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OZET

MANYETIK SIiLIiKA BAZLI BORAT AFINITE KROMATOGRAFISI
SORBENTLERININ SENTEZi VE KROMATOGRAFIK
PERFORMANSLARININ iNCELENMESI

Cagil Zeynep SUNGU

Yiiksek Lisans, Biyomiithendislik Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL

Haziran 2018, 81 sayfa

Tez kapsaminda B-nikotinamid adenin diniikleotid (B-NAD), ¢ekirdek-kabuk polimerizasyonu
yontemiyle normal ve manyetik 6zellige sahip monodispers-gozenekli silika mikrokiireler
tizerine molekiiler olarak baskilanmigtir. Bu amagla etilen glikol dimetakrilat ¢apraz baglayici
olarak kullanilmistir. Her iki sorbent tiirii i¢in alkali pH degerinde B-NAD, fenilborik aside
yiiksek baglanma afinitesi gostermis ve diol ile borik asit gruplar1 arasinda tersinir borat esteri
olusumu yoluyla baskilama saglanmistir. Molekiil baskilama isleminin ardindan B-NAD,
mikrokiirelerin ylizeyinden lauril siilfat-asetik asit ¢ozeltisi ile uzaklastirilmistir. Kontrol grubu
olarak, molekiil baskilama yapilmayan normal ve manyetik silika mikrokiireler, B-NAD
molekiilii kullanilmadan ayn1 yontemle hazirlanmistir. Molekiil baskilanan ve baskilanmayan
silika mikrokiirelerin boyutu, morfolojisi ve gozeneklilik oOzellikleri Taramali Elektron
Mikroskobu, Gegirimli Elektron Mikroskobu, Fourier Transform Infrared Spektroskopisi ve

Azot Adsorpsiyon Desorpsiyon Yontemi ile analiz edilmistir. B-NAD baskilanmis, normal ve



manyetik silika mikrokiirelerin sorbent olarak kullanimiyla, borat afinite kromatografisi
yontemi kullanilarak, hedef molekiil izolasyon davranisi incelenmistir. Ilk olarak, izolasyon
davranig1 kesikli sistemde hedef molekiil derisimi, sorbent tiirii ve derisimi degistirilerek
calisilmustir. Kesikli sistemde, normal ve manyetik silika mikrokiireler igin 2.30-3.38 araliginda
degisen molekiil baskilama faktorii degerleri elde edilmistir. Ardindan B-NAD baskilanmig
monodispers silika mikrokiireler mikrokolonda sabit faz olarak kullanilmis ve stirekli sistemde
mikro-borat afinite kromatografisi ile B-NAD izolasyonu gergeklestirilmistir. Sonuglar,
gelistirilen molekiil baskilanmis sorbentin siirekli sistemde, mikro-borat afinite kromatografisi
yontemiyle diol grubu iceren biyomolekiillerin izolasyonunda basariyla kullanilabilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: oligoniikleotid, molekiil baskilama, borik asit, mikrokromatografi, borat
afinite kromatografisi.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF MAGNETIC SILICA BASED BORONATE AFFINITY
CHROMATOGRAPHY SORBENTS AND INVESTIGATION OF THEIR
CHROMATOGRAPHIC PERFORMANCE

Cagil Zeynep SUNGU

Master of Science, Bioengineering Department
Advisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL

June 2018, 81 pages

In this study, B-nicotinamide adenine dinucleotide (B-NAD) was molecularly imprinted onto
plain and magnetic silica microspheres in the monodisperse-porous form, by core-shell
polymerization method. For this purpose, ethylene glycol dimethacrylate was used as
crosslinking agent. For both sorbent species, at alkali pH values, B-NAD showed high binding
affinity against phenylboronic boronic acid group and the molecular imprinting was achieved
by cyclic boronate ester formation between diol and boronic acid moieties. Following to
imprinting, p -NAD was removed from the imprinted microspheres with lauryl sulfate-acetic
acid solution. As a control group, bare and magnetic silica microspheres were prepared by the
same method without using B-NAD molecule as the template. Molecularly imprinted and non-
imprinted silica microspheres were analyzed in terms of their size, morphology, the porous
properties through Scanning Electron Microscopy, Transmission Electron Microscopy, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy and nitrogen adsorption-desorption method. The target



molecule isolation behavior was investigated by using borate affinity chromatography with -
NAD-imprinted, bare and magnetic silica microspheres as the sorbents. First, the isolation
behavior was investigated by changing the target molecule concentration, sorbent type and
concentration in the batch system. The imprinting factors ranging between 2.30-3.38 for bare
and magnetic silica microspheres were obtained in batch system. Subsequently, f-NAD-
imprinted monodisperse silica microspheres were used as a stationary phase in a microcolumn
and B-NAD isolation was carried out by borate affinity micro-chromatography in the continuous
system. The results showed that the developed sorbent could be successfully used in the
continuous system for the isolation of biomolecules containing diol groups by micro-borate
affinity chromatography.

Keywords: oligonucleotide, molecular imprinting, boronic acid, microchromatography,
boronate affinity chromatography.
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1. GIRIS

Niikleositler, niikleotidler, oligoniikleotidler, sakkaridler, glikoenzimler ve glikoproteinler
gibi viicudun temel yapitaglarii olusturan biyomolekiillerin yapisinda cis-diol grubu
bulunmaktadir [1-4]. Ornegin RNA molekiilii birgok niikleotidin birlesmesinden
olugmaktadir. Modifiye edilmis niikleositlerin anormal seviyesinin, kanser olusumundan
diyabete ve Alzheimer hastaligina kadar bir siirii hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
baglamda, biyolojik sivilarda modifiye niikleositlerin belirlenmesi son yillarda
arastirmacilarin da biiytik ilgisini ¢gekmektedir [5]. Kanser hastaligi, giinlimiizdeki en 6nemli
saglik problemlerinden biridir. Kanserin erken teshisi ve tedavisinde, kanda bulunan timor
belirteglerinin tayin edilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan glikoproteinlerin yapisindaki degisikler, kanserin evresi ve ilerleyisi hakkinda bilgi
saglamaktadir [6-9]. Bu nedenle hastaliklarin teshisinde, cis-diol molekiillerinin tespiti
olduk¢a onemlidir [10]. Son yillarda, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (High
Performance Liquid Chromatography- HPLC), Ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer
Chromatography-TLC) ve Kapiler Elektroforez (Capillary Electrophoresis CE) yontemleri
biyomolekiillerin tespiti ve ayrimi i¢in kullanilmaktadir [2]. Bu yontemlere ek olarak borat
afinite kromatografisi (Boronate Affinity Chromatography-BAC), cis-diol i¢eren bilesiklerin
spesifik izolasyonuna ve ayrilmasina izin veren essiz bir afinite kromatografi yontemidir. Bu
yontemin ana prensibi, alkali sulu bir ¢6zeltide boronik asit ve cis-diol iceren molekiil
arasinda kovalent kompleksin olugsmasi ve ortam asidik olunca da, aradaki bagin ayrigmasina

dayanmaktadir [11].

Molekiil baskilama teknolojisi (Molecular Imprinting Technology-MIT), cesitli uygulama
alanlarinda ideal malzemeler olarak kullanilabilen, belirli bir analiz i¢in 6nceden belirlenmis
bir segicilik ve 6zgiilliige sahip yapay reseptorler tasarlamak igin kullanilan yontemlerden
biridir. Molekiil baskilama islemi, bir hedef molekiil sablonun etrafinda bir ¢apraz baglayici
ve polimerde sec¢ici tanima bolgelerinin olusturulmasi esasina dayanir. Baskilanan hedef
molekiil, daha sonra sorbent iizerinden uzaklagtirilarak molekiil bosluklara sahip sorbentler
elde edilmektedir. Molekiil baskilanmis polimer yiiksek stabilitesi, yliksek tanima kabiliyeti,
diisik maliyeti ve tekrarli kullanilabilirliginden dolayr tercih edilmektedir. Molekiil

baskilanmis yapilarin yiiksek uygulama potansiyelleri olmasina ragmen, makromolekiillerin
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degisken yapilari ve biiyilik boyutlara sahip olmasindan dolay1, bu molekiillerin baskilanmasi
zordur. Bununla beraber c¢ekirdek-kabuk yontemiyle, kiitle transferi ve desorpsiyon
sinirlamalariin tstesinden gelmek miimkiindiir. Bu yontemde, merkezde bir ¢ekirdek
malzeme bulunmaktadir. Bu c¢ekirdek etrafinda fonksiyonel monomerler ve capraz
baglayicilar kullanilarak polimerizasyon gerceklestirilmektedir. Polimerizasyon sirasinda,
¢ekirdegin etrafinda polimer kabugu olugsmaktadir. Cekirdekte bulunan malzeme, genellikle

silika veya polimerden olusmaktadir [12-17].

Tez kapsaminda cis-diol grubu igeren B-nikotinamid adenin diniikleotid (B- NAD), molekiil
baskilama yontemi kullanilarak izole edilmistir. B-NAD molekiilii, metabolitler arasinda
hidrojen ve elektron transferinde gorevli, cok dnemli bir koenzimdir. B- NAD, biitiin canli
hiicrelerde bulunmakta olup, iki niikleotidden olugsmaktadir. Bunlardan biri adenin digeri de
nikotinamid kismuidir [18, 19]. Normal ve manyetik formda molekiil baskilanmigs sorbentler,
silika mikrokiireler Ttlzerinde sablon olarak segilen B-NAD molekiilii varliginda
sentezlenmistir. Bu sentezlerde 4-vinilfenilboronik asit (VPBA) ve 4-dimetilaminopropil
metakrilamid (DMAPMA) fonksiyonel monomer ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ise
capraz baglayici olarak kullanilmistir. Sentez sonrasinda, B-NAD molekiilii ortam pH’1
degistirilerek sorbent mikrokiire ylizeyinden uzaklagtirilmistir. Molekiil baskilanmig
sorbentler ile B-NAD molekiiliiniin izolasyon deneyleri, hem siirekli sistemde hem de kesikli

sistemde yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Molekiil Baskilama Yontemi

Yeni analitik tekniklerin arastirilmasinda molekiil baskilanmis polimerler, cazip 6zelliklere
sahip sorbentler olarak kullanilmaktadir [20]. Dogada bulunan tanima iglemlerini taklit
edebilen sentetik malzemelerin tasarimi, son yillarda olduk¢a Onem verilen calisma
alanlarindan biridir. Molekiil baskilama teknigi ile dogal sistemlere benzer sekilde, molekiil
tanima kabiliyetine sahip malzemeler olusturulabilir. Bu nedenle molekiil baskilama yontemi
son yilarda aktif bir aragtirma alani haline gelmistir. Molekiil baskilanmig polimer Sentezi,
amino asitler, proteinler, niikleotid tiirevleri, ilaglar ve yiyecekleri igeren, biyolojik ve
kimyasal molekiilleri taniyabilen umut verici bir teknik olarak kabul edilmektedir [12].
Glikoproteinler, glikanlar ve monosakkaritler viicutta ¢ok diisiik derisimlerde ve ¢ok daha
yiiksek derisimde bulunan benzer molekiiller ile birlikte bulunmaktadir. Bu nedenle, bu
biyomolekiilleri spesifik olarak tanimlamak énemlidir. MIT, karmasik 6rneklerden sablon
molekiiliin spesifik ekstraksiyonu alaninda yaygin bir uygulama potansiyeli sunmaktadir [12,
14, 16]. Ayrica, uygulama alanlar1 arasinda, ayirma ve saflastirma, kataliz, kimyasal

sensorler ve ilag salim1 bulunmaktadir.

Molekiil baskilanmis polimer sadece ii¢ boyutlu yapisi yiiziinden degil, ayn1 zamanda
polimerik agin bosluklarindaki spesifik baglanma gruplarini olugturmas: nedeniyle, hedef
molekiile afinite ve seciciligi saglar [21]. Molekiil baskilama yontemi, fonksiyonel ve ¢apraz
baglayict monomerlerin bir kalip molekiil esliginde polimerizasyonu ile olusmaktadir [20].
Yontemde sablon (baskilanacak hedef molekiil) ¢apraz baglayici olmadan once fonksiyonel
monomerle etkilesir, ardindan polimerizasyon islemi ile capraz baglayici kullanilarak
polimerik matriste sabitlenir [22]. Ortaya ¢ikan baskilanmis malzemede sablon igin yapisal
ve kimyasal hafiza bulunur. Sablon molekiil yapidan uzaklastirildiginda bile bu malzemedeki
secicilik sayesinde malzeme, sablon molekiiliin bulundugu karisima atildigi zaman, sablon
tekrar malzemeye baglanmaktadir. [20] Molekiil baskilama kavramina uyan yapay tanima
malzemeleri, Dickey'in 1955'teki oncii ¢alismasina dayanmaktadir [23, 24]. 1970'lerin
basinda Wulff ve Klotz molekiil baskilama kavramini tanitmistir. Organik polimerlerde baski
sablonlariyla resmedilen bu kavram, molekiiler bosluklar1 hassas bir sekilde tasarlamak i¢in

yeni ufuklar agmistir [23, 25, 26]. 1993 yilinda ise Mosbach ile ger¢cek bir atilim
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gerceklestirmigtir.  Mosbach''n  yapti§i  ¢aligmada molekiil baskilanmis  yapinin
biyosensorlerde antikorlarin yerini alabildigini kanitlayan radyo-etiketli bir ligand baglama
deneyi gergeklestirilmistir [23, 27]. Tipik bir molekiil baskilanmis polimer sentez protokoli,
polimerizasyon baglaticis1 ve bir ¢oziicii i¢inde sablon molekiil, fonksiyonel monomer ve

capraz baglayici icermektedir [28].
2.1.1. Sablon Molekiil

Hedef molekiiliin polimere baglanmasi ve polimer tarafindan tanimmasi i¢in etkilesim
alanlarinin sayis1 ve sablonun sekli 6nemlidir [22]. Genel olarak, bir ideal sablon molekiilii
su oOzellikleri tasimalidir. Ik olarak polimerizasyonu 6nlemeyen fonksiyonel gruplar
icermelidir, ikinci olarak polimerizasyon reaksiyonu sirasinda miikemmel bir kimyasal
kararlilik sergilemeli, ve fonksiyonel monomerlerle kompleks olusturabilen fonksiyonel
gruplar igermelidir [28]. Gliniimiizde kii¢iik molekiillerin baskilanmasi rutin haline
gelmigken, biiylk makromolekiillerin (proteinler, hiicreler, vb.) baskilanmasi tiizerinde
yapilan ¢alismalar gelistirilmektedir. Biiyiik molekiillerin baskilanmasindaki zorluk, biiyiik
sablonlarin daha rijid yapida olmasi ve bu nedenle baglanma bosluklarinin olusturulmasinin

daha zor olmasidir [29].
2.1.2. Monomerler ve Capraz Baglayicilar

Molekiil baskilamada fonksiyonel monomerin rolii, fonksiyonel gruplar saglayarak sablonla
bir kompleks olusturmaktir [28]. Baskili malzemelerin sentezlenmesi i¢in en iyi monomerler,
sablon-monomer etkilesimlerinin giicli ve yapisi gdz Oniine alinarak segilmektedir [22].
Metakrilik asit (MAA), hidrojen bag verici ve alic1 6zellikleri nedeniyle “evrensel” bir
fonksiyonel monomer olarak kullanilmaktadir. Genel olarak, fonksiyonel bir monomer iki
tip birimden olusur. Biri tanima birimi, digeri de vinil veya alkoksisilan gibi polimerlesebilir
bir birimdir [28]. Cizelge 2. 1’ de molekiil baskilamada siklikla kullanilan monomerler

gosterilmektedir.



Cizelge 2. 1. Molekiil baskilamada siklikla kullanilan fonksiyonel monomerler.
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Polimerizasyon isleminde, sablon molekiillerin etrafindaki fonksiyonel monomerleri
sabitlemek i¢in bir capraz baglayici kullanilir, béylece sablonlarin ¢ikarilmasindan sonra,
yiiksek ¢apraz bagli bir kati polimer elde edilir. Capraz baglayicinin tiirii ve miktari, molekiil
baskilanmis polimerin segicilik ve baglanma kapasitesini etkiler. Genellikle, ¢ok diisiik
capraz baglayici miktari, diisiik ¢apraz baglama derecesi nedeniyle kararsiz mekanik
ozellikler ile sonuclanmaktadir. Cok yiiksek miktarda ¢apraz baglayicit molekiil baskilanmig
polimerin birim kiitlesi bagina tanima alanlarinin sayisini azaltir [28]. Cizelge 2. 2’ de siklikla

kullanilan ¢apraz baglayicilardan bazi verilmektedir.



Cizelge 2. 2. Molekiil baskilamada siklikla kullanilan ¢apraz baglayicilar.
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2.1.3. Gozenek Yapia Coziicii

Gozenek yapict ¢oziicli polimerizasyon isleminde gézenek olusturucu madde olarak gorev
yapar [28]. Gozenek yapict ¢oziicii, 6zgiil ylizey alan1 ve ortalama gozenek boyutu gibi
polimerin morfolojik 6zelliklerini etkiler [30]. Ilk olarak, sablon molekiil, baslatici, monomer
ve capraz baglayici, porojen iginde ¢dziiniir olmalidir. Ikincisi gézenek yapict ¢oziici,
polimerik yapida molekiillerin tasinimi igin yeterli gézeneklilik 6zelliklerini saglamalidir.
Ucgiincii olarak yiiksek secicilige sahip molekiil baskilanmis polimer elde etmek i¢in, ¢oziicii
diisiik polariteye sahip olmalidir [29]. Genellikle, molekiil baskilanmis polimer sentezi igin
kullanilan g6zenek yapict ¢oziiciiler, 2-metoksietanol, metanol, tetrahidrofuran (THF),

asetonitril, dikloroetan, kloroform, N, N-dimetilformamid (DMF) ve toluen’dir [28].
2.1.4. Baslaticl

Molekiil baskilanmis polimerlerin biiyiik ¢ogunlugu, serbest radikal polimerizasyonu,
fotopolimerizasyon ve elektropolimerizasyon ile hazirlanmaktadir. Serbest radikal
polimerizasyonu, ¢ok c¢esitli fonksiyonel gruplar ve sablon yapilari i¢in termal veya

fotokimyasal olarak baglatilabilmektedir. Peroksi bilesiklerinin yani sira, azo bilesikleri de



baslatici olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [28]. Bir baslaticinin radikallere bozunmasit,
kimyasal yapisina bagli olarak 1s1, 151k ve kimyasal/elektrokimyasal araglar dahil olmak iizere
bir ¢ok yolla tetiklenip, kontrol edilebilmektedir [29]. Siklikla tercih edilen
azobisisobutironitril (AIBN) en uygun olarak 50-70°C' lik bozunma sicakliklarinda
kullanilabildigi gibi, ayn1 zamanda fotoliz (UV) yoluyla da kullanilabilmektedir [28, 29].

2.2. Molekiil Baskilama Teknikleri
2.2.1. Y1gin Baskilama

Uygun bir sentez yonteminin se¢imi, arzu edilen ozelliklere sahip molekiil baskilanmis
polimer diretimi igin kritik Oneme sahiptir. Genellikle molekiil baskilanmis polimer
hazirlanmasi, serbest radikal polimerizasyonu veya sol-jel yontemi ile yapilmaktadir. En
yaygin kullanilan yontem, bir serbest radikal polimerizasyonu tiirii olan yi18in
polimerizasyondur [28]. Bu yontem, molekiil baskilanmis polimer sentezinde kullanilan ilk
yontemdir [31]. Yigin polimerizasyonu sonrasinda kii¢iik parcaciklar elde etmek igin
mekanik 6giitme ve eleme islemleri gerekir. Ancak bu durum, dogrudan mikrokiire eldesine
dayal1 molekiil baskilanmig polimer formuna kiyasla daha diisiik bir baglanma kapasitesine
neden olur [28]. Yigmn polimerizasyonunda sablon molekiil dogrudan monomer igeren
ortama eklenir. Bu nedenle, yontemde etkilesim alani sadece malzemenin yiizeyinde mevcut
degildir, sablon molekiil ayn1 zamanda matrisin tiim kiitlesi i¢cinde dagilir [32]. Yigin
polimerizasyonu kiigiik molekiillerin baskilanmasinda daha c¢ok kullanilmaktadir. Ayni
zamanda makromolekiiller i¢inde kullanilir. Fakat proteinlerin baskilanmasi ile ilgili yapilan
caligmalarda goriilmiistiir ki, yigin polimerizasyonunda yasanan polidispersite malzeme
izerindeki baglanma noktalarin1 kisitlamaktadir [33]. Buna ek olarak, malzemenin
morfolojisine bagl olarak, sablon molekiil matrise derin bir sekilde gémiiliir, bu da
desorpsiyonun zor olmasina neden olur. Sonug¢ olarak biiyiik molekiillerde, segicilik ve

diftizyon sinirlamalar1 nedeniyle y1gin baskilama yontemi ¢ok tercih edilmez [34].
2.2.2. Yiizey Baskilama

Yiizey baskilama tekniginde, baglanma yerleri yiizeye sabitlenmistir. Bu yiizden yiizey
baskili polimerlerde, kayda deger segici baglanma ve daha hizli kiitle aktarimi elde edilebilir.
Silika, yiizey baskilama malzemeleri igin iyi bir destek materyalidir ¢linkii yiizeyindeki

silanol gruplart (Si-OH) kolayca modifiye edilebilir ve ayrica iyi bir mekanik ve termal



stabiliteye sahiptir [35]. Ayni sekilde yiizey baskilama yoluyla molekiil baskilanmis kabuk,
demir, silika ve kitosan yiizeylere kaplanabilir [36]. Yiizey baskilamada substratin
yiizeyinde, yiiksek afiniteye sahip tamima yerleri olusturulmaktadir. Burada, baski
molekiilii/polimer arasinda y1gin baskilamada bir problem olan difiizyon kisitlamasi yoktur.
Ayni sekilde baskilama sonrasi sablon molekiiliin ortamdan uzaklastirilmasi da daha kolay
olmaktadir. Bu nedenle bu teknik, 6zellikle proteinler dahil olmak iizere biyomolekiillerin
baskilanmasi i¢in yaygin bir uygulamadir. Yiizey baskilamada, geleneksel baskilama
tekniklerine kiyasla sablon molekiilii daha az kullanilir ¢iinkii ylizey baskilama tekniginde

sablon molekiil sadece yiizey kaplama asamasinda kullanilmaktadir [33, 37].

Yiizey baskilama teknigi kullanilarak biyomimetik sensorler hazirlanmaktadir. Bu teknik ile
pahali ve 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmadan mikro ve nano 6l¢ekli desenler hazirlanabilir.
Yontemin genel seklinde, 30 nm ila 100 pm arasinda degisen nano veya mikro o6lcekli
desenler, bir polimerik damga kullanilarak kati1 substrat iizerinde olugturulmaktadir. Molekiil
baskilanmis ince filmler, altin kapli kuvars kristal mikrobalans (QCM) {izerinde dogrudan
olusturulabilir. Bu yaklasimla, molekiil baskilanan filminin kalinligi 50 nm'nin altinda olacak
sekilde kontrol edilebilir. Hedef analitlerin segici olarak taninmasi, alttaki kuvars kristal
rezonatdriiyle tespit edilir. Sensor ¢ok kisa bir tepki siiresine sahiptir [29]. Fakat sensor
tasariminda ylizey baskilama tekniginin en biiyilik dezavantaji, baskilanan alanlarin sayisinin
az olmas1 nedeniyle y1in baskiya kiyasla daha diisiik hassasiyet olasiligidir. Yiizey baskili
polimerler, proteinler, mikroorganizmalar ve hiicreler de dahil olmak tizere farkli tipte

analitler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [37].
2.2.3. Cekirdek- Kabuk Metodu

Gilinltimiizde bircok molekiil baskilanmis polimer sentez metodu bulunmaktadir. Molekiil
baskilanmis polimerlerin birgok avantaji olmasmna ragmen hala bazi problemler
bulunmaktadir. Ornegin, diisiik baglama kapasitesi, diisiik kiitle transferi ve mikrokiireden
sablonun zor uzaklastirllmasi en yaygin problemler arasinda gosterilmektedir. Cekirdek-
kabuk baski teknolojisi ile yukaridaki dezavantajlarin {stesinden gelinebilmesi
hedeflenmistir [38]. Cekirdek-kabuk pargaciklar ilging morfolojisi ve tasarlanabilen yiizey
Ozellikleri nedeniyle biyomedikal alanda tasiyici ve destek materyali olarak kullanilmaktadir

[39]. Sekil 2. 1 *de ¢ekirdek-katman formundaki molekiil baskilanmis polimer pargacigi ve



ozellikleri gosterilmektedir. Molekiil baskilanmis polimerin baglanma alanlar1 yiizey
tabakasinda bulunur, bdylece sablon molekiillerini hizla taniyabilir [38]. Bu metot ile
sentezlenen molekiil baskilanan yapi daha biiyiik 6zgiil yiizey alan1 ve daha hizli kiitle
transferi nedeniyle ilgi gormiistiir. Genellikle ¢ekirdek malzemesi olarak silika, polistiren ve
titanyum dioksit kullanilmaktadir [2, 17]. Cekirdek malzemenin etrafinda fonksiyonel

monomerler kullanilarak ince bir polimerik katman olusturulur [2, 17].

Geleneksel molekiil baskilanmis mikrokiirelerle karsilastirildiginda  ¢ekirdek-kabuk

formundaki baskilanmis mikrokiirelerin birgok avantaji vardir. Bunlar asagida siralanmustir.

e Sentez yontemi basittir.

e Baglanma yerleri molekiil baskilanmig kabugunun igerisinde olmasina ragmen,
baskilanmis kabugunun yeterince ince olmasi durumunda, baski alanlarinin
olusturulmasindan sonra sablon tamamen ¢ikartilabilir.

e Sablon molekiilleri, yeniden baglanma asamasinda baglanma alanlarina kolayca

ulasabilir.

Cekirdek-kabuk metodu, nanopartikiil formundaki molekiil baskilama uygulamalarinda da
siklikla kullanilmaktadir. Bu metot, sorbent analizlerinde, kimyasal sensorlerde ve ilag
saliminda molekiil baskilanmig polimer nanopartikiillerin uygulanmasini kolaylastirmaktadir
[40]. Manyetik nanopartikiillerin, son zamanlarda biyolojik uygulamalar igin hem
goriintiileme hem de timor tedavisi i¢in uygun bir materyal oldugu bilinmektedir. Ayni
zamanda bu nanopartikiiller kullanildiginda, disardan bir manyetik alan uygulanarak hedef
molekiiliin yapidan izole edilmesi veya ekstraksiyonu yapilabilmektedir. Bu 6zellikleri
sayesinde ilag ve biyolojik molekiiliin ayriminda kullanilabilirler. Manyetik ¢ekirdek-kabuk
formundaki sorbentlerde ¢ekirdek materyali olarak c¢ogunlukla siiperparamanyetik
partikiiller bulunmaktadir. Silika biyouyumlu ve kolay fonksiyonelestirilmesi nedeniyle
uygulamalar icin olduk¢a fazla tercih edilmektedir. Bu nedenle siiperparamanyetik
partikiillerin etrafi silika kabuk ile kaplanmaktadir [41, 42].

Cekirdek-kabuk formunda sentezlenen molekiil baskilanmis polimerler, geleneksel
yontemlerle baskilanmis polimerlere gore iistiin olmasia karsin hala bazi sinirlamalar
igermektedir. Makromolekiillerin baskilanmasi i¢in ¢alismalar hala devam etmektedir.

Cekirdegin etrafinda olusturulan polimer katmani i¢in monomer ve ¢apraz baglayici dengesi



iyi yapilmalidir. Buna bagli olarak molekiil bakilanmis polimer katmani kalinligi iyi
ayarlanmali ve partikiil iizerinde yeterli baglanma alanlar1 olmalidir. Cekirdek-kabuk
formundaki molekiil baskilanmis polimer ile hedef molekiil arasindaki etkilesim iyice

anlasilmali ve uygun bir fonksiyonel monomer seg¢ilmelidir [42].
noktalarn

Sekil 2. 1. Molekiil baskilamada kullanilan ¢ekirdek-kabuk yontemi [42].

2.3. Molekiil Baskilamanin Kullanim Alanlari
2.3.1. Analitik Ayrimlar

Molekiil baskilanmis polimerler en ¢ok, kati faz ekstraksiyonu (SPE) ve kati faz
mikroekstraksiyon (SPME) yoluyla 6rnek deristirme ve ayirma igin afinite bazli ayirma
ortami olarak kullanilmaktadir [43]. SPE, analitik kimyada molekiil baskilanmis polimerlerin
onemli uygulama alanlarindan biridir [22]. Yigin baskilanmis polimer partikiilleri,
monodispers mikrokiireler ve monolitler, SPE uygulamalarinda kullanilan yaygin molekiil
baskilanmis polimer formlaridir. Kati-faz ekstraksiyonu i¢in molekiil baskilanmig
polimerler, hem ¢evrimi¢i hem de ¢evrimdis1 yontemlere uygulanabilir. SPE ve molekiil
baskilamanin birlikte kullanildigi teknikler, analitik hedefe ve akis rejimine bagli olarak
mini-kolon, disk, membran veya kartuslar seklinde kullanilmaktadir [22, 44]. SPE kartuslar
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eldesinde, hazirlanan molekiil baskilanmis polimer 6nce bos kartusa doldurulur. Sekil 2.2a’
da SPE kartusuna doldurma yontemi gosterilmektedir. Doldurulan SPE kartusu, uygun
¢oziiciilerle kosullanir ve aktive edilir. Daha sonra sulu veya organik faz formunda hedef
analit iceren Ornek, kartusa eklenir. Ardindan adsorbe edilen analit uygun bir baska ¢oziicii
ile molekiil baskilanmig polimerden uzaklastirilir ve toplanir. Sekil 2.2°de molekiil baskilama
temelinde c¢alisan bir SPE’e ait genel yontem gosterilmektedir. Bu islemde, molekiil
baskilanmis polimer sentezi, 6rnek yiikleme, yikama ve eliisyon c¢oziciileri islem
performansini belirleyen 6nemli faktorlerdir [28]. Bazi ticari formlar, farkli molekiillerin

ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir [44].

Aktiflestirme Yiikleme Yikama Eliisyon

0 Coziicii
¢ Analit
¥ Kirlilik

a) MISPE kartusunun dolum yontemi b) MISPE yontemi

Sekil 2. 2. Geleneksel kat1 faz mikro ekstraksiyon yontemi. [28]

S1vi Kromatografisi, molekiil baskilamanin geleneksel uygulamalarindan biridir. Bunun i¢in
molekiil baskilanmig polimerler, genellikle y1gin polimerizasyonu ile sentezlenir, mekanik
olarak ogiitiiliir, elenir ve daha sonra kromatografik bir kolona doldurulur [12, 22]. Ancak
mekanik islem, nispeten genis boy dagilimi olan diizensiz parcaciklara yol agar ve
partikiillerin kolona doldurulmasinda sorun olusturabilir. Bu nedenle son zamanlarda metal
veya kapiler kolonlar igerisinde monolit formundaki molekiil baskilanmis kolonlar
hazirlanmaktadir. Birgok biyomolekiil ve ilag kiral izomeri gosterir. Yiiksek Performanslh
Sivi Kromatografisinde (HPLC-High Performance Liquid Chromatography) molekiil
baskilanmis polimer, kiral sabit faz (MIP-CSP) olarak siklikla kullanilmaktadir [12].
Kromatografik kiral ayirmada, kiral sabit faz olarak kullanilan molekiil baskilanmig
polimerlerin en biiyiik avantajlari, hedef molekiil i¢in yiiksek afinite ve secicilikleridir, buna

ek olarak maliyetleri de oldukga diisiiktiir [45]. Bu alanda ilk ¢alismalar 1985 yilinda
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Mosbach grubu tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmalarda molekiil baskilanmig sorbent, sivi
kromatografi'de aminoasit tiirevlerini ayirmak i¢in sabit faz olarak kullanilmistir. Sonraki
yillarda molekiil baskilanmis polimerlerin, HPLC’de kiral sabit faz olarak kullanilmasi
yayginlasmustir [12, 22]. Molekiil baskilama teknigi, HPLC’de kiral ayirma farkli geometrik
formlardaki sabit fazlar ile yapilmaktadir. En g¢ok kullanilanlar, molekiil baskilanmis
polimerik mikrokiireler, monolitler ve membranlardir. Monolitik formdaki molekiil
baskilanmis polimer, kapiler kolonlarin analitik kullaniminda, gelencksel y1gin baskilanmig
polimere gore daha verimlidir. Monodispers formdaki baskilanmis mikrokiireler ve kompozit
baskilanmig mikrokiireler, biiyik oOlgekli aywrma prosesleri icin uygundur [44].
Kromatografik ayirmada kullanilan membran matrisler, standart kesikli formdan farkli
olarak, siirekli formda ayirma isleminin yapilabilmesini saglar. Bir hedef analitin segici
baglanmasini1 hedefleyen, molekiil olarak baskilanmis membranlarla ilgili caligmalar

literatiirde mevcuttur [22].
2.3.2. Sensorler

Spesifik molekiil tanima biyosensér uygulamalarinda olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bu
amagla antikorlar, yiiksek secicilikleri ve hedef bilesige karsi duyarliliklar1 nedeniyle
biyosensorlerde tanima elemani olarak kullanilmaktadir. Fakat antikorlarin yiiksek
maliyetleri, yiiksek pH, sicaklik ve basing gibi zorlayici kosullar altindaki diisiik kararliliklar
nedeniyle kullanim zorluklar1 vardir. Molekiil baskilanmis polimerler, *“ yapay antikorlar”
olarak adlandirilir ve dogal antikorlarin bu dezavantajlarinin istesinden gelirler. Molekiil
baskilanmig polimerler sablon molekiil iizerinde yiiksek afinite ve segicilik gosterirler [21].
Molekiil baskilama tabanli sensorler ger¢ek-zamanli algilama ara yiizii saglamaktadir [46].
Molekiil baskilanmis polimerlerin kimyasal sensorler alaninda uygulanmasi da son yillarda
0zel bir ilgi gormiistiir. Bu sensorler, klinik, biyoanalitik, siire¢ kontrolii ve c¢evre
uygulamalari gibi farkli alanlar icin umut verici materyaller olarak goriilmektedir. Sensorler,
kimyasal bilgiyi 6l¢iilebilir sinyale doniistiiren bir tanima elemant ve bir doniistiiriicli igeren
bir cihaz olarak tanimlanir. Yakin gelecekte molekiil baskilanmis sensorlerin, sivi
kromatografisi, kiitle spektrometresi, spektroskopik yontemler gibi analitik tekniklerle
rekabet edebilecegi diisiiniilmektedir. Molekiil baskilama ile liretilen sensdrler, diisiik tiretim
maliyeti, kolay saklama, uzun kullanim 6mrii ve kritik kosullarda uygulanabilme kapasitesi

gibi avantajlar sunmaktadir. Bu tiir uygulamalar i¢in molekiil baskilanmis polimerler hem
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tanima hem de sinyal iiretme 6zelliklerine sahiptir [28]. Elde edilen sensoriin duyarliligi,
afiniteden dogrudan etkilenir. Bu nedenle, molekiil baskili yiizeylerin yiiksek yiizey/hacim
oranina sahip, mikro veya nanometre boyutlarinda kullanilmasi tercih edilmektedir. Molekiil
baskilama tabanli bir sensoriin hazirlanmasinda yer alan bir diger kritik 6zellik, polimerin
dontistiirticii ile nasil birlestirilecegidir. Bu amagla ¢esitli metotlar gelistirilmistir: (i)
Elektropolimerizasyon, (ii) onceden sentezlenen polimerlerin eklenmesi, (iii) iletken
malzemeler, (iv) molekiil baskilanmis polimer ve baglayici igeren kompozit membranlarin
tasarimi Ve polimerizasyonu, (v) tekli katmanlarin kendiliginden birlesmesi. Bunun yaninda
cikis algilama sinyalleri sinyal tiretme (transdiiksiyon) mekanizmasina gore 3 tiptir. Bunlar,
elektrokimyasal, optik ve piezoelektrik sinyaller olarak siniflandirilmaktadir [47]. Kullanilan
transdiiserler ise sirasiyla elektrotlar, optik transponderler ve piezoelektrik kristallerdir.
Genel olarak analitik tespitlerde molekiil baskilama-tabanli sensorler i¢in, yanit siiresi,
dogrusal dinamik aralik, tespit edilebilirlik, hassasiyet, segicilik ve tekrar kullanilabilirlik
gibi temel parametrelere dikkat edilmelidir [28]. Calismalar molekiil baskilanmis yapilarin
daha fazla optimize edilmesi gerektigini gostermektedir [18]. Bu alanda devam eden
calismalara ragmen, molekiil baskilanmis sensorlerin ticari gelisimi i¢in heniiz siireg

tamamlanmis degildir [12].
2.3.3. Tla¢ Salim

Biyomateryal alanindaki son gelismeler, gelistirilmis yiizey ve y1gin 6zelliklerine sahip olan
polimerlerin molekiil tasarimina dayanmaktadir [22]. Ilaglar, uzun bir siire boyunca ve/veya
belirli fizyolojik kosullar altinda salimlar1 ic¢in tasarlanan polimer matrisi icinde
dagilmaktadir. Fakat bu tiir sistemlerinn hala belirli sorunlari vardir ve bu nedenle de
gelistirilmesi gerekmektedir. Biyoaktif molekiillere giiglii ve secici baglanma kabiliyetleri
nedeniyle molekiil baskilanmis matrisler ilag tasiyict malzeme olarak alternatif
malzemelerdir [12, 48]. ilag salim1 uygulamalari igin molekiil baskilanmis yapilarin spesifik
Ozellikleri olmalidir. Bunun ig¢in baskilanmis molekiil bosluklar, sablonun yoklugunda
yapinin korunmasi i¢in kararli olmalidir. Bu bosluklar, sablonun serbest birakilmasi ve
yeniden alinmasi arasindaki hizli dengenin gerceklestirilmesini kolaylagtirmak i¢in esnek
olmalidir [12]. Burada ilag sablon olarak kullanilir ve molekiil baskilanan matris yapisinda
yapay reseptorler olusturulur. Reseptorler, sivi ortamda ilact segici bir sekilde tanir ve ona

giiclii bir sekilde baglanir [49]. Molekiil baskilanmis yapilar ayn1 zamanda biyolojik sivilarda
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bulunabilen, enzimatik ve kimyasal saldirilara ve mekanik strese direnmek i¢in kararli
olmalidir [12]. Bu nedenle, ilag saliminda, biyolojik sistemlerle uyumlu hidrofilik
polimerlerin hazirlanmasi genellikle avantajlidir. Molekiil baskilanmis malzemeler, hidrojen
baglar1 ve elektrostatik etkilesimlerin gelistirilmesi i¢in genellikle organik ¢oziiciilerde
sentezlenirler. Fakat bu organik coziiciiler hiicrelere zarar verebilmektedir. Baskilanmis
hidrojeller, polimerin ilag yiikiinii serbest birakmak i¢in kullanilacagi kosullara uyacak
sekilde modiile edilir (¢Oktiiriiliir ve siser) [12, 48]. In vivo uygulamada, molekiil baskilanmis
yumusak kontakt lenslerden oftalmik ilaglarin siirekli saliminin yararli oldugu gdsterilmistir.
Bu tiir lenslerin g6z damlalar ile karsilagtirildiginda, pre-korneal eliminasyonu azalttigi ve
terapotik diizeyi saglama siiresinin uzamasina neden oldugu ve boylece daha az miktarda

ilaca ihtiyag duyuldugu gosterilmistir [49].

Genel olarak incelendiginde molekiil baskilanmis polimerler, elektrokimyasal sensorler,
molekiil tanima, kromatografik ayirma ve analitik 6rnek zenginlestirme icin yaygin
kullanilabilme potansiyeline sahiptir, ancak ila¢ tasiyict ve salim amacgh olarak
kullanimlarina yonelik ¢alismalar heniiz baslangi¢ asamasindadir. Molekiil baskilama tabanli
ilag tasiyicilart gesitli alanlarda kullanilmasina ragmen bunlarin biyolojik uyumu ve ilag

saliminin etkinligi yeni arastirilmaya baglanmistir ve ¢alismalar devam etmektedir [12, 48].
2.4. Niikleotid ve Niikleositlerin Molekiil Baskilanmasi

Niikleotidler, biitiin biyolojik sistemlerde bulunur ve niikleik asitlerin (RNA ve DNA) temel
yap1 taslarini olustururlar. Ek olarak, hiicre sinyalizasyon ve metabolizmasinda énemli rol
oynar ve ¢ok sayida enzimatik reaksiyona katilirlar [50]. Niikleotidler bir seker kismindan,
(RNA igin riboz ve DNA i¢in ise 2-deoksiriboz) ve seker ile baglantili piirin (adenin, guanin)
ve pirimidin (sitozin, timin veya urasil) bazlardan olusmaktadir. Niikleik asitlerin
degradasyonundan kaynaklanan hem dogal hem de modifiye edilmis piirin ve pirimidin
niikleositleri, insan viicut sivilarinda bulunmakta ve hastalik teshisi igin izlenmektedir [51].
Biyolojik materyallerden niikleositlerin ayrilmasi i¢in yiiksek performansh sivi
kromatografisi, kiitle spektrometrisi, elektrokimyasal tayin ve kapiler elektroforez gibi
yontemler bulunmaktadir. Son yillarda niikleositlerin ayriminda borat afinite kromatografisi
de kullanilmaktadir. Borat afinite kromatografisindeki temel etkilesim borat ligandi ve cis-

diol arasindaki esterlesme olmasina ragmen, 6nemli bir rol oynayabilecek bazi ikincil
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etkilesimler de goriilebilmektedir. Bunlara 6rnek olarak, hidrofobik etkilesim, iyonik

etkilesim, hidrojen bagi ve yiik aktarim etkilesimleri gosterilebilir [52].

Ribozun 2 ', 3’ pozisyonda 1,2-Cis-diol grubu vardir ve bu da borat ile gii¢lii etkilesime neden
olmaktadir. Borat afinite kromatografisi, bu sekerin oldugu riboniikleotidler ve RNA gibi
cesitli bilesikleri ayirmada basariyla kullanilmaktadir. Fakat DNA'da 2'-hidroksil
bulunmadigindan, borat ligandi ile esterlesme reaksiyonu vermez. Boylelikle, borat afinite
kromatografisi, RNA'y1 kolayca DNA'dan ayirabilmektedir. Sekil 2.3” de ribozun ve
deoksiribozun yapis1 gosterilmektedir [52, 53].

Riboz Deoksiriboz

5'CH,OH _0o OH 5'CH,OH _0o OH

OH OH OH H

Sekil 2. 3. RNA'da bulunan riboz ve DNA'da bulunan deoksiriboz arasindaki fark olarak

ribozun 2'-karbonunda bir hidroksil grubuna sahip olmas1 [80].

Biiyiikk RNA molekiillerinin ve RNA oligoniikleotidlerinin, 3'-ucunda sadece bir cis-diol
bulunmaktadir ve bu nedenle borat ligandina baglanmalar1 nispeten zayiftir. Bu durumda,
uzun RNA zincirleri daha zayif baglanma gdstermektedir. mRNA, borat afinite
kromatografisi kullanilarak izole edilebilmektedir. Ayrica, aminoasitlenmis tRNA'nin
aminoasit igermeyen tRNA'dan ayrilmast igin borat afinite  kromatografisi
kullanilabilmektedir. Ne yazik ki borat afinite kromatografisinde gerekli olan yiiksek pH,
amino asit-tRNA bagin1 hidrolize edebilmektedir. Nikotinamid adenin diniikleotid
(nicotinamide adenine dinucleotide-NAD) ve flavin adenin diniikleotid (flavin adenine
dinucleotide-FAD) gibi diniikleotid kofaktorler, birden fazla erisilebilir cis-diole sahip
olduklarindan dolayt mononiikleotidlere veya oligoniikleotidlere kiyasla borat afinite

kromatografisi sorbentlerine daha giiglii sekilde baglanma kabiliyetine sahiptir. [54]
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2.5. p-Nikotinamid Adenin Diniikleotid

B-Nikotinamid adenin diniikleotid (NADY), biitiin canli hiicrelerde bulunan evrensel bir
biyolojik molekiildiir. Bu biyolojik molekiil, hiicre i¢i redoks reaksiyonunda elektron ve
hidrojen atomlarinin bir metabolitten digerine transferinde gorevli, en 6nemli elektron
tastyicilarindan biridir. 2200’ den fazla tiirde enzim oldugu bilinmektedir, bunlardan yaklagik
500 tanesinin oksitlenmis formdaki nikotinamid adenin diniikleotide (NAD™) ihtiyaci
bulunmaktadir. NAD™in oksitlenmis formu, nikotinamid adenin diniikleotide fosfat
(NADPY) olarak ge¢mektedir [55]. NAD*, iki elektron ve bir proton kabul ederek,
indirgenmis formuna yani NADH’ a doniisiir. NADH ve NAD" diniikleotid ¢ifti hiicresel
biyoenerjide, indirgeme-oksidasyon (redoks) reaksiyonunu siirdirmek ic¢in oldukga
onemlidir [56]. Bircok énemli biyosentez reaksiyonuna katilir ve ¢ogunlukla dehidrojenaz
olmak {izere yiizlerce enzimin kofaktoriidiir [18, 57]. NADH ve NAD", elektrokimyasal
enzim biyosensorleri ve biyoyakit hiicrelerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir ve
bunun i¢in dehidrojenaz enzimleri kullanilmaktadir [18]. Ayrica bir siirii hiicresel islemde de
gorevi bulunmaktadir. NAD™in en onemli koruyucu islevi travmatik yaralanma, iskemi
hasari, radyasyona bagli immiinsiipresyon, dahil olmak {izere c¢esitli norodejeneratif

yaralanmalar ile aksonal dejenerasyonlarin baglangicini ve uzamasini geciktirmektir [58].

NAD™ 1 substrat olarak kullanan enzimler, bazt NAD-bagimli DNA ligazlari, NAD-bagimli
oksidorediiktazlar, poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve yakin zamanda karakterize edilen
Sir2p ailesidir [59]. Son yillarda yapilan galigmalarda yaslanma ile baglantili olan sirtuin
molekiiliiniin deasetilaz aktivitesi icin NAD*” ya substrat olarak ihtiya¢ oldugu goriilmustiir.
Sirtuinler ve Sir2 proteinleri bir enzim ailesidir ve bu nedenle "NAD™ sensérleri" olarak tarif
edilmektedirler [55, 56]. Sirtuinlerin 40'tan fazla kristal yapisi, tek basina veya gesitli ligand
bagli formlarda belirlenmistir [60]. NAD™ ile sirtuin arasindaki baglantiy1 inceleyen
calismalarin ¢ogunda beslenme ve gevresel zorluklara yanit olarak, NAD™ derisimlerindeki

degisiklikler ile tutarli olarak sirtuin aktivitesinde de degisiklikler oldugu gozlenmistir [56].

NAD™ baglanma bolgesi, adenin baglanmasi igin A bolgesi, nikotinamid riboz baglanmasi
icin B bolgesi ve nikotinamid pargas1 baglanmasi i¢in C bolgesi olmak iizere ili¢ bdlgeye

ayrilmigtir [60]. Sekil 2. 4” te NAD™ 1n yapist gosterilmektedir.
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Sekil 2. 4. B-Nikotinamid adenin diniikleotid’ in molekiil yapisi [61].

Canli organizmalarda meydana gelen enerji degisiminin diizenlenmesine ve mitokondriyal
fonksiyonun korunmasina ek olarak NADH-NAD" redoks ¢ifti, 300'den fazla NADH' ye
bagli dehidrojenaz tarafindan katalizlenen c¢oklu biyolojik reaksiyonlarda kritik rol
oynamaktadir. NADH ve NAD*’in hiicre igindeki derigimini biitiin hiicrelerin yasamsal
siirecini korumasi i¢in olduk¢ca Onemlidir. Derisim degisiklikleri, yaslanma, kanser,
Parkinson hastaligi, diyabet ve epilepsi gibi ¢esitli patofizyolojik kosullar altinda enerji
metabolizmasinda degisiklik ile iligkilendirilmistir [18].
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2.6. Borat Afinite Kromatografisi

Sivi kromatografik yontemler ve 6zellikle de HPLC, modern klinik laboratuvarlarinda
onemli bir yontem grubudur. Genellikle ters faz, normal faz, biiyiikliik¢e ayirma ve iyon
degisim kromatografisi en yaygin sivi kromatografi yontemleri olarak bilinmektedir. Bunlare
ek olarak baska bir sivi kromatografisi kategorisi, “afinite kromatografisi” olarak
adlandirilmaktadir. Bu yontem ilag¢ bilimi ve biyoteknoloji gibi alanlarda hizla tercih edilen
ayirma yontemidir. Afinite kromatografisi, bir 6rnekteki spesifik analitlerin ayrilmasi ve
analizi ic¢in "biyolojik etkilesimi" kullanan bir sivi kromatografisi teknigi olarak
tanimlanmaktadir. Bu amagla "afinite ligandi" olarak bilinen bir baglanma materyalinin
secimi gereklidir [62]. Afinite kromatografisi, geleneksel protein saflastirma tekniklerinden
birisidir. Kompleks yapilardan proteinleri saflastirma esnasinda islem basamaklarinin daha
az olmasi ve alt-ayirma agsamalarinda maliyetin az olmasi nedeniyle tercih edilmektedir [63].
Ligand analit ile etkilestirilerek olusan kompleks kolon igindeki kati bir destege
yerlestirilmektedir. immobilize edilmis ligand kosullandiktan sonra, analitin izolasyonu veya

Ol¢timii i¢in kullanilabilmektedir [62].

Ligand olarak borik asit veya borat kullanan afinite yontemleri, klinik 6rneklerle basariyla
kullanilan bir grup kromatografik tekniktir [62]. Borat afinite kromatografisi, glikoproteinler,
niikleositler ve sakkaridler gibi cis-diol igeren biyomolekiillerin etkin izolasyonu ve
zenginlestirilmesi i¢in kullanilan essiz bir tekniktir. Bu teknigin prensibi, alkali kosullar
altinda (genellikle 8.5 veya daha yiiksek pH) borik asit ligand: ve analitin cis-diol kisimlari
arasinda tersinir ester olusumuna ve ortamin asidik olarak degistirilmesi ile esterin
ayrismasina dayanmaktadir [10, 64]. Bu pH-bagimli kimya, borik asiti molekiil tanima igin
mitkemmel bir ligand yapar. Bu durum, sakkaritler i¢in borik asit bazli kimyasal algilama ve

nihayet 1970’lerde BAC’in kesfedilmesine yol agmustir.

Cis-diol biyomolekiiller, bir¢ok biyolojik siiregte ve hastalik teshisinde Onemli rol
oynamaktadir. Glikoproteinler, molekiil tanimada, hiicre i¢i sinyalizasyonda ve bagisiklik
cevab1 gibi biyolojik olaylarda onemlidir. Baz1 glikoproteinler ayni zamanda kanser
izlenmesinde biyoisaret olarak gorev almaktadir. Niikleositler ise RNA'nin yap1 taslaridir.
Cis-diol biyomolekiillerinin ortak bdzelligi, genellikle ¢ok diisiik derisimde mevcut

olmalaridir. Hedef cis-diol biyomolekiillerin spesifik olarak yakalanmasi ve etkin bir sekilde
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zenginlestirilmesi 6nemlidir [14, 64]. Bu alanda da devreye borat afinite kromatografisi
girmektedir.

Borat afinite kromatografisi ayirma ortamimnin 6zellikleri hem borik asit ligandi, hem de
destek materyali tarafindan belirlenir. Genel olarak, borik asit ligandi herhangi bir aromatik
borik asit veya bunun tirevleri olabilir. Borik asidin pKa degeri, borat afinite
kromatografisindeki izolasyon performansini etkileyen énemli bir parametredir. Genellikle,
daha diisiik bir pKa degeri daha gii¢lii bir afinite ile sonuglanir ve baglanma i¢in daha diisiik
bir ¢cevresel pH gerektirir. Diger bir nemli nokta da destek materyallerdir. Uygun olmayan
bir destek malzemesi, BAC kolonunun sonugta ¢ikan 6zgilinliiglinii, performansini biiyiik
6l¢iide bozabilmektedir [64]. 2006 yilindan sonraki birkag ¢alismada biyolojik ornekler ile
caligmak igin yeni tekniklerde tiretilen borat afinite materyalleri kullanilmaya baglanmustir.
Bu materyallere 6rnek olarak, monolitik kolonlar, nanopartikiiller, molekiil baskilanmis

polimerler ve mezo-gozenekli malzemeler gosterilebilir [64-66].

BAC' de kullanilan sabit fazlar iki sinifa ayrilabilir: (1) mikrokiireler ve (2) monolitik
kolonlar. Nanopartikiiller, mezo-g6zenekli malzemeler ve molekiil baskilanmis polimerler
dahil olmak iizere cis-diol igeren bilesiklerin ekstraksiyonu veya yakalanmasi i¢in borat
afinite sorbentleri olarak birka¢ yeni malzeme formati kullanilmaktadir. Mikrokiire veya
kolon formundaki borat afinite sorbentleri ticari olarak temin edilebilir. Borat afinite
mikrokiirelerinin hazirlanmasi esas olarak destek materyalleri {izerine borik asit ligandinin
immobilizasyonuna dayanmaktadir. Onceleri destek materyali olarak seliiloz, poliakrilamid,
agaroz kullanilmaktaydi. Fakat bu matrislerin mekanik dayanimi nispeten diisiiktii ve yiiksek
basinca dayanikli degildi. Bu nedenle daha sonralari silika matrisler kullanilmaya
baslanmistir. Silika matris daha yiiksek basing altinda calisabilmektedir, bu nedenle silika
bazli borat afinite kolonlar1 cis-diol igeren bilesikleri daha verimli ve hizli bir sekilde
ayirabilmektedir [66].

Gelistirilmis formdaki monolitik borat afinite kolonlar: ile niikleosid, glikoprotein ve
glikopeptid analitlerinin izolasyonu c¢alisgilmistir. Monolit sentezi serbest radikal
polimerizasyonu ile gerceklestirilmektedir. Genellikle polimerizasyon 1sitma veya UV etkKisi
ile baslatilmaktadir [64, 65]. Molekiil baskilama teknolojisi, antikorlar gibi baglanma

ozellikleri veya enzim benzeri katalitik aktiviteleri sayesinde kimyasal algilama, ayirma ve
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kataliz gibi 6nemli uygulamalarda kullanilmaktadir. Molekiil baskilanmis polimerler
yapilarinda nano 6lgekli molekiil baskilanmig bosluklarin bulunmasi nedeniyle, kompleks
molekiillerden segilen analitlerin ayrilmasi ve molekiil olarak tanima i¢in miikemmel bir
ozgiillik ve yiiksek afinite saglamaktadirlar. Borik asitin kolay agma/kapama reaktivitesi,
molekiil baskilama islemini desteklemektedir. Dolayisiyla borik asit fonksiyonel
monomerleri, cis-diol i¢eren bilesiklerin, 6zellikle makromolekiillerin baskilanmasi i¢in timit
vericidir [67]. Cizelge 2.3’te molekiil baskilama ve borat afinite kromatografisinde siklikla

kullanilan borat ligandlar1 ve Cizelge 2. 4’ te ise ¢apraz baglayicilar1 verilmektedir.

Cizelge 2. 3. Molekiil baskilama ve borat afinite yonteminde siklikla kullanilan monomerler.

Monomer Kimyasal Yapisi
4-vinilfenilboronik asit QH
(VPBA) B-on
H2C\
3-akrilamidofenilboronik asit OH
(AAPBA) B
“OH
HN
~CH,
0
2 ,4-difloro-3-formilfenilboronik asit HO. _OH
(DFFPBA) B
F
H
F O
4-Hidroksifenilboronik asit
(HPBA) HO. B,OH
OH
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Cizelge 2. 4. Molekiil baskilama ve borat afinite kromatografisi yonteminde siklikla

kullanilan ¢apraz baglayicilar.

Capraz Baglayici Kimyasal Yapisi

N,N'-metilenbis (akrilamid)
(MBA) H H
H204\ﬂ/ ~~ \H/§CH2
O O

Etilen glikol dimetakrilat

EGDMA
( ) CHj

H2C%\[I,O\/\OJ'K(CH2

CHs

0O
O n

2.7. Monodispers Silika Mikrokiire Sentezi

Poli (etilen glikol) diakrilat
(PEGDA)

Monodispers mikrokiire siispansiyonlari birgok deneysel ve teorik avantaj sunmaktadir [68].
Son yirmi yilda, eczacilik, antireflektif kaplama malzemeleri, kozmetik, kromatografi ve
katalizorler gibi bircok alanda yaygin uygulamalari nedeniyle silika mikrokiirelere biiyiik
onem verilmektedir. Silika kiirelerin ayn1 zamanda stabilizor, kaplama ve baglayici
malzemesi olarak kullanilmaktadir [69, 70]. Farkli gaplara sahip monodispers SiO-
mikrokiireler, mikroemiilsiyon yontemi ve sol-jel yontemi gibi farkli yontemler kullanilarak
sentezlenmektedir. Bunlar arasinda Stober metodu, monodispers silika kiireleri sentezlemek

i¢in klasik yontem olarak bilinmektedir [70, 71].

Monodispers silika mikrokiirelerinin hazirlanmasi genellikle alkol, su ve katalizor olarak
kullanilan amonyak karisimi icinde alkoksisilanlarin hidrolizi ve kondenzasyonu ile

gerceklestirilmektedir [69]. Sekil 2.5 te hidroliz ve kondenzasyon tepkimesi
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gosterilmektedir. TEOS (tetraetil ortosilikat) ve amonyak derisimlerinin, silika kiirelerin
biiyiikliigiinii kontrol eden etkin kosullar oldugu bilinmektedir. Bu yontemde elde edilen
silika kiirelerin boyutu genellikle 1 um'den azdir. 1 um'den biiyiik silika mikrokiireler, 1 um
altinda boyutu olan monodispers ¢ekirdek (seed) kiireler kullanilarak hazirlanabilmektedir
[70]. Bununla birlikte bu teknik, hedeflenen silika kiirelerin biiyiikliigiine ulagsmak i¢in ¢oklu
biiyiime adimlarini icermektedir. G6zenekli silika mikrokiire tiretmek i¢in genellikle organik
sablon malzeme kullanilmaktadir. Sablon malzeme olarak iyonik veya non-iyonik
(polimerik) yiizey aktif maddeler kullanilmaktadir [70]. Ayrica, reaksiyon sirasinda yiiksek
TEOS derisimi, ¢ekirdek kiirenin agregasyonuna ve ikincil kiire olusumuna neden
olabilmektedir, bu da polidispers kiire sentezine yol agmakta ve materyalin 6zelliklerini
etkilemektedir. Silika yiizeyi silanol gruplarinca zengindir, bunlar adsorpsiyon ve reaksiyon
yetenegine sahiptir. Silika ylizeyinin ¢esitli organik reaktiflerle kimyasal modifikasyonuyla,

elde edilen silika mikrokiireler farkli uygulamalar i¢in kullanilmaktadir [71, 72].

Hidroliz:
NHs
Si (0C,Hs), + 4H,0 = Si(OH), + 4 C,H;OH
Tetraetil ortosilikat Silikon tetrahidroksit Etanol
Kondenzasyon: NHs

Si(OH), = Si0, + 2H,0

Silikon tetrahidroksit Silika

Sekil 2. 5. Stober yontemine ait reaksiyonlarin gosterimi [73].

Silika, biyouyumlu ve inert bir malzemedir [72]. Silika nanopartikiiller yiiksek kimyasal ve
termal kararliliga sahiptir ve yiiksek yiizey alani Ssayesinde genis kullanim alanlari
bulunmaktadir. Sulu ortamda, silika yiizey elektrostatik stabilizasyon yetenegi nedeniyle

kiirelerin dagilim egilimini arttirmaktadir. Bu nedenle silika nanopartikiiller yiiksek oranda
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“coziinebilir” olarak kabul edilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde silika nanopartikiiller,

cozeltiye dayali biyoanaliz uygulamalar1 i¢in uygundur [74].
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1. Molekiil Baskilama I¢in Destek Materyali Sentezi

Bu ¢alismada molekiil baskilanmis sorbent sentezi igin, yaklasik 5 um boyutundaki manyetik
olmayan silika mikrokiireler ve manyetik silika mikrokiireler destek materyali olarak
kullanilmis ve bu materyaller iizerinde fonksiyonel monomerler ve ¢apraz baglayict
kullanilarak polimerizasyon yoluyla molekiil baskilamanin yapildigi polimerik katman
sentezi gergeklestirilmistir. Molekiil baskilanmis polimer sentezinde polimerizasyon, hedef
molekiil olan B-NAD esliginde gerceklesirken, molekiil baskilanmayan polimer sentezinde
ortamda B-NAD bulunmamaktadir. Sorbent sentezlendikten sonra B-NAD, polimerik
katmandan uzaklastirilarak yapida hedef molekiiliin boyut ve yap1 6zelliklerini taniyacak

molekiiler bosluklar olusturulmustur.

3.1.1. Cekirdek Malzeme Olarak Kullanilan Silika Mikrokiirelerin Sentezi
3.1.1.1. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Glisidil metakrilat (GMA), 4-dimetilaminopropil metakrilamid (DMAPMA), 4-
vinilfenilboronik asit (VPBA), metakrilik asit (MAA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA),
tetraetil ortosilikat (TEOS), tetrabiitii amonyum iyodiir (TBAI), etilbenzen (EB),
polivinilpirolidon K-30 (PVP-K-30), tetrahidrofuran (THF), sodyum dodesil siilfat (lauril)
(SDS), amonyak (NH4OH), hidroklorik asit (HCI), poli(vinil) alkol (PVA), benzoil peroksit
(BPO) sodyum hidroksit (NaOH), teknik etanol (EtOH) (98%), Sigma-Aldrich (A.B.D)’den
temin edilmistir. Baskilama molekiilii olarak kullanilan f-NAD, Sigma-Aldrich (A.B.D)’den
temin edilmistir, yine ayn1 sekilde kontrol deneyleri sirasinda kullanilan riboniikleik asit
(RNA), sitidin, sitozin ve kafein molekiilleri Sigma-Aldrich (A.B.D)’den alinmustir. 2,2'-
azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN), metanol ortaminda yikanarak kristalize edilmistir.
Mutlak etanol ve izopropil alkol (Iso-PrOH), Merck (Almanya). Biitiin deneylerde ultra saf
su kullanilmistir. Manyetik kiire yapiminda kullanilan, demir (III) kloriir hekzahidrat
(FeClz-6H20) ve demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl2-4H20) tuzlari, Sigma-Aldrich (A.B.D)’
den temin edilmistir. Yiiksek safliktaki azot gazi (99.9%) Linde sirketinden temin edilmistir.
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3.1.1.2. Monodispers Polimerik Mikrokiirelerin Sentezi

Monodispers gozenekli silika mikrokiirelerin eldesi i¢in ilk olarak ¢ikis lateksi olarak
kullanilan 2 um boyutundaki gézeneksiz poli(GMA) mikrokiireler sentezlenmistir. Lateks
mikrokiireler cok basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyon yonteminde kullanilarak,
silika mikrokiirelerin sentezinde ¢ikis materyali olarak kullanilan monodispers-gozenekli

formda polimerik mikrokiireler elde edilmistir.
3.1.1.2.1. Poli(glisidil metakrilat) Mikrokiire Sentezi

Poli(GMA) mikrokiireler, dispersiyon polimerizasyonu ile monodispers formda
sentezlenmistir [75]. Sizdirmaz 6zellige sahip, Pyrex cam’dan yapilmig, “T” reaktoriin
igerisine ilk olarak 30 mL mutlak etanol, ardindan 0.45 g PVP K-30 stabilizorii konulmus
ve 3 mL GMA eklenmistir. Karisim bir siire ultrasonik su banyosunda (1ISO-LAB, Almanya)
tutulduktan sonra igerisine 0.24 g AIBN eklenmis ve son bir kez daha malzemelerin iyice
karigmasi igin reaktor ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Reaktor, sicaklik kontrolli
calkalamal1 su banyosuna (Memmert, Almanya) alinip, 70°C’de 24 saat polimerizasyona
birakilmigtir. 24 saatin sonunda su banyosundan alinan poli(GMA) lateks 6nce 3 kez etanolle
sonrada 3 kez distile su ile santrifiijleme-dekantasyon yontemiyle yikanarak reaksiyona
girmeyen bilesenler uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda poli(GMA) lateks derisiminin
tayini igin gravimetrik yontem kullanilmis ve lateks kullanilmak {izere distile su ortaminda

saklanmustir.

3.1.1.2.2. Poli(metakrilik asit-co-etilen glikol dimetakrilat), Poli(MAA-co-EGDMA)

Mikrokiirelerin Sentezi

Monodispers-gozenekli formda poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler, ¢ok basamakl
mikrosiispansiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir [76]. Bu amagla 2 um boyutundaki
poli(GMA) lateks mikrokiireler su bazli emiilsiyon ortaminda 6nce etilbenzen ardindan
metakrilik asit ve etilen glikol dimetakrilat igeren monomer fazi ile sisirilip, monomer fazinin
lateks mikrokiireler igerisinde polimerizasyonu saglanmustir. Cok basamakli
mikrosiispansiyon polimerizasyonun ilk asamasinda 50 mL distile suyun igerisinde 0.125 g
SDS ¢o6ziilmiistiir ardindan da ortama 3.5 mL etilbenzen eklenmistir. Karisim 12 dakika
boyunca sonikatore (Bandelin Sonopuls, Almanya) konularak, ortamin emiilsiyon haline

gelmesi saglanmustir. Islemin son 4 dakikasinda ortama 0.3 g poli(GMA\) lateks mikrokiireler
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eklenmis ve 4 dakika daha ultrasonikasyona maruz birakilmistir. Karisim manyetik karistiric
(IKA RO-10, Germany) iizerine konulup, 24 saat oda sicakliginda karigtirilarak, gézenek
yapici ¢oziict ile lateks mikrokiirelerin denge sisme noktasina gelmesi saglanmistir. PVA
(0.8 9), 10 mL distile su i¢erisinde eklenerek, ortam 48 saat boyunca karistirilmis ve PVA’nin
¢oziinmesi saglanmistir. Takip eden basamakta, 50 mL distile su igerisinde 0.125 g SDS
¢ozilmiistiir. Ortama 2 mL metakrilik asit, 4 mL EGDMA ve 0.25 g BPO eklenerek, ortam
12 dakika boyunca sonikatorde tutulmustur. Elde edilen dispersiyon, etilbenzen ile sisirilmis
poli(GMA) mikrokiireleri igeren dispersiyon {izerine eklenmis ve ortam manyetik
karistiricida 24 saat siireyle karistirilmistir. Bu siirenin sonunda PVA ¢6zeltisi dispersiyon
ortamina eklenmistir. Polimerizasyon, ¢alkalamali su banyosunda 80 °C sicaklikta 24 saat
siire ile yapilmistir. Polimerizasyon sonrasinda mikrokiireler ilk olarak 5000 rpm’ de 5
dakika siire ile ¢oktiiriilmiis, ardindan da 2 kez etanol, 2 kez THF ve 2 kez etanol ile
santrifiijleme-dekantasyon yontemiyle yikanmistir. Son olarak etanol ile alinan mikrokiireler

petri kaplarina alinip 80°C’ de 24 saat kurutulmustur.
3.1.1.3. Monodispers-Gozenekli Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Molekiil baskilama i¢in kullanilacak monodispers gozenekli formda silika mikrokiireler
“cok basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi” ile elde edilmistir [76, 77]. Silika
mikrokiire tiretimi igin kalip materyal olarak iiretilen poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler
kullanilmistir. 0.25 g TBAI, 1so-PrOH (50 ml) ve distile su (5 ml) icerisinde ¢oziilmiis
ardindan ortama 0.25 mL amonyum hidroksit eklenmistir. Sonrasinda, ¢ok basamakli
mikrosiispansiyon yontemi ile iiretilen polimerik mikrokiireler (0.4 g) ortama eklenerek,
dispersiyon, oda sicakliginda 1 saat manyetik karistirici {izerinde karistirilmistir. Ardindan
karismakta olan ortama %25’lik TEOS igeren Iso-PrOH ¢o6zeltisi (1.25 ml TEOS ve 5 ml
Iso-PrOH) damla damla eklenmistir. Bu islem sonrasinda ¢ozelti, 30 °C’ye ayarlanmig
manyetik karistiricida 24 saat karistirilmistir. Boylece olusan polimer- silika kompozit
mikrokiireler, 2 kez 1s0-PrOH ve 2 kez de distile su ile yikanmis ve igslem sonrasinda bir giin
boyunca 80°C’de etiivde kurutulmustur. Mikrokiireler son asamada 450°C’de 6 saat boyunca
kalsine edilmis ve kompozit malzemeden polimerik kisim uzaklastirilarak monodispers-
gozenekli formda silika mikrokiireler elde edilmistir [77]. Monodispers gozenekli formda

silika mikrokiire sentezi Sekil 3. 1” de gosterilmektedir.
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Monodispers-gozenekli silika
mikrokiireler

Sekil 3. 1. Monodispers gozenekli silika mikrokiire sentezinin agamalari [78].

3.1.1.4. Manyetik Ozellikte Monodispers-Gozenekli Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Manyetik ozellige sahip silika mikrokiirelerin sentezinde ¢ok basamakli hidroliz-
kondenzasyon yontemi kullanilmistir [76]. Yontemde kalip materyal olarak, manyetik
ozellikte poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler kullanilmistir.
formda sentezlendikten sonra, mikrokiireler, Fe™? ve Fe*?iyonlar1 kullanilarak ikili ¢oktiirme
yontemi ile manyetik ozellige sahip olacak sekilde elde edilmistir. Ik asamada, 0.7 g
poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler 100 mL distile su igerinde azot ortaminda bir siire
karistirtlmistir. Ardindan ayri1 bir yerde demir (III) kloriir hekzahidrat (0.8 g) ve demir (I1)

27

Monodispers-gézenekli



klortir tetrahidrat (0.536 g), 20 mL suda azot atmosferinde ¢6ziilmiistiir. Demir tuzlarindan
olusan karigim, basta hazirlanmis olan polimer dispersiyonuna eklenmistir. Bu ortam bir siire
azot gegirildikten sonra vakumlanmis ve boylelikle hem ortamda bulunan oksijen
uzaklastirilmis ve hem de demir iyonlarinin mikrokiirelere adsorplanmasi saglanmstir.
Vakumlama islemi bittikten sonra ¢ozelti 1siticili mekanik karistiriciya yerlestirilmis ve
sicaklik 85°C’ye ayarlanmustir. Sicaklik dengeye gelince ortama derisik amonyak ( 25 ml)
eklenmistir ve boylece ortamdaki demir tuzlar1 indirgenerek FezOs formuna donlismeleri
saglanmustir. Ortam, 1 saat boyunca 85°C’de mekanik karistiricida karistirilmis, ardindan oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Manyetik 6zellige sahip mikrokiireler bir miknatis
yardimu ile toplanarak izole edilmistir. Mikrokiireler 6nce 2 kez distile su ardindan 2 kez 0.1

M HCI ¢ozeltisi ve son olarak 5 kez distile su ile yikanmis ardindan da etiivde kurutulmustur.

Manyetik 6zellikteki silika mikrokiirelerin Sentezi i¢in, monodispers gézenekli forma sahip
silika mikrokiirelerin sentezinde uygulanan ydntem kullamlmistir [76]. Islem sonrasinda
manyetik silika mikrokiirelerin yikanmasi santrifiij ile degil dogal miknatis kullanilarak
yapilmustir. Yikanan mikrokiireler etiivde kurumaya birakilmis ve 450°C’de 6 saat boyunca
kalsine edilmistir.

3.1.2. Normal ve Manyetik Formdaki Destek Materyallerine Molekiil Baskilama
Yapilmasi

3.1.2.1. Kullanilan Malzemeler

4-dimetilaminopropil metakrilamid (DMAPMA), 4- vinilfenilboronik asit (VPBA), etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA), 3-(trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPM), trietilamin
(TEA), hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit (NaOH), teknik etanol (EtOH) (98%) ve
HEPES Sigma-Aldrich (A.B.D)’den temin edilmistir. Baskilama molekiilii olarak kullanilan
B-NAD, yine ayni sekilde kontrol deneyleri sirasinda kullanilan ribontikleik asit (RNA),
sitidin, sitozin ve kafein molekiilleri Sigma-Aldrich (A.B.D)’den alinmistir. Asetik asit
Merck (Almanya)’ dan temin edilmistir. Biitiin deneylerde ultra saf su kullanilmistir. Cizelge
3. 1 ’de kullanilan malzemeler ve yapilar1 verilmektedir. Azot adsorpsiyon-desorpsiyon

sisteminde kullanilan s1vi azot Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimiinden alinmistir.
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Cizelge 3. 1. Molekiil baskilama sorbent sentezi sirasinda kullanilan temel kimyasallar.

Kullanilan Malzeme

Fonksiyon Kimyasal Yapisi

B-Nikotinamid adenin diniikleotid

Sablon
(B-NAD)
4-vinilfenilboronik asit Monomer

(VPBA)

N-[3-(dimetilamino)propil |metakrilamid Monomer
(DMAPMA)

Etilen glikol dimetakrilat Capraz
(EGDMA) baglayict
Etil alkol Porojen
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HEPES Tampon

((:'S:)_OH
»

3.1.2.2. Normal Silika Mikrokiirelere Molekiil Baskilama Yapilmasi

(13

Molekiil baskilamada c¢ekirdek malzeme olarak kullanilan silika mikrokiireler, “cok
basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi” ile sentezlenmistir [77]. Hedef molekiil olan B-
NAD’1n baskilanacagi polimer tabakasina iyonik bag veya hidrojen bagi olusumu yoluyla
baglanmas1 gerekmektedir. Polimer tabakasinin olusturulmasi icin, ilk olarak silika
mikrokiireler 80°C’da 6 saat calkalamali su banyosunda HCI ile etkilestirilmistir. Daha
sonrasinda mikrokiireler, TMSPM monomeri ile yine 80°C’de 6 saat calkalamali su
banyosunda etkilestirilmistir. Boylece, silikanin hidroksil gruplar1 ile TMSPM’nin
trietoksisilan gruplari, silanizasyon reaksiyonu ile bag olusturarak, TMSPM’nin silika
yiizeye kovalent olarak baglanmasi ve ylizeyde polimerlesebilir metakrilat gruplarinin

olugmasi saglanmistir. Sekil 3. 2> de TMSPM bagli silika mikrokiirelerin sematik gdsterimi

verilmektedir.

— O‘e‘ — O
Si02 OH + HsCO- gg\/\o)lecm |:> [ sio2 | s Si—_~ O)f\],/CH2
N CHs 4 CHa
\.‘ ,_/ \.‘ ,_/
- OH - o

Sekil 3. 2. Silika mikrokiireler izerine TMSPM nin kovalent olarak baglanmasi [17].

Molekiil baskilama sentezinde ilk olarak, 76 mg B-NAD, 10 mL HEPES ¢ozeltisi (pH 8.5)
ortaminda ¢oziilmiistiir. Ardindan ortama 34 mg VPBA ve 42 uL DMAPMA ve 4 mL etanol

eklenmistir. Monomerlerin ortamda iyice ¢éziinmesi i¢in ¢ozelti bir siire ultrasonik banyoda
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tutulduktan sonra pH’1 8.5” a ayarlanip, 1 saatligine karigmasi igin rotatorda (FINEPCR,
Kore) dondiiriilmiistiir. Ortam pH’1 ayarlarken, pH’1 diisiirmek i¢in hidroklorik asit (HCI),
yiikseltmek i¢in ise sodyum hidroksit (NaOH) kullanilmistir. 1 saatin ardindan 6rnegin
igerisine once 20 mg SDS ardinda da 100 mg TMSPM bagl silika mikrokiireler eklenmis ve
dispersiyon 3 saat rotatorda dondiiriilmiistiir. Ayr1 bir yerde 500 uL EGDMA, 10 mg AIBN
ve 8 mL etanol igeren ¢ozelti hazirlanmis ve rotatordaki ¢ozelti igerisine eklenmistir. Son
¢Ozeltinin pH’1 kontrol edilip 8.5’ a getirildikten sonra ¢ozelti “T reaktor” igerisine konulup,
65°C’ de 24 saat boyunca calkalamali su banyosunda polimerizasyona tabi tutulmustur.
Polimerizasyon siiresi dolduktan sonra calkalamali su banyosundan ¢ikarilan reaktdriin

sogumasi beklendikten sonra mikrokiireler, 5000 rpm’de, 8 dakika santrifiijlenmistir.

Molekiil baskilama sonrasi hedef molekiiliin uzaklastirilmasi i¢in agirlikga %10 asetik asit
ve %10 SDS igeren desorpsiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zelti kullanilarak, molekiil
olarak baskilanan B-NAD, mikrokiirelerin etrafindaki polimerik kabuktan uzaklagtirilmigtir.
Yikama yontemi, molekiil baskilanmis mikrokiirelerin ii¢ kere yikama ¢ozeltisi igerisinde, 1
saat boyunca dondiriilmesi ile uygulanmistir. Desorpsiyon islemi bittikten sonra
mikrokiireler, ortamdaki asit ve SDS’in uzaklastirilmasi i¢in santrifiijlenmistir. Bu iglem
distile su kullanilarak 5 defa 5000 rpm’de 8 dakikalik siire ile yapilmistir. Yikama islemi
sona erdikten sonra mikrokiireler su igerisinde dagitilmis ve gravimetrik yontemle
dispersiyondaki mikrokiire derisimi tayin edilmistir. Boylece B-NAD baskilanmis
monodispers silika mikrokiireler (MIP) elde edilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan
molekiil baskilanmamis mikrokiire (NIP) sentezi, B-NAD molekiilii eklenmeden ayni
yontemle gergeklestirilmistir. Bu mikrokiirelerin yikama iglemi de yine ayn1 sekilde yapilip,

mikrokiirelerin derigimi gravimetrik analiz yontemi ile tayin edilmistir.
3.1.2.3. Manyetik Ozellige Sahip Silika Mikrokiirelere Molekiil Baskilama Yapilmasi

Manyetik o6zellikteki molekiil baskilanmis ve baskilanmamis mikrokiirelerin Sentezinde
oncelikle silika mikrokiirelerin etrafi tekrar TEOS katmani ile kaplanmistir [76]. Bu amagla
ilk olarak, 25 mL 1s0-PrOH ve 2.5 mL distile su igerisinde 0.125 g TBAI ¢o6ziilmiistiir.
Ardindan ortama 0.125 mL amonyak eklenmistir. Son olarak ¢o6zeltiye manyetik silika
mikrokiireler (0.2 g) eklenmis ve ortamda dagilmalari i¢in dispersiyon, 2 dakika sonikasyon

islemine tabi tutulmustur. Dispersiyon 1 saat boyunca mekanik karistiricida karismaya
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birakilmistir. Ayr1 bir beherde hazirlanan ve hacimce %50 TEOS igeren 1 mL TEOS-Iso-
PrOH c¢ozeltisi ortama siringa yardimi ile damla damla eklenmistir. Sonug¢ dispersiyon su
banyosu igerisinde 40°C’da, 24 saat boyunca 400 rpm’ de mekanik karigtirict ile
kanstinnlmistir. Elde edilen silika kapli, manyetik Ozellige sahip silika mikrokiireler,
(SiI02@MagSiO2) miknatis yardimiyla 2 kere Iso-PrOH ile yikanmig ardindan da 40°C’de

etlivde 1 gece kurumaya birakilmistir.

Manyetik mikrokiireler kullanilarak yapilan molekiil baskilama igin, manyetik olmayan
silika mikrokiirelerde uygulanan yontemin aynist kullanilmistir.  Aynmi  sekilde,
SiO.@MagSiO2 mikrokiireler 6nce HCI ile etkilestirilip, ardindan TMSPM kullanilarak,
mikrokiire ylizeyinde polimerlesebilir metakrilat gruplarinin eldesi saglanmistir. Sonrasinda
manyetik mikrokiireler {izerine B-NAD’1n molekiil baskilanmasi, manyetik olmayan silika
mikrokiireler i¢cin uygulanan yontemin aynisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bdylece
manyetik 6zellige sahip ve B-NAD baskilanmis monodispers silika mikrokiireler (MMIP)
elde edilmistir. Ayn1 yontem B-NAD kullanilmaksizin uygulanarak, yine manyetik 6zellige
sahip, fakat molekiil baskilanmamis mikrokiireler (MNIP), kontrol grubu olarak elde

edilmistir.

3.2. Molekiil Baskilamada Kullanilan Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
3.2.1. Yiizey Alam Ol¢iimii

Sentezlenen mikrokiirelerin yiizey alan1 ve gézenek boyutu Ol¢iimii, azot adsorpsiyon-
desorpsiyon yontemi ile BET (Brunauer-Emmett-Teller) modeli kullanilarak yapilmistir
(Quantochrome, Nova 2200e, A.B.D.). Ol¢iimiin éncesinde mikrokiireler 80°C’de etiivde
kurutulmustur. Cihazin hiicresine yerlestirilen belli miktardaki mikrokiire 6rnegi 6 saat
boyunca vakumlanmistir. Boylelikle kalan nem uzaklastirilip, mikrokiirelerin tamamen
kurumasi saglanmistir. Analiz sirasinda mikrokiireler {izerinden azot gazi gecirilmistir.
Cihazin 6l¢iim prensibi drnegin azot gazini adsorpsiyon ve desorpsiyonuna dayanmaktadir.
Yiizey analizi, molekiil olarak baskilanan ve baskilanmayan normal ve manyetik silika

mikrokiireler i¢in yapilmistir.
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3.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu

Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM) mikrokiirelerin yiizey
morfolojisi, ortalama boy ve boy dagilim 6zelliklerinin incelenmesi i¢in kullanilmistir. Bu

kapsamda 4 6rnek incelenmistir.
Bunlar;

1. Silika mikrokiireler

2. Molekiil olarak baskilanan silika mikrokiireler

3. Silika kapli manyetik silika mikrokiireler (SiO.@MagSiO>)
4. Molekiil baskilanan manyetik silika mikrokiireler (MMIP)

Ornek hazirlama icin &ncelikle agirlikca % 0.1 derisiminde SDS ¢dzeltisi hazirlanmis ve
mikrokiire ornegi yaklasik 5 mg/mL olacak sekilde bu ¢dzeltide ultrasonikasyon yoluyla
dispers edilmistir. Ornek ¢dzeltisi drnek platformu iizerine damlatilarak, mikrokiirelerin oda
sicakliginda kurutulmasi saglanmistir. Mikrokiireler goriinti alimi sirasinda iletkenligin
saglanmasi i¢in vakum altinda ince bir tabaka (yaklasik 100 A) halinde altin ile kaplanmustir.
Mikrokiireler 2000- 80000X biiyiitme ile SEM cihazinda fotograflanmistir. Her bir 6rnek igin
alimmis olan SEM fotograflarinda yaklasik 50-100 adet mikrokiire 6lgiilerek, ortalama boy
ve degisim katsayis1 degerleri bulunmustur. Ortalama boy degeri (Dpn) ve degisim katsaysi
(CV) asagidaki formiiller ile hesaplanmaktadir (Es. 3. 1 ve Es. 3. 2). Burada N;, D;j gap
degerine sahip mikrokiire sayisini ifade etmektedir. Nt ise toplam kiire sayisini ifade
etmektedir. Goriintii alimi, Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’ da mevcut
SEM cihazinda (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) gerceklestirilmistir

Dn=) NiDi /X N (3.1)

CV=[( X Ni(Di— D)2 / [ Nr—1])%/2/ Ds] X100 (3.2)
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3.2.3. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu

Gegirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope-TEM) ile sentezlenen
mikrokiirelerin ylizeyini kaplayan polimerik katman gorlintiillenmistir. TEM ile ylizeyin
incelenmesinin nedeni, polimerik katmanin nanometre mertebesinde olmasi ve SEM’de elde
edilen goriintiiniin bu katmani incelemek i¢in yeterli olmamasidir. TEM’de 4 ornek

incelenmistir.
Bunlar asagida listelenmistir.

1. Silika mikrokiireler

2. Molekiil olarak baskilanan silika mikrokiireler (MIP)

3. Silika kapli manyetik silika mikrokiireler (SiO>@MagSiO>)
4. Molekiil baskilanan manyetik silika mikrokiireler (MMIP)

TEM’ deki inceleme i¢in, SEM igin hazirlanan 6rnekler kullanilmistir. TEM’de inceleme
yapilirken 6rnegin derisik olmasi ve goriintiide mikrokiirelerin {ist iiste gelmemesi igin
ornekler iyice (1/1000 oraninda) seyreltilmistir. Ornekten yaklasik olarak 10 pL almip TEM
gridlerine damlatilmis ve kurumaya birakilmistir. Tamamen kuruduktan sonra ornekler
incelenmistir. Gortintii alimi, Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’ da mevcut
olan TEM cihazinda (FEI Tecnai, A.B.D.) gergeklestirilmistir. Gorlintiileme yapilirken MIP
ve MMIP iizerinde yer alan polimer katmaninda hangi atomlarin bulundugunu tespit etmek

i¢in, enerji sagilimli X-151n1 spektroskopisi (EDX) kullanilmistir.
3.2.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Fourier Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spectroscopy-
FTIR) kullanilarak, sentezlenen mikrokiirelerin fonksiyonel gruplari tayin edilmistir. Sulu
ortamda bekleyen MIP, NIP, MMIP ve MNIP 6rneklerinden uygun miktarda alinip 1 gece
boyunca etiivde 80°C’da kurutulmustur. Molekiil baskilanmig mikrokiirelerde olusan
fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde referans olarak silika, HCl ile etkilestirilmis silika ve
TMSPM bagl silika mikrokiirelerinde analizi yapilmistir. Ayni sekilde manyetik kiirelerin
incelenmesi sirasinda da manyetik silika ve TMSPM bagli manyetik silika mikrokiireler
referans olarak kullanilmistir. FTIR analizleri toz formunda Ornek kullanimiyla

gerceklestirilmistir. Analiz Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Merkez
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Laboratuvarinda mevcut FTIR spektrofotometresinde (Thermo Fisher Scientific, Nicolet
6700, A.B.D.), Diffiiz reflektans spektroskopisi (FTIR-ATR) modunda yapilmaistir.

3.2.5. Titresimli Ornek Manyetometrisi Analizi

Titresimli 6rnek manyetometrisi (Vibrating Sample Magnetometer- VSM) analizinde,
mikrokiirelerin manyetizasyon davranisi incelenmis ve doygunluk magnetizasyon degerleri
belirlenmistir. Analiz 6ncesi manyetik 6zellige sahip molekiil baskilanmis ve baskilanmamis
manyetik mikrokiireler, bir gece boyunca 80°C’da, etiivde kurutulmustur. Analiz Hacettepe
Universitesi Fizik Boéliimiinde mevcut Titresimli Ornek Magnetometresi sisteminde

(Cryogenic Limited, PPM System, Ingiltere) gerceklestirilmistir.
3.2.6. Kolon Basing Testi

Kolonda gergeklestirilen basing testi i¢in, igerisi MIP ve NIP ile dolgulanmis mikro-kolon
siringa pompasina takilmistir. HPLC pompasi ile sabit akis hizinda desorpsiyon ortami
gecirilmistir. Hareketli faz akis hiz1 2 pLL/dak degerinden baglayarak arttirilmis ve her bir akig
hizinda mikrokolon 30 dakika tutularak, geri-basing degeri kaydedilmistir. isleme akis hiz1 6
pnL/dak degerine gelinceye dek devam edilmistir.

3.3. Molekiil Baskilanmis Sorbentler ile Adsorpsiyon/Desorpsiyon Deneyleri

Calismada molekiil baskilanmis ve baskilanmamis silika mikrokiireler sorbent olarak
kullanilarak, hedef molekiil olan B-NAD icin adsorpsiyon/desorpsiyon davranisi
incelenmistir. Manyetik olmayan silika mikrokiireler ile adsorpsiyon/desorpsiyon deneyleri
hem kesikli hem de siirekli sistemde yiiriitiilmustiir. Manyetik formdaki molekiil baskilanmig
ve baskilanmamis silika mikrokiireler ile adsorpsiyon/desorpsiyon deneyleri ise kesikli
sistemde yapilmistir. Biitiin deneylerde B-NAD, Sigma-Aldrich Co., A.B.D.) hedef molekiil
olarak kullanilmistir. Buna ek olarak, riboniikleik asit (RNA torula mayasi, Tip VI), sitidin,
stozin ve kafein Sigma-Aldrich Co.’dan temin edilmis ve adsorpsiyon se¢imliligini test
etmek amaciyla adsorpsiyon deneylerinde kullanilmistir. Tiim adsorpsiyon deneyleri 25 mM

HEPES tampon ¢ozeltisi (pH 8.5) ortaminda yapilmistir.
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3.3.1. Kesikli Sistem Adsorpsiyon Deneyleri

3.3.1.1. Sorbent Derisiminin EtKisi

Sorbent miktarinin adsorpsiyona etkisinin belirlenmesi ig¢in 100 mL distile suyun igerisine
0.6 g HEPES c¢oziinerek, 25 mM HEPES tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. HEPES
tamponunun pH degeri 1 M NaOH c¢ozeltisi ile 8.5’a ayarlanmigtir. Adsorpsiyon ortaminda
2 mg/mL baslangi¢ B-NAD derisiminin (Co) eldesi i¢in 50 mg B-NAD, 25 mL HEPES
tampon ¢ozeltisi i¢erisinde ¢Oziilmiistiir. Ardindan hazirlanan B-NAD stok ¢6zeltisinin pH
degeri tekrar kontrol edilmistir. Boylelikle, adsorpsiyonda kullanilmak tizere 2 mg/mL
derisiminde B-NAD ¢o6zeltisi hazirlanmigtir. Deneylerde sorbent olarak MIP, NIP, MMIP,
MNIP kullanilmistir. Belirli bir sorbent tiirii i¢in 1, 2, 5, 10, 20 mg mikrokiire tartilarak 2
mL’lik mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir. Ardindan sorbent 5 kez santrifiijleme-
dekantasyon yontemiyle adsorpsiyon tamponu ile yikanarak sorbentten gelebilecek olasi bir
spektrofotometrik kirlilik 6nlenmistir. Yikama iglemi sonrasinda mikrospektrofotometre de
260 nm dalga boyunda yikama ortaminin absorbansi dl¢iilerek, bu degerin 0.01’in altinda
oldugu teyit edilmistir. Hazirlanmis B-NAD c¢ozeltisinden 1 mL alinip farkli miktarda sorbent
iceren her bir tiibe eklenmistir. Ayni ¢ozeltiden 6rnek alinarak, uygun oranda seyreltilmis ve
baslangi¢ B-NAD absorbans degeri 260 nm’de okunmustur. B-NAD ¢ozeltisi eklenmis
sorbent i¢eren adsorpsiyon tiipleri oda sicakliginda 2 saat rotatorda karistirilarak, f-NAD’1n
sorbent {izerine adsorpsiyonu saglanmistir. Ornekler rotatordan almip 10000 rpm’de 8 dakika
boyunca santrifiijlenerek mikrokiirelerin ¢okmesi saglanmistir. Santriflij sonrasinda
tiiplerden alinan siipernatant tekrar 10000 rpm’ de 8 dakika santrifiijlenerek icerisinde kalan
mikrokiire varsa tekrar ¢oktiriilmiis ve boylelikle UV absorbans olglimiiniin  giivenli
yapilabilmesi saglanmustir. Ikinci santrifiijde elde edilen siipernatant uygun oranda

seyreltilerek 260 nm’de absorbans degeri mikrospektrofotometre’de okunmustur.
3.3.1.2. izoterm Eldesi

Bu amagla ilk olarak 100 mL distile suyun igerisine 0.6 g HEPES ¢6ziinerek 25 mM HEPES
cozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan HEPES ¢ozeltisinin pH degeri 1 M NaOH ile 8.5
degerine ayarlanmigtir. Adsorpsiyon ortaminda f-NAD baslangi¢ derisimi 0.25-6.0 mg f3-
NAD/mL araliginda degistirilmistir. Ortamda sorbent olarak 5 mg MIP, NIP, MMIP, MNIP
kullanilmigtir. Her bir B-NAD baslangi¢ derisimi i¢in kullanilacak sorbent (5 mg)

mikrosantrifiij tliplerine konmustur. Ardindan sorbent santrifiijleme-dekantasyon
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yontemiyle yikanarak spektrofotometrik dl¢iimde olusabilecek olasi kirlilik giderilmistir.
Her bir tlipte bulunan adsorpsiyon ortamlarmin farkli B-NAD baslangic derigimleri ile eldesi
icin 6 mg/mL derisimine sahip B-NAD stok ¢ozeltisi hazirlanmistir (36 mg B-NAD/ 6 mL
HEPES tampon ¢6zeltisi). Hazirlanan ¢ozeltinin pH degeri kontrol edilip 8.5’a ayarlanmustir.
Bu stok ¢ozeltisinden yine pH 8.5, 25 mM HEPES tamponu ile uygun oranlarda seyreltme
yapilarak farkli B-NAD baslangi¢ derisimleri ile kullanilacak adsorpsiyon ortamlari elde

edilmistir. Cozeltilerin hazirlanis1 Sekil 3. 3 te gosterilmektedir.

B-NAD stok ¢ozeltisi (6 mg/ mL, pH 8.5)

2mL ™ oim = so0uL FT 250 uL = 125 uL

4mg p-NAD/mL 2mg B-NAD/mL 1mg B-NAD/mL  0.5mg B-NAD/mL 0.25mg B-NAD/mL

4

1 mL 2 mL ! 2.5mL 275 mL 2.875 mL

8

Vo

e

HEPES Tampon Cozeltisi
(pH 8.5)

Sekil 3. 3. Farkli baslangi¢ derisimlerinde f-NAD adsorpsiyon ortamlarinin hazirlanmasi.

Farkli baslangi¢ derisimine sahip ¢ozeltilerden 1 mL alinip her bir tiipte bulunan 5 mg
sorbentin iizerine eklenmis, kalan hacim ise baslangi¢ absorbans degerinin okunmasi igin
ayrilmistir. Adsorpsiyon tiipleri oda sicakliginda 2 saatligine rotatorda karismaya

birakilmigtir. 2 saat sonra alinan ornekler 10000 rpm de 8 dakika santrifiijlenmistir.
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Orneklerden alinan siipernatant igin santrifiijleme islemi 10000 rpm’de 8 dakika siire ile
tekrarlanmigtir.  Uygun  oranda  seyreltilen  Orneklerin ~ absorbans  degerleri

mikrospektrofotometre cihazinda 260 nm dalga boyunda okunmustur.
3.3.1.3. Spektrofotometrik Yontemle B-NAD Derisiminin Tayini

Bu deneylerde sorbent derisimi, B-NAD derisimi ve sorbentin tekrar kullanilabilirliginin -
NAD denge adsorpsiyonu lizerine etkisi incelenmistir. B-NAD i¢in, adsorpsiyon ortaminda
baslangic absorbans (Ao) ve adsorpsiyon sonrasi absorbans (Af) degerleri
mikrospektrofotometre’de (Biodrop, Touch, Ingiltere) okunmustur. Okunan A, ve As
degerlerinden, sorbentin dengede adsorpladigi hedef molekiil miktarin1 belirlemek icin Es.

3.3 kullanilmustir.

_ Ao—A¢ 5 Coxv
9=

(3.3.)

ma

Burada:

g: Denge adsorpsiyon degeri (mg hedef molekiil/g sorbent),

Co: Baslangi¢c hedef molekiil derisimi (mg hedef molekiil/mL),

V: Adsorpsiyon ¢ozeltisi hacmi (mL),

Ma: Sorbent kiitlesi (g),

Ao: Adsorpsiyon oncesi hedef molekiil baglangi¢ absorbans degeri,
As: Adsorpsiyon sonrasi hedef molekiil sonug absorbans degeri.

Molekiil baskilanmis ve baskilanmamis sorbent i¢in bulunan denge adsorpsiyon degerleri
oranlanarak “molekiil baskilama faktori” (Imprinting Factor- IF) Es. 3.4° de ile
hesaplanmistir. Denklemdeki, qpp molekiil baskilanmis sorbentin denge adsorpsiyon

degerini ve quip ise molekiill baskilanmamis sorbentin denge adsorpsiyon degerini

gostermektedir.
[F = dmp (3.4)
dqNIP
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3.3.1.4. Kesikli Sistemde Tekrar Kullanilabilirlik

Deneylerde, sentezlenen mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. Bu deneyde f3-
NAD baskilanmis ayn1 mikrokiire 6rnegine, ardisik olarak 5 kere adsorpsiyon yapilmistir.
Deneyde MIP, NIP, MMIP ve MNIP i¢in 5 mg sorbent kullanilmistir, mikrokiireler
mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur. Deneye baslamadan 6nce HEPES tampon ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Bunun i¢in 250 mL distile suyun igerisinde 1.5 gram HEPES ¢6ziiliip ortam
pH’1 8.5” a ayarlanmistir. B-NAD c¢ozeltisi icinde, 50 mg B-NAD 25 mL HEPES tampon
¢ozeltisinde ¢oziilmistir. 2 mg/mL derisimindeki B-NAD ¢6zeltisinin pH’1 8.5 degerine
getirilmistir. Desorpsiyon ¢dzeltisi 100 mL distile su icerisine 10 g SDS ve 10 mL asetik asit

eklenerek hazirlanmistir.

Adsorpsiyon i¢in sorbent B-NAD igermeyen adsorpsiyon tamponu ile Santrifiijleme-
dekantasyon yontemi kullanilarak 5 kez yikanmistir. Sorbentin tizerine 1 mL, 2 mg/mL - B-
NAD iceren adsorpsiyon ortami eklenip 1 saat rotatorda oda sicakliginda 100 rpm hizda
karistirtlmistir. 1 saatin sonunda sorbent santrifiijde ¢oktiiriilmiis ve adsorpsiyon ortaminin
stipernatant kismu alinip, spektrofotometrik analiz i¢in saklanmistir. Adsorpsiyon deneyi
bitiminde sorbentin {izerindeki biitiin s1v1 alinip {izerine desorpsiyon ortami eklenmistir.
Ornek 30 dakika boyunca rotatorda dondiiriilerek sorbente adsorbe olan B-NAD sokiilmiistiir.
30 dakika sonra ortam rotatordan alinip 10000 rpm’de 8 dakika boyunca santrifiijlenerek,
mikrokiireler ¢oktiiriilmiis ve ardindan 5 kere distile suyla yikanmistir. Yikama islemi
bittikten sonra sorbent tekrar adsorpsiyon ortamiyla yikanmis ve adsorpsiyon basamagi
tekrarlanmistir. Bu islem 4 kez daha tekrarlanmis ve her seferinde adsorpsiyon sonrasindaki
stipernatant alinarak ve HEPES tamponu ile ayni oranda seyreltilerek 260 nm’de absorbans

degeri mikrospektrofotometre cihazinda okunmustur.
3.3.1.5. Farkh Molekiiller ile Adsorpsiyon Deneyleri

Uretilen MIP ve MMIP igin en yiiksek denge adsorpsiyon degerinin B-NAD ile eldesi
beklenmektedir. Bunu gostermek i¢in sentezlenen MIP, MMIP sorbentleri, kimyasal yapilari
B-NAD’a benzeyen farkli molekiillerle etkilestirilerek, segilen molekiiller igin denge
adsorpsiyon degerleri tayin edilmistir. Bu amagla kullanilan molekiiler yapilar Sekil 3.4’ te

verilmektedir. Bu gruptaki deneylerde kontrol sorbenti olarak NIP ve MNIP kullanilmis ve
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bu sorbentler ile elde edilen denge adsorpsiyon degerleri, MIP, MMIP sorbentleri ile elde

edilen degerler ile karsilastirilmistir.

4'0
o0—p=0
0
2

O CH,

o—i) o - O/H 1 NH O)\N | 1‘: (;H " HSC\N N,
5 ] 2 HO | ~N 4]\ i />
N? o} N

\@ —7 N No i = gl 7 b
H 3

k B-NAD Sitidin Sitozin RNA Kafein /

Sekil 3. 4. MIP ve MMIP se¢imlilik davranisinin belirlenmesi i¢in kullanilan analitler [79].

Bu deneylerde 2 mg/mL baslangi¢ derisimine sahip adsorpsiyon ortamlart 25 mM HEPES
tampon ¢ozeltisi (pH 8.5) ile hazirlanmistir. Elde edilen adsorpsiyon ortamlari, 25 mM pH
8.5 HEPES tamponu ile uygun oranda seyreltilmis ve her bir 6rnegin absorbans degeri
mikrospektrofotometre’de 260 nm dalga boyunda okunarak, baslangi¢ derisimine karsi gelen
absorbans degerleri belirlenmistir. Her bir molekiil i¢cin yapilan adsorpsiyonlarda sorbent
kiitlesi 1 mL adsorpsiyon hacminde 5 mg degerinde tutulmustur. Sorbent olarak secilen
mikrokiireler hedef molekiil icermeyen adsorpsiyon ¢ozeltisi ile 5 kez santrfrifiijleme-
dekantasyon yontemiyle yikanmig, sorbent iizerine segilen molekilii igeren 1 mL
adsorpsiyon ortami eklenip, adsorpsiyon i¢in ortam rotatorda 2 saat oda sicakliginda 100 rpm
hizla karistirilmistir. Adsorpsiyon siiresinin bitiminde adsorpsiyon ortami 2 kez 10000
rpm’de 8 dakika siireyle santrifiijlenerek, sivi kisim izole edilmistir. Elde edilen siipernatant,
25 mM pH 8.5 HEPES tamponu ile uygun oranda seyreltilmis ve her bir 6rnegin absorbans

degeri mikrospektrofotometre’de 260 nm dalga boyunda okunmustur.
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3.3.2. Siirekli Sistemde Adsorpsiyon Deneyleri

Siirekli sistem deneylerinde, normal molekiil baskilanmais silika mikrokiireler sabit faz olarak
kullanilmustir. Sabit faz i¢ ¢ap1 300 um, dis ¢ap1 430 um olan 150 mm uzunlugundaki silika
kapiler igerisine dolgulanmustir. Sabit fazin silika kapiler i¢erisinde kalmasini saglayabilmek
i¢in kolonun ¢ikis ucuna bir paslanmaz ¢elik gozenekli frit monte edilmistir. Bu sayede MIP
dispersiyonu, 1 mL hacme insiilin siringas1 kullanilarak, silika kapiler kolon igerisine
dolgulanmistir. Kolon doldurulduktan sonra HPLC pompasina (Dionex-Ultimate 3000,
A.B.D) baglanarak sabit fazin kolon igerisine siki1 bir sekilde dolgulanmasi saglanmis ve
olusan bosluk, yeni MIP dispersiyonu eklenerek doldurulduktan sonra, pompa ile sikistirma
islemi tekrarlanmig ve kolon tamamiyle dolgulanincaya dek, dispersiyon ekleme ve
sikistirma basamaklart tekrar edilmistir. Dolum islemi tamamlandiginda kolonun
dolgulanmis kisminda bir bosluk olup olmadig1 optik mikroskopla kontrol edilmistir. Bu
sekilde olusturulan siirekli sistemde adsorpsiyon ortami olarak 25 mM HEPES tamponu (pH
8.5) ve desorpsiyon ortami olarak agirlikga %10 SDS/ % 10 asetik asit iceren sulu ¢ozelti
kullanilmigtir.  Siirekli sistemde mikro-kolon baglantt elamanlari yardimiyla siringa
pompasina (Harvard Apparatus, A.B.D.) takilmistir. Sekil 3. 5° te kurulmus olan siirekli

sistem mikro-borat afinite kromatografisi diizenegi gosterilmektedir.

,h ., =3

RATE 0,003 al/mn

Sekil 3. 5. Mikro-borat afinite kromatografisi deney diizenegi.
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Adsorpsiyon ortami 30 dakika mikro-kolondan gegirilmis ve mikro-kolon adsorpsiyon igin
sartlanmistir. Ardindan pH 8.5 degerine 0.05 mg B-NAD/mL baslangi¢ derisimine sahip
adsorpsiyon ortami 2 pL/dak akis hiziyla kolona yiiklenerek, kolon ¢ikisi mikrosantrifiij
tiiplerine toplanmigtir. Bu amagla her bir tiipe 3 dakika boyunca 6 pL 6rnek alinmustir.
Toplam 10 tiipe Ornek alinarak, Orneklerin absorbanst 260 nm dalga boyunda
mikrospektrofotometre de okunarak, kolon ¢ikis akimindaki B-NAD derisiminin zamanla

degisimi belirlenmistir.

Stirekli sistemde B-NAD’ 1n adsorpsiyon verimi (0, % Ag.), asagida verilen formiillerle

hesaplanmustir.

0= [MB—NAD,Adsorplanan/MB—NAD,Yuklenen]x100 (3.5.)
Mg_NaD,Adsorplanan = MB_NAD,yiiklenen — MB—NAD,Adsorplanmayan (3.6.)
Mg_naD,viklenen = QX Cox t (3.7)
Mg_naD,Adsorplanmayan = VaX Ca (3.8.)
Burada:

Mg_nab,yiiklenen = Mikrokolona yiiklenen 3-NAD miktari (mg)

Q =Adsorpsiyon ortami akis hiz1 (pl/dak)

t = Adsorpsiyon ortami akis siiresi (dak.)

Co = Adsorpsiyon ortamindaki B-NAD derigimi (mg/ul)

Mg_NaD,Adosrplanmayan = Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin B-NAD miktar1 (mg)
V) = Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin hacmi (pl)

Ca = Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin B-NAD derisimi (mg/pl)

olarak tanimlanmaktadir.
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3.3.2.1. Mikro-kolonda Tekrar Kullanilabilirlik Deneyleri

Mikro-kolon’da tekrar kullanilabilirlik deneyleri sabit faz olarak MIP kullanilarak
yapilmistir. Bu deney serisinde aynmi kolonda 5 defa adsorpsiyon, 4 defa desorpsiyon
yapilmistir. Deney 6ncesi 0.05 mg/mL derisiminde B-NAD iceren pH 8.5 degerine sahip
adsorpsiyon ortami hazirlanmigtir. Tekrar kullanilabilirlik deneylerinde 150 mm uzunluk ve
300 mm i¢ ¢ap degerine sahip mikro-kolon kullanilmistir. Kolondan 30 dakika boyunca
dakikada 2 plL/dak akis hizinda adsorpsiyon ortami gegirilerek kolon kosullandirilmistir. 1
mL adsorpsiyon ortami insiilin enjektoriine konularak, enjektor pompaya yerlestirilmistir.
Sistem ¢aligtirilarak 2 pl/dak akis hizinda B-NAD ¢ozeltisi 30 dakika siireyle kolondan
gecirilmistir. Mikro-kolon ¢ikisi bir mikro-pipet yardimi ile toplanarak mikro-santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Her tiip i¢in 3 dakika siireyle 6 pL hacim toplanmistir. 10 tiip 6rnek
30 dakika siireyle alindiktan sonra, tiim tiiplerin igerisindeki 6rneklerin absorbans degerleri
mikrospektrofotometre’de 260 nm dalga boyunda okunmustur. Ardindan mikro-kolondan 1
saat boyunca 2 pl/dak akis hiziyla desorpsiyon ortami gegirilmis ve adsorbe edilen f-NAD
kolondan sokiilmiistlir. Ardindan desorpsiyon ortamini sabit fazdan uzaklastirmak igin,
mikro-kolon 1 saat boyunca 2 plL/dak akis hizinda distile su ile yikanmistir. Bu islem
sonrasinda kolon tekrar pH 8.5, 25 mM HEPES ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca 2 plL/dak
akis hiz1 ile yikanarak bir sonraki adsorpsiyon basamag icin kosullandirilmistir. Ardindan
yeni adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii yukarida verilen kosullarda tekrarlanmis ve islem 5

kez adsorpsiyon ve desorpsiyon yapilincaya dek siirdliriilmiistiir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Karakterizasyon

Molekiil baskilama yonteminde sorbent olarak kullanilan silika mikrokiirelerin sentezi ¢ok
basamakli hidroliz kondenzasyonu yontemi ile gergeklestirilmistir. Ardindan sentezlenen
mikrokiireler, 4-dimetilaminopropil metakrilamid (DMAPMA) ve 4- vinilfenilboronik asit
(VPBA) monomerleri ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayicisi kullanilarak
fonksiyonellestirilmistir. Silika mikrokiirelerin etrafinda olusturulan polimer katmani BET,
SEM, TEM ve FT-IR; mikrokiirelerin manyetik 6zelligi ise VSM analizi ile karakterize
edilmistir. Mikrokiirelerin karakterizasyonunda 6nemli olan, fonksiyonellestirdigimiz

mikrokiirelerin etrafinda bir polimer katmani olustugunu gdsterebilmektir.
4.1.1. Gozeneklilik Analizi Sonuclar

Molekiil baskilama yonteminde sorbent olarak kullanilan silika mikrokiirelerin 6zgiil yiizey
alanlar1 azot adsorpsiyon desorpsiyon yontemi ile dl¢iilmiistiir. Molekiil baskilanmis silika
mikrokiireler (MIP) ve molekiil baskilanmayan silika mikrokiirelerin (NIP) yiizey alanlar
silika mikrokiirelerin yiizey alanlari ile karsilagtirilmistir. Ayn1 sekilde manyetik molekiil
baskilanmig silika mikrokiireler (MMIP) ve manyetik molekiil baskilanmayan silika
mikrokiirelerin (MNIP) yiizey alanlari tayin edilerek manyetik silika mikrokiirelerin yiizey
alanlar1 ile karsilastirilmistir. Sekil 4. 1° de silika mikrokiireler, MIP ve NIP i¢in gézenek

boy dagilim egrileri verilmektedir.
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Sekil 4. 1. Silika, MIP ve NIP mikrokiireler i¢in azot adsorpsiyon/ desorpsiyon yontemi ile

elde edilen gézenek boy dagilim egrileri.

Sekil 4. 1’e bakildiginda sentezlenen mikrokiirelerde mezogdzenek ve makrogdzenek
yapisinin varligi birlikte goriilmektedir. Manyetik olmayan silika mikrokiireler, MIP ve NIP

i¢in, ortalama gozenek boyutu ve 6zgiil ylizey alani ise Cizelge 4. 1’ de verilmektedir.

45



Cizelge 4. 1. Silika mikrokiireler, MIP ve NIP i¢in 6zgiil yiizey alani, gézenek hacmi ve

ortalama gozenek boyutu.

Mikrokiire Tiirii Ozgiil yiizey alam | Gozenek Hacmi Ortalama Gozenek
(m?/g) (cm®/g) Boyutu
(nm)
Silika 373 1.16 12.4
MIP 158 1.02 28.07
NIP 116 0.81 25.86

Silika mikrokiireler, MIP ve NIP igin 6zgiil yiizey alanlar1 sirasiyla 373 m?%g, 116 m?/g ve

158 m?/g olarak hesaplanmistir. Buna ek olarak, MIP icin ortalama gdzenek boyutu ve

gbdzenek hacmi, NIP i¢in tayin edilenlerden daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgular MIP i¢in

molekiil baskilama yapilmis bosluklarin varligini1 kanitlamaktadir.

Sekil 4. 2° de manyetik silika mikrokiireler, MMIP ve MNIP i¢in gézenek boy dagilim

egrileri gosterilmektedir. Manyetik silika mikrokiireler, MMIP ve MNIP igin, ortalama

gozenek boyutu ve oOzgiil ylizey alam1 Cizelge 4.2° de verilmektedir. Sekil 4.2° ye

bakildiginda sentezlenen mikrokiirelerde mezogdzenek ve makrogézenek yapisinin (2—100

nm) varlig birlikte gériilmektedir.
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Sekil 4. 2. Manyetik silika, MMIP ve MNIP mikrokiireler i¢in azot adsorpsiyon/ desorpsiyon

yontemi ile elde edilen gézenek boy dagilim egrileri.

Cizelge 4. 2. Manyetik silika, MMIP ve MNIP igin 6zgiil yiizey alani, gézenek hacmi ve

ortalama gozenek boyutu degerleri.

Mikrokiire Tiirii | Ozgiil yiizey alam | Gozenek Hacmi Ortalama Gozenek
(m?/g) (cm®/g) Boyutu
(nm)
Manyetik silika 183 0.390 8.61
MMIP 62.8 0.096 6.15
MNIP 55.1 0.084 6.12

Manyetik silika mikrokiireler, MMIP ve MNIP i¢in 6zgiil yiizey alan1 degerleri sirasiyla 183,

62.8 ve 55.1 m?/g olarak hesaplanmustir. Buna ek olarak, MMIP icin ortalama gdzenek
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boyutu ve gozenek hacmi, MNIP igin tayin edilen degere gore daha yiiksektir. Bu durum
MMIP i¢in molekiil baskilama yapilmis bosluklarin varligini kanitlamaktadir.

4.1.2. Mikrokiirelerin Morfolojik Analizi

Silika mikrokiireler ve MIP i¢in yiizey morfolojisi ve ortalama boy ve boy dagilimi taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanarak incelenmistir (Sekil 4.3). SEM goriintiileri
kullanilarak ortalama mikrokiire boyutu ve degisim katsayisi hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4. 3. A), C), E) Silika mikrokiireler ve B), D), F) MIP i¢in yiizey morfolojisi, ortalama
boy ve boy dagilimini gosteren SEM goériintiileri. Biiylitme orani: (A-B): 2000X, (C-D)
20000X, (E-F) 77000X
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Cizelge 4. 3. Silika mikrokiireler ve MIP i¢in ortalama boy ve degisim katsayisi degerleri.

Mikrokiire tiirii Ortalama boy (um) Degisim katsayis1 (CV %)
Silika 5.36 4.65
MIP 571 4.89

Sekil 4. 3 A-B’den goriildiigii gibi gelistirilen yontem, silika mikrokiireler ve MIP igin
monodispers-gozenekli formda iiretime imkan vermektedir. Mikrokiire boy degisim
katsayilarinin kiigiik olusu da monodispersiteyi desteklemektedir. Silika mikrokiireler
piiriizlii bir yiizeye sahiptir (Sekil 4.3 E). Ancak, bu materyal tizerinde fonksiyonel monomer
ve ¢apraz baglayici kullanilarak polimerizasyon yoluyla katman eldesi sonrasinda, MIP
yiizeyi oldukga piirtizsiiz bir hale gelmistir (Sekil 4. 3F). Bu sonug, molekiil baskilama igin
olusturulan polimer katmaninin silika mikrokiire ylizeyinde varligin1 gostermektedir. Silika
mikrokiirelerin ortalama mikrokiire boyutu 5.36 um, MIP i¢in ortalama mikrokiire boyutu

ise polimerik katman nedeniyle 5.71 pm olarak bulunmustur (Cizelge 4. 3).

Manyetik silika mikrokiireler ve MMIP i¢in yiizey morfolojisi, ortalama boy ve boy
dagilimini gosteren SEM goriintiileri Sekil 4. 4° te verilmektedir. SEM goriintiilerinden

yararlanilarak ortalama mikrokiire boyutu ve degisim katsayist hesaplanmistir (Cizelge 4. 4).
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Sekil 4. 4. A), C), E) Manyetik silika ve B), D), F) MMIP igin ylizey morfolojisi, ortalama
boy ve boy dagilimmi gosteren SEM goriintiileri. Biiyiitme orani: (A-B): 2000X, (C-D)
17000X, (E-F) 60000X
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Cizelge 4. 4. Manyetik silika ve MMIP igin ortalama boy ve degisim katsayisi1 degerleri.

Mikrokiire tiirii Ortalama boy (um) Degisim katsayis1 (CV %)
Manyetik silika 6.34 3.83
MMIP 6.49 4.13

Sekil 4. 4 A-B’den, manyetik silika mikrokiircler ve MMIP’in monodispers-gézenekli
formda tretildigi goriilmektedir. Degisim katsayilarinin % 5°ten daha az olmasi1 monodispers
ozelligi destekleyen bir bulgudur. Ayrica, manyetik silika mikrokiirelerin yiizeyindeki demir
tuzlar oldukea belirgin sekilde gozlenirken (Sekil 4. 4 E), MMIP yiizeyinin bir katmanla
kapli oldugu goriilmektedir (Sekil 4. 4 F). Bu katman, materyal {izerinde fonksiyonel
monomerler ve c¢apraz baglayict kullanilarak polimerik katmanin olusturuldugunu
gostermektedir (Sekil 4. 4 F). Manyetik silika i¢in ortalama mikrokiire boyutu 6.34 pm,
MMIP igin ortalama mikrokiire boyutu ise polimerik katman nedeniyle 6.49 pum olarak

bulunmustur (Cizelge 4. 4).
4.1.3. Mikrokiirelerin Yigin Yapisi

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) yardimuiyla, silika ve manyetik silika mikrokiireler
tizerinde fonksiyonel monomerler ve ¢apraz baglayici kullanilarak polimerizasyon yoluyla
olusturulan molekiil baskilama katmaninin varligi incelenmistir. Sekil 4.5° te silika
mikrokiireler ile MIP igin karsilastirmali TEM goriintiisii, Sekil 4. 6 da MIP’1n incelenen
bolgeye gore EDX sonuglar1 verilmektedir.
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Sekil 4. 5. A) Silika mikrokiireler ve B) MIP igin karsilastirmali TEM goriintiileri.

Si
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**Quantification Results***edx1-2

Correction method: None

Detector
Element Weight % Atomic % Uncert. % Correction k-Factor
B(K) 3.84 6.72 0.43 .07 15.116
Cc(K) 2.37 3.74 .16 0.26 4.032
N(K) 4.72 6.38 .20 0.26 3.9e3
o(K) 45.56 53.86 0.31 0.49 2.008
Si(K) 43.48 29.28 0.22 0.92 1.000

Sekil 4. 6. MIP i¢in mikrokiire {izerinde segilen bolgeye gore elde edilen EDX sonuglari.

Silika mikrokiire yiizeyinde polimerik katman yokken, molekiil baskilanmis silika
mikrokiirelerde polimerik katman bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4. 5). Boylece MIP
icin ¢ekirdek-kabuk yapisinin olusturuldugu anlasilmaktadir. Gortildigii gibi polimerik

katman, silika ¢ekirdegi homojen bir sekilde kaplamaktadir.
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EDX analiz sonuglart da silika mikrokiirelerin dis yiizeyinde polimerik katmanin varligin
gostermektedir (% 6.72 oraninda bor ve % 6.38 oraninda da azot). Bdylece bor’un VPBA,
azot’un ise DMAPMA ile polimerik katmanin yapisina girdigi kanitlanmaktadir. Ayni
zamanda yiizeyde % 29.28 oraninda silisyum bulunmustur. Dis polimerik katmandan

mikrokiire merkezine dogru gidildikge silisyum miktar1 artmaktadir.

Sekil 4. 7’ de manyetik silika mikrokiireler ile MMIP igin karsilastirmali TEM goriintiileri,
Sekil 4. 8’ de ise MMIP igin segilen bolgeye gore EDX sonuglar1 verilmektedir. Manyetik
silika mikrokiirelerin yilizeyinde demir oksit nanopartikiillerin varligi gézlenirken, MMIP

i¢in silikanin etrafini saran polimerik katman bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4. 7).

Sekil 4. 7. A) Manyetik 6zellige sahip silika kapli silika mikrokiireler (SiO.@MagSiO-), B)
Manyetik 6zellige sahip silika kapli silika mikrokiirelerin molekiil baskilanmis formu

(MMIP).
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***Quantification Results*** edx1-2

Correction method: None

Detector
Element Weight % Atomic % Uncert. % Correction k-Factor
B(K) 3.97 7.04 .42 .07 15.116
C(K) 4.10 6.54 0.19 0.26 4.032
N(K) 4.42 6.04 0.22 0.26 3.9e3
0o(K) 47.35 56.65 0.37 0.49 2.008
Si(K) 29.39 20.03 0.21 0.92 1.000
Fe(K) 10.73 3.67 0.13 0.99 1.359

Sekil 4. 8. MMIP i¢in mikrokiire yiizeyi iizerinde secilen bolgedeki EDX analizi.

EDX analizine gore molekiil baskilanmig manyetik silika mikrokiirelerin dis yiizeyinde %
7.04 oraninda bor, % 6.04 oraninda azot bulunmustur. Bu sonu¢ manyetik silika mikrokiirler
icin polimerik katmanin varligini kanitlamaktadir. Bu mikrokiireler igin silisyum’a ek olarak
kiirelerin manyetik 6zellikte olmasi nedeniyle demir elementi de % 3.67 oraninda tespit

edilmistir.
4.1.4. Mikrokiirelerin FTIR-ATR Analizi

Normal ve manyetik formdaki silika mikrokiireler {izerinde olusturulan molekiil baskilama
yapilmis polimerik katmanin kimyasal karakterizasyonu, FTIR-ATR ile yapilmistir. Bu
amagla normal ve manyetik formdaki, B-NAD baskilanmis mikrokiireler ve B-NAD
baskilanmis ve uzaklastirilmis mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlari alinmigtir. Kimyasal
karakterizasyon i¢in 6nemli iki fonksiyonel grubun (-OH ve —C=0) belirlenmesi amaciyla
normal ve manyetik formdaki silika mikrokiireler i¢in elde edilen spektrumlar, sirasiyla Sekil
4.9 ve Sekil 4. 10°da verilmektedir.
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Sekil 4. 9. (A) B-NAD baskilanmig normal silika, (B) B-NAD baskilanip uzaklastirilmis silika
mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlari.
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Sekil 4.10. (A) B-NAD baskilanmig manyetik silika, (B) B-NAD baskilanip uzaklastirilmig
manyetik silika mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlart.

Sekil 4. 9°da, B-NAD baskilanmis normal silika ve f-NAD baskilanip uzaklastirilmig normal
silika mikrokiirelerde, hidroksil piki 3400 cm® degerinde gozlenmektedir. B-NAD
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baskilanmis normal silika mikrokiireler i¢in bu pikin kaynagi, f-NAD ve VPBA’da varolan
hidroksil gruplaridir. B-NAD baskilanip uzaklastirilmig silika mikrokiirelerde ise pikin
kaynag1 agirlikli olarak VPBA birimleridir. Ayrica DMAPM’de bulunan dimetil amino
grubunun bu pike katki sagladigi soylenebilir. B-NAD baskilanmis normal silika ve B-NAD
baskilanip uzaklastirilmig normal silika mikrokiirelerde VPBA, DMAPM ve EGDMA’nin
yapisinda bulunan karbonil gruplarindan &tiirii 1700 cm™ civarinda karbonil band:

gbzlenmistir.

Ikinci basamakta B-NAD baskilanmis manyetik silika, B-NAD baskilanmis ve uzaklastirilmis
manyetik silika mikrokiireler ile alman spektrumlar ile degerlendirilmistir (Sekil 4.10).
Normal silika mikrokiireleri i¢in alinan FTIR-ATR spektrumlarina benzer sekilde 6nemli iki
fonksiyonel grubun (-OH ve —C=0) belirlenmesi amaciyla bu spektrumlar
degerlendirilmistir. Sekil 4.10°da, normal silika mikrokiirelere benzer sekilde -OH ve —C=0
gruplarina ait karakteristik bantlar, B-NAD baskilanmis manyetik silika, B-NAD baskilanip
uzaklastirilmis manyetik silika mikrokiireler i¢in sirasiyla 3400 ve 1700 cm™ dalga

boylarinda gozlenmistir.

4.1.5. Mikrokiirelerin VSM Analizi

Manyetik 6zellige sahip silika mikrokiirelerin titresimli 6rnek manyetometresi ile oda

sicakliginda elde edilen manyetizasyon egrileri Sekil 4. 11° de verilmistir.
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Sekil 4. 11. A) Silika kapli manyetik silika mikrokiireler (SiO.@MagSiO2), B) TMSPM
bagli- silika kapli manyetik silika mikrokiireler (TMSPM@SiO.@MagSiO2), C) MMIP, D)
MNIP i¢in ait titresimli 6rnek manyetometresi ile elde edilen manyetizasyon doygunluk

egrileri.

Manyetizasyon egrilerinde goriildiigii gibi, SiO2@MagSiO,, TMSPM@SiO.@MagSiOs,
MMIP ve MNIP icin doygunluk manyetizasyon degeri yaklasik 10 emu g™’dir. Bu sonug
modifikasyon iglemlerinden sonra mikrokiirelerin manyetik 6zelliklerinde bariz bir degisim
olmadigini, tiim mikrokiirelerin dig manyetik alanla su bazli siispansiyondan hizl bir sekilde

ayrima (<30 s) imkan verebilen gii¢lii bir manyetik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir.
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4.1.6. Kolon Geri Basing Testi

MIP ve NIP dolgulanmis 50 mm uzunluk ve 300 um i¢ ¢ap degerine sahip mikrokolonlarda
geri-basincin hareketli faz akis hizi ile degisimi Sekil 4. 12” de gosterilmektedir. Deneylerde

hareketli faz olarak B-NAD desorpsiyon ortami kullanilmistir.
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Sekil 4. 12. MIP ve NIP ile dolgulanmig mikrokolon igin geri-basincin hareketli faz akis hizi
ile degisimi. Kolon: 50 mm x300 um 1.¢., Hareketli faz: Desorpsiyon ortami.

NIP ve MIP ile dolgulanmig mikrokolonlarda artan akig hiz1 ile geri basing degerinin dogrusal
sekilde arttig1 gozlenmektedir. Sabit akis hiz1 degerinde MIP ile doldurulmus kolonda geri-
basing degeri daha yiiksektir. Bu durum molekiil baskilamanin olusturdugu bir direng etkisi

olarak yorumlanabilir.

4.2. MIP ve NIP i¢in B-NAD Adsorpsiyon Deneyleri

Tez kapsaminda, kesikli sistemde B-NAD adsorpsiyon ¢alismalari i¢in normal ve manyetik

ozellige sahip ve molekiil baskilanmis monodispers silika mikrokiireler sorbent olarak
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kullanilmistir. Normal ve manyetik formdaki sorbentlerin molekiil baskilanmig ve
baskilanmamig formlar1 i¢in denge B-NAD adsorpsiyon degerleri belirlenerek IF (Baskilama
Faktorii- Imprinting Factor) degerleri hesaplanmistir (Bkz. Es. 3.4). Normal formdaki
molekiil baskilanmis monodispers silika mikrokiireler ayrica kolona doldurularak siirekli

sistemde adsorpsiyon ¢alismalari yapilmistir.

4.2.1. Kesikli Sistem Calismalar:

Kesikli sistem deneylerinde, MIP ve NIP kullanilarak borat afinite yontemi ile, diol grubu
iceren B-NAD adsorpsiyonu gergeklestirilmistir. Borat afinite kromatografisinde, borik asit
ve molekiiliin diol gruplar1 arasinda kovalent bag olusumu dikkate alinarak deneyler, pH 8.5
HEPES tampon ¢dzeltisi ortaminda yapilmistir. Adsorpsiyon hacmi 1 mL degerinde tutulup,
deneyler oda sicakliginda (21°C) gerceklestirilmistir.

[Ik olarak sorbent miktarmin, sonra da B-NAD derisiminin MIP ve NIP adsorpsiyon
performansina etkisi karsilastirmali olarak incelenmistir. Molekiil baskilamada en 6nemli
noktalardan biri olan tekrar kullanilabilirlik deneyleri yapilmistir. MIP seg¢iciligi, kKimyasal
yapt olarak B-NAD molekiiliine benzeyen farkli biyomolekiillerin adsorpsiyonu denenerek

belirlenmistir.

4.2.1.1. Sorbent Derisiminin EtkKisi

Bu kisimda sorbent olarak kullanilan MIP ve NIP miktarinin, B-NAD izolasyonu iizerindeki
etkisi incelenmistir. Bu deneyler 2 mg/mL derisiminde hazirlanan B-NAD ¢ozeltisi 1, 2, 5,
10 ve 20 mg sorbent bulunan 1 mL adsorpsiyon ortamina eklenerek yapilmistir. Denge
adsorpsiyon siiresi 6n deneyler ile 2 saat olarak belirlenmistir. Sorbent miktarinin denge

adsorpsiyon degeri ve molekiil baskilama faktoriine etkisi Sekil 4.13 de verilmektedir.
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Sekil 4.13. Normal formdaki MIP ve NIP i¢in sorbent miktarinin f-NAD denge adsorpsiyonu
ve molekiil baskilama faktorti (IF) tizerindeki etkisi. IF degerleri grafik tizerinde kirmizi font

ile gosterilmistir.

Sekil 4. 13’ ten goriindiigii gibi, en yiiksek denge adsorpsiyonu MIP ile 1 mg sorbent igeren
adsorpsiyon ortaminda (79.08 mg B-NAD /g sorbent), elde edilmistir. Bununla birlikte
sorbent miktar1 arttikga birim sorbente diisen B-NAD miktarinin azalmasindan dolayi
mikrokiirelerin denge B-NAD adsorpsiyonu da diismektedir. Sorbent miktar1 5 mg
oldugunda, tatminkar bir denge adsorpsiyonu, yiiksek molekiil baskilama faktorii ile (3.29)

elde edilmistir. Bu nedenle ilerleyen deneyler 5 mg sorbent miktar1 ile yapilmistir.

B-NAD igin denge adsorsiyon davraniginin sorbent miktari ile degisimi 1 mL adsorpsiyon
hacminde, 1-20 mg arasinda degisen MMIP ve MNIP miktarlar1 kullanilarak ¢aligilmistir.

Sekil 4.14’de manyetik formda baskilanmis ve baskilanmamis sorbentlerle yapilan
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deneylerin sonuglar verilmektedir. Sekil 4. 14’ de en yiiksek denge adsorpsiyonu yine 1 mg
MMIP ile elde edilmistir (66 mg B-NAD /g sorbent). MMIP ve MNIP arasindaki denge
adsorpsiyon farki, molekiil baskilanmis bosluklarin MMIP vyiizeyinde de olustugunun

kanitidir.

'|_'|

1.94 2.29 2.33 2.00 1.74
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1 2 5 10 20

Sorbent miktari (mg)

= MMIP = MNIP

Sekil 4. 14. MMIP ve MNIP i¢in sorbent miktarinin B-NAD denge adsorpsiyonu ve molekiil
baskilama faktorii (IF) iizerindeki etkisi. IF degerleri grafik iizerinde kirmizi font ile

gosterilmistir.

4.2.1.2. p-NAD Baslangic Derisiminin Denge Adsorpsiyonu Uzerindeki Etkisi

Sorbent olarak kullanilan MIP ve NIP mikrokiirelerin miktar1 5 mg olarak belirlendikten
sonra, sabit sorbent miktar1 ile baslangic B-NAD derisimi 0.25-6.0 mg/ mL araliginda
degistirilerek bu degisimin B-NAD denge adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir.
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Sekil 4.15’ de, baglangi¢c B-NAD derisiminin molekiil baskilanmig ve baskilanmamus silika

mikrokiirelerin B-NAD denge adsorpsiyonuna etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 4. 15. Baslangi¢ B-NAD derisiminin molekiil olarak baskilanmis ve baskilanmamis
silika mikrokiirelerin B-NAD denge adsorpsiyonu ve molekiil baskilama faktori (IF)

tizerindeki etkisi. IF degerleri grafik tizerinde kirmizi1 font ile gosterilmistir.

MIP ve NIP i¢in elde edilen izotermlerden goriildiigii tizere baslangi¢ B-NAD derisimi 4
mg/mL’de plato denge adsorpsiyon degerine ulasilmistir. MIP ve NIP igin en yiiksek
adsorpsiyon kapasitesi 4 mg/mL B-NAD baslangi¢ derisiminde, sirasiyla 51.79 mg/g ve
18.83 mg/g seklinde elde edilmistir. Bagil olarak yiiksek IF degeri (3.29) ve yiiksek B-NAD
denge adsorpsiyon degerine ise 2 mg/mL, B-NAD baslangi¢ derisiminde ulagilmistir. Bu
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sonug silika mikrokiireler iizerinde molekiil baskilama isleminin, B-NAD 'a kars1 yiiksek

baglanma afinitesi gosteren spesifik tanima alanlar1 olusturmasi ile agiklanabilir.

Baslangi¢ B-NAD derisiminin denge adsorpsiyonuna etkisi sabit miktarda (5 mg) MMIP ve
MNIP sorbentleri kullanilarak ve B-NAD baslangi¢c derisimi 0.25-6.0 mg B-NAD/ mL
araliginda degistirilerek incelenmistir. Sekil 4.16° da manyetik 6zellige sahip molekiil
baskilanmis ve baskilanmamis sorbentlerle yapilan adsorpsiyon deneyleri sonuglari

verilmektedir.
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Sekil 4. 16. MMIP ve MNIP i¢in B-NAD baslangi¢ derisiminin B-NAD denge

adsorpsiyonuna etkisi. IF degerleri grafik {izerinde gosterilmistir.

Sekil 4.16° da goriildiigi gibi MMIP i¢in denge adsorpsiyon degeri artan B-NAD baslangi¢
derisimi ile 2 mg/mL degerine kadar dogrusal sekilde artmakta ve B-NAD baslangic

derisiminin 2.0 mg/mL degerini ge¢mesiyle birlikte denge adsorpsiyon degeri platoya
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ulagmaktadir. Sonuglar hazirlanan MMIP’1in segicilik 6zelliginin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

4.2.1.3. Tekrar Kullanmilabilirlik Testleri

Yeniden kullanilabilirlik, sentezlenen molekiil baskilanmig mikrokiirelerin (MIP ve MMIP)
pratik uygulamasi i¢in en dnemli faktorlerden biridir. Adsorpsiyon HEPES (pH 8.5) tampon
¢ozeltisi, desorpsiyon ise %10 SDS/asetik asit ¢Ozeltisi ortaminda 5 kez tekrarlanmustir.
Deneylerde 5 mg sorbent ve 2 mg/ mL B-NAD ¢ozeltisi kullanilmistir. Adsorpsiyon siiresi 1
saat, desorpsiyon siiresi 30 dk olarak ayarlanmistir. Siirekli adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiileri icin tekrar tekrar kullanilan MIP’larin ve MMIP'lerin yeniden kullanilabilirligi
sirastyla Sekil 4. 17 ve Sekil 4. 18 de verilmektedir.
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Sekil 4.17. MIP ve NIP igin tekrar kullanilabilirlik sonuglar1. IF degerleri grafik iizerinde

gosterilmistir.
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Sekil 4. 18. MMIP ve MNIP i¢in tekrar kullanilabilirlik sonuglari. IF degerleri grafik

lizerinde gosterilmistir.

MIP igin bes dongiiden sonra, denge adsorpsiyon degeri 25.25 mg/g’dan 18.15 mg/g’a;
MMIP igin bes dongiiden sonra, ise 22.1 mg/g’dan 14.78 mg/g’a azalma oldugu
goriilmektedir Bu diisilis, mikrokiirelerin baglanma noktalarinin ardisik kullanimda azalmasi
ile aciklanabilir. NIP ve MNIP iizerinde B-NAD icin spesifik baglanma bdlgeleri
olmadigindan, denge adsorpsiyonu bes dongii boyunca sabit kalmaktadir. Deneysel sonuglar
sentezlenen molekiil baskilanmig mikrokiirelerin birden fazla kullanilabilir oldugunu
gostermistir.

4.2.1.4. Segicilik

MIP ve MMIP igin segiciligi incelemek igin ilgili sorbentler B-NAD ile benzer yapida olan
baska molekiiller ile etkilestirilmistir. Bu amacla sitidin, sitozin, kafein ve RNA, MIP ve

MMIP igin igin karsilastirma analitleri olarak seg¢ilmistir. Her bir molekiili 2 mg/mL
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baslangi¢ derigimi ile igeren pH 8.5 degerine sahip adsorpsiyon ortami, 5 mg sorbent ile
etkilestirilerek adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir. MIP ve NIP i¢in elde edilen
sonuglar Sekil 4. 19’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 19. MIP ve NIP sorbentlerinin 3-NAD dahil farkli hedef molekiillere karsi gosterdigi

secicilik davranisi. IF degerleri grafik {izerinde gosterilmistir.

Gorildigi gibi molekiil yapilar1 ¢ok benzer formda kiyaslama analitleri kullanildig
durumda, en yiiksek denge adsorpsiyonu ve en yiiksek baskilama faktorii B-NAD baskilanmig
silika mikrokiireler ile elde edilmistir. Bu durum segilen yiizey baskilama yontemiyle, -

NAD’1n silika mikrokiirelerin ylizeyine basarili bir sekilde baskilandigin1 géstermektedir.
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Sitidin, RNA, sitozin ve kafein kullanilarak MMIP ve MNIP ile yapilan adsorpsiyon
deneylerinin sonucu Sekil 4. 20 de verilmektedir. Elde edilen sonuglar, MMIP 1 MIP gibi
B-NAD’a kars1 yliksek secicilik gosterdigini ortaya koymustur.

IF 2.33 1.42 1.91 1.49 1.37

40

30.04

Q (mg / g mikrokiire)

B-NAD Sitozin Sitidin Kafein RNA

=EMMIP =mMNIP

Sekil 4. 20. MMIP ve MNIP sorbentlerinin B-NAD dahil farkli hedef molekiillere karst

gosterdigi segicilik davranisi. IF degerleri grafik tizerinde gosterilmistir.

4.2.2. Mikroakiskan Sistemde -NAD Adsorpsiyon Deneyleri

Siirekli sistem ¢alismalarinda adsorpsiyon deneyleri i¢in MIP ve NIP 300 um i¢ ¢ap ve 150
mm uzunlugunda silika kapiler kolon igerisine dolgulanmistir. MIP kullanilarak olusturulan
mikro-borat afinite kromatografi sisteminde, B-NAD mikrokolon ¢ikis derisiminin zamanla

degisimi, NIP igeren referans kolon da kullanilarak Sekil 4. 21° de verilmistir.
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Sekil 4. 21. MIP kullanilarak olusturulan mikro-borat afinite kromatografi sisteminde f-NAD
mikrokolon ¢ikis derisiminin zamanla degisimi. Adsorpsiyon kosullari: Besleme akis hizi: 2
pL/dak, Mobil faz: pH 8.5, 25 mM HEPES tamponu, Oda sicaklig.

Sekil 4. 21’ e bakildiginda NIP igeren mikro-kolon beklendigi gibi MIP iceren mikro-
kolondan daha hizli bir sekilde doygunluga ulagsmistir. Bu durum sorbent iizerinde baskilama
ile olusturulan ve hedef molekiil olan B-NAD’1 tanima yetenegine sahip baglanma
bolgelerinin siirekli formda calisan borat afinite kromatografisi sisteminde calistigini

gostermektedir.
4.2.2.1. Kolonda Tekrar Kullanilabilirlik

Siirekli sistemde MIP iceren kolonda yapilan tekrar kullanilabilirlik testlerinde adsorpsiyon
ortami olarak pH 8.5 degerindeki 25 mM HEPES ¢ozeltisi, desorpsiyon ortami olarak ise
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SDS/ asetik asit c¢ozeltisi kullanilmis ve adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 kez
tekrarlanmigtir. Deneylerde 150 mm uzunluk ve 300 um i¢ ¢ap degerine sahip ve MIP ile
dolgulanmis kapiler kolondan 0.05 mg/mL derisimine sahip B-NAD c¢ozeltisi 2 uL/dak akis
hiziyla gegirilmistir. Sekil 4. 22° de MIP kullanildigi durumda mikro-borat afinite
kromatografi sisteminde B-NAD ¢ikis derisiminin zamanla degisimi verilmektedir. Sekil
4.23” de ise tekrar kullanilabilirlik testleri sonrasinda elde edilen adsorpsiyon verimleri

gosterilmektedir.

1 7 / —— -
0.8
0.6
o 0.4 N
Q -
@)
0.2 -
O A | - T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zaman (dak.)
o—1. adsorpsiyon 2. adsorpsiyon 3. adsorpsiyon
—e—4. adsorpsiyon 5. adsorpsiyon

Sekil 4. 22. MIP i¢in mikro-borat afinite kromatografi sisteminde mikrokolon ¢ikisinda f-
NAD derisiminin zamanla degisimi. Adsorpsiyon kosullari: B-NAD derisimi: 0.05 mg/ mL,
Mobil faz akis hizi: 2 plL/dak, Mobil faz: pH 8.5, 25 mM HEPES tamponu, Oda sicaklig.
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Sekil 4. 23. MIP i¢in mikro-borat afinite kromatografi sisteminde adsorpsiyon veriminin
deney sayist ile degisimi (%). Adsorpsiyon kosullar1: B-NAD derisimi: 0.05 mg/mL, Besleme
akis hizi: 2 ul/ dak, Mobil faz: pH 8.5 25 mM HEPES tamponu, Oda sicaklig1.

MIP igin ti¢ kullanimda, mikro-kolon adsorpsiyon veriminin yaklasik sabit kaldigi, besinci
kullanima dogru hafif bir azalma gosterdigi goriilmektedir. Bu azalma mikrokiirelerin her
adsorpsiyon-desorpsiyon isleminde 6zellikle SDS/asetik asit igeren ¢ozelti ile etkilesimi
sonucunda molekiiler baglanma noktalarmin azalmasi ile agiklanabilir. Elde edilen
tekraralanabilirlik davranist mikro-kolonun ilk ii¢ kullanimda tatminkar bir adsorsiyon

verimi ile ¢alistigini ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR

Tez kapsaminda biitlin canli hiicrelerde bulunan f-NAD molekiiliiniin, molekiil baskilamasi

yapilmustir.

Poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler destek materyali olarak kullanilmis ve

monodispers-gézenekli formda silika mikrokiirelerin sentezi gerceklestirilmistir.

Silika mikrokiireler dnce HCI ile etkilestirilerek yiizeylerinde hidroksil gruplarinin
olusumu saglanmig, ardindan da TMSPM ile etkilestirilerek, ylizeylerinde kovalent
bagli, polimerlesebilir metakrilat gruplar1 olusturulmustur.

Molekiil baskilama, HEPES tampon ¢6zeltisi ortaminda hedef molekiil B-NAD,
fonksiyonel monomerler, VPBA ve DMAPMA ve ¢apraz baglayictc EGDMA
varliginda gozenek yapici olarak etil alkol kullanilarak yapilmistir. Bu amacla
TMSPM bagl silika mikrokiireler iizerinde B-NAD baskilanmis polimerik katman

olusturulmustur.

Sentez isleminin ardindan molekiil olarak baskilanmis mikrokiireler, desorpsiyon
cozeltisi ile yikanmis ve yapidan B-NAD uzaklastirilmistir. Boylelikle MIP sorbenti

elde edilmistir.

Sentezlenen manyetik poli(MAA-co-EGDMA) mikrokiireler kullanilarak, manyetik
silika sentezi gergeklestirilmistir. Manyetik monodispers silika mikrokiirelerin
yliizeyi, tekrar silika tabakasiyla kaplanmistir (SiO2@Mag-SiO>). Molekiil baskilama
yontemi ayni sekilde SiO.@Mag-SiO2 mikrokiireler i¢in de uygulanarak f-NAD
baskilanmig, manyetik 6zellige sahip silika mikrokiireler elde edilmistir (MMIP).

Kontrol grubu olarak, molekiil baskilanmamis mikrokiireler (NIP ve MNIP), - NAD

molekiilii kullanilmadan ayn1 yontemler ile sentezlenmistir.
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SEM goriintiilerine bakildiginda MIP ve MMIP’1n, esboyutlu formda oldugu
gorilmistiir. Bu goriintiiler yardimiyla mikrokiire boyutu MIP ve MMIP igin

strastyla 5.71 um ve 6.49 pm olarak hesaplanmistir.

BET analizinde silika mikrokiirelerin 6zgiil yiizey alam 373 m?%/g degerindeyken,
MIP i¢in bu deger 116 m?/g olarak bulunmustur. Ayni sekilde SiO.@Mag-SiO2
mikrokiirelerin 6zgiil yiizey alan1 183 m?/g degerindeyken, MMIP i¢in bu deger 55.1
m?/g olarak bulunmustur. Sonuglar silika mikrokiirelerin yiizeyinin, hedeflendigi gibi

polimer katmani ile kaplandigini desteklemektedir.

Yapilan TEM incelemeleriyle, MIP ve MMIP {izerinde nanometre mertebesinde
kalinliga sahip polimer katmani goriintiilenmis Ve heteroatomlarin varligi EDX ile

gosterilmistir.

MIP kullanilarak borat afinite kromatografisi yoluyla kesikli ve siirekli sistemde [-
NAD i¢in denge adsorpsiyon deneyleri yapilmistir. Bu deneylerde, diol grubu igeren
B-NAD molekiilii ortamdan izole edilmistir. MMIP sorbentleri sadece kesikli

sistemde sorbent olarak kullanilmistir.

MIP igin kesikli sistemde en yiiksek B-NAD denge adsorpsiyonu 1 mg/mL sorbent
derigimi ile 79.08 mg B-NAD/g sorbent olarak olglilmiistiir. Sorbent derisimi 5
mg/mL oldugunda, yiiksek denge adsorpsiyonu, yiiksek molekiiler baskilama faktorti,
3.29 ile elde edilmistir.

MIP igin kesikli sistemde en yiiksek B-NAD denge adsorpsiyonu 1 mg/mL sorbent
derisimi ile 66 mg B-NAD /g sorbent olarak elde edilmistir. Manyetik sorbent
derisimi 5 mg/mL oldugunda, yiiksek molekiiler baskilama faktorii, 2 mg B-NAD /

mL ile elde edilmistir.
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MIP ve MMIP kullanilarak kesikli sistemde yapilan se¢icilik deneylerinde MIP ve
MMIP i¢in B-NAD’a kars1 yliksek secicilik gézlenmistir.

MIP ve MMIP sorbentlerinin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. Ayni
mikrokiireler kullanilarak bes kez ardistk adsorpsiyon-desorpsiyon deneyi
yapilmustir. Birinci adsorpsiyon sonunda elde edilen denge adsorpsiyonu ile besinci
adsorpsiyon sonunda elde edilen denge adsorpsiyonu arasinda onemli bir fark
gozlenmemistir. Bu bulgu MIP ve MMIP sorbentlerinin tekrarli olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.

MIP mikro-borat afinite kromatografisi sisteminde sabit faz olarak uygun mobil faz
gecirgenligi ve tatmin edici adsorsiyon kapasitesi ile kullanilmistir. Siirekli sistemde
tekrarli kullanimda, MIP igeren mikrokolonun ti¢ kez ardisik olarak, B-NAD

izolasyonunda kullanilabilecegi gosterilmistir.

74



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]
[7]

[8]
[9]

[10]

[11]

[12]

[13]
[14]

6. KAYNAKLAR

Peng M, Xiang H, Hu X, Shi S, Chen X, Boronate affinity-based surface molecularly
imprinted polymers using glucose as fragment template for excellent recognition of
glucosides, Journal of Chromatography A,1474, 8-13, 2016.

Hu Y, Huang W, Tong Y, Xia Q, Tian M, Boronate-affinity hollow molecularly
imprinted polymers for the selective extraction of nucleosides, New Journal of
Chemistry,41, 7133-7141, 2017.

Senel S, Camli S, Tuncel M, Tuncel A, Nucleotide adsorption—desorption behaviour
of boronic acid functionalized uniform-porous particles, Journal of Chromatography
B, 769, 283-295, 2002.

Elmas B, Onur M, Senel S, Tuncel A, Thermosensitive N-isopropylacrylamide-
vinylphenyl boronic acid copolymer latex particles for nucleotide isolation, Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects,232, 253-259, 2004.

Jiang H-P, Qi C-B, Chu J-M, Yuan B-F, Feng Y-Q, Profiling of cis-diol-containing
nucleosides and ribosylated metabolites by boronate-affinity organic-silica hybrid
monolithic capillary liquid chromatography/mass spectrometry, Scientific reports,5,
7785, 2015.

Nigam VN, Cantero A: Polysaccharides in cancer. In Advances in cancer research.
Volume 16: Elsevier; 1973: 1-96

Thijssen VL, Postel R, Brandwijk RJ, Dings RP, Nesmelova I, Satijn S, Verhofstad
N, Nakabeppu Y, Baum LG, Bakkers J, Galectin-1 is essential in tumor angiogenesis
and is a target for antiangiogenesis therapy, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 103, 15975-15980, 2006.

Hakomori S-i, Tumor malignancy defined by aberrant glycosylation and sphingo
(glyco) lipid metabolism, Cancer research,56, 5309-5318, 1996.

Katopodis N, Hirshaut Y, Geller NL, Stock CC, Lipid-associated sialic acid test for
the detection of human cancer, Cancer Research,42, 5270-5275, 1982.

Pan Y, Guo X, Li S, Liu X, Zhang H, Boronate—decorated porous carbon material
derived from zinc-based metal-organic framework for enrichment of cis—diol-
containing nucleosides, New Journal of Chemistry,2018.

Li Q, Lu C, Li H, Liu Y, Wang H, Wang X, Liu Z, Preparation of organic-silica
hybrid boronate affinity monolithic column for the specific capture and separation of
cis-diol containing compounds, Journal of Chromatography A, 1256, 114-120, 2012.

Vasapollo G, Sole RD, Mergola L, Lazzoi MR, Scardino A, Scorrano S, Mele G,
Molecularly imprinted polymers: present and future prospective, International
journal of molecular sciences, 12, 5908-5945, 2011.

Mosbach K, Molecular imprinting, Trends in biochemical sciences,19, 9-14, 1994.

Xing R, Wang S, Bie Z, He H, Liu Z, Preparation of molecularly imprinted polymers
specific to glycoproteins, glycans and monosaccharides via boronate affinity
controllable—oriented surface imprinting, Nature protocols,12, 964, 2017.

75



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]
[24]

[25]

[26]

[27]
[28]

[29]

Li S, Yang K, Deng N, Min Y, Liu L, Zhang L, Zhang Y, Thermoresponsive epitope
surface-imprinted nanoparticles for specific capture and release of target protein from
human plasma, ACS applied materials & interfaces,8, 5747-5751, 2016.

Sun X-Y, Ma R-T, Chen J, Shi Y-P, Boronate-affinity based magnetic molecularly
imprinted nanoparticles for the efficient extraction of the model glycoprotein
horseradish peroxidase, Microchimica Acta, 184, 3729-3737, 2017.

Liu D, Yang Q, Jin S, Song Y, Gao J, Wang Y, Mi H, Core-shell molecularly
imprinted polymer nanoparticles with assistant recognition polymer chains for
effective recognition and enrichment of natural low-abundance protein, Acta
biomaterialia, 10, 769-775, 2014.

Akhtar MH, Mir TA, Gurudatt N, Chung S, Shim Y-B, Sensitive NADH detection in
a tumorigenic cell line using a nano-biosensor based on the organic complex
formation, Biosensors and Bioelectronics,85, 488-495, 2016.

Pollak N, Délle C, Ziegler M, The power to reduce: pyridine nucleotides—small
molecules with a multitude of functions, Biochemical Journal,402, 205-218, 2007.

Andersson LI, Molecular imprinting: developments and applications in the analytical
chemistry field, Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications, 745, 3-13, 2000.

Emir Diltemiz S, Kegili R, Ers6z A, Say R, Molecular Imprinting Technology in
Quartz Crystal Microbalance (QCM) Sensors, Sensors,17, 454, 2017.

Samarth N, Kamble V, Mahanwar P, Rane A, Abitha V, A historical perspective and
the development of molecular imprinting polymer—A review, Chem Int,1, 202-210,
2015.

Cieplak M, Kutner W, Artificial Biosensors: How can molecular imprinting mimic
biorecognition?, Trends in biotechnology,34, 922-941, 2016.

Dickey FH, Specific adsorption, The Journal of Physical Chemistry,59, 695-707,
1955.

Wulff G, Vesper W, Grobe-Einsler R, Sarhan A, Enzyme-analogue built polymers,
4. On the synthesis of polymers containing chiral cavities and their use for the
resolution of racemates, Die Makromolekulare Chemie: Macromolecular Chemistry
and Physics,178, 2799-2816, 1977.

Takagishi T, Klotz IM, Macromolecule-small molecule interactions; introduction of
additional binding sites in polyethyleneimine by disulfide cross—linkages,
Biopolymers,11, 483-491, 1972.

Vlatakis G, Andersson LI, Miiller R, Mosbach K, Drug assay using antibody mimics
made by molecular imprinting, Nature,361, 645, 1993.

Chen L, Wang X, Lu W, Wu X, Li J, Molecular imprinting: perspectives and
applications, Chemical Society Reviews,45, 2137-2211, 2016.

Yan H, Row KH, Characteristic and synthetic approach of molecularly imprinted
polymer, International journal of molecular Sciences,7, 155-178, 2006.

76



[30]

[31]
[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]
[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

Al-Kindy S, Badia R, Suarez-Rodriguez JL, Diaz-Garcia ME, Molecularly imprinted
polymers and optical sensing applications, Critical Reviews in Analytical
Chemistry, 30, 291-309, 2000.

Martin-Esteban A, Molecularly-imprinted polymers as a versatile, highly selective
tool in sample preparation, TrAC Trends in Analytical Chemistry,45, 169-181, 2013.

Mustafa G, Lieberzeit PA: MIP sensors on the way to real-world applications. In
Designing Receptors for the Next Generation of Biosensors. Springer; 2012: 167-187

Lv Y, Tan T, Svec F, Molecular imprinting of proteins in polymers attached to the
surface of nanomaterials for selective recognition of biomacromolecules,
Biotechnology advances,31, 1172-1186, 2013.

Ertiirk G, Mattiasson B, From imprinting to microcontact imprinting—A new tool to
increase selectivity in analytical devices, Journal of Chromatography B,1021, 30-44,
2016.

He H, Gan Q, Feng C, Synthesis and characterization of a surface imprinting silica
gel polymer functionalized with phosphonic acid groups for selective adsorption of
Fe (I11) from aqueous solution, Journal of Applied Polymer Science, 134, 2017.

Wu N, Luo Z, Ge Y, Guo P, Du K, Tang W, Du W, Zeng A, Chang C, Fu Q, A novel
surface molecularly imprinted polymer as the solid-phase extraction adsorbent for the
selective determination of ampicillin sodium in milk and blood samples, Journal of
Pharmaceutical Analysis,6, 157-164, 2016.

Ertiirk G, Mattiasson B, Molecular imprinting techniques used for the preparation of
biosensors, Sensors,17, 288, 2017.

Wang Z, Cao X, Preparation of core-shell molecular imprinting polymer for
lincomycin a and its application in chromatographic column, Process
Biochemistry,50, 1136-1145, 2015.

Li W-H, Stéver HD, Monodisperse cross-linked core— shell polymer microspheres
by precipitation polymerization, Macromolecules, 33, 4354-4360, 2000.

Lu C-H, Zhou W-H, Han B, Yang H-H, Chen X, Wang X-R, Surface-imprinted core—
shell nanoparticles for sorbent assays, Analytical chemistry,79, 5457-5461, 2007.

Jin G, Li W, Yu S, Peng Y, Kong J, Novel superparamagnetic core-shell molecular
imprinting microspheres towards high selective sensing, Analyst, 133, 1367-1372,
2008.

Niu M, Pham-Huy C, He H, Core-shell nanoparticles coated with molecularly
imprinted polymers: a review, Microchimica Acta, 183, 2677-2695, 2016.

Chen L, Xu S, Li J, Recent advances in molecular imprinting technology: current
status, challenges and highlighted applications, Chemical Society Reviews,40, 2922-
2942, 2011.

Cheong WJ, Yang SH, Ali F, Molecular imprinted polymers for separation science:
A review of reviews, Journal of separation science,36, 609-628, 2013.

77



[45]

[46]

[47]

[48]
[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Yang S, Wang Y, Jiang Y, Li S, Liu W, Molecularly imprinted polymers for the
identification and separation of chiral drugs and biomolecules, Polymers,8, 216,
2016.

Yu'Y, Zhang Q, Chang C-C, Liu Y, Yang Z, Guo Y, Wang Y, Galanakis DK, Levon
K, Rafailovich M, Design of a molecular imprinting biosensor with multi-scale
roughness for detection across a broad spectrum of biomolecules, Analyst, 141, 5607-
5617, 2016.

Figueiredo L, Erny G, Santos L, Alves A, Applications of molecularly imprinted
polymers to the analysis and removal of personal care products: a review,
Talanta, 146, 754-765, 2016.

Zaidi SA, Molecular imprinted polymers as drug delivery vehicles, Drug delivery,23,
2262-2271, 2016.

Alvarez-Lorenzo C, Concheiro A, Smart drug delivery systems: from fundamentals
to the clinic, Chemical Communications,50, 7743-7765, 2014.

Mourdo CA, Bokeloh F, Xu J, Prost E, Duma L, Merlier F, Bueno SnM, Haupt K,
Tse Sum Bui B, Dual-Oriented Solid-Phase Molecular Imprinting: Toward Selective
Artificial Receptors for Recognition of Nucleotides in Water, Macromolecules,50,
7484-7490, 2017.

Krstulja A, De Schutter C, Favetta P, Manesiotis P, Agrofoglio LA, Artificial
receptors for the extraction of nucleoside metabolite 7-methylguanosine from
aqueous media made by molecular imprinting, Journal of Chromatography A, 1365,
12-18, 2014.

Okutucu B, Vurmaz D, Tuncal A, Tiirkcan C, Aktas Uygun D, Akgol S, Boronate
affinity nanoparticles for nucleoside separation, Artificial cells, nanomedicine, and
biotechnology,44, 322-327, 2016.

Raitman OA, Chegel VI, Kharitonov AB, Zayats M, Katz E, Willner I, Analysis of
NAD (P)+and NAD (P) H cofactors by means of imprinted polymers associated with
Au surfaces:: A surface plasmon resonance study, Analytica chimica acta,504, 101-
111, 2004.

Liu X-C, Boronic Acids as Ligands for Affinity Chromatography, Chinese Journal
of Chromatography, 24, 73-80, 2006.

Kawamura T, Mori N, Shibata K, B-Nicotinamide Mononucleotide, an Anti-Aging
Candidate Compound, Is Retained in the Body for Longer than Nicotinamide in Rats,
Journal of nutritional science and vitaminology,62, 272-276, 2016.

Anderson KA, Madsen AS, Olsen CA, Hirschey MD, Metabolic control by sirtuins
and other enzymes that sense NAD+, NADH, or their ratio, Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Bioenergetics,2017.

Pumera M, Scipioni R, Iwai H, Ohno T, Miyahara Y, Boero M, A Mechanism of
Adsorption of [-Nicotinamide Adenine Dinucleotide on Graphene Sheets:
Experiment and Theory, Chemistry-A European Journal, 15, 10851-10856, 2009.

78



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

Ding D, Jiang H, Fu Y, Li Y, Salvi R, Ototoxic model of oxaliplatin and protection
from nicotinamide adenine dinucleotide, Journal of otology,1, 22-30, 2013.

Lin S-J, Guarente L, Nicotinamide adenine dinucleotide, a metabolic regulator of
transcription, longevity and disease, Current opinion in cell biology,15, 241-246,
2003.

Yuan H, Marmorstein R, Structural basis for sirtuin activity and inhibition, Journal
of Biological Chemistry,287, 42428-42435, 2012.

Mericskay M, Nicotinamide adenine dinucleotide homeostasis and signalling in heart
disease: pathophysiological implications and therapeutic potential, Archives of
cardiovascular diseases, 109, 207-215, 2016.

Hage DS, Affinity chromatography: a review of clinical applications, Clinical
chemistry,45, 593-615, 1999.

Salimi K, Usta DD, Koger I, Celik E, Tuncel A, Protein A and protein A/G coupled
magnetic SiO 2 microspheres for affinity purification of immunoglobulin G,
International journal of biological macromolecules,2018.

Li H, Liu Z, Recent advances in monolithic column-based boronate-affinity
chromatography, TrAC Trends in Analytical Chemistry,37, 148-161, 2012.

Hage DS, Anguizola JA, Bi C, Li R, Matsuda R, Papastavros E, Pfaunmiller E,
Vargas J, Zheng X, Pharmaceutical and biomedical applications of affinity
chromatography: recent trends and developments, Journal of pharmaceutical and
biomedical analysis,69, 93-105, 2012.

Pir Muhammad DLaZL, Boronate Affinity Chromatography, Encyclopedia of
Analytical Chemistry,2015.

Li D, Chen Y, Liu Z, Boronate affinity materials for separation and molecular
recognition: structure, properties and applications, Chemical Society Reviews,44,
8097-8123, 2015.

Stober W, Fink A, Bohn E, Controlled growth of monodisperse silica spheres in the
micron size range, Journal of colloid and interface science,26, 62-69, 1968.

Nozawa K, Gailhanou H, Raison L, Panizza P, Ushiki H, Sellier E, Delville J, Delville
M, Smart control of monodisperse Stober silica particles: effect of reactant addition
rate on growth process, Langmuir,21, 1516-1523, 2005.

Lei X, Yu B, Cong H-L, Tian C, Wang Y-Z, Wang Q-B, Liu C-K, Synthesis of
monodisperse silica microspheres by a modified stober method, Integrated
Ferroelectrics,154, 142-146, 2014.

Yu B, Cong H, Xue L, Tian C, Xu X, Peng Q, Yang S, Synthesis and modification of
monodisperse silica microspheres for UPLC separation of C 60 and C 70, Analytical
Methods,8, 919-924, 2016.

Grama S, Horak D, Preparation of Monodisperse Porous Silica Particles Using Poly
(Glycidyl Methacrylate) Microspheres as a Template, Physiological research,64,
S11, 2015.

79



[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

Han Y, Lu Z, Teng Z, Liang J, Guo Z, Wang D, Han M-Y, Yang W, Unraveling the
Growth Mechanism of Silica Particles in the Stober Method: In Situ Seeded Growth
Model, Langmuir,33, 5879-5890, 2017.

Knopp D, Tang D, Niessner R, Bioanalytical applications of biomolecule-
functionalized nanometer-sized doped silica particles, Analytica Chimica Acta,647,
14-30, 2009.

Elmas B, Tuncel M, Yal¢in G, Senel S, Tuncel A, Synthesis of uniform, fluorescent
poly (glycidyl methacrylate) based particles and their characterization by confocal
laser scanning microscopy, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 269, 125-134, 2005.

Salimi K, Usta DD, Celikbigak O, Pinar A, Salih B, Tuncel A, Ti (V) carrying
polydopamine-coated, monodisperse-porous SiO2 microspheres with stable magnetic
properties for highly selective enrichment of phosphopeptides, Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, 153, 280-290, 2017.

Giinal G, Kip C, Ogiit SE, Usta DD, Senlik E, Kibar G, Tuncel A, Human genomic
DNA isolation from whole blood using a simple microfluidic system with silica-and
polymer-based stationary phases, Materials Science and Engineering: C,74, 10-20,
2017.

Liu J, Qiao SZ, Liu H, Chen J, Orpe A, Zhao D, Lu GQM, Extension of the Stober
method to the preparation of monodisperse resorcinol-formaldehyde resin polymer
and carbon spheres, Angewandte Chemie International Edition,50, 5947-5951, 2011.

Uguzdogan E, Denkbas EB, Tuncel A, RNA-sensitive N-
isopropylacrylamide/vinylphenylboronic acid random copolymer, Macromolecular
Bioscience, 2, 214-222, 2002.

Anonim,Unit 3: Molecular Biology and Biotechnology,

https://opentextbc.ca/biology/chapter/9-1-the-structure-of-dna/ (Haziran, 2018)

80



OZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Ad1 Soyadi: Cagil Zeynep Siingii
Dogum Yeri: Bursa

Medeni Hali: Bekar

E-posta: cagilsungu@gmail.com

Adresi: 435. Cadde Birlik Mahellesi, Zirvekent Konutlar1 Zambak Sitesi, 50/A NO:6
CANKAYA/ANKARA

Egitim

Lise: Gazi Universitesi Vakfi Ozel Fen Lisesi

Lisans: Baskent Universitesi Biyomedikal Miihendisligi
Yiiksek Lisans: Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik ABD
Yabancai Dil ve Diizeyi:

Ingilizce: Ileri

Is Deneyimi

Stajyer: Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA)

Stajyer: PENTA Tibbi Cihazlar ve Bilisim Sistemleri San. ve Tic. A. $
Deneyim Alanlari

Polimer Teknolojileri, Mikroakiskan Sistemleri, Nanoteknoloji
Tezden Uretilmis Proje ve Biitcesi

Tezden Uretilmis Yaynlar

81



Tezden Uretilmis Teblig ve/ veya Poster Sunumu ile Katildig1 Toplantilar

C. Z. Sungu, C. Kip, Ali Tuncel, Boronate affinity separation of 3-NAD via molecularly
imprinted silica particles in batch and microfluidic systems, ISC 2018, 32nd The

International Symposium on Chromatography, Cannes-Mandelieu, France, 23- 27
September, 2018. Poster Sunumu (Kabul edildi).

82



FEN BIiLiMLERI ENSTITUSU

HACETTEPE UNIVERSITESI
(7 YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLER ENSTIiTUSU
BiYOMUHENDISLiK ANABILiM DALI BASKANLIGI’'NA

Tarih: 20/06/2018

Tez Bashg / Konusu: Manyetik Silika Bazli Borat Afinite Kromatografisi Sorbentlerinin Sentezi ve Kromatografik
Performanslarinin incelenmesi

Yukarida bagligi/konusu gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfas, b) Giris, ¢) Ana béliimler d) Sonug¢ kisimlarindan
olusan toplam 97 sayfalik kismina iliskin, 19/06/2018 tarihinde sahsim/tez danigmanim tarafindan Turnitin adl
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin
benzerlik orani % 2 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea harig
2- Alintilar-haric/dahil
3- 5kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve Imza
AdiSoyadi: CAGIL ZEYNEP SUNGU

OgrenciNo: N14334952 A0. 0b. 2013

Anabilim Dali: BiYOMUHENDISLIK /) / .

/ . /'l:‘//
Programm: - g % /A
7
Statiisi: [X] Y.Lisans [ ] Doktora (] Biitiinlesik Dr. /4
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

( \r;l \E\\} L

Prof. Dr. S. ALI TUNCEL




