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OZET
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FOTOSISTEM II TABANLI BIYONANOENERJETIK GELISTIRILMESI
VE BiYOBELLEK UYGULAMALARI
Fatma YEDIYILDIZ
Anadolu Universitesi

Fen Bilimleri Enstitisu
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Ridvan SAY
2015, 56 sayfa

Bu c¢alismada Oncelikle fotosistem IlI (FS I1) kompleksinin 1spanak
bitkisinden  kimyasal parcalama yontemiyle izolasyonu saglanmis ve
saflastirmasinda kullanilmak {izere kriyoyel tabanli kati destek materyalleri
gelistirilmistir. Bu baglamda calismanin ilk asamasinda fenilalanin icerikli
hidroksi etilmetakrilat (HEMA) monomeri ile g¢apraz baglayict NN’
metilenbisakrilamit (MBA) polimerlestirilerek kriyojel kolonlar hazirlanmistir.
Daha sonra sentezlenen kriyojel kati  destegin  karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Ayrica; saflagtirilan FS II’lerin molekiil agirligit SDS PAGE
analizi ile protein igerigi ise Bradford yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, saflastirilan FS II yapisindan yola ¢ikilarak
biyoenerjetikler sentezlenmistir. Bunun igin fotoduyarli mikro-emilsiyon
polimerizasyon yontemi uygulanmis olup biyonanoenerjetikler floresan
spektrofotometresi, circular dichroism (CD) spektroskopisi ve zetametre ile
karakterize edilmistir.

Calismanin son asamasinda, doniistimlii voltametri ve kronoamperometri
kullanilarak sentezlenen bu biyonanoenerjetiklerin biyobellek ve redox Ozellikleri

incelenerek nanoFSII kompleksine yeni yonelimler getirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotosistem Il (FS I1), kriyojel, fotoduyarli mikro-emdilsiyon

polimerizasyonu, biyobellek



ABSTRACT
Master of Science Thesis
DEVELOPMENT OF PHOTOSYSTEM Il BASED
BIONANOENERGETIC AND BIOMEMORY APPLICATIONS
Fatma YEDIYILDIZ

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2015, 56 pages

In this study, firstly, isolation of the photosystem Il (PS Il) complex from
spinach by using chemical degradation method has been provided and cryogel
based solid support material has been developed for purification. For this purpose,
cryogel columns have been prepared by polymerization of hydroxy
ethylmethacrylate (HEMA) monomer including phenylalanine and cross-linker
N,N’ methylenebisacrylamide (MBA) in the first step of the study. Then,
characterization of the synthesized cryogel solid support has been performed. In
addition, the determination of molecular weight and protein content of the purified
PS Il by using prepared column has been also carried out by SDS-PAGE and
Bradford method, respectively.

In the second step of the study, bioenergetics have been synthesized by
using purified FS 1lI. For this purpose, photosensitive micro-emulsion
polymerization method has been applied. The prepared bionanoenergetics have
been characterized by fluorescence spectroscopy, circular dichroism (CD)
spectroscopy and zetameter.

In the last step of the study, new approaches have been developed to nano
PS Il complex investigating biomemory and redox properties of the

bionanoenergetics by cyclic voltammetry and chronoamperometry.

Keywords: Photosystem 11 (PS I1), cryogel, photosensitive polymerization,

biomemory
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1. GIRIS

Enerjinin bir formdan diger bir forma doniistimii gelismis organizmalarda
kimyasal reaksiyonlar ile ger¢eklesmektedir. Biyoenerjetik, enerji dontisiimleri ile
ilgili genel bir fizik bilimi olan termodinamigin 6zel boliimiinli olusturmaktadir
(Harris, 2009). Yani biyoenerjetikler, dogada, canlilarda ve enerji ¢evrimlerinin
temelini olusturan kimyasal olaylarin islevleri sirasinda meydana gelen enerji
dongulerinin nicel bir dlcusudir (Nicholls ve Ferguson, 2013). Biyoenerjetikler
kanser tanis1 (Cuezva, 2002), reseptor molekullerin aktivasyonu (St Pierre, 2003),
enerji dongiilerinin aydinlatilmas: (Cramer ve Knaff, 2012), yasamsal siirecin
incelenmesi gibi (Oren, 1999) bir ¢ok uygulama alanina sahiptir.

Biyo veya organik molekdller, molekiiler elektronik alaninda alternatif bir
teknoloji olarak ticari alanda karsilagilan sorunlarin {iistesinden gelebilecek
maddeler olarak diistiniilmektedir (Heath ve Ratner ,2003). Spin tabanli ve
ferromanyetizm tabanli cihazlar dahil olmak {izere yeni nesil hafiza cihazlar
gelistirilmek i¢in anahtar unsur olarak protein kullanilarak depolama ve bilginin
coklu durum okumasi yoniinde ¢alismalar mevcuttur (Lee, 2010). Ayrica, grafen
modifiye edilmis biyofilm yiik depolamada ve grafen ile elektrokimyasal olarak
aktif modifiye biyofilm arasindaki sinerjik etkileri nedeniyle serbest 6zellikleri
onemli Ol¢iide gelistirilmistir. Ayrica biyomalzeme-kombine biyobellek cihazlari
tasarlanmistir (Yuan, 2013).

Fotosistem Il bitkilerin en onemli yasamsal faaliyeti olan fotosentezin
tamamlayici bir boliimiidiir. FS 1I°de bir biyoeneryetik sistem olarak incelenebilir.
Biyoteknolojinin gelisimi ile birlikte canli organizmalardan izole edilen biyolojik
molekiiller klinik uygulamalar basta olmak tizere bir ¢ok alanda kullanilmaktadir
(Pundir, 2010). Enerji kaynaklarinin zamanla tiikenmesi yeni nesil enerji
kaynaklarma yonelimi arttirmaktadir. Biyolojik kaynaklarin sahip oldugu iistiin
biyoenerjetik  6zelliklerden yararlanilarak yeni nesil enerji  kaynaklar
gelistirilmeye baslamistir (Smith ve Venter, 2003).

Bu calismada 1spanak bitkisinden FS II izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen sistem fenil alanin ¢apraz bagli kriyojel kolonlar kullanilarak iyon-
degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. Calismanin devaminda izole edilen FS
[I’nin, Bradford yontemi (Bradfort, 1976) ile protein miktari belirlenmis,



saflagtirilan FS II’nin SDS-PAGE analizi ile molekiil agirlig1 ortaya konularak ve
buradan yola ¢ikilarak sentezlenen biyoenerjetiklerin karakterizasyonlari
yapilmistir.  Bu  biyonanoenerjetiklerin ~ dongusel  voltametri  (CV) ve
kronoamperometri (CA) elektroanalitik yontemleri uygulanarak, nanobiyobellek

ozellikleri ortaya konulmustur.



2. TEORIK BIiLGi
2.1. Fotosentez

Fotosentez kelimesi “is1k kullanilarak sentezlenme” anlamina gelmektedir.
Isik enerjisini kullanabilen tek biyolojik olaydir. Fotosentez, 151k enerjisi
kullanilarak kloroplastlarda bulunan suyu oksijene yiikseltgerken, havadan alinan
karbondioksitin karbon molekiillerine indirgendigi kimyasal tepkimelerin

biitinadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Fotosistem I ve fotosistem II birlesmesi, Z semast

Fotosentetik organizmalar tarafindan giines enerjisinin kimyasal enerjiye

dontisiimii biyolojik enerjilerin en biiyiik kaynagidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Fotosentetik organizmalarda enerji déngusi

6CO, + 6H,O —=> C5H12,0¢6 + 605, (21)

Bitkilerdeki fotosentez olayinda en aktif role sahip doku yapraklarin
mezofil tabakasidir. Fotosentezin gercgeklestigi yer kloroplasttir ve mezofil
hicreleri ok miktarda kloroplasta sahiptir. Kloroplast organelinde tilakoidler, i¢
zar, kiigik molekiil ve iyonlara kars1 gegirgen dis zar, stromalar, enzimler, DNA,
RNA, ribozom gibi yapilar mecvuttur. I¢ zar “tilakoid” olarak adlandirilan

katlanmig zarla gevrili vezikiil yapilart icerir ve grana adi verilen demetler icerir
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kloraplast, tilakoit zar demetleri

DNA, RNA ve fotosentezde gorev alan enzimler stroma sivisinda yer alip
ribozomlarla hem kendilerini ¢ogaltip hemde protein tiretimini gerceklestirirler.

Fotosentezin en biiylik etkeninin 1518 dalgaboyu oldugu 1882 yilinda
T.W. Englemann tarafindan yapilan deneylerle belirlenmistir. Fotosentetik su
yosunu hiicrelerini mikroskop altinda inceleyen Englemann, filamentleri
prizmadan gelen 1sikla aydinlattiginda hiicrelerin mavi, sar1 ve kirmizi 15181
kullandigin1 gozlemistir. Englemann hiicrelerden aktif fotosentez yapani bulmak
icin O derisimi bolgesine hareket eden bakterileri mikroskop plagina koymus ve
aydinlatma siiresinin sonunda menekse ve kirmizi 1sikla aydinlatilan alanda
maximum O, diizeyini belirlemistir. Modern teknik olarak oksijen elektrodu
kullanarak benzer bir deney yapildiginda da ayni sonuca ulasilmistir. Bu
baglamda fotosentezin etki spektrumuna sahip oldugu ve 15181n pigmentlere
tutunmasinda etkili oldugu yorumlanmustir.

Fotosentezin ilk asamasi 1518in sogurulmasidir. Kloroplastta yer alan
pigmentler sogurulmay: saglar. Fotosentetik organizmalardaki tipik pigmentler
klorofillerdir. Klorofiller polisiklik diizlemsel yapida olup merkezinde Mg*? iyonu
bulundururlar. Fakat organizmalar birden fazla pigmente sahiptir. Klorofil a ve b
yesil bitkilerde, ¢ ve d ise bazi protistlerde ve siyanobakterilerde bulunmaktadir.

Siyanobakteriler ve kirmizi su yosunlarinda 1s1k toplayict molekiil olarak
fikobilinler bulunur. Tetrapiroller ve polien sistemler halinde merkezinde Mg*?

iyonu bulundurmazlar.



Tilakoit zarda klorofiller disinda ikinci 151k tutan pigment karetenoitlerdir.
Karetenoidler genellikle yagda ¢oziinen asiklik, monosiklik ve bisiklik yapilarda
bulunan, lipofilik yapida bilesiklerdir (Minguez-Mosquera,2002). Karotenoidlerin
molekiiler iskeletini olusturan karbon zincirindeki karbon atomlar1 birbirlerine,
tek-gift baglar, konjuge cift baglarla baglanirlar. Karotenin dogada a, B ve y olmak
lizere {i¢ izomeri bulunmaktadir. izomerler A vitamininin &nciil yapilart olup
organizmalarda A vitaminine doniisiirler. Karotenoidlerin en énemli 6zellikleri,
15181 absorbe edebilmeleri, uygun sartlarda izomerize ve okside olmalari,
hidrofobik yiizeylerle etkilesebilmeleri ve singlet oksijen yatistiricist olmalaridir.
Karotenoidler klorofilden sonra dogada en yaygin olarak bulunan renk pigmenti
olup dogada yaklasik 100.000.000 kadar farkli tonu bulunmaktadir. Karotenoidler,
hiicre i¢inde kromoplastlarda bulunur ve bitkilerdeki gorevi 15181 absorbe etmektir.
Karotenoidler bitkiler, fotosentetik bakteriler, algler ve ¢esitli mantar turleri
tarafindan sentezlenir (Frank, 1996). Lipokrom olarak da adlandirilan
karotenoidler oksijen ve 1sik olmaksizin yiiksek sicakliklarda dayaniklidirlar.
Ozellikle gida sektoriinde katki maddesi olarak kullanimi yaygmdir (Breithaupt,
2004).

Yuksek bikilerdeki  fotosentetik merkez  tek-merkezli  bakteri
sistemlerinden ¢ok daha karmasiktir. Tiim 6karyotik fotosentetik organizmalarin
tilakoid zarlarinda iki farkli fotosistem ve iki farkli fotokimyasal tepkime merkezi
bulunmakatadir. Bunlar fotosistem I ve fotosistem II olarak adlandirilir.
Fotosistem I yapisal ve islevsel olarak ferrodoksin tipi sistemlerdir. Tepkime
merkezi P700, klorofil a orani klorofil b’ye oranla yiiksektir. Fotosistem II
feofitin-kinon tipi sistem olup P680 tepkime merkezine sahip ve esit oranda a, b
klorofili icermektedir.

FS Il ve FS | reaksiyon merkezlerinde bulunan klorofiller farkli dalga
boyunda 15181 absorbe ederler. Reaksiyon merkezindeki klorofil elektron
kaybettikten sonra ve tekrar indirgenmeden Once gegici olarak oksitlenmis
durumdadir. Bu durum s6z konusu iken klorofilin karakteristik 6zelligi olan
kirmiz1 bolgedeki spektrumun 1sik absorbsiyonu azalir veya etkisini tamamen
kaybeder. Absorbsiyon o&lgiimleri kullanilarak klorofilin redox durumundaki

degisim incelenmis ve FS | in reaksiyon merkezinin maximum 700nm de absorbe



ettigi bulunmustur (Bonner ve Varner, 2012). Bu durumu karsilik olarak FS II nin
de maksimum absorbans1 680nm olarak belirlenmistir. Reaksiyon merkezindeki
klorofiller oksitlenmis halde iken eslesmemis eclektron barindirir. Eslesmemis
elektronlarin spektroskopik olarak belirlenmesinde Elektron Spin Rezonans (ESR)
kullanilir. ESR caligsmalar1 fotosentezin dongiisel elektron aktarimi hakkinda ve
elektron tasiyict molekiillerin belirlenmesinde 6nemli yere sahiptir (Lendzian,
2003; Deligiannakis, 1994)

Louis Duysens fotosentetik bakterilerde yaptigi ¢alismada fotosentetik
zarlarin belirli dalga boyunda uyarilmasinda, 151¢mm ayni dalga boyundaki
absorblamada azalma-renksizlesme oldugunu belirlemistir. ilerleyen zamanlarda
Bessel Kok ve Horst Witt tarafindan 680 ve 700 nm de bitki kloroplastlarinda da
benzer sonuglar gozlemistir. S6z konusu renksizlesme P870, P680, P700
dalgaboylarinda fotokimyasal tepkime merkezindeki elektron kaybi nedeniyle
gerceklesmektedir (Knox, 1994). Fotosentetik bakteriler iki tepkime merkezinden
birini icerirken siyanobakteriler ve yuksek bitkiler birbirini tamamlayan tarzda iki
sistemi de barindirir ( Abrol, 2012).

% Tip | Tepkime Merkezi (Fe-S Tepkime Merkezi) :Yesil siilftir
bakterilerinde uyarim tepkime merkezinden bir elektronun
sitokrom bc; kompleksine gegirilmesi ile baslar. Elektron akisi
ATP sentezi i¢in gerekli proton tansferini saglar. Elektronlarin
NAD"yi indirgemesi , H,S’in H,SO4 e yiikseltgemesiyle yer
degistirir. Ayn1 metabolizma H,O oksidasyonunun kimyasal olarak

benzeridir.

o

» Tip Il Tepkime Merkezi ( Feofitin-Kinon Tepkime Merkezi) : Mor
bakterilerde goriilen bu sistem ii¢ temel kisim igerir. Bunlar bir
tepkime merkezi, sitokrom bc; ve ATP sentazdir. Bir gift
bakterioklorofil (Chl), tepkime merkezindeki fotokimyasal
olaylarin baglangicidir. Anten klorofiller tarafindan algilanan uyari
birbiri iizerine binmis bu iki klorofil molekiiliinden birinin
elektronunu diger klorofil lizerinden feofitine gegirerek, pozitif ve
negatif ytikli iki radikal olusturur (Denklem 2.2, Denklem 2.3).
(Chl); + uyarim (Chl);” (uyarilma) (2.2)



(Chl)," + Feo (Chl),"™ + Feo™ ( yiik ayrimi) (2.3)

Tepkimenin devaminda feofitin radikali, feofitine ve tam
indirgenmis kinon molekiiliinii (QgH2) olusur. QgH> lipit fazdaki
bc; kompleksine ulasarak proton hareket giiciinii sagmada gorev
alir. Elektronlar bec; kompleksinden P870’e gecerken c-tipi
sitokrom ¢, formunu alir. Boylece dongli tamamlanir ve anten

klorofil bir diger uyariya elverisli durumu alir.

FS I ve FS II sistemleri Z semast ile birbirini tamamlayan reaksiyonlar
biitiiniinti olusturur. FS II 1s1kla uyarildiktan sonra yapisindaki elektronu feofitine
aktarir. Oncelikle Qa Ve Qg olarak adlandirilan plastokinonlara transfer edilen
elektron plastosiyonine elektronu aktararak FS I’i uyarir. Stromada bulunan
ferrodoksin (Fd) ve flavoprotein ferrodoksin NADP rediktaz (FNR), FS |
yardimiyla NADP"’y1 NADPHye indirgenir.

FS II’ de su toplayicti komplekte yer alan mangan molekili
siiperoksitdismutazin bir bileseni olup metabolik faliyette onemli yere sahip

enzimlerde etkindir (Marshner, 1995).

2.1.1. FS II Reaksiyon Merkez Yapisi

FS Il reaksiyon merkezi birden fazla alt birime sahip pigment protein
kompleksini iceren kompleks bir sistemdir (Barber, 1999; Bohnert, 2012). FS
I’'nin reaksiyon merkezinin anlagilmasinda bakteriyel sistemler cok etkili
olmustur (Hou ve Mauzerall, 2011). Reaksiyon merkezi D; ve D, olmak Uzere iki
zar proteinine sahiptir (Zouni, 2001). Birincil elektron verici klorofiller (P680),
diger klorofiller, karotenoidler, sitokrom b559, feofitinler ve plastokinonlar zar

proteinlerine baglanmig konumda yer alirlar (Sekil 2.4).



Sekil 2.4. Yiiksek bitkilerde FS II yapisinda yer alan dimerik proteinlerin elektron mikroskobunda
incelenmis yapist (Barber, 1999; Taiz ve Zeiger, 2006)

Sitokrom b559, fotosistem Il reaksiyon merkezi kompleksinin bir heme
proteinidir (Stwart ve Brudvig 1998). Birincil yiikk ayirma yetenegine sahip olan
ve minimum diizeyde izole edilen reaksiyon merkezi kompleksinin bir parcasi
olan sitokrom b559 a (9 kDa) ve B (4.5 kDa) alt birimlere sahiptir. Yapilan ¢ok
sayida caligmaya karsin tam iglevi hala belirsiz olsa da FS II'yi fotoinhibisyon
karsisinda koruma (Heber ve Boardman, 1979; Thompson ve Brudvig, 1988),
elektron transfer reaksiyonlarina (Knaff ve Arnon, 1969; Cox ve Bendall, 1972)
ve su-ayirma sisteminde (Cramer, 1986; Purchase, 2015) katilim ile bir dizi farkli
redoks formlar1 oldugu bilinmektedir.

Bir cift elektron ile rediiklenen plastokinon gugcli bir elektron verici olup
uyarilan elektron ¢iftini tilakoid membran ¢iftine gdmiilii olan b6-f kompleksine
aktarir. Feofitinler magnezyum ig¢ermeyen klorofil a ve b olarak tanimlanir.
Feofitinlerin enzimatik par¢alanmasi1 halinde feoforbit-a ile feoforbit-b
olusmaktadir.

Fotosistem Il kompleksinde (Sekil 2. 6) P680’nin uyarilmasi ile P680"
olusur. P680 ’nin yiiksek kapasiteli elektron verme egilimi elektronu feofitine



aktararak negatif yiikler (Feo) P680™daki elektron kaybi radikal bir katyon
olusumuna neden olur. Feo fazla gelen elektronlar1 plastokinon (PQa)’ya,
devaminda elektronu (PQg)’a aktarir. Boylece PQg, PQa’dan gelen iki elektron ve

sudan gelen iki proton ile indirgenmis kinol bilesigine dontisiir (Denklem 2.4.).

4 P680 + 4H* + 2PQg + 4 foton 4 P680" + 2PQgH, (2.4)

Fotosistem II'nin muazzam yapis1 ve isleyisi evrendeki en Onemli
biyoenerjetik sistem olan fotosentezin yapi taslarindan birini olusturur. Eski
tarihlerden baslayarak giinlimuze kadar uzanan FS I1’nin kinetik ve yapisal analiz
caligmalar1 mevcuttur (Babcock, 1976; Schlodder, 2015).

2.1.2. Biyoenerjetikler

Enerji ¢evriminin kimyasal mekanizmasi ge¢misten giinlimiize bir ¢ok
bilimsel ¢alismanin odak noktas: olmustur. Antonio Lavouisier solunum olarak
tanimlanan, bazi tiirlerin kimyasal yakitlar1 1siya doniistiirdiikleri olayin yasamin
temel yapisini olusturdugunu savunmustur (Weiss).

Biyoenerjetikler biyolojik sistemlerin enerji formlarini termodinamik
yasalar dogrultusunda incelendigi sistemlerdir. Biyoenerjetikler baslangic ve
sonu¢ enerji durumlanyla ilgilidirler, mekanizma ve hiz ile ilgilenmezler.
Biyolojik sistemler izotermal yapidadir. Hiicreler tarafindan mutlak kullanilan
enerji Gibss serbest enerjisidir.

Biyoenerjetik = Biyokimyasal termodinamik

Kimyasal enerji degisimlerini tanimlayan {i¢ nicel dl¢iit vardir. Bunlardan
ilki Gibbs serbest enerjisi (G) sabit basing ve sicakliktaki bir tepkime sirasinda
enerji miktarin1 tamimlar. Bu enerji tlrl kimyasal tepkimelerin denge durumunu,
sabit sicaklik ve basingtaki teorik is miktarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Ikincisi entalpi (H), tepkime sistemindeki 1s1y1 kapsar. Entalpi tepkimeye giren
bilesiklerin ve iiriinlerin kimyasal bag ¢esidine ve sayisinna bagli olarak pozitif ve
negatif deger almaktadir. Son nicel Olciit olan entropi (S) ise sistemdeki
diizensizligi tanimlar. Biyolojik sistem sartlarinda serbest enerji, entalpi ve entropi

degisimi asagidaki denklem ile iliskilendirilir (Denklem 2.5).
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AG=AH-T AS (2.5.)

Biyokimyasal sartlar altinda {iriinlerin serbest enerji icerikleri ile girenlerin
serbest enerji icerikleri arasindaki fark negatif ise kendiliginden gergeklesmekte
pozitif ise disaridan enerji almasi gerekmektedir.

Hiicrelerde metabolik is yapmanin gercek degeri ATP hidrolizidir. ATP,
ADP ve P; derisimleri hiicrelerde farklilik gosterdigi i¢in ATP hidroliz serbest
enerji diizeyleri degiskendir. Ancak tiim tepken ve iirlinlerin derisimleri ile etkili
olan diger faktorler bilinirse serbest enerji degisikligi hesaplanabilir.

Biyoenerjetikler metabolizma ile bir bdtin halinde incelenen glikoliz,
sitrik asit donglisi, amino asit oksidasyonu, karbondiratlarin biyosentezi,
oksidadif fosforilasyon ve fotofosforilasyon gibi bir ¢ok alt basligin ig¢inde yer
alan genis bir kavramdir. Bu tez ¢alismasinda bir biyoenerjetik sistem olan

fotosistem II {izerinde ¢aligilmistir.

2.2. Nanoteknolojinin Tanimi ve Tarihcesi

Nano kelimesi, Yunanca ve Latince’den gelmekte olup ciice anlami

tasimaktadir. Nanometre ‘milyarda bir’ Olgilisliniin = kisaltmas1  olarak

tamimlanmaktadir (Tevfik, 2005).

Nanobilim ve nanoteknolojinin genel bir tanim1 yapilmasi gerekirse; 100
nanometreden kii¢iik boyuttaki maddelerin atomik boyutlarinin incelenmesi,
karakterize edilmesi ve iglevsel hale getirilmesi olarak tanimlanan kapsamli bir
terimdir (Bergeson, 2004). Nanoteknolojinin hedefi yeni 6zellikler ve islevlere
sahip malzemeler ve sistemler Ureterek maddenin nano Olgekte islenmesi ve
uretilmesidir (Wiesner, 2007).

Makro boyuttaki bir malzemenin nanoboyuttaki 6zellikleri incelendiginde
bircok ozelliginde farklilik gosterdigi belirlenmistir. Nanoboyutu somut olarak
canlandirmak gerekirse on tane yanyana konulmus hidrojen atomu bir nanometre,
DNA molekiilleri yaklasik olarak 2 nm, viris 150 nm, biyolojik hiicrelerin ¢ap1
ise bin nanometredir (Erkog, 2012). Nanoboyutlarin kiyaslanmasi Sekil 2.5 de

gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Nanoteknolojik Boyutlar

Nanoteknoloji tarihsel olarak incelemeye baslandiginda ilk akla gelen isim
unli fizikgi Richard Feynman’dir. 29 Aralik 1959 tarihinde Amerikan Fizik
Toplulugu’nun Kaliforniya Teknoloji Enstitiisii ‘ndeki konferansta “Asagida daha
cok yer wvar” baghklt konusmasinda atom ve molekiil biiyiikliiglindeki
materyallerle yeni kesiflerin yapilabilecegine deginmistir. Nanoboyuttaki
malzemelerin  Uretim ve  karakterizasyon yontemlerinin  gelistirilmesi
nanoteknoloji ve nanobilime milat olarak kabul edilmistir. Feyman nanoteknoloji
kelimesini kullanmasa da ilerleyen zamanlarda bundan bahsettigi anlasilmistir.
Japon arastirmaci Norio Tanuguchi’nin ‘‘Temel Nanoteknoloji Konseptleri’’

isimli makalesinde ilk kez nanoteknoloji kelimesi ge¢gmistir.

[k molekiiler elektronik patent 1974 yilinda Aviram ve Seiden tarafindan
almmustir (Forrest, 2001). ve 1993’de ilk nanoteknoloji laboratuvar1 Rice

Universitesinde kurulmustur.

Nanoteknoloji tiim sektorlere entegre edilecilecek kullanim alani genis bir
bilim dalidir. Basta teknolojik cihazlar olmak {izere saglik, tekstil, iletisim, gida,
savunma sanayisi olmak tizere ¢ok ¢esitli kullanim alanlar1 mevcuttur (Ramsden,

2013). Nanoteknoloji yeni uygulamalari ile uzun raf 6mriine sahip, dayanikli,
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hafif ve miyatiirlesebilecek iiriin olanagi saglamasi endistriyel boyutta Urinler
icin 6nemli bir yere sahiptir (Ozkan, 2006).

Nanopartikullerin tstinliikleri kuantum boyut etkinligi, yiizey atomlarinin
benzersiz bagimliligi, yiizey/hacim orani bunlardan birkagidir (Hartland, 2006).
Nanopartikiiller  yapilarindaki olaganiistii ~ 6zellikler sayesinde katalizor
(Cuenya,2010), gida ve tarim sektoriinde (Handford, 2015), ilag tasiyici sistemler
(Safari ve Zarnegar, 2014) gibi biyoteknolojik uygulamalari vardir.

2.2.1. Nanopartikil Uretim Yontemleri

Nanoboyut herhangi bir uzaysal boyuttu 0.1 ile 1000 nm arasindaki
parcaciklari tanimlar. Nanopartikiil {iretim yontemleri yukaridan asagi ve asagidan
yukart olmak tizere iki farkli yaklasima sahiptir. Yukaridan asagiya yaklasim
mekaniksel malzeme tlizerine mekaniksel ve kimysal baski yapilarak nanoboyut
kazandirilmasidir. Bu yaklagim 6giitme, mekanokimyasal ve mekanik asindirma
yontemlerini  igermektedir. Asagidan yukariya yaklagimda, atom yada
molekdllerin blyutilerek nanoboyutta malzemeler elde edilmesidir (Narayanan,
2010).

Nanopartikiilleri baglangic fazlarima ve hazirlanma metodlarina gore

siniflandirilmasi Cizelge 2.1° de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Nanopartikiillerin baglangig¢ fazlarina gore sentez yontemleri

Baslangic Fazi Uretim Teknigi
Asal Gaz Yogunlastirma
Gaz Fiziksel Faz Biriktirme

Kimyasal Buhar Biriktirme
Alev Sentezi
Hizli Katilastirma

Sivi Sol-Jel
Elektrodepolama
Mikroemiilsiyon Polimerizasyon

Piiskiirtmeli Doniisiim Prosesi

Bu tezin igeriginde sentezlenen biyonanomalzemeler, R. Say ve
arkadaslar1  tarafindan  olusturulmus ‘‘Rutenyum tabanli amino aist
monomerleriyle fotosensitif ¢apraz baglanma ve ANADOLUCA yontemi’’ ile

sentezlenmistir.

2.3. Rutenyum Tabanh Amino Asit Monomeriyle Fotosentetif Capraz

Baglama Ve Anadoluca Yontemi

ANADOLUCA yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid  (monomer)
Decorated and Light Underpining Conjugation Approach), rutenyum tabanli,
fotosensitif (1s18a duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri,
proteinlerin konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi islemlerini kapsamaktadir (ABD
Patent No. WO/2011/070402 , 2011).

ANADOLUCA, tasarlanmast ve hazirlanma metodu ile silika
materyallerine, stperparamanyetik partikillere, nanokristallere, kuantum
noktalara, karbon nanopartikillere, Ag/Au nanopartukillere ve Au ylzeyine,
polimerik malzemelerde kolayca kullanim olanagi saglar. Yontem, protein

konformasyonu ve islevselligine zarar vermeden sistein, triptofan, tirozin amino
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asitlerine rutenyum tabanlt monomerler tarafindan c¢apraz bagli konjugasyon
yapilarak gerceklesmektedir. Sentezlenen fotosensetif monomerler ¢esitli nano ve
mikro yapilarda kullanilarak denatiirasyon olmaksizin ¢alisitimaya imkan
saglamaktadir.

ANADOLUCA, tekrar kullanilabilir, nanoprotein igerikli ‘‘Say (2011)’,
biyosensor ve biyokataliz uygulamalar1 bulunan nanobiyokonjugatlarin
sentezlendigi (Say 2014) bir yontemdir. Yontem biyouyumlu, sicaklik ve pH’dan
bagimsiz nanobiyokonjugatlarin sentezine imkan saglamakla beraber tayin ve
teshis amacl sistemlerde kullanilabilirligi nedeniyle avantajlidir.

Diger taraftan bu tez kapsaminda bir ilk olarak kompleks sistemden (FS II)
biyonanopartikiil formatinda iiretimi, ANADOLUCA ile ger¢eklestirilmistir.

2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi molekullerin birbiri ile karigmayan sabit ve hareketli faz
arasindaki etkilesimlere dayanarak ayrilmasi prensibiyle calisan ayirma ve
saflastirma yontemidir. ilk kez botanik alaminda bitki pigmentlerinin renkli
bilesenlerini ayirmakta kullanilmis ve kromatografi ismini almistir. Kromatografi
kendi igerisinde ayrilma mekanizmalarina, uygulama bigimine ve faz tiplerine

gore siniflandiriimaktadir (Sekil 2.6).
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Ayrilma
mekanizmalarina gore

eAdsorpsiyon Kromatografisi
eJel Filtrasyon Kromatografisi
eiyon Degisim Kromatografisi
e Afinite Kromatografisi

eiyon Cifti Kromatografisi

Uygulama bigimine
gore

eDiizlemsel Kromatografi(Kagit
Kromatografi, ince Tabaka
Kromatografi)

eKolon Kromatografisi ( Gaz
Kromatografi, Sivi
Kromatografi)

Faz tiplerine gore

#Sivi Kromatografi (Sivi-Kati,
Sivi-Sivi)

*Gaz Kromatografi (Gaz-Kati,
Gaz-Sivi)

Sekil 2.6. Kromatografik yontemlerin siniflandiriimasi

Kromatografik yontemlerde tiirler kolonda dagilma sabiti (Kp) degerine
gore farkli hizlarda kolonu terk eder. Kolondan ¢ikan tiir dedektor yardimiyla
sinyale doniisiitiirtiliir ve hareketli faz yada zamana bagli olarak kromatogram
elde edilir. Kolonda ilerleyen bilesenlerin go¢ hizlar1 alikonma faktorii, kapasite
faktorii ve kolon uzunluguna baglidir. Kolon uzunlugu asagidaki asagidaki
formiile gore hesaplanir (Denklem 2.6).

H= % (2.6.)

Alikonma faktorlinin (Denklem 2.7) kii¢iik olmasi  eliisyonun hizl
oldugunu yavas olmasi ise ¢ok yavas oldugunun belirtecidir. Ideal bir ayirim igin

alikonma faktoriiniin en diisiik 2 en yiiksek 10 olmas istenir.

K =f"te 2.7)

to
Kolondaki tiirlerin go¢ hizlarinin diger bir ifadesi olan segicilik faktorii,

alikonma faktorlerinin orani ile bulunur (Denklem 2.8).

a =l (2.8)

tri—to

Bir kromatogramin verimliliginin gostergesi piklerin birbirinden ayr1 ve

keskin olmasidir. Tiirlere ait bantlarda genisleme gozlenmesi difiizyon ve fazlar
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arast kiitle aktarimi gibi nedenlerden kaynaklidir. Belirli parametrelerin
degistirilmesi ile bahsi gecen genisleme giderilebilir. Kolon verimliliginin nicel

OlcUsili kuramsal tabaka sayisidir (Denklem 2.9).

2
N = 16x () (2.9)

Bir numunede bulunan tiirlerin birbirinden ayrilmasinin nicel Olgiitii
rezolisyon(Rs) degeridir. Bir kromatografik yontemde yiiksek verimlilik ve
secicilikte ayrim yapilabilmesi i¢in Rs, N, a ve k' degerlerinin biiylik olmasi

istenir.

2.4.1. Iyon Kromatografisi

Iyon degisim benzer tiirdeki iyonlarin yer degistirilmesidir. Iyon
degisiminin yer aldig1 kromatografik yénteme iyon kromatografisi denir. iyon
kromatografisi katyonlarin ve anyonlarin ayrilmasi ve kantitatif olarak
belirlenmesinde klasik yontemlerden daha avantajhidir. Klasik yontemlerde her bir
iyon tirii i¢in farkli analitik yonteme ihtiyag vardir. Ancak iyon
kromatografisinde, klasik yontemlerde karsilagilan matriks sorunlari, diigiik
derisimlerde (ppb) negatif sonu¢ alinmasi, spesifik analitik yonteme ihtiyag
duyulmasi gibi sorunlar ortadan kaldirilmaktadir (Gjerde ve Fritz, 1987).

Iyon kromatografisi sivi kromatografisinin alt birimlerinden birisidir. Iyon
kromatografisinde kolon igerisine yerlestirilen malzemeye sabit faz, kolondan
stirekli gecirilen siviya hareketli faz denir. Yontemde genel olarak sivi drneklerle
calisilir, kat1 ornekler icin ise ¢dzme, siizme gibi On islemler uygulanarak sulu

¢ozeltisi olusturulup analiz gergeklestirilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Iyon kromatografisi anyon degistirici kolon etkilesim mekanizmas1 (Cummins, 2011)

A +R'B - B +R" A Anyon degisimi (2.10)
A"+ RB" - B" + R A" Katyon degisimi (2.11)

Small ve arkadaslart 1975 yilinda iyon kromatografisinde yontem
gelistirerek modern hale getirmistir. Anyon ve katyonlarin belirlenmesinde cihaza
iletkenlik dedektérii baglamis ve eluentten gelecek sinyalleri onlemek igin
suppresor kolon gelistirmislerdir. Suppresor analit iyonlar degismeden kalirken

diger iyonik tiirlerin molekiiler tiirlere doniisiiniin yapildig1 kolon tipidir.
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Iyon kromatografisinin en yaygm kullammi atik sulardaki kirliligin
giderilmesi olmakla beraber adli tip, gida analizleri, endiistriyel alanda kalite
kontrol ¢alismalari, iyonik safsizliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica
biyoteknoloji alaninda enzim, amino asit, niikleik asitlerin saflagtirilmasi gibi
kullanim alanlarina sahiptir. (Statler 1997; Smith ve Chang 1991; Scopes, 1981)

Kullanilacak kromatografik yontem ayirma yada saflagtirma amacina baglh
olarak secilir. Uygun sabit faz seciminden sonra kolona dengeleme islemi
uygulanir. Dengeleme islemi uygun tampon cozeltilerin kolondan belirli akis
hizinda gegirilmesidir. ilgili numunenin enjeksiyonundan sonra kolonda etkilesim
baslar. Iyon tiirlerine bagli olaraka ayirim ve saflastirilma gergeklesir.

Iyon kromatografisinde sabit faz olarak kullanilan malzemeler sentetik
organik polimer, silika ve hidréz oksitler olarak {ige ayrilir. Silika-bazli iyon
degistiriciler polistiren, silikon veya florokarbon gibi polimerik yapili silikalardir.

Iyon kromatografisinde sabit faz olarak kullanilan polimerik desteklere
regine denir. Regineler uygun polimerin sentezlenmesinin ardindan sentetik
organik polimerlerin kimyasal tirevlendirilmesi ile elde edilir.

Iyon degisim regineleri stiren, divinilbenzen yada olusturdugu
kopolimerler, akrilik veya metakrilik kapolimerlerinden olugmaktadir. Bir diger
sabit faz tlirii ise aliimina silikatlardir. Alimina, silika veya zirkonyum gibi
mineraller ve metal oksitler iyon degisici 6zellik gosterirler (Shulamit 2002).

Sistemdeki hareketli faz tiirleri non-suppressed ve suppressed iyon degisim
kromatografisi i¢in birbirinden farklidir.

Non-suppressed iyon degisim kromatografisinde anyonlar i¢in kullanilan
eluentler; aromatik karboksilik asitler ve tuzlari, alifatik karboksilik asitler,
aramatik ve alifatik stlfonik asitler, potasyum hidrokist borat kompleksleri,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve inorganik tuzlar katyonlar icin organik
bazlar ve inorganik asitlerdir. Suppressed iyon degisim kromatografisinde ise
zaylf asitlerin sodyum tuzlar1 (karbonat borat), klor, nitrat iyonlar1 igeren

¢Ozeltiler kullanilabilir.
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2.5. Kriyojeller

Jel makromolekiillerin ii¢ boyutlu yapida kimyasal baglarla polimer
gomuli ¢ozicu sistemlerdir. Polimerlesme kosullarina ve yapisal farkliliklarina

gore jeller yedi sekilde siniflandirilir (Sekil 2.8).

Kemotropik
jeller

 CEEE—

iyonotropik jeller

-—
 CEEE——

Selatotopik jeller

-—

Solvatotropik
jeller

Jellerin
Siniflandiriimasi

 C——
Termotropik

jeller

-—

Psikrotropik
jeller
Ne—

Kryotropik jeller

Sekil 2.8. Jellerin siniflandirilmasi

Kriyojeller polimerik yapida malzemeler olup uygun baslatict ve
monomerler esliginde ¢ozeltinin dondurulmasi ile elde edilen genis gozenekli jel
matrikslerdir. Kriyojellerin en 6nemli 6zelligi siipermakrogdzenek yapisina sahip
olmalaridir. Bu 6zellik nano ve mikro boyutlarda difiizyon sorununu ortadan
kaldirir. Kriyojellerin gézenek yapilar1 ve siingerimsi 6zelligi biyomalzemelerle
calisma olanagi sunmaktadir. Ornegin kromotografik calismalarda kolon
malzemesi olarak kriyojellerin avantaji elastik yapisi sayesinde sistemde olusacak
geri basinci Onleyerek biyoteknolojik alanda kullanima olanak saglar.
Kriyojellerin bu alandaki kullanimina bakildiginda protein (Daoud-Attieh, 2013),
nikleik asit (Cimen, 2015) ve enzimlerin saflagtirlmasinda (Kegili, 2006)
kullanilmastir.

Kriyojellerin sentezlenme siireci kriyojelasyon olarak adlandirilan ii¢ ana

basamakta incelenebilir (Sekil 2.9).
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kimyasal reaksiyon

Sekil 2.9. Kriyojelasyon (Plieva, 2008)

Kriyojelasyon dondurma ve eritme siireciyle asamali olarak ger¢eklesen
islemlerdir. Jel ¢ozeltisi kullanilan ¢6ziiciinlin kristallenme noktasinin altindaki
sicakliklarda dondurulur. Kriyojelasyonda en onemli faktor sicakligin kademeli
olarak diistiriilmesidir. Elde edilen donmus sistem heterojendir ve sivi mikro faz
igerir. Coziiciiniin donmast sonucu jel olusturacak ajanlar sivi mikrofaz igerisinde
yogunlasir, bu isleme kriyoderistirme denir. Jel haline gelecek karigimin sivi
mikrofazda yogunlagsmasi jellesmeyi hizlandirir. Coziicliniin donmus kristalleri
gozenek olusturucu ajan olarak gorev alir. Eritme islemi tamamlandiginda ¢oziicti
ile dolu bosluklar ve makro gozenekler olusur. Coziicii ve jel fazi arasindaki
yizey gerilimi g0zenek yuzeyinin piriizsiz, gozenek yapisinin ise
yuvarlaklagmasini saglar.

Kriyojellerin fiziksel ozellikleri sicaklik, ¢apraz baglayici ve monomer
miktarina bagl olarak farklilik gosterir. Diisiik sicakliklara inildikg¢e kiigiik kristal
olusumunun farkli yerlerden baslamasi gozenek boyutunu azaltir ve yogun
gozenek yapisi olusur. Yiiksek sicakliklarda ise biiylik gozenek yapisi olusurken,
¢ozeltinin donmama riski s6z konusudur. Bir baska etken olan c¢apraz baglayici
orant ise kriyojelin suda sisme orani ile ters orantilidir. Monomer derisimi yliksek
ise kirtlgan ve yogun matriks yapist gézlenir. Kriyojeller kullanim alanlarina gore

kolon yada disk yapisinda sentezlenebilir.
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2.6. Kaynak Secimi ve FS II Saflastirma Uygulamalari

FS Il sisteminin izole edilecegi kaynagin ucuz ve kolay yollarla temin
edilebilmesi ve bol miktarda bulundurmasi olduk¢a Snemlidir. Buna ek olarak
cevreye zarar vermemesi, izolasyon kosullarina dayanikli olmasi etken
faktorlerdendir. Izole edilecek maddeye gore kaynak secgimi farklilik
gostermektedir. FS II izolasyonunda mikroorganizmal olarak mavi yesil-algler

kullanilacag gibi yesil bitkilerin tamami bu kosullara elverislidir (Kuhl, 2000).

2.7. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, kimyasal tepkimelerdeki indirgenme ve yikseltgenme
(redox) olaylarini inceleyen bilim dalidir. Elektrokimyasal yontemlerin kullanilim
alanlar1 reaksiyon hiz ve denge sabitlerinin incelenmesi, piller, redox titrasyonlari,
eser miktarda analizler, yiikseltgenme ve indirgenme basamaklarinin incelenmesi
seklinde siralanabilir. Elektrokimyasal islemler elektrolit, 6l¢iim devresi ve
elektrottan olusan {i¢ ana boliime sahip hiicrelerde gergeklestirilir.

% Elektrolit su veya organic c¢oziiciilerde iyonlasarak elektrigin
iletimini saglayan bilesenlerdir. Organik veya sulu fazda %2100
iyonlasan elektrolitlere kuvvetli elektrolit, kismen iyonlasanlar ise
zayif elektrolit olarak ayrilir. Organik c¢ozuculerde elektrolit olarak
tersiyer amonyum tuzlar1 kullanilirken sulu ortamda HCI, KClI,
NaOH vb. elektrolitler kullanilir.

o

» Olgiim devresi, elektrokimyasal 6lgiimlerin yapildigi cihazdir.
Akim kaynagi olarak potantiyostat, gerilim kaynagi olarak

galvanostat, iletkenlik kaynagi olarak kondiiktometre kullanilir.

o

» Elektrotlar, indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinde kullanilan
elektriksel iletkenlige sahip malzemelerdir. Kullanim amaclarina
gore Ol¢lim, referans ve karsit olmak tizere lice ayrilir.

Elektrokimyasal hiicrelerde akim farkliligina gore de smiflandirilir

(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandiriimasi

Tez c¢aligmasinin son asamasinda sentezlenen biyonanoenerjetiklerin
biyobellek 06zelligi doniisiimlii voltametri ve kronoamperonetrik yontemler

kullanilarak incelenmistir.

2.7.1. Doniisiimlii Voltametri

Doniigiimlii  voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler arasinda en
yaygin kullamima sahip {i¢ elektrotlu bir sistemdir. Potansiyel zamanla
degistirilerek tarama yapilir. Belirli potansiyel degerler arasinda Once artan
sonrasinda azalan bir gerilim uygulanarak baslangi¢ potansiyeline déniiliir. Ileri
ve geri yonde bir potansiyel tarama yapilmasinda dolayr bu teknik doniisiimli
voltametri olarak adlandirilmistir. Dontistimlii voltametri maddenin yiikseltgenme
ve indirgenme 6zellikleri ayn1 voltamogramda incelenmesine imkan saglar. Ileri
yondeki gerilim taramasinda indirgenme tepkimesi gerceklesiyorsa, geri yonde

yapilan taramada yiikselltgenme ilgisi gozlenir. Doniisiimlii voltametride bir
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tepkimenin tersinir, yari tersinir veya tersinmez oldugu pik akim degerleri
karsilagtirilarak anlagilabilir. Randles-Sevcik esitligi (Denklem 2.12)kullanilarak
elektrotlara uygulanan farkli tarama hizlarinin karekokii dlgiilen pik akimlarina
kars1 grafige gecirilir.

i, = 2.69 10° n¥? A D'? C v'”* (Randles-Sevcik Esitligi) (2.12.)
I : pik akim1 (amper)

C : derisim (molem™)

A: elektrot alani (cm?)

D : difiizyon sabiti (cm?s™)

v : gerilim tarama hizi (Vs'l)

Eger elde edilen grafik dogrusal ile tepkime tersinir, dogrusal degil ise
tersinmezdir.  Bu  yontem  genellikle  elektrokimyasal  tepkimelerin
mekanizmalariin belirlenmesinde kullanilir. Doniistimli voltametrinin uygulama
alanlarindan biri de c¢alisma elektrodu yilizeyinde madde birikiminin
incelenmesidir. Elektrot yiizeyinde ince film olusturulmas: ve elektrokimyasal

ozelliklerin incelenmesinde siklikla kullanilan yontemlerdendir (Mohamed, 2015).

2.7.2. Kronoamperometri

Sabit bir gerilim degerinde akim Olglimiine dayanan yoOnteme
amperometrik yontemler denir. Yontemde, duyarlihik uygulanacak gerilim
degerine baglidir. Gerilim degeri ise maddenin polarogrammin veya
voltamograminin incelenmesi ile belirlenir. Belirlenen sabit bir gerilimde akimin
zamanla Ol¢iildiigli bu yonteme kronoamperometri denir. Akim zaman iliskisi
Cottrell esitligi (Denklem 2.13) ile incelenir ve grafige gegirilir (Sekil 2.11).

Isk =(n F A C DY?)/ (n2 1) (Cottrel Esitligi) (2.13)
Isx: difiizyon akimi (mikroamper)

n: tepkimeden aktarilan elektron sayisi

F: faraday sabiti (96500 C)

A: elektrot alani (cm?)

C: derisim (cm®s™)

t: zaman (s)
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I(MA)

E (V)

(2) t(s) (b)

Sekil 2.11. a)Uygulanan gerilim programi, b) Elde edilen zaman-akim egrisi

2.8. Biyobellek Uygulamalari ve Elektrokimyasal Uygulamalar

Gunumuzde biyomalzeme-kombine bellek c¢alismalar1, silikon tabanli
bellek cihazlarindaki fiziki ve teknik siirlamalar nedeniyle ilgi odagi haline
gelmistir (Yuan, 2013). Biyomalzeme-kombine bellekler redox ozellikleri ve
elektron tasima kapasiteleri nedeniyle tercih edilmektedirler. Elektrokimya
kullanilarak biyobellek 6zellikleri rahatlikla incelenebilmektedir (Min, 2010).

Biyo hafiza cihazlar1 “yazma”, “okuma”, “silme” yetenegine sahiptir. Bu
basit prensipten esinlenerek, karmasik bellek 6zelliklerine sahip protein tabanl
biyo hafiza cihazlan gelistirilmistir (Lee,2011; Choi, 2007). Ancak tasariminda ve
isletiminde, protein yapilarin kisa Omiirle sonuglanan, kati ara yiizeylerde
denatiirasyonu olmaktadir. Protein ve kati ara yiizey arasinda dogrudan verimli bir
elektron transferini saglamak igin, elektron baglanti yaklasimlari genellikle
protein oryantasyonunu kontrol etmek i¢in kullanilir ve bu da karmasik iiretim
streglerini igerir. Protein kullanilarak depolama ve bilginin ¢oklu durum okumasi
strecleri gelistirilmektedir (Kim, 2009). Biyoenerjetiklerin rekombinant proteinler

ve nano yapi kombinasyonlar: ile ilgili ¢aligmalarda mevcuttur (Yagati, 2013;

Yagati, 2014).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢alismada FS Il izolasyonu icin gerekli ispanak Eskisehir’den temin
edilmistir. Enzim Orneklerinin protein igeriginin belirlenmesinde kullanilan
Bradford Belirteci Amresco’dan, Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma’ dan
alimmistir.  Kriyojel kolon sentezleme islemlerinde kullanilan N,N’
Metilenbisakrilamit (MBA) Sigma Aldrich’ den, Hidroksi etilmetakrilat (HEMA)
Acros’ dan, Amonyum persulfat (APS), Tetraetilmetilendiamin (TEMED) ve
fenilalanin, Sigma’ dan, jel elektroforezde kullanilan Sodyum dodesilsulfat (SDS)
Alfa Aesar’ dan, Coomassie Blue Appli Chem’ den, Akrilamid Merck’ den temin
edilmistir. Hazirlanan tampon ¢6zeltiler i¢in Asetik asit (CH3COOH) ve Sodyum
hidroksit (NaOH), Metanol (CH3;OH), Etanol (C,HsOH), Sodyum fosfat
monobasic, Potasyum fosfat dibasic Sigma’ dan, Amonyum siilfat ((NHg)2SO4)
Panreac’dan Sodyum kloriir (NaCI) Kimetsan’dan, Hidroklorik asit (HCI) Sigma-
Aldrich’ den alinarak kullanilmistir. Nanomalzeme sentezi asamasinda kullanilan
nikotinamid adenin dintikleotit (NADH) ve polivinil alkol (PVA) Sigma-
Aldrich’den temin edilmistir. Saf su Thermo Scientific Barnstead™
Smart2Pure™ marka saf su cihazindan elde edilen iletkenligi 18 megaohmem™

olan saf su kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu calismada sentezlenen ve kati destek materyali olarak kullanilan
polimerlerin karakterizasyonunda Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR
spektrometresi, yuzey morfolojisinin incelenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM
(Taramal1 Elektron Mikroskobu) cihazi kullanilmistir. Polimerlerin yiizey alaninin
incelenmesinde ise Quantachrome Nova 2200E model spesifik ylizey alani1 6l¢tim
(BET) cihazt kullanilmistir. Caligma siirecinde UV absorbans Olgiimleri igin
Shimadzu UV-3150 cihazindan yararlanilmisitr. SDS PAGE analizi ise Thermo
Scientific elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir. Izolasyon ve analizler
sirasinda kullanilan tampon ¢ozeltilerin pH’ lart OHAUS Starter 3000 pH-metre

ile olgilmistiir. Sentezlenen nanopartikillerin karakterizasyonunda Malvern
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Insturement Nano ZS zetasizer cihazi kullanilmistir. DOngiisel voltammetri (CV)
ve kronoamperometri (CA) elektroanalitik uygulama galismalarinda ii¢ elektrot
sistemli C3 standina sahip Gamry Referans 3000 -elektrokimyasal analizor

kullanilmistir. BAS MF-2072 marka ve model ¢alisma elektrodu kullanilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Kriyojel Temelli Ayirma Kolonlarinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATYyr) sentezi

3-(4-hidroksifenil)-2-[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil
amino tirozin, (MATyr)) sentezinde 0.5 g L-tirozin metilester ve 0.2 ¢
hidrokinon, 100 ml diklorometan ¢oziiciisii igerisinde ¢Oziilmiis, ¢ozelti 0 °C a
sogutulduktan sonra 12.7 g trietilamin ¢ozeltiye ilave edilmistir. Cozelti lizerine 5
ml metakriloil kloriir yavas¢a eklenmistir ve azot atmosferi altinda manyetik
karistirici yardimiyla oda sicakliginda 2 saat karistirilmigtir. Reaksiyon sonunda,
hidrokinon ve reaksiyona girmeyen metakriloilin fazlast %10 luk NaOH ¢ozeltisi
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra su fazi1 rotary kullanilarak
uzaklastirllmig  ve kalan kisim (MATyr), eter-siklohekzan karisgimi ile
kristallendirilerek saflastirilmistir. Sentez reaksiyonu Sekil 3.1°de belirtilmistir.

HO NH, 0 H
Cl
0 OH + — 0
HO 0 "OH

(L)-Tirozin Metakriloi] kloriir N-metakriloil-(L )tirozin

Sekil 3.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin sentezi
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3.2.1.2. bis(2-2’-bipiridil) (MATyr)2 Rutenyum (l1) sentezi

Rutenyum merkezli bis(2-2’-bipiridil)(MATyr), Rutenyum(ll) aminoasit-
monomerin (Sekil 3.3) sentezi icin uygulanan yontemde, 1g diklorobis(2-2’-
bipiridil) rutenyum(ll) (RuCly(bipyr),) saf su iginde ¢oziilmesinin ardindan,
¢ozelti 0 °C’ a sogutulmustur. Trietilamin ve 1g MATyr sulu ¢ozeltisi yavas yavas
RuCl,(bipyr), cozeltisine eklenerek oda sicakliginda manyetik karistirici ile 30
dakika karistirilmistir. Elde edilen karigim 80 °C’ da 24 saat reflaks edilip,
kompleks siiziilmiistiir. Kahverengi kompleks eter ile yikanmis ve vakum altinda

kurutma islemi uygulanmstir.

OH

HO

Sekil 3.2. bis(2-2’-bipiridil)(MATyr),-Rutenyum (II) molekiil yapis1
3.2.1.3. FS 1l Nanopartikil Sentezi

FS Il nanopartikiller literatiirde yer alan R. SAY ve ark. yapmis olduklar
polimerizasyon yoOntemiyle hazirlanmistir. Sentezin ilk asamasinda saflagtirilan
FS 11 ve fotoduyarli rutenyum tabanli aminoasit monomeri-NADH yapisinin PVA
ortaminda 24 saat etkilesimi gergeklestirilmistir. Uygulanan proseddrin
devaminda nanopartikiiller santrifiijlenrek yikama islemine tabi tutulmustur. Ultra

saf su icerisinde dispers edilen partikiiller +4 derecede saklanmustir.
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3.2.1.4. Fenilalanin Capraz Bagh Kriyojel Sentezi

520 L HEMA monomeri ve 113.2 mg ¢apraz baglayict MBA suda
cozilerek 1 saat boyunca oda sicakliginda karistinnlmistir.  Fenilalanin
cozeltisinden 2500 ppm olacak sekilde ilk ¢ozeltiye ilave edilerek homojen bir
karisim olmasi i¢in 1 saat karistirtlmistir. Hazirlanan ¢ozelti 10 mL’ lik siringa
icine alinarak buz banyosunda sogutma islemine tabi tutulmustur. Reaksiyon
baslatici ajanlar (APS ve TEMED) karisima ilave edilmis ve karisim -20 °C’ de
18 saat bekletilmis bdylece polimerlesme tamamlanmistir. Kopolimer tabanlt
hazirlanan kolon 18 saat sonunda oda sicakliginda hacminin 10 kat1 kadar saf su

ile yikanmis sonrasinda +4 derecede muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kriyojel Temelli Ayirma Kolonunun Karakterizasyonu
3.2.2.1. Sisme Testi

Bir Onceki ¢alismada sentezlenen Kkriyojel kolonun [poli(HEMA-
Fenilalanin)] sisme kapasitesi asagidaki yontemle belirlenmistir (Sekil 3.3).

Kuru kriyojel £ 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 24 saat boyunca, oda
sicakliginda, 100 mL saf su igerisinde bekletilmistir. Daha sonra sudan ¢ikarilan
polimerin yiizeyindeki su siizge¢ kagidi yardimi ile uzaklastirildiktan sonra
polimer tartilmistir. Denklem (3.1) kullanilarak poli(HEMA-Fenilalanin)’ in su

tutma kapasitesi hesaplanmaistir.

Ws-Wi

wi

Sisme Orant (%) = [ x 100 (3.1)

Wi: Kriyojellerin sismeden onceki agirligi

W;: Kriyojellerin sismeden sonraki agirliklarini ifade etmektedir.
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Sekil 3.3. Kriyojelin sisme ve esneklik 6zelligi

3.2.2.2. FT-IR Analizi

Poli(HEMA-Fenilalanin) kolon, poli(HEMA) kriyojel kolon ve kati KBr
vakum etiiviinde 50°C sicakliginda kurutulmustur. Numunelerden 0.1-0.29g

alinarak pellet olusturulup her bir numunenin FT-IR spektrumu alinmistir.

3.2.2.3. Yiizey Alam Ol¢iimii

Poli(HEMA-Fenilalanin) monolitinin spesifik ylizey alani BET cihazi
kullanilarak belirlenmistir. BET metoduna gére —198 °C’ deki siv1 azot ortaminda
azot (N,) gazi adsorpsiyonu teknigi kullanilarak katilarin m?/g olarak yiizey

alanlan ol¢iilmektedir.

3.2.2.4. Yizey Morfolojisi

Poli(HEMA-Fenilalanin) kriyojel kolonun yiizey morfolojisi SEM cihazi
kullanilarak belirlenmistir. Oda sicakliginda kurutulan kriyojel SEM cihazina
yerlestirilmeden Once vakum ortaminda altin ile kaplanmistir. Sonrasinda

polimerin yilizey morfolojisine ait goriintiiler alinmigtir.

3.2.3. Sentezlenen Nanopartikillerin Karakterizasyonu
3.2.3.1. Circular Dichroism (CD) Spektroskopisi Analizi

CD spektroskopisi proteinlerin peptit omurgasini, ikincil ve {igiincil
yapisinin analiz edilebildigi bir yontemdir. Saflagtirilan FS II’lerin ikincil ve
liclinciil yapilarinin analizi CD Spektroskopi cihazi kullanilarak incelenmistir.

2000ppm dispers ¢Ozeltisi hazirlanarak spektrum taramasi yapilmastir.
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3.2.3.2. Zeta Boyut Analizi
Sentezlenen FS II nanopartikiillerin boyut analizi Zetametre kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.3.3. Floresans Spektroskopisi Analizi
Nano FS 1II ¢ozelti ortaminda dispers edilerek floresan &zellikleri

incelenmistir. Numune 300nm’de uyarilarak analiz yapilmistir.

3.2.3.4. Dongusel Voltammetri ve Kronoamperometri Analizi

Dongusel voltammetri (CV) ve kronoamperometri (CA) elektroanalitik
uygulama calismas1 yapilmistir. Altin elektrotlar, Buehler P-4000 zimpara kagidi
ile zzmparalandiktan sonra sirasiyla 0.1 um ve 0.05 um tanecik boyutuna sahip
allimina siispansiyonu ile parlatilmigtir. Sonra saf su ve aktif karbonla muamele
edilmis asetonitril-izopropil alkol (1:1) karisimi ile 5’er dakika sonikasyona tabi
tutulmustur. Temizlenen elektrot, Fotosistem Il biyoenerjetik kokteylinin
fotoduyarli nano-0rgllenmesiyle elde edilen, NanoFSIlI nanobiyobelleklerinin
dispers edildigi c¢ozeltiye daldirilarak kendiliginden diizenlenme teknigiyle
etkilestirilmistir.

CA ve CV calismalarinda, tiirlerin elektrokimyasal davranis
mekanizmalar1 incelenirken fosfat tampon (pH: 4) ¢ozelti sistemi kullanilmistir.
CA calismalarinda elektroaktif tiirlerin dnce CV voltamogramlar1 alinmis ve tespit
edilen indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri temel alinarak elektrot
reaksiyonu heniiz baslamamisken bir potansiyel degeri ve elektrot reaksiyonunun
maksimum degere ulagmasindan hemen sonra bir potansiyel degeri, CA

calismalarinda potansiyel adimlari olarak se¢ilmistir.

3.2.4. FS1I izolasyon Prosediirii

Oda sicakliginda gergeklestirilen prosediirde; 1spanagin parcalanmasi ve
stiziilmesi islemleri giin 1s18inda, diger basamaklarda ise karanlik ortamda
calistlmigtir. 500 gr 1spanak kiiciik parcalar haline getirildikten sonra 2000 rpm’
de santrifiij islemi uygulanmis daha sonra adi siizge¢ kagidi ile siiziilmistiir.

Supernatant, pelletten ayrilip uygun biiyilikliikteki corning tiiplere alinarak 10000
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rpm hizda 25 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Sonraki islemde siipernatant
ortamdan uzaklasttirilip, pellet kiigiik hacimde T-1 (100 mM siikroz ve 200mM
NaCl iceren 50 mM Na/K posfat tamponu pH 7.4) tamponu ile siispansiyon
yapilmustir. T-2 (300 mM siikroz ve 50mM NaCl iceren 50 mM Na/K posfat
tamponu pH 6.9) tamponunda, %20 oraninda Triton X-100 (w/v) ¢0Ozeltisi son
hacim 25:1 olacak sekilde buz banyosunda 7 dakika inkiibe edilmistir. 13000
rpm’de 45 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atildi, pellet T-3 (40 mM
Na/K posfat tamponu pH 6.9) tamponunda homojen hale getirilmistir. 30 dakika
santrifiij islemi uygulanmistir. Pellet T-4 (400 mM sikroz, 15mM NaCl ve 5 mM
MgCl, iceren 20 mM Na/K Mes-NaOH tamponu pH 6.5) tamponunda iel
stispanse edilerek homojenzie hale getirildi ve -80 °C muhafaza edilmistir
(Seibert, 2004).

3.2.5. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizi igin oncelikli olarak akrilamid-bis monomerleri ile,
APS, TEMED, SDS pH 8.8 ve pH Tris tamponlar1 kullanilarak % 10’ luk ayrima
ve yiikleme poliakrilamid jel ¢ozeltileri hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Tank
haznesine dokiilen jel, tarak yardimiyla esit kuyucuklara ayrilmistir. Numuneler
jele yiiklenmeden once 1:1 oraninda Coomassie Blue G boyasi ile karigtirilmis
ardindan homojen bir karistm ve denatiirasyon i¢in 1sitma On islemi
uygulanmistir. Tank, tampon ¢ozeltisi ile doldurularak, numuneler kuyucuklara
yiklenmigtir. Analitlerin jelde yiiriitilmesi islemi i¢in 25-45 mA akim
kullanilmigtir. Sonrasinda jel tanktan ayrilarak 6nce %50’lik metanol ¢Gzeltisinde
1 saat bekletilmis ve deiyonize su ile yikanip %50’lik metanol ¢ozeletisinde 1 saat
karigtirllmigtir. Hazirlanan glimiis boyama tamponunda 30 dakika bekletilip
deiyonize su ile yikanmistir. Son olarak goriintiileme ¢ozeltisine alinan jel, bantlar
belirginlestikten sonra %50’lik metanol ¢ozeltisinde saklanmistir. Izole edilen PS
IT sisteminin i¢indeki molekiillerin agirliklari, marker bantlari ile karsilagtirilarak
belirlenmistir.
% Ornek Hazirlama Tamponu: 0.5M Tris-HCI pH 6.8 2.5ml, %10
SDS 4ml , 2ml gliserol, 1ml 2-merkaptaetanol, 0.02g bromofenol
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mavisi ve 500ul deiyonize su ¢ozeltisi karistuirilarak -20 derecede
saklanmistir.

Tank Tamponu: 0.12M Tris, 0.95M glisin, 0.017M SDS 5:1 oranda
seyreltilerek kullanilir.

Cozelti A: 4.108M akrilamid, 0.051M N,N’-methilenbis akrilamid
Cozelti B: 1.5M Tris-HCI pH 8.8

Cozelti C: 0.5M Tris-HCI pH 6.8

Gozelti D: %10 SDS

Cozelti E: %10 APS

Gimiis Boyama Tamponu Hazirlanmasi: 0.8g AgNOj3 deiyonize
suda ¢oziilerek 21 ml %36 NaOH eklenmistir. Olusan g¢okelek
berrraklasana kadar NH4OH ile titre edilerek 50 ml deiyonize su
ilave edilmistir.

Goruntii Olusturma Cozeltisi: 2.45ml %]1°lik sitirk asit, 0.25ml
%36’lik  formaldehit, 500ml deiyonize su karistirilarak

hazirlanmstir.

Cizelge 3.1. Jel hazirlamada kullanilan ¢6zelti miktarlar:

Cozeltiler
A
B
C
D
Deiyonize su
TEMED
E

Yikleme Jeli %5 Ayirma Jeli %10
1600ul 9975 ul
7500 pl
2500 pl
100 pl 300 pl
5630 pl 11925 pl
5ul 15 pul
150 pl 250 pl
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4. BULGULAR
4.1. izolasyon ve Saflastima Yéntemleri
4.1.1. Fenilalanin Gomiilii Kriyojel Kolonun Sisme Testi
Poli(HEMA-Fenilalanin) kriyojel kolon hidrofilik 6zellige sahip polimer
matriksidir. Polimerik yapida olmasi nedeniyle suda ¢oziinmeyen, pordz yapisi
nedeniyle yiiksek su tutma kapasitesine sahiptir. Bu calismada sentezlenen

kriyojel kolonun su tutma kapasitesi % 750.2 olarak hesaplanmstir.

4.1.2. Poli(HEMA- Fenilalanin)’in FT-IR Spektrumu

Poli(HEMA- Fenilalanin) (Sekil 4.1) ve PoliHEMA) (Sekil 4.2) kati
destek materyalinde kriyojel kolonun karakteristik piki olan HEMA daki
fonksiyonel gruplara ait 3417 cm™ (-OH) ve 1151 cm™ (-CO-O-C) frekanslarinda
pikler goriilmektedir. 2950 cm™ civarinda gozlenen pik kolon dolgu maddesi
olarak kullanilan fenilalaninin yapisinda bulunan amin grubuna aittir. 1249 cm-1

civarindan gozlenen pikin ise aromatik halkadan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

12

100,
90y
80
70 1

966.090m-169 77°/JT
601 851041, 67,1047
E 89957cm-1, 60.60%T
- 74962cm+1, 6100%T
o6 Jlen-1, T03456T
518520m-1, 49.19%T
407
2950.87cn-1, 4L164T 5289, 4141 10237161, 434367
30 1452.98cm-1, 3 16T
1389.65c+1, 422697
16584661, 3L19%T
2 f 1249171, 24 43%T ‘
3417301, 2269%T 1075Len-1, 226267
104 127473cm+1, 261447
11582201, 138467
0 1726.700m-1, 1049%T
; ‘ ; ‘ : ; ; ‘ ‘ —
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 400
cm-1

Sekil 4.1. Poli(HEMA-L-Fenilalanin)’in FT-IR spektrumu
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Sekil 4.2. Poli(HEMA-L-Fenilalanin) ve PoliHEMA)'nin FT-IR spektrumlarinin kargilagtiriimasi

4.1.3. Fenilalanin Gomiilii Kriyojel Kolonun Yiizey Alam Olcuimii

Poli(HEMA-Fenilalanin) kriyojel kolonunun spesifik yiizey alani BET
yontemi ile analiz edilmistir. 10 noktada yapilan spesifik ylizey alani Ol¢limii

sonucu kolonun spesifik yiizey alani 83.17 m?/g polimer bulunmustur.

4.1.4. Fenilalanin Gomulu Kriyojel Kolonun Ylzey Morfolojisi

Poli(HEMA-Fenilalanin) kolonunun yiizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. SEM goériintiileri verilen g¢apraz
bagli polimer yapis1 genis gézeneklere ve biiylik yiizey alanina sahiptir (Sekil
4.3). Kriyojel kolonun sahip oldugu genis gozenek yapisi difiizyon direncini
azaltmakta, analit ile etkilesimin artmasin1 saglamakta, diisiik basing sayesinde

yiiksek oranda adsorpsiyon ile ayirima imkani saglamaktadir.
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Sekil 4.3. Poli(HEMA-Fenilalanin)’ in SEM gériintiileri

4.1.5. FS II Saflastirilmasi
4.1.5.1. Siirekli Sistem Calismasi

Ispanak bitkisinden izole edilen FS Il afinite kromatografisi ile strekli
sistem kullanilarak saflastinllmistir. Temel prensipte saflastirilmak istenen
numunedeki maddeye uygun bir molekil ligand olarak matrikse tutturulmus ve
numunenin bu kolon Gzerinden uygun tampon ¢6zelti ile gegirilmesi saglanmaistir.
Bu calismada fenilalanin bagli kriyojel kolonlar hazirlanmistir. Hidrofobik
etkilesimlerden ve iyon etkilesimlerinden yaralanilarak FS II’ye kars1 gosterdigi

ilgi ile kolonda ayirim yapilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Siirekli sistem mekanizmasi

Oncelikle hazirlanan kolon fosfat tamponu pH 5 ile dengelenmistir. Daha
sonra peristaltik pompa yardimiyla kolondan Srpm hizda numune geg¢irilmistir.

Belli araliklarda kolondan ¢ikan numunelerin UV-absorbans élglimleri 680 nm’de

incelenmistir (Sekil 4.5).

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbans (680)

-0.05

Absorbans Degisimi

20 30 40 50 60 70
Zaman

Sekil 4.5. Absorbans degisim grafigi

37




4.1.5.2. SDS-PAGE Analizi

Ispanaktan izole edilen FS II 6rneklerinin igerigi ve saflagtirilan FS II’ nin
safligt SDS-PAGE analizi yapilarak belirlenmistir. Hazirlanan %10° luk
poliakrilamid jelde, denatiire edici ajan olarak SDS kullanilmistir. Numuneler jel
Uzerinde yiiriitiilmiis ve birgok bant gézlenmistir. Kimyasal par¢alama uygulanan
1spanak bitkisinde bir ¢ok protein yapisinin bulunmasi nedeniyle anten proteinler,
zar proteinleri ve sitokrom b’ye ait bantlar gozlenmistir (Sekil 4.6).

.. Molekiiler agirlik
reltik Derisik
Seyrelt helirteci
% : CP47
W : CP43
® D2
44 kDa $:ca
G A:D1
@ : Cyt-bs59

29 kDa
ST,

Sekil 4.6. SDS-PAGE goruntisu
4.1.5.3. Protein Iceriginin Belirlenmesi

Bradford metodu bir numunede bulunan protein miktarmin belirlenmesi
icin kullanilan nicel yontemlerden biridir. Commassie Brillant Blue G-250
boyasinin Bradford ayiraci olarak kullanilmasi ile 61¢tim yapilmaktadir. Yontemin
temeli maximum absorbans dalgaboyu 465 nm olan boyanin proteinlerle
baglanmas1 sonucu absorbansin 595 nm’ye kaymasina dayanmaktadir. Metodun
ilk asamasinda Orneklere boya belirteci eklenerek 10 dakika sonrasinda 1 saat

boyunca kararliliga sahip renk olusumu izlenir.
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Yapilan calismada, pH 7.7 fosfat tamopunu i¢inde farkli derisimlerde
standart protein (bovin serum albumin) icerikli drnekler hazirlanmistir. Ornekler
1:5 oraninda reaksiyona sokularak absorbans (595 nm) oOl¢limii incelenmistir.
Standart protein verileri kullanilarak Sekil 4.7°de Kkalibrasyon grafigi
olusturulmustur. izole edilen ham ekstraktin 1000 g ve saflastirilan numunedeki

protein igerigi ise 210 pg olarak hesaplamistir.

Bradford Standart Grafigi
0.6
0.5

0.4

y =5.9682x + 0.035

Absorbans (595 nm)

0.3
R*=0.9413
0.2
0.1
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

BSA derisimi (mg/mL)

Sekil 4.7. FSII nanopartikiillerdeki protein miktar1 tayini i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi

4.2. Biyonanoenerjetik Partikiiller ve Karakterizasyonlari

4.2.1. Circular Dichroism (CD) Spektroskopisi Analizi

NanoFS II’lerin ve sitokrom b ¢ozeltilerinin CD spektrumlari Sekil 4.8’te
incelenmistir. izole edilen FS II kompleksinin, matriks etkisinden ve izolasyon
sonrasinda ortamdan uzaklastirilmadan kalan maddelerden kaynakli barindirdigi
protein yapilarinin net olarak gozlenemediginden spektrum alimamadigi, fakat
daha kararli nanoFSI’lerin alfa heliks yapisinda molekiiller igerdigi
belirlenmigtir. ~ Sitokrom  b’nin  ve nanoFSIl’lerin CD  spektrumlari

karsilastirildiginda yapilarin benzer oldugu yorumlanmustir.
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Sekil 4.8. a)NanoFS Il CD spektrumu, b) Sitokrom b CD spektrumu

4.2.2. Zeta Boyut Analizi

Nano FS II’lerin pargacik boyutlar1 Zetametre ile 6l¢tilmistiir (Sekil 4.9).
Ultra saf su dispers edilen biyonanoenerjetiklerin boyutlar1 140.2 nm olarak
belirlenmistir. FS II kompleks bir sisteme sahip olmasi ve NADH ilavesi

nedeniyle pargacik boyutu 100 nm’nin tizerinde bulunmustur.
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Sekil 4.9. NanoFSl| zeta boyut analizi

4.2.3. Floresans Olgumleri

Sentezlenen nano partikullerin floresans 6zellikleri Sekil 4.8’de incelenmis
olup 333.52 nm’de yiksek absorbans gozlenmistir. NanoFSII yapisinda
bulundurdugu feofitin ve plastokinon yapilar 1s18a karst duyarlt olmalari
nedeniyle 500 nm’ye yayvanlasarak devam eden floresan gorulmesine neden
olmustur (Sekil 4.10). 300 ve 600 nm’de gbzlenen siddetli pikler ise rezonans ve
sacilma sonucu olusan floresansa aittir. Floresans spektrumunun (¢ boyutlu

gorintiisii Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. NanoFSl|I floresan spektrumu

Sekil 4.11. Nan FSlI li¢c boyutlu floresan spektrumu
4.3. NanoFSII’nin Biyobellek Ozelligi ve Elektrokimyasal Davranisi

NanoFSIl biyonanoenerjetiklerin bellek yetenekleri; redoks ozelligi
dongisel voltammetri ve kronoamperometri teknikleri kullanilarak ortaya
konulmustur. Bu NADH entegre edilmis, enerjetik biyonanobelleklerin
voltamogrami fosfat tamponunda (pH: 4) -1 V - +1.3 V potansiyel araliginda, 50
mV/s tarama hiz1 kullanilarak alinmistir. Voltamogramda bilesenlere ait redoks

durumu geri doniistimliidiir. Sekil 4.12 incelendiginde ii¢ (3) ¢ift yiikseltgenme-
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indirgenme piki gortlmektedir. 1.06 V da gorilen yukseltgenme piki ve 0.48 V
da gorulen indirgenme piki, biyonanoenerjetik yapisin1 fotoduyarli olarak
orguleyen rutenyum kompleksinden ileri gelmektedir. -0.25 V daki yiukseltgenme
piki ile -0,14 V’daki indirgenme pikleri, fotosistem II biyoenerjetik kokteylde yer
alan sitokrom -b nin merkezindeki demirin redoks davranigina isaret etmektedir.
Ek olarak, 0.26 V — 0.18 V da gorulen ylkseltgenme ve indirgenme pikleri de
nanoFSllI'ye entegre edilmis NADH’dan kaynaklanmaktadir (Nelson, 2008).

Bu g c¢ift redoks potansiyeli protein molekuliindeki yikleri doyurmak ve
silmek i¢in kullanilmistir. Hiicreye yiikseltgenme potansiyeli uygulandiginda
elektronlar altin elektrottan nanoFSII yapisinin nano-biyo-araytzeyine (interface)
goc eder, bunun sonucunda nanoboyuttaki-protein kokteyli, pozitif ylkce doygun
hale gelir. Diger taraftan, bu biyonanobellek sistemi NanoFSII tabakasindaki
elektronlari, ylizeye geri transfer etmek i¢in indirgenme potansiyeli uygular, ve
bdylece doyurulan yiik silinir. Bu sekilde FSII biyonanoenerjetiginin nanobellek
aygitt seklinde calistirilmasi saglanmis olur.

10

Current (nA)

-10

T 05 0.0 05 10 1.5
Potential (V) vs Ag/AgCI

Sekil 4.12. NanoFSII biyobelleklerle donanmis altin elektrodun fosfat tamponu i¢indeki (pH:4.7)
dongiisel voltamogrami

Sekil 4.13, NanoFSII biyobelleklerle donanmis altin elektrodun

kronoamperometrik cevabini gostermektedir. Yiikseltgenme ve indirgenme

potansiyeli tekrarlanarak uygulandigi zaman; kararli akimlar nanoFSII tabakasinin

icine ve disina akig gosterir. Kisacasi, yiikseltgenme potansiyelleri uygulandigi

zaman elektronlar nanoFSIl biyonanobelleklerin icine akarken, indirgenme

potansiyeli uygulandigi zaman nanoFSII tarafindan tutulan yiikler geri yayilir.
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Acik devre potansiyeli bu durum yliiklerini okumak ve kaydetmek icin kullanilmig
olup acik devre potansiyeli uygulandiginda; nanoFSII bellekleri ve elektrolit

arasinda kararli denge durumu basarilmistir.
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Sekil 4.13. NanoFSII donanmis altin elektrotun 10 mM fosfat tamponundaki (pH: 4.7)
kronoamperometrik davranist (Yiikseltgenme ve indirgenme akimlart 0.6 saniyede
elde edilmistir)

Ayrica, biyonanobelleklerin voltamogramda tespit edilen 3 ¢ift redoks
potansiyeli i¢in, durum yiiklerini okumak {izere 3 farkli acik devre potansiyeli
belirlenmistir. Bu agik devre potansiyelleri sirasiyla; rutenyum kompleksi,

sitokrom-b ve NADH ig¢in sirasiyla 0.11 V, 0.14 V ve 0.13 V olarak bulunmustur
(Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16).
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Sekil 4.14. NanoFSII kapli altin yiizeyinde rutenyum kompleksi
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Sekil 4.15. NanoFSII kapli altin yiizeyinde sitokrom b
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Sekil 4.16. NanoFSII kapli altin yiizeyinde NADH’a ait acik devre potansiyelleri
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Fotosistem Il kokteylinden elde edilen biyonanoenerjetiginin nanobellek
aygit fonksiyonu nanoFSII kapli altin ylizeyin (10 mM fosfat tamponu pH: 4.7)
acik devre potansiyel amperometrik davranisi ortaya konularak da gdézlenmistir.
Bunun icin yukseltgenme potansiyeli (yazma), indirgenme potansiyeli (silme) ve
acik devre potansiyeli (okuma) akimlar1 1 saniyede elde edilmistir.

Sekil 4.17°da goriildiigi gibi her hafiza dongisinde bir yikseltgenme,
indirgenme ve acik devre potansiyeli, nanobiyog¢ip i¢indeki yiikleri doyurmak,
silmek ve okumak i¢in uygulanmistir. A¢ik devre potansiyeli uygulandiglr zaman,
nanoFSII kapl ylizey ve elektrolit arasinda kararli denge durumu elde edilmistir.
Acik devre potansiyeli, amperometri deneylerinin temelinde ii¢ durum mevcuttur.
Bunlar; yiikseltgenme potansiyelinin uygulanmasiyla elde edilen akim yazma
basamagini belirler. A¢ik devre potansiyelinin uygulanmasiyla elde edilen akim
okuma basamagint belirlerken, indirgenme potansiyelinin uygulanmasiyla elde

edilen akim birikmis yiiklerin tiimiinii siler.
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Sekil 4. 17. Fotosistem II kokteylinden elde edilen biyonanoenerjetiginin nanobellek aygit
fonksiyonu. nanoFSII kaplt altin yiizeyin (10 mM fosfat tamponu pH: 4.7) acik devre
potansiyel amperometrik davranist
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Sekil 4.17.(Devam) Fotosistem II kokteylinden elde edilen biyonanoenerjetiginin nanobellek aygit
fonksiyonu. nanoFSII kapl altin yiizeyin (10 mM fosfat tamponu pH: 4.7) acik devre
potansiyel amperometrik davranist

Diger taraftan; kendi tilakoid membran1 disinda olduk¢a kararsiz olan
fotosistem Il kokteylinden sentezlenen biyoenerjetik-nanoaygitin kararliligini
belirlemek ig¢in, altin yiizey tizerindeki biyobellek filmin ylkseltgenme ve
indirgenme davramis1 10* dongiiye kadar devamli tekrarlanmustir. Akimda azalma
meydana gelmemesi, yiizeyin kararli ve tekrarlanabilir oldugunu gostermistir

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. NanoFSIIbellek kapli altin yiizeyin (10 mM fosfat tamponu pH: 4.7) ¢oklu doénglsel
kronoamperometrik davranisi
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5. SONUC VE YORUM

Iyon kromatografisi anyon ve katyonlarm uygun kat1 destek yardimiyla
ayrilmasi ve saflastirilmasini kapsar. Ozellikle endiistride atik su aritiminda
kullanimi1 yaygin olan iyon kromatografisi biyoteknolojik alanda da kullanim ile
goze carpmaktadir (Nanba ve Satoh, 1987).

Biyoenerjetik, termodigin 6zel bir bolimii olmakla birlikte canli
sistemlerdeki enerji dongusinli ve transferini tanimlamaktadir. Bu tez kapsaminda
biyoenerjetik sistemlere yeni bir yaklasimla farkli formlar kazandirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda fotosistem 1l kompleksinin literaturdeki
izolasyon yontemlerinden yararlanilmistir (Shibamoto ve Watanabe, 2008).
Ispanak bitkisinden kimyasal parcalama yontemi ile izole edilen FS II’lerin
Bradfort yontemi ile 1000 pg protein icerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda FS II saflastirilmasinda kullanilmak iizere
kriyojel tabanli kolonlar tasarlanmistir. Monomer olarak HEMA, ligand olarak ise
fenilalanin kullanilmasi ile iyon degisim kriyojel kolonlart hazirlanmigtir. Ligand
molekiiliniin  yapis1 FS II kompleksindeki hidrofobik etkilesimlerden
yararlanilmasina, kriyojelin sahip oldugu makro goézenek boyutu ise kolon
icerisindeki basinci azaltarak biyomolekiillerin bozulmadan ayrimina olanak
saglamistir. Saflastirilan FS II’nin ultraviole 151k altinda 680 nm’de absorbans
ozelligi ve 210 pg protein icerdigi belirlenmistir. Saflastirma isleminden sonra
ANADOLUCA konsept yontemi kullanilarak nanoFSII  sentezlenmistir.
NanoFSII’lerin 333.52 nm’de floresan 6zellik gosterdigi ve boyutunun 140.2 nm
oldugu bulunmustur. Ug boyutlu yapis1 CD spektrumu ile incelenmistir.

Poli(HEMA-Fenilalanin)  kriyojel ~ kolonunun  SEM  gorintileri
incelendiginde birbiriyle baglantili makro gozenekler rahatlikla goriilmektedir.
Kriyojellerin denge sisme oram1 % 750.2 olarak bulunmustur. Ayrica FT-IR
spektrumlart incelendiginde kriyojele ait karakteristik piklerin oldugu ve liganta
ait spesifik piklerin bulundugu goézlenmistir. Kriyojelin spesifik yiizey alan1 BET
yontemiyle 83 m?golarak bulunmustur.

FS II literatiir caligmalarina bakildiginda farkli biyolojik kaynaklardan
saflastirilmasi, kristal yapisinin incelendigi gériilmektedir (Nagao, 2010; Adachi,
2009; Najafpour, 2014). FS 11, suyu parcalamasindaki biyomimik 6zelligi iizerine
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yapilan caligmalarla da 6n plana ¢ikmaktadir (Barber, 2012). Bu tez kapsaminda
yapilan ¢aligmalarda literatiirden farkli olarak FS II 1spanak bitkisinden izole
edilmis ve spesifik ligand icerikli kriyojel kolonlar gelistirilmistir. GUnimizde
hafiza sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar mevcuttur ( Busby, 2015).
Son asamada gelistirilen biyonanoenerjetigin biyobellek 6zelligi voltametrik ve
kronoamperometrik yontemler kullanilarak yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli
uygulamalari ile incelenmistir.

IIk kez Fotosistem Il kokteyl sistemler nanoboyuttta sikistirilmis
ANADOLUCA yontemiyle stirekliliginin saglanmasi ve disaridan ekstra NADH
eklemeden 10* déngliye kadar okuma-yazma-silme bellek islemlerinin
tekrarlanabilirliginin yolu agilmistir. Rutenyum kompkleksi, NADH ve sitokrom
b’ye ait agik devre potansiyelleri incelendikten sonra biyobellek 6zellikleri
belirlenmistir. ilerleyen ¢alismalarda biyoenerjetik nano aygitin biyobellek
Ozelliginden yararlanilarak sensor yakit hiicreleri, sensor (Varsamis, 2008)

sistemleri gibi uygulama alanlarinin olusturulmasi hedeflenmistir.
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