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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum ‘‘Yapay Kirmizi Kan Hiicreleri ile
Kemoterapdtik L-Asparaginazin Enkapsiilasyonu ve Karakterizasyonu’ baslikli bu
calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de
kaynakcada yontemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Giilsah KARADOL
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ASPARAGINAZIN ENKAPSULASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Giilsah KARADOL
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Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dali

63+xi
2019
Danisman: Prof. Dr. Burhan ATES

L-asparaginaz (L-ASNaz), Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) hastaliginin
tedavisinde kullanilan birincil kemoterapétik ilagtir. Hali hazirda L-ASNaz polietilen
glikol (PEG) ile modifiye edilmis olarak uygulanmaktadir. Bu uygulamadaki en
onemli sorunlardan bir viicut tarafindan gelistirilen immun yanit ile olusan yan
etkilerdir. Bu nedenle ALL tedavisinde karsilasilan bu tiir sorunlar1 ¢6zmek igin yeni
L-asparaginaz tasiyici sistemlere ihtiya¢ vardir. Bu noktada ¢alismanin amaci yapay
kirmiz1 kan hiicrelerinden L-asparaginaz i¢in bir tastyici sistemin gelistirilmesidir.

Tez kapsaminda oleik asit (OA) nisasta (ST)’ya tween 40 varliginda asilanmis
ve karakterize edilmistir. Daha sonra ise hemoglobin ve L-asparaginaz varliginda
yapay kirmizi kan hiicre sistemleri olusturulmustur. Elde edilen bu sistemlerin her
asamas1 yapisal, termal ve morfolojik olarak karakterize edilmistir. Ayrica
olusturulan bu sistemin partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve yapidaki L-asparaginazin
ise aktivitesi, pH ve sicaklik kararliligi, tekrar kullanilabilirligi ve depolama
kararlilhigr arastirilmistir. OA/ST ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin ortalama
hidrodinamik parcacik boyutlar1 sirasiyla 120 ve 295 nm olarak OSlglilmistiir.
OA/ST-Hb-L-ASNase ise 55 °C'de bagil aktivitesinin % 60’mndan fazlasini
korumustur. Bir hafta sonra, serbest enzim i¢in kalan aktivite % 59 iken, immobilize
enzim ig¢in %68 olarak bulunmustur. Ayrica OA/ST-Hb-L-ASNase tekrarlanan 15.
kullanimindan sonra bile baglangi¢ aktivitesinin yaklasik %50’sini korumustur.

Sonug¢ olarak c¢alismamizda olusturulan yapay kirmizi kan hiicrelerinin L-
asparaginaz enzimini tagimada kullanimma yo6nelik umut verici sonuglar elde
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Yapay kirmizi kan hiicresi L-asparaginaz, nisasta, oleik asit



ABSTRACT

Master Thesis
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Supervisor: Prof. Dr. Burhan ATES

L-asparaginase (L-ASNase) is the primary chemotherapeutic drug used in the
treatment of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL). Currently, L-ASNase is applied
modified with polyethylene glycol (PEG). One of the most important problems in
this practice is the side effect caused by the immune response developed by the body.
Therefore, novel L-asparaginase delivery systems are needed to solve such problems
in the treatment of ALL. The aim of this study is to develop a carrier system for L-
asparaginase from artificial red blood cells.

Within the scope of the thesis, oleic acid (OA) was firstly grafted to starch
(ST) in the presence of tween 40. Subsequently, artificial red blood cell systems were
established in the presence of hemoglobin and L-asparaginase. Each step of the
obtained systems is characterized structurally, thermally and morphologically. Also,
particle size, zeta potential and L-asparaginase activity, pH and temperature stability,
reusability and storage stability of this system were investigated. The average
hydrodynamic particle sizes of the OA / ST and OA/ST-Hb-L-ASNase materials
were measured as 120 and 295 nm, respectively. OA / ST-Hb-L-ASNase maintained
more than 60% of its relative activity at 55 °© C. After one week, the remaining
activity was 59% for the free enzyme and 68% for the immobilized enzyme.
Furthermore, OA/ST-Hb-L-ASNase maintained approximately 50% of the initial
activity even after repeated use of 15th.

As a result, promising results were obtained for the use of artificial red blood
cells in transporting L-asparaginase enzyme.

Key Words: Artificial red blood cell L-asparaginase, starch, oleic acid
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1. GIRIS

Diinyada 14 milyon kisi her yil kanser teshisi almakta ve 8,2 milyon kisi bu
hastaliktan 6lmektedir. Kanser insidansi yas, cinsiyet, dil, irk ayirimi yapmaksizin
tim insanlar1 etkilemektedir. Kanserin yayilmasmin, bu oranlarla devam etmesi
durumunda 2030 yilinda 22 milyon kisinin kansere yakalanacagi, Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan &ngoriilmektedir. Bununla beraber 6zellikle gelisecek olan kanser
olgularinin 6nemli bir bolimiiniin az gelismis iilkelerde goriilecegi belirtilmektedir.
Saglik bakanliginin verilerine gore iilkemizde her yil yaklasik 170.000 kisi kanser
teshisi almakta ve son yillarin verilerine gore kanser sikliginda herhangi bir azalis
goriilmemektedir. Kanserin tedavisinde farkli yaklasimlar olmakla birlikte
halihazirda en yaygin yaklasim kemoterapidir. Bu nedenle kemoterapinin basarisini
arttirmak ve yan etkilerini sinirlamak igin bir¢ok yeni nesil ilaglar gelistirilmekte ve

buna yonelik ¢alismalar hala 6nemini korumaktadir.

Kanser kemoterapisinde mikrobiyal kokenli enzimlerin ilag olarak
kullanilabilecekleri 1950°li yillarda ortaya konmustur. Bu ilaglardan en yaygin
kullanilan enzim, baz1 gram negatif bakterilerden elde edilen L- asparaginazdir. L-
asparaginaz (L-ASNase) ¢esitli kanser vakalarinda (¢ocuk losemisi basta olmak
tizere, lemfosarkoma, melanosarkoma, non-Hodkin vb.) yiiksek kemoterapotik degeri
ile bilinmektedir. L-asparaginazin etki mekanizmasinin temelinde L-asparagin amino
asidinin parcalanmas1 yatmaktadir. L-asparagin, hiicre igerisinde asparagin
sentetazlar tarafindan sentezlenebilen esansiyel olmayan bir aminoasittir. Birgok
tiimor hiicresi hizli malignant biiylime i¢in ¢ok miktarda L-asparagine ihtiyag
duymaktadirlar. Normal hiicrelerden farkli olarak tiimor hiicreleri asparagini
sentezleyememekte ve bu nedenle beslenmeleri i¢in kan dolagimindaki asparagine
ihtiya¢c duymaktadirlar (Lanvers vd., 2002). L-asparagin eksikliginde protein sentezi
engellenmekte ve bunun sonucunda tiimor hiicrelerinin Sliimii artmaktadir. Bu
nedenle, L-asparaginazin kandaki L-asparagin havuzunu yok etmesine yonelik
calismalar kanser tedavisi agisindan olduk¢a Onem arz etmektedir. L-ASNase
tedavisi gdrmiis hastalarin kanserli hiicre sayisinin azaldig: tespit edilmistir (Aydin

vd., 2004).

Kemoterapdtide etkili L-ASNase’lar E. coli ve Erwinia tiirlerinden elde
edilmektedir. (Phillips R.M. vd., 2013, Warangkar vd., 2010). Bakteriyel kaynakl

1



olmalar1 nedeniyle L-asparaginaz c¢ok cesitli yan etkilere sebep olabilmektedir.
Bunlar arasinda hayati fonksiyonlara ciddi zararlar verebilen alerjik yan etkiler
olduk¢a oOnemlidir. Buna ilaveten karaciger fonksiyonlarinda bozulma, tromboz
gelisimi, pankreatit, serebral disfonksiyon, parotitis ve immiin fonksiyon bozuklugu
sayilabilir (Gengalp vd., 2011). ilacin toksik etki nedenleri arasinda, L-asparagin ve
glutamin seviyelerinin azalmast sonucu albiimin, pihtilasma faktorleri, insiilin,
lipoprotein gibi 6nemli proteinlerin sentezinin inhibisyonu yatmaktadir. L-ASNase
komplikasyonlarinin orant %10-39 oraninda rapor edilmistir. Bu yan etkiler verilme
yolu, doz ve verilme sikligina bagli olarak farklanmaktadir (Bay vd., 2005).
Enjeksiyondan sonra plazma L-asparagin seviyesi hizli diismekle birlikte diisiik
diizeylerde 10 giin kadar devam eder. Bu siiregte L-ASNase protein metabolizmasi

tarafindan yikilmaktadir.

Kontrollii ilag dagilim sistemleri geleneksel ila¢ formlarina kiyasla bir¢ok
avantaja sahiptir. Bu avantajlarin basinda ilacin daha uzun siire ve etkin dozda
viicutta bulunmasi gelmektedir. Ayrica ilaca karsi viicut tarafindan gelistirilen
immiin yanitin ilag {lizerindeki etkilerini azaltmak yatmaktadir. Bu baglamda L-
asparaginaz gibi protein temelli ilaglar i¢in halihazirdaki en yaygin uygulama
pegilasyondur. Bununla beraber daha etkili yaklagimlara ihtiya¢ vardir. Bu alanda
nanoyapilar, lipozomlar, polimerler, dendrimerler, karbon malzemeler ve manyetik
nanopartikiiller dahil olmak {izere c¢esitli nanoyapilar tasiyicilar ve destek
materyalleri olduk¢a yaygin olarak arastirilmaktadir. Buna ilaveten protein bazli
ilaclarin yan etkilerini ortadan kaldirmada ve kan ortamindaki ilacin yar1 dmriinii
uzatmada kirmizi kan hiicreleri ve son yillarda ise yapay olarak dizayn edilen kirmizi
kan hiicre mimik sistemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Tez ¢alismasinin temel amaci; L-
Asparaginaz enzim-ilag sistemi i¢in yapay kirmizi kan hiicreleri ile bir tasiyici
platform olusturmaktir. Bu kapsamda nisasta, oleik asit ve hemoglobin kullanilarak
bir tasiyict yapay kirmizi kan hiicre platformu olusturulmus yapisal, morfolojik ve
enzimin immobilizasyon parametreleri agisindan karakterizasyonu

gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. L-asparaginaz

Enzimler temel olarak protein yapisinda olan ve dogal olarak canlilar
tarafindan hiicrede sentezlenebilen, kimyasal reaksiyonlarin hizini artiran, hiicre
igerisinde olusan bir¢cok tepkimenin oOzgilliigiinii diizenleyen, hiicre disinda da
etkinlik gosterebilen molekiillerdir. Ayrica enzimler bilimsel birgok ¢aligmada, gida
endiistrisinde, aktif olarak kullanilmaktadir (Ahmad vd., 2012).

Son zamanlarda klinik ¢aligmalarda enzimler oldukga sik kullanilmaktadir. L-
asparaginaz (L-asparagin amino hidrolaz, EC 3.5.1.1) enzimi klinik ¢aligmalarda
siklikla kullanilan, 16semik hiicreler igin esansiyel bir aminoasit olan asparaginin
amonyak ve aspartata bozulmasini katalizleyen, arastirmacilar ve bilim adamlar
tarafindan genis capta arastirilan antineoplastik o6zelliklere sahip ilk terapotik

enzimdir. L-asparginaz antikanser ve antitiimor 6zelligine sahiptir.

L-Asparaginaz (L-ASNase, L-asparagin amino hidrolaz, EC3.5.1.1), akut
lenfoblastik loseminin (ALL, 6zellikle cocuklarda ALL) ve Hodgkin hastaligi, akut
dahil olmak iizere diger malign hastaliklarin tedavisinde kemoterapdtik bir ilag
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. L-asparaginaz, varliginda L-asparagin (L-
Asn), L-aspartat (L-asp) ve amonyaga (NHz) hidrolize edilir.

@) O

+
H;N COO + NH

+ i .
H,N COO N H,0 L-Asparagimaz _

L-Asparagin L-Aspartik asit

Sekil 2.1. L-asparagin aminoasidinin L-aspartata hidroliz reaksiyonu



2.1.1. L-Asparaginazin Etki Mekanizmasi

L-asparaginazin temel etki mekanizmasi kanda bulunan L-asparagin amino
asidinin hidrolizi ile bu amino asidi kanda belli bir diizeyin altina diisiirmesidir.
Normal hiicreler, aminoasidi L-asparagin sentetaz vasitasiyla lretebilir, ancak L-
asparagin seviyesi yetersizse, amino asit kandan alinir. L-asparagin sentetaz
icermeyen kanser hiicreleri aminoasidi kendileri iiretmedigi i¢in kandan almak
zorundadirlar. L-ASNaz varliginda, L-asparagin, L-aspartat ve amonyaga hidrolize
edilir. Yani, kanser hiicreleri ihtiyaci olan L-asparagin amino asidini alamadiklari
igin yetersiz protein sentezi nedeniyle boliinemez ve oliirler. L-asparaginin hidroliz
reaksiyonu, iki asamal1 serin proteaz mekanizmasina benzer ve asagidaki gibidir: ilk
olarak, enzimin niikleofilik merkezi L-asparaginin amid karbon atomuna saldirir ve
ara iiriin olarak olan beta-agil-enzimi olusur. Ikinci reaksiyon adimi, bir su molekiilii
tarafindan aktive edilen amid baginin hidroliz reaksiyonudur. L-asparaginaz,
varhiginda L-asparagin (L-Asn), L-aspartat (L-asp) ve amonyaga (NH3) hidroliz

reaksiyonuna ait mekanizma Sekil 2.2°de verilmistir.

i Nuc
O
HO
\“/\I)LO
0 NH,

H
O  NH, : O  NH,
O @
L-asparajin ﬂ“a@]‘m Aspartik asit
araiiriin

Sekil 2.2. L-ASNaz reaksiyonunun genel hidroliz mekanizmasi (Cachumba vd.,
2016)



2.1.2. L-Asparaginazin Kaynaklari

L-Asparaginazin kemoterapotik etkisini sinirlayan faktorlerden biri tiretildigi
kaynaktir. Bu enzimin farkli izozimleri, insanlar hari¢ bitkiler, karasal ve deniz
mikroorganizmalar1 dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli organizmalardan izole edilmistir.
L-asparaginaz bakteri, maya, mantar, bitki ve aktinomycetes gibi ¢esitli
kaynaklardan {iretilse de (Ahmad vd., 2012), ticari L-asparaginaz, Escherichia coli
(E. coli) ve Erwinia chrysanthemi'den elde edilir. Ayrica L-asparaginaz enzimi bazi
kemirgenlerin kan serumunda da yiiksek yogunlukta bulunmaktadir (Dhanam ve
Kannan, 2013).

2.1.2.1. Bakteriyel L-Asparaginaz Kaynaklari

L- Asparaginaz kara ve deniz ortamindan hem gram pozitif hem de gram
negatif bakteri tiirlerinden iiretilebilmektedir. Gram pozitif bakteriden iiretilen L-
asparaginaz enzimi gram negatiften Uretilene gore miktar acisindan daha dnemsiz
kabul edilmektedir. Gram negatif bakterilerin ¢ogundan iki ana tipte L-asparaginaz
elde edilebilmektedir. Bu gesitler Tip I ve Tip II olarak isimlendirilirler. Tip I, L-
asparaginaz hem L-glutamin hem de L-asparagin amino asitlerinde etkinlige
sahipken, Tip Il L-asparaginaz, L-asparagin iizerinde yiiksek spesifik aktiviteye
sahiptir ve sadece anaerobik durumda indiiklenir (Shive vd., 2012). E.coli ve
Erwinia’dan {dretilen L-asparaginaz olduk¢a uzun zamandir ALL hastaliginin

tedavisinde etkili bir anti timor ajani olarak kullanilmaktadir (Hamid vd., 2018).

2.1.2.2. Mantar L-Asparaginaz Kaynaklari

Mantarlar, bakterilerle birlikte L-asparaginazin bir baska potansiyel
kaynagidir. Bakteriyel L-asparaginaz’lar cesitli yan etkilere sahiptir. Bu yan etkiler
uygulamalarint kisitlayan ve siireci olumsuz etkileyen faktorlerdir. Bu durumdan
Otiirii yeni kaynaklardan elde edilebilecek L-asparaginaz arayisina girilmistir.
Insanlar bakterilere kiyasla mantarlarla daha yakindan ilgilidir. Bu nedenle,
mantarlara kars1 immiinolojik reaksiyon gosterme ihtimali bakterilerden daha diisiik

olacaktir. Mantar kaynakli L-asparaginaz hiicre dis1 tiretildigi i¢in ve hiicre dist



enzimi saflagtirmak daha kolay oldugu icin dnemli bir kaynak olarak goriilmektedir.

Bununla beraber Km degeri agisindan kemoterapdtik etkisi sinirlidir.

2.1.2.3. Diger L-Asparaginaz Kaynaklar:

Farkli kaynaklardan L-asparaginaz liretimine yonelik caligmalar literatiirde
mevcuttur. Saccharomyces sp., Candida sp., Pichia sp., Rhodotorula sp., Hansenula
sp. ve Spobolomyces sp. gibi mayalarda rapor edilen L-asparaginazlarin antitimor
aktivitesi sergiledikleri ortaya konmustur (Alternbern vd., 1954 ve Broome vd.,
1965).

Aktinomisetler bakteriler ile mantarlar arasi bir formdur. Aktinomisetler
diinya capinda toprak su ve doga acisindan yaygindir, ancak yalnizca canli
hayvanlarda, 6zellikle baliklarda bulunan cinslerinin iyi enzimatik aktiviteye sahip
olduklart bulunmustur. Ayrica aktinomisetler bakteri ve mantarlara kiyasla daha iyi

bir L-asparaginaz kaynagidir.

Chlamydomonas sp., sar1 ve yesil alg, Vaucheria uncinata’nin L-asparaginaz

tiretimi ile ilgili raporlar mevcuttur.

2.1.3. L-Asparaginazin Molekiiler Yapisi

Birgok bilim adami L-asparaginazin molekiiler yapisini aydinlatmak ig¢in
cesitli arastirmalar yapmistir. Bu aragtirmalarin en dikkat c¢ekeni 1967 yilinda
Chambell ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadir. Bu ¢alisma sonucunda Escherichia
coli B'de iki L-asparaginaz (L-asparagin amidohidrolaz) bulunmustur ve Tip | ve Tip
Il olarak isimlendirilmistir. Iki enzim, ¢dziiniirliikleri ve kromatografik davranislari
ve ayrica pH'in bir fonksiyonu olarak aktiviteleri bakimindan farklilik gosterir.  Tip
I ad1 verilen L- asparaginaz enzimi daha ¢ok hiicre sitoplazmasinda bulunur. Tip II
ad1 verilen L-asparaginaz enzimi ise hiicre duvari ve membranlar arasinda bulunan

periplazmik bosluklarda bulunur.

Genellikle L-asparajinaz enzimi tetramer yapida bulunur ancak farkli
kaynaklardan elde edilen asparaginaz oOrneklerinin hekzamerik, dimerik ve
monomerik formlar1 da tespit edilmistir. Cogu bakteriyel L-asparaginaz kuarterner ve

tersiyer yapilar gosterir (Ramya vd., 2011). Bakteriyel L-asparaginazlar genellikle
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benzer kuarterner ve tersiyer yapida bulunup, ayni zamanda ortak bircok

biyokimyasal 6zellik géstermektedir.

E.coli bakterilerinden elde edilen L-asparaginazlarin molekiiler agirligi 133-
144 KDa civarinda olup diger kaynaklardan elde edilen L-asparaginazlar ise 140-150
KDa molekiiler agirliktadir. Bakteriyel kokenli L-asparaginazin, her biri sekiz B-
heliks yapili ve 14 o-ipliksi yapt 330 amino asit uzunlugunda genis N-terminal
zinciri ve daha kii¢iikk C-terminal zincirden olustugu gozlenmistir. L-asparaginaz 4
6zdes monomerden olusan biyolojik olarak aktif olan, homotetramerik bir yapidadir.
Homotetramerik yapiy1r olusturan her bir monomer, komsu monomerle dimer

olusturarak kuarterner yap1 gostermektedir (Ramya vd., 2012).

Sekil 2.3. Escherichia coli bakterisinden elde edilen L-asparaginazin {i¢ boyutlu

yapisi (Anonymous, 2019a).

2.1.4. L-Asparaginazin Optimum Kosullar

L-asparaginaz enziminin saflastirildigi kaynak, enzimin optimum pH

kosullarmin degismesinde etkilidir. Baz1 kaynaklardan elde edilen L-asparaginaz



enzimi alkali, bazilar1 nétral ve bazilar1 da asidik pH da kararliliklarini devam

ettirirler.

Bagka bir o6rnekte ekstraseliiler L-asparaginaz topraktan izole edilen Bacillus
sp.’den elde edilmis ve 37 °C’de optimum pH’s1 7 olarak 6Slciilmiistiir (Yadav vd.,
2014). L-asparaginaz enziminin sicaklik degerleri de pH degerleri gibi kaynagin
degismesiyle farklilagir, ¢linkii amino asit dizilimi ve yapist degisiklik gosterir.
Enzim iiretimi inkiibasyon sicakligindaki artisla yavas yavas azalmistir. Bu, oksijen
seviyesinde daha fazla diisiise neden olabilecek ve bdylece test organizmasinin
biiyiimesini azaltabilecek zayif 1s1 dagilimi nedeniyle ortamda biriken 1s1 etkili
oldugu seklinde yorumlanmistir. L-asparaginaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik, 30
ila 75 © C arasindaki genis bir sicaklik araligindadir. Aktivitenin en yiiksek oldugu
sicaklik ise 37 © C’ dir (Maladkar, 1993 ve Gallogher, 1989).

2.1.5. L-Asparaginazin Depo Kararhhg

L-asparaginaz gibi kemoterapotik ajan olarak kullanilan enzimlerin depo
kararliliklari, raf omiirleri olduk¢a O6nemli bir faktordiir. L-asparaginaz enziminin
depolanmasi ve uygun kosullarda saklanmasi en 6nemli endiselerden biridir. Farkli
mikrobiyal kaynaklardan gelen enzim, degisken depolama stabiliteleri gosterir. Law
ve ark., 1971°de Bacillus coagulans L-asparaginaz'in donmus halde 6 ay veya daha
uzun siire stabil kalabilecegiyle ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Bir diger calismada
1968 yilinda Robert ve ark. liyofilize formundaki E. coli L-asparaginazin 5°C'de
saklanabildigini ve en az birka¢ hafta boyunca stabil kalabildigini, yiiksek spesifik
aktiviteye sahip steril bir enzim ¢ozeltisinin de aktivite kaybi olmadan 5°C'de
saklanabilecegini bildirmistir. Tosa ve ark. tarafindan 1972’de bildirildigi gibi
Proteus vulgaris kaynakli L-asparaginaz -20°C'de saklandiginda 1 ay boyunca stabil
kalabilirken, 3.5M amonyum siilfatta siispansiyon olarak 5 °C'de saklandiginda 1 yil
boyunca stabil kaldigini ortaya koymuslardir (Tosa vd.,1972). E.coli L-asparaginaz
enzimi ayrica aktivitede bir diisiis olmadan -40 ° C'de plazma c¢ozeltisinde 1 yil

boyunca 1000U / ml olarak depolanabilir (Nath vd., 2009).



2.2. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilize edilmesi, enzimin, Kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir
bolgeye hapsedilmesi, tutuklanmasi anlamina gelmektedir (Chibata v.d., 1978).
Enzim immobilizasyonunun birincil amaci, enzimi ¢odziinmez hale getirmek ve

boylece ayrilmasini ve yeniden kullanimini kolaylastirmak olmustur (Cao vd., 2003).

Kovalent bag

:
Destek matervyal

Destek materval

Polimerik
materval

En cok kullandan immobilizasyon yontemlerinden 3 tanesi  (a) Fiziksel adsorpsiyon  (b) Tutuklanma
(c) Kovalent baglanma, ¢apraz baglanma

0000

Sekil 2.4. En yaygin olarak kullanilan enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik

gosterimi (Mohamad vd., 2015).

Enzimler veya “biyokatalizorler”, biyoteknoloji alaninda dikkat ¢ekici
kesiflerdir. Biyokataliz, iiretim kolayligi, substrat ozgiilligi ve yesil kimyasi
nedeniyle cesitli sektorlerde yaygin olarak kabul gdérmiistiir. Bununla birlikte, bu
biyolojik olarak gelistirilmis katalizorlerin biiyiik Olglide ticarilestirilmesi igin,
yeniden kullanilabilirlik 6zelliklerin saglanmasi olduk¢a o6nemlidir. Herhangi bir
biyokimyasal reaksiyon sirasinda yapisal stabilitesinin korunmasi oldukca zordur.
Sonug olarak, fonksiyonel verimlilige ve arttirtlmis tekrar kullanima sahip

immobilize edilmis enzimler, maliyetlerine ragmen alternatif olarak kullanilmaktadir.

Enzim immobilizasyonu, enzimin substratlar ve {irtinler i¢in olandan farkli
bir faza (matris/destek) baglanmasidir. immobilize edilmis enzimlerin &zellikleri

hem enzimin hem de destek malzemelerinin 6zellikleri tarafindan yonetilir. Ikisi



arasindaki etkilesim pratik uygulamasi i¢in belirleyici olabilecek immobilize edilmis

bir enzime 6zgii fizikokimyasal ve kinetik 6zellikleri verir. Bu nedenle makul sekilde

secilen bir destek, immobilize edilmis sistemin operasyonel performansini 6nemli

Olgiide artirabilir. Bu alanda inert polimerler ve inorganik malzemeler genellikle

tastyict matrisler olarak kullanilmaktadir.

Tim enzimler ve bunlarin uygulamalari i¢in evrensel bir destek olmadigi

kabul edilmekle birlikte, enzimlerin immobilize edilmesi i¢in diisiiniilen herhangi bir

malzemede istenilen 6zellikler asagidaki gibi siralanabilir (Krajewska v.d., 2004):

Biyotransformasyon igin proteinlere yiiksek affinite,

Enzimlerle dogrudan reaksiyonlar ve kimyasal modifikasyonlar igin reaktif
fonksiyonel gruplarin bulunmasi,

Hidrofiliklik, mekanik stabilite, rijitlik, yenilenebilirlik ve sisteme
gecirgenligi, wuygun yiizey alanim1 saglayan farkli  geometrik
konfigilirasyonlarda hazirlik kolayligi,

Inertlik, fiziksel giic, stabilite, enzim &zgiilliigii/aktivitesini arttirma,

Uriin  inhibisyonunu, spesifik olmayan adsorpsiyon ve mikrobiyal
kontaminasyonu azaltma,

Gida, ilag, tibbi ve tarimsal uygulamalar i¢in malzemelerin toksisite ve
biyouyumlu olmast,

Halk sagligi ve ¢evre bilincine yanit vermek igin, materyallerin biyolojik
olarak parcalanabilir olmast,

Ekonomik olarak ise ucuz olmasidir.

2.3.  Enzim immobilizasyonunun Avantajlari

Enzim immobilzasyonunun avantajlar1 asagida siralanmistir (Krajewska v.d.,
2004, Ates v.d., 2018).

Enzimin iriinden daha kolay ayrilabilmesi (Enzimin iiriinden kolayca
ayrilmasi, enzim uygulamalarin1 basitlestirir ve giivenilir ve verimli bir
reaksiyon teknolojisini destekler.),

Enzimin tekrar kullanilabilmesi (Enzimlerin tekrar kullanilmasi, ilk basta bir
enzim katalizli islemin olusturulmasi i¢in ¢ogunlukla gerekli bir 6nkosul olan

maliyet avantajlar1 saglar.),
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24. E

Enzim immobilizasyonunun, enzimin yapisini stabilize etmesi yani enzim
kararliliginin artmasi,

pH, sicaklik gibi degisken ortamlarda enzimin dayanikliliginin artmast,
Enzimin bir¢ok kere kullanilabilmesi ve bu durumun maliyeti diisiirmesi,
Olusan fiiriinlerde enzim kalintistnin  bulunmamast  (Ozellikle gida
sektoriinde),

Uriiniin kolayca ayrilmasi,

Atik s1vi miktarinin azalmasi,

Bazi durumlarda enzimin aktivitesinin artmasi,

Enzimin yarilanma 6mriiniin uzamasi,

Immobilize enzimin yarilanma 6mriinde ve serbest enzime kiyasla alerjik

reaksiyonlarda belirgin bir sekilde daha yiiksek bir stabilite gostermesidir.

nzim immobilizasyonunun Tarihcesi

Enzim immobilizasyonunun tarihgesinde 4 adim s6z konusu olup Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunun tarihgesi.

1.adim

2.adim

3.adim

4.adim

1815 Asetik asit ve atik su aritma gibi iglemlerde ampirik
kullanim,
1960 lar Tek enzim immobilizasyonu: L-aminoasit iiretimi,glukoz

izomerizasyonu vb.,
1985-1995 Kofaktor rejenerasyonu ve hiicre immobilizasyonu dahil
coklu enzim immobilizasyonu. Ornek: membran

reaktorlerinde keto asitlerden L-aminoasit Uretimi,

1995 ten Siirekli genisleyen multidisipliner gelismeler, farkli
giinlimiize  arastirma ve endiistri alanlarinda uygulamalar.

19. yiizyihn baglarindaki ilk adimda, mikroorganizmalar deneysel olarak

endiistriyel anlamda kullamilmistir. Ornek olarak, sirke iiretiminde ve atik suyun

aritilmasinda bakterilerin kullanilmasi verilebilir.
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Modern enzim immobilizasyon tarihi 1940’11 yillarin sonlarina dayanir ancak
Ik ¢alismalarin ¢ogu diger disiplinlerin dergilerinde yayinlanmistir. 1960’11 yillarin
basinda immobilize edilmis enzimler iizerindeki Oncii c¢alismalarin mevcut
teknolojilerin temelini gelistirdigi icin bu konuda 10.000°den fazla makale ve patent
yayinlanmigtir. Bu durum da bilim camiasinin ve endiistrinin bu alandaki yogun
ilgisini gostermektedir. Ikinci asamada sadece immobilize edilmis tek enzimler
kullanilmistir ancak 1970’lerdeki kofaktdr rejeneresyonu ve canli hiicreler ile iki

enzim reaksiyonu dahil olmak iizere daha karmasik sistemler gelistirilmistir.

Bu adimin bir 6rnegi olarak L-aminoasit dehidrojenaz ile stereoselektif
indirgeyici aminasyon ile a-keto asitlerden L-aminoasitlerin {retilmesinden
bahsedilmektedir. Son birka¢ on yilda immobilize edilmis enzim teknolojisi klinik,
endistriyel ve ¢evresel orneklere uygulamalar ile multidisipliner bir arastirma alant

haline gelmistir (Brena v.d., 2013).

2.5. Enzim Immobilizasyonunda Kullamlan Destek Materyalleri

Enzimler destek ve enzim arasinda zayif etkilesimlerin oldugu ve fiziksel
olarak kovalent baglarin enzim ile olusturuldugu kimyasal ve fiziksel olarak
smiflandirilabilecek ¢esitli yontemlerle immobilize edilebilirler. Ancak her enzim
icin kabul edilen genel bir yontem bulunmamaktadir. Organik tastyicilar enzim

immobilizasyonunda genel itibariyle 6n plandadir.

Enzimin immobilize edildigi yiizey, elektron gec¢is kompleksleri olusturarak
veya matris ile hidrojen veya kovalent baglar olusturarak enzimin {i¢ boyutlu yapisini
koruyacak sekilde oynayacak birka¢ temel role sahiptir (Mohamad v.d., 2015 ve
Orhan, 2018). Bir enzimin bir yiizey iizerinde hareketsizlestirilmesinde kilit husus,
matris yiizeyinde reaktif gruplar ile substrat baglanmasi veya enzimin aktif bolgesi

disindaki kalintilar arasinda secilen baglanma yonteminin iyi se¢ilmesidir.

Matrisin Ozellikleri immobilize edilmis enzim sisteminin performansinin
belirlenmesinde ¢ok biiyilk 6nem tasir. Matrislerin fiziksel 6zellikleri (ortalama
pargacik capi, sisme davranisi, mekanik dayanim, sikistirma davranisi gibi),
immobilize edilmis sistemlerin performansmi olumlu yonde degistirir. Ozellikle,
gozenek parametreleri ve partikiil biiyiikligii toplam ylizey alanini belirler ve

boylece enzimlerin baglanma kapasitesini kritik derecede etkiler.
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Kullanilan matrisler agagidaki gibi siniflandirilabilir:

Organik dogal polimerler

* Polisakaritler: Nisasta, seliiloz, dekstrans, agar, agaroz, Kitin, aljinat gibi.
* Proteinler: Kollajen, albiimin gibi.

* Karbon

Sentetik polimerler

* Polistiren

* Diger polimerler: Poliakrilat, polimetakrilatlar, poliakrilamid, poliamitler, vinil ve

allil-polimerler

Inorganik dogal mineraller

Bentonit, silika

Islenmis malzemeler

Cam (gozeneksiz ve kontrollii gézenek), metaller, kontrollii gozenekli metal oksitleri

2.6. Destek Materyali Seciminde Temel Hususlar

Enzimlerin immobilizasyonunda destek materyalin se¢ciminde dikkat edilecek

hususlar Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Destek se¢imindeki temel hususlar ve immobilizasyon yapilirken dikkat

edilmesi gerekenler.
Ozellik

Fiziksel

Kimyasal

Kararlilik

Direng

Toksisite

Ekonomik

Tepkime

Dikkat Edilecek Noktalar

Giig (mukavemet derecesi), mevcut yiizey alani,
gozeneklilik derecesi, gozenek hacmi, gecirgenlik,
yogunluk, artan biyokiitle i¢in bosluk, akis hiz1 ve basing
diististi.

Hidrofiliklik (destegin suya baglanmasi), enzim hiicreye
kars1 inertlik, modifikasyon i¢in mevcut fonksiyonel
gruplar ve destegin yeniden kullanilmasi

Depolama, enzim aktivitesi, hiicre verimliligi, enzim
aktivitesinin tekrarlanabilirligi, hiicre kullanilabilirliginin
stirdiiriilmesi ve destek malzemesinin mekanik stabilitesi
Bakteriyel/fungal  kontaminasyon, kimyasallar, pH,
sicaklik, organik c¢oziicii, proteazlar ve hiicre savunma
mekanizmasi,  biyouyumluluk, bilesen  reaktifinin
toksisitesi

Proses c¢alisanlart ve son iriin kullanicilart igin
biyouyumluluk

Endiistriyel olgekli kimyasal hazirlama, 6lgek biiyiitme,
siirekli isleme, etkin ¢alisma omrii, yeniden kullanilabilir
destek malzemesi, kolay rejenerasyon

Kofaktorlerin difiizyon smirlamalari, substratlarin  ve

urtnlerin kiitle transferleri

2.7. Enzim iImmobilizasyon Teknikleri

Enzim immobilizasyon yontemlerini genel olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.

1- Geri doniisiimsiiz immobilizasyon yontemleri

2- Geri doniisiimlii immobilizasyon yontemleri
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ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

I

Geri Doniigiimsiiz

Geri Déniigimmlii

| ] | ]

Kovalent Tutukl Capraz Ad . Disiilfit baglan
Baglanma [ ama ] Baglanma T ile (8-8)
/@ iyl M@l
Y. @ =

Sekil 2.5. Enzim immobilizasyon yontemleri (Brena vd., 2013)

2.7.1. Geri Doniisiimsiiz Immobilizasyon Yontemleri

Geri doniisiimsiiz immobilizasyon kavrami, biyokatalizor destege bir kez
eklendiginde, enzimin biyolojik aktivitesini veya destegini tahrip etmeden
ayrilmayacagi anlamina gelir. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonunun en
yaygin prosediirleri kovalent baglanma, tutuklama veya mikro kapsiilleme ve gapraz

baglanmadir (Brena v.d., 2013).

2.7.1.1. Kovalent Baglanma

Kovalent  baglarin  olusumuna dayanan yoOntemlerle proteinlerin
immobilizasyonu en yaygin kullanilan tekniklerden biridir. Enzim ve destek
fonksiyonel gruplari arasindaki kimyasal baglanma olarak agiklanabilir. Enzim
saliminin olmamas1 ve enzim stabilizasyon potansiyelinin olusu avantajlar1 olarak
sayilabilir. Matrisin ve enzimin yenilenebilir olmamas1 ve aktivite kaybi baslica

dezavantajlaridir (Brena v.d., 2013).

Kovalent baglanma gii¢lii ve stabildir. Enzimlerin destek malzemesi
poliakrilamid, gbzenekli cam, agaroz ve gozenekli silika igerir. Kovalent

immobilizasyon metodu esas olarak, bir reaksiyon prosesi {riinde enzim
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gerektirmediginde kullanilir. Bu durum kovalent immobilizasyon metodunu se¢gme
kriteridir. Enzimin destek malzemesine kovalent baglanmasi, destek malzemesinin
reaktif bilesigin eklenmesiyle etkinlestirilmesi ve ikincisi ise matrisin aktive edilmesi
igin polimer omurgasinin modifikasyonu gibi ana unsurlara sahiptir (Nisha v.d.,

2012).

Substrat

Sekil 2.6. Kovalent bag ile immobilizasyon (Mohamed vd., 2016)

2.7.1.2. Tutuklama (Entrapment)

Tutuklama yontemi, substrat ve iirlinlerin gegmesine izin veren ancak enzimi
koruyan polimerik bir ag iginde bir enzimin alikonmasina dayanir. Enzim
baglamasini kovalent bag ile ya da fiziksel baglanma ile yapma durumuna gore,
tutuklanma yontemi fiziksel ve kimyasal tutuklama yontemi olarak ta

siiflandirilabilir.

Sekil 2.7. Tutuklama ile immobilizasyon (Mohamed vd., 2016)

Ayrica suda ¢dziinmeyen polimer jellerde enzimin hareketi kisitlanarak jel

tutuklama gerceklestirilir. Suda ¢oziinmeyen polimer jeller jelatin, kalsiyum aljinat
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ve kollajen gibi maddelerden elde edilir. Jel tutuklama esnasinda sicakligin ve pH

e

degerlerinin degistigi gézlemlenebilir (Costa vd., 2005).

2.7.1.3. Mikrokapsiilleme

Bu yoOntemin amacit yar1 gecirgen bir membran igerisine enzimin
tutuklanmasidir (Akova, Aylin., 2002). Enzim yar1 gegirgen membran igerisine
hapsoldugu i¢in serbest hareket edemez (Ulu., 2014). Mikrokapsiiller 1 ile 100 um
capindadir. Yapi1 genellikle kiire seklinde yar1 gegirgen bir membran igine
hapsedildiginden, yontem, kapsiilleme ya da mikrokapsiilasyon olarak adlandirilir.
Boylece enzimin yiizey alani artmis olur. Yontemin, hizli olmasi, reaksiyonun rahat
ve kolay olmasi gibi avantajlarinin yani sira enzim aktivitesinin diisiik olmasi,

gereginden fazla enzim kullanilmasini gerektirmesi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur.

Kapsiilasyon teknigine en iyi drneklerden biri lipozomlar olup hidrofilik ve
hidrofobik bilesikleri kapsiillemede kullanilan ve lipitlerden olusan iki tabakali
kiiresel kesecikleridir. Lipozomlarin en biiyiik avantajlarindan biri hem su hem de
yagda ¢oziinebilen bilesenleri kapsiile edebilmesidir (Uygun, Murat., Yiiksek Lisans
2006; Tanaka vd., 1999).

’+ E E #‘
¢+ EE K 3
- ' "
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Sekil 2. 8. Kapsiilasyon ile immobilizasyon (Mohamed vd., 2016)
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2.7.1.4. Capraz baglama

1960’larin basinda kat1 faz protein kimyasi ¢aligsmalari, enzim kristallerinin
ya da ¢Oziinmiis enzimin, glutaraldehit gibi iki fonksiyonlu bir kimyasal ¢apraz
baglayici ile ¢apraz baglanmasinin enzim immobilizasyonunda kullanilabilecegini

ortaya koymustur (Cao vd.,2003).

Capraz baglama, enzim molekiillerini kovalent olarak baglayarak {i¢ boyutlu
enzim agregalarinin yapimini ifade eder. Bu metodolojinin ana dezavantaji,
agregalarin boyutunu kontrol etme zorlugunu, agregalarin c¢ekirdeklerine substrat
erigilebilirligini ve capraz bagli enzimin mekanik mukavemetinin bulunmamasin
icerir. Bu problem, bu yaklasimi, diger enzim immobilizasyon teknikleriyle
birlestirerek asilabilir. Ornegin, bir enzim, ii¢ boyutlu bir ara baglant1 kafesleri

aginda fiziksel olarak adsorbe edilebilir (X.S. Zhao v.d.,2006).

Sekil 2.9. Capraz baglama ile immobilizasyon (Mohamed vd., 2016).

2.7.2. Geri Déoniisiimlii immobilizasyon Yontemleri

Geri doniisimlii immobilize enzimler, enzim-tasiyict baglarindan 6tiirii farkli
kosullarda tasiyicidan ayrilabilir. Enzim immobilizasyonunda geri doniisimli
metodlar maliyetin daha diisiik olmasi sebebiyle daha kullanishidir. Ciinkii destek
tekrar kullanilabilir. Destek maliyeti immobilizasyonun maliyetini belirlemede esas

olan durumlardan biridir.
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2.7.2.1. Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon yontemi, enzimlerin fiziksel olarak adsorbe edilmesini
veya destek malzemesine tutturulmasini igeren geri donlisimlii immobilizasyon

yontemlerinden biri olarak tanimlanabilir (Mohamad v.d.,2014).

Fiziksel adsorpsiyon yontemi, enzim immobilizasyonunda kullanilan en basit
ve en eski yontem olarak kabul edilmektedir (Nelson v.d., 1916). Adsorpsiyonun
ger¢ek amaci enzimin immobilizasyonundan ziyade enzim saflastirmaktir. Yontemde
enzim, suda ¢éziinmeyen bir tasityicinin iizerine adsorplanir. Adsorpsiyon, Van der
Waals, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi zayif spesifik olmayan
kuvvetlerle olusabilir (Nelson v.d., 1916, Flor v.d., 1983).

Enzim immobilizasyonunda en fazla kullanilan adsorbanlar; nisasta, aktif
karbon, kalsiyum fosfat, gozenekli cam, silika jeldir. Fiziksel adsorpsiyon
yonteminin avantaji degisik sekil ve yilikteki destek materyallerini segme olanagi
sunmasi, enzim immobilizasyon isleminin basit olmasi, enzimin immobilizasyonu
olusurken diger taraftan enzimin saflasmasina imkan vermesi olarak sayilabilir.
Yontemle ilgili dezavantajlar ise immobilizasyon islemi kolay olmasina ragmen

immobilizasyon iglemleri sirasindaki kosullar1 saptamak olduke¢a zordur.

‘ \ E ¥
E K E E L

Substrat

Sekil 2.10. Fiziksel adsorpsiyonla ile immobilizasyon (Mohamed vd., 2016).

2.7.2.2. Kimyasal Etkilesim

Enzim immobilizasyonunda geri doniisimli farkli kimyasal etkilesimler
kullanilmaktadir. Bunlardan biri iyonik etkilesimler olup 6nemli bir yere sahiptir.

Yontem basit ve geri doniisiimliidiir ancak genel olarak, enzimin hem gii¢lii bir
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sekilde bagli hem de tamamen aktif kaldig1 kosullar1 bulmak zordur. Enzim ve destek

malzemeleri arasindaki bag tuz kopriileri ya da iyonik etkilesimlerdir.

Sekil 2.11. Iyonik baglanma (Nisha S.v.d., 2012).

Destek ile enzim arasinda geri doniistimlii kovalent bag olan S-S baglarinin
olusmasi igin, enzimler ¢esitli destek materyallerine immobilize edilebilirler. Burada
distilfit bag1 olusumu i¢in, uygun ajanlar kullanilarak baglarinin kolay kopmasi

nedeniyle oldukca farklidir (Brena ve Batista-Viera, 2006).

2.8. Kirmiz1 Kan Hiicreleri ve ila¢ Tasima

Kirmizi kan hiicreleri, diger adiyla eritrositler (RBC) kanin hiicre bdliimiiniin
neredeyse tamamini olustururlar. Cogu hiicrelerin aksine ¢ekirdekleri bulunmadigi
icin esnektirler. Esnek yapida bulunmalarindan 6tiirii viicutta kan damarlar
araciligiyla her alana kolaylikla ulasirlar. Ancak bu durum hiicrelerin Omriini

sinirlamis olur.

Kirmizi kan hiicreleri, iclerindeki hemoglobin sayesinde oksijen ve
karbondioksit taginmasinda rol oynar. Ayrica kana kirmizi rengini veren hiicredir.
(Tasimakta olduklar1 hemoglobin ve merkezlerindeki Fe sayesinde kan kirmizi

goriindir.)
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Demir (Fe) Hem Grubu

o Zinciri

B Zinciri

, Kirmiz1 Kan Hiicresi

o Zinciri
B Zinciri

Polipeptit Molekiiliiniin
Sarmal Sekli

Sekil 2.12. Kirmizi kan hiicreleri ve hemoglobin molekiiliiniin goriintimii (Banerjee

and Aniyery 2017)

Mikrokiireler, lipozomlar ve nanopartikiillerde oldugu gibi kirmizi kan
hiicrelerinin de ilag tasiyict sistem olarak kullanilabilecegi, boylece igine yiiklenmis
etken maddelerin in vivo kosullarda hizli bir sekilde pargalanarak inaktive olmaktan
korunabilecegi, uzatilmis etki saglanabilecegi, ayrica hedef hiicre ve dokulara etken
maddenin tagiabilecegi rapor edilmistir. Kirmizi kan hiicreleri 8 um ¢apinda, disk
biciminde, iki tarafi ¢ukur bikonkav bi¢cimdedir. Bu yap1 kirmizi kan hiicrelerine
genis bir yilizey/hacim orani saglamaktadir. Bu 6zel yap1 sayesinde eritrositlerin
membrani fazla gerilmeden sisebilmekte ve bol miktarda oksijen ve karbondioksit
tagiyabilmektedir.  Kiicik kan  damarlarindan  gegerken  kolayca  sekil
degistirebilmektedirler ancak bu degisiklik gegicidir. Bu 6zellikleri ile kirmiz1 kan

hiicrelerine cesitli teknikler kullanarak bir¢ok ila¢ etken maddesi yiiklenebilmektedir.
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2.8.1. Kirmuzi Kan Hiicrelerine Etken Madde Yiikleme Yontemleri

Kirmizi kan hiicrelerine iki farkli etken madde yiikleme yontemi gbze carpar.

Bunlar;

» Hipoosmotik lizis yontemi

» Elektriksel sok yontemi

2.8.1.1. Hipoosmotik Lizis Yontemi

Hiicre hipotonik bir ¢ozeltiye konursa su digsaridan hiicreye girer. Hiicre siser
hatta membranin yirtilmasiyla lizis olabilir. Hiicredeki yapilar hipoosmotik ¢ozeltiye
dogru gecer. Hiicrenin dis yiizeyinde porlar olusur. Bu olusan porlardan istenilen

ilaglar kirmiz1 kan hiicrelerine yiiklenebilir (Sekil 13).

Hipotonik tedavi fzotonik tedavi
—_ —_>
KIRMIZI KAN HUCRESI
(RBC)
] .

e 00 9 VI ’ » 2 .

e a o ..
MANYETIK QUANTUM s
NANOPARTIKULLER DOTLAR DOESEEORISN

(MNPs) (QDs) (DOX)

Sekil 2.13. Kirmiz1 kan hiicresine ila¢ ve manyetik nanopartikiillerinin yliklenmesi

(Wu vd., 2015).

2.8.1.2. Elektriksel Sok Yontemi

Elektroporasyon olarak ta bilinen bu yontem, hiicrelere kisa siireli yiiksek

giicte elektriksel alan uygulayarak hiicre zarinda nanometre boyutunda gegici
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gozenekler acilmasi mantifina dayanmaktadir. Bu sayede ila¢ ve biyolojik

materyaller kolayca hiicre i¢ine yiiklenebilmektedir.

Elektriksel alan Elektriksel alan FElektriksel alan
uygulanmadan dnce uygulanirken uygulandiktan sonra

Hiicre membram

Genleri/ilaclan
sunma

Elektrik alamni, hiicre zan
boyunca bir gerilime neden oldu

Sekil 2.14. FElektroporasyon yontemi ile hiicrelere ila¢ etken maddesi yiiklenmesi

(Anonymous, 2019b).

2.8.2. Tasiyian Sistem Olarak Kirmuzi Kan Hiicrelerinin Avantajlar1 ve

Dezavantajlari

Kirmiz1 kan hiicrelerinin tasiyici sistem olarak kullanilmalarinin avantajlari

asagida siralanmistir.

¢ Biyolojik sistemlerde biyogecimliligi yiiksektir.

¢ Etken maddede kimyasal modifikasyona gerek yoktur.

¢ Genelde hastanin kendi kirmizi kan hiicresi kullanildigindan alerjik reaksiyon
meydana getirmezler.

e Kirmiz1 kan hiicresi i¢inde tasinan etken madde enzimatik parcalanmadan

korunur.

Kirmizi kan hiicrelerinin tasiyict sistem olarak kullanilmalarimin

dezavantajlar asagida siralanmistir.

eKullanilan etken madde yiikleme yoOntemine bagli olarak kirmizi kan

hiicrelerinin biyokimyasal yapisinda meydana gelen kiigiikk degisiklikler,
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Omegin; glikoproteinlerin ~ ayrilmas;, membran sertliginin  artmasi,
membrandaki siilfidril gruplarinin oksidasyonu gibi,

¢ Bu hiicrelerin organizmada genel dolasimdaki kalis siirelerinin ve biyolojik
davraniglarinin degismesi,

e Kan bankalarinda saklanmalarinda in vitro stabilite probleminin olmasidir.
Normal transfiizyon kanindaki kirmizi kan hiicrelerinin saklanma siireleri
birkag hafta iken, etken madde yilikleme islemi sirasinda kismen zarar gérmiis

kirmizi1 kan hiicrelerinin saklanma stireleri daha da kisalmaktadir.

2.9. Yapay Kirmuz1 Kan Hiicresi

Yapay kirmizi kan hiicreleri kirmizi kan hiicre membran ve sisteminin
taklit edildigi sentetik yapilardir. Nanopartikiiller, nanotubiiller, lipozomlar, polimer
baglanmis lipid vezikiilleri, polimerler, mikrokapsiiller ve sentetik hiicreler 6rnek
verilebilir. Yapay kirmizi kan hiicreleri kan ikame malzemeleri olarak da bilinir.

Yapay kirmizi kan hiicrelerinin kullanilmasinin avantajlart vardir.

» Kan yerine kullanilip ayn1 zamanda kan grubu farkina bakilmaksizin her
insana verilebilmesi,

» Uzun raf dmri,

» Kan yoluyla bulasabilecek herhangi bir hastaligin bulasabilme ihtimalinin

ortadan kaldirilmasi olarak sayilabilir.

29.1. Yapay Kirmizz Kan Hiicrelerinin Ila¢ Tasima Sistemi Olarak

Kullanilmasi

Ik yapay kirmizi kan hiicreleri, alyuvarlarin oksijen tagimasi, karbondioksit
tasimas1 ve antioksidan aktivite gibi fonksiyonlarini yerine getirmistir. 1980’li
yillarda HIV virlislinlin ortaya ¢ikmasiyla kirmizi kan hiicrelerinin ilag tasimasina
iliskin ¢alismalar sekteye ugramistir. Bu nedenle yapay hiicrelerle gen ya da ilag gibi
tasima sistemlerinin gelistirilmesi énemli bir konu olmustur. Bunun i¢in tamamen
yapay bir kapsiilasyon membran1 olusturma veya kirmizi kan hiicresi gibi biyolojik
canlilig1 olan bir hiicrenin igerisi tamamen bosaltilip hiicre membrani, gelistirilecek
nano ila¢ tasiyicilar igin bir yiizey kaplama materyali olarak kullanma yoluna

gidilmistir. Ozellikle yapay kan hiicresi olusturmada biyolojik olarak uyumlu

24



biyopolimerlerden veya sentetik polimerlerden yararlanilmistir. Ozellikle nisasta gibi
bir biyopolimer ve PLA gibi sentetik biyouyumlu polimerler bu alanda en yaygin
kullanima sahip yapilardir. Yapay olarak dizayn edilen bu sistemlerin viicut immiin
sistem yanitindan daha az etkilenmesi ya da gizlenmesi amaciyla farkli yiizey

modifikasyonlar1 yapilmaktadir.

Yiizey modifiye olmayan veya hidrofobik nanopartikiiller dolasimda iken
biiyiikliik ve yilizey karakteristiklerine bagli olarak baslica karaciger ve dalak olmak
tizere mononiikleer fagositik sistem (MPS) tarafindan yakalanirlar. Bu sorunu
ortadan kaldirmak i¢in nanopartikiiller hidrofilik polimerler ile kaplanabilirler,
boylece partikiiller makrofajlarca yakalanmaktan korunurlar. Hidrofilitenin
artirilmas1 ayrica partikiili suda daha ¢Oziiniir yapmasmin yaninda enzimatik
degradasyona karst daha az hassas olmasmi ve bdylece biyouyumlulugunun

artmasini saglar.

2.10. Kaynak Ozetleri

L-Asparaginaz akut lenfoblastik 16semi (ALL) tedavisinde genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak yiiksek terapik etkisine karsin L- Asparaginaz’in terapotik
kullanimu ates, cilt isiligi, alerjik reaksiyonlar gibi ciddi yan etkilere sebep olabilir
(Mate vd., 1970 ve Jaffe vd., 1973). Ayrica L- asparaginaz kisa bir zaman i¢in kan
sisteminde dolasir ve viicuttaki proteazlar tarafindan pargalanabilir. Bu enzimin
sebep oldugu immiinolojik yanitlar1 azaltmak, enzimin etki zamanini uzatmak ve
kandaki ila¢ etkilerini arttirmak i¢in, immobilize edilmis cesitli L- asparaginaz
kullanim1 6nemlidir. L-asparaginaz immobilizasyonunda albiimin (Poznansky vd.,
1982) dextran (Wileman, 1991) polietilenglikol (PEG) (Ashihara vd., 1978) ve
polivinil alkol (Nambu, 1986) gibi dogal ve yapay polimerler kullanirlar. Sadece
¢ozilinen bir biyouyumlu polimer olan PEG modifiyeli L-Asparaginaz (pegaspargase)
Enzon Inc (Pistacaway, NJ, USA) tarafindan ticari olarak iiretilmektedir (Holle,
1997). Diger yandan kollojen (Alvarez, 2000) CM-seliiloz (Jefferies vd., 1977) ve
poliakrilamit ve poli 2-hidroksietil metakrilat jeller (Hasselberger vd., 1970 ve Mori
vd., 1974) gibi matriks destekli suda ¢oziinmeyen immobilize sistemler ortaya

konmustur. Bu baglamda L- asparaginazi immiin sistemin etkilerinden kurtaracak ve
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daha uzun ve etkin bir tedavi sunacak biyopolimerik tasiyicilarin ortaya konmasi

oldukca dnemlidir.

Son yillarda 6zellikle kirmizi kan hiicreleri ilag tasinimi veya yapay olarak
dizayn edilen biyobenzer kirmizi kan hiicre sistemleri ile kan ikamesi ve ilag taginimi
ilgi ¢ekmektedir. Bu alanda ilk calisma Gardos’un 1953 yilindaki kirmizi kan
hiicrelerinin  i¢ini  bosaltip (eritrosit ghost) ve ATP molekiilii yiiklemesi
gergeklestirdigi c¢alismasidir (Xia vd., 2019). Daha sonralar1 bu alanda farkli
caligmalar yapilmaya baglanmis ve oOzellikle 1970’lerde B-glukosidaz ve -
galaktosidaz kirmizi kan hiicreleri ile tasinarak Gaucher’s hastaliginin tedavi
edilmesi ile ilgili ¢aligmalar gerceklestirilmistir (Haley vd., 1961). Bilimsel
calismalarda L-asparaginazi’da iceren bir¢ok enzim i¢in kirmizi kan hiicreleri tasiyici
sistem olarak kullanilmaya baglanmistir. 1994 yilinda Lejeune vd., farkli bir ¢alisma
ile kirmizi kan hiicre membran1 kullanarak lipozomlar olusturmuslar ve bunlar
“nanoeritrozomlar” olarak tanimlamislardir (Lejeune vd., 1994). Bu sistemlerde
lipozomlar kirmizi kan hiicre membraninin ezilmesi, yeniden diizenlenmesi ve basit
aktif molekiillerin olusturulan lipozom yapisina entegrasyonu ile islemler
gerceklestirilmektedir. Bu sistemlerin de Ozellikle kan ortaminda yari Omiir ve
kiimelenme gibi sorunlar1 mevcuttur. Bu nedenle son yillarda yapay kirmizi kan
hiicreleri veya biyouyumlu polimerler ile kimizi kan hiicre membranlarini igeren
kombine yapilar olduk¢a giincelligini korumaktadir. Bu yapilar hem kirmizi kan
hiicre takviyesi anlaminda oksijen tasiyict sistem olarak hem de ilag tasiyicisi olarak

kullanilmaktir.

Xu vd., ¢alismalarinda, hemoglobinin (Hb) uzun zincirli yag asidi agilanmis
nisastasint kullanarak oksijen tasiyicist olarak, yapay kirmizi kan hicreleri
olusturmuslar; fiziksel, kimyasal ve sican hemorajik sok modelinde biyolojik
ozellikleri ile terapétik etkilerini degerlendirmiglerdir. Elde edilen iriinlerin partikiil
boyutu yaklasik 250 nm olarak bulunmustur. Olusturulan yapilarin in vitro hemoliz
ve prokoagiilatif 6zellikte olmadiklar1 tespit edilmistir. Nanopartikiiller farelere
kuyruk damari yoluyla enjekte edildiginde, toplam trombosit sayilar1 azalmamistir.
Hemoraljik soku olan siganlar iyilesmis ve yapay kirmizi kan hiicre takviyesi
sonrasinda ana organlarin histolojik yapilari degismemistir. Birlikte ele alindiginda
bu calismada, iyi oksijen tasima kapasitesine sahip yapay kirmizi kan hiicreleri
hazirlanmigtir (Xu vd., 2015).
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Lui vd., caligmalarinda PEG-PLA-nano yapay kirmizi hiicre hazirlamislar ve
sicanlarda karaciger ve dalak iizerindeki uzun vadeli etkilerini incelemislerdir. Kan
ornekleri, infiizyondan once ve analiz i¢in infiizyondan sonra 1, 7 ve 21. giinlerde
alimmistir. Nano yapay kirmizi kan hiicrelerinin alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz, alkalin fosfataz, kreatin kinaz, amilaz ve kreatin kinaz tizerinde
onemli bir olumsuz etkisi olmadigin1 belirlemislerdir. Stroma icermeyen hemoglobin
grubunda, karacigerlerde hemoglobin, merkezi damarlarda ve siniizoidlerde ve
hepatik steatozda birikmistir. Sonug olarak, enjekte edilen nano yapay kirmizi kan
hiicreleri, endotelyal sistem tarafindan verimli bir sekilde metabolize edilmis ve
karacigerlerde ve dalaklar lizerinde herhangi bir biyokimyasal veya histolojik toksik
etki olusturmamustir (Liu vd., 2008).

Agrawal vd., kirmizi kan hiicresine L-asparaginaz enzimini yiiklemisler ve
pre-klinik ¢aligmalarda enzimin olduk¢a aktif olarak bu sistemde c¢alistigini tespit
etmislerdir. L-ASNase yiikli kirmizi kan hiicreleri, biyoreaktor sisteminde kan
akiminda substratini tiikettigini ortaya koymuslardir. Bu sonuglarla olusturulan
tastyict ilaglarin akut miyeloid 16semi hastalarina potansiyel olarak etkili ve giiven
bir tedavi sunabilecegini one slirmiislerdir (Agrawal vd., 2018).

Sun vd. kan damarlarindaki “dogustan tasiyicilar” olarak niteledikleri kirmizi
kan hiicrelerinin (RBC)’leri kullanarak kemoterapotik doksoribusin tasiyict ve NIR
uyarim ile ilag salabilen hedefli bir ilag tasiyict sistem gelistirmislerdir. Ilag
hedeflemesi i¢in peptidler kullanmiglardir. RBC'lerin zar1 NIR’a bagli fototermal
1sitma ile tahrip edilmis ve etkin ilag salinimini saglamistir. Calismada 2 tip kanser
hiicresi kullanilmis ve olusturulan sistemde daha fazla terapétik etki gozlenmistir. Bu
calisma biyolojik olarak uyumlu olan ve hedefli kanser tedavisi terapisi igin imit
vaat eden akilli RBC tasiyicilarinin yeni bir tasarimi agisindan 6nemlidir (Sun vd.,
2015).

Aryal vd., Doksorubisin (Dox) ilact i¢in iki farkli tasiyici sistem tasarlamislar.
Birinci sistemde Dox ilact PLA ile kimyasal modifikasyonla nanopartikiil halinde
hazirlanmistir. ikinci sistemde ise bu yapi kirmizi kan hiicre membranlar ile
kaplanmistir. Polimer kapsiile formiilasyon ilk 2 saat icinde % 20 Dox ilacini
salarken daha sonraki salimi1 sadece % 5 diizeyinde gergeklestirmistir. Bununla
beraber kirmizi kan hiicre membran1 kapli nanopartikiilde %20 salim 72 saatte

gerceklesmistir. Bununla beraber daha sonraki siirelerde salim %40’lara ulasmistir.
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Bu sonuglar RBC kapli nanopartikiil formiilasyonlarinin daha uzun siireli ila¢ salimi
icin onemli aday yapilar oldugunu ortaya koymustur (Aryal vd., 2018)

Ding vd, folik asit (FA) ve trifenilfosfonyum (TPP) ile modifiye edilmis RBC
membranlar1 ile kaplanmis, c¢ekirdekler halinde Unconverting nanopartikiilleri
(UCNP) kullanan fotoduyarlt nanotastyicilar gelistirmislerdir. Diger geleneksel
kaplamalarla karsilastirildiginda, RBC membrani kaplanmis formiilasyon hiicre i¢ine
oksijen girisini 4 kat arttirarak uygulamadan 20 giin sonra, tiimor hacmini onda
birine diisirmiistir. Bu 0zellikle kan dolasimindaki tiimoér hiicrelerinin RBC
membran ile kaplanmis UCNP nanopartikiilleri ile hiicrelere daha fazla oksijen
girisinin saglanmas1 ve bu hiicrelerin patlatilarak dokularda tiimor hiicrelerinin

birikiminin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir (Shen vd., 2015).

Yukarida bazi Ornekleri verilen kirmizi kan hiicreleri, membranlar1 ve
biyopolimerlerle olusturulan yapay kirmizi kan hiicre sistemleri oksijen ve ilag
tagiyict olarak gelecek vaat eden uygulamalardir.  L-asparaginaz onemli bir
kemoterapoétik ilag olup yapay kirmizi kan hiicreleri ile tasinimina yonelik herhangi
bir ¢alisma mevcut degildir. Bu tez ¢alismasi 6nemli bir enzim ilag olan L-ASNase
i¢in Nisasta-Oleik asit temelli bir membran ile hemoglobin igeren yapay kirmizi kan
hiicre sisteminin olusturulmasi ve bu sistemde L-ASNase’in etkinliginin

arastirilmasini icermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Arastirmada kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup kullanilan

kimyasallar sunlardir:

e L-asparaginaz (Leunase),

e L-asparagin (Sigma),

e Trikloroasetik Asit (Riedel De Haen),
e Nisasta (Merck),

e Asetik Asit (Sigma),

e Sodyum Hidroksit (Merck),

e Sodyum Kloriir (Merck),

e Tris (Merck),

e Hidroklorik Asit (Merck),

e Potasyum Persiilfat (Riedel De Haen),
e Etil Alkol (Sigma),

e Dimetilsiilfoksit (Merck),

e Etil Asetat (Merck)

e Oleik Asit(Aldrich),

e Tween 20 (Sigma-Aldrich),

e Tween 40 (Sigma),

Insan Hemoglobini (Sigma),

n-Hekzan (Merck),

Aseton (Carlo Erba),
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3.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

e Ph Metre (Cyberscan 1000),

e Etiiv (Heraeus),

e Shaker (Wiseshake SHO-1D),

e Su Banyosu (Wisebath),

e Santrifiij (Hettich Universal 320R),

e Terazi (Shimadzu ATX224),

e Mikroplate reader (Biotek)

e Manyetik Karigtiricili Isitic1 (IKA C-MAG HS7),
e Sonikasyon Cihazi (Bandelin Sonopuls)
e Vorteks (Fision Whirli Mixer),

e FT-IR-ATR (Perkin Elmer),

e DSC-60 (Shimadzu),

e DTA-50 (Shimadzu),

e TGA-50 (Shimadzu),

e SEM, LEO Evo0-40 VPX

e DLS, Malvern Instruments, Zetasizer Nano S

3.3. Cahsmada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.05 M pH:4 asetat tamponu: 4.1 g sodyum asetat (Ma:82.03 g/mol) biraz

distile suda ¢oziinmiistiir. Derisik glasiyel asetik asit c¢ozeltisi eklenerek pH 4'e

ayarlanmig ve distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.
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0.05 M pH:5 asetat tamponu: 4.1 g sodyum asetat (Ma:82.03 g/mol) biraz

distile suda ¢oziinmistiir. Derisik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 5'e

ayarlanmis ve distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustur.

0.05 M pH:6 asetat tamponu: 4.1 g sodyum asetat (Ma:82.03 g/mol) biraz

distile suda ¢oziinmiistiir. Derisik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 6'ya

ayarlanmuis ve distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustur.

0.05 M pH:7 Tris-HCI tamponu: 6.06 g Tris (Ma:121.14 g/mol) biraz distile

suda ¢oziinmiistiir. Derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 7'ye ayarlanmis ve

distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.

0.05 M pH:8 Tris-HCI tamponu: 6.06 g Tris (Ma:121.14 g/mol) biraz distile

suda ¢oziinmiistiir. Derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 8'e ayarlanmis ve

distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.

0.05 M pH:8.5 Tris-HCI tamponu: 6.06 g Tris (Ma:121.14 g/mol) biraz distile

suda ¢oziinmiistiir. Derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 8.5'a ayarlanmis ve

distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.

0.05 M pH:9 Tris-HCI tamponu: 6.06 g Tris (Ma:121.14 g/mol) biraz distile

suda ¢oziinmiistiir. Derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenerek pH 9'a ayarlanmis ve

distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.

0.05 M pH:10 Tris-HCI tamponu: 6.06 g Tris (Ma:121.14 g/mol) biraz distile

suda ¢oztinmiistiir. Derisik hidroklorik asit ¢6zeltisi eklenerek pH 10'a ayarlanmis ve

distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustir.

0.01 M L-asparagin ¢ézeltisi: 1.32 g L-asparagin (Ma:132.12 g/mol) biraz

distile suda ¢oziinmiis ve distile su ile toplam hacim 1 L'ye tamamlanmustur.

1.5 M TCA ¢ozeltisi: 2.45 g TCA katis1 (Ma:163.39 g/mol) biraz distile suda

¢ozlinmiis ve distile su ile toplam hacim 10 mL'ye tamamlanmustir.

%0,9(w/v) ’luk NaCl ¢ozeltisi: 9 g NaCl katis1 biraz distile suda ¢oziinmiis ve

distile su ile toplam hacim 1 L’ye tamamlanmustir.
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3.4. Nessler Reaktifinin Hazirlanmasi

Nessler ayiract ¢ozelti A ve B adi verilen iki ¢dzeltinin karigtirilmasiyla

hazirlanmaktadir.

A Coezeltisi: 35 g Kl + 50 g Hgl> almip distile su igerisinde ¢oziiniip

¢Ozeltinin son hacmi 200 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmaistir.

B Cozeltisi: 50 g NaOH alinip son hacim 250 mL olacak sekilde distile su

igerisinde ¢oziinerek hazirlanmistir.

Sogutulmus A ve B ¢ozeltilerinden B ¢ozeltisinin A ¢ozeltisine eklenmesiyle
hazirlanmistir. Bu karigik ¢ozelti az 1 hafta presipitasyon i¢in karanlikta
bekletildikten sonra ¢ozelti sisesinin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak karanlik
bir yerde saklanmistir. Kullanilmak istendigi zaman istte kalan kisimdan alinarak

kullanilmis ve gerektigi zamanlar cam pamugu ile siiziilmiistiir.

3.5. Diyaliz Membranin Hazirlanmasi

Diyaliz membranin hazirlanacagi ¢ozelti A ve B ¢ozeltilerinin

karistirilmasindan olugsmaktadir.

A ¢ozeltisi: %2’lik Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) hazirlamak i¢in 20 g
NaHCO3(84,01 g/Ma) alind1 ve distile suyla 1000 mL’ye tamamlanmistir.

B c¢ozeltisi: 1 mM EDTA (292,4 g/Ma) ¢ozeltisi hazirlamak icin 0,29 g
EDTA alind1 ve distile suyla 1 L’ye tamamlanmustir.

Her iki ¢ozeltiden 250 mL alinarak karistirilmistir. Diyaliz membranlar igine
konulmus ve 10 dakika kaynatilmistir. Soguduktan sonra 2 defa distile suyla
yikanmustir. Tekrar 10 dakika 1 mM’lik EDTA ¢ozeltisinde kaynatilmistir. Daha
sonra kullanilacak olan diyaliz membranlar 1 mM’lik EDTA ¢ozeltisinde

saklanmustir.
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3.6.  Orneklerin Sentezi
3.6.1. Asillanms Nisasta

6 g nisasta, 250 mL’lik balon igerisinde 60 mL saf su eklenerek
karistirilmistir. Uzerine 12 mL tween 40 ilave edilmistir. 31.2 g oleik asit ve ortami
alkalilestirip katalizor gorevi yapmasi amactyla 1M 12 mL NaOH eklenmistir.
Vorteks yardimiyla karistirilan malzemeler 8 saat boyunca 80°C’de 500 rpm hizla
manyetik karistiricili 1sitict ile karistirilmistir. Yagi uzaklastirmak icin once alkolle
(4 saat) daha sonra n-hekzanla (12 saat) muamele edilmistir. Daha sonra etil asetat ile
tween 40’1n ortamdan uzaklastirilmasi i¢in muamele edilmistir.

Coken polimer yapi stizge¢ kagidi ile siiziilmiistiir. Siiziilen kisim vakumlu
etivde 1 giin kurumaya birakilmistir. Vakumlu etiivde kurutulan nisastali
polimerlerin FT-IR ile yapisal karakterizasyonu, TGA, DTA, DSC analizleri ile
termal karakterizasyonu ve DLS cihazi ile boyut analizi Olgiimleri

gerceklestirilmistir.

3.6.2. Yapay Kirmizi Kan Hiicresi Sentezi

Cam tiipte 500 mg asilanmis nisasta,1,5 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 7,5
mL saf su vorteks yardimiyla karistinlmistir ve karisim 80 °C’de yaklasik 1 saat

1sitilmastir.

50 mL’lik bir tiipte 25 mL %0,9(w/v)’luk NaCl ¢ozeltisi, 1,5 mL tween 20
karistirilmistir. 50 mg insan hemoglobini eklenip tiipiin kapagi kapatilmustir.
Bekletilmeden sonikasyon cihazinda 20 dakikalik siirede inert ortam elde etmek igin
icinden azot gazi gecirilerek dakikada 0,75 mL olacak sekilde damla damla ilk

hazirlanan ¢6zelti ilave edilmistir.

Islem tamamlandiktan sonra hazirlanan karisgim, diyaliz membrana
aktarilmistir. Diyaliz membran saf su i¢inde her iki saatte bir, suyu degistirilmek
tizere 10 saat bekletilmistir. Diyaliz membranindaki 6rnekler mikrosantrifiij tiiplerine
aliarak 14000 rpm hizli santrifiij cihazinda 90 dakika islem yapilmistir. Sonrasinda
mikrosantrifiij tliplerinin i¢indeki siipernatantlar ayrilmis ve %0,9(w/v)’luk NaCl
¢ozeltisi ile mikrosantrifiij tlipliniin dibinde kalan kalint1 yikanarak tekrar 14000 rpm

hizli santrifiij cihazinda 90 dakikalik bir isleme tabi tutulmustur. 1 giin kurumaya
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birakilmistir. Kurutulan saf polimerlerin FT-IR ile yapisal karakterizasyonu, TGA,
DTA, DSC analizleri ile termal karakterizasyonu ve DLS cihazi ile boyut analizi

Olctimleri gerceklestirilmistir.

3.7.  Yapay Kirmizi Kan Hiicresine Enzim Enkapsiilasyonu

Cam tiipte 500 mg asilanmis nisasta,1,5 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 7,5
mL saf su vorteks yardimiyla karistirilmistir. Gerekli ¢6ziinme saglanmadigindan,

karistim 80 °C’de yaklasik 1 saat 1sitilmistir,

50 mL’lik bir tiipte 25 mL %0,9(w/v)’luk NaCl ¢ozeltisi, 1,5 mL tween 20
karistirlmigtir. 50 mg insan hemoglobini ve 125 Unite L-asparagin eklenmis ve
tiipiin kapag1 kapatilmistir. Bekletilmeden sonikasyon cihazinda 20 dakikalik siirede
inert ortam elde etmek i¢in iginden azot gaz1 gegirilerek dakikada 0,75 mL olacak

sekilde damla damla ilk hazirlanan ¢ozelti ilave edilmistir.

Islem tamamlandiktan sonra hazirlanan karisim, diyaliz membrana
aktarilmistir. Diyaliz membran saf su i¢inde her iki saatte bir, suyu degistirilmek
tizere 10 saat bekletilmistir. Diyaliz membranindaki O6rnek sonra mikrosantrifiij
tiiplerine alinarak 14000 rpm hizli santrifiij cihazinda 90 dakika islem yapilmistir.
Sonrasinda mikrosantrifiij tiiplerinin  i¢indeki silipernatantlar ayrilmis ve
%0,9(w/v)’luk NaCl c¢ozeltisi ile mikrosantrifiij tiipliniin dibinde kalan kalinti
yikanarak tekrar 14000 rpm hizli santrifiij cihazinda 90 dakikalik bir isleme tabi
tutulmustur. 1 giin kurumaya birakilmistir. Kurutulan saf polimerlerin FT-IR ile
yapisal karakterizasyonu, TGA, DTA, DSC analizleri ile termal karakterizasyonu ve

DLS cihazi ile boyut analizi dl¢iimleri gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda sentezlenen OA/ST ve  OAJST-Hb-L-ASNase
malzemelerinin kimyasal yapisini dogrulamak amaciyla bir Fourier Doniigiimii
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR —Perkin-Elmer) kullanilmistir. Dalga sayisi araligi
400 ila 4000 cm™ olarak ayarlanmistir.

34



3.8. Karakterizasyon Calismalari

FTIR

Tez kapsaminda sentezlenen OA/ST ve  OA/ST-Hb-L-ASNase
malzemelerinin kimyasal yapisint dogrulamak amaciyla Fourier Doniigiimii
Kiziltesi Spektroskopisi (FTIR —Perkin-Elmer) kullanilmistir. Dalga sayisi araligi

400 ila 4000 cm* olarak ayarlanmastir.
Termal analiz

OA/ST malzemesinin termal kararliligini incelemek i¢in TGA-DTA-DSC
termal analiz sistemi (Shimadzu JA) kullanilmistir. Yaklastk 10 mg Ornek

kullanilmis olup olgtimler 10 °C/dakika 1sitma hiziyla gergeklestirilmistir.

SEM ve EDX analizi

Sentezlenen OA/ST, OA/ST-Hb ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin
yiizey morfolojisi bir taramali elektron mikroskobu (SEM, LEO Evo-40 VPX)
kullanilarak analiz edilmistir. EDX analizleri SEM cihazina entegre edilen Ronteck

Xflash dedektor analiz cihazi ile yapilmistir.

Partikiil boyut ve zeta potansiyeli analizi

OA/ST malzemesinin ve enzim enkapsiile edildikten sonra elde edilen
OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin ortalama partikiil boyutu ve zeta potansiyeli
dinamik 151k sagma cihazi (DLS-Malvern Instruments, Zetasizer Nano S) ile

Olclilmiis olup numuneler damitilmis su iginde seyreltilerek hazirlanmistir.

3.9.  Serbest Enzimin Aktivite Ol¢iimii

L asparaginaz enziminin aktivitesinin tayini Nessler yontemi ile yapilmistir.
Bu yontem; L-asparaginaz enziminin L-asparagini aspartik asit ve amonyaga yikmasi
sonucu ag¢iga cikan amonya@in Ol¢iilmesi temeline dayanan ve yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. L-asparaginaz enzim stok ¢ozeltisinden 0.05 mL alinip,
0.05 M Tris-HC1 (pH:8.6) tamponuyla taze hazirlanmis 0.01 M 1 mL L-asparagin
(substrat) ¢ozeltisi ile 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakilmigtir. 1.5 M 0.1 mL

trikloroasetik asit (TCA) eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Sonrasinda toplam
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hacim 1 mL olacak sekilde 0.25 mL 6rnek, 0.5 mL distile su ve 0.25 mL Nessler
reaktifi eklenip karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda tutulmus ve 480
nm'de kdre(blank’e) kars1 okuma yapilmistir. Her bir 6l¢tim 2 tekrarli yapilmis olup
hesaplamalarda ortalamasi alinmustir. 1 L-asparaginaz tnitesi (U), 37 °C'de 1
dakikada 1 umol amonyak aciga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Ates,

2007).

3.10. Yapay Kirmuzi Kan Hiicreleri ve Asillanmis Nisastanin Biyobozunurluk

Testleri

Yapay kirmizi kan hiicrelerinin ve asilanmis nisastanin biyobozunurluk
uygulamasini yapmak icin belirli miktarda hassas olarak tartilan malzemeler 5 mL
fosfat tamponu (pH:7) ile beraber darasi alinmis olan deney tiiplerine konulmustur.
Deney tiiplerinin agzi sikica kapatilarak ornekler sicakligi +37 °C'de sabitlenen
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bir hafta sonra deney tiipleri etiivden ¢ikarilarak
istteki tampon c¢ozelti atilip Ornekler vakumlu etiivde kurumaya birakilmistir.
Ornekler kurutulduktan sonra hassas bir sekilde tartilip baslangic miktar1 baz
alinarak % bozunma orani hesaplanmistir. Ayn1 islemler hem yapay kirmizi kan

hiicrelerine hem de asilanmis nisastaya 1. 2. 3. ve 4. haftalarda da uygulanmistir.

3.11. immobilize Enzimin Aktivite Ol¢iimii

Enzim immobilize edilmis 6rneklerden 5 mg tartilip tizerine, 0.05 M Tris-HCI
(pH:8.6) tamponuyla taze hazirlanmig 0.01 M L-asparagin ¢ozeltisinden 1 mL
eklenerek 37 °C' de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibe islemini takiben
ornekler 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda siiziintiiler bagka bir
mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir. Elde edilen siiziintiilere 1.5 M 100 pL
trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmistir. Sonrasinda toplam hacim 1 mL olacak
sekilde 0.25 mL siiziintii, 0.5 mL distile su ve 0.25 mL Nessler reaktifi eklenip
karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda tutulmus ve 480 nm'de kore karsi
okuma  yapilmistir. Orneklerdeki amonyak  konsantrasyonu, belirli
konsantrasyonlarda hazirlanan amonyum siilfat standart egri yardimiyla

hesaplanmastir.
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3.12. Serbest ve Immobilize Enzimin Optimum pH'sinin Belirlenmesi

L-asparaginaz enziminin ve enzim immobilize edilmis 6rneklerin optimum
aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek i¢in pH 5-6 araliginda 0.05 M asetat
tamponu, pH 7-9 araliginda ise 0.05 M Tris-HCI tamponu kullanilmistir. Her bir
pH'daki tampon ¢ozeltiyle 0.01 M L-asparagin ¢ozeltisi hazirlanmis ve enzim
aktivitesi olciimleri yapilmistir. Olgiimler sonucunda enzim aktivitesinin en fazla

oldugu deger optimum pH degeri olarak belirlenmistir.

3.13. Serbest ve Immobilize Enzimin Maksimum ve Optimum Sicakhklarmin

Belirlenmesi

L-asparaginaz enziminin ve enzim immobilize edilmis 6rneklerin optimum ve
maksimum aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70 °C'de ayr1 ayr1 enzim aktivitesi 6l¢iilmiistlir. Enzim aktivitesini 6l¢mek
i¢in 0.05 M pH 8.6 Tris-HCI tamponu ve 0.01 M L-asparagin ¢ozeltisi kullanilmistir.
Enzimin enzim immobilize edilmis 6rneklerin maksimum ve optimum sicakliginin
belirlenmesinde enzim, Ornek ve substrat ¢ozeltisi reaksiyon baslamadan once
aktivitenin belirlenecegi sicaklikta 15 dk. bekletilerek aktivitenin belirlenecegi
sicakliga gelmeleri saglanmistir. 15 dk. sonunda reaksiyon baglatilarak enzim

aktivitesi ol¢iilmustiir.

3.14. Yeniden Kullanilabilirlik Testi

L-asparaginaz enziminin immobilize edildigi yapay kirmizi kan hiicrelerinin
tekrar tekrar kullanilabilecegini gosteren deneyde 20 mg’lik 6rnek tartilarak 15
dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibe isleminden hemen sonra 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siizlintii baska bir mikrosantrifiij tlipine alinmistir. Bu

stiziintiilere 1,5 M 100 uLL TCA eklenip, sonrasinda enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
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3.15. Serbest ve Immobilize Enzimin Depo Kararlihklarinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimin aktivitesine depolanma kosullarini belirlemek
amaciyla enzim hacmi (50uL), 6rnek miktar1 (5mg) ve depolanma kosullar1 sabit
tutularak her iki enzim de + 4 ve +25 °C'de muhafaza edilmistir. Belirli giinlerde her
iki enzim i¢inde aktivite tayini yapilarak baglangi¢ aktivitesi lizerinden % aktivitesi

hesaplanarak enzimlerin aktivitelerini ne kadar koruyabildigi arastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Asillanms Nisastanin Karakterizasyonu

Nisasta, oleik asit ve OA/ST malzemelerinin FTIR spektrumlart Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

Oleik asit

—\/fi Nisasta

Gegirgenlik (%)

T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Dalga sayisi [l:rn"]

Sekil 4.1. Nisasta, Oleik asit ve OA/ST malzemelerinin FTIR spektrumlari

Nisasta’nin FTIR spektrumu incelendiginde karbohidratlara ait karakteristik
pikler goriilmektedir. Bu pikler 3300 cm™®’de O-H piki, 2922 cm™’de alifatik
gruplarm C-H gerilme piki, 1650 cm™®’de adsorbe edilen nemden kaynaklanan O-H
piki, 1150 cm™’de C-C ve C-O titresimleri ve 1010 cm™’de C-O-H biikiilme titresim
pikleridir (Guilherme vd., 2012). Oleik asit icin, 2922 ve 2854 cm™’de goriilen
metilen gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilme titresimleri, 1708 cm™’de CO
titresim piki ve 1460 cm™’de goriilen karboksil gruplarmna ait simetrik gerilme

titresim pikleri karakteristiktir (Kowalik vd., 2017). Yine asilanmig nisastada hem
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nisasta hem de oleik aside ait karakteristik pikler mevcuttur. Ozellikle 1708 cm™’de

goriilen CO titresim piki oleik aidin asilandiginin bize gostermektedir.

Enzim enkapsiilasyonun basarili oldugunu gostermek i¢in enkapsiilasyondan
sonra malzemelerin FTIR spektrumlart elde edilmis ve sonuglar Sekil 4. 2’de
sunulmustur. Hb'ye ait spektrumda, amid I band1 (1650 cm™) peptit baglarmin C=0
gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Amid II band1 (1536 cm™) ise peptit
gruplarinin  C-N  gerilme titresimleri ve N-H titresimlerinin birlesiminden
kaynaklanmaktadir (He vd., 2011) 2963 cm™ ve 3300 cm™ absorpsiyon pikleri
sirastyla alifatik CHz ve OH piklerini temsil etmektedir (Yarrow vd., 2011) Saf
enzimin spektrumunda, 3200 cm™*'deki pik O-H ve N-H baglarini, 1600 ve 1530 cm"
Vdeki pikler amid I ve amid II bagin1 gostermektedir (Bahreini vd., 2014). Enzim
enkapsiile edilmis malzeme olan OA/ST-Hb-L-ASNase’nin FTIR spektrumu
incelendiginde, malzemenin hem Hb hem de saf enzimin karakteristik piklerini
gostermektedir. Bundan dolayi, istenilen hedef malzemenin hazirlandig1 ve enzimin

basarili bir sekilde enkapsiile edildigi yapisal olarak kanitlanmistir.

OA/ST-Hb-L-ASNase

<
L
= L-ASMase
@
2
o
@
(&)
Hb

T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
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Sekil 4.2. Hb, saf L-ASNase ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin FTIR

spektrumlari.
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4.2. Termal Analiz

Sekil 4.3’de nisasta, oleik asit ve OA/ST malzemelerinin TGA termogramlari
goriilmektedir. Nisastaya ait TGA termogrami incelendiginde 3 adet bozunma
bolgesi goriilmektedir. Ik bozunma 30-150 °C arasinda olup adsorbe olan nemden
kaynaklanmakladir. 300-350 °C arasindaki ikinci bozunma bdolgesinde biiyiik bir
kiitle kayb1 (yaklasik %60) goriilmektedir. Bu kiitle kayb1 nisastanin ana bozunma
pikidir ve nisastadaki amilopektin ¢ift sarmallarinin geri doniisiimsiiz olarak
bozunmasindan kaynaklanmaktadir. 350-550 °C arasindaki kiitle kaybi literatiirde
nisastanin bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan ugucu bilesiklerin salinmasindan
kaynaklandig1 seklinde yorumlanmustir (Wahyuningtiyas vd., 2017 ve Shen vd.,
2015). Oleik asitin TGA’s1 incelendiginde 200 °C'de baslayan tek bir bozunma
bolgesi gorulmistir (Li vd., 2012). Sentezlenen OA/ST malzemesinin TGA
termogrami incelendiginde 3 temel kiitle kayb1 goriilmektedir. Birinci kiitle kayb1 30-
200 °C arasinda olup adsorbe olan nemden kaynaklanmaktadir. Ikinci kiitle kaybi
200-300 °C arasinda olup nisastaya ait olan nisasta ve oleik asitten
kaynaklanmaktadir. Ugiincii kiitle kayb1 nisastanin bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan
ugucu bilesiklerin salinmasindan kaynaklanmaktadir. Oleik asitin termal kararlilig
nisastaya oranla daha diisiiktiir. Bu nedenle sentezlenen OA/ST malzemesinin
bozunma bdlgeleri daha diistik sicaklik degerlerine kaymistir. Elde edilen bu sonug
her iki monomeri igeren OA/ST malzemesinin basarili bir sekilde hazirlandigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Nisasta, Oleik asit ve OA/ST malzemelerinin TGA termogramlari.

Nisasta, oleik asit ve OA/ST malzemelerinin DTA ve DSC termogramlari

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir. Elde edilen DTA ve DSC termogramlari

yukarda detayli bir sekilde yorumlanan TGA termogramlar1 ile paralellik
gostermektedir.
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Sekil 4.4. Nisasta, Oleik asit ve OA/ST malzemelerinin DTA termogramlari.
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Sekil 4.5. Nisasta, Oleik asit ve OA/ST malzemelerinin DSC termogramlari.
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4.3. SEM analizi

OA/ST malzemesinin yiizey morfolojisi SEM ile incelenmistir. Sekil 4.6'deki
farkli biiylitmelerdeki SEM verileri sentezlenen malzemenin biiyiik oranda gozenekli
bir yapida oldugunu kanitlamistir. Ancak, Hb ve L-ASNase eklendikten sonra
malzemenin gozenekli yapist kademeli bir sekilde azalmaya baslamistir. Bu
azalmanin nedeni olarak; var olan gozeneklere Hb ve L-ASNase enziminin
yerleserek gozeneklerde azalmaya yol agmasi seklinde yorumlanabilir. Literatiirde

benzer sonuglar rapor edilmistir. (Anvar vd., 2017 ve Miletic vd., 2011).

10.00 KX 20.00 KX

OA/ST

OA/ST-Hb

OA/ST-Hb-L-ASNase

I¥

Mag e MOOKE DT+ SgwAsSll WO+ 1iew

s

Mags NOBKX  DNT-MMW SowAsE WO* New

Sekil 4.6. OA/ST, OA/ST-Hb ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin farkli
biiylitmelerdeki morfolojik analiz sonuglari.
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4.4. EDX Analizi

OA/ST-Hb ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin EDX sonuglar1 Sekil
4.7°de sunulmustur. Sekil 4.7(a) incelendiginde OA/ST ve Hb malzemelerinden
kaynakli karbon (C), oksijen (O), azot (N) ve demir (Fe) elementel pikleri
goriilmektedir.  Enzim igeren OA/ST-Hb-L-ASNase malzemesinin EDX
spektrumunda ise (Sekil 4.7b) C, O ve N piklerinin siddeti arttig1 goriilmektedir.
Bunun nedeni L-ASNase enziminin protein yapisindan kaynaklanmaktadir. Ayrica,
yine kiikiirt (S) elementel pikinin varligi da bize enzimin enkapsiile isleminin

dogrulugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.7. (a) OA/ST-Hb ve (b) OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin EDX analiz

sonuglart.
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EDX haritalama analiz sonuglar1 da yukarida verilen EDX spektrum sonuglarin

biiyiik oranda desteklemektedir (Sekil 4.8).

OA/ST-Hb

OA/ST-Hb-L-ASNase

Sekil 4.8. OA/ST-Hb ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin EDX haritalama

analiz sonuglart.

4.5.  Partikiil boyut ve zeta potansiyeli analizi

OA/ST ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin ortalama hidrodinamik
pargacik boyutlar1 sirasiyla 120 ve 295 nm olarak olgtilmiistiir (Sekil 4.9). Enzimin
kapsiilasyonundan sonra OA/ST-Hb malzemesinin hidrodinamik biiyiikliigiindeki
artig, enzimin makromolekiil yapisinin bir sonucudur. Elde edilen bu sonug literatiirle
uyum igerisindedir. Ornegin, Gebreyohannes ve ark., 200 nm olan manyetik
nanopartikiillerine pektinaz enzimi immobilize edildikten sonra partikiil boyutunun
216-250 nm arasinda oldugunu rapor etmistir (Gebreyohannes vd., 2016). Bir bagka
calismada ise Samui ve Sahu sentezledikleri metal-organik malzemelerine lakkaz
enzimi immobilize edildikten sonra partikiil boyunun arttigin1 ve gozenek ¢apinin

azaldigini belirtmislerdir (Samui vd., 2018).
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Sekil 4.9. OA/ST ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin hidrodinamik partikiil
boyutlart.

OA/ST ve OAJST-Hb-L-ASNase malzemelerinin zeta potensiyel degerleri
Sekil 4.10’da sunulmustur. OA/ST i¢in zeta potansiyel degeri -7.19 olarak
Ol¢iilmiistiir. Zeta potensiyelinin negatif ¢ikmasi malzemenin ana yapisinda var olan
OA’dan kaynaklanmaktadir. OA/ST-Hb-L-ASNase i¢in ise zeta potansiyeli -9.82
olarak oOlciilmiistiir. Goruldiigl lizere zeta potansiyeli enzim enkapsiilasyonundan
sonra azalmistir. Bu azalmanin sebebi enzimin protein yapisinda var olan aminoasit

rezidiilerinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.10. OA/ST ve OA/ST-Hb-L-ASNase malzemelerinin zeta potensiyel

degerleri.

4.6. pH ve sicakhigin enzimatik aktivite iizerine etkisi

pH''n serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine etkisi 5.0 ila 9.0
araliginda incelenmis optimum pH degeri serbest enzim i¢in 8.0, immobilize enzim
icin 8.5 olarak bulunmustur (Sekil 4.11a). Su ana kadar yapilan c¢aligmalar
incelendiginde L-ASNase i¢in optimum pH araligi 7.0-9.0 arasinda degisebilmekte
olup genellikle alkali pH’da daha aktif oldugu belirtilmistir ( Bahreini vd.,2014, Ulu
vd., 2016 ve Agrawal vd., 2018). Immobilizasyondan sonra optimum pH nin azaldig
veya arttig1 rapor edilmistir. Optimum pH’daki bu degisiklik hazirlanan malzeme ve
enzim arasinda gerceklesen hidrojen bagi veya elektrostatik etkilesimlerden

kaynaklanmaktadir (Asmat vd., 2017).

Serbest ve immobilize enzimin sicaklik kararlilik deneyi, 25 ila 60 °C
araliginda gergeklestirilmistir. Optimum sicaklik degeri serbest enzim igin 30 °C,
immobilize enzim i¢in 40 °C olarak bulunmustur (Sekil 4.11b). Sicakligin 50 °C'ye
yiikseltilmesiyle, serbest enzimin bagil aktivitesi hizli bir sekilde diismiis ve 55 °C'de
bagil aktivitesinin yaklasik olarak %30'unu korumayi basarmistir. OA/ST-Hb-L-
ASNase ise 55 °C'de bagil aktivitesinin %60’ 1mndan fazlasin1 korumus hatta 60 °C'de
bu aktiviteyi siirdiirmiistiir. Bu sonuglar, immobilizasyondan sonra enzimin {istiin bir

termal direncine sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize enzimin

ve (b) farkli sicakliklarda.
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4.7.  Tekrar kullamim ve depolanma kararhhg:

Endiistriyel amaclar i¢in kullanilan enzimlerin yiiksek maliyeti immobilize
edilmis enzimlerin yeniden kullanilma avantaji sayesinde azalmistir. Tez kapsaminda
hazirlanan OA/ST-Hb-L-ASNase tekrarlanan 15. kullanimindan sonra bile baslangig
aktivitesinin yaklasik %50’sini korumustur (Sekil 4.12). Bundan dolayi, OA/ST-Hb-
L-ASNase malzemesinin yiiksek oranda yeniden kullanilabilirligi, endiistriyel
uygulamalar i¢in uygun maliyet avantaji saglayabilir. Enzim aktivitesindeki kademeli
azalmalar, her kullanimdan sonra santrifiijleme sirasinda enzim aktivitesinde

meydana gelen kayiplar nedeniyle olabilir (Husain vd., 2017).
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Bagil aktivite (%)

204

1 3 7 9 10 12 13 14 15

Tekrar kullanim sayisi

Sekil 4.12. OA/ST-Hb-L-ASNase malzemesinin tekrar kullanilabilirligi.

Serbest ve immobilize edilmis enzimin depolama kararliligini arastirmak igin
her iki 6rnek 25 °C’de 3 hafta boyunca saklanmistir. Sekil 4.13, hem serbest hem de
immobilize edilmis enzimin aktivitesi iizerine depolama siiresinin etkisini
gostermektedir. Bir hafta sonra, serbest enzim igin kalan aktivite %59 iken,
immobilize enzim icin %68 olarak bulunmustur. U¢ hafta sonra ise, kalan aktiviteler
serbest enzim i¢in %54, immobilize enzim igin %58’dir. Bu sonuglar
immobilizasyonun L-ASNase katalitik aktivitesini korumaya yardimci oldugunu ve

immobilizasyon isleminin enzimin kararliligini arttirdigini géstermektedir.
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Sekil 4.13. Serbest ve OA/ST-Hb-L-ASNase’in 25 °C'de depolama kararlilig:
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5. SONUC

L-asparaginaz bazi losemi tiirlerinde kemoterapdtik ajan olarak yaygin bir
sekilde kullanilan bir ilagtir. L-asparaginazin yan etkilerini azalmak ve yar1 d6mriinii
artirmak igin polietilen glikol (PEG) gibi polimerik yapilara immobilize edilerek
uygulanmaktadir. ilaglarin yan etkilerini ortadan kaldirmada ve kan ortamindaki
ilacin yar1 6mriinii uzatmada kirmizi kan hiicreleri ve son yillarda ise yapay olarak
dizayn edilen kirmizi kan hiicre mimik sistemler olarak on plana ¢ikmaktadir.
Ozellikle gelecekte yapay kirmizi kan hiicreleri ile olusturulacak ilag
formiilasyonlarinin, yaygin kullanim alani bulacagi ve biyouyumluluk ag¢isindan
Oonemli avantajlar saglayacagi aciktir. Literatiirde kirmizi kan hiicreleri ile L-
asparaginaz tasinmasina yonelik caligmalar mevcuttur. Bununla beraber yapay
kirmiz1 kan hiicreleri ile L-asparaginaz tasinmasina yonelik bir bosluk mevcuttur. Bu
noktada ¢aligmanin amaci biyopolimerlerle hazirlanacak membranlarin kullanildig:
yapay kirmizi kan hiicrelerinin olusturulmas:1 ve L-asparaginaz enzim-ilaci igin

tasiyict sistem olarak kullanilabilirligin test edilmesidir.

Bu baglamda oncelikle nisasta, oleik asit, tween 40 kullanilarak asilanmig
nisasta olusturulmus ve FTIR ile karakterize edilmistir. Hazirlanan bu membran
materyali hemoglobin ve L-ASNase varliginda uygun kosullar saglanarak yapay
kirmizi kan hiicrelerine doniistiiriilmiistiir. Elde edilen formiilasyona (OA/ST-Hb-L-
ASNase) ait FTIR spektrumu incelendiginde, malzemenin hem Hb hem de saf
enzimin Kkarakteristik piklerini gosterdigi tespit edilmistir. EDX analizlerinde
OA/ST-Hb malzemelerinden kaynakli karbon (C), oksijen (O), azot (N) ve demir
(Fe) elementel pikleri ilaveten enzim igeren OA/ST-Hb-L-ASNase malzemesinde
kikiirt (S) elementel pikinin varligi da bize yapimin olustugunu kanitlamaktadir.
OA/ST-Hb-L-ASNase formiilasyonuna ait termal analiz sonuglarina bakildiginda
yapmin 300-350 °C araliginda bozulmaya bagladigi ve viicut uygulamasi
diigiiniildiigiinde olduk¢a dayanikli oldugu tespit edilmistir. OA/ST ve OA/ST-Hb-
L-ASNase malzemelerin yiizey morfolojisi SEM ile incelenmis ve OA/ST
malzemenin biiyiikk oranda gozenekli bir yapida oldugu, Hb ve L-ASNase
eklendikten sonra malzemenin gozenekli yapisinin kademeli olarak azaldig: tespit
edilmistir. Bu azalmanin nedeni olarak enkapsiilleme esnasinda var olan
gozeneklerin Hb ve L-ASNase enzimi ile etkileserek yeniden diizenlendigi ve

gozeneklerin kapanmasina yol agmasi olarak diistiniilmistiir. OA/ST ve OA/ST-Hb-
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L-ASNase malzemelerinin ortalama hidrodinamik parcacik boyutlar: sirasiyla 120 ve
295 nm olarak Ol¢iilmiistir.  Enzimin kapsiilasyonundan sonra OA/ST-HDb
malzemesinin hidrodinamik biiyiikliglindeki artis, enzimin makromolekiil yapisinin
bir sonucudur. L-ASNase enzim-ilacinin kullanim amaci diistintildiigiinde kan
damarlarinda kalma siiresini uzatmak Onemli bir avantaj saglayacak olup
formiilasyona ait hidrodinamik ¢ap biiylimesi (~300 nm) bu duruma katki

saglayabilir.

Gelistirilen formulasyonun yapisal, termal ve morfolojik karakterizasyonu
sonrast yapidaki L-ASNase enziminin aktivitesi, pH ve sicaklik kararliligi, tekrar
kullanilabilirligi ve depolama kararliligi da arastirllmigtir. pH'in serbest ve
immobilize enzim aktivitesi tizerine etkisi 5.0 ila 9.0 araliginda incelenmis optimum
pH degeri serbest enzim i¢in 8.0, immobilize enzim i¢in 8.5 olarak bulunmustur.
Genellikle L-ASNase i¢in optimum pH aralig1 7.0 - 9.0 arasinda degisebilmekte olup
bu aralikla uyum i¢indedir. Serbest ve enkapsiile enzimin sicaklik kararlilik deneyi,
25 ila 60 °C araliginda gerceklestirilmis olup optimum sicaklik degeri serbest ve
enkapsiile enzim i¢in sirasiyla 30 ve 40 °C olarak bulunmustur. Sicakligin 50 °C'ye
yiikseltilmesiyle, serbest enzimin bagil aktivitesi hizli bir sekilde diismiis ve 55 °C'de
bagil aktivitesinin yaklasik olarak %30'unu korumayi basarmistir. OA/ST-Hb-L-
ASNase ise 55 °C'de bagil aktivitesinin %60’ 1ndan fazlasin1 korumus hatta 60 °C'de

bu aktiviteyi stirdiirmiis olup termal kararlilik agisindan 6nemlidir.

Biyolojik ve endiistriyel olarak 6nemli olan enzimlerin yiiksek maliyetini
enkapsiile edilmis enzimlerin yeniden kullanilma avantaji sayesinde azaltmak
olduk¢a onemlidir. Gelistirilen OA/ST-Hb-L-ASNase tekrarlanan 15. kullanimindan
sonra bile baslangig aktivitesinin yaklasik %50’sini korudugu ¢alisma sonucumuzda
tespit edilmistir. Enzim aktivitesindeki kademeli azalmalar, her kullanimdan sonra
santrifiijleme sirasinda enzim aktivitesinde meydana gelen kayiplar nedeniyle
olabilmekte olup ve bu durum kabul edilebilir bir durumdur. Yine serbest ve
enkapsiile edilmis enzimin depolama kararliligini arastirmak igin her iki 6rnek 25
°C’de 3 hafta boyunca saklanmistir. Bir hafta sonra, serbest enzim igin kalan aktivite
%359 iken, immobilize enzim igin %68 olarak bulunmustur. U¢ hafta sonra ise, kalan
aktiviteler serbest enzim i¢in %54, immobilize enzim i¢in %58°dir. Bu sonuglar
yapay kirmizi kan hiicresi formiilasyonun L-ASNase Kkatalitik aktivitesini korumaya

azda olsa yardimci oldugunu gostermektedir.
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Sonu¢ olarak bir¢ok ilacin biyo-yararlanimimi arttirmak igin  farkli
immobilizasyon teknikleri ile yeniden hazirlanmasi 6nemli bir alandir. Bu alanda
birgok farkli teknik ve materyal kullanilmakta olup her yontem ve materyalin
kendine gore avantaj/dezavantaji mevcuttur. Son yillarda bu yontemlerde 6zellikle
biyouyumluluk nedeniyle biyopolimerlerin kullanilmasi ve biyobenzer sistemlerin
gelistirilmesi 6n plana ¢ikmaktadir. Yapay kirmizi kan hiicreleri de bu alanda son
yillarda kullanilan bir yaklagimdir. Bu calisma ile 6nemli bir enzim-ila¢ olan L-
ASNase i¢in bir yapay kirmizi kan hiicre sistemini igeren bir formiilasyon
hazirlanarak literatiire yenilik getirilmistir. Calisma sonug¢larimiz bu formiilasyonun
L-ASNase tasinmasinda kullanilabilirligi ile ilgili olarak umut verici sonuglar

dogurmustur.
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