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OZET

DUSUK I\_IIOLEKUL AGIRLIKLI HEPARIN TAKILI PHEMA KRiYOJEL
ILE KANDAN KOLESTEROL UZAKLASTIRILMASI

GiZEM UZUNOGLU
Yiuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. ADIL DENiZLi

Agustos 2013, 82 sayfa

Hiperkolesterolemi kandaki dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL)-kolesterol seviyesinin
yuksek olmasi ile karakterize edilen ve ateroskleroz i¢in dogrudan risk olusturan bir
hastaliktir. Kolesterol duzeyini kontrol etmek veya yuksek ise dusurmek icin baglica
dért yaklasim séz konusudur. Bunlarin basinda diyet gelir. ikinci yaklasm ilagla
tedavidir. Ucglincli  yaklasim kandaki kolesteroliin bir ekstrakorporal sistemle
uzaklastirimasi seklindedir. Hastaligin oldukga ileri asamalarinda bagvurulan son
¢6zUm ise cerrahi islemdir (bypass, vb.). LDL uzaklastirimasinda, biyoafinite temeline
dayanan ekstrakorporal tedavi son yilarda oldukga dikkat cekmektedir. Bu tez
calismasinda, afinite kromatografisi yontemi ile LDL’nin kandan uzaklastirimasi
amaglanmistir. Yeni nesil polimerik sistemlerden biri olan poli(hidroksietil metakrilat)
(PHEMA) kriyojel polimer destek olarak hazirlanmis ve ligand olarak LDL’ye yuksek
afinite gosteren disik molekul agirlkh heparin secilmistir. PHEMA kriyojelin hidroksil
gruplari Siyanojen bromdr (CNBr) ile aktive edilmis, daha sonra farkli miktarlarda
dusuk molekul agirlkh heparin immobilize edilmigtir. PHEMA kriyojel, taramali elektron

mikroskopisi (SEM), Fourier transform kizldtesi spektrofotometresi (FTIR), sisme



deneyleri ve yuzey alani Olgumleri ile karakterize edilmistir. PHEMA kriyojelin kan
uyusabilirligi  pihtlasma testleri ile arastirimistir. Dustk molekdl agirlikh heparin
immobilize PHEMA kriyojele insan plazmasindan LDL adsorpsiyonu ve rejenerasyonu
incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiperkolesterolemi, afinite kromatografisi, LDL adsorpsiyonu,
PHEMA kriyojel.



ABSTRACT

REMOVAL OF CHOLESTEROL FROM BLOOD WITH LOW
MOLECULAR WEIGHT HEPARIN IMMOBILIZED PHEMA CRYOGEL

GiZEM UZUNOGLU
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. ADIL DENIZLI

August 2013, 82 pages

Hypercholesterolemia is characterized by high blood low density lipoprotein (LDL)-
cholesterol levels and is a risk factor for atherosclerosis disease directly. To control or
to reduce the level of cholesterol if high, there are four main approaches. First of all
approaches is diet. The second approach is drug treatment. The third approach is an
extracorporeal system for removal of cholesterol from blood plasma. For quite advance
stages of disease final solution is surgical procedure (bypass, etc.). Extracorporeal
LDL removal treatment based on bioaffinity draws much attention in recent years. In
this thesis, LDL was removed by heparin affinity chromatography. Poly(hydroxyethyl
methacrylate) (PHEMA) cryogel which is one of the new generation polymeric systems
was prepared as the polymer support and low molecular weight heparin, which has a
high affinity for cholesterol was chosen as the ligand. PHEMA cryogel is characterized
by scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectrophotometry
(FTIR), swelling experiments, and surface area measurements. Blood compatibility of
PHEMA cryogel was investigated by coagulation tests. The hydroxyl groups of PHEMA

cryogel was activated using Cyanogen bromide (CNBr), then different amounts of low



molecular weight heparin was immobilized. LDL adsorption from human plasma and

regeneration was investigated using heparin immobilized PHEMA cryogel.

Keywords: Hypercholesterolemia, affinity chromatography, LDL adsorption, PHEMA
cryogel.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji arastirmalarindaki son gelismeler g6z 6nune alindiginda, protein ayrrma
ve saflagtirma yontemlerinin gelistirilmesi gerekli olmustur. Bir proteinin veya elde
edilecek hedef molekulin safli§i, yapi ve fonksiyon calismalari veya potansiyel
uygulamalari igin bir 6n kosuldur. Bugun, pek c¢ok ve cgesitli protein saflastirma
teknikleri mevcuttur, ancak yiksek ¢ézme glclne sahip farkl kromatografi teknikleri
digerlerine baskin hale gelmistir. Jel filtrasyon kromatografisi, boya-afinite
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve hidrofobik
etkilesim kromatografisi tekniklerinde ayirma, molekullerin molekdl bayUkligu, net yuk,
biyospesifik ve hidrofobik ozellikler gibi biyolojik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerine baghdir
[1, 2]. Afinite kromatografisi teshis, izolasyon, ayrma ve biyomolekdllerin
saflastirimasi igin kokli bir yontemdir ve son derece spesifik molekuler tanima
temeline dayanmaktadir [3, 4, 5]. Bu yontemde, 6zgll tanima yetenedine sahip bir
molekul, genelde boncuk veya zar seklindeki bir polimerik malzeme olan uygun bir
coziinmez destege takilr. izole edilecek molekilin bulundugu bir c¢dzelti, uygun
kogullar altinda, icinde hedef molekule baglanacak ligandlarin immobilize edildigi
kromatografik kolondan gegirilir ya da kesikli sistemde hedef molekdl secici olarak
ayrilir. pH, iyonik siddet veya sicaklk ayarlamasi yapilarak ya da 6zel ¢ozeltiler veya
yarismall ligandlar kullanilarak ligand ve hedef molekll arasindaki bagin kirimasiyla

hedef molekul ykanmis olur ve hedef molekuller saf halde edilir [5].

Heparin kromatografisi, ¢dzinmeyen bir destege, heparinin takidi§i, biyomolekdillerin
Ozel ve tersinir bir sekilde baglandidi, bir adsorpsiyon kromatografisi yontemidir. Bu
kromatografi yonteminin avantaji, heparin badlayici proteinlerin, derisim etkisi ile
uygun bir sekilde zenginlestirilebilmesidir. Bu, iki boyutlu elektroforez (2DE) veya diger
proteomik yaklagimlarla dusuk miktardaki proteinlerin veya diger biyomolekullerin
ayrimasi ve analizi icin Ozellikle 6nemlidir. Heparin kromatografisi yaygin olarak
prokaryotik organizma veya Okaryotik hucre Ozlerinden proteinlerin elde edilmesinde

kullanilan bir guglt teknolojidir [6].



Kolesterol lipofilik molekullerden olusur ve kandaki derigimi periferik dokular ve
karaciger arasindaki lipoproteinlerin tasinma mekanizmalari ile kontrol edilmektedir [7,
8, 9]. Plazma lipoproteinleri, fosfolipid, serbest kolesterol ve gomullu proteinlerden
(6rnegin, apolipoprotein) olusan bir ylzey tabakasina sahip kuresel pargaciklardrr.
Cekirdek esterlesmis kolesterol ve trigliserit molekdlleri ile doldurulmustur. Yogunluga,
lipid protein arasindaki bagil icerie ve elektroforetik mobilite 6zelliklerine gore
sinflandinimig olan lipoproteinlerin 3 temel sinifi gok dugstuk yogunluklu lipoproteinler
(VLDL), disUk yodunluklu lipoproteinler (LDL) ve ylksek yogunluklu lipoproteinler
(HDL)'dir[10,11,12].

Kandaki LDL-kolesterol dizeyi, doymus yag ve kolesterol [9] bakimindan yuiksek
icerige sahip diyetlerin neden olabildigi, karacigerdeki LDL-aracii katabolizma
azaldikca artar. Bu durum, koroner kalp hastaligina [10, 13] yol agan, sonrasinda
aterosklerotik lezyonlarin olusabildigi, kolesterol molekdllerinin arter duvarlarinda
birikebilmesiyle sonuclanr. Ote yandan, LDL kolesterol fazlaligini ortadan kaldirrr,
HDL-kolesterol duzeyi ise koroner kalp hastaliginin meydana gelmesiyle ters orantilidir
[14, 15, 16]. Koroner kalp hastaligi ve serebrovaskiler hastalklar seklinde goértlen

ateroskleroz, tim bati Ulkelerinde morbidite ve olumlerin baslica sebebidir.

Yuksek LDL plazma duzeyleri ve artan ateroskleroz gelisimi riski arasindaki kuvvetli
iliski acgk bir sekilde lipid metabolizmasindaki genetik bir bozukluktan
kaynaklanmaktadir. Ailevi hiperkolesterolemi (FH), LDL dizeyleri, tendon ksantomlar
ve erken koroner ateroskleroz ile karakterize edilen otozomal baskin bir bozukluktur
[17, 18, 19]. Bu anormallik LDL’ye baglanacak hucre yuzey reseptorlerinin eksikligi ve
LDL’nin bu reseptorlere hatali baglanmasi ile sonuglanan [20] eksik bir baskin 6zellik

olarak miras alinrr.

Son yillarda Dbiyolojik moleklllerin saflastrimasi veya ayristirimasi amaciyla
supermakro gozenekli kriyojeller kromatografi ortami olarak kullanimasina yonelik
calismalar 6nem kazanmistir. StUpermakro gozenekli kriyojeller, gézenek boyutlari 5-
100 um arasinda degisen birbirine bagh gozenek agi icermektedir. Genis, bagli
g6zenekler kriyojellere, 6zgln slngersi yapi 6zelligini kazandirmaktadir. Stpermakro
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gbzenekli kriyojellerin sungersi morfolojisi onlari, bilinen sert yapili monolitlerden
tamamen farkli yapmaktadir. Kriyojellerin gézenek yogunlugu ve genis gdzeneklere
sahip olmasi, dusuk akis direnci sagladigindan kan gibi yodun ortamlar ile
calisildiginda buyldk avantaj saglamaktadir [21, 22].

Kandaki LDL-kolesterol duzeyinin ylkselmesiyle, ateroskleroz gibi hastaliklarin ortaya
¢lkkmasi ve olumlere neden olmasi, bu durumun 6nemini ortaya koymus ve kandan
uzaklastirimasina yonelik c¢alismalari artrmigtir. Bu nedenle kandan LDL-kolesterol
uzaklastirimasina yonelik caligmalar onem tasimaktadir. Bu calismada, PHEMA,
hidrofilik olmasi, kan ile iyi uyusabilir olmasi, 6zgul olmayan protein etkilesimlerini en
az seviyede gostermesi, mekanik ve kimyasal olarak kararli olmasi ve mikrobiyal ve
enzimatik ataklara karsi direncli olmasi gibi sebeplerden dolayl temel sabit faz olarak
secilmistir [23]. PHEMA kriyojel hazrlandiktan sonra afinite ligandi olarak secilen
disuk molekul agirrlkh heparin ylzeye immobilize edilmigtir. Karakterizasyon
caligmalarinin ardindan heparin immobilize PHEMA kriyojelin kandan LDL-kolesterol

uzaklastrmasindaki etkinligi incelenmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Biyoafinite Kromatografisi

Biyoafinite kromatografisi, diger afinite tekniklerine gore, en yiuksek secicilik 6zelligine
sahiptir. Bu secicilik, ylzey geometrisinin, ligandin 06zel dizenlenmesinin ve
biyomolekilin baglanma bdlgesinin tamamlayici 6zelliginden kaynaklanmaktadir.
Tum biyolojik iglemler, molekuller arasinda 6zel etkilesimler sonucu gergeklesir. Bu
etkilesimler, proteinler ve dusuk molekdl agirlikli maddeler (6rnedin, substratlar veya
dizenleyici molekiller ve enzimler vb.) arasinda gerceklesir fakat biyospesifik
etkilesimler sikga iki veya daha fazla biyopolimer arasinda ve 6zellikle de proteinler
arasinda gergeklesir. Afinite ligandinin biyomolekl ile etkilesimi, etkilesen gruplarin

tamamlayiciligiyla, dogru orantih olarak artar.

Bununla birlikte, substrat analoglari, yangmali inhibitorler, alosterik baglaticilar ve
koenzimler enzimler i¢cin en uygun biyoafinite ligandlaridir. Afinite kromatografisinde

kullanilan bu etkilesimlerle ilgili ornekler Tablo 2.1’ de verilmigtir.

Tablo 2.1. Afinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler

Ligand Etkilesen hedef

Antikor Antijen, virUs, hucre

Inhibitor Enzim (ligandlar sklkla substrat veya kofaktor
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, yuzey hicre reseptor,
Nukleik asit NUkleik asit baglayici protein (enzim veya histon)
Hormon, vitamin Reseptor, taslyici protein

Seker Lektin, enzim veya diger seker baglayan proteinler
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Matris Ligand [mmobilize edilmis ligand
[mmobilize Numune Kompleks Safsizliklar
edilmig ligand

Kompleks Numunenin

saflastiriimasi

Sekil 2.1. Afinite kromatografisinin temel ilkesi

Afinite kromatografisinde dikkatle incelenmesi gereken en 6nemli 6zellik ise ligand ve
hedef molekul arasindaki baglanmanin kuwvvetidir. Bu baglanma ¢ok zayif olursa
adsorpsiyon iglemi gerceklesmeyecektir, aksi sekilde ¢ok kuwvetli olursa da adsorbe
edilen hedef molekul ykama igleminde liganddan ayrimayacaktr ve dolayisiyla
ylkkama islemi verimli olmayacaktrr. pH, tuz derisimi veya diger deterjan vb. gibi akiif
molekuli pargcalamadan olusan kompleksin ayrismasini destekleyen maddelerin
eklenmesi gibi uygun kosullari bulmak ¢ok énemlidir. Afinite kromatografisinde siklikla
karsilagilan temel sorun uygun sartlarin bulunmasidir. Ligand 6énemli derecede segici
olabilir fakat sadece bir gruba 6zgll olabilir. Bu gruptaki ligandlar glikoprotein-lektin
etkilesimlerini, bazi boya-enzim etkilesimlerini ve immobilize kofaktorler ile olan
etkilesimi yaparlar. Buna karsin bu oOzellikler pek ¢ok ayrma islemi probleminin
¢6zllmesine de yardimci olurlar. Bunlara en iyi 6rnek immuno globulinlere karsi olan
grup segici ligandlardir (6rnegin: staphylococcal protein A veya streptococcal protein
G) [24].

Afinite kromatografisinin basarili bir sekilde uygulanmasini belirleyen ligand seciciligi,

geri kazanim, tekrar kullanilabilirlik, kararllik, surdarebilirlik ve ekonomik sebepler gibi



baz faktorler vardir. Ligand segiciligi, belki de en 6nemli etkendir. Geri kazanim,
ylkkama igleminden sonra elde edilen saf, biyolojik olarak aktif, hedef molekulin
miktariyla Olculur. Tekrar kullanilabilirlik, yontemin gegerliligini ve dogrulugunu
belirlemek icin bakilan bir kriterdir. Saflk derecesi ise, yontemin etkinligini belirler.
Ligand kararlligi ise, destek malzemenin dayanklligini belirler ve dolayisiyla
ekonomik agidan énemli bir etkendir [25]. EndUstriyel alanda kullanilan enzimler igin
saflk ¢cok onemli olmamasina karsin ilag sanayinde kullanilan proteinler igin saflik
oldukga 6nemlidir (%99.9). Bu tir durumlarda saflastrma basamagi, tum giderin
neredeyse %80’inini olusturur. Maliyet, saflastrma basamaginin artmasiyla artar.
Dolayisiyla en az islem basamaginda en fazla verimi ve safli§i elde etmek

kromatografik ayrma yontemlerinin hedefidir.

2.2. Afinite Etkilesimler

Biyolojik etkilesimler, hedef molekll ve ligand arasindaki kovalent olmayan
etkilesimlerdir. Afinite tepkimeleri, biyolojik molekdlllerin 6zel G¢ boyutlu yapiarina,
yUklerine ve hidrofobisite-hidrofilisite vb. 6zelliklerle kontrol edilirler. Bu kuwvvetler,
butunleyici olabilir. Afinite tepkimesi basitce kd= [A][B]/[AB] denklemiyle ifade edilebilir.
Burada A (6rnegin) bir antikor, B bir antijen ve AB ise onlarin olusturdugu kompleks
olarak tanmlanabilir. Baglanma afinitesi, ayrica kati destegin Ozelliklerine ve
aktivitesine ve ayrica kati destek ile hedef molekil arasinda olusacak kati fazin
fonksiyonel olarak elde edilebilmesine de bagldir [26]. Bu yuzden de kati fazin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bu baglamda 6nemlidir. Kati faz ve ligand arasinda
gerceklesen spesifik olmayan etkilesimler degiskendir ve tahmin edilemez ve
dolayisiyla ykama profilini guglestirir [27]. Diger taraftan kati fazin fiziksel yapisi ligand
ile hedef molekdl arsindaki etkilesimi yiksek Kd degerleri elde edilse bile sterik olarak
engelleyebilir. Bu problemler, uzatici kol kullanlarak ciddi oranda ¢6ziimektedir. [3,28]
Son olarak, belirli bir biyolojik etkilesimin Kd'si uygun ykama sisteminin
gelistiriimesinde ylksek, hormon-reseptor (10-8 M), afinite monoklonal antibadi-hapten
ve immobilize boya-ligand etkilesimleri igin bir rehber olarak kullanilabilir [29]. Yikama
tamponu, onemli bir etkendir. Tampon kismi bir bozulmaya [30] ve elde edilen hedef
molekulin aktivitesinde duslUse sebep olabilir. Alternatif olarak, bir avantaj gibi gérinse
de zayf etkilesimler ise spesifik baglanmada problem vyaratabilir veya dusuk

saflastirma faktorleriyle sonuglanabilir.



Afinite kromatografisinde basari bir saflastrma, uygun immobilize ligandin ve kati
destegin secimine baglidir [31]. Afinite matris (ligandin immobilize oldugu kati destek)
yuksek kimyasal ve fiziksel kararllkta, makro gozenekli olmali ve ayni zamanda
saflastirma boyunca iyi akis 6zelliklerini korumalidir. Hedef molekull yuksek oranda
elde edebilmek igin, duguk nonspesifik etkilesimler gostermelidir. Tercih edilmelerinin
sebepleri arasinda dusuk maliyet, kolay erisim ve kullanm kolayligi verilebilir. Ticari
olarak mevcut afinite matrisleri yaygin olarak kullanimaktadir. Matris, iyi akis 6zelligi
gOsterilebilen gézenek boyutuna ve tek tip makro gézeneklere sahip olmalidir. Matrisin
gbzenek boyutu matrisin yuzey alani ile ters orantlidir ki bu immobilize ligandin
miktarini direk olarak etkiler; boylelikle adsorpsiyon kapasitesi de etkilenir. Gézenek
boyutu, gozeneklere giremeyen proteinlerin boyut aralidi ya da molekuler agirlig
(boyut) hari¢ tutma siniri ile iliskilidir. Buyuk gbzenekler, boyut dislanisinda problem
yaratmaz ve buyuk molekillerin immobilize ligandlara dogru engellenemeyen girigine
izin verir; ancak daha dusUk kapasiteye sahip olmasi yuzey alanini ve ligand
yodunlugunu azaltr. Renkin’in denklemine gore [32] gbzeneklerin buyudklugu,
biyomolekullerin immobilize ligandlara kolayca erisebilmesi icin biyomolekdullerin
ortalama buyukluginden en az 5 kat daha buylk olmalidir. Gdzenek buyukligu,
ortalama bir proteinin blyikligli 60 A varsayarak, en az 300 A veya daha fazla
olmaldir. Bazi yumusak jel tabanli matrisler, mekanik kararlilid1 arttirmak i¢in ¢apraz
baglanir, ancak bu islem, poroziteyi (gozenek hacmini) azaltabilir, boylece baglama
kapasitesi ve baglanan ligand miktari azalr. Diger énemli faktoérler pargaciklarin gapi
ve pargacklarin boyut dagilimidir. Teoride, kuguk pargaciklar daha etkindir. Cunkul
etkin afinite saglarken, yiksek akis oranini mimkin kilarak, pargcaciin igindeki ve
disindaki akis arasinda daha hizli kutlesel transfere izin verirler. Bununla birlikte, daha
yuksek akis direncine, pargaciklarin bozulma olasiliginin artmasina ve yuksek geri
basinca yol agan, numunedeki bozunmus hedef molekdl ve parcacik gibi kirleticilere

kargi duyarliiginin artmasina yol agar.
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Afinite matrisin en 6nemli 6zelliklerinden biri; segiciligidir. Bu segicilik, matrisle birlesen
spesifik ligand tarafindan belirlenen ilgili proteine 6zgu olmaldr ve kompleks,
numunede var olan diger butin bilesenlerden hedef molekllli ayrmalidir. Cogu
uygulamalar, sulu ¢ozeltilerde dusuk iyonik gugte yapidigindan, matris istenmeyen
iyonik etkilesime yol agan sinirli ylke sahip ve hidrofilik olmalidir. Ticari agidan uygun
olan ¢ogu matris ya dogal yapilarla ya da uygun materyallerle birleserek bu
gereklilikleri yerine getirirler. Afinite matris, islem boyunca fiziksel ve kimyasal agidan
kararl olmaldr. islemde kullanlan ¢dziicli, destek materyale bagll olan ligandla
etkilesime girmedigi gibi, destek materyalle de etkilesime girmemelidir. Destek
materyal, Orneklerde var olan mikroorganizmalar ve enzimler tarafindan zarar
gérmemelidir. Ticari olarak uygun afinite matrislerin kimyasal uyumluluklari Uretici
tarafindan saglanrr. Bu da, basarih bir saflagtrma protokollu gelistirmek igin rehber
olma niteligindedir. Matris ayni zamanda, basin¢ gibi, fiziksel gerilime dayanmali ve
saflastirma islemi sirasinda bozulmadan kalmalidir. Yuksek basing matrisi sikistirabilir

ve gokmeye neden olabilir.

2.2.1. Ligandlarnn siniflandirnimasi

Genelde ligandlar mono spesifik veya grup spesifik olarak sinflandirilirlar.

2.2.1.1. Mono spesifik dusuk molekul agirhkh ligandlar

Bu ligand gruplan steroid hormonlar, vitaminler veya belirli enzim inhibitorleridir. Mono

spesifik terimi, herhangi bir belirli hicre 06zuti veya vicut sivisinin ¢ok kiguk



miktarlarina baglanabilen ligandlar anlamina gelir. Yuksek secicilige ragmen spesifik
olmayan etkilesimler meydana gelebilir. Bunun sebebi ligand veya immobilizasyon
reaksiyonu veya uzatici koldaki kalintilar ile etkilesimlerin sonucu olabilir. Bu problemle
basa cikabilmenin bir yolu da liganda sahip olmayan ikinci bir adsorbent meydana
getirmek ve ligand igeren adsorbenti desorbe olan materyal ile 6zdes kosullar altinda

muamele etmektir [33].

2.2.1.2. Grup spesifik duisuk molekul agirhikh ligandlar

Bu ligand grubu ise genis bir enzim, kofaktér ve bunlarin analoglarini igeren
ligandlardir. Ayrica bu grupta biyomimetik boyalar, boronik asit tlrevieri ve bir kisim
amino asit ve vitaminlerdir. Bagil olarak genis Ozgullige bagh olarak, c¢ozelti
olusturabilen kofaktorler veya kofaktdr ve substrat kombinasyonu kullanarak Ugli
kompleks olugsumlar kullanarak olduk¢a ylksek saflastrma faktorleri elde edilebilir.
Yuksek oranda uygun fonksiyonel gruplara sahip ylksek molekdl agirlikli ligand tipleri
(6rnegin proteinler) yapiyr veya fonksiyonu aksi bir sekilde etkilemeden immobilize
edilebilirler. Dusuk molekul agirlkh ligandlarda normal (tabii) olan bir eslesme
molekulde buyuk degisikliklere yol acar. Afinite etkilesimler digerse, immobilizasyonu
icin gerekli uygun fonksiyonel gruplari saglamak igin ligandin kimyasal modifikasyonu

gerekebilir.

Kullanlan fonksiyonel grup, ligandin matristen ayrimamasi icin kararll kovalent
baglarin olusmasina olanak saglamaldr. Bu, “tek nokta baglantlar’nin gerceklestigi
durumlarda kuguk ligandlar icin kismen dnemlidir. Proteinler igin, ligand ve matris icin
“‘cok noktadan baglanma” oldukga yaygindir. Bu tur afinite adsorbentlerinde her bir
bagin kararliligi cok kritik bir durum degildir. immobilizasyon siresince ligandin saglam
bir sekilde olmasi ve afinite kromatografisinin beklendigi gibi yurUmesi icin yeteri
derecede kararli olmasi onemlidir. Bu durum proteinler yuksek pH'larda eslestiginde
problem olusturabilir. Ligand ajani, mimkin oldugu kadar saf olmal ve 6zellikle de
immobilizasyonda yarismaci olabilecek fonksiyonel gruplara sahip olmamaldrr.
Proteinlere, amonyum sulfat gibi dustk molekll agirikli maddelerin uzaklastirimasi

icin jel filtrasyon uygulanmalidir [24].



2.2.2. Uzatici kol segimi

Nadiren, afinite sorbenti, ligandin sterik uyumsuzlugundan dolayr zayif bir etki
gosterebilir. Bu durum yuksek molekdl agirlkli ligandlar igin pek fazla gézZlenmezken
dustk molekul agirlikh ligandlar icin gozlenebilmektedir. “Uzatici kol” se¢imi bu tur
durumlarda ¢6zUm olabilir. Genelde kullanilan uzatici kollar, alifatik, her bir zincirin
sonunda iki fonksiyonel gruba sahip lineer hidrokarbon zincirleri olabilir. Gruplardan

biri (siklkla primer aminler, -NH,) matrise eklenir, buna karsin diger ugtaki grup

ligandin baglanacagi bolge olarak belirlenir. Sondaki grup, terminal grup olarak da

isimlendirilir, genellikle karboksil (-COOH) veya amino grubu, (-NH,)" dur. En yaygin

uzatici kollar 6-aminohekzanoic asit [H2N-(CH2)-COOH], hekza etilen diamin [H2N-
(CH2)-NHz], ve 1,7-diamino-4-azoheptan (3,3-diamino dipropilamin) bilesikleridir [34,
35]. Uzatici kolun asil amaci; immobilize edilmis ligand ile hedef molekul arasindaki
sterik engeli ortadan kaldrmak ve etkilesimin daha iyi olmasini saglamaktr.
Dolayisiyla her duruma goére segilen uzatici kolun uzunlugu 6énemli bir parametredir.
Kisa uzatici kollar sterik etkiyi ortadan kaldirmazlarsa uzun olanlar kullaniir fakat
olanlar da ozellikle hidrokarbon zincirleri hidrofobik karakterde ise spesifik olmayan
etkilerin olusmasina sebep olusabilirler. Bu nedenle optimum uzunluk belirlenmeli ve

ona gore bir uzatici kol secilmelidir.

2.3. immobilizasyon teknikleri

Ligand molekull matrise immobilize etmek igin pek ¢ok yontem vardir ve bunlar da

cesitli ara basamaklara sahiptir [5, 36]. immobilizasyon islemi 3 basamaktan olusur;

1- Ligandin fonksiyonel grubuna karsi matrisin aktivasyonu,
2- Ligand eglesmesi,
3- Etanolamin gibi dustk molekil agirlkh uygun maddelerin asirn oranda

kullanimasiyla kalinti aktif gruplarinin etkisizlestirilmesi.

Basaril bir immobilizasyon igslemi igin 3 ana nokta verilmigtir. Dogru eslestirme metodu
ve sartlarinin matris ve ligandin her ikisine de bagl olduguna dikkat ¢ekmek

gerekmektedir. Her seyden 6nce immobilizasyon, immobilize edilen ligand ile hedef
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molekdller [37] arasindaki spesifik etkilesim Uzerinde ¢ok az girisim yaptigina emin
olmak igin, ligand moleklline ait en az kritik bodlge (aktif bdlgeden degil)’den
yapimalidir. Aktivasyon normal olarak matris igine bir elektrofilik grubun girisinden
ibarettir. Bu grup daha sonra liganda ait olan NH2 (amino),-SH (tiyol) ve —OH (hidroksil)
gibi nukleofilik gruplar ile reaksiyona girer. Bu tur bir yaklasim daha az yaygin olmasina
ragmen alternatif olarak, nikleofilik gruplar iceren bir matris, bir elektrofilik grup ihtiva
eden bir ligandi immobilize etmek icin kullanilabilir. Aktiflesmis yapi bazen
aktiflestiriimis matris igin yeteri kadar kararlidir ve ligand eslesmesi yapilana kadar
muhafaza edilebilir. Diger durumlarda ise eslesme islemi aktivasyondan hemen sonra

yapilmalidir.

En sk kullanilan yontem ise ylksek derecede reaktif siyanat ester olusumuna yol acan
siyanojen bromur aktivasyonudur (aktive edilmis regine ticari olarak temin edilebilir).
Ligandlarn matrise sonraki eslesmesi ise izoure baglantlandir. Bu yontemin
populerligine ragmen, ligand izolure baglantisi, izoUre bag kararsizigindan dolayi
ligandin yuku ve sizmasi sebebiyle, saflastirma islemi srrasinda spesifik olmayan

baglanmayi da iceren bazi problemlere sebep olabilir.

Bu bazi durumlarda, yuksek derecede meydana gelen yer degistirmenin spesifik
olmayan adsorpsiyon lehine olabilecedi unutulmamalidir. Bir antijen molekulinin
¢oklu baglanmasi antijen ve antikor aktif bdlgesi arasindaki etkilesimlerin

zayfflamasina neden olan konformasyondaki degisimlerle sonuglanrr.

Jel adsorpsiyon kapasitesi i¢in hedef molekll ve ligand arasindaki molekdl agirligi
orani etkilesim bire bir oldujundan birincil derecede 6nemlidir. immobilizasyon
derecesi igin ligand boyutu, ligand 6zgulliga ve jel porozitesi dikkate alinmalidrr.
Ligand, eger molekuler agirlkli bilegik ve hedef molekulln ayrimasina olanak saglarsa
ve hedef molekul bir makro molekiilse yer degistirme derecesi oldukga dusuktir. Bu
durumda, molekdl agrliklarinin orani, ligand immobilize tekniginin ve jel gozeneklilik

derecesinin iyi secilmis olmasi kosuluyla, yuksek bir kapasite ile belirtilir.
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Sekil 2.2. Farkh aktiflesmis tasiyicilara ligandlarin immobilizasyonu. A)

siyanat ester,

aktivasyon sonucu elde edilir. (B) bir amid esteri veren N-hidroksi suksinimit
ester; (C) ve (D) p-nitro-fenil kloroformat veya DSC ile aktivasyon ile elde
edilen p-nitro-fenil ve N-hidroksi suksinimit karbonat, karbamat tlrevlerinin

olusumunu ve ayrica protein biyolojik aktivitelerinin mikemmel derecede

izoure turevine donusen, siyanojen bromdr esteriyle

muhafaza edilmesini saglar [38].
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Immobilizasyon derecesi aktivasyona ve eglesme islemlerine baglidir:

1

Aktiflestirici ajanin miktar

2

Tepkime suresi

3- Ortamin pH’I

4

Tepkime sicaklig

5

Ligand derigimi

2.4. Heparin Afinite Kromatografisi

Heparin, oldukga fazla gesitlilikteki biyomolekdlleri baglama yetenegine sahip, ylksek
oranda sulfatanmis glikoz amino glikan molekuliddr. Heparin tarafindan baglanan
molekiller enzimler (palamut hiicre proteazlari, lipoprotein lipaz, koagulasyon
enzimleri superoksid dismutaz), serin proteaz inhibitorleri (anti—trombin Ill, proteaz
neksinler), buyume faktorleri (fibroblast blyime faktorl, Schwann hicre blylime
faktorl, endotelyal hicre buyime faktord), ekstraselliler matris proteinleri (fibronektin,
vitronektin, laminin, trombospondin, kollojenler), nikleik asit—-baglama proteinleri
(baslama (d) faktorleri, uzama faktorleri, restriksiyon endontkleazlar, DNA ligaz, RNA
polimeraz), hormon reseptorleri (6strojen ve androjen reseptorleri) ve lipoproteinlerdir.

immobilize heparin, proteinlerle temel olarak iki sekilde etkilesime girer:

I. Afinite ligandi olarak: Ornegdin; heparinin, biyime faktdrleri ve anti—trombin
Il ile olan etkilesimi bu tiptedir.

i Katyon—degistirici olarak: Ornegin; heparinin yiksek oranda anyonik siilfat
gruplarina sahip olmasinda dolay,, heparinin nikleik asit—baglama
proteinleri ile olan etkilesimi bu tiptedir. Bu etkilesimde heparin, polianyonik

olan nukleik asitler gibi davranmaktadir.

Heparin Sepharose CL-6B, domuz intestinal mukozasindan elde edilen heparinin,

BrCN metodu ile gapraz—bagli agaroza kovalent olarak baglanmasi ile elde edilmis bir
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afinite kolon materyalidir. HiTrap Heparin ise heparinin, ¢apraz—bagll matrise N-
hidroksisuksinimid metodu kullanilarak kovalent olarak baglanmasi ile elde edilmis bir
materyaldir. Ticari olarak toz halinde temin edilen Heparin Sepharose CL-
6B,sisirildikten sonra kolona paketlenir ve 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,3) ile
ykkanarak kullanima hazir hale getirilir. Sisirilmis olan jel, 110-120°C, pH 7,0’de 30 dk
otoklavianabilir. Proteinlerin 6zgll olarak heparine baglanmasi ise fizyolojik pH'da
gergeklesir. Ozgil-olmayan iyonik etkilesimlerin dnlenmesi igin, drnek materyalinin
kolona yuUklenmesi esnasinda kullanilan tamponun iyonik guclt en azindan 150 mM
olmalidir (6rnegin, 150 mM NaCl iceren 10 mM NaH2POa4, pH 7,3). Buna ragmen, sayet
ayristinimak istenen protein(ler) heparine katyon—degisimi ile baglaniyorsa, bu
durumda 6rnek materyalinin kolona yuklenmesi esnasinda kullanilan tamponun iyonik
gucunun dusuk olmasi gerekebilir. Kolona baglanmamig olan molekdllerin  ve
kirleticilerin ylkkanarak uzaklastrimasindan sonra, 6zgul olarak baglanmis olan
molekillerin elisyonu gerceklestirilir.  Sayet heparin, afinite ligandi olarak
kullaniiyorsa, 6zgll olarak baglanan molekillerin elisyonu, 1-5 mg mL=t heparin
iceren baslangic tamponu ile gergeklestirilebilir. Sayet heparin, katyon—degistirici
olarak kullaniliyorsa elusyon, NaCl, KCI veya (NH4)2SOa4 kullanilarak (maksimum 1,5—

2 M) lineer veya basamakli gradient uygulamasi ile gerceklestirilebilir.

2.5. Heparin

Heparin, mukopolisakkaritlerin bir sinfidir, glikozaminoglikanlar olarak adlandiriir [39].
Heparinin, alt birim yapisi glikozamine 1,4 glikozidik bagla baglanan hekzuronik asit,
D-glukuronik asit ya da L-iduronik asitten olugsan bir disakkarittir [40]. Heparinin serbest
ve immobilize formlarin her ikisi de, biyomedikal uygulamalarin gogunda, antikoagulant
olarak yaygin bir sekilde kullanilir [41, 42]. Heparinin, LDL kolesterol sistemiyle spesifik
olarak etkilesebildigi iyi bilinir [43]. Heparinin kan uyumlulugu, hemoperflizyon
kolonlara dogrudan kan temasinda, énemli bir avantaj olarak dusunulebilir. Bu nedenle
heparin ilgili uygulamalarda cazip ligand olmustur. Tasiyici sistemlerde kan
uyumlulugunun sinimanmasi sebebiyle, heparin immobilize afinite sorbentler, plazma
ayrma sistemlerinin kombinasyonuyla uygulanmaktadir. Bu kisa bilgi, kolesterolun
secgici olarak uzaklastirimasi icin, heparin igeren biyoafinite sorbentlerin
hazrlanmasindaki ¢abayl acklar. Heparinler aslinda antikoagulant aktiviteye sahip

degildir [44]. Bunun yerine, antikoagulant etkilerini, antitrombine baglanarak ve trombin
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ve/lveya faktor Xa'yl inhibe etmek icin kapasitelerini artrarak ortaya c¢ikarirlar [45].
Heparin ve dusuk molekul agirlikli heparinin (LMWH) antitrombin ile etkilesimi, heparin
ve LMWH zincirlerinin sirasiyla Ugte biri, beste biri Gzerinde bulunan bir pentasakkarit
dizisiyle saglanmaktadir. Fondaparinuks, heparin ya da LMWH’de bulunan ve dogal
olarak olugsan pentasakkaritin sentetik bir analogudur. Cogu ticari heparin domuz
badirsak  mukozasindan turetilmistir  [45]. LMWH, heparinin  kontrollt
depolimerizasyonu sonucu daha kuguk fragmanlarla sentezlenir, bu da heparinin
ortalama molekldl agirhiginin UGgte birine denk gelmektedir [45; 46]. Hayvan doku
kaynaklarindan turetilmis olduklarindan dolayi, farkli uzunluk ve yapida karbonhidrat
zincirlerinin heterojen karigimindan olugurlar. Bunlarin aksine, Fondaparinuks tek bir

yaplya sahip sentetik molekuldur [45].

Antikoagulant ozelliklerin sonucu olarak, heparin, en yogun calgilan glikoz amino
glikanlardan biridir [47]. Heparin, 2-0-sulfo-alfa-L-iduronik acid, 2-deoksi-2-sulfoamino-
6-0-sulfo-alfa-D-glukoz, beta-D-glukuronik asit, 2-asetamido-2-deoksi-alfa-D-glukoz
ve alfa-L-iduronik asit gibi buyuk sakkarit birimleri igeren, lineer anyonik polisakkarit
karigimidir. Bu sakkarit birimlerinin yapisi ve sirasi, doku kaynaklarindan c¢ikartimig

heparinlerden cesitlilik kazanmigtir.

SO%Ny o5 CH,0X o CH,OH 0, CH,0X
0 0 0, 0, 0 0 0 0
o Ol OH OX oH oH OH 0X
-0 D 0 ) 2 e -0 ) ) ) O=
0S0O, NHSO3 0X NHY OH NHAc OX NHY
temel dizi degisken dizi temel dizi degisken dizi
Heparin Heparin Sulfat
CO, CH,0S0, CO, . CH-OX 0, o CcO, "H-0X
2 HO 2 3 2 x0 CH0X CcO,  0S0 CH,OH 2 .\'()( H,0X
0 0O 8] 00— 0 3 0 0 0.0=
OH h OH ( OH 0 OH 0
-0 0 -0 0
OH NHAc¢ OX NHAc OH NHAc¢ 0OX NHAc¢
temel dizi degisken dizi temel dizi degisken dizi
Kondroitin-6-Siilfat Kondroitin-4-Silfat
CO, CH,OH CO, CL,0H .. CH,OH
0, 0, ) 00— o 0:80 L —_ o
C - 0 CO,
0()” 0 OH O O
HO 0 HO =0
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sadece bir tekrarlayan grup temel dizi degisken dizi
Hyaluronik asit Dermatan Stilfat
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Sekil 2.3. Glikozaminoglikanlarin yapisi (X=H or SOsz"; Y = Ac veya SOz).

Sekil 2.3° de diger yaygin glikoaminoglikanlarin yapisi ile heparinin yapisi
kiyaslanmaktadir. Heparinin yapisinda, buyuk ve kuguk tekrar eden disakkarit
birimlerinin bulundugu gortlmektedir. Heparin, ortalama 12000 D (ki bu 20 disakkarite
karsilk gelmektedir) molekul agirliginda, olduk¢a buyuk bir polisakkarit olup,1.2-1.4
araliginda polidispersiteye sahiptir ve molekul agirligi 5000-40000 D araliginda
degismektedir. Heparin genis Ol¢clide vendz ve arteriyel trombozun dnlenmesinde ve
baslangic tedavisinde kullanilir. Gegen 15 yi icerisinde pek cok tayin isleminde
fraksiyonlanmamis heparinden dusuk molekdl agirlikl heparine (LMWH) bir gecis
olmustur. Heparin ailesine en son katlan Uye Fondaparinuks’tur ve LMWHe gore
avantajli yonlere sahipti. LMWH ve fondaparinuks uygulamalarna ragmen baz
durumlar i¢in daha iyi bir secenek olabilir. Klinisyenler i¢in heparini ne zaman ve nasil
kullanacaklarini ve ne zaman LMWH veya fondaparinuks kullanmanin avantajl

olacagini bilmek 6nemlidir.

LMWH'nin, heparine gore baz avantajli yonleri vardir (Tablo 2.2). Deri altina enjekte
edildikten sonra biyolojik agidan verimlilikleri daha yuksektir, daha uzun omurludar ve
heparine gore daha iyi tahmin edilebilir antikoagulant cevap verir [48]. Sonug olarak
LMWH deri altina herhangi bir rutin pihtlagsma kontrolu yapimaksizin gunde bir veya
iki kez verilebilir. Bu durum LMWH'nin, genellikle damar igine inflzyon edilen heparine
gore, ila¢ olarak kullanimini kolaylastirr [48]. Daha onemlisi, LMWH, tedavi Ucretlerini
azalttigindan ve hastalarr daha c¢ok tatmin ettiginden, tedavisine hastane disinda

devam edilen vendz tromboembolik hastalari icin de idealdir [49].
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Tablo 2.2. LMWH’nin avantajlari ve sonuglari.

Avantajlan Sonuglari
Daha iyi biyo yararlanim Deri alti tedavisi
Daha uzun yari dmur Bir veya iki kez gunlik kullanim

Daha iyi tahmin edilebilir antikoagulant Rutin koagulasyon takibine gerek

cevabi kalmamasi

Trombin faktor 4’e daha az baglanma Heparin bagl trombositpenya riskinin
azaltimasi

Osteoblastlara daha az baglanma Uzun sdreli tedaviler ile osteoporoz

riskinin azaltimasi

LMWH Avrupa’da kullanilan yeni bir antikoagulant ¢esididir. Ayrica son zamanlarda
kullanimi, etkisi ve guvenligi ile ilgili ¢cikan raporlardan sonra Amerika’da da yaygin
olarak kullanimaya baslanmistr. LMWH kimyasal ve enzimatik depolarizasyon
yontemi ile heparinden elde edilir. Standart heparin 5.000'den 30.000 daltona kadar
bir molekdl kitlesine sahipken, dusuk molekul agirlikli heparinin molekul kitlesi 1.000°
den 10.000 daltona degisir. Boyle bir degisim beraberinde geleneksel heparinden daha
farkl 6zellikleri de beraberinde getirir. Duguk molekul agirlkli heparin proteinlere daha
az kuvvetle baglanr, bu da biyo elverisliligi artirr, trombositlerle daha az etkilesir ve
dolayisiyla daha tahmin edilebilir bir cevap olusturur, aPPT (activated partial
thromboplastin time) takibini yapmaya gerek kalmaz. Dusuk molekul agirlikli heparin
normal heparin gibi antittombin IIFfe baglanrr fakat trombini standart heparine gore
daha ¢ok duguk derecelere inhibe eder ve Faktor Xa'yli da daha ylksek derecelere
inhibe eder [50].

Heparinin, sistemik damar i¢i uygulanmasi, kan kaybi, nefes darligi, bogaz tikkanmasi,
dilin, dudagin ve yuzin sismesi gibi ciddi yan etkilerle sonuglanir. Ayrica sa¢ kaybl,
hararet, bel agrsi gibi daha hafif yan etkilerde gorilebilir [47]. Yeni LMW heparinlerin
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deri alti enjeksiyonlari, antikoagulant terapi etkisi gostererek, ciddi ven6z trombozlarin
tedavisinde daha etkili ve daha kolay uygulanabilir. Yontemin DVT Hastalarina
uygulanmasi, hastanede tedavi olmaksizin, kanama ve tekrarlanan tromboembolizm
riskini azaltmistir [51]. Heparinin yizeye immobilize edilmesi, yizeye cesitli 6zellikler
kazandirr, ylzeyin kan uyumlulugunu ve biyouyumlulugunu arttinr. Heparinlenmis
yuzeyler, platelet adhezyonunu ve kan hicre Kkayplarini azaltr ve plazma
rekalsifikasyon zamani ve aktive edilmis kismi tromboplastin zamanini arttinr. Bu
durum trombo diren¢ Ozelliklerinde o6dun vermeksizin biyouyumlulugun gelistirmesiyle

sonuglanir [52].

Tablo 2. 3. Standart heparin ve LMWH’in biyokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri

Standart Heparin LMWH

Ortalama molekdl agirig: (dalton) 12000-15000 4000-6500
Ortalama sakkarit birimi 40-50 13-22
Anti-Xa/Anti la aktivitesi 1:1 2:1-4:1
Plazma protein baglanmasina afinitesi  Yiksek Dusuk
Endotelyuma baglanma Evet Zayif
Doza bagli arinim Evet Hayir
Disik dozlarda etkisi Zayif lyi

Platelet fonksiyonunu inhibe etme Gugla Orta
Artinimig vaskuler gecirgenlik Evet Hayir
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2.6. Kolesterol

Kalitsal hiperkolesterolemi genetik bir bozukluktur ve geng eriskinlerde kalp, damarla
ilgili ciddi komplikasyonlara yol acar [53]. Kalitsal hiperkolesterolemi, dusuk yogunluklu
lipoproteinlerin, tendon ksantomlarin, prematire koroner aterosklerozun seviyelerinin
yukselmesiyle karakterize edilir [54,55]. Bu anormallik, LDL’ye duyarl hicre yuzey
reseptorlerinin eksiklikleri ve bu reseptorlerin LDL'ye baglanma bozuklugu olarak
sonuglanan, tamamlanmayan baskin o6zellik olarak gelecek nesillere aktarilir [56].
Plazmadaki LDL seviyesinin yukselmesi, ateroskleroz riskinin artmasiyla dogrudan
iligkilidir [57]. Diyete ve ilag tedavisine ek olarak, 6zellikle ila¢ tedavisine direng
gOsteren hastalarin plazmasindan LDL ve kolesterolun direk olarak uzaklagtirimasi
icin gesitli calismalar yapimistir. Plazmadan kolesterol ve LDL uzaklagtirmak igin ilk
yaklagim olan plazma degisimi, belli dezavantajlari olmasina ragmen kullanimaya
devam edilmektedir. TUm plazma dedisimi, caba gerektirmesinden ve pahali
olmasindan dolayl sinirlandirimaktadir [58,59]. Kademeli ve ¢ift tabakall stuzme
plazmaforez, plazmadan kolesterol uzaklastrimasinda, plazma dedisiminden daha
secicidir. Molekuler agirhigr 250 kd’dan daha buylk olan proteinlerin kaybi oldukca
onemlidir [60]. Ayrica yer degistirme c¢ozeltilerinin belirli miktarlari gerekli olabilir. Bu
iyilestirme metodu segici tekniklere kiyasla kesin dezavantajlara sahiptir. Terapi
cesitleri basarisiz olduktan sonra homozigot ya da ciddi heterozigot FH hastalarinda
LDL’nin etkili bir sekilde azaltimasi i¢in kullanlan metot vicuttan uzaklastrmaktir [61].
Lupien afinite adsorbenti olarak heparin iceren agaroz kireler hazirlamistr ve
kolesterolun secici olarak uzaklastirimasi klinik olarak uygulanmigtr [62]. Stoffel ve
Demont hiperkolesteroleminin iyilestiriimesi icin sefaroz Uzerine anti-apoprotein B
antibody bagli immunoadsorpsiyon sistemleri kullanmistir [63]. Borberg tarafindan
klinik olarak uygulanan bu sistem, ¢ binden fazla basaril iyilestirme gergeklestirmistir
[64]. Behm, secici olarak kolesterolin uzaklastirimasi i¢in dekstran sulfat bagl sellloz
kureler kullanmistir [65]. Poli akrilat kaph fraktojel sistem ile ilgili gelecek vadeden
sonuglar rapor edilmistir [66]. Lopukhin, hiperkolesterolemik insan plazmasindan
kolesterol uzaklastirimasi igin heparin ve sitozin sulfat iceren makrogdzenekli silika
adsorbentler hazirlamistir [67]. Pokrovsky, insan plazmasindan LDL’yi anti-LDL bagh
sefaroz kureler kullanarak uzaklastirmistir [68]. Denizli ve Pigkin heparin bagh
poli(hidroksietil metakrilat) kireler kullanmistir ve in vitro sistemde hiperkolesterolemik

insan plazmasindan etkili bir sekilde kolesterol uzaklagtirmistr [69]. Ornek olarak
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gosterilmis afinite adsorbentlerin avantaj ve dezavantajlan vardir. Hemoperfuzyon
kolon etkilidir ve yaygin bir sekilde degisik uygulamalarda kullaniir. Hemoperfizyon
kolonun cesitli dezavantajlari vardr. Ornegin kolon malzemelerin sikistirilabilirligi,
kirlenme, dzellikle dolgulu yatak kolon boyunca dusik akis hizi [70]. Diger dezavantaiji
plazmayi perfuse etmek igin kandan plazmanin ayrimasini gerektirmesidir [71]. Afinite
membranlarin istenen Ozellikleri, ylksek gozeneklilik, ylksek kimyasal, biyolojik,
mekanik kararlilik, hidrofilik, kan proteinlerinin dustk spesifik olmayan adsorpsiyonlari

ve tlreviendirmek iginislevsel gruplarin varligidir [72].

2.6.1. Kolesterol ve Ateroskleroz

Bati Ulkelerinde, damar hastalklari arasindan iskemik kalp hastalklan dikkat
cekmektedir. Olim orani istatiksel calismalari ve duyarll patoloji calismalari,
miyokardiyal damar tkankligi olan hastalarinin yaklasik %80’ninde her yil akut kalp
hastaligi dlumlerinin  arttigini  géstermektedir. Bati Ulkelerinde genis kapsamli
epidemiyolojik arastirmalar, serum kolesterol seviyeleri ve iskemik kalp hastaliklarinin
orani arasinda siki bir iliski bulundugunu acgiklamaktadir. Kolesterolin azalmasiyla,
iskemik kalp hastalklarinn 6nlenmesi hakkinda pek c¢ok rapor literatirde
yayinlanmistrr. iskemik kalp hastalklarinin ¢cogu, trombiis ve i¢c zarda kolloidal madde
olusumu ve yag birikimi sonucu lumen daralmasiyla karakterize edilen koroner
ateroskleroza neden olmaktadrr. Oldukga klglk ateromatdz lezyon, cok miktarda yag
ile dolu olan (6zellikle kolesterol esterleriyle) kopuk hucrelerinin birtakimini igeren
yUksek kolesterol seviyelerinde genisler. Bu hicrelerin ¢cogu makrofajlar ve diz kas
hicrelerinden meydana gelmistir. Yaglarin, i¢ zardaki endotel hicre katmaninin igine
isleyen, disuk yogunluklu lipoprotein (LDL) serum denatlrasyonu, ardindan gelen
makrofajlarla saglanir. Makrofajlar almi yapar ve denatlire olmus LDL’yi bilesenlerine
ayristinr ve sonra kendileri tarafindan salgilanan ve dis ortamda alici olarak HDL'ye
baglanan Apolipoprotein (Apo E)li kolesterolu bosaltirlar. Bu ylzden, i¢ zar ve
makrofajdaki kolesterol birikimi, LDL ve HDL arasinda saglanan dengeye bagldrr.
insanlar, muhtemelen genetik sebeplerle, yilksek LDL seviyelerine sahiptirler. Yeni
dogan c¢ocuklar harig, normal deneklerde, ortalama kolesterol seviyesi hayvan
trlerinin  ¢cogunun  kolesterol seviyesiyle kiyaslandiginda oldukga ylUksektir.
Yetigkinlerde ortalama LDL, kolesterol seviyeleri, 100-150 mg/dl araligindadir ve bu
25-50 mg/dl araligindaki insan bebekleriyle ve hayvanlarla kiyaslandiginda oldukga
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yuksektir. Makrofajlar, i¢ zari isgal eder ve yaglari depolamaya baglar sonra duz kas
hicreleri igin blylme faktort salgilarlar. Makrofajlardan salgilanan kolesterol, diuz kas
hicrelerinin ¢ogalmasi i¢in kullanilir ve ayni zamanda bu hicrelerde depolanrr.
Blyume faktorleri, i¢ zar lezyon bdlgesindeki, yapisik ya da kimelenmis plateletlerden
salgllanrr. Yuksek derisimdeki LDL’nin endotel tabaka hucrelerine zarar verdigi
bildirilmigtir. Bu bolumde, hiperkolesterolemiye eslik eden aterosklerozun nasil
meydana geldigi, iskemik kalp hastalklarinin ve aterosklerotik bozukluklarin tedavisi,

Onlenmesi acklanmistir [73].

2.6.2. Risk Faktorleri

Cogu insanin 6lmesi ya da sakat kalmasina neden olan ateroskleroz bir ya da birden
fazla teshis edilebilen 6zellik sergiler ve bu 6zellikler risk faktorleri olarak adlandirilir.
Genel populasyona gore, ateroskleroz hastaligi gelisen insanlarda, risk faktorleri daha
sk olur. Aterosklerozlu bireylerde bulyuk risk faktorlerinin meydana gelme olasiliklari,
%50’den %80’e degdiskenlik gostermektedir. Eger bir kiside risk faktorleri varsa, o
kiside aterosklerozun klinik belirtilerinin ortaya ¢lkmasi daha muhtemeldir ve risk
faktorleri olmayan insanlardan ¢ok daha erken gorulur [74]. Risk faktorleri dogrulanmis
olsa bile, eger bu hipotezler gecgerliyse aterosklerozun komplikasyonlarinin
azaltabilecegi Umit edilebilir. Bu varsayim yine de bilimsel olarak kanitlanmamistir.
Sakatlk ya da erken olimden bireyi koruyan risk faktorlerinin  dogrulanip
dogrulanmamasinin  saptanmasi igin gelisen c¢esitli ulusal c¢alismalar vardrr.
Aterosklerozun risk faktorleri, koroner arter ve serebrovaskiler hastalklar agisindan
oldukga iyi tanimlanmistir (Tablo 2.4). Hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve sigara,

prematlre koroner hastaliklar igin tanmlanmis g temel risk faktoridur.

2.6.3. Hiperkolesterolemi

Hiperkolesterolemi, hiperlipideminin bir formudur. Hiperlipidemi, plazma kolesterol
seviyelerinin yukselmesi ya trigliserit derisiminin ylUkselmesi ya da her ikisinin
yukselmesi olarak tanmlanrr. Kolesterol, lipid olarak bilinen madde sinfflar
icerisindedir. Kolesterol, kompleks halka yapisindadir ve steroid olarak bilinen
maddeler icerir ya da sterol olarak serbest alkol igerir (Sekil 2.4). Yetigkinlerde,
ortalama kolesterol derisimi 100 mL’de 205-225 mg araligindadir. Bu deger, hem
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esterlestiriimis, hem de esterlestiriimemis (serbest), toplam kolesterol derisimi
icermektedir. Yaklasik olarak serum ya da plazmadaki toplam kolesterolin Ugte ikisi
ester formundadir (Sekil 2.4).

Tablo 2.4. Koroner arter hastalkklarin tedavi edilebilir risk faktorleri

Yukselmis serum kolesterolu
Birincil Yukselmis kan basinci

Sigara icmek

Yukselmig serum ya da plazma trigliseritleri
Sismanlik

ikincil
Fiziksel aktivitenin eksikligi

Stres tip A Kisilik

Kanda emulsiyon halinde tasinan kolesterol ve diger plazma lipitlerinin suda ¢6zUnmus
halleri, plazma lipoproteinleri olarak adlandirilir. Bunlar, kolesterol, kolesterol esterleri,
trigliserit ve fosfolipid iceren makromolekillerdir (Sekil 2.4). Lipoproteinler,
apoproteinler ya da apolipoproteinler olarak bilinen protein bilesenleri igerir. Batln lipid
bilesenleri suda ¢dzinemez. Yalniz proteinle kompleks olusturdugunda suda ¢ozunur
hale gelir. Kolesterol esterleri ve trigliseritler, suda en az ¢ézinen lipid bilesenleriyken,
fosfolipid en iyi ¢6zlnur, kolesterol orta derecede ¢6zinlir. Apoprotein ve fosfolipid

bilesenleri diger bilesenler igin deterjanlar ve ¢bzgen olarak islev gormektedir (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. Kolesterol, kolesteril ester, fosfolipid, trigliserit ve polar lipid molekdillerin
kimyasal yapilar:.




2.6.4. Hiperlipoproteinemi

Gofman ve arkadaglan, plazma lipoproteinlerin yuksek seviyeleri ve klinik
atherosklerozis oranin artmasi arasindaki iligkiye dikkati ¢eken ilkler arasindadir [75].
Hiperlipidemi, basli basina lipoprotein turlerinin temeli olarak sinflandiridiginda,
hiperlipoproteinemi olarak adlandirilir. Plazma lipoprotein grafigi temel alinan
ateroskleroz indeksi bu arastrmaciar tarafindan gelistirilmistir. Cogdu, calismasinda
analitik ultra santriflj kullanmi Gzerine yodunlasmislardir. Ultra santriflj dzelikler ve
elektroforetik gog, farkli tirlerin (plazma lipoprotein tirleri) sinflandirimasi ve
ayirmalan igin kullanlan baslca ydntemlerdir. Her lipoprotein sinifi, kararsiz lipid
protein bilesimine ragmen, belirli partikil 6zelliklerinden olugur. Bu partikuller, elektron

mikroskobuyla incelendiginde, kire bigiminde gorunir (Sekil 2.5).

Begs turu belirlenmigtir. 1-Silomikron, 2-Cok dustk yogunluklu lipoprotein (VLDL), 3-
Orta yogunluklu lipoprotein (IDL), 4-DuUsUk yogunluklu lipoprotein (LDL), 5-Yuksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) (Tablo 2.5).

LDL Silomikronlar

VLDL HDL

Sekil 2.5. Lipoprotein tlrlerinin elektron mikroskobik goérintisda.
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Sekil 2.6. Plazma lipoproteinlerin ultra santriflj ozelliklerinin sematik gosterimi.



Tablo 2.5. Bes lipoprotein taranun ozellikleri.

Lipoprotein Tara ELEKTROFOREZ ULTRASANTRIFUGASYON

(kagtt ya da agaroz jel)

Silomikronlar Go6¢ etmeyen 0.95 mg/mL’den daha az
yogunlukta

VLDL on-B-hareketliligi Yogunlugu 0.95-1.006 mg/mL
Sf 20-400

IDL on-p ‘dan Yogunlugu 1.006-1.019 mg/mL

hareketliligine Sf 12-20

LDL B hareketliligi Yogunlugu 1.019-1.063 mg/mL
Sf0-12

HDL o hareketliligi Yogunlugu 1.063-1.210 mg/mL

HDL2

HDL3

Lipoproteinlerin  boyutlari, yogunluklar, ultrasantriflj &zellikleri ve elektroforetik
karakteristikleri birbirinden farklilik gdstermektedir (Sekil 2.6). Lipoprotein kiglkse,
protein icerigi ve yogunlugu daha buylktir. Bu nedenle silomikronlarin ultrasantrifij
hizi en yuksektir, HDL’nin ise en dusuktir. Kagit ve jel elektroforezinde, VLDL, beta
globulinlerin Otesine go¢ ederken, silomikronlar, merkezden ayrimaz. IDL, LDL ve
VLDL arasinda araci fazdrr. HDL’ye, alfa globulin tarinin go¢gmesinden dolayi, alfa
lipoprotein adi verilir. Yag iceriklerinden dolay), lipoproteinler, diger plazma
proteinlerinden daha dusik yogdunlukludur. Bu nedenle, lipoproteinler, su Uzerinde
durur. 1.210 mg/mL den daha az yogunlukta olan diger plazma proteinleri ¢goker ya da
batar. Flotasyon orani, belli standart kosullar altinda dlgtldiginde, deder Sf olarak

verilir.
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Lipoproteinlerin her tirli viicutta farkli islevier yerine getirmektedir. Ornegin, VLDL,
trigliseritleri tasirken, silomikronlar, besinsel bilesenleri tasir. Yaklasik olarak, plazma
kolesterolun %601 LDL tarafindan tasinr. HDL, trigliserit taginimi gerektiren kiguk
apolipoproteinler icin depo gorevi goérur. Ayni zamanda kolesterollin esterlesmesini
gerektiren apoprotein aktivatorunin plazma kaynaginin ¢ogunu olusturur. Baz
nedenlerle kadinlarn HDL seviyelerinin erkeklerden daha yuksek olma egilimi vardir.
Muhtemelen, HDL, ateroskleroz gelisimine karsi kadinlari koruyan, dokulardan
karacigere kolesteroll geri tasiyan bir vasta olarak davraniyor olabilir. Bu teori igin
kesin bir kanit yoktur. Epidemiyolojik kanitlar, HDL'nin yuksek seviyelerinin koroner

arter hastalkklarindan korudugunu ileri sirmektedir.

2.6.5. LDL’nin Viicut Dig1 Uzaklastiriimasi

Diyet ve ila¢ tedavisine ek olarak, plazmadan LDL ve kolesterol uzaklastirimasi
yoluyla, yuksek LDL ve kolesterol seviyesi bozukluklarini tedavi etmek igin girisimlerde
bulunuimustur. Plazmanin kisimlara ayrimasi igin dekstran sulfat [76] veya heparin

[77] vasitasiyla filtrasyon veya Ozel filtre [78] yontemleri geligtiriimistir.

GUnUumuzde adsorpsiyonla LDL’nin uzaklagtirimasi igin iki ydontem mevcuttur:

1) Spesifik veya imminoadsorpsiyon [79, 80]

2) Polianyonik gruplarin, tasiyicilar vastasiyla, secici olarak baglanmasi.

LDL adsorbanlarin birinci tipini iceren sefaroz kureler, LDL apoproteine karsi koyun
antikoruna baglanmistir. Bu adsorbanlar 6zellikle, sadece spesifik apoprotein tasiyan
LDL ve VLDL'nin plazmadan uzaklastrimasi icin calisirlar. imminosorbent-kolonlar
¢ogu kez yeniden olusturabilir ve tekrar kullanilabilir. Bir hasta igin, iki kolon, en az alti
ay veya daha uzun sureler icin her 10 gunde bir kullanilabilir. Yan etkiler nadirdir.
Ancak bu immudnosorbentin Uretimi olduk¢ga karmasiktir ve kolonlarin kullanimadan
once sterillik icin kontrol edilmesi gerekmektedir. Son yilarda arastrmaciar bu tir
adsorbanlar kullanarak tedavi edilen hastalarin tedavi sonuglarini bildirmistir [81,82].
LDL adsorpsiyonu [83] i¢cin de monoklonal antikorlarin Uretimi ve kullanmi rapor
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edilmistir. LDL i¢in segici adsorbanlar, polianyonik grup olarak heparin, dekstran suifat
veya poliakrilik asite bagl polimer tasiyici maddeler, (6rnegin agaroz, sellloz ya da
polivinilalkol kureleri) igerir [84,85]. LDL’nin polianyonik gruplari ile etkilesmesiyle, LDL
plazmadan secici bir sekilde uzaklastirilir. Adsorbanlarin her iki tiri de Klinik
uygulamalar igin zaten bilinmektedir. Ancak, calismalar, uretimi olabildigince kolay,
etkili, biyouyumlu, islenebilir ve dislik maliyetli malzemelerin sentezi igin

surdurdlmektedir.

Liposorber sistemi, plazmaferez tedavisinin veya LDL aferezin bir tirl olarak bu gibi
durumlarda iyilestirme tedavisi olarak gelistiriimistir. Sekil 2.7de gosterildigi gibi, bu
yontemde, kan surekli olarak hastadan pompalanir ve hollow fiber membran plazma
ayrrici ile plazma ve kan hudcresi agisindan zengin kisim ayrilir. Daha sonra ayrilan
plazma LDL adsorpsiyon kolonundan, yani Liposorber’den, gecirilir. Plazma LDL,
secici olarak bir hastanin plazmasindan adsorbe edilir ve geriye kalan plazma kan

hicresi agisindan zengin kisim ile birlikte hastaya geri verilir.

Antikoagulant

pompasi

LDL adsorpsiyon

Sekil 2.7. Liposorber sistem

Bu sistemin en 6nemli 6zelligi, diger kan bilesenlerini ve yararl HDL'nin miktarini
azaltmaksizin, zararll LDL’nin segici olarak uzaklastirimasidir. Ayrica, ilaglarin aksine,
Liposorber sistemi, belirli bir kisim hasta icin kolesterol seviyesini olmasi gereken
normal seviyesinin daha da altina duasurebilir. Bu, aterosklerozun gerilemesi [86]

acgisindan ¢ok énemlidir.
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2.7. Kriyojeller

GUnUmuzde, polimerik jeller, kromatografik malzemeler, molekdl ve hicrelerin
immobilizasyon igin tasiyicilar, elektroforez ve immunodifuzyon icin matrisler ve kati
kUltir ortamlari icin jel olarak kullanimi da igeren biyoteknolojinin ¢ok farklh alanlarinda
uygulamalara sahiptir. Biyolojik olarak malzemelerde kargilagilan genis c¢apli
sorunlarin yani sira, polimer jellerin kullanimiyla ilgili karsilan bazi sorunlar yeni jellerin
tasarmini gerektirmektedir. Bu gereksinimler biyolojik uygulamalar ig¢in yeni jel

materyallerin gelistiriimesini ve ticari piyasaya ¢ikmasini tetiklemektedir.

Biyoteknolojide énemli bir potansiyele sahip polimerik jellerin yeni tiplerinden birisi de
‘kriyojeller’ (don veya buz anlamina gelen Yunanca Kryos kelimesinden gelen) ‘dir [86].
Kriyojellerin ilk olarak yaklasik 40 yl énce kesfedildiler ama oldukga sira disi 6zellikleri
kisa sure bir once dikkat cekmeye bagladl. Bu materyallerin biyomedikal ve
biyoteknolojik 6zellikleri simdilerde iyi bilinmektedir [87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94].
Hatta son yillarda kriyojellerin essiz gbézenekli yapisinin esneklik ve yliksek mekanik
dayankliliklariyla birlestirilmesi, hicre immobilizasyonunda kullanimasini saglamistir
[70].

Konvansiyonel dolgulu yatak kolonlari disik difuzyon kutle transferi ve yataklar
arasinda buyuk hacim bosluklari gibi dogasinda var olan bazi sinrrlamalara sahiptir
[95]. Gbzenekli olmayan polimerik boncuklar [96] ve perflizyon kromatografisi dolgulari
gibi yeni sabit fazlar bu sorunlan ¢ézmek icgin tasarlanmig olsa da, bu sinrrlamalar
gercekte Ustesinden gelinemez problemlerdir [97]. Son zamanlarda, kriyojel
materyaller, kolay hazrlanabilmeleri, muikemmel akis Ozellikleri ve yuksek
performanslari  nedeniyle biyomolekillerin ayrimasinda kullanlan  geleneksel
boncuklarla karsilastiridiginda yeni nesil durgun fazlar olarak kabul edilirler [87, 98,
99, 100, 101, 102)]. Bereli ve arkadaslari, PHEMA ve anti-LDL immobilize edilmig
PHEMA kriyojeller gelistirmigler ve hiperkolesterolemik insan kan plazmasindan LDL

uzaklastiriimasinda segici ve etkin sonuglar elde etmislerdir [103].
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Tablo 2.6. PHEMA kriyojellerin fiziko kimyasal 6zellikleri [103].

Spesifik yiizey alani 20.2 m?/g

Gbzenek boyutu ¢api 10-200 ym
Gozeneklilik 67%

Sisme derecesi 8.89 g H20/g kriyojel
Geri basing 0.28 Mpa

Gozenekli kriyojeller, biyomolekdllerin ayrimasinda birgok avantajlara sahiptir, oldukca
iyi bir alternatif ayrma teknigidir. Kriyojellerin birgcok potansiyel avantajlari arasinda
genis gozenekleri, kisa difuzyon yolu, dusuk basing dislsl ve adsorpsiyon ve ellisyon

icin cok kisa allkonma suresi sayilabilir.

Kriyojeller, monomerik veya polimerik onculerin oldugu orta derecede dondurulmus
cOzeltilerde olugturulan bir jel matristir. Kriyojeller tipik olarak hemen hemen her
boyuttaki ¢dzlnenin engelsiz difizyona ve ayni zamanda nano ve hatta
mikropartikullerin kitle transferine de olanak saglayan birbirine bagh makroporlar (ya
da sUper makroporlar)'dir. Kriyojellerin benzersiz yapisi, osmotik, kimyasal ve mekanik
kararllik ile birlestirildiginde, onlar, biyolojik nanopartikiller (plazmidler, virUsler, hicre
organelleri) ve hatta bltin hicrelerin kromatografisi icin cazip matrisler yapar.
Polimerik kriyojeller biyomolekdllerin ve hicrelerin  immobilizasyonu igin efkili
tasiyicilardir. Kriyojeller, dusuk ya da yuksek molekul agirlkh oncullerin kriyojenik
muamelesi (dondurma, belirli bir stre igin donmus halde bekletme ve ¢bézme) sonucu
olugurlar. Uretim, buz kristallerinin gdzenek-olusturucu malzeme (porogen) olarak
gbrev yapmasi ve goOrUnuste dondurulmus tepkime sistemine ait dondurulmamis
mikrofaz igcinde jellesmenin ilerlemesiyle gerceklestirilir. Sekil 2.8a’da kriyojel olusumu
gosterilmektedir. Mikrofaz iginde jellesme tamamlandidinda, tepkime sisteminin
erimesi, dondurulmamig mikrofaz i¢cinde olusan yogun hidrojel duvarlari ile ¢cevrelenmis

blylk gbézenekler (daha 6nce buz kristalleri tarafindan isgal edilen alan) sistemiyle
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sonuglanir. Sekil 2.8.b’de kriyojellerin farkli sekilleri gorulebilir. Sekil 2.8c’de ise baz
kriyojellerin SEM fotograflari goérdlebilir.

A) Baslangig sistemi B) Donmus sistem C) Erimis kriyojel
1—%F T o . 2/\/__
o e 3 ® Donma el -«1—6
B = —ae— A

: o e %

5 8

Sekil 2.8.a. Kriyojel olusumu. 1) Makro molekdller, 2) Cdzelti, 3) Cézlcu, 4) Donmus
¢6zlcunun poli kristalleri, 5) Donmamig ¢6zlcu, 6) Kriyojel 7) Makro gdzenekler,

8) Céziicll.

Sekil 2.8.b. Kriyojellerin farkli formlari. Kriyojeller farkli formdalar olusturabilirler,

boncuklar, monolitik kolonlar, diskler v.b.
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Sekil 2.8.c. Kriyojellerin SEM goruntuleri [104]

2.8. Poli(hidroksietil metakrilat) (PHEMA)

PHEMA hidrofilik karakterde bir polimerdir (Sekil 2.9). Bu ¢alisma kapsaminda PHEMA
kriyojelin secilmesindeki temel sebep, PHEMA’nin fizyolojik uyumu, mekanik
dayanikliligi, kimyasal ve biyolojik kararliligi, minimum dizeyde 6zgil olmayan protein
etkilesimleri gostermesi ve kan ile olan uyumlulugudur [105]. PHEMA tim bu ozellikleri
ve kolay sekil alabilmesi sebebiyle kontakt lens yapiminda, protezlerde ve implant
cerrahisinde kullanimaktadir [106]. Buna ilaveten, PHEMA temelli matrisler kandan
proteinlerin saflastirimasinda kullanimaktadr. PHEMA’'nin kan ile olan uyumu
sayesinde proteinlerin dogal konformasyonunda saflastirimasi mimkdn olmaktadir
[107].
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OH

Sekil 2.9. PHEMA’nin yapisi
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve N,N,N’,N’-tetrametilen diamin (TEMED) Fluka
(Buchs, Isvigre) firmasindan, N,N’-metilen-bis(akrilamid) (MBAA), akrilamid, amonyum
persulfat (APS), ve siyanojen bromur (CNBr) ise Sigma (St Louis, ABD) firmasindan
alinmigtir. DUsUk molekdl agirlkh heparin (LMWH) (Liquemine, 5000 IU/mL) Roche
(lsvigre) firmasindan satin alinmigtir. Kullanlan diger kimyasal maddeler ise analitik
saflkta olup Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Deneylerde
kullanlan su, ylksek akisli sellloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz
Barnstead (Dubuque, 1A) Ropure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi
kullanilarak saflastirimistr. Elde edilen saf suyun (deiyonize su) iletkenligi 18
MQ/cm’dir. Deneylerde kullanlacak cam malzemeler bir gece boyunca 4 M nitrik asitte

bekletilimis ve saf sudan gegirilmistir.

3.2. PHEMA Kriyojelin Hazirlanmasi

PHEMA kriyojel monomer olarak HEMA ve capraz baglayici olarak MBAA kullanilarak
ve en son monomer derisimi % 10 olacak sekilde hazirlanmigtir. Kullanlan HEMA ve
MBAA miktarlari Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1. PHEMA kriyojelin hazrrlanma kosullari

HEMA (mol) MBAA Monomer(mol)/gapraz Monomer
(mol) baglayici(mol) derisimi (%)
PHEMA 1.07x10-2 0.183x102 6 10
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PHEMA kriyojelin hazirlanmasinda asagida verilen yontem uygulanmistir:

3.3.

>

Tablo 3.1’de verilen miktarlara goére; HEMA 10 mL saf suda, MBAA ise 5 mL saf
suda buz banyosu igerisinde manyetik karigtiricida ¢ozulmustur ve iki ¢ozelti
daha sonra birbiri ile karnstirimistir.

Polimerizasyonda baslatici olarak TEMED (25 pL) ve APS (0.02 g) gifti
kullanimistir.

Polimer surubu hazirlandiktan sonra uglar kapal ve buz igerisine yerlestiriimis
sirngalara, her birine 3.75 mL olacak sekilde, dagtimistir. Hemen ardindan
sirngalar, polimerizasyonun gergeklesmesi icin -18°C’deki dondurucuya
kaldirimis ve burada 24 saat bekletilmigtir.

24 saat sonunda dondurucudan cikarilan kriyojellerin oda sicakligina gelmeleri
saglanmistir. Oda sicakliginda kriyojellerin icerisinde donmus olarak bulunan
su erir ve boylece kriyojellerin yapisinda birbiriyle baglantli gdzenekler olusur.

Kriyojeller oda sicakligina getirildikten sonra yapilya girmeyen monomerlerin
ortamdan uzaklastirimasi igin 6nce etanol/su (v/v; 50/50) karismi ile daha
sonra saf su ile defalarca ylkanmistir.

Yapiya girmeyen monomerlerin tamamen uzaklastiridigindan emin olmak igin
ykama ¢Ozeltisinin 280 nm’de verdigi absorbans sifr olana kadar ykama
islemine devam edilmistir.

Kriyojeller kullanimadiklari zaman +4°C’'de % 0.02 sodyum azid ¢ozeltisi

icerisinde saklanmistir.

PHEMA Kriyojelin karakterizasyonu

Tez caligmasinda kullanlan PHEMA kriyojelin karakterize edilebilmesi igin sisme

ozellikleri, yuzey oOzellikleri ve yapisal ozellikleri incelenmistir.

3.3.1. Sigsme o6zelliginin incelenmesi

PHEMA kriyojelin sisme testleri de iyonize su kullanilarak yapimistr. ilk olarak kuru

kriyojel dikkatli bir sekilde tartimig ve daha sonra 50 mL de iyonize su bulunan kiguk

siseler icine koyulmustur. Sise izotermal su banyosu icerisinde sabit sicaklikta (25 *

0.5°C) 2 saat sureyle bekletilmistir. Polimer numunesi periyodik olarak su icerisinden

36



alinmis ve dikkatli bir sekilde tartimistir. Sismis kriyojelin su igerigi asagidaki formule
g6re hesaplanmistir:
Sisme Orani % = [ (Ws — Wo) / Wo ] x 100 (3.1)

Burada Wo ve Ws sirasiyla sismeden once ve sonraki kriyojel agirhigini gostermektedir.

3.3.2. Yiizey Alani ve Gozeneklilik Olgiimleri
Gozenek hacimleri ve 20A (zerindeki ortalama gézenek boyutlari civa porozimetresi
ile Carlo Erba model 200 (italya) kullanlarak 2000 kg/cm? ‘ye kadar olgUimustr.

Kriyojelin 6zgul ylizey alani (Brunauer-Emmett-Teller) (BET) yontemi ile belirlenmigtir.

3.3.3. Yiizey Morfolojisi

Kriyojelin yizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ve optik kullanilarak
Olculmustur. Numuneler ilk olarak 25°C’de normal atmosfer altinda 7 gun boyunca
kurutulmuglardir. Kuruyan kriyojellerden alinan bir parca SEM numune haznesine
koyumus ve 2 dakika boyunca puskurtmeli kaplama metodu uygulanmistir. Daha
sonra numune SEM icgerisine yerlestiriimistir (Model: Raster Electronen Microscopy,
Leitz-AMR-1000, Almanya). Sentezlenen PHEMA kriyojelin yuzey morfolojisi istenilen
blayitme oranlarinda incelenmistir. Optik mikroskop fotograflari Olympus System

Microscope (CH 40 Series, Japonya) kullanlarak elde edilmistir.

3.4. Heparin immobilizasyonu

PHEMA kriyojele dusik molekul agirlikl heparin immobilizasyonu iki basamaktan

olusmaktadrr.

1. CNBr aktivasyonu

2. Heparin immobilizasyonu

3.4.1. CNBr Aktivasyonu

PHEMA kriyojelin aktivasyonunda, aktivasyon ajani olarak CNBr kullanimigtir. CNBr
aktivasyonunda izlenen yontem kisaca soyledir: Aktivasyon islemi igin, farkli
derisimlerde CNBr c¢ozeltisi hazirlanarak (5-75 mg/mL; 100 mL), ¢ozelti pH’1, 2M
NaCOs ile pH 9.0-10.0 araliginda ayarlanmigtr. PHEMA kriyojelden bu c¢ozelti
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gegirilerek aktivasyon islemi baglatimistir. Aktivasyon +4°C’de 60 dakika
surdurtlmastir. Aktivasyon islemi sonunda, tepkimeye girmeyen CNBr ve tepkime yan

dranlerinin ~ (siyanidler)  zararsiz  ferrosiyanatlar olarak  polimerik  yapidan
uzaklastirimasi icin, PHEMA kriyojel 6nce %5 lik (w/iv) FeCls (50 mL) ve 1 M etanol

amin (pH 8.0; 50 mL) ile, daha sonra soguk su ve 0.1 M NaHCO3s (100 mL) ile

yikanmistir.

3.4.2. Heparin immobilizasyonu

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojele heparin baglanmasi oda sicakliginda 2 saat
sure ile surekli sistemde incelenmistir. Aktive edilmis PHEMA kriyojel farkli pH, derisim,
sicaklk ve zaman araliginda heparin ¢oOzeltileri ile tepkimeye sokularak ligand
baglanmasi icin optimum kosullarin belirlenmesi icin c¢alisimistir. Aktive edilmis
PHEMA kriyojellere heparin baglanmasinin pH etkisi 4.0-8.0 araliginda degistirilerek,
derisim etkisi pH'1 7.0 olan sulu ¢ozeltilerde heparin derigimi 1.0-8.0 mg/mL araliinda
degistirilerek, sicaklik etkisi 5.0-25.0°C araliginda degistirilerek ve inkUbasyon zamani

etkisi 0-90 dk araliginda incelenmistir.

CNBr ile aktiflestiriimis PHEMA kriyojele tutuklanan heparin miktari azalan heparin
derisiminden toluidin mavisi ile kolorimetrik yontemle oél¢llerek bulunmustur (Shimadzu
spektrofotometre, UV-Mini 1240, UV-Vis Spectrophotometer, Japonya) [108].
Kalibrasyon egrisi derisimi bilinen heparin ¢ozeltisi kullanilarak ¢ozeltideki heparin
derisimiyle numunenin derisimini karsilastirabilmek igin elde edilmistir. Aktive edilmis

PHEMA kriyojele tutuklanan heparin miktari asagidaki formil kullanilarak bulunmustur:

q=[Ci-Cy.V]/m (3.2)

Burada, g birim kriyojeldeki tutuklanan heparin miktarini (mg/g); Ci ve Ct sirasiyla
baslangi¢ ve immobilizasyon sonrasi elde edilen ¢ozeltideki heparin miktarini (mg/mL);

V sulu ¢ozelti hacmini (mL) ve m kriyojel kitlesini (g) gostermektedir.
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3.5.  Kan Uyumlulugu Testleri
3.5.1. Pihtilagma Zamani (CT)

PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 24 saat oda sicakliginda muamele
edilmis cam filtrede 0.5 M NaCl ¢ozeltisi ve saf su kullanilarak ylkanmigtir. Yeni alinmig
donmus insan plazmasi havuzundan (0.1 mL) 37°C’de 2 dakika on isitmaya tabi
tutulmus ve daha sonra kriyojel ile etkilesmesi saglanmistir. Pihtlagma zamani

fibrometre metodu kullanilarak ol¢timustir [109].

3.5.2. Aktiflestirilmis Kismi Tromboplastin Zamani (APTT)

PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tampon ¢oézeltisinde (pH: 7.4) 24 saat oda sicakliginda
muamele edilmis ve cam filtre Uzerinde 0.5 M NaCl ¢ozeltisi ve saf su ile ylkkanmistir.
Yeni alnmig donmus insan plazmasi havuzundan (0.1 mL) 37°C’de 2 dakika 6n
Istmaya tabi tutulmustur. Kismi tromboplastin (0.3 mL, bioMerieux, Marcy-I'Etoile,
France) de ayrica 37°C ‘de 2 dakika 6n isitmaya tabi tutulmus ve 6n isitmaya tabi
tutuimus insan plazmasina eklenmistir. Daha sonra kriyojel ile etkilesmesi
saglanmistir. 30 saniye sonra CaClz2 (0.1 mL, 0.025 M) eklenmis ve daha sona aktif

tromboplastin zamani (APTT) fibrometre metodu kullanilarak belirlenmistir [110].

3.5.3. Protrombin Zamani (PT)

Protrombin zamanini  (PT) Olgebilmek icin tek asamali protrombin metodu
uygulanmistir [111]. PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 7.4) ile oda
sicakliginda 24 saat muamele edilmistir. Yeni alnmig donmus insan plazmasi
havuzundan (0.1 mL) 37°C’de 2 dakika on istmaya tabi tutulmustur. Kismi
tromboplastin (0.2 mL, bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) de ayrica 37°C ‘de 2 dakika
On istmaya tabi tutuimus ve 6n istmaya tabi tutulmus insan plazmasina eklenmistir.
Daha sonra kriyojel ile etkilesmesi saglanmigtir. 30 saniye sonra CaCl2 (0.1 mL, 0.025
M) eklenmis ve daha sonra protrombin zamani (APTT) fibrometre yontemi kullanilarak
belirlenmistir [112].
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3.5.4. Hiicre Yapigma Caligmalari

insan kani (heparinlenmis, 500 1U/kg), poli(HEMA-Heparin) kriyojeller ile yapay ortam
etkilestirilmigtir. Kan ile etkilesim saglanmadan 6nce ykama ¢ozeltisinde daha ileri
safsizliklara (280 nm’'de elde edilen absorbans ile tespit edilebilir) sebep olmamasiigin
polimerik malzemenin 0.1 M KCI ile tampon ¢ozeltisi igerisinde ylkanmasi gerektigine
dikkat edilmelidir. PHEMA kriyojel kan ile 1 saat boyunca etkilestirilmistir. Kan
numuneleri iglemin baginda ve sonunda ortamdan geri ¢ekilmis ve mikroskop

kullanilarak numunelerin platelet ve I6kosit sayimi yapilmistir.

3.6. insan Plazmasindan LDL-Kolesterol Uzaklastiriimasi

insan plazmasinda kolesterol uzaklastrimasi igin heparin immobilize PHEMA
(PHEMA-heparin) kriyojel kesikli sistemde calisimistir. 320.5 mg/dL ortalama LDL-
kolesterol baslangic derisimlerine sahip olan numuneler hiperkolesterolemi
hastalarindan elde edilmistir. Universite Hastaneleri'ndeki (Hacettepe Universitesi,
Ankara ve Karaelmas Universitesi, Zonguldak) tarafindan bagislanan yeni donmus
plazmalar kullanimistir. Kan numuneleri 500 g’de 30 dakika boyunca santrifijlenmistir.
Plazma 0.45 pm enjektor filtre (Model 245-0045 Nalge Co., Rochester, ABD)
kullanilarak filtre edilmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir. Bakteri Gremesini engellemek
icin sodyum azid (0.1% wi/v) eklenmistir. 5 mL plazma hastadan taze olarak alinmig ve
PHEMA-heparin ile 4 saat boyunca oda sicaliginda etkilestirilmigtir. Degisik oranlarda
heparin iceren PHEMA-heparin kriyojeller kullanimistir. Uzaklastirlan LDL-kolesterol
miktari plazma numunesindeki kolesterol miktarindaki dugsusun OlgUlmesiyle
kolorimetrik olarak belirlenmigstir. Adsorbe edilen LDL-kolesterol miktari Esitlik 3.2’ye

gore hesaplanmaktadrr.

3.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

LDL molekdllerinin heparin bagli PHEMA kriyojellerden desorpsiyonu surekli sistemde
0.04 M sitrik asit ve 0.02 M dibazik sodyum fosfat (pH 3.0) ¢dzeltisi 1 saat sure ile
kolondan gegcirilerek yapimigtir. Desorpsiyon ortaminin hacmi 15 mL’dir. Sulu
¢cozeltideki son durumdaki LDL derisimi onceki bolimde anlatlan metot kullanilarak

yapilmigtir. Desorpsiyon orani kriyojellere adsorplanan LDL miktari ve desorpsiyon
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oranindaki son derisim kullanilarak hesaplanmistr. Bu islem igin asagidaki esgitlik

kullanimistir:

D _ %) Yikama ortamina salinan LDL miktari % 100
esorpsiyon orani =
pSty ° kriyojele adsorbe olan LDL miktar:

(3.3)

PHEMA-heparin  kriyojelin  tekrar kullanilabilirligini  belilemek i¢in kolesterol
adsorpsiyon-desorpsiyon islemi ayni kriyojelle 10 kez kullanilarak tekrarlanmistir.
Rejenerasyon ve sterilizasyon amaci ile PHEMA-Heparin kriyojel, desorpsiyon

isleminin ardindan 50mM NaOH ¢ozeltisi ve deiyonize su ile yikanmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez cgaligmasinda, hiperkolesterolemik insan plazmasindan LDL kolesterolinin
uzaklastirimasi i¢in disuk molekdl agirlkli heparin immobilize edilmis kan ile uyumlu
PHEMA kriyojeller hazirlanmistir. PHEMA fizyolojik uyumlulugu, mekanik direnci,
kimyasal ve biyolojik olarak kararlligi nedeniyle secilmigtir. Hazrlanan PHEMA
kriyojeller sisme testleri, taramali elektron mikroskopu (SEM) ve yizey alani ve
g6zeneklilik Olgumleri ile karakterize edilmisti. PHEMA ve heparin-bagh PHEMA
kriyojellerin  kan-uyumluluk testleri yapilmigtr. Daha sonra PHEMA kriyojellerin
hidroksil fonksiyonel gruplari farkli kogullarda CNBr ile aktive edilmis ve dustk molekl
agrrlkl heparin, aktive edilmis kriyojellere kovalent olarak baglanmigtir. Hazirlanan
heparin bagh PHEMA kriyojellerin insan plazmasindan LDL kolesterolini uzaklastirma
etkinligi belirlenmis ve son asamada kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

Elde edilen sonuglar asagida rapor edilmisgtir.

4.1. PHEMA Kriyojellerin Karakterizasyonu

Supermakro go6zenekli PHEMA kriyojeller HEMA ve MBAAm’nin APS/TEMED
varliginda donmus ortamda kopolimerizasyonu ile hazilanmistir. Kriyojelin gézenek
yapisini gosteren SEM goruntuleri Sekil 4.1’de verilmistir. Sekilde goruldugu gibi
PHEMA kriyojeller gézeneksiz ve ince polimer duvarlarina ve hareketli fazin akisina
olanak saglayan genis ve surekli birbiriyle baglantli gozenek agina (10 -100 ym
capinda) sahiptir. Matrisin gozenek boyutu protein molekdullerine gore oldukga buyuktir
ve kolaylkla ge¢cmelerine olanak verir. Hareketli fazin gdézeneklerden konvektif akisinin

bir sonucu olarak kutle transfer direnci ihmal edilebilir duzeydedir. PHEMA kriyojelin
denge sisme deg@eri 8.52 g H,O/g kriyojel, gozeneklilik orani ise %74.6’ dir.
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Sekil 4.1. PHEMA kriyojellerin SEM goruntuleri.

PHEMA kriyojel opak, sungerimsi ve elastik bir yapiya sahiptir. Gozeneklerde bulunan
su kriyojel elle sikistiridiginda kolaylkkla uzaklastirlabilmektedir. Sikistirlmis bir parca
kriyojel tekrar suya atldiginda sismekte ve orijinal boyutunu ve yapisini 1, 2 saniye

icerisinde tekrar kazanmaktadrr.

PHEMA kriyojelin spesifik ylizey alani gok noktall BET yontemi ile ortalama 25 m?2/g
olarak bulunmustur. Gézenek boyutu (BJH cihaz ile) belirlenmistir. Gozeneklerin ¢api
20 — 245 A aralginda degismektedir ve ortalama ¢ap 78.2 A’dir. Bu da PHEMA
kriyojellerdeki makro gozeneklerin varligini onaylamaktadir ve bu gézenek c¢api kan

gibi viskozitesi yuksek sivilarin kolondan akisi igin uygundur.

4.2. PHEMA Kriyojellere Heparin immobilizasyonu

Hiperkolesterolemik insan plazmasindan LDL-kolesterolinin segimli  olarak
uzaklastirimasi igin biyoafinite ligandi olarak dusuk molekdl agirliklh heparin
kullanimigtir. PHEMA kriyojellere heparinin kovalent olarak baglanmasi i¢in optimum
kosullari belirlemek Uzere gergeklestirilen calismalarin sonuglarn asagida rapor

edilmistir.
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4.2.1. CNBrderigsiminin etkisi

Polimer yuzeyindeki hidroksil fonksiyonel gruplarinin CNBr ile aktivasyonu afinite
sorbentlerin hazirlanmasi i¢in uzun sudredir kullanilan etkili ve bilinen bir yontemdir
(Sekil 4.2).

E[:OH CNBr, f0—C=N
I=OH HBr oy

Siyanat ester Izolire tiirevi

0 o)
: I I
gl:o_C_NH2 -o—C—NH—R
-0H o
Karbamat Dogrusal imidokarbonat N-eklenmis karbamat

}'— Aktivasyon Basamagi t Eslesme Basamagi i

Sekil 4.2. Hidroksil gruplarinin CNBr aktivasyon mekanizmasi.

En uygun aktivasyon ajani derisiminin belirlenmesi igin aktivasyon ortamindaki CNBr
derisimi 5-75 mg/mL arasinda degigstiriimisti. Daha sonra farklh aktivasyon
derecelerine sahip PHEMA kriyojeller pH 7.0 fosfat tamponunda heparinin sulu
cOzeltileri ile (1.0 mg/mL) etkilestiriimistir. Sekil 4.3" te goruldugu gibi kriyojellere
baglanan heparin mitari CNBr derisiminin artmasi ile artmakta ve 50 mg/mL
degerinden itibaren sabit kalmaktadir. Yuksek aktivasyon ajani derigimi tagiyici
Uzerinde daha fazla sayida aktif bdlgenin olusmasini saglamaktadir. Dolayisiyla
baglanan heparin miktarinin CNBr derisimi ile artmasi beklenen bir durumdur. Ancak
tastyici matris Uzerindeki aktif grup sayisi ve ligand molekulin boyutuna bagh olarak
degisen bir doyum kapasitesi her zaman mevcuttur. Bununla birlikte, tasiyiciya
baglanan ligandlarin performansini etkileyen en 6nemli faktér ligandin baglandiktan
sonraki serbestligidir. Yuzeye ¢ok yogun bir sekilde immobilize edilmesi durumunda
heparin molekdllerinin etkin baglama bodlgelerinin ulasilabilirligi kistlanmis olacaktir.
Buna gore optimum CNBr derigimi 50 mg/mL olarak belirlenmis ve sonraki agamalarda

heparin baglanmasi bu aktivasyon ajani derigsiminde caligimistir.
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Sekil 4.3. CNBr derisiminin heparin baglanmasina etkisi.

(T: 25°C, pH=7, fosfat tamponu)
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4.2.2. pH’nin etkisi

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere heparin baglanmasi pH 4-8 arasinda
incelenmigtir. Sekil 4.4’te goruldigu gibi en ylksek heparin baglanmasi pH 7’de

g6zlenmistir. Bu pH'da heparin immobilizasyonu miktari 35 mg/g ‘dr.

40 -
g 35 -
w 30 -
8 25
o> 20 -
o
£ 10 -

3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.4. pH'nin heparin baglanmasina etkisi.

(T: 25°C, Cheparin=4 mg/mL, timmobiizasyon=2 Saat)

izolire tiirevierinin pK degerleri yaklask 9.5'tir ve dolayisiyla nétral pH'ta pozitif
yuklidur. Dolayisiyla negatif yUkli heparin molekdulleri ile etkilesmek ic¢in uygun pH
degeridir.
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4.2.3. Heparin baslangi¢ derisiminin etkisi

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere heparin immobilizasyonu pH’s1 7.0 olan
sulu ¢ozeltilerde heparin derismi 1-8 mg/mL arasinda degistirilerek incelenmistir. Sekil
4.5’te heparin derigiminin baglanmaya etkisi ve aktive edilmemis PHEMA kriyojeller

Uzerine 6zgun olmayan heparin baglanmasi verilmistir.

Heparin immobilizasyonu
(mg/g)
o
ol

O H 4! T ! 1
0 2 4 6 8 10

Heparin derigsimi (mg/mL)

Sekil 4.5. Heparin derisiminin heparin baglanmasina etkisi.

(T: 25°C, pH=7, fosfat tamponu, timmobiizasyon=2 Saat)

Sekilde goruldugu gibi ayni aktivasyon derecesine sahip PHEMA kriyojellere heparin
baglanmasi inkibasyon ortamindaki heparin derisiminin artmasi ile artig
gOstermektedir. 4.0 mg/mL heparin derisiminin Uzerinde ise bu artis daha az

belirgindir.

Istenmeyen vyan etkileri goz o6nine alndiginda ligand sizmasi biyomedikal
uygulamalarda énemli bir problemdir. PHEMA kriyojellerden heparin sizintisi, sodyum
hidroksit ile pH’s1 7.4’e ayarlanmig 150 mM sodyum klorur, 3 mM monobazik sodyum
fosfat, 7 mM dibazik potasyum fosfat ve %0.01 sodyum azd igeren tuz ¢bzeltisinde

belirlenmistir ve yapidan herhangi bir heparin sizintisi gézlenmemisgtir.
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4.2.4. Sicakhgin etkisi

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere heparin baglanmasi 5-25°C sicakliklari

arasinda incelenmistir. Sekil 4.6° de goruldugu gibi heparin baglanmasi sicaklik

oldugunu

arttkca artmaktadr. Bu da heparin baglanmasinn  hidrofobik
gOstermektedir.
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Sekil 4.6. Heparin baglanmasina sicakligin etkisi.

(pH=7, fosfat tamponu, timmobiizasyon=2 saat)

Sekilden de goruldugu gibi sicakligin artmasiile birlikte heparin adsorpsiyon kapasitesi

artmis ve en ylksek heparin adsorpsiyonu 25°C’ de gdézlemlenmistir.
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4.25. inkiibasyon siiresinin etkisi

Heparin molekdullerinin CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere baglanmasi ilk
dakikalarda olduk¢a hizli gerceklesmis ve 45 dakika icerisinde dengeye ulasimistir
(Sekil 4.7).Sekilden de goruldigu gibi, ortama eklenen heparin derisiminin artmasina
bagh olarak, immobilize olan heparin miktari da artmigtir. Bunun nedeni adsorpsiyon
ortamindaki heparin derisimi ile (swvi faz) kriyojel Uzerindeki (kati faz) derisimi

arasindaki farkin kitle transferi igin itici gi¢ olmasidir.

©
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E
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g —a—4 mg/mL
E - - —<—8 mg/mL
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60 80 100

Zaman (dakika)

Sekil 4.7. PHEMA kriyojellere heparin baglanmasina inkibasyon suresinin etkisi.

(T: 25°C, pH=7, fosfat tamponu)

4 mg/mL degerinin Uzerindeki heparin derigsimlerinde, immobilize olan heparin
miktarindaki artis daha az belirgindir. Bu durum PHEMA Kkriyojel yuzeyinde heparin
molekullerinin  yerlesecedi  aktif grup kalmadignn ve dolayisiyla sterik

engellemelerinin basladiginin bir gostergesidir.

4.3. Kan Uyumlulugu Galigmalan

Biyomalzeme, tibbi cihazlarda kullanilan ve istenen bir zaman araliginda istenen bir
uygulama yontemi igin canli sistemle temas halinde kullanimak Gzere tasarlanan

malzemedir [113]. TUm biyomalzemeler tibbi uygulamalarda kullanimadan énce, baz
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kriterleri karslamak zorundadirlar. istenilen son kullanm amacina bagh olarak,
biyomalzeme, kan uyusabilirligi, doku uyusabilirligi, kanserojenlik, sitotoksisite,
mutajenisite, biyodegradasyon ve mekanik kararlilik gibi bazi testlere tabi tutulmalidir
[111].

Biyomalzeme kan ile temas ettiginde, yuzeye ilk dnce kuguk molekduller gelir (su ve
iyonlar gibi). Bu olayr plazma proteinlerinin adsorpsiyonu takip eder. Biyomalzeme
yuzeyine ilk adsorplanan protein molekulinin miktari ve tlrd ardindan gelecek olan
pihtlasma basamaklarini (intrinsik yol Uzerinden) ve komplement aktivasyonunu
(intrinsik ve ekstrinsik yol Uzerinden) belirler [114]. Bu nedenle bir biyomalzemenin kan
uyusabilirligini  belilemek i¢cin yapilmasi gereken oOncelikli iglemler pihtlagsma

zamanlar ve hicre yapismasi testleridir.

PHEMA ve heparin bagh PHEMA kriyojellerin kan uyusabilirligini belirlemek Uzere,
protrombin zamani (PT), aktive edilmis kismi tromboplastin zamani (APTT), fibrinojen
zamani ve trombosit pihtlasma zamani (TCT) belirlenmistir. APTT testi, biyomalzeme
yuzeyinde intrinsik pihtlasma faktorlerinin aktivasyonunu ve PT testi ekstrinsik
pihtlagsma faktdrlerinin aktivasyonunu gostermektedir. CT testi in-vitro pihtlagsma
zamanini gostermektedir. Tablo 4.1 bu testlerde elde edilen pihtlasma verilerini

Ozetlemektedir.
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Tablo 4.1. Pihtlasma zamanlari®.

Test
Malzeme APTT PT CT
(saniye) (saniye) (saniye)
Kontrol Plazma 71.0 40.2 278
PHEMA 67.8 34.9 270
PHEMA-Heparin 69.7 36.8 274

* Her bir sonug 3 paralel galismanin ortalamasidir.

Tablodan gorulece@i gibi PHEMA ve heparin bagh PHEMA kriyojellerin pihtlasma
sureleri kontrol plazma ile karsilastiridiginda azalmistr. Ancak bu azalma wvicut
tarafindan tolere edilebilir orandadir. Bu nedenle heparin bagh PHEMA kriyojellerin kan

uyumiulugunun oldukga iyi oldugu sonucuna varimistir.

Tablo 4.2. invitro kan deneylerinde elde edilen hematolojik parametreleri
ozetlemektedir. Heparin bagh PHEMA kriyojeller kullanilarak elde edilen platelet kaybi
% 2.95, I0kosit kaybi 4.91°dir. Bu sonuglara gore kriyojeller Gzerine belirgin bir htcre

yapigsmasinin olmadigi soylenebilir.
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Tablo 4.2. Kriyojellere platelet ve I6kosit yapismasi.

Platelet (x10-3/mm§3) Lokosit (x10-3/mm3)
Baslangi¢/Son Kayip (%) Baslangi¢/Son Kayip (%)
Malzeme 440/420
PHEMA 440/420 4.54 6.1/5.6 8.19
PHEMA-Heparin 440/427 2.95 6.1/5.8 491

4.4. Hiperkolesterolemik insan Plazmasindan LDL Kolesteroliiniin

Uzaklastiriimasi

Bu calismada LDL-kolesterol derisimi 320.5 mg/dL olan bir hiperkolesterolemik

hastadan elde edilen taze plazma kullanimistir. Farkli miktarlarda heparin igeren

PHEMA kriyojeller alinan kan O&rnekleriyle 4 saat boyunca oda sicakliinda

etkilestirilmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.8’ de verilmigtir.
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Sekil 4.8. Hiperkolesterolemik insan plazmasindan kolesterol uzaklastirma etkinligi.

(T: 25°C, , tadsorpsiyon=4 saat, CLDL-kolestero=320.5 mg/dL, Cheparin=4 mg/mL)
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Sekilde etkilesim suresince plazmadaki LDL kolesterol derisimindeki degisim
gb6zlenmektedir. 4 saatlik etkilesim suresi sonrasinda PHEMA kriyojellerin ylUzeyine
yaklaskk olarak 1.67 mg spesifik olmayan LDL adsorpsiyonu gerceklesmistir. Ote
yandan, plazmadaki toplam Kkolesterol duizeyi heparin bagh PHEMA kriyojeller
kullanidiginda onemli oranda dusmustir. LDL adsorpsiyonu olduk¢ga hizl
gerceklesmekte ve ilk bir saatin sonunda heparin bagh PHEMA kriyojeller uzaklagtirma
etkinliklerini buydk oranda ortaya koymaktadirlar. 4 saat sonunda ise plazmadaki

toplam LDL kolesteroli sinr deder olan 200 mg/dL degerine ve altina
indirilebilmektedir.

PHEMA kriyojellere baglanan heparin miktarinin artmasi ile plazmadan uzaklastirian
LDL kolesterol miktari artmaktadir. Sekil 4.9'da gorulece@i gibi PHEMA kriyojellere
baglanan heparin miktari 4.65 mg/g degerinden 35 mg/g degerine ylkseldiginde LDL
uzaklastirma etkinligi sirasi ile %33’den %64’e yukselmektedir. Elde edilen degerler

literatlrle karsilastirildiginda olduk¢a umut verici degerlerdir [115, 116].
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Sekil 4.9. Baglanan heparin miktarinn LDL kolesterol adsorpsiyonuna etkisi.
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Bu caligsmada, 6zellikle koruyucu HDL gibi diger lipoproteinlere disik afinite gosteren
fakat LDL kolesteroline segici ilgisi olan ve etkin bir malzemenin gelistiriimesi
amaglanmigtir. Hazirlanan kriyojellere HDL ve diger lipoproteinlerin ve trigliseritlerin

adsorpsiyonu ¢alisimis ve sonuglar Sekil 4.10°da verilmistir.

450
400
% 350 -
é’ 223 ® Toplam Kolesterol
2 m Trigliserit
& 200
T 150 = HDL
c 100 = LDL
< 50 = VLDL

Kontrol PHEMA 4,65 8,06 28 35

Baglanan heparin miktari (mg/g)

Sekil 4.10. Diger lipoproteinlerin ve trigliseritlerin kriyojellere adsorpsiyonu.

Bu sekilden de gorulecegi gibi heparin bagh PHEMA kriyojellere daha az miktarlarda
HDL, VLDL ve trigliserit adsorpsiyonu gerceklesmis ve tUm kandan segici ve tatmin

edici miktarda LDL adsorpsiyonu gozlenmistir.

4.5. Literatur Karsilagtirmasi

Su ana kadar yapilan calismalarda farkli afinite adsorbentleri ile farklh adsorpsiyon
kapasitelerine ulasiimis ve bunlar literatirde rapor edilmigtir. Tabak ve ark. heparin
immobilize edilmis agaroz boncuklar kullanmis ve saglikli insan plazmasindan 1.2-3.0
mg/g araliginda kolesterol adsorpsiyon kapasitesine ulagsmislardir [117]. Ostlund ticari
agaroz boncuklara tutturuimus anti-LDL antibadi kullanarak insan plazmasindan 6-8
mg/mL LDL kolesterol uzaklastrmiglardir [118]. Smolik ve ark. dekstran sulfat

immobilize edilmis sellloz afinite boncuklar kullanarak tam kandan segici LDL
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adsorpsiyonu galismiglardir. Oldukga iyi bir segicilik elde etmisler ve 5-10 mg/mL jel
miktarinda LDL kolesterol adsorpsiyon kapasitesi rapor etmislerdir [119]. Schmidt
yuzeyi muamele edilmig poliakrilat matris kullanmig ve gram polimer basina 8-10 mg
LDL-kolesterol sonucunu elde etmislerdir [120]. Lopukhin ve ark. tasilyici matris olarak
makro gozenekli silika boncuklar kullanmiglar ve fonksiyonel ligand olarak heparin ve
kitosan sulfat kullanmis ve 14.8-15.2 mg/g civarinda kolesterol adsorpsiyon
kapasitesine ulagsmiglardir [115]. Pokrovsky ve ark. polimerik tasiyici olarak ticari
Sepharose ve fonksiyonel ligand olarak monoklonal ve poliklonal antibadiler
kullanmiglardir [116]. Elde ettikleri maksimum LDL baglanma kapasitesi 0.6-2.5 mg
LDL/mL adsorbent araligindadir. Sinitsyn ve ark. heparin tasiyan Sepharose boncuklar
kullanmis ve 12 mg kolesterol/gram polimer maksimum adsorpsiyon kapasitesi elde
etmislerdir [121]. Denizli ve Piskin hiperkolesterolemik insan plazmasindan kolesterol
uzaklastirimasi galigsmiglar ve dustk molekdl agirlikli heparin immobilize edilmis
poli(HEMA) mikrokUreler kullanarak 4.7 mg Kkolesterol/lg maksimum adsorpsiyon
kapasitesi elde etmiglerdir. [69]. Denizli poli(HEMA-MAPA) membranlar kullanarak
13.3-16.0 mg kolesterol/lg maksimum adsorpsiyon kapasitesi rapor etmistir [122].
Yawuz ve Denizi PHEMA mikrokurelere gelisiguzel ve Protein A Uzerinden
yonlendirilerek immobilize edilmis anti-LDL antibadilerle hiperkolesterolemik insan
plazmasindan srasiyla 3.67 ve 4.52 mg/g LDL adsorpsiyon kapasitesi rapor
etmislerdir [123]. Bu calismada heparin immobilize edilmis PHEMA kriyojeller
kullanarak literatirle karsilastirlabilir dizeyde LDL-kolesterol adsorpsiyon kapasitesi

elde edilmistir. Bu tez galismasinda ise 11 mg/g LDL-kolesterol uzaklastirimstir.

4.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

LDL molekdllerinin heparin bagl PHEMA kriyojellerden desorpsiyonu surekli sistemde
0.04 M sitrik asit ve 0.02 M dibazik sodyum fosfat (pH 3.0) ¢Ozeltisi 1 saat sure ile
kolondan gegirilerek yapimigtir. Adsorplanan LDL kolesterolinin yaklask %96’si
desorplanmigtir. Ligand molekdllerin PHEMA kati destege kovalent olarak
baglandiginin bir gostergesi olarak bu basamakta heparin sizintisi gozlenmemistir.
Dolayisiyla bu deneyde desorpsiyon ajaninin sadece heparin ile LDL molekdlleri
arasindaki tersinir baglarn kirdigi soylenebilir. Desorpsiyon ajani olarak sitrik asit
kullanildiginda, heparin molekdlleri 3 boyutlu yapilarini degistirmektedir ve etkilesim
kuwvetleri azaldigindan LDL molekdlleriyle yaptigi bagin kirimasiyla LDL molekdllerini

salmaktadir. Adsorpsiyon-desorpsiyon iglemi ayni kriyojeller ile 10 kez tekrarlanmigtir.
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Kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesinde gézle gorulir bir dists gézlenmemistir (Sekil
4.11). Desorpsiyon verilerine gore sitrik asidin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve
bu calismada kullanilan heparin bagh PHEMA kriyojellerin tekrar kullanilabilirligine

olanak sagladigi sdylenebilir.
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Sekil 4.11. Heparin bagh PHEMA kriyojellerin tekrar kullaniabilirligi.

(T: 25°C, tdesorpsiyon=1 saat, CLpL-kolestero=320.5 mg/dL, Cheparin=4 mg/mL)
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5. SONUGLAR

PHEMA kriyojeller, hareketli fazin akisina olanak saglayan, genis ve kesintisiz
olarak bir biriyle baglantii bir gézenek agina sahiptir.

Fizyolojik uyumlulugu, mekanik direnci, kimyasal ve biyolojik kararliligi
nedeniyle tasiyici matris olarak PHEMA segilmistir.

PHEMA kriyojellerin denge sisme degeri 8.52 g H20/g kriyojel olarak
bulunmustur.

PHEMA kriyojellerine sahip oldugu gozeneklilik orani %74.6’ dir.

PHEMA kriyojellerin spesifik ylizey alani BET yontemi ile ortalama 25 m?/g
olarak bulunmustur.

Gozeneklerin gapi 20-245 A araliginda degismektedir ve ortalama cap 78.2 A’
dur. Bu degerler kan gibi viskozitesi ylksek sivilarin kolondan akigi igin
uygundur.

Hiperkolesterolemik insan plazmasindan LDL kolesterolinin sec¢imli olarak
uzaklastirimasi icin biyoafinite ligandi olarak dusik molekdl agirlikli heparin
kullanimigtir. PHEMA kriyojellere heparinin kovalent olarak baglanmasi igin
gerekli optimum kosullarin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar yapilmistir.
Aktivasyon icin gerekli optimum CNBr derisimi 50 mg/mL olarak belirlenmis ve
sonraki asamalarda bu derigsimde c¢alisimistir.

PHEMA kriyojellere baglanan heparin en yiuksek miktari pH=7" de gézlenmistir.
PHEMA kriyojellere heparin baglanmasi, inkibasyon ortamindaki heparin
derisiminin artmasi ile artis gostermektedir. 4 mg/mL heparin derigiminin
Uzerinde ise bu artis daha az belirgindir.

Heparin baglanmasi sicaklik arttkga artmaktadir. Bu da heparin baglanmasinin
hidrofobik oldugunu gdstermektedir.

Heparin molekullerinin CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere baglanmasi
ilk dakikalarda olduk¢a hizli gergeklesmis ve 45 dakika igerisinde dengeye
ulagimigtir.

PHEMA ve heparin baglh PHEMA kriyojellerin pihtlagsma sureleri kontrol plazma
ile karsillastirldiginda dusuk degerlere sahiptir. Ancak bu azalma wvicut
tarafindan tolere edilebilir orandadrr. Bu nedenle heparin bagh PHEMA

kriyojellerin kan uyumlulugunun oldukga iyi oldugu sonucuna varimistir.
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Heparin bagh PHEMA kriyojeller kullanilarak elde edilen platelet kaybi % 2.95,
I6kosit kaybl % 4.91’dir. Bu sonuglara gore kriyojeller Uzerine belirgin bir hucre
yapigmasinin olmadigi soylenebilir.

4 Saatlik etkilesim siresi sonrasinda PHEMA kriyojellerin ylzeyine yaklasik
olarak 1.67 mg spesifik olmayan LDL adsorpsiyonu gerceklesmistir. Plazmadaki
toplam kolesterol dizeyi heparin bagh PHEMA kriyojeller kullanidiginda dnemli
oranda dusmustur. LDL Adsorpsiyonu oldukga hizli gergeklesmekte ve ilk bir
saatin sonunda heparin baglh PHEMA kriyojeller uzaklastirma etkinliklerini
blylk oranda ortaya koymaktadirlar. 4 saat sonunda ise plazmadaki toplam
LDL kolesterolt sinir deder olan 200 mg/dl dederine ulagsmakta ve bu degerin
altina indirilebilmektedir.

PHEMA kriyojellere baglanan heparin miktarinn artmasi ile plazmadan
uzaklastirlan LDL kolesterol miktari artmaktadir. PHEMA kriyojellere baglanan
heparin miktari 4.65 mg/g degerinden 35 mg/g degerine ylkseldiginde LDL
uzaklastirma etkinligi sirasi ile yuzde 33 den yuzde 64’ee yukselmektedir. Elde
edilen degerler literaturle karsilastinldiginda olduk¢a umut vericidir.

Koruyucu HDL gibi diger lipoproteinlere dusuk afinite gosteren fakat LDL
kolesteroline segici ilgisi olan etkin bir malzemenin geligtiriimesi
amaglandigindan hazrlanan kriyojellere HDL ve diger lipoproteinlerin ve
trigliseritlerin adsorpsiyonu kogullari ¢algimistir.

Heparin bagl kriyojellere daha az miktarlarda HDL, VLDL ve trigliserit
adsorpsiyonu gerceklesmis ve tim kandan segici ve tatmin edici miktarda LDL
adsorpsiyonu gozlenmistir.

LDL molekdlerinin Heparin bagh PHEMA kriyojellerden desorpsiyonu surekli
sistemde calisimis ve adsorplanan LDL kolesterolin yaklaskk ylzde 96’si
desorplanmigtir.

Ligand molekullerinin PHEMA kati destege kovalent olarak baglandiginin bir
gOstergesi olarak desorpsiyon basamaginda heparin sizintisi gézZlenmemistir.
Dolayisiyla bu deneyde desorpsiyon ajaninn sadece heparin ile LDL
molekulleri arasindaki tersinir baglari kirdi§1 soylenebilir. Desorpsiyon ajani
olarak sitrik asit kullanildiginda heparin molekdllerinin 3 boyutlu yapilarin
degistirmektedir ve etkilesim kuvvetleri azaldigindan LDL molekdilleriyle yaptigi

bagin kirimasiyla LDL Molekdllerini salmaktadir.
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v' Adsorpsiyon-Desorpsiyon islemi ayni kriyojeller ile 10 kez tekrarlanmigtr.
Kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesinde gozle goérulur bir disus gdézlenmemisgtir.

Desorpsiyon verilerine gore sitrik asidin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve
bu c¢alismada kullanlan heparin bagh PHEMA kriyojellerin  tekrar

kullanilabilirligine olanak sagladigi soylenebilir.
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