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OZET
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Bu tezde; apoferritin biyomolekiiliiniin ana iskelet olarak kullanilmasi ve
farkli metal atomlarinin bu proteinin bosluguna gémiilmesi yoluyla elde edilen
birden fazla yiize ve fonksiyona sahip (Janus) biyonanoyapilar sentezlenmistir. Bu
biyonanoyapilarin eldesi fotosensitif aminoasit monomerleriyle ¢apraz baglanma
yaklagimi kullanilarak (ANADOLUCA metodu) saglanmistir.

Bu calismada ilk olarak; nanoapoferritinlerin sentezi, bis (2-2’-bipiridil)
MATyr-MATyr-rutenyum (I1) fotosensitif monomeri esliginde mikroemiilsiyon
yoluyla basarilmig, ardindan nanoapoferritinlerin kafes bosluklarina indirgeme
yoluyla Pt, Fe, Mn, Cu metalleri ile Pt/Cu, Mn/Fe, Pt/Cu/Mn/Fe, Ag/Cu/Mn/Fe
metal karisim kombinasyonlar1 diizenlenmis ve bu ¢ok fonksiyonlu nano-ferritin
yapilar karakterize edilmistir.

Caligmanin  son  asamasinda; Janus modeli  biyonanoyapilarin
fonksiyonelligi, peroksidaz enzim kinetigi ve elektrokimyasal temelli
yaklasimlarla ortaya konulmustur. Subsrat ve enzim derisimlerinin bu

biyonanoyapilarin aktivitelerine etkileri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoferritin, Biyonanoyapi, Ferritin, Janus Nanoyapi, Protein

Nanopartikiiller



ABSTRACT
Master of Science Thesis

IMPROVEMENT OF MULTIFUNCTIONAL BIONANOPLATFORMS,;
BIOCATALYSIS AND BIOMEMORY APPLICATIONS

Siikriye Nihan KARUK
Anadolu University
Instutite of Science
Department of Advanced Technology

Supervisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2014, 68 sayfa

In this thesis; bionanostructures which have multi faces and functionalities
(Janus) have synthesized using apoferritin biomolecules as main structure and
embedding of various metal atoms into lattice of this protein. These
bionanostructures have obtained using photosensitive amino acid-monomers
linkage method (ANADOLUCA).

In this study, firstly, the synthesis of nanoapoferritins has achieved in the
presence of bis (2-2’-bipyridil) MATyr-MATyr-rutenyum (1) photosensitive
monomers by microemulsion. Then, Pt, Fe, Mn, Cu metals and Pt/Cu, Mn/Fe,
Pt/Cu/Mn/Fe, Ag/Cu/Mn/Fe metal mixture combinations have organised into
lattices of nanoapoferritin nanostructures and these multi functional structures
were have characterised.

In the last part of the study; the functionality and peroxidase enzyme
kinetics of Janus model bionanostructures have proved by electrochemical
approaches. Studies of janus nanostructures were analysed. The effect of enzyme
and subsrate concentrations on the activity of these bionanostructures have

investigated.

Key word: Apoferritin, Bionanostructure, Ferritin, Janus Nanostructure, Protein

Nanoparticles
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1. GIRIS
1.1. NANOTEKNOLOJi

Nano kelimesi, herhangi bir birimin milyarda biri demektir. Nano, Yunancada
"nanos" kelimesinden gelen "kii¢iik yasli adam ve ciice" anlamina gelmektedir.
Bir nanometre {i¢ ile bes atom boyutunu kapsamaktadir ve bir insan sag telinin
boyutu, bir nanometrenin yaklasik 100.000 katidir. Sekil 1.1'de nanometre boyutu

diger makro yapilarla karsilastirilarak gosterilmistir.

./ ;:‘\1 . l' : N
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Atom DNA Virls Bakterl Sag tell
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Sekil 1.1. Yapilarin boyut skalasinda gosterimi

Nanoteknoloji bize atomik ve molekiiler seviyede kontrol saglarken
malzemelerin tasarim, iiretim, karakterizasyonuna olanak saglamaktadir. Fizik,
kimya, biyoloji, mithendislik gibi bir¢ok alani kapsayan bu disiplinler arasi bilim,
nano boyutta arastirma ve gelistirme caligmalarinin tiimiinii ifade etmektedir.
Amag, 0,1-100 nm arahginda atomlarmn dizilislerini degistirerek istenilen

ozelliklere sahip yeni malzemeler yaratma diigiincesidir.

Nanoboyuta inildiginde ortaya ¢ikan ozellikler makro boyuttan farklilik

gostermektedir. Makroyapidaki  bir malzemenin nanoboyuta inildiginde



iletkenligi, fiziksel, kimyasal ve optik ozellikleri farklilik gostermektedir. Bu
durum nanoteknolojiye ilginin artmasina sebep olmustur. Nanobilim, bu yeni

davraniglar1 kuantum kurami ile anlamamiza yardime1 olmaktadir.

Nanomalzemelerin bazilar1 dogal yollarla olusur fakat ilgi cekenleri
giinimiizde birgok ticari iirin ve proseste kullanilan sentezlenmis olanlaridir.
Nanomalzemeler leke tutmaz ve kirigmaz tekstil {iriinlerinde, kozmetikte, giines
kremlerinde, elektronik  gibi  bir¢ok  ticari alanda  kullanilmaktadir.
Nanokaplamalar ve nanokompozitler  giinimiizde  pencerelerde,  spor

malzemelerinde, otomobillerde ve ¢esitli alanlarda kullanilmaktadirlar.

Nanomalzemeler Sekil 1.2.’deki gibi sifir, bir, iki ve ti¢ boyutlu olarak

siiflandirilir.
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KUANTUM DOT NANO TEL INCE FILM NANOMALZEMELER

Sekil 1.2. Nanomalzemelerin siniflandirilmasi

Nanomalzemeler tek, birlesik, agrege olmus veya aglomera halde;
silindirik, ¢ubuk seklinde, bosluklu, kiiresel veya diizensiz sekillerde olabilirler.
En c¢ok bilinen nanomalzemeler; nanotiipler, dendirimerler, kuantum dotlar ve

fullerenlerdir.

Nanoteknolojinin tarihsel gelisimine bakarsak, 16601 yillarda Kilise

camlarindaki kirmizi renklendirmenin, kolloidal altin nanopartikiilleriyle



saglandig1 goriilmektedir. Stire¢ Michael Faraday'in 1850’lili yillarda yaptig
caligmalarla devam etti. Faraday kolloidal altin nanopartikiillerini sentezledi ve

renk etkisi iizerine ¢alismalar yapti (Kuzma & Priest, 2010).

Kaliforniya Enstitiistinden Prof. Richard Feyman 1959'da Amerikan Fizik
Cemiyetinde yaptig1 "Asagida Cok Yer Var" konugmasinda ilk defa nano 6lgekte
atomlarin manipule ederek partikiillerin iiretilmesinin olanakli oldugundan
bahsetmistir. Ayrica kiigiik boyutlara inildik¢e yer¢cekiminin énemini yitirecegini,
zay1f kuvvetlerin (Wan der Waals) gibi 6nem kazanacagini belirtmistir. Feyman
nanoteknoloji kelimesini kullanmamis olsa da yillar sonra nanoteknolojiden

bahsettigi anlagilmistir.

Feyman'in yaptig1 bu konusma giliniimiizde nanoteknoloji modelinin orijini
olarak kabul edilmektedir. Feyman'dan sonra bu konuyla ilgilenen isim ise Norio
Taniguchi'dir. 1974'de yayinlamis oldugu "Temel Nano-Teknoloji Konseptleri”
makalesinde nanoteknoloji kelimesi ilk defa literatiire gegmistir. Taniguchi,
nanoteknolojiyi "atomlarin ya da molekiillerin islenmesi birlesmesi, ayrigsmasi ve
bozulmasi" olarak ifade etmistir. Glniimiizde nanoteknoloji tanimi biraz
degiserek 100 nm ve alt1 boyutlarin1 kapsamaktadir. Diger 6nemli isim ise Eric
Drexler'dir. 1k defa nanoteknoloji ile ilgili "Molekiiler Uretim" adli kitab

yazmuigtir.

Gerd Bining ve Gerhard Rohrer’in 1981 yilinda STM’nun (Taramali
Tiinelleme Mikroskobu) icadiyla Nobel odiilii almalari, nanoteknoloji adina
onemli gelismedir. 1985'de fulleren benzeri bir yap1 olan buckyball, Robert Curl,
Harold Kroto ve Richard Smalley tarafindan ortaya kondu ve bu ¢alismalari, bilim
adamlarina Nobel odiiliini getirdi. 1986 'da atomik kuvvet mikroskobunun
bulunmasiyla, nanoboyutta Olglimler ve c¢alismalar artmaya devam etti.
Giintimiizde hala geng bir bilim olan nanoteknoloji, devletler ve sirketler arasinda
hizla yayilmakta, milyon dolarlik yatirnmlar yapilmakta ve her gegen giin
gelismesini  siirdiirmektedir (Melnik & Shagalina, 2000) (Tolochko, 2000),
(Drexler, 2004).



Nanoteknolojinin  bilimsel ve ekonomik anlamda hizla biyiiyiip
gelismesinin yaninda, insan sagligi ve g¢evre i¢in olumsuz durumlar meydana
getirmektedir. Cok kiiciik boyuttaki nanopartikiillerin ve nanotiiplerin genis ylizey
alanlar1 sebebiyle toksik kimyasal kirleticiler, partikiil ylizeyine baglanabilmekte
ve partikiiller toksik maddeleri tasiyabilmektedirler. Bunun yaninda reaktif
radikaller tretebilmeleri de olasidir. Nanoyapidaki maddelerin solunmasida
memelilerde ve insanlarda akciger hastaliklarna neden  olmaktadir.
Nanopartikiillerin {iretimi asamasinda olusan yan iriinlerin ¢evreye ne kadar
zararli oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bu olaylar dogrultusunda
nanopartikiillerin gevre, doga ve insan saglifina zararl etkilerinin incelenmesi
icin yeni kurallar konulmaya ¢alisilmaktadir (Sekeroglu, 2013), (Kuzma & Priest,
2010).

1.1.1. Nanopartikiiller, Karakterizasyonlari ve Uretim Yéntemleri

100 nm ve altindaki yapilar olarak tanimlanan nanopartikiiller, bilinen
malzemelerden farkli ozelliklere sahiptirler. Elektronik ozellikleri (10 nm’in
altindaki partikiillerin kuantum boyut etkileri), genis yiizey alanlar1 (reaktivite,
yiiksek enerjili yiizey alani, adsorpsiyon, yiiksek ¢oziniirliik, diisik kaynama
sicakligl), optik Ozellikleri gibi ¢ok sayida istiin  Ozellikleri  vardir.

Nanopartikiillerin karakterizasyon islemleri Sekil 1.3.°de gosterilmistir.

Lazer Kirinimi Yéntemi
Partikul Boyutu (1nm-100nm) Optik Spektroskopi
Isik Taramasi

Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM)

Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)

b 4
Genig Ylzey Alani Gaz Adsorpsiyvonu (BET- Brunauer, Emmett, Teller)
(BIH-Barrett, Joyner, Halenda)
w
Kararhihik (Elektrostatik) Zeta Potansiveli

Sekil 1.3. Nanopartikiillerin karakterizasyon yontemleri



Bu olagandis1 6zelliklere sahip olmalari, birgok cihazin iretiminde ilk
adim olarak nanopartikiillerin  sentezi oldugu agik¢a  goriilmektedir.
Nanomalzemelerin iiretiminde kullanilan genel yaklasimlar asagidan yukariya
yaklasimi, yukaridan asagiya yaklasimi, fonksiyonel yaklasimlar ve
biyobenzesimsel yaklagimlardir. Asagidan yukariya yaklagiminda nanopartikiil
tiretimi, atomik yapidan baglanarak atom veya molekiil yapilarmin kimyasal
reaksiyonlarla biiyiitiilerek partikiil olusturulmas: esasina dayanmaktadir.
Yukaridan asagiya yaklasiminda, hacimli malzemelere fiziksel veya kimyasal
islemler uygulanarak, nano boyutta yapilarin elde edilmektedir.

YUKARIDAN ASAGIYA YAKLASIMI

Bgtitme _EKuru
Islak
Kati Faz Metodu Mekanokimyasal Yéntem

Mekanik Agincirma Yéntemi

Kimyasal Yéntem Kimyasal Buhar Biriktirme{CVD)
Kati Faz Metodu < L Termal Bozunma Metodu

Fiziksel Yéntem eos— Fiziksel Buhar Yogunlagtirma
Plazma
Istyla indirgeme
Alevle Hidraliz
ASAélDAN YUKARIYA YAKLASIMI Elektron Iginlan
Lazer
Molekiller Demet Epitaksisi

Sivi Faz Metodu SivifSivi Kimyasal indirgenme Metodu

Trihkidrik Alkal
Organik Asit
Sodyum Bor Hidriir

Dolayh indirgeme
Fotoreaksiyon
Gama Iginlan
Sivi Plazmnz
Ultrasonik Dalga

Piiskiirtme

Siiper Kritikler

Solvotermal Sentez

yon ydntemi Sal-jel

Birlikte Coktiirme
Alkali Coktiirme
Hidraliz

Kolloidal Kimya

Sekil 1.4. Yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yaklasimlariyla nanopartikiil sentez metodlari

Fonksiyonel yaklagimlarda, nasil birlestirildikleri 6nemsenmeksizin
yapilara istege bagli islev kazandirilmaktadir. Enerji altinda istenilen yone

yonlendirilebilme, nanoelektronik aygitlarin iiretiminde fazlaca kullanilmaktadir.



Biyobenzesimsel yaklasimlarda, dogada bulunan biyolojik metodlarin
biyonanoteknolojiye  uyarlamalaridir.  Lipitler, viriisler, proteinler  gibi

biyomolekiiller kullanilmaktadir.

1.1.2. Rutenyum Tabanh Fotosentitif Amino Asit Monomerleriyle
Capraz Baglama ve ANADOLUCA Y ontemi

Yasam bilimlerinde ve biyoteknoloji alaninda kullanilmak {izere gelistiren
ANADOLUCA yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated and
Light Underpining Conjugation Approach), rutenyum tabanli, fotosensitif (1s1ga
duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri; fotosensitif
proteinlerin konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi islemlerinde uygulanmak iizere
tasarlanmistir. Farkli hiicre tiplerini, dokular1 ve diger hedefleri algilamak i¢in
istenen mikro ve nanoyapilara entegre edilebilir. Protokol, bir ¢ok proteinde yer
alan sistein, triptofan ve tirozin amino asitlerine rutenyum tabanli amino asit
monomerler tarafindan capraz bagh konjugasyon islemleriyle
gerceklestirilmektedir. Yontemde fotosensitif monomerler, kovalent ve c¢apraz
baglanma islemi sebebiyle dogru antikor oryantasyonu igin yonlendirme

saglanmakta ve denatiirasyon durumu engellenmektedir.

Yontemde, silika materyallere, siliperparamanyetik  partikiillere,
nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au ylizeylerine
protein entegrasyonunun yaninda proteinimsi polimerik nanopartikiillerin

hazirlanmasinda ve ilgili ylizeylerle entegrasyon islemlerinde de kullanilabilir.

ANADOLUCA yontemi, ayrilabilir kati faz sistemleri, teranostikler (es
zamanli tan1 ve tedavi olanagi), nanoprotein tasiyict yapilar, reseptdr hedefli
nanokargolar, biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintiileme
teknolojileri  gibi  uygulama alanlarlarinda  kullanilabilen  yeni  nesil

nanobiyokonjugantlarin olusturuldugu bir yontemdir.

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve

nano biyokonjugasyon islemlerinde kullanildig: gibi kataliz ve tayin islemlerinde



de kullanilabilir. Sentezlenmis olan nanobiyokonjugantlarda, proteinlerin
fonksiyonlarinda ve konformasyonlarinda degisim olmaz. Yontem, pH ve

sicakliktan bagimsiz bir uygulamadir (Say, et al., 2011).

Say ve arkadaslarinin Process Chemistry dergisinde yayinlanan
caligmasinda lipaz enzimi tastyici nanoprotein partikiiller, rutenyum tabanli amino
asit monomerleriyle fotosensitif ¢apraz baglama ve ANADOLUCA yontemiyle
sentezlenmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonlar1, zeta boyut analizi ve
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile belirlenerek ortalama partikiil boyutu
yaklasik 100 nm olarak saptanmistir. Calismada, serbest lipaz ve sentezlenen lipaz
nanopartikiillerin aktiviteleri p-nitrofenilpalmitat (p-NPP) hidrolizi sonucunda
absorpsiyon artiginin spektrofotometrik olarak 405 nm'de izlenerek, hidrolitik
aktivite iizerine pH, sicaklik gibi parametrelerin etkisi incelenmistir. Calismanin
son agamasinda lipaz nanopartikiillerin kararliligini ve tekrarlanabilirligini 6lgmek
icin, ayn1 nanopartikiiller arka arkaya 10 kez kullanilmistir. Sterilizasyon igin her
dongii sonrasinda nanopartikiiller 6nce etanol ile daha sonra su ile yikama islemi
yapilmistir. 10 dongiiniin ardindan lipaz nanopartikiillerin enzimatik aktivitesinde

kayda deger bir azalma gozlenmemistir (Say, et al., 2011).

1.2. ENZIMLER

Hayat i¢in iki 6nemli durum vardir. Birincisi canlinin kendini kopya
etmesi ikincisi ise segici olarak kimyasal reaksiyonlarin kataliz edilmesidir. Seker,
yiyecek ve igeceklere tat verici olarak kullanilmaktadir. Sekerin oksijenli ortamda
H,O ve CO; e cevrilmesi ekzergonik bir islemdir. Olusan enerjiyi diisiinmek,
hareket etmek, gormek ve tatmak i¢in kullanilmaktadir. Ancak bir paket seker,
H,O ve CO; ye doniismeden rafta yillarca kalabilmektedir. Bu kimyasal
reaksiyon, termodinamik olarak olduk¢a uygun olmasina ragmen g¢ok yavastir.
Fark kataliz olayidir. Kataliz olmadiginda sakkaroz oksidasyonu uygun zaman
periyodunda meydana gelmemektedir. Katalitik giice sahip olan yapilar ise

enzimlerdir.



Insan hiicresinde yaklagik 40.000 farkli enzim bulunmaktadir. Hepsinin
kontrolii farkli kimyasal reaksiyonlarladir. Enzimler, reaksiyonlarm hizin1 10°

10 araliginda artirmaktadirlar.

Biyolojik katalizin farkedilmesi, 1700’lu yillarda mide salgisinin eti
pargaladiginin anlasilmasiyla baslamistir. 1800°li yillarda tikiiriik ve bitki
Ozlerinde, nisastanin par¢alanmasi islemleriyle devam ettirilmistir.  1850°de
Pasteur, mayalarin sekeri alkol ile fermente ettigini bulduktan sonra Frederick W.
Kiihne ilk defa enzim terimini kullanmistir. 1926°da iireaz enzimini izole etmeyi
ve kristal yapida elde etmeyi basaran James Sumner, biitiin enzimlerin protein
olduklarini ileri siirdii. Ancak bu goriis tripsin, pepsin ve diger sindirim enzimleri
kesfedilmesiyle kabul gdérmiistiir. Haldane’nin enzimler ile substrat arasindaki
reaksiyonun, zayif baglar1 katalize ettigini iddia etmesiyle enzimatik kataliz fikri
olusmustur. Calismalar sonraki yillarda yogunluk kazanmistir. Bu durum binlerce
enzimin saflastirilmasint ve kimyasal mekanizmalari hakkinda bilgi sahibi

olmamizi saglamstir.

Katalitik RNA disinda biitlin enzimler protein yapisindadirlar. Enzimlerin
katalitik aktiviteleri konformasyonlarmna baglidir. Enzim yapilarinin primer,
sekonder, tersiyer veya kuarter yapilarda olmalari, katalitik aktiviteleri igin
onemlidir. Yapilar denatiire edilirse yahut iiniteler halinde ayrilmasi durumunda

enzimlerin katalitik aktiviteleri kaybolmaktadir.

Enzimlerde diger proteinler gibi molekiil agirliklar1 12.000 ile 1.000.000
arasindadir. Canli hiicreler tarafindan sentezlenmeleri, enzimlerin karakteristiginin
spesifik oldugu anlamina gelmektedir. Bazilar1 sadece protein yapisindayken,
bazilar1 ise protein yapisina ek olarak bir veya birden fazla iyon tagimaktadir.
Ormegin pepsin ve tripsin sadece protein yapisindan olusmusken, Kkarbonik
anhidraz yapist Zn (Il) iyonu tasimaktadir. Enzimlerin protein kismina apoenzim
denir. Bir veya daha fazla inorganik iyon igeren yapilara kofaktor, metallorganik
molekiillere veya kompleks yapilarin enzimin protein kismina sikica bagli ve
ayrilmiyorsa prostetik grup, eger ayrilabiliyor ise koenzim denilmektedir.

Koenzim ile apoenzim yapisinin biitiine haloenzim denir.



Enzimlerin etki ettikleri maddelere subsrat, enzimlerin subsrat ile
reaksiyon verdikleri bolgeye aktif bolge denir. Reaksiyonun gergeklesip iiriiniin
olusabilmesi, yani bir bagin yikilip digerinin olusmas1 i¢in gerekli olan enerjiye

aktivasyon enerjisi denmektedir.

Genel olarak Sekil 1.5’de reaksiyon mekanizmasi ve enzim varliginda

gerekli olan aktivasyon enerjisi gosterilmektedir.

subsrat

enerji

enzim olmadan
L 3 L ]
E+5 ¢ ) ES € 3  E+P
anam+subsrat enzim subsrat enadm +iiriin ‘ ) . )
reaksiyonun ilerlemesi
kampleks \
oriinler
a) b}

Sekil 1.5. a) Enzimlerin ¢alisma prensibi, b) Enzim olmadan ve enzim varliginda reaksiyonun

aktivasyon enerjisi farki

Enzimler hiicre iginde sentezlenmekte ve birgogu hiicre igin
kullanilmaktadir. Bunlar introseliiler enzimlerdir. Sadece sindirim sisteminde
kullanilan pepsin, kimotripsin ve tripsin gibi enzimler hiicre i¢inde sentezlenip

sonradan disar1 salinmaktadirlar. Bunlar ekstraseliiler enzimlerdir.

1.2.1. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimlerin  isimlendirilmesi, katalize ettikleri  reaksiyona  gore
yapilmaktadir. Genel olarak etki edilen subsratta “az” eki getirilerek
yapilmaktadir. Ornegin laktozun iki pargaya ayrilmas: sirasinda katalizi saglayan
enzim “laktaz”dir. “Litik” eki getirilerek de isimlendirilirler. Proteinleri

parcalayan enzime hem “proteaz” hem de “proteolitik enzimler” denmektedir.



Enzimlerin alt1 sinifta toplanmaktadir.

Oksidorediiktazlar: Biyolojik oksidasyonla ilgili enzimlerdir. Redoks
reaksiyonlarmi1  katalizlerler.  Hidrojen = veya  elektron  alicisidirlar.
Oksidorediiktazlar, dehidrojenazlar (rediiktazlar) ve oksidazlardir.
Dehidrojenazlar, H alicis1 varken subsrattan H’1 alirlar. Oksidazlar H alicist olarak

oksijen yapist igerir.

Transferazlar: Verici yapi1 iizerinde bulunan belirli bir grubun diger
bilesige transferini katalize eder. Kendi i¢inde aldehit veya ketonlari transfer
edenler, asil grubunu transfer edenler, seker gruplarini transfer edenler, tek
karbonlu  gruplart  transfer edenler ve diger transferazlar olarak

siiflandirilabilirler.

Hidrolazlar: Cesitli baglarin, subrata su ekleyerek hidrolize olmalarina
saglarlar. Basit esterazlar, lipazlar, fosfatazlar, kolinesterazlar, peptid hidrolazlar,
niikleazlar, karbonhidratlar1 etkileyen enzimler (amilaz, seliilaz, iniilaz ve
glikozidaz) ve amino grup igeren karbon azot bagimi koparabilen enzimlerdir

(lireaz, asparajinaz glutaminaz, niiklein deaminaz, arjinaz).

Liyazlar: C-C, C-O ve C-N arasi baglarin kirilmasin1 veya atomlar arasi
cift baglarin olusmasini saglarlar. Bunlar dekarboksilazlar, karbonik anhidrazlar,

aspartat amonyak liyazlar ve sistein desiilthidrazlardir.

[zomerazlar: izomerlesme reaksiyonlarmi yani geometrik veya yapisal
degisikleri katalize eden enzimlerdir. Rasemazlar ve epimerazlar, cis-trans

izomerazlar, intramolekiiler oksidorediiktazlar ve intra molekiiler transferazlardir.

Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bag kurmayi
saglayan enzimlerdir Genel olarak ATP’nin par¢alanmasiyla olusan AMP ve PP
ile birlikte agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak, iki molekiiliin birbirine baglanmasini

katalize etmektedirler.
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1.2.2. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Enzimlerin  konsantrasyonlari ¢ok  diisik oldugunda, oOlgiimler
zorlasmaktadir. Enzim aktivitelerini dlgerken, enzim iinitesi ve spesifik aktivite
kullanilmaktadir. Enzim {initesi, optimum kosullarda bir mikromol substrati bir
dakikada tiriine ¢eviren enzim miktaridir. Spesifik aktivite ise bir miligram protein
basina diisen enzim {nitesi sayisidir. Aktivite Olglimlerinde enzim
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak meydana gelen iiriin miktar1 6lgiilerek
hesaplanmaktadir. Enzim aktivatorleri ise enzim etkisini artiran maddelerdir.
Bunlar; inorganik iyon veya organik gruplar olabilirler. Tiikiiriikkte bulunan amilaz
enzimini klor iyonu aktive etmektedir. Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin
hizlarin1 enzim derisimi, subsrat derisimi, sicaklik, pH, zaman, 1s1k vs. gibi

fiziksel etkenlerin etkenler degistirmektedir.

1.2.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

1.2.3.1. pH’1in Enzimatik Reaksiyon Hizina Etkisi

Enzimler optimum pH degerlerinde en yiiksek aktiviteyi gosterirler.
pH’nin enzim aktivitesini etkileme sekillerine gore degerlendirilirse; enzimin
konformasyonel degisimine, denatiirasyonuna, enzim subsrat yapisindaki

elektriksel yiikiine etki edebilecegi sdylenebilir (Altinisik, 1999).

Reaksiyvarn Hiz

pH

Sekil 1.6. pH’1n enzimatik reaksiyon hizina etkisi
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1.2.3.2. Sicakhigin Enzimatik Reaksiyon Hizina EtkKisi

Reaksiyon hizi belirli bir sicakliga kadar sicaklik artisiyla paralellik
gostermektedir. Sicakliktaki her 1°C’lik artis %10 daha yiiksek enzim aktivitesine
sebep olmaktadir. Ancak belirli bir sicaklik degerinin tizerine ¢ikildiginda
enzimler denatiire olur, konformasyonlari degisir veya olusabilecek farkli

durumlardan 6tiirii enzimatik reaksiyon hizlari yavaslar.

Reaksiyarn Hiz

Sicakhk

Sekil 1.7. Sicakligin enzimatik reaksiyon hizina etkisi
1.2.3.3. Substrat Derisiminin Enzimatik Reaksiyon Hizina Etkisi

Reaksiyon belirli bir hiza gelinceye kadar subsrat konsantrasyonuyla
paralel sekilde artmaktadir. Belirli hiza ulasinca, substrat konsantrasyonu artsa
bile reaksiyon hizi sabit kalmaktadir. Enzimlerde tepkime hizi1 Michaelis-Menten

esitligi ile verilmektedir.

V = Vinak* [S]

Knr + 5] Michaelis-Menten esitligi (1.2)

Denklem 1.1°deki Michaelis-Menten esitliginden yararlanilarak (1.2)’deki
Lineweaver-Burk denklemi elde edilmektedir.
Km 1 1

1
4 Vinak [S] Vimak

Lineweaver-Burk esitligi (1.2)
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V = baslangi¢ hizi, Vi = maksimum hiz, Ky, = Michaelis sabiti, S =
substrat derisimini belirtmektedir. 1/V ile 1/[S] arasinda cizilen grafikten elde
edilen dogrunun egim ve kesim noktasindan Vpi Ve Ky o degerleri

hesaplanmaktadir.

1/v

1/vmax
_1,fl<m/

/ 1/15]

Km,/Vmax

[s]

a) b)

Sekil 1.8. a) Michaelis-Menten grafigi, b) Lineweaver-Burk grafigi

1.2.3.4. Enzim Derisiminin Reaksiyonlarin Hizina EtKisi

Reaksiyonun hizi, enzim konsantrasyonu ile paralel olarak degismektedir.

Enzim miktan arttik¢a reaksiyon hizlanmaktadir, azaldikca yavaglamaktadir.

Reaksiyvon Hizi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 1.9. Enzim derisiminin enzimatik reaksiyon hizina etkisi
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1.3. iKi YUZLU NANOPARTIKULLER VE SENTEZ YONTEMLERI

Pagan kiiltiirii perspektifinde Roma tanrisi olarak bilinen Janus’un birbiri
tersine duran bir basta iki yiiz ifadesi, iki yarim kiiresinde farkli kimyasal 6zellige

sahip olan janus partikiillerine ismini vermistir.

a) b)

Sekil 1.10. a) Janus partikiil, b) Roma Tanris1 Janus

Iki yiizlii nanopartikiillerde farkli ozellikleri bir arada bulunduran yeni
yapilar elde edilmistir. Bir yarim kiiresi hidrofobik 6zellik gosterip diger yarim
kiiresi hidrofilik 6zellik gdsteren nanopartikiiller, bir yiizii apolar diger yiizii polar
ozellikli nanopartikiiller, farkli optik ve magnetik Ozelliklere sahip kombine
nanopartikiiller gibi. Iki yiizlii nanopartikiiller kiime formunda sekil ve boyut

kontroliine, benzersiz yiizey 6zelliklerine sahiptirler.
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000 06¢

Sekil 1.11. Iki yiizlii nanopartikiil sekilleri

Farkli iiretim stratejileriyle iretilmis ii¢ c¢esit iki yiizli nanopartikiil
bulunmaktadir. Birinci sentez yontemi kendiliginden diizenlenmedir. Blok
kopolimerler ve yarigmali adsorpsiyon yapan ligandlarla sentezlenen
nanopartikiiller, kendiliginden diizenlenme ydntemiyle sentezlenebilmektedirler.
En ¢ok bilinen 6rnek iki yiizlii polimerik misellerdir (Erhardt, Boker, Zettl, Kaya,
& Pyckhout-Hintzen, 2001). Ikinci sentez yontemi maskeleme ve
fonksiyonlandirma  basamaklarindan  olugsmaktadir.  Maskeleme  iglemi,
nanopartikiiliin  bir yliziiniin reaktiflerden etkilenmesini engellemektedir.
Fonksiyonlandirma basamaginda ise maskelenmeyen diger yiizde kimyasal
reaksiyonlar, polimerizasyon islemleri gergeklestirilmektedir (Pradhan, Xu, &
Chen, 2007). Ugiincii sentez yonteminde nanopartikiiller; inorganik yap1 igerde
polimer matriks disarida kalarak, iki farkli polimerin faz ayrigmasiyla ve iki
inorganik bilesigin faz ayrimiyla sentezlenmektedirler (Gu, Yang, Gao, Chang, &
Xu, 2005).

Sekil 1.12°de iki yiizlii nanopartikiillerin iiretim yoOntemleri sematize

edilmistir.
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a) b) 0

Sekil 1.12. Iki yiizlii nanopartikiil sentezinde kullanilan ii¢ baslica yontem: a) Maskeleme, b) Faz

Ayrimi, ¢) Kendiliginden Diizenlenme

1.3.1. Kendiliginden Diizenlenme

Kendiginden diizenlenme yontemi kullanilarak, blok kopolimerler,
birbirinden farkli ligandlarin yiizeye yarismali adsorpsiyonuyla sentezlenen
nanopartikiiller ve core-shell nanopartikiiller sentezlenebilmektedir. Yontem, blok
kopolimerlerin sentezinde kullanilan radikal polimerizasyon methodu ile iyi
diizenlenmis ve dar aralikta molekiiler agirliga sahip blok kopolimer elde
etmemizi saglamaktadir. Blok kopolimer bazli iki yiizlii nanopartikiillerin dizayni
yapilirken; polimer karisiminin termodinamigi, sicakligi, pH, polielektrolit, iyonik
glicii gibi parametrelerin iyi bilinmesi gerekmektedir (Lattuadaa & Hattonb,
2011).

Proses film eksriizyon yontemiyle baslatilip ortada bulunan bloklarin
capraz baglanmalarimin ardindan ¢6ziilme ve sonikasyon islemi ile son
bulmaktadir. Ter-polimerlerin yapilarina ve molekiil agirliklarina bagl olarak film
ekstriizyonlarinda matrikslerinin farkli morfolojilerde olup ¢6ziilme islemine bagh

olarak; kiiresel, silindirik veya sekilsiz olabilirler (Walther & Muller, 2008).
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Farkli ligandlarin bulundugu ¢ozeltilerin, nanopartikiillerin yiizeylerine
yarismali adsorpsiyonuyla iki ylizlii nanopartikiiller elde edilmektedir. Bu
yontemle sentezlenen nanopartikiillerde amag, yapiya bir veya daha fazla farkli
fiziksel ve kimyasal Ozellik kazandirmaktir. Altin nanokristali bu sentez igin

kullanilan geleneksel bir modeldir.
1.3.2. Maskeleme

Maskeleme yontemiyle iki yiizlii nanopartikiil sentezinde, birgok farkli
yontem kullanilmaktadir. Asimetrik fonksiyonlandirma islemiyle olusan
nanopartikiiliin, bir yarikiiresi korunurken diger yar1 kiiresinde kimyasal
reaksiyonlarla modifikasyon islemi gergeklestirilir. Maskeleme teknigi, iki yiizli
nanopartikiil sentezinden kullanilan diger tiim ydntemlere gore daha esnektir.
Bunun sebebi, neredeyse her tip materyal kullanimina izin vermeksi ve ¢ok farkl
fonksiyonel  gruplarin = nanopartikiil ~ yiizeyine = modifiyesine  olanak
saglamaksindandir (Lattuadaa & Hattonb, 2011). iki ana maskeleme yontemi
vardir. Buhar biriktirme yontemi ve nanopartikiillerin iki faz arasinda asili kalma

yontemidir (Shan, et al., 2010).
1.3.3. Faz Ayrim

Faz ayrim1 yonteminde iki veya daha fazla birbirlerinden farkl 6zellige
sahip maddelerin, tek partikiil iginde fazlara ayrigsmasi islemidir. Uygulamalarda
anorganik malzemeler, nanokristaller, polimerik ve polimerik-hibrit malzemeler
kullanilabilmektedir. inorganik heterodimerler, iki farkli dzellige sahip inorganik
malzemelerin kombinesiyle olusmaktadir. Elektronik uygulamalarda, katalitik
uygulamalarda, tani islemleri gibi birgok farkli alanda kullaniimaktadirlar.
Birbiriyle karigmayan iki farkli polimer, elektrodinamik piiskiirtme metodunu
kullanilarak iki yiizli nanopartikiiller sentezlenmektedirler. Polimer-inorganik
heterodimerlerin sentezlerinde, ¢ekirdek kabuk nanopartikiillerin faz ayrigsmasina
zorlanmast ve emiilsiyon polimerizasyonu ile heterofaz polimerizasyonu

proseslerinden olugsmaktadir.
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1.4. FERRITIN

Ferritin ismi Latince “ferrum” kdokiinden gelmektedir. Molekiil iki
kisimdan olusmaktadir. Demir atomlarin1 igeren demir ¢ekirdek ve apoferritin
kilif. Ferritin molekiilii apoferritin yapisina %20-23 oraninda ferrik (Fe*®) atomu
baglanarak olusmus demir tasiyict globiiler bir proteindir. Ferik demir atomunun
fiziksel pH’da ¢ozimiirligii disiiktir (10*M). Bu durum poligekirdek hidrolizine
sebep olmaktadir. 10 nm’den kiigiik partikiiller agrege olup, birikirler. Apoferritin
kilif 4500 ferrik atomunu enkapsiile edebilmektedir. Ancak 3000 atomdan fazlasi
nadir olarak goriilmektedir. Apoferritin protein kilifi, molekiil agirligi 18000 olan
24 es alt birimden meydana gelmektedir. Protein kilifin yaklagik 12 nm dis ¢ap1 8
nm i¢ ¢apt bulunmaktadir. Ferritinin demir ¢ekirdek yapisi, ferik hidroksit
fosfattan meydana gelmistir (FEOOH)gFeOOPO3H,. Demiri depolama ve islevi
olmayan demiri toksik olmayan yapida tutma, ferritin molekiiliiniin baslica
gorevleridir. Serbest halde bulunan demir atomlarmin toksisitesi, dioksijen
aktivasyonunu katalizleyerek daha ¢ok oksi radikalinin olugmasini saglamaktadir.
Demir yapisi ferritin i¢indeyken daha inert haldedir. Apoferritin yapisi ayrica
demirden baska bir¢ok elementlede bag yapabilmektedir (Ichiro, Kenji, & Shinya,
2010) (Macara, Hoy, & Harrison, 1973), (Michela, Hoseinb, Hausnerc, &
Debnathd, 2010), (Sennuga, Marwijk, & Whiteley, 2012), (Fan, et al., 2011).

Apoferitinin; dig ylizeyine, i¢ yilizeyine ve alt birimlerine foksiyonlandirma

islemleri yapilmaktadir. Bu islemler apoferritin molekiiliine farkli 6zellikler

kazandirmaktadir.

18



8 nm

12 nm

Sekil 1.13. Ferritin ve apoferritin molekiilleri gosterimi

Biyomimetik prosesler kullanilarak bir¢ok inorganik yapi, apoferritin kilif
iginde hapsedilebilmektedir. Ni(OH); (Okuda, Iwahori, Yamashita, & Yoshimura,
2003), Co(O)OH (Douglas & Stark, 2000), Ag ve Au (Sennuga, Marwijk, &
Whiteley, 2012), Pt (Fan, et al., 2011).

Biyomedikal uygulamalarda spesifik hiicre hedefleme 6zelligi kazandirilan
apoferritin yapisi, goriintiileme ve terap6tik ajan olarak kullanilmaktadir (Harrison

& Arosio, 1996), (Flenniken, et al., 2006).

Apoferritin, dogada  gergeklesen  bazi  katalitik  reaksiyonlari
gerceklestirmektedir. Paladyum metalini igeren protein yapisinin olefinin

hidrojenasyonunu katalizlemesi 6rnek olarak verilebilir (Ueno, et al., 2004).
Bu caligmada; iki yiizlii nanoyapilarin sentezi fotosensitif bir monomer

esliginde, apoferritin biyomonomerinin kopolimerik bir biyonanoyapiya

kendiliginden diizenlenmesi yoluyla hedeflenmistir.
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1.5. BIYOHAFIZA

Biyoteknoloji, nanoteknoloji ve elektrik miihendisligini ilgilendiren yeni
nesil elektronik aygitlar olan ¢ipler ve sensorler yaygin olarak gelistirilmektedir.
Bu caligmalar sonucunda yeni bir bilim olan molekiiler elektronik ortaya
cikmustir.

Dogada elektron transferi fenomeni (fotoelektrik doniisiim ve fotosentetik
doniistim sistemlerinde elektron transferi gibi), dogal ve yapay sistemlerde enerji
ve bilgi kontroliinii saglayan en elverisli mekanizmalardan biridir. Ozellikle
proteinlerindeki ve enzimlerdeki ardisik redoks reaksiyonlari, bilgi transferi ve
enerji depolamayi1 saglamaktadir. Protein ve enzimlerin redoks reaksiyonlari
giiniimiizde iki ana baslik altinda toplanmaktadir. Ilki alternatif enerji ikincisi ise
gelecek nesil elektronik cihazlarin yapilmasinda enerji doniisiimiinii verimli
sekilde artirmay1 ve mimik biyomekanizmalarda bilgi kontroliinii amag¢lamaktadir.

Enzimatik redoks reaksiyonlarinda; substratlar, enzimler kullanilarak
indirgenirler. Enzimlerin bu elektrokimyasal davraniglart biyolojik redoks
reaksiyonlarindan biyosensorlere, biyoelektronik ve biyoyakit hiicrelerine kadar
genis uygulama alanma sahip olmasma neden olmaktadir. Ozellikle proteinlerin
redoks fonksiyonlari, molekiiler aygitlarda (biyosensorler ve biyohafizalar gibi)
kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir.

Bakterilere dayali  biyobilgisayar sistemleri, biyoelektrokimyasal
sistemlerin uygulamalar1 olarak yeni yeni ortaya ¢ikmaktadir. Bu sistemlerde
elektrokimyasal olarak aktif bakterilerden, elektriksel akimlar iiretildi. Elektriksel
akimlar, EAB’lerin (elektokimyasal aktif biyofilmler) insaasinda ve extraseliiler
elektron transferine sebep olmaktadir.

Silikon bazli hafizalarin, fiziksel ve teknik olarak limiteleri sebebiyle
biyomateryal kombineli biyohafizalara olan ilgi son zamanlarda artmistir.
Metaloproteinlerin sahip olduklar1 redoks ozellikleri ve elektron transfer
mekanizmalari, biyohafiza aygit sistemlerinde kullanilmalarini sagliyan baslica
biyomolekiiller olmalarmi neden olmustur. Metaloprotein bazli biyohafizalarda
temel prensip, disardan akim uygulandiginda metaloproteinler elektriksel olarak

iki duruma ayrilir. Oksidasyon potansiyeli uygulandiginda pozitif yiik yakalanir.

20



Bilginin ilgili fonksiyonu depolama yani yazmadir. Sisteme OCP (agik devre
potansiyeli) uygulandiginda proteinden yakalanan yiikk serbest birakilir.
Oksidasyon prosesinde yiik depolanmasi indirgenme potansiyeli uygulamalarini
notrallemektedir ve buda silme prosesini temsil etmektedir (Junhong, Taek, Soo-
Min, Hyunhee, & Jeong-Woo, 2010), (Ajay, Taek, Junhong, & Jeong-Woo,
2013).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Nanoenzim sentezi igin; Apoferritin, K,PtCly, CuSO4, MnSQ,, FeSO, ,
AgNO; ¢ozeltileri fotosensitif monomer (MATyr-Ru(bipyr)2-MATYyr), saf su ve azot

gazi kullanilmistir.

Tampon ¢ozeltiler igin; tartarik asit (pH: 3), asetik asit (pH: 4-5),
potasyum fosfat mono bazik ve potasyum fostaf di bazik (pH: 6-7-8), glisin (pH:
9-10), saf su, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilmistir.

Substratlarin  hazirlanmasi igin; 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin, hidrojen

peroksit ve saf su kullanilmistir.

Protein tayini igin kullanilan ydntemde bovin serum albiimin (BSA)

kullanilmastir.

Elektrokimyasal o6lgtimlerde, camsi karbon (GC) ¢alisma elektrotlart BAS
MF-2012 marka ve modeldir. Buehler P-4000 zimpara kagidi, asetonitril-izopropil
alkol (1:1) karigimu, aktif karbon ve grafen ¢alismalarda kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Iki yiizli nanopartikiillerin sentezinde ve ¢dzeltilerin karigtirilmasinda
JEIO TECH MS-52M manyetik karigtirict, nanoyapilart  bulunduklari
cozeltilerden ayirmak i¢in MPW-251 santrifiij, pH Olglimleri i¢in Hanna
Instruments HI 2211 pH metre, kinetik 6l¢timler i¢in BioTek Synergy H1 mikro
plaka okuyucu ve GENS v2.00 yazilimi1 kullanilmistir.
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Cam malzemeler (beher, balon joje v.b.), 96 kuyulu polisitren mikro plaka,

mikro pipet ve pipet uglart gibi malzemeler ¢alismalarda kullanilmistir.

Nano partikiillerin Kkarakterizasyon islemlerinde, Malvern Instruments

Nano ZS zetasizer kullanilmistir.

Dongiisel voltammetri (CV) ve kronoamperometri (CA) elektroanalitik
uygulama caligmalarinda {i¢ elektrot sistemli C3 standina sahip Gamry Referans

300 elektrokimyasal analizor kullanilmastir.

2.2. METOT

2.2.1. N-metakriloil-(L)-tirozin (MATyr) Sentezi

3-(4-hidroksifenil)-2-[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil
tirozin, (MATYyr)) sentezinde kullanilan yontemde, 0.5 g L-tirozin metilester ve
0.2 g hidrokinon, 100 mL diklorometan ¢oziiciisiinde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0°C’e
kadar sogutulmus ve 12.7 g trietilamin ¢ozelti igerisine eklenmistir. Daha sonra
cozelti lizerine 5 mL metakriloil kloriir yavas¢a ilave edilmis ve manyetik
karistirici ile azot atmosferi altinda oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir.
Hidrokinon ve reaksiyona girmeden ortamda kalan metakriloilin fazlasini
¢Ozeltiden ayirmak i¢in %10’luk NaOH c¢ozeltisiyle ekstrakte islemi yapilmistir.
Su fazi, buharlastirict kullanilarak ¢ozeltiden ayrilmis ve kalan kistmin (MATyr)

saflagtirma islemi eter-siklohekzan karisimiyla kristallendirme islemi ile

yapilmistir.
HO NH, 0 '
Cl
0 OH + — 0
HO 0 OH
(L)-Tirozin Metakriloil kloriir N-metakriloil{L)-tirozin

Sekil 2.1. N-metakriloil-(L)-tirozin sentezi
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2.2.2. Bis(2-2’-bipiridil) (MATYyr), Rutenyum (11) Sentezi

Isiga duyarli bis(2-2’-bipiridi)MATyr-MATyr-rutenyum(Il) aminoasit-
monomeri sentezinde ilk olarak 1 g diklorobis(2-2’-bipiridil) rutenyum(ll)
(RuCly(bipyr),) saf su i¢inde ¢oziilmiis ve 0°C’e kadar sogutulmustur. Ardindan
trietilamin ve 1 g MATyr sulu ¢6zeltisi damla damla RuCl,(bipyr), ¢ozeltisine
ilave edilmistir. Cozelti oda sicakliginda 30 dakika boyunca karistirma iglemi ile
devam etmistir. Karisim 80°C’da 24 saat boyunca reflaks edilmistir. Olusan
kahverengi renkteki kompleks yapisi siiziilmiis ve eterle yikanmasinin ardindan

vakum altinda kurutma islemi yapilmistir.

OH

HO

Sekil 2.2. Bis (2-2’-bipiridil) MATyr-MATyr-rutenyum (I1) sentezi

2.2.3. Apoferritin Nanopartikiillerinin Sentezi

Apoferritin nanopartikiiller ANADOLUCA yontemi ve mikroemilsiiyon
polimerizasyon teknigine gore sentezlenmistir. Mikroemilsiiyon sistemi, 0,5 ¢
poli(vinilalkol) iin (PVA) 45 mL distile su igerisinde dispers edilmesiyle
hazirlanmistir. Diger bir tarafta 1000 ppm 1 mL apoferritin ¢ozeltisine 1s18a
duyarli rutenyum merkezli MATyr-Ru(byr),-MATyr kompleksinden 50 pL ilave
edilmis ve oksijen ortaminda 1 saat karigtirtlmistir. Bu karisimi disper edilmis
PVA ¢ozeltisinden 10 mL eklemistir. Son olarak 45 mL distile su i¢erisinde 0,02
g APS nin c¢ozilmesiyle hazirlanan polimerizasyon baslatict ¢ozeltisinden
karisima 2 mL eklenmis ve karisim azot atmosferi altinda, oda sicakligi ve giin

15181nda 48 saat karigtirilmistir. Apoferritin nanopartikiilleri reaksiyon ortamindan
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14000 rpm ve 10 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir ve reaksiyona girmeyen

maddeleri uzaklastirmak i¢in distile suyla yikanmistir.

2.2.4. 1ki Yiizlii Nanopartikiillerin Sentezi

Sentezlenen nanoapoferritin yapilariyla Pt, Fe, Mn, Cu, Pt/Cu, Mn/Fe,
Pt/Cu/Mn/Fe ve Ag/Cu/Mn/Fe metallerinden 1.000’er ppm lik derisimden
hazirlanmis olan ¢ozeltilerle muamele edilerek pH 2’ye ayarlanip oda sicakliginda
12 saat karistirilmistir. Ardindan ortam pH’s1 8’e ayarlanip NaBH, ¢ozeltisi ile
indirgenme islemi yapilmistir. Nanopartikiiller reaksiyon ortamindan 14000 rpm
ve 10 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir ve reaksiyona girmeyen maddeleri

uzaklastirmak i¢in distile suyla yikanmistir.

a) b)

Sekil 2.1. a) Nanoapoferritin yapisi, b) iki yiizlii nanopartikiil yapist
2.2.5. iki Yiizlii Nanopartikiillerin Karekterizasyon Calismalari

Partikiillerin ortalama boyutu ve boyut dagilimi zeta sizer ile

belirlenmistir.

2.2.6. Iki Yiizlii Nanopartikiillerin Protein Miktar1 Tayini

Bradford yontemiyle protein tayini yapilmistir. Farkli derisimlerdeki
protein ¢ozeltileri hazirlanip Bradford ¢ozeltileri eklenmistir. 5 dakika kadar
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beklenip, ardindan 595 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmistiir. 10,00; 20,0; 50,0
ve 100,0 ppm’lik standart protein ¢ozeltileri kullanilmistir. Derisime karsi
absorans degerleri kaydedilerek, kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu grafikten

yararlanarak nanoyapilardaki toplam protein miktari tayin edilmistir.
2.2.7. Enzim Kinetigi Calismalar:
2.2.7.1. 1ki Yiizlii Nanopartikiillerin Aktivitelerinin Tayini

Iki yiizli nanopartikiillerde aktivite tayini, tetrametilbenzidin (TMB)
kromojenik substratinin oksidasyonla mavi renkli iiriine doniisiimi, 450 nm’de
zamana kars1 absorbans degerlerinin izlenmesiyle spektroskopik yontemle tespit
edilmistir. Aktivite hesaplarinda kullanilan molar ekstinsiyon katsayisi (s50)
5,9x10* M cm™ olarak alinmustir. Aktivite tayini farkli pH, sicaklik, enzim ve
substrat konsantrasyonlar1 gdz oniine alinarak incelenmistir. Olgiimlerde 10 mM
TMB ve 2 mM H;0; igeren substrat ¢ozeltisi kullanilmigtir. Aktivitede kullanilan

toplam hacim mikroplakanin her bir kuyusu i¢in 100 uL olarak ¢aligilmistir.

Denklem 2.1 protein nanoyapilarin aktivitelerinin hesaplanmasinda

kullanilmastir.
AA 106 l 1L
U= 10 umo: (2.1)
tXeq50X1 1 mol 106 ul

Bu denklemde U (umol/dak) unit aktiviteyi, AA mutlak absorsiyonu, & (M
' cm™) 450 nm'deki TMB'in molar ekstinsiyon katsayismi, V (uL) ¢dzeltinin

toplam hacmini ifade etmektedir.
2.2.7.2. Iki Yiizlii Nanopartikiillerin Aktivitelerine pH’n EtKisi

Iki yiizlii nanoyapilarin aktiviteleri iizerine pH’in etkisinin incelenmesi
icin farkli pH degerlerinde (tartarik asit (pH: 3), asetik asit (pH: 4-5), potasyum
fosfat monobazik ve potasyum fosfat dibazik (pH: 6-7-8), glisin (pH: 9-10), saf
su, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit) 100 mM’lik derisimlerde tampon
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cozeltiler hazirlanmigtir. En biiyiik inite aktivite degeri %100 kabul edip %
aktivite degerleri hesaplanmistir. pH degerlerine karsilik % aktivite grafikleri
cizilip iki ylizlii nanoyapilar i¢in en yiiksek aktivite gosterdikleri pH degerleri

saptanmistir.
2.2.7.3. 1ki Yiizlii Nanopartikiillerin Aktivitelerine Sicaklik EtKisi

Iki yiizlii nanoyapilarin farkh sicakliklarda (25, 37 ve 45°C’de) aktivite
olgiimleri yapilmustir. ki yiizlii nanoyapilarin aktiviteleri, sicaklik degerlerine
kars1 % aktivite grafikleri ¢izilip, en yiiksek aktivite gosterdikleri sicaklik

degerleri saptanmustir.

2.2.7.4. 1ki Yiizlii Nanopartikiillerin Aktivitelerine Subsrat Derisiminin
Etkisi

Farkli derisimlerde (1,00; 1,50; 2,00; 2,50; 3,00 mM) TMB ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. 450 nm’de reaksiyon hizlari saptanmistir. Aktivite hesaplar

yapilip, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.

2.2.7.5. 1ki Yiizlii Nanopartikiillerin Aktivitelerine Enzim Derisiminin
Etkisi

Farkli derisimlerde iki yiizli nanoyapilarint bulunduran c¢ozeltiler
hazirlanip her biri i¢in aktivite dlglimleri yapilmistir. En yliksek aktivite degerine

%100 denilerek enzim miktarlarina kars1 bagil aktiviteler saptanmistir.

2.2.8. Elektrokimyasal Calismalar

Deneylerde camsi karbon (GC) g¢alisma elektrotlar1 kullanilmigtir. GC
elektrotlar, zzmpara kagid1 ile zimparalandiktan sonra sirasiyla 0,1 um ve 0,05 pm
tanecik boyutuna sahip aliimina silispansiyonu ile parlatilmistir. Sonra saf su ve
aktif karbonla muamele edilmis asetonitril-izopropil alkol (1:1) karisimi ile 5’er

dakika sonikasyona tabi tutulmustur.
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10 mg grafen {izerine 1 mL dimetil formamid ilave edilerek sonikasyona
tabi tutulmustur. Homojenligi saglanan grafen ¢ozeltisi yiizeyi temizlenen GC
elektrotlara damlatilarak IR lamba altinda kurutulmustur. Hazirlanan grafen
elektrotlara iki yiizlii nanoyapilar ve tiirevleri damlatilarak yiizeyler

kurutulmustur.

CA ve CV caligmalarinda, tiirlerin elektrokimyasal davranig
mekanizmalar1 incelenirken fosfat tampon (pH: 7) c¢ozelti sistemi kullanilmustir.
CA calismalarinda elektroaktif tiirlerin 6nce CV voltamogramlar1 alinmis ve tespit
edilen indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri baz alinarak elektrot reaksiyonu
heniiz baslamamigken bir potansiyel degeri ve elektrot reaksiyonunun maksimum
degere ulasmasindan hemen sonra bir potansiyel degeri, CA c¢alismalarinda

potansiyel adimlar1 olarak se¢ilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU

3.1.1. Zeta Boyut Analizi

Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.1. Pt metali igeren iki yilizlii nanopartikiillerin boyut analizi

Size Distribution by Intensity

4|:|..._.\ ......... oo ..........
3|:|---.- .......... ......... ..........

20+ .......... .......... ......... ..........

Irtensity (Percert)

04 .......... .......... ......... ..........

0 i i . . |
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 3.2. Cu metali igeren iki yiizlii nanopartikiillerin boyut analizi
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.3. Fe/Mn metallerini igeren iki ylizlii nanopartikiillerin boyut analizi

Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.4. Ag/Mn/Fe/Cu metallerini igeren iki ylizlii nanopartikiillerin boyut analizi

3.1.2. Nanopartikiillerde Bradford Methodu ile Protein Miktar1 Tayini

Bradford yonteminde, proteinlerdeki pozitif yiike baglanan negatif ytikli
olan Commassie Brillant Blue G-250 boya olarak kullanilmaktadir. Asidik
ortamda boyanin protein yapisina baglanmasi ile boyanin maksimum
absorbsiyonu 465 nm (kirmizi) dan 595 nm (mavi) ye kaymasina sebep

olmaktadir. Boya eklendikten 2 dakika sonra renk olusumu tamamlanir.
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Sekil 3.5. iki yiizlii nanopartikiillerdeki protein miktar1 tayini i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi

Bradford methodunda, protein miktar1 tayini yapilirken farkh
konsantrasyonlarda  standart protein  ¢ozeltileri  (bovin-serum  albumin)
hazirlanmistir. Bradford belirteci, proteinlerle reaksiyona sokularak maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyunda absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Degerler
kullanilarak standart kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve nanoyapilarin protein

miktarlar1 bu egriyi kullanarak saptanmistir.
3.1.3. Kinetik Calismalar
3.1.3.1. pH Etkisi

Oda sicakliginda farkli pH degerlerinde (3-10) tampon ¢ozeltileri
kullanilarak yapilan olglimlerde, iki ylizlii nanopartikiillerin enzim aktiviteleri
saptanmistir. Aktivite islemlerinde 10 mM TMB ve 2 mM H,0; substrat ¢ozeltisi

kullanilmistir.
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Sekil 3.6. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Pt metali iceren iki yiizli nanopartikiillerin

aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.7. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Mn metalini igeren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.8. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Cu metalini igeren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.9. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Fe metalini iceren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.10. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Mn/Fe metallerini igeren iki yiizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.11. Substrat olarak TMB kullamldiginda, Cu/Pt metallerini iceren iki yiizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.12. Substrat olarak TMB kullanmildiginda, Ag/Mn/Fe/Cu metallerini igeren iki yiizlii

nanopartikiillerin aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.13. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Pt/Mn/Fe/Cu metallerini i¢eren nanopartikiillerin

aktivitelerinin pH ile degisimi
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3.1.3.2. Sicaklik Etkisi

Enzim aktiviteleri 25, 37,5 ve 45°C’ de gerceklestirilmistir. Saptanmis
olan optimum pH degerlerindeki tamponlar ve 10 mM TMB ve 2 mM H,0,

subsrat ¢ozeltisi Ol¢limler sirasinda kullanilmastir.
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Sekil 3.14. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Pt metali igeren iki yiizlii nanopartikiillerin
aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.15. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Mn metali iceren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Seki 3.16. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Cu metalini igeren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.17. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Fe metalini iceren iki yiizlii nanopartikiillerin

aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.18. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Mn/Fe metallerini iceren iki ylizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.19. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Cu/Pt metallerini igeren iki yiizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.20. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Ag/Mn/Fe/Cu metallerini igeren iki yiizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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Sekil 3.21. Substrat olarak TMB kullanildiginda, Pt/Mn/Fe/Cu metallerini iceren iki yiizli

nanopartikiillerin aktivitelerinin sicaklikla degisimi
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3.1.3.3. Substrat Derisimi Etkisi
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Sekil 3.22. Farkli derisimlerdeki TMB substrat1 ve pH 5 tamponu kullanilarak, enzim derigimi 50
ppm olan Pt metali igeren iki yiizlii nanopartikiilerle olusturulan Lineweaver - Burk

grafigi
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Sekil 3.23. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 5 kullanilarak, enzim derisimi 40 ppm olan

Mn metali igeren iki yiizlii nanopartikiiller ile olusturulan Lineweaver — Burk grafigi
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Sekil 3.24. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 6 kullanilarak, enzim derisimi 50 ppm olan

Cu metali igeren iki yiizlii nanopartikiiller ile olusturulan Lineweaver - Burk grafigi
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Sekil 3.25. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 9 kullanilarak, enzim derisimi 70 ppm olan

Fe metali iceren iki yiizlii nanopartikiiller ile olugturulan Lineweaver — Burk grafigi
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Sekil 3.26. Farkli derisimlerdeki TMB substrat1 ve pH 6 kullanilarak, enzim derisimi 60 ppm olan

Mn/Fe metallerini iceren iki yiizlii nanopartikiiller ile olusturulan Lineweaver - Burk

grafigi

900
800
700
600
500
400

1/[V] dk.mmol?

300

'2.00'_,..

100

-0,6 -0,4 -0,2

y = 564,56x + 232,66'3..-.

.

°.¢
-0
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/[S] mmol?

Sekil 3.27. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 4 kullanilarak, enzim derisimi 80 ppm olan

Pt/Cu metallerini igeren iki yiizlii nanopartikiiller ile olusturulan Lineweaver - Burk

grafigi
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Sekil 3.28. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 5 kullanilarak, enzim derisimi 50 ppm olan
Ag/Mn/Fe/Cu metallerini i¢eren iki yiizlii nanopartikiilleri ile olusturulan Lineweaver

- Burk grafigi
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Sekil 3.29. Farkli derisimlerdeki TMB substrati ve pH 6 kullanilarak, enzim derisimi 60 ppm olan
Pt/Mn/Fe/Cu metallerini igeren iki yiizlii nanopartikiilleri ile olugturulan Lineweaver -

Burk grafigi
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3.1.3.4. Enzim Derisiminin Etkisi
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Sekil 3.30. Enzim derisimin aktivite {izerine etkisi (substrat: TMB; pH 5; enzim derisimi 50 ppm

olan Pt metali igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.31. Enzim derisimin aktivite tizerine etkisi (substrat: TMB; pH; enzim derisimi 40 ppm

olan Mn metali igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.32. Enzim derisimin aktivite iizerine etkisi (substrat: TMB; pH 6; enzim derigimi 50 ppm

olan Cu metali igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.33. Enzim derisimin aktivite tizerine etkisi (substrat: TMB; pH 9; enzim derigimi 70 ppm

olan Fe metali igeren iki ylizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.34. Enzim derisimin aktivite iizerine etkisi (substrat: TMB; pH 6; enzim derisimi 60 ppm

olan Mn/Fe metallerini igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.35. Enzim derisimin aktivite tizerine etkisi (substrat: TMB; pH 5; enzim derisimi 80 ppm

olan Pt/Cu metallerini igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.36. Enzim derigimin aktivite {izerine etkisi (substrat: TMB; pH 5; enzim derigimi 50 ppm
olan Ag/Mn/Cu/Fe metallerini igeren iki ylizlii nanopartikiiller)
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Sekil 3.37. Enzim derisimin aktivite tizerine etkisi (substrat: TMB; pH; enzim derisimi 60 ppm
olan Pt/Mn/Cu/Fe metallerini igeren iki yiizlii nanopartikiiller)
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3.1.4. Elektrokimyasal Calismalar

10.0

5.0

0.0

-5.0

-10.0

0.0 0.5 1.0
Potential (V) vs. Ag/AgCl

Sekil 3.38. Nanoapoferritinin 0.1 M fosfat tamponundaki doniisiimlii voltammogrami

a)

Current {pA)

0.4

0.2

0.0

0.2

0.0 ' 05 ' 1.0
Time (sec)

48



b)

Potential (V)

£}

Current (pA)

| Write
1.0°

0.6

Erase

Write

Write

Write

Erase

Erase

Write

Write

Erase

04
0.0

0.4

0.2

o
o

0.2

0.4+

05

Time

Time (sec)

(sec)

1.0

10" cycle

Sekil 3.39. Apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza aygitindaki hafiza

fonksiyonunun karakteristigi, a) Bellegin periyodik olarak cevap verdigi akimlar, b)

120 ms’de akim yiiklenerek yapilan dl¢iimler, ¢) Bellegin cevap verdigi akimlar

49



Current (nA)

-1.0

2.0

1.0

0.0

[ —

-0.2 0.0 0.2 0.4
Potential (V) vs. Ag/AgCl

Sekil 3.40. Ag metalini igeren apoferritin nanopartikiillerinin 0.1 M fosfat tamponundaki

Current (1e-44)

doniigiimlii voltammogrami
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Sekil 3.41. Ag apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza aygitindaki hafiza

fonksiyonunun karakteristigi a) Bellegin periyodik olarak cevap verdigi akimlar, b)

120 ms’de akim yiiklenerek yapilan 6l¢iimler, ¢) Bellegin cevap verdigi akimlar
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Sekil 3.42. Cu metalini igeren apoferritin nanopartikiillerinin 0.1 M fosfat tamponundaki

doniigiimlii voltammogrami
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Sekil 3.43. Cu metalini igeren apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza
aygitinda ki hafiza fonksiyonunun karakteristigi a) Bellegin periyodik olarak cevap
verdigi akimlar, b) 120 ms’de akim yiiklenerek yapilan 6l¢timler, ¢) Bellegin cevap

verdigi akimlar
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Sekil 3.44. Mn metalini igeren apoferritin nanopartikiillerinin 0.1 M fosfat tamponundaki

doniigiimlii voltammogrami
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Sekil 3.45. Mn metalini iceren apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza

aygitindaki hafiza fonksiyonunun karakteristigi, a) Bellegin periyodik olarak cevap

verdigi akimlar, b) 120 ms’de akim yiiklenerek yapilan 6lgtimler, ¢) Bellegin cevap

verdigi akimlar
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Sekil 3.46. Cu/Ag metallerini i¢eren apoferritin nanopartikiillerinin 0.1 M fosfat tamponundaki

doniistimlii voltammogrami
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Sekil 3.47. Cu/Ag metallerini igeren apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza
aygitindaki hafiza fonksiyonunun karakteristigi a) Bellegin periyodik olarak cevap

verdigi akimlar, b) 120 ms’de akim yiiklenerek yapilan 6l¢iimler, ¢) Bellegin cevap

verdigi akimlar
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Sekil 3.48. Fe/Mn metallerini igeren apoferritin nanopartikiillerinin 0.1 M fosfat tamponundaki

doniigiimlii voltammogrami

0.5

Current (mA)

0.0

00 ' ' T ' ' Y
Time (sec)

58

1.0



b)

Potential (V)

Current (mA)

0.8,
0.6

0.4;

Write 2 Write 2 Write 2

! Erase 2 Erase 2 Erase 2
Write 1 Wirite 1 Write 1

0.2
0.0

-ﬂ.Zﬁ_ﬂ

0.5

0.0

0.5

Erase 1 Erase 1 Erase 1
05 Y
Time (sec)
s
'lt'.l'c]rcle.
Time [sec)

Sekil 3.49. Fe/Mn metallerini iceren apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen biyohafiza

aygitindaki hafiza fonksiyonunun karakteristigi a) Bellegin periyodik olarak cevap
verdigi akimlar, b) 120 ms’de akim yiiklenerek yapilan 6lgiimler, ¢) Bellegin cevap

verdigi akimlar
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Sekil 3.50. Ag/Fe/Mn/Cu metallerini igeren apoferritin nanopartikillerinin 0.1 M fosfat
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Sekil 3.51. Ag/Fe/Mn/Cu metallerini igeren apoferritin nanopartikiillerinden meydana gelen

biyohafiza aygitindaki hafiza fonksiyonunun karakteristigi a) Bellegin periyodik

olarak cevap verdigi akimlar, b) 120 ms’de akim yiiklenerek yapilan dlgiimler, c)

Bellegin cevap verdigi akimlar
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4. YORUM VE SONUC

Pt metali iceren iki yiizli nanopartikiillerin ortalama partikiil boyut
dagilimi 96 nm, Cu metali i¢eren iki yiizlii nanopartikiillerin ortalama partikiil
boyut dagilimi 140 nm, Fe/Mn metallerini iceren iki yiizlii nanopartikiillerin
ortalama partikiil boyut dagilimi 151 nm, Ag/Mn/Fe/Cu metallerini igeren iki

yiizlii nanopartikiillerin ortalama boyut dagilimi 149 nm olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Biyonanoyapilarin en yiiksek aktivite gosterdikleri pH degerleri, en yiiksek aktivite
gosterdikleri sicaklik degerleri hesaplanan Michaelis-Menten sabitleri ve maksimum

reaksiyon hizlari

pH Sicakhik KM VMAX

. e 3,45 x 107
Pt metali iceren nanopartikiiller 5 37 1,72 mM umol/dak
. o 9,56 x 107
Mn metalini i¢eren nanopartikiiller 5 37 1,55 mM umol/dak
. L 4,18 x 107
Cu metalini igeren nanopartikiiller 6 25 1,85 mM umol/dak
-2

Fe metalini igeren nanopartikiiller 9 37 2,64 mM 2,65x 10
umol/dak
Mn/Fe metallerini igeren 3,75 x 107
nanopartikiiller 6 45 2,3 mM umol/dak
Pt/Cu metallerini igeren 2,32 X 107
nanopartikiiller 4 25 2,38 mM pumol/dak
Ag/Mn/Fe/Cu  metallerini igeren 4,26 X 107
nanopartikiiller S 37 1,21 mM umol/dak
Pt/Mn/Fe/Cu  metallerini igeren 4,63 x 107
nanopartikiiller 6 45 1,25mM pumol/dak

Yapilan kinetik ¢alismalarda biyonanomalzemelerin en yiiksek aktivite
gosterdikleri pH degerleri, en yiiksek aktivite gosterdikleri sicaklik degerleri, Km

ve Vmax degerleri Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.
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Yapilan kinetik calismalarda Ag/Mn/Cu/Fe metali igeren nanoyapilarin
Michaelis Menten sabiti, diger nanoyapilara kiyasla TMB subsratina kars1 daha
yiiksek afinite gosterdigi saptanmaistir.

Kinetik ¢alismalarda biyonanoyapilarin derisimlerinin artirilmasiyla enzim

aktivitelerinin dogrusal olarak arttig1 gézlenmistir.

Grafen yiizeyine immobilize edilen nanoapoferritine ait doniisiimlii
voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7.2) 1.3 ile 0.0 V potansiyel
araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir. Sekil 3.38’de 1.01 V da goriilen
katodik pik ve 0.485 V da goriilen anodik pik (ANADOLUCA yontemiyle
nanopartikiil sentezinde kullanilan fotosentetif amino asit monomerinde bulunan
Rutenyum metaline ait yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli) grafen yiizeyinde
biyonanomalzemedeki yiikiin doyurulmasi ve yayilmasi igin kullanilmistir. Sekil
3.39°da yiikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma basamagi, indirgenme

potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Grafen yiizeyine immobilize edilen Ag metalini igeren apoferritin
nanopartikiillerine ait doniiglimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7.2) 0.6 ile -0.2 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir.
Sekil 3.40°da 0.26 V da goriilen katodik pik ve 0.0047 V da goriilen anodik pik
(glimiise ait  yiikseltgenme-indirgenme  potansiyeli) grafen yiizeyinde
biyonanomalzemedeki yiikiin doyurulmasi ve yayilmasi i¢in kullanilmigtir. Sekil
3.41°de ylikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma basamagi, indirgenme

potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Grafen ylizeyine immobilize edilen Cu metalini igeren apoferritin
nanopartikiillerine ait doniislimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7.2) 1.3 ile 0.3 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir.
Sekil 3.42°de 1.1 V da goriilen katodik pik ve 0.65 V da goriilen anodik pik
(bakira ait  yiikseltgenme-indirgenme  potansiyeli) grafen  ylizeyinde

biyonanomalzemenin yiikiin doyurulmasi ve yayilmasi icin kullanilmigtir. Sekil
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3.43‘de ylikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma basamagi, indirgenme

potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Grafen yiizeyine immobilize edilen Mn metalini iceren apoferritin
nanopartikiillerine ait doniisimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7.2) 1.3 ile 0.2 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir.
Sekil 3.44’de 0.99 V da goriilen katodik pik ve 0.51 V da goriilen anodik pik
(mangana ait ylikseltgenme-indirgenme potansiyeli) grafen yiizeyinde
biyonanomalzemedeki yiikiin doyurulmasi ve yayilmasi i¢in kullanilmistir. Sekil
3.45de yiikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma basamagi, indirgenme

potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Grafen yiizeyine immobilize edilen Ag/Cu metallerini igeren apoferritin
nanopartikiillerine ait doniisiimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7.2) 0.9 ile -0.3 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir.
Sekil 3.46’da 0.68 V da goriilen katodik pik ve 0.39 V da goriilen anodik pik
(bakira ait yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli) ve 0.297 V da goriilen katodik
pik ve -0.08 V da goriilen anodik pik (giimiise ait yiikseltgenme-indirgenme
potansiyeli) grafen yiizeyinde biyonanomalzemedeki yiikiin doyurulmasi ve
yayllmas: i¢in kullanilmistir. Sekil 3.47‘de yiikseltgenme potansiyelinin
uygulanmas1 yazma basamagi, indirgenme potansiyeli ise doyurulan yiikiin

silinmesini saglamstir.

Grafen ylizeyine immobilize edilen Mn/Fe metallerini iceren apoferritin
nanopartikiillerine ait doniisimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7.2) 0.9 ile -0.5 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda alinmistur.
Sekil 3.48’de 0.68 V da goriilen katodik pik ve 0.42 V da goriilen anodik pik
(mangana ait yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli) ve 0.012 V da goriilen
katodik pik ve -0.156 V da gorillen anodik pik (demire ait yiikseltgenme-
indirgenme  potansiyeli) grafen yiizeyinde biyonanomalzemedeki yiikiin
doyurulmas1 ve yayilmast i¢in kullamilmistir. Sekil 3.49°da yiikseltgenme
potansiyelinin uygulanmasi yazma basamagi, indirgenme potansiyeli ise

doyurulan yiikiin silinmesini saglamstir.
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Grafen yiizeyine immobilize edilen Ag/Fe/Mn/Cu metallerini igeren
apoferritin nanopartikiillerine ait doniisiimli voltammogram 0.1 M fosfat
tamponunda (pH:7.2) 1.2 ile -0.1 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama hizinda
almmustir. Sekil 3.50°de 0.99 V da goriilen katodik pik (bakira ait yiikseltgenme
potansiyeli) ve 0.76 V da goriilen katodik pik (mangana ait yiikseltgenme
potansiyeli) ve 0.45 V da goriilen anodik pik (bakir ve mangana ait indirgenme
potansiyeli) grafen yiizeyinde biyonanomalzemedeki ylikiin doyurulmasi ve
yayilmasi i¢in kullanilmistir. Karisimda yalniz Cu ve Mn nin yiikseltgenme piki
goriildii. Her iki metalin indirgenme bolgesi yakin oldugundan indirgenme piki
ortismiis. Sekil 3.51°de yiikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma

basamagi, indirgenme potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Biyonanomalzemelerin redoks ozelligi, gelistirilen biohafiza aygitlarin
hafiza fonksiyonunda rol oynayan disaridan uygulanan potansiyelin kontrollii
yapilmasidir. Grafen ylizeyine immobilize edilen biyonanomalzemelere ait
dontigimlii voltammogram 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7.2) farkli potansiyel
araliklarinda 50 mV/s tarama hizinda alinmistir. Yikseltgenme potansiyeli
uygulandigr zaman tek tabaka igindeki protein elektron kaybeder, bu nedenle
protein filmden elektrodun ylizeyine dogru pozitif yiikk akisi olur. Protein
tabakasinin i¢indeki pozitif yiik, hafiza aygitinda bilginin yazilmasi fonksiyonu
olarak calisir. Yiikseltgenme basamagindan sonra indirgenme potansiyeli
uygulandig1 zaman elektrot protein tabakasina elektronu geri verir. Yiikseltgenme
ve indirgenme potansiyelinin ardisik uygulanmasi gelistirilen biohafiza aygiti i¢in
yazma ve silme bilgisi saglar. Gelistirilen biohafiza aygitinin hafiza 6zelligi,
amperometri teknigi kullanilarak yiikseltgenme-indirgenme potansiyelinin
uygulanmasiyla incelenmistir. Yiikseltgenme potansiyelinin uygulanmasi yazma

basamagi, indirgenme potansiyeli ise doyurulan yiikiin silinmesini saglamistir.

Sonu¢ olarak sentezlenen biyonanoyapilarin peroksidaz aktivitesinin
yaninda indirgenme ve ylikseltgenme potansiyelleri dikkate alinarak biyohafiza

ozelligine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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