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Borat afinite kromatografisi gilinlimiizde c¢esitli uygulamalarda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda borat afinite kromatografisinde sabit faz olarak
kullanilmak iizere monodispers gézenekli silika (SiO2) ve manyetik silika (MagSiO»)
mikrokiireler (MagSiO2) sentezlenmistir. Mikrokiirelere 3-aminofenilborik asit (APBA)
ligand1 kovalent olarak baglanmis sirasiyla APBA bagl silika mikrokiireler (SiO2APBA)
ille APBA bagli manyetik silika mikrokiireler (MagSiO2APBA) elde edilmistir.
Sorbentlerin borat afinite kromatografisinde kullanilmak tizere uygunlugu diol grubu
iceren riboniikleik asit (RNA) ve p-nikotinamid adenin diniikleotid (B-NAD)
biyomolekiillerinin adsorpsiyon desorpsiyon davraniglar ile incelenmistir. Adsorpsiyon
caligmalar1 pH 8,5’ta ve oda sicakliginda yliriitiilmiis, adsorpsiyon tamponu olarak

HEPES tamponu kullanilmistir. SiIO,APBA mikrokiireler kullanilarak biyomolekiiller
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icin kantitatif desorpsiyon verimleri elde edilmis, RNA ve B-NAD i¢in maksimum denge

adsorpsiyon degerleri sirasiyla 60 ve 159 mg biyomolekiil/g sorbent olarak bulunmustur.

Desorpsiyon c¢aligmalarinda oncelikle pH 10,2 borat tamponu kullanilmis; desorpsiyon
verimlerinin diisik bulundugu SiO,APBA mikrokiirelerin adsorpsiyon-desorpsiyon
deneyleri RNA ve B-NAD i¢in yarigsmali diol olarak farkli miktarlarda sorbitol eklenen
pH 7,0 fosfat tamponu ile tekrarlanmistir. Yarigmali diol igeren desorpsiyon tamponu ile
SiO,APBA  mikrokiirelerde  kantitatif — desorpsiyon  verimlerine  ulasilmistir.
MagSiO2APBA mikrokiireler ise pH 10,2 borat tamponu ile kantitatif desorpsiyon

verimlerini saglamistir.

SiO2APBA mikrokiirelerin 300 um ¢apinda mikrokolona doldurulmasiyla ayrica siirekli
sistem caligsmalar1 yapilmistir. RNA ve B-NAD biyomolekiilleri i¢in farkli baslangig
konsantrasyonlar1 kullanilarak; siirekli sistemde de SiO>APBA mikrokiireler ile tatmin
edici izolasyon ve desorpsiyon verimlerine ulasilmistir. Orneklerde eser miktarlarda
bulunan cis-diol grubu igceren biyomolekiillerin olusturulan siirekli sistem yardimiyla

diisiik konsantrasyonlarda bile izolasyonunun saglanabilecegi goriilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda sentezlenen sabit fazlarin 6rnek segilen RNA ve B-NAD
biyomolekiillerin tizerinde adsorpsiyon ve desorpsiyon performanslari incelenmis, borat
afinite kromatografisi i¢in uygunlugu degerlendirilmistir. Farkli biyomolekiil ve sorbent
konsantrasyonlarinda alinan sonuglar onerilen sistemin diisiik hacimli 6rneklerden diisiik
konsantrasyonlarinda bulunan cis-diol gruplu degerli biyomolekiillerin izolasyonunda

kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Borat afinite kromatografisi, fenilborik asit, sabit faz, cis-diol

izolasyonu, mikroakiskan sistem, adsorpsiyon-desorpsiyon
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF STATIONARY PHASES FOR BORONATE
AFFINITY CHROMATOGRAPHY IN BATCH AND CONTINUOUS
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Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
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June 2021, 112 pages

Boronate affinity chromatography is being widely used in various applications in many
different areas. In this study, monodisperse porous silica (SiO2) and magnetic silica
(MagSi02) microspheres were synthesized to utilize as a stationary phase in boronate
affinity chromatography. The 3-aminophenylboronic acid (APBA) ligand was covalently
attached to the microspheres, resulting in APBA-attached silica microspheres
(Si02APBA) and APBA-attached magnetic silica microspheres (MagSiO>APBA). The
suitability of sorbents to use in boronate affinity chromatography was investigated
through the adsorption desorption behaviors of two target biomolecules; ribonucleic acid
(RNA) and B-nicotinamide adenine dinucleotide (B-NAD). Adsorption studies were

carried out at pH 8.5 and room temperature, HEPES buffer was used as the adsorption
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buffer. The maximum equilibrium adsorption for RNA and B-NAD using SiO;APBA
microspheres were found as 60 and 159 mg biomolecules / g sorbent, respectively, with

quantitative desorption.

In the beginning, desorption studies run with pH 10.2 borate desorption buffer. Due to
low desorption yields, the desorption studies of SiO2APBA were repeated with pH 7.0
phosphate buffer including different amounts of sorbitol as a competing diol. With the
usage of the mild elution medium quantitative desorption efficiencies were obtained with
SiO2APBA microspheres. MagSiO>APBA microspheres generally achieved quantative
desorption yields with pH 10.2 borate buffer.

Microfluidic system studies were carried out with a 300 um diameter microcolumn which
is filled with SiOoAPBA microspheres. Different feed concentrations were prepared for
both RNA and B-NAD, where satisfactory isolation and desorption yields have been
acquired. With the proposed microfluidic system, it is possible to recover valuable cis

diol groups even if the sample volume is low.

Consequently, the adsorption desorption behaviors of the stationary phases synthesized
were evaluated on RNA and B-NAD biomolecules for the boronate affinity
chromatography. The results obtained at different biomolecule and sorbent
concentrations indicated that the proposed system is very promising for the isolation of

the cis-diol groups at low concentrations from very low volume of samples.

Keywords: Boronate affinity chromatography, phenylboronic acid, stationary phase, cis-

diol isolation, microfluidic system, adsorption- desorption.
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1. GIRiS

Ayirma tekniklerinin arasinda afinite kromatografisi en yaygin kullanilan
tekniklerdendir. Biyoteknoloji ve ilgili bir¢ok alanin gelismesiyle de daha 6nemli hale
gelmektedir. Biyolojik molekiiller i¢ ve dis yapilarinda essiz bir set halinde molekiiller
aras1 baglama kuvvetleri icermektedir. Bu da afinite ayrigtirmasi kavramina bir temel
olusturmaktadir. Bir molekiildeki kuvvetlerin spesifik bir noktasi ile baska bir molekiiliin
kuvvetleri ile uygun bir pozisyon olusturdugunda aralarinda bir etkilesim meydana
gelebilmektedir. Bu etkilesim yalnizca bu molekiillere 6zgii olacaktir ve bu spesifik
mekanizma molekiiler taninma yardimiyla karsilikli  bir baglama sistemine
doniistiiriilebilir. Bu sistem molekiillerden birinin inert bir matrise yerlestirilerek kolona
dolduruldugu ve aradaki etkilesim kullanilarak diger molekiiliin yakalanmasi i¢in
kullanilabilecek bir baglanma sistemidir. Bu sekilde afinite yardimiyla ayirma saglayan

bu teknik kromatik yontemlerin igerisinde kolay kategoride siniflandirilmaktadir [1, 2].

Karbonhidratlar, enzimler, glikoprotein — glikopeptidler, niikleik asitler, niikleositler ve
RNA gibi diol grubu tasiyan bir¢gok molekiil biyolojik islemlerdeki rollerinden dolay1 giin
gectikce daha fazla dne gikmaktadir. Orneklerde genelde eser miktarlarda, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunmalar1 ve aym1 zamanda izolasyonu zorlastiran farkl
molekiillerin de 6rnek igerisinde mevcut olmasi nedeniyle bu molekiillerin spesifik olarak
izolasyonu analizler ve yeni teknolojiler i¢in kritik 6nem tasimaktadir [3, 4]. Diol grubu
iceren cesitli molekiillerin izolasyonunda kullanilan birgok farkli teknik olmasina ragmen
borat afinite kromatografisi yeni ve onde gelen tekniklerden biridir. Yontemin temel
prensibi alkali kosullarda borik asitin hidroksil gruplari ile biyomolekiillerin diol gruplari
arasinda geri doniligiimlii ester kompleksinin olugmasidir. Borik asitlerin spesifik
seciciligini destekleyen bu oOzellik ile pH degistirildiginde kompleks ayrilir. Bu
esterlesmeye dayanarak diol tasiyan molekiillerin uygun materyaller iizerine

adsorpsiyonu saglanabilir [3-7].



Tez kapsaminda biyomolekiil olarak kullanilan riboniikleik asit (RNA) diger bir¢ok
fonksiyonu yani sira genetik materyal transformasyonunda rol oynamaktadir. RNA nin
tanimlanmamis fonksiyon ve 6zelliklerini anlamak i¢in biyokimyasal ve yapisal analizler
umut vericidir ve bu tiir bir karakterizasyon i¢cin RNA saf halde elde edilmelidir.
Geleneksel yontemlerin zaman alicilifi ve bir¢ok zaman RNA’nin denatiirasyonuna
sebep vermesinden dolay1 izolasyon igin borat afinite kromatografisi, diger yontemlere

gore avantaj saglayan etkin bir tekniktir [6].

Bu calisma kapsaminda incelenen diger bir biyomolekiil B-nikotinamid adenin
dintikleotid (B-NAD) ise 6rnek bir niikleotit olarak seg¢ilmistir. B-NAD, 6zellikle hidrojen
atomlar ile elektronlarin taginmasinda rol alan, canli organizmalarda bulunan elektron
tagtyicilarinin en Onemlilerinden biridir. Bir¢ok reaksiyonda gorev alan ve yiizlerce
enzimin kofaktori olan B-NAD, 6zellikle enzim biyosensorleri ve biyoyakit hiicrelerinin

gelistirilmesinde 6nem tagimaktadir [8].

Bu calismada borat afinite kromatografisinde sorbent olarak kullanilmak {iizere
makrogozenek ve mezogozenek dagilimina sahip, mikron boyutlu silika mikrokiireler
(S102) 1le manyetik silika mikrokiireler (MagSiO2) ¢ok basamakli hidroliz kondenzesyon
yontemi ile sentezlenmistir. Bu mikrokiirelere aminofenil borik asit (APBA) baglanmasi
ile elde edilen mikrokiireler (SiO,APBA ve MagSiO,APBA) ile RNA ve o6rnek bir
niikleotit olarak se¢ilen B-NAD iizerinde ayirma performanslari uygun kesikli ve siirekli

sistemlerde belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kromatografi

Gergek diinyada kullanilan bircok 6rnek ¢esitli kimyasal maddelerden olusmaktadr. ilag,
kan, kozmetik ve gida iriinleri gibi birgok Ornek aslinda kompleks kimyasal
karigimlardir. Bu tiir 6rneklerin analizlerine; kandaki ilag seviyelerinin olg¢iilmesi,
gidadaki pestisit seviyelerinin belirlenmesi ve benzinin bilesenlerinin tanimlanmasi gibi
bircok Ornek gosterilebilir. Kromatografi analiz izolasyon ve saflastirma islemlerinin
yapildig1 kimyasal laboratuvarlarin yanisira hem kii¢iik hem de biiyiik 6lgekli iiretim
yapan kimya endiistrisinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Olgek olarak bir analiz
boyunca ¢ok kisa siirelerde 1 nanogramdan bile daha kii¢lik iriinler ayristirilabilirken
diger taraftan yiizlerce kilogram biiyiikliiglinde de iiriin ayristirilabilmekte ve cesitli
iriinlere islenebilmektedir. Kromatografi, karmasik bir karisimda bulunan her bir bileseni
ayirabilen bir tekniktir. Bu ayirmalar dispersiyon, hidrojen bag1 ve dipol-dipol kuvvetleri
gibi temel molekiiller arasi etkilesimler tarafindan yiiriitilmektedir. Bu basamakta ayrilan
bilesenler tanimlanabilirken ayrica miktar olarak da Olgiilebilir. Kromatografinin her
bileseninin ¢esitliligi ve bu islemin kolaylig ile bilesenleri ayirma, miktar belirleme ve
tanimlama kabiliyetinden dolay: farkli teknikleri ayirma calismalarinda yaygin olarak

kullanilmakta ve en 6nemli analiz yontemlerinden biri olmaktadir [1, 9].

Kromatografi bir karigimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
tizere birbirleriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi yontemidir. Sabit faz bir
kolona yerlestirilmis parcaciklardan olusur ve kromatografi hareketli fazin sabit faz
tizerinden gegerken maddelerin degisik hizlarla siiriikklenmeleri ya da hareket etmeleri
esasia dayanir. Bu hareket farkliliginin sebebi molekiillerin tutunma, dagilma, afinite
ozellikleri ya da molekiil agirligr farkliliklart olabilir. Ayirma prensibine gore bazi
kromatografi tiirleri Cizelge 2.1°de verilmistir. Kromatografi teknigi sabit faz, hareketli

faz ve ayrilmis molekiillerin toplami olarak incelenebilir. Hareketli faz her zaman siv1 ya



da gaz iken; sabit faz her zaman kati ya da kat1 bir dolgu maddesi iizerine adsorbe edilmis

bir tabaka halindedir [10].

Cizelge 2.1. Cesitli Kromatografi Tiirlerinin Ayirma Prensipleri [11, 12].

KROMATOGRAFI AYIRMA PRENSIBI
Iyon (Anyon/Katyon) Degistirme Kromatografisi Yiik
Hidrofobik/Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi Hidrofobisite

Ters Faz Kromatografi Hidrofobisite

Jel Filtrasyon/Boyut Ayirma Kromatografisi Molekiil Boyutu
Afinite Kromatografisi Molekiiler Taninma
Dagilim Kromatografisi Dagilma Katsayisi

Kromatografi, biyolojik molekiillerin ve biyofarmasoétiklerin saflagtirilmasinda diger
yontemlere avantajlariyla Gistlinliik saglayan, yiiksek ¢oziiniirliikte bir tekniktir. Benzer
ozelliklere sahip kompleks karisimlardaki molekiiller arasinda bile yiiksek ayirma verimi
saglayabilir. Ekstraksiyon ve membran filtrasyon tekniklerinden farkli olarak bircok
farkli plaka kullanilabilmesinin avantajim1 tasir. Ayrica c¢ok seyreltik ¢ozeltilerde,
biyomolekiiller ¢ok diisiik konsantrasyonlarda iken bile biyomolekiillerin secilip
yakalanmasini saglayan yliksek kapasiteli reginelerle doldurulabilir. Ayrica sabit fazlar
olduklar1 yerde kolayca temizlenip rejenere edilebilir. Bunun yaninda deneyimle
gelistirilmis olan bir¢ok ekipman ve adsorban sayesinde kromatografik metotlar yaygin

olarak kullanilmaktadir [10].

Analitler ve sabit faz arasindaki non-kovalent etkilesimler kromatografinin ¢esidine gore
iyonik ya da non-iyonik olabilir. Sabit fazla zayif bag yapan bilesenler gii¢lii bag
yapanlara gore daha hizli bir sekilde kolondan gegerler. Ayrilacak karisim hareketli fazla
beraber kolona yiiklenir. Bilesenlerin yikanarak ayrilmasi (eliisyon) ya kolondaki
bilesiklerin alikonma stiresine gore hareketli faz sabit tutularak ya da sabit faza tutunmus
bilesenlerin ayrilmasini kolaylastirmak i¢in hareketli faz siirekli degistirilerek yapilabilir.

Kolondan ¢ikan eliient ise belli bir hacimde toplanarak siirekli analiz edilir [10].
4



Kromatografi giinlimiizde polar — apolar, elektriksel yiiklii — yiiksiiz, kiigiik — biiyiik
makromolekiiller gibi genis bir bilesen kitlesine uygulanabildiginden dolay1 diger ayirma

tekniklerine nazaran daha yaygin olarak kullanilmaktadir [10-12].

2.1.1. iyon Degistirme Kromatografisi (IEX)

Iyon degistirme kromatografisi kolayligi, genis kitlelere uygulanabilirligi,
Olceklendirmenin miimkiin olmasi1 ve diger kromatografik metotlara gére ucuz olmasiyla
en yaygin kullanilan kromatografik yontemlerdendir. Bu yontemin temeli belli pH ve
iyonik kuvvet altinda iyon degistirme ligandlar1 ve protein yiizeyindeki yiik arasindaki

elektrostatik etkilesimlere dayanir [10].

Iyon degistirme kromatografisi genelde bes ana fazdan olusmaktadir. Baslangic asamasi
iyon degistirme kolonunun baslangi¢ tamponu ile pH ve iyonik kuvvet yoniinden istenen
kosullara getirilmektedir. Bu asamada iyon degistiricinin yiiklii gruplar1 kolayca
degistirebilecek kloriir veya sodyum gibi basit iyonlar1 baglamaktadir. Ikinci asama
Ornegin sisteme verilmesi ve ayrilacak iyonlarin kolona tersinir olarak baglanmasi ile
devam eder. Kolona baglanmayan kirlilikler, kolonun baslangi¢c tamponu ile yikanmasi
ile kolondan uzaklastirilir. Ugiincii ve dérdiincii fazlar tampon kosullar1 degistirilerek
bagli molekiillerin desorpsiyonunu saglayan eliisyon fazidir. Eliisyon en kolay haliyle
iyonik kuvvet degistirilmesiyle saglanabilir, bu durumun alternatifi ise pH degisimidir.
Eliisyon pH ya da iyonik kuvvetin siirekli degistirildigi asamali eliisyon seklinde de
yapilabilir. Bu durumda kolona zayif bagli molekiiller kolondan ilk ayrilan molekiiller
olacaktir. Besinci faz ise rejenerasyon fazidir ve baslangi¢ tamponuyla yikanan kolonun

baslangi¢ kosullarina geri donmesi saglanir [13].

2.1.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)

Hidrofobik etkilesimler biyolojik sistemlerde son derece dnemlidir. Ayrica son derece

secici bu etkilesimler antikor antijen reaksiyonlari, enzim katalizi gibi bir ¢ok biyolojik
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proseslerde rol oynamaktadir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi biyomolekiil
tizerindeki apolar gruplarla jel matrise bagh ligandlar arasindaki etkilesime
dayanmaktadir. Protein molekiillerinin tamamen hidrofobik adsorbanlarla etkilesime
girebilme 6zelligi ve bu o6zelligin ¢ozeltinin tuz konsantrasyonuna bagli olmasi bu
yontemin prensibini olusturur. Iyon degistirme kromatografisinden sonra yaygin
kullanilan bir teknik olmasina ragmen prensipleri tamamen farklidir. Biyomolekiillerin;
proteinlerin hidrofobik kisimlarinin ligandlara adsorpsiyonu yiiksek tuz konsantrasyonu
ile saglanirken, tuz konsantrasyonunun diisiiriilmesi bagli molekiillerin eliisyonunu
gerceklestirecektir. Protein ve ligand arasindaki etkilesimler yumusak oldugu icin bu
kromatografi tiiriinde proteinlerin biyolojik aktivitelerini kaybetmeden, dogal yapilarini
koruyarak saflastirilmas1 miimkiindiir. HIC antikorlar, rekombinant protein ve DNA gibi
biyomolekiillerin saflastirilmasinda kullanilmakta olup kullanilan tuz ¢esidi ve
konsantrasyonundan bagka ligand miktar1 ve tipi, ana matris tipi, pH, sicaklik gibi
parametrelerin de kullanilacak biyomolekiile gére ayarlanmasi gerekmektedir [10, 14,

15].

2.1.3. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi hedef bir molekiiliin kolondaki ligand molekiil tarafindan taninip
tutulmasin1 temel alan, biyolojik molekiillerin ayrilmasi ve analizinde yaygin olarak
kullanilan bir sivi kromatografi yontemidir. Kullanilmaya basladiktan kisa siire sonra
biyomolekiillerin sicaklik, pH, iyonik kuvvet, tuz gibi parametrelerle c¢oktiiriilerek
ayrilmasini kullanan geleneksel saflastirma tekniklerinin yerine ge¢mistir. Saflagtirilmak
istenen molekiillerin genelde dogal ya da yapay bir molekiile baglanan 6zgiin bir tanima
grubu oldugundan dolay: protein, enzim, karbonhidrat, vitamin gibi pek ¢ok molekiiliin
ayrilmasinda, antijen ve antikor saflastirilmasinda kullanilabilmekte; biyokimya,
eczacilik, biyoteknoloji ve ¢cevre miithendisligi gibi bilimler i¢in genis bir uygulama alani

olusturmaktadir [2, 11].



Biyomolekiillerin ayrilmasi, enzim ve substrat gibi, iki molekiil arasinda meydana gelen
yiiksek segicilikteki biyolojik etkilesimlere dayanir. Bu etkilesimler geri doniistimliidiir
ve ayirma, hedef molekiil mobil faz igerisindeyken afinite ligandi1 ad1 verilen etkilesen
molekiillerden birinin durgun fazi olusturan kati bir ortama yerlestirilmesiyle olur. Afinite
kromatografisinde saflastirma icin ¢ok ¢esitli molekiiller kullanilir ve en yaygin
kullanilan etkilesimler Cizelge 2.2’de Ozetlenmistir. Afinite kromatografisi bu
etkilesimlere gore biyoafinite, immunoafinite, lektin afinitesi, borat afinitesi, metal iyonu
afinitesi gibi ¢esitli alt dallara ayrilmaktadir. Tiim teknikler istenen molekiiliin karisimdan

ayrilmasini saglayabilecek yliksek ¢oziiniirliige sahiptir [11, 12].

Cizelge 2.2. Afinite kromatografisinde siklikla kullanilan biyolojik etkilesimler [11, 12]

Ligand Cesitleri Hedef Molekiiller
Enzim Substrat benzerleri, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre ve ylizey reseptorleri
Hormon, vitamin Reseptor, tasiyic protein

Tamamlayici baz dizisi, histonlar, niikleik asit baglayict
Niikleik asit

proteinler
Metal iyonlar1 Polihistidin etiketli proteinler
Boratlar Katekoller, glikoproteinler, polisakkaritler, diol gruplari
Sentetik boyalar Dehidrogenezlar, kinazlar

Afinite kromatografisinde bir destek materyali (matris), bir baglayici ve bir ligand g6z
oniine alinmalidir. Afinite kromatografisinde genellikle agaroz, polimetakrilat,
poliakrilamid, seliiloz ve silika gibi gozenekli destek malzemeleri kullanilabilmektedir,
bu materyaller farkli partikiil ve gdzenek boyutlari ile ticari olarak da temin edilebilir
sekildedir. Ayrica gbdzeneksiz destekler, membranlar, monolitik destekler gibi baska

tiirlerde destek materyalleri de gelistirilmektedir [2].



Hedef molekiiliin baglanma bdlgelerinin bazen derin bir sekilde yerlesmis olmast ve
sterik engelden dolay1 erisim zor olmaktadir. Verimli baglanmay1 kolaylastirarak daha
etkili bir baglanma ortami olusturmak icin genellikle matris ve ligand arasina bir uzanti
kolu eklenir (Sekil 2.1). Bu uzant1 kolu ¢ok uzun ya da ¢ok kisa oldugunda baglanmada
sikintilara ya da spesifik olmayan baglanmalara neden olabilir, bu ylizden uzant1 kolu

uzunlugu son derece onemlidir [2].

I

> Ligand ’ Biyomolekiil

N Ligand ve Uzanti Kolu

Sekil 2.1. Ligand ve biyomolekiil arasindaki etkilesimin sematik gosterimi. (A) Direkt
olarak matrise baglanmis ligand, (B) Matrise uzanti kolu (spacer arm) yardimiyla

baglanmis ligand. Uzant1 kolu kullanilmasiyla daha etkili baglanma goriilmektedir [2].

Bir polimer iizerine immobilize olmus bir ligand (bu immobilizasyon i¢in genelde
kovalent etkilesimler kullanilir) bir kolona dolduruldugu takdirde liganda afinitesi olan
yapilar1 ve diger maddeleri ayirmak miimkiindiir. Biyolojik olarak aktif olan maddeler
uygun ortamda, sivi olarak, siv1 fazda ¢6ziinmeyen kolondan gegirildiginde, bu aktif
maddeler kolonda tutulurken; liganda afinitesi olmayan maddeler kolondan gegerek
uzaklastirilacaktir. Sonrasinda pH, ¢oziicii, sicaklik benzeri ortam kosullar1 degistirilerek
kolonda tutulan bilesikler liganddan kolaylikla ayristirilabilir. Sonug olarak, molekiiler

taninma ile afinite kromatografisini birlikte kullanarak aktif bir analiti izole ederek



saflastirmak miimkiindiir. Sekil 2.2°de afinite kromatografisinin agsamalar1 anlatilmistir

[11].
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Sekil 2.2. Afinite kromatografisinin asamalari. (1) Afinite ortam1 tampon ¢ozelti ile
sartlanir, dengeye getirilir. (2) Hedef molekiiliin liganda baglanmasini saglayan kosullar
altinda 6rnek kolona verilir. (3) Hedef molekiiller spesifik ve geri doniisiimlii olarak
liganda baglanirken diger molekiiller kolondan yikanmis olur. (4) Hedef molekiilleri geri
kazanmak i¢in ortam kosullar1 degistirilir. Yikama spesifik olarak bir karsi ligand
kullanilarak ya da spesifik olmayan sekilde pH, iyonik kuvvet ya da polorite degistirilerek
yapilir. Hedef molekiil saflastirmis ve elde edilmis olur [13].

Afinite kromatografisi kullanimi kolay ve yiiksek secicilige sahip bir tekniktir.
Ayirmadaki en 6nemli faktor ligandin afiniteye uygun bir sekilde segilmesidir ve iyi bir
kolon matrisinin de inert, kararli, rigid yapida, biiyiik gozenekli ve hidrofilik olmasi
istenmektedir. Akis hizina, basinca ve ayrilmak istenen molekiile gore agaroz, dekstran,

seliiloz, silika veya sentetik polimer esasli destek materyalleri kullanilabilir [16].



2.1.3.1. Borat Afinite Kromatografisi

Borat afinite kromatografisi ilk olarak 1970 yilinda Weith ve arkadaslar1 [17] tarafindan
niikleik asit bilesenlerinin ve karbonhidratlarin separasyonu ig¢in kullanilmigtir. O
zamandan bu yana boratin segiciligi ¢ok cesitli caligmalarda cis-diol iceren bilesiklerin
ayrilmasinda kullanilmaya devam etmektedir [7]. Borat afinite kromatografisi cis-diol
grubu tagiyan biyomolekiillerin taninmasi ve ayrilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Borat
afinite sistemleri yiiksek seciciligi nedeniyle glikoproteinlerin, enzimlerin, niikleositlerin
ve karbonhidratlarin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Cis-diol tasiyan bu
bilesiklerin taninmasi, ayrilmas1 ve saflastirllmasi biyoteknolojik amaclarla

kullanildiklar1 i¢in biiylik 6nem tasir [5].

Borat afinite kromatografisinin en basit anlatimi; diol ve borik asit molekiillerinin her
yone hareket ettigi bir ¢ozelti igerisinde, iki molekiiliin dogru kimya ile birbirine
reaksiyon gostererek baglanmalaridir. Tabi ki bu durum i¢in bir¢ok faktdr devreye
girmektedir. Ornegin konsantre ve molekiillerin hareket ettigi bir soliisyonda reaksiyon
ihtimali daha fazladir. Ayn1 zamanda diol grubunun baglanabilmesi i¢in borik asitin pKa
degeri diisiik olmalidir. Borik ester etrafinda ¢ok fazla veya daha asidik borik asit gruplari
ya da tam tersi ¢ok fazla veya daha iyi yapiya sahip dioller bulunuyorsa molekiiller

kendilerine en uygun sekilde eslesebilirler [18].

Ortam pH’min borik asitin pKa degerinden biiylik oldugu durumda borik asidin hidroksil
gruplart ile biyomolekiillerin cis-diol gruplar1 arasinda halkali ester olusur ve bu
esterlesme yontemin temel prensibini teskil eder. Kompleks olusumu ortamin asitlik ya
da bazligina gore degisir ve bu reaksiyon tersinirdir. Borat ve cis-diol etkilesimi i¢in diol
grubunun iki hidroksil grubu birbirine komsu karbon atomlari iizerinde ve ayn1 diizlemde
olmalidir. Bu grup 1,2-cis-dioldiir ve 1,3-cis-diollerle de etkilesim olmasina ragmen en
giiclii ester baglarin1 bu grup olusturur. Borat; normalde {iggen, iic koseli (trigonal)
sekilde iken sulu ¢ozeltilerde, bazik kosullarda hidroksillenerek dort yiizlii (tetrahedral)

borat anyonuna dontisiir ve bu sekliyle cis-dioller ile ester olusturabilir (Sekil 2.3). Ortaya
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¢ikan bu halkali diester asidik kosullarda hidrolize olur ve reaksiyonu tersine gevirir.
Borik asidin pH’a bagli bu 6zelligi molekiiler tan1 i¢cin miikemmel bir avantaj saglar ve
borat afinite kromatografisini cis-diol iceren bilesiklerin spesifik olarak yakalanip
ayrilmasinda ideal bir teknik yapar. Bu teknikte ayrica hidroksil gruplar1 arasindaki
hidrojen baglari, aromatik borat ligandinda bulunan fenil halkasindaki hidrofobik
etkilesimler ve aktif tetrahedral borat iizerindeki negatif ytiklerin iyonik etkilesimleri gibi
ikincil etkilesimler de ortaya ¢ikar. Hidrofobik etkilesimler genellikle fenil gruplarindan
ya da neredeyse tiim borat ligandlarmin igerdigi aromatik borat halkalarindan
kaynaklanmaktadir. Iyonik etkilesimler tetrahedral boratin negatif yiikiinden kaynaklanir
ve itici ya da ¢ekici olabilir. Borik asit iki (aktif tetrahedral formda ii¢) adet hidroksil
bulundurdugundan hidrojen baglar1 i¢in uygun bodlgeler bulundurur. Bu etkilesimler

analitlerin spesifik olmayan adsorpsiyonlarina neden olabilir [7, 19, 20].

oH OH

/ /

B\ + H,0 # B‘\—OH

OH OH

OH HO 0
O — O

—OH + = B + H,0

\ N

OH HO o

Sekil 2.3. Sulu ¢ozelti igerisinde, fenilborik asit ve cis-diol gruplar1 arasindaki esterlesme

mekanizmasi [7].
Borat afinite kromatografisinin uygulandig1 biyomolekiiller; karbonhidratlar, niikleosit,

niikleotid ve niikleik asitler, glikoprotein ve enzimler, bunlarin disarisinda kalan diger

kiigiik molekiiller olmak iizere dort ana grupta incelenebilir [7].
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Cis-diol igeren karbonhidratlar, borat afinite jellerine baglanabilir ve baglanma kuvveti,
molekiil igerisinde bulunan cis-diollerin sayisi ile orantilidir. 1960'l1 yillarda Bourne ve
arkadaslar1 [21], kagit kromatografisinde ¢oziiciilere fenilborik asit ekleyerek, cis-diol
veya cis-triollere sahip olan sekerlerin hareketliligini artirabildigini bulmuslardir. Bu
durum olusan borat esterlerine dayandirilmistir. Borat afinite kromatografisinde,
monosakaritlerin ve oligosakaritlerin ayrilmasinda borat kismina gii¢lii sekilde baglanan
cis-1,2-diol bagi igeren bilesiklerden de yardim alinmaktadir. Giiclii baglanmalarindan
dolayi, sorbitol veya mannitol gibi karbonhidratlar siklikla ¢esitli analitlerin eliisyonunda
yarismali dioller olarak kullanilmaktadir. Glikosidik baglar1 cis-diol sayilarini
azalttigindan polisakkaritler monosakkarit bilesenlerinden daha kisitlidir. Pek ¢ok yaygin
polisakkaritin (nisasta, agaroz, metilseliiloz gibi) borat ile etkilesime girmemesinin

nedeni bu olabilir [7, 22].

Riboz molekiiliiniin 2 ', 3' pozisyonunda borat ile giiglii etkilesimlere neden olan 1,2- cis-
diol gruplar1 bulunmaktadir, bu nedenle, borat afinite kromatografisi, riboniikleozidlerin,
riboniikleotitlerin  ve  RNA'min ayrilmasinda basartyla kullanilmistir.  Ayrica
deoksiriboniikleik asitte (DNA) 3'-hidroksil grubu bulunmadigindan borat gruplar ile
esterlesemez, bu yiizden borat afinite kromatografisi ile RNA, DNA'dan kolaylikla
ayrilabilir. Oligoniikleotitler ve biiylik RNA molekiilleri sadece 3'-terminalinde cis-diol
icerdigi i¢in borat jellere baglanmalar1 zayiftir. Zincir uzunlugu arttik¢a baglanma kuvveti
diiser. NAD(H), NADP(H) ve FAD gibi dintikleotit kofaktorleri birden fazla erisilebilir
cis-diol icerdiginden, borat gruplarina mononiikleitlerden veya oligoniikleotitlerden daha

giiclii baglanirlar [7].

Borat afinite kromatografisinin en onemli kullanim alanlarindan biri diyabetin
yonetilmesinde Onemli bir gosterge olan glikozile hemoglobinin glikozile olmayan
hemoglobinden ayrilmasidir. Normalde borat ile etkilesime girmeyen proteinlerin
izolasyonunda ligand aracili kromatografi kullanilabilir. Bu islemde borat kolonu 6nce
cis-diol igeren bir afinite ligand1 ile doyurulur. Kolona beslenen ¢ozeltideki diger tim

proteinler kolondan yikanirken hedef protein ligand ile etkilesime girerek kolonda tutulur
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ya da geciktirilir. Kolonun tampon ya da yarigmali cis-dioller ile yikanmasi sonucu

baglanmis hedef protein desorbe edilir [7, 23].

Birbirine bagli ¢esitli monosakaritlerin olusturdugu glikanlar, bir¢ok proteinde
dolayisiyla glikoproteinlerde bulunur. Kompleks karisimlardan glikoproteinlerin geri
dontigiimlii olarak ayristirilmast icin bu bilesiklerin teshis, analiz veya saflagtiriimasini
kolaylastiracak borik asit gruplarini igceren ¢esitli malzemeler kullanilmaktadir. Ayrica
borik asitle islevsellestirilmis yiizeyler iizerinde immobilize edilmis glikoproteinler,
yiizeye bagli antikorlarin kullanim1 yoluyla antijenlerin saptanmasi gibi, bu
glikoproteinlerin 6zelliklerine dayanan baska uygulamalar1 da miimkiin kilar. Bunun
yaninda glikanlar hiicre yiizeylerinde de bulundugundan, yiizeylerinde belirli glikanlar
gosteren kanser hiicrelerinin tespiti veya yakalanmasi i¢in borik asit iceren malzemeler

gelistirilmektedir [18].

Borat afinite kromatografisi ile izole edilebilen diisiik molekiil agirlikli molekiillerin
basinda katekolaminleri (dopamine, epinefrin, norepinefrin gibi) igeren katekoller gelir
[7]. Fonksiyonel gruplarin molekiiller arasi etkilesimlerinin anlasilmasiyla molekiiler
bazda taniya olanak saglayan secici reseptorler gelistirilmektedir. Borik asitler bu
fonksiyonel gruplarin en 6nemlilerindendir ve karbonhidrat, glikoprotein, niikleosit gibi
bilesiklerin cis-diol gruplart ile olusturdugu borat esteri ile bir¢ok biyosensor
uygulamasinda kullanilabilir. Son zamanlarda spesifik sekerler icin segici olmasi
amaciyla borik asit bazli sensorlerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Siklikla kan
sekerinin ve insiilin diizeyinin diizenli izlenmesini gerektiren tip-1 diyabetin teshisi,
takibi ve hatta tedavisi basta olmak iizere bircok biyomedikal uygulamada sicakliga ve
sakkaritlere duyarli hidrojel, sensor ve nanomalzemeleri igeren makromolekiiller

kullanilmaktadir [4, 7, 24, 25].

Borik asitler aym1 zamanda hiicre yiizeyindeki glikoproteinlerin diolleri ile
etkilesimlerinden dolay: hiicrelerle giiclii sekilde etkilesebilecek ilag tagiyici sistemlerin

gelistirilmesinde de kullanilabilirler. Tlac tasiyict sistemler alaninda 6zellikle hedeflenen
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molekiillere duyarli; 6zellikle kan sekerleri ya da katekoller gibi belli biyoanalitlerin
varliginda ilact birakabilen materyallerin gelistirilebilmesi iizerine yogunlagilmaktadir.
Borik asitlerin dioller ile olusturduklar1 denge komplekslerinin sicaklik, pH, iyonik
kuvvet ve yarigmali diol icerigi gibi parametrelere bagli olmasi bu konuda avantaj
saglamaktadir. Yukarida belirtilen sensorlerin  yan1 sira artan kan sekeri
konsantrasyonuna yanit olarak insiilini serbest birakan materyallerin tasarlanmasinda
borik asitler seker baglama parcalari olarak kullanilabilir. Kataoka ve arkadaslar1 instilini
borik asit gruplar1 igeren bir jel igerisine hapsederek glikoz ile karsilastiginda
birakilmasini saglayan bir sistem gelistirmis ve bu ilke tlizerine c¢esitli calismalar

yapilmistir [26, 27].

Borik asitler, ¢ok yaygin olmamakla birlikte gen terapisi alaninda vektoriin hedefleyici
bilesene baglanmasinda da kullanilmistir ve bu teknikteki en biiyiik sinirlayict faktor,
iletim vektoriiniin se¢imidir. Hem hiicresel diizeyde hem de bir biitiin olarak organizmada
olumsuz etkiler yaratmayacak giivenli ve etkili gen iletim vektdrleri olusturulmalidir.
Viral vektorler verimli olmalarina ragmen olusturulma ve hedeflemede zorluk, toksisite
gibi dezavantajlar1 vardir ve bu sinirlamalar1 agmak i¢in de viral olmayan vektorlerden
yararlanilmaktadir. Viral olmayan vektorlerde DNA ile polietilenimin (PEI) gibi
polimerler kullanilmaktadir. Buradaki sorun hedeflenmeden gonderilen vektorlerin
akcigerlerde birikmesidir ve bu sorun icin en iyi ¢oziim vektoriin tiimore 0zgli bir
belirtece hedeflenmesi olabilir. Moffat ve arkadaslar1 fenildiborik asit (PDBA) ve diol
iceren salisilhidroksamik asit (SHA) arasindaki afiniteden de yararlanarak tliimore
spesifik olarak verilebilecek yeni bir PEI/DNA vektorii gelistirilmesi ic¢in ¢aligmalar
yapmustir. Vektoriin hedefleyici peptide baglanmasinda ve biitlinliigiiniin korunmasinda
borat diol arasindaki gii¢lii afiniteden destek alinmis, olusturulan yeni materyal fareler
tizerinde timor ¢alismalarda kullanilmistir. Grup sonraki caligmalarini insan prostat
kanseri lizerinde devam ettirmistir. PDBA ve SHA kompleksinin pH gibi ¢esitli faktorlere
bagl olarak degisen sulu cozeltilerde kararli olmasi, onu biyolojik makromolekiil

caligmalarinda kullanilmaya uygun hale getirmektedir [28-31].
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Okutucu ve arkadaglar1 niikleosit izolasyonunda kullanmak {izere poly(2-
hidroxyetilmetakrilat) [poliHEMA)] nanopartikiilleri emiilsiyon polimerizasyonu ile
sentezlenmis ve fenil borik asit (PBA) ligandi ile fonksiyonel hale getirmistir. Bu
esboyutlu kiiresel partikiiller gézeneksiz ve yaklasik 200 nm ¢apindadir. Adsorpsiyon
caligmalar1 biyomolekiil miktari, pH, sicaklik ve iyonik kuvvet parametreleri
degistirilerek yapilmistir. Maksimum niikleosit adsorpsiyonu pH 6’da MES (2-
morfolinoetan siilfonik asit) tamponunda elde edilmistir. Maksimum niikleosit kapasitesi

0,1 nM niikleosit konsantrasyonu i¢in 35,6 mg/g nanopartikiil olarak bulunmustur [5].

Ozdemir ve arkadaslar katekollerin izolasyonu icin borik asit ile fonksiyonellestirilmis
poli(3-kloro-2-hidroksipropil metakrilat) polimerik mikrokiireleri yeni bir alternatif
sorbent olarak kullanmistir. Katekoller fenil halkalari igeren ve viicutta 6nemli fizyolojik
rolleri olan biyolojik amin gruplaridir, dopamin (DA), epinefrin (E) ve norepinefrin (NE)
bu gruba dahildir. Katekoller, belli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde biyomarker olarak
kullanilirlar ve bu yanlariyla izolasyonlar1 bir¢ok arastirmaya temel olusturur. Bu
calismada Poli(HPMA-CI1) mikrokiireler siispansiyon polimerizasyonu ile sentezlenmis,
ve amid baglar ile kovalent olarak APBA baglanmistir. APBA ile fonksiyonellestirilmis
bu kiirelerin ortalama boyutu 205 + 35 um olarak hesaplanmistir. pH 8,5°ta
katekolaminlerin baglanma kapasitelerinin baglangic katekolamin igerigiyle dogru
orantili olarak arttig1 gézlemlenmis ve maximum baglanma kapasiteleri gram adsorbent
basina dopamin i¢in 61 mg, epinefrin icin 7 mg ve norepinefrin i¢in 8§ mg olarak
bulunmustur. Salim calismalarinda adsorbe edilen katekolaminlerin asidik soliisyonda

(pH 5) kolaylikla %90°a varan oranlarda birakildig1 gozlenmistir [24].

Gao ve arkadaslar cis-diol igeren bilesiklerin izolasyonunda kullanilan teknikler arasinda
lektin ve antikor kullanilanlarin hazirlamasi zor olmasinin yanisira kararsiz oldugunu,
hidrofilik etkilesim kromatografisinde ise segiciligin diisiik oldugunu belirtmisler ve bu
tekniklerle karsilastirilarak borat afinite kromatografisinin diisiik maliyetli, pH degisimi
ile kolayca ayarlanabilen segiciligi yiiksek bir yontem olarak tanitmiglardir.

Calismalarinda dendrimer ile modifiye edilen bir borat afinite materyali kullanmislardir.
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Ana yap1 olarak kullanilan kiiresel silika partikiiller ticari olarak elde edilmis; PAMAM
ve FPBA (4-formilfenil borik asit) ile fonksiyonellestilen materyal yardimiyla katekol,
dopamin ve adrenalin izolasyonu incelenmistir. Dendrimer kullanilmasi ile amin
gruplarinin artirilmasi ve dolayisiyla borat gruplar ile fazla sayida baglanma noktalari
elde edilmesi amaglanmistir. Fonksiyonel gruplarin yogunlugu, yiiksek ¢oziiniirliikleri ile
dendrimerlerin adsorban olarak kullanisl oldugu belirtilmistir. 3 bilesigin 0—1500 mg/mL
araliginda farkli konsantrasyonlari incelenmis, adsorpsiyon kapasitelerinin platoya
ulasincaya kadar arttig1 ve plato noktasinda maksimum adsorpsiyon kapasiteleri birim
partikiil basina katekol i¢in 74,52 mg/g, dopamin i¢in 118,15 mg/g ve adrenalin i¢in
141,06 mg/g olarak bulunmustur. Sonug olarak hazirlanan adsorbanin yiiksek segigilik ve

baglanma kapasitesi gosterdigi belirtilmistir [32].

Ma ve arkadaslar1 birgok alanda kullanilan membran separasyonunu borat afinite
kromatografisine uygulamak istemig ve bunun ic¢in 4-formilfenilborik asit ile
fonksiyonellestirilmis polietilenamin (PEI) ekli seliiloz membranlar kullanmislardir. Cis
diol iceren biyomolekiil olarak katekol, salbiitamol siilfat, dopamin ve adenozin
kullanilmis ve maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 56,26 mg/g, 34,75 mg/g,
72,45 mg/g ve 32,07 mg/g olarak bulunmustur. Adsorpsiyon tamponu olarak; hafif alkali
bir ortamin halkal1 ester yapisinin olusmasinda rol oynadig1 g6z dniinde bulundurularak
pH 8,0 fosfat tamponu kullanilmistir. Literatiir ile karsilastirildiginda yiliksek adsorpsiyon
kapasiteleri veren materyalin kiitle transfer hizinin yiiksek olmasindan dolay:
adsorpsiyonun 1 dk gibi kisa bir siirede dengeye ulasmasi ve tekrar kullanilabilirliginin
birgok denemeden sonra hala yiiksek degerler vermesi ile cis diol i¢eren biyomolekiillerin

izolasyonunda umut verici oldugu belirtilmistir [33].

Manyetik 6zellikli bircok malzeme de son zamanlarda borat afinite uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Dhadge ve arkadaslar1 spesifik olmayan baglar1 elemine etmek icin
demir oksit partikiilleri dekstran ile kaplamis, daha sonra da farkli yontemler kullanarak
APBA ile fonksiyonel hale getirmisti. APBA bagli bu partikiiller antikorlarin

ayrilmasinda kullanilmistir. Sentezlenen bu partikiillerin 173 mg antikor/g partikiil
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adsorpladig1 ve eliisyonda ise antikorlarin %95’inin geri kazanildig1 gézlemlenmistir.
Ticari olarak elde edilen baz1 manyetik partikiillerin deneysel olarak 109 mg/g partikiil
adsorpladigimi goz Oniine alarak ve diger c¢alismalarla karsilastirarak sentezlenen

partikiillerin antikor saflagtirilmasinda iyi bir potansiyeli oldugunu belirtmislerdir [34].

Du ve arkadaslar1 4-formilfenilborik asit (FPBA) ile fonksiyonellestirilmis manyetik
nanopartikiilleri sentezlemis ve diol igeren molekiiller {izerinde ekstraksiyon
kapasitelerini 6l¢miislerdir. Segiciligin 6l¢lilmesi i¢in hem diol iceren hem de icermeyen
molekiillerin karisimi sisteme verilmis ve analiz edilmistir. Spesifik adsorpsiyonun
gbzlenmesi ic¢in diol icermeyen molekiillerin konsantrasyonu diol igeren katekol ve
dopaminin 5 kati olarak karisim igerisine eklenmistir. Ekstraksiyon sonrasi eliilent HPLC
ile analiz edildiginde diol icermeyen molekiillerin tamamina yakinin sistemden
uzaklagtirildig1 goriilmiistiir. Maksimum ekstraksiyon kapasiteleri dopamin i¢in 12,35
mg/g ve katekol icin 7,27 mg/g olarak bulunmustur ve Onceki c¢alismalar ile
karsilastirildiginda cis diol igeren molekiillerin spesifik ayrilmasinda kullanilabilir bir
yontem oldugunu gozlemlemislerdir. Daha sonra biyolojik drnek {izerinde de ¢aligma da
yapan grup gercek Ornekler igerisindeki iz miktardaki cis diol igeren molekiillerin
teshisinde ve zenginlestirilmesinde de de potansiyel bir yontem oldugunu belirtmislerdir

[35].

Zhang ve arkadaglar glikoproteinler {izerinde baglanma kapasitelerini test etmek iizere
farkl1 oranlarda monomerlerin kombine edilmesiyle 3-akrilamidofenilborik asit
(AAPBA) ve kopolimer ile fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller
sentezlemistir. Model analitler olarak ovalbumin ve transferrin kullanilmistir. Farkli
monomerler ile pH 9,0’da yapilan deneylerde baglanma kapasiteleri sirasiyla 150-350
mg/g ve 80-230 mg/g arasinda; fizyolojik pH 7,4’te ise 110-320 mg/g ve 45-200 mg/g
olarak bulunmustur. Sentezlenen malzemenin pH 9,0’da ve hatta 7,4’te bile
glikoproteinlere kars1 yiiksek secicilik gosterdigi gézlemlenmis ayrica manyetik olan
nanopartikiillerin manyetik alan uygulanmasiyla tekrar kullanimi ya da geridoniistimiiniin

miimkiin olabilecegi belirtilmistir [36].
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2.2. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon en basit tabiriyle bir ya da daha fazla bilesigin bir fazdan digerine hareket
etmesidir. Entropinin separasyon ile degil karigimlar ile arttigini goz oniine alindiginda;

ekstraksiyon metotlar1 dengeye ulasimin saglanmasini baz alarak gelistirilmigtir [1].

2.2.1. Kati Faz Extraksiyonu (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyonu; analitlerin izolasyonu i¢in kullanilan, gaz veya sivi ortamdan kati
faz sorbenti ilizerine aktarilip tutunmasi saglayan bir yontemdir. SPE’de 6rnek ¢ozelti
ekstraksiyon cihazindan gegerken, bilesenleri secici ve geri dontistimlii olarak yakalamak
icin kat1 destek materyali iizerinde bulunan bir kat1 ya da siv1 faz kullanilir. Sorbentin
numuneden ayrilmasindan sonra analitler desorpsiyon yoluyla geri kazanilir. SPE benzer
prensipleri sebebiyle kabaca bir kromatografik yontem olarak diisiiniilebilir ve
kromatografide kullanilan bir¢ok sabit faz bu yontemde kullanilabilir. Mikroakiskan
kanallarda, ozellikle afinite kromatografi sistemleri ile birlikte kullanilan bir tekniktir.
Segici sabit fazlar analitlerin ayrilmasinda iyonik veya hidrojen baglari, dipol
etkilesimleri ya da dispersiyon kaynakli gilicleri kullanabilir. SPE ekstraksiyonu se¢iciligi

arttirmasinin yani sira hizl ve verimlidir [1].

Kati1 faz mikro ekstraksiyonu (SPME); SPE’nin daha 6zel bir versiyonu olan bir tekniktir.
SPME ile kiictik bir fiber tizerine kaplanan sorbent fazi numune ile temas eder. Ekstrakte
edilen ¢oziilmiis madde birgok durumda dogrudan kromatografik bir sistem ile fiberden
ayristirilabilir. Bu teknik dogrudan analitik kromatografi ile birlestirilebilir, bu durumda
tim ¢Ozlilmiis maddenin kromatografik sisteme verilmesi ve sistemin solvent
gerektirmemesi saglanabilir. SPME’nin avantaji, ekstraksiyonun dogrudan analitik
kromatografi ile birlestirilmesidir. Boylece ¢oziicliniin tiimii kromatografik sisteme

eklenir ve sistemin solventsiz olmasi saglanabilir [1].

18



SPE giiniimiizde Orneklerde kiiglik miktarlarda bulunan analitlerin biyolojik sivilar
icerisinde derigik hale getirilmesi ve saflagtirilmasi igin tercih edilen bir yontemdir.
SPE’nin spesifik baska bir ¢esidi olan manyetik kati1 faz ekstraksiyonu (MSPE) ise hedef
analitlerin derisik hale getirilmesi i¢in manyetik sorbentleri kullanan bir tekniktir. MSPE
geleneksel SPE’den farkli olarak sorbentlerin herhangi bir cihaz igerisine paketlenmis
halde olmasi gerekmedigi icin cesitli malzemelerin ayrilmasi i¢in genis bir alanda
uygulanmaktadir. Bu ylizden manyetik bir cekirdek iizerine polimer ya da silika
kaplanarak olusturulan sorbentler ilgi ¢ekici hale gelmistir. Ozellikle silika yiizeyler hem
kolayca aktif hale getirilebilmeleri hem de iizerlerinde bol miktarda bulunan Si-OH

gruplari ile ¢esitli fonksiyonel gruplari tutabilmeleri ile 6n plana ¢ikmistir [37].

2.2.1.1. Kesikli ve Siirekli Akis Sistemleri

Ekstraksiyonlar1 siniflandirirken islem modu kesikli ve siirekli olarak iki sekilde
izlenebilir. Kesikli ve siirekli modlar 6rnegin sisteme besleme seklini anlatir. Cogu
analitik islem kesikli mod kullanilarak gergeklestirilir ve genelde iki faz arasindaki
¢Oziinme orani yiiksek olmalidir. Kesikli sistemlerde dagilim orani, ¢oziiniirlik gibi
fiziksel kimyasal Ozellikler incelenirken dikkat gosterilmeli, birgok deger sicakligin
fonksiyonu olarak degistiginden ekstraksiyon ve Ornekleme ayni sicaklikta

gerceklesmelidir [1].

Oranlar kiigiik oldugunda, ayrica bircok tiretim Olgekli sistemlerde siirekli sistemler
kullanilir. Siirekli sistemler siirekli birbirinden gecen iki faz oldugu i¢in ayn1 zamanda
dinamiktir. Yiiksek verimli siirekli ekstraksiyonlar fazlarin viskozitesine, denge
oranlarina, dagilim oranlarina, ¢oziicii hacimlerine ve fazlar arasindaki yiizey/temas

alanina baghdir [1].

Orneklerin adsorpsiyonunda kosullar hedef molekiil ve ligand arasindaki etkilesimin
maksimum olmasi istenir. Baglanma verimi etkilesimin kuvveti ve kinetigi ile iliskilidir

bu da biyomolekiil miktarina, konsantrasyonuna ve ¢ozeltinin akis hizina baghdir.
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Baglanma siirekli ya da kesikli bigcimde olabilir. Kesikli sitemde sabit faz ve drnek siirekli
karistirildig1 icin hedef ve ligand arasinda maksimum temas saglanir. Ozellikle biiyiik
hacimlerde zaman kazandiran bu islem kullanilan sabit faz miktar1 i¢in optimizasyona
gerek duyar. Yiiksek miktardaki sabit faz eliisyon sirasinda tekrar adsorpsiyon nedeniyle
azalan hedef gerikazanimina neden olurken, spesifik olmayan baglanmalar1 da arttirabilir.
Bu gibi durumlarda sabit fazin bagl hedef ile doyurulmasi tavsiye edilir. Stirekli sistem
akis hizinin ayarlanmasina ve dolayisiyla hedef ligand etkilesiminin siiresini uzatmaya
izin verir. Yiiksek akis hizlar1 6zellikle hedef-ligand etkilesimi zayif oldugunda ya da
kolondaki kiitle transferi yavas oldugunda baglanma verimini diigiirir. Bunun yanisira
mikroakigkan siirekli sistemler kesikli sistemlere gore daha az reaktif kullanimi, hizl

tepki siiresi ve yiiksek verim gibi avantajlara sahiptir [1, 2, 38].

2.3. Mikrokiire Sentezi

2.3.1. Polimerik Mikropartikiillerin Sentezi

Mikropartikiiller 1-1000 pm arasinda boyutlara sahip yapilardir. Polimer mikro ve

nanopartikiillerin hazirlanmasinda 3 ana teknik kullanilmaktadir.

1. Emiilsiyon Polimerizasyonu
2. Dispersiyon polimerizasyonu

3. Siispansiyon polimerizasyonu

Genelde polimerizasyon terimleri karisiminin ana fazi, partikiil olusum mekanizmasi,
polimerizasyon kinetikleri ve son basamakta olusan polimer partikiillerin boyut ve sekli

ile ayristirilir [39, 40].

Tez kapsaminda polimerik mikrokiire sentezinde dispersiyon ve ¢ok basamakl
mikrosiispansiyon polimerizasyonu kullanilmis, dolayisiyla bu tekniklerin detaylar

agiklanmustir.
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2.3.1.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu, boyutu 500 — 5000 nm arasinda olan monodispers formda
polimerik partikiil sentezi i¢in kullanilir. Genel olarak monomerin organik bir dagitma
ortaminda ¢oziinmesiyle polimerizasyon gergeklesir. Reaksiyon ortaminda ¢dziinebilen,
uygun bir polimerik stabilizatéor varlifinda monomer polimerizasyonu olarak da
tanimlanabilir. Reaksiyon ortami olarak seg¢ilen solvent monomer ve stabilizor i¢in iyi bir
¢oziicli olmal1 fakat bu solvent olusan polimeri ¢6zmemelidir. Bilesenlerin (stabilizator,
baslatici) tiirleri ve derisimleri, dagitma ortaminin tiirii ve bilesimi, monomerin dagitma
ortamina hacimsel orani, polimerizasyon sicakligi ile karistirma hizi ve sekli gibi
faktorler partikiil boyu, boy dagilimi, molekiil agirligi ve monomer doniisiimii gibi birgok

ozelligi etkiler [41, 42].

Dispersiyon polimerizasyonu i¢in ana bilesenleri monomer (monomer, fonksiyonel
monomer, c¢apraz baglayici), polimerik formda stabilizatér, baslatici ve bir dagitma
ortamindan  (alkol, alkol/su karigimi) olusturur. Genel olarak dispersiyon
polimerizasyonu, monomer ve baslaticinin dagitma ortamiyla homojen karigimindan
polimer pargaciklarinin ¢okelmesiyle olusur. Parcaciklarin baslangicta homojen bu
ortamdan dogmasi faz ayrismasi ya da faz inversiyonu admi alir. ilk pargaciklarin
olusumu ¢ekirdeklenme basamagidir ve ortaya ¢ikan partikiiller biiyliyerek monodispers
hale gelir. Stabilizor baslaticiyla ayni yiikii tasimali ya da nétral olmalidir. Bagka tiirli
bir kombinasyonda birbirlerini ndtral forma doniistiirmelerin 6tiirii bloklagma olusturular

[42].

Baglatici dagitma ortamina eklendiginde baslatict radikalleri olusmaya baslar. Bu
radikaller monomer molekiilleri ile reaksiyona girer ve baslatici-monomer radikalleri
ortaya ¢ikar. Bu oligomerik radikaller monomer molekiillerinin eklenmesiyle uzar ve
uzadik¢a da polariteleri diiser. Dagitma ortamlar1 genelde polar ortamlardir. Ortamda
polaritesi azalarak biiyiiyen bu zincir belli bir kritik molekiil agirligina ulastig1 anda

ortamda c¢oziinmez hale gelir. Bu durumda bu zincirler kendi etraflarinda toplanarak
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homojen ortamda ¢okmeye baglarlar. Ortamdaki stabilizor birbirleriyle birlesmelerini
engeller. Oligomerik radikaller polimerik yapidaki stabilizor molekiillerinin {izerine
coker, oligomerik zincir ile stabilizor molekiillerinin birbiri igerisine gegmesinden bir
yumak meydana gelir. Biiyiiyen oligomerik zincirlerin faz separasyonu yoluyla dagitma
ortamindan ayrilip partikiil haline geldigi bu ana ¢ekirdeklenme ad1 verilir. Daha sonra
monomer diflizyonu ile polimerizasyon devam eder ve bir siire sonra ortamdaki biitiin

monomerler olusan zincirler tarafindan absorblanir.

Cekirdeklenme basamaginin hizli gergeklesmesi ve ani olmasi istenir. Belirli sayida
partikiil olustuktan sonra monomerlerin tamami doniisiinceye, polimerizasyon sonuna
kadar ortamdaki partikiil sayis1 degismez. Ortamda ¢oziinmiis monomerler ortamdaki
partikiillere esit bir sekilde dagilir ve monodispers polimerik partikiiller elde edilmis olur.
Lateks gortinimiinde s1vi ortamda dagilmig monodispers polimerik partikiilleri i¢eren bir

goriiniim elde edilir.
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Baglamasi Cokmeye Baslamasi

Sekil 2.4. Dispersiyon polimerizasyonunun sematik olarak gosterimi [42]. (A) Dagitma
ortaminda monomer, baslatic1 ve stabilizér ¢6ziinmiis haldedir. (B) Dagitma ortaminda
hala ¢oziiniir olan oligomerler olugmaktadir. (C) Cekirdeklenme basamagidir. Uzunluk
arttik¢a polimer zincirleri ¢oker ve stabilizor tarafindan stabil hale getirilen ¢ekirdekler
olusur. Gerekirse ¢apraz baglayici ajan eklenebilir. (D) Partikiiller ortamdaki monomer
ve oligomerleri tutarak biiyiir [42, 43].
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Dispersiyon polimerizasyonunda ama¢ dar boy dagilimina sahip partikiillerin
sentezlenmesidir. Bu durumu etkileyen en 6nemli parametrelerden biri dagitma ortaminin
Ozellikleridir. Ortaya c¢ikan partikiillerin boyutu dagitma ortamindaki monomer
¢Oziinlirligl ile ortamin polaritesi tarafindan etkilenmektedir ve sistemde monomer
¢cozlinlirliigliniin  yiikksek polimer ¢o6ziiniirliigiiniin ise diisiik olmasi istenmektedir.
Monomerin dagitma ortamina hacimsel orani arttik¢a ortalama partikiil boyutu artarken
oranin agir1 artis1 6nemli 6lgiide boy dagilimia sebep olmaktadir. Yiiksek karigtirma
hizlar1, olusabilecek kayma gerilimi nedeniyle, esboyut 6zelliginin bozulmasina neden

olacagindan genellikle diisiik karistima hizlari ile ¢aligmalar yapilmaktadir [41].

2.3.1.2. Cok Basamakh Mikrosiispansiyon Polimerizasyonu

Gilintimiizde kullanilmakta olan silispansiyon polimerizasyonu tekniginin temelleri
1970’11 yillarda Ugelstad ve arkadaslarinin polimer bazli partikiillerin az derecede
hidrofilik molekiilleri kendi hacimlerinin 100 kati kadar absorblayarak kararli
emiilsiyonlar olusturabilecegini bulmasi ile olusturulmustur. Polimerik malzemeler
sentez kolayligi, esboyutlu olarak sentezlenebilme ve kolayca tilirevlendirilebilme
islemlerinden dolayr son yillarda 6ne ¢ikmistir ve ¢ok basamakli mikrosiispansiyon
polimerizasyonu yontemi farkli fonksiyonel gruplu polimerik partikiillerin eldesine

olanak saglamaktadir [42, 44].
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Sekil 2.5. Gozenekli partikiillerin eldesi i¢in slispansiyon polimerizasyonunun sematik
gosterimi. ilk basamakta c¢ekirdek olusturulurken ikinci basamakta ¢ekirdekler dnce
aktivator ile ardindan yeni bir monomer, ¢apraz baglayici, baslatici ve gozenek yapict

ajanlar ile sisirilir [42].

Bu yontemde oncelikle monomerlerden ¢ikis lateksi elde edilmektedir. Bunun ig¢in
dispersiyon ya da emiilsiyon polimerizasyonu kullanilmaktadir. Onemli noktalardan biri
olusan partikiil boyutu ve boyut dagilimi tamamen ilk polimer partikiilleri ¢cekirdek (seed)
tarafindan belirlenmesidir. Cikis lateksinin diigiik molekiil agirlikli ajanlar kullanilarak
sisirilmesi bu ydntemin ilk basamagidir. Ikinci basamakta ¢ikis lateksinin tekrar
sisirilmesi icin baslatici, monomer, ¢apraz baglayici kullanilmakta ve ardindan uygun
sicaklik derecelerinde stabilizr yardimiyla polimerizasyon gergeklestirilmektedir. Cok
basamakli mikrosilispansiyon polimerizasyon yonteminin sonucunda polimerik, mikron
boyutlu, gozenekli partikiiller elde edilmektedir ve siispansiyon polimerizasyonu Sekil
2.5’te sematik olarak gosterilmistir. Bu yontem ile elde edilen partikiillerin avantaji;
emiilsiyon ve dispersiyon polimerizasyonunun monodispersitesi ile siispansiyon

polimerizasyonunun porozite ve fonksiyonellik 6zelliklerini tasimasidir [42, 44, 45].
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2.3.2. Silika Mikrokiireler

Monodispers  kolloid kiireler gilinlimiizde bilimsel arastirmalarda  siklikla
kullanilmaktadir. Kolloid partikiillerin 6zellikleri ve aralarindaki etkilesimler ile ilgilenen
birgok model de genellikle kiiresel sekle dayanmaktadir. Prensipte monodispers kiirelerin
Ozellikleri; cap, kimyasal kompozisyon, kristalinite (polikristalinite, tek kristalinite ya da
amorf), yiizey fonksiyonel gruplar1 (bu gruplara bagl olarak yilizeydeki yiik yogunlugu)
gibi parametrelerin degistirilmesiyle kontrol edilebilir [46, 47].

Inorganik kolloidlerin hazirlanmasinda genellikle cekirdeklenme ve ¢ekirdegin biiyiimesi
basamaklarin1 igeren ¢okelme reaksiyonlari kullanilmaktadir. Monodispersiteyi
saglamak icin bu iki basamak kesin ¢izgilerle ayrilmalidir ve biiyiime periyodu boyunca
¢ekirdeklenmenin olmasindan kaginilmalidir. Biiyiime basamaginda kapali bir sistemde
kritik siipersaturasyon (asir1 doyma) degerlerini agmamak icin monomer yavasca,
kontrollii bir sekilde eklenmelidir. Monodispers kolloid partikiillerin eldesinde kullanilan
bu kriterler LaMer ve arkadaslariin tiyosiilfat soliisyonlar1 asitlestirilerek stlfiir
kolloidlerin hazirlanmasi amaciyla yaptiklari ¢aligmalarda 6zetlenmistir. Bu modele gore
tiim siilfiir partikiilleri ayn1 anda olugmaya baglamis ve son boyutlarina ulasincaya kadar

ayni hizda biiylimeye devam etmislerdir [46, 48].

1968’de bu strateji Stober ve Fink tarafindan diger sistemlere uyarlanmis ve monodispers
silika kolloidlerin hazirlanmasi icin son derece kullanisgh bir prosediir olusturulmustur.
Yiiksek pH’ta seyreltik tetraetilortosilikat (TEOS) soliisyonunun hidrolize edilmesine
dayanarak reaktanin konsantrasyonlarinin degistirilmesi ile 50 nm ve 2 mm arasinda
degisen boyutlarda uniform amorf silika kiireleri elde etmislerdir. Bu teknik sonrasinda
farkli arastirmacilar tarafindan daha da gelistirilmis ve monodispers silika sentezinde en
etkili ve basit yol haline gelmistir. Genel bir kural olarak sicaklik, pH, bilesenlerin
konsantrasyonu gibi reaksiyon kosullarini kontrol etmek tek bir ¢ekirdek olusturarak bu
cekirdegin uniform halde biliylimesini saglamak icin énemlidir. Stober methodu silika
kaynagi olarak bir alkoksisilan, hidroliz ajan1 olarak su, katalist olarak amonyak ve

solvent olarak da kisa zincirli bir alkol kullanmaktadir. Bliylime basamag: iki reaksiyon
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icerir. Alkoksisilanin hidrolizini silisilik asit olusumu izler ve silisilik asitin yogunlagma
siirecine girmesi sonucunda amorf silika pargaciklari olusur. Stober methodunun
reaksiyonlar1 Sekil 2.6°da verilmistir. Ilk basamakta silanol grubunun olusumu
gosterilmistir. Genellikle hidroliz reaksiyonu baslatildiginda hidroliz ve kondenzasyon
reaksiyonlart es zamanli olarak meydana gelir. Bu yiizden tiim tetraoksisilanin
hidrolizlenerek silisik asit olusturmasi kondenzasyonun baslamasi i¢in bir 6n kosul
degildir. Sekil 2.6’da gosterildigi iizere silanol grubunun (alkoksisilan ya da bagka bir
silanol grubu ile) kondenzasyonu sonucu giiglii siloksan (Si-O-Si) bag1 kurulurken alkol
veya su gibi diisiikk molekiil agirlikli yan iiriinler olusur. Siloksanin hidroliz ve alkoliz
reaksiyonu siloksan baginin kirilmasini igerirken ¢ift yonlii tepkimeler sonucu ag yapilari
olusur. Ortaya ¢ikan su ve alkol jel formundaki bu ag yapilari igerisinde tutulur [46, 47,
49-51].

(A) HIDROLIZ
Si(OR), H,0 ROH
Alkoksisilan Su Alkol
(B) ALKOL KONDENZASYONU
Alkoksisilan Siloksan Alkol
(C) SUKONDENZASYONU
| Siloksan Su

RO: Alkoksi gruplar1

Sekil 2.6. Stober yonteminin reaksiyonlar1 [51].

Silika kolloidleri monodispers formda ve ayni zamanda fazla miktarlarda iiretilebilen

inorganik sistemlerin en kullanishilarindandir. Sentezlenmis silika kiirelerin yilizeyleri
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genelde silanol gruplari ile kaplidir. Amonyak bir katalist olarak gorev yaparken ayni
zamanda silika partikiiller i¢in negatif dengeleyici bir yiizey yiikii saglar. Ortaya ¢ikan
son partikiiller i¢in ortalama partikiil capinin standart sapmasi1 %10’dan azdir ve bu
partikiiller monodispers bir dagilima sahiptir. Hidrojel formundaki bu partikiiller

kalsinasyona tabi tutularak yogun yapili kiiresel partikiiller elde edilir [46, 47, 50, 51].

Silika mikrokiireler sunduklar1 avantajlarla, inert ve biyouyumlu olmalariyla son
zamanlarda eczacilik, kozmetik, yansima Onleyici kaplama materyalleri, yalitim

materyalleri, kromatografi gibi alanlarda uygulamalari ile 6ne ¢ikmaktadir. [52-54].

2.3.3. Manyetik Silika Mikrokiireler

Tip, kimya endiistrisi ve biyoteknolojideki potansiyel uygulamalar1 sayesinde inorganik
oksit matrisi ile kaplanmig ya da igerisine gomiilmiis manyetik nanopartikiil ya da
partikiilleri iceren mikrokiireler son yillarda biiytik ilgi gormiistiir. Calisilan inorganik
oksitler arasinda silika dispersiyon ortami olarak en yaygin olarak kullanilan malzemedir.
Biyolojik sistemlere olan uyumlulugu, bloklagsmaya karsi yiliksek direnci, yiizey
modifikasyonlarindaki ¢ok yonliiliigii ve hidrofilik karakteri ile manyetik partikiillere
biyomedikal uygulamalarda ¢esitli avantajlar saglar. Bunlarin yaninda gii¢clii manyetik
duyarlilik, minimum kalan manyetizma, genis yilizey alan1 ve dar partikiil boyut dagilim1
gibi oOzellikler silika bazli manyetik partikiillerin istenen diger oOzelliklerindendir.
Manyetik nanopartikiillerin silika matrisin gozenekleri igerisinde in situ olarak olusumu
ve silika onciillerinin manyetik nanopartikiiller ile mikroemiilsiyon polimerizasyonu gibi
cesitli yaklagimlar manyetik silika partikiillerin hazirlanmasi i¢in 6nerilmistir. Fakat bu
yaklasimlar ile ortaya ¢ikan gozeneklerin tikanmasi, mevcut ylizey alaninin azalmasi ya
da diisiik manyetik duyarlilik gibi gesitli problemlerden dolay1 biyomolekiillerin ya da
biyoorganizmalarin ayrilmasi gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilmak {izere
manyetik silika partikiiller i¢cin hazirlama yontemleri gelistirilmesi biiyiik 1ilgi

gormektedir [55].
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2.4. Biyomolekiiller

2.4.1. Riboniikleik asit (RNA)

Niikleik asitler DNA ve RNA; nesilden nesile aktarilabilecek bilgiyi uygun bir formda
tastyan uzun lineer biyopolimerlerdir. Bu makromolekiiller her biri bir seker, bir fosfat
ve bir baz igeren ¢ok sayida baglantili niikleotitlerden olusmaktadir ve bu yiizden yiiksek
molekiil agirliklarina sahiptirler. Niikleotitlerin fosfat gruplar1 sekerler ile birlikte seker-
fosfat ana hattini olustururken bazlar degiskendir. Bu monomer birimleri ya riboniikleotit
ya da deoksiriboniikleotitlerden olusur ve buna gore RNA ya da DNA olarak ayrilir. Bu
iki poliniikleotit yalnizca tek tip polimer igeren viriisler disinda tiim canli hiicresel
organizmalarda bulunmaktadir. Genetik bilgi niikleik asit zincirindeki baz dizileri
icerisinde depolanir. Bazlar birbirleri ile spesifik ¢iftler olustururken hidrojen baglar ile
kararli hale gelmektedirler. Bu spesifik baz ciftlerinin bir araya gelmesi sonucu ikili
sarmal yapis1 olusur. Bu baz ¢iftleri yeni bir niikleik asit zinciri olusturmak i¢in mevcut
zincirdeki bilgiyi kopyalayan bir mekanizma saglar. DNA, tim modern hiicrelerin ve
birgok viriisiin genlerdedir ve DNA polimeraz enzimlerinin yardimiyla kopyalanir. Bu
enzimler sayesinde 1/100.000.000 az bir hata orani ile niikleik asitlerdeki diziler

kopyalanir [56, 57].

Genler hiicrelerin olusturdugu protein tiirlerini belirtmektedir fakat buna ragmen protein
sentezi icin DNA dogrudan bir sablon degildir, RNA molekiilleri sablon olarak
kullanilmaktadir. DNA sablonlarindan alinan talimatlar ile RNA polimerazlar RNA’nin
hiicresel formlarmi olusturur. mRNA (mesajct RNA) protein sentezinde bilgi
taginmasinda; tRNA (tasiyict RNA) ve rRNA (ribozomal RNA) ise protein sentezinde rol
alir [56].

RNA bircok biyolojik fonksiyonun meydana gelmesinde, performansinda ya da
kontroliinde rol oynayan aktif, giiclii bir biyolojik molekiildiir. Genetik bilginin

tasinmasinda kritik bir onemi varken son yillarda yeni gorevleri de kesfedilmistir.
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RNA’nin hiicrelerdeki roliiniin anlagilmasi yeni teshis metodlar1 gelistirilmesi ve

hastaliklarin anlasilmasi ve tedavisinde kritik onem tasimaktadir [6, 58].
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Sekil 2.7. RNA’nin kimyasal yapis1 [59].

RNA, bazilar1 kromatografik ayirmaya da uygun olan bir takim essiz 6zelliklere sahiptir.

RNA molekiilii bir polimerdir

adenin (A), sitozin (C), guanin

ve uzun niikleotit zincirlerinden olusur. Her niikleotit

(G), ya da urasil (U) azotlu bazlarindan biri ile bir riboz

sekeri ve riboz sekerine baglanmis bir fosfat grubu igerir [58]. RNA, DNA’ya kiyasla tek

zincirli ve daha kisa bir molekiildiir ve bu sekil farkliligit RNA’nin riboz {izerinde

bulundurdugu hidroksil grubu

ile de iliskilidir. DNA genetik bilgi tasima o6zelligi ile

yapisinda ve fonksiyonlarinda kararlilik gerektirirken RNA ligandlara baglanma yetenegi

olan yapilar olusturur. Polar ve

elektronegatif olan bu molekiil genelde proteinden biiyiik
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fakat DNA’dan kiigiiktiir. Bu 6zellikler RNA’nin afinite, iyon degistirme, boyut ayirma

gibi yontemlerle ekstrakte edilmesine olanak saglar [58].

2.4.2. B-Nikotinamid Adenin Diniikleotid (B-NAD)

Niikleotitler azotlu baz, 5 karbonlu seker ve bir ya da daha fazla fosfat grubundan
olusurlar ve metabolizma diizenlenmesi ile genetik bilginin depolanmasi ve kullanilmasi
gibi hiicresel bircok olayda dnemli rol oynarlar. Dolayisiyla hiicreler gesitli tiirlerde

niikleotitleri ve ilgili molekiilleri igerir [60].

p—

Fosfat Esteri (Trifosfat)

Azotlu Baz

seker Adenin

Nukleotit

Nukleosit

Sekil 2.8. Ornek bir niikleotit adenozin-5’-trifosfat (ATP)’mn sematik yapisi [60].

Sekil 2.8’de ATP’nin sematik yapist 6rnek bir niikleotit yapisi olarak verilmistir. ATP,
adenin bazi1 (baz), 5 karbonlu B-D-riboz sekeri (seker) ve bu sekere 5’ karbondan
baglanmis trifosfattan (fosfat) olusmaktadir. Fosfat olmadan ele alindiginda ise 6rnek bir

niikleosit yapisini (adenozin) gostermektedir [57, 60].

30



B-NAD canli organizmalarda bulunan, 6zellikle elektronlarin ve hidrojen atomlarinin
taginmasinda gorev yapan ayrica elektriksel enzim biyosensorleri ile biyoyakit
hiicrelerinin gelismesinde rol oynayan en Oonemli elektron tasiyicilarindandir. Enerji
metabolizmasinin yanisira B-NAD ve degredasyonundan meydana gelen iirlinlerin
kalsiyum homeostazi, gen transkripsiyonu, DNA onarimi ve hiicrelerarasi iletisim gibi
aktivitelerde de fonksiyonlar1 bulunur. f-NAD, 2 elektron ve 1 proton alarak indirgenmis
formu olan NADH’a doniisiir ve bu molekiill NAD+ ile beraber biyoenerjide redoks
reaksiyonlarmin siirdiiriilmesinde biiyiik 6nem tasir. Bu ¢ift birlikte bir dizi biyosentetik
reaksiyonlara katilir. Ayn1 zamanda genelde dehidrogenaz grubundaki bir¢ok enzimin

kofaktoridiir [8, 61].

Adenin Nikotinamid

ﬁ Fosfat Grubu ﬂ

Riboz

Sekil 2.9. Sol tarafta bulunan adenin bazi ve sag tarafta bulunan nikotinamidin fosfat bagi

ile baglandig1 B-NAD yapisi [61].

B-NAD, biri adenin bazi biri de nikotinamid grubu olmak {iizere birbirine fosfat
gruplarindan baglanmis iki niikleotid igerir. B-NAD gibi diniikleotid kofaktorleri birden
fazla erisilebilir cis-diol icerdiginden borat kromatografi jellerine gii¢lii baglanma

gosterirler. [8, 61-63].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Monodispers Gozenekli Silika Mikrokiire Sentezi

Calismada kullanilan monodispers gozenekli  mikrokiireler, c¢ok basamakli
mikrosiispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen poli(metakrilik asit-co-etilen
dimetakrilat), poli(MAA-co-EDMA) partikiiller, kalip materyal olarak kullanilarak ¢ok

basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi ile sentezlenmistir [64, 65].

3.1.1. Materyal

Polimerizasyonda monomer olarak kullanilan glisidil metakrilat (GMA) ve metakrilik
asit (MAA) ile capraz baglayici olarak kullanilan etilen dimetakrilat (EDMA) Sigma-
Aldrich Co. (A.B.D) firmasindan temin edilmistir. Ayrica ¢alismalarda kullanilan
poli(vinil pirolidon) (PVP K-30), sodyum lauril siilfat (SLS), polivinil alkol (PVA),
tetrabiitil amonyum iyodiir (TBAI), tetraetoksisilan (TEOS), izopropanol ve amonyum
hidroksit (25 - 28% NH4OH) Sigma-Aldrich Co. (A.B.D) firmasindan temin edilmistir.
Etil benzen (EB), etanol (EtOH) ve tetrahidrofuran (THF) Riedel De Haen (Almanya)
firmasindan alinmigtir. Baslatict olarak kullanilan benzoil peroksit (BPO) ve
azobisizobiitironitril (AIBN), Across Organics (Ingiltere) firmasindan alinmis, AIBN
kullanilmadan 6nce metanol ortaminda yikanmistir. Tiim g¢alismalarda ultra saf su

kullanilmistir.

3.1.2. Cikis Lateksi Poli(glisidil metakrilat), poli(GMA) Mikrokiirelerin Sentezi
Monodispers formda olan poli(GMA) partikiiller, GMA monomeri kullanilarak

dispersiyon polimerizasyonu yontemiyle elde edilmistir [64-66]. PoliMAA-co-EDMA)

mikrokiirelerinin sentezi i¢in dncelikle poli(GMA) mikropartikiil sentezi yapilmistir.
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Kuru haldeki cam bir reaktor igerisine mutlak etanol (30 mL) konulmustur. PVP K-30
(0,45 g) ve GMA (3 mL) cam reaktor igerisine eklenmis, ortam ultrasonik banyo
yardimiyla homojenize edilmistir. Cozelti icerisine AIBN (0,28 g) baslatic1 olarak
eklenmis ve 1 dakika boyunca yine ultrasonik banyo kullanilarak ¢6ziilmiistiir. Reaktor
calkalamali su banyosu igerisine yerlestirilmis ve polimerizasyon 70 °C’da, 120
vuru/dakika karigtirma hiziyla 24 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Ortam oda sicakligina
sogutulmus, ardindan poli(GMA) partikiiller santrifiijleme-dekantasyon yontemiyle
etanol ve su kullanilarak yikanmistir. Son basamakta partikiiller ultrasonik banyo
yardimuiyla distile su igerisinde dagitilmistir. Elde edilen poli(GMA) dispersiyonundan 1
mL 6rnek almarak 70 °C’de 24 saat kurutulmus, bdylece gravimetrik yontemle

poli(GMA) partikiil derisimi belirlenmistir (g partikiil/mL).

3.1.3. Kalip Olarak Kullanilacak Poli(MAA-Co-EDMA) Polimerik
Mikrokiirelerin Sentezi

Poli(MAA-co-EDMA) polimerik mikrokiirelerin sentezi i¢in ¢ok basamakli

mikrosiispansiyon polimerizasyon yontemi kullanilmistir.

Ik asamada % 0,25°lik SLS-su ¢dzeltisi (50 mL) hazirlanmistir. Icerisine gdzenek yapici
EB (3,5 mL) eklenmis ve dagilmasi i¢in 5 dakika boyunca ortam ultrasonikasyona tabii
tutulmustur. Onceden sentezlenmis olan poli(GMA) mikrokiire dispersiyonu
santrifiijlenerek sivi kismi atilmistir. Poli(GMA) partikiiller (0,3 g) ¢ozelti igerisine
eklenmis ve 12 dk ultrasonikasyon ile ortamda dagitilmigtir. Dispersiyon manyetik
karistirictya alinmis ve gozenek yapici ile lateks partikiillerin denge sisme degerine

ulagmasi i¢in oda sicakliginda (25 °C, 250 rpm) 24 saat boyunca karistirilmistir.

Ikinci asamada % 0,25’lik SLS (0,125 g) su karistmi (50 mL) igerisine fonksiyonel
monomer, MAA (2 mL), capraz baglayici, EDMA (4 mL) ve baslatici, BPO (0,25 g)
eklenmistir. Ortam 12 dakika boyunca ultrasonikasyona tabi tutulmus ve ilk asamada elde

edilen karigim igerisine eklenerek oda sicakliginda 250 rpm hizla 24 saat siireyle
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karistirilmistir. Boylece monomer fazinin, gézenek yapici igeren poli(GMA) partikiillere

transferi saglanmigtir.

Son asamada ise bu karisim igerisine, PVA ¢ozeltisi (0,8 g/10 mL) eklenmistir. Ortam
beraber sizdirmaz cam reaktor igerisine alinarak 80 °C sicaklikta 150 cpm calkalamali su
banyosu igerisine 24 saat boyunca karistirilmistir. Boylece poli(GMA) partikiilleri
icerisindeki monomer fazin polimerizasyonu saglanmistir. Sonug¢ polimer mikrokiireler,
ardisik santrifiijleme-dekantasyon yontemiyle, 3 kez etanol, 2 kez THF ve 3 kez etanol
ile yikanarak, donlismeyen monomer ve sisirme ajaninin uzaklastirilmasi saglanmistir.

Polimerik partikiiller 20 mL etanol icerisinde dagitilmistir.

3.1.4. Monodispers Gozenekli Silika Mikrokiire (SiO2) Sentezi

Monodispers gézenekli mikrokiire sentezi i¢in izopropanol (50 mL) ve distile su (5 mL)
karisimi igerisine TBAI (0,25 g) konulmus, c¢oziindiikten sonra ortama amonyum
hidroksit (0,25 mL) eklenmistir. Ardindan poli(MAA-co-EDMA) partikiiller (0,4 g)
ortama eklenmistir. Dispersiyon i¢in ultrasonikasyon uygulanmis ve ortam oda
sicakliginda 400 rpm hizda 1 saat boyunca manyetik karistiricida kanistirllmstir. % 25
TEOS igeren izopropanol — TEOS (5 mL) karisimi hazirlanmis ve karistirict iizerindeki
¢oOzeltiye 1 saat sonunda damla damla eklenmistir. Bu karisim 30 °C sicaklikta ve 400
rpm’de 24 saat boyunca manyetik karistirici ile karistirilmistir. Kompozit mikrokiireler 2
kez izopropanol, 2 kez su ile yikanmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Mikrokiireler 70
°C’lik etiivde 24 saat boyunca kurutulmus, ardindan da 450 °C ‘de hava ortaminda 6 saat
kalsinasyona birakilmistir. Kalsinasyon sonucunda polimerik kisim uzaklastirilmis ve

monodispers gézenekli silika mikrokiireler elde edilmistir.
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3.2. Manyetik Monodispers Gozenekli Silika Mikrokiire Sentezi

Manyetik silika mikrokiirelerin sentezi i¢in, silika mikrokiirelerin sentezinde kullanilan
poliMAA-co-EDMA) partikiiller kullanilmis ve mikrokiireler ¢ok basamakli hidroliz-

kondenzasyon yontemi ile sentezlenmistir.

3.2.1. Materyal

Manyetik silika mikrokiirelerin eldesinde Sigma-Aldrich Co. (A.B.D.) firmasindan temin
edilen demir (IIT) kloriir heksahidrat (FeCls.6H0, Fe™) ve demir (II) kloriir tetrahidrat
(FeClo.4H,0, Fe*?) tuzlar kullanilmistir.

3.2.2. Manyetik Monodispers Gozenekli Silika Mikrokiire (MagSiO2) Sentezi

Bu amacla dncelikle poli(MAA-co-EDMA) partikiillerin manyetik forma doniistiiriilmesi
ikili ¢oktiirme metodu ile yapilmustir [67, 68]. Yontemde, dncelikle Fe?* ve Fe** iyonlar
polimerik partikiillerin karboksil ~gruplart {izerinden kompleks olusumu ile
adsorplanmistir. Poli(MAA-co-EDMA) mikrokiireler (0,7 g) distile su (100 mL) icerisine
alinarak ultrasonik banyo yardimiyla dagitilmistir. Ardindan ortama FeCl2.4H>O ve
FeCl3.6H>O tuzlart eklenmis ve tuzlar tamamiyle c¢oOziindiikten sonra ortama N>
gonderilerek oksitlenmenin engellenmesi amaglanmistir. Coziinen demir tuzlart N>
varliginda belirli bir siire manyetik karistiricida karistirilmis ve vakum yardimiyla
ortamdaki O; uzaklastirilmigtir. Ortam 85 °C’a 1sitilarak demir tuzlarmi indirgemek
amaciyla partikiil dispersiyonunan drisik amonyak c¢ozeltist (25 mL, ag. % 25)
eklenmistir. Ortam 1 saat boyunca 85 °C de karistirmaya birakilmistir. Stire sonunda oda
sicakliginda sogutulan mikrokiireler miknatis yardimiyla toplanarak HCIl ve su ile
yikanmistir. Ortaya ¢ikan partikiillere monodispers gozenekli silika mikrokiirelerin
eldesinde kullanilan islemler aynen uygulanmis, kompozit manyetik partikiiller sirasiyla
kurutma ve kalsinasyona tabi tutulmustur. Polimerik kisim uzaklastirilarak manyetik

ozellige sahip SiO> mikrokiireler (MagSiO») elde edilmistir.
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3.3. Silika ve Manyetik Silika Mikrokiirelere 3-aminofenilborik asit (APBA)
Baglanmasi

3.3.1. Materyal

3-aminofenil borik asit-hemisiilfat tuzu (APBA), (3-glisidiloksipropil)trimetoksisilan
(GPTMS), sodyum karbonat (NaxCO3) ve izopropanol Sigma Aldrich Co. (A.B.D.)
firmasindan temin edilmistir. EtOH ve toluen Riedel De Haen (Almanya) firmasindan

alimustir.

3.3.2. Monodispers Gozenekli Silika Mikrokiirelere APBA Baglanmasi
(SiO2APBA)

Borat afinite kromatografisi sentemiyle diol gruplu biyomolekiilleri izole etmeye yonelik
olarak sorbent olarak kullanilmak iizere, monodispers gozenekli silika mikrokiirelere
APBA baglanmistir. Bunun i¢in 6nce mikrokiirelerin yilizeyinde hidroksil grubu
zenginlestirme islemi yapilmistir. Bunun i¢in silika mikrokiireler 6,76 mL derisik HCI ve
50 mL saf su karisiminin igerisine alinarak 80 °C’de calkalamali su banyosunda 6 saat
karigtirilmistir. 6 saat sonunda su ve izopropanol ile yikanarak 24 saat boyunca 100 C’de
etiivde kurutulmustur. Sonrasinda mikrokiirelere 2 mL GPTMS igeren 20 mL toluen
cozeltisi eklenerek, dispersiyon eldesi saglanmis ve ardindan ortam 110 °C’de 6 saat
boyunca geri-sogutucu altinda kaynatilmistir. GPTMS’in trimetoksisilan gruplar ile
silika mikrokiirelerin hidroksil gruplar1 arasindaki reaksiyon sonucu GPTMS’in silika
mikrokiirelere kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. GPTMS bagli mikrokiireler

sirayla toluen ve etanol ile yikanmustir.
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Silika mikrokdreler GPTMS bagli silika mikrokireler

Sekil 3.1. Silika mikrokiirelere GPTMS eklenmesinin sematik gosterimi [69].

APBA, GPTMS bagli mikrokiirelere, GPTMS’ nin epoksipropil grubu ile APBA’nin
amin grubu arasindaki niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonu ile kovalent olarak
baglanmistir. Bunun i¢in 0,5 g APBA, pH’1 9,6 ya ayarlanmis 15 mL ag. %5’lik Na,CO3
cozeltisi icerisinde ¢oziilmiistiir. GPTMS baglanmis silika mikrokiireler (0,2 g) ¢ozelti
icerisine alinmig ve ultrasonikasyon yardimiyla dagitilmistir. APBA’nin GPTMS bagl

kiirelere kovalent baglanmasi i¢in ortam 65 °C’de 4 saat karigmaya birakilmistir.

Mikrokiireler, ardigik santrifiijleme-dekantasyon yontemiyle, distile su, %1’lik (v/v)

hidroklorik asit ¢ozeltisi ve ardindan tekrar distile suyla yikanmistir.

GPTMS bagli silika mikrokureler APBA bagli silika mikrokureler

Sekil 3.2. GPTMS ekli kiirelere APBA baglanmasinin sematik gosterimi [69].

3.3.3. Monodispers Gozenekli Manyetik Silika Mikrokiirelere APBA Baglanmasi
(MagSiO2APBA)

Manyetik silika mikrokiirelerde APBA baglanmasi manyetik olmayan mikrokiireler i¢in
uygulanan yonteme benzer sekilde yapilmistir. Ancak burada hidroksil zenginlestirme

islemi yapilmamig GPTMS dogrudan mevcut hidroksil gruplari izerinden manyetik silika
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mikrokiirelere baglanmistir. Ardindan APBA baglanmasi i¢in islemler manyetik olmayan

mikrokiireler ile ayn1 sekilde devam ettirilmistir.

3.4. Silika ve Manyetik Silika Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Si0,, MagSiO,, SiO2APBA ve MagSiO>,APBA mikrokiirelerin ortalama boyutlari, boy
dagilimlarinin Sl¢lilmesi ayn1 zamanda ylizey morfolojisinin incelenmesi i¢in taramali
elektron mikroskobu kullanilmistir. Yaklasik 50 mg mikrokiire, % 0,25’lik 2 mL SDS
cozeltisine eklenerek 1 dk boyunca ultrasonikasyona (180 W, 50 Hertz) maruz birakilmus,
mikrokiirelerin dagilmasi saglanmistir. Bu dispersiyondan yaklasik 100 pL alinarak SEM
cihazinin metal 6rnek diski tizerine yayilmis ve 6rnegin s1vi kisminin ugurulmasi i¢in oda
sicakliginda bekletilmistir. Kuru haldeki o6rnek plazma ortaminda fiziksel buhar
biriktirme yontemi (Precision Etching and Coating System, Gatan 682, A.B.D.) ile
yaklasik 5 nm kalinlikta altin tabaka ile kaplanarak ve iletken hale dontisen 6rnek SEM
cithazina (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) verilmistir. Mikrokiirelerin SEM goriintiileri
4000X —20000X biiyiitmede 5-15 kV’da ¢ekilmistir.

Ortalama mikrokiire boyutu ve degisim katsayisinin (CV) hesaplanmasi i¢cin SEM
goriintilleri  kullanilmistir. Degisim katsayist degeri mikrokiirelerin monodispers
ozelligini belirtmektedir. Boyutlarin ve degisim katsayisinin hesaplanmasi i¢in 100-200
adet mikrokiirenin boy 6l¢iimleri yapilmistir. Asagida verilen Esitlik 3.1 ortalama cap

degerinin ve Esitlik 3.2 degisim katsayisinin hesaplanmasi i¢in kullanilmistir;

DTL = ZNLDL/ZNL (31)

Dn : Ortalama ¢ap degeri (um)
Di : Cap degeri (um)
Ni : Di degerine sahip mikrokiire sayis1
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CV = [(EN;(D;—D,)?/ (N7 — 1}/2/Dy| x 100 (3.2)

CV  : Degisim katsayisi

Nr : Toplam mikrokiire sayis1

SEM cihazinda goriintii elde edilirken elektronlar 6rnek lizerine gonderilerek, elektron ve
ornek atomlar1 arasinda olusan etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve elektron
demetinin taranmasi sonucunda ekrana aktarilmaktadir. Sivi olmayan ve sivi dzellik
tasimayan her Ornek incelenebildigi gibi sivi igeren biyolojik Orneklerde kurutularak
uygulamaya elverisli hale getirilebilmektedir. Iletken olmayan &rnekler ince bir iletken

malzeme (genelde altin) kaplanarak incelenebilmektedir [70].

3.4.2. Yiizey Alam Ol¢iimii

Si02, MagSi0;, SiO,APBA ve MagSiO2APBA mikrokiireler i¢in BET (Brunauer-
Emmett-Teller) modeline gore N2 adsorpsiyon desorpsiyon yontemi kullanilarak 6zgiil
yiizey alan1 ve gozeneklilik (gdzenek boyutu dagilimi ve ortalama gdézenek boyutu)
olgiimii yapilmistir (Quantochrome, Nova 2200e, A.B.D.). Olgiim i¢in yaklasik 100 mg
mikrokiire 80 C’de 24 saat boyunca kurutulmugstur. Kurutulmus mikrokiireler
lizerlerindeki nemi uzaklastirmak icin 120 C’de 6 saat boyunca, 7x1072 mbar basing
altinda vakumlanmustir. Ornek haznesi s1vi azot igerisine yerlestirilmis ve mikrokiireler
tizerinden gegirilen azot gazinin mikrokiirelere adsorplanmasi saglanmis ve adsorplanan
miktar hesaplanmistir. Sonrasinda basing diisiiriildiikce ¢ikan N2 hacmi dlgiilerek
desorpsiyon izotermi olusturulmustur. Cikan adsorpsiyon/desorpsiyon izotermlerinden

yararlanilarak 6zgiil yiizey alan1 hesaplanmistir.
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3.4.3. X-Isinlarn Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Si02, SiO,APBA, MagSiO, ve MagSiO,APBA formdaki mikrokiirelerin  ylizey
kompozisyonlar1 X-Ray Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) kullanilarak belirlenmistir.
XPS 6lgiimleri 2.0x10”7 mbar baz basingla galisan K-Alpha XPS spektrometresi (Thermo
Fisher Scientific, Ingiltere) ile yapilmistir. Tiim 6rnekler 400 mikron spot biiyiikliigiinde
Al Ka X-151m1 radyasyonu (1486.6 ¢V) kullanilarak analiz edilmistir.

3.4.4. Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM)

Titresimli Ornek Manyetometresi (Vibrating Sample Magnetometer, VSM, Cryogenic
Limited, PPM System, Ingiltere) manyetik mikrokiirelerin manyetizasyon davranisini
belirlemek ve doygunluk manyetizasyonunu 6l¢gmek icin kullanilmistir. 80 C’de 24 saat
boyunca kurutulan mikrokiirelerden alinarak 6rnek haznesine yerlestirilmistir. Sistemde
siiperiletken miknatis yardimiyla manyetik alan olusmaktadir ve 6l¢lim sonucunda
manyetik alan siddetine karst degisen manyetizasyon ile degisen egriler

degerlendirilmistir.

3.5. Kesikli ve Siirekli Sistemde Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalar:

3.5.1. Materyal

Adsorpsiyon desorpsiyon ¢alismalarinda biyomolekiil olarak kullanilan riboniikleik asit
(RNA) ve B-nikotinamid adenin diniikleotid (B-NAD) Sigma Aldrich Co. (A.B.D.)
firmasindan alinmis ve oldugu gibi kullanilmistir. Siirekli borat afinite sisteminde
kullanilan kapiler kolon (i¢ ¢cap 300 um, dis ¢cap 460 um) Polymicrotechnologies Inc.,
Phoenix, AZ, (A.B.D.)’den temin edilmistir. Adsorpsiyon c¢alismalarinda kullanilan N-
[2-Hidroksietil]piperazin-N-[2-etan ~ siilfonik asit] (HEPES) ve desorpsiyon
calismalarinda kullanilan disodyum tetraborat ve sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POys) ile
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4) Sigma Chem. Co. (A.B.D.) firmasindan alinmistir.
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3.5.2. Kesikli Sistemde Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalari

Kesikli sistemdeki ¢alismalar i¢in oncelikle ortam pH ve ortam sicakligi degisimiyle
sentezlenen sorbentlerin adsorpsiyon kapasiteleri incelenmistir. Ardindan sorbent
konsantrasyonu ve baglangic biyomolekiil konsantrasyonu degisimiyle sorbentlerin
adsorpsiyon ve desorpsiyon davraniglart incelenmistir. Son olarak adsorpsiyon
desorpsiyon dongiileri ayni1 sorbentler iizerinde 5 defa tekrarlanarak tekrarlanabilirlik

calismalar1 yapilmstir.

Denge adsorpsiyon deneyleri HEPES tamponu ortaminda (50 mM HEPES, 50 mM
MgCl,, pH 8,5) 2 saat siireyle yapilmistir. Desorpsiyon deneyleri ise borat tamponu (100
mM disodyum tetraborat, pH 10,2) ve sorbitol eklenmis fosfat tamponu (100 mM fosfat
tamponu, 100 mM/200 mM sorbitol, pH 7,0) ortamlar1 kullanilarak 1 saat siireyle
yapilmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon siireleri boyunca 6rnekler 120 vuru/dakika hizda
rotatora birakilmistir. Siireler sonunda manyetik olmayan sorbentler santrifiij (3000 rpm

4 dakika) - ve manyetik sorbentler ise miknatis yardimiyla ayrilmistir.

Adsorpsiyon sonrast denge biyomolekiil adsorpsiyonu (Q, mg biyomolekiil/mikrokiire)
Esitlik 3.3 yardimiyla hesaplanmustir.

Ag—A X
0= [P 5 33)
Q : Adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)
Ao : Inkiibasyon ortaminin baslangigtaki absorbansi
Ar : Adsorpsiyondan sonra absorbans degeri
Co : Biyomolekiiliin baslangi¢ konsantrasyonu (mg/mL)
\% : Inkiibasyon ¢dzeltisinin hacmi (mL)

Ms : Sorbent miktari (g)
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Desorpsiyon verimlerinin hesaplanmasinda, biyomolekiillerin desorpsiyon ortaminda
farkli  konsantrasyonlarda c¢oziilmesiyle olusturulan kalibrasyon egrisinden
yararlanilmistir. Cozelti absorbanslart UV-Vis spektrofotometre ile Ol¢iilmiis, bu
absorbanslar kullanilarak desorpsiyon ortamina birakilan biyomolekiill miktari
bulunmustur.

Desorpsiyon veriminin (1) hesaplanmasi i¢in Esitlik 3.4 kullanilmistir.

Desorplanan biyomolekiil miktart

Desorpsiyon verimi (%) = x 100 3.4

Adsorplanan biyomolekil miktari

Biyomolekiillerin izolasyon davraniglarinin belirlenmesinde denge adsorpsiyon
kapasitesi ve desorpsiyon verimi en 6nemli iki faktordiir. Bu iki parametrenin bir arada
incelenmesiyle izolasyon verimi hesaplanmistir. Yalnizca denge adsorpsiyon
kapasitesinin ya da desorpsiyon veriminin yiiksek olmasi tek basina basarili bir
izolasyonu agiklayamaz. izolasyon verimi asagida verilen Esitlik 3.5’ten yararlanarak

hesaplanmustir.

Desorplanan biyomolekiil miktari

izolasyon verimi (%) = 100 (3.5)

Sisteme verilen biyomolekil miktart

3.5.2.1. pH Etkisi

pH taramasi ile pH degisiminin biyomolekiil adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir.
Biyomolekiil konsantrasyonu, sorbent konsantrasyonu ve adsorpsiyon hacimleri sabit

tutularak ortam pH degeri degistirilmistir.

Sorbentler deneye baslanmadan Once adsorpsiyon tamponu ile yikanmistir. Bu

deneylerde kullanilan adsorpsiyon tamponlar1 agsagidaki gosterilmistir;

pHS : 50 mM CH3COOH/CH3COONa
pH6/pH7 : 50 mM NaH>HPO4/Na,HPO4
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pH8/pHS8,5/pH9 :50 mM HEPES

Biyomolekiillerin farkli pH’larda olan farkli tampon ¢ozeltiler ile c¢ozeltileri
hazirlanmistir ve baslangi¢ absorbans degeri (Ao) UV-Vis spektrofotometre’de RNA i¢in
258 nm ve B-NAD igin 260 nm degerinde okunmustur. Ardindan biyomolekiil ¢ozeltisi
secilen mikrokiire (0,01 g) ile etkinlestirilmistir. Bu amagla mikrokiire igeren
biyomolekiil ¢dzeltisi 2 saat boyunca rotatorda 120 vuru/dakika karistirma hizi ile
adsorpsiyona birakilmis ve bu siire sonunda santrifiijleme (3000 rpm 4 dk) yardimiyla
stvi kistm ayrilmistir. Ayrilan kisimdan ilgili biyomolekiile uygun dalgaboyunda son
absorbans degeri (Af) okunmustur. Manyetik sorbentler ile yapilan c¢aligmalarda da
biyomolekiil adsorpsiyonu i¢in ayni yontem kullanilmis ancak adsorpsiyon sonrasi

sorbentin ayrilmasi, santrifiij yerine miknatis kullanilarak yapilmistir.

3.5.2.2. Sicaklik Etkisi

Sicaklik taramalarinda sorbent konsantrasyonu, biyomolekiil konsantrasyonu, ortam pH’1
ve adsorpsiyon hacimleri sabit tutularak ortam sicakliginin degisimi ile degisen denge
adsorpsiyon kapasiteleri incelenmistir. Deney Oncesi sorbent olarak kullanilan
mikrokiireler adsorpsiyon tamponu ile yikanmistir. Yikama islemi santrifiij yardimiyla
yapilmistir. Biyomolekiillerin belirli derisimde ¢ozeltileri adsorpsiyon tamponu
icerisinde hazirlanmis ve UV-Vis spektrofotometrede uygun dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur (Ao). 0,01 g sorbent ve 1 mL adsorpsiyon ¢ozeltisi kullanilarak
adsorpsiyon caligsmalar1 4°C, 15°C, 22°C, 25°C, 30°C ve 35°C ortam sicakliklarinda
yapilmistir. Biyomolekiil ¢ozeltileri secilen sicakliklarda mikrokiireler ile etkinlestirilmis
ve 2 saat boyunca adsorpsiyona maruz birakilmistir. Adsorpsiyon sonunda rotatordan
alian tilipler santrifiije alinarak sorbent ¢oktiiriilmiis ve slipernanat absorbansi secilen
biyomolekiile 0zgii dalga boyunda okunmustur (Af). Aynmi sekilde manyetik
mikrokiirelerin sorbent olarak kullanimiyla yapilan deneylerde sorbent ayrilmasi i¢in

miknatis kullanilmustir.
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3.5.2.3. Sorbent Konsantrasyonu Etkisi

Sorbent  taramalarinda  baslangic  sorbent konsantrasyonunun  biyomolekiil
adsorpsiyonuna etkisi gdzlemlenmistir. Bu noktada biyomolekiil konsantrasyonu, ortam
pH’1, adsorpsiyon hacimleri sabit tutulmustur. Deney Oncesi sorbent olarak kullanilan
mikrokiireler adsorpsiyon tamponu ile yikanmistir. Yikama islemi santrifiij yardimiyla

alinarak (5000 rpm, 10 dak) yapilmistir.

Biyomolekiiller adsorpsiyon tamponu igerisinde uygun derisimde ¢oziilmiis ve ortam pH
8,5 olarak ayarlanmistir ve baslangi¢ absorbans degeri uygun dalga boyunda okunmustur
(Ao). Segilen sorbent konsantrasyonlarina uygun olarak, mikrokiireler farkli miktarlarda
ependorf tiiplerine aktarilmistir. Biyomolekiil adsorpsiyon islemi 2 saat boyunca
rotatorda oda sicakliginda stirdiiriilmiistiir. Adsorpsiyon sonrast, tiipler santrifiije alinarak
(5000 rpm, 10 dak) ve siipernant kisminin absorbans degeri, UV spektrofotometrede
uygun dalga boyunda okunmustur (Ay).

Ust kisimlart alinan mikrokiireler oda sicakliinda 1 mL desorpsiyon ortami ile
etkinlestirilerek rotatorda 1 saat boyunca desorpsiyona maruz birakilmistir. Desorpsiyon
stiresi sonunda, tiipler santrifiijlenmis (5000 rpm, 10 dak) ve sivi kisimdan ilgili
dalgaboyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir (Dy). Ayn1 sekilde manyetik mikrokiirelerin
sorbent olarak kullanimiyla yapilan adsorpsiyon—desorpsiyon deneylerinde sorbent

ayrilmasi i¢in miknatis kullanilmigtir.

3.5.2.4. Biyomolekiil Baslangic Konsantrasyonu Etkisi

Bu calismada hedef biyomolekiillerin baslangi¢ konsantrasyonunun biyomolekiillerin
adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Bunun i¢in; ortam pH’1, sorbent konsantrasyonu ve
adsorpsiyon hacmi sabit tutulmus, degisen baslangic biyomolekiil konsantrasyonu ile
denge adsorpsiyon kapasitesinin degisimi gozlemlenmistir. Adsorpsiyon deneyleri i¢in

oncelikle mikrokiireler adsorpsiyon tamponu ile yikanmistir. Yikama sonucunda kirlilik
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kalip kalmadig1 UV-Vis spektrofotometre yardimiyla, 260 nm’de absorbans dl¢timii ile

kontrol edilmistir.

Biyomolekiiller adsorpsiyon tamponu igerisinde ¢oziilerek 0,1 mg/mL’den 2,0 mg/mL’ye
kadar farkli baglangi¢ konsantrasyonlarinda adsorpsiyon ortamlari hazirlanmis ve ortam
pH degeri 8,5’a ayarlanmistir. Ardindan UV-Vis spektrofotmetrede ¢ozeltinin baslangi¢
absorbans degeri uygun dalga boyunda oknumustur (Ao). Her bir denge adsorpsiyon
deneyi i¢in 0,01 g sorbent Ornegi tiiplere alinmis ve farkli biyomolekiil baslangic
derisimleri ile hazirlanmis 1 mL adsorpsiyon ortami ile etkinlestirilmistir. Rotatora
yerlestirilen tiipler 2 saat boyunca oda sicakliginda adsorpsiyona maruz birakilmistir.
Adsorpsiyon sonucunda tiipler santrifiije konmus (5000 rpm, 10 dk) ve siipernatant UV-
Vis spektrofotometre (Biodrop) ile uygun dalga boyunda absorbans olgiimii i¢in
ayrilmistir (Ay).

Adsorpsiyon ortamindan alinan mikrokiireler 1 mL desorpsiyon ortamu ile etkinlestirilmis
ve rotatorda 1 saat boyunca oda sicakliginda desorpsiyona maruz birakilmistir.
Desorpsiyon siiresi sonunda tiipler santrifiijlenmis (5000 rpm, 10 dk) ve sivi kisimdan
biyomolekiile 6zgii dalgaboyunda absorbans ol¢iimii yapilmistir (Dr). Manyetik
mikrokiireler i¢in de adsorpsiyon ve desorpsiyon c¢aligmalar1 ayni sekilde yiiriitiilmiis,

santrifiij yerine manyetik ayirma kullanilmistir.

3.5.2.5. Tekrarlanabilirlik Deneyleri

Tekrarlanabilirlik deneyleri i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon deneyi ayni mikrokiire drnegi
sorbent olarak kullanilarak, 5 kez ardisik sekilde tekrarlanmistir. Secilen biyomolekiil
icin belirli bir baslangi¢ konsantrasyonu ile, 0,01 g mikrokiire ve 1 mL adsorpsiyon
cozeltisi kullanilarak pH 8,5 ve oda sicaklig1 22°C’ de adsorpsiyon deneyi, ardindan 1
mL pH 10 borat tamponu veya 1 mL pH 7,0 fosfat tamponu kullanilarak desorpsiyon
deneyi yapilmistir. Her adsorpsiyon ve desorpsiyon sonrasi yapilan santrifiij (5000 rpm,
10 dak) ile siipernatant alinarak ilgili dalgaboylarinda absorbans okunmus, Esitlik 3.3
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kullanilarak denge adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanmistir. Adsorpsiyon kapasitesinin ve
desorpsiyon veriminin tekrar sayist ile nasil etkilendigi incelenmistir. Manyetik
mikrokiireler ile yapilan deneylerde sorbent ayirma santrifiij yerine miknatis yardimu ile

yapilmistir.

3.5.3. Siirekli Sistemde Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalari

SiO2APBA mikrokiireler siirekli sistem deneylerinde sabit faz olarak kullanilmistir.
SiO2APBA mikrokiireler i¢ ¢ap1 300 pm, dis ¢ap1 460 pm olan, 50 mm uzunlugunda, bir
ucunda 2 um gozenek agikligina sahip paslanmaz celik bir frit iceren kapiler kolon
(Polymicrotechnologies Inc A.B.D.) igerisine dolgulanmistir. Kolon igerisinde bosluk

kalmamasina dikkat edilmis olup optik mikroskop ile kontrolii yapilmistir.

{

— | ——
T AT TS AT, e TR |

RATE 0.005 nl/an npoR

Sekil 3.3. Diol gruplu biyomolekiillerin izolasyonunda kullanilan siirekli mikroakis

sistemi [69].
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Si02APBA mikrokiireler ile doldurulmus kolon 6ncelikle 30 dakika boyunca 5 pL/dk
hizla HEPES tampon (pH 8,5) ile yikanarak sartlanmistir. Yikama sonunda UV-Vis
spektrofotometre de 260 nm’de absorbans ol¢iimii ile kirlilik kontrolii yapilmis ve
kolondan kirlilik gelmediginde yikama sonlandirilmustir. Igerisinde  belirli
konsantrasyonlarda biyomolekiil (RNA ya da f-NAD) bulunduran adsorpsiyon (50 mM
MgCl, igeren pH 8.5 HEPES) tamponu mikro siringa pompast (Harvard Apparatus,
A.B.D.) yardimu ile farkli hizlarda (2—5 pL/dk) kolona beslenmistir. Adsorpsiyon ortami
belirli bir siire boyunca, diol igeren molekiil sabit faz lizerine tamamen adsorplanincaya
kadar mikrokolondan gecirilmistir. Her 4 dakikada bir kolondan ¢ikan 6rnekler ependorf
tiiplerine toplanmis ve UV mikrospektrofotometrede (RNA i¢in 258 nm ve B-NAD i¢in
260 nm) absorbanslar1 okunmustur. Bu durum dengeye ulasilincaya kadar devam etmistir

ve stirekli sistemde biyomolekiil adsorpsiyon verimi (0, % agirlik) asagidaki formiiller ile

hesaplanmustir.

0 : [Mbm, adsorplanan/ Mbm, yﬁklenen] x 100 (36)
Mbm, adsorplanan . Mbm, yiiklenen — Mbm, adsorplanmayan (3 7)
Mbm, yiiklenen . QA xCoxt (38)
Mbm, adsorplanmayan :Vax Ca (39)
Burada;

Mbm, yiiklenen : Mikrokolona yiiklenen biyomolekiil miktar1 (mg)

Qa : Adsorpsiyon ortami akis hiz1 (uL/dak)
t : Adsorpsiyon ortami akis siiresi (dak)
Co : Adsorpsiyon ortamindaki biyomolekiil derisimi (mg/puL)

Mobm, adsorplanmayan: Adsorpsiyon sirasinda toplanan drnegin biyomolekiil miktar1 (mg)
Va : Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin hacmi (uL)

Ca : Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin biyomolekiil derisimi (mg/pL)
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Adsorpsiyon kismi1 sonlandirildiktan sonra siringa desorpsiyon ortami ile doldurulmus bir
siringa ile degistirilmis ve desorpsiyon tamponu kolona verilmistir. Desorpsiyon
periyodu icin ornekler yine 4 dk’lik araliklarla ependorf tiiplerine toplanmis ve
absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. izole edilmis biyomolekiil miktarlar1 desorpsiyon periyodu
boyunca toplanan Orneklerin hacim ve konsantrasyon degerleri yardimiyla
hesaplanmistir. Desorpsiyon verimi; mikrokolondan desorplanan biyomolekiil miktarinin
(ug) mikrokolona adsorplanan biyomolekiil miktarina (ug) ylizde oranit olarak
hesaplanmaktadir. izolasyon verimi (% ag.) ise mikrokolondan desorplanan biyomolekiil
miktarinin (pg) mikrokolona yiiklenen biyomolekiil miktarina (pg) yiizde orani olarak

bulunmaktadir.

3.6. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri adsorpsiyon dengesini ifade etmekte kullanilan, sabit sicaklikta
(adsorbanin birim kiitlesine) adsorplanan madde miktar1 ile denge derisimi veya denge
basinci arasindaki bagintilardir. Genel olarak bir adsorpsiyon adsorban iizerinde tutulan
hedef molekiil konsantrasyonu ile ¢ozelti icerisinde kalan molekiil konsantrasyonu
arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder ve denge kurulduktan sonra bu
degerlerde degisiklik olmaz. Bu izotermler adsorpsiyon tiirii, adsorban kapasitesi,
adsorpsiyon enerjisi gibi bilgilerin elde edilmesinde rol oynamaktadir. Bu tiir
izotermlerde degisken kosullara uygun olacak sekilde farkli modeller bulunmaktadir ve
varsayimlar ile yeni modellerin gelistirilebilmesi miimkiindiir. En 6nemli ve en yaygin

kullanilan izotermler Langmuir ve Freundlich izotermleridir [71, 72].

3.6.1. Langmuir izotermi

Baslangigta gaz-kati1 faz adsorpsiyonunu agiklamak i¢in tasarlanmis olan Langmuir
izotermi ayni zamanda ¢esitli adsorbanlarin adsorptif kapasitesini Olgmek ve
karsilastirmak i¢in de kullanilir. Bu izoterm ylizey kaplamasinda adsorpsiyon ve

desorpsiyon oranlarin1 dengeleyerek dinamik dengeyi saglamaktadir. Adsorpsiyon

48



yiizeydeki adsorbat konsantrasyonu ve bos alan ile orantili iken desorpsiyon ise kaplanan
adsorbat yiizeyi ile orantilidir. Doyma noktasinda ylizeye adsorbe olan adsorbat miktari

sabit iken ylizey tek bir tabaka ile kaplanmaktadir [73].
Langmuir denklemi asagida Esitlik 3.10 ile gosterilmektedir;

Q — Qmaxbce
€ 1+bC,

(3.10)
Qe : Birim adsorban tizerinde adsorplanan maddenin denge derigimi (mg/g)

Qmax @ Adsorbanin maksimum adsorplama kapasitesi (mg adsorplanan ajan/g sorbent)
b : Adsorpsiyon enerjisine bagli Langmuir adsorpsiyon sabiti (mL/mg)

Ce : Denge durumunda ¢dzeltide kalan molekiil konsantrasyonu (mg/mL)

Bu denklem lineer hale getirildiginde Esitlik 3.11 elde edilmektedir;

Qie N [szxb] [ci] T [Q,;x] (3.11)

Bu denklemden yola ¢ikarak 1/C¢’ye kars1 1/Q. grafigi cizilmektedir. Bu grafikten elde
edilen denkleme bakilarak y ekseninin kesildigi nokta 1/Qmax degerini verirken grafigin
egimi 1/Qmaxb degerini vermektedir. Qmax degeri maksimum adsorplama kapasitesini

gostermektedir.

Langmuir izotermi i¢in bazi varsayimlar yapilmistir. Adsorpsiyonun yiizeyde tek kat bir
tabaka halinde homojen bir sekilde oldugu, adsorplanan molekiillerin hepsinin yiizeye
afinitesinin ayni oldugu ve molekiillerin birbiri ile etkilesimi olmadigi, adsorplanan

molekiillerin ylizey etrafinda hareket etmedigi kabul edilmektedir [71, 72, 74].
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3.6.2. Freundlich izotermi

Freundlich izotermi heterojen yiizeylerde meydana gelen adsorpsiyon olaylarina
uygulanabilir bir izotermdir. Bu izoterm yiizey heterojenitesini ve aktif bolgeler ile

enerjilerinin dagilimlarini ifade eder ve matematiksel olarak Esitlik 3.12°de asagidaki gibi

gosterilmektedir;
1
Qe = Kp(Co)m (3.12)
Qe : Denge aninda birim adsorbent i¢in adsorblanmis molekiil miktar1 (mg/g)
Ce : Denge durumunda ¢ozeltide kalan molekiil konsantrasyonu (mg/L)

Kr : Adsorpsiyon kapasitenin 0l¢iitii olan Freundlich sabiti (L/g)

n : Adsorpsiyon siddetinin 6l¢iitii olan Freundlich sabiti

izoterm denklemi lineer hale getirildiginde Esitlik 3.13 ile asagidaki gibi gosterilebilir;
1
logq, = logKFr +;logCe (3.13)

Denkleme bakilarak izoterm parametrelerinin hesaplanmasinda log qe’ye karsilik log Ce
grafiginden yararlanilir. Bu grafikten elde edilen denklemde y eksenini kesen nokta log

kr ve egim ise 1/n degerini vermektedir.

Deneysel olarak elde edilen tiim verilerin izoterm denklemlerine uygulanarak grafige
dokiilmesiyle adsorpsiyonun hangi modelle daha iyi agiklandigina karar verilebilir.
Verilerin dogrusal bir grafik olusturmasiyla korelasyon katsayist bulunur ve izoterm
cesidi secilir. Adsorpsiyon bir modele uygun olabilecegi gibi birden fazla modele de
uygun olabilir [71, 73, 75].

50



Tez kapsaminda deneysel yolla elde edilen veriler izoterm denklemlerine uyarlanmis ve
grafik haline getirilmistir. Boylece adsorpsiyon ¢alismalarinin hangi izoterme daha uygun

olduguna karar verilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢aligmada borat afinite kromatografisine uygun yeni bir sabit faz sentezlenmesinde
baslangic materyali olarak kullanilmak tizere SiO> ve MagSiO> mikrokiireler
kullanilmistir. Si02 ve MagSiO> mikrokiirelerin ortalama boyutlar1 sirasiyla 5,50 um ve
5,49 um olup mikrokiireler hem mezo hem makro boyutta gézenek dagilimina sahiptir.
Ortalama 5,0 um boyutlarinda olan monodispers gozenekli silika mikrokiirelerin ters faz,
hidrofilik etkilesim ve biyoafinite kromatografisi gibi sistemlerin uygulamalarinda yeni
sabit fazlarin sentezlenmesinde yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Bu amagla
fenilborik asit ligandi olarak segilen APBA, SiO, ve MagSiO» mikrokiirelere baglanarak
yeni bir sabit faz olusturulmustur. Bu sistemin 6zellikle borat afinite kromatografisi
uygulamalarinda eser miktarlarda diol gruplu molekiil iceren diisikk hacimlerdeki

orneklerde izolasyon i¢in kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

4.1. Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon caligmalar1 kapsaminda SiOz, SiO2APBA, MagSiO> ve MagSiO,APBA
mikrokiirelerin ortalama boyutlari, boy dagilimlari, gzenek yapilar1 ve 6zellikleri, yiizey
morfolojileri ve bilesimlert SEM, BET, XPS analizleri ile incelenmistir. VSM analizleri
ile MagSiO2 ve MagSiO>APBA mikrokiirelerin manyetik ozellikleri hakkinda bilgi

edinilmistir.

4.1.1. SiO:2 ve SiO2APBA Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Monodispers gozenekli formdaki SiO> ve SiO,APBA mikrokiirelerin ortalama boyutlari,
boy dagilimi ve yiizey morfolojisi Sekil 4.1’de SEM fotograflarinda goriilmektedir.
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Sekil 4.1. (A) SiO; ve (B) SiO2APBA mikrokiirelerin SEM goriintiileri (Biiylitme Orani:
20.000X) (C) SiO2 ve (D) SiO,APBA mikrokiirelerin boy dagilimi (Biiylitme Orant:
2.500X) [69].

Sekil 4.1°e bakilarak hem SiO2 hem de SiO2APBA mikrokiirelerin kiiresel formda dar bir

boy dagilimi ile sentezlendigi ve gdzenekli bir yapiya sahip oldugu anlagilmaktadir.

Si02 ve S102APBA mikrokiirelerin gézeneklilik 6zellikleri azot adsorpsiyon-desorpsiyon
yontemi kullanilarak yiizey alani ve gozeneklilik 6l¢lim cihazi ile incelenmis ve
mikrokiirelerin 6zgiil yiizey alan1 (m*/g) ve ortalama gdzenek boyutu (nm) degerleri tayin
edilmistir. Mikrokiirelerin azot adsorpsiyon-desorpsiyon yontemiyle elde edilen gozenek
boy dagilim egrileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Si0; ve SiO,APBA mikrokiireler icin gozenek boyutu dagilim grafigi [69].

Sekil 4.1°de verilen SEM fotograflar1 kullanilarak sirasiyla Esitlik 3.1 ve 3.2 yardimiyla
hesaplanan ortalama mikrokiire boyutu ile degisim katsayist degerleri ile Sekil 4.2°de
verilen gozenek boyutu dagilim egrisi ile elde edilen ortalama gdzenek boyutu ve BET
modeline gore tayin edilen mikrokiire 6zgiil ylizey alan1 degerleri ile Cizelge 4.1°de

sunulmaktadir.

Cizelge 4.1. SiO2 ve SiO2APBA mikrokiirelerin boyut ve gbzenek 6zellikleri [69].

Medyan .
Degisim Ozgiil Yiizey
Ortalama Boy Gozenek

Mikrokiire Katsayis1 (CV) Alani

Boyutu

(um) (%) (nm) (m*/g)

SiO2 5,50 4,26 3.4, 23 374
SiO2APBA 5,79 4,89 45 108

Si0, ve SiO2APBA mikrokiirelerin ortalama boyutlar1 sirasiyla 5,50 um ve 5,79 um

olarak bulunmustur. Mikrokiire ortalama boyut degerleri arasindaki fark yapilan
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istatistiksel analizin duyarligi ile ilgilidir. SiO2 mikrokiireler i¢in % 4,26 olarak
hesaplanan boy dagilimi degisim katsayis1 (CV) SiO2APBA mikrokiireler i¢in % 4,89
olarak hesaplanmistir. CV degerinin %5’in altinda olmasi mikrokiirelerin es boyutlu

olarak sentezlendigini gostermektedir.

Sekil 4.2°de gortildigl iizere, her iki mikrokiire formunda hem makrogdzenek hem
mezogdzenek bolgesinde 100 nm’ye kadar uzanan gozenek boy dagilimi
gozlemlenmistir. Si0, mikrokiireler i¢in iki farkli medyan gozenek boyutu 3,4 nm ve 23
nm degerlerinde iki ayr1 pik halinde gézlenmistir. SIO2APBA mikrokiireler i¢in medyan
gozenek boyutu mezogdzenek bolgesinde 45 nm olarak bulunmustur. Ozgiil yiizey
alanlar1 SiO> mikrokiireler i¢in 374 m?/g iken SiO>APBA mikrokiirelerde 108 m?/g olarak
bulunmustur. Mikrokiirelere APBA baglanmasi ile 6zgiil ylizey alaninin yaklasik %70
oraninda diistiigii goriilmektedir. Ozgiil yiizey alanindaki bu diisiis SiO> mikrokiirelere
APBA baglanmasinda kullanilan alkali ortamin gdzenek boyutunu genisletme etkisinden

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

SiO2 ve SiO2APBA mikrokiirelerin ylizey kompozisyonlart XPS kullanilarak

belirlenmis ve XPS 6l¢iim sonuclar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. SiO2 ve SiO2APBA mikrokiirelerin XPS kullanilarak elde edilen atomik
yiizey kompozisyonu [69].

Atom %
Mikrokiire Boron Karbon Oksijen Silisyum Azot
(B) © 0) (Si) N)
SiO2 - 17,33 53,97 28,70 -
SiO2APBA 0,84 27,86 46,44 23,39 1,48

Cizelge 4.2 incelendiginde hem SiO2 hem de SiO2APBA mikrokiirelerde karbon, oksijen
ve silisyum varligi goriilmektedir. SIO,APBA mikrokiirelerde bulunan %0,84 boron
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degeri mikrokiireler tizerinde APBA varligina isaret etmektedir. Mikrokiirelerin yiizey
komposizyonuna 6zdes bir kompozisyonda oldugu varsayilarak ve hidrojen icerigi goz
ard1 edilerek SiO,APBA mikrokiirelerin PBA igerigi 0,476 mmol PBA/g sorbent olarak
belirlenmistir. Silika mikrokiireler ¢ok basamakli hidroliz-kondenzasyon metodu ile
sentezlenen poli(MAA-co-EDMA) mikrokiirelerin yiiksek sicaklikta kalsinasyona tabii
tutulmasiyla elde edilmistir. Dolayisiyla silika mikrokiireler iizerinde goriinen karbon

icerigi polimetakrilat kisminin kalsinasyonundan kaynaklanmaktadir.

4.1.2. MagSiO:2 ve MagSiO:APBA Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
MagSiO, ve MagSiO,APBA mikrokiirelerin SEM fotograflar1 Sekil 4.3°te verilmistir.

Mikrokiirelerin  ortalama boyutlari, boy dagilimi bu fotograflar yardimiyla

hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. (A), (B) MagSiO; ve (C), (D) MagSiO>APBA mikrokiirelerin SEM goriintiileri.
Biiyiitme Orani: (A) 2500X, (B) 20000X, (C) 2500X (D) 17500X.

BET cihazinda azot adsorpsiyon desorpsiyon yontemi ile MagSiO, ve MagSiO>APBA

mikrokiirelerin gozeneklilik ozellikleri incelenmistir. Sekil 4.4 manyetik formdaki

mikrokiirelerin gozenek boy dagilim egrilerini gdstermektedir.
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Sekil 4.4. MagSiO; ve MagSiO2APBA mikrokiireler i¢in gézenek boyutu dagilim grafigi

Manyetik mikrokiirelerin ortalama gdzenek boyutu ve 6zgiil ylizey alan1 degerleri ile

SEM goriintiileri kullanilarak hesaplanan ortalama boy ve degisim katsayis1 degerleri

Cizelge 4.3 te belirtilmistir.

Cizelge 4.3. MagSi0O2 ve MagSiO,APBA mikrokiirelerin boyut ve gozenek o6zellikleri

Degisim Ortalama .
Ozgiil Yiizey

Ortalama Boy Katsayisi Gozenek

Mikrokiire Alam
(CV) Boyutu

(pm) (%) (nm) (m*/g)

MagSiO2 5,49 4,81 8,1 1949

MagSiO2APBA 5,63 4,99 12,9 63,0

Cizelge 4.3 incelendiginde MagSiO, ve MagSiO,APBA mikrokiirelerin ortalama
boyutlari sirasiyla 5,49 um ve 5,63 um olarak bulunmustur. Mikrokiirelerin CV degerleri

sirastyla %4,81 ve %4,99 olarak hesaplanmustir.
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MagSiO> mikrokiirelerde 194,9 m?/g olan &zgiil yiizey alam MagSiO.APBA
mikrokiirelerde 63,0 m?/g olarak bulunmustur. Ozgiil yiizey alam yaklasik % 67 oraninda
diismiistiir. MagSiO> mikrokiireler i¢in 8,1 nm olan ortalama gozenek boyutu
MagSiO>APBA mikrokiireler i¢in 12,9 nm olarak tayin edilmistir. Bu durum SiO,APBA
mikrokiireler i¢in gozlendigi sekilde APBA baglanmasi i¢in kullanilan alkali Na;CO3

¢ozeltisinin gdzenek boyutunu genisletme etkisi ile agiklanabilir.

MagSiO; ve MagSiO,APBA mikrokiirelerin ylizey kompozisyonlarini belirlemek i¢in
XPS cihazi kullanilmig ve elde edilen XPS sonuglar1 Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. MagSiO; ve MagSiO2APBA mikrokiirelerin XPS kullanilarak elde edilen

yiizey kompozisyonu verileri.

Atom %
Mikrokiire Boron | Karbon | Oksijen | Silisyu Azot Demir
(B) ©) 0) m (Si) (N) (Fe)
MagSiO2 - 19,56 56,79 22,2 - 1,45
MagSiO2APBA 0,66 20,44 53,01 23,65 1,11 1,13

Manyetik mikrokiirelerin sentezinde demir tuzlari kullanilmigtir. XPS analizi sonuglarina
bakildiginda demir igerigi mikrokiireler iizerinde saptanmistir. Silika mikrokiirelere
benzer sekilde APBA ligandinin baglanmasi sonucu MagSiO>APBA mikrokiirelerde
boron igerigi goriilmektedir. Manyetik silika mikrokiirelerin sentezinde de ¢ok basamakli
hidroliz-kondenzasyon yontemi kullanilmistir. Karbon igerigi silika mikrokiirelerde

oldugu gibi polimetakrilat kismin kalsinasyonu ile olugsmaktadir.

Manyetik mikrokiireler titresimli 6rnek manyetometresi ile analiz edilmistir.
Mikrokiirelerin ~ manyetizasyon  davraniglari  gorlintiillenmis  ve  doygunluk

manyetizasyonu Ol¢iilmiistiir. VSM analizi sonucu elde edilen manyetizasyon egrileri
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Sekil 4.5’te goriilmektedir. Her iki mikrokiireninde siliperparamanyetik f-davranis
gosterdigi gozlenmis ve doygunluk magnetizasyon degerleri MagSiO2 ve MagSiO,APBA
mikrokiireler i¢in sirasiyla 32 ve 26 emu/g olarak belirlenmistir. Doygunluk
magnetizasyon degerinde ortaya ¢ikan azalma, MagSiO, mikrokiirelerin APBA ile

etkilesimi sirasinda kullanilan bazik ortamdan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.5. MagSiO2 ve MagSiO2APBA mikrokiirelerin titresimli 6rnek magnetometresi

ile elde edilen manyetizasyon egrileri.
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4.2. Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalari

Tez kapsaminda silika ve manyetik silika mikrokiireler destek malzemesi olarak borat
afinite kromatografisi sorbentlerinin sentezinde kullanilmistir. Bu sistem diol gruplu
molekiillerin izolasyonu i¢in tasarlanmistir. Hedef molekiil olarak B-NAD ve RNA
secilmis adsorpsiyon ve desorpsiyon caligmalari ile secilen biyomolekiillerin izolasyon

davranislar1 incelenmistir.

4.2.1. SiO:2 ve SiO2APBA Mikrokiireler ile Kesikli Sistemde Biyomolekiil
Izolasyonu

SiO> ve SiO,APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanimiyla, B-NAD ve RNA
kullanilarak, kesikli sistemde pH, sicaklik, sorbent derisimi, ve diol gruplu biyomolekiil
baslangic konsantrasyonu etkileri incelenmistir. Ayrica sentezlenen mikrokiirelerin

sorbent olarak tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

4.2.1.1. pH Etkisi

pH taramalar kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiireler kullanilarak yapilmistir. Diol
grubu tasiyan Ornek biyomolekiillerin (B-NAD ve RNA), pH 5,0 ve 9,0 araliginda

oncelikle denge adsorpsiyon davranisi incelenmistir.

Fakli pH degerlerinde SiO2APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD ve RNA i¢in elde

edilen denge adsorpsiyon degerleri Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD ve RNA denge adsorpsiyonunun ortam pH’1 ile degisimi. 50 mM
HEPES, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C, 120 cpm, 2 saat [69].

Sekil 4.6 incelendiginde asidik degerlerde diisiikk olan adsorpsiyon kapasitesinin
fenilborik asidin pKa’s1 olan 8,86’ya yakin pH degerlerinde yiikseldigi gozlemlenmistir.
B-NAD ig¢in en yiiksek denge adsorpsiyon degeri pH 8,5’ta gram mikrokiire bagina 73,04
mg B-NAD olarak elde edilmistir. B-NAD molekiiliine benzer sekilde fenilborik asidin
pKa’sma yakin olan pH 8,5’ta RNA i¢in en yiiksek denge adsorpsiyon degeri gram
mikrokiire i¢cin 23,11 mg RNA olarak elde edilmistir. pH taramalarindan elde edilen
grafiklere bakilarak pH 8,5°ta bagli APBA molekiilii ile hedef diol gruplu biyomolekiiller

arasinda halkasal borat ester yapisinin etkin sekilde olustugu anlagilmaktadir.
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4.2.1.2. Sicaklik EtKisi

Kesikli sistemde SiO.APBA mikrokiireler kullanilarak diol gruplu molekiillerin
adsorpsiyonlari iizerine sicaklik etkisi incelenmistir. Bu amagla 4°C, 15°C, 22°C, 25°C,

30°C ve 35°C sicakliklarda denge adsorpsiyon deneyleri yapilmistir.

Ortam sicaklig1 ile degisen denge adsorpsiyon kapasitesi degerleri B-NAD ve RNA i¢in
Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD ve RNA denge adsorpsiyonunun ortam sicakligi ile degisimi. S0 mM
MgCl: igeren 1 mL pH 8,5 HEPES adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22
°C, 120 cpm, 2 saat [69].

Iki biyomolekiil igin de artan sicaklik degerleri ile denge adsorpsiyonunda hafif bir diisiis
gozlemlenmektedir. Denge adsorpsiyon degerinde olusan diisiis adsorpsiyon prosesinin

egzotermik karakteri ile agiklanabilir.
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4.2.1.3. Biyomolekiil Baslangi¢c Konsantrasyonu Etkisi

Konsantrasyon taramalari i¢in biyomolekiillerin pH 8,5 HEPES tamponu igerisinde 0,1
mg/mL’den baslanarak 2,0 mg/mL’ye kadar degisen baslangi¢ derisimlerinde ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Ardindan biyomolekiiller adsorpsiyon i¢in SiO2 ve SiO,APBA
mikrokiireler ile etkilestirilmistir. Bu deneylerde adsorpsiyon ortaminin pH degeri 8,5’a
ayarlanmistir. B-NAD ile yapilan baslangi¢ konsantrasyonu taramasi sonucu elde edilen

denge adsorpsiyon kapasitesi degerleri Sekil 4.8’da verilmistir.
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Sekil 4.8. Kesikli sistemde SiO2 ve SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda denge adsorpsiyonunun baslangi¢ B-NAD konsantrasyonu ile degisimi. (I mL

pH 8,5 adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm, 2 saat) [69].

Si02APBA mikrokiirelerle gram mikrokiire basina 73,04 mg B-NAD ile en yliksek denge
adsorpsiyonu degerine ulagilmistir. Grafige bakildiginda SiO, mikrokiireler i¢in de
ozellikle yiiksek derisimlerde olgiilebilir denge adsorpsiyon degerleri elde edilmistir. Bu
adsorpsiyonun [B-NAD ile SiO: mikrokiire ylizeyi arasindaki spesifik olmayan

etkilesimlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Adsorplanan B-NAD i¢in desorpsiyon davranisi da incelenmis ve elde edilen desorpsiyon

verimleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Kesikli sistemde SiO> ve SiO;APBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildigi durumda desorpsiyon veriminin baglangic B-NAD konsantrasyonu ile
degisimi, (I mL pH 10,2 borat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C,
120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %#4).

Desorpsiyon Verimi (%)
B-NAD Konsantrasyonu SiO, SiOLAPBA
(mg/mL)

0,1 0,0 KD

0,25 2,1 88,4

0,5 2,5 87,1

1 8,5 86,0

1,5 9.4 85,7

2 21,4 85,5

Borat tamponu kullanilarak yapilan desorpsiyon ¢alismalarinda SiOoAPBA mikrokiireler
icin elde edilen en diisiik verim %85,5 olup 0,1 mg/mL B-NAD konsantrasyonu ile
kantitatif desorpsiyona ulasilmistir. Silika mikrokiireler ile elde edilen desorpsiyon

verimleri 6zgiil olmayan etkilesimleri agiklar yondedir.

Si0,APBA mikrokiireler ile daha iyi bir izolasyon verimi eldesi amaciyla, desorpsiyon
deneyleri desorpsiyon ortami degistirilerek tekrar yapilmistir. Bu amagla pH 7,0 degerine
ayarlanmis 100 mM fosfat tamponu igerisine yarigmali diol olarak sorbitol eklenmis ve
bu ortamda farkli B-NAD konsantrasyonlari ile denge adsorpsiyonu sonrasi, desorpsiyon
verimi tespit edilmistir. Bu amagla dncelikle, desorpsiyon ortami igerisine eklenecek
sorbitol konsantrasyonuna karar vermek {iizere farkli konsantrasyonlarda sorbitol
eklemesi yapilarak desorpsiyon davranisi incelenmistir. Sorbitol konsantrasyonunun

degismesiyle elde edilen desorpsiyon verileri Cizelge 4.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.6. SiO,APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig1 durumda desorpsiyon
veriminin sorbitol konsantrasyonu ile degisimi (B-NAD konsantrasyonu:1 mg/mL,
sorbitol eklenmis 1 mL, pH 7 fosfat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22
°C, 120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %3) [69].

Sorbitol Konsantrasyonu B-NAD Desorpsiyon
(mM) Verimleri (%)

0 81

10 &3

25 84

50 87
100 92
200 KD
400 KD

Cizelge 4.6, B-NAD desorpsiyon veriminin sorbitol konsantrasyonu arttik¢a arttigini
gostermektedir. Verilere bakilarak, SiOAPBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildigr durumda, B-NAD ile yapilan desorpsiyon deneyleri icin desorpsiyon
tamponuna 200 mM sorbitol eklenmesine karar verilmistir. Sorbitol eklenen fosfat
tamponu ile yapilan deneylerde farkli B-NAD konsantrasyonlari i¢in SiO2 mikrokiireler
elde edilen yeni desorpsiyon verimleri Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Buradan goriildugii
gibi B-NAD ile SiO> mikrokiireler arasinda spesifik olmayan etkilesime bagli olarak

gozlenen en-yiiksek desorpsiyon verimi % 20 civarindadir.
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Cizelge 4.7. Kesikli sistemde SiO> mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi durumda

desorpsiyon veriminin baglangi¢ f-NAD konsantrasyonu ile degisimi, (200 mM sorbitol

eklenmis 1 mL pH 7 fosfat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120
cpm, 1 saat, MSS < %3) [69].

p-NAD ﬁg/sli;t)rasyonu Desorpsiyon verimi (%)
0,1 0
0,25 5
0,5 5
1 14
1,5 18
2 20

Si0,APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD icin her iki desorpsiyon ortaminda elde

edilen desorpsiyon ve izolasyon verimleri Cizelge 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. B-NAD biyomolekiilii i¢in SiO2APBA mikrokiireler kullanilarak elde edilen

desorpsiyon ve izolasyon verimleri (BT: 1 mL, pH 10,2 borat tamponu, FT: 200 mM

sorbitol, 1 mL, pH 7 fosfat tamponu) [69].

B-NAD Desorpsiyon Verimi (%) Izolasyon Verimi (%)
Konsantrasyonu
(mg/mL) BT FT BT FT
0,10 KD KD 95,7 95,7
0,25 88,4 KD 75,7 85,6
0,50 87,1 KD 63,1 72,5
1,00 86,0 KD 46,0 53,5
1,50 85,6 KD 39,9 46,6
2,00 85,5 KD 31,2 36,5

B-NAD ile yarismali diol olarak sorbitol eklenen nétral desorpsiyon tamponu kullanilarak

S10,APBA mikrokiirelerle yapilan desorpsiyon deneyleri ile kantitatif desorpsiyona

67




ulagilmistir. Bu sonug ayn1 zamanda SiO>APBA mikrokiireler icin f-NAD adsorpsiyonun
biitiiniiyle halkali borat ester olusumu {izerinden yiriidiigiinii gostermektedir.
Desorpsiyonda sorbitoliin diol gruplarmin, sorbent iizerindeki borik asit gruplarina
yarismal1 sekilde baglanarak, adsorplanan B-NAD’in sorbent lizerinden desorpsiyon
ortamina birakilmasini sagladig diisiiniilmektedir. Bu davranis, fenilborik asit grubuna
kars1 sorbitol’in B-NAD’a kiyasla daha yiiksek afinite baglanma sabitine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir.  Desorpsiyon tamponuna sorbitol eklenmesiyle
desorpsiyon veriminin, buna bagli olarakta izolasyon veriminin artti1 goriilmiistiir. Bu
durum yarigmali dioliin fenilborik asit grubuna daha giiglii baglanma yetenegi ile
aciklanabilir. Bu karsilastirma yarigmali diol eklenerek yapilan desorpsiyon ile daha fazla

yiiksek verimle 3-NAD izolasyonu yapilabildigini gostermistir.

RNA ile yapilan baslangi¢ konsantrasyon taramasi sonucu elde edilen denge adsorpsiyon

kapasitesi degerleri Sekil 4.9’da verilmektedir.

25 H
20
15

10

Q (mg RNA/ g mikrokiire)

O 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2
RNA Konsantrasyonu (mg/mL)

SiO, —e—SiO,APBA

Sekil 4.9. Kesikli sistemde SiO2 ve Si02APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda denge adsorpsiyonunun baslangic RNA konsantrasyonu ile degigimi. (1 mL pH
8,5 adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm, 2 saat) [69].

68



RNA i¢in yapilan konsantrasyon taramalarinda SiO>APBA mikrokiireler i¢in beklentiye
uygun olarak artan RNA konsantrasyonu ile artan adsorpsiyon kapasitesi
gozlemlenmistir. SiO» mikrokiirelerde gbézlemlenen degerlerin ise spesifik olmayan
etkilesimlerden ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir. RNA; B-NAD’a gore daha diisiik
adsorpsiyon kapasitesi degerleri vermistir, bu durum B-NAD biyomolekiiliiniin iki adet

diol iceren baglanti noktasina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

Borat tampon desorpsiyon ortaminda, RNA i¢in SiO> ve SiO,APBA mikrokiirelerin
sorbent olarak kullanimui ile yapilan desorpsiyon ¢alismalarindan elde edilen desorpsiyon

verimleri Cizelge 4.9’da gosterilmektedir.

Cizelge 4.9. Kesikli sistemde SiO2 ve SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildigi durumda desorpsiyon veriminin baglangic RNA konsantrasyonu ile degisimi,
(1 mL pH 10,2 borat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C, 120 cpm, 1
saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %4).

Desorpsiyon Verimi (%)
RNA Konsantrasyonu SiO; SiO2APBA
(mg/mL)
0,1 16,3 KD
0,25 233 KD
0,5 35,5 90
1 42,8 KD
1,5 49,6 94
2 89,5 KD

Desorpsiyon calismalarinda, SiO,APBA mikrokiireler sorbent olarak kullanildiginda
borat tamponunda elde edilen en diisiik desorpsiyon verimi % 90’dir. SiO> mikrokiireler
ile elde edilen oldukca diigiik desorpsiyon verimlerinin, RNA’nin bu mikrokiireler

lizerine tersinmez ve spesifik olmayan adsorpsiyonu ile agiklanmasi miimkiindiir.

B-NAD ile yapilan calismalara benzer sekilde desorpsiyon tamponu degistirilerek

desorpsiyon deneyleri yapilmistir. Bu amagla pH 7,0’de hazirlanmis 100 mM fosfat
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tamponu igerisine yarismali diol olarak farkli konsantrasyonlarda sorbitol eklenmis ve
desorpsiyonlar tekrar gdzlenmistir. Degisen sorbitol konsantrasyonu ile elde edilen
desorpsiyon verimleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Veriler yardimiyla diger deneylerde

kullanilacak sorbitol derisimine karar verilmistir.

Cizelge 4.10. SiO,APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi durumda
desorpsiyon veriminin sorbitol konsantrasyonu ile degisimi (Sorbitol eklenmis 1 mL pH
7 fosfat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C, 120 cpm, 1 saat, KD:
Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %3) [69].

Sorbitol Konsantrasyonu RNA Desorpsiyon
(mM) Verimleri (%)
0 85
10 98
25 KD
50 KD
100 KD
200 KD
400 KD

RNA biyomolekiilii kullanilarak sorbitol eklenmis fosfat tamponu ile yapilan desorpsiyon
caligmalarinda 10 mM’dan yiiksek sorbitol konsantrasyonlarda kantitatif desorpsiyon
verimlerine ulagilmistir. RNA biyomolekiilii kullanilarak B-NAD’a gore daha diigiik
sorbitol konsantrasyonu ile kantitatif desorpsiyonlara ulasilmistir. Bu durum B-NAD’in
yapisinda bulunan cis-diol gruplarinin RNA’ya gbre daha yogun olmasi ve f-NAD’in
fenilborik aside olan yiiksek afinitesi ile agiklanabilir. Calismalar sonucunda RNA
desorpsiyon deneyleri i¢in desorpsiyon ortamina 100 mM sorbitol eklenmesine karar
verilmistir ve 100 mM sorbitol eklenmis fosfat tomponu ile yapilan deneylerden elde

edilen desorpsiyon verimleri Cizelge 4.11°de verilmektedir.
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Cizelge 4.11. Kesikli sistemde SiO> ve SiO;APBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildig1 durumda desorpsiyon veriminin baglangic RNA konsantrasyonu ile degisimi,
(100 mM sorbitol eklenmis 1 mL pH 7,0 fosfat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda
sicaklig1 22 °C, 120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %3) [69].

Desorpsiyon Verimi (%)
RNA Iif;‘gsf:l‘l‘gasy‘m“ Si02 Si02APBA

0,1 12 KD

0,25 17 KD

0,5 30 KD

1 37 KD

1,5 45 KD

2 80 KD

RNA biyomolekiilii ile SiO,APBA mikrokiireler kullanilarak yapilan desorpsiyon
calismalarinda tiim RNA baslangic konsantrasyonlarinda kantitatif desorpsiyon
verimlerine ulagilmistir. RNA ile SiOAPBA mikrokiireler kullanilarak elde edilen
izolasyon verimleri farkli tampon sistemleri i¢cin Cizelge 4.12°de karsilastirilmaktadir. Bu
Cizelgede BT; 1 mL pH 10,2 borat desorpsiyon tamponu ve FT; 100 mM sorbitol

eklenmis 1 mL pH 7 fosfat desorpsiyon tamponu ile yapilan ¢alismalar1 gostermektedir.
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Cizelge 4.12. RNA igin SiO>APBA mikrokiireler kullanilarak farkli desorpsiyon
ortamlar1 ile elde edilen izolasyon verimleri. verimleri (BT: 1 mL, pH 10,2 borat

tamponu, FT: 200 mM sorbitol, 1 mL, pH 7 fosfat tamponu) [69].

RNA Izolasyon Verimi (%)
Konsantrasyonu
(me/mL) BT FT
0,10 18,2 18,2
0,25 13,0 13,0
0,50 13,5 14,9
1,00 15,3 15,3
1,50 11,2 11,9
2,00 11,6 11,6

B-NAD ve RNA icin SiO2APBA mikrokiireler ile yapilan desorpsiyon deneylerinde
yarismali diol olarak eklenen sorbitol yardimiyla kantitatif desorpsiyon verimlerine
ulagilmigtir. Desorpsiyon tamponuna yarigmali diol olarak eklenen sorbitol
biyomolekiillerin desorpsiyon verimlerinin artmasinda rol oynamistir ve bu sonug
adsorpsiyon ¢alismalarinda borat afinitesi iizerinden halkali borat esteri olusumunu
desteklemektedir. Sorbitoliin diol gruplar1 desorpsiyon boyunca ortama birakilan RNA
molekiillerinin diol gruplar yerine fenilborik asit gruplarina baglanmakta ve yarismali
baglanma hedef diol desorpsiyon veriminin artmasini saglamaktadir. Yarismali diol

eklenmesi ile izolasyon verimlerinin de yiikseldigi goriilmektedir.

4.2.1.4. Sorbent Konsantrasyonu Etkisi

B-NAD ve RNA i¢in sorbent konsantrasyonu taramast SiO2APBA mikrokiireler ile
yapilmistir. Bu amacla yapilan deneylerde 6nce denge adsorpsiyonu, daha sonra denge
desorpsiyon davranisi calisilmigtir. Sekil 4.10 sorbent konsantrasyonunun B-NAD denge

adsorpsiyonuna etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Kesikli sistemde SiO;APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi
durumda B-NAD denge adsorpsiyonunun sorbent konsantrasyonu ile degisimi (B-NAD
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, oda sicaklig1 22 °C, 120
cpm, 2 saat) [69].

Sorbent konsantrasyonu arttikca denge B-NAD adsorpsiyon kapasitesinin diistiigii
goriilmektedir. En yliksek denge adsorpsiyon degeri 159 mg -NAD/g mikrokiire olarak
elde edilmistir. Sorbent konsantrasyonunun artmasi ile birim sorbent kiitlesi i¢in B-NAD
kiitlesi azalmaktadir, bu ylizden gozlenen davranig beklendigi sekilde olup, literatiir ile
uyumludur. Cizelge 4.13, B-NAD i¢in farkli SiIO.APBA mikrokiire konsantrasyonlari ile
her iki desorpsiyon ortaminda elde edilen desorpsiyon verimlerini karsilagtirmali olarak

gostermektedir.
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Cizelge 4.13. Kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD % desorpsiyon verimleri (B-NAD konsantrasyon: 2 mg/mL, oda
sicakligl 22 °C, 120 cpm, 1 saat, 10 mg sorbent, BT; 1 mL pH 10,2 borat desorpsiyon
ortam1 MSS < % 4, FT; 200 mM sorbitol eklenmis 1 mL pH 7 fosfat desorpsiyon ortami
MSS < % 3, KD: Kantitatif Desorpsiyon) [69].

Desorpsiyon Verimi (%)
Sorbent Konsantrasyonu BT FT
(mg/ml)

1 31 KD

5 51 KD

10 86 KD

20 86 KD

50 76 KD

Sorbitol eklenmis pH 7, fosfat desorpsiyon tamponu ile SiO;APBA mikrokiireler
kantitatif desorpsiyon verimi saglamistir. Sorbent konsantrasyonundan bagimsiz olarak
kantitatif desorpsiyon verimlerine ulasilabilmesi sorbent olarak kullanilan SiO>APBA

mikrokiirelerin 6nemli bir avantajidir.

RNA i¢in de sorbent konsantrasyonu taramasi yapilmis ve elde edilen denge adsorpsiyon

grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Kesikli sistemde SiO>APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi
durumda RNA denge adsorpsiyonunun sorbent konsantrasyonu ile degisimi (RNA
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, oda sicaklig1 22 °C, 120
cpm, 2 saat) [69].

En yiliksek deger 2 mg/mL sorbent derisiminde 60 mg RNA/g sorbent olarak
bulunmustur. B-NAD ile gézlenen denge adsorpsiyon kapasitesinin artan sorbent derisimi
ile azalma davranist burada da gézlenmistir. RNA sorbent konsantrasyonu taramasi ile

elde edilen desorpsiyon verimleri Cizelge 4.14’te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.14. Kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda RNA % desorpsiyon verimleri (RNA konsantrasyon: 2 mg/mL, oda sicaklig1 22
°C, 120 cpm, 1 saat, 10 mg sorbent, BT; 1 mL pH 10,2 borat desorpsiyon ortami, FT; 200
mM sorbitol eklenmis 1 mL pH 7 fosfat desorpsiyon ortami) [69].

Desorpsiyon Verimi (%)
Sorbent (Il(n(:gl;ls;lz;rasyonu BT FT
1 KD KD
5 94,1 KD
10 98,9 KD
20 KD KD
50 KD KD

Grafik incelendiginde borat tamponu kullanilarak yiiksek desorpsiyon verimlerinin elde
edildigi goriilmektedir. Fakat deneylerin sorbitol iceren fosfat tamponu ile
tekrarlanmasindan sonra tiim konsantrasyonlar i¢in kantitatif desorpsiyon verimlerine
ulasilmistir. Sorbent olarak kullanilan SiO2APBA mikrokiirelerin iki biyomolekiilde de
kantitatif desorpsiyon verimleri saglayabildigi goriilmektedir. Sorbent miktarindan
bagimsiz olarak kantitatif desorpsiyon verimi eldesi sentezlenen sorbentin Onemli
avantaji olup; diol gruplu hedef biyomolekiiliin farkli kosullarda kantitatif geri

kazanilmas1 6nemlidir.

4.2.1.5. Tekrarlanabilirlik Davranisi

Tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 SiO,APBA mikrokiireler ile adsorpsiyon c¢alismalari
HEPES adsorpsiyon tamponu ile desorpsiyon c¢alismalari ise B-NAD ve RNA igin
sirastyla 200 mM ve 100 mM sorbitol eklenmis 1 mL pH 7 fosfat desorpsiyon tamponu
kullanilarak yapilmigtir. Bu parametre mikrokiirelerin uygulamalarda kullanilmasinda
biiyiik 6nem arz etmektedir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon deneyleri aynt mikrokiireler ile
5 kez arka arkaya tekrarlanmistir. Deney sonucunda mikrokiirelerin adsorpsiyon

davraniglar1 incelenmistir. Sekil 4.12; SiO,APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD ve

76



RNA biyomolekiillerinin tekrar sayisi ile degisen adsorpsiyon kapasitesi degerlerini

gostermektedir.
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Sekil 4.12. Kesikli sistemde SiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi
durumda B-NAD ve RNA denge adsorpsiyonunun tekrar sayisi ile degisimi (Adsorpsiyon
kosullari: Hacim: 1 mL, Sorbent konsantrasyonu: 10 mg/mL, Ortam: 50mM HEPES
buffer+ 50mM MgCl,, pH 8.5. Sicaklik: 22 °C, Calkalama hizi: 120 cpm, Siire: 2 saat.
Desorpsiyon kosullari: Hacim: 1 mL, Desorpsiyon ortami: 100 mM fosfat tamponu, pH
7.0 Sorbitol konsantrasyonu: RNA: 100 mM, B-NAD: 200 mM, Sicaklik: 22 °C,
Calkalama hizi: 120 cpm, Siire: 2 saat [69].

Sekil 4.12 incelendiginde B-NAD i¢in adsorpsiyon kapasitesinde hafif diisme
goriilmektedir. B-NAD i¢in denge adsorpsiyon kapasitesi 73,04 mg/g’den 61,92 mg/g’a
diismiistiir. Bu durum ardisik kullanimda mikrokiirelerin baglanma noktalarinin azalmasi
ile agiklanabilir. Bu durum kismi desorpsiyon ile agiklanabilir. RNA ile yapilan
tekrarlanabilirlik caligmalarinda ise 5 adsorpsiyon desorpsiyon dongiisii sonunda goriilen
diisiis ihmal edilebilecek diizeydedir. Ik noktada 23,11 mg/g olan adsorpsiyon kapasitesi
5. adsorpsiyon dongiisiine bakildiginda 22,80 mg/g’a diismiistiir. Tekrarlanabilirlik
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calismalar1 ile elde edilen bu sonuglar SiO,APBA mikrokiirelerin diol gruplu
biyomolekiil izolasyonu i¢in denge adsorpsiyon kapasitelerinde onemli bir diisiis

olmadan tekrar kullanilabilecegini gostermektedir.

4.2.2. SiO:APBA mikrokiireler ile kesikli sistemde biyolojik orneklerden RNA
izolasyonu [69]

Tez kapsaminda sentezlenen SiO2APBA mikrokiireler, tez kapsami disinda, fakat
laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢calismada, kesikli sistemde adsorpsiyon-desorpsiyon
yoluyla memeli (HEK 293) ve bakteri (E. Coli, BL21) hiicrelerinden RNA izolasyonu
icin kullanilmistir [69]. Bu ¢alisma ile, elde edilen memeli ve bakteri RNA 6rneklerinin
agaroz jel elektroforezi, her iki hiicre tiirii icin de RNA’nin yiiksek saflikta ve yapisal
biitiinligii korunarak, izole edilebildigini gostermistir [69]. Memeli RNA 6rnegi ile 28S
and 18S rRNA ig¢in iki tipik band agaroz jel elektroforez’de bariz olarak gézlenmis ve
gOriintli analizleme yazilimai ile ilgili bantlarin idealde 2.0 olmasi gereken oran1 1.8 olarak
bulunmustur [69]. Benzer sekilde, E. Coli’den elde edilen bakteriyel RNA 6rnegi igin
tipik olan 23S rRNA and 16S rRNA bantlar1 bariz sekilde agaroz jel elektroforezi ile elde
edilmistir [69]. Bu sonuglar, tez kapsaminda {iretilen borat afinite sorbentinin, biyolojik
orneklerde, memeli ve bakteri hiicrelerinden RNA izolasyonu i¢in basariyla

kullanilabilecegini de ortaya koymustur.

4.2.3. MagSiO: ve MagSiO2APBA Mikrokiireler ile Kesikli Sistemde Biyomolekiil
izolasyonu

B-NAD ve RNA i¢in MagSiO; ve MagSiO,APBA mikrokiireler ile kesikli sistemde pH,
sicaklik, sorbent konsntrasyonu, biyomolekiil baslangic konsantrasyonu ve

tekrarlanabilirlik taramalar1 yapilmistir.
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4.2.3.1. pH Etkisi

B-NAD ve RNA ile, pH 5,0 ve 9,0 araliginda adsorpsiyon deneyleri yapilmistir. B-NAD
icin denge adsorpsiyon degerinin pH ile degisimi Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD denge adsorpsiyonunun ortam pH’1 ile degisimi (B-NAD
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 50 mM MgCl, igeren 1 mL adsorpsiyon ortami, 10 mg
sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm, 2 saat)

MagSiO>APBA mikrokiireler kullanilarak yapilan deneylerde denge B-NAD adsorpsiyon
kapasitesinin SiO2APBA mikrokiirelere benzer sekilde, fenilborik asidin pKa’st olan
8,86’ya yakin pH degerlerinde ylikseldigi goriilmektedir. En yiiksek deger pH 8,5’ta gram
mikrokiire basina 22,8 mg B-NAD olarak elde edilmistir.

RNA i¢in MagSiO2,APBA mikrokiireler ile yapilan pH taramasi sonucu elde edilen denge
RNA adsorpsiyonu degerleri Sekil 4.14’te verilmektedir.
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Sekil 4.14. Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda RNA denge adsorpsiyonunun ortam pH’1 ile degisimi (RNA konsantrasyon: 2
mg/mL, 50 mM MgCl; igeren 1 mL adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22
°C, 120 cpm, 2 saat).

Grafik incelendiginde en yiiksek adsorpsiyon kapasitesi degerine B-NAD icin elde edilen
egilimde oldugu gibi pH 8,5’ta ulasildig1 goriilmektedir. Boylece iki biyomolekiil i¢in de
pH 8,5 en uygun adsorpsiyon ortam pH degeri olarak se¢ilmistir.

4.2.3.2. Sicaklik EtKkisi

Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiireler kullanilarak sicakligin RNA denge
adsorpsiyonu iizerine etkisi incelenmistir. Adsorpsiyon deneyleri 4°C, 15°C, 22°C, 25°C,
30°C ve 35°C sicakliklarda yapilmistir. Sekil 4.15; MagSi10,APBA mikrokiireler sorbent
olarak  kullanildiginda denge RNA adsorpsiyonunun sicaklikla degisimini

gostermektedir.
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Sekil 4.15. Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda RNA denge adsorpsiyonunun ortam sicakligi ile degisimi (RNA baslangig
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 50 mM MgCl; igeren 1 mL pH 8,5 HEPES adsorpsiyon
ortami, 10 mg sorbent, 120 cpm, 2 saat).

Sekil incelendiginde 4°C’den 30°C’ye kadar artan sicakliklarda adsorpsiyon
kapasitesinde onemli bir degisim gozlenmedigi goriilmektedir. 30°C’dan sonra denge
adsorpsiyon kapasitesinde olusan diisme sicaklik ile RNA’nin ii¢ boyutlu
konfigiirasyonundaki olas1 degisimlere baglanabilir. Bu egilim dikkate alinarak,

MagSiO>APBA mikrokiireler ile yapilan ¢alismalar oda sicakliginda devam ettirilmistir.

4.2.3.3. Biyomolekiil Baslangic Konsantrasyonu Etkisi

Bu deneyler i¢cin pH 8,5 HEPES tamponu icerisinde secilen biyomolekiillerin gesitli
baslangic konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir.  Biyomolekiillerin 0,1
mg/mL’den 2 mg/mL’ye kadar baslangi¢c konsantrasyonlarini igeren ¢ozeltileri (1 mL)
adsorpsiyon i¢in MagSiO; ve MagSiO,APBA mikrokiirelere eklenmis ve elde edilen
dispersiyon 2 saat boyunca oda sicakliginda adsorpsiyon islemine maruz birakilmistir.
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MagSiO, ve MagSiO,APBA mikrokiirelerle adsorpsiyon ¢alismalarinda degisen B-NAD
baslangi¢c konsantrasyonunun denge adsorpsiyon degerine etkisini gosteren grafik Sekil

4.16°da verilmektedir.
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Sekil 4.16. Kesikli sistemde MagSiO; ve MagSiO>APBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildig1 durumda denge adsorpsiyonunun baslangic B-NAD konsantrasyonu ile
degisimi. (1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C, 120 cpm,
2 saat)

B-NAD icin yapilan baglangic konsantrasyonu deneylerinde MagSiO,APBA
mikrokiireler kullanilarak 2 mg/mL konsantrasyonda denge adsorpsiyon degeri 22,78 mg
B-NAD/g mikrokiire olarak bulunmustur. SiO> mikrokiirelerle yapilan calismalarda
oldugu gibi MagSi0O, mikrokiirelerde de spesifik olmayan etkilesimlere bagli olarak daha

diisiik denge adsorpsiyonu degerleri elde edilmistir.

Adsorpsiyon kapasitesi degerlerinin SiOoAPBA mikrokiirelere kiyasla daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bu durumun yiizeye tutulan demir oksit nanopartikiillerin diol

gruplu biyomolekiil adsorpsiyonu i¢in gerekli fenilborik asit grup yiizey derisimi ve park
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alaninda azalmaya neden olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu durum B-NAD

icin denge adsorpsiyon kapasitesi degerinin azalmasina neden olmaktadir.

Adsorpsiyon sonrast MagSiO> ve MagSiO>APBA mikrokiireler desorpsiyona maruz
birakilmistir. Elde edilen B-NAD desorpsiyon verimleri Cizelge 4.15’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.15. Kesikli sistemde MagSiO> ve MagSiO>APBA mikrokiirelerin sorbent
olarak kullanildig1 durumda desorpsiyon veriminin baslangi¢c B-NAD konsantrasyonu ile
degisimi, (I mL pH 10,2 borat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C,
120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %4)

Desorpsiyon Verimi (%)
B-NAD Konsantrasyonu MagSiO: MagSiO:APBA
(mg/mL)

0,1 54,3 KD

0,25 53,2 KD

0,5 41,0 KD

1 36,1 KD

1,5 38,7 KD

2 40,5 KD

Desorpsiyon caligmalar1 borat tamponu kullanilarak yapilmistir ve MagSiO,APBA
mikrokiirelerle kantitatif desorpsiyon verimlerine ulasilmistir. Desorpsiyonlar her
baslangi¢ konsantrasyonunda kantitatif olarak gergeklestigi i¢in manyetik mikrokiireler
ile yapilan bu ¢aligmalarda yarismali diol kullanilmasina gerek duyulmamistir. MagSiO»
mikrokiireler ile de diisiik desorpsiyon verimleri elde edilmistir. Bu degerlerin;
adsorpsiyon grafiginde elde edilen diisiik adsorpsiyon kapasiteleri ile birlikte

degerlendirildiginde spesifik olmayan etkilesimleri destekledigi goriilmektedir.

MagSiO>APBA mikrokiirelerin desorpsiyon ve izolasyon verimleri (%) Cizelge 4.16’da

verilmistir.
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Cizelge 4.16. B-NAD i¢in MagSiO2APBA mikrokiireler kullanilarak farkli B-NAD

baslangi¢ derisimleri ile elde edilen izolasyon verimleri (%).

B-NAD .
Izolasyon Verimi
Konsantrasyon
(%)
(mg/mL)
0,1 29,2
0,25 22,4
0,5 17,7
1 14,9
1,5 14,8
2 11,4

Izolasyon verimi desorpsiyon sonucu elde edilen biyomolekiil kiitlesinin ilk asamada
adsorpsiyon sistemine yiiklenen biyomolekiil miktarina orani ile bulunmaktadir ve -

NAD ig¢in ¢alisilan kesikli sistemde %29’a varan izolasyon verimleri elde edilmistir.
MagSiO> ve MagSiOAPBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanilmasiyla RNA

baslangi¢ konsantrasyonunun degisimi ile elde edilen denge RNA adsorpsiyonu degerleri

Sekil 4.17°de verilmektedir.
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Sekil 4.17. Kesikli sistemde MagSiO; ve MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak
kullanildig1 durumda denge adsorpsiyonunun baglangic RNA konsantrasyonu ile
degisimi. (1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm,
2 saat).

RNA konsantrasyon taramalarinda denge adsorpsiyon kapasitesine g sorbent basina
12,25 mg RNA olmak iizere 2 mg/mL konsantrasyonda ulasilmistir. Artan konsantrasyon
ile artan RNA adsorpsiyon degerleri ¢alismadaki diger veriler gibi beklentiye uygun
sekildedir. MagSiO> mikrokiireler ile elde edilen degerlerin ayni sekilde spesifik olmayan
etkilesimlerden kaynaklandigi disiiniilmektedir. MagSiO> mikrokiireler ile B-NAD
biyomolekiilinde 22,78 mg adsorpsiyon kapasitesi degerine ulasilirken RNA
biyomolekiilii ile bu deger 12,25 mg’da kalmistir. B-NAD ile RNA’dan daha yiiksek
adsorpsiyon kapasitelerine ulagilmasinin nedeni B-NAD’1mn RNA’ya gore daha fazla diol
grubu icermesi ve bu yilizden MagSiO,APBA mikrokiirelere daha yiiksek afinite

gostermesidir.

RNA i¢in MagSiO> ve MagSiO2APBA mikrokiireler ile elde edilen desorpsiyon verimleri
Cizelge 4.17°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.17. Kesikli sistemde MagSiO, ve MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent
olarak kullanildig1 durumda desorpsiyon veriminin baglangic RNA konsantrasyonu ile
degisimi, (I mL pH 10,2 borat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C,
120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %#4).

Desorpsiyon Verimi (%)
RNA Iif;gs/*:l‘:gasy“““ MagSiO: MagSiO:APBA

0,1 KD KD

0,25 KD KD

0,5 KD KD

1 KD KD

1,5 KD KD

2 KD KD

MagSiO2APBA mikrokiireler ile RNA desorpsiyon ¢aligmalarinda kantitatif desorpsiyon
oranlarina ulasilmistir. Kantitatif desorpsiyon oranlari, adsorplanan molekiillerin

tiimiiniin mikrokiireler iizerinden geri kazanilabildigini gostermektedir.

RNA i¢in MagSiO>APBA mikrokiireler kullanilarak elde edilen izolasyon verimleri
Cizelge 4.18°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.18. RNA i¢in MagSiO2APBA mikrokiireler kullanilarak elde edilen

desorpsiyon verimleri (%) ile izolasyon verimleri (%)

RNA Konsantrasyon Izolasyon Verimi

(mg/mL) (%)
0,1 14,0
0,25 11,7
0,5 10,0

1 8,3

1,5 7,6

2 6,1

MagSiOAPBA mikrokiireler ile RNA i¢in alinan en yiiksek izolasyon verimi %14 olarak
bulunmustur. RNA i¢in B-NAD’a kiyasla daha diisiik adsorpsiyon kapasiteleri ve daha
diisiik izolasyon verimleri elde edilmistir. Bu durumun RNA molekiiliindeki diol derigim

yogunlugunun -NAD’a kiyasla daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Biyomolekiil baslangic konsantrasyon taramalarindan elde edilen sonuglar

incelendiginde;

e Her iki biyomolekiil icin de MagSiO.APBA mikrokiireler ile SiO2APBA
mikrokiirelere gore daha diisiik denge adsorpsiyon kapasitesi ve izolasyon
verimi degerlerine ulasildigi goriilmektedir. MagSiO2APBA mikrokiirelere
manyetizasyonun saglanmasi i¢in demir oksit nanopartikiiller eklenmistir ve
bu durum diol adsorpsiyonu i¢in fenilborik asit fonksiyonel grup derisimi ve
park alanin1 azaltmaktadir. Bagka bir deyimle MagSiO2APBA mikrokiirelere
SiO2APBA mikrokiirelere kiyasla daha diisiik derisimde APBA baglandigi

diistiniilmektedir.
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e Hem SiO2APBA mikrokiireler hem de MagSiO>APBA mikrokiireler ile RNA
icin B-NAD’a kiyasla daha diislik denge adsorpsiyon kapasitesi ve izolasyon
verimi degerlerine ulasildigi goriilmektedir. Bu farkin B-NAD’in diol grup
yogunulugunun RNA’ya kiyasla daha yiiksek olmasindan kaynaklandig

diistiniilmektedir.

4.2.3.4. Sorbent Konsantrasyonu EtKisi

Bu amagla B-NAD ve RNA i¢in MagSiO,APBA mikrokiireler ile sorbent olarak
kullantlmistir. 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL ve 50 mg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan MagSiO2APBA mikrokiire dispersiyonlarina iist tarafta
bulunan sivi kisim alindiktan sonra belirli konsantrasyonda B-NAD veya RNA
eklenmistir. 2 saat sliren denge adsorpsiyonu sonunda MagSiO>APBA mikrokiireler 1
saat boyunca desorpsiyona maruz birakilmistir. Desorpsiyon deneyleri pH 10,2 borat

tamponu ile yapilmistir.

MagSiO>APBA mikrokiirelerin de8isen konsantrasyonu ile B-NAD denge adsorpsiyon
kapasitesi arasindaki iligki Sekil 4.18’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.18. Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD denge adsorpsiyonunun sorbent konsantrasyonu ile degisimi (B-NAD
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, oda sicaklig1 22 °C, 120

cpm, 2 saat).

Sorbent miktar1 arttik¢a adsorpsiyon kapasitesinde goriilen diisiis beklentiye uygun olarak
elde edilmistir. En yliksek denge adsorpyon degeri 157,48 mg B-NAD/g mikrokiire olarak
elde edilmistir. Cizelge 4.19 farkli konsantrasyonlarda MagSiO2APBA mikrokiireler ile

elde edilen B-NAD desorpsiyon verimlerini gostermektedir.
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Cizelge 4.19. Kesikli sistemde MagSiO,APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda % desorpsiyon verimleri (B-NAD konsantrasyonu: 2 mg/mL, 1 mL pH 10,2
borat desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm, 1 saat, KD:
Kantitatif Desorpsiyon, MSS < %4)

Desorpsiyon Verimi (%)
Sorbent Konsantrasyonu
(mg/mL) MagSiO:APBA

1 14,0

5 58,0

10 KD
20 KD
50 KD

Artan MagSiOAPBA sorbent konsantrasyonu ile artan f-NAD desorpsiyon verimleri
elde edilmistir. 10 mg/mL, 20 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasyonlar kantitatif
desorpsiyon verimleri gozlenmistir. Farkli MagSiO2APBA mikrokiire konsantrasyonlari

ile yapilan RNA adsopsiyon calismalar1 Sekil 4.19°da verilmektedir.
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Sekil 4.19. Kesikli sistemde MagSiO>APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda RNA denge adsorpsiyonunun sorbent konsantrasyonu ile degisimi (RNA
konsantrasyonu: 2 mg/mL, 1 mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, oda sicaklig1 22 °C, 120

cpm, 2 saat)

B-NAD’a benzer sekilde artan sorbent miktar1 ile diisen denge adsorpsiyonu degerleri
RNA i¢in de elde edilmistir. En yliksek adsorpsyon kapasitesi degeri mg sorbent basina
71,82 mg RNA olarak bulunmustur. Sorbent konsantrasyonu degistirilerek yapilan
desorpsiyon caligmalarinda elde edilen RNA desorpsiyon verimleri Cizelge 4.20°de

verilmistir.
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Cizelge 4.20. Kesikli sistemde MagSiO,APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda % desorpsiyon verimleri (RNA konsantrasyon: 2 mg/mL, 1 mL pH 10,2 borat
desorpsiyon ortami, 10 mg sorbent, oda sicaklig1 22 °C, 120 cpm, 1 saat, KD: Kantitatif
Desorpsiyon, MSS < %4)

Desorpsiyon Verimi (%)
Sorbent Konsantrasyonu
(mg/mL) MagSiO:APBA

1 60,0

5 80,0

10 KD
20 KD
50 KD

B-NAD’a benzer sekilde MagSiO2APBA mikrokiireler ile RNA i¢in de 5 mg/mL’den
yiiksek sorbent konsantrasyonlarinda kantitatif desorpsiyon verimleri elde edilmistir.
Manyetik sorbent konsantrasyonu degistirilerek yapilan deneylere bakildiginda sorbent
konsantrasyonu arttik¢a denge adsorpsiyon degerinin her iki diol gruplu biyomolekiil i¢in
azaldig goriilmektedir. Bu durum literatiir ile uyumludur. Manyetik sorbent kullanilarak
B-NAD ile yapilan adsorpsiyon caligmalarinda RNA’ya kiyasla daha yiliksek denge
adsorpsion degerleri elde edilmistir. Ancak SiO2APBA mikrokiireler ile MagSiO,APBA
mikrokiirelere kiyasla daha yiiksek denge adsorpsiyon degerleri elde edilmistir.
MagSiO>APBA mikrokiire konsantrasyonu 5 mg/mL’den yliksek oldugunda elde edilen

kantitatif desorpsiyon verimleri manyetik mikrokiirelerin 6nemli bir avantajidir.
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4.2.3.5. Tekrarlanabilirlik Davranisi

Tekrarlanabilirlik c¢alismalar1 i¢in B-NAD ve RNA biyomolekiillerinin HEPES
adsorpsiyon tamponu igerisinde 2 mg/mL baslangic konsantrasyonlar ile ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Biyomolekiiller MagSiO2APBA mikrokiireler ile 2 saat boyunca
adsorpsiyona birakilmis desorpsiyon ise 1 mL pH 10,2 borat tamponu kullanilarak
yapilmistir. Adsorpsiyon desorpsiyon dongiisii ayn1 mikrokiireler ile 5 defa tekrarlanmis

ve B-NAD ve RNA i¢in elde edilen denge adsorpsiyon grafigi Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Kesikli sistemde MagSiO2APBA mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildig:
durumda B-NAD ve RNA denge adsorpsiyonunun tekrarli deney sayisi ile degisimi (1
mL pH 8,5 adsorpsiyon ortami, oda sicakligi 22 °C, 120 cpm, 2 saat, B-NAD

konsantrasyonu: 2 mg/mL ve RNA konsantrasyon: 2 mg/mL)

Iki biyomolekiil icin de, manyetik ozellige sahip fenilborik asit gruplu silika
mikrokiirelerin sorbent olarak kullanildigi durumda tekrar sayisi ile denge adsorpsiyonu
degerlerinde hafif bir diisme goriilmektedir. 5. deney sonucunda B-NAD denge
adsorpsiyonu degeri 22,78 mg/g’dan 16,93 mg/g’a kadar diiserken RNA denge
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adsorpsiyonu degeri 12,25 mg/g’dan 7,58 mg/g’a diismiistiir. Her iki biyomolekiil i¢inde
tekrarlt izolasyonlarda gdzlenen denge adsorpsiyon degeri diisiisiiniin kabul edilebilir

diizeyde oldugu soylenebilir.

4.2.4. MagSiO: ve MagSiO2:APBA Mikrokiireler icin Adsorpsiyon izotermleri

RNA ve B-NAD i¢in MagSiO; ve MagSiO>APBA mikrokiireler kullanilarak yapilan
adsorpsiyon calismalarindan elde edilen veriler yardimiyla Langmuir ve Freundlich
izotermleri incelenmistir. Adsorpsiyon izotermleri analitlerin absorbanlar ile
etkilesiminin ~ karakterizasyonunda  kullamlmaktadir.  izotermler  olusturulurken
adsorplanan biyomolekiil derisimi dengeye ulastiginda elde edilen konsantrasyon (Ce) ile
mikrokiirelerin birim kiitlesi tarafindan adsorplanan biyomolekiil miktar1 (q.) arasindaki
iliski kullanilmistir. Biyomolekiillerin adsorpsiyonunda izotermlere uygunluk durumu

korelasyon katsayis1 (R?) degerleri incelenerek arastirilmustir.

Adsorbanin birim kiitlesince adsorplanan miktar ile denge noktasinda ortamda kalan
adsorbat miktar1 arasindaki iliskiden yararlanarak B-NAD ve RNA i¢in Freundlich ve
Langmuir izotermleri ¢ikartilmistir. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinin

parametreleri grafikler yardimiyla hesaplanmistir.

Langmuir izotermi hesaplamalar1 i¢in denklemin lineerize edilmis halinden yola ¢ikilarak
1/Ce¢’ye kars1 1/Q. grafigi ¢izilmis ve grafik tizerinden Qmax ve b degerleri hesaplanmustir.
Freundlich izotermi parametreleri ise log qc’ye karsi log C. grafigi ¢izilerek
hesaplanmistir. B-NAD ve RNA biyomolekiilleri i¢in elde edilen izoterm parametreleri

Cizelge 4.21°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.21. MagSiO, ve MagSiO2APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD ve RNA

biyomolekiilleri i¢in elde edilen izoterm parametreleri

B-NAD Denge Adsorpsiyonu

Freundlich izoterm

kr 1/n R?
MagSiO,APBA Mikrokiireler 16,74 0,67 0,993
MagSiO, Mikrokiireler 7,40 1,08 0,927
Langmuir izoterm

Qmax b R?
MagSiO>APBA Mikrokiireler 22,94 2,00 0,981
MagSiO, Mikrokiireler 20,62 0,58 0,986

RNA Denge Adsorpsiyonu

Freundlich izoterm

kr 1/n R?
MagSiO>APBA Mikrokiireler 8,56 0,72 0,996
MagSiO, Mikrokiireler 5,41 0,57 0,971
Langmuir izoterm

Qmax b R?
MagSiO>APBA Mikrokiireler 16,50 1,06 0,996
MagSiO> Mikrokiireler 7,28 2,52 0,953

B-NAD izoterm calismalari incelendiginde R? degerlerine bakilarak MagSiO>APBA

mikrokiirelerin Freundlich izotermine uygun oldugu goriilmektedir.

MagSi02APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD ile yapilan adsorpsiyon ¢aligmalarinin
korelasyon degerlerine bakilarak Freundlich izotermi i¢in daha uygun oldugu
sOylenebilir. 1/n degeri adsorpsiyonun siddetini gosterirken n degeri 1,50 olarak
hesaplanmistir. Bu deger yiikseldik¢e adsorpsiyonun daha verimli olarak gergeklesmesi

beklenmektedir. n degerinin 1’den biiyiikk olmasi1 adsorpsiyonun fiziksel oldugunu
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gostermektedir. Fiziksel adsorpsiyonlar genellikle tersinir olup sartlarin degisimiyle
desorpsiyon meydana gelmektedir. Kimyasal adsorpsiyonlar ise genelde kuvvetli bag
olusumuna sebep olduklarindan dolayr tersinmezdir. Freundlich izotermine uygunluk
yiizeyin heterojen 6zellige sahip olabildigini de gostermektedir. Langmuir izotermi igin
elde edilen parametrelere bakildiginda MagSiO>APBA mikrokiireler ile B-NAD igin R?
degerine 0,981 olarak ulasilmistir. [71, 76, 77].

RNA i¢in MagSiO,APBA mikrokiirelerle hem Freundlich hem de Langmuir izotermi
parametrelerinde R? degeri 0,996 olarak bulunmustur. Bu yiiksek korelasyon degeri
adsorpsiyonun iki modele de uygun oldugunu anlamina gelmektedir. Langmuir izotermi
yiizeyin tek tabaka ile kapli olduguna ve adsorbent yiizeyinin homojen oldugunu
gosterirken Freundlich izotermi aym1 zamanda heterojen yiizey varligina isaret eder.
Adsorpsiyon siddeti n degeri 1,39 olarak hesaplanmis olup fiziksel adsorpsiyonu
gosterirken bu deger 1°den biiylik olmasi etkin adsorpsiyona isaret etmektedir. Langmuir
izoterminde b degeri ise adsorpsiyon enerjisidir ve bu deger arttik¢a adsorpsiyonun arttigi

anlasilmaktadir [72, 76].

Biyoteknolojik sistemlerde en c¢ok kullanilan Langmuir ve Freundlich izotermleri
calismadan elde edilen veriler ile olusturulmustur. Calisma kapsaminda incelenen bu
sistemde adsorpsiyon borat esteri olusumu ile gerceklesmektedir ve bu durum geri
dontiglic bir kimyasal sistem olarak tanimlanabilir. Bu hibrit sistemin Langmuir ve
Freundlich izotermlerine uygunlugu yalnizca matematiksel uyumu gosterirken fiziksel

uyum ifade etmemektedir.

4.2.5. SiO2APBA Mikrokiireler ile Siirekli Sistemde Biyomolekiil izolasyonu

Stirekli sistemde segilen diol gruplu biyomolekiillerin dinamik adsorpsiyon-desorpsiyon
davraniglari, mikrokolon ¢ikis konsantrasyonlarinin zamana bagli olarak izlenmesiyle
incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in 300 pm i¢ ¢apa sahip 50 mm uzunlugunda bir kolon

hazirlanarak sabit faz olarak kullanilan SiO,APBA mikrokiireler ile doldurulmustur. Diol
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gruplu biyomolekiiller farkli besleme konsantrasyonlar1 ile mikrokolona gonderilmis ve

kolon ¢ikis konsantrasyonu zamana karsi tayin edilmistir.

B-NAD i¢in 0,05 - 0,50 pg/uL besleme konsantrasyonu araliginda siirekli sistem
deneyleri yapilmistir. 0,05 pg/uL B-NAD konsantrasyonu i¢in 2 pL/dk, diger
konsantrasyonlar i¢in 5 pL/dk akis hiz1 kullanilmistir. Farkli besleme konsantrasyonlari

ile elde edilen kolon ¢ikis konsantrasyonu egrileri Sekil 4.21°de verilmistir.

(C/C,)

40 60 80 100
Siire (dk)

—-0,05 ug/uL —+-0,10 ug/uL —4-0,25 pg/uL ——0,50 pg/ulL

Sekil 4.21. Mikroakiskan borat afinite sisteminde SiO,APBA mikrokiirelerin sabit faz
olarak kullanildig1 durumda mikrokolon ¢ikis konsantrasyonunun (C, pg/pL) zaman ile
degisimi. Co: f-NAD’1n besleme konsantrasyonu, Akis hizi: 5 pL/dk (0,05 pg/uL i¢in 2
pL/dk), Kolon boyutlari: 300 pm i¢ ¢ap x 50 mm uzunluk, Mobil faz: 50 mM pH 8,5
HEPES, 50 mM MgCl» igeren tampon, 22 °C [69].

Biyomolekiil besleme konsantrasyonu arttik¢a plato noktasina ulagma siiresinin arttig1
grafik lizerinde goriilmektedir. Bu durum, kolonda bulunan sabit fazin hedef biyomolekiil
ile doygunluk adsorpsiyonuna ulagsmak i¢in daha fazla siireye gerek duymasindan
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kaynaklanmaktadir. C/Co degeri 1 olan plato noktasina ulastiginda izleme islemi
sonlandirilmistir. Bu islem sonrasi kolona adsorbe olmus B-NAD biyomolekiillerinin geri
kazanimi i¢in desorpsiyon basamagi baglatilmis ve 200 mM sorbitol igeren 100 mM pH
7,0 fosfat tamponu kolona beslenmistir. Cizelge 4.22 B-NAD i¢in elde edilen desorpsiyon
verimlerini gostermektedir. SiO2APBA mikrokiireler sabit faz olarak kullanildig:
mikroakigkan sistemde 0,05 pg/ul. B-NAD besleme konsantrasyonu ile kantitatif
desorpsiyon elde edildigi goriilmektedir. Artan B-NAD besleme konsantrasyonu ile

desorpsiyon veriminde azalma izlenmistir.

RNA i¢in SiO,APBA mikrokiireler ile mikroakigskan sistemde izolasyon 0,025-0,100
pg/uL RNA besleme konsantrasyonu araliginda yapilmistir. Sabit akis hizi 2 pL/dk olarak

ayarlanmis ve elde edilen kolon ¢ikis konsantrasyonu egrileri Sekil 4.22°de gosterilmistir.

O I I I I I
0 3 6 9 12 15

Siire (dk)
0,100 pg/uL -—e—0,050 pg/uL -4—0,025 pg/uL

Sekil 4.22. Mikroakiskan borat afinite sisteminde SiO2APBA mikrokiirelerin sabit faz
olarak kullanildigr durumda mikrokolon ¢ikis konsantrasyonunun (C, pg/uL) zaman ile

degisimi. Co: RNA besleme konsantrasyonu, Akis hizi: 2 ulL/dk, Kolon boyutlari: 300 um
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i¢c cap x 50 mm uzunlugunda, Mobil faz: 50 mM pH 8,5 HEPES, 50 mM MgClL igeren
tampon, 22 °C [69].

SiO,APBA mikrokiirelerin sabit faz olarak kullanildigi mikroakiskan sistemde elde
edilen RNA ¢ikis konsantrasyonu egrilerine bakildiginda, B-NAD i¢in oldugu gibi artan
besleme konsantrasyonu ile platoya erisim siliresinin artti@i goriilmektedir. Plato
noktasma ulasilmasi ile adsorpsiyon periyodu sonlandirilmis ve desorpsiyon igin
mikrokolona 100 mM sorbitol igeren 100 mM pH 7,0 fosfat tamponu beslenmistir.
Cizelge 4.22 mikroakigkan sistemde SiO,APBA mikrokiireler kullanilarak RNA i¢in elde
edilen desorpsiyon verimlerini gostermektedir. 3 farklt RNA besleme konsantrasyonu ile
calisilan kosullarda kantitatif desorpsiyon verimlerine ulasildigi goriilmektedir. Farkli -
NAD ve RNA besleme konsantrasyonlar1 i¢in hesaplanan denge adsorpsiyon kapasitesi

degerleri ve izolasyon verimleri de ayrica Cizelge 4.22°de verilmektedir.

Cizelge 4.22. Siirekli mikroakis sisteminde SiO2APBA mikrokiireler kullanilarak B-NAD
ve RNA icin hesaplanan denge adsorpsiyon degerleri, desorpsiyon ve izolasyon verimleri

[69].

B-NAD besleme .
Q Desorpsiyon Izolasyon Verimi
konsantrasyonu
(ng/g) Verimi (%) (%)
(ng/nL)
0,500 10220 + 135 54 44
0,250 9000 + 225 85 75
0,100 5243 £219 94 81
0,050 3550+ 125 KD 92
RNA besleme .
Q Desorpsiyon Izolasyon Verimi
konsantrasyonu
(ng/g) Verimi (%) (%)
(ng/nL)
0,100 580+ 180 KD 51
0,050 310+ 80 KD 57
0,025 292 + 106 KD 62
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Cizelge 4.22 biyomolekiil besleme konsantrasyonlari artttik¢a denge adsorpsiyon
degerlerinin arttigini; izolasyon veriminin ise azaldigini gostermistir. Bu durum kesikli
sistemde de elde edilen davranmis ile uyumludur. B-NAD i¢in kantitatif desorpsiyon
verimine ulasilan tek besleme konsantrasyonu 0,05 pg/uL iken RNA igin tiim
konsantrasyonlarda kantitatif desorpsiyon verimlerine ulasilmistir. Benzer besleme
konsantrasyonlarinda B-NAD ile daha yiliksek adsorpsiyon kapasiteleri ve izolasyon
verimleri elde edilmistir. Bu durum B-NAD’1n fenilborik asitlere ve dolayisiyla sabit faz

Si0,APBA mikrokiirelere yiiksek afinitesi ile agiklanabilir.

Mikroakiskan sistemde elde edilen sonuglar kesikli sistemde alinan sonuglara benzer
sekildedir. Benzer kosullarda B-NAD ile RNA’ya kiyasla daha yiiksek adsorpsiyon elde
edilmistir. B-NAD’mn fenilborik asit grubu ve dolayisiyla sabit faz SiO,APBA
mikrokiirelere yiiksek afinitesi siirekli mikroakis sisteminde RNA’ya kiyasla daha yiiksek
izolasyon verimlerinin elde edilmesini saglamistir. Bu sonuclar; SiO2APBA mikrokiireler
ile gelistirilen borat afinite mikroakis sisteminin uygun besleme konsantrasyonlarinda
diol gruplu biyomolekiillerin izolasyonunda tatmin edici izolasyon verimleri ile

kullanilabilecegini gostermektedir.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez kapsaminda destek materyali olarak kullanilmak {izere monodispers
gozenekli silika mikrokiireler ile manyetik silika mikrokiireler sentezlenmistir. Bu
mikrokiirelerin hem mezogdzenek hem de makrogdzenek icermesi en Onemli

Ozelliklerindendir.

Hidroksillenmis silika mikrokiirelere, hidroksil gruplar ile trimetoksisil gruplari
arasindaki reaksiyon aracilig1 ile GPTMS baglanmistir. APBA’nin amin gruplari
ile GPTMS’nin epoksipropil gruplar1 arasindaki reaksiyon sonucu APBA,

mikrokiirelere kovalent olarak baglanmistir.

Manyetik mikrokiirelerde hidroksilleme yapilmadan, direkt GPTMS baglanmis
ve ardindan APBA baglanmas1 yapilmistir.

XPS sonuglarinda iki gesit mikrokiirede de APBA baglanmasi ile boron igerigi
gozlemlenmistir. Manyetik mikrokiirelerde digerlerinden farkli olarak demir

varlig1 goriilmektedir.

Mikrokiirelere APBA baglanmasi ile mikrokiirelerin spesifik ylizey alanlarinda
diisiis goriilmiistiir, bu durumun baglanma sirasinda kullanilan bazik ortamin
gbzenek biiyiitiicli etkisinden kaynaklanmakta oldugu diisiintilmekte olup APBA

baglanmasini desteklemektedir.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon calismalari B-NAD ve RNA biyomolekiilleri
kullanilarak kesikli ve siirekli sistemde yapilmistir, adsorpsiyon tamponu olarak

pH 8,5 HEPES tamponu kullanilmistir.

Iki cesit mikrokiirede de konsantrasyon taramalarinda biyomolekiil

konsantrasyonu arttik¢a adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gorilmiistiir.
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Iki cesit mikrokiirede de sorbent taramalarinda sorbent derisimi arttikca
adsorpsiyon kapasitesi diigmektedir. Sorbent derisiminin artmasi ile birim sorbent
kiitlesi i¢in biyomolekiil kiitlesi azaldigindan, elde edilen grafikler beklentiye

uygundur.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon calismalari B-NAD ve RNA biyomolekiilleri
kullanilarak kesikli ve siirekli sistemde yapilmistir, desorpsiyon tamponu olarak

pH 10,2 borat ve pH 7,0 fosfat tamponu kullanilmistir.

SiO2APBA mikrokiireler kullanilarak yapilan g¢aligsmalarda, borat desorpsiyon
tamponunun yarismali diol olarak sorbitol eklenmis fosfat tamponu ile

degistirilmesi sonucunda kantitatif desorpsiyon verimleri elde edilmistir.

Si0,APBA mikrokiireler kullanilarak kantitatif desorpsiyon verimleri ile RNA ve
B-NAD i¢in maksimum denge adsorpsiyon degerleri sirasiyla 60 ve 159 mg

biyomolekiil/g sorbent olarak bulunmustur.

MagSiO,APBA mikrokiireler kullanilarak kantitatif desorpsiyon oraniyla RNA
ve B-NAD i¢in maksimum denge adsorpsiyon degerleri sirasiyla 12,25 ve 22,78

mg biyomolekiil/g sorbent olarak bulunmusgtur.

Tekrarlanabilirlik calismalarinda adsorpsiyon kapasitelerinde 6nemsiz bir diisme
goriilmistiir. Gozlemlenen bu azalmalar ardisik adsorpsiyon desorpsiyon
deneyleri sonucu, mikrokiirelerden ayrilmayan biyomolekiiller nedeniyle,

mikrokiireler lizerinde park alanlarinin azalmasi ile agiklanabilir.

MagSiO2 ve MagSiO,APBA mikrokiireler ile elde edilen adsorpsiyon datalar1 en
onemli modellerden olan Langmuir ve Freundlich izotermlerine uyarlanmis, -

NAD i¢in MagSiO,APBA mikrokiireler ile yapilan ¢aligmalarin matematiksel
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olarak Freundlich izotermine daha uygun oldugu goriilmiistir. RNA igin
MagSiO,APBA mikrokiireler ile yapilan c¢alismalarda ayrica Langmuir
izotermine de uygunluk oldugu gdzlenmistir. Bu sistemde adsorpsiyon borat
esteri olusumu ile gerceklesmektedir ve bu sistem geri doniislii bir kimyasal
sistem olarak tanimlanabilir. Bu hibrit sistemin Langmuir ve Freundlich
izotermlerine uygunlugu yalnizca matematiksel uyumu gosterirken fiziksel uyum

ifade etmemektedir.

Sonug olarak; farkli biyomolekiil ve sorbent konsantrasyonlarinda alinan tatmin
edici sonuglara bakilarak sentezlenen sabit fazlarin diisiik konsantrasyonlardaki
cis-diol gruplarinin diisiik miktarlardaki O6rneklerden bile izole edilmesinde

basarili olmasi beklenmektedir.

Tez kapsaminda sentezlenen SiOAPBA mikrokiireler, kesikli sistemde
adsorpsiyon-desorpsiyon yoluyla memeli (HEK 293) ve bakteri (E. Coli, BL21)
hiicrelerinden RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Tez kapsami disinda olan bu
izolasyon ¢aligmasi ile, her iki hiicre tiirlinden elde edilen memeli ve baktari RNA
orneklerinin agaroz jel elektroforezi, her iki hiicre tiirli i¢in de RNA’nin yiiksek
saflikta ve yapisal biitiinliigii korunarak, izole edilebildigini géstermistir [69].
Elde edilen sonug, tez kapsaminda iretilen borat afinite sorbentinin, gercek
orneklerde, memeli ve bakteri hiicrelerinden RNA izolasyonu i¢in basariyla

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

103



10.

KAYNAKLAR

Wilson, LD., et al., Encyclopedia of separation science. Encyclopedia of
Separation Science. 2000: Academic.

Magdeldin, S. and A. Moser, Affinity Chromatography: Principles and
Applications. 2012.

Elmas, B., S. Senel, and A. Tuncel, 4 new thermosensitive fluorescent probe for
diol sensing: Poly(N-isopropylacrylamide-co-vinylphenylboronic acid)-alizarin
red S complex. Reactive & Functional Polymers, 2007. 67(2): p. 87-96.

Zhang, L., C. Wang, and Y. Wei, Boronate affinity adsorption of cis-diol-
containing biomolecules in nonaqueous solvent. Biomedical Chromatography,

2015: p. n/a-n/a.

Okutucu, B., et al., Boronate affinity nanoparticles for nucleoside separation.
Artificial Cells Nanomedicine and Biotechnology, 2016. 44(1): p. 322-327.

Toprak, A., et al., Boronate affinity nanoparticles for RNA isolation. Materials
Science & Engineering C-Materials for Biological Applications, 2015. 50: p. 251-
256.

Bailon, P., et al., Affinity Chromatography: Methods and Protocols. Methods in
molecular biology. 2000: Humana Press.

Pumera, M., et al., A mechanism of adsorption of beta-nicotinamide adenine
dinucleotide on graphene sheets: experiment and theory. Chemistry, 2009.
15(41): p. 10851-6.

Vitha, M.F., Chromatography: Principles and Instrumentation. Chemical
Analysis: a Series of Monographs on Analytical Chemistry and Its A Series. 2017:
Wiley.

Aires-Barros, M.R. and A.M. Azevedo, 7 - Fundamentals of Biological
Separation Processes, in Current Developments in Biotechnology and
Bioengineering, A. Pandey and J.A.C. Teixeira, Editors. 2017, Elsevier. p. 187-
237.

104



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Acikara, O.z.B., et al., Affinity Chromatography and Importance in Drug
Discovery, in Column Chromatography, D.F. Martin and B.B. Martin, Editors.
2013, InTech: Rijeka. p. Ch. 03.

Tan, S.C. and B.C. Yiap, DNA, RNA, and protein extraction: the past and the
present. ] Biomed Biotechnol, 2009. 2009: p. 574398.

Hegyi G., K.J., Kovacs M, Malnasi-Csizmadia A., Nyitray L., Pal G., Radnai L.,
Reményi A.i Venekei L., Introduction to Practical Biochemistry. 2013, Eotvos
Lorand University.

Mahn, A., Hydrophobic Interaction Chromatography: Fundamentals and
Applications in Biomedical Engineering. 2012.

Tomaz, C.T. and J.A. Queiroz, Chapter 6 - Hydrophobic Interaction
Chromatography, in Liquid Chromatography, S. Fanali, et al., Editors. 2013,
Elsevier: Amsterdam. p. 121-141.

Cazes, J., Encyclopedia of Chromatography. Dekker Encyclopedias Series. 2005:
Taylor & Francis.

Weith, H.L., J.L. Wiebers, and P.T. Gilham, Synthesis of cellulose derivatives
containing the dihydroxyboryl group and a study of their capacity to form specific

complexes with sugars and nucleic acid components. Biochemistry, 1970. 9(22):
p- 4396-4401.

Duval, F., New applications of the interaction between diols and boronic acids.
2015, Wageningen University.

Muhammad, P., D. Li, and Z. Liu, Boronate Affinity Chromatography, in
Encyclopedia of Analytical Chemistry, R.A. Meyers, Editor. 2015, John Wiley
and Sons, Inc. p. 1-18.

Li, D. and Z. Liu, Chapter 11 Boronate Affinity Materials for the Selective
Capture of cis-Diol-Containing Biomolecules, in Boron: Sensing, Synthesis and

Supramolecular Self-Assembly. 2016, The Royal Society of Chemistry. p. 302-
360.

Bourne, E.J., E.M. Lees, and H. Weigel, Paper chromatography of carbohydrates
and related compounds in the presence of benzeneboronic acid. Journal of
Chromatography A, 1963. 11: p. 253-257.

105



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Glad, M., et al., High-performance liquid affinity chromatography of nucleosides,
nucleotides and carbohydrates with boronic acid-substituted microparticulate
silica. Journal of Chromatography A, 1980. 200: p. 254-260.

Bisse, E. and H. Wieland, Coupling of m-aminophenylboronic acid to s-triazine-
activated Sephacryl: use in the affinity chromatography of glycated hemoglobins.
Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 1992.
575(2): p. 223-228.

Ozdemir, N., A. Cakir, and B. Somtiirk, Boronic acid functionalized polymeric
microspheres for catecholamine isolation. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 2014. 445(0): p. 40-47.

Brooks, W.L.A. and B.S. Sumerlin, Synthesis and Applications of Boronic Acid-
Containing Polymers: From Materials to Medicine. Chemical Reviews, 2016.
116(3): p. 1375-1397.

Matsumoto, A., et al., Glucose-Responsive Polymer Bearing a Novel
Phenylborate Derivative as a Glucose-Sensing Moiety Operating at Physiological
pH Conditions. Biomacromolecules, 2003. 4(5): p. 1410-1416.

Kataoka, K., et al., Totally Synthetic Polymer Gels Responding to External
Glucose Concentration: Their Preparation and Application to On—Off
Regulation of Insulin Release. Journal of the American Chemical Society, 1998.
120(48): p. 12694-12695.

Moftatt, S., et al., Successful in vivo tumor targeting of prostate-specific
membrane antigen with a highly efficient J591/PEI/DNA molecular conjugate.
Gene Therapy, 2006. 13(9): p. 761-772.

Moffatt, S., S. Wiehle, and R.J. Cristiano, Tumor-specific gene delivery mediated
by a novel peptide-polyethylenimine-DNA polyplex targeting aminopeptidase
N/CD13. Hum Gene Ther, 2005. 16(1): p. 57-67.

Springer, A.L., et al., Salicylhydroxamic acid functionalized affinity membranes
for specific immobilization of proteins and oligonucleotides. ] Biomol Tech, 2003.
14(3): p. 183-90.

Stolowitz, M.L., et al., Phenylboronic acid-salicylhydroxamic acid
bioconjugates. 1. A novel boronic acid complex for protein immobilization.
Bioconjug Chem, 2001. 12(2): p. 229-39.

106



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Gao, L., et al., Fabrication of a dendrimer-modified boronate affinity material for
online selective enrichment of cis-diol-containing compounds and its application
in determination of nucleosides in urine. RSC Advances, 2015. 5(128): p. 106161-
106170.

Ma, J., C.Z. Wang, and Y.M. Wei, Polyethyleneimine-facilitated high-capacity
boronate affinity membrane and its application for the adsorption and enrichment
of cis-diol-containing molecules. Rsc Advances, 2016. 6(49): p. 43648-43655.

Dhadge, V.L., et al., Boronic acid-modified magnetic materials for antibody
purification. J R Soc Interface, 2014. 11(91): p. 20130875.

Du, J., et al., Facile preparation of boronic acid-functionalized magnetic
nanoparticles with a high capacity and their use in the enrichment of cis-diol-
containing compounds from plasma. Biomedical Chromatography, 2014. 29(2):
p- 312-320.

Zhang, X., et al.,, Tailor-Made Boronic Acid Functionalized Magnetic
Nanoparticles with a Tunable Polymer Shell-Assisted for the Selective
Enrichment of Glycoproteins/Glycopeptides. ACS Applied Materials &
Interfaces, 2015. 7(44): p. 24576-24584.

Kook, J.K., et al., Facile synthesis of boronic acid-functionalized magnetic
nanoparticles for efficient dopamine extraction. Nano Converg, 2019. 6(1): p. 30.

Li, D., Y. Chen, and Z. Liu, Boronate affinity materials for separation and
molecular recognition: structure, properties and applications. Chem Soc Rev,
2015. 44(22): p. 8097-123.

Arshady, R., Preparation of polymer nano- and microspheres by vinyl
polymerization techniques. J Microencapsul, 1988. 5(2): p. 101-14.

Nicholson, J.W. and Royal Society of Chemistry (Great Britain), The chemistry
of polymers. 3rd ed. 2006, Cambridge, UK: RSC Pub. xi, 177 p.

Kip, F.C.i., Poli (Akrilat) Bazli Reaktif Sabit Fazlarin Gelistirilmesi Ve Mikro-
Swvi Kromatografisi Sisteminde Kromatografik Performanslarinin Tanimlanmast
in Kimya Miihendisligi. 2015, Hacettepe Universitesi: Ankara.

Gokmen, M.T. and F.E. Du Prez, Porous polymer particles—A comprehensive
guide to synthesis, characterization, functionalization and applications. Progress
in Polymer Science, 2012. 37(3): p. 365-405.

107



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Kawaguchi, S. and K. Ito, Dispersion Polymerization, in Polymer Particles: -/-,
M. Okubo, Editor. 2005, Springer Berlin Heidelberg: Berlin, Heidelberg. p. 299-
328.

Ozkul, O., Reaktif Formda, Hidrofobik Monodispers - Gozenekli Partikiillerin
Sentezi ve Boronat Afinite Kromatografisi Igin Destek Malzemesi Olarak
Kullanimi. 2011, Hacettepe Universitesi.

Usta, D.D., Afinite Kromatografisiyle Desteklenmis Sers Tabanli Biyosensorler
Araciligiyla Diol Gruplu Biyomolekiil Tayini, in Saglik Bilimleri Enstitiisti. 2016,
Gazi Universitesi: Ankara.

Xia, Y., et al., Monodispersed Colloidal Spheres: Old Materials with New
Applications. Advanced Materials, 2000. 12(10): p. 693-713.

Iler, R.K., The chemistry of silica : solubility, polymerization, colloid and surface
properties, and biochemistry. 1979, New York: Wiley. xxiv, 866 p.

LaMer, V.K. and R.H. Dinegar, Theory, Production and Mechanism of Formation
of Monodispersed Hydrosols. Journal of the American Chemical Society, 1950.
72(11): p. 4847-4854.

Stober, W., A. Fink, and E. Bohn, Controlled growth of monodisperse silica
spheres in the micron size range. Journal of Colloid and Interface Science, 1968.
26(1): p. 62-69.

Wen, J. and G.L. Wilkes, Organic/Inorganic Hybrid Network Materials by the
Sol—Gel Approach. Chemistry of Materials, 1996. 8(8): p. 1667-1681.

Kaiser, C., et al., Nonporous Silica Microspheres in the Micron and Submicron
Size Range, in Fine Particles Science and Technology: From Micro to
Nanoparticles, E. Pelizzetti, Editor. 1996, Springer Netherlands: Dordrecht. p. 71-
84.

Cong, H., et al., Synthesis of monodisperse silica microspheres and modification
with diazoresin for mixed-mode ultra high performance liquid chromatography
separations. J Sep Sci, 2017. 40(22): p. 4320-4328.

Lei, X., et al., Synthesis of Monodisperse Silica Microspheres by a Modified
Stober Method. Integrated Ferroelectrics, 2014. 154(1): p. 142-146.

108



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Knopp, D., D. Tang, and R. Niessner, Review: Bioanalytical applications of
biomolecule-functionalized nanometer-sized doped silica particles. Analytica
Chimica Acta, 2009. 647(1): p. 14-30.

Zhang, Z., et al., Synthesis of Novel Porous Magnetic Silica Microspheres as
Adsorbents for Isolation of Genomic DNA. Biotechnology Progress, 2006. 22(2):
p. 514-518.

Berg, J.M., J.L. Tymoczko, and L. Stryer, Biochemistry. 2012, Basingstoke: W.H.
Freeman.

Shabarova, Z. and A. Bogdanov, Advanced organic chemistry of nucleic acids.
1994, Weinheim ; New York: VCH. xv, 588.

Gjerde, D.T., L. Hoang, and D. Hornby, RNA Purification and Analysis: Sample
Preparation, Extraction, Chromatography. Wiley online library. 2009: Wiley.

Fordyce, S.L., et al., Long-term RNA persistence in postmortem contexts. Investig
Genet, 2013. 4(1): p. 7.

Gates, A. and R. Bowater, Nucleotides: Structure and Properties. 2015.

Grahnert, A., et al., Review: NAD +: a modulator of immune functions. Innate
Immun, 2011. 17(2): p. 212-33.

Brunnbauer, P., et al., The nanomolar sensing of nicotinamide adenine
dinucleotide in human plasma using a cycling assay in albumin modified
simulated body fluids. Scientific Reports, 2018. 8(1): p. 16110.

Liu, X.-C., Boronic Acids as Ligands for Affinity Chromatography. Chinese
Journal of Chromatography, 2006. 24(1): p. 73-80.

Giinal, G., et al., Human genomic DNA isolation from whole blood using a simple
microfluidic system with silica- and polymer-based stationary phases. Materials

Science and Engineering: C, 2017. 74: p. 10-20.

Gunal, G., et al., Comparative DNA isolation behaviours of silica and polymer
based sorbents in batch fashion: monodisperse silica microspheres with bimodal
pore size distribution as a new sorbent for DNA isolation. Artif Cells Nanomed
Biotechnol, 2018. 46(1): p. 178-184.

109



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Elmas, B., et al., 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, 2005.
269(1): p. 125-134.

Salimi, K., et al., Ti(IV) carrying polydopamine-coated, monodisperse-porous
SiO2 microspheres with stable magnetic properties for highly selective
enrichment of phosphopeptides. Colloids Surf B Biointerfaces, 2017. 153: p. 280-
290.

Salimi, K., et al., Highly selective magnetic affinity purification of histidine-
tagged proteins by Ni2+ carrying monodisperse composite microspheres. RSC
Advances, 2017. 7(14): p. 8718-8726.

Kip, C., et al., Isolation of RNA and beta-NAD by phenylboronic acid
functionalized, monodisperse-porous silica microspheres as sorbent in batch and
microfluidic boronate affinity systems. Colloids Surf B Biointerfaces, 2019. 174:
p. 333-342.

Giindogdu, Y., Manyetik ve Optik Ozelliklere Sahip Nanopartikiil Sentezi ve
Analitik Uygulamalart, in Analitik Kimya Anabilim Dali. 2009, Gazi Universitesi:
ANKARA.

Sahan, A., Farmosetik Maddelerin Aktif Camur Aritma Prosesinde Abiyotik
Gideriminin Incelenmesi in Cevre Miihendisligi A.B.D. 2007, Cukurova
Universitesi: ADANA.

Karaman, 1., Soma Linyitinin Fiziksel Aktivasyonu Ve Aktiflenmis Uriine
Boyarmadde Adsorpsiyonu, in Kimya Miihendisligi A.B.D. 2010, Ankara
Universitesi: ANKARA.

Ayawei, N., AN. Ebelegi, and D. Wankasi, Modelling and Interpretation of
Adsorption Isotherms. Journal of Chemistry, 2017. 2017: p. 3039817.

Kose, K., Niikleik Asit Bazlari Iceren Kriyojellerin Sentezi, Karakterizasyonu Ve
Biyokromatografide Adsorbent Olarak Kullanimi in Kimya Anabilim Dali. 2014,
Hacettepe Universitesi: ANKARA.

Nethaji, S., A. Sivasamy, and A.B. Mandal, Adsorption isotherms, kinetics and
mechanism for the adsorption of cationic and anionic dyes onto carbonaceous
particles prepared from Juglans regia shell biomass. International Journal of
Environmental Science and Technology, 2013. 10(2): p. 231-242.

110



76.

71.

Koger, O., Zeytin Posasi (Pirina) Uzerine Malasit Yesili ‘nin Sulu Cdze{tic{en
Adsorpsiyonu in Kimya Anabilim Dali. 2013, Kilis 7 Aralik Universitesi: KILIS.

Desta, M.B., Batch Sorption Experiments: Langmuir and Freundlich Isotherm
Studies for the Adsorption of Textile Metal lons onto Teff Straw (Eragrostis tef)
Agricultural Waste. Journal of Thermodynamics, 2013. 2013: p. 375830.

111



EKLER

EK 1 — Tezden Tiiretilmis Yayinlar

Cigdem Kip, Hilal Giiliigiir, Eda Celik, Duygu Deniz Usta, Ali Tuncel, Isolation of RNA and
beta-NAD by phenylboronic acid functionalized, monodisperse-porous silica

microspheres as sorbent in batch and microfluidic boronate affinity systems. Colloids

Surf B Biointerfaces, 2019. 174: p. 333-342.

112



