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OZET
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Enzimler canli organizmalarda hedef spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestiren
biyokatalizorlerdir. Enzimlerin ¢esitli biyotransformasyonlar1 icra etmeleri onlarin
endiistriyel proseslerde kullanimini artirmaktadir. Enzim endiistrisi agisindan deger tagiyan
enzimlerden biri olan glukoz dehidrojenaz (GDH), glukozu indirgeme kabiliyetinden dolay1
kan seker seviyesinin tespitine yonelik cesitli testlerde ticari olarak kullanilmaya aday bir
enzimdir. Bu dogrultuda tez ¢aligmasinda GDH enziminin rekombinant iiretimi ve aktivite
caligmalar yliriitiilmiistiir. GDH geni klonlanan ekspresyon vektorii (pET-28a(+)-GDH)’nii
E. coli BL21(DE3) ekspresyon susuna transfer edilerek rekombinant iiretimi
gerceklestirilmistir. Yapilan SDS-PAGE ve aktivite ¢alismalarinda GDH enzimin yliksek
ekpresyona, safliga, aktiviteye ve spesifiteye sahip oldugu goriilmiistiir. Tez ¢aligmasinin
ikinci agsamasinda sentez ve karakterizasyonu (XRD ve FTIR) yapilan ¢esitli nanoyapilarin
(GO, rGO, GO-Fe GO-Pt, GO-Ni ve GO-Fe-Histidin) enzim aktivitesine etkileri
incelenmistir. Calisilan konsantrasyon araliginda nanoyapilarin enzim aktivitesini azalttig

goriilmiistiir. Sonug olarak rekombinant iiretimi yapilan GDH enzimi incelenen parametreler
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acisindan referans enzimle karsilastirildiginda glukoz test caligmalarinda kullanilabilecegi

ifade edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz dehidrogenaz, grafen oksit, rekombinant tiretim.

Bilim Alam1 Kodu: 20605, 20610, 92311
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Enzymes are biocatalysts that carry out target-specific biochemical reactions in living
organisms. The fact that enzymes perform various biotransformations increases their use in
industrial processes. Glucose dehydrogenase (GDH), one of the enzymes of value for the
enzyme industry, is a candidate enzyme to be used commercially in various tests for the
detection of blood sugar levels due to its ability to reduce glucose. In this direction,
recombinant production, activity studies of the GDH enzyme were carried out in the thesis
study. Recombinant production was carried out by transferring the expression vector (pET-
28a(+)-GDH) cloned from the GDH gene to the E. coli BL21(DE3) expression strain. SDS-
PAGE and activity studies showed that GDH enzyme had high expression, purity, activity
and specificity. Enzyme synthesis and characterization (XRD and FTIR) of various
nanostructures (GO, rGO, GO-Fe, GO-Pt, GO-Ni and GO-Fe-Histidine) were carried out in
the second stage of the thesis study. The effects on its activity were examined. It was
observed that nanostructures reduced enzyme activity in the concentration range studied. As

a result, it can be stated that the recombinantly produced GDH enzyme can be used in
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glucose test studies when compared with the reference enzyme in terms of the parameters

examined.

Keywords: Glucose dehydrogenase, graphene oxide, recombinant production.
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1.GIRIS

Biyoteknoloji, insanoglunun binlerce yil énce gida alaninda sarap ve ekmek yapiminda
mayalar1 kullanmaya basladigi doneme kadar izlenebilmekle birlikte, doga ve yasam
bilimlerinin gelismesine katkida bulunarak gilinimiizde daha cesitli uygulamalarin
gerceklesmesine olanak saglamaktadir. Modern diinyada, biyoteknoloji genel olarak canli
sistemler, organizmalar veya hiicre dis1 sistemleri kullanarak biyolojik iiriin {iretimi veya
modifiye edilmesi siirecini ifade eder. Geleneksel fermentasyonun yani sira, biyoteknolojik
araglar, genetik miihendisligi, uygulamali immiinoloji ve tibbi tedaviler ve tani/teshis gibi
daha ileri bilimleri kullanarak genislemektedir. Bu araclar arasinda, cesitli enzimler
biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji calismalarinin gergeklestirilmesine yonelik olarak
vazgecilmez olup gelismis uygulamalar i¢in farkli amaclara yonelik olarak farkli endiistriyel
iiretimlerde yer almaktadir. Enzim teknolojisinin geligsmesiyle iiriinlerin kullanim alanlari
acisindan ve ekonomik agidan Onemi artmistir. Bu nedenle enzimler farkli caligma
alanlarinda dikkat ¢ekmekte ve dnemli biyotransformasyonlari icra etmesi sebebiyle enzim
iizerine daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. (Buchholz ve Bornscheuer, 2017;

Hennigan ve Lynch, 2022; Tamanoi, 2023).
1.1 Enzimler

Enzimler, amino asit monomerlerinden olusan bircok 6nemli kimyasal ve biyokimyasal
stireci katalize eden biyomakromolekiillerdir. Kimyasal katalizérler gibi enzimler de
aktivasyon enerjisini diiglirerek reaksiyon hizini arttirirlar, dolayistyla reaksiyonlar denge
durumuna daha hizli ulagir ve tirlinler daha hizli olusur. Uzun yillar siirebilecek belirli bir
doniisiim enzimler sayesinde saniyeler icinde gerceklestirebilmektedir. Hiicredeki
islevlerinin yani sira hiicre disinda da aktivite gosterebilen enzimler bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal (bakteri, maya) kaynaklardan ticari amagl iiretilmektedir. Teknoloji gelistikce
kullanimi1 yayginlasan ve giderek 6nemi artan enzimler; saglik, eczacilik, gida, tekstil, tarim,
cevre, kagit ve deterjan vb. bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Certel ve Erem, 2018; Patel vd.,
2023; Amatto vd., 2022).

Insanlar binlerce y1l 6ncesinden giiniimiize kadar mayalar1 ¢esitli uygulamalarda kullanarak

birgok iiriin elde etmislerdir. Giiniimiiz diinyasinda biyoteknoloji, c¢esitli organizmalar,



canli sistemler veya hiicre dig1 sistemlerin kullanimiyla biyolojik iiriin elde etme veya
diizenleme siirecini ifade eder. Konvansiyonel fermantasyon sistemlerinin yan sira genetik
miihendisligi, biyoteknolojik araglar, uygulamali immiinoloji ve tibbi tedaviler ve tani/teshis
gibi daha modern teknolojileri kullanarak genislemeye devam etmektedir. Bu teknolojiler
arasinda, enzimler biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji alanindaki ¢alismalarda 6nemli olup
bircok ileri uygulamalar i¢in ¢esitli amaglar dogrultusunda farkli endiistriyel iiretimlerde yer
almaktadir. En eski enzim uygulama 6rnegi mayalarin kullanimidir. Mayalarin hiicre dis1
ekprese ettigi enzimler sayesinde ekmek, sarap ve bira endiistrisinde bir¢ok uygulamada
kullanilmiglardir. Fakat ilk baglarda enzim ad1 verilmemistir. Enzimlerle ilgili en eski yazili
kaynaklardan biri, Homeros'un yaklasik M.O. 800'de kaleme aldigi Yunan destans:
siirlerinde bulunur; bu siirde enzimlerin peynir iiretiminde kullanildigindan bahsedilir.
Ayrica Japonlar bin yila agkin siiredir piringten yapilan Japon likorii Sake gibi fermente

tirtinlerin yapiminda da dogal olarak olusan enzimleri kullanmaktadirlar (Patel vd., 2023b).

Giliniimiizde kullanilan enzimlerden yaklasik 158’1 gida endiistrisinde, 64’i teknik
uygulamalarda, 57’si hayvan yemlemede, 24’{i her {i¢ sektorde kullanilmaktadir. Yaklasik
8000’1 agkin enzim bilinmekte ve bunlarin yaklasik 200’1 ticari olarak kullanilmaktadir.
Yesil ¢ag olarak adlandirilan giiniimiiz zaman diliminde kimyasal iiriinlerin sadece %5'
biyolojik bir yolla tiretilmektedir. Kiiresel enzim pazarinda enzim talebi 2021'de 11.47
milyar dolar oldugu bildirilerek 2022'den 2030'a kadar da yaklasik yillik %6,5 biiylime
orantyla artacagi tahmin edilmektedir. Novozymes, DSM, DuPont ve BASF sirketleri genel
endiistriyel enzimlerin yaklasik %75'ini iiretebilen en biiyiik enzim iireticileri olarak
bilinmektedir. Enzim sektoriinde Avrupa ve Kuzey Amerika %65 oraninda biiyiik bir kar
elde ederken, Asya-Pasifik ise %30 kar ile pazarda yer alir. Enzimlerin genis uygulama
alanlar1 ve siirekli yeni enzim teknolojileri arayisla birlikte pazar gelirinin daha da artmasi

ongoriilmektedir (Maghraby vd., 2023; Amatto vd., 2022; URL-1 (2024)).

Endiistriyel 6l¢ekte enzimler, yiiksek reaksiyon hizi, 6zgiilliik, iiriin verimi, tiriin kalitesi ve
operasyonlarda giivenlik ile reaksiyonlar1 katalize etme yeteneklerinden dolayr 6nem
kazanmigtir. Enzimler bitki, hayvan ve mantar dokular1 tarafindan dogal olarak
iiretilmektedir. Bu bilgi, endiistri tarafindan 50 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir.

Bakteriler ve mantarlar, enzimlerin endiistriyel tiretimi i¢in en uygun mikroorganizmalardir.



Kullanim1 kolaydir, 1s1ksiz biiyilik tanklarda yetistirilebilirler ve ¢ok yiiksek bir biiylime
hizina sahiptirler (Liu ve Kokare, 2023; Patel vd., 2023a).

Enzimler ilk kesfedildikleri zamanlarda substratinin veya katalizedigi bilesigin adinin
sonuna‘-az’getirilerek ya da reaksiyonun tipine gore adlandirma yapilmistir. Enzim
alanindaki gelisimler sayesinde bir¢cok yeni enzimin kesfedilmesiyle [UBMB (Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi) enzim smiflandirma sistemine gore siniflara
ayrimistir. Smiflandirmada katalizlenen reaksiyona gore bir enzimi tanimlayan dort
bilesenli bir say1 (EC (Enzyme Comission)numarasi) kullanir. Giiniimiize kadar enzimler;
Oksidorediiktazlar (EC 1), Transferazlar (EC 2), Hidrolazlar (EC 3), Liyazlar (EC 4),
[zomerazlar (EC 5) ve Ligazlar (EC 6) olmak iizere alt1 gruba ayrilmaktaydi. Son
caligmalarda, yeni bir sinif olan Translokazlar (EC 7)’inda eklenmesiyle yedi gruba

ayrilmistir (McDonald ve Tipton 2023; Uyar, 2019).

- Oksidorediiktazlar (E.C.1): Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarimi1 katalizleyen
enzim grubudur. Katalaz (1.11.1.6), alkol dehidrojenaz (1.1.1.1), glukoz oksidaz
(1.1.3.4), L-laktat dehidrojenaz (1.1.1.27), glutatyon rediiktaz ve glukoz
dehidrojenaz (1.1.1.47) bu gruba giren enzimler arasindadir.

- Transferazlar (E.C.2): Hidrojen hari¢ bir atomun ya da atom grubunun bir
molekiilden digerine iletilmesini saglar. Fosforilaz kinaz (2.7.11.19), transketolaz
(2.2.1.1), gama-glutamiltransferaz (2.3.2.2) ve aspartat transaminaz (2.6.1.1) bu
gruba giren enzimlerdir.

- Hidrolazlar (E.C.3): Biiyiik molekiillerin yikilmasi i¢in kimyasal baga su ekleyen
veya bagka bir grubu suya cevirerek kolay kullanilir hale getiren enzim grubudur.
Asetilkolinesteraz (3.1.1.7), beta-glukosidaz (3.2.1.21), laktaz (3.2.1.108) ve iireaz
(3.5.1.5) bu gruba giren enzimlerdir.

- Liyazlar (E.C.4): Reaksiyon esnasinda ortama su molekiilii ¢ikarmadan molekiilleri
yikan enzim grubudur. Adenilat siklaz (4.6.1.1), piriivat dekarboksilaz (4.1.1.1),
arjininosiiksinat liyaz (4.3.2.1) ve aldolaz (4.1.2.55) bu gruba giren enzimlerdir.

- Izomerazlar (E.C.5): Molekiilii yapisal olarak degistirerek uzaydaki dizilisini

degistiren enzim grubudur. DNA topoizomeraz (5.6.2.2), triozfosfat izomeraz



(5.3.1.1), fosfoglukomutaz (5.4.2.2) ve glukoz-6-fosfat izomeraz (5.3.1.9) bu gruba
giren enzimler igerisinde yer almaktadir.

- Ligazlar (E.C.6): Substrat molekiillerinin enerji kullanilarak birbirine baglanmasini
saglayan enzim grubudur. Glutamin sentetaz (6.3.1.2), DNA ligaz (6.5.1.1) ve
piriivat karboksilaz (6.4.1.1) bu gruba giren enzimlerdir.

- Translokazlar (E.C.7): Molekiil ve iyonlarin zarlar boyunca hareketini veya zarlar
icinde ayrilmasini katalize eden enzim grubudur. Sitokrom- ¢ oksidaz (7.1.1.9) ve

siiksinat dehidrojenaz (7.1.1.12) bu gruba giren enzimlerdir.

1.1.1 Glukoz Dehidrojenaz (GDH)

Oksidorediiktaz grubunda yer alan glukoz dehidrojenaz (1.1.1.47) yaklasik 126 kD
molekiiler agirliga sahip tetramer bir yapidadir. Bacillus megaterium yeni ismiyle Priestia
megaterium ve Bacillus subtilis gibi ¢esitli organizmalarda meydana gelir. GDH iyecek,
icecek, tani-teshis ve biyoyakit gibi ¢esitli endiistrilerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
GDH kandaki glukoz seviyesinin tespiti ve kan sekerinin kendi kendine izlenmesi i¢in test
seritlerinde ticari olarak kullanilma potansiyeli olan alternatif bir enzimdir. Bu enzim
NAD(P) varliginda glukozu glukonik asit ve NAD(P) H+H’a doniistiirmektedir. Bunun
sonucunda kandaki glukoz miktar1 ile dogru orantili olarak indirgenmis formdaki
koenzimlerin konsantrasyonu da amperometrik ya da fotometrik yontem araciligiyla 6l¢iiliir.
Yiyecek ve igecek endiistrisinde meyve sulari, sarap ve bira gibi iiriinlerde glukoz dlgiimii
icin GDH'den yararlanilmaktadir. Kalite kontroliine ve fermantasyon siirecinin izlenmesine

yardimc1 olur (Aslan vd., 2016; Rao vd., 2017; Luis, 2015).



Sekil 1.1: Bacillus megaterium (Priestia megaterium) bakterisinde bulunan GDH enziminin yapisi
(Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/3d-view/IRWB/1)
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Sekil 1.2: Glukoz dehidrojenazin glukozu D-glukono-1,5-1aktona katalizleme reaksiyonu

1.1.2 Enzim Kaynaklar

Canli organizmalar enzimlerin biyolojik kaynaklaridir. Endiistride kullanilan enzimlerin
yaridan ¢ogu maya ve mantarlardan, ticte birinden fazlas1 bakterilerden, geri kalan kismi ise
bitki ve hayvanlardan elde edilmektedir. Cogu enzim klinik tan1 ve biyokimyasal analizde

yaygin olarak kullanildig1 i¢cin 6nem arz etmektedir (Sharma vd., 2021).

1.1.2.1 Mantarlar

Endiistriyel enzim kaynaklari arasinda mantarlar, endiistriyel enzimler i¢in 6nemli bir

kaynaktir. Kiiresel enzim pazarinda bir¢ok mantar kaynakli enzim bulunmaktadir.



Mantardan elde edilen enzimler, iiretim potansiyelleri yiiksektir, kolay saflastirilabilirler ve
ekstrem kosullara karsi stabilite gosterirler. Ayrica, mantarlar antik ¢aglarda bira yapimi ve
firilama gibi bir¢ok alanda kullanildig1 i¢in giiniimiizdeki uygulamalarla giivenli ve saglam
bir bag olusturmaktadir. Ticari Olgekli enzim iiretimine yonelik Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma ve Rhizopus cinsleri basta olmak {izere bir¢ok mantar tiirli kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde mantar yetistiriciliginin yiiksek iiretkenligi ve yatirim maliyetinin diisiik olmasi
enzim tUretiminde umut vaad etmektedir. Mantarlar c¢ogunlukla cevredeki seliilozik
malzemeden beslenirler; dolayisiyla bu malzemleri sindirmek i¢in seliilazlar, lakkazlar, -
glukosidazlar, lignin peroksidazlar ve lignoseliilolitik enzimler dahil olmak iizere ¢ogu
enzimi yapilarinda bulundururlar. Aspergillus cinsi mantarlar gida endiistrisinde
yiyeceklerde akrilamid olusumunu azalatan L-asparaginaz (3.5.1.1)1, tekstil alaninda
liflerden nisastanin uzaklastirllmasinda kullanilan amilazi iiretirler. Penicillium cinsi
mantarlar tekstil sektoriinde hasil sokme isleminde kullanilan o-amilaz (3.2.1.1)"1
uretmektedir. Trichoderma cinsi mantarlar kagit ve kagit hamuru sektoriinde kagit
agartmada kullanilan ksilanaz (3.2.1.8)’1, tekstil sektdriinde biyo-parlatma isleminde
kullanilan seliilaz1 iiretir. Rhizophus cinsi mantarlar yakit endiistrisinde alkolsiiz yolla
biyodizel sentezlenmesinde kullanilan triagilgliserol lipaz (3.1.1.3) enzimini iiretmektedir

(El-Gendi vd., 2022).

1.1.2.2 Mayalar

Okaryotik organizmalardan olan mayalar, gecmisten giiniimiize kadar endiistriyel,
biyoteknoloji ve ¢evresel alanda bir¢ok uygulamada 6nemli etkilere sahip olmustur. Mayalar
yiiksek salgilama kapasitesine, yiiksek termal stabiliteye, ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarinda
yiiksek bliylime hizina, birgok translasyon sonrasi modifikasyonu gerceklestirme
yetenegine, kolay yetistirilebilme gibi bircok avantajli fenotipe sahiptirler. Hizli bliylime
oranlar1 ve termo toleranslari gibi ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 endiistriyel gida ve
biyoteknolojik uygulamalar i¢in vazge¢ilmez kaynaklardir. Biyoteknoloji alaninda hiicre
dis1 enzimatik aktivitelerde biiylik bir potansiyel tasirlar. Ayrica genetik manipiilasyon
yoluyla biiyiik konsantrasyonlarda elde edilebilirler, ideal bir biyokatalizoér olarak kabul
edilirler. Gliniimiizde biyokatalizorlerin, diisiik maliyeti, enantiyoseciciligi ve bdlgesel
secicilik kapasiteleri, gelismis biyobozunurlugu ve daha iliman kosullarda uygulanabilirligi,

doniisim kullanim1 i¢in geri kazanmilma kapasitesi gibi c¢esitli 6zelliklerinden dolay1



endiistride 6nemi artmistir. Biyokatalizorler, amilaz, seliilaz ve proteaz gibi hidrolitik
enzimlere agirhik  vererek  kimyasal katalizorlerle  karsilastinldiginda  daha
verimlidir. Mikrobiyal enzimlerin uygulanabilirligindeki biiytik artisla birlikte glukan 1,4-
alfa-glukosidaz (3.2.1.3)’1 lireten Tetracladium sp., B-glukosidaz (3.2.1.21)’1 Trichosporon
laibachii ve proteinaz K (3.4.21.64) Tritirachium album gibi mayalar enzimleri sentezleme
yeteneginden dolay1 odak haline gelmistir (Carvalho vd., 2021; Giese vd., 2017; Karim vd.,
2020).

1.1.2.3 Bakteriler

Bakteriler endiistriyel enzimlerin ¢ogunu dogal olarak iiretir. Dogal olarak iiretilen enzimler
50 yili agkindir endiistride kullanilmaktadir. Bakteriler endiistriyel enzim iiretimine en
uygun mikroorganizmalardir. Ciinkii bakterilerin kullanimi kolaydir, kiiltiir kosullarinda
biiyiik olgekte iiretim yapabilirler ve yiiksek iireme oranina sahiptirler (Patel vd., 2023b).
Bakteriyel enzimlerin {iretim maliyeti diigiiktiir ve ¢esitli hammaddelerin kullanimina bagh
hizl1 biiylirler. Enzim igerikleri tahmin edilebilir ve kontrol edilebilirdir. Bakteriden elde
edilen enzimlerin stabilitesi diger kaynaklardan elde edilen enzimlere gore daha fazladir
(Kaur vd., 2014). Mikrobiyal enzimler, dogal kaynaklarin tiikenmesi, ¢cevreye zararinin az
olmasi, veriminin yiiksek olmasi, ekonomik uygulanabilirlik gibi ¢ok sayida faktor
nedeniyle firincilik, igecek, deterjan, gida, yem, deri, ilag ve tekstil gibi ¢esitli endiistrilerde
cok sayida uygulamaya sahiptir. Mikrobiyal enzimlerin {iiretimi, farkli endiistriyel
sektorlerde iistiin aktiviteler ve yiiksek performans gosterdikleri icin siirekli enzime olan
talep giinden giine artmaktadir (Sharma vd., 2021). Deterjan, gida, kozmetik, farmasotik,
deri ve kagit endiistrisinde kullanilmak {iizere Bacillus sp.’den alkalin lipaz (3.1.1.3),
Aeromonas hydrophila’dan a-amilaz (3.2.1.1), Pseudomanas aeruginosa’dan proteaz-1V
(3.4.21.112) elde edilmistir. Ayrica PCR tekonolojisinde kullanilmak tizere Thermus

aquaticus’tan Taq polimeraz enzimi elde edilmistir (Solunke, 2018).

Giliniimiizde ¢ogu endiistriyel uygulamalar i¢in mikrobiyal enzim kaynaklari, mikrobiyal
olmayan kaynaklara gore tercih edilir. Clinkii mikrobiyal enzimler hayvan ve bitki kaynakli
enzimlerinden daha stabil ve aktif 6zellik gosterir. Fermantasyon prosesi tasarlanarak esas
olarak se¢ilmis suslar yardimiyla, yiiksek saflikta, iyi karakterize edilmis enzimler iiretebilir.

Ayrica, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimlerin biyokimyasal ¢esitliligi ve gen



manipiilasyonuna yatkinlig1 nedeniyle iiriin modifikasyonu ve optimizasyonu daha kolaydir

(Liu ve Kokare, 2023).

1.1.2.4 Bitkiler

Bitkiler, biiyiimelerinin mevsimsel ve cografi yapisindan dolay1 genellikle enzim {iretimi
icin sik tercih edilen kaynak degildir. Bitkilerden elde edilen enzimler genellikle hiicre igi
oldugundan enzim saflastirma siirecini daha zahmetli hale getirir. Buna ragmen bitkiler cok
cesitli enzimlerin {iretimi icin geleneksel bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Askorbat
oksidaz, peroksidaz, fitaz, bromelain, lipaz, siikroz, lireaz, nitrat rediiktaz, hidroksinitril
liyaz, papain, proteaz ve ksantin dehidrojenaz gibi ¢esitli enzimlerin saflastiriimasinda cesitli
bitki dokular1 kaynak olarak kullanilmistir. Bu enzimler suruplar, unlu mamuller, alkollii
icecekler, siit iiriinleri dahil olmak {izere gida iiretiminde 6énemli bir rol oynamistir (Kaur
vd., 2014; Meshram vd., 2019). Ornek olarak; iireaz (3.5.1.5) enzimi kandaki iire miktarinin
tespitinde kullanilmak {izere jack bean fasulyesinden, «-amilaz (3.2.1.1) enzimi bira
endiistrisinde kullanilmak iizere arpadan, HRP (Yabanturpu peroksidaz, 1.11.1.7) enzimi
biyosensorlerde kullanilmak {izere yaban turpundan, sistein proteaz (3.4.22.2)
antiinflamatuar ajan olarak kullanilmak iizere papaya lateksinden, fisin (3.4.22.3) enzimi

gida endiistrisinde kullanilmak iizere incirden elde edilmistir (Kaur vd., 2014).

1.1.2.5 Hayvanlar

Hayvanlar tibbi ve endiistriyel alanda kullanilan bir¢ok enzimin ana kaynagidir. Hayvansal
enzimlerin izolasyonu, saflagtirilmasindaki zorluklarin maliyeti artirmasi nedeniyle cazip bir
enzim kaynagi degildirler. Buna ragmen hayvan dokular1 lipaz, esteraz ve proteaz gibi
enzimlerin ¢ok iyi kaynaklaridir. Belirli bir enzimin bir dokudaki ekspresyon derecesi, enzim
saflasgtirmasi i¢in kaynak olarak doku se¢imine karar verir (Kaur vd., 2014). Tamamlayici
pankreas enzimleri, kimotripsin ve tripsin ile birlikte en ¢ok bilinen hayvansal enzimlerdir.
Bu enzimler et endistrisinin bir yan iiriinii olduklar1 disiiniildiigiinde, hayvan bazli
enzimlerin elde edilmesi zor olabilir ve kalitesi agisindan sorgulanabilir. Hayvan bazli
enzimler diisiik pH seviyelerine kars1 ¢cok hassastir, diisiik pH araliginda fonksiyonlar1 ve
faydalar1 6nemli derecede diiser. Ayrica hayvansal enzimler, mantar tiirevli enzimler gibi

diger enzim kaynaklarma gore daha diisiik etki giicline sahiptir (Ianiro vd., 2016). Bu
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enzimlerden katalaz (1.11.1.6) gida endiistrisinde kullanilmak tiizere karacigerden, tripsin
(3.4.21.4) deri endiistrisinde kullanilmak {izere pankreastan, kimozin (3.4.23.4) peynir
iiretiminde kullanilmak iizere sigir midesinden, aldolaz friiktoz (4.1.2.13) sindiriminde

kullanilmak tizere karaciger ve kaslardan elde edilmistir (Solunke, 2018).

1.1.3 Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, farkli canli biyolojik tlirlerden DNA molekiillerinin genetik
miithendisligi teknolojisiyle kesilmesi ve ardindan ifade i¢in bir vektore baglanmasidir.
Organizmanin genomundaki degisiklik, bir veya daha fazla yeni gen ve diizenleyici
elementin eklenmesi yoluyla ya da genlerin ve elementlerin yeniden birlestirilmesi yoluyla
endojen genlerin ekspresyonunun artirilmasi, azaltilmas: veya bloke edilmesi yoluyla
gerceklestirilir. Farkli DNA fragmanlarn elde etmek icin DNA bdélgeleri kisitlama endo-
niikleazlar1 kullanilarak enzimatik boliinme uygulanir, sonra istenen geni vektorde
sabitlemek tizere DNA fragmanlari DNA ligaz enzimi kullanilarak birlestirilir. Ardindan
vektor, kiiltiirde birlestirilmis DNA fragmaninin birden fazla kopyasimi tiretecek sekilde
biiyiitiilen bir konakg¢1 organizmaya transforme edilir ve son olarak ilgili bir DNA fragmani
iceren klonlar seleksiyon yoluyla ayrilir ve toplanir. Bu teknoloji, istenilen proteinin bitki
ve hayvanlardan uzun ekstraksiyon yontemlerini kullanarak elde etmek yerine genetik
miihendisligi sayesinde biiylik miktarlarda eksprese edilmesini saglar (Coskun vd., 2022;

Khan vd., 2016).

Son yillarda rekombinant DNA teknolojisininde kullanilmastyla molekiiller iizerinde
istenilen degisikliklerin yapilmasi sonucunda bu yapilarin daha etkili hale gelebildigi
anlasilmistir (Khan vd., 2016). Mikrobiyal biyoteknoloji sayesinde istenilen enzimler ticari
nitelikte ¢ogaltilabilir ve tiretilebilir. Bu yontem bilim, tip, tarim ve cesitli endiistrileri
alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica rekombinant DNA teknolojisi ile bu enzimlerin
heterolog ekspresyonuna imkan saglar ve ilag gelistirme amacli ya da tedavi amacli kullanilir
(Giiven, 2011; Kiyan ve Yaylim, 2020). Ilaveten bu enzimlerin diisiik maliyetle ve yiiksek
verimle fazla miktarda elde edilmesi ticari agidan da oldukca biiyiik bir avantaj sunar. E. coli
bir¢ok proteinin iiretimi i¢in tercih edilen organizmalardan biridir. Ticari olarak ilk {iretilen

insan insiilini E. coli’ de eksprese edilmistir. 1970'lerin sonunda. E. coli disinda 6karyotlarda



biyofarmasotik proteinlerin iiretiminde mayalar kullanilmistir. Son yillarda bitkilerin,
biyofarmasotik proteinlerin ve insan ilaglarinin biiytik 6lgekli tiretimi i¢in potansiyel model
sistemler oldugu bulunmustur. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA),
genetigi degistirilmis havug hiicrelerinde iiretilen ilk bitki bazli ilaclar1 onaylamistir (Watts
vd., 2021).

Tiirkiyede yeterli diizeyde enzim iiretimi yapilamadigi i¢in ¢ogu enzim yurtdisindan ithal
olarak temin edilmektedir. Bu durum ihtiya¢ duyulan enzimlerin yurt digindan temin
edilmesini gerektirmekte ve iilkeyi bu iirlinlere karsi disa bagimli kilmaktadir.
Gilinlimiizdeki enzimlerin c¢esitliligi géz oniline alindiginda enzim iiretiminde iilke olarak
heniiz alinmas1 gereken onemli mesafelerin oldugu agiktir. Gerek endiistriyel bir katalizor
olarak kullanimi, gereksese saglik alanindaki oneminden dolay1 enzimlerin yerli olarak

uretimi Onem arz etmektedir.

1.1.4 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesi, belirli pH ve sicaklik kosullar1 altinda birim zaman basina doniistiiriilen
substratin mol sayis1 veya gramidir. Enzimin spesifik bir reaksiyonu katalizleme
kapasitesinin bir Ol¢iimiinii vermektedir ve enzim aktivite birimi initedir. En yaygin
kullanilan enzim aktivite birimi, International Unit (IU) olarak tanimlanmaktadir. 1 IU enzim
aktivitesi, reaksiyon kosullarinda, 1 dakikada 1mol (veya g) substrati doniistiiren enzim

aktifligini ifade etmektedir (Isik Bigen, 2022).

Enzimin aktivitesini etkileyen faktorler; ‘‘Substrat konsantrasyonu, enzim miktari, ortam
pH’1, sicaklik, zaman, kofaktor ve inhibitor etkileri’’dir. Bu faktorler enzimlerin reaksiyon
ortamindaki islevini diizenler. Enzim konsantrasyonun fazla olmasi reaksiyon hizini artirir.
Ornegin, ortamda yiiksek konsantrasyonda katalaz enzimi bulundugunda hidrojen peroksit
gibi bir¢ok substrati hizli sekilde katalize eder. Ancak ortamda substrat miktar1 az oldugunda
aktivite olumsuz etki gosterebilir. Ortam pH’1 enzim aktivitesinde dnemlidir. Enzimlerin
belirli bir pH aralig1 bulunur ve bu araligin disinda bulunan ortamlarda enzimlerin yapisi
olumsuz etkilenerek aktivite diiser. Ornegin, mide asitinde bulunun pepsin enziminin

optimum pH’1 1.5-2.0 araligindadir. Ortamdaki substrat miktarida enzim aktivitesini nemli
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olciide etkiler. Ornegin, fosfodiesteraz gibi baz1 enzimlerin ortamdaki substrat miktarmna
gore aktivitesi degisir. Yani enzimler daha fazla substrat bulunan ortamda daha hizli
reaksiyon gosterirler; ancak bir siire sonra enzimlerin aktif bolgesi doygun hale geldiginden
reaksiyon hizi sabitlenir. Sicaklik enzim ektivitesinde 6nemlidir. Her enzimin optimum
sicaklik araligi vardir. Ornegin, pankreasta iiretilen tripsin enzimi 30-40 °C’ de optimum
aktivite gosterir. Fakat yiiksek sicakliklarda aktivitesi hizli bir sekilde diiger. Enzim aktivitesi
zamana bagli olarak degisir. Ornegin, substrat tiikendiginde enzim aktivitesi zamanla azalir,
ortamda inhibitdr madde bulundugunda enzim aktivitesi zamanla azalir, enzimlerin inaktif

hale gegmesiyle proteinlerin yapis1 bozulur dolayisiyla aktivite azalir (Solunke, 2018).

1.1.4.1 Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu enzimatik reaksiyonun hizin1t ve verimini etkiler. Substrat
konsantrasyonunun artmasiyla enzimin aktivitesi artar. Enzim aktivitesi maksimum sinira
ulasana kadar artis devam eder. Yani enzim molekiilleri substrata tamamen doyurulur. Bu
tim enzimlerin aktif bolgelerinin dolu oldugu anlamina gelir. Ortamda bulunan fazla
substrat molekiilleri, enzimler ile baglanana kadar herhangi bir reaksiyon gostermeyecektir.
Ancak yiiksek substrat konsantrasyonlari, hidroliz oranin biiyiik miktarda azaltan substrat

inhibisyonuna yol acabilmektedir (Aslanzadeh vd., 2014; Geldimyradow vd., 2023).

1.1.4.2 Enzim Miktari

Enzimatik reaksiyon hizi, ortamdaki enzim miktar1 ile dogru orantilidir. Substrat miktarinin
sabit oldugu ortamda enzim miktar1 ne kadar fazla ise reaksiyon hizi da o orantida artar.
Enzimatik reaksiyonda enzim miktar1 olabildigi kadar diisiik olmalidir, yalnizca
katalitik miktarlar yeterlidir, bu da enzimlerin nadir ve degerli maddeler oldugunu
gosterir. Reaksiyon hizinin substratlara ve kofaktorlere bagli olmasinin yani sira enzim

konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir (Bisswanger, 2014).

1.1.4.3 pH

Enzimlerin aktivitesi ortam pH’1 ile dogrudan iliskilidir. pH etkili enzimler, asidik
karboksilik gruplar (COOH-) ve temel amino gruplart (NH2) iceren biyomolekiillerdir.

Bdylece, enzimler pH degerinin degistirilmesinden etkilenir. Her enzimin en aktif ¢alistigi
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pH degeri bulunur. Bu degere enzimin optimum pH aralig1 olarak adlandirilir. Enzimatik
reaksiyon sirasinda pH optimal pH'dan daha diisiik veya daha yiiksek oldugunda kataliz hiz1
azalmaktadir (Celik, 2014; Shrief, 2020).

1.1.4.4 Sicakhk

Enzim aktivitesi sicak ortamda artar, sicaklik optimum sicakliktan daha fazla yiikseldikce
dogal bilesiminin degismesi nedeniyle enzim aktivitesinin tamamen durdugu belirli bir
sicakliga ulasana kadar kademeli olarak diiser. Ote yandan, sicaklik optimum sicakligin
altina diigerse, enzim aktivitesi, enzim aktivitesinin en az oldugu minimum bir sicakliga
ulasana kadar diiser. Genelde enzim aktivitesi 0 C°'de tamamen durma noktasina gelir, ancak

sicaklik tekrar yiikselirse ve ardindan enzim bir kez daha yeniden aktive olur (Bisswanger,

2014; Shrief, 2020).

1.1.4.5 Kofaktor ve inhibitor Etkisi

Cogu enzim aktiflesebilmek icin kofaktorlere ihtiyag duymaktadir. Kofaktorler, bazi
vitaminlerden tiiretilen kimyasal bilesikler veya katyon ve anyonlardir. Ornegin;
Zn " insanlarda 150'den fazla enzim i¢in gerekli bir kofaktordiir, CI - ise tiikiirik a-amilaz
icin gerekli kofaktordiir. Enzimatik reaksiyon sirasinda gerekli bir kofaktoriin yoklugunda

enzim aktivite olmamaktadir (Scanlon vd., 2018).

Enzim inhibitdrleri, enzimlere baglanan ve aktivitelerini azaltan molekiillerdir. Bu maddeler
enzimlerin substratlarla uyumlulugunu azaltirlar. Reaksiyonun katalizini diisiirerek
iiriinlerin iiretimine engel olurlar. Ornegin, kolesterol seviyesini diisiirmede statinler
kullanilir. Bu maddeler hidroksimetilglutaril-CoA (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleridir.
Rosuvastatin (Crestor), simvastatin (Zocor) ve atorvastatin (Lipitor) FDA onayl1 statinlerdir

(Katlowitz vd., 2023).

1.1.4.6 Zaman

Enzimlerin katalizledigi reaksiyon hiz1 reaksiyon sonuna dogru azalir. Azalmanin sebebi;
iriinlerin inhibe edici etkisi, reaksiyonu engelleyici kimyasallar veya sustrat yetersizligidir

(Celik, 2014). Yani enzim aktivitesi zamana bagl olarak degisim gosterir.
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1.1.5 Endiistriyel Amach Enzim Uretimi

Enzimler, substrat ve iirlin spesifiklikleri, iirlin olusumu ve reaksiyon kosullari nedeniyle
biyoproses endiistrisi i¢in dnemli biyomolekiillerdir. Bu sebeple, gelismis ve stirdiiriilebilir
enzim Uretimi i¢in biyoreaktdr tasarimlarinin, miithendislik araciligityla optimum proses
kosullarinda ¢alismasini saglamak dnem tasimaktadir. Endiistriyel dlgekte basarili bir enzim
liretimi i¢in uygun susun se¢imi kadar biyoreaktdr prosesinin optimizasyonuda énemlidir.
Ayrica biyoreaktor prosesi yeterince optimize edilmedik¢e maksimum seviyede enzim
liretimini saglanmayabilir. Bir fermantasyon sisteminin verimliligi, kullanilan fermantasyon
yonteminin tipine (SSF (Kat1 hal fermantasyon) veya SMF (Batik fermantasyon)), islem
sicakligina, ortamin pH'ina, verilen besin kaynagina ve fermantasyon siiresine baglidir. Bu
parametrelerin ve optimizasyonu ve uygun sekilde denenmesi, yiiksek verimde enzim
liretimi seviyesine ulasmak i¢in onemlidir. Enzimlerin yiyecek ve igecek, kimya ve ilag
endiistrilerindeki ¢esitli uygulamalar1 nedeniyle biyoteknolojik agidan optimum kosullarda
tiretilmesi endiistriyel agidan 6nem tasir. Enzim {iretiminde uygun biyoreaktdriin se¢imi
ekonomik acidan degerlidir. Biyoreaktorlerin tasarimi, substratin enzim ile etkilesimi, hava,
diisiik kopiiklenme, diisiik kayma gerilimi, yeterli kiitle transferi, minimum enerji ve su
tiiketimi ile verimli bir sekilde karigtirilmasini saglanmasinda kritik bir husustur (Tarafdar

vd., 2021).

Biyoreaktorde yiiksek protein iiretimi i¢in biliylime ortami formiilasyonunun belirlenmesi
onemlidir. Besiyerinin tiirii (Luria-Bertani (LB) besiyeri, Terrific besiyeri (TB), Siiper
besiyeri ve M9 minimal besiyeri) ve bir besiyerindeki bilesenler (maya ekstrakti, pepton,
glukoz, gliserol, sodyum ve magnezyum kloriir) iiretim verimliligini etkilemektedir.
Genellikle besiyerinde maya ekstrakti ve hidrolize protein i¢erenlerin tercih edilmektedir.
Besiyeri formiilasyonlar icin bir nitrojen kaynagina ve karbon-enerji kaynagima (glukoz,
gliserol veya diger sekerler) ihtiya¢ duyulur. Bu sebeple TB ve LB, rekombinant protein
{iretimi igin en verimli besi ortami kabul edilmistir (Packiam vd., 2020). Uretimi
verimliligini etkileyen etmenlerden biri de indiikleyicinin tanimlanmasidir. izopropil B-D-1-
tiolgalaktopiranosid (IPTG) indiiklemede en yaygin kullanilan indiikleyicidir. Plazmit
tasarimi sirasinda indiikleyicinin tasarlanan vektorle birlikte se¢ilmesi verimlilik agisindan

onem tasir. Uretim ortamindaki indiikleyici konsantrasyonu da proteinlerin ekspresyonunda
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hayati dneme sahiptir. Asirt indiikleyici konsantrasyonu, toksik etkileri nedeniyle hiicre
biiylimesinin azalmasina neden olabilir, diisiik indiikleyici konsantrasyonu ise verimsiz
indiiksiyona sebep olarak rekombinant protein verimini 6nemli derecede diistirebilmektedir
(Akmayan, 2023; Jayakrishnan vd., 2024). Diger 6nemli bir etmende indiiksiyon siiresidir.
Indiiksiyon siiresi, iiretim ortaminda bulunan ve rekombinant proteinlerin ¢ziiniir
ekspresyonunu kolaylastirabilen hiicrelerin yogunlugunu belirler. indiiksiyon siiresi ve
indiiksiyon sonrasi inkiibasyon sicakligi da verimli rekombinant protein iiretiminde 6nemli
bir rol oynar. Indiikleme sonrasinda sicaklik orani, protein sentez hizinin stabil tutulmasinda
ve inkliizyon cisimciklerinin olusumunun engellenmesinde dnemlidir (Jayakrishnan vd.,

2024).

1.2 Nanomateryaller

Nanoteknoloji, iyi gelistirilmis ve yiiksek performanslara sahip iiriinler iiretme konusunda
biiyiik potansiyele sahip tasarlanmig nanomateryaller sunan, giincel teknolojinin en iyi
orneklerinden biridir. Nanoteknoloji alaninda 6dnemli yeri olan nanomalzemeler en az bir
boyutu 1 ila 100 nm aralifinda olan c¢ok fazla 6rnege sahip olan malzeme grubudur.
Nanomalzemelerin akilci tasarimiyla yiiksek yiizey alanlari elde edilebilir. Nanomalzemeler,
benzer yapidaki diger malzemelerden onemli seviyede farkli olan olaganiistii optik,
manyetik, mekanik, elektriksel ve katalitik O6zelliklere sahip olarak elde edilebir.
Nanomalzemelerin 6zellikleri, sekil, boyut, sentez kosullar1 ve uygun islevsellestirmenin
dikkatli bi¢imde kontrol edilmesi yoluyla istenilen sekilse ayarlanabilir. Nanomalzemeler
ylizey kaplamalarinda, ¢izilmez boyalarda, elektronikte, cevre iyilestirmede, kozmetikte,
spor ekipmanlarinda, enerji depolama cihazlarinda ve sensorlerde onemli ticari rolleri
iistlenmektedirler. Nanomalzeme ailesi; ultra ince 2D yapili nanomalzemeleri, karbon bazli
nanomalzemeleri, ¢ekirdek-kabuk malzemeleri, nanogdzenekli malzemeleri ve metal bazl
nanomalzemelerinden olusur. Bu yapilar arasinda karbon bazli nanomalzemeler, fullerenler,
karbon bazli kuantum noktalari, karbon nanotiipler, karbon nanohornlar ve grafenden olusan
onemli bir nanomateryal sinifidir. Bu malzemelerin yiizeyleri, ¢esitli uygulamalara yonelik
yapisal ozelliklerini diizenlemek ig¢in islevsellestirilebilir. Grafen ve karbon nanotiipler,

karbon bazli nanomalzemeler ailesinin en degerli liyeleridir ve yliksek ylizey alanlari, hizl
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yiik transfer 6zellikleri ve yiiksek mekanik mukavemetleri nedeniyle ¢esitli uygulamalarda

kullanimi i¢in 6nemli ¢alismalar yiirtitiilmektedir (Baig vd., 2021).
1.2.1 Grafen Nanomateryaller

Grafen nanomateryaller (GFN'ler) temel olarak katman sayisi, kimyasal 6zellikler, yanal
boyut, bilesim, kusur yogunlugu, sertlik, saflik ve kaliteye gore siniflandirilir. GFN'ler,
grafen nano tabakalar, tek katmanli grafen, birkac katmanl grafen, ultra ince grafit, grafen
oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (rGO) igerir. Biyolojik tepkileri etkileyebilen farkli
fizikokimyasal ozellikler tasirlar. GFN’ler arasindan ozellikle GO ve rGO, biyolojik
uygulamalar i¢in detayli bir sekilde gelistirilmistir (Heidari vd., 2022; Zhou vd., 2021).
Gilinlimiizde, GFN aracili elektrotlar lizerindeki immobilize enzimler, yakit, klinik, ¢evresel
ve gida numunelerindeki c¢esitli bilesikleri tespit etmek icin ¢esitli biyosensor tiirlerinde
basariyla uygulanmistir (Adeel vd., 2018). Ayrica atik sularda boya giderimine yonelik L-
histidin baglanmig GO-Fe;0, nanokompozitlere enzim immobilizasyonu ¢alismasi yapilmis
ve boya gidermede olumlu etkileri gozlemlenmistir (Akkoyun, 2019). Balik etindeki
ksantinin belirlenmesi i¢in amperometrik bir biyosensor cihazi olusturmak amaciyla grafen
bazli hibrit nanomateryale (rGO-CMC) ksantin oksidaz enziminin kovalent

immobilizasyonu yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Borisova vd., 2016).
1.2.1.1 Grafen Oksit ve indirgenmis Grafen Oksit

Grafen oksit (GO) polimerler, kiiclik molekiiller, inorganik nanopartikiiller (NP'ler) ve
biyolojik makromolekiiller gibi harici fonksiyonel gruplarin kullanimi olmadan baglanmasi
icin birgok reaktif bdlge saglayan, ylizeyinde oksijen igeren gruplar bulunan oksitlenmis
grafen katmanlarindan olusan katmanli yapilardir. Grafen oksit (GO), yiiksek
biyouyumluluga ve giiclii mekanik sertlige sahip bilesiklerdir. Yapisal olarak GO, pi baglari
ile birbirine baglanan grafen tabakasinin oksijenle siislenmis petek kafesi olarak tanimlanir.
GO biyosensorler, biyoyakit hiicreleri, hiicresel goriintiileme ve ilag dagitimi gibi farkli
biyoteknolojik uygulamalarda enzim immobilizasyonu i¢in bir matris olarak kullanilmistir.
Ayrica GO'mun protein adsorpsiyon kapasitesi, diger genis ylizey alanli karbonlu
materyallere gore ¢ok daha yiiksektir (Adeel vd., 2018; Bolibok vd., 2017; Soozanipour ve
Taheri-Kafrani, 2018; Wang vd., 2021).
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Grafen oksit, kimyasal olarak degistirilmis grafenin Onciisii olarak daha ¢ok bildirilen ve
arastirtlan grafenle ilgili bir malzemedir. Grafen oksit kolayca bulunabilen ucuz grafit
tozundan sentezlenir. Grafen oksit karboksil, hidroksil, epoksi ve karbonil gruplar1 gibi
birgok oksijen bulunduran fonksiyonel gruba sahiptir. Grafen oksidin taban diizlemi
genellikle epoksit ve hidroksil gruplarini, kenarlari ise karboksil ve karbonil bazli
fonksiyonel gruplarini bulundurur. Grafen oksitte aktif fonksiyonel gruplarin bulunmasi,
bir¢cok endiistriyel uygulamalarin gergeklestirilmesi igin kiiglik organik bilesikler, farkli
polimerler ya da diger nanomateryaller ile daha fazla islevsellestirilmesini saglar. Grafen
oksit, yapisinda bulundurdugu oksijen islevselliginden dolay:r yalitkandir ve zayif

elektrokimyasal performans gosterir (Baig vd., 2021).

Tablo 1.2.1.1: Grafen Oksit (GO) ve indirgenmis Grafen Oksit (rGO) 2D yapist (NCBI).

rGO (indirgenmis grafen oksit) genellikle GO tabakalarinin indirgenmesiyle meydana gelir.
Bu yontem, karbon agindaki hatalar1 ortaya cikarir, su dagilabilirligini ve ylizey ylkiini
diisiiriir. Ancak yapiy1 ve elektrik iletkenligini yiiksek Ol¢iide korur. GO, rGO'dan daha
diisiik elektrik iletkenligine sahiptir. Bu nedenle -elektrokimyasal uygulamalar ve
biyosensorler i¢in kimyasal indirgeme ile iletkenligini geri kazanmak daha iyidir. rGO ve
enzimler arasindaki ¢ogu etkilesim, hidrofobik etkilesimler yoluyla meydana gelir. rGO,
yiiksek biyouyumluluk, asir1 mekanik esneklik, yiiksek yiizey alani, diislik tiretim maliyeti
ve elektrik iletkenligi gibi farkli 6zellikleri sebebiyle elektrokimyasal algilada 6nemli yere
sahiptir. Geg¢miste rGO biyosensdr olarak dopamin, kortizol hormonu, kanser
biyobelirtegleri, insan T-lenfotropik viriis-1 (HTLV-1), glukoz ve DNA biyobelirtegleri

olarak kullamlmislardir. indirgenmis grafen oksit, cesitli elektrokimyasal cihazlarin
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performansini ylikseltmede yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu yapiin elektrokimyasal
aktivitesi, gelistirilmis performansa sahip elektrokimyasal cihazlarin tiretilmesini saglayacak
seviyede yliksektir (Baig vd., 2021; Mohd Razib vd., 2021; Soozanipour ve Taheri-Kafrani,
2018).

1.2.2 Nanomateryaller ve Enzimler

Nanoteknoloji malzeme bilimi, fizik, kimya, biyoloji, biyokimya ve diger miihendislik
alanalarindan gelen oldukga disiplinlerarasi bir bilimdir. Giiniimiizde bilim 6zellikle tamami
nano Olgekli yeni fonksiyonel malzemelerin, cihazlarin ve sistemlerin arastirilmasina ve
gelistirilmesine yonelmektedir. Nanomateryaller en az bir kritik boyutu 100 nm'den kiiciik
olan malzemelerdir. Genellikle yapisal olarak kendilerinden biiyiik olan maddelerden daha
fazla aktiftirler ve artan elektriksel iletkenlik, yliksek yiizey-hacim orani, yiiksek katalitik
aktivite ve lstiin manyetik ozellikler gibi 6nemli ozellikler saglayabilirler. Genis yiizey
alanina sahip olmasi ve farkli fonksiyonel gruplar tarafindan kolay modifiye olmasi, etkili
biyomolekiill immobilizasyonu saglayacagi anlamima gelir. Ayrica bu malzemeler
biyoalgilama uygulamalarinda yiiksek talep gormektedir. Son yillarda, nanoyapili
malzemeler biyoanalitik ve analitik bilimleri Onemli seviyede degistirmistir.
Nanomalzemeler, bu bilim alanlarinin yani sira nanokataliz, entegre kataliz, enerji, yakit,
depolama, endiistriyel atik aritma, enerji doniisiimii, gida, biyomiihendislik ve biyotip gibi

cok cesitli endiistriyel alanlara yayilmistir (Batool vd., 2019; Cavalcante vd., 2021).

Nanomateryallerin potansiyel ¢cok yonliiliigii ve sayisiz uygulamalarinin etkisiyle bu alanda
yeni caligma alanlar1 ortaya ¢ikmistir. Bu yapilar halihazirda cerrahi nanomalzemeler,
biyolojik cihazlar ve nanoelektronik biyosensorlerin gelistirilmesinde ve ayrica biyolojik
olarak calistirllan makineler gibi molekiiler nanoteknolojideki diger olasi uygulamalarin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Kullanim amaci hastaliklarin teshisi, izlenmesi, kontrolii,
Onlenmesi ve tedavisi i¢in nano Olgekli materyallerin kullanilmasidir.  Bu amag
dogrultusunda nanomateryaller destekleyici yapilar olarak enzim tabanli biyosensorlerde
kullanilmaktadir. Enzimlerin biyosensor iizerine immobilizasyonunda destek materyali
olarak etkilidir ve birgok durumda enzimlerin ¢esitli 6zelliklerini gelistirerek onlara artan
aktivite, pH direnci ve termal stabilite kazandirabilirler. Enzimleri immobilize etmek i¢in

bir destek olarak nanomateryallerin kullanilmasi bu islemlerde yer alan enzimlerin ¢esitli
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ozelliklerini iyilestirdigi bircok calismada belirtilmistir. Bunlardan Xing ve digerlerinin
yaptig1 caligmaya goére, APTES (3-aminopropiltrietoksisilan) ile modifiye edilerek
glutaraldehit ile aktive edilmis manyetik nanopartikiiller tizerinde Candida antarctica'dan
elde edillen lipaz B enziminin immobilizasyonu denenmistir. Bu biyokatalizorler kinetik
cozlinme reaksiyonlarinda kullanildiginda %99 oranindan daha yiiksek enantiyomerik
fazlalia sahip bir {iriin elde edilmistir. Yalnizca enzim kullanildiginda elde edilen sonugla
karsilagtirildiginda, ¢ok biiyiik farkin oldugu goriilmiistiir. Bu durum, enzimin destege
immobilize edilip daha sonra yeniden kullanilmasinin enzim agisindan 6nemli sonuglar

ortaya ¢ikardigini gostermektedir (Cavalcante vd., 2021; Xing vd., 2019; Zhu vd., 2015).

18



2. LITERATUR OZETi

Grafen oksit (GO) yiiksek biyouyumluluga ve giiclii mekanik sertlige sahip bilesiklerdir.

Zengin karboksil fonksiyonel gruplari, genis yiizey alani ve yiiksek suda ¢oziintirliiglinden

dolay1 proteinlerin veya enzimlerin immobilizasyonu i¢in ideal bir tasiyicidir. Ayrica

GO'nun protein adsorpsiyon kapasitesi, diger genis yiizey alanli karbonlu materyallere gore

cok daha ytiksektir (Bolibok vd., 2017; Wang vd., 2021).

Son yillarda enzim aktivitesini ve stabilitesini artirmaya yonelik GO destekli ¢aligmalar

literatiir 6nemli yer edinmistir.

Patila vd. tarafindan yilinda yayinlanan makalede GO, protein molekiilleri ile
elektrostatik etkilesimler yoluyla giiclii bir sekilde etkilesime girerek ¢ok kararli
konjugatlar1 olugturabilecegini bildirmislerdir (Patila vd., 2016).

Zhang vd. tarafindan yayinlanan arastirmada GO’in indirgeme derecelerinin glukoz
tespiti iizerindeki etkisini aragtirmiglardir ve kismen indirgenmis GO'nun yiizey
fonksiyonel gruplarinin GOx (Glukoz oksidaz) absorpsiyonu i¢in faydali oldugunu,
yiiksek oranda azaltilmis GO'nun ise hizli elektron transferine yardimci oldugunu
ortaya ¢ikarmiglardir (Zhang vd., 2014).

2012 yilinda American Chemical Society Nano dergisinde yayinlan ¢aligmada, GO
ve enzimler arasindaki etkilesimlerle ilgili olarak, birka¢ calismada, ¢ogunlukla
biyoalgilama i¢in glukoz oksidaz, hemoglobin ve yaban turpu peroksidaz dahil
olmak {iizere ¢esitli enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilmig etkili bir matris
olarak rapor edilmistir (Jin vd., 2012).

Lin ve arkadaslart 2020 yilinda enzim immobilizasyonu {izerine makale
yayimlamiglardir. Calismada, lakkaz, kararli ve giiclii nanobiyokatalizorler olarak
indirgenmis grafen oksit (rGO)/polimer veya fGO (terminal amin gruplan ile
islevsellestirilmis ~ grafen  oksit) iizerinde immobilize etmislerdir ve
immmobilizasyonun umut verici biyokatalitik davranis sergiledigi goriilmiistiir (Lin
vd., 2020).

Baska bir caligmada ise GO'mun belirli bolgelerde GOx'u etkili bir sekilde
immobilize edebildigini ve glukozun Kkatalitik reaksiyonunu biiyiikk Olcilide
hizlandirabildigini bildirilmistir (Sumaryada vd., 2019).

2021 yilinda Brazilian Journal of Chemical Engineering dergisinde yayinlanan

calisgmada GDH’in Fe304-Si0-GO kompozitleri ile immobilizasyonu sonrasi
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%092'lik bir hareketsizlestirme verimi ve %91'lik aktivite geri kazanimi elde
edilmistir. 25 dongiiden sonra immobilize GDH baslangi¢ aktivitesinin %50'si olarak
kalmistir (Wang vd., 2021).

- GDH’1 immobilizasyonu iizerine yapilan bir diger ¢aligmada ise GDH'yi hareketsiz
hale getirmek icin hiyerarsik olarak gozenekli silika destegi (MM-SBA-15)
kullanilmistir, ancak 10 dongliden sonra yalmizca ~%10 aktivitesinin kaldig1
goriilmistiir (Solé vd., 2019).

- 2011 yilinda yapilan bir ¢calismada grafen oksitin a-kimotripsin lizerinde inhibitor
etkisinin oldugu goriilmiistiir (De vd., 2011).

- Liu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada grafen oksit, in vitro inkiibasyon deneylerine
uygun olarak esas olarak hidrojen bagi yoluyla a-amilazin amino asit kalintilarina
(yani His305, His299 ve Asp300) baglanmistir. a-amilazin nisastay1 glukoza katalize
etme yetenegi GO tarafindan baskilandig1 goriilmiistiir (Liu vd., 2023).

- Colloids and Surfaces B: Biointerfaces dergisinde yayimlanan ¢alismada, grafen oksit
ve indirgenmis grafen oksitin lizozim etkilesimi incelenmistir. Inkiibasyon sonrasi
hem GO hem de rGO’nun, biiyiik miktarlarda lizozim adsorbe ettigi goriilmiistiir.
Grafen oksitin, lizozim aktivitesini ciddi sekilde inhibe ettigi goriiliirken,
indirgenmis grafen oksitin enzim aktivitesi iizerinde etkisinin olmadig1 goriilmiistiir

(Bai vd., 2017).

Yapilan literatiir taramasindan da goriilecegi lizere grafen oksit destekleyici ajaninin ytiksek
baglanma kapasiteli, baglandig1 enzimin aktivitesini koruyan veya inhibe eden, enzimlerin
tekrarli olarak kullanimini artiran ve enzimlerin uzun Omiirlii olmasini saglayan énemli
bilesiklerdir. Fakat gilinlimiizde biyoteknoloji ve malzeme bilimi alanlarinda kaydedilen
ilerlemeye ragmen, grafen oksit gibi nanomalzemelerin biyofiziksel protein 6zellikleri
tizerindeki etkisine iligkin temel bilgiler hala yeterli diizeyde degildir. Ayrica, ¢esitli nano
ve biyoteknolojik alanlarda enzimlerin potansiyel uygulamalar stabilite sorunlar1 nedeniyle
engellenmistir ve iistesinden gelinmesi gereken kritik bir faktoér olmaya devam etmektedir

(Hernandez-Cancel vd., 2015).

Diinya’da ve {lilkemiz genelinde diyabet hastalifinin insidansi giinden giine artis

gostermektedir. Bu hastaligin kontrolii ve takibi ilag, biyosensorler veya glukometre
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cihazlar1 araciliiyla yapilmaktadir. Glinlimiizde kandaki glukoz miktarinin belirlenmesinde
kullanilan glukometrelerde glukoz oksidaz enzimi, glukozun glukonik asit ve hidrojen
perokside oksidasyonunu saglar. Olugan hidrojen peroksit miktari, kan drnegindeki glukoz
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugundan HRP enzimi de kullanilarak kandaki glukoz
orani belirlenir. Fakat bu enzimlerin reaksiyon vermesi sirasinda oksitlenme oldugu i¢in
enzimin aktivite oranit diismektedir. Bu soruna yonelik glukoz dehirojenaz enzimi
glukometrelerde kullanilmaya aday enzimdir. Ciinkii GDH enziminin aktivitesi yliksek ve
birden fazla kofaktorle reaksiyon gosterebilmektedir. Bu enzim glukometrelerin ana
bilesenlerini olusturacak kapasiteye sahip bir tiirdiir. Diyabet hastalar1 giinliik olarak kan
sekeri seviyesini 6lgmede glukometre cihazina ihtiya¢ duymaktadir. Tez calismasinda bu
ihtiyaca yonelik glukometrelerde kullanilmak {izere GDH enziminin rekombinant iiretimi
amaclanmistir. Ayrica son yillarda bazi nanoyapilarin ¢esitli enzim aktiviteleri {izerine
etkileri rapor edildiginden, bu c¢alismada GDH enziminin aktivitesine yonelik etkilerini
arastirmak icin ¢esitli nanoyapilarin (GO, rGO, GO-Fe, GO-Pt, GO-Ni ve GO-Fe-Histidin)

sentezi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Tez caligmasinin rekombinant enzim iiretimi ve farkli nanoyapilarin sentezi asamalarinda

kullanilan materyal ve metotlar basliklar altinda verilmistir.

3.1 Materyal
3.1.1. Deney Esnasinda Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1.1°de verilmistir.

Tablo 3.1.1. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar

Mevcut Altyapr/Ekipman

Marka

Biyoreaktor

Infrost

Fplc

Knauer

Yiiksek Hizl1 Santrifiij

Vs-300001 Vision

Liyofilizator

Biobase

Calkalamali Inkiibator

Medfuture Mfi-S211c

Buz Makinesi

Scotsman AF 103

Spektrofotometre Thermo Scientific
Santrifiij Hettich Mikro 220R
Etiv Memmert

Ph Metre Hanna

Dikey Sogutucu +4°C Ugur

Vorteks Miulab Mix-25p
Elektroporator Bio-Rad

Terazi Weightlab Instruments
Saf Su Cihazi Termoscientific Smart2pure
Manyetik Karistirict Velp Scintific

PCR Cihaz1 Bio-Rad

Inkiibator Memmert
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SDS-PAGE Sistemi Bio-Rad

Jel Goriintiileme Cihazi Bio-Rad

-20°C Dondurucu Argelik

-80 °C Dondurucu Thermo Scientific
Vakumlu Etiiv Cls Scientific

3.1.2. Deney Esnasinda Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2.1. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Cas. No Marka
Agar 9002-18-0 Sigma
Agaroz 9012-36-6 Conda
Akrilamid-Bis 40% 79-06-1 Biobasic
Amonyum Persiilfat 7727-54-0 Sigma
Ampisilin Sodyum Tuzu 7177-48-2 Biobasic
Asetik Asit 64-19-7 Isolab
Benzamidin Hidroklorit 1670-14-0 Biobasic
Bovine Serum Albumin 9048-46-8 Goldbio
Bromofenolblue 115-39-9 Sigma
Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye 6104-59-2 Serva
Coomassie Brilliant Blue G-250 6104-58-1 Thermo Scientific
Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat 7558-79-4 Sigma
Dimetil Siilfoksit (DMSO) 67-68-5 Tekkim
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) 6381-92-6 Sigma
Etanol 64-17-5 Carlo Erba
Etidyum Bromiir 1239-45-8 Sigma
Fenilmetilsiilfonil Floriir (PMSF) 329-98-6 Goldbio
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Glasiyel Asetik Asit 64-19-7 Merck
Gliserol 56-81-5 Carlo Erba
Glisin 56-40-6 Isolab
Hidroklorik Asit 7647-01-0 Isolab
Hispur Ni-Nta Resin 64-17-5 Serva
Izopropil ~ B-D-1-Tiyogalaktopiranosid | 367-93-1 Goldbio
(IPTG)
Kalsiyum Klorit Dihidrat 10035-04-8 Isolab
Kanamisin Stilfat 70560-51-9 Biobasic
Kloromfenikol 56-75-7 Biobasic
LB Broth (91079-40-2;  8013- | Neogen
01-2; 7647-14-5)
LB Agar (91079-40-2;  8013- | Neogen
01-2; 7647-14-5;
9002-18-0)
L-Histidin 71-00-1 Tci
Magnezyum Klorid Hekzahidrat 7791-18-6 Isolab
Maya Ekstrakti 8013-01-2 Sigma
Pepton 91079-40-2 Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat 7778-77-0 Isolab
Sodyum Dodesil Siilfat 151-21-3 Biobasic
Sodyum Hidroksit 1310-73-2 Merck
Sodyum Kloriir 7647-14-5 Tekkim
Stikroz 57-50-1 Merck
Tetramethylethylenediamine (TEMED) | 110-18-9 Serva
Tris 77-86-1 Serva
Tris-HCI 1185-53-1 Serva
B- Merkaptoetanol 60-24-2 Sigma
Sodyum Borhidrid 16940-66-2 Sigma
Demir (IIT) Klorit Hekzahidrat 10025-77-1 Sigma
Potasyum tetrakloro platinate (II) 123-54-6 Stream Chemicals
Nikel (IT) Klorit 7718-54-9 Sigma
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
LB cozeltisi:

40.0 g Luria-Bertani Broth (LB Broth ) 1000 ml suda ¢6zdiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyeri
cozeltisi her sisede 250’ser ml olacak sekilde {i¢ tane stok sisesine alinmigtir. Ardindan
iizerine 3.75 g agar eklenerek karistirilip 121°C sicaklikta 15 dakika otoklavlanmistir. Kalan
LB ¢ozeltisi her tiipe 4 ml ve her erlene 50 ml olacak sekilde konularak erlenlerin iist

kisimlart aliminyum folyo ile kapatilarak 121°C sicaklikta 15 dakika otoklavlanmaistir.
Kloromfenikol Cozeltisi:

64.0 mg kloromfenikol 2.0 ml etanolde c¢oziilmistir. Ardindan 0.20 pm’lik filtreden

gecirilerek sterilizasyonu yapilmistir.
Kanamisin:

0.25 g kanamisin antibiyotigi alinarak 5.0 ml saf suda ¢ozdiiriildii ve 0.20 um’lik filtreden

gecirilerek sterilize edildi. Ardindan steril ependorf tiiplerine béliinerek -20°C’de saklandi.
IPTG:

1.3 g IPTG tartilarak 13.0 ml steril suda ¢oziildii ve steril 0.20 pm’lik filtreden gecirilerek
mikrotiiplere paylastirildi ve -20°C’ye kaldirilmistir.

PMSF:

1500 pg PMSF 10 ml etanol ile ¢ozdiiriImustiir.

FSB cozeltisi:

50.0 g gliserol, 3.25 g Kalsiyum klorot dihidrat (CaCl,.2H,0), 3.7 g Potasyum kloriir (KCI)

alinarak 250 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Cozelti pH’1 10.0 ml (1M, pH:7.5) KCH,COO

(Potasyum asetat) alinarak pH:6.5’e ayarlanarak hacim 500 ml’ye tamamlanmistir ve

otoklavlanmustir.
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SDS -PAGE Elektroforez Jeli:

Ust Tampon: 4.0 g SDS (%0.4), 60.5 g Tris (1.5 M), 1000 ml saf suda ¢ozdiiriilerek tampon
pH’6.6 olarak ayarlandi.

Alt Tampon: 182.0 g Tris (1.5 M), 4.0 g SDS (%0.4) 1000 ml saf suda ¢oziilerek pH:8.8

olarak ayarlanmstir.

Yiikleme jeli: 1.0 ml {ist tampon, 0.35 ml %40 akrilamid, 2.55 ml su, 50.0 pul %10 APS ve
10.0 ul TEMED. Tiim maddeler katilmistir ve en son TEMED ve APS eklenerek jel hazirlik
sistemine dokiildii. Yiiriitme jeli polimerlestikten sonra {izerine yiikleme jeli dokiildii ve

polimerlesmesi beklenmistir.

Yiiriitme jeli: 2.7 ml %40 akrilamid, 2.25 ml alt tampon, 4.0 ml su, 50.0 ul %10 APS ve
20.0 ul TEMED.

Elektroforez Tamponu (1X): 14.4 g Glisin, 3.0 g Tris, 1.0 g SDS bilesikleri son hacim

1000 ml olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 0.6 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8), 5 ml gliserol (%50),
2 ml %10’luk SDS, 0.5 ml B-ME (B- Merkaptoetanol), 1 000 pul %1’ lik bromfenol mavisi

ve 0.9 ml saf su karigimindan hazirlanmstir.

Destaining Cozeltisi: 250 ml metanol, 50.0 ml asetik asit ve kalan hacim saf su karisimiyla

500 mI’ye tamamlanmistir

Staining Cozeltisi: Coommasie Brillant Blue R-250’de 0.5 g alinarak 250 ml metanol
icerisinde ¢oziiliip filtre kdgidindan siiziilmiistiir. Ardindan karisimin tizerine 50.0 ml asetik

asit eklendi ve 200 ml saf su ile hacim 500 ml’ ye tamamland.

Amonyum Persiilfat (APS-%10): APS’den 0.2 g alinarak 2.0 ml saf su i¢erisinde ¢oziilerek

hazirlandi.
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Afinite Kromatografisivle Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

Lizis tamponu: (20 mM TRIS, 100 mM NacCl): 2.42 TRIS, 5.84 NaCl 1000 ml distile suda

cozdiirtildii.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer): 10.2 g imidazol (300 mM), 2.92 g NaCl (100 mM),
1.22 g TRIS (20 mM TRIS) 500 ml distile suda ¢ozdiiriildii.
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3.2. Yontem

3.2.1. Rekombinant Enzim Uretimi

3.2.1.1. Hedef Genin ve Uygun Vektorlerin Belirlenmesi

GDH enzimini kodlayan farkli organizmalara ait gen dizisi literatlir taramalar1 yapilarak

yliksek aktivite gosteren enzimler incelenmistir. Bu dogrultuda seskiterpenlerin in vitro

sentezine yonelik biyosentez yaklasik on enzim icerisinde bulunan GDH enziminin ilgili

yolakta NADPH+H iiretimine yonelik yiiksek aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Ticari olarak

elde edilen gen dizisini iceren pET-28a(+)-GDH plazmidi (Sekil 3.2) transformasyon

calismalarinda kullanilmistir.

(5992) Blpl T7 Term (5989 .. 6007]
(5913) PaeR7I - PspXI - Xhol Flori-R (89118

(5735) BsrGl Dralll (245)
_ Flori-F (309 ..330
[ ) Psil (370)

(5687) SexAl *
(5582) Mscl

(5370) EcoRI
(5257) Hindill

(5140) Dral
(5125) Ndel
(5065) Ncol

(5026) Xbal

(4980 .. 4999) T7 //

(4960) Bglll ~ ‘

(4919) SgrAl _~/ff

(4877 .. 4896) pBRrevBam
(4771) Sphi

U -7,’:‘1::95ri' )
ertiis T7 te'm/',{a'ro: — AsiSI - Pvul (944)
o

TspMI - Xmal (1066)

<~ smal (1068)

BspDI - Clal (1249)
Kan-R (1282..1301)

(" Nrul (1285)

TS pENTR-R (1366 .. 1385)
PET-28a(+)-GDH
6075 bp
—— Acul (1598)

(4238) Mlul —\
(4224) Bcli®

< BssSal (1967)
PBR3220ri-F (1985 .. 2004)

(4056) BStEIl \
(4038) NmeAlll 7

(4035) Apal

(4031) PspOMI

(3827) BssHIl
(3792) EcoRV/ < .
(3736) Hincll - Hpal pRS-marker (2335 .. 2354)
PfIFI - Tth111l (2395)

PGEX 3' (2495 ..2517)

(3397) PshAl |

(3181) Bgll
(3160) Fspl - FspAl PpuMI (3132)

Sekil 3.2: pET-28a(+)-GDH vektoriiniin dairesel haritast

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTATAC
AGATTTAAAAGATAAAGTAGTTGTAATTACAGGTGGATCAACAGGTTTAGGACGTGCAATGGCTGTTC
GTTTCGGTCAAGAAGAAGCAAAAGTTGTTATTAACTATTACAACAATGAAGAAGAAGCTTTAGATGCG
AAAAAAGAAGTAGAAGAAGCAGGCGGACAAGCAATCATCGTTCAAGGCGACGTAACAAAAGAAGAAGA
CGTTGTAAACCTTGTTCAAACAGCTATTAAAGAATTCGGAACATTAGACGTTATGATTAATAACGCTG
GTGTTGAAAACCCAGTTCCTTCTCATGAGCTATCTTTAGACAACTGGAACAAAGTTATTGATACAAAC
TTAACAGGTGCATTCTTAGGAAGCCGTGAAGCAATTAAATATTTCGTTGAAAATGACATTAAAGGAAA
CGTTATTAACATGTCCAGCGTTCACGAAATGATTCCTTGGCCATTATTTGTTCACTACGCAGCAAGTA
AAGGCGGTATGAAACTAATGACGGAAACATTGGCTCTTGAATATGCGCCAAAAGGTATCCGAGTAAAT
AACATTGGACCAGGTGCGATGAACACACCAATTAACGCTGAAAAATTCGCTGATCCTGTACAACGTGC
AGACGTAGAAAGCATGATTCCAATGGGTTACATCGGTAAGCCAGAAGAAGTAGCAGCAGTTGCAGCAT
TCTTAGCATCATCACAAGCAAGCTATGTAACAGGTATTACATTATTTGCTGATGGTGGTATGACGAAA
TACCCTTCTTTCCAAGCAGGAAGAGGCTAA

Sekil 3.2: pET-28a(+)-GDH enzim genin niikleotid dizisi

28



3.2.1.2. GDH Geni Tasityan Vektoriin E. coli DHSa Hiicrelerine Transformasyonu

Yapisinda GDH enzimi genini bulunduran plazmiti ¢ogaltmak i¢in plazmit E. coli DH5a
bakteri susuna aktarilmistir. E. coli DH5a bakterilerine transforme edilen plazmit kanamisin
antibiyotik iceren besiyerlerine yayma ekim yapilarak 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Ureme sonucu elde edilen kolonilerden bir tane alinarak iceriginde kanamisin antibiyotigi
bulunduran 4.0 mL’lik s1v1 besiyerine konularak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Ureme gozlemlenen kiiltiirlerden 2-5 ml alinarak plazmit DNA saflastirma kiti yardimiyla

plazmid DNA saflastirilmistir.

GDH enzimi gen dizisini yapisinda bulunduran plazmidin E. coli bakterisine aktarimi i¢in
oncelikle bakteriler kompetent hale getirildi. Petri besi ortamindaki E. coli (BL21(DE)
pLysE ve DH5a ve) kiiltiiriinden tek koloni alinarak 4.0 ml LB besi yeri igeren cam tiiplere
ekim yapildi. Cam tiipler ve 37°C’de, 12-16 saat 240 rpm inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonrasinda kiiltiirden 100.0 pL alinarak igerisinde 50.0 mL LB bulunan 250 mL’lik steril
erlenlere ekim yapilarak 240 rpm’de ve 37°C inkiibasyona birakildi. Her 30 dakikada bir
600 nm’de optik dansite (OD) kontrol edildi. Ardindan yaklasik 3 saat sonra absorbans
yaklasik olarak 0.7 oldugunda erlen inkiibatérden alindi ve 5000 rpm’de, +4°C’de, 10
dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi, pellet {izerine FSB (dondurulmusg saklama
tamponu) ¢ozeltisinden 50.0 mL eklenerek pellet tamamen ¢oziiniinceye kadar
vortekslenmistir. Sonra 1 saat buz banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 4000
rpm’de, +4°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklagtirilarak olusan pellet iizerine
8.0 mL soguk FSB c¢ozeltisi eklenerek vortekslemeden nazikge ¢ozdiiriilmiistiir. Pelletin
tamami1 ¢Ozlindiikten sonra tizerine 560.0 uL. DMSO eklenerek yaklagik 2-3 saat buza
gomiilii sekilde inkiibe edilmistir. Islemler sonucunda transformasyon igin hazir olan

bakteriler kiiciik ependorf tliplere alinarak -80°C’de stoklanmustir.

Transformasyona hazir hale getirilmis buz banyosu i¢indeki kompetent bakteri kiiltiiriinden
200 pL alinarak ependorf tiiplerine pipetleme yapilmustir. Uzerine 2-3 pL plasmid DNA
eklenerek hassas bir sekilde karistirilip 1 saat buz banyosunda inkiibe edilmistir. Ardindan
42°C’de 2 dakika 1siya maruz birakilip, tekrar buza gomiilerek 5 dakika inkiibasyon
yapilmustir. Daha sonra hiicreler antibiyotikli LB agarli petriye yayma yontemi ile ekildi ve
37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi ve plazmit DNA’lar saflastirilmistir (Hao vd. 2020).

GDH enzim gen dizisini tastyan plazmidin ¢ok sayida kopyasi elde edildikten sonra ayni
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islem ekspresyon/iiretim agamasi i¢in E. coli BL21(DE3) pLysE bakteri susuna transforme

edilmisgtir.
3.2.1.3. GDH Enziminin Ekspresyonu

Transformasyon islemi tamamlandiktan sonra koloni olugumu goriilen BL21(DE3) pLysE
kiiltiiriinden bir koloni alindi; igerisinde antibiyotik bulunan 4.0 mL lik steril LB bulunan
tiiplerine ekim yapildi. Sonra 37°C’de , 250 rpm’de de bir gece inkiibaysona birakilmistir.
Ardindan 600 mL besi yeri igeren 2L’lik antibiyotikli erlenlerde inokiile edilen kiiltiirler,
37°C, 240 rpm’de inkiibasyona birakilmigtir. Sonrasinda belirli araliklarla kiiltiirden
ornekler alinarak 600 nm’de spektrofotometrik dl¢timler yapildi, OD degeri yaklasik 0.5-0.7
ye geldiginde erlenlerindeki kiiltiir ortamina 1M IPTG ilavesi ile BL21(DE) pLysE E. coli
hiicreleri indiiklenmistir. Kiiltiirler ayni1 kosullarda 3-4 saat tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra 250.0 mL’lik tiiplerinde +4 °C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonucu
elde edilen peleteki E. coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri saflastirma islemlerinde kullanilmak
iizere -20 °C’de saklanmistir (Ibrahim vd., 2018). Daha sonra farkli kiiltiir kosullarinin
(sicaklik, IPTG konsantrasyonu, indiiksiyon zaman1 ve O.D degerleri) hedef proteinin
ekspresyonu tizerine etkileri incelenmistir. Bu kiiltiir kosullarinda elde edilen sonuglara gore

biyoreaktorde iiretime gecilmistir.

3.2.1.4. GDH Enziminin Biyoreaktérde Uretimi

Daha once transformasyonu yapilan bakteri kiiltiirleri, icerisinde kanamisin (50 pg/mL)
bulunan LB agar petrilere yayma ekim yapilarak 37°C’de gece boyunca inkiibasyona
birakilmig ve inkiibasyonun ardindan petriden tek koloni alinarak 4 mL LB Broth besiyerine
ekimi yapilarak 37°C’de ve 240 rpm'de inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi ortaminda
biiyiitiilen kiiltiirden 3 mL alinarak, iz elementlerin yaninda temel besi yeri olarak 30 g yeast
ekstrakt, 30 g pepton ve 30 gr NaCl igeren biyoreaktdr tankinda (3 L) yaklasik 3 saat inokiile
edilmistir. Biyoreaktorde iiretime yonelik sicaklik 32°C, karigtirma hizi: 300 rpm min™,
pH:7.0, pO2: % 40, ve oksijen akisi: 1.00 L min™' ¢calisma kosullar1 sabit tutularak ¢alisma
gerceklestirilmistir. Hiicre konsantrasyonun optik dansitesi spektrofotometrik olarak 600
nm’de &lgiilerek takip edilmistir. Oliim fazina gecis oncesi, O.D: 3.26 degerindeyken

hiicreler hasat edilmistir. Ardindan hiicreler saflastirma islemlerinde kullanilmak {izere

santrifiij edilerek toplanarak -20°C’de saklanmuigtir.
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3.2.1.5. Enzimin His-tag Afinite Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Uretim sonucu elde edilen, -20 °C’de bulunan indiiklenmis haldeki E. coli bakteri pelleti
buza gomiilii halde bekletilmistir. Pelleti siispanse hale getirmek tizerine10.0 mL 100 mM
Tris/HCI (pH = 7.5) tamponundan eklenerek siispanse haline getirilmistir. Siispansiyona
100.0 uL 100 mM benzamidinden eklenip vortekslendikten sonra tekrar tizerine 100.0 pL
100 mM PMSF’den eklenerek buz iizerinde bekletilmistir E. coli BL21(DE3) pLysE
siispansiyonu buza goémiilii halde 6 mm ucu olan sonikatdr yardimiyla 1 saat pargalama
islemi gergeklestirilmistir. Parcalanmayan bakterileri ayirmak amaciyla ve 6000 rpm’de ve
+4 °C’de 10 dakika santrifiij yapilmigtir. Siipernatant temiz bir bir tiipe alinmistir. Pellet
iizerine 10.0 mL Tris/HCl (pH = 7.5) tamponundan eklenerek onceki islemler tekrar
edilmigtir. Bu sekilde devam eden islemlerin ardindan pargalanan bakterleri iceren
stipernatantlar birlestirilmistir. Bu islemleri takiben siipernatant +4°C’de, 30 000 rpm’de 1
saat santrifiij yapild1 ve istenmeyen materyaller ¢oktiiriilerek kromotagrafi uygulanacak

kisimdan ayristirilmigtir.

Saflagtirmanin gergeklestirilecegi polikarbonat kolona “QiagenNi-NTA agaroz Protein
Purification Resin” regineden iiretim hacmine gore konulduktan sonra, kolon 50 mL
Tris/HC1 (100 mM, pH = 7.5) tamponuyla yikanmistir. Santriflij sonrasinda elde edilen
stipernatant kolona tatbik edildi ve kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplanmistir. Protein
yiiklenmis kolon 50 mL Tris/HCl (100 mM, pH = 7.5) tamponuyla yikanmistir. Ardindan
kolon 50 mL 25 mM imidazol igeren Tris/HCI1 (100 mM, pH = 7.5) tamponuyla yikanarak
kolonda tutunmus histidince zengin diger proteinlerden yrigtirilmistir. Daha sonra 300 mM
imidazol igeren, Tris/HCI (100 mM Tris/HCI pH = 7.5) tamponuyla kolona tutunmus olan
protein 1’er mL’lik fraksiyonlar halinde 5.0 mL ile eliie edildi ve biitiin fraksiyonlar
toplanarak +4°C’de saklanmistir. Kolondan eliie edilen her fraksiyondan alinan numuneler

SDS-PAGE’de analiz edilmistir (Hao vd., 2020; Ibrahim vd., 2018).
3.2.1.6. UV-Spektrofotometre, SDS-PAGE Analizi

Saflastirilan proteinler ilk olarak UV spektrofotometrede A280’de konsantrasyonu
belirlenmistir. SDS-PAGE %]15’lik poliakrilamitte Laemmli metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Laemmli 1970). Toplanan her fraksiyondan ve yikama sonrasi elde

edilen ¢ozeltilerden alinan 100 pl’lik numuneler 100 pl Commasie Brillant Blue-R250
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mavisi iceren jel ylikleme tamponuyla karistirilip, 100°C’de 2 dakika denatiire edilerek
onceden hazirlanan SDS-PAGE jelinin kuyucuklarma 10’ar pl yiiklenir. Proteinler
yiiklendikten sonra boya ayirma jelinden uzaklagincaya kadar 100 mA’de yiiriitiiliir.
Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra st jel atilir ve ayirma jeli Coomassie brilliant blue
R-250 igeren jel boyama soliisyonu (staining) eklenir. Yavas sekilde ¢alkalanarak 10- 15 dk
bekletilir. Boyanan jelden boya uzaklastirma ¢ozeltisi (destaining) ile uzaklastirildiktan

sonra olusan bantlar goriintiilenir.
3.2.1.7. Saflastirllan GDH Enziminin Aktivite Ol¢iimii

GDH enziminin aktivitesi, Glucose Dehydrogenase Assay Kit (Colorimetric) (ab102532)
isimli abcam markali kit kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 82 pul GDH assay
buffer, 10 pl glukoz, 8 ul developer ve 2 ul GDH enzim ilavesi ile olusturulmustur. 37°C’de
30 saniye araliklarla yaklasik 20 dk boyunca substratin enzimatik katalizi ile NAD (P)’nin
indirgenmesi sonucu meydana gelen NAD(P)H’1n 450 nm’de verdigi absorbanstaki artis
mikro plaka okuyucuda olgiilerek belirlenmistir. Ardindan enzimin farkli sicakliklarda (4,
15, 25, 40, 60 ve 80°C), farkl1 substrat konsantrasyonlarinda (50, 100, 200, 400, 800, 1600,
2000 mM), farkli pH (4.0, 6.0, 7.0, 8.8, 11.0) araliginda ve farkli substratlara kars1 aktivitesi

test edilmistir.
3.2.1.8. GDH Enziminin Liyofilize Hale Getirilmesi

Rekombinant iiretim sonucu sivi olarak elde edilen protein 6rnegi ilk olarak 1 gece -20 °C’de
ardindan 12 saat -80 °C’de dondurulmustur. Ardindan donmus enzim 6rnegi liyofilizator

cihazina yerlestirilerek 2 giin boyunca dondurarak kurutma iglemi uygulanmaigtir.
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3.2.2. Grafen Oksit ve Tiirevlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
3.2.2.1. Grafen Oksit Sentezi (GO)

Grafen oksit Hummers methoduna gore hazirlanmistir (Hummers ve Offeman 1958). Bu
yontemde 1.0 g dogal grafit, 50.0 mL siilfirik asit (H2SO4) ve 1.0 g sodyum nitrat (NaNO3)
500 mL’lik bir siseye alinarak yarim saat karigtirllmigtir. Daha sonra bu karisim sicakligi
3.0°C’de tutulan su banyosuna alinarak sabit karigtirma hizinda (600 devir/dakika) 6.0 g
potasyum permanganat (KMnQOs) yavas yavas ilave edilerek yarim saat daha karistirtlmistir.
Bu ¢ozelti 35.0 °C’de 3 saat karigtirildi, bu siirenin sonunda 3.0 °C’de tutulan su banyosuna
alinan ¢ozeltiye damla damla 50.0 mL su ilave edildi. Ilave edildikten sonra oda sicakligina
alinacak c¢ozelti oda sicakliginda yarim saat karistirilarak sirastyla 100 mL su ve 8.0 mL
Hidrojen peroksit (H2O2) damla damla ilave edilmistir. Bulamag seklini alacak karigimda
renk koyu kahverengiden sariya dogru degismistir, renk degisimi grafitin azaldigini
gostermistir. Nihai ¢ozelti siizlilerek kat1 kisim uzaklastirildi ve bol su ile yikanmistir. Daha
sonra kat1 kisim 10! Torr vakum altinda 80 “C’deki vakumlu firinda kurutulmustur. Ortaya
cikan GO tozu, x-1s1n1 kirinimi (XRD), Fourier doniisiimii kizilotesi spektrometrisi (FTIR)

ile karakterize edilmistir (Bulut vd., 2023).
3.2.2.2. indirgenmis GO Sentezi (rGO)

GO kolloidleri, 133 ml etilen glikol (EG) icinde dagitilarak hazirlanir. rGO karistirilirken
hidrat hekzahidrat (N,H4) damlatilmistir. Indirgeme islemi, numuneyi 20 dakika
mikrodalgaya sokarak tamamlanmigtir. Ardindan numune siiziilerek ve deiyonize su ve
alkol ile yikanip ardindan 12 saat boyunca kurumasi saglanmistir. Ortaya ¢ikan rGO tozu,

X-151n1 kirnimi (XRD) ve Fourier doniisiimii kizilotesi spektrometrisi (FTIR) ile karakterize

edilmistir (Husnah vd., 2017).
3.2.2.3. GO-Pt Sentezi

Klasik emdirme-indirgeme yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 22.38 mg potasyum
tetrakloro platinat (IT) (K2PtCl4), 200 mg grafen oksit ve 10.0 ml distile su 25.0 ml’lik behere
alinarak sabit karigtirma hizinda (600 devir/dakika) 2 saat karigtirllmigtir. Ardindan 33.96
mg sodyum borhidriir (NaBH4) iizerine yaklagik 1ml distile su ile ¢ozdiiriilerek karismakta

olan karisima damla damla eklendi. Ekleme sonrasi oda sicakliinda sabit karigtirma hizinda
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yarim saat karistirilarak 30 dk indirgeme reaksiyonu gergeklesti. Ortaya ¢ikan karisim g¢ift
katli Whatman (No.4) kagidi kullanilarak 3 defa H>O/EtOH karisimu ile iyice yikandi ve
son olarak kat1 kissm 10°! Torr vakum altinda 80°C’deki vakumlu firinda kurutulmustur.
Sentezlenen GO-Pt nanomateryalinin, FTIR ve XRD kullanilarak yapis1 karakterize

edilmisgtir.
3.2.2.4. GO- FeCls'iin Sentezi

Klasik emdirme-indirgeme yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 101.82 mg demir (III)
hekzahidrat (FeCl; 6H20), 400.0 mg grafen oksit ve 20 ml distile su 50.0 ml’lik behere
alinarak sabit karistirma hizinda (600 devir/dakika) 2 saat karistiritlmistir. Ardindan 237.32
mg NaBH; iizerine yaklasik 2.0 ml distile su ile ¢ozdiiriilerek karismakta olan karigima
damla damla eklendi. Ekleme sonrasi oda sicakliginda sabit karistirma hizinda yarim saat
karistirllarak 30 dk indirgeme reaksiyonu gerceklesti. Ortaya c¢ikan karisim ¢ift kath
Whatman (No.4) kagidi kullanilarak 3 defa H,O/EtOH karisimu ile iyice yikandi ve son
olarak kati kistm 10" Torr vakum altinda 80°C’deki vakumlu firinda kurutulmustur.
Sentezlenen GO-FeClz nanomateryalinin FTIR ve XRD kullanilarak yapis1 karakterize

edilmisgtir.
3.2.2.5. GO- FeCls/L-His Sentezi

GO-FeCls sentezi sonucu ortaya ¢ikan iirline, ayn1 oranda disiklohekzilkarbodiimid (DCC)
ilave edilip 10.0 ml distile suda ¢ozdiiriildii, karisim oda sicakliginda 30 dakika
karistirilmistir. Bir beherde bulunan 80.0 mL distile suya 80.0 mg L-Histidin ilave edildi ve
cozeltinin pH’s1 8.0’e ayarlanarak hazirlanan ¢ozeltiye ilave edilmistir. Elde edilen karigima
oda sicakliginda 1 saat sonikasyon uygulanmistir. Ortaya ¢ikan nanokompozit
santrifiijlenmistir, HoO/EtOH karisim ile iyice yikandi ve son olarak 60°C’de vakumlu
firmda kurutulmustur. Sentez yapildiktan sonra elde edilen nanokompozitin gerekli
karekterizasyonu i¢in GO- FeCls ve L-Histidin arasindaki etkilesim FT-IR spektrumlar ile
dogrulanmistir (Akkoyun, 2019). Ayrica GO-FeCls/L-His’nin yapisi, FTIR ve XRD

kullanilarak karakterize edilmistir.
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3.2.2.6. GO-Ni Sentezi

Klasik emdirme-indirgeme yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 42.59 mg nikel(II)klorit
(NiClz), 200.0 mg grafen oksit ve 10.0 ml distile su 25.0 ml’lik behere alinarak sabit
karistirma hizinda (600 devir/dakika) 2 saat karistirilmistir. Ardindan 112.74 mg NaBH4
iizerine yaklasik 1.0 ml distile su ile ¢ozdiiriilerek karigmakta olan karigima damla damla
eklendi. Ekleme sonrasi oda sicakliginda sabit karistirma hizinda yarim saat karigtirtlarak 30
dk indirgeme reaksiyonu gerceklesti. Ortaya ¢ikan karisim ¢ift katlh Whatman (No.4) kagidi
kullanilarak 3 defa H,O/EtOH karigimu ile iyice yikandi ve son olarak kati kisim 10! Torr
vakum altinda 80°C’deki vakumlu firinda kurutulmustur. Sentezlenen GO-Ni

nanomateryalinin, FTIR ve XRD kullanilarak yapis1 karakterize edilmistir.
3.2.2.7. Sentezlenen Nanoyapilarin Karakterizasyonu

Elde edilen grafen oksit bilesikleri, GO, rGO, GO-FeCl;; GO-Pt, GO-Ni, GO- FeCls.
Histidin, yapilarinin yapisal karakterizasyonlar: g¢esitli spektroskopik yontemlerle XRD ve
FTIR yapilmistir. Hizmet alim1 yontemiyle yapilarak analizlerde, kisaca XRD analizlerinde

bilesiklerin yapilarinin belirlenmesi; FTIR da fonksiyonel gruplarin belirlenmistir.

3.2.3. Glukoz Dehidrogenazin GO, rGO, GO-Fe, GO-Pt, GO-Ni, GO- Fe-Histidin ile
Etkilesimi

10.0 mg manyetik nanokompozit (GO, rGO,GO-Fe, GO-Pt, GO-Ni, GO-Fe-Histidin), 1.0
mL PBS (0.1 M, pH 7.0) i¢inde dagitildi, ardindan 20.0 pL %25 (v/v) gluteraldehit ¢cozeltisi
ilave edilerek oda sicakliginda 10 saat boyunca yiizey fonksiyonel gruplar1 aktive edilmistir.
Elde edilen nanokompozitler 0.1 M NaCl i¢ceren PBS (0.1 M, pH 7.0) ile 3 kez yikanir. Daha
sonra immobilizasyon i¢in 10.0 mg manyetik nanokompozitler 4 mg/mL GDH ¢dzeltisine
ilave edildi ve oda sicakliginda 12 saat karistirilmisir. Hareketsizlestirilmis GDH,
santrifiijleme yoluyla toplanir ve 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile yikanmigstir.
Hareketsizlestirme verimi, SDS-PAGE y&ntemiyle yapilmistir. Ornekler SDS-Sample
Buffer ile boyanarak jelde yiiriitiildii. Orneklerin jelde olusturdugu bantlara gére enzimin

maddelere tutunma orani 6l¢iilmiistiir (Wang vd., 2021).
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3.2.4. Farkli Nanoyapilarin GDH Enziminin Aktivitesine Etkilerinin Incelenmesi

Rekombinant olarak iiretimi yapilan enzimin farkli nanoyapilarla etkilesimi sonucu
aktiviteler test edilmistir. GDH aktivitesi, Glucose Dehydrogenase Assay Kit (Colorimetric)
(ab102532) isimli abcam markal1 kit kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 82 pl
GDH assay buffer, 10 pl Glukoz , 8 pl developer , 2 ul GDH enzimi ve 2.5 pl nanoyapi (1
mg/ml) ilavesi ile olusturularak 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan 37°C’de 30
saniye araliklarla yaklasik 20 dk boyunca substratin enzimatik katalizi ile NAD(P)’nin
indirgenmesi sonucu meydana gelen NAD(P)H’1n 450 nm’de verdigi absorbanstaki artis

mikroplaka okuyucuda 6lgiilerek belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez calismasinda GDH enzimi rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilerek farkli
sicakliklarda, farkli substrat konsantrasyonlarinda, farkli pH araliginda ve farkli substratlara
kars1 aktivitesi test edilmistir. Calismanin diger bir boliimiinde ise GDH enziminin
aktivitesini arttirmaya yoOnelik farkli nanoyapilarin etkisi incelenmistir. Yapilan

caligmalardan elde edilen tiim bulgular basliklar halinde verilmistir.
4.1. pET-28a(+)-GDH Plazmid Uretimi

Hedef GDH genini tagiyan plazmitin (pET-28a(+)-GDH) ¢ogaltilmasi i¢in kompetent hale
getirilen E. coli DH5a hiicrelerine 1s1 soku ile transfer edilmistir. Transformasyon isleminin
ardindan Sekil 4.1°de gortildigi gibi antibiyotik iceren petri kaplarinda koloniler
olusmustur. Basaril1 aktarim isleminin ardindan tek koloni segilerek sivi besi ortaminda
biiytitiilen bakteri hiicrelerinden plazmit saflastirilarak E. coli BL21(DE3) pLysE vektoriine

protein ekspresyon ¢aligmalar icin transfer edilmistir.
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Sekil 4.1: GDH plazmidi igeren E. coli kolonileri

4.2. GDH Enziminin Uretimi

Hedef geni tasiyan plazmid E. coli BL21(DE3) pLysE susuna transfer edilerek farkli kiiltiir
kosullarinda (sicaklik, IPTG konsantrasyonu, indiiksiyon zamani ve O.D degerleri) hedef
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proteinin ekspresyon diizeyi incelenmistir. Farkli kiiltlir kosullarinda biiyiitiilen E. coli’de
GDH protein ekspresyon sonuglart Sekil 4.2 verilmistir. Tablo 4.1°de farkli kiiltiir
kosullarinda elde edilen bakteriyel verim ve protein miktarlar1 6zetlenmistir. Farkli kiiltiir
kosullarinin protein ekspresyonu etkiledigi gorilmiistiir. Daha sonra farkli kiiltiir
kosullarinda iiretilen 6rneklerden elde edilen proteinler His-tag afinite kromatografisi ile
saflagtiritlip liyofilize edildikten sonra tekrar SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 4.3).
SDS-PAGE sonuglari ile Tablo 4.1 birlikte degerlendirildiginde 32°C iiretim sicakliginin
daha uygun oldugu anlagilmigtir. Yapilan analizlerde enzimin yiiksek ekspresyona sahip

oldugu goriilmektedir.

tien & beagam B

-

Protein ladder, 5-245 kDa

Sekil 4.2: Farkli ekspresyon kosullarinda GDH proteinin ekspresyonuna iliskin SDS-PAGE goriintiisii
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Tablo 4.1. DOE yaklasimu ile farkli kiiltiir kosullarinda kiigiik 6lgekli tiretim sonuglart

Factor 1: | Factor2: | Factor 3: .Fastm: 4: Respons'e 1: Protein Protein
Sira No Sicaklk | OD600 nm | IPTG mM Il.l.duk.s1yon Bak'terlyel Konsantrasyonu- | Konsantrasyonu-
siiresi-saat verim-mg ug (Bradford) pg (NanoDrop)

1 37°C 0.2 0.6 3 459 11.838 71.06
2 37°C 0.5 1 3 601 13.660 72.67
3 37°C 0.5 0.6 5 405 1.156 16.67
4 37°C 0.5 0.6 1 341 2.217 36.72
5 37°C 0.5 0.2 3 336 32.825 132.78
6 37°C 0.8 0.6 3 600 24.323 114.11
7 32°C 0.2 1 3 462 33.198 120.33
8 32°C 0.2 0.6 1 341 3.717 11.33
9 32°C 0.2 0.6 5 789 41.44 172.78
10 32°C 0.2 0.2 3 487 28.969 123.17
11 32°C 0.8 1 3 464 44.192 179.00
12 32°C 0.8 0.6 1 444 13.825 105.67
13 32°C 0.8 0.6 3 341 45.002 197.89
14 32°C 0.8 0.2 3 643 38.415 149.28
15 32°C 0.5 1 1 535 10.388 73.61
16 32°C 0.5 1 5 615 43.894 188.61
17 32°C 0.5 0.6 3 786 31.519 137.83
18 32°C 0.5 0.6 3 622 46.3 198.17
19 32°C 0.5 0.6 3 505 20.256 115.94
20 32°C 0.5 0.6 3 647 22.694 94.17
21 32°C 0.5 0.6 3 627 50.094 151.22
22 32°C 0.5 0.2 1 468 58.74 51.83
23 32°C 0.5 0.2 5 774 59.525 220.72
24 27°C 0.2 0.6 3 319 63.677 52.39
25 27°C 0.5 1 3 600 25.754 146.00
26 27°C 0.5 0.6 1 436 54.944 85.61
27 27°C 0.5 0.6 5 548 46.369 213.83
28 27°C 0.5 0.2 3 580 37.348 136.83
29 27°C 0.8 0.6 3 587 40.098 145.56
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Sekil 4.3: Liyofilize edilen proteinlere iligkin SDS-PAGE goriintiileri

Hedef proteinin farkli kosullarda iiretiminin ardindan biyoreaktorde iiretimine gegilmistir.
Saflastirma sonrasi elde edilen eliisyonlarda (E9 ve E10) GDH enziminin oldukca yiiksek
miktarda ekspre oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4). Liyofilizasyon sonrast SDS-PAGE analizi
Sekil 4.3’de verilmistir. Rekombinant iiretim sonrasi tek bir bant elde edilmesi GDH yiiksek
saflikta oldugunu ve bant kalinlig1 ise proteinin veriminin iyi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Liyofilize GDH ve ticari GDH enzimleri SDS-PAGE analizi ile karsilastirildiginda liyofilize
GDH enziminin bant kalinliginin ticariye gore daha kalin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4: Biyoreaktorde iiretimi yapilan GDH proteinin SDS-PAGE goriintiisii

Sekil 4.5: Biyoreaktor iiretimi sonrasi liyofilize edilen GDH ve ticari enzim SDS-PAGE analiz

4.3. GDH Enzim Aktivite Tayini

GDH enzim aktivitesi kit (BioVision) prosediiriinde belirtildigi sekilde farkli NADH

konsantrasyonlarindaki kalibrasyon grafiginden (Sekil 4.6) elde edilen denklem iizerinden
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GDH aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.7). Bir enzim tinitesi 1

dk boyunca 37°C ve pH=8.8’de 1.0 umol NADH iireten enzim miktar1 olarak ifade

edilmektedir (C: Standart egriden gelen NADH miktar;, T: Inkiibasyon zamani, V:

kuyucuklara eklenen enzim miktari, mL). Rekombinant iiretimi yapilan GDH enzimin

aktivitesi 2917.17 U/mL, spesifik aktivitesi ise 1.46 kU/mg protein olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.6: Enzim tinitesi belirlenmesinde kullanilan NADH kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.7: GDH enzim aktivite 6l¢iimiine iliskin spektrofotometrik 6l¢iim sonucu
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GDH kolorimetrik aktivite test kitinde (BioVision) 2 M olarak onerilen glukoz (substrat)
konsantrasyonundaki aktivite %100 kabul edilerek seyreltmeler sonucu elde edilen farkli
glukoz dozlarindaki aktivite sonuglar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. Uretimi yapilan GDH
enzimin farkli sekerlere (glukoz, laktoz ve siikroz) karsi aktiviteleri test edilmistir. GDH
enziminin glukoz dis1 sekerlere karsi (laktoz ve siikroz) aktivite sergilemedigi goriilmektedir
(Sekil 4.9). Bu durum enzimin sz konusu disakkarit sekerlere gore glukoza spesifikliginin
oldukea yiiksek oldugunu gostermektedir. Rekombinant {iretimi yapilan GDH enzimin farkli
tampon pH’larinda aktiviteleri de incelenmistir. Enzimin bazik ortamda daha yiiksek aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.8: Farkl1 glukoz konsantrasyonlarinda yilizde enzim aktivitesi
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Sekil 4.9: Farkli substratlara kars1 GDH aktivitesi
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Sekil 4.10: Farkl1 ¢ozelti tampon pH’larinda GDH aktivitesi

GDH enziminin farkli sicakliklardaki aktiviteleri incelenmistir. Enzimin 37.5°C’de daha
yliksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger diisiik ve yiiksek sicakliklarda enzim

aktivitesinde azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Farkli sicakliklara karst GDH aktivitesi
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Tekstil sektoriinde yogun olarak kullanilan indigo boyasinin giderilmesine yonelik P450
BM3 ve glukoz dehidrojenazin rekombinant {iretimine yonelik pET28a vektorii ve E. coli
BL21(DE3) straini kullanilarak yapilan c¢alismada NADPH bagimli GDH enzim
aktivitesinin 0.045 U/mg protein oldugu belirtilmistir. S6z konusu ¢aligmanin SDS-PAGE
gorlintiisii incelendiginde kendi ¢aligmamizda elde edilen enzimin saflik durumunun ¢ok
daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir (Lu ve Mei, 2007). Asetik asitten baglayarak
seskiterpenlerin in vitro biyosentezi yonelik caligmada NADPH+H iiretici olarak GDH

enzimin ekspre edildigi calismada enzim safliginin oldukga yiiksek oldugu goriilmekle
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birlikte enzimin aktivitesine yonelik bir sonu¢ belirtilmemistir (Dirkmann, vd., 2018).
Glomerella cingulata’dan elde edilen FAD bagimli GDH geninin E. coli’de ekspresyonu
sonucu en yliksek GDH aktivitesini 10 U L™ oldugu ve inkliizyon cisimlerinin olustugu
belirtilmistir (Sygmund vd., 2011). Bacillus megaterium’dan elde edilen GDH geninin
pQE30 ekspresyon vektoriine aktarilarak farkli E. coli suslarina transformasyonu sonucu en
yiiksek E. coli M15 susunda 4.55 U/mg protein olarak agiklanmistir (Xu vd., 2007). 1-(2,6-
dichloro-3- fluorophenyl) acetophenone’nu indirgenmesine yonelik alkol dehidrogenaz ve
glukoz dehidrogenaz enzimlerinin birlikte ekspresyonuna yonelik yapilan ¢alismanin SDS-
PAGE sonuglar karsilagtirildiginda bu proje ¢alismasinda elde edilen saflik degerinin ¢ok
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Hu vd., 2017). Kofaktér geri doniisiimiiyle alisiklik
hidroksilasyonu i¢in P450pyrTM monooksijenaz ve glukoz dehidrogenazi eksprese eden
rekombinant E. coli (BL21(DE3)) hiicrelerinde en yiiksek GDH aktivitesi 106 U g™ protein
olarak ifade edilmistir. S6z konusu calismanin SDS-PAGE goriintiisii incelendiginde ise
saflik derecesinin oldukea diisiik oldugu goriilmiistiir (Pham vd., 2013). GDH’1n ekspresyon
seviyesini artirmaya yonelik Escherichia coli’ ye Bacillus subtilis glukoz dehidrojenaz
genini igeren plazmid (prL7) aktarilmistir. Ardindan hiicre ekstraktina ¢oktiirme, iyon
degisim kromatografisi ve triazin boya kromatografisi islemleri uygulanarak 375 U/mg
spesifik aktiviteye kadar saflagtirtlmistir. Enzim, SDS-PAGE aralizi sonucu jelde homojen
olarak goriilmiistiir. Bu ¢alismanin aktivite sonucu incelendiginde ¢alismamizda elde edilen
enzimin aktivite agisindan iistiin oldugu goriilmiistiir (Hilt vd., 1991). Daha 6nce yapilan
caligmalar irdelendiginde farkli amaclara yonelik GDH enzimi farkli ekspresyon vektorii,
farkl1 gen kaynaklar1 ve farkli bakteri suslarinda tretildigi goriilmektedir. Bu ¢aligmada
rekombinant iiretimi gergeklestirilen GDH enziminin belirtilen ¢calismalardan daha yiiksek
aktivite ve safliga sahip oldugu anlagilmistir. Bu durum kullanilan ekspresyon vektorii (pET-
28a(+)-GDH), bakteri susu (E. coli BL21(DE3)), kiiltiir kosullarinin optimizasyonu,

saflagtirma ve aktivite test kosullar1 ile baglantili olabilir.
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4.4. Grafen Oksit Nanoyapilarin Sentezi, Karakterizasyonu ve GDH Enzimi ile

Etkilesimi
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Sekil 4.12: (a) GO ve GO+GDH’1n FTIR spekturumlari. (b) GO, GDH ve GO+GDH’in XRD goériintiileri

Grafen oksit ve glukoz dehidrogenaz ile immobilize edilmis grafen oksit nanoyapilarin FTIR
spektrumlari sekil 4.12 (a)’da verilmistir. 2000 cm™! civarindaki tepe grafen oksitin karbon
oksijen titresimine karsilik gelir. 1200 ¢cm™ civarindaki piklerde grafen oksite enzimin
immobilize oldugu goriilmektedir (Wang vd., 2015). Sekil 4.12 (b)’de GO, GDH ve
GO+GDH’mm XRD goriintiisii bulunmaktadir. Grafikte grafen oksitin 12 derecede pik
verdigi goriilmektedir. GO iizerine GDH enzimi immobilizasyonu yapildiktan sonra GO’ya
ait pik siddetinde diisiis gozlemlenmektedir. Bunun nedeni GDH enziminin yiiksek kristal

yaptya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Yasin vd., 2018).
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Sekil 4.13: (a) rGO ve rGO+GDH’mn FTIR spekturumlart. (b) rGO, GDH ve rtGO+GDH’in XRD goriintiileri.



Indirgenmis grafen oksit ve glukoz dehidrogenaz ile immobilize edilmis grafen oksit
nanoyapilarin FTIR spektrumlari sekil 4.13 (a)’da verilmistir. 600 cm™ yakininda grafen
oksitin keskin pik verdigi goriilmektedir. Yapiya enzim immonilize edildikten sonra pik
siddetinde baskilanma meydana gelmistir. Bu durum enzimin yapiya immobilize oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.13 (b)’de rGO, GDH ve rGO+GDH’in XRD grafigi verilmistir. 25
derecede rGO’nun piki goriilmektedir (Popov vd., 2021).Grafik incelendiginde rGO’ya
enzim baglandiktan sonra 25 derecede bulunan pikte diisiis gozlemlenmektedir. Bunun

sebebi GDH enziminin kristal yapisindan kaynakli baski olusturdugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.14: (a) GO-Fe ve GO-Fe+GDH’in FTIR spekturumlari. (b) GO-Fe, GDH ve GO-Fe+GDH’in XRD
goriintileri.

Grafen oksit’in FeCls demir tuzu ile indirgenmesiyle ortaya ¢ikan GO-Fe ve glukoz
dehidrogenaz ile immobilize edilmis grafen oksit tabanli nanoyapilarin FTIR spektrumlari
sekil 4.14 (a)’da verilmistir. 1000 cm™!' civarindaki tepe grafen oksitin karbon oksijen
titresimine karsilik gelir (Wang vd., 2015). Bu durum grafen nanaoyapiya enzimin
immobilize oldugu goriilmektedir. Sekil 4.14 (b)’de GO-Fe, GDH ve GO-Fe+GDH’in XRD
goriintiisii bulunmaktadir. Grafikte grafen oksitin 12, 20 ve 25 derecede pik verdigi
goriilmektedir. GO-Fe iizerine GDH enzimi immobilizasyonu yapildiktan sonra GO’ya ait
pik siddetinde diisiis gézlemlenmektedir. Bunun nedeni GDH enziminin yliksek kristal
yaptya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Yasin vd., 2018).
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Sekil 4.15: (a) GO-Pt ve GO-Pt+GDH’1n FTIR spekturumlari. (b) GO-Pt, GDH ve GO-Pt+GDH’in XRD
goriintileri.

Grafen oksit’in potasyum tetrakloro platinate (II) tuzu ile indirgenmesiyle olusan GO-Pt ve
glukoz dehidrogenaz ile immobilize edilmis grafen oksit nanoyapilarin FTIR spektrumlari
sekil 4.15 (a)’da verilmistir. 1200 ¢cm™!' civarindaki tepe grafen oksitin karbon oksijen
titresimine karsilik gelir (Wang vd., 2015). Bu pikten hareketle grafen oksite enzimin
immobilize oldugu goriilmektedir. Sekil 4.15 (b)’de GO, GDH, GO-GDH, GO-Pt+GDH ve
GO-Pt+GDH’in XRD goriintiisii bulunmaktadir. Grafikte grafen oksitin 12 derecede pik
verdigi goriilmektedir. GO-Pt ve GO-Pt+GDH karsilastirildiginda GO-Pt’de pik
gozlemlenemezken GO-Pt+GDH yapisinda 32 ve 46 derecede pik goriilmektedir. Pikler
GDH grafigi ile karsilastirildiginda piklerin GDH enzimine bagli oldugu goriilmektedir.

Bunun nedeni GDH enziminin yiiksek kristal yapiya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.16: (a) GO-Ni ve GO-Ni+GDH’1n FTIR spekturumlari. (b) GO-Ni, GDH ve GO-Ni+GDH’in XRD

goriintiileri.

GO-Ni ve GO-Ni+GDH’m FTIR spekturumlar1 4.16 (a)’da verilmistir. 1200 cm’!
civarindaki tepe grafen oksitin karbon oksijen titresimine karsilik gelir. Bu durum grafen
nanaoyapiya enzimin immobilize oldugu goriilmektedir. Sekil 4.16 (b)’de GO, GO-Ni,
GDH, GO-GDH ve GO-Ni+GDH’m XRD goriintiisii bulunmaktadir. Grafikte grafen oksitin
12 ve 20 derecede pik verdigi goriilmektedir (Wang vd., 2015). GO-Ni ve GO-Ni+GDH
karsilastirildiginda GO-Ni’ de pik gozlemlenemezken GO-Ni+GDH yapisinda 32, 46
derecede pik goriilmektedir. Pikler GDH Grafigi ile karsilastirildiginda piklerin GDH

enzimine bagl oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni GDH enziminin yiiksek kristal yapiya
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sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Yasin vd., 2018).
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Sekil 4.17: (a) GO-Fe-Histidin ve GO-Fe-HistidintGDH’1n FTIR spekturumlari. (b) GO-Fe-Histidin, GDH

ve GO-Fe-HistidintGDH’1n XRD goriintiileri.
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Grafen oksit’in GO-FeCls tuzu ile indirgenmesiyle ortaya ¢ikan GO-Fe yapisina histidin
eklenerek GO-Fe-His yapisi olusturulmustur. Ortaya ¢ikan nanopyapi glukoz dehidrogenaz
ile immobilize edilmis grafen oksit tabanli nanoyapilarin FTIR spektrumlari sekil 4.17 (a)’da
verilmistir. 1200 cm™! civarindaki tepe grafen oksitin karbon oksijen titresimine karsilik
gelir. Bu durum grafen nanaoyapiya enzimin immobilize oldugu goriilmektedir. Sekil 4.17
(b)’ de GO, GDH, GO+GDH, GO-Fe, GO-Fe-GDH, GO-Fe-Histidin, GO-Fe+GDH, GO-
Fe-HistidintGDH’mn XRD goriintiileri bulunmaktadir. GO-Fe-Histidin ve GO-Fe-
Histidin+GDH karsilastirildiginda, GO-Fe-Histidin histidinden kaynakli 75 ve 57 derecede
pik verdigi goriilmektedir. Yapiya enzim immobilizasyonu uygulandiktan sonra histidin
pikinin baskilandig1 goriilmektedir. Bu baskilamanin enzimin kristal yapisindan

kayanaklandig1 6ngoriilmektedir.

Sekil 4.18: GDH enziminin nanoyapilara immobilizasyonu SDS-PAGE goriintiisii GO + GDH, GO, rGO +
GDH, rGO, marker, GO-Fe + GDH, GO-Fe.

Sekil 4.19: GDH enziminin nanoyapilara immobilizasyonu SDS-PAGE goriintiisii GO-Pt + GDH, GO-Pt,
marker, GO-Ni+GDH, GO-Ni, GO-Fe-Histidin+tGDH, GO-Fe-Histidin.
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Yukarida sentezi ve karakterizasyonu yapilan nanoyapilarin GDH enzimi ile
immobilizasyonunun tespitine yOnelik sadece nanoyapilar ve nanoyapitenzim seklinde
SDS-PAGE analizi ile yapilmistir (Sekil 4.18-19). Analiz sonucu sadece nanaoyapilarin
yiiklendigi jel alaninda bant goriilmezken nanopyap1 ve enzimlerin yiiklendigi alanlarda bant

goriilmiistiir. Bantlarin goriilmesi enzimin nanoyapiya baglandigini gosterir.

Nanoyapilarin rekombinant {iretimi gergeklestirilen GDH enziminin aktivitesine etkileri
incelenmistir (Sekil 4.20). Calisilan konsantrasyon oranlarinda (4:1 v/v) enzim aktiviteleri
incelendiginde tiim nanoyapilarin enzim aktivitesini azalttig1 goriilmektedir. Ayrica GO’ nun

GO tiirevli nanoyapilara gorede daha giiglii inhibisyon kabiliyeti oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.20: Farkli nanoyapilarin enzim aktivitesine etkisi

GDH'nin endiistri  ve klinikteki uygulamalarinda kullanimina yonelik GDH’1
immobilizasyonu iizerine yapilan bir ¢calismada GDH'yi hareketsiz hale getirmek igin
hiyerarsik olarak gézenekli silika destegi (MM-SBA-15) kullanilmistir, ancak 10 dongiiden
sonra yalnizca ~%10 aktivitesinin kaldig1 belirtilmistir (Solé vd., 2019). Bir bagka ¢alismada
ise GDH’1n immobilizasyonu Fe;04-Si02-GO kompozitleri ile yapilip sonra, %92'lik bir
hareketsizlestirme verimi ve %91'lik aktivite geri kazanimi elde edilmistir. 25 dongiiden
sonra immobilize GDH baslangi¢ aktivitesinin %50'si olarak kalmistir (Wang vd., 2021).
Diger bir ¢calismada ¢alismada ise, sirasiyla glukoz dehidrojenaz (GDH, EC 1.1.1.47) ve
ksiloz dehidrojenaz (XDH, EC 1.1.1.175) ile islem gormiis hus agaci likoriinde bulunan
ksiloz ve glukozdan ksilonik asit ve glukonik asidin enzimatik iiretimi yapilmistir. Enzim

immobilizasyonu i¢in altigen goézenekli gozenekli silika parcaciklart (SBA 15 silika) ve
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silika nanopartikiilleri (nanoSiO;) ve kullanilarak karsilastirma yapilmistir. Her iki
enziminde immobilizasyon sonrasi termal stabilitelerinde ve saglamliklarinda 6nemli bir
iyilesme goriilmiistiir. 1ki malzemede de alkali pH'ta ve pH 10.0 ve 60 °C'de bile
immobilizasyon matrisinde %50'nin {lizerinde aktivite sergilemistir. 45°C' de nanoSiO: ve
SBA silika tizerinde immobilize edilen GDH serbest enzimlerle karsilastirildiginda, enzimin
yarilanma oraninda 4.5 ve 7.25 kat artig goriilmiistiir (Zdarta vd., 2018). Fe3Os-kitosan
manyetik partikiiller iizerine lipazin immobilizasyonunun yapildigr bir c¢aligmada
enzim/destek oran1 4 mg’dan 24 mg/g’a yiikseldiginde immobilizasyon verimi %98'den
%75’e distligli gortilmiistiir. Ortamdaki enzim konsantrasyonunun artigiyla birlikte destek
ylizeyindeki enzim molekiillerinin rekabetini artirdigi ve bunun sonucunda destek tizerinde
istifleme etkisine yol actig1 goriilmiistiir (Wang vd., 2015). Enzim stabilitesini artirmaya
yonelik GDH enziminin Fe3;04-Si02-GO destekleyici malzemesiyle immobilizasyonu
denenmistir. Enzim/destek orani 12 mg/g oldugunda, %93'lik en yiiksek aktivite geri
kazanimi, elde edilmistir. Enzim orani artmaya devam ettiginde aktivite geri kazanimi 24
mg/g oldugunda %70'e diistiigli goriilmiistir (Wang vd., 2021). Enzim immobilizasyonu
iizerine yapilan bu iki ¢alismada enzim/destek oraninin artmasiyla immobilizasyon
veriminin azaldig1 goriilmiistiir. Baska bir calismada grafen oksit, in vitro inkiibasyon
deneylerine uygun olarak esas olarak hidrojen bagi yoluyla a-amilazin amino asit
kalintilarina (yani His305, His299 ve Asp300) baglanmistir. a-amilazin nisastayr glukoza
katalize etme yetenegi GO tarafindan baskilandigir goriilmiistiir (Liu ve Kokare 2023).
Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksitin lizozim etkilesimi incelendigi bir ¢alismada
immobilizasyon islemi sonrast hem GO hem de rGO’nun, biiyiik miktarlarda lizozim
adsorbe ettigi goriilmiistiir. Grafen oksitin, lizozim aktivitesini ciddi sekilde inhibe ettigi
goriiliirken, indirgenmis grafen oksitin enzim aktivitesi tizerinde etkisinin olmadig:
goriilmistir (Bai vd., 2017). Gegmis donemde yapilan ¢alismalar incelendiginde cesitli
amaglar dogrultusunda farkli malzemeler {izerine enzim immobilizasyonu caligmalar
yapilmistir. Destek materyallerinin bazilarinin enzim aktivitesini korudugu bazilarminda
aktiviteyi diisiirdiigii veya inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada ise GDH enziminin farkli
nanoyapilar (GO, rGO,GO-Fe GO-Pt, GO-Ni, GO-Fe-Histidin) ile etkilesimi incelenmistir.
Sonug olarak nanoyapilar ve enzimin SDS-PAGE, XRD ve FTIR analizleri sonucuna gore
birbirileriyle etkilesime girdigi goriilmiistiir. Fakat etkilesim sonrasi aktivite dl¢iildiigiinde

nanaoyapilarin calisilan konsantrasyon degerlerinde enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu
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durum yukarida bahsedilen ¢alismalardan da anlasildig1 iizere enzim/destek oraninin yiiksek
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica yukarida da belirtildigi lizere grafen oksit

nanoyapilarin enzimleri inhibe etme potansiyeli tasidig1 goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada rekombinant olarak iiretimi yapilan GDH enzimi saglik birimlerinin yogun
bakim, yatakli tedavi ve yenidogan servisleri ile diyabetli kisilerin kan glukoz diizeylerini
takip etmelerine imkan saglayan glukometre gibi cihazlarin test striptlerinde
kullanilmaktadir. Proje onerisinde belertilen hedeflere uygun olarak GDH enzimin {iretimi
basarili sekilde gerceklestirilmistir. Rekombinant olarak iiretimi yapilan GDH enzimi
liyofilize hale getirilmis ve yapilan SDS-PAGE analiz sonuglarina gore hem yiiksek diizeyde
ekspre olmus hem de yiiksek saflikta elde edilmistir. Uretimi yapilan enzim cesitli aktivite
testlerine tabii tutularak farkli substrat, pH ve glukoz konsantrasyonlarinda GDH aktivitesi
test edilmistir. Enzim aktivitesinin en Onemli parametresi olan enzim {initesi (EU)
degerlendirildiginde GDH enziminin yiiksek aktiviteye ve spesifik aktiviteye sahip oldugu
anlagilmistir. Tek seferlik, 3 litrelik biyoreaktér kosullarinda iiretim, saflagtirma ve
liyofilizasyon sonrasi elde edilen GDH enzimi ile laboratuvar kosullarinda in vitro olarak
yaklasik 50 bin reaksiyonluk c¢aligma yapilabilecek iiriin elde edilmistir. GDH enziminin
aktivitesine yonelik farkli nanoyapilarin (GO, rGO, GO-Fe, GO-Pt, GO-Ni, GO-Fe-Histidin)
etkisi incelenmistir. Nanoyapilar enzim aktivitesine inhibitor etki ettigi goriilmiistiir (Sekil

4.18).

Proje calismalar1 sonucu liretimi yapilan GDH enzimi molekiiler biyoloji agisindan yiiksek
ekspresyona oraninda sahip olmasinin yaninda, biyokimyasal yonden 6nemli olan aktivite
degerleri agisindan in vitro kosullarda yliksek saflik, aktivite ve spesifik aktiviteye (1.46
kU/mg protein) sahiptir. Rekombinant {iiretimi yapilan enzimin in vitro aktivite
caligmalarinda 2 pL enzim ilave edilerek reaksiyon baslatildiginda absorbansin 1.600 nm’in
iizerine ¢ikmasi (Sekil 4.7) enzimin glukometre cihazlarinda kullanilabilecek aktiviteye
sahip oldugu fikrini desteklemektedir. Hastane merkez laboratuvarlarinda ¢ift enzim (GOX
- HRP veya heksokinaz - glukoz 6 fosfat dehidrogenaz) yontemiyle tayin edilen glukoz
Olglimii yerine tek enzim tabanli (GDH) farkli bir teknigin kullanilabilecegini akla
getirmektedir. Fakat bunun i¢in hastane kosullarinda farkli serum ve plazma 6rneklerinde
test edilerek mevcut kan seker 6l¢iim teknigi ile karsilastirilarak konfirmasyon ve validasyon
caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzimin glukometre cihazlarina sabitlenmesine ve

aktivitesinin artirilmasina yonelik farkli nanoyapilarla veya daha genis konsantrasyon
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araliginda etkilesimi arastirilabilir. Fakat grafen oksit gibi nanomalzemelerin biyofiziksel
enzimatik 6zellikleri {izerindeki etkisine iliskin temel bilgiler hala yeterli diizeyde degildir.
Bu anlamda enzim ve nanoyapilarin etkilesimi ile ilgili yeni c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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