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OZET

Bu ¢alismada, dnce ferrosen ¢ekirdekli birinci (1G) ve ikinci jenerasyon (2G) dendrimerler
sentezlenmis, daha sonra aminofenol tiirevleri, Pt(Il) veya Pt(IV) katyonlari ile “kalip”
yontemi kullanilarak genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerler [2G-X-Pt(ll) ve 2G-X-
Pt(IV), X: -H, -NO,, -CHg] elde edilmistir. Sentezlenen dendrimerlerin yapilari, FTIR,
UV-Vis, 'H-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF MS, termal analiz, molar iletkenlik ve
magnetik susseptibilite dlgtimleriyle aydmlatilmistir. 2G, 2G-X-Pt(Il) ve 2G-X-Pt(1V)
dendrimerlerine glukoz oksidaz (GOXx) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimleri immobilize
edilmis ve optimizasyon parametreleri (pH, sicaklik, tekrar kullanim, depolama kararliligs,
substrat derisimi) belirlenmistir. Michaelis-Menten esitligi ile Ky (MM) ve Via (mMM.dk.™)
degerleri hesaplanmistir. Immobilize glukoz oksidaz enziminin yapay idrar ortaminda
tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. Immobilize asetilkolinesteraz enziminin pestisit
(fosmet, karbaril, diklofop-metil) tayininde kullanilabilirlikleri arastirilmistr.
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ABSTRACT

In this study, firstly, the first (1G) and second generation (2G) dendrimers involving
ferrocene were synthesized, and then the expanded second generation dendrimers, [2G-X-
Pt(1l) and 2G-X-Pt(1V), X: -H, -NO,, -CH3], were obtained using “template method” with
aminophenol derivatives, Pt (1) or Pt (I\V) cations. Their structures were characterized by
molar conductivity, magnetic susceptibility thermal analyses (TGA), FTIR, UV-Vis, 'H-
NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF-MS methods. Glucose oxidase (GOx) and
acetylcholinesterase (AChE) enzymes were immobilized on the 2G, 2G-X-Pt(Il) and 2G-
X-Pt(IV) dendrimers, and their optimization parameters (substrate concentration,
temperature, pH, reusability and storage capacity) enzyme were determined. Their Ky
(mM) and Vmax (MM.min™*) values were calculated from the Michaelis-Menten equation. The
reusability of the immobilized glucose oxidase enzyme was investigated in artificial urine
medium. The use of immobilized acetylcholinesterase enzyme in the determination of
pesticides (phosmet, carbaryl, diclofop-methyl) has been investigated.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
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Simgeler Agciklamalar

Km Michaelis-Menten sabiti

Vmak Maksimum hiz

v (cm™) Gerilme titresimi

pL Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklamalar

1G Ferrosen ¢ekirdekli birinci jenerasyon dendrimer

2G Ferrosen ¢ekirdekli ikinci jenerasyon dendrimer
AAS Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi

AChE Asetilkolinesteraz enzimi

DTNB 5,5-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit

Fc Ferrosen

FTIR Fourier Dontisiimlii Kiziltesi Spektroskopisi

GOx (GOD) B-Glukoz oksidaz enzimi

'H-NMR Proton Niikleer Manyetik Rezonans

LC-MS S1vi Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi
MALDI-TOF MS Matriks Yardiml1 Lazer Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi
TGA/DTA Termogravimetrik Analiz/Diferansiyel Termal Analiz

UV-GB Ultra Viyole-Goériiniir Bolge



1. GIRIS

Dendrimerler, polimerlerin yeni bir smifidir. Bu olduk¢a dallanmis ve iyi tanimlanmis
makromolekiiller, kovalent bagli nanopartikiillerden olusan, genel olarak kiiresel ve
orijinal tipli ti¢ boyutlu yapilardir. Dendrimer, Yunanca “dendron” (agag) ve “meros”
(kisim) kelimelerinden tiireyerek aga¢ benzeri dallanmis bilesikleri ifade etmektedir [1].
Dendritik (¢ok dallanmis) yapilar, dogada yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu yapilara,
belirli bir fonksiyonu yerine getirmek ya da gelistirmek icin ihtiya¢ duyulmaktadir.
Agaclarin dallar1 ve kokleri, sinir hiicreleri, hayvan ve bitkilerin damarlanma sistemleri
dogal olarak meydana gelmis canli dendritik yapilara 6rnek verilebilir. Bunun yani sira
cansiz sistemlerde de dendritik yapilar1 gérmek miimkiindiir. Kar taneleri bu yapilara

verilebilecek en glizel 6rneklerdendir.
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Sekil 1.1. Dogal olarak meydana gelmis dendritik yap1 (sinir hiicresi) [2]

Dendrimerler, klasik polimerlere gore, daha ¢ok dallanmis yapida olmalari, reaktif 6zellige
sahip ug¢ gruplarla sonlanmalar1 ve dallarin arasinda misafir molekiilleri kapsiilleyebilme
yeteneklerinden dolay1 ilgi odagi olmuslardir. Ozellikle, 1990’11 yillarin basinda dikkat

ceken dendrimerler iizerine olan ¢aligsmalarin giderek arttig1 kaynaklarca goriillmektedir [3].

Enzimler, canlilar tarafindan dretildiklerinden, endiistriyel veya analitik amach
kullanimlar1 i¢in doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kokenli kaynaklardan
saflastirilirlar. Bu saflagtirma islemlerinin maliyeti yiiksektir. Endiistriyel ve analitik
islemlerin ¢ogu, sulu ortamda gerceklesir. Bu prosesler de enzimler, substrat ¢ozeltisi ile

karistirilir ve boylece iriin elde edilir. Ancak bu proses sirasinda enzimler ekonomik



olarak geri kazanilamazlar. Bu nedenle enzimler suda ¢6ziinmeyen bir destege immobilize

edilmekte ve geri kazanilmaktadir.

Dendrimerler iizerine olan enzim immobilizasyonu ile ilgili arastirmalarin 1998 yilinda Liu
ve digerleri tarafindan proteinlerin par¢alanmasindan sorumlu olan proteaz enzimi ile

basladig1 goriilmektedir [4].

Glukoz oksidaz (GOx) enzimi, gida sanayisi, klinik kimya ve biyoteknolojideki
kullanimlar1 nedeni ile ticari onem tagimaktadir. Bunun disinda GOx hem ucuz olmasi hem
de dayanikli olmasi sebebiyle analitik bir reaktif olarak kanda glukoz tayininde
kullanilmaktadir. Literatiirler incelendiginde, glukoz oksidaz enzimin, dendrimerler
iizerine olan immobilizasyonunun genellikle poli(amidoamin) tiirevli dendrimerlerin
tizerine oldugu gorilmektedir [5]. Olduk¢a az sayida sentezlenen ferrosen igeren
dendrimerlerin enzim uygulamalar1 {izerine olan ¢alismalarin, genellikle biyosensor amagh

oldugu goriilmektedir [6-8].

Organik fosforlu (OP), klorlu ve karbamatli pestisitler sinir sistemini etkileyen
bilesiklerdir. Sinir uyarilarinin iletilmesinde 6nemli rol oynayan asetilkolinesteraz (AChE)
enziminin 6zellikle organik fosforlu (OP) ve karbamatli pestisitler varliginda inhibe olarak
enzim aktivitesinin azalmasma neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle aktivitedeki
azalmanin izlenmesi i¢in AChE-biyosensorlerin gelistirilmesi iizerine ¢aligmalarin
cesitlenerek arttigi goriilmektedir [9]. Pestisitlerin, amperometrik ve potansiyometrik
tayinine yonelik calismalarin amaci, daha duyarli ve maliyeti daha ucuz olabilecek
yontemlerin gelistirilmesi {izerine oldugu goriilmektedir. Asetilkolinesteraz enziminin
(AChE) biyosensor iizerine olan galismalarin ¢ok yaygin oldugu, ancak immobilizasyon

ile ilgili caligmalarin yaygin olmadigi goriilmektedir [10].

Sunulan tez kapsaminda, saglik, endiistri ve fen bilimi alanlara uygulanabilecegi
diistintilen ve medyatdr olarak 6nemli bir role sahip olan ferrosen ¢ekirdekli birinci, ikinci
ve genisletilmis ikinci jenerasyonlu dendrimelerin sentezlenmesi hedeflendi. Sentezlenen
dendrimerlerin yapilari spektral yontemlerle aydinlatildiktan sonra glukoz oksidaz (GOX)
ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimlerinin immobilizasyonunun yapilmasi ile aktifliginin

arastirilmasi sayesinde biyokataliz arastirmalarinda da dikkat ¢ekebilecegi diistiniildii.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Dendrimerler

Supramolekiiler kimya, molekiiller arasindaki ve molekiil i¢gindeki etkilesimleri inceleyen
bilim dalidir. 1970°1i yillarin sonlarina dogru, supramolekiiler kimyasinda yer alan konuk-
konak bilesikleri ile ilgili ¢alismalar, yeni alanlara zemin olusturmasi nedeniyle ilgi odagi
olmaya baglamistir [11-16]. Ahtapot ‘octopus’ ve dokunag ‘tentacle’ yapilarina benzeterek
bir makrosiklik molekiillerinin sentezi iizerine olan ¢alismalarin dikkat ¢ekici olmasinin
nedeni, bu tiir molekiillerin substrata karsi segici olmasindan kaynaklanmaktadir [17,18].
1974 yilinda Végtle ve digerleri tarafindan ilk kez sentezlenen ahtopot molekiiliiniin yapisi

Sekil 2.1.”de verilmistir.

RO

RO

Sekil 2.1. Ahtapot molekiilii (solda): metal iyonlari ile konak-konuk etkilesimi [17]

Daha sonraki yillarda, Murakami ve digerleri ahtapot yapisina benzer bir makrosiklik
bilesik olan ‘azoparasiklofanlar’i sentezlemislerdir (Sekil 2.2.) [18]. Bu arastirmacilar
sentezledikleri makromolekiiliin, son derece esnek yapida olmasina ragmen, substrata karsi

etkili bir secici katalizor olarak davranabilecegini agiklamiglardir.



12R= [CH2]10N+HM62C|'
2R= [CH2]10N+(CH2)mM62C|’
2 2R= [CH2]10N+(CH2)mM92CI-

Sekil 2.2. Substrat-segici katalizor 6zelligindeki dort-kollu 'ahtapot' bilesikleri

Ik dendrimer sentezi 1978 yilinda Végtle ve digerleri tarafindan gerceklestirilmistir [19].
Vogtle arastirmasinda, amin grubuna akrilonitrilin Micheal-tipi katilmasi sonucunda
olusan {riiniin, birincil amine indirgenmesiyle ‘kademeli’ (cascade) dendrimerlerin
sentezlendigi ve teorik olarak sonsuz kere tekrarlanmasiyla biiyiilk makromolekiilerin

hazirlanabilecegini ifade etmistir (Sekil 2.3.)

+ 2 en Co(l1), NaBH,
S — -
NC CN
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Sekil 2.3. Vogtle ve digerleri tarafindan gelistirilen dendrimer sentezi [19]



1980’11 yillarin baslarinda Denkewalter [20] ve Tomalia [21] agirlik¢a ortalama molekiil
agirhgr (polidispersite) kiiciik olan, dallanmis polimerleri kondenzasyon yontemi ile
sentezlemislerdir [22,23]. Ozellikle Tomalia ve grubunun, Poliamidoamin (PAMAM)
serileri iizerine olan c¢aligmalarinin ‘dendrimer’ ifadesi olarak literatiirlerinde yer almasi,

giinlimiize kadar olan galigmalara ornek teskil ettigi goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Tomalia ve digerleri tarafindan sentezlenen PAMAM dendrimeri [21]

Dendrimer ifadesi, Yunanca’da ‘dendron’ (aga¢)’dan ve bunun es anlamlisi olan Latince
‘arboral’ (¢ardak) ile ‘cascade’ (kademeli) terimlerinden tiiretilmistir. Giiniimiizde
‘dendrimer’ terimi, ¢cok dalli monodispers (ayni uzunluktaki polimer zincirleri) bilesikleri
tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Kaynaklara bakildiginda dendrimer yerine
‘arborol’ kelimesinin de kullanildigi goriilmektedir. Newkome ve digerleri her bir
jenerasyonunda farkli yapilara sahip, dallanmis bir seri makromolekiil sentezlemisler

(Sekil 2.5.) ve bu makromolekiilii ‘arborol’ olarak tanimlamislardir [24].
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Sekil 2.5. Newkome ve digerleri tarafindan sentezlenen dendrimer
2.1.1. Dendrimerlerin yapis1

Dendrimerler, azot atomu gibi bir merkez (core) atomdan baslayarak, tekrar eden kimyasal
reaksiyonlarin meydana gelmesi ile olusan kiiresel dallanmis bir yapiya sahip monodispers
makromolekiillerdir. Birbirini izleyen katmanlar eklenerek dendrimerler istenilen boyuta
genisletilebilir [25,26].

Dendrimerler baglica ii¢ kistmdan olusur. Bunlar; (a) ¢ok fonksiyonlu bir ¢ekirdek, (b)
dallanma birimleri ve (c) yiizey gruplari olarak tanimlanmaktadir. Cok fonksiyonlu merkez
molekiil, 6rnegin amonyak ya da etilendiaminden sentezlenebilmektedir. Dendrimerlerin
cesitliligi, cekirdek etrafindaki fonksiyonel gruplar tarafindan saglanir. Dallanma birimleri,
dendrimerin tekrarli bir sekilde biiylimesini saglar. Dendrimerlerde bulunan reaktif ug
gruplar dentritik bilylimenin devamini sagladigi gibi gesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin

gelistirilmesi icin de kullanilmaktadir.



Cekirdek

Dallanma birimleri

Sekil 2.6. Dendrimerlerin sematik gosterimi

Dendrimerlerin liggen seklinde biiyliyen parcalarina ‘dendron’ adi verilir. Dendronlar,
dendritik par¢a dilimi olarak da ifade edilmektedir. Dendrimeri olusturmak igin
dendronlarin fonksiyonel gruba sahip olmasi gerekir (Sekil 2.7.). Dendronlardan
konverjent (yakinsak) yontem ile dendrimerler elde etmek miimkiindiir. Frénchet tipi
dendronlar ticari olarak mevcuttur. Bu dendronlardan kovalent veya nonkovalent baglanma

ile dendrimerler sentezlemek miimkiindiir [27].
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Sekil 2.7. Dendron yapisinin sematik gosterimi

Dendrimerlerin biiyiikligi, tekrarlanan dongii sayisi yada jenerasyon sayist (G) kavramiyla
belirtilir. Jenerasyon sayisi, ¢ekirdekten dis ylizeye dogru ilerleyen dallanma noktalarinin

sayisiyla kolayca tespit edilebilir. Ornegin, baglanma noktasi olmayan bir dendrimer



sifirinc1 jenerasyon (G-0) olarak adlandirilir. Asagida, bir dendrimerdeki jenerasyon

sayisinin nasil tespit edilebilecegi sematik olarak verilmektedir.

monomer
p e . \ e
e * % ep *4 v e o \,/ e
, ., & \._‘,.\’\ o m | g e
baglanma T . /l\ \. .2 ’ /l\ \;.
cekirdek “ e P ‘/\ '“\;0
G=1 ./5‘\'
dendrimer G=2
dendrimer G=3
dendrimer

Sekil 2.8. Dendrimerlerde jenerasyon sayisinin tespit edilisi

2.1.2. Dendrimerlerin 6zellikleri

Dendrimerler dogrusal  polimerlerin  aksine  monodispers  makromolekiillerdir.
Dendrimerlerin boyutu ve molekiil agirligi sentez sirasinda kontrol edilebilmektedir.
Klasik polimerizasyon isleminde ise dogrusal ve farkli boyuttaki polimerler sentezlenir.
Dendrimerlerin, polimerlerle olan yapilari kiyaslandiginda, dendrimerlerin daha iyi fiziksel
ve kimyasal Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir [28]. Dendrimerlerin islevselligi
cekirdek molekiillerine, kollar arasindaki bosluga ve yiizey gruplarina baglidir. Dogrusal
polimerler ¢oziicii ortaminda genellikle esnek bobinler halinde bulunurken, dendrimerler
siki paketlenmis bir top seklinde bulunurlar. Ayrica dendrimerlerin ¢ozeltileri,
polimerlerin ¢ozeltilerine gore daha az viskoziteye sahiptir. Dendrimerlerin molekiil
agirhgr arttikga, 6zellikle 4. jenerasyondan sonra viskozitesi maksimum degere ulasir daha
sonra azalmaya baglar. Polimerlerde ise molekiil agirhig: arttikga diizenli olarak viskozite
artar [29, 30].
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Sekil 2.9. Dendrimerler ve dogrusal polimerler i¢in viskozitenin mol kiitlesi ile degisimi

Dendrimerlerde bulunan bosluklar, icerisinde bulunan molekiilleri veya nanopartikiilleri,
her tiirli ortama transfer etmeye uygun yapidadir. Bdyle bir transferin meydana

gelmesinde, konuk-konak arasindaki non-kovalent etkilesim etkili olmaktadir [31].

‘ C4 Hedef kisim
I¢ kisimda _
taginan ilag G3 Adsorbe olmus
molekiilleri \ 2 ila¢ molekiilii
B Gl
go M

Sekil 2.10. Dendrimerlerin ilag tasiyict sistemler olarak kullanimi [32]

Dendrimerlerin uzun zincir ile sonlanmasi, ¢oziinlirliiglin artmasina ve yiiksek aktiviteye
sahip olmasina sebep olmaktadir. Dendrimerlerin ¢oziliniirliikleri ylizey gruplarmin
ozelliklerine baglidir. Hidrofobik u¢ gruplara sahip bir dendrimer, apolar ¢oziiciilerde
¢oziinebilirken, hidrofilik gruplar ile sonlanmis bir dendrimer polar ¢oziiciilerde
¢oziinebilmektedir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan dendrimerlerin biyouyumlu
olmas1 dnemlidir. Katyonik dendrimerler genellikle hiicreyi oldiiren ya da fonksiyonunu

durduran (sitotoksik) maddelerdir. Dendrimerlerin toksik 6zelligi jenerasyon sayisina bagh



10
olup, jenerasyon sayisi arttik¢a toksik Ozellik artmaktadir. Anyonik dendrimerlerin toksik
ozelliginin katyonik dendrimerler kadar etkin olmadig: belirtilmistir [33,34].

2.1.3. Dendrimerlerin sentez yontemleri

Dendrimerler genellikle diverjent (iraksak) ve konverjent (yakinsak) metotlarina gore
sentezlenirler [35]. Dendrimerinlerin sentezinde ilk olarak diverjent metod [19], daha sonra
konverjent metot kullanilmaya baslanilmistir [36]. Kullanilan bu iki metot arasinda temel
farkliliklar vardir.

Diverjent (Iraksak) metot yardimiyla dendrimer sentezi

Bu metotta dendrimer, multifonksiyonel o6zellige sahip bir ¢ekirdek molekiiliinden disa
dogru bliylir. Monomerin aktif gruplar ile ¢ekirdegin yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin
reaksiyonu yeni dallanma noktalarinin olusumuna neden olur. Béylece molekiiliin yeni
cevresi daha fazla monomer ile reaksiyona girmek igin harekete geger. Bu islem ile daha
fazla jenerasyonlu dendirimerler sentezlenir. Asagida diverjent biliyime metodu

kullanilarak bir dendrimerin hazirlanis1 sematik olarak goriilmektedir.

Sekil 2.11. Diverjent metot ile dendrimer sentezinin sematik gosterimi

Dendrimerlerin biiyiik miktarlarda tretilmesi i¢in diverjent yaklasimi daha basarilidir.
Ancak bu metodun dezavantajlarindan biri, tamamlanmamis reaksiyonlarin olmasi
sonucunda yapisal bozukluklarin ortaya ¢ikmasi ve yan {riinlerin goriilmesi ile safsizlik

gibi problemlerin meydana gelmesidir. Diger dezavantaji ise, polidispers yapilar olusmasi
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ve asirt miktarda monomer tiiketilmesidir. Bu durum olusan {iiriiniin saflastirilmasini

zorlagtirmaktadir [33].

Konverjent (Yakinsak) metot vardimiyla dendrimer sentezi

Konverjent metot, diverjent sentezinin olumsuzluklarina cevap vermek igin gelistirilmistir
[36]. Konverjent metotta sentezin baslangict dendrimerlerin yiizeyinde gergeklesir. Yiizey
birimlerine monomerin baglanmasiyla kademeli olarak c¢ekirdege dogru ilerler. Dendron
olarak adlandirilan bdyle dallanmis polimerik kollar, yeterli biiyliklige ulastifinda ¢ok
fonksiyonlu ¢ekirdek molekiiline eklenir. Her bir jenerasyonun biiyiimesi igin iki
reaksiyon (aktivasyon ve biiyiime) gereklidir. Biiylimenin her basamaginda orta dereceli
bir saflastirma islemi yapilir. Boylece elde edilecek hedef tiriinde meydana gelebilecek

yapisal bozuklar en aza indirilir.

S e
>—. —_— }. ﬁ» 2)(_(b)> 2x O
S
S @ > >
(b)

Sekil 2.12. Konverjent metot ile dendrimer sentezinin sematik gosterimi
2.1.4. Dendrimer c¢esitleri

Dendrimelerin smiflandirilmasinda; yapisi, sahip olduklari i¢ bosluklar ve fonkiyonel ug

gruplari temel alinmaktadir. Asagida gesitli dendrimerler verilmektedir.

PAMAM dendrimerleri

PAMAM olarak kisaltilan poliamidoamin dendrimerinin, ilk kez Tomalia ve digerleri
tarafindan sentezlendigi goriilmektedir [15]. Bu dendrimerler diverjent metodu ile
sentezlenmis ve etilendiamin veya amonyak baslatici reaktif olarak kullanilmistir.

Etilendiaminin asiris1 ile karbometoksinin amitlesme reaksiyonu sonucu olusan ara tirtiniin
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primer amino gruplarina, metil akrilatin bir ¢ift Michael katilmasiyla PAMAM

dendrimerlerini sentezlemislerdir.

H
O N~
o NH
0 HC X ?jocm HZN\/\Nﬁ ; 2
SHGCHs O)ﬁ ¢ HN N H N/\/NHH
~ - N
i~ NH, ———— N WWOC H Y"NH,
CH N.
H3C f o ’ HZN’\ 00
070
1. Jenerasyon PAMAM
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Ao CH;
H 0
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H,N > H 0 H 2
m’\’\"o o i
H
HzN/\’NTJ o7y
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2. Jenerasyon PAMAM

Sekil 2.13. ikinci jenerasyon PAMAM sentezi i¢in genel rota

PPI dendrimerleri

‘Poli(propilen imin)’ olarak bilinen dendrimerler ilk defa Végtle tarafindan sentezlenmistir
[19]. Micheal tipi katilma ile aminin akrilonitrile baglanmasi, daha sonra nitril gruplarinin
indirgenerek primer —NH, gruplarinin olugmasi sayesinde bilyliyen makromolekiil

ligantlar: sentezlemistir.
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Sekil 2.14. Biitan-1 ,4-diamin ¢ekirdekli 3. jenerasyon PPl dendrimerinin sentezi

Peptit dendrimeri

Aminoasitlerden olusan iki dendrimerin kondenzasyonu sonucu peptit dendrimerlerin
sentezi mimkiindiir. Peptit dendrimerlerinin ¢ekirdegi ve dallanma birimleri amino
asitlerden olusur [37]. Peptid dendrimerler, ilag saliniminda, manyetik rezonans, anjiografi
(MRA), florojenik goriintiileme, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in kontrast ajan

olarak kullanildigi kaynaklarda goriillmektedir.

@°8
© @@% 5@*@%
AN & 0
§ & L

+ ¢ekirdek < dallanma birimleri &0  peptit

Sekil 2.15. Farkli boyuttaki peptit dendrimerlerin sematik gosterimi
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Tekto dendrimer

Coklu ilag¢ salinimi, hastalikli hiicrenin teshisi ve tedavisi i¢in umut verici olan tekto

dendrimerler, merkezdeki dendrimerin aktif uglarina birden fazla farkli dendrimerlerin

baglanmasiyla olugsmaktadir.

Sekil 2.16. Tekto dendrimerin sematik gosterimi [38]

Pamamos dendrimerleri

Silisyum igerikli ticari bir dendrimer olan PAMAMOS, Dvornic ve digerleri tarafindan
1990'larda Michigan Molekiiler Enstitlisii’nde sentezlenmistir. Digerlerinden farkli bir
ozellige sahip olan PAMAMOS dendrimerleri hidrofilik ve hidrofobik gruplari igermesi
nedeniyle Onemlidir. Merkezden disa dogru biiyiiyen, kopolimerik poli(amidoamin-
organosilisyum) (PAMAMOS) dendrimerlerinin i¢ kismini hidrofilik poliamidoamin
(PAMAM) olustururken, dis kismin1 hidrofobik organosilisyum (OS) olusturmaktadir [39].
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Sekil 2.17. Silisyum igeren PAMAMOS dendrimerinin olusumu

Fréchet tipi dendrimerler

Poli-benzileter tabanli olan bu dendrimerler, Hawker ve Fréchet tarafindan 1990 yilinda
konverjent metotla gelistirilmistir [40-42]. Fréchet Tipi dendrimerler de, genellikle yiizey
grubu olarak karboksilik asitler kullanilmigtir. Boylece polar ¢oziiciilerde hidrofobik

ozellik gosteren dendrimerin ¢oziiniirliigi arttirilmastir.
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Sekil 2.18. Frechet tipi 3. jenerasyon dendrimer sentezi [43]

2.1.5. Dendrimerlerin uygulamalar:

Dendrimerlerin bir¢ok potansiyel alanlara uygulanabilecegi cesitli dergi ve makalelerde

belirtilmektedir. Dendrimerlerin etkili bir uygulama alanina sahip olabilmesi i¢in amaca

yonelik ozelliklere sahip olmasi gerekir. Dendrimerlerin, sahip oldugu diizenli molekiiler

yapisi, ¢cok fonksiyonlu ylizeyi ve meydana gelen i¢ bosluklart sayesinde ¢esitli alanlarda

uygulanabilmektedir. Ornek olarak, biyomedikal, endiistriyel ve ileri teknoloji alanlarinda

kullanilmaktadir. Dendrimerlerin uygulamalar1 iizerine yapilan caligmalarin bir boliimii

asagida sunulmustur.
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Hidrojen peroksit tayini yapmak i¢in Deb ve digerleri, 4. Jenerasyona sahip PAMAM
dendrimerini, KyPtCly ile etkilestirerek elektrot ylizeyine sodyum-4-striensiilfonat
aracili@iyla tutturmuslardir. Hazirlanan bu elektrokataliz kompozit ile hidrojen peroksitin
askorbik asit ve asetaminofenin bulundugu ortamda bile hassas bir sekilde (50 uM-8 Mm)

tayin edilebilecegini ifade etmislerdir [44].

1.H.O
2
— '.'
+ Kpul
2. NaBH, o Pt
Dendrimer Pt-Dendrimer

Sekil 2.19. Elektrokataliz igin hazirlanan PAMAM dendrimerine Pt(ll) iyonlarinin
yerlestirilmesi

Metisilin’e direngli S. aureus (MRSA) hastanelerde oliimciil enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu nedenle MRSA’nin hizli tayini, enfeksiyonlarin kontrol altina alinabilmesi
icin 6nemlidir. Klinik teshislerde MRSA’nin bir geni olan penisiline bagli protein 2a’dan
(PBP2a) faydalanildigi kaynaklarda bilinmektedir [45]. Bu amagla Yang ve digerleri,
PAMAM dendrimerini ve altin nanokiireleri kullanarak Sekil 2.20.’de verilen PBP2a

immiinosensoriinii hazirladiklarini ifade etmislerdir [46].
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Sekil 2.20. PBP2a imiinosensoriiniin sematik gosterimi
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Aragtirmacilar, 1s1n enerjisini absoblayarak daha uzun dalga boylu 1sinlar1 yayma 6zelligi
gosteren  (fotoliminesans) makromolekiillerin  sentezi i¢in  degisik  stratejiler
gelistirmiglerdir. Bu makromolekiiller Au(IIl), Ir(IIT) gibi ge¢is metalleri ile kompleks
olusturarak zengin bir liiminesans 6zellige sahip olurlar. Tang ve digerleri, karbazol tabanli
alkinil Au(llI) komplekslerini hazirlayarak fotokimyasal oOzelliklerini incelemislerdir.
Hazirladiklar1 bu dendrimerin 151k yayan diyot (LED) olarak kullanilabilecegini ifade
etmislerdir [47].

sPuon.

Sekil 2.21. LED olarak kullanilabilecek dendritik yapinin dizayni

Gen salinimi igin katyonik dendrimerlerin 6nemli rol aldigi kaynaklarda belirtilmektedir
[48]. Gen saliniminda, polimerlerin heterojenlik indeksinin dar, ¢6ziiniirlik ve
kararliliginin iyi olmasia karsin [49] dendrimerlerin performansi kadar etkili olmadigt
belirtilmektedir [50]. Wang ve digerleri 20 farkli aminoasiti, besinci jenerasyon PAMAM
dendrimeri ile etkilestirmislerdir. BOylece hazirlanan dendrimerin, gen transferine ve
toksik etkisine aminoasitlerin nasil bir etki gosterebilecegi aragtirilmistir. Dendrimere bagl
olan aminoasitin konjugasyon 6zellik gostermesi, gen saliniminda “sinerjik etkiye” neden
oldugu belirtilmistir [51]. Wang ve digerleri dendrimere bagl olan histidinin konjugasyon
ozelligi gostermesi nedeniyle hiicre organallerine olan hareketinin daha kolay oldugunu

ifade etmislerdir.
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20 farklh aminoasit

Sekil 2.22. Aminoasit kullanilarak elde edilen dendrimerin sematik gdsterimi [51]

Nieves ve digerleri, polictilenglikol tabanli katyonik karbosilan dendrimerlerini
hazirlayarak gen terapisinde HIV viriisiine karsi etkili olup olmayacagina yonelik aragtirma
yapmuslar, kan hiicrelerinde bulunan HIV viriisiine karsi iyi etki gosterdigini gézlemisler,
bunun nedenini dendrimerin diisiik toksik 6zelligine baglamislardir [52]. Kesharwani ve
digerleri, folik asit (FA), dekstran (polisakkarit) ve galaktoz igeren dendrimerleri
hazirlamiglar, bu dendrimerlerin degisik antikanser ila¢ saliniminlarin1 incelemisler,

modifiye edilen PPI dendrimerinin daha iyi sonug verdigini ifade etmislerdir [53].

Biyoyakit hiicrelerinin hazirlanmasinda, elektron transfer 6zelligi gosteren enzimlerden
faydalanmak son yillarda 6nem arz eden arastirmalardan biridir. Korani ve Salimi,
glukozdehidrogenaz (GDH) enzimi ile biyoanot, bilirubin oksidaz (BOX) enzimi ile
biyokatot olusturarak bir biyoyakit hiicresi hazirlamiglardir. Bu ¢alismalarinda ¢ok duvarli
amin igeren karbon nanotiipi (MWCNTSs-NH,) karboksille sonlandirilmis PAMAM
dendrimerimeri ile etkilestirdikten sonra GDH enzimini immobilize etmisler boylece
hiicrenin biyoanotunu olusturmuslardir. Biyokatot i¢in ise ¢ok duvarli karbon nanotiip

(MWCNTS) yiizeyine BOX enzimini immobilize etmislerdir (Sekil 2.23.) [54].

<y 2 Glukoz

2 Glukonolakton

Sekil 2.23. Biyoanot ve biyokatot yiizeyinlerinin hazirlanmasinin sematik goriintiisii
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Crespilho ve digerleri, nanoyapili elektrokatalitik membran iiretmek i¢cin PAMAM
dendrimerinden faydalanmislardir. Bunun igin, tabaka-tabaka adi verilen teknigi kullanarak
PAMAM dendrimerler ile poli(vinilsiilfonik asit) katmanlarini olusturmuslardir. Enzimin
immobilize edilebilmesi i¢in ¢apraz baglayici olarak sigir serum albiimini ve

glutaraldehitten faydalanmislardir [55].

ITO-(PSVIPAMAM-Au),

PAMAM-Au

Sekil 2.24. GOx enziminin immobilizasyonunda kullanilan membranin hazirlaniginin
sematik gosterimi [55]

Kana bakteri ya da toksin karigmasi sonucu “kan zehirlenmesi” olusur. Kanda bulunan
“prokalsitonin”in (PCT) belirlenebilmesi ig¢in Shen ve digerleri, PAMAM dendrimerini
N,N-bis(ferrosenil)diaminoetan  ile  tepkimeye sokarak enzimsiz  imiinosensor
tasarlamislardir. Camsi karbon elektrot yiizeyine hazirlanan bu iminosensoriin diisiik tayin
siir araligina (3,72x10° ng/mL) ve yliksek duyarliliga sahip oldugunu ifade etmislerdir
[56].

b
e 4
— 8
& -
ey
PCT

Sekil 2.25. Enzimsiz imiinosensoriin tasarimi (camsi karbon elektrot (CKE), birincil
monoklonal antikorlar (Ab,), sigir serum albumini (BSA) prokalsitonin (PCT))
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2.2. Ferrosenler

Organometaller kimyasi, 1827 yilindan Zeise tuzunun ilk kesfiyle baslamistir. Kealy ve
Pauson, 1951°de siklopentadienil bromiirden yola ¢ikarak fulvaleni sentezlemeyi
hedeflemislerdir. Bu amagla arastirmacilar, susuz dietileter ortaminda FeCls tuzu ile siklo-
CsHsMgBr reaktifini tepkimeye sokmuslardir. Bu tepkimede fulvalen yerine formiili
(CoHs)oFe olan turuncu renkli, kararli, havada bozunmadan siiblimlesen, Katalitik

hidrojenlenmeye karsi dayanikli olan bir kati1 elde edilmistir [57].

siklo-C5H5MgBr + FeCl; — (C5H5)2Fe

ferrosen

Uriiniin yapis1, 1956 yilinda X-1gmnlari kirinim yéntemi ile belirlenmistir. Ferrosenin,
birbirine paralel CsHs halkalart arasinda bir demir atomunun bulundugu ve yapinin bir
sandvige benzedigini ifade etmislerdir. Ferrosenin iki izomeri mevcuttur. Bunlardan biri,
halkalarin c¢apraz bi¢cimde (Dsq) oldugu, digeri ise halkalarin ¢akisik (Dsp) veya ¢akisiga
¢ok yakin oldugu yapilardir (Sekil 2.26.) [57].

< -

Fe Fe
D 5d D 5h
Capraz halkalar Cakigik halkalar

Sekil 2.26. Ferrosenin iki farkli yapisi

Ferrosen, sahip oldugu siklopentadienil halkalar1 sayesinde aromatik bir bilesiktir, ayrica
Fe(Il) iyonlarindan aldigi elektron destegi ile benzen halkasina gore elektronca daha
zengindir ve bu da ona aromatik katilma tepkimelerine kolayca girmesini saglamaktadir.
Ferrosen bilesikleri genelde kirmizi ve turuncumsu bir renkte olup igne seklinde kristallere
sahiptir. Erime noktasi 173-174 °C, kaynama noktas1 249 °C’dir. Suda ¢6ziinmeyip fakat

birgok organik ¢oziiciide kolaylikla ¢oziinmektedir. Ferrosen bilesiklerinin hem organik
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hem de anorganik 6zelliklerinin olmasi, yiiksek termal kararliliklari, organik ¢oziiciilerde
iyl ¢oOziinmeleri, kolay sentezlenmeleri, tersinir redoks ozellikleri, demir merkezinden
dolay1 kimyasal ve elektrokimyasal olarak incelenebilmesi gibi 6zellikleri bakimindan bu

bilesige olan ilgi artmistir [58].

1956 yilindan giiniimiize kadar ferrosen iceren makromolekiillerin sentezi ve uygulamalari

iizerine yapilan secilmis aragtirmalarin 6zeti asagida sunulmustur.

a,G-Azobisizobutironitril (AIBN, 98%) ortaminda, vinilferrosen(VFc) ile glisidilmetakrilat
(GMA) dan faydalanarak, Poli (glisidil metakrilat-ko-vinilferrosen)i sentezleyen Bas ve

digerleri, bu kopolimerin iizerine ksantin oksidaz enzimini immobilize etmislerdir (Sekil

2.27.) [59].

2 R J =
2 2 }Ptelektrot
GMA Poli(GMA-co-VFc)

Polimer kaplama
ksantin oksidaz
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Sekil 2.27. GMA’nin kopolimerlesmesi ve immobilizasyon semasi

1937 wyilinda Douglass’m [60] selenoiireyi sentezlemesinden sonra biyolojik
uygulamalarda kullanilmasi nedeniyle, bu bilesigin ¢esitli tiirevleri sentezlenmis, DNA
baglama ve antioksidan ¢alismalar1 yapilmistir. Hussain ve digerleri selenotireyi ferrosen

ile  tirevlendirerek  1-(2-metilbenzoil)-3-(3-ferrosenilfenil)selenoiire ~ molekiiliinii
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sentezlemislerdir. Ferroseninin indirgenme-yiikseltgenme 6zelliginden faydalanarak kanser
hiicrelerindeki DNA’ya baglanma o6zelligini doniistimlii voltametri ile incelemigler ve

asagidaki gibi bir mekanizmanin miimkiin olabilecegini ifade etmislerdir (Sekil 2.28.) [61].

Fe (11) Fe (1) +
/
Kind. HoOH Kyik.
/
Fe (I)— DNA — = Fe (11I)—— DNA + 1l¢

Sekil 2.28. 1-(2-metilbenzoil)-3-(3-ferrosenilfenil)selenoiire’nin indirgenme-yiikseltgenme
mekanizmasi

Deng ve digerleri, indirgenmis grafen oksit ile ferrosen arasinda meydana gelen m-n
etkilesiminden faydalanarak bir hibrit hazirlamiglardir. Bu hibritin, FT-IR, Raman
Spektroskopisi ve Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM) ile karakterizasyonunu yaptiktan
sonra, bir elektrod yiizeyi hazirlamislar, tizerine kolin oksidaz enzimini (ChOx) immobilize

etmisler ve bunu H,0, ve kolin tayininde kullanmiglardir [62].

20,0kV X40,000 0.5um 20.0kV X40,000

(A) (B)

Resim 2.1. (A) indirgenmis grafen oksit (B) ferrosen katkili indirgenmis grafen oksitin
SEM goriintiileri

Balikta bozunmanin olup olmadigmin belirlenebilmesinde trimetilamin (TMA) tayini
yapilir. Bourigua ve digerleri trimetilamin tayini igin biyosensor gelistirirken polipirol ve

ferrosenden faydalanmiglardir.
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TMAO
+ -2 +
HsC FAD + NADPH+H — FADH2 + NADP
FADH2 + O2 — FADH-OOH

FADH-OOH + Me N — FADH-OH + Me,NO

FADH-OH —  FAD +H0O

Sekil 2.29. Poliprol temelli biyosensoriin yapist ve enzim merkezinde gergeklesen
kimyasal reaksiyon

Sadece deniz baliklarinda bulunan trimetilamin oksit (TMAO), bakterilerin etkisi ile
TMA’ya doniisiir. Baligin bayathig1 artttkca TMA miktar1 artar. Arastirmacilar, TMA
tayini i¢in ferrosenil grubunun redoks oOzelliginden faydalanmig, asagida olusan
mekanizmalar iizerinden TMA nin yiikseltgenerek TMAQ’ya doniistiiglini belirtmislerdir
[63].

Libo Deng ve digerleri Sekil 2.30.’da verilen hiperdallanmis floroglusinol-ferrosen igerikli
bir polimer (FBHP) hazirlayarak bazi anyonlara olan seciciligini voltametrik olarak
belirlemislerdir. Hazirlanan bu ferrosenil dendrimerin, yeni bir redoks dalgasina sahip

olmas: nedeniyle H,PO* gibi anyonlara kars1 segici olabilecegini belirtmislerdir [64].

OH Fe o}
@_ cocl THF/NEt, é
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Sekil 2.30. Floroglusinol-ferrosen igerikli bir polimerin (FBHP) sentez rotasi
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De Jong ve digerleri suda c¢oziinen ferrosen takili fosfor dendrimerlerini
sentezlenmislerdir. Bu dendrimerleri amonyum ve Karboksilat gurplari ile sonlandirarak

suda ¢Oziiniirliigiiniin miimkiin olabilecegini ifade etmislerdir [65].

/ ( ]
Cl
N-N
Fo , .cl NH,CH,CH,NEt, i _N-N /\/NH+
el > Fe PH-N k
2 S
l 2-G 2 2

N N/ Q N N/ O Na*

: CH,(CO,H),, '

Fe O_; PH(O C ,O> 2(COH), H Fe 0_; PH<O'©—//—‘(O >
2: 2 N/

3-G >,

Sekil 2.31. Ferrosen g¢ekirdekli suda-¢oziinebilen dendrimerlerin sentez rotasi

Enriguez ve digerleri, yeni bir yaklasim olan klik (¢itgit) reaksiyonu ile
tetrakis(ferrosenil—vinil siilfit) iiriiniin metalik Au veya Pt ylizeyine kemisorpsiyon yoluyla

tutunmasini saglamiglardir [66].

A

?/Q%HJE \/\rro UW g Fe
(s} o ]

0 o
?\/x’"“"s/\-)'l‘n uk/\sw
ot <=

Sekil 2.32. Tetrakis(ferrosenil—vinil siilfit) in yapisi

Buna benzer bir ¢calisma Bruno ve digerleri tarafindan yapilmis, silisyum igerikli tag eterin,

vinilferrosen ile olan klik reaksiyonu sonucunda olusan iiriiniin elektrokimyasal 6zelligini

incelemislerdir [67].
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Sekil 2.33. Tiyol-vinilsilan reaksiyonunun sematik gosterimi

Platin tabanli antikanser ilaglarin yan etkilerinden dolayi, daha az toksit etki gdsteren
rutenyum tabanli ilag¢ tasarimlari lizerine ¢aligmalarin yayginlastigi goriilmektedir. Ayrica
kanser tedavisine yonelik ila¢ tasarimi yapilirken, ikinci bir metal grubunun (6zellikle
ferrosen) yapida bulunmasinin, tedaviye olumlu katki verdigi arastirmalar sonucunda
goriilmiistiir [68]. Boyle bir arastirmay1 degerlendiren Govender ve digerleri, rutenyum ve
ferrosen iceren heterometalik kompleksini hazirlayip karakterize ettikten sonra DAB-G1-
PPI-(NH,)4 dendrimeri ile etkilestirmislerdir (Sekil 2.34.). Yumurtalik kanseri (A2780 ve
A2780cisR), rahim agz1 kanseri (SISO), akciger kanseri (LCLC-103H ) ve mesane kanseri
(5637) gibi kanser tiirlerine olan etkilerini arastirmiglardir. Buna gore, yumurtalik kanser

hiicrelerinin (A2780 ve A2780cisR) ¢ogalmasini engelledigini belirtmislerdir [69].
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Sekil 2.34. DAB-G1-PPI-(NH3)4 dendrimerine bagl rutenyum ve ferrosen igerikli yapi

2.3. Enzim Immobilizasyonu

Hiicredeki kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein yapisinda olan enzimler, cesitli

amaglarda kullanilmak iizere hem saglik hem de endiistri alaninda kullanilmaktadirlar [70].
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Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlart hizlandiran, sulu ¢ozeltilerde optimum pH ve

sicaklikta aktivite gosteren katalizorlerdir.

Enzimlerin etki ettigi molekiillere substrat adi verilir. Enzim ve substrat arasinda anahtar-
kilit (yiizey-kalip) iliskisi vardir. Enzim substratina gecici olarak aktif bolgeden baglanir.
Boylece enzim-substrat bilesigi (ES) olusur. Sekil 2.35.de substratin enzimle iiriine

dontlistimiiniin sematik gosterimi verilmektedir.

™~ Substrat Enzim aktivasyonu ' iiriin v
AKktif bolge /

- N -

Sekil 2.35. Enzim substrat bilesiginin olusumunun sematik gdsterimi

Enzimler kimya, biyoteknoloji ve besin endiistri gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Kullanilan enzimlerin pahali olmasi ve iriin elde edildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilmamas1 maliyeti ylikseltmektedir. Bu nedenle enzimlerin ekonomik acidan

kullanilabilirligini saglamak i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Immobilizasyonun kelime anlami, “tutuklanmis, hareketi smirlandirilmis” demektir.
Immobilizasyon, enzimlerin ya da mikroorganizmalarin fiziksel ve/veya kimyasal
yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar ve siirekli kullanimin1 saglamak amaciyla
organik veya inorganik tasiyicilara tutulmasidir [71]. Bir tasiyiciya baglanan enzimin
dayaniklilig1 arttirdig1 gibi tepkime ortamindan ayrilmasi da kolaylasacaktir. Bu nedenle
enzimlerin immobilizasyonu endiistri ve saglik alaninda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesi, optimum pH’s1 ve sicaklig1, substrata ilgisi
ve kararliligi degismektedir. Genellikle enzimin aktivitesi ve substrata ilgisi
immobilizasyondan olumsuz etkilenirken, optimum sicakligi ve kararliligt olumlu
etkilenmektedir. Enzimdeki bu degisiklikler enzimin yapisina, tasiyicinin tipine,

immobilizasyon yontemine ve sartlarina gore degismektedir [72].
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2.3.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon islemi genel olarak asagida verilen yontemlerle yapilmaktadir:

1. Organik veya anorganik desteklere adsorpsiyon, kovalent yada iyonik baglanma,
2. Organik veya anorganik desteklere capraz baglanmasi,

3. Jel matrisler veya yar1 gegirgen mikrokapsiiller iginde tutulma (hapsetme) [73].

Adsorpsiyon, kovalent ve iyonik baglanma ile olan immobilizasyonda, enzimin yapisi
onemlidir. Enzimin yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler
immobilizasyonda 6nemli bir rol oynar. Jel matris veya yar1 gegirgen mikrokapsiiler igine
tutulan enzimin hareketi kisithidir. Tasiyict rol oynayan matrisin ve memranin, hem

substratin hem de {irliniin hareketine engel olmamasi istenir [74].

Adsorpsiyon yontemi

Enzimin suda ¢oziinmeyen bir tasiyict yiizeyine fiziksel olarak adsorpsiyonuna
dayanmaktadir. Enzim ile tasiyici arasinda tersinir bir yiizey etkilesimi ger¢eklesmektedir.
Fiziksel adsorpsiyon, basit ve uygun tasiyict kullanildiginda ucuz bir immobilizasyon
yontemidir. Bu yontemde non-kovalent etkilesimler 6nemlidir. Bu yontem ilk olarak beta-
D-frukto-furanosidaz enziminin aliiminyum hidroksit iizerine immobilizasyonunda
kullanilmistir [75, 76].

@ G 6 06

TASIYICI

Sekil 2.36. Enzimin destege adsorpsiyonu

Kovalent baglanma

Enzimin suda ¢0ziinmeyen bir tasiyiciya kovalent olarak baglanmasina dayanmaktadir.
Genellikle baglanma, enzimin niikleofilik grubuyla tasiyicinin fonksiyonel grubu arasinda

gerceklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar genellikle, amin (NHy),
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karboksil (CO,H), siilthidril (SH’), hidroksil (OH) gruplaridir, ayrica fenolik, tiyol, treonin
ve indol gruplar1 da baglanmada rol oynamaktadir [77,78].

9999¢

Sekil 2.37. Enzimin destege kovalent baglanmasi

Iyonik baglanma

Enzimin suda ¢oziinmeyen, iyon degistirici gruplari igeren bir tasiyiciya iyonik olarak
baglanmasi esasina dayanir. Bu yontemin uygulanmasi kolaydir, tasiyicisi yenilenebilir ve
enzim yapist korunabilir. Bu nedenle iyonik baglanma 6nemli bir avantaja sahiptir. Bu
yontemde kullanilan baglica tasiyicilar, organik (seliilloz, dekstran), anorganik (silika)

destek maddeler ve iyon degistirici reginelerdir [79].

00 %0g

R* R* R* R*

Sekil 2.38. Enzimin destege iyonik olarak baglanmasi

Capraz baglanma

Iki ya da ¢ok fonksiyonlu reaktifler araciligiyla enzim veya aktif molekiiller arasindaki
kovalent bag olusumuna dayanmaktadir [80,81]. Enzim kaybini 6nleyen g¢apraz baglama
reaktifleri; glutaraldehit, Kklorformat ve karbonilimidazol, heterosiklik halojentirler,
bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon, gegis metal iyonlar1 ve epiklorohidrinlerdir

[82-84].
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Sekil 2.39. Enzimin destege ¢apraz baglanmasi

Matriks (kafes) icine hapsetme

Polimerizasyonun gerceklestigi ortamda, c¢apraz bagl tasiyicilara tutulan enzimin
hapsedilmesi esasina dayanir. Boylece enzimin kagisi engellenmis olur. Hapsetme yontemi
ile, enzimin organik, asidik yada bazik ozellige sahip, iyonik siddeti yiiksek olan
¢oziiclilerde dayanikli olmasi saglanir. Jel hapsetme yonteminde en yaygin olarak

kullanilan matriksler poliakrilamit, polivinil alkol ve silika jellerdir [85].

Sekil 2.40. Enzimin matriks (kafes) i¢ine hapsedilmesi

Mikrokapsiil icine hapsetme

Enzimin yar1 gegirgen polimer membran igerisinde tutuklanmasidir. Bu yontem, substrat
ve enzimin bir arada bulunmasina genis bir alan saglamaktadir. Bu nedenle sadece tek tiir
enzimin degil farkli tiirdeki enzimlerin de hapsedilmesi mimkiindiir. Ancak bu metot,

yiiksek molekiil agirlikli substratlara uygulanamadigi gibi, enzimin inaktive eden bazi
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durumlarda da uygulanmaz. Enzimin membran duvarina yapismasi veya mikrokapsiil

icinden akmasi bir dezavantajdir [86].

,OO
=, O 3
O(C))OO

Sekil 2.41. Enzimin yar1 gegirgen mikrokapsiiller i¢inde tutulmasi (hapsetme)

-

2.3.2. Immobilizasyon isleminde kullanilan destek materyaller

Enzim immobilizasyonunda ¢esitli destek materyaller kullanilmaktadir. Bunlar jel matriks,
membran formunda polimerik veya inorganik kati, partikiil veya mikrokiire formunda
bulunan materyallerdir [87]. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicida
aranan Ozellikler; hidrofilik karakter, suda ¢oziinmeme, gozenekli yapi, mekanik kararlilik
ve uygun gozenek biiyiikligii, kimyasal ve termal kararlilik, mikroorganizmalara kars1
direnglilik, ucuzluk, rejenere olabilme, zehirsizlik, kovalent baglamada kullanilacak olan
tasiyicilar 1limli kosullarda reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tasima seklinde
siralanabilr [88].

Destek olarak kullanilan dogal polimerler

Aljinat, mannuronik ve guluronik asit birimlerinden meydana gelen dogal bir polimerdir.
Kolay ulasilabilir olusu ve diisiik maliyeti nedeniyle immobilizasyon matriksi olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica aljinatin enzimlere inert ve sulu bir ortam
saglamasi, genis gozenekleri sayesinde molekiillerin hizli difiizyonuna izin vermesi

nedeniyle tercih edilen bir enzim immobilizasyon destek materyalidir [89].

Citin ile citosan gibi dogal polimerler immobilizasyon islemi i¢in destek materyali olarak
kullanilmaktadir [90,91]. Enzimin, protein ya da karbohidrat kisimlar1 ¢itosana baglanir

[92]. Citosanin amin ve hidroksil gruplarii  bulundurmasi nedeniyle enzim
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tutuklanmasinin daha giivenilir oldugu kanitlanmistir. Ancak kemik dis ve deride goriilen,
dogal bir polimer olan kollajene, enzim immobilizasyonu yapilirken g¢apraz baglayici

ajanlarin kullanilmasiyla daha giivnilir oldugu belirtilmistir [93].

Seliiloz, penisilin G agilaz, fungal lakkaz, glikoamilaz, a-amilaz, tirosinaz, lipaz ve -
galaktosidaz enzimlerinin immobilize edildigi dogal  bir  polimerdir.
Dietilaminoetil(DEAE)-modifiye seliilozik destekler uzun depolama kapasitesine
sahiptirler [94].

Destek olarak kullanilan sentetik polimerler

Sentetik  polimerlerin, ¢oziinmez olup gozenekli yiizeye sahip olmast enzim
tutuklanmasinda 6nemlidir. Ornegin, ‘Amberlit’ sentetik bir polimer olup genis yiizey
alanina sahip dayanikli bir matristir. Ayrica toksik olmayan, ucuz ve sentetik polivinil

alkol (PVA) enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir [95].

Destek olarak kullanilan inorganik materyaller

Zeolitler yada "molekiiler elekler" olarak tanimlanmis mikro gozenekli katilardir.
Cogunlukla molekiil adsorpsiyonunda kullanilir. Zeolitler, heterojen bir yiizeye sahip
olmasindan dolayr birden fazla adsorpsiyon bdlgelerini igerirler. Bu yiizden enzim

immobilizasyonu igin olduk¢a uygundurlar [96].

Hem makro hemde mikro gozeneklere sahip olan seramik yapili destek materyaller
enzimin diflize olmasimi engelledigi gibi spesifik ylizey alami biiylik oldugu igin

immobilizasyonun etkili oldugu ifade edilmektedir [97].

Nano boyutlu ve genis yiizey alanina sahip silikalarin kimyasal ve mekanik kuvvetlere
dayanikli olmasi nedeniyle enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Deterjanlarin temizleme performansini gelistirmek i¢in kullanilan a-amilazin, silika
nanopatikiiller {izerine immobilizasyonu, endiistriyel uygulama alani i¢in Onemli

materyaller arasindadir [98].
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Gerek dogal karbon, gerekse hidroklorik asit ile aktif hale gelmis karbon genis gézeneklere
sahip oldugu icin enzim immobilizasyonu igin iyi bir destek materyalidir. Ozellikle aktif
karbonun genis yiizey alan1 (600-1,000 ng'l) ve gozenek hacminin genisligi (300-1,000
A°) enzim immobilizasyonu igin caziptir [99]. Aktif karbon pargaciklari, asidik proteaz ve
asidik lipaz enzimlerini immobilize etmek i¢in bir destek olarak kullanilmistir. Enzimlerin
yirmi tekrardan sonra dahi katalitik etkinligini 6nemli Olgiide korudugu goriilmiistir
[100,101].

2.4. Glukoz Oksidaz Enzimi (GOx)
Glukoz oksidaz (GOx) Aspergillus, Penicillium, Talaromyces flavus ve Phanerochaete

gibi maya ve kiiflerden elde edilen, molekiil agirliklart 147-180 kDa arasinda olan bir

enzimdir. Optimum pH’s1 5,0-6,5, optimum sicaklig1 ise 40-50 °C arasindadir [102].

Sekil 2.42. Aspergillus (A), Penicillium (B) ve Talaromyces flavus (C) kiifleri

1904 yilinda Maksimov tarafindan, glukoz oksidaz (GOx) enziminin aktivitesi Aspergillus
Niger’de saptanmistir. Enzimin yiikseltgeyici (oksidatif) etkisi oldugunu belirleyen Miiller,
saflastirilan enzimin sahip oldugu sar1 rengin, bilinyesindeki prostetik gruptan (flavin
adenin dintikleotid, FAD) kaynaklandigin1 6ne siirmiistiir. Keilin ve Hartree oksidasyonun
FAD tarafindan gergeklestirildigini; enzimin agiga cikardigi H,O, ile antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirlemislerdir [103].

GOXx, substrat1 olan glukoza karsi oldukga spesifiktirler. Her bir GOx alt iinitesi kofaktor
olarak, kovalent olarak bagli olmayan ve gevsek bir bicimde yapida bulunan bir mol flavin
adenin diniikleotid (FAD) i¢ermektedir [104]. Glukoz oksidaz bir katalizor olarak islev
gorebilmesi i¢in sahip oldugu flavin adenin diniikleotit (FAD) koenzimine ihtiyaci duyar.

Glukoz oksidaz tarafindan katalizlenen indirgeme reaksiyonlarinda FAD elektron alicisi
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olarak gorev alir ve FADH’ye indirgenir. Daha sonra FADH,, molekiiler oksijen

tarafindan tekrar FAD’a yiikseltgenir, bdylece oksijen hidrojen peroksite indirgenir.

CH,OH CH,OH CH,OH
H 0] O]
OH glukoz oksidaz H H,0 H
- o —— COOH
OH OH
H EAD FADHZ H H OH

B-D-glukoz 6-glukonolakton D-glukonik asit

O,
H,0,

Sekil 2.43. B-D-glukozun yiikseltgenme mekanizmasi

GOx’1n aktif bolgesinin Tyr-68, Phe-414, Trp-426, Arg-512, Asn-514, His-516 ve His-559

aminoasitlerden olustugu 6ngodriilmiistiir [105].
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Sekil 2.44. GOx’1in monomerindeki aktif rol oynayan aminoasit kalintilart [106]
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Glukoz oksidaz, glukoz tayininde analitik reaktif olarak, ozellikle enzim elektrot
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu elektrotlar, son yillarda oldukga artis
gosteren diyabet hastaliginin en 6nemli tan1 materyalidir Bunun yam sira igeceklerde ve
diger baz1 gidasal iiriinlerde glukoz tayini, glukoz enzim elektrotlar1 kullanilarak

yapilmaktadir [107].
2.5. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)
Elektrik  baligindan  (torpedo marmoneta) ekstraksiyon yoluyla saflastirilan

asetilkolinesteraz (AChE), 6zellikle sinir ve kas dokusunda bulunan bir enzimdir. AChE,
kiitlesi 70-80 kDa araliginda olan bir glikoproteindir [108].

Sekil 2.45. AChE enziminin ii¢ boyutlu yapist

Asetilkolinesteraz’in periferik ve aktif bolge olmak iizere iki baglanma bolgesi vardir
[109]. Bu bolgelerde bulunan aminoasit kalintilar1 Tyr70, Tyr334, Tyrl21, Tyrl30,
Trp279, Trp84, Phe288, Phe290, Phe330, Phe331, Glyl118, Gly119, Ala201, His440 ve
Glu327, Asp72, Ser200’diir. Periferik bolge, periferik anyonik bolge olarakta
adlandirilmaktadir ve temel olarak Tyr70, Trp279 aromatik aminoasit artigin1 tasimaktadir
[110].

Aktif bolgede bes temel baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu bélgeler, oksanyonik ¢ukur,
esteratik bolge, anyonik substratin baglandig1 bolge, selektif aromatik baglanma bolgesi ve

acil baglanma bolgesinden olusmaktadir. Oksoanyonik ¢ukur, Gly118, Gly119, Ala201
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aminoasit artigin1 tagimaktadir. Esteratik bolge, ‘katalitik ii¢lii’ olarak adlandirilan Ser200-
His440-Glu327 aminoasit artiginin bulundugu bolgedir. Anyonik substrat baglanma
bolgesi, daha ¢ok aromatik yapili aminoasit artigimin bulundugu bolge olarak
tanimlanmaktadir. Selektif aromatik baglanma bolgesi aril substratlarin, a¢il baglanma

bolgesi ise asetilkolinin asetil grubunun baglandig1 bolgedir.

Sekil 2.46. Asetilkolinesterazin aktif bolgeleri (Torpedo californica asetilkolinesteraz
(TcAChE); (protein data bank kodu: 1leve) [111]

AChE’1n substrati olan asetilkolin (ACh), bir alkaloid olup ilk norotransmitterdir. Ozellikle
merkezi sinir sisteminde yer alan formiilii CHsCOOCH,CH,N"(CHs)3 olan ACh, asetik asit
ile kolinin esteridir. AChE enzimi, asetilkolini (ACh) inaktif olan koline (Ch) hidroliz eder
[112]. Asetilkolin esteraz enzimi inhibe edilirse, beyindeki sinir uglarinda asetilkolin
birikir. Bu nedenle asetilkolinin pargalanarak bdlgeden temizlenmesi Onemlidir.
Asetilkolinin  miktart Alzhemier ve demans gibi hastaliklarla iliskili oldugundan

asetilkolinin tayini klinik agidan ¢ok onemlidir [113].

O \ N+/

J N/

Sekil 2.47. Asetilkolinin (ACh) acik yapisi
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Sekil 2.47°deki ACh’in acik yapisinda gorildiigli gibi, asetilkolinin pozitif yiiklii azot
atomu, asetilkolinesteraz enzimindeki iyonik bdlge ile elektrostatik olarak etkilesirken,
esterik bolgede bulunan serin aminoasitinin -OH grubu ile asetilkolinin karbonil ucundan

etkilesir. Boylece aseilkolin, kolin ve asetik asit olusturmak iizere hidrolize ugrar.

HsC

HO-C—CHs
e\ I

(0]
Asetik asit

CH;,

N+_CH2CH2_O_C_CH3

' e — +

CH,4 o
HSC\IL/ 3

CH,CH,

Anyonik bolge Kolin

Esteratik bolge

Sekil 2.48. Asetilkolinin hidroliz mekanizmasinin sematik gosterimi

2.5.1. AChE enziminin pestisit tayininde kullanim

Pestisitler, 6zellikle zirai miicadele de yaygin bir sekilde kullanilan kimyasal madde olup,
zararli organizmalarin olusumunu engellemek yada kontrol altina almak amaciyla da
kullanilmaktadir. Pestisitlerin faydali etkilerinin yani sira biraktiklar1 kalintilar nedeniyle
ekolojik dengeyi bozdugu bilinen bir gergektir. Gliniimiizde insan ve hayvanlarda siklikla

karsilastigimiz zehirlenmelerin pestisit kaynakli oldugu goriilmektedir [114-116].

Insektisit olarak kullanilan organofosfatlar (OP) ve karbamatlar nérotoksik zehirdir. Sekil

2.49.°da OP bilesiklerin genel kimyasal yapis1 verilmektedir.

Sekil 2.49. Organik fosforlu (OP) bilesiklerin genel yapisi
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Organik fosforlu bilesikler asetilkolinesterazin aktif bolgesindeki serin aminoasidinin
hidroksil grubuna kovalent bag ile baglanarak enzimi inhibe eder. Bu durum enzimin,
asetilkolini hidroliz edememesine neden olur. OP’nin enzime baglanmasi sonucu bir gegis
formu olusur ve aktif merkez dolu hale gelir [117,118]. Bu ge¢is formundan bir alkil
substitiienti ayrildiginda negatif yiiklii hale gelen OP, enzimden uzaklasamaz. Bu durum
“yaglanma” olarak adlandirilir. Aslinda enzimin, oksimler gibi niikleofiller araciligiyla
deacilasyona ugratilarak eski haline getirilebilir, ancak yaslanmis enzim i¢in bu miimkiin

degildir [119-121] .

9 9 yaslanma (I.?
AChE + R;=0=P-0-R, — AChE=0-P-0-R;—— AChE—O0-P-0" + R,
Rs ORy OR;
hidrolizl H,0
i
AChE + HO-P-0-R,
OR;

Sekil 2.50. AChE enzimin ‘Yaslanma’ (aging) mekanizmasi

Karbamatli insektisitler, karbamik asit esterleridir. Kimyasal baglarla asetilkolinesteraz
enzimine baglanir. AChE enziminin islevini durdurmasi organik fosforlu insektisitlerden
farkli bir sekilde oldugu bilinmektedir. Sekil 2.51.’de karbamatli bilesiklerin genel

kimyasal yapis1 verilmektedir.

@)
Ry
|
N_C_O_R2
/
H

Sekil 2.51. Karbamatli bilesiklerin genel yapist

Karbamat grubu bilesiklerin insan tizerindeki zehirleme etkisi, organik fosforlu bilesiklerle
ayni olmasina karsin, enzim aktivitesinin normale donmesi daha kisa siirede gerceklesir.

Bir karbamat olan karbarilin AChE enzimi ile verdigi tepkime asagida verilmistir.
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Sekil 2.52. Karbarilin AChE enzimi ile verdigi tepkime

AChE aktivitesi, genellikle herbisit toksisitesinin bir biyobelirte¢i olarak kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda GOx enzimi ve AChE enzimi ilizerine calismalar yapildigindan ilgili

enzimler lizerine kaynak arastirmasi agagida 6zetlenmistir.

2.6. Glukoz Oksidaz (GOx) ve Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimleri Uzerine Yapilms
Calismalar

Enzim tabanl elektrot hazirlanisi ile ilgili ilk ¢alismanin Cass ve digerleri tarafindan 1984
yilinda yapilmasindan sonra [122] biyosensor ¢aligmalarinin giiniimiize kadar gesitlenerek

arttig1 gortilmektedir [123, 124].

Alanso ve digerleri, ferrosen-kobaltsenyum karisimi dendrimer ile modifiye edilmis karbon
ve platin elektrotlari hazirlayarak, glukoz oksidaz (GOx) enzimini elektrostatik etkilesimle
immobilize etmislerdir. Enzimatik reaksiyonun oksijensiz kosullar altinda meydana
gelebilecegini  sOyleyen aragtirmacilar  yiiksek hassasiyete sahip  biyosensori

hazirladiklarini ifade etmislerdir [125].

Pesantez ve digerleri, bobrekteki dokular arasinda bulunan glukozu tayin edebilecek bir
mikrosensor gelistirmislerdir. Bu mikrosensoriin hazirlanisinda, iletken bir polimer olan

polipirol (PPy) ile ferrosenden faydalanmislardir.
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Bu matriksin iizerine, Aspergillus niger’dan elde edilen glukoz oksidaz enzimini
immobilize etmislerdir. Hazirlanan mikrosensoriin hem kimyasal hem de fiziksel olarak
biyo uyumlu oldugunu belirtmislerdir. Bu 6zellik sayesinde, organizma disinda, ancak
organizmanin dogal kosullarina uygun bir ortamda bulunan bébrekteki glukozun tayininin

yapilabilecegini ifade etmislerdir [126].

Resim 2.2. Bobrekteki dokular arasinda glukoz 6l¢timii igin mikrosensor yerlestirilmesi

Yilmaz ve digerleri, ¢itosana kovalent olarak baglanmig ferrosen hibritine (CHIT-Fc)
glukoz oksidazi immobilize etmislerdir. Immobilizasyon sirasinda glutaraldehidi gapraz
baglayict olarak kullanmiglar, hazirladiklart hibritin kararli bir biyosensor olarak

kullanabilecegini ifade etmislerdir [127].
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Sekil 2.53. Ferrosen takili ¢itosan molekiil yapisi ve GOx enziminin immobilizasyonun
sematik gdsterimi

Crepaldi ve digerleri, ferrosen igeren heksaflorofosfati poliprol filmlerine (Fc-polipirol)
taktiktan sonra (Resim 2.3.) GOx ve poliamidoamin (PAMAM) dendrimerini igeren bir

bioanot irettiklerini ifade etmislerdir. Arastirmalarinin sonucunda serbest GOx enzimi
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(Km=21.5 (+ 0.8) mmol L) ile immobilize olmus GOx enziminin (Ky=21.2 (+ 0.6) mmol
L) kinetik parametrelerinin birbirine yakin oldugunu belitmislerdir [128].

Resim 2.3. Fc-polipirol filminin SEM goriintiisii

Peng ve digerleri, yeni silika (ormosil)/ kitosan (CS) ve grafen oksit (GO) de dayali
ferrosen fircali destek materyali olusturabilmek igin 3-(aminopropil)trietoksisilan
(APTES), tetraetil ortosilikat (TEOS) ve ferrosenkarboksialdehitten (Fc-CHO)
faydalanmiglardir. Hazirlanan destek materyale glukoz oksidaz enzimini (GOx)
immobilize etmiglerdir. Bu destek materyale enzimin yiiksek oranda yiiklenebildigini,

6,5uM derisimindeki glukozun tayin edebilecegini ifade etmislerdir [129].

Fc  GOXx(FAD)

Glukoz
X
A\ [y
e}
CS TEOS-APTES-Fc Glukonolakton
Fc GOx(FADHZ)
—

% ¢ Gcox
GO

Sekil 2.54. Modifiye elektrot GOX/TEOS-APTES-Fc/CS/GO ‘nun sematik hazirlanis1 ve
glukozun yiikseltgenme mekanizmasi

Poli(vinilpiridin-ko-akrilamit) (PVPAA) iskeleti tizerine Ru(Ill) kompleksini etkilestirerek,
bir redoks polimerini (Ru-RP) hazirlayan Deng ve digerleri, asagidaki sentez rotasini

izlemislerdir (Sekil 2.55.). Glukoz tayinine engel teskil eden askorbik asit, dopamin, tirik
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asit gibi tiirlerinin yaninda 10 mM’a kadar tayin edilebilecek bir biyosensor (Sekil 2.56.)
hazirladiklarini ifade etmislerdir [130].

H M) [/H  H CoH4y(OH)2/H,0
* —_ —_ * H H H H H
(—C c )‘(m? c >_n + RUNHg)eCls — 5 *(—C—CZ)I-—FCH—CZ)—(C_CZQ—*
m n

t—o 3's, 80-90 °C é=o
| N NH, | X X ILHz
N/ G >
N N
HaN |28 NHs
N 3cl
H3N/ | \NH3
NHs

Sekil 2.55. Ru-RP polimerinin sentez rotasi

Glukonaolakton

LOWIMATH

Glukoz GOxs

Cizelti Ru-Rp/GOx film

Sekil 2.56. Glukoz biyosenseriiniin ¢aligma prensibinin sematik gosterimi

Asetilkolinesteraz enziminin (AChE) biyosensor iizerine ¢alismalarin ¢ok yaygin oldugu
ancak immobilizasyon ile ilgili calismalarin yaygin olmadig: goriilmektedir. AChE enzimi

iizerine olan dikkat ¢ekici bazi ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Kaynaklar incelendiginde, AChE enziminin islevini siirdiirebilecek materyallerin
hazirlanmasinda, yaygin olarak nanomateryallerin = kullanildigr  goriilmektedir.
Nanomateryallerin se¢ilmesinin nedeninin iki baslik altinda toplandigi goriilmektedir:
birincisi nanomateryallere AChE enziminin biiylik miktarda yliklenebilmesi, bodylece
enzim tasiyict olarak miikemmel bir rol istlenebilmesidir [131]; ikincisi ise, degisik
substratlar1 igeren nanomateryallere immobilize edilen AChE enzimin, asetilkolin ile
gerceklesen tepkimeler sonucunda olusan H,O,’in, kalorimetrik yada floresans

spektroskopisi ile kolayca tayin edilebilmesidir [132].
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Saa ve digerleri, CdS kuantum noktalarinin (CdS QDs) floresans yapma &zelligini
gelistirmek i¢in AChE enziminden faydalanmislardir. AChE’nin asetiltiyokolini hidrolize
etmesiyle olusan tiyokolinin, tiyosiilfat ve kadminyum iyonu varliginda floresans
ozelligine sahip CdS kuantum noktalarmi elde ettiklerini belirtmislerdir. CdS kuantum
noktalarinin floresans siddeti yardimiyla, AChE’m hem aktifligi, hem de inhibe olup
olmadigi ile ilgili bir degerlendirmenin yapilabilecegini ifade etmislerdir [133].

ATCh

D
mrr . #~ HO

8,0, H,0 ‘q;%‘ ACHE

car SH’A”“*’H- S

ﬁ tivakolin

Sekil 2.57. AChE aktivitesinin belirlenmesi igin CdSe QDS’nin enzimatik sentez rotasi

"J\DH

Benzer bir ¢caligmanin da Yi ve digerleri tarafindan Si kuantum noktalari tizerine yapildigi

goriilmektedir [134].

Snejdarkova ve digerleri, hazirladiklari amperometrik sensér igin PAMAM
dendrimerinden faydalanarak, bu dendrimerlere AChE’1 immobilize ettiklerini ifade
etmislerdir. Pestisit tayini i¢in hazirladiklar1 sensoriin, bir organofosfat olan triklrofon icin

tayin stnirimin 3x10°® nmol/L oldugunu bildirmislerdir [135].

Metomil bir bocek oldiiriicidiir. Elma suyu ve yesil ¢caydaki metomilin tayinini yapmak
icin, AChE enzminden faydalanmislardir. Enzimatik ortamda ACh’den kolin meydana
gelir, kolin ise ¢ozeltide bulunan O, ile reaksiyona girerek H,O5’i olusturur. Arastirmacilar
olusan bu H,O;’in ¢ozelti ortaminda gosterdigi renk degisimine gore belirlendigi bir
yontemi gelistirdiklerini belitmislerdir. Bu yontem sayesinde ayn1 anda hem karbamat hem

de fosfomatlar1 belirleyebileceklerini ifade etmislerdir [136].
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Sekil 2.58. Organofosfat ve karbamatlarin belirlenmesinde renk degisimini saglayan
H,0,’in olusumu

Wang ve digerleri, GOx enziminden faydalanarak, H,O,’in tayinini kolaylastirmak igin
AChE ve kolinoksidaz (ChOx) enzimlerini igeren bir materyal gelistirmislerdir.

Aragtirmacilar asagida verilen mekanizmaya gore kullandiklar1 enzimlerin nasil bir rol

aldigin1 yorumlamislardir [137].
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Sekil 2.59. H,0, tayininde AChE ve ChOx enzimlerinin etkisinin sematik gosterimi

Haserelerin uzaklastirilmast ig¢in kullanilan diazon tayininin elektrokimyasal Yyolla
belirlenmesi i¢in AChE/ChOx ikili enzim sistemini igeren bir biyosensor hazirlayan Lee ve
digerleri, mediator olarak ferroseni kullanmiglar, boylece ferrosenin bir biyoelektrokataliz

olarak rol aldigin1 ifade etmislerdir [138].



45

(A) (B)
A._Ch
—|_ ; I Asetik asit Fc =—= Fc + ¢
AChE — Serin Koli
oin ACh ﬂ__ Asetik asit + Ch
op Ch + FAD Betain + FADH"
' —_—
AChE . ; J_‘ ﬂ fnhibe AChE EADI- 4 2Fe o FAD + 2Fc
erin

Sekil 2.60. (A) AChE’in substrati ACh ile tepkimesi ve OP bilesiklerle inhibisyonunun
sematik gosterimi (B) ChOx tarafindan gergeklestirilen biyoelektrokatalitik
sinyal mekanizmasi

Chaure ve digerleri, agir metal iyonlarin1 tayin etmek i¢in, kalsiyum aljinat mikro
boncuklara AChE enzimini immobilize ettikten sonra ftalosiyanin iceren film ile
kapliyarak, sudaki kadminyumun belirlenmesi iizerine bir arastirma yapmuslardir.
Aragtirmacilar  hazirladiklart  sensdr ile 1 ppm derisimindeki kadmiyumun

belirlenebilecegini ifade etmislerdir [139].

1990’1 yillarda siyanobakteri tabanli sensorler kullanilarak herbisit tayini ¢alismalarin
yapildigr  goriilmektedir  [140]. Kaynaklar incelendiginde =~ AChE  enziminin
immobilizasyonuna dayali ¢alismalarin ¢ogunlukla organofosfat ve karbamatli pestisit
tiirlerinin tayini iizerine oldugu, herbisitler lizerine olan ¢aligmalarin ise yaygin olmadig:

ve sinirli sayida kaldigr goriilmektedir.

Genis yaprakli bitkilerde bocek o6ldiiriicti olarak kullanilan 2,4-diklorofenoksiasetikasitin
(2,4-D) 1987 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitlisii tarafindan B sinifi kanser
yapict bilesikler sinifinda yer aldigindan Kalab ve Skaladal bu bilesigin tayini i¢in bir
imiinosensor gelistirmislerdir. Arastirmacilar igme suyunda bulunan 2,4-D’nin 0,01

ug/L’den daha az derisimde tayin ettiklerini ifade etmislerdir [141].

Altin nanopartikiiller izerine, DNA, enzim, protein ve antikorlar gibi biyomolekiiller ya da
makromolekiillerin immobilize edilmesinde yaygin olarak kullanilmasinin nedeni, onlarin
biyouyumlulugu, kirlilige neden olmamasi, hazirlanma ve ortamdan ayrilma kolayligidir.

2008 yilinda Valera ve digerleri, 40 nm capina sahip altin nanopartikiillerini kullanarak
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imiinosensdr hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 imiinosensdr ile sarapta bulunan ve bir

herbisit olan atrazininin 0,1-1 pg/L araligindaki tayininin miimkiin olabildigini ifade
etmislerdir [142].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar

'H-NMR spektrumlar;, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Analiz Laboratuvarinda, 300
MHz’lik Bruker Ultrashield AC300 Plus sivi NMR Ultra-Shield ile 100 MHz’de CD3;0D

kullanilarak alindi.

FT-IR spektrumlari, Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezinde 4000-

400 cm™ araliginda alindu.

UV-GB spektrumlari, UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 700-180 nm

araliginda DMF coziiciisii igerisinde alindi.

LC-MS Spektrumlan Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda,
Waters marka LCT Premier XE (TOF-MS) model spektrofotometre ile alind:.

MALDI-TOF MS spektrumlar1, Bruker microflex LT model spektrofotometre ile Gebze

Teknik Universitesi, Temel Bilimler Fakiiltesi, Kimya Boliimii laboratuvarinda alindi.

Numunelerin termal bozunmalar1 ve kiitle kayiplari, 25 °C-900 °C sicaklik araliginda 10
°C/dakika 1sitma hizinda ve N(g) atmosferinde Setaram marka Simultaneous TG/DTA

cihazi ile ODTU merkez laboratuvarlarinda incelendi.

Element analizleri, LECO, CHNS-932 Elementel Analiz Cihazi ile ODTU Merkez
Laboratuvar, AR-GE ve Olgme merkezinde yapildi.

Komplekslerin metal yiizdeleri ODTU Merkez Laboratuvar, Perkin Elmer AAanalyst 400
AA Spektrometresi AR-GE Egitim ve Olgme merkezinde yapildi.

Bilesiklerin erime noktasi, Barnstead-Electrothermal-9200 model erime noktasi cihazi ile

belirlendi.

Komplekslerin magnetik duyarlilik 6l¢iimleri, 3 mm ¢apindaki cam tiiplerde ornek
yiiksekligi 1,5 cm’den az olmamak {izere boliimiimiizdeki Sherwood Scientific MKI model

Gouy terazisi ile yapildi. Standart olarak [Hg (NCS),4] kullanildi.
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Tletkenlik Olctimleri, inoLab Cond 730 iletkenlik cihazi ile 25 + 0,1°C’de DMF igerisinde
5x10* M’lik ¢ozeltileri hazirlanarak yapildi. Orion pH metre 420 A model pH metre,

tampon ¢ozeltilerin pH’sin1 ayarlamak i¢in kullanild.

3.2. Kullanmilan Maddeler

Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve bunlarin temin edildigi firma adi

Cizelge 3.1.’de, enzimler, substratlar1 ve pestisitler ise Cizelge 3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Kodu Kimyasal Madde Firma
M2659 Melamin, 99 % saflikta Aldrich
G7651 Glutaraldehit, 50 % (v/v) Sigma-Aldrich
496391 1,1'-Ferrosenedikarboksialdehit, 96 % saflikta Aldrich
520632 PtCl,, >99.9 % saflikta Aldrich
206113 PtCly, 96 % saflikta Aldrich
A71301 2-Aminofenol, 99 % saflikta Aldrich
144916 2-Amino-5-metilfenol 98 % saflikta Aldrich
303585 2-Amino-5-nitrofenol Aldrich
227056 N,N-Dimetilformamid, susuz % 99.8 saflikta Sigma-Aldrich
322415 Metanol susuz % 99.8 saflikta Sigma-Aldrich
32205 Etanol, absolute >99.8 % saflikta Sigma-Aldrich
244511 Toluen susuz 99.8 % saflikta Sigma-Aldrich
439126 Aseton, > 99.9 % saflikta Sigma-Aldrich
58282 Sodyum Dihidrojen fosfat (NaH,PO,) Sigma Aldrich
452289 Fosforik Asit (H3PO,) Aldrich
W302406 Sodyum Asetat (C,H;OONa) Aldrich
NIST218611  Disodyum hidrojenfosfat (Na,HPO, ) Sigma Aldrich
71997 Boraks (Na,B,0-) Sigma Aldrich
71687 Sodyum hidroksit ( NaOH) Sigma

33528 4-Aminoantipirin (4-AAP) Sigma Aldrich
P5566 Fenol Sigma Aldrich
D8130 5,5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) Sigma

S5761 Sodyumbi karbonat Sigma

69775 Laktik asit Fluka

251275 Sitrik asit Sigma Aldrich
U4883 Ure Sigma

C5670 Kalsiyum kloriir Sigma

S7653 Sodyum kloriir Sigma Aldrich
M2643 Magnezyum stilfat Sigma

204447 Sodyum siilfat (Na;SOy) , > 99.9 % saflikta Aldrich
PHR1330 Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Sigma Aldrich
P5504 Potasyum hidrojen fosfat (K,HPO,4.3H,0) > 99.0 % saflikta Sigma Aldrich
A9434 Amonyum kloriir Sigma
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Cizelge 3.2. Kullanilan enzimler, substratlar1 ve pestisitler

Kodu Kimyasal Madde Firma
49180 Glukoz Oksidaz (Aspergillus niger’dan elde edilen) (192 U/mg) Sigma
Glukoz Sigma Aldrich
P8375 Peroksidaz enzimi (yaban turbundan elde edilen) (> 250 U/mg)  Sigma
C3389 Asetilkolinesteraz (elektrikli yilan baligindan elde edilen) (200- Sigma
1,0 U/mg)
A5626 Asetiltiyokolin iyodiir, >98 % saflikta Sigma
32055 Karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) Sigma Aldrich
G005510 Fosmet (O,0-dimetilS-ftalimidometil fosforoditiyoat) Supelco
45442 Diklofop-metil (metil (RS) -2- [4- (2,4-diklorofenoksi) fenoksi] Sigma Aldrich
propionat)

3.3. Hazirlanan Cozeltiler

pH 3 (NaH;PO4/H3PO,) tamponu: 6,24 g (40 mmol) NaH,P0O4.2H,0 (sodyum
dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde ¢oziindii. Uzerine derisik %85’lik H3PO,

¢ozeltisinden pH 3 olana kadar damla damla eklendi.

pH 4 (NaH,PO4/H3PO,) tamponu: 6,24 g (40 mmol) NaH,PO, (sodyum dihidrojenfosfat)
250 mL su icerisinde ¢oziindii. Uzerine %85°lik HsPO4’ten pH 4 olana kadar damla damla
eklendi.

pH 5 (CH3COONa/ CH3;COOH) tamponu: 100 mL 0,25 M asetik asit iizerine 0,25 M

sodyum asetattan pH 5 olana kadar damla damla eklendi.

pH 6-9 (Na;HPO./NaH,PO,) tamponu: 100 mL 0,25 M Na,HPO, iizerine 0,25 M
NaH,PQO, ‘tan pH 6 i¢in pH 6 oluna kadar, pH 7 i¢in pH 7 olana kadar, pH 8 i¢in pH 8
olana kadar, pH 9 i¢in pH 9 olana kadar damla damla eklendi.

pH 10 (Na,B;0;/NaOH) tamponu: 100 mL 0,25 M Na;B;07 iizerine 0,25 M sodyum
hidroksitten pH 10 olana kadar damla damla eklendi.

B-Glukoz Oksidaz c¢ozeltisi: 0,0013 g serbest enzim saf suda c¢ozilip 250 mL’ye

tamamlanda.
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Stok Glukoz ¢o6zeltisinin hazirlanist (50 mM-0,5 mM): 50 mM stok glukoz ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in; 0,45 gram glukoz tartilip ¢alisilan pH tampon ile 50 mL ye tamamlandi.
20 mM, 18 mM, 16 mM, 14 mM, 12 mM, 10 mM, 8 mM, 6 mM, 4 mM, 2 mM, 1 mM ve
0,5 mM glukoz c¢ozeltileri hazirlanirken 50 mM stok glukoz ¢6zeltisinden seyreltilerek

hazirlandi.

Yapay iire ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1,1 mM laktik asit, 2,0 mM sitrik asit, 25 mM sodyum
bikarbonat, 170 mM f{ire, 2,5 mM kalsiyum kloriir, 90 mM sodyum kloriir, 2,0 mM
magnezyum siilfat, 10 mM sodyum siilfat, 7,0 mM potasyum dihidrojen fosfat, 7,0 mM
potasyum hidrojen fosfat ve 25 mM amonyum kloriir ¢ozeltileri karistirilarak 0,1 M HCI
¢ozeltisi ile pH 6’ya ayarland1 [143].

Asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisi (AChE): 18 mg enzim 50 mL saf suda ¢oziildii ve 1’er
mL’lik hacimler halinde ependorf tiiplere koyularak derin dondurucuda -20 °C de

muhafaza edildi.

Asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi: 0,075 M stok substrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 0,216 g

asetiltiyokolin iyodiir tartilarak 10 mL’ye saf su ile tamamlandi.

Renklendirici (DTNB): 0.01 M DTNB ¢ozeltisi hazirlamak igin: 39,6 mg 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit tartilarak 10 mL pH 7 fosfat tamponu ile ¢6ziindi, lizerine 15 mg sodyum

bikarbonat ilave edildi.

1,86x107 M fosmet (O,0-dimetilS-ftalimidometil fosforoditiyoat) ¢ozeltisini hazirlamak
i¢in; 0,05 mg O,O-dimetilS-ftalimidometil fosforoditiyoat tartilarak 1 L saf su-asetonitril

(19:1) karigimda ¢6ziindii.

2,49x10® M Karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) ¢ozeltisini hazirlamak icin; 0,05 mg 1-

naftil-N-metilkarbamat tartilarak 1 L saf su-asetonitril (19:1) karisimda ¢6ziindii.

5,86x10° M diklofop-metil ¢ozeltisini hazirlamak icin; 0,02 mg diklofop-metil tartilarak 1

L saf su-asetonitril (19:1) karisimda ¢oziindii.



51

4. DENEYSEL YONTEM

4.1. Birinci Jenerasyon 1G Dendrimerinin Sentezi

0,242 g (1x10° mol) ferrosendikarboksialdehit, 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL
DMF i¢inde ¢6ziindii. Damlatma hunisi igerisindeki 30 mL DMF’de ¢6ziinmiis 0,252 ¢
(2X10'3 mol) melamin ¢ozeltisi damla damla balondaki aldehit ¢6zeltisi iizerine damlatildi.
Amin ¢ozeltisi eklendikten sonra 6 saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma iglemine
devam edildi. Reaksiyonun sonlanigi TLC ile kontrol edildi. Alt1 saatin sonunda temiz bir
behere alinan karisim oda sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek ¢oktiiriildii.
Cokelek 1:1 metanol:aseton karisimi ile 3 kere yikandi. Daha sonra 80 °C de etiivdel giin

boyunca kurutuldu (Sekil 4.1). (verim % 70; Sekil 4.2.).

HZNYNYNHZ
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H,N” N7 TNH,

Sekil 4.1. 1G dendrimerinin sentezi i¢in ongoriilen tepkime

4.2. Tkinci Jenerasyon 2G Dendrimerinin Sentezi

0,916 g (2x10° mol) 1G dendrimeri 2 boyunlu cam balona alinarak 50 mL DMF’de
¢oziindii. 1,5 mL (8x10™ mol) glutaraldehit ¢ozeltisi, reaksiyon ortamma yavas yavas
damlatildi. 6 saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma iglemine devam edildi.
Reaksiyonun sonlanis1 TLC ile kontrol edildi. Alt1 saatin sonunda temiz bir behere alinan
karisim oda sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek c¢oktiiriildi. Cokelek 1:1
metanol:aseton karigimi ile 3 kere yikandi. Daha sonra 80 °C de etiivdel giin boyunca

kurutuldu (verim % 60; Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. 2G dendrimerinin sentezi i¢in dngdriilen tepkime

4.3. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-H-Pt(I1) Dendrimerinin Sentezi

1,573 g (2x10"% mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindi. 0,873 g, (8)(10'3 mol) 2-Aminofenol’tin 10 mL DMF’de ¢6ziinmiis
cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢dzelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon ortamma 2,128 g (8x107° mol) PtCly’nin 10 mL DMF’de ¢oziinmiis
¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida
karistirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda sicakligina geldikten
sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karisimi ile 3 kere yikandi,

stiziildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 58; Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 2G-H-Pt(11) dendrimerinin sentezi i¢in dngdriilen tepkime
4.4. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-H-Pt(IVV) Dendrimerinin Sentezi

1,573 g (2x10® mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindi. 0,873 g, (8)(10'3 mol) 2-Aminofenol’tin 10 mL DMF’de ¢6ziinmiis
cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢dzelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon ortamma 2,695 g (8x10 2 mol) PtClyiin 10 mL DMF’de ¢dziinmiis
¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida
karistirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda sicakligina geldikten
sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karisimi ile 3 kere yikandi,

stiziildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 65; Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. 2G-H-Pt(1V) dendrimerinin sentezi i¢in dngdriilen tepkime
4.5. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-NO,-Pt(11) Dendrimerinin Sentezi

1,573 g (2x10® mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindii. 1,233 g, (8x10°° mol) 2-Amino-5-nitrofenol’iin 10 mL DMF’de ¢dziinmiis
cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢dzelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon ortamma 2,128 g (8x10~> mol) PtCly’nin 10 mL DMF’de ¢oziinmiis
¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida
karigtirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karigim oda sicakligina geldikten
sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karigimi ile 3 kere yikandi,
stiztildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 62; Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 2G-NO,-Pt(Il) dendrimerinin sentezi igin 6ngoriilen tepkime
4.6. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-NO,-Pt(1V) Dendrimerinin Sentezi

1,573 g (2x10® mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindii. 1,233 g, (8x107 mol) 2-Amino-5-nitrofenol’iin 10 mL DMF’de ¢oziinmiis
cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢ozelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon ortamma 2,695 g (8x10° mol) PtClyiin 10 mL DMF’de ¢dziinmiis
¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida
karistirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisgim oda sicakligina geldikten
sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karisimi ile 3 kere yikandi,

stiziildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 55; Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. 2G-NO,-Pt(IVV) dendrimerinin sentezi i¢in 6ngoriilen tepkime

4.7. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-CHjs-Pt(11) Dendrimerinin Sentezi

4 HCI

1,573 g (2x10® mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindii. 0,986 g, (8x10 mol) 2-Amino-5-metilfenol’iin 10 mL DMF’de ¢Sziinmiis

cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢ozelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha

sonra reaksiyon ortamma 2,128 g (8x107° mol) PtCly’nin 10 mL DMF’de ¢oziinmiis

¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida

karistirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda sicakligina geldikten

sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karisimi ile 3 kere yikandi,

stiziildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 53; Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. 2G-CHs-Pt(1l) dendrimerinin sentezi i¢in 6ngoriilen tepkime
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4.8. Genisletilmis 2. Jenerasyon 2G-CHj3-Pt(1V) Dendrimerinin Sentezi

1,573 g (2x10"% mol) 2G ligand1 2 boyunlu cam balona alinarak 20 mL DMF:CH3OH (1:5)
icinde ¢oziindii. 0,986 g, (8x10 mol) 2-Amino-5-metilfenol’iin 10 mL DMF’de ¢6ziinmiis
cozeltisi, damlatma hunisi i¢ine konularak ¢dzelti ortamina yavas yavas ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon ortamma 2,695 g (8x10° mol) PtClyiin 10 mL DMF’de ¢dziinmiis
¢ozeltisi konularak 24 saat boyunca 85 °C’de geri sogutucu altinda magnetik karistiricida
karistirildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda sicakligima geldikten
sonra, toluen eklenerek ¢oktiiriildii. Cokelek 1:1 metanol:toluen karisimi ile 3 kere yikandi,

stiziildii ve 80 °C de etiivde kurutuldu (verim % 65; Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. 2G-CHjs-Pt(1V) dendrimerinin sentezi i¢in 6ngoriilen tepkime
4.9. Dendrimerlerin Element Analizi ve Fiziksel Ozellikleri

Dendrimerlerin C, H, N yiizdeleri, erime noktalar1 ve bazi fiziksel 6zellikleri Cizelge
4.1°de verildi. Dendrimerlerin asetonitril, DMF ve DMSO gibi polar ¢6ziiciilerde ¢ok az

¢oziiniirken, CCl4 ve benzen gibi apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmedigi gortildii.
4.10. Dendrimerlerin fletkenlik ve Manyetik Duyarhlik Olgiimleri

Pt ve Pt™ iyonlan igeren dendrimerlerin iletkenlik ve manyetik duyarhhk &lgiimleri
Boliim 3.1.’de anlatildig1 bigimde yapilarak belirlendi ve sonuglar Cizelge 4.1.’de verildi.
Komplekslerin dnce 5x10* M DMF ¢ozeltisi hazirlandi ve oda sicakhiginda iletkenlikleri
5lciildii. Referans olarak KCI nin 5x10™* M DMF ¢dzeltisinin iletkenlik 6l¢iimleri ile DMF
¢ozeltisinin iletkenligi belirlendi. Verilere gore Pt*? ve Pt™ iyonu igeren tiim

dendrimerlerin elektrolit olmadig: anlasildi [144].

Platin iyonu i¢eren dendrimerlerin manyetik duyarliliklart Boliim 3.1.°de anlatildig: sekilde

olgildic.  (Cizelge 4.1.) ve hepsinin  diyamanyetik  olduklar1  belirlendi.



Cizelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin element analiz, molar iletkenlik, manyetik duyarlilik sonuglari ve fiziksel 6zellikleri

Bilesik Kapal1 Formiil B.N. et Tetkenlik Renk Elementel Analiz
(Mol kiitlesi (BM) (Q'cm’mol™) Bulunan (hesaplanan)%
g.mol™)
C H N Pt Fe
1G CigHigFeNy, 266-270* - = Koyu 45,02 4,12 35,05 - 11,30
(458,3) kahve (47,18)  (3,96)  (36,68) (12,19)
2G CagHaFeN,0, >350 - - Siyah'Kahve 55,18 5,50 18,91 - 6,04
(786,7) (58,02) (5,38)  (21,37) (7,10)
2G-H-Pt(11) Ce2HesClaFeN150gPt, >300 D 33,8 Koyu Kahve 34,99 3,49 10,34 35,00 2,30
(2141,3) (3478)  (3,11)  (10,47) (3644)  (2,61)
2G-H-Pt(1Vv) Ce2HesClioFeN160gPt, >300 D 91,6 Siyah 32,97 3,02 9,65 32,40 2,89
(2424.,9) (30,71)  (2,74)  (9,24)  (32,18)  (2,30)
2G-NO,-Pt(I1) Ce2Hg2Cl4FeN2O 6Pty >285 D 28,0 Kahve 32,79 3,06 12,35 34,10 1,99
(2321,2) (32,08)  (2,69) (12,07) (33,62)  (2,41)
2G-NO,-Pt(1V) Ce2Hs2Cl1oFeN,oO46Pt, >350 D 68,4 Koyu kahve 29,94 2,61 11,11 30,40 2,01
(2604,9) (2859)  (2,40)  (10,75)  (29,96)  (2,14)
2G-CH3-Pt(I1) CesH74ClFeN150P1, >280 D 9,8 Kahve 35,40 3,81 10,60 36,10 2,29
(2197,4) (36,08) (3,39) (10,20)  (35,51) (2.54)
2G-CH3-Pt(|V) C66H74C|12FeN1608Pt4 >300* D 99,2 Kizil-Kahve 32,94 3,12 9,60 32,40 1,99
(2481) (31,95) (3,01) (9,03) (31,45) (2.25)

*: Erime sicaklig1

D: Diyamanyetik

69
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4.11. p-Glukoz oksidaz (GOx) Enziminin immobilizasyonu ve Optimizasyonu

10 mg B-Glukoz oksidazin 10 mL sudaki ¢6zeltileri hazirlandiktan sonra 0,5’er gram 2G,
2G-H-Pt(l1), 2G-H-Pt(1V), 2G-NO,-Pt(11), 2G-NO,-Pt(IV), 2G-CHs-Pt(ll), 2G-CH3-Pt(1V)
dendrimerlerinin iizerlerine ilave edildi. Karisim oda sicakliginda manyetik karistirict
tizerinde 1 giin boyunca karistirilarak immobilizasyonun gergeklesmesi saglandi. Daha

sonra dendrimerler siiziilerek alindi, +4 °C’de muhafaza edildi.

Glukoz oksidaz enziminin aktivitesi, kalorimetrik Trinder metodu ile belirlenmistir [145].
Glukoz oksidaz enzimi, ¢ozeltide ¢oziinmiis olarak bulunan oksijen gazi ile glukozu
glukonik asite yiikseltgerken oksijen gazi H,O,’e indirgenir. Ortama boyar madde olarak
4-Aminoantipiren, fenol ve peroksidaz enzimi (HPR) ilave edilir ve pembe renkli
kinonimin bilesigi olusturulur. Asagida bu tepkimenin denklemi verilmektedir (Sekil 4.9.).
Bu bilesigin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu 507 nm’dir. Enzim aktivitesi bu

dalga boyundaki absorbans degisim izlenerek belirlenir.

CH,OH CH,OH
H @)
OH GOX H
+ 02 + Hzo - COOH + H202
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H OH H  OH
Glukoz Glukonik asit
HRP N
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(@) N -
N —
— OH N
H,N
4-Aminoantipiren Fenol Kinonimin
O

Sekil 4.9. Trinder metoduna gére meydana gelen mekanizmanin sematik gdosterimi
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4.11.1. immobilize GOx enziminin aktifliine pH etkisi

Immobilize enzimin aktifligine pH etkisini incelemek i¢in, GOX (B-glukoz oksidaz) enzimi
immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak yedi farkli tiip igerisine konuldu.
Uzerlerine 0,020 g glukoz ve pH 3,0-9,0 arasinda hazirlanan tampon ¢ozeltilerinden ilave
edilip oda sicakliginda ultrasonik su banyosunda 20 dk karistirildi. 4-Aminoantipiren (10
mg), fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra 10 dk daha karistirilip
UV-GB spektrofotometresi ile 507 nm’deki absorbans degisimi izlendi.

Referans olarak ayni islemler immobilize edilmemis B-glukoz oksidaz enzimine de
uygulandi. Bunun i¢in, Serbest enzim ¢ozeltisinden 1’er mL alinip yedi farkl tiip igerisine
konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynist uygulandi ve UV-GB

spektrofotometresi ile 507 nm deki absorbans degisimi izlendi.

4.11.2. immobilize GOx enziminin aktifligine sicakligin etkisi

Immobilize enzimin aktifligine sicakligin etkisini incelemek i¢in, GOx (B-glukoz oksidaz)
enzimi immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak sekiz farli tiip igerisine
konuldu. Uzerlerine 0,020 g glukoz ve optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden ilave edilip
20 °C - 90 °C sicakliklar arasinda 1sitilmis olan ultrasonik su banyosunda 20 dk karistirildi.
4-Aminoantipiren (10 mg), fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra
10 dk daha karigtirllip UV-GB spektrofotometresi ile 507 nm’deki absorbans degisimi

izlendi.

Referans olarak ayni islemler immobilize edilmemis GOX (B-glukoz oksidaz) enzimine de
uygulandi. Bunun igin serbest enzim ¢6zeltisinden 1’er mL alinip sekiz farli tiip igerisine
konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynisi uygulandi ve UV-GB

spektrofotometresi ile 507 nm deki absorbans degisimi izlendi.

4.11.3. Immobilize GOx enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizi (V) ortamda enzim konsantrasyonunun sabit

olmasi kosuluyla, substrat konsantrasyonu [S] ile birlikte hizla artar ve maksimum hiz
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(Vmak) degerine varincaya kadar artis devam eder. Substrat derisimi daha fazla artirilsa dahi

reaksiyon hizi sabit kalir [146].

Enzim kinetigi yaygin sekilde Michaelis—Menten kinetik esitligine bagl olarak hesaplanir.
Eger enzimin reaksiyon hizi (V), substrat konsantrasyonuna (S) kars1 grafige gegirilirse

hiperbolik bir egri ortaya ¢ikar.

T||'..=.I'.

i
mak'= L.

K, Substrat Konsantrasyonu, [5]

Sekil 4.10. Michaelis-Menten grafigi

Enzim tepkime hiz1t Michaelis-Menten esitligi ile verilir.

_ Vmak.S
" Km+S

(4.1)

Burada, Vma sistemden elde edilebilecek en yiiksek reaksiyon hizidir, enzimi doyurucu
substrat konsantrasyonunda bu hiza ulagilir. Michaelis sabiti Ky, reaksiyon hizinin Vpya'in
yarist oldugu substrat konsantrasyonudur. Genelde tek substratli biyokimyasal
reaksiyonlarin Michaelis—Menten kinetigine uydugu varsayilir. Vima’1n degerini grafikten
tam olarak tespit etmek zordur. Eger Michaelis-Menten esitliginin her iki tarafi 1’e
boliniirse Lineweaver-Burk esitligi olarak adlandirilan bir dogru denklemi elde edilir.

1/S’ye karst 1/V grafige gegirilirse Vimak Ve Kiy degerleri kolaylikla belirlenebilir.
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Sekil 4.11. Lineweaver-Burk grafigi

Michaelis-Menten esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagmtisi elde edilir.

_ Km .
" Vmak

1
Vmak

< (4.2)

<Ir

Immobilize enzimin aktifligine glukoz (substrat) derisiminin etkisini incelemek icin, GOX
(B-glukoz oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak tiiplere
konuldu. Uzerlerine 0,05M’lik stok glukoz ¢dzeltisinden degisen miktarlarda (0,5-10 mL)
tiiplere ilave edildi. Tiiplerdeki hacim toplam 10 mL olacak sekilde optimum pH’daki
tampon ¢ozeltisinden ilave edildi ve 20 dk ultrasonik su banyosunda karigtirildi. Bir
sonraki adimda 4-Aminoantipirin (10 mg), Fenol (20 mg) ve Peroksidaz enzimi (0,5 mg)
eklendi ve ultrasonik su banyosunda 10 dk daha karistirilip 507 nm’deki absorbans

degisimi izlendi. Artan substrat derisimine karsi absorbans degerleri grafige gecirildi. Elde

A 1
edilen grafigin denkleminden egim bulunarak v = T X (Eg_lm) formiiliinden herbir

derisim i¢in hiz degerleri hesaplandi. Daha sonra Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi

cizilerek Ky, ve Vmak degerleri belirlendi.

Referans olarak ayni islemler immobilize edilmemis GOX (B-glukoz oksidaz) enzimine de
uygulandi. Bunun i¢in serbest enzim ¢ozeltisinden 1’er mL alinip onbes farli tiip igerisine
konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynist uygulandi ve UV-GB

spektrofotometresi ile 507 nm’deki absorbans degisimi izlendi.
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4.11.4. immobilize GOx enziminin tekrar kullanilabilirligi

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin, bir tiipe 2 mg immobilize
dendrimer koyularak tizerine belirlenen optimum pH’daki tampon ¢6zeltisinden 4 mL ve
0,020 g glukoz ilave edilip 20 dk oda sicakliginda karistirildi. 4-Aminoantipiren (10 mg),
fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra tekrar 10 dk oda
sicakliginda karistirildi. UV-GB spektrofotometresi yardimiyla 507 nm’deki absorbans
degerleri okundu. Daha sonra tiip i¢erisindeki ¢ozelti kismi atilarak tekrar katinin {izerine
tampon ¢ozelti, glukoz ve renklendiriciler ilave edilerek ayni islemler 30 dk ara ile

tekrarland.

Ayrica immobilize GOx enziminin yapay lre ¢o6zeltisinde tekrar kullanilabilirligi
incelenmistir. Bunun i¢in 2 mg immobilize dendrimer tartilarak deney tiipline konuldu.
Uzerine Boliim 3.3.°de belirtildigi sekilde hazirlanan yapay iire ¢dzeltisinden 4 mL ilave
edildi. 1,26 mg glukoz katis1 eklenerek 20 dk karisirildi. 4-Aminoantipiren (10 mg), fenol
(20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra 10 dk daha karistirilarak UV-GB

spektrofotometresi yardimiyla 507 nm’deki absorbans degerleri okundu.

4.11.5. Imobilize GOx enziminin depolama kararlihg

Immobilize enzimin depolama kararlilig1 i¢in 2 mg madde tartilarak {izerine 4 mL tampon
cozelti ve 0,020 g glukoz katis1 eklenerek 20 dk karisirildi. 4-Aminoantipiren (10 mg),
fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra 10 dk daha karistirilarak
UV-GB spektrofotometresi yardimiyla 507 nm’deki absorbans degerleri okundu ve bu
islem her ay tekrarlandi.

4.12. Asetilkolinesteraz (AChE) Enziminin Immobilizasyonu ve Optimizasyonu

Hazirlanan asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisinden 2 mL alinarak 0,5’er gram 2G, 2G-H-
Pt(l1), 2G-H-Pt(1V), 2G-NO-Pt(ll), 2G-NO,-Pt(1V), 2G-CHs-Pt(ll), 2G-CHs-Pt(1V)
dendrimerlerinin iizerlerine ilave edildi. Karisim oda sicakliginda manyetik karistirict
lizerinde 1 giin boyunca karistirilarak immobilizasyonun gerceklesmesi saglandi.
Reaksiyon sonunda immobilize edilen dendrimerler siiziilerek ¢ozelti ortamindan alindi ve

+4 °C’ de muhafaza edildi.
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Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesinin tayininde Ellman’in spektrofotometrik yontemi
kullanilmistir [147]. AChE enzimi, subsrati asetiltiyokolin iyodiir ile Sekil 4.12.’deki

tepkimeyi vermektedir.

>— |\|+ AChE HS \N+/
\ /) N —— \ " / > +CH3COOH
Asetiltiyokolin iyodir Tiyokolin iyodur Asetikasit
HOOC COOH
O,N S-S NO,

’ 5,5- ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)

<

COOH

\/\/‘\ + HS NO,

5-merkapto-2-nitrobenzoik asit

Sekil 4.12. Ellman metoduna gore meydana gelen mekanizmanin sematik gésterimi

Tepkime sonucunda olusan iriin ile ortama katilan renklendirici 5,5-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) arasindaki tepkime sonucu sari1 renkli bilesik (5-merkapto-2-
nitrobenzoik asit) olugmaktadir. Bu bilesigin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu
412’nm dir. Enzim aktivitesi bu dalga boyundaki absorbans degisim izlenerek

belirlenmistir.
4.12.1. immobilize AChE enziminin aktifligine pH etKisi

Immobilize enzimin aktifligine pH etkisini incelemek igin, AChE (asetilkolin esteraz)
enzimi ile immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak yedi farkl tiip icerisine
konuldu. Uzerlerine 20 uL asetiltiyokolin iyodiir ve pH 3,0-9,0 arasinda hazirlanan tampon

¢ozeltilerinden ilave edilip oda sicakliginda ultrasonik su banyosunda 30 dk karistirildi.
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50 uL DTNB eklendikten sonra UV-GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans

degisimi izlendi.

Referans olarak ayni islemler immobilize edilmemis AChE (asetilkolin esteraz) enzimine
de uygulandi. Bunun igin, serbest enzim c¢ozeltisinden 2,88 pL alinip yedi farkli tiip
igerisine konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynist uyguland: ve UV-

GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi izlendi.

4.12.2. immobilize AChE enziminin aktifligine sicakhgin etkisi

Immobilize enzimin aktifligine sicakligm etkisini incelemek icin, AChE (asetilkolin
esteraz) enzimi immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak sekiz farkli tiip
icerisine konuldu. iizerlerine 20 pL asetiltiyokolin iyodiir ve optimum pH’daki tampon
¢ozeltisinden ilave edilip 20 °C - 90 °C sicakliklar1 arasinda 1sitilmis olan ultrasonik su
banyosunda 30 dk karistirildi. 30 dakikanin sonunda 50 pL. DTNB eklendikten sonra UV-

GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi izlendi.

Referans olarak ayni iglemler immobilize edilmemis AChE (asetilkolin esteraz) enzimine
de uygulandi. Bunun igin, serbest enzim ¢ozeltisinden 2,88 pL alinip sekiz farkli tiip
icerisine konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynist uyguland1 ve UV-

GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi izlendi.

4.12.3. immobilize AChE enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Immobilize enzimin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek i¢in, AChE enzimi
immobilize edilmis dendrimerlerden 2’ser mg alinarak tiiplere konuldu. Uzerlerine 0,075
M’lik stok asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden degisen miktarlarda (10-60 pL) tiiplere ilave
edildi. Tuplerdeki hacim toplam 4,02 mL olacak sekilde optimum pH’daki tampon
¢ozeltisinden ilave edildi ve ultrasonik su banyosunda 30 dk karistirildi. Bir sonraki
adimda her tiipe 50 pLL. DTNB eklendi. Tiipler igerisinde substrat (asetiltiyokolin iyodiir)
yoniinden degisik derisimlerdeki renkli ¢ozeltilerin, UV-GB spektrofotometresi ile 412
nm’deki absorbans degisimi izlendi. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi ¢izilerek Ky, ve

Vmak degerleri belirlendi.
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Referans olarak ayni islemler immobilize edilmemis AChE (asetilkolin esteraz) enzimine
de uygulandi. Bunun igin, serbest enzim ¢dzeltisinden 2,88 pL alinip on farkl tiip igerisine
konuldu. Yukarida verilen materyallerin ve islemlerin aynisi uygulandi ve UV-GB

spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi izlendi.

4.12.4. immobilize AChE enziminin tekrar kullamlabilirligi

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin, bir tiipe 2 mg immobilize
dendrimer koyularak iizerine belirlenen optimum pH’daki tampon ¢ozeltisinden 4 mL ve
20 pL asetiltiyokolin iyodiir ilave edilip 30 dk oda sicakliginda karistirildi. Karigtirma
islemi bittikten sonra 50 uLL DTNB eklenerek UV-GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki
absorbans degisimi izlendi. Daha sonra tiip igerisindeki ¢ozelti dekante edilerek
uzaklastirildi. Geride kalan katinin {izerine ayn1 miktarda tampon ¢ozelti, asetilkolin ve

renklendirici ilave edilerek yukaridaki islemler tekrarlandi.

4.12.5. imobilize AChE enziminin depolama kararhhig

Immobilize enzimin depolama kararhilig1 ile ilgili calismada, bir tiip icerisine 2 mg
immobilize dendrimer tartilarak tizerine optimum pH’daki tampon ¢6zeltiden 4 mL ve 20
uL asetiltiyokolin iyodiir eklenerek 30 dk karistirildi. Karigtirma igleminden sonra 50 pL
DTNB eklendikten ve UV-GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi

izlendi. Bu islem ayda bir kere olmak {izere 8 ay boyunca tekrarlandi.
4.12.6. Pestisitlerin immobilize AChE enzimi ile kalitatif tayini
Kalitatif tayin icin insektisit olarak kullanilan fosmet ve Kkarbaril (1-naftil-N-

metilkarbamat) ile herbisit olarak kullanilan diklofop-metil segildi. Sekil 4.13.’de fosmet,

karbaril ve diklofop-metil’e ait agik yapilar verildi.
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Sekil 4.13. Calisilan pestisitlerin agik yapisi ve adlandirilmalart

Immobilize AChE enzimi ile pestisit tayini i¢in, bes (5) ayr tiip icerisinde bulunan 2’ser
mg immobilize dendrimer tizerine 4 mL pH 8 tamponu ve 20 pL asetiltiyokolin iyodiir
cozeltileri eklenerek 30 dk karistirildi. Karistirma igsleminden sonra, 50 pL. DTNB eklendi
ve UV-GB spektrofotometresinde 412 nm dalga boyundaki absorbans degerleri izlendi.
Daha sonra yukarida hazirlanmis olan bes ayri tiip igerisine toplam hacim ayni olacak
sekilde stok pestisit ¢ozeltisinden sirasiyla 10 pL, 20 uL, 30 pL, 40 uL ve 50 uL ilave
edildi. Pestisit ilavesinden 30 dk sonra UV-GB spektrofotometresinde 412 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri kaydedildi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde yapilan ¢aligsmalar su basliklar altinda incelenmistir:

a) Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 FTIR, UV-Vis, 'H-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF
MS, TGA, molar iletkenlik ve magnetik susseptibilite dlgiimleri ile aydinlatilmasi,

b) Sentezlenen dendrimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz (GOx) enziminin
optimizasyon ¢alismalart,

c) Sentezlenen dendrimerlere immobilize edilen asetilkolinesteraz (AChE) enziminin
optimizasyon ¢alismalari,

d) immoblize enzimlerin uygulamalari.
5.1. Dendrimerlerin Yap1 Analizi

Sentezlenen birinci ve ikinci jenerasyon dendrimerler ile metal iceren genistilmis ikinci
jenerasyon dendrimerlerin yapi analizi i¢in gerekli spektroskopik yontemlerle birlikte

molar iletkenlik ve magnetik susseptibilite dl¢iimlerinden yararlanilmistir.
5.1.1. Birinci jenerasyon 1G dendrimerinin yapi analizi

Sentezlenen 1G dendrimerinin FTIR spektrumu Sekil 5.1.’de verilmektedir. Spektrumda
gozlenen karakteristik IR titresim bandlart soyledir: NH, grubuna ait vwy asimetrik ve
simetrik gerilme titresimi 3465 ve 3420 cm™de, azometin grubuna ait vic-ny gerilme
titresimi 1648 cm ™ de gozlendi. Ayrica, ferrosen molekiiliine ait dhaka halka gerilme
titresimi 1423 cm™’de ve Sccy diizlem ici biikiilme titresimi 1210 cm™ de, gbzlenmistir
[148] .
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Sekil 5.1. Birinci jenerasyon dendrimere (1G) ait FTIR spektrumu

Birinci jenerasyon dendrimerin elektronik absorbsiyon (UV-GB) spektrumu Sekil 5.2.’de
verilmektedir. Bu spektrumda oc—oc* gegisi 203 nm’de siddetli bir band olarak
gozlenmistir. Kaynaklar incelendiginde, c—c* geg¢isine ait bandin 190 nm dalga boyunda
ciktig1 goriilmektedir [149]. Fakat yapidaki konjugasyondan dolay1 bu bant daha yiiksek
dalga boyunda kaymuistir. m —n*pnz) gecisi 229 nm’de siddetli bir band, n—n*c=n) gegisi
251 nm’de ve ferrosene ait d—dr) gecisi ise 433 nm’de zayif bir band olarak gdzlenmistir
[150].
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Sekil 5.2. Birinci jenerasyon dendrimere (1G) ait UV-GB spektrumu

Sentezlenen birinci jenerasyon dendrimerin DMSO-ds’da aliman *H-NMR spektrumu Sekil
5.3.’de verildi. Burada, CH=N protonu 7,95 ppm’de tekli pik (s, 2H) ve NH, protonuna
ait pik 5,99 ppm’de tekli pik (s, 8H) olarak gozlendi [151]. Ferreosen H atomlarina ait
pikler ise 2,89 ppm’de ikili (d, 4H) ve 2,73 ppm’de (d, 4H) ikili pik olarak gézlenmistir.
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Sekil 5.3. Birinci jenerasyon dendrimere (1G) ait *H-NMR spektrumu
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Birinci jenerasyon dendrimer 1G’nin kiitle spektrumu Sekil 5.4.’de verilmektedir. LC-MS
spektrumu incelendiginde molekiiler iyon piki [M+2H']": 460,1830 (m/z: %100) de

gbzlendi.
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Sekil 5.4. Birinci jenerasyon dendrimere (1G) ait LC-MS spektrumu
5.1.2. ikinci jenerasyon 2G dendrimerinin yapi analizi

2G dendrimerinin FT-IR spektrumu Sekil 5.5.’de verilmektedir. Spektrum incelendiginde,
1G dendrimerine ait 3465 ve 3420 cm™’deki V(NH) titresim bantlarinin kayboldugu
gozlenmektedir. 2G dendrimerinde ug aldehitlere ait v(c=0) gerilme titresimi keskin bir bant

olarak 1714 cm™ de gozlendi.

1G dendrimerinde 1648 cm™deki v(c=ny gerilme titrerimi 2G dendrimerinde az miktarda
diisiik dalga sayisina kayarak 1645 cm™de gozlenmistir. 1635 cm™ de ortaya ¢ikan yeni
band ise 2G denrimerinde olusan yeni imin grubuna ait vcy gerilme titresimine
atfedilmistir [152]. 1G de ferrosen halkasina ait Spaia (1423 cm™ titresimi 2G de diisiik

dalga sayisina kayarak 1410 cm™de gdzlenirken Sccy (1210 cm™)  diizlem igi biikiilme
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titresimi yiiksek dalga sayisina kayarak 1226 cm™’de gézlenmistir. Bu durum ferrosen

halkasinin 2G molekiiliinde elektronik ¢evresinin degistigini gostermektedir.
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Sekil 5.5. Ikinci jenerasyon dendrimere (2G) ait FTIR spektrumu

2G dendrimerine ait UV-GB spektrumu Sekil 5.6.’da verilmektedir. 2G dendrimerinin
spektrumunun 1G ile ¢ok benzer oldugu goriilmiistiir. Bu spektrumda da o—oc* gegisi 201
nm’de siddetli bir band; © —7*pny) gecisi 231 nm’de siddetli bir band, n—n*c-n) gegisi
255 nm’de, n—n*c=n) gecisi 292 nm’de ve ferrosene ait d—d) gecisi ise 438 nm’de

zayif bir band olarak gozlenmistir [150].
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Sekil 5.6. Ikinci jenerasyon dendrimere (2G) ait UV-GB spektrumu

2G dendrimerinin *H-NMR spektrumu Sekil 5.7.’de verilmektedir. 1G dendrimerinin 5,99
ppm’de gozlenen NH; protonuna ait tekli pikin kayboldugu goézlenmistir. 1G
dendrimerinin 7,95 ppm’de gozlenen imin protonuna ait tekli pik, 2G dendrimerinin
spektrumunda 7,90 ppm (s, 2H) de tekli pik olarak gbzlendi. Ayrica 2G’ye ait yeni imin
protonu 8,42 ppm’de tekli pik olarak gozlendi. 2G’nin ug aldehit protonlar1 ise 9,65
ppm’de tekli pik olarak gozlendi. 1G dendrimerinde ferrosen halkasina ait iki tane ikili pik
(2,89 ppm’de ikili ve 2,73 ppm’de ikili) 2G’nin spektumunda da ayni yerde gozlenmistir.
C=N ve C=0 gruplar arasindaki {i¢ karbon atomlu alifatik zincirin proton pikleri 2,47-1,34
ppm arasinda gozlenmistir. C=0 grubuna bagli CH;, protonlar1 2,47 ppm’de ¢oklu pik
olarak gozlenmekte ve DMSO ¢oziiciisiiniin pikleri ile kismen ortiismektedir. 1,75 ppm’de

gozlenen c¢oklu pikin ortadaki CHj grubuna ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.7. ikinci jenerasyon dendrimere (2G) ait "H-NMR spektrumu
Cizelge 5.1. 1G ve 2G dendrimerleri i¢in "H-NMR spektrumlar
BlleSlkleI’ -H-C=0 -HC=N -NH2 -CH(Ar) ‘CH(a|f)
1G - 7,95 (s,2H) 599 (s,8H) 2,73 (d,4H) -
- 2.89 (d,4H)
2G 9,65 (s, 4H) 7,90 (5,2H) 2,73 (d,4H) 1,75(m,2H)
8,42 (s,4H) - 2,89 (d,4H) 1,34(m,2H)
2,47(m,2H)

Ikinci jenerasyon dendrimer (2G) icin LC-MS spektrumu incelendiginde molekiiler iyon
piki [M+H™]": 787,3410 (m/z: %100) olarak belirlendi. Sekil 5.8.’de 2G dendrimerine ait

LC-MS spektrumu verilmektedir.
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Sekil 5.8. Ikinci jenerasyon dendrimere (2G) ait LC-MS spektrumu

5.1.3. Genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerin yapi analizi

Ikinci jenerasyon dendrimere ii¢ farkli aminofenol (2-aminofenol, 2-amino-5-nitrofenol ve

2-Amino-5-metilfenol) katilarak “kalip” yontemi ile Pt(ll) ve Pt(IV) kompleksleri

sentezlendi.

Elde edilen bilesiklerin pek cok ¢oziiciide coziiniirligi diisiik oldugu igin 'H-NMR
spektrumlar1 alinamadi. Bu nedenle yapilar1 FTIR, UV-Vis, MALDI-TOF MS, element

analizi, AAS, molar iletkenlik ve manyetik duyarlilik 6l¢iimleri ile aydinlatildi.

Pt(l) ve Pt(IV) igeren dendrimerlerin iletkenlik 6l¢timleri Boliim 3.1.’de anlatildig1 gibi

yapildi ve sonuglar1 Cizelge 4.1.°de verildi. 5x10* M DMF cozeltisinde &lgiilen

iletkenliklere gore biitiin dendrimerlerin elektrolit olmadigi (non-elektrolitik) oldugu

goriildii [144]. Buna gore Pt(Il) ve Pt(IV) komplekslerinin nétr yapiya sahip oldugu

ongoriildii.
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Pt(Il) ve Pt(IV) igeren dendrimerlerin manyetik duyarlilik o6l¢timleri Bolim 3.1.°de
anlatildigi gibi yapildi ve sonuclar1 Cizelge 4.1.°de verildi. Olgiim degerleri biitiin
dendrimerlerin diyamanyetik oldugunu gosterdi. Buna gore Pt(II) komplekslerinin elektron
konfigiirasyonlarinin 58  ve geometrisinin  karediizlem, buna karsilik Pt(IV)
komplekslerinin elektron konfigiirasyonlarmin 5d° ve geometrisinin oktahedral (diisiik

spin) oldugunu 6ngérmek miimkiindiir.

Ikinci jenerasyon dendrimerlerden sadece 2G-CH3-Pt(IV)’iin MALDI-TOF MS spektrumu
alinabilmistir. Kompleksin fragmentasyon semas:t Sekil 5.9.°da, MALDI-TOF MS
spektrumu ise Sekil 5.10.’da verilmistir. 2G-CHs-Pt(IV) i¢in molekiiler iyon piki [M+H']"
seklinde m/z = 2482,244 (5,8%) de gozlenmistir. Baz1 fragmentler ise soyledir: m/z =
2129,195 (15,2%) [M-C4H13Cls0OPt+Na]” ; m/z = 1788,318 (12,5%) [M-C4H14ClsO2Pts]" ;
m/z = 1492,802 (23,7%) [M-C4H1sCloOsPts+Na]” ve m/z = 1087,483 (12,4%) [M-
C4H20Cl1,06Pts]". Buna gore Pt(IV) kompleksinde dort Pt atomu ve bir dendrimerin

bulundugu, PtsL molekiil formiiliine sahip oldugu 6ngériilebilir.
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Sekil 5.9. 2G-CH3-Pt(1V) dendrimerinin sematik fragmentasyonu
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Sekil 5.10. 2G-CH3-Pt(1V) dendrimerinin MALDI-TOF MS spektrumu

Genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerin elektronik

absorbsiyon (UV-GB)

spektrumlar1 Sekil 5.11.’de, spektrumlardaki bandlara karsilik gelen dalga boylar1 Cizelge

5.2.’de verilmistir.

Cizelge 5.2. Sentezlenen dendrimerlerin UV-GB spektrum degerleri (nm)

Amax (10 M DMF)
BlleSlk o— o* T _’Tf*(bnz) T —>T[*(CzN) n— TC*(C:N) d—>d(|:c) d—>d(|v|)
1G 203 229 251 288 433 -
2G 201 231 255 292 438 -
2G-H-PH(1l) 208 232 254 301 436 i
2G-NO,-PH(l1) 201 234 253 300 389 -
2G-CH,-Pt(11) 202 231 254 302 433 -
2G-H-Pt(1V) 206 233 257 298 412 (536)*
2G-NO,-Pt(IV) 207 231 257 206 392 (549)*
2G-CHs-Pt(1V) 205 230 252 298 430 (539)*

( )*:10° M DMF

Dendrimerlerin UV spektrumundaki bandlarin isaretlenmesinde literatiirdeki benzer

bilesiklerin yorumlari temel alinmistir. Genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerine ait

o—0c* gecisi 201-208 nm araliginda gozlenmistir. Benzen halkasina ait m—n* gegisleri

230-234 nm arasinda, imin grubuna ait m—n* gegisleri ise 252-257 nm arasinda

gozlenmistir [149].
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Ligandlarla (1G ve 2G) kiyasladigimizda 6zellikle imin grubuna ait m—n* gegislerinin
kompleks olusumu ile daha yiiksek dalga boyuna kaydigi gozlenmektedir. Ligandlardaki
n—n*c=n) gecisleri 288-292 nm aralifinda gozlenmistir. Benzer sekilde kompleks
olusumu ile bu bantlar da yiiksek dalga boyuna kaymaktadir (296-302 nm). Bu kaymalar

Schiff bazinin metale imin azotu iizerinden baglandigini gosterir.

Ferrosene ait d—dr) gegisleri 389-438 nm araliginda gozlendi [153]. Kompleks olusumu
ile bu bantlar kismen diisiik dalga boyuna kaymaktadir. En ¢ok kayma nitro grubu tasiyan
Pt(IT) ve Pt(IV) komplekslerinde gézlenmistir.

Dendrimerlerde Pt(IV) iyonuna ait d—d gegisler ancak yiiksek derisimde (1x10° M)
gozlenebilmistir. 536-549 nm araliginda gozlenen bu gegisler oktahedral geometriye sahip
Pt™ iyonu igeren komplekslerdeki gegisler ile benzerlik gdstermektedir [154]. Kare diizlem
Pt(11) komplekslerinde gozlenen d—d gegisleri [155] dendrimerlerimizde gozlenememistir.

Ciinkii ferrosene ait bantlar ile ortiisme gostermektedir.

Metal igeren dendrimerlerin TGA egrileri Ek 1-6’da verilmektedir. TGA egrileri
incelendiginde tim dendrimerlerin tek kademede bozundugu gozlenmis ve bozunma
sicakliginin 360-510 °C araliginda degistigi goriilmistiir. Dendrimerlerin TGA egrilerinde
100 °C’nin altinda bozunma sicakligi ve kiitle kaybi goriilmemistir. Bu durum

dendrimerlerde kristal suyunun olmadigini diistindiirmistiir.
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Sekil 5.11. Genisletilmis 2. jenerasyon dendrimerlere ait UV-GB spektrumlar:
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Genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerine ait karakteristik IR titresim bandlart
Cizelge 5.3.’de verilirken FTIR spektrumlar1 Sekil 5.12-5.17.”de verilmektedir.

2G dendrimerlerindeki ug¢ aldehitlere ait vc=oy gerilmesine ait 1714 cm™¥de ki bandin
kompleks olusumu ile kaybolmasi, u¢ aldehitlerin 2-aminofenol ve tiirevleri ile tepkimeye
girdigini gostermektedir. Metal iceren dendrimerlerin tiimiinde 3320-3200 cm™? arasinda
gozlenen genis bandlar koordinasyon suyuna ait vo.4y gerilme ve 1605-1595 cm™*de
g6zlenen bandlar S0 biikiilme titresimlerine aittir. [156]. 2G dendrimerinde 1645 cm™? ve
1635 cm™’de imine ait iki tane ve=y gerilme titresimi mevcuttur. Pt igeren dendrimerlerde
ayrica 1627-1620 cm™de yeni imin bant1 gdzlenmistir. Bu imin bantinin ortaya ¢ikmasi 2-
aminofenol ile ug aldehitlerin tepkimeye girdigini géstermektedir. Ayrica bu bandin diisiik
dalga sayisinda gozlenmesi bu imindeki azot atomunun platin ile koordinasyona girdigini
gostermektedir [155]. N atomu iizerenden metale aktarilan elektronlar C=N baginin

zayiflamasina ve bag kuvvetinin azalmasina neden olur.

Literatiir verilerine gore v(c.oy gerilme titresimi 1300-1100 cm™ araliginda goriilen keskin
ve siddetli bir banttir [156]. Dendrimerlerimizde bu titresimler 1279-1235 cm™ araliginda
siddetli bantlar olarak goriilmiistiir.

Metal igeren dendrimerlerin IR spektrumlarindaki titresimlerinin diisiik frekans bolgesinde
M-N ve M-O titresim bandlarinin belirlenmesi ¢ok kolay degildir. Literatiir verilerine gore
571-554 cm™ ve 520-483 cm™*de gozlenen yeni bantlar vipro) Ve V(e titresimleri olarak
isaretlenmistir. Bu ilave bantlar Schiff bazinin O ve N verici atomlar ile platin atomuna

koordine oldugunu gostermektedir [157, 158].

1600-1450 cm™ arasinda gozlenen goklu keskin pikler aromatik C=C titresim frekansina
(Vhalka) aittir. Tim dendrimerlerde alifatik v(c.y titresimlerin 2916-2900 cm? araliginda,
aromatik vy titresimleri ise 3055-3028 cm? arahginda gozlendi. Ligandlarla
kiyaslandiginda, metal igeren dendrimerlerde aromatik ve alifatik C-H gerilme

titresimlerinde ¢ok biiyiik bir kayma meydana gelmemistir.

2G-NO,-Pt(11) dendrimerinde 1500 cm™ ve1300 cm™’de, 2G-NO,-Pt(1V) dendrimerinde

1510 ve 1320 cm™ de gozlenen bantlar vasno2) Ve Vsimno) titresiminden kaynaklanmaktadir
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[159]. Ayrica 2G-CHg3-Pt(1l) ve 2G-CH3-Pt(1V) dendrimerlerine ait spektrumda 2982 ve

2978 cm™°de goriilen bandlar vascHz) asimetrik gerilmesine ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.13. 2G-H-Pt(1V) dendrimerine ait FT-IR spektrumu



84

1.0

0.9 A

0.8 A

Gegirgenlik %

0.7 A

— 2G-NO,-P(ll)

0.6 A

4000 3000 2000 1000

Dalga Sayisi (cm_l)

Sekil 5.14. 2G-NO,-Pt(I1) dendrimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.15. 2G-NO,-Pt(1V) dendrimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.16. 2G-CH3-Pt(ll) dendrimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.17. 2G-CHs-Pt(IV) dendrimerine ait FT-IR spektrumu



Cizelge 5.3. Sentezlenen dendrimerlerin énemli IR titresim frekanslari (cm™)

Bilesik VNH(@asm-simjy V-c=0 V -CH@d) V-cH=N VOH V(C-Hjalf V(C-H)aro  V(C-0) VNO2 VcH3 Vpt-0 Vpt-N Sr20 SC—C(bht) dccH

1G 3465,3420 - - 1648 - - 3070 - - - - - - 1423 1210

2G - 1714 2750, 2800 1645 - 2900 3075 2 - - - - - 1410 1226
1635

2G-H-Pt(1I) - - - 1640 3298 2910 3032 1272 - - 560 484 1605 1440 1234
1635
1624

2G-H-Pt(1V) - - - 1222 3200 2916 3048 1264 - - 571 492 1600 1455 1240
1
1620

2G-NO,-PH(I1) - - - iggg 3316 2915 3053 1235 1300,1500 - 561 483 1595 1458 1242
1622

2G-NO,-Pt(1V) - - - igézlg 3320 2914 3055 1242 1320, 1510 - 563 486 1600 1456 1245
1620

2G-CHa-Pt(I1) - - - iggg 3239 2900 3040 1270 - 2982 554 520 1602 1436 1232
1625

2G-CH3-Pt(1V) - - - iggg 3270 2908 3028 1279 - 2978 558 514 1605 1438 1227
1627

98
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5.2. Iimmobilize p-Glukoz Oksidaz (GOXx) Enziminin Optimizasyon Calismalar

B-Glukoz oksidaz (GOx) enziminin immolizasyonu Bolim 4.11.’de ayrinti bir sekilde
verilmektedir. Immobilize enzimin optimizasyonunda pH, sicaklik ve derisim

parametreleri incelenmistir.

5.2.1. immobilize p-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etKkisi

Ikinci jenerasyon dendrimer 2G ve genisletilmis ikinci jenerasyon 2G-H-Pt(Il), 2G-H-
Pt(1V), 2G-NO,-Pt(Il), 2G-NO,-Pt(1V), 2G-CHs-Pt(ll), 2G-CH3-Pt(IV) dendrimerlerine
immobilize edilen B-glukoz oksidazin aktifligine pH etkisinin incelemesinde kullandigimiz
yontem Bolim 4.11.1.°de ayrintili bir sekilde verildi. Deneyler sonucunda elde edilen
veriler ile grafikler ¢izildi (Sekil 5.18.). x-eksenine pH ve y-ekseninde ise bagil aktivite

degerleri konuldu. Referans olarak serbest enzim (mor ¢izgi) kullanildi.

Sekilde goriildiigii gibi serbest enzimin bagil aktivitesinin en yiliksek oldugu pH, 5
civarindadir. 2G dendrimerinde ise bagil aktivite iki farkli pH’da (pH 4 ve 8)
maksimumdur. pH 8’deki bagil aktivite daha yiiksek oldugundan, diger ¢aligmalarda pH
8’de gergeklestirilmis ve buna uygun fosfat tamponu kullanilmistir. 2G-H-Pt(I1) ve 2G-H-
Pt(IV), dendrimerlerinde optimum pH degerinin degismedigi ve 8 oldugu belirlendi. Yani,
kompleks olusumu ile ve kompleksin yiikiinlin degisimi ile optimum pH nin degismedigi

gozlendi.

2G-CH3-Pt(I1) ve 2G-CH3-Pt(IV) dendrimerlerinin bagil aktiflik grafiklerinin 2G-H-Pt(1l)
ve 2G-H-Pt(IV) grafiklerine benzer oldugu goriildii. Nitekim optimum pH degerleri 8
olarak belirlendi. Metil grubunun bagil aktiflik grafiklerde ve optimum pH’da bir degisim
yapmadigi goriildii. Buna karsilik 2G-NO,-Pt(I1) ve 2G-NO,-Pt(IV) dendrimerlerinin bagil
aktiflik grafiklerinin farkli oldugu belirlendi. 2G-NO,-Pt(Il) kompleksinde optimum pH 4
ve 8 iken, 2G-NO,-Pt(IV) dendrimerinde pH 6 olarak tespit edildi. Nitro grubu
dendrimerinde hem bagil aktiflik grafigini hem de optimum pH’y1 oldukca
degistirmektedir.
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Sekil 5.18. GOx enziminin aktifligi izerine pH’nin etkisi

Immobilize enzim igin optimum pH degerleri 4, 6 ve 8 olarak bulundu. Kaynak
arastirmasina gore, kataliz olay: asidik ortamda meydana geliyorsa enzimin Glu412 olarak
kodlanan bolgesi, notral ortamda reaksiyon olusuyorsa enzimin His516 kismi, bazik

ortamda reaksiyon olusuyorsa enzimin His559 kismi etkili olur [160].

Bu bilgiler dikkate alindiginda 2G-NO,-Pt(11) dendrimerine immobilize edilen enzimin pH
4,0’de ve 2G-NO,-Pt(IV) dendrimerine immobilize edilen enzimin ise pH 6,0’da aktif
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olmasinin nedeni enzimin Glu412 kodlu kismmin aktif rol oynamasindan
kaynaklanmaktadir.

2G, 2G-H-Pt(I1)-GOx, 2G-H-Pt(1V)-GOx, 2G-NO,-Pt(I1)-GOx, 2G-CHs-Pt(11)-GOx, 2G-
CH3-Pt(IV)-GOx dendrimerlerine immobilize enzimin pH 8,0’de aktif olmasinin nedeni

enzimin His559 kodlu kisminin aktif rol oynadigin1 gostermektedir [161].

5.2.2. immobilize p-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakhigm etkisi

Dendrimerlere immobilize edilen B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakligin etkisi
caligmalar1 Bolim 4.11.2.°de belirtildigi gibi yapilmistir. Sicakliga (x-ekseni) karst bagil
aktivite degerlerinin (y-ekseni) ¢izildigi grafikler Sekil 5.19.” da verilmektedir.

Serbest enzimde pH 8’deki optimum sicakliklar 30 °C ve 70 °C olarak belirlendi. Bu
sicakliklarda bagil aktivitenin esit oldugu goriildii. Halbuki, immobilize 2G dendrimerinde
pH 8’de optimum sicakliklarin biraz artarak 40 °C ve 80 °C oldugu, ayrica 40 °C de ki
bagil aktivitenin daha yiiksek oldugu belirlendi.

2G-H-Pt(I1) dendrimerinde optimum sicakliklarin 50 °C ve 70 °C, buna karsilik 2G-H-
Pt(1V) dendrimerinde 80 °C oldugu goriildii. Platin komplekslerinin optimum sicaklik
degerlerini degistirdigi gozlendi.

Metil grubunu tasiyan dendrimerlerde pH 8’deki optimum sicakliklarin Pt(II)’de 70 °C,
Pt(1V) de 80 °C oldugu goriildii. Metil grubunun varlig1 optimum sicakliklarda ciddi bir
degisime neden olmamustir. Nitro grubunu tasiyan dendrimerler ig¢in Pt(IV)’de pH 6’da
belirlenen sicaklik 60 °C, Pt(II)’de pH 4’de 40 °C ve pH 8’de 50 °C oldugu gorildii.
Genellikle Pt™ iyonu iceren genisletilmis dendrimerlerde immobilize enzimin daha yiiksek
sicakliklarda aktifliligini korudugu gozlendi. Dendrimerlerin optimum sicaklik degerleri

Cizelge 5.4.”de topluca verildi.
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Sekil 5.19. GOx enziminin aktifligi tizerine sicakligin etkisi
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5.2.3. iImmobilize B-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Substrat derisiminin etkisi daha oOnce belirledigimiz optimum pH ve sicakliklarda
incelendi. Bunun igin g¢esitli derisimlerde substrat cozeltilerinin absorbans degerleri
belirlendi. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri (1/S in 1/V ye kars1) ¢izildi (Sekil
5.20.). Bu grafiklerden hesaplanan Kp, ve Vimak degerleri Cizelge 5.4.°de verildi.

Km, enzimlerin substratlarina karsi ilgilerini ifade eden bir parametredir ve enzimler igin
parmak izi olarak kabul edilir. Diisiik Ky degeri enzimin substrata karsi yiiksek ilgisini
ifade eder. Vpya ise enzimin doymus subsrattaki reaksiyon hizidir ve bir enzimde
ulagilabilecek en yiiksek hizdir.

Yaptigimiz c¢aligmalarda immobilizasyonla K., degerlerinin degistigi gozlenmistir. 2G
dendrimerinin Kp, degeri (40 °C, 8,35 mM) serbest enzime (40 °C, 12,82 mM) oranla
diistiktiir, yani immobilize 2G substrata daha fazla ilgi gostermektedir. Benzer diisiis Vimak
degerinde de gozlenmistir. Bagil aktivitenin daha yiiksek oldugu 40 °C daki Kp,
degerindeki diisiis daha fazladir. Ancak 80 °C’deki K, degeri (5,63 mM) 40 °C’dekinden
daha diistiktiir.

2G-H-Pt(11)-GOx dendrimerinde 50 °C (4,39 mM, 4,06 mM dk.™*) ve 70 °C’deki (4,85
Mm, 3,37 mM dakfl) Km Ve Vma degerleri birbirine yakindir. Ancak serbest enzimle
kiyaslandiginda 70 °C’de Kp degerindeki diisiis daha fazladir. 2G-NO,-Pt(11)-GOx
dendrimerinde bagil degeri daha yiiksek olan pH 8’deki Ky, degeri (6,09 Mm) diiserken,
bagil degeri daha diisiik olan pH 4’deki Ky, degeri diistisii serbest enzimle kiyaslandiginda
olduk¢a fazladir ve Vpya degerinde de disiis gozlenmistir. Ky, degerleri mukayese
edildiginde pH 8’deki Ky, degerinin (6,09 mM) pH 4’deki Ky, degerinden (33,88 mM) daha

diistik oldugu goriilmiistiir.

2G-CH3-Pt(I1)-GOx dendrimerinde ise hem K, hem de Vmxk degerinde yiikselme
goriilmiistiir. Halkaya elektron saglayan metil grubu Ky, (40,67 mM) degerini yiikseltirken,
halkasidan elektron ¢eken nitro grubu Ky, (6,09 Mm) degerlerini diisiirmektedir. Ancak
nitro grubunun enzim ile hidrojen bag1 yapabilmesi nedeniyle enzime daha iyi baglanarak

Km degerini diislirebilecegi dikkate alinmalidir.
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2G-NO,-Pt(1V)-GOx ve 2G-CH3-Pt(IV)-GOx dendrimerlerinin her ikisinde de hem K,

hem de Vma degerlerinde artma gozlenmistir. Genel olarak Pt(IV) dendrimerleri, Pt(II)

dendrimerlerinden daha yiiksek Ky, degerlerine sahiptir. Tek avantaji 2G-H-Pt(IV)-GOx’un

yiiksek sicaklikta (80 °C) uygulanabilir olusudur. Bu dendrimerlerde hem metil hem de

nitro grubu K, degerini arttirmaktadir.
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Sekil 5.20. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in Lineaweaver-Burk grafikleri
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Cizelge 5.4. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in bulunan optimum sartlar ve

Kinetik parametreler

Dendrimerlerin kapali pH T(C) Dendrimer-GOXx Serbest enzim
formiilleri K> Vo™ K. Vi
2G-GOx 8 40 8,35 2,27 12,82 2,70
” 8 80 5,63 1,74 9,53 2,20
2G-H-Pt(I1)-GOx 8 50 4,39 4,06 6,78 4,35
” 8 70 4,85 3,37 7,85 3,30
2G-NO,-Pt(I1)-GOx 4 40 33,88 16,42 157,81 36,23
” 8 50 6,09 3,60 6,78 4,35
2G-CH3-Pt(11)-GOx 8 70 40,67 22,03 7,85 3,30
2G-H-Pt(IV)-GOx 8 80 7,63 2,10 9,53 2,20
2G-NO,-Pt(1V)-GOx 6 60 20,56 1,82 4,40 4,15
2G-CH3-Pt(1V)-GOx 8 80 48,73 15,36 9,53 2,20
* (mM)

** (MM dk. ™)

5.2.4. Immobilize P-Glukoz oksidaz enziminin tekrar kullamilabilirlizi ve depo

kararhhg:

Dendrimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enziminin tekrar kullanilabilirligini

belirlemek igin islemler Bolim 4.11.4.°te anlatildig1 sekilde yapildi. Elde edilen tekrar

kullanim sayisina kars1 bagil aktivite degerleri grafigi Sekil 5.21.’de verildi.

5 tekrar sonucunda immobilize dendrimerler genel olarak aktifliklerini % 80 oraninda

korumaktadir. 20 tekrar sonucunda immobilize 2G-GOx dendrimeri aktifliginin %

23,50’ini korurken Pt(IT) iyonu igeren immobilize dendrimerler genel olarak aktifliklerini

yaklagik % 35’ini Pt(IV) iyonu igeren immobilize dendrimerler ise % 25 civarinda

aktifliklerini korumaktadir.
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Sekil 5.21. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in tekrar kullanilabilirlik grafigi

Cizelge 5.5. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in tekrarlanabilirlik degerleri
(% aktiflik)

Immobilize Optimum Tekrarlanabilirilik Sayisi
Dendrimerler pH 5 10 15 20
2G-GOx 8 78,04 56,09 35,05 23,50
2G-H-Pt(11)-GOx 8 85,94 61,23 45,94 33,63
2G-NO,-Pt(11)-GOx 4 84,32 64,58 48,51 38,34
2G-NO,-Pt(11)-GOx 8 88,82 70,79 60,57 44,09
2G-CH3-Pt(11)-GOx 8 82,13 58,79 42,14 24,72
2G-H-Pt(1V)-GOx 8 83,24 60,44 44 51 25,24
2G-NO,-Pt(1V)-GOx 6 80,84 55,79 38,32 29,88
2G-CH;-Pt(1V)-GOx 8 79,24 57,04 33,66 21,86
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Dendrimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enziminin depolama kararliligim
belirlemek igin islemler Boliim 4.11.5.’te anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Immobilize
dendrimerlerin depolama kararlilig1 grafikleri Sekil 5.22.’de verildi. Depolama Kkararlilig:
enzimin saklama kosullarina bagl bir parametredir. Dendrimerlerin oda kosullarinda bir ay
sonraki depolama kararlilig1 yaklasik % 90, alt1 ay sonra ise yaklasik % 60-70 civarindadir.
Bir yil sonunda, 2G’nin aktifliginin yaklasik % 40 oraninda korurken, Pt(ll)
dendrimerlerinin % 55 civarinda, Pt(IV) dendrimerleri ise yaklasik % 45 oraninda
korumaktadir. Pt(II) dendrimerlerin aktifligini daha uzun siire korumasmin nedeni,

bunlarin enzimlere daha kuvvetli baglandigini diisiindirmektedir.

Cizelge 5.6. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler icin depolama degerleri
(% aktiflik)

Dendrimer

lay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay 7.ay 8.ay 9.ay 12. ay

2G 90,41 87,32 8361 7953 7355 6961 6353 5755 53,04 43,34
pH 8
2G-H-Pt(1I) 95,69 91,34 86,21 8249 7833 7249 6833 664 641 60,18
pH 8
2G-NO,-Pt(I1) 90,26 85,49 80,23 78,24 7584 70,23 66,24 64,84 6065 57,32
pH 4

2G-NO»-Pt(I1) 98,95 94,79 88,03 8515 8094 77,15 7594 73,8 7223 67,55
pH 8
2G-CH3-Pt(I1) 89,09 79,17 70,41 6563 59,32 5541 50,63 46,32 4456 39,79
pH 8

2G-H-Pt(1V) 93,25 89,98 8382 7780 6927 6382 59,8 56,27 5565 51,14
pH 8
2G-NO,-Pt(1V) 92,41 87,32 83,61 7953 7555 7261 6553 6355 61,04 5534
pH 6
2G-CHz-Pt(1V) 87,88 75,33 68,31 64,07 5834 5231 4507 40,34 37,90 31,68
pH 8
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Sekil 5.22. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in depolama kararlilig grafigi

5.2.5. immobilize B-Glukoz oksidaz enziminin yapay idrar cozeltisindeki tekrar
kullanilabilirliginin tayini

Tekrar kullanilabilirlik degerinin farkli bir ortamda degisip degismedigini belirlemek icin
yapay idrar ¢ozeltisi kullanild1 ve islem Boliim 4.11.4.°te antildig1 sekilde gerceklestirildi.
B-Glukoz oksidaz, idrardaki seker tayininde kullanilan bir enzimdir. Yapay idrar
cozeltisinde 30 dakika ara ile 10 tekrar yapilmistir. Elde edilen veriler Sekil 5.23.’de ve
Cizelge 5.7.’de verilmektedir.
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Sekil 5.23. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in yapay idrar ortaminda tekrar
kullanilabilirlik grafigi

5 tekrar sonucunda, immobilize dendrimeler aktivitesini yaklasik % 70 civarinda 10 tekrar
sonucunda ise yaklasik % 35 civarinda korumaktadir. Sulu ortamda 5 tekrar sonucunda
aktifliklerini % 80 oraninda koruduklarina gore tekrarlanabilirlik ¢6ziicli ortaminda gore
degisiklik gosterebilmektedir ve yapay idrar ¢ozeltisinde azalmaktadir. Pt(1l) ve Pt(IV)
iceren dendrimerleri kiyasladigimizda birbirine ¢ok yakin aktifliklere sahip olduklar
goriilmektedir. Yani metal iyonunun varligi yapay idrar ortaminda aktifligi ¢ok fazla

degistirmemistir.

Cizelge incelendiginde en cok goéze carpan immobilize dendrimer 2G-NO,-Pt(IV)-
GOx’dir. Bu dendrimerin 10 tekrar sonunda %50 civarinda aktifligini korudugu
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belirlenmistir. Bunun nedeni, 2G-NO-Pt(IV)-GOx dendrimerinin optimum pH degerinin 6
olmas1 ve asidik ortamda daha yiiksek aktiflige sahip olmasindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

Cizelge 5.7. GOx enzimi immobilize edilmis dendrimerlerin yapay idrar ¢ozeltisindeki
tekrarlanabilirlik degerleri (% aktiflik)

Dendrimer
Tekrarlanma 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Sayisi
2G-GOx 100 91,72 83,86 81,24 7394 64,21 58,30 53,74 4577 35,79
2G-H-Pt(11)-GOx 100 94,58 88.17 84,89 73,20 64,77 5546 50,52 46,01 34,69

2G-NO,-Pt(I1)-GOx 100 9363 91,45 8582 7835 72,45 59,43 54,60 4492 37,88
2G-CHj3-Pt(I1)-GOx 100 90,04 8169 7598 6546 58,66 4561 38,22 29,78 21,92

2G-H-Pt(I1V)-GOx 100 90,10 79,61 70,31 66,67 5321 44,87 3945 34,59 31,03
2G-NO,-Pt(IV)-GOx 100 95,17 92,58 88,26 80,27 7543 67,52 61,84 56,30 52,92
2G-CHj;-Pt(IV)-GOx 100 90,15 79,07 7444 67,04 5258 4641 39,66 26,18 19,95

5.3. Asetilkolinesteraz ~ (AChE) Enziminin Optimizasyon  Calismalarimin
Degerlendirilmesi

Asetilkolinesteraz (AChE) enziminin immolizasyonu Bolim 4.12.’de ayrinti bir sekilde
verilmektedir. Immobilize enzimin optimizasyonunda pH, sicaklik ve derisim

parametreleri incelenmistir.

5.3.1. Iimmobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etkisi

Ikinci jenerasyon dendrimer 2G ve genisletilmis ikinci jenerasyon 2G-H-Pt(ll), 2G-H-
Pt(IV), 2G-NO,-Pt(Il), 2G-NO,-Pt(1V), 2G-CHs-Pt(I1), 2G-CH3-Pt(IV) dendrimerlerine
immobilize edilen asetilkolinesterazin (AChE) aktifligine pH etkisinin incelemesinde
kullandigimiz yontem Boliim 4.12.1.°de ayrintili bir sekilde verildi. Deneyler sonucunda
elde edilen veriler ile grafikler ¢izildi (Sekil 5.24.). x-eksenine pH ve y-ekseninde ise bagil

aktivite degerleri konuldu. Referans olarak serbest enzim (mor ¢izgi) kullanildi.
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Sekil 5.24. AChE enziminin aktifligi {izerine pH nin etkisi

Sekilde goriildiigii gibi hem serbest enzimin hem de immobilize dendrimerlerin bagil

aktivitesinin en yiiksek oldugu pH 8’dir. Yani, kompleks olusumu ile ve kompleksin

yiikiiniin degisimi ile optimum pH nin degigsmedigi gozlendi.
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5.3.2. Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine sicakligin etkisi

Ikinci jenerasyon dendrimeri olan 2G ve genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerine
2G-H-Pt(l1), 2G-H-Pt(1V), 2G-NO,-Pt(11), 2G-NO,-Pt(IV), 2G-CHs-Pt(Il), 2G-CHs3-Pt(1V)
immobilize edilen AChE enziminin aktifligine sicakligin etkisi Bolim 4.12.2.°de

belirtildigi gibi yapilarak bagil aktivitenin sicaklik ile degisimi Sekil 5.25.’de verildi.

Serbest AChE, pH 8
2G-AChE, pH 8

2G-H-Pt(I1)-AChE, pH 8

tob ot

2G-H-Pt(IV)-AChE, pH 8

Serbest AChE, pH 8
2G-AChE, pH 8

2G-NO,-Pt(11)-AChE, pH 8

A B

2G-NO,-Pt(I\V)-AChE, pH 8

Serbest AChE, pH 8
2G-AChE, pH 8

2G-CHay-Pt(11)-AChE, pH 8

i B

2G-CHs-Pt(IV)-AChE, pH 8

Bagil Aktivite, %

Bagil Aktivite, %

Bagil Aktivite, %

100 F

80 |

60 |

20 30 40 50 60 70 80 90

100
80

60

Sicakhk, °C

100
80

60

100

20 30 40 50 60 70 80 90 100

20 30 40 50 60 70 80 90

Sicaklik, °C

100

Sekil 5.25. AChE enziminin aktifligi {izerine sicakligin etkisi
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Serbest enzimde pH 8’deki optimum sicaklik 40 °C olarak belirlendi. Halbuki ¢ogu
immobilize dendrimerlerde, optimum sicakligin biraz artarak 60 °C oldugu belirlendi.
Istisna olarak iki dendrimerde optimum sicaklik degismektedir: 2G-CHs-Pt(I1)-AChE de,
50 °C ve 2G-NO,-Pt(I1)-AChE de 40 °C olarak tespit edildi. Sadece Pt(II) iyonu tasiyan
dendrimerlerde siibstitiientler (nitro, metil) optimum sicakligi degistirmektedir. Pt™ iyonu
iceren tiim dendrimerlerde immobilize enzimin daha yiiksek sicakliklarda aktifliligini
korudugu gozlendi. Dendrimerlerin optimum sicaklik degerleri Cizelge 5.8.’de topluca

verildi.

5.3.3. Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Substrat derisiminin etkisi daha oOnce belirledigimiz optimum pH ve sicakliklarda
incelendi. Bunun i¢in g¢esitli derisimlerde substrat ¢ozeltilerinin absorbans degerleri
belirlendi. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri (1/S’nin 1/V’ye kars1) ¢izildi (Sekil
5.26.). Bu grafiklerden hesaplanan K, ve Vimak degerleri Cizelge 5.8.°de verildi.

Yaptigimiz calismalarda immobilizasyonla Ky, degerlerinin degistigi ve genel olarak bu
degerin arttig1 gozlenmistir. 2G dendrimerinin Ky, degeri (0,20 mM) serbest enzime (0,07

MM) oranla yiiksektir, yani immobilize 2G substrata daha az ilgi gdstermektedir.

2G-H-Pt(11)-AChE dendrimerinde 60 °C’deki K (0,41 mM) ve Via (0,40 mM dk.™)
degerleri birbirine yakindir Ancak bu dendrimerin K, degeri serbest enzime oranla
yiiksektir. 2G-NO,-Pt(I1)-AChE dendrimerinde pH 8, 40 °C’deki Ky, degerinin (0,30 mM)
serbest enzimin Ky degeri (0,99 mM) ile kiyaslandiginda ciddi bir diisiis oldugu
gozlenmistir. 2G-CHs-Pt(l11)-AChE dendrimerinde ise Ky degerinde yiikselme
gorliilmiistiir. Halkaya elektron saglayan metil grubu Kp, degerini yiikseltirken, halkadan
elektron ¢eken nitro grubu K, degerlerini diisiirmektedir. Ancak nitro grubunun enzim ile
hidrojen bag1 yapabilmesi nedeniyle enzime daha 1iyi baglanarak K, degerini

diisiirebilecegi dikkate alinmalidir.

2G-H-Pt(IV)-AChE, 2G-NO,-Pt(IV)-AChE ve 2G-CHj3-Pt(IV)-AChE dendrimerlerinin her
liglinde de hem K, hem de Vnx degerlerinde artma goézlenmistir. Genel olarak Pt(IV)

dendrimerleri, Pt(II) dendrimerlerinden daha ytiksek Ky, degerlerine sahiptir.
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2G-H-Pt(IV)-AChE, 2G-NO,-Pt(IV)-AChE,

16 1 pHS8,60°C 91 pH 8, 60 °C
14 - 8 1
12 - [
= = 6 - 2G-NO,-Pt(I1)-
b 10 - 2G-H-Pt(11)-AChE, = ’ 0
E oH 8, 60 °C E 5 AChE, pH 8, 40 °C
X 8 - Y
e ) 4 -
2 6 - 2 3
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4 - 2 60 °C
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% 60 °C / )
T G| T T T O T 1
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1/[S] (mMY) 1/[S] (mMY)
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= 20 -
£
X 15 -
Z
>
~ 10 .
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5 60 °C
f %f.\ll T
-5.5 -0.5 45
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Sekil 5.26. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in Lineaweaver-Burk
grafikleri

Cizelge 5.8. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in bulunan optimum sartlar
ve kinetik parametreler

Dendrimerlerin kapali pH T(C) Dendrimer-AChE Serbest enzim(AChE)
formiilleri K * Vo™ K, Viak
2G-AChE 8 60 0,20 0,44 0,07 4,32
2G-H-Pt(I1)-AChE 8 60 0,41 0,40 0,07 4,32
2G-NO,-Pt(I1)-AChE 8 40 0,30 0,38 0,99 2,06
2G-CHs;-Pt(I1)-AChE 8 50 0,98 0,53 0,15 1,09
2G-H-Pt(IV)-AChE 8 60 1,24 0,50 0,07 4,32
2G-NO,-Pt(IV)-AChE 8 60 0,33 0,33 0,07 4,32
2G-CHs;-Pt(IV)-AChE 8 60 1,90 0,42 0,07 4,32

* (mM)
** (mM dk. )



103

5.3.4. immobilize asetilkolinesteraz enziminin tekrar kullanilabilirligi ve depolama
kararhhg:

Dendrimerlere immobilize edilen AChE enziminin tekrar kullanilabilirligini belirlemek
icin Bolim 4.12.4.’te anlatildi1 sekilde islemler gerceklestirildi. Immobilize enzimin

aktifliginin tekrar kullanim sayisi ile degisimi Sekil 5.27.’de verilmektedir.

2G-AChE, pH 8 2G-AChE, pH 8
2G-NO,-Pt(I1)-AChE, pH 8
2G-H-PY(I)-AChE, pH 8 2G-NO,-Pt(IV)-AChE, pH 8
2G-H-Pt(IVV)-AChE, pH 8 2 P
100 1 L 100 rg,
c\e 3 e NS . . A
o 80 - "as, 80 | LLTW
= Bia, £ $og
2 "ilse 2 e
% 60 - LI POEN Z 60 u}t‘
- Hdai®, < A ::
oD bl n = A ‘
g 40 - : s La
==} A 40 + A A
20 T T T 1 20 1 1 1 J
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tekrar Kullanim Sayisi Tekrar Kullanim Sayisi
2G-AChE, pH 8

2G-CH,-Pt(I1)-AChE, pH 8
2G-CH,-Pt(IV)-AChE, pH 8

100 =
e ggﬁ
NS &
5 80 f M?,\
£ T
-2 Aﬁ”.
p=} A ”
i 60 | I‘A 000
= A, ‘e
2ol my
/M Anm-
A
20 1 1 1 J
0 5 10 15 20

Tekrar Kullanim Sayisi

Sekil 5.27. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in tekrar kullanilabilirlik
grafigi

Sekil 5.27.’de goruldigi gibi besinci tekrardan sonra bagil aktivitenin % 89,57-80,31
arasinda korundugu belirlendi. Onuncu tekrardan sonra en yiiksek bagil aktiviteye % 73,55
ile 2G-AChE’nin sahip oldugu goézlendi. Yirminci tekrardan sonra en diisiik bagil aktivite
% 29,75 ile 2G-CHs-Pt(IV)-AChE’de go6zlendi. Metal iyonu iceren immobilize
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dendrimerleri kendi aralarinda kiyasladigimizda yirminci tekrardan sonra bagil aktivite
degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugunu ve yaklasitk % 40 civarinda korundugu
belirlendi. 20. kullanimdan sonra en yiiksek aktiviteye % 50,18 degeri ile 2G-AChE

dendrimeri sahiptir.

Cizelge 5.9. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler igin tekrarlanabilirlik degerleri
(% aktiflik)

immobilize _ Tekrarlanabilirilik Sayisi
Dendrimer| Optimum

endarimerier pH 5 10 15 20
2G-AChE 8 85,94 70,69 62,17 50,18
2G-H-Pt(11)-AChE 8 80,31 64,69 55,48 44,12
2G-NO,-Pt(I1)-AChE 8 83,14 73,55 60,84 47,18
2G-CHs-Pt(11)-AChE 8 84,21 67,49 45,51 33,10
2G-H-Pt(1V)-AChE 8 84,75 70,42 56,14 40,70
2G-NO,-Pt(IV)-AChE 8 89,57 71,67 52,08 38,81
2G-CH;-Pt(IV)-AChE 8 81,77 66,35 48,52 29,75

Dendrimerlere immobilize edilen AChE enziminin depolama kararliligin1 belirlemek i¢in
Boliim 4.12.5.°de anlatildig1 sekilde islemler gergeklestirildi. immobilize dendrimerlerin

depolama kararliligina ait grafikler Sekil 5.28.’de verildi.

Depolama kararlilig1 iizerine olan caligmalar degerlendirildiginde 1 ay sonunda genel
olarak bagil aktiviteleri % 95 oraninda korundugu gézlenmistir. 6 ay sonra 2G-AChE’nin
bagil aktifligin yaklasik % 80 korunurken, Pt(Il) ve Pt(IV) komplekslerinde yaklasik % 75
oraninda korunmaktadir. Immobilize edilen dendrimerler arasinda 2G-CHs-Pt(IV)-
AChE’nin bagil aktivitesinin sekizinci ay sonunda % 56,32 ile en diisiikk degere sahip
oldugu belirlendi.

Komplekslerin kendi igerisinde bir degerlendirme yapildiginda nitro komplekslerinin bagil
aktivitesinin daha yiliksek oldugu (%70 civarinda) belirlendi. Pt(I) ve Pt(IV) iyonlarim
iceren dendrimerlerin kiyaslanmasi yapildiginda ise Pt(Il) igeren dendrimerlerin bagil

aktivitesinin daha biiyiik oldugu (% 68 civarinda) belirlendi.
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Sekil 5.28. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in depolama kararlilig1 grafigi

Cizelge 5.10. AChE enzimi immobilize edilmis dendrimerler i¢in depolama degerleri (%
aktiflik, pH 8)

Dendrimerler
lay 2.ay 3ay 4day 5.ay 6.ay 7.ay 8.ay

Zaman (ay)
2G-AChE 97,01 93,19 91,97 86,09 83,12 80,21 78,99 75,80
2G-H-Pt(11)-AChE 9527 91,07 8867 8562 81,77 7858 7446 70,15
2G-NO,-Pt(I11)-AChE 95,98 92,65 90,42 87,58 84,23 80,98 76,36 72,76
2G-CHgz-Pt(I11)-AChE 95,04 92,55 88,87 84,90 78,49 71,45 65,75 61,55
2G-H-Pt(1V)-AChE 94,84 89,62 8553 82,85 79,69 75,26 70,73 67,01

2G-NO,-Pt(IV)-AChE 94,30 90,16 87,43 84,01 8042 77,85 72,26 65,90
2G-CH;-Pt(IV)-AChE 93,99 88,54 82,78 7567 68,73 64,87 60,87 56,32




106

5.4. Pestisitlerin immobilize Asetilkolinesteraz Enzimine Etkisi

Dendrimerlere immobilize edilen AChE enziminin fosmet, karbaril ve diklofop-metil ile
olan inhibisyon etkisini incelemek i¢in Bolim 4.12.6.’da anlatildig1 gibi islemler yapildi.
Calisilan immobilize dendrimerlerin pestisit analizi icin, absorbans degerinin % 50’ye
diismesi icin gereken pestisit miktarlar1 pL cinsinden hesaplandi. Bu degerler Cizelge

5.11.’de verildi.

Cizelge 5.11. Immobilize enzimlerin absorbans degerlerinin % 50’ye diismesi i¢in gereken
pestisit miktarlar1 (uL)

Immobilize Dendrimer

Pestisit Fosmet Karbaril Diklofop-metil
2G-AChE 54,98 40,42 90,69
c =
2G-H-Pt(11)-AChE S =~ 48,53 26,58 63,16
2G-NO-PH(Il)-AChE | ¥ £ & 3 30,71 33,89 40,01
2G-CHa-Pt(I)-AChE | = ¥ § § 47,08 24,69 44,98
S v § 8
= ~ @ =
2G-H-Pt(IV)-AChE bR 55 67,48 36,73 72,31
2G-NO,-Pt(IV)-AChE | = & 34,77 27,85 45,38
2G-CHs-Pt(IV)-AChE 66,81 34,94 78,85

5.4.1. immobilize dendrimerlerin fosmet ile olan inhibisyon sonuclarinn
degerlendirilmesi

Organofosfathi bilesikler, asetilkolinesteraz enziminin aktif bdlgesinde bulunan serin
aminoasidinin hidroksil grubuna kovalent bag ile baglanarak enzimi inhibe etmektedir.
Olusan kovalent bag zayif ise inhibisyon geri doniisiimlii olabilir. Fakat fosfat
molekiiliinden bir grup ayrilirsa inhibisyon geri doniigiimsiiz hale gelir (Sekil 5.29.). Geri
doniisiimsiiz olan bu mekanizma, her bilesik icin farkl iiriinler olusturacagi gibi tepkime
stireleri de farklilik gosterebilir. Asagida enzim ve “fosmet” arasinda miimkiin olabilen

inhibisyon mekanizmasi verildi.
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Sekil 5.29. AChE enzimi ve fosmet arasinda ger¢eklesen inhibisyon mekanizmasi

Ellman metoduna gére AChE enziminin subsrat ile verdigi tepkimenin mekanizmasi1 Sekil
4.12.’de verilmektedir. Tepkime sonucunda olusan {irlin ile ortama katilan renklendici 5,5-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) arasindaki tepkime sonucu sar1 renkli bilesik (5-
merkapto-2-nitrobenzoik asit) meydana gelmektedir. Bu bilesigin maksimum absorbans
yaptig1 dalga boyu 412 nm’dir. Enzim aktivitesi bu dalga boyundaki absorbans degisiminin

izlemesi ile belirlendi.

Sekil 5.30.da immobilize dendrimerlerin bulundugu ortama 10 ve 50 pl pestisit ilavesi
sonucunda absorbans siddetindeki degisimler kaydedildi. Ayni zamanda Sekil 5.31.°de
enzim aktivitesinin yariya diismesi igin gerekli pestisit miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen
grafiklerin, Kkalibrasyon grafigi olarak kullanilabirligini arastirmak igin derigimini
bildigimiz (1,86x107 M) fosmet ¢ozeltisinden 22 pl almip immobilize 2G-CHs-Pt(1V)-
AChE bulundugu ortama ilave edilerek Boliim 4.12.6.’daki islemler uygulandi. Elde edilen
UV-GB spektrumundaki absorbans degerinden (A: 0,367) yararlanarak pestisit miktarina
gecildi. Ortama ilave edilen pestisit miktariyla deney sonucunda bulunan pestisit
miktariin (22,06 pl) birbirine ¢ok yakin degerler oldugu tespit edildi. Boylece grafiklerin
kalibrasyon grafigi olarak kullanilabilecegi, bu sayede immobilize destek kullanilarak
bitkilerde bu pestisitlerden ne kadar bulundugunu pratik olarak belirlenebilecegi 6n
goriildii. Sekil 5.31.°de 2G-CHs;-Pt(IV)-AChE immobilize dendrimerine ait grafigin
iizerinde yukarida belirtilen pratik uygulamaya ait bulunan absorbans ve pestisit degeri

isaretlendi (mor ¢izgi).
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Grafikler incelendiginde genel olarak Pt(II) iyonu igeren dendrimerlere immobilize olan
enzimin fosmet ile olan inhibisyon etkilesimi, Pt(IV) iyonu igeren immobilize
dendrimerlerle olan inhibisyon etkilesiminden daha fazla oldugu goriildii. Bununda
nedeninin K, degerinden ziyade, dendrimerlerin diizlemsel yapiya sahip olarak enzimin ti¢
boyutlu yapisinin korunmasiyla substrat ve pestisit rekabetine imkan sagladigi, bu
rekabette fosmetin {istiin gelmesi sonucunda inhibisyonun meydana geldigi yorumu

yapildi.

Immobilize dendrimerler kendi aralarinda kiyaslandiginda, 2G-NO,-Pt(II)’nin en etkili
oldugu belirlendi. Az miktarda 2G-NO,-Pt(ll)-AChE desteginin kullanilmasiyla pestisit
tayininin yapilabilecegi sonucuna varildi (30,71 pL) . Enzim aktivitesinin yariya diismesi
icin gerekli fosmet miktarinin en fazla oldugu dendrimer ise 2G-H-Pt(IV)-AChE olarak
belirlendi (67,48 uL).

Cizelge 5.12. Immobilize dendrimerlere eklenen pestisit (fosmet) hacimleri (uL) ve dlgiilen
absorbans degerleri

Immobilize Dendrimerlerin Eklenen Pestisit (fosmet) Hacimleri (uL)
Sembolil - 10 20 30 40 50
2G-AChE . 0,934 0,864 0,841 0,637 0,574 0,531
N
)
2G-H-Pt(11)-AChE )é 0,701 0,637 0,594 0,498 0,385 0,346
2G-NO,-Pt(11)-AChE %‘) 0,642 0442 0412 0363 0,246 0,132
2G-CHs-Pt(I1)-AChE 2 0,436 0,306 0,336 0,306 0,280 0,181
IS
Q
2G-H-Pt(1V)-AChE g 0,574 0,544 0,468 0,434 0,407 0,372
2G-NO,-Pt(IV)-AChE ~ 0,385 0,318 0,307 0,259 0,188 0,055
2G-CHs;-Pt(1V)-AChE 0,448 0,402 0,363 0,336 0,313 0,281
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Sekil 5.30. Calisilan immobilize dendrimerlerin fosmet eklenmesi

absorbans grafikleri

sonucunda degisen
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Sekil 5.31. Immobilize dendrimerler iizerine ilave edilen fosmet miktarlarina karsi okunan
absorbans degerleri
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5.4.2. immobilize dendrimerlerin karbaril ile olan inhibisyon sonuclarin
degerlendirilmesi

Karbamat grubu insektisitler dogrudan etkili olan AChE inhibitorleridir. Bilindigi gibi hem
organik fosforlu hem de karbamat grubu insektisitler AChE’1 inhibe etmektedir. Ancak
organik fosforlu insektisitlerin tersine karbamat grubu insektisitlerin inhibisyonu geri
dontistimliidiir. Bu nedenle toksik etki siddetleri daha diisiik olur. Sekil 5.32.’de karbaril

(1-naftil-N-metilkarbamat) ile AChE arasinda 6ngoriilen inhibisyon mekanizmasi verildi.

CH,
/
HN CHs
NS HN/ p
‘0/ — .._n
O- \' O
\_/;)/ C.—
AChE 4 \O
O+
O — b=
Karbaril
(1-naftil-N-metilkarbamat)
CHg CH,
HN HN
\ \
/C=O + —_— c=0 *+
.O+ o.o
L o
AChE ‘\/'9.- AChE OH
inhibe AChE

H,0 yenilenme

H

0
- i
r <t HC _C
AChE N OH

Sekil 5.32. AChE ile karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) arasinda gergeklesen inhibisyon
Mekanizmasi

Immobilize dendrimerlerin karbaril ile olan inhibisyon tepkimesi sonucunda absorbans

siddetindeki degisim Sekil 5.33.’de, enzim aktivitesinin yariya diismesi i¢in gerekli pestisit
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miktarlarina ait kalibrasyon grafikleri ise Sekil 5.34.’de verildi. Karbaril miktarim
belirlemek icin kullanilan immobilize destekler kendi aralarinda kiyaslandiginda Pt(1l),
Pt(1V) ve fonksiyonel gruplarin ¢ok fazla etkilerinin olmadigi ve enzim aktivitesinin yariya
diismesi icin gerekli pestisit miktarlarinin her bir immobilize dendrimer i¢in birbirine yakin

oldugu belirlendi.

Cizelge 5.13. Immobilize dendrimerlere eklenen pestisit (karbaril) hacimleri (uL) ve
Olclilen absorbans degerleri

Immobilize Dendrimerlerin Eklenen Pestisit (karbaril) Hacimleri (uL)
Semboli . 10 20 30 40 50
2G-AChE N 0,934 0,850 0,744 0,613 0,483 0,322
N
)
2G-H-Pt(I1)-AChE )§0 0,701 0,495 0,331 0,304 0,223 0,150
2G-NO,-Pt(I)-AChE g 0,642 0,498 0,435 0,373 0,243 0,198
2G-CHs-Pt(I)-AChE 2 0,436 0,263 0,211 0,187 0,144 0,059
S
ES
2G-H-Pt(IV)-AChE § 0,574 0,528 0,368 0,331 0,258 0,204
2G-NO,-Pt(IV)-AChE = 0,385 0,322 0,215 0,160 0,119 0,061
2G-CHs-Pt(IV)-AChE 0,448 0,381 0,322 0,262 0,182 0,132
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Sekil 5.33. Calisilan immobilize dendrimerlerin karbaril eklenmesi sonucunda degisen

absorbans grafikleri
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Pestisit miktar1 (ul)

Sekil 5.34. immobilize dendrimerler iizerine ilave edilen karbaril miktarlarina karsi okunan

absorbans degerleri
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5.4.3. immobilize dendrimerlerin diklofop-metil ile olan inhibisyon sonuclarinn
degerlendirilmesi

AChE aktivitesi, herbisit toksisitesinin bir biyobelirte¢i olarak kullanilmaktadir. Bu tiir

biyobelirtegler glinlimiizde 6nem arz etmektedir.

Doktora ¢alismasi kapsaminda kullanilan herbisit, diklofop-metil olup immobilize AChE
ile tepkimeye girmesi i¢in Bolim 4.12.6.’da anlatilan deneysel yontem uygulanarak
absorbans degerlerindeki azalma kaydedi. Sekil 5.35.”de diklofop-metil ile AChE arasinda

ongoriilen inhibisyon mekanizmasi verildi.

Cl
OH o
+
Serin o)
O Cl
AChE o) diklofop-metil
Cl
(0]
C‘) %rin
O +
o HO cl
inhibe AChE
l+ H,0
OH
.
Serin (0]
OH
AChE
O

Sekil 5.35. AChE ile diklofop-metil arasinda ger¢eklesen inhibisyon tepkimesi

Immobilize dendrimerlerin diklofop-metil ile olan inhibisyon tepkimesi sonucunda
absorbans siddetindeki degisim Sekil 5.36.’da, enzim aktivitesinin yariya diismesi igin

gerekli pestisit miktarlarina ait kalibrasyon grafikleri ise Sekil 5.37.’de verildi. immobilize
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dendrimerler kendi aralarinda kiyaslandiginda Pt(IT) iyonu igerenlerin daha az herbisit ile
enzim aktivitelerinin yariya distigii goriilirken 2G ligand1 i¢in bu degerin oldukga fazla
oldugu tespit edildi (90,69 uL). Bu yiizden diklofop-metilin belirlenmesinde 2G ligandinin
kullanilmasimnin ~ ekonomik olmayacagi sonucuna varildi. Kalibasyon grafikleri
incelendiginde 2G-NO,-Pt(I1)-AChE dendrimerinin enzim aktivitesinin yariya diigmesi
icin gerekli pestisit miktarinin en disiik oldugu belirlendi (40,01 uL). Pt(II) iyonu i¢eren
dendrimerlere immobilize olan enzimin herbisit ile olan inhibisyon etkilesimi, Pt(IV) iyonu
iceren immobilize dendrimerlerle olan inhibisyon etkilesiminden daha fazla oldugu
goriildii. Bunun nedeninin, Pt(II) dendrimerlerinin diizlemsel yapiya sahip olmasi ve enzim
ile etkilesmesi sonucunda enzimin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasinda etkili oldugu,
boylece substrat ve pestisit rekabetine imkan sagladigi, bu rekabette herbisitin {istiin

gelerek inhibisyonun meydana geldigi yorumu yapildi.

Cizelge 5.14. Immobilize dendrimerlere eklenen pestisit (diklofop-metil) hacimleri (uL)
ve Olciilen absorbans degerleri

Immobilize Dendrimerlerin Eklenen Pestisit (diklofop-metil) Hacimleri (uL)
Sembolil
- 10 20 30 40 50
2G-AChE 0,934 0,890 0,825 0,795 0,754 0,661

2G-H-Pt(11)-AChE
2G-NO,-Pt(11)-AChE
2G-CH,-Pt(11)-AChE

0,701 0,677 0,604 0,508 0,479 0,441
0,643 0,589 0,453 0,395 0,304 0,267

0,436 0,368 0,312 0,291 0,245 0,202

2G-H-Pt(IV)-AChE
2G-NO,-Pt(1V)-AChE
2G-CH;-Pt(1V)-AChE

0,574 0,521 0,508 0,437 0,402 0,386
0,385 0,327 0,290 0,266 0,237 0,185
0,448 0,408 0,373 0,345 0,328 0,311

Absorbans Degerleri
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Sekil 5.36. Calisilan immobilize dendrimerlerin diklofop-metil eklenmesi sonucunda

degisen absorbans grafikleri
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Sekil 5.37. Immobilize dendrimerler iizerine ilave edilen diklofop-metil miktarlarina karsi
okunan absorbans degerleri
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESi VE ONERILER

Sunulan calisma iki boliimden olusmaktadir. Ik boliim, ferrosen cekirdekli birinci ve
ikinci jenerasyon dendrimerler ile ikinci jenerasyon dendrimerin Pt(ll) ve Pt(IV)
komplekslerinin sentezi ve karakterizasyonu iizerinedir. Ikinci boliim ise ikinci jenerasyon
dendrimeri ve onun Pt(ll) ve Pt(IV) komplekslerine B-Glukoz oksidaz (GOx) ve
asetilkolinesteraz (AChE) enzimlerinin immobilizasyonu olup immobilize enzimler igin
optimizasyon (pH ve sicaklik belirlenmesi) ¢alismasi, Kinetik parametrelerinin (K, ve
Vmak) belirlenmesi tizerinedir. Ayrica immobilize GOx enzimi igin, yapay idrar ortaminda
glukoz tayini, immobilize AChE enzimi igin ise pestisit tayinine yonelik pratik

uygulamalar yapilmistir.
6.1. Karakterizasyona ait degerlendirmeler

Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 FTIR, UV-Vis, 1H-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF
MS, termal analiz, molar iletkenlik ve magnetik susseptibilite 6lgiimleri ile aydinlatildi.
Analiz bulgular1 ve literatiir bilgileri dikkate alinarak ligand ve kompleksler icin yapisal

formiiller Onerildi.

Birinci jenerasyon dendrimerinin (1G), erime noktasi 260 °C olarak belirlenirken ikinci
jenerasyon dendrimeri (2G) ile metal iceren dendrimerlerin (2G-H-Pt(11), 2G-H-Pt(1V),
2G-NO,-Pt(11), 2G-NO,-Pt(1V), 2G-CH3-Pt(11), 2G-CH3-Pt(IV)) 300 °C’den daha yiiksek
sicakliklarda bozundugu belirlendi. Erime/bozunma noktalarina ait bu sonucun, artan mol

kiitleleri ile ilgili olabilecegi yorumu yapildi.

FTIR, UV-Vis, 'H-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF MS, magnetik susseptibilite
bulgulari ile literatiir bilgileri dikkate alimarak 1G ve 2G dendrimerleri igin yapisal
formiiller Sekil 6.1.’deki gibi 6nerildi.
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Sekil 6.1. 1G ve 2G dendrimeri i¢in 6nerilen yap1

Genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimerlerine ait tiim karakterizasyonlar birlikte

degerlendirildiginde, Sekil 6.2.-6.3.”deki gibi yapilarin oldugu 6nerildi.

T ¢

/
N_  .OH,
M;
oy M: Pt(l1)

X
X: H, NO,, CH,

Sekil 6.2. Pt(II) iceren genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimer i¢in onerilen yapi1



121

X
o
CI\M/CI
CI= I~y
oH, !
I%
2.G- B S
A el
. P OHyir.. N{/
. NN a” | "0
16 NJ\N/)‘N:C/\/\C:N
ST eH H «
P P Fe
| 'v\ c
X N=CH. " K
Cl DN . N
H\\ N\&.
o Mg“HZO ~oeNT AV
c H NS
N
Moo
\HC;\
HC
J
H,0
@[ ‘& 2 M: Pt(IV)
X (o) A‘C' X: H, NO,, CHg
al

Sekil 6.3. Pt(IV) igeren genisletilmis ikinci jenerasyon dendrimer igin dnerilen yap1

6.2. Immobilizasyon ¢alismalarina ait degerlendirmeler

Tez kapsaminda, sentezlenen ikinci jenerasyon dendrimer (2G) ile genisletilmis ikinci
jenerasyon dendrimerlere B-Glukoz oksidaz (GOx) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimleri
ayr1 ayrt immobilize edildi. Sekil 6.4.de immobilize dendrimerlerin sematik gosterimi

verilmektedir.

Sekil 6.4. Immobilize dendrimerlerin sematik gdsterimi
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Calisilan dendrimerlere enzimlerin immobilizasyonunun, adsorpsiyon, kovalent bag ya da

hidrojen baglarinin olusumuyla gergeklestigi soylenebilir.

B-Glukoz oksidaz (GOx) enzim immobilizasyon sonuglari degerlendirildiginde,
immobilize dendrimerlerin optimum pH degerleri 4, 6 ve 8, optimum sicaklik degerleri ise

40, 50, 60, 70 ve 80 °C olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gore;

1. Yiiksek sicaklikta (70 °C) ve bazik ortamda (pH 8) kullanilacak en uygun dendrimer.
2G-H-Pt(11)-GOx dir (Kr, 14,85 mM) .

2. Yiksek sicaklik (60 °C) ve asidik (pH 6) ortama uygun immobilize dendrimer 2G-NO-
Pt(IV)-GOx’dir (Km: 20,56 mM).

3. Diisiik sicaklik (40 °C) ve asidik ortama (pH 4) uygun immobilize dendrimer 2G-NO,-
Pt(11)-GOx’dir (Km:33,88 mM).

4. Diisiik sicaklik (40 °C) ve bazik ortama (pH 8) uygun immobilize dendrimer 2G-
GOx’dir (Ky:8,35 mM).

Sonug¢ olarak, diisiik sicaklik (40 °C) ve bazik ortamda glukoz oksidaz enzimi ile
caligilacak ise immobilize 2G dendrimerinin kullanilmasi uygundur. Bunun yani sira asidik
ortam ve yiiksek sicakliklardaki aktiflik tayini icin immobilize platin dendrimerlerinin

kullanmas1 uygundur.

Immobilize dendrimerlerin yapay idrar ortaminda tekrar kullanilabilirligi incelendiginde
2G-NO,-Pt(1V)-GOx’in diger dendrimerlerden daha iyi sonu¢ verdigi belirlendi. Bu
immobilize dendrimerin 10 tekrar sonunda bile % 50 civarinda aktifligini korudugu

belirlendi.

Asetilkolinesteraz  (AChE) enzim immobilizasyon sonuglar1 degerlendirildiginde,
immobilize dendrimerlerin optimum pH degeri 8, optimum sicaklik degerleri ise 40, 50 ve

60 °C olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gore;

1. Calisgilan immobilize dendrimerlerden en diisiikk Kp (0,20 mM) degeri pH 8’de ve 60
°C’de olan 2G-AChE dendrimeridir. Fakat serbest enzimle (Ky:0,995 mM)
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kiyaslandiginda daha diisiik sicaklikta en diisik Ky degeri (0,30 mM) 2G-NO,-Pt(11)-
AChE dendrimerine aittir.

2. Yiiksek sicaklik (60 °C) ve bazik (pH 8) ortama uygun immobilize dendrimer 2G-
AChE’dir.

3. Diisiik sicaklik (40 °C) ve bazik ortama (pH 8) uygun immobilize dendrimer 2G-NO.-
Pt(11)-AChE’ dir.

Sonug olarak, enzim aktifligi lizerine diisiik sicaklik (40 °C ) ve bazik ortamda ¢alisilacak

ise 2G-NO,-Pt(Il) dendrimerinin immobilize edilmesi uygundur.

Immobilize dendrimerin, enzim-substrat veya enzim-pestisit ile olan reaksiyonlardan
hangisinin baskin oldugu % inhibisyon degerine gore yorumlandi. Bu yorum meydana

gelen {riiniin renk siddetine bagl olarak yapildi. Buna gore;

1. Enzim-substrat etkilesimi sonucunda olusan reaksiyondaki (Sekil 4.12.) iiriiniin sar1

rengi siddetli olarak goriiniiyorsa, enzim-substrat etkilesimi baskindir.

A B C

Resim 6.1. (A) Enzim-substrat etkilesimi baskin, (B) Enzim-substrat etkilesimi zay1f, (C)
Enzim-pestisit etkilesimi baskin

2. Enzim-pestisit etkilesimi Sekil 4.12.’de verilen reaksiyona gore olusan lriiniin sar1
renginin siddetinde bir azalma veya renksizlesme goriinliyorsa, enzim-pestisit etkilesimi

baskindir.

Enzim-pestisit etkilesiminin incelenmesi iizerine olan ¢alismanin sonucunda immobilize
dendrimerlerin pestisitlerle olan etkilesim kuvveti karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) >

fosmet> dikolofop-metil sirasinda oldugu goriildi.
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Calisilan  immobilize  dendrimerler igerisinden 2G-CHjs-Pt(11)-AChE  dendrimerin
inhibisyonda daha etkili oldugu goriildii.

6.3. Oneriler

Tez kapsaminda, ferrosen igeren yeni dendrimerler sentezlenmistir. Ferrosenin elektron
saglamada bir medyatér olarak rol oynadigi bu calismada da Ongoériildii. Bu tiir
dendrimerlerin, elektron transferinin 6nemli oldugu diger enzim ¢alismalarinda da
kullanilabilecegi 6ngdriildii. Bunun yani sira ferrosen i¢eren dendrimerler bazi hastaliklarin

(yumurtalik kanseri) teshis ve tedavisinde kullanilabilecegi sdylenebilir.

Sentezlenen 2G dendrimerine farkli gruplar baglayarak, ¢aligilan enzimin destege daha iyi
tutunmast  saglanabilir. Boylece serbest enzime gore, depolama kararlilii,

tekrarlanabilirligi ve kinetik parametreleri gelistirilebilir.

Immobilize enzimin serbest enzime gore farkli pH ve sicakliklarda galismasi avantaj olarak
degerlendirilebilir. Saflastirma maliyeti yiiksek olan serbest enzimlerin, bu tiir materyaller

tizerine immobilize edilmesi sayesinde endiistriye ekonomik katkilar saglayabilir.

Dendrimerlere immobilize olan asetilkolinesteraz (AChE) enziminin ¢alisilan {i¢ pestisit
tayinine olumlu cevap vermesinden dolay: diger pestisitlerin de tayininin yapilabilecegi
sOylenebilir. Glukoz oksidaz (GOx) enzimi ile immobilize olan dendrimerin, yapay idrar
ortamindaki glukozun tayinde kullanilabilir olmasi, glukozun belirlenmesinde yeni bir

materyalin tasarlanmasini miimkiin kilabilir.
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EK-1. 2G-H-Pt(ll) dendrimerinin TGA egrisi
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EK-2. 2G-H-Pt(IV) dendrimerinin TGA egrisi
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EK-3. 2G-NO,-Pt(1l) dendrimerinin TGA egrisi
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EK-4. 2G-NO,-Pt(IV) dendrimerinin TGA egrisi
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EK-5. 2G-CHs-Pt(II) dendrimerinin TGA egrisi
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EK-6. 2G-CH3-Pt(IV) dendrimerinin TGA egrisi
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Abstract: Modified polystyTene with Pt{IV)-azomethine (AP5-5ch-Pt) was symthesized
by means of condansation and demonstrated to be 3 promizing enryme support by studying
the enzymatic propertes of glucose oxidase enzmyme (GOx) immobilized oo it. The
characteristics of the immobilized glucose crddase (APS5—Sch-—Pe—GOx) enmyme showed
two optinmm pH valnes that were pH = 40 and pH = 7. The inssmion of stable
BTV }-azomethine spacers bemween the polysnmens backbone snd the immobilized GOx,
[(APS-5ch-Pt—GOx), increases the enzymes’ activity and improves their affinity towards
the substrate even st pH = 4. The influence of temperature, reusability and storage capacity
on the fres and immobilized ghocose oxidase enzyme was imvestizated. The storage
stability of the immobilized glucose oxidase was shown to be eleven months in dry
conditions at +4 *C.

Keywords: Py{IWV }—azomethine; Polysfyrene; ghicose orddase enrymes; two opimum pH

1. Intreduction

Enrymes are used as biocatslysts in the chemical, pharmaceutical and food industries and as
specific ligands in clinical and chemical snalyses [1]. Glocose oxidase {GO0x) is & commnercially
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Abeiract The aim of fos work was to Dvestigate the
mifacterial and mdfongal actvities of novel oaming
acid-Schiff hases mchoding floorine atom and dar Ol
md Wil complewes. All fhese sohshnces fove hesn
oamined for antbacierizl acdvity against patogenic
smains Lisacria menocpopenes b ATOC19115, Saphyio-
s auress ATOC2R02E Freherishia enl ATOC 1280,
Salmanedla nphi B ROTC 201838, Brasdls aborms
(99, UK-1995) REKKOMHIRS, Saphviscoccus quidenmis
., Mimracoo s herae ATCC9%], and Shigells dywrmwria
mvp 10 KETC 9351, and anifongal activity againe Condida
abigas Y-1200-NTH, Tokya., The amtimicrobial dest
malis of these aminog add-Schiff hase complexes exhib:
ted heder adivity than some known anifiodos. In pare
genler, divmagnedc Nilly complexes ware more potent
hartericides fhan all of te sohsances symibesimed.

Keywords  Schaff bases - Amtmicrobial aciivity -
Floorine atom - KTy complex - Co{ITT) complex -
Driymagretic
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Introduction

Schiff bases mpmr o be mporont imermedizges ina
momber of anzymatc reagtions imvahing encyme inderac.
dom with an aming or a2 cxbany] gouop of a sohsme. In
biomorganic chemisty, the imemst in the Schiff base
commleaxes derfves fram thelr shility io pmivide symihetic
madels for met).contmining ies in mealoproeins and 1o
comfmibme to developments I medicinal diemisoy. Thaos,
Schiff hases and ther mmplenss hove a vadety of appli-
cxions in bialagial, diniml, and amabtical fields {Eelof
eral, 200 Ellis ex al, 1997). Recendy, there hos been
comsidenhle intemst in the chemisry of aming acid -Schiff
hase caompoands dos to thedr podendia] In moclear madicine
applimtions (Abram and Alberia, 2006; Ghaapozlon and
Boghaei, 2005

Howevear, the dmgrasisnce: againe andfhacieri ] spants
may pose aproblam intheirose withmedical pompose (Singh
cral, 200, The problem coold be overcome by e prep-
antion of met] complexes, by a pmaess of dielmion with
the coamd adaon of ransition met] fones. Tt wellmowmibot
N and O aoms play akey rolein the ooordination of metals.
A no acid-S chiff bases have N and O aoms as dher basic
elemeris. Sohiff hase derivatives cominn gdonar ®am can
act as good chelading agents for the mansition of metal jons
{Avaf er al, 2008; Takenchd er al, 1999 Sameral | 2008,
Aming acd-Schoff hass met] oomplecess hove fond wide
applimtions in cormosion inhibdiors {Ne £m and Falka, 20080,
mmor radindimaging agents (Wang eral 2005), md phar-
macalagically active ocvmpomnds MEE er al, 2007
Hewvaver, o siodies have been coried ooi on Schiff hasas
ard ther metl complexes derived from aming acid-Schaff
thazes indndingg fio orine.. This st dy atmed 1o fill in i gap.
Kovel aminnacid Schiff b es derivat veswere invess gaied
o find oot e andbaciedal propertes of Schiff hases and
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ABSTRACT

Ariiche ek ory:
ncsved 5 Magpuad 2003
B b oev i Sy

In this sy, a nowe carbon pase decmode Tha B sercithe 10 @o0ode was pepared wsing the
ranoparTicies m ot [ 4-Farmml-3-mehoooph ey eyl with polysminen | RAFS ) with LGlcinaPr
N comiplees. Polymenks nanoparidss hasing POIV) koo wer prepamd from (4-Ronmed-2-mmedooy-
phencoymerind ) pohstymn, @yciee and B0, by momplee method Clocose cddaze seyme was
immobilized o a modified caton paste Secmode (MOPE) by coas-linking with glummidehyde.
Demrminarion of gluoose was canmiad our by oddaton of eneymarically prodoced HpO: ar 05V ve
AZADOL Effes of pH and nemperature wene ineeimed, and opimum parameeTs wer found no be
20 and 55°C, respeofely Linear woddng @nge of e elomode was S0 10 "-10=107 M,
B =0997. Sorage stabilivy and opsrasonal sabiing of the encyme elaarods wane o srudisd Gluccs:
TibCe Tar gawe periact reprodncible resuls aler 10 with 23% relagv fard Sewlarion
Ao, it had good storage stability (Tave S35TX of e ininld amperomesric response ar de end of

331h day).

© 303 Blasviar BV, ATl sights reserasd

1. Introduction

Det=rmination of ghooss is important in mamy ar=zs, from
dinial studiss to industrial productions. Rapid determination of
blood =ugar for trextment and contral of dishetes @5 signifiant.
Thus; numerous =fiors have devoted © davelop glumse biossensar
with fastand aaourate response Ku'tys etal, 1995, Colak =t al, 20120

Gomposits @rhan paste slactnodes hawve been schens sy ussd
for elsctraamaytial appliations =since their miroducton by
Adarms (1958) due o their mitrinsic advantges mduding Jow
hackground current, renewabls or dispomble electrochemical
interface and bowcost of fahrication (Boujita =t al1599)

Far dstermination of gumss=, slsdrochemial glums= bios=n-
=aTs using @rhon paste slsdrodes have besn prepared (Comba
=t al, 200 fianping =t al, 200%; Xizali =t 2l 2005; Arslan o al,
22) Mast of the elsctrochemical ghumse biosensars ane hased
an glucose axidase (G0x) enzyme, which @talyees the mddation
of ghicose 10 ghimno ladane which is hydrolyzsd to gluconic acd
and hy drogen peradd = Quantifiation of ghicos = can be achisved
via elsctrochemical detsction of the emymatially neleassd

*{howimalog adboe Tel+ W05, G + W02 N0 2279
Eriall dickboie Lt saelpact bt (F. feilea}

M-S EE A - e Eaacd v i o AN Blienveee B A0 sgfiis gl
e o) T 5 e AL 0

HaOa{Arslan =t 2], 2011; Yoo and Le=, 2010; Normee =t al, 20000
Ghicase + 0k —Hz0z 4 ghiomicaad
Haly— O+ 2H 22"

Clucoss axidase smyme it immohilzed aon 3 material ta
prepar= ghimss hios=nsor. To date, different methods have be=n
ussd for enzyme immobilzation (Jans=k B93; Moyo stal, 2020
Inviewaf these, nanommpasite and nanopartide struchures have
attracted great ate=ntion in prepring advanced materials Amang
them, Chengyan Wang and @m-warkers repartad gold namocam-
pasite films for a glucoss biosensar which had high actvity {Wang
=t al, 2011 Noble meal nanoparticles have been extensively
utilized dus to their sctraordinary @talytic activities in baoth
oxidation and reduction rexctions. Among them, Pt nanoparticlss
werzane af the mastly ussd for i momohil ration of emeymes far the
canstruction of lasensars dus io their unique proparties such as
el=ctrocatalytic ability (Yen =t al, 2011% L =t al (2000 2011)
demrated the magnetic mmpasite of femic aide with Pt nano-
partidss to comstruct an amperomestric ghcose bosensar. Becauss
af exeellent perfarmances of Pt in the detsdion of hydrogsn
peraxide, platnum Ssdrods and plabdimum manostruchre mod ifisd
electrodes have been widely used o immohbilize emeyme for the
fabrication of biosensars (Li =t al, 2011} Amang recent advances
in mamomat=rias for biosensing applications, palymeric anaplat-
farm materials have gained significant interest far the potential
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Mz nancsphees have been preparad with Prtand Pr* forcompam encymatc propemis of gucoss
cotdane enzyme (GO In this sody nanopantides, (aminom eyl polystymne (APS), 2hydnocy-5-
mestyTtenzaldetyde and ProtPre haee been synohesized by means of rem plae and inves Sgaed the
e ymate propemiesof glecss cotdase encpme (G0n) bm mobilized on Sere The charamenkios of the
o b Bz @ucose cobdase (APS-FC-G0m and APS-Pr-Gin) ergyme showed one opgmum pH
walue. The inflosnce of mmperanune, rewsabdity and SIoae GpaoTy on S free and immobilized
oo ouidase e pme have been invesrizaed. It ks Sound That nanodptene including plaziniy m aom
exhibits excellany perfamance 2 the immobilied suppormer of O, e immobiized smeyme
damianeTams parfared storage and racyeling srabiling. APS-ProtoO0n reains mane ian 300 of the
lirdrial acviwiny afrer 32 suocesshee oycles, wihich b5 a remarkable resuln

& 2074 The Korean 5o by of Indusmial and Enginesring Chem by, Pubilished by Elsewier BV ATl righs

e

Introd uction

Recently there has been a considerahl = interest in the material
chemistry of nanoparticulss invalving meatal jon because of their
pot=ntial msdicine and industrial appliatons [1.2]. The us= of
manaparticules in medicne and mare specifically drug delivery is
st ba s pread rapid y | 3]. Nanoparticules inval vingmetal ion play a
veTy important rol= not anly in chemical readions (=nzymatic
mezctions ) in the human body but also in industrial chemial
processes |41 Manopartiaules hawve bsen remgnized as efedive
enzyme laading, because they offer the special and Bscinating
characteristics for alancing the key factars that detenmine the
io@talyst efficiency. induding high s pecific surfac ar=a [S]

Determination of Clhicos= is impartant in mamy ar=zs, from
dima] shudiss o indusirial productions. Ressarchers ams devel-
aping new methads far the st deade dus o rapid determination
af ghicose and contral s signifimnt. In wisw of these, namo particul =
structures have attracted great attention in preparing advanoesd
mat=rials |§]. Metal nanoparticles hawe been sxctens vely utilized
dus ta their sxtraordmary @talytic adhities far both axidation
and red uction reaction=s. Amaong them, Pt nanoparticlss were aneaf

* Coronmondayg s, Tels +00 112 2000187, S v 2002 23 90
Emal addnar sened@gaciadet (N Sas.

Rt e ol oy o 1 5 ) e D o 1

the mastly used for immeaobilization of enzymes far the investiga-
tion hiocatalyst due to their unique propertiss such as elsctro-
catalytic ahility [7].

Although glucose ocidase smyme has attracted intenests in the
varying proess, this snzyme is unstable dus to it complex
malsmlar strucure. Therefore, 2 mumber of immohilizton
techniques hawve recently besn imvestigated to improve its
sihiliies. Immohilization of emeymes anto paly menic nanasphers
i the most wseful strabezy to improve the operational stahbility of
biocatalysts [49] Other benefis are chtainsd as well, such as
better operational contral sase of product recowery without
catalyst contamination |81

Rerntly, Singh et al. reported that Hybrid x=rogel as am
effective carmier suppart for glucoss modass. They noted that was
Jazs in hinactivity up ta six cycles of recycling of Hybrid xeragsl-
GO [10]. Arslan =t al, immohi lred glucoss axidas= (G0x) anta
palyaniline-palyvinylsulfonate film without any crom linking
agents or madifiers [11] Gua and mworkers immobilized Gl
an iron oxide nanopartides [12] prepared via a copredpitton
method.

Palymers such as palystyrens, paly{vinyl aloohal ), pahy=thyl-
ene axide) can be mvalently linksd with emzymes, resulting in
sufadant-lik= giant molscules that hawe the ahility © form
catalytic molsmlar layers at the interface of agueous forgamic
Ihiphasic sy=temes | 13- 16].

N D The R an Socely of bdusesdd and Erpaeesay Ol st g Puslobed by Bieves BV A0 oy bea eyl
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Research on the Repeated Use of Novel Ferrocene-Tagged
Nanomaterial for Determination of Glucose

NURDAN EURNAZ YETIM '™, ELVAN HASANOGLU OZEAN', BUSREA DANE', HAYRETTIN TOMTOREK', 2l

MURSEN SARI

‘Gaazi University, Famuity af Scimes Department of Chemistry, Ankara, Turkey
AErldareli University, Faculty af Arts and Scimeae, Department af Chemistry, Kirklordi Turkey

Recetved 10 January 2015, Accepled 14 Mardch 2015

A good novd double fermocene.iapged nanomolerial is desimmed for glucoss delermination and it meoyclng sizhiity. Double
Fermene-lzgpal nanomzerial displays hgher calalytic activity loward the glumse axklzlion than non-lemmocene-1zg ped namoma-
terizl. In this study novel nanoper icles including double Erroene, MN-{2-[Bis{2-ammoethy] mminalethyl | amnome thyl-poly siymene
{2A EPS) and lemrocene aldehyde {Fo) have been synthesized by meam of @ndensation and investigied the enzxyms tic proper Ges of
shicose axdase enxyme (GOD) immohileed on there. Double ferrocens lagped namomelenal-JD shows high reusshilly and
storzge capadly and [ast moubaton tme delarmnation of gluome. 2A EPSFo-GOD melxin more than 15%: of the imiti] activity

aller firty five sucoessive oycles, which & = perkct palirmance.

il . ; Har: B
' ; " i
: ﬁ By fF (PAEPSFeITN acid 5.Fe
: -'Q,_-F'_-; Fe™: . - = Ghucase
i - H& (PAEPS-Fo) on | Tlcose

EI:I.PPI.'JG'I: medi:amr-euzjruw Ever  sollo eovirorenl

Eeyworde Biocalzlysis, femocensdageed, glumse omdase, nanosphemes, recyding sthility

1. Introed ucton

In recenl year, encyme tmno biliaton on naneephenss las
been extensdvely siudied due o il small see and laree
surlace area I'I] Sl.l.p]'n’t-'r'l. i lerial 'i1Lw’:-|n.'i1L5_ 1I.3:II.1’E-:€]’.||IJ=T-£1
are wielul the stratepy Lo dnprove the operational stability
of irmnobilization [2]. There are easier operational control
and esie of produwet recovery without calalyil eonlamnalion
with Uhis strategy.

Addres  awrespondene to: Wurgen 5zam, Depariment of
Chanisiry, Geod University, 06500 Ankars, Turkey. E-madl
TILLT SeTE i e AT

Calor verdoms of ame or mare of the figumes m the aricle
can be fowund online a2t www. tzmd fomtine. comy gpom.

The last 20 years, chemically modified mancspheres
have been employed lor the determination of vanous
materials and application [34]. Nornan et al. [5] pion-
eafed U dgwh‘:ip:u:ml.l of nanmraleriak-baed ]:!1’:-|_'.-:11_'.-1E1|.-¢
in 1993, Meal et al. [8] have developed physical and
Mological propertes of polystyrens nanespheres with
radiolabeled. b recent Yeard, there has been 'i1|.n’_"rﬂ:ﬂ'1|.5
inlerest i eneyme imnobilization of nane- and miero-
particks due W easder operational control, Surlace modifi-
ealion wing some lunctional prowps has been shown o be
wiele] for U fmmo bilieaton of engymes o the surface of
the nanespheres or micmsp heres [7,8]. Many nanespheres
or miermapheres have been investipated Tor inmoldbze of
Gluweose oxidase (G0x) eneyme, Xian and Ming [9)
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Immobilization of acetylcholinesterase on Pt{u)
and Pt(w) attached nanoparticles for the
determination of pesticides

E. Hazanodlu Ozkan,® M. Kumaz Yetin,*® H. TOmtd i and M. Sare

P and Pupd-2gged nanooarticles hawe Doon spnoeszed aooording ©o the femalate mehad for e
emitmatan of peficdes. Ther morphologes mave DoRn neRgaEed uEng scanning elecTon
mionasooy and characterzed by means of spectiml Mo mmers. Then, acetlcholnestenss (AOhE)
s bmmat Lzed omo the nanoparcces. The AlnE mmoblzed Fi) and Poind-2gged nanomatcnals
SN figh reusaniliy and forage camachy The camlytic actrety of ACNRE dollowed Mchacls-Menten
inctos fesays for SITPme RCTWTy Moseu RS demonstmte That She nanas phes tagged wit PE)
Nt amUch beTer pEronmana: Tan thase wikn PRyl Fushenmom, whether or not e was amy nawr-
acTon Detwesn e mmodlzed eeyme and L-maonTl-N-mendoamamane, wWhch s 2 carnamas

Imsectioide, was camned.

1. Introduction

The impartanee of acaylkcholinestrase [AlhE in the tans-
miwion of nene impulses is very well lnown. 1ts inactivation
i possible by means of some pesticides and heny metals.
Inactivation occurs via the hydiod groups of serine in the
“active site” of acetflcholinesteras (&ChE)L" For this reason, it
s im portant to develop sccemihl=s methods for the apid detse-
tion of some pesiddes and heavy metals. In recent pears,
studies based on the immobilzation of AThE hxe heen
reported by many authars™ heczuse it farms the hasis of i
sensars. AChE hicsensors hawe hesn used to detect unlnown
inxic mictures, but thers are some problems with the id=ntifi-
tion of tocc mictures in samples Therefre, new methods
ar= heing imvestigated byauwthor Ome of thee methods is the
immalilzation of enzymes anto nanospheres There has heen
an increase in studies on enzyme immobilzation on nanoe
spheres dus to their small size 2nd lirgs surfes zrea ™ Kana
sphetes are useful for improving the operational stability of
immobilzation. Therefire engyme immohilizaton ino or
anto sanous nanopartides has bsen propossd and reporisd.
We can see that various nanomaterials have heen imvestgated
faor the immobization of azcstfduwolineserze [(AChHL.
Especially, the immohilizaion of &ThE on nanomaerials of

eparim it of Chemidey sty of Srimr, G Uniremity 0RE Tekubobbar,
Ankom, Tarkey. E-mel naranaipes sdcir; Fao FEAI3302 2 T8

Tl ¢ A0 202 F7 5T

*Nerklarek Uniwrsty, Famliy af At and Sdienar, Deporément of Chemiziy,

Kr ki, Tarkey

nable metals (mrch as gold and sikver) or carhon nanospheres
ix commian. "

After Norman e al® piansered the devdopment of nanoe
mzteriabhased polmtyrens in 1993, many resarchers hane
since dewlopsd the immohilization properties of polpsyrens
nanasphers* " Ome mathod to zchisve immohilized spedes
is cowalent immohiliztion. The covalent immohiliztion of an
enzyme can protsd its onformaton, thus lezding to hetter
activityand stabilite™

In the present wark, by taling advantzge of the coardi-
nation hand in betamen the enzyme and metz] ion, znd to
impow= the recyding sahility peformane for the deter-
minztion of hazardous materials, @ new spport has
hesn prepared, 25 ilhsrated in Fig. 1 and 2. snd then, aetyl
chalinesierams wes imm ot lzed on the Schiff haos and B 1)#40w]
namapartides | Fig. 4]

The esperimental resubts showed that the prepared Frim)
and Bw) attached nanoperticl=s had high senstiity and
goad ushilite. We can say that this support, inchiding plati-
mum jons is a good candidate for the iImmobilimtion of &ChE
i deteat hazardous matriale

2. Experimental

Z1. Muaterials and methods
4rEsnzykoyhenzaldehyde | polymer-hound), ryptophan, aetyl
cholinesterase [Iype (3341, from electric e=l, 518 units
per mg, MKL), 5 5-dithiohis{Z-nitrohenzmic acid), scstrlthio-
chaline indide and 1-naphthf-Mmethylarbomate aee puchsed
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New nanospheres attached PHII)-Schiff bases for investigation of glucose oxzidase enryme as
biocatalysts

Hurdan Kaises: Fabim' !, Bvan Hosascgl Sckan’, Dilsk Horlep ard Manpen Sa

'Grad Wiy, Thebipa

Tanihare'] Univernry, Tk

“Huwpshir Han Bateoal Yoli Urisassty, Torldyw

e nanosphiares muppart based was prepared and charactertzed for tmmobdization of glucoss oxidase foom Aspergilis

nizer. Manoparticles (APS-SalPHID)) medified (aminomethy]) polystyrene (APS) with S-methy salicylaldehyde were
synthesized by means of template method and imvesigated the enzymatic properties of gluooss oxldase enzpme (G0T)
immobilized on it Modifisd poly(styrens] was charactertzed IR specira, Gel permeation chromatography and Scannlng
electron microsoopy Immoblized G0z on to [(APS-SalPt(I1)) showed cne optimum pH and temperature. Elnetc paramsters
wepz studled for free G01 and Immobdized glucoes aridass optimum at pHe= 8.0 and twa optimum temperature (33 and 70
AC). Vmax {Fm values veere calculated foom Lineweaver- Burk plots for timmobllized GOz to the (AP SalPe(11) supports, 3.7,
245 and 2.6, 14.5 mMmin-1 {mM respectively for 30 and 70°C

Bingraphy
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EK-16. VI. Ulusal polimer bilim ve teknolojisi kongresi s6zel sunum o6zeti

VL Ulusal Polimar Bilim we Telnalafisl Kongrasi — \ 4
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ACHE Enrimi Tutturulmus Destel Polimerin (FAIPS) Elma Kurduna
EKars: Kullamlan Pestisitin Tayininde Kullamlmasa

Murdap EURXNAZT YETIM'? Elvan HASANOGLU OZEAN', Fursen SART'

Tt Mhuvertes Fen Fakaltexd Kivmpa Boine, 06500 Telbrkokulier, Arnkara
*Krrkdareli (nrverdies Fen-Edebivar Fakaliest Kisna Balom, Krdarel
mmurrcarhrrra i e edie i

Son yillarda fanm sekidrinds irin verimin anmrilmasma yonelik (ahsmalar hizla yayemlasmakt ve
daha kigik fanm alanlannda uygun rirlerinin ssgimind kapsayan uygolamalar gidersk Spem
kazanmaktachr. Ba domam, pestisitlerin hedefe yomelik kollanomm artrmagtr. Tanmda yaygimn olamk
organofosfath pestsitler kullamimaktads. Tim crgavofpsfatar oksijen. karbop salfr we azot
bilesiklerini farkl kombinasvonlards igeren, fosfat esterleridir. Ancak pestisitlerin difer nim
kimyazallar zibi insan we gesTe saflifm tehdit enrikleri bilinen bir gergektir [1]. Bu pedenls pesdsic
tayini biyik dmem apmakifads. Asedlkolinesteraz enzimi pestisit tavininde kollamimaktadr. Eolin
esterazlarm. orzanefosfat(PR) ve karbamat inkibitdrlen ils reaksivonlan substrathnn verdiE reaksivon
ile oldukga benzerdir. Amrak fosforillenmis enzmim{EF) aldukga kararh obip tersinir olmayan bir
inhibisyen olosmaktadr.
EH +FX H RN EP
% N

EBu falismada, nanokirelare takih PHIT) ve P& kompleksler hamrlanak ACHE epzimi immobilize
edilmis ve hanrlanan destekler orgapofosfath pestisit varbEnm tayininde kullamlmestr, Tayinds,
kolinesteramn organcfosfach pestisifier ils werdifi tersinit olmavan inkibisven resksivommdan
yararlamarak T spekirofotomerisindeki absorbansin azalmalan dikkate abmrosgtor.

Kaymaklar

[1] Sterzberz, . E. Tha carcinogeneads, Munganesic and terstoganasis of msecticides: Review of shodics i
animals and mam, Pharmec Ther,, &, 147-185, 1873,
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