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OZET

NUKLEOZIDLERIN ZWITTERIYONiIiK MONOLITIK KOLONLAR
ILE KAPILER ELEKTROKROMATOGRAFIi SISTEMINDE AYRIMI

Sisem EKTIRICI

Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Tez Danmisman:: Prof. Dr. Adil DENIZLI
Es Damisman: Do¢. Dr. Fatma Yilmaz
Haziran 2019, 81 sayfa

Boronik asitler, nukleozid ve glikoproteinler gibi cis-diol gruplarini iceren bilesiklerin
secici taninmasi ve zenginlestiriimesi icin kullanilan énemli ligandlardir. Bu 6zellik
boronik asitleri molekller tanima, proteomik ve metabolomik ¢alismalarinda
kullaniimak Gzere mikemmel ligandlar yapmaktadir. Boronat afinite kovalent
baglanma esasina dayali oldugu igin nonspesifik etkilesimleri baskilayarak ylksek
spesifiklik saglamaktadir. Hidrofobik etkilesim boronat afinitenin segiciligini etkileyen
en oOnemli ikincil etkilesimlerden birisidir. Afinite materyalleri olarak kullanilan
boronik asit ligandlari genellikle aromatik boronik asitlerdir ki bunlar proteinlerin

nonspesifik adsorpsiyonunu sebep olan -1 etkilesimlerine sebep olurlar.

Monolitik silika kolonlar, yuksek kolon etkinligi, hidrofilitesi, yuksek gegirgenligi ve
yuksek yuzey alani gibi Ustin avantajlari sebebi ile proteomik ve metabolomik
calismalarinda oldukca fazla uygulama alani bulmustur. Bununla birlikte organik

monolitik kolonlarla kiyaslandiginda hazirlama prosesi oldukga zor ve post-



modifikasyonlari zaman alicidir. Alternatif olarak, organik-silika hibrit monolitik
kolonlar daha az buzulme, mekanik kararhlik, pH kararlihgi gibi 6nemli avantajlara
sahiptir. Bu galismada nukleozitlerin spesifik izolasyonuna yonelik organik-silika
hibrit monolitik kolonlar sentezlendi. Temel prensip, boronik asitler ile cis-diol
gruplan arasindaki alkali/asidik kosullar altindaki tersinir kovalent kompleks
olusum/ayrilma mekanizmasina dayanmaktadir. Boronat afinite kromatografi (BAC)
kovalent baglanma temeline dayandigi igin spesifik olmayan etkilesimler uygun
kosullar secildiginde baskilanir ve yuksek spesifisiklik elde edilir. Ribozillenmis
metabolitler, 06zellikle modifiye nlkleozidler kanser biyoisaretleyici olarak
kullaniimaktadir. Boronat adsorbentler, nikleozidleri kompleks matris ortamlarindan
ekstrakte etmek igin kullanilabilecek umut verici malzemelerdir. Bununla birlikte,
digsuk miktarlarda bulunan metabolitlerin zenginlestiriimesi mevcut boronat
adsorbentlerin sinirl kapasiteleri ve dusuk segicilikleri nedeni ile halen sorun teskil
etmektedir. Bu amagla hibrit inorganik-organik metakril polihedral oligomerik
silseskuiokzan- metakriloil histidin- fenil boronik asit ((POSS-MAH-PBA]) bazli BAC
adsorbentler, [POSS-MAH] monolitik kolonlarin énce sentezlenmesi ve PBA ile
modifiye edilmesi ile elde edildi. Metakriloil histidin (MAH) monomeri, fenil boronik
asidin (PBA) baglanmasi icin oldukca fazla sayida baglanma bdlgeleri
sagladigindan adsorpsiyon kapasitesininin benzer monolitik kolonlara gore arttigi
tespit edilmigtir. MAH monomeri hem hidrofiliteyi artirarak spesifik tanimaya yol
ac¢mis, hemde mobil fazda organik ¢ozicu kullaniimasini engellemigstir. Sentezlenen
hibrit [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlar, sisme testi, fourier
donusumli kizilétesi spektrometresi (FTIR), elemental analiz, taramali elektron
mikroskobu (SEM), bilgisayarli mikrotomografi (micro-CT) ve Brunauer—Emmett—

Teller analizi (BET) ile karakterize edilmigtir.

[POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlarin ylzey alani analizi ile tespit
edilen ylzey alanlari sirasi ile 110.79 ve 507.60 m?/g olarak olgilmustir. PBA ile
fonksiyonlandirildiktan sonra, genis yuzey alanina sahip olan [POSS-MAH-PBA]
monolitik kolonu, adenozin nikleozid igin ylksek bir baglanma kapasitesi (13.38

mg/g) gostermigtir.



Sentezlenmis olan [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun, adenozin nukleozid
molekulunun adsorplama kapasitesine pH, derisim, sicaklik, iyonik siddet, akis hizi
ve etkilesim suresi gibi farkli parametrelerin etkisi incelenmistir. pH 8.0, 0.1 mg/ml
adenozin derigimi, 0.01 mg/ml NaCl tuz derisimi, 0.5 ml/dak akis hizi ve 60 dakika
etkilesim suresi optimum degerler olarak tespit edilmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi

olarak 25 mM formik asit ve metanol ¢ozeltisi karisimi (1:1, v/v) kullaniimigtir.

[POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol igeren molekullere afinitesinin PBA
fonksiyonel grubundan kaynaklandigini gostermek icin, PBA icermeyen [POSS-
MAH] monolitik kolon sentezlenerek adenozin baglama kapasitesi incelenmis ve

1.89 mg/g olarak bulunmusgtur.

[POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun adenozin molekulini adsorpsiyon davranisi
Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri uygulanarak incelenmistir. Elde
edilen deneysel sonuglar incelendiginde adenozin molekulinun tek tabakali olarak

baglanma bodlgelerine esit bir sekilde baglandigdi tespit edillmigtir.

Tekrar kullanilabilirlik testlerinde, adsorpsiyon kapasitesindeki azalma, arka arkaya
5 tekrarli adsorpsiyondan sonra sadece %1.6 olarak tespit edilmistir.

[POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol igeren nukleozidlere segici afinitesi,
deoksiadenozin trifosfat (dATP) molekdlind igeren Ornegin incelenmesiyle

gOsterildi.

idrar ¢ozeltisine gegmis olan niikleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay idrar
¢Ozeltisi dnce adenozin (0.25 mg/ml) ile spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik
kolona adsorbe edildi. Adsorbe olan adenozin molekulinin tespit edilen miktar
kalabalik etkisi yapan iyonlarin yarismaci 6zelliginden dolayr 10.05 mg/g olarak
tespit edilmigtir. Adsorbe olan adenozin yuksek performansli sivi kromatografisi

(HPLC) yontemi ile dogrulanmigtir.

Hazirlanan [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol igeren bilesiklere grup

spesifik afinitesini géstermek igin, yine ayni sekilde yapay idrar ¢ozeltisine ge¢gmis

olan nikleozid metabolitleri incelendi. Bunun igin, yapay idrar ¢dzeltisi nikleozidler
ii



(0.25 mg/ml) ile spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona adsorbe edildi ve
desorbe edilen nukleozidler HPLC yodntemi ile tayin edildi ve [POSS-MAH-PBA]

monolitik kolonun nikleozidleri adsorplama 6zelligi gosterilmis oldu.

Son olarak hassasiyeti artirmak i¢in, ayni oranlarda hazirlanmis olan kapiler [POSS-
MAH-PBA] monolitik  kapiler kolonu ile elektrokromatografik analizler

gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Boronat Afinite Kromatografisi, NUkleozidler, POSS, Monolitik

Kapiler Kolon, Metakriloil Histidin.
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Boronic acids are important ligands for selective recognition and enrichment of
compounds containing cis-diol groups such as nucleosides and glycoproteins. This
feature makes boronic acids excellent ligands for use in molecular recognition,
proteomics and metabolomics studies. Since boronate affinity is based on covalent
binding, it provides high specificity by suppressing nonspecific interaction. The
hydrophobic interaction is one of the most important secondary interactions affecting
the selectivity of boronate affinity. Boronic acid ligands used as affinity materials are
generally aromatic boronic acids and cause -1 interactions which leads to

nonspecific adsorption of proteins.

Monolithic silica columns have found high application in proteomics and
metabolomics studies due to their superior advantages such as high column
efficiency, hydrophilicity, high permeability and high surface areas. However, the

preparation process is very difficult and post-modifications are time consuming
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compared to organic monolithic columns. The hybrid organic silica monolithic
columns used in the thesis have significant advantages such as less shrinkage,
more stable mechanical and pH stability as an alternative. In this study, organic-
silica hybrid monolithic columns were synthesized for specific isolation of

nucleosides.

The basis of the mechanism is the reversible covalent complex formation between
boronic acids and cis-diol groups which vary depending on the alkali/acidic

conditions.

Since boronic acid chromatography (BAC) is based on covalent binding, nonspecific
interactions are suppressed when appropriate conditions are selected and high
specificity is obtained. Ribozylated metabolites, particularly modified nucleosides,
are used as cancer biomarkers. Boronate adsorbents are promising materials that
can be used to extract nucleosides from complex matrix media. Despite that due to
the limited capacity and low selectivity of boronate affinity materials, the
determination of metabolites in low amounts is still a problem. For this aim, before
modification by phenyl boronic acid (PBA), methacryl polyhedral oligomeric
silsesquioxane- methacryloyl histidine ([POSS-MAH]) monolithic column was
synthesized to form methacryl polyhedral oligomeric silsesquioxane- methacryloyl
histidine-phenyl boronic acid ([POSS-MAH-PBA]) based BAC adsorbents. PBA,
which is bound to [POSS-MAH] monolithic column with its numerous binding sites
introduced by methacryloyl histidine (MAH) monomer, has a higher adsorption

capacity in the column compared to other materials used for this purpose.

The synthesized hybrid [POSS-MAH] and [POSS-MAH-PBA] monolithic columns
were characterized by swelling test, fourier transform infrared spectrometry (FTIR),
elemental analysis, scanning electron microscope (SEM), micro computed
tomography (Micro-CT) and BET. The surface areas of the [POSS-MAH] and
[POSS-MAH-PBA] monolithic columns determined by Brunauer—-Emmett-Teller
(BET) analysis were 110.79 and 507.60 m?/g, respectively. After functionalization
with PBA, the [POSS-MAH-PBA] monolithic column with a large surface area

showed a high binding capacity (13.38 mg/g) for adenosine nucleoside.
vi



The effect of different parameters such as pH, concentration, temperature, ionic
strength, flow rate and interaction time on the adenosine nucleoside adsorption
capacity of the prepared [POSS-MAH-PBA] monolithic column was investigated. pH
8.0, adenosine concentration of 0.1 mg/ml, NaCl salt concentration of 0.01 mg/ml,
the flow rate of 0.5 ml/min and the interaction time of 60 min were determined as
maximum values for adenosine adsorption. A mixture of 25 mM formic acid and

methanol solution (1: 1, v/v) was used as the desorption solution.

In order to show that the affinity of [POSS-MAH-PBA] monolithic column to cis-diol-
containing molecules is due to PBA functional group, [POSS-MAH] monolithic
column was prepared and the binding capacity of adenosine molecule was

examined and estimated to be 1.89 mg/g.

Adenosine nucleoside adsorption behavior of [POSS-MAH-PBA] monolithic column
was investigated by applying Langmuir and Freundlich adsorption models.
Experimental results showed that adenosine molecule was bound to the binding

sites as a monolayered and equally.

In reusability tests, the decrease in adsorption capacity was only 1.6% after 5
consecutive repeated adsorption. The selective affinity of the [POSS-MAH-PBA]
monolithic column to cis-diol-containing nucleosides was demonstrated by
examining the sample containing the deoxyadenosine triphosphate (dATP)

molecule.

In addition, to examine the nucleoside metabolites passed to the urine solution, the
artificial urine solution was first spiked with adenosine (0.25 mg/ml) and adsorbed
to the [POSS-MAH-PBA] monolithic column. The amount of adsorbed adenosine
molecule was determined to be 10.05 mg/g due to the both ions that make up crowd

effect and the competing molecules. Adsorbed adenosine was confirmed by HPLC.

To demonstrate the group specific affinity of the prepared [POSS-MAH-PBA]

monolithic column to the cis-diol containing compounds, in the same way, the
vii



nucleoside metabolites passed to the artificial urine solution was examined. For that,
the artificial urine solution was spiked with nucleosides (0.25 mg/ml) and adsorbed
to the [POSS-MAH-PBA] monolithic column and the desorbed nucleosides were
determined by HPLC method. The [POSS-MAH-PBA] monolithic column'’s ability to
adsorb nucleosides was demonstrated.

Finally, in order to increase the sensitivity, electrochromatographic analyses were
performed with the capillary [POSS-MAH-PBA] monolithic capillary column
prepared in the same proportions.

Keywords: Boronate Affinity Chromatography, Nucleosides, POSS, Methacryloyl
Histidine.
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1.GIRIS

Insan vicudunun gesitli hastaliklara verdigi cevaplar biyolojik sivilarda gérilen
cesitli metabolitler araciligiyla yansitilir. Kanser tipki diger hastaliklar gibi, metabolik
bozukluklar ile eslik edilen bir hastalik olup, hucre turnover hizina, enzimleri
degistirici  aktiviteye ve DNA/RNA (deoksiribonikleikasit/ ribonlkleikasit)
modifikasyonlara sebep olur. Kanserin erken teshisi i¢cin  gUvenilir
biyoisaretleyicilerin klinik arastirmasi gittikge 6nem kazanan bir alan olmaktadir,
¢cunku bugun kullanilan biyoisaretleyicilerin birgogu ile tatmin edici sonuglar elde
edilememigtir. Kanser ya da AIDS (edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu) gibi gui¢lu
metabolik bozukluklarin eslik ettigi hastaliklarda oldukga fazla metabolik son urtnle
birlikte anormal dizeyde modifiye edilmis nukleozidler ve nukleozidlerle

biyokimyasal olarak iligkili bilegiklerin idrara atilimi gergeklesir.

Gunumuzde yaklasik 100 adet modifiye nikleozid bilinmektedir. Her biri tasiyici
RNA (tRNA), mesajci RNA (mRNA), ribozomal RNA (rRNA), tmRNA, kuguk
cekirdek RNA gibi hiicresel RNA’larin belli bir dizeye kadar modifiye olmasi ile
olusur. Yapisal modifikasyonlar riboz metilasyonu, baz izomerizasyonu, indirgenme,
tiyollenme ya da deaminasyon gibi modifikasyonlardir. Butin modifikasyonlar
adenozin, guanozin, uUridin, sitidin, gibi normal nukleozidlerin RNA'da post-
transkripsiyonel olarak modifiye olmasi ile gerceklesir. Spesifik fosforilazlarin eksik
olmasi sebebi ile modifiye nikleozidler tekrar déntisime girememekte ve idrara
bosaltiimaktadir. Bu nukleozidler hasarlanmig ribonukleik asit metabolizmasinin

bozunma drunleridir [1].

idrarda bulunan niikleozidlerin tayinine yénelik oldukca fazla metod uygulanmistir.
Bunlar; yuksek performans sivi kromatografisi (HPLC) [2], kapiler elektroforez (CE)
[3], HPLC sisteminin, gaz kromatografi, kapiler sivi kromatografi yada kutle
spektrometresi (ESI-ITMS) ile birlestiriimesi ile tayin [4] ESI tandem MS [5] ya da
termosprey iyonizasyon ve hizli atom bombardmani [6] gibi yontemlerdir.

Boronik asitler, nukleozid ve glikoprotein gibi cis-diol iceren bilesiklerin segici
taninmasi ve baglanmasinda kullanilan 6nemli ligandlardir. Boronat afinite

kromatografisi, boronik asitler ile cis-diol igeren bilesikler arasindaki bazik/asidik
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kosullardaki tersinir kompleks olusum/ayrilma temeline dayanmaktadir. Bu pH
duyarli baglanma/ayriima mekanizmasi boronik asit ligandlarini proteomik ve
metabolomik [7-13] c¢alisma alanlarinda kullanilan mikemmel ligandlar

yapmaktadir.

Monolitik kolonlar geleneksel kromatografik kolonlara gére kolay tretim, dusik geri
basing, hizli konvektif kutle transferi gibi Ozelliklere sahiptir [14]. Bu onemli
avantajlari sebebi ile boronat afinite monolitik kolonlar son yillarda hizli gelisme
gOstermektedir [15]. Bununla birlikte boronat afinite kolonlarin genis uygulama
alanlari bulmasinda bazi engeller bulunmaktadir. Ornegin geleneksel boronik asitler
cis-diol iceren bilesiklerin tamami ile baglanabilmesi i¢in bazik ortama ihtiya¢
duymaktadir. Bu durum serum ya da idrar gibi noétrale yakin cis-diol igeren
bilesiklerin kuvvetli baglanmasini engeller. Ayni zamanda fenil boronik asit gibi
siradan ligandlar sinirli afiniteye sahip oldugundan cis-diol igeren bilesiklere eser

miktardaki derisimde baglanabilirler.

Notral ya da zayif asidik kosullardaki, boronat afinitenin etkinliginin artiriimasina
yonelik, baglanma pH’inin dusurdlmesi gibi yaklasimlar denenmistir. Bunlar; fenil
halkasina elektron cekici gruplarin eklenmesi [16-20], wulff-tipi bor atomuna
molekul i¢ci B-N koordinasyonu yapabilecek N grubunun bulunmasi [21,22],
geligtirilmis wulff-tipi bor atomuna molekul i¢i B-O koordinasyonu yapabilecek
oksijen grubunun bulunmasi [23-27], amin ve boronik asit arasinda takim
olusturarak boronat afinite [10,28] saglama seklindedir. Bu yaklasimlar
cercevesinde, 2,4-difloro-3-formifenilboronik asitle (DFFPBA) fruktoza karsi pH 7.4
ve 6.0 da ultrayuksek (~10 kat) afinite gdstermistir [29]. Ayni sekilde florofenilboronik

asit temelli biyosensorlerde cis-diol igeren bilesiklerin tayininde kullanilmistir [30].

Yuksek ayirim gucu, hassasiyet, kesinlik ve pratikteki kolay uygulama 6zelligine
ragmen yuksek performans sivi kromatografi yontemi ile kan, serum, idrar gibi
kompleks biyolojik sivi 6rneklerinden analiz yapmak, analizi yapilacak hedef
molekul ile makromolekul iceren matriks bilesenleri arasindaki girisimler nedeni ile
matriksin 6n islemlemlere tabi tutulmasini gerektirmektedir. Sivi-sivi, kati-faz

ekstraksiyonu gibi es zamanli olmayan uygulamalar gerektiren bu 6n iglemler
2



zaman alici ve hatali sonu¢ almaya egilimlidir. Bu problemleri ¢ozmek igin geri
kazanim ve tekrarlanabilirligi artirmak icin 6rnegin direkt uygulanabildigi destek
malzemeleri geligtiriimigtir. Boos ve arkadaslari modifiye olmayan ribonukleozidlerin
insan idrar ve serumundan grup spesifik tayinine yonelik yuksek performans afinite
kromatografi yontemi (HPAC-ters faz HPLC) gelistirmigtir [31]. Affi-Gel601 gibi
boronik asitle turevlendirilmis seltloz, akrilamid, silika bazli malzemeler uygulamada
kullaniimistir. Silika ve bazi kopolimerler disindaki destek malzemeleri esneklik, pH

stabilite ve sisme gibi problemler yuzinden HPLC galismalari igin uygun degildir.

Monolitik silika kolonlar, yliksek kolon etkinlikleri ve hidrofilik 6zellikleri, ylksek
gegirgenlikleri ve yuksek ylzey alanina sahip olmalari nedeni ile proteomik ve
metabolomik ¢alismalarinda oldukga fazla uygulama alani bulmustur [32]. Bununla
birlikte monolitik organik kolonlara gére hazirlama prosesleri zor ve post-
modifikasyonlari zaman alicidir. Yeni bir alternatif olarak organik-silika hibrit
monolitik kolonlar dusuk buzilme, iyi mekanik kararhlik, pH stabilitesi, ve serbest
post-modifikasyon 6zelligi gibi dnemli avantajlara sahiptir [33]. Lin ve arkadaslari
tarafindan hazirlanan hibrit boronat afinite monolit, glikoprotein gibi cis-diol iceren

bilesiklere karsi mikemmel secicilik gostermistir [34].

Polihedral oligomerik silseskuiokzan bazli organik-inorganik hibrit materyaller son
on yilda oldukga fazla dikkat gekmistir [35]. Silikon atomuna direkt olarak alkil
grubunun eklenmesi pH degisimlerine kargi hidrolik stabilite ve azaltilmis aktivite
saglamaktadir. Ayrica sol-jel yontemi ile monolit hazirlarken yapisal kirikliklara
sebep olan yuksek isiya gerek kalmamaktadir. POSS igeren substite [POSS-MA]
bazli monolitik kolonlarin  hazirlanmasinda c¢apraz baglayiciya ihtiya¢
kalmamaktadir [36].

Dusuk miktarlarda bulunan metabolitlerin zenginlestiriimesi mevcut boronat
adsorbentlerin sinirli kapasiteleri ve dusuk segicilikleri nedeni ile sorun teskil
ettiginden bu problemin giderilmesine yonelik, cis-diol grubu igeren nukleozidler igin
grup spesifik baglanma o6zelligi gosteren silika bazli boronik asit temelli hibrit
inorganik-organik [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolon incelenmistir. POSS

monomerinin  monolitik kolona kazandirdidi kafes yapisi ve ayrica MAH
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monomerinin saglamis oldugu goéreceli hidrofilisite [POSS-MAH-PBA] kolonu igin iyi

mekanik kararhlik, pH stabilitesi gibi ustun ozellikler kazandirmigtir.

Sentezlenmis olan [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun, adenozin molekulinin
adsorplama kapasitesine pH, derisim, sicaklik, iyonik siddet, akis hizi ve etkilesim
suresi gibi farkli parametrelerin etkisi incelenmistir. [POSS-MAH-PBA] monolitik
kolonun cis-diol iceren nukleozidlere segici afinitesinin PBA fonksiyonel grubundan
kaynaklandigini gostermek icin, PBA icermeyen [POSS-MAH] monolitik kolonu
sentezlenmis ve adenozin molekulinu baglama kapasitesi incelenmigtir.

[POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol iceren nukleozidlere segici afinitesi,
deoksiadenozin trifosfat (dATP) molekllind igeren oOrnegin incelenmesiyle

kanitlandi.

Ayrica idrar ¢Ozeltisine gegmis olan nukleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay
idrar ¢ozeltisi adenozin molekulu ile spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik
kolona adsorbe edildi. Adsorbe olan adenozin miktari UV-VIS spektroskopi ile 260
nm dalga boyunda dl¢liimus ve HPLC metodu ile dogrulanmistir. Yine ayni sekilde
idrar ¢ozeltisine gecmis olan nukleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay idrar
cOzeltisi nukleozidler ile spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona adsorbe
edildi ve desorbe edilen nukleozidler HPLC yontemi ile tayin edildi ve [POSS-MAH-
PBA] monolitik kolonun grup spesifik secici 6zelligi nikleozidleri adsorplama ozelligi

dogrulanmig oldu.

Hassasiyeti artirmak i¢in, ayni oranlarda hazirlanmis olan kapiler [POSS-MAH-PBA]

monolitik kolonu ile elektrokromatografik analizler gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Niikleozidler

Nukleozidler azot iceren heterosiklik ntkleobaz ve 5 karbonlu sekerden olusan
organik bilesiklerdir [Sekil 2.1]. Nukleobaz riboz veya deoksiriboz farketmeden 5
karbonlu sekere B-glikozidik bagiyla baglanmigtir. Ribonukleozidlerde, purin veya
pirimidin bazi riboz ile baglanirken, deoksinukleozidlerde bu bazlar deoksiriboz ile
baglanmistir. Dort nukleozid; adenozin, sitidin, Uridin ve guanozin, sirasiyla adenin,
sitozin, urasil ve guaninden olusur. Dort deoksinukleozid, deoksiadenozin trifosfat
(dATP), deoksisitidin, deoksitimidin ve deoksiguanozin, sirasiyla adenin, sitozin,

timin ve guaninden olusur.

NH, o) NH;
Sy s C
¢ ¢ |
N N/) N N/)\NH N/go
HO HO 2 HO
0 0 o)
Hon of Hon of Hon of
Adenozin Guanozin Sitidin
0 O
NH NH
ﬁ \fk
N/go N/go
HO HO
o 0
HoH oH HOq
Uridin Timidin

Sekil 2.1. Niikleozidlerin kimyasal yapilar

Nukleozidler birgok biyolojik proseste énemli yere sahiptirdir. Bu bilesikler batun
memeliler, bakteriler ve bitki hucrelerinde DNA (deoksiribonukleik asit) ve RNA

(ribonlkleik asit)’y1 olugturmakla birlikte ayni zamanda genetik bilginin depolanmasi



ve transferinde hayati 6nem tasimaktadirlar. Ayrica nulkleozidler biyosentetik
yollarin bir kisminda, enerji tranferinde bazi koenzimlerin bilesenleri olarak dnemli
biyolojik diizenleyicilerdir [37]. insan viicudu bu molekiilleri endojen olarak, yani
surekli olusup parcalanarak, sentezleyebilmektedir. Eksojen olarak gida yoluyla
vlcuda giren nukleozidlerin absorpsiyonu ve kullanimi da mimkundar [38,39].

Onemli biyolojik aktiviteleri nedeniyle nikleozidlerin tayinleri kimya, biyokimya, tip,
genetik, metabolomik ve ¢evre gibi alanlarda 6nemli galisma alani olusturmaktadir
[40]. Bu biyomolekullerin analizleri birgok hastalik ve metabolik bozukluklarin
teshisinde olduk¢ga Onem tasimaktadir. Nukleozidler ayni zamanda kanser
isaretleyici [2] ve insan bagisikhk eksikligi virisi (insan bagisiklik virGsu, HIV)
belirteci [41] olarak kullaniimaktadirlar. Kan ve idrardaki nikleozid seviyeleri
miyokardiyal hucresel enerji seviyesini belirlemek icin kullanilirken kardiyak
dokusunun enerji metabolizmasinin incelenmesinde de kullaniimaktadirlar [42,43].
Ayni zamanda yapilarinda bulunan azot ve oksijen atomlarindaki eslesmemis
elektron ciftleri diger organik molekuller ve metal iyonlariyla etkilesmelerini saglar
[44,45]. Bu Ozellikleri sayesinde fonksiyonel nanomateryallerin sentezi ve

fabrikasyonunda da kullaniimaktadirlar [46-53].

Nukleozidlerin ayirimlari igin birgok yontem geligtirilmistir. Bu biyomolekullerin
ayrimlari igin en cok kullanilan yodntemin HPLC (yuksek performansli sivi
kromatografisi) olmasi yanisira ayni zamanda CZE (kapiler bodlge elektroforez),
MEKC (misel elektrokinetik kromatografi) ve CEC (kapiler elektrokromatografi)

yontemleri ile de ayrimlar gerceklesitirilmistir [54].

Genis bir kimyasal iglev araligina sahip c¢esitli enzim kofaktorleri yapilarinda
adenozin bulundurur. Bu kofaktoérler birbiriyle adenozin icermeleri diginda yapisal
olarak bir yakinliga sahip degildir. Bu kofaktorlerin yapisinda adenozin higbir zaman
birincil iglevde yer almaz, ancak adenozinin uzaklastiriimasi sonucunda kofaktor
aktivitesi dramatik olarak azalir. Bu tur yapilarda diger bayuk molekulleri kullanmak
yerine adenozin kullaniimasinin nedeni evrimsel ekonomidir. Adenozinin énemi
sahip oldugu 6zgun kimyasal ozellikler ve igerdigi baglarin enerjisi degil, tek bir
bilesigin ¢oklu role sahip olmasindan gelen evrimsel UstunlUktir. ATP (adenin

trifosfat) bir kez evrensel enerji kaynadi haline geldiginde sistemler ATP sentezini



diger niukleotitlere gére daha fazla miktarda gergeklestirir ve sonugta ATP’nin birgok
yapiya dahil olmasi akilci bir ¢ozUm olarak belirir. Ekonomi protein yapisi igin
gecerlidir. Bircok enzimde adenozin baglanan protein bdlgesi kullanilir. Nukleotit-
baglayan katlanma adi verilen bu bolge ATP ve nukleotit baglayan bir cok enzimde
bulunur [55].

2.2. Polimerler

Polimerler 103-107 araliinda yiksek molekil agirligina sahip bulylk zincir
molekulleridir. Bu molekdller tek bir birimin kendisini zincir igerisinde surekli olarak
tekrar etmesiyle olusurlar. Kendini tekrar eden bu birimlere ‘monomer’ adi
veriimektedir. Polimerizasyon derecelerine gore polimerler; homopolimerler,
kopolimerler, terpolimerler; polimer zincirine gore polimerler; diz zincirli polimerler,
¢apraz bagli polimerler, dallanmig zincirli polimerler, hazirlanma yontemlerine gore
polimerler; kondenzasyon reaksiyonu ile olusan polimerler, katilma reaksiyonu ile
olusan polimerler, fiziksel 6zelliklerine gore polimerler; termoplastikler, termosetler,
elastomerler, uygulama alanlarina goére polimerler;  yapistiricilar, kaplayici

polimerler, fiberler olarak ayirilabilirler.

2.2.1. Baslaticilar

Polimer zincirlerinin olusum reaksiyonlari genellikle bir baslatici etkisinde
olusmaktadir. Baglaticilar; termal baglaticilar, redoks tipi baslaticilar, fotobaslaticilar
ve yuksek enerjili (iyonlastirici) radyasyon olarak siniflandirilirlar. Termal
bagslaticilar 1stya maruz kaldiklarinda radikal veya katyon Ureten bilesiklerdir. 2,2’-
azobis(izobutilnitril) (AIBN) ve Benzoil Peroksit (BPO) gibi bilesikler termal
baglaticilardir. Redoks tipi baglaticilar suda ¢6zinen polimerler olusturmakla
beraber sicakligin dusuk oldugu ortamda reaksiyona girmektedirler. Fotobaslaticilar
ise sicakliktan bagimsiz olarak reaksiyonu baglatirlar.

!N:N! o
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Sekil 2.2. AIBN molekiiliiniin sicaklik altinda par¢alanma reaksiyonu



2.2.2. Capraz Baglayicilar

Polimerler zincirlerine c¢apraz baglayici ilavesi kristaliteye bagli olarak zincirin
fiziksel 6zelliklerini degistirmektedir. Capraz badlayicilar polimerlerin elastikligini
yiksek olgide degistirebilmektedirler. Ornegin elastomerler kontrollli capraz
baglayiciyla elde edilmektektedir. Capraz baglayici oraninin artmasi polimeri daha
fazla sert hale getirir; polimer viskozitesi duser. Capraz baglayicilar genel olarak
polimerlerin viskozitesini dugururler. Polimerlerin akigi igin zincirlerin birbirinin
uzerlerinden hareket etmesi gerekir ve ¢apraz baglayicilar bunu engellerler. Bu
kimyasallar guclu kovalent baglar ile polimer zincirlerini birbirine yaklastirir ve
polimerin ¢dzUnurliguna dusartrler. Capraz baglayicilar ¢dziculerde ¢ozlinmezken
¢cOzuculeri absorplarlar. Ortamdaki ¢ozlclyl absorplayan ¢apraz baglayicilar jel adi
alirlar. Capraz bagh poliakrilamit jel bu tip kimyasallara érnek olarak verilebilir.
Capraz baglayicilar Tg degerini arttirirlar. Ornegin borik asit ile gapraz baglanmis
PVA (polivinil alkol)nin camsi gecis sicakliginin artmasi gibi [56]. Capraz
baglayicilar polimerlerin erime noktalarini dusururler. Dusuk ¢apraz baglanmaya
sahip kristalin polimerlerde kristal baglanma davranisinda bir azalma vardir. Cunku
¢apraz baglanma daha dusuk erime noktasina sahip olan daha yumusak ve elastik

polimer ile sonuglanan zincir oryantasyonuna engel olusturur.

2.2.3. Polimerizasyon Yontemleri

2.2.3.1. Kondenzasyon Polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerizasyonu dustk molekil agirligina sahip fonksiyonel gruplar
icin tercih edilir. Reaksiyonlarin stokiyometrik oranlarinin bulundugu grup
reaksiyonlari istenilen nihai Urlinler icin sabitlenir. islem sirasinda ¢oziiclinin
kullanilmasi zorunlu degildir. Bu reaksiyonlar genellikle sicaklik kontrollu olarak
gerceklestirilir ve katalizor ilavelidirler. Yuksek dereceli polimerizasyona

ulasabilmek igin vakumlama ya da azeotropic destilasyon sistemi kullanir.



2.2.3.2. Katilma Polimerizasyonu
Katilma polimerizasyonu yonteminde reaksiyon sicaklik kontrolli ve katalizor
varliginda gerceklesir. Katilma polimerizasyonu yontemleri; yigin, c¢ozelti,

suspansiyon, homojen ve heterojen polimerizasyon olarak siniflandirilabilir.

2.2.3.2.1. Y1gin Polimerizasyonu

Bu polimerizasyon yontemliyle en saf polimerler elde edilmektedir. Yigin
polimerizasyonu i¢in sadece monomer, baslatici ve eger gerekliyse zincir transfer
ajani kullaniimaktadir. Bu yontemin devamli kullanimi ile polistiren ve diger

termoplastik Urunler kaliplanabilmektedirler.

2.3.3.2.2. Cozelti Polimerizasyonu

Bu yontemde reaksiyonun gerceklesmesi icin ¢ozelti icerisindeki maddelere etki
etmeyecek bir ¢ozucu kullanilir. Eklenen ¢ozucu 1si1 kapasitesini arttirir boylece
viskoziteyi azaltir ve 1sI transferini kolaylastirir. Cozicunun bir kismi reaksiyon
ortamindan islyl uzaklastirmak igin geri sogutucu altinda reaksiyondan
uzaklagtirilabilir. ~ Yigin ~ polimerizasyonu ile  karsilastirildiginda  ¢ozelti

polimerizasyonu reaksiyon hizini ve de Urunlerin molekul agirligini dusurmektedir.

2.2.3.2.3. Suispansiyon Polimerizasyonu

Y1gin polimerizasyonunda ortaya ¢ikan 1sinin kontrol edilebilmesi i¢in Suspansiyon
Polimerizasyonu gelistiriimistir. Reaksiyon kutlesi sulu fazda c¢api 0.01-1 mm
boyutunda kig¢uk damlaciklar halinde dagiimaktadir. Bu damlalarin her biri kliguk
hacimli reaktorler gibi davranirlar. Damlalarda olusan isi transferi yuksek 1si
kapasitesine ve dusuk viskoziteye sahiptir. Ortaya ¢ikan isiy1 uzaklastirmak igin 1si
ceketleri kullaniimaktadir. Damla buayuklUklerini ve dagilimlarini korumak igin
karistiricilarla birlikte sulu fazdaki suspansiye edici maddeler kullaniimaktadir.
Suspansiyon polimerizasyonu ile kiguk ve homojen polimer kimeleri elde

edilmektedir.

2.2.3.2.4. Emulsiyon Polimerizasyonu
Bu yontem en yaygin kullanilan polimerizasyon yontemidir. Bu proses ile i1s1 kontrolu

ve dusuk dereceli polimerizasyon zorluklari asilabilmektedir. Emulsiyon



polimerizasyonunda organik reaksiyon kutlesi surekli sulu fazda sabunla emuilsiye
edilir. Dagilmig parcaciklarin boyutlari suspaniyon polimerizasyonuna gore daha
kuguktur (0.1 um). Ek olarak sabunun dengeliyici etkisinden dolay! elde edilen
emulsiyon kararhdir ve karigtirmaya gerek yoktur. Bazi reaksiyonlarda suda
¢ozunen bir baslatici kullanilbilmektedir. Emulsiyon polimerizasyonun ana urunu
kaucuk boylarinin temelini olusturan kauguktur. Kaugugu iyonik tuzlr ve asitlerle

pihtilastarmak suretiyle lastik de elde edilebilir.

2.2.3.2.5. Homojen Polimerizasyon
Homojen yi1gin polimerizasyonunda ana reaktant gaz, sivi ya da kati monomerlerdir.
Baslatici veya katalizor bu polimerizasyon yonteminde kullaniimamaktadir. Bu

yontemde kullanilan monomer ¢dzucu igerisinde tamamiyle ¢ozunmelidir.

2.2.3.2.6. Heterojen Polimerizasyon
Heterojen emdulsiyon polimerizasyonund monomer molekulleri misel formlarinda
sulu ortamda emdllsiye olurlar. Heterojen Sulspansiyon polimerizasyonunda

monomer mulekulleri sulu ortama buyuk damlalar halinde suspanse olurlar.

2.3. Monolitler

Monolitler geleneksel olarak katalizor peletleri veya toz halinde hazirlanan
yapilardir. Bu yapilar geleneksel katalizér peletlerine goére daha iyi kitle transferi,
daha iyi basing dususu, termal stabilite ve iyi mekanik dayanim saglarlar [57,58].
Monolitler genellikle seramik ya da metalik formlarinda uygulama alani
bulmaktadirlar [59]. Yapilari yuvarlak, kare, lggen, hekzagonal olabilmektedir.
Monolitlerin geometrik sekilleri 1s1 ve kutle transfer oOzelliklerini ve katalitik
performanslarini etkilemektedir [60]. Ornegin katalitik yakicilarda kare seklindeki
monolitlerin is1 ve kltle transferinde daha iyi olduklari goralmustar [61].

Genel olarak monolitler i¢in ideal bir geometriden s6z edilmese de monolit
geometrisi istenilen reaksiyona gore segilmektedir [57].
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2.3.1. Monolitlerin Hazirlanisi

Monolitler genellikle seramik ya da metalik yapilar olarak hazirlanmaktadirlar. Bu iki
cesit farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmakla birlikte farkli avantaj ve
dezavantajlara sahiptirler. Seramik monolitler metalik monolitlere gére daha iyi
gOzenek yapisinda ve termal stabiliteye sahipken metalik monolitler daha iyi 1si
transferi, basing duslisu mekanik dayanim ve hacime sahiptirler [59]. Seramik
monolitler termal genlesme katsayilari nedeniyle iyi bir termal stabiliteye sahip

olssalar da sicakliktaki degisimlerle yapilari bozunabilmektedir [58-62].

2.4. Polihedral Oligomerik Silseskuiokzan Bazh Polimerler

70 yil onceki kesiflerinden beri sentetik polimerler gunlik hayatta dnemli yer
kaplamaktadirlar. Ancak polimerlerin bu genis kullanim alanlari yuksek sicakliklara
veya oksidasyona dayanim gibi 6zelliklerin gelistiriimesini de getirmistir. Polimer
endustrisi bu ozellikleri katki maddeleri, ¢apraz baglayicilar veya karigtirma
teknolojileriyle sinirlari zorlamaktadir. Plastik ve polimer sistemlerinin gesitliligi ve
turleri oldukga etkileyici olmakla birlikte, bu galismanin gogu nispeten sinirli sayida
monomerler kullanilarak gerceklestirilmigtir. Polimerlere yeni bir yaklasim
geleneksel organik sistemlerle seramiklerin ortak Ozelliklerine dayali bir sistem
gelistirmistir. Bu yaklasimdan yol cikarak preseramik polimerler; polifosfoazinler,
polikarbosilanlar, polisilanlar ve polisiloksanlar Uuretilmigtir. POSS (polihedral
oligomerik silseskuiokzan) nanokompozitleri direkt olarak polimer zincirlerine
baglamaktadir. Diger hibrit sistemlerin aksine POSS teknolojisi malzemeleri,
organik monomerler ile ayni sekilde veya baglanabilir regineler formunda

kullanilabilme avantajina sahiptir.
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Sekil 2.3. POSS molekiiliiniin kimyasal yapis1

Silseskuioksan teknolojisi Uzerinde yarim asirdan fazla c¢alisilsa da son yillarda bu
alandaki calisma alani dramatik olarak artis gostermigtir [63]. Silseskuioksan
kelimesi kimyasal yapilari (RSiOu1.5)n seklinde olan molekullerin adlandiriimasi igin
kullanilir. R grubu polihedral molekullerinin tepe noktasini temsil eden; hidrojen,
alkil, alken, aril gibi gruplardir [64]. Silseskuioksan gruplari molekuler yapilarina gore
kafessiz ve kafesli yapilar olarak ikiye ayrilabilirler. Kafessiz yapilar; kismi kafes
yapili, merdiven yapili ve rastgele yapili olarak siniflandirilabilirler [65]. Kafes yapili
silseskuioksanlar genellikle polihedral oligosilseskuioksanlar ya da polihedral
oligomerik silseskuioksanlar olarak adlandirilirlar. Bu sinif nanoboyutta yuksek

simetrili, 1-3 nm arasi ¢apa sahip en kuguk silika pargaciklaridir [66].

Geleneksel organik bilesiklerin aksine POSS turevleri kokusuz, kalici ve gevreye
zarari olmayan bilesiklerdir. Polimerlerin mekanik o6zellikleri POSS ilavesi ile
dramatik olarak degisim gostermektedir. Ayni zamanda yaniciligi ve viskoziteyi
dusurmektedir. Bu dzelliklerinden éturt POSS termoplastikler, yiksek performansii
termoplastik polimerler, termoset polimerler ve diger fonksiyonel materyallerin
Ozelliklerinin degistiriimesinde siklikla kullaniimaktadirlar [65—-67].
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Sekil 2.3. POSS molekiiliine R grubu baglanmis hali, R: Metakril

2.5. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi uygulanan veya enjekte edilen bilesiklerin immobilize edilmis
bir biyolojik maddeye veya bununla iligkili taklit edici bir maddeye (afinite ligandi)

baglanmalarina gore ayrildidi bir sivi kromatografisi yontemidir [68,69].

Bu yontem biyolojik ajanlarlarla kimyasallar arasinda olduk¢a guglu ve tersinir
etkilesimler olusturmaktadir. Bu uygulamaya ait bazi ornekler antibadinin bir
antijenle baglanmasi veya bir enzimin bir substrata baglanmasi seklinde verilebilir.
Baglanmanin segciciligi ve gucul; hidrojen baglari, dipol-dipol etkilegsimleri, sterik
etkiler gibi immobilize ajan ve hedefindeki molekulin arasinda gergeklesen
kuvvetlerden kaynaklanmaktadir. Afinite kromatografisi enzimler, antibadiler,
proteinler gibi biyokimyasal molekullerin ayrimlarinda kullaniimaktadir [69]. Ayrica
baglanma ajani ile hedef molekul arasindaki baglanma kisimlarinin etkilesimlerinin
termodinamiginin ve kinetiginin aydinlatilmasinda da kullaniimaktadir. Bu ozellikler
afinite kromatografisini biyokimyasallarin ayrimi, klinik veya biyokimyasal analizleri,
biyoteknoloji ve biyokimyasal proseslerin incelenmesinde populer bir yontem

yapmaktadir [70,71]. Bu yontemde immobilize ajanla birlikte pek ¢ok destek
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kullanilabilir. Ge¢gmis yillarda agaroz taneleri, silika pargaciklari, cesitli organik
polimerlerden yapilan destekler gibi pargacik bazli malzemeler bu amagla siklikla

kullanilmigtir [75].

2.5.1. Afinite Kromatografisinin Genel Prensipleri

Sekil 2.5 Afinite Kromatografisinin genel ¢alisma prensibini gostermektedir. Bu
sema genellikle afinite  kromatografisinin  “acik/kapali” modu olarak
adlandiriimaktadir [69]. Bu modda istenilen analiti ya da hedef molekull igeren
¢cOzelti hedef molekulun immobilize ajana baglanmasini saglayan afinite kolonundan
gecirilir. 1lk basamak kolon igerisinde hedef molelekilin immobilize ajana gigcli
baglarla baglanmasini saglayan bir pH tamponu icerisinde uygulanir. Bu basamakta
etkilesime girmeyen/ zayif etkilesen molekiller kolonu terkeder. Ardindan hedef
molekulli kolondan serbest birakmak igin bir elisyon tamponu gegirilir. Hedef
molekulin kolondan ayrilmasinin ardindan tekrar kullanimi igin toplanabilir. Birgok

durumda kolon tampon ¢ozeltinin tekrar gegirilmesiyle rejenere olabilir.

Sekil 2.5'te gosterilen agik/kapali durum genellikle immobilize baglanma ajani ve

hedef molekll arasinda guglu etkilesimler oldugunda uygulanmaktadir [72].

Bu yaklasim hedef molekil ve immobilize badlanma ajani arasindaki etkilesim

sabitinin en az 10% M oldugu durumlarda kullanilir [69].
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Sekil 2.4. Afinite Kromatografisinin ¢alisma prensibi

Bu modda kullanilan elisyon tamponu, hedef molekilin badlayici ajandan
ayrilmasi igin uygulama tamponundan farkli bir pH, iyonik kuvvet, polarite veya katki
maddesi igerigine sahip olabilir. “Spesifik olmayan elisyon” olarak adlandirilan bu

yaklagim hizli ayrimin istendigi durumlarda kullaniimaktadir [69-73].

Alternatif bir yaklagim olarak hedef molekusin immobilize edilmis baglayici ajandan
salinmasini saglamak igin rakip ajan iceren bir elisyon tamponu kullanmaktir.
“Biyospesifik Ayrim” olarak bilinen bu yontem genellikle daha yumusak elisyon

kosullari oldugunda uygulanir [72-74].

Egder hedef molekll ve immobilize ajan zayif baglanmaya sahipse (baglanma sabiti
10%-10° M ve daha azsa), hedef molekill izokratik kosullar altinda ayrimi
yapilmaktadir. Bu son yontem ise “zayif afinite kromatografisi” olarak bilinmektedir
[75].
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Ayirmanin basarisi birgcok faktére bagl olabilir. En énemli faktérlerden bir tanesi
kolona yerlestirilen ve sabit faz olarak kullanilan immobilize edilmis ajandir [68]. Bu
baglayici madde hangi hedef molekdllerin kolona baglanacagini ve bu hedeflerin

hangisinin tutunacagini belirleyen ana faktorduir.

Afinite kromatografisinde énemli bagka bir faktdr ise kolonda kullanilan destek
malzemesidir. Agaroz ya da diger karbonhidrat bazli destekler biyolojik molekullere
gore daha iyi pH kararlihgdi, daha buyuk gézenek ¢api gibi 6zellikleri nedeniyle daha
fazla tercih edilmektedirler [68]. Destek materyali olarak ayrica farkh organik
polimerler de kullaniimaktadir (polistiren destekler gibi) [75]. Bu malzemeler

immobilizasyonu kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle saglamaktadirlar.

2.6. Boronat Afinite Kromatografisi

Glikoproteinler, glikopeptidler, karbonhidratlar ve nikleozidler gibi cis-diol tagiyan

biyomolekdller hastalik teshislerinde kritik rol oynamaktadirlar [76, 77]

Cis-diol iceren bu molekullerin ortak 6zelligi 6zellikle kanser ve diger dejeneratif
hastaliklarin erken evrelerinde oldukga az miktarda bulunmalaridir [78]. Bu
Ozellikleri de analizlerini zorlagtirmaktadir. Bu sebeple bu biyomolekullerin analizleri

ve ayrimlari i¢in yeni teknolojiler Uretmek olduk¢ca dnem tagimaktadir.

Cis-diol iceren molekullerin izolasyonu ve zenginlestiriimesi igin lektinler [79],
antibadiler [80], hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi [81] ve boronat afinite
kromatografisi [82-83] kullaniimaktadir. Lektinler ve antibadilerin uygulama
yontemlerinin  zor olmasiyla Dbirlikte kararsizdirlar.  Hidrofilik  etkilesim
kromatografisinde ise secicilik oldukga zayiftir. Diger yaklasimlarla
karglilagstirildidinda boronat afinite kromatografisi yuksek segiciligi, kolay
uygulanabilirligi, pH degisiminin kolay kontrolU, ucuzlugu ve kutle spektrometresiyle
uyumlulugu bu yontemi oldukga populer hale getirmektedir [84].

Boronat afinite materyalleri segici izolasyon ve cis-diol igceren bilegiklerin

zenginlestiriimesi icin glcli sorbentlerdir. Ana prensip alkalin/asidik sulu ¢ozelti

16



icerisinde boronik asit ve cis-diol bilesikler arasinda kovalent komplekslerin
olusmasi/ayrismasina dayanir. Genel olarak boronat afinite materyallerinin
seciminde segicilik ve baglanma kapasitesi ana etkenlerdir. Bu da yuksek boronat
afinitesi gosteren materyallerin disuk pH’ta olmasi demektir. Segiciligi arttirmak igin
cesitli aromatik boronik asitler ve bunlarin duastk pKa'li varyasyonlarinin

kullaniimasidir.

Diger yandan baglanma kapasitesini gelistirmek icin ise boronat afinite
materyallerinin ylzeyindeki fonksiyonel gruplarin yogunlugunun arttirimasidir.

Boronat afinitesi yuzeyin modifikasyonuna gore 3 sinifa ayrilabilir; kiiglik molekdl
modifikasyonu, polimer modifikasyonu ve dendrimer modifikasyonu. Ancak kiguk
molekul modifikasyonu konvansiyonel boronat afinite materyalleri yizeydeki sinirli

baglanma kapasiteleri nedeniyle pek fazla tercih edilmemektedir [85].

Son zamanlarda boronat afinite materyallerinin polimer modifikasyonu baglanma
kapasitesini arttirmak igin gelistirilmistir. Li ve arkadaslarlari polietilenamini
Fes04@SiO2 ylzeyine boronat gruplarindan 6nce graft etmislerdir. Aminoasit
gruplarinin yogunlugu nedeniyle polietilenimin polimeri fazla sayida baglanma
noktasi saglayabilmektedir. Bu da cis-diol iceren bilesiklerin diger materyallere gore

daha fazla adsorbent bdlge bulundurmasina sebep olur [86].

Son onyil icerisinde boronat afinite materyalleri yeni bir yasa girmislerdir.
Makrogdzenekli monolitler [10,34, 87-90], mezogbzenekli materyaller [89,90],
nanopargaciklar, molekuler baskilanmig polimerler ve sicaklida cevap veren
materyaller [91-95], nukleozidler, nukleotidler, nukleik asitler [96], karbonhidratlar
ve glikoproteinler gibi cis-diol tagsiyan molekullerin ayriminda kullanilan boronat
afinite materyalleridir. Ayrica baglanma pH’i, afibite ve segicilik gibi temel
problemlere de son on yil igerisinde ¢ozim getirilmistir. Bu c¢alismalarla birlikte

boronat afinite materyalleri klinik teshislerde olduk¢a fazla galisma alanina sahiptir.
Boronat afinitesindeki molekuler etkilesimlerin prensibi boronik asit ve cis-diol igeren

bilesiklerin arasindaki tersinir kovalent tepkimelerdir. $Sekil 6 bu etkilesimi gosterir.

Ortamin pH'’1 boronik asidin pKa degerinden daha blyuk oldugu zaman boronik asit
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tetragonal boronat anyonunu ortaya koymaktadir. Bu anyon cis-diol igeren
bilesiklerle reaksiyona girer ve 5 ya da 6 karbonlu siklo esterleri olusturur. Ortamin
pH’1 asidik oldugu zaman boronik asit cis-diol kompleksi ¢ozunur ginkl boyle bir pH
durumunda boronik asit trigonal bir konfigirasyonda bulunur ve boronik asit bu

yapida genellikle cis-diol igeren molekullerle ¢ok az etkilesime gecer.

—\  OH OH- — %D,OH
X/ B\ oH Ht RX /Hd\OH

+ HOYR1
<CH2>nD (CHp), (n=0.1)

HO—

Sekil 2.5. Boronik Asitler ve Cis-Diol igeren bilesiklerin kimyasal etkilesimleri

2.7. Kapiler Elektrokromatografi

Kapiler elektrokromatografi (CEC) elektrik akimiyla birlikte oldukga iyi bir
kromatografik performans sergileyen modern sivi kromatografi tekniklerinden bir
tanesidir. Bu yontem yuksek performansli sivi kromatografisi ve kapiler elektroforez
yontemlerinin hibrit bir teknolojisidir. Kapiler elektroforez yontemindeki gibi ayrim
kapiler kolon igerisinde elektroozmotik akigin (EOF) olusturdugu sivi hareketi ile

gergeklesir. Ayrica durgun faz HPLC sistemlerinde oldugu gibi mikro 6lgeklidir.
CEC sistemleri ayrim igin hem ndétral hem yukli bilesiklerin ayrimlari, disuk

miktarda numune kullanimi ve organik ¢ozucu kullaniminin azaltimi gibi avantajlar

saglamaktadir. HPLC yodntemine kiyasla CEC teknolojisi daha yluksek ayirma
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kapasitesi, daha iyi ¢ozunurlUk, daha yuksek potansiyel pik kapasitesi ve kisa analiz
surelerine sahiptir [97,98]. Ek olarak CEC teknolojisinin digtk hacimli akis hizlari

kutle spekrometresi (MS) ile oldukga uyumludur [99].

Kullanilan duragan faza goére CEC iki ana gruba ayrilmaktadir; agik-borulu CEC
(OT-CEC) ve dolu kolon CEC (PC-CEC). OT-CEC ydnteminde duradan faz kapilerin
i¢c duvarina tutturulurken; PC-CEC yodnteminde kapiler iki arasinda tutturulmus kati
materyal ile doldurulmustur. Ek olarak son zamanlarda kullanilan surekli yatak

kolonlari CEC teknoloijisinin 3. bir yontemi olarak sayilabilir [100].

Sabit faz yuzeyindeki iyonlasan gruplar CEC yonteminde uygun bir EOF Gretmek
icin 6nem tasimaktadir [101]. Bu ydontemde kullanilan ¢odu duradan fazlar iyon
degistiricilerdir. Zayif katyon degistiriciler olarak sayilan silika bazli dolum
materyalleri kolon igerisindeki kalan silanol gruplarinin iyonlagsmasi nedeniyle
katodik EOF Uretmektedirler. Son yillarda sulfonik asitler veya hidrokarbon zincirleri
gibi kuvvetli iyonik gruplardan olusan karma iyon degistiriciler genisletilmis bir pH
araliginda kararli EOF sagladiklari igin oldukga ilgi gérmektedir [102]. EOF'nin yonu,
duragan fazlarin yluzeyindeki ylUklere baghdir, bu nedenle, amino gruplari veya
amonyum gruplari gibi pozitif yikli fonksiyonel gruplara sahip sabit fazlar, katoddan
anota bir EOF olusturur. Buna karsin sulfonik asit ve karboksilik asit gibi negatif
yukll sabit fazlar katodik EOF Uretir. Zwitteriyonik duragan faza sahip kolonlar
EOF'’yi diger duragan faza sahip materyallere kiyasla ¢ift yonliu uretir. Sivi
kromatografi ayirma metodlarindan birisi olan zwitteriyonik olarak modifiye edilmis
materyaller son yillarda baskin olarak bir galisma alani olustursa da bu materyallerin
kromatografik ayrimda kullaniimasina yonelik pek ¢ok calisma bulunmaktadir [103—
106]. Bununla birlikte, HPLC'de kullanilan zwitteriyonik ayirma materyallerinin ¢ogu,
hem pozitif yikli kuaterner amonyum gruplari hem de negatif yukli stlfonik gruplari
tasiyan ve guclu kategorisine ait olan sulfobetain tipi zwitterionik fonksiyonel
gruplara sahip malzemelerdir; yani hem negatif hem de pozitif gruplar, butin
calisilan pH arahigi boyunca yuklerini Uzerlerinde tutarlar. Baska bir deyigle
zwitteriyonik kisimlar net olarak hig yuk tutmazlar. Bu tur zwitteriyonik malzemelerin
bu karakteri, CEC i¢in dezavantajlidir, ¢cinkid EOF'yi desteklemek igin sabit fazlarin
yuzeyinde yuklu gruplarin bulunmasi gerekir. Batil metakrilat (BMA), etilen
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dimetakrilat (EDMA), metakrilik asit (MAA) ve 2-(dimetil amino) etil metakrilat
(DAMA) gibi kimyasallar EOF’nin hem yonunu hem de glcinU kontrol etmek igin

CEC yonteminde kullanilan zwitteriyonik materyallerdir [107].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsaminda nukleozidler; adenozin, sitidin, timidin, Uridin ve guanozin,
fonksiyonel monomer; N-metakriloil-L-histidin metil ester (MAH), gézenek yapici
ve ¢Ozucu; etilen glikol ve butanol, baglatici; 2,2'-Azobis(2-methylpropionitrile)
(AIBN) ve fenil boronik asit (PBA) Sigma Aldrich firmasindan, ¢apraz baglayici;
Metakril Polihedral Oligomerik Silseskuiokzan (POSS) Hybrid Plastics, USA
firmasindan temin edilmigtir. Butin kimyasallar analitik safliktadir. Sulu ¢ozeltiler
icin kullanilan suyun saflastiriimasi igin yuksek akigl sellloz asetat membran
(Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve
ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve
iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullaniimistir. Elde edilen saf suyun (deiyonize
su) direnci 18 MQ/cm’ dir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda ylzey morfolojisini tayin icin kullanilan SEM cihazi Tescan marka
olup modeli GAIA 3’tir. Micro-CT cihazinin markasi ise Bruker; modeli Skyscan
1272’dir. Elemental analiz cihazinin markasi Leco, modeli Truspec, yap! analizi
icin kullanilan FTIR cihazinin markasi Thermo Fisher, modeli Nicolet is50, Kapiler
Elektrokromatografi analizleri icin kullanilan kapiler elektrokromatografi (CEC)
cihazi PRINCE CE-C 760'tir.

3.3. Deneysel Yontem
3.3.1. [POSS-MAH] Kolonlarin Hazirlamsi

Nukleozid adsorpsiyonuna ve ayirimina yonelik olarak kullanilacak olan boronat
afinite temelli kolonu hazirlamak icin optimum 0&zellige sahip [POSS-MAH]
monolitik kolon hazirlanmasi hedeflenmistir. Bu amacla dort farkh polimer igerigine
sahip karisim hazirlanmigtir. Cizelge 3.1 optimum performansli [POSS-MAH]
kolon elde etmek i¢in hazirlanan karisimlarin igerigini gostermektedir.

21



Cizelge 3.1. Hazirlanan [POSS-MAH] monolitik kolonlarin kimyasal icerikleri

Kolon Biitanol Etilen POSS | MAH AIBN Gegirgenlik
Numarasi (uL) Glikol (uL) | (9) (uL) (mg)

1 1404 160 0.30 364 15 Var

2 1404 160 0.60 364 15 Yok

3 1586 160 0.30 182 15 Yok

4 702 862 0.30 364 15 Yok

Metanol ¢ozeltisi ile gegirgenligi kontrol edilen gizelge 3.1'deki kolonlardan en iyi
gecirgenlik 6zelligi gosteren 1 numaral kolon PBA ile fonksiyonlandiriimak Gzere

¢alisma kolonu olarak segilmistir.

1 numarali monolitik kolonun hazirlanmasi i¢in 1404 pl Butanol, 160 pl Etilen
Glikol, 0.30 gram POSS, 364 ul MAH ve 15 mg AIBN kullaniimistir. Doldurulan
kolon 60 °C sicaklikta 24 saat su banyosunda bekletiimigtir. Polimerlesme
gercgeklestikten sonra hazirlanan kolon 1 saat sureyle etil alkol ile yikanmigtir.
Yikanilan kolon pH 8.0 fosfat tamponu ile dengelenmistir. Desorpsiyon ¢alismalari
icin desorpsiyon c¢ozeltisi olarak 25 mM formik asit ve metanol ¢ozeltisi karigimi

(1:1, v/v) kullaniimistir.

3.3.2. [POSS-MAH-PBA] Kolonlarin Hazirlanisi

[POSS-MAH-PBA] monolitik kolon 3.1’de secilerek hazirlanan [POSS-MAH]
monolitik kolon (Kolon 1) regetesinin modifiye edilmesiyle hazirlanmistir. Monolitik
kolonun hazirlanmasi igin 1404 ul Batanol, 160 ul Etilen Glikol, 0,30 gram POSS-
MA, 364 ul MAH ve 15 mg AIBN kullaniimistir. Doldurulan kolon 60 °C sicaklikta
24 saat su banyosunda bekletilmistir. Polimerlesme gergeklestikten sonra kolon 1
saat sureyle etil alkol ile yikanmigtir. Hazirlanan kolondan pH 6.0 MES tamponu
igerisinde hazirlanan 0.25 mg/ml 50 ml PBA ¢o6zeltisi 45 dakika boyunca gegirilerek

kolonun yuzeyine PBA fonksiyonel gruplari baglanmistir.
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3.3.3. [POSS-MAH] Monolitik Kapiler Elektrokromatografi Kolonlarin

Hazirlanigi

[POSS-MAH] monolitik kapiler elektrokromatografi kolonu hazirlamak igin, bos
kapiler kolonlarin ylUzeyinde silanol (-Si-OH) gruplarinin  olusturulmasi
gerekmektedir. Bu amagla kapiler kolonlar sirasiyla 0.2 M sodyum hidroksit (3 sa),
su (30 dak), metil alkol (30 dak) ile muamele edilmis ve azot gazi (30 dak) ile
kurutulmustur. Daha sonra yikanan kolondan 3-trimetoksisililpropilmetakrilat-metil
alkol (TMPSPM-MeOH) (%50 v/v) karigimi 30 dak suresince gegirilmis ve 35C’de
24 saat su banyosunda bekletilerek yapiya vinil gruplarinin takilmasi saglanmistir.
Son olarak kapiler kolon 15 dak MeOH ile yikanmis ve azot gazi ile kurutulmustur.
Silanlama igleminin ardindan kapiler kolona secilmis olan receteye gére 260 ul
batanol, 40 ul etilen glikol, 7.5 mg AIBN, 182 pl MAH karisimin c¢ozeltisi
doldurulmus 60C’de 24 saat bekletilerek polimerlesme saglanmistir.

3.3.4. [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kapiler Elektrokromatografi Kolonlarin

Hazirlanigi

Bolim 3.3.3.te anlatilan [POSS-MAH] monolitik kapiler elektrokromatografi
kolonlarin hazirlanigi kismindaki prosedirle hazirlanan [POSS-MAH] monolitik
kolon hazirlandiktan sonra kolondan 10 mL pH 6 MES c¢dzeltisinin icerisinde
¢6zunmuUs olan 2.5 mg/ml PBA igeren ¢oOzelti kolondan gegirilmigtir. Hazirlanan

kolon 30 dak boyunca distile deiyonize su ile yikanmigtir.

3.4. Adsorpsiyon Caligmalari

Hazirlanan [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolona nukleozidlerden model
bilesik olarak secilen adenozin molekulunun adsorpyion ¢alismalari kapsaminda
adsorpsiyona pH, akis hizi, baslangi¢ derisimi, sicaklik, iyonik siddet ve etkilegim
suresi gibi parametrelerinin etkisi incelenmistir. Adsorpsiyon modelini tespit etmek
icin adsorpsiyon izotermleri incelenmis, fizikokimyasal sureclerin adsorpsiyona
etkisini agiklamak icin adsorpsiyon kinetigi ¢calismalari yapiimistir. Ayrica, [POSS-
MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol iceren molekullere afinitesinin  PBA

fonksiyonel grubundan kaynaklandigini géstermek icin, PBA icermeyen [POSS-
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MAH] monolitik kolonu sentezlenerek adenozin molekulunt baglama kapasitesi

incelenmistir.

Adsorpsiyon c¢alismalarindaki [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolona
adsorplanan adenozin miktarini (Q) hesaplamak icin Esitlik 3.1 kullaniimigtir.
Esitlikteki Ci ve Cf, molekullerin ilk ve son konsantrasyonlarini (mg/ml); V, ¢ozelti
hacmi (ml) ve m, kullanilan [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonun kutlesini

(9) tanimlamaktadir.

Ci-Cr

Q = (|2 xv) Esitlik 3.1

pH etkisi incelenirken pH 5.0-10 arahgdinda galisiimig, pH 5.0 i¢cin 10 mM asetat
tamponu, pH 6.0-8.0 i¢in 10 mM fosfat tamponu (PB) ve pH 10 i¢in 10 mM karbonat
tamponu igceren ¢ozeltiler kullaniimistir. Akis hizi etkisi incelenirken, akis hizi 0.5
den 2.0 ml/dak ya artirilmistir. Baslangi¢ derisimi etkisinde ise derisim araligi 0.01-
0.25 mg/ml adenozin konsantrasyonu igin incelenmistir. Sicakligin adsorpsiyon
kapasitesine etkisi 4-45°C sicaklik araliginda calisiimig, son olarak adsorpsiyona
iyonik siddetin etkisi ortamda bulunmazken ve farkh iyonik siddette (0.001-0.01
mg/ml) NaCl tuzunu igeren adenozin ¢ozeltilerinin adsorplanmasi ile incelenmistir.
Etkilesim suresinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini incelemek i¢in [POSS-MAH-
PBA] monolitik kolonun belirli zaman araliklariyla 90 dakika boyunca adsorpsiyon

miktari olgulmustar.

3.5. Segicilik Galigmalari

Nukleozidler, glikoproteinler gibi cis-diol grubu iceren bilesiklerin ayrimlari ve
analizleri igin siklikla kullanilan boronik asit ligandlar tersinir kovalent
baglanmalari, hizli baglanma kinetikleri ve kitle spektrometresiyle uyumlulugu gibi
bircok Onemli avantaja sahiptirler. Bu ligandlarin cis-diol gruplari igeren
molekullerle etkilesimleri boronik asit bunyesindeki borun bir anyon olusturup
tetragonal yapiya gecmesiyle birlikte hedef molekll ile tersinir kompleks
olusturmalarina dayanmaktadir. Bu kompleks olusumu pH kontrolli olarak

gerceklesmektedir. Boronik asit ligandinin tez kapsaminda segilen cis-diol grubu

24



tasiyan adenozin ntkleozidini segici adsorplamasi igin fenil boronik asit ile modifiye
edilmis [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonu hazirlanmistir. Grup segici
Ozelligi gosteren [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonu cis-diol grubu
icermeyen deoksiadenozin trifosfat (dATP) ile muamele edilmis, adenozin ve
dATP’nin konsantrasyonlari ile UV-VIS spektroskopi ile 260 nm dalga boyunda
Olctlmastir. Adenozin ve dATP’nin segicilik ve dagihm katsayilari esitlik 3.2, 3.3,

3.4 kullanilarak hesaplanmigtir:

Esitlik 3.2.’de Kg; dagihm katsayisini (ml/g); Ci ve Ci, adenozin ve dATP
molekullerin sirasiyla ilk ve son konsantrasyonlarini (mg/ml); V, ¢dzelti hacmini
(ml) ve m, kullanilan [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun kutlesini (g)

tanimlamaktadir.

Kd = [(C"C;]ff)]x &) Esitlik 3.2

Adenozin molekulunuin yarismaci bir molekul olmasi durumunda baglanma
seciciligini ifade eden segcicilik katsayisi K, Esitlik 3.3’e gére denge baglanma

verileri kullanilarak elde edilir.

Kd, adenozin e
K= R aaTh Esitlik 3.3

Baskilama segciciligini ifade eden k degerleri baskilamadaki segiciligi tanimlar.

Bagil segcicilik katsayisi (k') esitlik 3.4. ile tanimlanmistir:

k/ — Kgpa fonksiyonlandirilmis E$|t|lk 34
Kgpa fonksiyonlandirilmamis
3.6. Yapay idrardan Niikleozid Tayini

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolona idrarda bulunan nukleozidlerin
adsorpsiyonu c¢alismalari igin 0.25 mg/ml nukleozid spike edilmis adsorbe olan

adenozin miktart UV-VIS spektroskopi ile 260 nm dalgaboyu'nda &lgulmustar.
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Daha sonra ise adsorbe olan adenozin molekili HPLC metodu ile dogrulanmistir.
Sentezlenen boronat afinite kolonun yapay idrardan adenozin molekUlind ne
kadar tutabildigini tespit edebilmek igin adenozin spike edilmis idrar 6rneginden
kolona uygulanmadan ve uygulandiktan sonra alinan ornekler HPLC sisteminde

ayni kosullarda incelenmig; tutulan adenozin tespit edilmigtir.

Yine ayni sekilde idrar ¢ozeltisi nukleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay idrar
¢Ozeltisi nukleozidler (adenozin, guanozin, sitidin, dridin) ile 0.25 mg/ml derisim
icerek sekilde spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona adsorbe edildi ve
desorbe edilen nikleozidler HPLC yontemi ile tayin edildi ve [POSS-MAH-PBA]
monolitik kolonun grup spesifik segici 6zelligi, nukleozidleri adsorplamasi ile

dogrulanmig oldu.

Batin HPLC calismalari DIONEX Ultimate 3000 cihazinda, DAD dedektoéru ile
gerceklestiriimistir. Mobil faz olarak A: 20mM Amonyum Asetat, B: Asetonitril ve
20 mM Amonyum Asetat (95:5, v/v) c¢ozeltileri kullanilmigtir. Analizde gradient
sistemi uygulanmis olup 10 dakika icinde B ¢Ozeltisi %5’ten %40’a 1 ml/dak akis
hizinda artinimistir. Analiz 260 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Sentetik
idrar 6rnegi, Avrupa komisyonu “Referans Materyaller ve Olgcimler” merkezinin
hazirlamis oldugu rapora gore, dogal idrar 6rneginin simule edilmesiyle
hazirlanmistir [108]. Kalibrasyon ¢ozeltisi olarak adenozin molekulinin 0.005,
0.05 ve 0.01 mg/ml derisimindeki ¢ozeltileri hazirlanmistir. HPLC analizleri ters faz
(RP) yontemi ile C18 polar (Fusion-RP) kolon kullanilarak gerceklestiriimistir. C18

kolonu Phenomenex (Torrance, CA, USA) firmasindan temin edilmistir.

3.7. Kapiler Elektrokromatografi Caligmalar

[POSS-MAH-PBA] monolitik  afinite  kapiler kolon ile gergeklestirilen
elektrokromatografi ¢alismalari i¢in dncelikle kolon performansi incelenmis olup
sonraki asamada nikleozidlerin elektrokromatografik ayirimi gergeklestirilmigtir.
Kolon performansini incelemek igin kullanilan mobil faz karisimi, %50 ACN ve %50

fosfat tamponundan (PB) (10 mM, pH 8.0) olusmustur. Her analiz dncesi, mobil faz

26



karisimi Nano-LC pompasi ile oda sicakliginda (25°C) 2 saat sure ile [POSS-MAH-

PBA] boronat afinite kolondan gegirilmigtir.

Kolon performansini incelemek icin alkil benzenlerin (ABs) ve alikonmayan
isaretleyici olarak kullanilan tiyotrenin (THA) mobil fazdaki 0.1 yL.mL* and 0.25
mg.mL™* derigsimindeki ¢ozeltileri CEC sistemine uygulanmistir. Tekrarlanabilir
calismalar elde edebilmek icin her 6rnek 5 kV potansiyelde 30 s boyunca
elektrokinetik olarak kolona yuklenmistir.

Kolon gegirgenligi K, kolondan metanol ¢ozeltisinin gecirilmesi ve geri-basincin

Olcllmesi ile denklem 3.5.'e gore hesaplanmigtir.

K = (FL)/(Trr2AP) Esitlik 3.5

Burada F akis hizini, n viskoziteyi, L kolon uzunlugunu, r kolonun i¢ gapini, AP ise
basing dismesini gostermektedir. Elektro-osmotik mobilite, peor, denklem 3.6’'ya

goére hesaplanmaktadir.

Weof = LeLt/VtR E§It|lk 3.6

Nukleozidlerin CEC sisteminde ayirimini incelemek igin ise mobil faz karisimi [%50
ACN ve %50 PB, 10 mM, pH 8.0] ile 0.5 mg.mL~! derisiminde hazirlanan érnekler
5 kV 30 s suresince [POSS-MAH-PBA] kolona yuklenmis ve analiz boyunca 10 kV

akim uygulanmistir.

Kromatografide minimum zamanda, optimum ayirim elde etmek énemlidir. iki pik
arasindaki ayirim degerinin (Rs)>1.5 ve Uzerinde olmasi, pik alaninin yada
yuksekliginin Olgllebilir olmasini olanakh kildigindan ayirima pozitif yéonde katki
sunmaktadir. Ayirirm degeri (Rs), esitlik 3.7.’ye gore hesaplanmaktadir.

Rs=2[tr2-tr1]/Wi+w2 Esitlik 3.7
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Kolon tarafindan ayrilan her bir sinyalin Rs degeri ayirimi ifade etmektedir. tr2> ve
tr1 ellisyon zamanlarini, wi ve wo ise her bir bilesigin pik genisligine karsilik

gelmektedir.

Allkonma zamanlariyla secicilik faktorleri (a) Esitlik 3.8 kullanilarak

hesaplanabilmektedir.

a = (ta/ts) Esitlik 3.8.

Bu denklemlerdeki ta ve ts A- ve B- pikleri igin allkkonma zamanlarini
gOstermektedir. Ayiricilik ayni zamanda etkin tabaka sayisina (N) ve kapasite
faktorinede (k) baghdir. Tabaka sayisi ve kapasite faktort Esitlik 3.9 ve Esitlik

3.10’a gbre hesaplanir.

N=5.54(tr/W1/2)? Esitlik 3.9.

Denklemde tr alikonma zamanini, W12 pik ylksekliginin ortasindaki pik genisligini

tanimlamaktadir.

k=tr-to/to Esitlik 3.10.

Denklemde tr alikonma zamanini, toise tutunmayan maddenin alikonma zamanini

belirler.

Etkin plaka yuksekligi H ise kolon uzunlugunun (L) teorik plaka sayisina bolinmesi

ile esitlik 3.11’e goére hesaplanir.

H=L/N Esitlik 3.11
Kolon Uretim tekrarlanabilirligi islemi, secilen AB’lerin alikonma zamanlari kontrol
edilerek gercgeklestirildi. Bunun icin a) kolondan kolona parti i¢i b) partiler arasi

(partiden partiye) hazirlanan kolonlar ile alikonulan AB’lerin alikonma zamanlari
incelendi. Herbir kolonun Ug¢ partide ve her partide U¢ kolon olmak Uzere toplam
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dokuz kolon hazirlandi. Allkonma degerlerin tekrarlanabilirligi istatiksel olarak

degerlendirildi ve ylzde goreceli standart sapma (%RSD) olarak kaydedildi.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolon Karakterizasyonu
4.1.1. Sisme Testi Sonuglari

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun ve PBA ile modifiye edilmeden
sentezlenen [POSS-MAH] monolitik kolonun kafes yapilarindan dolayi gézenekli
oldugu gorulmus ve su tutma kapasitelerini incelemek icin sisme testi
gerceklestiriimistir. Bunun igin alinan kuru monolitik ornekler dikkatli bir sekilde
tartilmig ve 50 mL’lik behere konularak sicakligi sabit izotermal banyoda (25+0.5
°C) 90 dak sture ile belirli zaman araliklarinda sudan ¢ikarilip filtre kagidi ile
kurulandiktan sonra yeniden tartilarak olgum alinmistir. Kuru ve islak orneklerin

agirlik oranlari Esitlik 4.1 kullanilarak % sisme orani hesaplanmistir;

7= + 100 Esitlik 4.1.
Wo

Sisme derecesi (%) =

Burada W monolitik kolonun islak halini Wo ise monolitik kolonun kuru halini
gostermektedir. Sentezlenen [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite
kolonlar MAH'In goreceli hidrofilik olmasi ve PBA ligandin ise hidrofobik olmasi
nedeni ile su alma kapasiteleri Sekil 4.1’de goéruldugu tzere farkh sisme dinamigi

gOstermisgtir.

Sentezlenmis olan [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlar
sahip olduklari kafes yapilari nedeni ile mobil fazin su oldugu ortamlarda ylksek
sisme 6zelligi kazanmigtir. Ayrica kafes yapisinin mobil fazin akigina engel teskil
etmeyecek sekilde gdzenekli olmasi, geri basing dinamiklerini etkilemis ve
monolitik kolonlarda kargilasilan problemlerden biri olan geri basing problemini
ortadan kaldirmistir. POSS monomeri monolitik kolonlarin sentezinde kullanilan

capraz bagdlayici ihtiyacini ortadan kaldirarak, capraz baglayicinin polimerik
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yapida klguk gozenekler olusturmasi ihtimalini bertaraf etmis, boylelikle disuk

geri-basinca sahip akis dinamigi elde edilmigtir.

PBA ile modifiye edilmeden elde edilen [POSS-MAH] monolitik kolonun sisme
orani % 1036.36 iken hidrofobik PBA ile modifiye edilerek olusturulan [POSS-
MAH-PBA] boronat afinite kolonun sisme orani % 836.32 olarak tespit edilmigtir.
Tespit edilen gisme Ozelligindeki bu kayda deger azalis monolitik yapinin

hidrofobik PBA ile modifiye oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlara ait su tutma

davranisi a) sisme yiizdesi b) sisme kinetigi.
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4.1.2. FTIR Sonuglari

1118-1121 cm™! dalga sayisindaki titresimler [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA]
monolitik kolonundaki Si-O-Si titresim bandlarina aittir. 1716-1721 cm™ sinyalleri
—C=0 gerilme bandlarina aittir. 2952 ve 2893 cm™ deki bandlar sirasi ile N-H ve

C-H gerilme bandlarina aittir.

MAH monomerine ait karakteristik amid | ve amid Il bandlari sirasi ile 1633 cm—1
ve 1453 cm-1 dalga sayisinda goriilmektedir. 1118-1121 cm™ dalga sayisindaki
titresimler ayni zamanda imidazol halkasinin C-N titresim bandina ait olup Si-O
bandlari tarafindan ortilmektedir. MAH monomerine ait 1584 cm™ deki C-C=C
simetrik gerilme bandlarinin kaybolmasi MAH monomerinin POSS-MA yapisina
katildigini  gostermektedir. 844 cm™ dizlem disina C-N egilme bandinin
kaybolmasi ve 850 cm™ fenil boronik astteki —B-O simetrik gerilme bandinin ortaya
cikmasi olup boronik asitin yapiya girdigini gostermektedir. Ayrica 1633 cm* deki
band imidazol halkasinin C=C gerilme bandinada aittir. 2357 cm™ deki C=N
bagina ait bandin kaybolmasi imidazol halkasinin PBA Gzerindeki bor ile tetragonal

yap! olusturdugunu gostermeketedir.
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Sekil 4.2. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] Monolitik kolonlarinin FTIR sonuglari.
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4.1.3. Elemental Analiz Analiz Sonuglari

Bu calismada literatlirde ilk defa hibrit inorganik-organik bazli [POSS-MAH]
monolitik polimer sentezlenmis olup daha sonra sentezlenen polimer PBA ile
modifiye edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlar hazirlanmistir.
Sentezlenen afinite kolonlarin yapisina katilan elementlerin analizi i¢in karbon (C),
hidrojen (H), azot (N) ve bor (B) icerigi elemental analiz ile tespit edilmistir. Cizelge
4.1.’deki [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite polimerlerin
elemental analiz degerlerine bakildiginda [POSS-MAH)] polimerin %N igeriginin 2.5
olmasi ve [POSS-MAH-PBA] polimerinin %B igeriginin 5.4 olmasi MAH
monomerinin ve PBA fonksiyonel grubunun yapiya basarili bir sekilde katildigini

gOstermektedir.

Cizelge 4.1. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite polimerlerin

elemental analiz sonuglari

Kolon %C %H %N %B
[POSS-MAH-PBA] 48.6 6.08 2.3 5.4
[POSS-MAH] 47.8 6.04 2.5 -

4.1.4. SEM Sonuglan

4.1.4.1. POSS-MAH ve [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonlarin SEM
goruntiileri

Nukleozid ayiriminda sorbent olarak kullanilacak olan [POSS-MAH] ve PBA ile
modifiye edilmis [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlarin SEM gdértntuleri
farkli buydtme oranlarinda c¢ekilmigtir. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA]
monolitik afinite kolonlarin  5000x, 10000x, 20000x buyutme oranlarinda
goruntuleri alinmis ve bu buylutme oranlarindaki goruntiler [POSS-MAH-I],
[POSS-MAH-II], [POSS-MAH-III] ve [POSS-MAH-PBA]-I, [POSS-MAH-PBA]-II,
[POSS-MAH-PBA]-III seklinde kodlanmistir. Sekil 4.3’te goruldugu Uzere monolitik
yaplyl olusturan polimerler kiresel partikillerden olusmustur. [POSS-MAH]
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yapisini olusturan kiresel partiktller mikron alti boyutta olup buyUklugu yaklasik
500-600 nm dizeyindedir. PBA ile modifiye edildikten sonra elde edilen [POSS-
MAH-PBA] yapisindaki kuresel partikullerin buyukligu artmis olup 600-700 nm
boyutuna ulastigi gozlemlenmigtir.

POSS-MAH- POSS-MAHHI POSS-MAH-1II
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Sekil 4.3. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlarina ait SEM goriintiileri.




4.1.4.2. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kapiler Kolonlarin SEM

goruntuleri

[POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kapiler kolonlarin goruntileri
5000x, 10000x, 20000x buyutme oranlari gibi farkh oranlarda alinmistir. Polimer
doldurulmadan onceki bos kolonlar x500 ve x2000 buyutme oranlarinda
goruntulenmis KOLON | ve KOLON Il olarak kodlanmistir. [POSS-MAH] ve
[POSS-MAH-PBA] kolonlar ise sirasiyla [POSS-MAH-I], [POSS-MAH-II] ve
[POSS-MAH-PBA]-I, [POSS-MAH-PBA]-1I olarak kodlanmistir. [POSS-MAH] ve
[POSS-MAH-PBA] kolonlar ise x2000 ve x10000 buyltme oranlarinda
goruntulenmigtir. Bos kolonlarin ve polimer dolgulu kolonlarin SEM géruntuleri
incelendiginde polimerik mikrokuresel yapilarin kolon duvarlarina tutundugu
gorulmustir. Sekil 4.5’te goéruldigu Uzere monolitik yapiyl olusturan polimerler
kiresel partiklllerden olusmustur. [POSS-MAH] yapisini olusturan Kkiresel
partiktller mikron alti boyutta olup blyuklugu yaklasik 500-600 nm diuzeyindedir.
PBA ile modifiye edildikten sonra elde edilen [POSS-MAH-PBA] yapisindaki
kUresel partikullerin buyuklugu artmis olup 600-700 nm boyutuna ulastigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.4. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kapiler kolonlara ait SEM

goriintiileri.
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4.1.5. Micro-CT Sonuglari

Micro-CT goruntuleme yontemi X iginlari ile 2 boyutlu (2D) ve 3 boyutlu (3D)
gorintt alma yéntemidir. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] polimerinin yapisina
bakildiginda gézenekli yapinin olustugu gortlmekte olup PBA ile modifikasyondan

sonra gozenek boyutunun kiguldugu gorulmektedir.

Sekil 4.5. [POSS-MAH] (A) ve [POSS-MAH-PBA] (B) boronat afinite monolitik

kolonlara ait Micro-CT goriintiileri.

4.1.6. Yiizey Alani Analizi Sonuglari

Spesifik ylzey alani, ortalama gbzenek capi, toplam gdzenek hacmi 6lgim
degerleri BJH yontemi ile hesaplanlanmistir. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite
kolonun ve POSS-MAH monolitik kolonun spesifik adsorpsiyon yuzey alanlari
sirasi ile 507.60 ve 110.79 m?(g olarak tespit edimistir. PBA ile
fonksiyonlandiriimis [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun dikkate deger
atmis olan yuzey alani, yuzeylerinde adenozin baglayacak olan boronik asit
fonksiyonel grup molekillerinin olusturdugu baglanma bdlgelerinin  artmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen yuksek yuzey alani degerleri
sayesinde [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adsorpsiyon kapasitesinde
kayda deger bir artis gértulmustar. PBA ile fonksiyonlandiriimig [POSS-MAH-PBA]
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boronat afinite kolonun ve [POSS-MAH] monolitik kolonun spesifik ylzey alanlari,

ortalama gdzenek ¢aplari ve toplam gézenek hacimleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Afinite kolon Yiizey alam® Toplam gozenek hacmi® | Ortalama gézenek ¢apr®
(m?/g) (cm?/g) (A)
[POSS-MAH-PBA] 507.60 21.374
0.055388
[POSS-MAH] 110.79 0.001186 25.015

Cizelge 4.2. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] boronat afinite monolitik kolonlarin

spesifik yiizey alanlari, toplam gézenek hacimleri ve ortalama gozenek caplari.
3Cok noktali BET metodu ile tayin edilmistir.

£17.000-3.000.000 A arasindaki gézeneklerin BJH kiimiilatif adsorpsiyon gdzenek hacmi.
°BJH adsorpsiyon ortalama gozenek gap1 (4V/A).

4.2. Adsorpsiyon Caligmalari

42.1. pHIn [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonunun Adsorpsiyon

Kapasitesine Etkisi

Boronat afine kolonu olarak hazirlanan [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonunun
fonksiyonel ligandi PBA ile adenozin nukleozidin cis-diol gruplari arasindaki
etkilesimi ve bu etkilesim sonucunda gergeklesen kovalent bad olusumunu
ortamin pH’1 belirler. Adsorpiyon kapasitesine pH’in etkisini incelemek adsorbent
olarak kullanilan [POSS-MAH-PBA] kolon igin pH 5.0-10 araliginda ¢aligiimigtir.
Yapilan galigmalar 25°C sicaklikta 0.25 mg/ml adenozin derigsiminde dlgulmustur.
Fenil boronik asite ait iyonlasma sabiti pKa: 8.56 degerinde oldugundan dusuk pH
larda (pH<7) trigonal yap! halinde kaldig1 gézlenmistir. Dustik pH degerleri, idrar
gibi pH degerleri dusuk (pH: ~6) olan biyolojik sivilarda yapilan analizler i¢in uygun
ortam saglamasina ragmen trigonal yapiy1 korudugu igin cis-diol gruplari arasinda

etkin bir etkilesimin gorulmesi beklenmez.
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Sekil 4.6 incelendiginde maksimum afinitenin ve adenozin adsorpsiyonun 13.32
mg/g olarak pH 8.0 de elde edildigi gértlmustir. Adenozin molekulu ile spesifik
baglanabilecek ligand olarak secilen PBA'nin baglanmaya etkisi de yine ayni pH
degerlerinde incelenmigtir. Maksimum baglanmanin tespit edildigi pH 8.0 degeri
en uygun deger olarak kabul edilermistir. Diger parametrelerin incelendigi

deneylerde pH 8.0 degerinde calisiimistir.

Adenozin molekullu ile spesifik baglanabilecek ligand olarak secgilen PBA’nin
baglanmaya etkisi pH parametresi ile dogrulanmistir. PBA icermeyen [POSS-
MAH] monolitik kolonunda cis-diol grubu ile etkilesime girebilecek herhangi bir
grup bulunmamaktadir. Ancak MAH Uzerindeki Azot (N) molekulu ile nonspesifik
etkilesim yapan adenozin molekulinin adsorplanma kapasitesi incelenmis ve
oldukga disuk 1.89 mg/g de@eri elde edilmistir. Bunun olasi sebebi MAH
molekullindeki histidin grubunun pKa degerinin 6.5 olmasi ve dusik pH degerinde
iyonik etkilesimlerin gerceklesmesi ancak artan pH ile azot Uzerindeki hidrojen bagi
yapabilme potansiyeli olan hidrojenin uzaklasarak, adenozin Gzerindeki hidroksil

(—OH) gruplarinin iyonlagmasi sebebi ile (pKa: 3.6) hidrojen baginin azalmasidir.
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Sekil 6.6. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna pH etkisi.
pH 5.0 10 mM asetat tamponu, pH 6.0-8.0 10 mM PB, pH 10 10 mM karbonat tamponu;
Adenozin derigimi: 0.25 mg/ml; akis hizi: 1 ml/dak; sicaklik: 25°C; etkilesim siiresi: 60
dak.

4.2.2. Akig Hizinin [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonunun Adsorpsiyon

Kapasitesine Etkisi

Adsorpsiyonu etkileyen parametrelerden biri olan akis hizinin adsorpsiyon
kapasitesine etkisini incelemek igin 0.25 mg/ml adenozin’in pH 8.0 de hazirlanmig
¢Ozeltisi, [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolondan sirasi ile 0.5 ml/dak, 1.0
mi/dak, 1.5 ml/dak ve 2.0 ml/dak akis hizlarinda gegirilmis ve adsorbentin
kapasitesi incelenmistir. Sekil 4.7 incelendiginde, akis hizi 0.5 ml/dak dan 2.0
ml/dak ya artirildiginda, adsorpsiyon kapasitesinin 16.08 mg/g dan 5.62 mg/g a
azaldigi tespit edilmistir. Bunun muhtemel sebebi, akig hizinin artmasi ile adenozin
molekull ile [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonu arasindaki etkin etkilesim

suresinin kisalmasidir.
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Sekil 4.7. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna akis
hizinin etkisi. Akis hizi: 0.5-2.0 ml/dak; Adenozin derigimi: 0.25 mg/ml; pH 8.0 10 mM
PB; sicaklik: 25°C; etkilesim siiresi: 60 dak.

4.2.3. Baslangi¢ Derigsiminin [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonunun

Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Adenozin molekulu ile spesifik baglanabilecek ligand olarak secgilen PBA'nin bagl
oldugu, [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonu ve PBA bagli olmayan [POSS-
MAH] monolitik kolonlar i¢in 0.01-0.25 mg/ml derigsim araliginda hazirlanan
adenozin ¢ozeltileri kullaniimistir. Baglangi¢ derisiminin adsorpsiyon kapasitesine
etkisi 25°C sicaklikta, 1 ml/dak akis hizinda incelenmistir. Sekil 4.9’de goruldigu
uzere, [POSS-MAH-PBA] ve [POSS-MAH] monolitik kolonlarinin, pH 8.0
ortaminda 0.25 mg/ml baslangi¢ derisiminde hazirlanan adenozin molekull igin
tespit edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi sirasi ile 13.01 ve 1.89 mg/g
polimer seklindedir. Adenozin derisiminin 0.01 den 0.25 mg/ml ye artmasi kati ve
¢cOzelti arasindaki derisim farkini artirmig, artan derisim farki ise adenozin
adsorsiyonu i¢in itici kuvvet olusturarak adsorplanan adenozin miktarini artmigtir.
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Adsopsiyon miktarindaki artis miktari, cis-diol grubu iceren baglanma bolgelerine
sahip PBA fonksiyonel ligandinin baglanma bdlgelerinin dolmasi nedeniyle

doygunluga ulagilmig, 0.1 mg/ml derisimden sonra dengeye ulasmigtir.
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Sekil 4.8. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna baslangi¢
derigiminin etkisi. Adenozin derisimi: 0.01-0.25 mg/ml, pH 8.0 10 mM PB; akis hizt: 1
ml/dak; etkilesim siiresi: 60 dak.

4.2.4. Sicakhigin [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonunun Adsorpsiyon

Kapasitesine Etkisi

PBA immobilize [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonunun adenozin molekulinu
adsorplama kapasitesine ortam sicakliginin etkisi 4-45°C araliginda incelenmis ve
sonuglar Sekil 4.9°da verilmigtir. pH 8.0 ortaminda 0.25 mg/ml derigsimde
hazirlanan adenozin molekili 4,10, 25 ve 45°C sicakliklarinda, 1 ml/dak akis

hizinda [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona uygulanmisgtir.
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Sicakligin 4°C sicakliktan 45°C sicakhiga artirimasi ile, [POSS-MAH-PBA]
monolitik kolonun adsorpsiyon kapasitesi, 14.74 den 11.43 mg/g a azalmistir.
Sekilde goruldugu gibi sicaklik arttikga [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonunun
adenozin adsorpsiyon kapasitesinde dusus gozlenmektedir. Artan sicaklikla,
adsorpsiyon kapasitesinin azalmasi hidrojen baglarinin ve iyonik etkilegimlerin
baskin oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica diger bir muhtemel sebep, PBA
halkasindaki boronat grubu ile, adenozin molekull arasinda olugmasi beklenen
tetrahedral kompleksin kararliliginin artan sicaklikla azalmasi ve bu kararsiz
durumun adsorpsiyon kapasitesinde azalmaya sebep olmasidir. Artan sicaklikla
birlikte adsorpsiyon kapasitesinde dramatik azalmanin gorulmemesi PBA
molekulindeki fenil halkasi ile adenozin molekilinun adenin halkasi arasindaki -

11 etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.9. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna sicakligin
etkisi. Sicaklik: 4-45°C, Adenozin derisimi: 0.01-0.25 mg/ml, pH 8.0 10 mM PB; akis hiz1:
1 ml/dak; etkilesim siiresi: 60 dak.
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4.2.5. lyonik Siddetin [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonunun Adsorpsiyon

Kapasitesine Etkisi

PBA immobilize [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonunun adenozin molekulinu
adsorplamasina iyonik siddetin etkisini incelemek ig¢in 0.001-0.01 mg/ml
derisiminde NaCl igeren adenozin ¢ozeltisi, pH 8.0 10 mM fosfat tamponu igeren
ortamda 0.25 mg/ml derisimde hazirlanmis, 25°C sicaklikta, 1 ml/dak akis hizinda
[POSS-MAH-PBA] monolitik kolona uygulanmistir. Sekil 4.10’da géruldugu gibi
iyonik siddet arttikga [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonunun adenozin
adsorpsiyon kapasitesi de artarak 35.46 mg/g a ¢ikmigtir. Artan iyonik siddetle,
adsorpsiyon kapasitesinin artmasi PBA molekilundeki fenil halkasi ile adenozin
molekulinin imidazol halkasi arasindaki hidrofobik etkilesimin arttigini
gbstermektedir. iyonik siddetin artmasi kati-sivi arasindaki elektriksel yik
yogunlugunun degismesine neden olmus bdylelikle adsorpsiyon kapasitesini

degistirecek duzeyde etki gostermistir.
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Adsorplanan Adenozin miktar (mg/g
polimer)
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0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

tuz siddeti (NaCl; mg/ml)

Sekil 4.10. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna iyonik
siddetin etkisi. NaCl derisimi: 0.001-0.01 mg/ml; Adenozin derisimi: 0.25 mg/ml, pH: 8.0;
10 mM PB, akis hizi: 1 ml/dak; etkilesim siiresi: 60 dak.
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4.2.6. Etkilesim Siiresinin [POSS-MAH-PBA] Monolitik Kolonun Adsorpsiyon

Kapasitesine Etkisi

0.25 mg/ml derisimde pH 8.0 ortaminda hazirlanmis olan adenozin [POSS-MAH-
PBA] monolitik kolona uygulanarak, etkilesim suresinin adsorpsiyon kapasitesine
etkisi incelenmistir. Bu amagla [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun adsorpladigi
adenozin miktar1 belirli zaman araliklariyla 90 dakika boyunca Olgulerek tespit
edilmistir. Sekil 4.11 etkilesim slresinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini

gOstermektedir.
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polimer)

0 20 40 &0 80 100

zaman, dak

Sekil 4.11. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonuna etkilesim
sliresinin. Adenozin derigimi: 0.25 mg/ml, pH: 8.0; 10 mM PB, akis hizi: 1 ml/dak;
etkilesim siiresi: 0-90 dak.

4.3. Adsorpsiyon Modelleri

Adsorpsiyon izotermleri, sabit sicaklikta ¢ozelti konsantrasyonundan adsorbe
edilen madde miktarini gosterir. Adsorpsiyon kapasitesi, adsorpsiyon izoterm

modelleri  kullanilarak  belirlenir.  Sivi  fazda adsorpsiyon islemlerinin
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modellenmesinde en yaygin kullanilan izotermler Freundlich ve Langmuir izoterm
modelleridir [109].

Adsorpsiyon izotermleri, Freundlich ve Langmuir izoterm modelleri gibi izoterm
modelleri temelinde deneysel sistemin tasarlanmasina, degerlendiriimesine ve
deneysel veriler ile izoterm modelleri arasinda sapma olup olmadiginin
anlasilmasina yardimci olur. Adsorpsiyon izotermleri kullanilan adsorbent

kapasitesini tanimlamaya yardimci olmaktadir [109].

Langmuir modeline gére adsorpsiyon, adsorbentin aktif bdlgelerinde dizglin bir
sekilde gerceklesir. Langmuir izoterm  modeli, asagidaki formdille

tanimlanmaktadir;

;:[ ! ]+( ! ) Esitlik 4.2.

Qeq Qmaks.x b x Ceq Qmaks.

Yukaridaki esitlikte Qeq dengede adsorplanmis madde miktarini (mg/g), Ceq
dengedeki madde konsantrasyonunu, b Langmuir sabitini (ml/mg), Qmaks

maksimum madde adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) ifade etmektedir.

1/Ceq de@erine karsi 1/Qeq grafiginin egimi 1/Qmax.b degerini vermektedir. Grafigin
y eksenini kestigi nokta 1/Qmax degerini vermektedir. [POSS-MAH] ve [POSS-
MAH-PBA] boronat afinite kolonlara adenozin adsorpsiyonu icin elde edilen

Langmuir izotermi grafigi sekil 4.12’de verilmigtir.
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Sekil 4.12. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolona ait Langmuir adsorpsiyon izotermi

Yapilan galismada, [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlara
maksimum adenozin adsorpsiyon adsorpsiyon kapasiteleri (Qmax) [POSS-MAH-
PBA] icin 13.85 mg/g ve [POSS-MAH] icin 2.05 mg/g olarak bulunmustur (Cizelge
4.3). Langmuir korelasyon katsayilari hem [POSS-MAH] hem de [POSS-MAH-
PBA] boronat afinite kolonlar igin sirasi ile R%:0.9956 ve R2:0.9128 seklindedir.
Sonuglar, Langmuir adsorpsiyon modelinin daha uygun oldugunu gdstermekte,
diger bir deyisle, PBA ligandi ile modifiye edilen monolitik kolonda adenozin igin
baglanma bolgelerinin homojen dagildigdi, es enerijili ve yanal etkilesimin olmadigini

sdylemek mumkundur.

Freundlich izotermi, heterojen bir ylizeye adsorpsiyona dayanan deneysel bir
modeldir. Degisken 6zelliklere sahip ylzey, yani herhangi bir ylzey 6zelligi esit
olmayan bir sekilde dagilir, 6rnedin yuzey enerjisi belirli noktalarda farkhdir. Bu,
ideal olmayan bir sorpsiyonun yani sira ¢ok katmanli bir adsorpsiyon prosesine

uygulanabilir. Freundich modeli asagidaki denklemde verilmistir;

InQeq = InKf + (%) x(InCeq) Esitlik 4.3.
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Yukaridaki esitlikte K Freundlich afinite sabiti (mmol/g), 1/n; Freunlich heterojenite
faktorl, Qeq absorpsiyon miktarini (mg/ml), Ceq denge konsantrasyonunu (mg/l)
temsil etmektedir. Esitlikteki InQeq degerine karsi InCeq ¢Gizilen grafik Kr ve 1/n
degerlerini vermektedir [109]. Sekil 4.13'te [POSS-MAH-PBA] boronat afinite

kolona ait Freundlich izotermi goértlmektedir.

Freundlich izotermi

[4¥]
i

w

y =0.4647x+ 3.7508
R?=0.8094

In(Qeq)

0.5

[aw]

Sekil 4.13. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolona ait Freundlich adsorpsiyon izotermi.

Freundlich izoterminde ylzeyin heterojenligini belirten Kf ve 1/n gibi iki dnemli
parametere bulunmaktadir. 1/n, yuzey heterojenite indeksi olup, 1 degerine
yaklagmasi sistemin homojenligini vurgularken, n dedgerinin sifira yaklasmasi
heterojenlige vurgu yapmaktadir. Cizelge 4.3 incelendiginde, hazirlanan [POSS-
MAH-PBA] boronat afinite kolonun [POSS-MAH] kolona gére homojen baglanma
bdlgelerine sahip oldugu verilen n degerinden anlasiimaktadir. Adenozin
adsorpsiyonu igin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon degerleri ve korelasyon
katsayilari incelendiginde adsorpsiyonun ¢ok katmanli olmadig tespit edilmistir
[110].
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Cizelge 4.3. Adenozin adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon degerleri ve
korelasyon katsayilari.

Langmuir izotermi Freundlich izotermi
Sabitleri Sabitleri
.- Qmax b 2 2
Afinite kolon Queneysel (MY/Q) R K¢ 1/n R
(mg/g) | (ml/mg)
[POSS-MAH-
13.01 13.85 90.57 |0.9956 | 159 | 0.26 | 0.8094
PBA]
[POSS-MAH] 1.89 2.05 1788 09128 | 1.75| 0.11 | 0.9536

4.4. Kinetik Caligmalar

Kinetik denklemler kimyasal reaksiyonlarda reaksiyon hizinin ortamdaki
maddelerin  konsantrasyonlarina bagh oldugunu gosteren esitliklerdir. Bu
denklemlerin sonuglari

deneysel olarak elde edilen verilerle bulunmaktadir. Adsorpsiyon kinetigi
calismalari reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmalari i¢cin 6nemli bilgiler

saglarlar.

Adsorpsiyon kinetigi adsorpsiyon isleminin derecesini genel olarak belirlemeye
yardimci olur. Bu islemin mekanizmasi kinetik denklemlerle, 6rnegi sifir, birinci ve
ikinci dereceden, yalanci birinci ya da yalanci ikinci dereceden arastirilir [110,111].
Bu tez calismasi kapsaminda, yalanci birinci dereceden ve yalanci ikinci
dereceden adsorpsiyon kinetigi denklemleri kullanilarak adsorpsiyonun kinetigi
aciklanmaya caligiimistir. Yalanci birinci derece kinetik modelinin denklemi Esitlik

4.3 te verilmistir;

qe = qe (1 —e™¥2f) Esitilik 4.3.

Yukaridaki esitlikte ki (dak?) yalanci birinci dereceden hiz sabiti; ge (mmol/g)

denge adsorpsiyon kapasitesini, gt (mmol/g) t anindaki adsorpsiyon kapasitesini
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temsil etmektedir [109]. Sinir kosullari t = 0, Qt =0 ve t = t, Qt=Qt olarak kabul
edildikten sonra esitligin integrali alindiginda Esitlik 4.4 elde edilmektedir;

kq s
log(Qe — @) = log(Q.) — (5255) Esitiik 4.4.
Kinetik caligsmalarda zamana (t) karsi logQ, degerine cizilen grafik egiminin
dogrusalligi kinetik modelinin uygunlugunu gosterir. Sekil 4.14’te [POSS-MAH-
PBA] boronat afinite kolonu igin yalanci birinci dereceden adsorpsiyon kinetiginin

grafigi gosterilmektedir.

y=-0.0092x+1.7099
R* =0.9595

y =-0.0094x+1.3139

R*=0.9906

12

" - y = -0.0097x+0.7743
R?=0.9511

=

ch |

S o038 y=-0.0087x+0.776

= N

° R?=0.9104

y=-0.0097x+0.7743
R?=0.9511

0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 50
zaman, dak.

Sekil 4.14. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolon i¢in yalanci birinci derece grafigi. pH
8.0, 10 mM fosfat tamponu; akis hizi: 1 ml/dak; etkilesim siiresi: 60 dakika; sicaklik: 25°C.

Yalanci ikinci dereceden integre edilmis kinetik model esitligi agagidaki gibidir;

(ﬁ) = 1/k2 xQe T (1/Qe) xt Esitlik 4.5

Yukaridaki esitlikte k2 (dak?) yalanci ikinci dereceden hiz sabitini; ge (mg/g)

adsorpsiyon kapasitesini, gt ise t anindaki adsorpsiyon kapasitesini temsil
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etmektedir [109]. Sekil 4.15'te [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolon igin yalanci

ikinci derece grafigi gosterilmektedir.

y =0.557x+6.0901

® 0,01 mg/ml Adenozin R?=0.9913

y=0.2253x+2.917

70 ® 0,025 mg/ml Adenozin R?=0.9945
. y =0.1183x+1.0024
50 0,05 mg/ml Adenozin R - 0.9985

@ 0,1 mg/ml Adenozin

u
=]

0,25 mg/ml Adenozin y =0.0644x +0.8806

R*=0.9741

N
o

y =0.0655x+0.9445
R?=0.9925

t/qt, dak. g/mg

o w
=3 =]

[
o

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Sekil 4.15. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolon i¢in yalanci ikinci derece grafigi. pH
8.0, 10 mM fosfat tamponu; akis hizi: 1 ml/dak; etkilesim siiresi 60 dakika; sicaklik: 25°C.

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin adsorpsiyonu igin, yalanci-
birinci ve ikinci derece kinetik sabitleri gizelge 4.4’te verilmektedir. Sonuglara gore,
[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolon kullanilarak, adenozinin sulu ¢ozeltiden
adsorpsiyonu ikinci derece kinetik modeli ile uygunluk gdstermektedir. Adenozin
molekulinun cis-diol gruplari ile fenil boronik asitin —OH gruplari arasindaki
etkilesim kovalent bag olusumuna dayanmakta olup kimyasal kontroll beraberinde
getirmektedir. Ayrica, elektrostatik, hidrofobik ve -1 etkilesimleri kimyasal

kontrole katki saglamaktadir.
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Cizelge 4.4. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] i¢in birinci ve ikinci derece kinetik

sabitleri.
Yalanci birinci derece Yalanci ikinci derece
Afinite kolon Quieneyse Qeq a R2 Qeq k2 (g/mg.dak.) R’
(ma/q) (mg/g) (1/dak.)
[POSS-MAH- 13.01 5.94 0.0223 | 09511 15.26 0.0655 0.9925
PBA]
[POSS-MAH] 1.89 0.65 0.0031 0.9765 1.75 0.0020 0.9536

4.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirligin incelenmesi

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlara adenozin adsorpsiyonu surekli
sistemde incelenmistir. pH 8.0 10 mM PB’de 0.25 mg/ml derisimde hazirlanan
adenozin ¢oOzeltisi 1.0 ml/dak akis hizinda, 60 dak suresince [POSS-MAH-PBA]
boronat afinite kolon ile etkilesime sokulmus, adenozin adsorpsiyonu gergeklesen
[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun desorpsiyonu igin desorpsiyon ¢ozeltisi
olarak 25 mM formik asit ve metanol ¢ozeltisi karisimi (1:1, v/v) kullaniimistir. 30
dakika uygulanan desorpsiyon ¢ozeltisi igcindeki desorbe edilen adenozin miktari

260 nm dalgaboyunda UV ile dlgulmustur.

[POSS-MAH-PBA]

tekrarlanabilirlik ¢alismalari, adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu ayni monolitik

boronat afinite  kolonlara adenozin  adsorpsiyonu
afinite kolon ile 5 defa tekrar edilerek gerceklestiriimistir. Her déngude [POSS-
MAH-PBA] boronat afinite kolonlar pH 8.0 10 mM fosfat tamponu ile 20 dak
dengelenmis ve kolon rejenere edilmigtir. 5 adsorpsiyon-desorpsiyon
doéngusinden sonra [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adsorplama
kapasitesinde kayda deger azalma olmadidi tespit edilmis ve kapasite orani
%98.40 olarak belirlenmigtir. Yiksek desorpsiyon orani (ortalama %96.48) tekrar
kullanim ile [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlarin adsorplama 6zelligini

kaybetmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.16. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonlarin tekrar kullanimi. Adenozin
derigimi: 0.25 mg/ml, pH 8.0 10 mM PB; sicaklik: 25°C; akig hizi: 1 ml/dak; etkilesim
stiresi: 60 dak.

4.6. Segicilik Galigmalari

Dagilim ve segicilik katsayilarinin hesaplanmasi PBA molekdulleri ile cis-diol igeren
adenozin molekllu arasindaki segcici etkilesimi belirlemenin en guvenilir yoludur.
Dagilim katsayisi; denge durumunda [POSS-MAH-PBA] boronat afinite ve [POSS-
MAH] monolitik kolona bagl bulunan adsorplanan madde miktarinin sivi fazda
kalan miktarina oranlanmasidir. Segicilik katsayisi ise [POSS-MAH-PBA] boronat
afinite kolona bagli maddenin dagilim katsayisinin PBA icermeyen POSS-MAH
haline oranidir. Analitin iki fazdaki derisimini bulabilmek igin adsorpsiyon
hesaplamalarinda oldukga onemli bir nicelik olan dagilim orani hesaplanmigtir.
Ayrica dagilim orani polimerin sivi faza orani degistigi zaman madde dagiliminin
nasil degisecegini gdsteren bir parametredir. Spesifik baglanmanin gergeklesmesi
hedef molekul ve bu molekull adsorbe eden polimerin arasinda segici baglanma

oldugunun bir gostergesidir.
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Adenozinin [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolona segici olarak baglanmasini
belirlemek igin cis-diol grubu icermeyen ancak adenozine yapisal olarak benzeyen

dATP molekulleri segilerek yarismaci molekuller olarak kullaniimiglardir.

Cizelge 4.5. Adenozin ve dATP molekiilleri i¢in K, Kq ve K’ degerleri

[POSS-MAH-PBA] [POSS-MAH]
Ky K Ky K K’

Adenozin 21.97 ; 15.30 - ;
dATP 5.49 4.00 16.11 0.94 4.25

Adsorpsiyon ortamlarindaki bu molekulerin derisimleri segicilik igin 0.25 mg/mL
olarak tutulmustur (pH 8.0 10 mM fosfat tamponu; akis hizi: 1 ml/dak; etkilesim
suresi: 60 dak., sicaklik: 25 °C). Cizelge 4.5’te adenozin ve dATP, molekiillerinin
[POSS-MAH-PBA] ve [POSS-MAH] monolitik kolonlarinda dagilimi, segicilik ve
bagil secicilik katsayilar (Kd, K ve K’ degerleri) gorulmektedir. Calismamizda
yapilan analizler sonucunda, [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonun benzer
molekuller varliginda adenozin molekill icin tespit edilen secicilik katsayisi (K)
degerinin, PBA icermeyen [POSS-MAH] monolitik kolonun adenozin igin segicilik

katsayisi degerinden daha yuksek oldugu tespit edilmigtir.

Segicilik katsayisi adenozin molekulinin cis-diol aktif baglanma bdlgelerinin cis
diol icermeyen dATP gore secici baglanma degerini ifade etmektedir. Bu degere
gore, PBA bagli monolitik kolonun adenozin segiciligi dATP molekullerine gore 4
kat fazla oldugu goérulmustir. Bagil segicilik katsayilari kiyaslandiginda [POSS-
MAH-PBA] monolitik kolonun adenozin i¢in [POSS-MAH] monolitik kolona goére
4.25 kat daha segici oldugu gorulmektedir. Sekil 4.17'de POSS-MAH-PBA
monolitik kolonun adenozin ve dATP igin secici adsorpsiyon calismasi grafiksel

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun adenozin ve dATP i¢in segici
adsorpsiyon ¢alismasi. Adenozin, dATP derisimi: 0.25 mg/ml, pH: 8.0; akis hiz1: 1 ml/dak;

etkilesim siiresi: 60 dak.

4.7. Yapay idrardan Niikleozid Tayini

Hazirlanan [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun yapay idrardan adenozin
molekuline segici bir sekilde baglanabildigini tespit edebilmek i¢in 0.25 mg/ml
adenozin spike edilmis idrar 6rnegi kolona uygulanmistir. Adsorbe olan adenozin
miktari UV-VIS spektroskopi ile 260 nm dalgaboyu’'nda dl¢iimustir. Adenozin
spike edilmis idrar ¢dzeltisinin icerdigi adenozin miktari 10.05 mg/g olarak tespit
edilmistir. Gozlenen goreceli duslk adsorpsiyon degeri ortamdaki hem sterik etki
yaratabilecek hemde yarismaci molekul olabilecek gruplarin fazlaligindan
kaynaklanabilir. Daha sonra ise adsorbe olan adenozin molekili HPLC metodu ile
dogrulanmistir. Kalibrasyon ¢ozeltisi olarak farkh derisimlerde hazirlanan (0.005,
0.05, 0.01 mg/ml) adenozin ¢ozeltileri kullaniimis ve 260 nm de dalgaboyu’nda
Olcimler yapilmistir. HPLC sistemi kullanilarak gergeklestiriimis ve kalibrasyon
grafigi cizilmigtir. Kullanilan kolon C18 polar (Fusion-RP) kolonu olup polar
molekuller baglanarak fizyonlanmis terz faz kolonu olusturulmustur. Sekil 4.18

adenozine ait kalibrasyon grafigini gostermektedir.
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Baslangic ve final c¢ozeltilerinin igerdigi adenozin molekilid HPLC ile tespit
edilmistir. Final g¢ozeltisinin vermig oldugu pikin siddeti baslangi¢c ¢ozeltisinin
vermis oldugu pikin siddetinden daha az oldugu goérulmuas, [POSS-MAH-PBA]
boronat afinite kolonun adenozine baglandigi tespit edilmigtir. Sekil 4.18 POSS-
MAH-PBA boronat afinite kolona uygulamadan o6nceki (1) ve afinite kolona

uygulandiktan sonra ¢ozeltide kalan adenozine ait (2) sinyalleri gostermektedir.

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolona idrarda bulunan nukleozidlerin
adsorpsiyonu c¢alismalari igin 0.25 mg/ml nikleozid spike edilmis 6rnek desorbe
edildikten sonra HPLC sisteminde incelenmisti. HPLC kromatogramlari
incelendiginde desorbe edilen nukleozidlerin dordinin de sinyal vermesi ve
sinyallerin siddeti incelendiginde [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun grup
spesifik olarak nikleozidlere baglandigi tespit edilmistir. Sekil 4.19. [POSS-MAH-
PBA] monolitik kolona uygulanan nuikleozid iceren yapay idrar érneginin desorbe

edilditen sonra HPLC sisteminde tayinini gostermektedir.
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Sekil 4.18. Adenozine ait kalibrasyon grafigi. Adenozin konsantrasyonu: 0.005, 0.05, 0.01
mg/ml. Dalga boyu: 260 nm, mobil faz: A: 20 mM Amonyum Asetat, B: Asetonitril, 20
mM Amonyum Asetat (95:5, v/v).
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Sekil 4.19. POSS-MAH-PBA monolitik kolona uygulanan adenozin igeren yapay idrar
orneginin HPLC sisteminde tayini. uygulanan adenozin konsantrasyonu: 0.25 mg/ml.
sicaklik: 25°C; 1 numarali sinyal: afinite kolona uygulamadan onceki; 2 numarali sinyal

afinite kolona uygulandiktan sonra ¢6zeltide kalan adenozin miktari.
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Sekil 4.20. [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona uygulanan niikleozidleri igeren yapay
idrar 6rneginin HPLC sisteminde tayini. Uygulanan niikleozid konsantrasyonu: 0.25

mg/ml. sicaklik: 25°C.

4.8. Kapiler Elektrokromatografi Calismalari
4.8.1. [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] ile Niikleozid Tayini

Nukleozidlerin adsorpsiyonuna yonelik sentezlenen [POSS-MAH-PBA] monolitik
afinite kapiler kolonun performansi alkil benzenlerin (ABs) elektrokromatografik
ayirnmi ile gergeklestirildi. Bunun icin alkil benzenlerin ve alikonmayan isaretleyici
tiyotrenin (THA) mobil fazdaki ¢ozeltileri hazirlanan CEC kolonuna uygulandi.
Sekil 4.21 AB’lerin CEC sisteminde elektrokromatografik ayirimini géstermektedir.
En hidrofobik alkil benzen olan pentil benzen en uzun elisyon zamanina sahiptir.
Bu hidrofobik etkilesimlerin baskin oldugunu go6stermektedir. [POSS-MAH]
monolitik kolonu PBA ile modifiye edildikten sonra PBA’dan kaynaklanan
hidrofobisite arttidi icin gecirgenlik azalmis geri basing degerleri artmistir. Sekil
4.20 [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlara ait a) gecirgenlik ve
b) geri basing grafigini gostermektedir. Sekil 4.21 ise [POSS-MAH-PBA] monolitik

kolonun alkil benzenleri elektrokromatografik ayirim grafigini géstermektedir.
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Sekil 4.21. [POSS-MAH)] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlara ait a) gecirgenlik b)
geri basing grafigi.
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Sekil 4.22. [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun alkil benzenleri CEC sisteminde ayirma
performans1 Hareketli faz, %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); injeksiyon, 5
kV 5's; dalgaboyu, 260 nm. pik siras1, (THA)-tiyotire, (E.B) etil benzen (P.B) propil benzen
(B.B) biitil benzen, (P.B) pentil benzen.

Kolon Uretim tekrarlanabilirlik islemi segilen AB’lerin alikonma zamanlarinin %RSD
degerleri incelendiginde %RSD<1.5 olmasi kolon uretiminin tekrarlanabilirligini
gOstermektedir. Cizelge 4.6: [POSS-MAH-PBA] boronat monolitik afinite kolonlarin
performanslarinin alkil benzenlerin alikonma surelerinin CEC sisteminde tespit

edilerek tekrar kullanilabilirliginin incelenmesini gostermektedir.
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Cizelge 4.6. [POSS-MAH-PBA] monolitik boronat afinite kolonlarin performanslarinin

alkil benzenlerin alikonma

kullanilabilirliginin incelenmesi

surelerinin CEC

sisteminde tespit edilerek tekrar

[POSS-MAH-PBA]

t= (ort), dk (%RSD)

Seri Monoli | Tiyoiire Etil Propil Biitil Pentil

tik Benzen benzen benzen benzen
Kolon

1 Kolon 1 2.93 5.02 6.63 8.42 9.92
(2.11) (0.95) (1.13) (1.16) (0.95)

2 Kolon 1 2.95 5.07 6.66 8.44 9.88
(1.39) (0.95) (1.11) (2.17) (0.95)

3 Kolon 1 2.98 5.00 6.65 8.41 9.93
(1.23) (0.94) (1.14) (1.14) (0.94)

ortalama 9 2.95 5.03 6.64 8.42 9.94
(1.32) (0.94) (1.12) (1.15) (0.94)

Nukleozidlerin CEC sisteminde ayirimini incelemek icin érnekler [POSS-MAH-
PBA] ve [POSS-MAH] kolonlara 5 kV akim ile 30 s boyunca yuklenmistir. %50 ACN
ve %50 fosfat tamponu (10 mM PB, pH 8.0) igceren mobil faz karigsimi analiz
boyunca kolonlara uygulanarak analiz 10 kV’ta gergeklestiriimigtir.

[POSS-MAH-PBA] kolonda nukleozidlerin ayrimi gerceklesirken POSS-MAH
kolonda etkin ayrim gorliimemistir. Sekil 4.22 ve 4.23'te [POSS-MAH-PBA] ve
[POSS-MAH]

elektrokromatografik ayrimi gérulmektedir.

tarafindan gerceklestirimeye galigilan nukleozidlerin
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Sekil 4.23. Niikleozidlerin [POSS-MAH-PBA] monolitik boronat afinite kolon ile
ayrilmasi. Mobil faz: %50 ACN ve %50 PB (10 mM, pH 8.0); 6rnek alimi: 5 kV 30 s;
analiz voltaji: 10 kV; dalga boyu: 260 nm. 1. Uridin, 2. Sitidin 3. Guanozin, 4. Adenozin.

0.13

0.11

———POSS-MAH

0.09

0.07

0.05

Absorbans (AU)

0.03

0.01

-0.01 5 10 15 20 25

-0.03
zaman, dak

Sekil 4.24. Niikleozidlerin [POSS-MAH] monolitik boronat afinite kolon ile ayrilmasi.
Mobil faz: %50 ACN ve %50 PB (10 mM, pH 8.0); 6rnek alimi: 5 kV 30 s; analiz voltaji:

10 kV; dalga boyu: 260 nm. Niikleozidler: iiridin, sitidin, guanozin ve adenozin karigimi.
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Tum ayrimlar igin elde edilen kromatografik parametreler Cizelge.4.7° de
gorulmektedir. Iki pik arasindaki Rs degerleri ikinci pikin taban genisliginin
birinciden blylUk (tre>tr1) olmasi durumunda hesaplanir. [POSS-MAH-PBA]
boronat afinite kolonun hesaplanan Rs degderleri su sekildedir. Pik 1,2 icin Rs: 1.57;
pik 2,3 icin Rs: 1.51; pik 3,4 Rs: 1.55. Goruldugu uzere [POSS-MAH-PBA] boronat

afinite kolon nukleozidleri basarili bir sekilde ayirmaktadir (Rs>1.5).

Cizelge 4.7. [POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolonun niikleozidler i¢in kromatografik

ayirma parametreleri.

[POSS-MAH-PBA|] icin kromatografik parametreler

Pikler
Parametreler 1 2 3 4 5
tr(dk) 6.33 8.52 10.56 13.43 18.62

W 1.68 1.71 2.15 3.32 4.60
k 1.11 1.84 2.52 3.47 5.20
N 2.547.108 | 5.788.706 510.970 2.125.613 1.567.952
H 0.0000106 | 0.00000466 | 0-00000528 | 0.0000127 0.00000128
a 1.65 1.36 1.‘37 1.49 -

[POSS-MAH-PBA] boronat afinite kolon nikleozidleri etkin bir sekilde ayirirken
[POSS-MAH] boronat afinite kolonda herhangi bir ayirim goralmemistir.

4.9. Literatiir Calismalan

RNA oldukc¢a fazla sayida modifiye nukleozid icermektedir. RNA nin metabolik
tekrar degisiminde, modifiye RNA tekrar donisime ugrayamaz ve hucrelerden
biyolojik sivilara atilir. Atilan bu vucut sivilarindaki nukleozidlerin tayini kanser

tayin metodlari i¢in oldukga énemlidir. Feng ve arkadaslar [108] boronat afinite
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organik-silika hibrit kapiler monolitik kolonlari (BOHCMC) hazirlamis cis-diol iceren
nikleozidlerin  secgici ayirnrminda kati faz mikroekstraksiyonunda (SPME)
kullanmiglardir. Daha sonra SPME ile LC-MS/MS'i birlestirmis ve idrardaki
ribozillenmig nukleozidleri tayin etmigtir. Tiyol-en yontemi ile sentezlemis olduklari

afinite kolonun ekstraksiyon kapasitesi 500 ug/g polimerdir.

Liu ve arkadaslari ise wulf tipi amin (3-dimetilaminometil) anilin-4-pinakol boronat
temelli poli(GMA-co-PEGDA) monolitik kolon sentezlemis ve cis-diol igeren
nikleozidlerin adsorpsiyonunda kullanmislardir. Idrarda bulunan niikleozidlerin
adsorpsiyonunu zenginlestirme faktoru ile ifade etmisler ve en fazla 22 olarak

tespit etmislerdir [95].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, boronat afinitesini non-spesifik etkilesimlere
yol actidi icin en ¢ok etkileyen etkilesimlerden birisidir. Zou ve arkadasglari, hidrofilik
boronat ligandlar ekleyerek bu zorlugun Ustesinden gelmeyi basarmislardir. Bu
amacla VPBA yerine hidrofilik AAPBA kullamis ve poli(AAPBA-co-EDMA) monolit
hazirlayarak cis-diol iceren bilesikleri 10.8 umol/ml maksimum segicilik degeri ile

ayirmiglardir [90,91].

Adsorpsiyon kapasitesine sinerjik etkinin dnemi yine Liu ve arkadaslari tarafindan
gOsterilmistir [89]. Tek bir cis-diol grubu iceren adenozin gibi bir bilesigin
adsorpsiyon kapasitesini artirmak icin dendrimerik boronik asit kullanmislar ve
PDMC ve EDMC bazli monolitik kolonlar ile adsorpsiyon kapasitesini 102.10 ve
26.53 umol/g a kadar ¢ikarabilmiglerdir.

Organik monolitik kolonlar organik ¢dzticide sisme, dusuk yulzey alani, disuk
gecirgenlik ve dusuk mekanik kararlilik gibi dezavantajlarindan dolayi ¢ok fazla
uygulama alani bulamamistir. Bu dezavantajlar inorganik materyaller ile
giderilebilmesine ragmen hazirlama prosesleri komplike olup, gbreceli mekanik
kararsizliga sahiptirler. Her iki durum goz onune alinarak, son yillarda boronat
bazli hibrit organik-inorganik monolitik afinite kolonlar gelistiriimistir. Liu ve
arkadaslari [96] boronat-silika hibrit monolitik kolonu 3-akrilamidofenilboronikasit

(AAPA) ligandini kullanarak tek islemde senztezlemis ve nukleozidleri segici bir
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sekilde ayirmistir. Hazirlanan monolitik kolon yuksek yuzey alani sebebi ile

49.5 ymol/mL gibi oldukga yuksek bir adsorplama kapasitesi gostermistir.

Akgol ve arkadaslari (7) nukleozidlere segici afinite gosteren ylzey alani oldukca
yuksek poli(HEMA) nanopartikileri emulsiyon yontemi ile sentezlemis, APTES ile
aktiflestirdikten sonra PBA ligandi ile modifiye etmislerdir. Ortalama 200 nm
boyutundaki nanopartikuller ile nikleozidleri 35.6 mg/g olacak sekilde

adsorplayarak etkin ve basaril bir afinite adsorbenti Gretmislerdir.

Bu galismada cis-diol grubu igceren nikleozidler i¢in grup spesifik afinite gosteren,
507.60 m?/g gibi oldukga yiiksek yilizey alanina sahip inorganik-organik hibrit
monolitik afinite [POSS-MAH-PBA] kolonu hazirlanarak, nukleozidlerin segici
ayirimi gerceklestirildi. Elde edilen 13.38 mg/g adenozin adsorpsiyonu degeri ile
yuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip monolitik kolon basarili bir sekilde

hazirlanmis oldu.
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1)

2)

3)

4)

5)

5. YORUM

Bu calismada literatirde ilk defa hibrit organik-inorganik [POSS-MAH]
monolitik polimer sentezlenmis olup sentezlenen polimer PBA ile modifiye
edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolon ile nikleozid tayini
gerceklestirilmigstir.

Boronat afinite malzemeleri genis spektrumlu segicilikleri, tersinir kovalent
baglanmalari, pH kontrolli  baglanma/ayriima  egilimleri, hizl
baglanma/ayriima kinetigi, kutle spektrometresi ile iyi uyumlulugu gibi
oldukga 6nemli avantajlara sahiptir. Boronik asitler ile cis-diol iceren bilesikler
arasindaki etkilesim bazik/asidik kosullardaki pH kontrolll tersinir komplex
olusum/ayrilma prensibine dayanir. Boronat afinite kromatografisi
glikoproteinler, nikleozidler ve sakkaritler gibi cis-diol gruplarini igeren
bilesiklerin spesifik izolasyonu ve ayrilmasi i¢in kullanillan essiz bir
kromatografi ¢esididir. Bu amagla [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolon

sentezlenmis olup nukleozidlerin ayirimi i¢in kullaniimigtir.

[POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonu oncelikle [POSS-MAH] monolitik
kolonlarin sentezlenmesi ve PBA ile modifiye edilmesi ile elde edildi. MAH
monomeri, PBA’nin baglanmasi igin oldukca fazla sayida baglanma bdlgeleri
sagladigindan [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonun adsorpsiyon

kapasitesinin benzer monolitik kolonlara gore arttigr gorulmastur.

[POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlari sentezlenirken
ortama eklenen MAH monomeri hidrofiliteyi arttirarak spesifik tanimaya yol

acgmis ve mobil fazda organik ¢6zicu kullaniimasini engellemistir.
Sentezlenen [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlar,

sisme testi, FTIR, elemental analiz, SEM, Mikro-CT ve BET ile karakterize

edilmistir.
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6)

7)

8)

9)

[POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonlarin sisme testi
analizi sonucu [POSS-MAH] monolitik kolon % 1036.36 sisme oranina
sahipken; [POSS-MAH-PBA] monolitik kolon yapida hidrofobik grup
bulundurdugu igin % 836.32 sisme orani gostermistir.

[POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite polimerlere ait FTIR
spektrumlar incelendiginde MAH monomerine ait karakteristik amid | ve
amid Il absorpsiyon bandlarinin 1633 cm™ ve 1453 cm™ de gorilmesi MAH
monomerinin  POSS yapisina katildigini ve [POSS-MAH] polimerinin
olustugunu gostermektedir. Ayni sekilde MAH monomerine ait 1584 cm™
deki C-C=C simetrik gerilme bandlarinin kaybolmasi MAH monomerinin
POSS vyapisina katildigini gostermektedir. 844 cm™ dizlem disina C-N
egilme bandinin kaybolmasi ve 850 cm™ fenil boronik asitteki —B-O simetrik
geriime bandinin ortaya c¢ikmasi ise PBA’nin [POSS-MAH] yapisina
katildigint  ve [POSS-MAH-PBA] monolitik polimerinin  olustugunu

gOstermektedir.

Sentezlenen afinite kolonlarin yapisina katilan elementlerin analizi elemental
analiz yontemi ile C, H, N ve B vyuzdesinin tespit edilmesiyle
gerceklestiriimistir. Elemental analiz degerlerine bakildiginda POSS-MAH
polimerin %N igeriginin 2.5 olmasi, [POSS-MAH-PBA] polimerinin %B
iceriginin 5.4 olmasi MAH monomerinin ve PBA fonksiyonel grubunun yapiya

basarih bir sekilde katildigini gostermektedir.

Nukleozid ayiriminda kullanilacak olan [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA]
monolitik polimerlerin SEM géruntdleri farkli blytltme oranlarinda (x5000,
x10000, x20000) alinmigtir. [POSS-MAH] vyapisini olusturan kiresel
partiktller mikron alti boyutta olup buydkliga yaklasik 500-600 nm
duzeyindedir. PBA ile modifiye edildikten sonra elde edilen [POSS-MAH-
PBA] yapisindaki kuresel partikullerin buyuklagu artmis olup 600-700 nm
boyutuna ulastigi gézlemlenmistir. Kapiler kolonlarin SEM goéruntileri
incelendiginde [POSS-MAH] vyapisini olusturan kiresel partikillerin
blyUkligunun yaklasik 500-600 nm duzeyinde oldugu gozlemlenmistir. PBA
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ile modifiye edildikten sonra elde edilen [POSS-MAH-PBA] yapisindaki
kUresel partikullerin buyuklugu artmis olup 600-700 nm boyutuna ulastigi
tespit edilmigtir.

10) Micro-CT sonuglari incelendiginde [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA]
polimerinin yapisina bakildiginda goézenekli yapinin olustugu gorulmekte
olup PBA ile modifikasyondan sonra gozenek boyutunun kuguldugu

gOrulmektedir.

11) [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonlarin BET analizi tespit
edilen ylizey alanlari sirasiile 110.79 ve 507.60 m?/g olarak Olgliimistiir. BET
sonuglarindan goruldugu Uzere PBA ile fonksiyonlandirildiktan sonra elde

edilen [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun yizey alani artmistir.

12) Sentezlenmis olan [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun, adenozin
nikleozid molekulinin adsorplama kapasitesine pH, derigim, sicaklik, iyonik
siddet, akis hizi ve etkilesim suresi gibi farklh parametrelerin etkisi
incelenmigtir. pH 8.0, 0.1 mg/ml adenozin derisimi, 0.01 mg/ml NaCl tuz
derisimi, 0.5 ml/dak akis hizi ve 60 dakika etkilesim slresi optimum degerler
olarak tespit edilmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi olarak 25 mM formik asit ve

metanol ¢ozeltisi karisimi (1:1, v/v) kullaniimistir.

13) [POSS-MAH-PBA] monolitik kolon, adenozin nlkleozid igin ylksek bir
baglanma kapasitesi (13.38 mg/g) gostermistir. [POSS-MAH-PBA] monolitik
kolonun cis-diol iceren molekullere afinitesinin PBA fonksiyonel grubundan
kaynaklandigini goéstermek icin, PBA icermeyen [POSS-MAH] monolitik
kolonu sentezlenerek adenozin molekulinu baglama kapasitesi incelenmig

ve 1.89 mg/g olarak bulunmustur.

14) [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun adenozin nukleozit adsorpsiyon
davranisi Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri uygulanarak
incelenmis, elde edilen deneysel sonuglar (R? ve Qmax dederi) adenozin

molekulinin PBA baglanma bodlgelerine tek tabakal ve esit bir sekilde
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bagdlandigini goéstermistir. Sonug olarak [POSS-MAH-PBA] monolitik kolon

Langmuir izotermine uyumlu olarak adsorpsiyon gostermektedir.

15) [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kolonun tekrar kullanilabilirlik testlerinde
5 adsorpsiyon-desorpsiyon dongusiunden sonra [POSS-MAH-PBA] boronat
afinite kolonun adsorplama kapasitesinde kayda deger azalma olmadigi
tespit edilmis ve kapasite orani %98.40 olarak belirlenmigtir. Tekrar
kullanilabilirlik testlerinde, adsorpsiyon kapasitesindeki azalig, arka arkaya 5

tekrarli adsorpsiyondan sonra sadece %1.6 olarak tespit edilmistir.

16) [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun cis-diol iceren nukleozidlere segici
afinitesi, cis-diol grubu icermeyen deoksiadenozin trifosfat (dATP)trifosfat
molekllinl igeren érnegin incelenmesiyle kanitlandi. Secicilik katsayisi (K
degeri) adenozin molekulllinun cis-diol aktif baglanma bdlgelerinin cis diol
icermeyen dATP molekulune gore secici baglanma degerini ifade etmektedir.
Bu degere goére, PBA bagh monolitik kolonun adenozin segiciligi dATP
molekillerine goére 4 kat fazla oldugu goriimustir. Bagil secicilik katsayilari
kiyaslandiginda [POSS-MAH-PBA] monolitik kolonun adenozin i¢in [POSS-
MAH-PBA] monolitik kolona goére 4.25 kat daha segici oldugu gortlmustar.

17) idrar ¢ézeltisine gegcmis olan niikleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay
idrar ¢ozeltisi adenozin ile spike edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona
uygulanarak adsorbe olmasi saglandi. [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite
kolon tarafindan adsorbe olan adenozin miktari UV-VIS spektroskopi ile
tespit edilerek, baglanan adenozin molekiuli HPLC yontemi ile dogrulandi.
Adenozin spike edilmis idrar ¢dzeltisinin icerdigi adenozin miktari 10.05 mg/g
olarak tespit edilmigtir. Gozlenen goreceli dusik adsorpsiyon degeri
ortamdaki hem sterik etki yaratabilecek hemde yarismaci molekil olabilecek

gruplarin fazlalhigindan kaynaklanabilir.
18) idrar gozeltisine gegmis olan niikleozid metabolitlerini incelemek igin, yapay

idrar ¢ozeltisi nukleozidler (adenozin, sitidin, guanozin, uridin) ile spike
edilerek [POSS-MAH-PBA] monolitik kolona adsorbe edildi ve desorbe edilen
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nikleozidler HPLC ydntemi ile tayin edildi ve [POSS-MAH-PBA] monolitik
kolonun grup spesifik segici 6zelligi nukleozidleri adsorplama &zelligi ile

dogrulanmig oldu.

19) Sentezlenen [POSS-MAH] ve [POSS-MAH-PBA] monolitik afinite kapiler
kolonlarin gegirgenlik ve geribasing degerleri incelendiginde akis hizinin
artmasi ile [POSS-MAH-PBA]'daki geribasing degerinin yukseldigi ve

gegirgenligin azaldigi gérulmastur.

20) NUkleozidlerin ayrimina yonelik sentezlenen [POSS-MAH-PBA] monolitik
afinite  kapiler  kolonun  performansi  alkil  benzenlerin  (ABs)
elektrokromatografik ayirimi ile gergeklestirildi. Kolon performansi alkil
benzenler ve tiyoure ile incelenmis olup ABs’lerin alikonma zamanlarinin
%RSD degerleri incelendiginde %RSD<1.5 olmasi kolon Uretiminin

tekrarlanabilirligini gostermektedir.
21) [POSS-MAH-PBA] boronat afinite monolitik kapiler kolon ntkleozidleri

basarili bir sekilde ayirirken (Rs>1.5), POSS-MAH afinite monolitik kapiler

kolon ayiramamaktadir.
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