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OZET

Hiicreleraras1 alanin en yaygin molekiillerinden olan proteoglikanlarin temel
yapisinda, ‘core protein’e (¢ekirdek protein) kovalan olarak baglanmis bir ya da daha
fazla glikozaminoglikan (GAG) zinciri bulunmaktadir. Idrarla eksrete edilen GAG
diizeyleri, lizozomal depo hastaliklarinin, 6zellikle de mukopolisakkaridozlarin tayin
ve izleminde kullanilirlar. Son yillarda ise idrar GAG tayininin degisik hastaliklarda
(kronik bobrek rahatsizliklari, renal fibroz, glomeriiler filtrasyon sorunlari, mesane
tasi, meme ve akciger kanserleri, hipertansiyon ve diabet, vb.) bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini gdsteren calismalar yayimlanmistir. Bu gelismelere karsilik, GAG
yapisinin yiiksek polaritesi ve mikroheterojenitesi idrar GAG analizlerinin oldukg¢a zor
olmasma yol agmaktadir. Bu nedenle GAG analizi i¢in yeni, spesifik ve kolay
uygulanabilir yontemler gelistirilmesine gereksinim bulunmaktadir. Bu calismada,
biyolojik olarak tayinleri bilylik 6neme sahip Glikozaminoglikan tiirlerinden Heparan
siilfat, kondroitin siilfat ve dermatan siilfat tayini ve ayirimi i¢in kromatografik kolon
materyali gelistirildi. Oncelikle bu ii¢ Glikozaminoglikan kimyasal olarak parcalanmis
elde edilen fragmanlar kiitle spektrometresinde, Multiple Reaction Monitoring(MRM)
ve Surface Induced Reaction(SIR) ile incelendi. Bu analizler ile elde edilen
fragmanlarin bir kiitiiphanesi olusturuldu. Bu dl¢limlere gore polimerler karakterize
edilmistir. Molekiiler baskilanmis polimer materyalleri de sadece bu ii¢ molekiile kars1
secicilik gosteren, glikozamioglikanlarin negatif yiiklii siilfat gruplarina non-iyonik
ilgi gosteren akrilamid monomerinden elde edildi. Bu polimeri elde edebilmek i¢in
presipitasyon polimerizasyon tekniginde termal polimerizasyon ile hazirlanmisg
molekiiler baskilama teknigi kullanildi. Bu teknikle elde edilen polimerler, celik
HPLC kolonu igerisine doldurulmus, sonrasinda yikanarak icerisinde baskilanmas,
Glikozaminoglikanlar uzaklastirilmis sonrasinda ise bu baskilanmig polimerler 6rnek
uygulamasindan sonra, tutma kapasitelerine bagli olarak karakterize edildiler.
Olgiimlerde kolon eliisyon zaman1 her onbes dakikada bir toplanan fraksiyonlara gére
yapilmis ve farkli baskilanmis kolonlara gore farkli zamanlar bulunmustur. Farkli
zamanlara gore pompa sisteminde eliisyon uygulanarak 6rnek uygulamasi yapilmis ve
karakterizasyonu buna gore gerceklestirildi. Standart grafiklerin olusturulmasinda
1000ng/mL’nin altindaki diizeylerde seri diliisyon ile standart grafikleri
olusturulmustur. idrar 6rneklerinde ise dlgiimdeki dogruluk giiciinii artirmak igin
idrara 500ng/mL miktarida her bir glikozaminoglikandan eklenmistir. Baskilanmamig
kor polimer ile yapilan c¢aligmalarda ise glikozaminoglikanlara secimlilik
gosterilmemistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma, idrar ile atilan GAG’larin se¢imli bir
sekilde ayrilmas1 ve boylelikle daha dogru, daha hizli ve daha ekonomik tayini i¢in
molekiiler damgalama yontemiyle kromatografik kolon dolgu materyali gelistirilmesi
hipotezine dayanmis ve basarili bir sekilde bu hipotez kanitlanmistir. Bu yeni
metodolojik yaklasimla hazirlanan GAG secimli polimerle, analiz edilen idrar
orneklerinde GAG molekiilleri kromatografik olarak daha dogru ve daha hizli ve
ekonomik bir sekilde ayristirilacaktir. Boylelikle idrar GAG analizinde yeni ve kolay
bir yontem gelistirildi ve bu polimer GAG ile iliskili hastaliklarin izlenmesindeki
eksikligi/kisithiliklar1 gidererek GAG tayini ¢aligmalarinda kromatografik kolon dolgu
materyali olarak rutinde kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Glikozaminoglikan; molekiiler damgalama; kromatografi,
tandem kiitle spektroskopisi, Heparan siilfat, kondroitin siilfat, dermatan stilfat,
kondroitin siilfat A, presipitasyon polimerizasyonu.



ABSTRACT

Proteoglycans which are among the most abundant molecules of the inter-
cellular structure contain one or more glycosaminoglycan (GAG) chains that are
covalently attached to the core protein. The levels of GAG excreted via urine is used
as a marker to monitor and detect lysosomal storage diseases, especially
mucopolysaccharidoses. Recently, studies that report GAG as a useful biomarker in
different diseases (chronic renal disease, renal fibrosis, glomerular filtration
abnormalities, bladder stones, breast and lung cancers, hypertension and diabetes etc.)
have been published. However, GAG analysis is not simple due to the high polarity
and microheterogenity of GAG structure. Therefore there is a need to develop new,
specific and easily applicable methods for GAG analysis. In this study, determination
of biologically important species of glycosaminoglycans, heparan sulfate, chondroitin
sulfate and dermatan sulfate determination was carried out by an improved material
for chromatographic column separation. First of all, these three glycosaminoglycans
were chemically broken into fragments, afterwards these fragments were characterized
by mass spectrometry, which were Multiple Reaction Monitoring (MRM) and Surface
Induced Reaction (SIR) were evaluated, specifically, then a library was created from
obtained fragments. Polymers based on these measurements have been characterized.
Molecularly imprinted polymer material can only exhibiting selectivity against these
three molecules to glycosaminoglycans negatively charged sulfate groups of those
showing non-ionic interest was derived from acrylamide monomer. The polymers
prepared by the precipitation polymerization technique as a molecular imprinting
technique obtained by thermal polymerization. By using this technique, the resulting
polymers were filled to steel HPLC column, after quenched washing, and after the
removal of glycosaminoglycans from these imprinted polymers, the sample
application were characterized based on the retention capacity. According to different
retention times, the characterization was carried out by considering these results.
Standard graphics creation was carried out in the serial dilution at 1000ng / ml the
highest level. Glycosaminoglycan detection in urine was also carried out and to
increase the accuracy 500 ng/mL GAGs were added to each urine samples. In studies
with non-imprinted polymers, glycosaminoglycan selectivity was not shown. By
performing this assay development to design a chromatographic column solid state
material on the selection of discharged GAGs in urine was performed more accurate,
faster and more economical. This new methodological approach prepared by selective
polymers for GAGs, GAG molecules in urine samples analyzed more accurately and
faster and they will be used in chromatographic separation in an economical manner.
Thus, we developed a new and easy method of urine GAG analysis and monitoring of
of these diseases associated with GAG determination by polymers overcoming
limitations/shortcomings and they could be used in routine chromatographic column
packing material.

Keywords: glycosaminoglycan, Molecular imprinting, chromatography, tandem
mass spectrometry, Heparan sulfate, chondroitin sulfate, dermatan sulfate,
chondroitin sulfate A, precipitation polymerization.
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GIRIS

Viicut sekresyon sivilari, ¢ogu hastaligin tanisinda, progresyonu belirlemede ya da
stirecin izlenmesinde son derece yaygin olarak kullanilan biyolojik sivilardir. Bu
stvilarin icerisindeki maddelerin konsantrasyonuna bagli olarak hastaliklar hakkinda
bilgi edinilebilir, erken teshis koyulabilir, tedaviye yanit izlenebilir.

Hiicreleraras1 alanin en yaygin molekiillerinden olan proteoglikanlarin temel
yapisinda, ‘core protein’e (¢ekirdek protein) kovalent olarak baglanmis bir ya da daha
fazla glikozaminoglikan (GAG) zinciri bulunmaktadir. Idrarla eksrete edilen GAG
diizeyleri, lizozomal depo hastaliklarinin, 6zellikle de mukopolisakkaridozlarin tayin
ve izleminde kullanilirlar. Son yillarda ise idrar GAG tayininin degisik hastaliklarda
(kronik bobrek rahatsizliklari, renal fibroz, glomeriiler filtrasyon sorunlari, mesane
tasi, meme ve akciger kanserleri, hipertansiyon ve diabet, vb.) bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini gosteren ¢alismalar yayimlanmistir. Bu gelismelere karsilik, GAG
yapisinin yiiksek polaritesi ve mikroheterojenitesi idrar GAG analizlerinin oldukca
zor olmasina yol agmaktadir. Bu nedenle GAG analizi i¢in yeni, spesifik ve kolay
uygulanabilir yontemler gelistirilmesine gereksinim bulunmaktadir.

Bu calisma da, molekiiler baskilama yontemiyle GAG’a spesifik secici
polimerlerin hazirlanmasini ve bu polimerlerin bos bir kromatografi kolonuna dolgu
materyali olarak yerlestirilmesini, bdylelikle tasarlanmis olan 6zel GAG tutucu
polimer ile idrarda GAG tayininde ayrim isleminin hizlandirilmasini ve daha segici bir
yontem gelistirilmesini hedeflemektedir. Bu hedefe yonelik olarak idrar GAG
atiliminin en yiiksek diizeyde oldugu 0-3 yas arasi saglikli cocuk idrarlarindan GAG
secici olarak molekiiler baskilama yontemiyle GAG baskilanmig polimerler olarak
hazirlanmis kromatografik kolon dolgu materyali gelistirilmistir. ikinci asamada ise,
hazirlanan baskilanmis polimerler kromatografik kolonlara yerlestirilmis, bu kolonlar
tasima kapasiteleri ve kullanilabilirlikleri agisindan incelenmis ve Kkarakterize
edilmistir.

Boylelikle idrar GAG tayiniyle ilgili yeni, ekonomik, segici ve kolay uygulanabilir
bir materyal elde edilmistir. Molekiiler baskilama yontemiyle gelistirilecek bu GAG
secici kromatografik kolon dolgu materyali sayesinde GAG ayriminda tayin isleminin
basitlestirilmesinin yani sira ¢ok sayida ve diisiik 6rnek hacmiyle calisilabilmesi,
yiiksek secicilik ve farkl bilesiklerin oldugu karmasik viicut sivilarindan ayirim gibi
yaygin kullanimi artiracak avantajlar yakalanmigtir. Sonugta, bu yontemle idrarda
GAG tayinlerinin 6nemli oldugu hastaliklarda hastanin tani ve izleminde 6nemli bir
Olgim kolayligi saglanarak saglik alaninda katma bir deger elde edilmesi
beklenmektedir.



1. GLIKOZAMINOGLIKANLAR

Glikozaminoglikanlar proteoglikan olarak adlandirilan hiicreler arasi alanda bol
olarak bulunan molekiillerin polisakkarit bilesenleridir ve karbohidrat igerikleri total
proteoglikan molekiil agirligmin %60-90’ 11 olusturmaktadir. Viicutta en fazla
bulunan heteropolisakkaritler olan proteoglikanlarin yapisinda, temel proteoglikan
birimi olan ‘core protein’e (¢ekirdek protein) kovalan olarak baglanmis bir ya da daha
fazla glikozaminoglikan (GAG) zinciri bulunmaktadir (Sekil 1).

Proteoglikan

Ekstraseliiler Matriks Protcoglikan Koniveksi K}’"f‘ﬁ"
* Ekstraseliiler bosluk § e Fibriller
* Bag doku /

/ ) Polisakkarit
* Membran baglantilar ‘

g %

Fibroz Proteinler Jelimsi Matriks
(Kollajen ve Elastin
Fibriller)

Ekstraseliiler
Matriks

$

Serbest ya da proteoglikan

o intraseliiler
olusturan GAG’lar

Matriks

Sekil 1. Proteoglikan genel yapisi ve GAG’larin ekstraseliiler matrikste yerlesimi

GAG’lar amino ve tronik sekerler igeren tekrarlayan disakkarid birimleri olup
dallanmamuis bir polisakkarit yapidadirlar. igerdikleri seker grubu, gruplar arasindaki
baglant1 tipi, siilfat gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore; hyaliironik asit (HA),
kondroitin siilfat (CS), dermatan siilfat (DS), heparan stilfat (HSA) ve keratan siilfat
(KS) gibi farkli sekillerde adlandirilirlar (1,2).

1.1. GAG’larin Biyolojik Onemleri Ve Hastaliklarla iliskileri

Kimyasal olarak biiyilk lineer polisakkaritler olan ve tekrarlanan seker
birimlerinden olusan GAG’larin birincil konfigiirasyonunda amino sekerlerden, N-
asetilglukozamin (GIcNAc), N-asetil galaktozamin (GalNAc) ve ironik asit
bulunmaktadir. (Sekil 2). Bu GAG birimlerinden CS ve DS (kondroitin siilfat B),
GalNAc ve iironik asitlerin B(1=2»4) ya da f(1=>3) baglar ile baglanmasi sonucunda
meydana gelir.



Tekrarlanan
Glikozaminoglikan birimleri

Uronik Asit Glikozamin

D-glukuronik asit
Veya
L-iduronik asit

N-asetilglukozamin
Veya
N-asetilgalaktozamin

Glukozamioglikan diasakkarit yapisi

Glukozaminoglikan GAG

Sekil 2. GAG’larin tekrarlanan disakkarit yapilar

CS ayrica glukuronik asit ve 4-O-siilfatlanmis ya da 6-O-siilfatlanmis birimler

icerir. DS’nin yapisinda ise GalNAC yani sira L-iironik asit seklinde tironik asit birimi
bulunur (Sekil 3) (3,4).

HSA ve heparin GAG iiriinleri ise kompleks heterojen tekrar eden seker iirtinlerini
( L-tironik asit ve siilfatlanmig GICNAC birimleri) igerir (Sekil 3). Siilfatlanma derecesi
ise her monosakkaritte 0-3 siilfatlanma seklindedir. HSA, heparinden daha az
stilfatlanir (5).
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Glukuronat N-asetil galaktozamin L-iduronat N-asetil-D-galaktozamin- L-iduronat N-siilfo-D-glukozamin 6-
4siilfat stilfat
cs DS HSA
B(1>3) ve B(1>4) Baglantilar a(1>3) ve o(1>4) Baglantilari a(1>4) Baglantilary

Sekil 3. CS, DS ve HSA disakkarit birimleri kimyasal gosterimi



KS tironik asit icermemesi nedeniyle diger GAG’lardan farklidir. Bu durumda bu
molekiiller bazen N veya O bagi ile proteinlere baglanabilmektedirler.

GAG iizerindeki siilfat ve tironik asit gruplart GAG molekiiliine negatif yiiklii bir
cevre kazandirmaktadir. Boylelikle katyon ve su baglanmasi kolaylagmis olup yiiksek
miktarda su tutabilen molekiil, koyu kivamli jel bir matriks yapis1 olusturur.

GAG molekiilleriyle iligkili bozukluklar, cogu zaman genetik gecislidirler ve
membrana bagli GAG’larin yikiminda gorev alan lizozomal hidrolaz grubu enzimlerin
eksikligi sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (Tablo 1).

Tablo 1. Degisik MPS’larda goriilen klinik hastalik tablosu, iligkili sendrom,
lizozomal enzim eksiklikleri ve biriken GAG tipleri (6)

Hastalik Sendrom Enzim Eksikligi GAG Tipi
MPS | Hurler/Scheie a-L-iduronidaz DS/HSA
MPS 11 Hunter Idronat-2-siilfataz DS/HSA
MPS 111 A | Sanfilippo A Heparan N-siilfataz HSA
MPS 111 B | Sanfilippo B N-asetil-a-D-glukozaminidaz HSA
MPS 111 C | Sanfilippo C Asetil-CoA:a-glukozaminid N-asetiltrasnferaz HSA
MPS 111 D | Sanfilippo D N-asetilglukozamin-6-siilfataz HSA
MPS IV A | Morquio A Galaktozamin-6-siilfataz KS/C6S
MPS IV B | Morquio B B-galaktozidaz KS
MPS VI Maroteaux-Lamy | Arilsiilfataz B DS
MPS VI Sly B-glukuronidaz DS/HSA/C6S
MPS IX Hiyallironidaz Hiyaliironidaz -
eksikligi

Iskelet bozukluklari, makrosefali, konusma, 6grenmede bozukluk, anormal sag
gelisimi, kornea bulanikligi, hepatosplenomegali, pndmoni, zihinsel gerilik gibi
belirtilerle seyreden ve lizozomal depo hastaliklar1 arasinda 6zel bir grup olan
mukopolisakkaridozda (MPS) temel patoloji, yikilamayan GAG’larin lizozom
igerisinde birikmesi ve idrarla yiiksek miktarda atilimidir (7-10). Bu nedenle, bu
olgularin tan1 ve izleminde, idrar GAG 6l¢limii son derece 6nemlidir, ancak bu seker
tiirevlerinin yiiksek polariteleri ve mikroheterojeniteleri analizlerinin de oldukca zor
olmasina yol agmaktadir. MPS’lerin tan1 asamasinda, ilk basamak olan ve 6nemli bir
yer tutan idrar total GAG ekskresyonunun 6l¢iimii i¢in bugiine kadar bircok metot
gelistirilmis olmasina ragmen bunlarin yiiksek maliyet, secimlilikte diisiik sonug
vermis olmasi gibi kisitliliklari yeni yontemlerin gelistirilmesine olan gereksinimi
ortaya ¢ikarmaktadir (11).



Ozellikle son yillarda, idrar GAG tayininin MPS’lerin tayin ve izleminde
kullanilmalar1 disinda, degisik hastaliklarda bir belirteg olarak kullanilabilecegini
gosteren calismalar da yayimlanmistir. Uriner sistemi ilgilendiren bir ¢ok durumun
(kronik bobrek rahatsizliklari, renal fibroz, glomeriiler filtrasyon sorunlari, mesane
tas1, vb.) (8,12), basta meme ve akciger kanserleri (13) olmak iizere bir¢ok kanser
tirtiniin (14,15), hipertansiyon ve diyabetin patofizyolojisinde GAG’larin 6nemi
ortaya konmus ve idrar GAG 0l¢iimiinlin erken tan1 ve izlemde 6nemli bir belirteg
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Tiim bunlar, GAG analizi i¢in yeni, spesifik ve kolay uygulanabilir yontemler
gelistirilmesine olan gereksinimi ortaya koymaktadir. Mevcut olan gereksinimden
yola ¢ikan bu calismada, molekiiler baskilama yontemiyle GAG’a spesifik segici
polimerlerin hazirlanmasim1  hedeflenmistir. GAG’larin  kimyasal yapilarindaki
benzerlikler, analiz sirasinda ayrilmalarini da giiclestirmektedir, bu nedenle oncelikle
bu molekiilleri se¢cimli olarak ayirmak ve sonrasinda Olgmek ic¢in, kromatografik
ayirma tasarlanmistir. Bu kisimda her bir GAG’in se¢imli olarak ayrilmasi igin
kromatografik ayirmanin giiciinii artirabilecek bazi modifikasyonlar yapilmistir.
Sonugta elde edilen GAG’a spesifik segici polimerlerin bos bir kromatografi kolonuna
dolgu materyali olarak yerlestirilmesi aracilifiyla, GAG tayininde ayrim isleminin
hizlandirilmas1 ve daha segici bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

1.2. Kromatografik GAG Ol¢iim Yoéntemleri

Kromatografi maddelerin kimyasal 6zelliklerine gore kati bir faz tizerindeki
hareketleri prensibine dayali bir ayirma yontemidir. Bu yontem ile molekiiller polarite,
¢Oziiniirliik ve biylikliigiine gore ayrilabilirler. Yapilan kromatografik calismalara
gore, GAG’larin 6l¢iimleri gogunlukla enzimlerle GAG’larin degradasyonu sonucu
elde edilen fragmanlarin analizine dayanmaktadir (10,16,17). GAG materyalleri
genellikle biiyiikk kiitlede molekiiller oldugundan, enzimatik olarak degradasyon
sonucu elde edilen GAG fragmanlarinnin HPLC (18), MS/MS (16) ile analizi ya da
pargalanmadan direkt olarak TOF (19) ile 6l¢iimleri gerceklestirilmistir. Her ne kadar
GAG olgtimleri HPLC sisteminde fragman {izerinden yapilsa da kesin sonug, tironik
asit veya glikozamin iizerinden verilen rolatif 6l¢iime dayanmaktadir (17).

Bu yontemler ¢alisir ve hizli olsalar da 6zellikle ayirmada sorunlar yasanmaktadir.
Ornegin DS ve CS pikleri birbirine gok yakin zamanlarda gelmektedir, bununla birlikte
¢ozeltideki diger yiiksek polarliktaki sekerlerin ayrilmasi da zorluk g¢ikarmaktadir
(11). Gorildugi gibi aymrma kismindaki zorluk en biiyilk dezavantaj olarak
goriilmektedir. Bu dezavantajdan yola ¢ikarak, ayirmayi daha secici hale getirmek icin
kromatografik kolon dolgu materyalimizde bazi modifikasyonlar yapilmistir. Buna
gore HSA, DS ve CS i¢in ayn ayn affiniteye sahip kromatografik kolon dolgu
materyalleri, molekiiler baskilama teknolojisi ile gelistirilmistir. Sonucta, , degisik
GAG’lara spesifik gelistirdigimiz kolon dolgu materyali HPLC sisteminde GAG
tiirlerini ¢ok secici bir sekilde ayirabilen bir 6n asamanin olugmasina izin vermistir.



1.3. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama teknolojisi (MIT) karmasik ve kompleks ¢6zeltilerin i¢inde
bulunan belli bir molekiiliin ii¢ boyutlu yapisina uyacak oyuklari bir polimer tizerinde,
iiretme teknolojisidir. Diger bir deyisle, molekiiliin “parmak izi” istenilen bir polimer
molekiilii tizerine olusturulur. Boylelikle sadece bu molekiiliin girebilecegi oyuklari
igeren polimerler yapay reseptorler olarak da kullanilabilmektedirler. MIT, molekiiler
tanima, kataliz, kromatografik ayirma, kimyasal tanima gibi farkli isleri farkli
¢ozgenlerde gerceklestirebilmektedir (20-22). Olusturulmak istenen yapay polimerik
reseptdriin monomerlerinin kimyasal yapisi tamamen baglanmasi istenen hedef
molekiille etkilesime girecek fonksiyonel grup veya gruplar icermesine gore segilir.
Ornegin bizim sistemimizde kullanilan polimer molekiillerinin monomerleri pozitif-
noétral gruplar iceren monomerler arasindan se¢ilmistir. Boylelikle negatif yiikli GAG
polisakkaritlerini 1iyonik olarak c¢ekebilecek kapasitede molekiiler baskilanmis
polimerler (MIP) elde edilebilmektedir. Kullandigimiz monomer molekiili GAG
molekiillerinin polar gruplari ile etkilesime girerek, onlar1 g¢evreler ve ardindan
polimerizasyon reaksiyonu ile polimerlerin i¢inde GAG oyuklari olusturulur. Daha
sonrasinda GAG’larin polimerden uzaklastirilmasi gergeklesir. Sonrasinda ise
tizerinde spesifik oyuklar olusmus olan bu polimerler GAG molekiiliinii segici bir
sekilde taniyabilir ve baglayabilirler (23-25).

MIP’lerin olusumu 3 adimda 6zetlenebilir (26):

a) Hedef (kalip) molekiil ile polimerize olabilecek fonksiyonel gruplara sahip
monomerler arasinda kovalent/kovalent olmayan etkilesimlere dayali kompleks
olusumu-Bu adimda monomerler, kalip molekiil etrafin1 sararak pre-kompleks
olusturulur.

b) Ortamda bulunan polimerizasyon ajanlar1 (porojen, ¢capraz baglayici, insiyator)
ile kalip-monomer etkilesimi artirilarak polimer igerisinde kalip molekiiliin baglanma
bolgeleri (kalip molekiile spesifik bosluklar) olusturulur.

¢) Kalip molekiil uygun yontemler ile (¢6zgen ekstraksiyonu, hidroliz) polimerden
uzaklagtirtlir. Tekrar ortama konuldugunda ise bu baglanma bdlgelerine yeniden
baglanir (Sekil 4.).
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Sekil 4. Sematize edilmis MIT

MIP’ler kullanim alanlarina goére farkli polimerizasyon yontemleri ile farkli
boyutlarda hazirlanabilir. MIT, kalip molekiilin polimer molekiile tutunmasi
esnasinda hem kovalent hem de non-kovalent etkilesimlerle molekiiler baskilanmis
polimerler olusturulabilmektedir. Bu her iki kalip-polimer etkilesimi ile oyuk
olusturma yonteminin hem avantajlari, hem de dezavantajlar1 mevcuttur (21).

Non-kovalent olarak modifiye edilen polimerlerin hazirlanmasi ve kalibin
yiizeyden uzaklastirilmasi sorunsuz bir sekilde gerceklestirilebilmesine ragmen
molekiiler gruplarin birbiri ile etkileserek olusturduklar1 yapt homojen bir 6zellik
gostermez. Bu durum, kullanilan kalip molekiilin baskilanma &ncesindeki
dagilimindan kaynaklanmaktadir. Olusan yapida non-kovalent etkilesimler olan
iyonik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar
gorev alirlar. Bu da, molekiiliin farkli yonelme bi¢imleri ile polimere baskilanmasi ve

bunun sonucunda da istenmeyen molekiillerin oyuklara girebilmesi gibi sonuglara
neden olabilir (24,27,28).

Kovalent yaklagim ile hazirlanmig baskili polimerlerde ise, sonugta kovalent bir
yapt meydana geldiginden se¢imli baglar ile homojen ve kararli bir son {riin elde
edilebilmektedir (22,23,26,29). Bu yontemdeki dezavantaj, kovalent bagin giicii
nedeniyle kalip molekiiliin uzaklastirilma adiminda karsilasilan giigliiktiir. Y6ntemin
en 6nemli avantaji1 ise canlilardan elde edilen tanima molekiillerinden daha kolay ve
ucuz olarak polimer iiretilebilmesine olanak tanimasidir. . Son yillarda oldukga fazla
ilgi ¢eken alanlardan olan MIP iiretiminde bu nedenle kovalent yaklasim tercih
edilmektedir.



1.3.1. Molekiiler Baskilanmis Polimerleri Hazirlama Yontemleri

MIP’ler temelde y1gin (bulk), siispansiyon, emiilsiyon, presipitasyon olmak lizere
farkli tekniklerde iiretilirler (30).

Y1gin polimerizasyonda, monomer ¢Ozeltisine baslatic1 (inisiyator) eklenerek
termal veya radyasyon etkisi ile polimerizasyon gergeklestirilir. Elde edilen
polimerlerin boyutlar1 birbirinden farkli oldugundan ve polimer fragmanlari nemli ve
topaklar halinde elde edildiginden, ardisik bir 6giitme islemi gereklidir. Bu 6giitme
isleminin polimerin yapisini1 bozabilmesi, yontemin dezavantaji olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte bu teknikte polimerlerin biiyiikk boyutlarda sentezlenmesi bir
avantajdir.

Stispansiyon ~ polimerizasyonunda  heterojen  radikal = polimerizasyonu
gerceklestirilir, yani monomerler ve kalip molekiil sivi faz iginde karistirilirarak
homojen form elde edilir. Ardindan bu homojen monomer ¢6zelti, baslatici ile
karistirtlirarak heterojen kiirecikler olusturulur. Bu polimerizasyonda kiireciklerin
boyutlarinin kontrol edilememesi bir dezavantaj olarak bildirilmistir.

Emiilsiyon polimerizasyonu, adindan da anlasilacagi gibi, hazirlanan monomer ve
sirfaktanin  emiilsiyon seklinde damlaciklar olusturarak polimerlesmesiyle
gerceklestirilir. Polimerizasyonda her ne kadar emiilsiyon ismi kullanilsa da, bu
yontemle suda ¢oziinlir polimerler de Tretilebilmekte, ancak ilk hazirlanma
asamasinda monomer ve slirfaktan emdiilsiyon goriinimii verdiginden bu adi
almaktadir. Suyun varligt monomer-kalip molekiil etkilesimlerini degistirir (31). Bu
yaklagimla, yiiksek hizlarda {tiretim gergeklestirilebilmekte ve yontem esnek
maddelerin hazirlanmasinda da kullanilabilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan teknik olan presipitasyon polimerizasyonunda ise, yigin
polimerizasyonundan farkli olarak yiiksek oranda ¢6zgen materyal kullanilir ve
uniform kiirecikler elde edilir. Bu da sonugta, homojen tanima yiizeyli mikro
kiirecikler olusumuna olanak saglar. Bu sekilde hazirlanan polimerlerin basinca
dayanikli olmasi ve kromatografik teknikler gibi yiiksek basingli ortamlarda
bozulmadan kullanilabilmesi rahat kullanilabilirliginin en 6nemli avantajlaridir (32).

1.3.2. Molekiiler Baskilamanin Kromatografide Kullanim

Kromatografi bilindigi gibi maddeleri, kat1 bir faz {izerindeki hareket hizina ve
etkilesimine bagl olarak yapilan bir ayirma-saflastirma-deristirme yontemidir. Bu
yontemde kat1 bir faz {izerine gonderilen sivi faz icerisindeki molekiiller, kat1 faz
tizerindeki veya igerisindeki hareketlerine bagl olarak ayrilmaktadir. Kromatografik
metotlarda ayirma islemi madde-kat1 faz etkilesimi prensibine dayanir. Buna gore
madde yilizeyde adsorplanabilir, dagilabilir, kati faz tizerindeki madde ile yer
degistirebilir, elenebilir veya spesifik tutunabilir (affinite).

Buna bagli olarak se¢imliligin en fazla oldugu ayirma yontemi ise siiphesiz affinite
kromatografisidir. Bu yontemde ayrilmasi ve analiz edilmesi istenen molekiil, kat1 faz
tizerindeki secici kisimlar ile baglanarak icerisinde bulundugu karigimdan ayrilir,
sonrasinda ise bu bagi bozmak suretiyle ayrilmasi istenen molekiil ylizeyden
uzaklastirilir, analiz edilir veya konsantre edilir. Bu secici baglanmaya en onemli
ornek antikor-antijen etkilesimidir. Bu etkilesim ne yazik ki affinite ayirmasinda son
derece yiiksek maliyetli, ¢6zgenden etkilenen bir sistemdir. Bu dezavantajlar daha



uygun bir yontem arayisini getirmistir. Bu nedenle hem zorlu kosullara adapte
olabilen, hem de se¢imli &rnek analizlerine olanak saglayabilen MIP’ler iiretilerek
kromatografide kullanilmaya baslanmuistir.

Gliniimiizde kat1 faz ekstraksiyonunda molekiiler baskilama(MISPE; molecular
imprinting in solid phase extraction),kromatografik sistemlerde hem online (dogrudan
bir analitik cihaza bagli) hem de offline (ekstraksiyon analitik cihaza baglanmadan)
olarak ayirmada kullanilmaktadir (20). Kromatografideki kat1 faz ekstraksiyon (SPE;
solid phase extraction) materyali direkt molekiiler baskilanmis materyalin kendisi
olabildiginden, kromatografik kolonlu sistemlerde rahatga kullanilabilme, kolay
iretim gibi kolayliklar nedeniyle sistem daha avantajli hale gelmektedir.

SPE son yillarda kiigiik miktarlardaki maddelerin konsantrasyonlarinit saptamak
icin son derece uygun ve kullanisl bir teknik olarak laboratuvarlarda yerini almistir.
Kolayligi ve ¢ok yonlii kullanilabilir olmast nedeniyle en c¢ok kullanan
prekonsantrasyon teknigi olarak yer almaktadir. Molekiiler baskilama ve kati1 faz
ekstraksiyonunun birlestirilmesiyle kalip molekiiliin yapisal analogu bir reseptor, kati
faz ylizeyinde olusturularak ekstraksiyon islemi kolaylastirilmigtir. Cok farkli
matrikslerde bile yiiksek seg¢icilik 6zelligi ile 6ne ¢ikmaktadir.

Cogu MISPE uygulamasi, off-line sistem olarak gelistirilmektedir, boyle bir sistem
sadece donanim kolayligindan degil, yikama kosullarinin da kolay olmasi ve
enstriimanlarin analitik olmasina gerek kalmadan ¢ozelti ve deney kosullarina kolay
adapte olabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Online sistemler ise dogrudan
sisteme baglanarak analitik bir kromatografik kolon materyali olarak kullanilmaktadir.
Online sistemlerde kontaminasyonun Oniine gegebilmeye ve 6rnek hazirlanmasina
gerek duyulmamaktadir. Online sistemlerin bu avantajlarina ragmen yine de offline
sistemler en fazla kullanilan sistemlerdir. Her iki sistem de kati1 faz ekstraksiyonunda
ayn1 teknik sirasina gore islevlendirilir. Sistemde kolonda akis i¢in vakum kullanilir
(Sekil 5.).
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Sekil 5. MISPE kolonu kromatografik prosesi



1.4 Tandem Kiitle Spektrometresi (MS/MS)

Kiitle spektrometresi, maddelerin gaz fazindaki iyon hallerinin, kiitle yiik oraninin
olgtilmesi tizerinden analiz etme yontemidir (11,33). Kiitle spektrometresi maddelerin
elemental izleri lizerinden madde analizi gerceklestirir.

Tandem kiitle spektrometresi ise dl¢iilmesi istenen iyonun hem gergek kiitlesi, hem
de bu iyonun pargalanmasi ile olusan iyonun Ol¢lilmesine dayanan ¢ift kiitle 6l¢iim
yontemidir. Boylelikle par¢alanmasi istenen iyon secilebilir ve sadece bu iyonun yavru
iyonu lizerinden parcalanma gerceklestirilebildiginden segici 6l¢iimler yapabilir.

Bu calismada, gelistirilen kromatografik kolon dolgu materyalinin GAG
seciciligini degerlendirmede kullanilan kiitle spektrometresi, ESI-MS/MS, yani
Electrospray lonization (ESI) (Sekil 6), Atmospheric Pressure lonization (API)
tirtidiir. ESI yonteminde iyonlastirilarak ugucu hale getirilen partikiiller, kapillerden
gectikten sonra ayrilirlar. Bu ugurma iyonlarin kiitle dedektorii ile dlgiilebilecek hale
getirilmesini saglar.

Buharlastirma
+ Kapiller Bolumu
/ +

Sekil 6. Sematik ESI
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Sekil 7°de tandem kiitle spektrometresindeki analitik kisimlar1 verilmistir.

API Gas Analyser Collision Gas
E I I P
‘ D FT Detector (PMT)
Dﬁoivauun Gas e - ~e °
. 4
Probe Capigary - (0]
A Phosphor
Cone — Extractor Entrance Exit .:.
G G
LI E—
(ﬂ—"m@:}—e@ [
Souree lon Guide Qusdupole  T-VAVE Collsion Cell Quadrupole
K Collision Energy L M
fyonlasmayan iyonlann M/Z Filtresi istenilen Digmdaki

Cikisi Iyonlarm Cilast

Sekil 7. Sematik Water-TQD MS/MS kisimlari
1) Prob: Ornegi desolvasyon gazi ile buharlastirarak sisteme aktaran kisim

2) Desolvation: Ornegi belli bir sicaklikta inert gaz ile vakumda aerosol hale
getirerek kaynak kismina spreyleyebilen kisim

3) Kapiller: Kiitle spektrumuna baglanan koni seklinde kisim (buharlasmis iyon
damlaciklarini uygulanan voltaj ile kii¢iik iyonlara ayristirir)

4) Koni: Belli bir potansiyel olusturarak iyonlar1 ikincil olarak yiikleyen kisim
5) Kaynak: Prob ucu ile kapiller kismin1 igeren vakumlanmis bolge

6) API Gazlari: Atmospheric Pressure Ionization (API) kismi ( desolvasyon
gazlariin kaynaga verilmesini kontrol eder)

7) Desolvation Gas: Ornek molekiillerinin gaz fazina ¢dziinmesini saglayan inert
gaz

8) Extractor: Belli m/z oranina sahip kiitlelerin elektriksel alanda ayirma islemini
gergeklestiren kisim

10) 1. Analizor: Bu kisimda iyonlar par¢alanmadan kendi kiitlelerinde analiz
edilerek m/z oranina gore olciiliir.

11) Collision Gas: Bu kisim MS/MS 6lglimiinden 6nce iyonlari Argon gazi ile
parcalayarak yavru iyonlaria ayirir.

14) Quadrupole (MS1): Pozitif veya negatif elektriksel alan olusturan dortlii metal
cubugun olusturdugu, istenilenin disindaki iyonlarin detektére ulagmasini
engelleyecek elektriksel alan olusturan kisim

15) Collision Cell: Iyonlar1 Argon gazi ile yavru iyonlara parcalayan kisim
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16) Quadrupole (MS2): MS1 modiiliiniin aynisidir, hedef yavru iyon disindaki
iyonlar saptirir.

17) Dynode: Elektron ¢oklayict bir elektrottur, sinyalin artirilmasinda kullanilir.

Bu analizdriin ¢alisma prensibine gore ana iyonlarindan yavru iyonlari segebilmek,
spesifik ve duyarli 6l¢timler yapabilmek miimkiin olmaktadir.

Idrarla atilimlar1 gesitli hastaliklarin tanis1 ve prognozunda &nemli yer tutan
GAG’larin yiiksek polariteleri, biiylik ve benzer kiitleleri nedeniyle analizleri oldukga
sorunludur. Bu molekiillerin dogru analizi ancak oncelikle idrardan segici bir sekilde
ayrilmalariyla miimkiindiir. Bu gereksinime yonelik olarak, bu ¢alismada GAG’lar
idrarda segici bir sekilde ayirabilmek icin molekiiler baskilama teknolojisi ile
hazirlanmis kromatografik kolon dolgu materyalleri gelistirilmis ve bu materyaller
HPLC kolonlarina doldurarak, kolonlarin GAG’lara segicilikleri kiitle spektroskopisi
ile test edilmistir. Molekiiler baskilama teknolojisinin biyomedikal alanda kullanimi
ile idrarda GAG tayinleri se¢imli bir sekilde yapilabilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu c¢alismada kullanilan tiim kimyasal maddeler (MS grade) Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir.

a)

b)

d)

Idrardan GAG saflastirma materyalleri

Etanol

Setilpiridinyum Kloriir

Sodyum Kloriir

Saf Su

40 numara Whatman Kagidi

Kurutma i¢in Memmert marka inkiibator

Santrifiij Niive NF-1200

Molekiiler baskilama prosesi materyalleri,

Heparan Siilfat (HSA)

Kondroitin Siilfat (CS)

Dermatan Siilfat (DS)

Akrilamid (Monomer)

Trimetilolpropan Trimakrilat: TRIM (Capraz baglayici)
Azobisizobiitironitril: AIBN (Polimerizasyon baslatici, Inisiyatdr)
Asetonitril (Porojen, Polimerizasyon sivist)

Santrifiij Niive NF-1200

GAG kimyasal par¢galama materyalleri

Metanolde ¢oziilmiis 3 Molar Hidroklorik asit ¢ozeltisi
Yan reaksiyonlar1 6nlemek i¢in 2,2-dimetoksipropan
Kurutma i¢in azot (N2) gazi

10mM susuz Amonyum asetat

Thermo Scientific HAAKE Calkalamali Su Banyosu
Kromatografi ve Kiitle Spektroskopisi Materyalleri

HPLC yiiriitiicti faz: Metanol
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e HPLC eliisyon fazi: Asetikasit:Metanol(4:1), V/V
e HPLC Pompasi: Shimadzu LC-6AD HPLC pompasi
e Kromatografik kolon: Waters X-Bridge HPLC kolonu (4,6mm x 1,6mm)

e Tandem Kiitle Spektrometresi: Waters Xevo-TQD Tandem Quadrupole
MS

Calismada kullanilan idrar &rnekleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi,
Saglikli Cocuk Poliklinigi’ne rutin kontrol i¢in gelen 0-3 yas aras1 5 saglikli ¢ocuktan
elde edilmistir. Calismaya alinmada dislama kriterleri sunlardir: bdbrek
fonksiyonlarinda bozukluk, idiyopatik hipertansiyon, tiriner sistem enfeksiyonu, Tip 1
diyabet, Saglikli ¢ocuklardan alinan 24 saatlik idrar Ornekleri, pool seklinde
birlestirilerek bekletilmeden GAG saflastirma islemi uygulanmstir.

Calisma icin EUTF Etik Kurulu’ndan 14.05.2015 tarih ve 15-4.1/17 karar numarali gerekli
izinler alinmistir. Ebeveynler caligsma protokolii tarafindan ayrintili olarak bilgilendirilmis ve
Goniillii Olur Formuyla izinleri toplanmustir.

2.2.Yontem

2.2.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ve GAG’larin  Kimyasal
Parcalanmasi

e Ug farkli eppendorf tiiptinde HS, DS ve CS glikozaminoglikanlar1 1 mgr
olacak sekilde tartilmistir

e Her birinin lizerine 1 mL 3M Metanolik HCI ¢6zeltisi ve yan reaksiyonlari
onlemek icin 50pL 2,2-dimetoksipropan eklenerek GAG’lar, 65°Cde 75
dakika kimyasal par¢alamaya tabii tutulmustur

e Kimyasal par¢alamadan sonra, tiiplerden kurutuluncaya kadar azot gazi
gecirilmistir

e Kurutulan her bir GAG ¢dzeltisi, ImL 10mM susuz amonyum asetatta
coziilerek Img/mL olarak sekilde hazirlanmistir

o Kiitle spektroskopisinde standart grafiklerin hazirlanmasi igin bu ¢ozelti
1000 kat seyreltilmistir.

2.2.2 GAG Saflastirilmasi

Saglikli ¢ocuklardan alinan 24 saatlik idrar Ornekleri bekletilmeden GAG
saflastirma islemi uygulanmistir. Bunun igin,

e Idrar 6rnegi (10 mL) No 40 Whatman kagidindan gegirilerek kat1 ve
bliylik partikiiller siiziilmistiir

e Ustiine %10’luk 608 pL Setilpridinyum Kloriir (CPC) eklenmistir

e Oda sicakliginda 24 saat bekletilerek GAG molekiillerinin ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir
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24 saat sonunda 500 x g’de 30 dakika santrifiijlenerek GAG’lar
¢Oktliriilmiigtiir

Pelletler 15 mL 0,05% CPC ile yikanmistir

Yikanan pelletlerin {izerine 2 mL 2M NaCl ¢ozeltisi ve etanol karigimi
(100:15) eklenerek ¢oziinme saglanmigtir

Cozeltinin iizerine 3 mL absoliit etanol eklenerek 4°C’de 24 saat
bekletilmistir

24 saat bekletilen 6rnek, 5000 x g’de 30 dakika santrifiijlenerek GAG
molekiilleri ¢oktiiriilmiis, ardindan o6nce % 70’lik etanolde 3 Kere,
sonrasinda da absoliit etanolde 1 kere yikandiktan sonra 50°C’de 24 saat
kurumaya birakilmistir.

Metanolde ¢oziilebilen drnekler 2000 kat seyreltilmistir.

2.2.3.Molekiiler Baskilanms Polimerlerin Hazirlanmasi, HPLC Kolonuna
Doldurulmasi ve GAG’larin HPLC Kolonundan Eliisyonu

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanmadan 6énce CS, DS ve HSA 1’er mgr
olacak sekilde tartilarak 50 mL’lik tiiplere alinmistir. Asagida yer alan GAG baskilama
islemlerinin tiimii GAG igermeyen kontrol polimeri i¢in de yapilmistir.

Tartilan GAG’larin iizerlerine 40 mL asetonitril eklenmis ve iyice
¢oziinene kadar calkalanmistir

Bu ¢ozeltilere, 4’er mgr akrilamid eklenerek akrilamidin de ¢oziinmesi
saglanmigtir

Akrilamid ve her bir GAG’1n bulundugu 3 tiipe 900’er pL ¢apraz baglayici
TRIM ve 10’ar mgr polimerizasyonu baglatict AIBN eklenmistir

Her 3 ¢ozelti de azot ile doyurularak oksijen uzaklastirilmasi
gerceklestirilmistir

Her 3 ¢ozelti de 65°C’deki sicak su banyosuna koyularak 18 saat termal
presipitasyon polimerizasyonu gergeklestirilmistir.

Polimerler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, siv1 faz atilmis ve ¢oken
polimerler 40°C’de firinda kurutularak ¢dzgen ugurulmustur

HPLC kolonuna doldurma isleminden &nce polimerler behere alinmistir,
kullanilacak HPLC kolonu akis yoniiniin tersindeki kismindan yani kolondan sivinin
ciktig1 kismindan agilarak doldurma islemi akis yoniiniin tersine dogru yapilmustir.

Kolon 6ncelikle asetonitrilde sonik banyoda inkiibe edilip temizlendikten
sonra, 60°C’de kurutulmustur

Polimerler mikrospatiil ile kolonlara doldurulmus, bir damlalik yardimiyla
azar azar 1slatilarak bu doldurma islemi gergeklestirilmistir, bu sirada ¢elik
bir ¢cubuk ile polimerler sikistirilmigtir

15



e Sikistirma isleminden sonra kolon 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek
polimerlerin sikistirilmasi saglanmistir

e Sonrasinda ise HPLC kolonu kapatilmis ve HPLC pompasina baglanarak
300 pL/dk metanol akist verilmistir, bu saatte 18 mL’ye tekabiil
etmektedir, yani kolon bir saat boyunca 18 mL yikanmistir. Kolonda geri
basing olusmayana kadar kolon doldurma islemi tekrarlanmistir.

HPLC kolonu doldurulduktan sonra kolondaki GAG baskilanmis dolgu
materyalinden GAG uzaklastirilmasi i¢in pompa sistemine 300 uL/dk ekstraksiyon
cozeltisi verilerek her 15 dakikada bir fraksiyonlar toplanmis ve bu fraksiyonlar azot
gazi ile kurutularak kimyasal par¢alamaya tabi tutulmustur. Yiizeylerinden GAG’larin
uzaklastirildigi kolonlara metanol akisi verilerek idrarda GAG Olglimii i¢in
sartlandirilmistir.

2.2.4. Kiitle  Spektroskopisinde @ GAG  Standart  Grafiklerinin
Infiizyonu(Bilesenlerin Optimizasonu) ve GAG Tayini

Kimyasal par¢alamadan sonra 10mM susuz amonyum asetatta ¢oziilen DS, HSA
ve CS fragmanlar1 ayr1 ayn kiitle spektroskopisine verilerek cone voltaji, collision
enerjisi, desolvation temperature, desolvation gaz akisi bu fragmanlarin maksimum
sinyal verdigi ayarlar olarak se¢ilmis ve tim GAG olgiimleri bu ayarlarda
gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise 1000 ng/mL’nin altinda standart grafikler
hazirlanmustir. Idrardan saflastirilan GAG 6rnekleri kimyasal par¢alamadan sonra MS
analizoriine verilerek standart pikleri ile ger¢ek ornek pikleri karsilagtirilmigtir.

Kiitle spektroskopisi dl¢ltimlerinde fragmanlarin MS/MS modunda par¢alanmasina
bagli olarak Ol¢iim sistemi optimize edilmistir. Par¢alanmayan fraksiyonlar SIR
(Selected lon Recording) yani MS veya MRM (Multiple Reaction Monitoring) yani
MS/MS modlarinda 6lgiilmiistiir. Her bir glikozaminoglikanin verdigi farkl
fragmanlarin konsantrasyonlar1 toplanarak her bir GAG’in konsantrasyon hesabi
yapilmistir.

2.2.5.Kromatografik Kolon Dolgu Materyallerinin Karakterizasyonu

HPLC kolonuna doldurulan dolgu materyallerinin karakterizasyonu igin
standartlar dolgu materyallerine yani kolonlara metanolde ¢oziilerek yiiklenmistir
Yiikleme isleminden sonra eliisyon sivisi verilerek kolonlardan her 15 dakikada bir
eliisyon sivisi toplanmis ve bu karakterizasyon islemleri eliisyon sivisinda GAG’larin
kiitle spektroskopisindeki kantitatif analizine gére yapilmistir.

Buradan kolon yikama siireleri, GAG tutma kapasiteleri, tekrarlanabilirlik, tekrar
kullanilabilirlik ve gergek Ornek denemeleri ile standart karsilagtirilmas: da
yapilmistir. Ayni islemler GAG baskilanmamis kolon i¢in de gerceklestirilmis fakat
GAG baskilanmamis kolon ile baskilanmis kolon karsilastirilmasi i¢in ilk eliisyon
cozeltisi verilmeden her 15 dakikada bir metanol yani yiikleme sivisindaki
miktarlarina bakilmistir.
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2.2.6.Gercek Orneklerin Kolona Uygulanmasi

Saflastirma islemlerinden sonra elde edilen GAG’lar 1 mL metanolde ¢oziilerek
HPLC pompasina bagl, yilizeyinden GAG’larin uzaklastirildigt kolonlara
yiiklenmistir. Yiikleme isleminde 1 dakika akis gergeklestirilmis, sonrasinda da
eliisyon ¢ozeltisi tutunan GAG’lar yiizeyden uzaklastirilmis ve her 15 dakikada bir
farkli tiiplere toplanan fraksiyonlar kimyasal pargalama isleminden sonra MS/MS
cihazinda analiz edilmistir.

2.2.7.Kiitle Spektroskopisinden Elde Edilen Veriler ile GAG Miktarlarinin
Hesaplanmasi

Kiitle spektrometresinde yapilan 6l¢iimler MassLynx kiitle spektrometresi arayiiz
programi kullanilarak karakterize edilmis ve GAG miktarlar1 buna bagli olarak
hesaplanmustir. Ornegin detektdrde olusturdugu sinyalin (Response) zamana bagl
olarak detektore gonderilen iyonlarin detektérde kalma siirelerine gore elde edilen
hiperbolik egrilerin altinda kalan alan hesaplanarak konsantrasyon hesabi
gerceklestirilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Sematik Target Lynx Kromatogram alan hesabinda kullanilan grafik (x;
dakika, y; sinyal %)
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3. BULGULAR

3.1. Kiitle Spektrometresi (MS) Optimizasyonu ve Standart Grafiklerinin
Hazirlanmasi

Kiitle spektroskopisinin optimizasyonu, kimyasal parcalamayla fraksiyonlara
ayrilan her bir GAG’1n kiitle spektroskopisindeki verdigi maksimum sinyal (responce)
degerine gore yapilmistir. Bu optimizasyonlarin sonucunda fraksiyonlar pozitif kiitle
spektroskopisi modunda (ESI+) gozlenmistir. Pozitif modda gézlenen fraksiyonlarin
verdikleri maksimum pikler 2,7eV kapiller voltajinda, 350°C desolvation sicaklig1 ve
650 L/saat desolvation gaz akis hizinda elde edilmistir. Buna gore Cone voltaji (eV),
ana iyon ve yavru iyonlarina pargalanan GAG fragmanlarinin m/z oranlari ile birlikte
Collision enerjileri (eV) de Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Olgiilen GAG fragmanlarmin ana iyonlar1 ve yavru iyonlarinm m/z
oranlari, Cone voltaji (eV) ve Collision enerjileri (eV)

Glikozaminoglikan Ana (Parent) iyon Yavru (Daughter) iyon

338,2(Cone: 52) -

Dermatan Siilfat (DS)
448,2(Cone:53) 258,2 (Coll:30)

448,2(Cone: 65) -

Kondroitin Siilfat (CS)

394,2(Cone: 40) 138,1(Coll:31)

637,3(Cone: 65) 581,3 (Coll: 35)
Heparan Siilfat (HSA)

663,5(Cone: 60) 551,3 (Coll: 27)

Bu verilerin 1518inda her bir GAG fragmani icin farkli standart grafikleri Tablo
3’teki konsantasyon araliklarina gore hazirlanarak kromatogramlar ile standart
grafikleri elde edilmistir (Sekil 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20).

Tablo 3. GAG’larin standart grafik araliklari ve 6l¢iim tipleri

Glikozaminoglikan m/z Olciim Tipi | Standart Grafik Aralig
338,2 SIR 0,12-500 ng/mL
Dermatan Siilfat (DS)
448,2 MRM 0,48-1000 ng/mL
448,2 SIR 0,06-1000 ng/mL
Kondroitin Siilfat (CS)
394,2 MRM 0,0075-1000 ng/mL
637,3 MRM 0,06-1000 ng/mL
Heparan Siilfat (HSA)
663,5 MRM 0,48-1000 ng/mL
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DS 448,2 Standart Grafigi
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Sekil 9 A ve B. A: 0,48-8 ng/mL B: 0,48-1000 ng/mL DS 448,2>258,2 MRM standart grafikleri
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1004

DS MRM m/z= 448,2>258,2
[DS(ng/mL)]=ResponFe(Area)/17,849 x2000(sf)

4

h

17.347.7 1000
10.123.23 500
4436 250
1.782.3 125
| 734.8 62.5
b 284.4 31,25
115.8 15,625
67.6 7.81
32.8 3,90
141 1,95
5.1 0,98
1.4 0.48
g 15 0 ‘TE 0.‘17 0.‘13 0 I19 0 I20 0.‘21 0.‘22 0 I23 O.‘24 O.‘ZS 0 IZE 0 I27 0.‘28 0.‘29 0 I30 0.‘31 0 52 0 53 0.‘34 0 I35 0.36 0.‘37 0.‘33 0 I39 0 110 0.‘41 0.‘42 0 113 0.114 O.‘45 0 I45 0 117 0.‘45 0.‘49

Sekil 10. DS MRM standart grafigi kromatogramlari, ve DS hesaplamasi
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Sekil 11 A ve B. A: 0,12-15 ng/mL B: 0,12-1000 ng/mL DS 338,2 SIR standart grafikleri
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100

DS SIR m/z= 338.2
[DS(ng/mL)]=Responce(Area)/78,084 x2000(sf)

oo
o

Sekil 12. DS SIR standart grafigi kromatogramlar1 ve DS hesaplamasi
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Sekil 13 A ve B. A: 0,0075-0,5 ng/mL B: 0,0075-1000 ng/mL CS 394,2>138,1 MRM standart grafikleri
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100

y
%

CS MRM m/z= 394,2>138,1

ng Responce(Area)
[CS (mL)] = Tiag  X2000(sf)
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14
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Sekil 14. CS MRM standart grafigi kromatogramlar1 ve CS hesaplamasi
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100
CS SIR m/z= 448,2
s (ng) Responce(Area) 2000
S )] 14260 *2000(s/)
14.090 4 1000
7.143 500
3.958 250
2.145 125
1208 62.5
732,68 31,25
332,239 15.625
o 220,117 7.813
74.4 3.91
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11.865 0.48
6.244 0,24
3,639 0.12
1,742 0.06
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Sekil 16. CS SIR standart grafigi kromatogramlari

1 Time
0.50

26



120000,
100000 *
g 80000 @ ;7
2
& 60000
a4
40000
20000
0 ’.,.-.

0

"
.
.

HSA 637,3 Standart Grafigi

4 1000
500
e 250

e 125

e 62,5

..... 31,25
15,625
7.813
e 3.91
1,95

y = 126,2x o

0,48

e R*=0,9971 0,24
0,12
0,06

2 3 4 5 6 7 8
HSA ng/mL

L
ot
.
.
.

.
o
o
.

200 400 600 800 1000
HSA ng/mL

Sekil 17 A ve B. A: 0,06-8 ng/mL B: 0,06-1000 ng/mL HSA 637,3>581,3 MRM standart grafikleri
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HSA MRM m/z= 637,3>581,3
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Sekil 18. HSA MRM standart grafigi kromatogramlari
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HSA 663,5 Standart Grafigi
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Sekil 19 A ve B. A: 0,48-8 ng/mL B: 0,48-1000 ng/mL HSA 663,5>551,3 MRM standart grafikleri
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1004

[HsA ()] =

HSA MRM m/z= 663,5>551,3
Responce(Area) 2000
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Sekil 20. HSA MRM standart grafigi kromatogramlari
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Standart grafikler, standart konsantrasyonunun kiitle spektroskopisindeki responce
degerine karst elde edilen degerlerin grafiklestirilmesiyle olusturulmustur.
Kromatogramlarda goriildiigii gibi CS ve DS kimyasal degradasyonu ile elde edilen
bir fragman ayn kiitle/ylik oranin1 vermistir. Genel yapisina bakildiginda da, bu
fragman tek bir karboksil grubunda farklanma gdstermistir. Her ne kadar bulunan
veriler 1s18inda, DS ig¢in hazirlanan kolonun DS’yi tutacagi aymi sekilde CS igin
hazirlanan kolonun da CS’yi tutacagi ve eliatlarda CS veya DS’ye
rastlanilmayacagindan emin olunsa da yine de kolonda adsorpsiyon ile tutulan CS veya
DS igin farkli Olgimler maddelerin kimyasal yonelimleri sonucunda Kkiitle
spektrometresinde elde edilmistir. Buna gore CS’nin 448,2 m/z oranindaki fragmani
MRM ol¢iimlerinde pargalanmamustir. Farkli Collision Enerji uygulandiginda ise yine
kiitle spektrometresi MS detektoriindeki sinyalinde bir azalma meydana gelmemistir.
Bu durumda, bu fragmanin iyonlasmadigini géstermektedir. DS’nin verdigi fragman
ise pargalanmig ve MRM sinyali olusturmustur. Dolayisiyla DS ve CS’nin 448,2 m/z
fragmanlar1 SIR ve MRM ol¢iimleri farkindan 6tiirli girisim yapmamakta ve ayri
olarak odl¢tilebilmektedirler. Buna gore 448,2 m/z fragmaninin par¢alanma iirtinleri ile
elde edilen MRM sonuglar1 SIR sonuglarindan ¢ikarilarak CS miktar1 hesaplanmigtir
(Esitlik 1).

Esitlik 1. [CS448,2(%)] = (Responcecsy — Responce(ps))x7,86

Tim GAG’larin hesaplanmasinda da verdikleri fragmanlarin konsantrasyonlari
toplam olarak hesaplanmis ve konsantrasyonlar total CS, DS ve HSA seklinde
verilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. GAG’larin konsantrasyon hesaplar1 (C: Konsantrasyon)

Glikozaminoglikan Hesaplama

Dermatan Siilfat A (DS) Cps a4s2 + Cps 3382
Kondroitin Siilfat (CS) Ccsaoa2 + Cesasg 2
Heparan Siilfat (HSA) Chsa 6373 + CHsa 6635

3.2.Polimerlerin Hazirlanmasi ve HPLC Kolonuna Doldurulmasi

Polimerler hazirlanirken, siilfat ve karboksil grubu iceren negatif yiiklii GAG
molekillerini non-kovalent olarak c¢ekebilecek bazik-n6tral monomer molekiilleri
arasindan, akrilamid segilmistir. Akrilamid yapisinda amin ve oksijen grubu ihtiva
etmesi ve pozitif yiik kazandirmasi nedeni ile (Sekil 21) aranilan 6zelliklere sahip
olmasi ve siklikla kullanilan monomer molekiillerden birisi oldugu icin se¢ilmistir.

O CHQ_H(I:
C=0
HzNJ\¢CH2 Lo |

Sekil 21. Akrilamid ve akrilamid polimerlerinin kimyasal gdsterimi
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Akrilamid polimerizasyonu, yontem kisminda anlatildig1 tizere presipitasyon
polimerizasyon yoOntemine gore gerceklestirilmis ve elde edilen polimerler
kurutulduktan sonra HPLC kolonuna doldurulmustur. Bu asamada elde edilen
polimerler uniform kiirecikler seklinde elde edilmistir. Boylelikle elde edilen
kiireciklerin sadece ylizeylerinde baskilanma gergeklestiginden polimerin igerisinde
gomiilen GAG molekiillerinin etkisi presipitasyon polimerizasyonu ile minimize
edilmis, hatta belki de sifirlanmistir. Akrilamid iizerindeki amid grubu
glikozaminoglikanlarin iizerindeki negatif yiiklii siilfat ve hidroksil gruplar ile
etkileserek GAG’larin gevresini sarmig, bu monomerler, TRIM c¢apraz baglayicisi
(Sekil 22) ve AIBN ile polimerlestirildiginde ise molekiiler baskilanmis polimlerler
elde edilmistir. Presipitasyon polimerizasyonu, kii¢iik uniform kiirecikler seklinde
olusturulabilmesi, esnek olmasi ve kolonun i¢inde homojen dagilabilme 6zelliginden
otiirii tercih edilmistir (21).
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Sekil 22. TRIM kimyasal yapisi

Polimerin esnek olusu da sivi basincina daha dayanikli bir kati faz ekstraskiyon
materyali saglamaktadir. Kromatografik cihazlarda basincin yiikselmesi de 6nemlidir.
Bu ¢aligmada, Sekil 23’te goriilen kolona polimerler doldurulmus ve HPLC pompasina
baglanmistir (Sekil 23). Pompa sisteminde geri basing olustugunda pompanin ara
yiiziinde hata olusmakta ve akis kesilmektedir, kolon doldurma islemine devam
edildiginde bir siire sonra kolonda bosluk kalmadiginda akis hata vermeden devam
etmekte, fakat basing kiigiik dalgalanmalar gostermektedir bu dalgalanmalar da
kolonun i¢inde bazi bosluklar olduguna isarettir.
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Akis Yonii

Sekil 23. Waters X-Bridge HPLC kolonu

3.3 Kromatografik Kolon Dolgu Materyallerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan kolonlara oncelikle standart DS, CS, ve HSA’ nin metanol ¢ozeltileri
500 ng/mL olacak sekilde yiliklenmistir. Yiikleme isleminden sonra eliisyon sivis;
metanol:asetikasit (4:1) verilerek 0,3 mL/dk akis altinda her 15 dakikada bir toplanan
fraksiyonlar farkli tiiplere alinmistir. Toplanan fraksiyonlardaki sivi faz, azot
yardimiyla kurutulmus, tizerine 3 M Metanolik HCI eklenerek kimyasal par¢alamaya
tabii tutulmustur, bu islemden sonra tekrar kurutularak susuz amonyum asetat (10mM)
cozeltisinde ¢oziilmistiir, bu ¢ozelti ayn1 zamanda yiiriitiicii faz olarak MS/MS
analizinde kullanilmigtir. Polimer ekstraksiyon zamanlari bu sivilarin analizine gore
yapilmistir.

Buna gore her polimerin eliisyon zamanlarini saptamak i¢in, kolon i¢inde hi¢ GAG
kalmayincaya kadar eliisyon yapilmis ve eliisyon zamanlari eliisyon sivisinda hig
GAG kalmayincaya kadar ol¢iilmiistiir. CS ve DS i¢in 45’inci dakikada fraksiyonlarda
GAG’a rastlanmamis, bu nedenle 30’uncu dakikadan sonra her 1 dakikada bir
fraksiyon toplanarak DS ve CS ig¢in sirasiyla 32 ve 38 dakika tameliisyon zamani
olarak belirlenmistir. HSA igin ise 60’inc1 dakikada eliisyon sivisinda HSA miktari
belirlenememis ve 45’inci dakikadan sonra her 1 dakikada bir 6l¢iim alinarak 54
dakika tam eliisyon zamani olarak belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. GAG se¢imli polimerlerin eliisyon zamani optimizasyonu

Polimer Yikama Siiresi

DS 32 dk/ Akis Hizi: 0,3mL/dk
CS 38 dk/ Akis Hizi: 0,3mL/dk
HSA 54 dk/ Akis Hizi: 0,3mL/dk

Polimerlerin yikama siiresi tespit edildikten sonra, 500 ng/mL standart 6rnek
uygulanan kolonlar tablodaki yikama siirelerine gore yikanarak tekrarlanabilirlikleri

33



hesaplanmistir. Buna goére sekil 24, 25 ve 26’daki tekrarlanabilirlik degerleri
gosterilmistir.

DS Tekrarlanabilirlik

600
500 ® °
L ]
[ ]
L4 L]
400 °
—
[= ng/mL
= 300 1 5123125
c 2 500,0841
w0 3 4752289
0 200 4 4471191
5 434,7088
6 429,3207
100 7 416,4344
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Uygulama Sayisi

Sekil 24. Ayni polimere 7 kez DS 500 ng/mL 6rnek uygulamast

CS Tekrarlanabilirlik

600
500 ®
¢ ” . [ ] [ ] ® °

400 CS ng/mL
T]; 1 557,77
= 2 496,35
2300 3 48464
W 4 476.85
& 5 46437
200 6 462,71
7 45527
8 453.13

100

0
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Sekil 25. Ayni polimere 8 kez CS 500 ng/mL 6rnek uygulamasi
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HSA Tekrarlanabilirlik

500 . . .
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Sekil 26. Ayni polimere 11 kez HSA 500 ng/mL 6rnek uygulamasi

Eklenen orneklere ve bulunan degerlere bakildiginda, kolon kullanimina baglh
olarak kolondan eliisyon zamaninin arttigi goriilmektedir. Bu, diisiintldigi tizere
kolonun doldurulma siireglerinden kaynaklanmaktadir. Akis hizinin ilk 6l¢iimden
sonraki her dl¢iim i¢in optimizasyonu bu sorunu ortadan kaldirabilir. Buna ragmen
molekiiler baskilanmis polimerlerin tutma kapasitelerinin %70’in lizerinde geri elde
edilebilmesi molekiiler baskilanmis polimerlerde uygun olarak goriilmektedir.
Hazirlanan kolonlarin verimliligine ve tekrarlanabilirligine bakildiginda en iyi
sonuclar sirasiyla CS, HSA ve DS kolonu seklinde bir siralamayla karsimiza
¢ikmaktadir. Bu kiyaslama, tekrarlanan 6l¢iimlerde polimerin tutma kapasitesindeki
azalmaya bagli olarak her {i¢ polimerin tutma kapasitesi sonuglarina gore kiyaslama
yapilmistir. Bu durumda polimerin kullanilmasi sonucunda eliisyon zamaninda da artig
goriilmesi olasidir.

3.4 Gercek Ornek Denemeleri

Gercek idrarlarda elde edilen GAG degerleriyle ilgili 6nceki c¢alismalarin
degerlerine bakildiginda, saglikli 0-3 yas aras1 saglikli gocuklarda HSA % 19,2 CS %
56,3 DS ise % 3,3 oraninda oldugu goriiliir (34). Miligram seviyelerinde bulunan bu
miktarlar i¢in idrar Orneklerinden elde edilen GAG’lar 2000 kat seyreltilmistir.
Standart grafikler de buna gore hazirlanmistir. Gergek 0rnek denemelerinde idrar
ornekleri yontem bdliimiinde belirtildigi gibi hazirlanmis ve metanolde ¢oziilerek
igerisine CS, DS ve HSA’nin her birinin 500 ng/mL konsantrasyon icerecek sekilde
standart eklenmis ve kolonlara yiiklenmistir. Sonrasinda da eliisyon s1vis1 uygulanarak
GAG’lar kimyasal parcalanmaya maruz birakilmis ve MS analizleri
gerceklestirilmistir. Tiiplerde toplanan eliisyon sivilari kiitle spektrometresinde analiz
edilerek kesin GAG miktarinin hesaplanabilmesi igin standart grafiklerle birlikte
idrarlar standart katma metodu uygulanarak hesaplama yapilmistir (Tablo 6). Pool
idrardan alinan o6rnek 6 kez sisteme verilmis standart sapma degerleri buna gore
hesaplanmustir.
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Tablo 6. Idrar 6rnekleri ve bulunan sonuglar, (Recovery) (n=6)

Eklenen GAG Standart GAG Bulunan GAG Idrardaki GAG
Standart GAG 500 ng/mL 504,214+18,02 ng/mL

Karigimi

Dermatan Siilfat (DS) | 500 ng/mL 514,2+21,8 ng/mL 14,2 ng/mL
Kondroitin Siilfat (CS) | 500 ng/mL 681,45+28,1 ng/mL 181,45 ng/mL
Heparan Siilfat (HSA) | 500 ng/mL 547,21+24,3 ng/mL 47,21 ng/mL

Bulunan sonuglara gore, standart GAG karisiminda % 0,8 birimlik Sl¢lim artist
meydana gelmistir. Diger idrar Slglimlerinde de farklanmalar meydana gelmistir,
karisimdaki farklanma, aymi ¢ozeltide bulunan GAG’larin matriks etkisi oldugunu
diistindiirmektedir fakat bu goz ard1 edilecek kadar azdir. Buna gore saglikli kisideki
GAG degerleriyle (ref) dl¢iimde bulunan degerler karsilastirildiginda, gelistirdigimiz
secici kolonla elde edilen degerlerin ¢ok benzer sonuglar verdigi gozlemlenmistir, bu
da MIP ile yapilan analizin dogrulugunun ve 6zgiilliiglintin ideale yakin oldugunu
gostermektedir.

3.5 Baskilanmams Polimerlerle GAG Analizi

Yontem bolimiinde belirtilen sekilde, GAG’larin baskilanmadigi kontrol polimeri
(Nonimprinted polymer-NIP) de benzer siiregle hazirlanarak bos kolonlara
doldurulmustur. Bu islemden sonra sisteme uygulanan 500 ng/mL’lik GAG karigim1
metanolde ¢oziilerek verilmistir. Baskilanmis kolonlarin aksine eliisyon fazi olarak
metanol uygulanmis ve tutma kapasiteleri asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. NIP Karakterizasyonu

GAG 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk
HSA 466 ng/mL 18 ng/mL 8 ng/mL 0
CS 483 ng/mL 4 ng/mL 0 0
DS 473 ng/mL 9 ng/mL 2 ng/mL 0

Elde edilen bu sonuglara gore baskilanmamis polimer farkli GAG’lara bir segicilik
gostermemistir. Polimerin pozitif yiiklii yapisi nedeniyle, adsorpsiyon gézlenmektedir.
Her ne kadar iyonik adsorpsiyon gozlense de NIP, MIP ile karsilastirildiginda kati-
fazda kolonda kalma siiresi (retention time) uzamis bu da 45 dk’arda 6rnek
goriilmesine yol agmistir. Sonug olarak, NIP’de spesifik bir ayirma gergeklesmemistir.
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4. TARTISMA

Bu calismada, idrar GAG’larinin ortamdan spesifik olarak ayristirilarak dogru
analiz edilmeleri i¢cin MIP yontemiyle segici bir kromatografik kolon gelistirilmistir.
Secilen 3 GAG (CS, DS ve HSA)’1n kimyasal degradasyonu sonucu olusan fragmanlar
SIR (MS) ve MRM (MS/MS) metodunda o6lgiilmiistiir. Elde edilen degerlerle bir
kiitliphane olusturulmustur. Bu islem sirasinda, kimyasal parcalama olusturulan
GAG’lardan CS ve DS’nin ayn1 m/z degeri (448,2) verdigi goriilmiistiir. Yapilarinda
sadece bir karboksil grubu yonelimi farki olan bu polisakkaritlerin verdigi
fragmanlardan DS’nin bir fragmani MRM o0l¢limiinde pargalanmis, fragmanin bu
parcalanma Ozelligi sayesinde CS ve DS ayirt edilebilmistir. GAG fragmanlarinin
tayiniyle olusturulan bu kiitiiphane kullanilarak her bir GAG igin standart grafikler
¢izilmis ve idrar Orneklerindeki GAG’lar bu grafikler temel alinarak kantifiye
edilmistir. Kolon optimizasyon sonuglarina gore, ardi ardina uygulanan standart
Olctimlerinde kolon dolgu materyali 1yi bir tekrarlanabilirlik 6zelligi gostermistir.
Gelistirilen yontemin dogru sonu¢ verip vermedigini saptamak igin ise, saglikli
cocuklardan alinan idrar 6rnekleri MIP kolonundan gegirilerek analiz edilmis ve
sonucta her bir GAG igin bilinen referans degerlere yakin degerler elde edilmistir.
Kisaca, MIT ile hazirlanmis dolgu materyali s6z konusu 3 GAG’a segicilik gostermis,
kontrol amaciyla baskilanmamis dolgu materyaliyle yapilan olgiimlerde ise bir
secicilik gozlenmeyip sadece kolonun pozitif yiiklii yapisindan kaynaklanan bir
adsorpsiyon saptanmistir. Bu da, calismanin hedefine uygun olarak, gelistirilen
kolonun secici bir sekilde GAG’lar1 ayirarak analizini kolaylagtirdigin
gostermektedir.

Bu alanda yapilmis olan onceki ¢alismalar degerlendirildiginde, spesifik GAG
Olgtimlerinin diginda, total GAG 6l¢iim yontemleri de bulundugu goriilmektedir. . Bu
yontemler her ne kadar pgr diizeylerinde olgiimlere olanak saglasalar da, LOD
degerleri yine pgr diizeyinde kalmaktadir (35,36). Bu yontemlerle de GAG tayini
yapilabilir, ancak bu yontemlerle spesifik GAG tiirlerinin belirlenememesi hastalik
teshisi konusunda zorluklar yasanmasina neden olur. Buna karsilik gelistirdigimiz
sistem, total GAG o6lglimii yapan bu yontemlere gore ¢ok daha duyarl ve segicidir.

HPLC ve MS ile yapilan GAG tayin ¢aligmalarinda en 6nemli nokta hareketli fazin
dogru secilmesidir. Kiitle spektrometresi ile yapilan g¢alismalarda daha verimli
sonuglar elde edilmis olmasina ragmen HPLC ile yapilan ¢aligmalarin, MS sistemine
gore ylriitiicii faz bakimindan daha az verimli oldugu bildirilmistir (37,38). Bunun
nedeni, HPLC calismalarinda GAG fragmanlarinin ucundaki monosakkaritin
ozelligine gore floresans Ol¢iimlerinin gergeklestirilmis olmasi, ancak iduronik asit
veya glukuronik asitin farkinin HPLC ile belirlenememis olmasidandir. Olgiimler
sadece glukuronik asit, galaktozamin veya glukozamin tizerinden yapilabilmektedir,
ancak her ne kadar 6l¢tim yapilabiliyor olsa da GAG’larin detektére gelme zamani
aynidir, bu da sonugta 6l¢timiin se¢imliligini azaltmaktadir (39).

Mukopolisakkaridoz I, Il ve VI hastalarinin 6rneklerinde disakkaritleri metanoliz
yontemi ile parcaladiktan sonra, HSA ve DS’nin pargalanma iriinlerini  MS/MS
analiz eden Auray-Blais ve arkadaslari’nin . elde ettigi kiitle kromatogramlarina
bakildiginda, piklerin yakin ¢iktig1, bunun da CS ile yapilacak dl¢imlerde girisimlere
acik olabilecegini gosterdigi belirtilmistir (16). Bu yontemden elde edilen veriler
1s181nda, bizim yontemimizde elde ettigimiz kolon dolgu materyali daha secici ve ayn1
zamanda internal standarta gerek duymayan bir sistemdir.
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Barosso ve arkadaslariin yaptigi bir baska ¢alismaya gore (40), akciger dokusu
ekstraktlarindaki GAG seviyeleri Kondroitinaz ABC enzimi ile parcalanarak
belirlenmek istenmistir. Bu ¢alismada kiitle spektroskopisi 6l¢limii yine elde edilen
fragmanlara gore yapilmistir. Yapilan ¢alismada en diisikk deger olarak 0,1 ng/mL
belirtilmistir, bu duyarliliga ragmen yontemde enzim kullanilmis olmasi maliyeti
arttiran bir faktordiir.

Daha once yapilan bu c¢alismalarda gorildigi gibi spesifik GAG tayini
yapabilmek oldukga zor ve 6n islem gerektiren bir durumdur. Polianyonik yapisiyla
yiiksek polariteye sahip olan GAG’lar 6nce enzimatik ya da kimyasal olarak
parcalanmakta, elde edilen fragmanlar MS ve HPLC cihazlarinda ayirt
edilebilmektedir. Bu yontemler her ne kadar duyarli olsa da, ayirt edici gligleri
gelistirdigimiz  yontemden ¢ok daha azdir. Molekiiler baskilama yoluyla
olusturdugumuz polimerlerin tagima kapasiteleri de dl¢timlerde gosterildigi gibi genel
kabul goren ayrilan kalip molekiiliin %90 oraninda geri baglanmasi gerekir prensibine
(41) gore basarili sonuglar vermistir. Bu veri de hazirlanan yapay reseptorlerin, bu
affinite  kolonunda giivenle kullanilabilir oldugunu gostermektedir. MIT ile
gelistirdigimiz bu yontem ile GAG’lar segimli bir sekilde ayrilabilmekte ve analizleri
rahatlikla gergeklesebilmektedir. Her ne kadar pozitif-nétral polimerler negatif yiikleri
¢ekme kapasitesine sahip olsa da, deneylerimizden elde ettigimiz bulgular, olusturulan
yapay oyuklarin GAG’lara daha segici oldugunu ve ortama eklenen GAG birimlerinin
standart grafiklerdeki miktarina gore orantili oldugunu ve elde edilen standart sapma
diizeylerinin kabul edilebilir bir sekilde, % 5’in altinda oldugunu gostermektedir.
Kolon dolgu materyalinin gelistirilmesi sirasinda, presipitasyon polimerizasyonu ile
hazirlanan uniform kiireciklerin ylizeyleri baskilandigi ic¢in polimer igerisinde
gomiilme meydana gelmedigi saptanmistir. . Bu durum, verimlilikte de artisa neden
olmustur. Bu kiirecikler esneklik, dolayisiyla dayaniklilik da sagladigindan bu yolla
elde edilen polimerin iyi bir kolon dolgu materyali olarak kullanilabilecegi
Ongorilmiistiir

Yasa bagli GAG degerleri profiline bakildiginda idrar ile atilan GAG’larin
cocukluk ¢aginda en yiiksek degerlerde oldugu gozlemlenmektedir (42). Bu nedenle
calismamizda deneyecegimiz Ornekler i¢in c¢ocuk idrar1 secilerek yiiksek
konsantrasyon ile dogrulama yoluna gidilmistir. Cocuk idrarlarinda ¢oktiirme ile
metilen mavisi ile elde edilen total Glikozaminoglikan miktarlarinda da bunu
dogrulayabilmemiz agisindan 6nemlidir.

Kolon yikama siirelerine bakildiginda, 15. dakikadan 6nce GAG miktarinin
belirlenebildigi ve kolonlarin tamamen temizlenmesinin 60 dakikanin altinda oldugu
goriilmektedir. Buna gore, tayin siiresi 6l¢limler igin olduk¢a uygundur ve kolonun
goreceli olarak kisa zamanda temizlenmesi, daha az maliyetli olmasini ve
kullanilabilirliginin artmasini saglamaktadir.

Calismamizda, gergek idrar orneklerinin kolona uygulanabilmesi i¢in seyrelteme
gergeklestirilmistir. Bu seyreltme ile normal idrarda bulunmasi gereken GAG
miktarlar1 standart grafiklerin seviyelerine inmis ve dl¢tim gergeklestirilmistir.

Kolonlarin yikama islemlerinden sonra uygulanan kimyasal parcalama islemi
sistemi offline bir 6l¢iim haline getirmistir. Boyle bir yaklagim, her ne kadar online
MS/MS veya HPLC olglimleri igin uygun olmasa da, GAG’lar1 par¢alama islemi
olmaksizin se¢imli olarak Olgebilecek TOF cihazlart i¢in uygundur,  yani
gelistirdigimiz kolon sadece HPLC’de degil tiim kromatografik sistemlerde
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calisabilme potansiyeli gostermektedir. Kimyasal fragmanlarin saflastirilmasi ve
baskilanmasi iizerinden 6lgiim gergeklestirilebilirse, gelistirdigimiz kolonlar online
MISPE sistemi olarak da kullanilabilecektir.

Calismamizda, idrar Orneklerine ekleme yapilmasi ile elde edilen Kkiitle
spektrumlarinin oldukca tutarli oldugu tespit edilmistir. Eklenen miktardan once,
idrardan ayni kiitlede daha zayif sinyalde pikler elde edilmis, 500 ng/mL olarak
eklenen GAG tiirleri ile ise kiitle spektrumlarinin sinyali artmis sekilde elde edilmistir.
Bu da yontemin dogrulugunu ve fragmanlarin standartlara benzer sekilde elde
edilebilirligini gdstermektedir.

Son olarak, baskilanmamis polimerlerle yapilan analizlerde yikama suyuna gerek
kalmadan sadece idrar 6rneklerinin akisini saglayan metanol hareketli fazi ile 6l¢iim
yapilmis, ancak eklenen standart ¢ozeltiler kolondan yaklasik 15. dk’da, tutulmadan
cikmiglardir. Kat1 fazda hareket kabiliyeti azalan ve pozitif yiikler tarafindan ¢ekilen
GAG’larda hareketli fazda bir farklanma olmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisgmada idrar GAG tayininde kullanilmak iizere, GAG seg¢imli bir
kromatografik kolon dolgu materyali basari ile gelistirilmistir. Bu kolon HPLC pompa
sisteminde 300 pL/dk akis hiz1 altinda denenmis ve bu akis hizinda herhangi bir geri
basing olamamasi dolayisiyla pompa sisteminde bir sorun goriilmemistir. Basingta
zaman zaman dalgalanma olmasi, doldurma prosesinin daha fazla gelistirilmesi
gerektigini gostermektedir. Buna bagli olarak segilen polimerin, {retim sekli
nedeniyle esnek olmasi geri basing probleminin kolay asilmasini saglamistir. Bu da
presipitasyon polimerizasyonu yontemiyle elde edilen kolon dolgu materyalinin
kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢alismada, siilfatlanmis ve negatif yiikli GAG’lar1 daha se¢imli hale
getirilebilecek akrilamidin monomer olarak seg¢ilmesi gelistirdigimiz kolon dolgu
materyalinin segiciligini artirmistir. Bu sekilde karsit yiiklii monomerlerin se¢ilmesi
ayirma giicii acisindan énemlidir.

Kiitle spektrometresi ¢alismasinda offline sistem kullanilmistir, bu sekilde sistem
her ne kadar kontaminasyona acik bir yap1 haline gelmis olsa da sonuglarimizin ¢ok
etkilenmedigi goriilmiistiir. Sistemin online sistem haline getirilmemesinin nedeni ise
kolon eliisyon adimindan sonra, toplanan fraksiyonlarin kimyasal parcalama iglemine
tabi tutulmasidir. Bu nedenle sistem offline olarak tasarlanmistir. MRM 6l¢iimlerinde
sadece parcalanan fragmanin iyonlagsmas: durumunda bu iyondan kaynaklanan
tirtinlerin olusturdugu sinyallerin 6lgiimii yapildigindan dogruluk son derece yiiksektir.

Kolon karakterizasyonunda, her ne kadar MS/MS sistemi ile karakterizasyon
yapilmis olsa da GAG’larin biiyiik kiitlelere sahip olmasi nedeniyle TOF sistemlerinde
direkt online 6lgiimlerin uygun olabilecegi 6ngoriilmektedir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar idrar GAG’larinin segimli bir sekilde ayrilarak
tayin edilmesinde molekiiler baskilama yoluyla elde edilen polimerlerin kromatografik
kolon dolgu materyali olarak kullanilabilecegini ve yontemin diisiik maliyet, hizl
ayirma, duyarli ve se¢ici sonu¢ verme gibi avantajlar saglayabilecegini
gostermektedir. Bu asamada, konuyla ilgili yapilacak ¢aligsmalarda teknik ve klinik
uygulamalar 6n plana ¢ikmalidir. Teknik olarak, her 3 GAG’1 birlikte secebilen tek bir
MIP gelistirilmesi maliyeti daha da diisiirecek ve analiz siiresini kisaltacaktir. Klinik
olarak ise gelistirilen ve dogru-secici ve kullanilabilir 6zellikler tasityan mevcut
sistemin genis hasta gruplarinda kullanilmasiyla degerli veriler elde edilecektir.

Sonug olarak bu c¢aligmada, molekiiler baskilama yontemiyle gelistirilen GAG
secici kromatografik kolon dolgu materyali sayesinde GAG ayrim islemi
basitlestirilmis, hizlandirilmis, ayrica yiiksek segicilikle farkli bilesiklerin oldugu
karmasik viicut sivilarindan ayirim gibi kullanimi arttiracak avantajlar yakalanmistir.
Molekiiler baskilanmig ekstraksiyon kolonlar1 ayrica diger bir¢ok dolgu materyaline
gore maliyeti diisiik sistemlerdir. Boylelikle, GAG’in kromatografik analizlerine
paralel yeni, ekonomik, se¢ici ve kolay uygulanabilir bir materyal elde edilmistir. Tiim
bu avantajlar sayesinde GAG tayinlerinin énemli oldugu hastaliklarda, hastanin tani
ve izleminde 6nemli bir 6l¢iim kolayligi ve dogrulugu saglayabilecek bu yontemle
saglik alaninda katma bir deger elde edilecegi dngorilebilir.
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