NANOMODIFIYELI KARDIYOPLEJI SOLUSYONUNUN
MIiYOKARD KORUNMASINDAKI ETKIiSININ
GOZLENMESI

OBSERVATION OF THE EFFECT OF NANOMODIFIED
CARDIOPLEGIA SOLUTION ON MYOCARDIAL
PROTECTION

ZULEYHA YAVUZ

PROF. DR. iBRAHIM VARGEL

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim - Ogretim ve Sinav Ydnetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dal1 i¢in 6ngdrdiigi

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2019






Ziileyha YAVUZ'un hazrrladigi “Nanomodifiyeli Kardiyopleji Solilisyonunun
Miyokard Korunmasindaki Etkisinin Gozlenmesi” adli bu galigma asagidaki jiiri
tarafindan Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmigtir.

Prof. Dr. Adil DENIZLI
Bagkan

Prof. Dr. ibrahim VARGEL

Danigman

Prof, Dr. Serdar GUNAYDIN
Uye

Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR
Uye

Prof. Dr. Kanat OZISIK
Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitusu tarafindan YUKSEK LISANS
TEZI olarak .../.../...... tarihinde onaylanmigtir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Fen Bilimleri Enstitiisit Midiirii






ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirladifim bu tez ¢aligmasinda,

* tezigindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,

» gorsel, igitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

» bagkalanmin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

= atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

* kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

* ve tezin herhangi bir béliimiinii bu iiniversite veya bagka bir liniversitede tez

galigmas: olarak sunmadigimi

beyan ederim.

14 k2019

ZULEYHA YAVUZ






YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitil tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamini veya herhangi bir kismini,
basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullaria kullanima
agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklan digindaki tiim fikri miilkiyet haklanm bende kalacak, tezimin tamaminin
ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.)

kullamim haklan bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarinin haklanni ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin
alinarak kullandigim: ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit

ederim,

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yénerge”
kapsaminda tezim agagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U.

Kiitiiphaneleri Ag¢ik Erigim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karan ile tezimin erigime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir,

- Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime
agtlmas1 mezuniyet tarihimden itibaren .... ay ertelenmistir.

a

Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

Ki.94/2019

ZiileyhaYAVUZ






OZET

NANOMODIFIYELI KARDIYOPLEJi SOLUSYONUNUN
MIYOKARD KORUNMASINDAKI ETKIiSININ GOZLENMESI

ZULEYHA YAVUZ

Yiiksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. ibrahim VARGEL
Haziran 2019, 77 sayfa

Bu tez c¢alismasinda, Poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) ve Poli(2-hidroksietil
metakrilat)-N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (PHEMAH) nanopartikiiller ile
modifiye edilmis kardiyopleji soliisyonlarmin miyokard korumasi iizerindeki etkisi in-
vitro olarak incelenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in zeta boyut
analizi, taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
(FTIR), sisme deneyi ve yiizey alan1 dl¢limleri yapilmistir. PHEMAH nanopartikiillerin
L-histidin adsorpsiyon davranisi nanopartikiil ve L-histidin arasindaki etkilesimler
incelenerek agiklanmistir. Farkli tampon ¢ozeltilerin, baslangi¢ L-histidin derisiminin,
adsorpsiyon siiresinin ve sicakligin L-histidin adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. En
yiiksek adsorpsiyon kapasitesine MES tamponunda, 1,5 mg/ml L-histidin baslangi¢
derisiminde ve 45 dakikalik adsorpsiyon siiresinde ulasilmistir. En yiiksek adsorpsiyon
kapasitesi 251,2 mg/g’dir. Farkli derisimlerde nanopartikiil igeren, farkli hacimlerdeki
Histidin, Triptofan, Ketoglutarat (HTK) soliisyonuna ait drneklerin, 3-[4,5-dimetil-2-
tiazolil]-2,5-difenil  tetrazolyum bromid (MTT) Testi ile in-vitro etkileri
karsilastirilmistir. HUVEC (Insan Umblikal Ven Endotel Hiicreleri) hiicre hattinda
miyokard korunmasindaki rolleri i¢in gruplar arast bagar1 durumlari ortaya konulmustur.
PHEMA ve PHEMAH nanopartikiiller ile modifiye edilmis kardiyopleji soliisyonunun
HTK’ye gore daha az hacimde daha iyi hiicre canlilif1 yiizdesi sagladig1 ve miyokard



korumasini destekleyebilecegi yoniinde iistiin bir potansiyel tasidig1 gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Afinite, Nanopartikiil, L-histidin, HTK, MTT
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ABSTRACT

OBSERVATION OF THE EFFECT OF NANOMODIFIED
CARDIOPLEGIA SOLUTION ON MYOCARDIAL PROTECTION

ZULEYHA YAVUZ

Master of Science, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim VARGEL
Haziran 2019, 77 pages

In this thesis study, the effects of cardioplegia solutions modified with Poly(2-
hydroxyethyl methacrylate) (PHEMA) and Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) - N-
methacryloyl-L-histidine methyl ester (PHEMAH) nanoparticles on myocardial
protection was investigated in-vitro. To characterization the synthesized nanoparticles;
zeta size analysis, scanning electron microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy  (FT-IR), swelling experiments and surface area measurements were
performed. Adsorption behaviors of PHEMAH nanoparticles were explained by
investigating the interactions between nanoparticles and L-histidine. Effects of adsorption
of L-histidine; different buffer solutions, initial concentration of L-histidine, adsorption
time and temperature were investigated. The maximum adsorption capacity was reached
at Tris buffer, at 1.5 mg/mL initial concentration of L-histidine and at 45 minute
adsorption time. The maximum adsorption capacity was found as 251.2 mg/g. Effects of
Histidine, Tryptophan, Ketoglutarate (HTK) solutions in different volumes containing
different nanoparticle consantrations were compared with 3- [4,5-dimethyl-2-thiazolyl] -
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) test in-vitro. Success between groups was
demonstrated for the role of myocardial protection in the HUVEC cell line. This study
showed that cardioplegia solution which was modified with PHEMA and PHEMAH

nanoparticles provided better cell viability percentage at a lower volume as compared to

il



HTK and has a potential to support myocardial protection.

Keywords: Affinity, Nanoparticle, L-histidine, HTK, MTT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C Celcius 0Olcegi

g Gram

mg/L Litrede miligram
mmol/L Litrede milimol
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TRIS: Tris(hidroksimetil)aminometan
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

Kalp ameliyatlarinda kalp, hareketsiz ve kandan yoksun olmalidir. Hem kardiyak arest
hem de reperfiizyon takibi miyokardiyal hasar ile sonuglanabilir [1]. Bu nedenle alinan
koruyucu ve onleyici tedbirler mekanik ve farmakolojik yontemlerdir. Mekanik yontem,
prosediiriin uzun siirmesi halinde hiicresel hasara ve O6liime neden olabilen aortun
klemplenmesidir [2, 3]. Farmakolojik yontem ise kardiyopleji soliisyonlar1 ile saglanir.
Geleneksel kardiyopleji yontemlerinde kan kardiyoplejisi ve kristaloid kardiyopleji
kullanilirken, soliisyonlara eklenen bazi katki maddeleriyle etkinligin artirilmasi

hedeflenmektedir [1].

Iyi bir kardiyopleji soliisyonundan beklenen; miyokard hiicrelerinde yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin (Adenozin Trifosfat (ATP) ve fosfokreatin) kullaniminin azaltilmasi
amactyla, hizli bir diastolik arest saglayabilmesidir. Ayrica miyokardin korunmasi
yOniiyle, reperfiizyon hasarini sinirlandirarak geri doniisiimsiiz hasar1 geciktirebilmelidir.
Hiperkalemik c¢oziimler (yiiksek potasyum) bu amaca hizmet etmektedir. Hastanin
ameliyat sonras1 kardiyopulmoner bypasstan giivenli bir sekilde ¢ikabilmesi i¢in geri
dondiiriilebilir bir kardiyoplejik etki yiiksek onem tagimaktadir. Bu siiregte kalbe veya
diger organlara herhangi bir toksik etkisi olmamalidir. Ozellikle iskemi siiresinin uzadig1

ve yiiksek konsantrasyonlarin kullanildigi durumlarda toksik etki dnemlidir [1].

Uzun yillardir miyokardiyal korumanin temel tas1 olarak bilinen ve kullanilan
kardiyopleji soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan igerigin farklilik gostermesi

sonucunda ¢esitlilik ve bu alandaki arastirmalar artmistir [4, 5].



1.1. Tarihge

Iskemiden dogan hasar1 azaltmak igin 1950°li yillarda, kalbin elektromekanik aktivitesini
durdurma kavrami giindeme gelmistir. Bu donemde Melrose soliisyonu kardiyoplejik
ajan olarak kullanilmistir. Kardiyopleji kavraminin gelismesinde oncii olan bilim

insanlar1 Spieckman, Hoelscher, Kirsch ve Bretschneider’dir [6].

Amerika Birlesik Devletlerinde, bir siire kardiyoplejik ¢oziimlerin herhangi bir avantaji
gozlenemediginden yontem terk edilmis ve uzun yillar kullanilmamistir ancak Avrupa'da,
Hoelscher Spieckerman [7], Bretschneider ve Kirsch kardiyoplejiye iligskin aragtirmalara

devam etmislerdir 8, 9].

1952°de yapilan ilk acik kalp ameliyati operasyonunda tiim viicut sistemik hipotermi
(~28 °C) altindayken kisa stireli arest uygulanmistir. O dénemde hipoterminin beyne

giden oksijen ihtiyacini azaltan koruyucu bir mekanizma oldugu bilinmektedir [10].

Kardiyopulmoner bypass i¢in bir sonraki gelisme 1954 yilinda [11] beyin ve sistemik
organlarda meydana gelecek hasar1 6nlemeye ydnelik olmustur. Iskemi siiresince
ATP’nin kullanimi nedeniyle ortaya ¢ikan ve devam eden geri doniisiimsiiz hizli kalp
kontraktiirii olarak “stone heart” fenomeni tanimlanmis [12] ve bu sorunu gidermek
amactyla 1955 [13] yilinda, kan eklenen yiiksek bir potasyum sitrat (77 mmol/L)
konsantrasyonunun intrakoroner arter inflizyonu kullanarak "segici geri dontisimlii
kardiyak arest" kavramini ortaya koymustur. Su anda kardiyopleji olarak adlandirilan bu
farmakolojik arest; hiicre membran1 depolarizasyonuna neden olmus, bu da aksiyon
potansiyelinin iletilmesini 6nlemis ve kardiyak arest ile sonuglanmistir. Soliisyonun geri
cekilmesiyle kardiyak arestin geri doniisii kolayca gerceklestirilebilmistir. Bununla
birlikte yiiksek potasyum sitrat soliisyonunun, odakli miyokardiyal nekrozu tetikledigi ve
bir¢ok hastanin 6liimiine yol actig1 ortaya ¢ikmis ve hiperkalemik soliisyonlarin kullanimi
uzun yillar terk edilmistir. Bu slirede cerrahlar iskemi sirasinda kalbi korumak i¢in stirekli
ya da aralikli olarak normotermik perfiizyon, elektriksel olarak indiiklenen ventrikiiler

fibrilasyon veya topikal hipotermi gibi ¢esitli teknikler kullanmiglardir [1].

Aortun klempli oldugu dénemde kalbin kanlanabilmesi i¢in koroner siniis araciligiyla
kanin bir kisminin retrograd olarak dolasima verilmesiyle gergeklestirilen ilk 6zel yontem

Lillehei ve arkadaslar tarafindan 1956’da yayimlanmistir [ 14].



1961 yilinda yapilan bir ¢alismada, aortun klempli oldugu siire boyunca kalp ¢evresine
buz uygulamas1 yapilarak kalp sogutulmus ve diisiik sicakligin miyokard korumasini

destekleyecegi fikri savunulmustur [15].

1964 yilinda Almanya'da Bretschneider tarafindan gelistirilen ve HTK (histidin-triptofan-
ketoglutrat) soliisyonu olarak bilinen kardiyopleji soliisyonu kullanilarak kardiyoplejik
arest saglanmistir. Bu ¢ozelti, sodyumca fakir, kalsiyum i¢ermeyen ve prokain ihtiva eden
bir sodyum kanal blokeridir. Kardiyak arest saglanirken polarize hiicre membrani basarili
sekilde korunmustur [16, 17]. Sondergaard [18], 1967 de Bretschneider'in solliisyonunun
ve 1972'de Kirsch, Rodewald ve meslektaslar1 [19] ise Kirsch kardiyoplejik

sollisyonunun klinik kardiyak cerrahide kullanimin1 bildirmislerdir.

1970’lerde miyokardiyal iskeminin patofizyolojisi hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olunmasi ile iskeminin tahrip edici etkisine karsi miyokardiyal koruma saglamak icin
verapamil, nifedipin ve propranolol’iin kullanildigi farmakolojik miidahale yontemi

gelistirilmistir [20].

ABD'de ve Ingiltere'de 1970'lerin ortasinda gelistirilen soliisyonlar, kardiyak cerrahi
sirasinda iskemik hasarin devam eden etkisine dikkat cekmek amaciyla cerrahi
uygulamaya dahil edilmistir. Bu soliisyonlar "hiicre dis1" iyonik formiilasyona dayanmis
ve potasyum kloriir konsantrasyonlar1 kismen artirilmistir [21, 22]. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, hastalarda goriilen fokal nekrozun yiiksek potasyumdan ziyade yiiksek
sitrat konsantrasyonlarindan kaynaklandig1r gosterilse de daha sonra bu teyit
edilememistir [23]. 1970'lerin sonlarina gelindiginde Clark ve arkadaslari, kalsiyum
kanalin1 bloke eden bir ajan olan nifedipin iizerine g¢alismis ve olumlu etkisini

kanitlamislardir [24, 25].

Roe ve arkadaglar1 1973'te [26] Gay ve Ebert ise 1977'de [27] potasyum igerikli
kardiyoplejiyi arasgtirmis ve kisa zamanda soguk kardiyoplejinin avantajlarim

dogrulamiglardir.

David Hearse ve Mark Braimbridge, ekstraseliiler igerikli kristaloid kardiyopleji
kullanimin1 6nermislerdir. 1976’da Circulation dergisinde yayimlanan g¢alismalarinda,
farklr igerikteki kardiyopleji soliisyonlarini sican kalplerinde denemislerdir [28]. Daha

sonra “St. Thomas Hastanesi Kardiyoplejik Sollisyonunu” gelistirilmistir. Bu soliisyon,



her bir bilesen icin plazma konsantrasyonlarina gore karakterize edilerek optimize
edilmistir ve 20 veya 16 mmol/L'lik potasyum konsantrasyonlarinda gelistirilmistir. St.
Thomas Hastanesi kardiyoplejik soliisyonu ilk kez 1975 yilinda cerrahide uygulanmistir
ve birka¢ yil icinde kristaloid tampon esasl kardiyoplejinin kullanimi tiim diinyada

yaygin kardiyoprotektif teknik olmustur [29].

Bleese ve arkadaslari, 1979'da, soguk prokain-magnezyum kardiyoplejisi ve 150
dakikadan fazla myokardiyal iskemide tutulan 26 hastanin %]12'sinde hastane

mortalitesini bildirmislerdir [30].

Buckberg 1979'da optimal kardiyoplejik arag olarak, kan kullanimini tanimlamistir [31].
Diinyada yaygin olarak kullanilan kristalloid ¢ozeltisi St. Thomas soliisyonu ile
kardiyoplejik ¢oziimlerin daha ileri gelisimi, arestin ve koruyucu etkinin saglanmasi i¢in
kan ile birlikte kullanim1 seklinde olmustur [32, 33, 34]. Kan kardiyoplejisi giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan hiperkalemik kardiyoplejidir [32, 35].

Cizelge 1’de miyokard koruma ydntemlerinin gelisim basamaklarinin bir 6zetine yer

verilmistir [36].

Cizelge 1. Miyokard koruma yontemlerinin gelisim basamaklari

Referans Yil Calisma
Bigelow WG 1950  Hipotermi ¢alismalar1 yiirtitiildii.
Swan H. 1953  Operasyon esnasinda insanda hipotermik arest

uygulamasiyla kansiz ortam sagladi.

Melrose DG, Bentall HH 1955  Geri doniigiimlii  kimyasal arest kavramini
bildirdi.

Lillehei CW 1956  Koroner arter kaniilasyonu ile hipotermik
kristoloid kardiyopleji metodunu bildirdi.

Lam CR 1957  1lk kez Kardiyopleji terimi kullanilds.

Gerbode F, Melrose DG~ 1958  Insanda kalbi durdurmak icin potasyum
kullanildi.

McFarland JA 1960  Miyokardiyal koruma i¢in Melrose teknigine

kars1 aralikli aort okliizyon veya koroner arter

perflizyon teknigi uygulandi.




Referans

Yil

Calisma

Bretschneider HJ

1964

Kalbi durdurmak i¢in diisik sodyumlu,
kalsiyum i¢ermeyen ve prokain igeren

kardiyopleji soliisyonu gelistirdi.

Sondergaard KT

1964

Klinik c¢alismalarda miyokard korumasi igin

Bretschneider kardiyopleji soliisyonu kullanildi.

Gay WA, Ebert PA

1973

Potasyumlu kardiyopleji ile kopek kalbi 60
dakika boyunca durdurularak hiicresel hasar

olusmadig1 gosterildi.

Roe BB

1973

Kardiyopleji  yontemlerinin, hipotermi ve
kapiller yikamanin miyokard korumadaki

etkinligi gosterildi.

Tyers WA

1974

Hayvanlarda, soguk kan inflizyonu ile miyokard
dokusunu 4°C’de tutarak 90 dakika iskemide
kaldigini gosterdi.

Hearse DJ

1975

Farelerde iskemik hasar1 reddetmek icin
preiskemik infiizyonu vurguladi ve St. Thomas

No.1 soliisyonunu buldu.

Braimbridge MV

1975

Klinikte ilk defa St. Thomas soliisyonu kullandi.

Effler DB

1976

Oda sicakliginda basit aortik klempi onerdi.

Buckberg GD

1979

Koroner arter i¢ine potasyum inflizyonu igin

kanin arag olarak kullanimini tanimladi.

Akins CW

1984

Koroner revaskiilarizasyonu i¢in kardiyoplejisiz
hipotermik  fibrilatuar  arest tekniginden

yararlandi.

Murray CE

1986

Reperflizyon ve iskeminin kisa  siireli
periyotlarinin  kalbin uzun stireli iskemik
periyoda dayanmasimi miimkiin kilacagini

bildirdi.

Lichtenstein SV, Salerno

TA

1991

Stirekli 1lik kan kardiyopleji kullaniminin klinik

yararlarini rapor etti.




1.2. Miyokardin Yapisi

Miyokardin temel kasilabilir birimi olan miyosit hiicrelerinin birbirine baglanmasini ve
hiicre dis1 ortamla iletisimi, miyositlerin dis1 ile i¢i arasinda yer alan bir bazal membran
tarafindan saglanir [37]. Bazal membranin altinda miyositleri kusatan ve miyofibrilleri
iceren sarkolemma zar1 yer alir. Miyofibriller, aktin ve miyozin adi verilen
miyofilamentlerden olugsmaktadir. Kalp kasini olusturan liflerin ayn1 anda kasilmasini ve
kalbin pompa goérevi yapmasimi miimkiin kilan bu miyofilamentler, sinsisyal yapiy1
olusturan sarkomer denilen boliimlerden meydana gelmistir [38]. Diflizyon i¢in uygun bir
bariyer gorevi goren sarkolemma, miyositin kasilmasi i¢in gereken reseptor, pompa ve
kanallara sahip zar proteinlerini igerir. Sitozolik Ca*? yogunlugunun diizenlenmesi
gorevini iistlenen sarkoplazmik retikulum, hiicre i¢i membran ag1 gorevi goriir ve tasima

amagch 6zellesmis bir organeldir [37].

Miyokard hiicrelerinde, hacmin % 25-35'ini olusturan ¢ok sayida biiylik mitokondri
bulunur [39, 40]. Mitokondrilerin sayica fazla olmasi, kardiyak kasilma i¢in aerobik

solunumun 6nemini artirmaktadir [38].

1.3. Miyokard Metobolizmasi

Kalp kasinin kasilmasi ve hiicresel aktiviteler i¢in hammaddelerden glikoliz yoluyla
dontistiiriilen enerji ATP’den elde edilir. Glikoz ile aerobik yolla 36 ATP elde edilirken,
anaerobik glikoliz ile 2 ATP elde edilir. Normal durumda, ATP ve sitrat diizeyi glikolizin
hizim1 ayarlar. Miyokard, hipoksi veya iskemi durumunda ihtiya¢ duydugu enerjiyi
glikojenden karsilar. Aerobik metabolizmanin yeterli olmadig1 durumlarda ise anaerobik
glikoliz ile enerji saglanmaya caligilir. Anaerobik mekanizmada adenozin monofosfat
(AMP) ve laktat birikimi olusur. Laktat birikimi, enerji sentezini inhibe eder. Normal
sartlarda enerji a¢181 olustugunda aktive olan fosfofruktokinaz enzimi iskemik kosullarda
islev goremez ve glikoliz durur. Hiicre i¢inde yikim hiicreleri birikir ve bu durum hipoksi

belirtisidir [41].

1.4. Miyokard Korumasi

Miyokard dokusunu koruma yontemleri kalp cerrahisinin oncelikli konularindandir.
Kardiyak operasyon gecirmis hastalarin operasyon sonrasi donemdeki hemodinamik
durumlar ile morbidite ve mortalite oranlari, operasyon sirasinda uygulanan koruma

yontemleri ile dogrudan iliskilidir [42]. Kalp cerrahisinde aortik ¢apraz klemp araciligiyla



saglanan iskemi sirasinda miyokardiyal koruma stratejilerini uygulamak gerekir.
Ozellikle ciddi hastaligi olan hastalar ve yaslilarda daha uzun siireli bir iskemi
gerektiginden miyokard ve endotelin korunmasi daha fazla 6nem kazanmaktadir [43].
Operasyon esnasinda ve operasyon sonrasi siirecte iskemi kaynakli miyokard islev
bozuklugunun onlenmesine yonelik tedbirler miyokard korumasinin temelini
olusturmaktadir. Kardiyak girisimlerde miyokardiyal hasar gelisiminin azaltilmasi
amaciyla kardiyoplejik soliisyonlar kullanilir [44, 45]. Uygun kardiyoplejik soliisyonun
se¢imi, iskemi-reperfiizyon hasarimin Onlenmesi ve zararli etkilerin ortadan

kaldirilmasinda 6nemli bir yere sahiptir [46].

Cerrahlar, kardiyak operasyonu gerceklestirirken kullandiklar1 yonteme gore bir karar
verirler. Cerrahin tercihini etkileyen bazi faktorler; aortik klemp siiresini etkileyen cerrahi
teknikler, hareketsiz ve kandan yoksun bir kalbe sahip olma istegi, kalp cerrahisinin ek
karmagikligina ragmen miyokardiyal nekrozun olmamasi arzusu, ortam kosullar1 ve

maliyetlerdir [6].

Yapilan ¢aligmalar neticesinde miyokardiyal yonetim agisindan bir¢ok farkli ve bazen
celisen ¢ikarimlar tliretilmistir. Deneysel bir c¢aligmada, soguk kardiyoplejinin
olgunlagsmamis kalplerde iskemik yaralanmay1 azalttigi bulunmustur [47]. Kardiyoplejik
soliisyonlarin cok dozlu olarak uygulanmasinin olgunlasmamais kalplerdeki dezavantajlar
ortaya konulmustur [48]. Yapilan bir calismada geleneksel kan kardiyoplejisinin,
bebeklerde ve kiiciik kalp cerrahisinde 4 °C’deki kristaloid St. Thomas ¢6zeltisine oranla
miyokardiyal korumadaki stiinliigli gosterilmistir [49]. Baz1 deneysel ¢alismalar ise
kardiyoplejinin sicak indiiksiyonunda glutamat ve aspartatin dahil edilmesinin ek yarar

sagladigin1 gostermistir [50-52].

1.4.1. iskemi — Reperfiizyon Hasar

Myokardiyal stunning, apoptoz ya da miyokardiyal nekroz miyokard hasarinin
gostergeleridir. Bir iskemi periyodu sonrasi kas nekrozu olmaksizin birkag saatten birkag
giine kadar devam edebilen, sistolik-diastolik fonksiyon bozuklugu ile miyokardiyal
hiicrelerin gecici fonksiyon kaybina ugrama duruma “miyokardiyal stunning” denir.
Stunninge ugrayan hiicrelerin yapisal hasara ugramamis olmasi1 énemlidir [53, 54]. Bir
iskemi periyodunun geri doniisiimsiiz hasara yol agmasi durumuna “miyokardiyal
nekroz” denir. Baz1 arastirmacilar, normotermik iskeminin 20 dakikasindan az bir siire

sonra subendokartta nekroz gelisebilecegini bildiren bulgular elde etmislerdir [55, 56].
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Iskemi siiresinin sinirlandirilmas1 ve iskemi sirasinda kosullarin modifiye edilmesi

reperfiizyon hasarinin sinirlandirilmasinda esastir [54].

‘Ozel bir hiicre 6liim sekli’ ifadesiyle ortaya atilan apoptoz kavrami; DNA’nin
biitlinliigiinii kaybetmesi ve protein yikimi ile olusan planli hiicre 6liimiinti ifade eder. Bu
mekanizmanin amaci, mitoz bolinme kaynakli hiicre artisin1 dengelemektir [57, 58].
1994°te tavsan kalpleri ile yapilan bir calismada iskemi sonrasi reperfiize edilmis
orneklerde apoptozun bir gostergesi olan DNA fragmentasyonu gosterilmis olup

reperfiize edilmemis kalplerde ise apoptoz gelismedigi gosterilmistir [59].

Iskemi siiresi uzadik¢a nekroz riski artar ve reperfiizyon hasarini gdsteren durumlar
gbzlenebilir. Reperfiizyon hasarinda rol oynayan etmenler; hiicre i¢i kalsiyum yiikiiniin
artig1, serbest oksijen radikalleri, endotelyal ve mikrovaskiiler fonksiyon bozukluklari ile

miyokard metabolizmasindaki degisimler olarak sayilabilir [60].

Kardiyoplejiye bagli iskemi reperflizyon hasarini gostermek iizere koroner bypass
operasyonu geciren 30 hasta ile yapilmis olan calismada, St. Thomas II soliisyonu,
Hamburg soliisyonu ve Bretschneider soliisyonu kullanilmistir. Sag atrial doku 6rnekleri;
bypass oncesi, kardioplejik arest sonrasi ve reperflizyon sonrasi incelenmis olup

kardiyoplejik arest ve reperfiizyonu takiben apoptozun arttig1 gosterilmistir [61].

1.4.2. Hipotermi

1950’1i yillarda Bigelow tarafindan tanimlanan hipotermi, miyokardiyal korumanin
temeli haline gelmistir. Metabolik hizin disiiriilerek miyokardiyal oksijen ihtiyacinin
azaltilmasini hedefleyen hipotermi uygulamasi ile miyokardiyal oksijen tiikketimi %97

oraninda azaltilmistir [62].

Cizelge 2°de [63] hipoterminin pozitif ve negatif etkilerine yer verilmistir.



Cizelge 2. Hipoterminin pozitif ve negatif etkileri

Pozitif Etkiler

Negatif Etkiler

Metabolik hiz1 azaltir.

Onarim oranini azaltir.

Oksijen gereksinimini azaltir.

Intrasellular hacmi ve Na* birikmesini
artirir.

Hiicre-hiicre etkilesimlerini gecici olarak
azaltir.

Kasilma oranini azaltir, atim basina
enerji istegini arttirir.

Degradatif reaksiyonlarin hizin1 azaltir.

Ventrikiiler fibrilasyonu ve aritmileri
indiikler.

Iskemiye toleransi arttirir.

Oksijen ayrismasini bozar.

Arest i¢in gerekli olan K degerini azaltir.

Koroner otoregiilasyonu bozar.

Elektriksel aktiviteyi azaltir, kardiyopleji

Frenik sinir hasarini tetikleyebilir.

siresini uzatir.

. Eritrositlerin kiimelenmesine neden
Hiicre deformasyonunu azaltir. .
olabilir.

Membran akiskanligini, membranlar
arasi tasinimi ve reseptor
transdiiksiyonunu azaltir.

Hiicre igi Ca*? birikmesini engeller.

Sarkoplazmik retikulumun Ca*?

Niikleer faktor translokasyon oranini azaltir.
alimin1 engeller.

1.4.3. Kardiyopleji

Kardiyoplejik arest miyokard koruma stratejilerinden biri olarak giincelligini korumakta
olup altin standart olarak kabul edilir ve hiperkalemik ¢ozelti kullanimini igerir. Aresti
saglayan ve depolarize olarak adlandirilan hiperkaleminin prensibi, pozitif degerli yeni
bir dinlenme membrani olusturmaktir [1]. Kardiyoplejik arestin miyokardiyal oksijen ve
ATP tiiketimini biiyiik Olgiide azalttigi belirtilmistir [64]. Kardiyopleji soliisyonu,
miyokard korumasi i¢in diyastolik aresti hizl1 saglamali ve boylece miyokard hiicrelerinin
ATP tiketimini azaltmalidir. Bunun yaninda reperflizyon hasarini en aza indirerek
hasarin geri dondiiriilebilirligi saglamalidir. Igerigindeki maddelerin toksititesi

olmamalidir. Kristoloid kardiyoplejiler bu kriterleri biiyiik 6l¢iide karsilamaktadir [65].

Geleneksel yontem olarak kullanimi halen yaygin olan kan kardiyoplejisinin en uygun
uygulama sicakliginin belirlenmesi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ii¢ farkl alternatif

tanimlanmistir:



i- Soguk kan kardiyoplejisi: Yaklasik 20 °C olarak uygulanir. Kristaloid kardiyoplejiye

gore Ustlinligii gosterilmemistir. Klinikte kullanimi yaygin degildir [66].

ii- Sicak kan kardiyoplejisi (normotermik): 37 °C olarak uygulanmaktadir. ilk kez
1990 yilinda kullanilmais, sol ventrikiil fonksiyonunu soguk kardiyoplejiye gore daha iyi
korudugu gosterilmistir. Buna karsilik, bu yontemin bébrek, beyin gibi organlarda hasara

neden olabildigi iddia edilmistir [38].

iii- Ihk kan kardiyoplejisi: Yaklagik 29 °C olarak uygulanir. Klinik ¢aligmalarda sicak

ve soguk uygulamalara nazaran kalp korumasinda daha etkili oldugu belirtilmistir [67].

Miyokardiyal korumay1 artirabilmek i¢in devam eden ¢alismalar, klinik operasyonlarda
kullanilan kardiyoplejik soliisyonlarin iceriklerinde diizenlemeler yapilmasi ve uygulama
yontemlerinin gelistirilmesi geregini dogurmustur. Bu amacla mevcut kardiyopleji
iceriklerine ilaveler yapilarak cerrahi operasyon sirasinda gelisebilecek miyokard
hasarinin azaltilmasi ve kalbin korunmasi konusundaki basarinin artirilmasi
istenmektedir. Bu yontemlerle kalbin gorecegi hasar azaltilmakla birlikte tamamen yok

edilememistir.

Gelistirilecek bir kardiyopleji soliisyonunda operasyon basaris1 ve kardiyak koruma
acisindan gozetilecek mekanizmalar su sekilde siralanmistir:

Arest: Miyokardi rahatlatmak ve ATPmin hiicresel kullanimin1 en aza indirmek i¢in
diyastolik arestin hizli ve etkili bir sekilde uyarilmasi,

Miyokardiyal koruma: Global iskeminin neden oldugu geri doniisiimsiiz yaralanmanin
baslangicini geciktirmek ve reperfiizyon hasarinin derecesini sinirlamak ic¢in koruyucu
etkiler,

Geridondiiriilebilirlik: Kalp fonksiyonunun hizli bir sekilde yeniden baslatilmast i¢in
kolayca geri dontisiimlii kardiyoplejik etkiler,

Diisiik toksisite: Kardiyopulmoner bypass’in kesilmesinden sonra diger organlarda

toksik etkisi olmayan kisa bir yar1 dmiir [68].
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Cizelge 3. Ticari olarak hazirlanmis kan igermeyen kardiyoplejik soliisyonlar

Icerik Plegisol St. CAPS® Bretschneider ViaSpan UW  Birim
Thomas I1 Buckberg

K* 16 60 10 125 mmol/L

Na* 110 *x 15 30 mmol/L

CI 128 *k 50 41,5 mmol/L

Ca™? 1,2 - - - mmol/L

Mg*? 16 - 4 2,5 mmol/L

PO42 - - - 25 mmol/L

Histidin - - 198 - mmol/L

Triptofan - - 2 - mmol/L

Ketoglutarat - - 1 - mmol/L

Glikoz - 4 - - g/L

Mannitol - - 30 - mmol/L

THAM (0,3 - 200 - - ml

mol)

CPD - 50 - - ml

Rafinoz - - - 30 mmol/L

K- - - - 100 mmol/L

Laktobiyonat

Allopurinol - - - 1 mmol/L

Adenozin - - - 3 mmol/L

Hisroksietil - - - 50 g/L

star¢

Glutatyon - - - 5 mmol/L

pH 7,8 7,65 7,1 7,4

Ozmolarite 280 -350 310 320 mOsm/L

Katkilar™”

NaHCOs™ 10 - 25 - mmol/L

0.46 mol - - 250 - ml

aspartat

glutamat****

Insiilin - - - 40 birim/L

Deksametazon - - - 16 mmol/L

*Bu formiilasyon, iki veya dort parga kan (perfiizat) ¢ozeltiyle seyreltmek i¢in tasarlanmustir.
**Konsantrasyon seyrelmeye gore degisir.

***Ticari olarak hazirlanan soliisyonlara eklenmistir.

*#**Sadece sicak indiiksiyon ve reperflizyon stratejileri i¢indir.



Cizelge 3’te [6] goriildiigii tizere ticari olarak hazirlanmis ve kardiyak cerrahide yaygin
olarak kullanilan bir¢cok farkli kardiyopleji soliisyonu bulunmaktadir. Bu calismada
kontrol grubu olarak kullanilacak HTK (Custodiol, Almanya) soliisyonuna ait igerik

Cizelge 4°te [69] verilmistir.

Cizelge 4. HTK soliisyonu igerigi

Formiilasyon icerigi Miktar:

Na* 15 mmol/L
K* 9 mmol/L
Mg*? 4 mmol/L
Ca™? 0,015 mmol/L
Histidin 198 mmol/L”
Triptofan 2 mmol/L
Ketoglutarat 1 mmol/L
Mannitol 30 mmol/L
pH 7,02-1,20

* 180 mmol/L Histidin + 18 mmol/L Histidin-HClI

Custodiol, kompleks kardiyak cerrahide miyokardiyal koruma ve transplant cerrahisinde
organ korunmasinda kullanilan, tek doz olarak uygulanabilen ve 2-3 saate kadar
miyokardiyal koruma sagladigi iddia edilen hiicre i¢i kristalloid kardiyoplejik
soliisyondur [8, 70, 71]. Diisiik sodyum ve kalsiyum igerigi nedeniyle hiicre i¢i kristalloid
kardiyopleji smifindadir. Hiicre dist alanda sodyum tiikenmesi, miyosit plazma
membraninin hiperpolarizasyonuna ve bu da diyastolde kardiyak areste neden olur.
Potasyum igerigi yiiksek olan geleneksel hiicre dis1 kardiyoplejik soliisyonlar ise

membran depolarizasyonu ile aresti saglarlar [72].

Yiiksek bir histidin icerigi, uzun iskemik donemde anaerobik metabolitlerin
birikmesinden kaynaklanan asidozu tamponlar, anaerobik glikolizin etkinligini artirir;
ketoglutarat, reperfiizyon sirasinda enerji (ATP) iiretimini artirir; Triptofan hiicre zarimi
dengeler ve mannitol hiicre zarin1 ozmotik olarak diizenler, hiicresel 6demi azaltir ve
serbest radikal siipiiriicii olarak hareket eder [8]. Custodiol'iin yaygin kullanimina ragmen
konvansiyonel kardiyopleji tekniklerine kiyasla etkinlik ve giivenlik caligmalar1 yeterince

fazla degildir. Tek doz kardiyoplejinin sagladigi miyokardiyal korumanin yeterliligi
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konusunda endiseler vardir. Ayrica diisiik sodyum igeriginin, kardiyoplejik soliisyonun
gerekli yliksek hacminin hizli uygulanmasini takiben hiponatremiye sebebiyet
verebilecegi endisesini ortaya c¢ikarmistir [73, 74]. Kalp ameliyati i¢in geleneksel
(kristalloid veya kan) kardiyoplejiye kars1 Custodiol (HTK) kardiyoplejisi kullaniminin,
esdeger veya lstiin miyokardiyal koruma ve giivenlik sagladigini iddia eden bir¢ok

calisma yapilmistir [71].

Liu ve arkadaslar, tek doz HTK soliisyonu ile geleneksel St. Thomas soliisyonunu
kargilastirmis ve geleneksel kardiyoplejiye nazaran 90 dakikadan uzun siiren capraz
klemp siirelerine gereksinim duyuldugu karmasik kalp ameliyatlar1 i¢in Custodiol

kullaniminin daha diisiik mortaliteye sebebiyet verdigini ortaya koymustur [75].

Bir calismada, sol ventrikiil fonksiyonunun Celsior kardiyoplejisi ile daha iyi
korunabilecegi ifade edilirken ayn1 yayinda Custodiol tarafindan korunan kalplerde daha
az miyokardiyal 6dem goriildigi ileri stiriilmistiir [76]. Kopek kalplerinde Custodiol ile
Celsior'un karsilagtirildigi baska bir ¢alismada 12 saatlik iskemi sonrasi; Custodiol ile
korunan kalplerin anlamli olarak daha iyi sol ventrikiil fonksiyonuna sahip oldugu,
reperfiizyon doneminde siniis ritminin saglanmasi i¢in daha az defibrilasyon gerektigi,
sinlis ritmine ulasildiginda aritmik olaylara daha az egilimli ve daha iy1 miyokardiyal

ATP/ADP oranina sahip olundugu gosterilmistir [77].

Bretschneider HTK soliisyonu ile soguk kan kardiyoplejisinin karsilastirildigi bir
calismada, gruplar aras1 anlaml bir fark gézlenememesine karsin klemp siiresinin uzadigi
durumda kan kardiyoplejisi grubunda troponin-I diizeyinin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Miyokard korumasi bakimindan goézlenen benzer sonuglara ragmen bu
sonug, uzun siireli operasyonlarda HTK nin kan kardiyoplejisine iistiinliik gosterebilecegi

yoniinde yorumlanmustir [78].

S. Siddiqi ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢aligmada, koroner arter bypass
operasyonlarinda yaygin olarak kullanilan Bretschnider (Custodiol) ve del Nino
soliisyonlariin giivenlilik yoniinden karsilastirilmasi yapilmistir. Calisma sonundaki
mevcut kanitlar Bretschnider ve del Nino soliisyonlarinin rutin operasyonlarda giivenlik
ve etkinligi destekledigini gostermistir ancak diisiik ejeksiyon fraksiyonu, sag ventrikiil
disfonksiyonu, akut miyokard infarktiisii, kombine kapak, cok komponentli operasyonlar

gibi iskemi veya bypass zamanim1 uzatabilecek riskli senaryolarda daha yeni
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kardiyoprotektif stratejilerin aragtirilmasini zorunlu kilmistir [79]. 2016 yilinda Hummel
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada, tekrarlayan soguk kan kardiyoplejisi ile tek
doz soguk Custodiol karsilastirilmis ve Custodiol alan hastalarda zayif miyokardiyal
korumay1 gosteren higbir yan etki goriilmedigi bildirilmistir. Bir¢cok parametrede maliyet
analizi yapilmig olup ortaya konan mali faydalar, Custodiol kardiyoplejik yonetiminin

kullanimin1 destekleyen sonuglar gostermektedir [71].

S. Gilinaydin ve arkadaglar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan bir c¢alismada, kan
kardiyoplejisi, St. Thomas (Plegisol), HTK ve Del Nino soliisyonlar1 karsilastirilmistir.
Soliisyonlar ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde MTT testi ile hiicre canliliklar
degerlendirilmis, canlilik seviyeleri i¢in kontrole kiyasla daha iyi olan sonuglar anlaml
kabul edilmistir. Hiicre kiiltlirlerinin 6. saatinde tiim gruplarda, 24 saat {izerindeki
kiiltiirlerde ise yalnizca HTK soliisyonunun hiicre canlilig1 agisindan kontrole gore daha
iyl oldugu ortaya konulmustur [80]. Bu calismaya ait HUVEC hiicre hattinda yapilan
MTT testi sonuglar1 Sekil 1°de, Sekil 2’te ise floresan mikroskobu goriintiileri

goriilmektedir [80].

1,000
ﬂ.gﬂ'ﬂ

0,800 T

0,700
& Kontrol
0,600
B Plegisol
0,500 .
~ Kan+Plegisol

0,400 & HTK

Hiicre Canliligi (%)

0,300 & Del Nino

0,200 -

0,100 -

0,000 -

Zh 6h 24h 48h

Sekil 1. HUVEC hiicre hattinda soliisyonlarin karsilastirmali grafigi
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= Kan ve Plegisol

i HTK

s Del Nino

Sekil 2. HUVEC hiicre hattinda 24 saatteki floresan mikroskobu goriintiileri

Bahsedilen avantajlarindan dolayr bu tezde HTK soliisyonu kontrol grubu olarak
kullanilmis olup nanomodifiyeli soliisyonun miyokard korumasindaki basarisi

degerlendirilmistir.

1.5. Nanoteknoloji

Nanometre, metrenin milyarda biri olarak ifade edilen 6l¢ii birimidir ve nanoteknoloji,
100 nm altindaki boyutlarda malzemelerin 6zelliklerini ve etkilesimlerini inceleyen bilim
alanidir. Bu 0Olgeklerde malzemelerin 6zellikleri kuantum 6lcegi etkilerinden dolay:
makro boyutlarinda sahip olduklarindan farklidir. Nanoteknoloji sayesinde
maniplilasyon, diizenleme, iiretim ve kontrol etme yoluyla malzemelerin bu farkl
ozellikleri avantaja doniistliriiliir. Uygulama potansiyeli olan 6zelliklerin gelistirilmesi,
farkli yeni 6zellikler kazandirilmasi ile arzulanan tiim 6zellikleri biinyesinde barindiran
yeni {riinlerin {retilebilmesini saglar [81]. Nanomalzemeler, tedavinin terapdtik

etkinligini artiran benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir [82-84].
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1.5.1. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar

Nanoteknolojinin biyoteknoloji, ulusal giivenlik, savunma, gida, tarim, bilgi teknolojisi,
havacilik, plastik ve tekstil endiistrisi, enerji ve ¢evre temizligi, depolama teknikleri,
ekran ve optik teknolojiler, kozmetik, saglik ve tip gibi bircok uygulama alan1 vardir [85,
86]. Nanomalzemeler, 6zellikle tan1 amacl ilag¢ salimli sistemler, protezler ve implantlar
olmak tizere nanobiyoteknolojide genis bir kullanim olanagi sunar. Biyolojik sistemlerin
cogu nano dl¢ekte oldugundan nanomateryaller biyomedikal cihazlara iyi entegre olurlar.
Nanoteknoloji tirlinlerini gelistirmek i¢in yaygin olarak kullanilan malzemeler inorganik
ve metal nanopartikiiller, karbon nanotiipler, lipozomlar ve metalik ylizeylerdir. Kimyasal
veya fiziksel yontemler kullanarak antikor-antijen etkilesimi, reseptor-ligand etkilesimi
ve DNA-DNA hibridizasyonu gibi spesifik biyolojik reaksiyonlardan yararlanilarak
biyospesifik molekiilleri nanopartikiiller ile konjuge etmek miimkiindiir. Yiizey kimyasi,
yiizey fizigi, ylizey termodinamigi ve bunlarin toksikolojik etkileri, nanomalzemelerin

spesifik uygulamasini belirler [87].

Kalp hastaliklar1 ve diyabet gibi hastaliklar i¢in minimal invaziv tedaviler, bilim insanlar
i¢in arzu edilen bir hedeftir ve nanoteknoloji bunun i¢in umut vaadeder. Nanoteknolojinin
kullanim alanlarina; kardiyovaskiiler gen tedavisi, nanorobotlar, intrakoroner stentlerin
biyouyumlulugunun artirilmasi, tamamlayict DNA zincirinin tespiti, kanser teshis ve

tedavisi, akilli implantlarin gelistirilmesi 6rnek gosterilebilir [88].

1.5.2. Nanoteknolojinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Insan kan hiicresi 10° m’dir. Ortalama ilag biiyiikliigii ise bundan yaklasik 10 kat daha
bliyiiktiir. Bu durum ilacin etkinligini azaltmakla birlikte etkin maddenin hedef dis1
alanlara dagilimina yol acabilir [89]. Tutulan mikropartikiillerin viicudun her yerine
yayilabilmesi riski boyutuna ve homojenligine baghdir [90]. Buna karsilik,
nanopartikiiller kiigiik boyutlarindan dolay1 kan damarlarindan gegebilmeleri nedeniyle
avantajhidir [91]. Caligsmalar, nanopartikiil boyutunun dolasim siiresi ve atilimi
etkiledigini gostermistir [92-94]. Nanopartikiiller; partikiill boyutu, yiiksek stabilite,
diisiik toksisite, ilag hedefleme, hidrofilik-hidrofobik denge ve ylizey Ozelliklerinin
kolayca degistirilebilmesi Ozellikleri bakimindan avantajlidir [95]. Nanopartikiillerin
diizenleyici otoriteler tarafindan ‘yeni’ olarak degerlendirilmesi, liretim ve sonrasindaki
siirecin ongoriilememesi, insan ve ¢evresel toksikolojik etkilerinin arastirilmasina egilimi

zorunlu kilmaktadir [96].
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1.5.3. Kalp Korumasinda Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, hem tan1 hem de tedavi edici kardiyolojik uygulamalarda kullanim alanina
sahiptir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin teshisinde, radyoaktif etiketli nanopolimerler
biyospesifik antikorlarla birlikte kullanilabilir. Koroner arter hastaliklari ile iligkili genler,
DNA ile etkilesime girebilen karbon nanotiiplerin biyosensor olarak kullanilmasiyla
tespit edilebilir. Ilag salimli stentler, girisimsel kardiyoloji alaninda kullanilan ileri
teknolojilerden biridir. Bununla birlikte, yapilan yeni ¢alismalar bu stentlerin ge¢ donem
trombozu riski ile iliskili oldugunu gdstermistir. ilag salimi icin nanopartikiillerin

kullanimi, daha uzun stireli etki saglar [97].

Kardiyovaskiiler hastaliklar tim diinyada 6lim nedenleri arasinda ilk sirada gelir.
Miyokard infarktiisii, 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir [98]. Enfarktiis tehdidi
altinda kan ve oksijenin iskemik miyokardiyuma restorasyonu ¢ok énemlidir. Bununla
birlikte reperfiizyon, siddetli iskemik hakaret sirasinda ortaya cikan hiicresel hasari
kotiilestiren bir paradokstur [99]. Kalp cerrahisinde uygulanan geleneksel tedaviler,
genellikle hastalig1 ortadan kaldirmadan sadece semptomatik kontrol saglamak ve kalp
yetmezliginin ilerlemesini geciktirmek ile sinirl kalmaktadir. Bu durum, miyokard hasari

i¢in gercek bir tedavi sunan yeni yontemler gelistirmeyi zorunlu kilmaktadir [100].

Nanopartikiillerin avantajlar1 kalp damar cerrahisinde de uygulama alan1 olarak yerini
almaktadir. Yellon ve arkadaglari [98] kalp korumasinda ¢aplar: 30 ila 100 nm arasinda
degisen, cift katmanli, hiicre dis1 lipit vezikiiller olan eksozomlara dikkat ¢ekmislerdir.
Idrar ve plazma da dahil olmak iizere birgok viicut sivisindan izole edilebilen
eksozomlarin; proteinleri, mRNA'y1r ve miRNA'y1 kan dolasimina ve diger viicut
stvilarina  salgiladigina ve bazi enzimleri dolasimlart sirasinda, immiin sistemin
radarindan koruyabildigine inanilir [101]. Son veriler, miyokardiyumu iskemi kaynakli

hasardan koruyabildiklerini gostermektedir [99, 102].

Yao ve arkadaslari, insiilin benzeri bir biiylime faktorii (IGF-1) ile kompleks poli(D, I-
lactide-ko-glikolit) (PLGA) nanopartikiilleri (PLGA-IGF-1) sentezlemis ve miyokard
infarktiisii gecirmis hastalara dogrudan enjekte etmislerdir. Bu nanopartikiillerin erken
kardiyoprotektif etki sagladigir gosterilen ¢aligmada nanoparcacik tabanli teknolojinin
miyokard infarktiisii tedavisinde yeni bir yaklasim olmasinin yanisira iskemik
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢cin bu teknolojinin klinik terapiye doniistiiriilmesindeki

potansiyelinden bahsetmislerdir. Bu ¢alismada [100] kullanilan nanopartikiil boyutunun
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100 nm'den kiicik olmasit miyokardda tutulumu saglayarak kalp korumasini
desteklemistir. Bazi PLGA nanopartikiillerin karacigere ve dalaga ulasmasi beklense de

enjeksiyondan 24 saat sonra incelenen farelerde PLGA-QD (Kuantum noktacigi) sinyali

tespit edilmedigi ifade edilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Intramiyokardiyal enjeksiyondan 24 saat sonra kontrol grubu (solda) ve PLGA -

QD nanopartikiillerinin (sagda) in vivo goriintiileri

S. Adeli ve arkadaslari, kardiyoplejik bir ajan olan esmolol yiiksek dozunun kardiyak
mitokondri iizerindeki zararli etkilerini arastirmak iizere yiiriittiikleri c¢alismada
magnezyum manyetik izotop (*?MgPMC16) nanopartikiiliinii kullanmislardir. Hipoksinin
neden oldugu asidotik kosullarda bu parcacik, kardiyomiyesitlerde magnezyum icerigini
serbest birakir ve kardiyak mitokondriyal membran tlizerinde spesifik porfirin reseptorleri
yoluyla oksijeni tiikkenmis hiicrelerde ATP {iretimini destekler. Calisma sonucu,

2’MgPMC16’nin mitokondriyal canlilikta dnemli bir artis sagladigini gdstermistir [2].

Nanoteknoloji, kardiyovaskiiler sistemlerde yiiksek biyouyumluluk, biyobozunurluk,
kontrol edilebilirlik, 6zgiilliik ve verimlilik gibi 6zellikleri sebebiyle tedavide 6zel bir etki
saglayabilir [103].

1.5.4. Polimerler

Monomerlerin polimerizasyonu ile hazirlanabilen polimerler [104] boyutlar1 (40-200 nm)
ve sekillerinin kontrol edilebilir olmasi, ylizeylerinin islevselligi, goriintiileme, ilag ve
gen dagitimi, hedefleme yoluyla ilacin terapotik kisimlarin baglanmasinin saglanmasi

gibi birgok avantaja sahiptir [105]. On sekillendirilmis polimerlerden ya da monomerlerin
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polimerizasyonu ile direkt olarak hazirlanabilen polimerik nanopartikiiller; elektronik,
sensor teknolojisi, ¢evre kirliligi gibi bir¢ok alanda onemli rol almakta ve hizla
gelismektedir [106]. Polimerik nanopartikiillerin sentez yontemleri Sekil 4’te [106]

gosterilmistir.

gozucu buharlagtirma

emiilsiyon

nanog¢oktirme °°.°. mini emiilsiyon

° .
Dispersiyon o COkERTa Polimer Nanopartikiiller . -~ Polimerizasyon
= . mikro emiilsiyon \
oce o \
oo AT ——

kontrolli radikal

akigkan teknolojisi

Sekil 4. Polimerik nanopartikiillerin sentez yontemleri

Cozelti ortami olarak saf suyun kullanilmasiyla ¢evre dostu bir kullanim sunan ve 1sinin
iyl bir bicimde dagilmasini saglayan emiilsiyon polimerizasyonu en fazla kullanilan
polimerizasyon teknigidir [ 107]. Bu yontemin bilesenleri su, monomer, suda ¢dziinen bir
baslatic1 ve surfaktandir. Surfaktanlar, yiizey gerilimini azaltan kiiresel molekiillerdir.

(Sekil 5) [108].

Sekil 5. Siirfaktan molekiillerinden olusan miseller
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Sekil 6. Es boyutlu polimer partikiilleri

1.5.4.1. Miniemiilsiyon Yontemi

Nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan mini emiilsiyon yontemi, arayilizey gerilimi
olusturulan siirekli bir fazda, sabit partikiiller olusturmaya yarayan ¢ok yonlii bir islemdir.
Emiilsiyon i¢inde dagilmis biiyiik ¢apl parcaciklar ultrasonikasyon ya da yiiksek basing
altinda kiigiik ¢apli (50-500 nm) parcaciklara boliintir. Pargaciklarin boyutu parcacigin
tiiriine ve kullanilan emiilgatoriin miktaria baglidir [109]. Miniemiilsiyon prensibi Sekil

7°de [109] goriilmektedir.
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Sekil 7. Miniemiilsiyon siireci

1.5.4.2. PHEMA

2-hidroksietil metakrilat (HEMA) iyi bilinen bir vinil monomerdir [110] ve HEMA
monomerinin polimerizasyonu ile olusan PHEMA polimeri; kontakt lens, ila¢ salimi, dis
ve ortopedik implantlar gibi ¢esitli ila¢ salim sistemleri ve biyomedikal cihaz bilesenleri
olarak kullanilan; biyouyumlu, toksisite géstermeyen, oksijen geg¢irgenligi yiiksek olan,
suyun gecisine ve absorpsiyonuna izin veren yapisindan dolayr bircok uygulama igin
ideal bir adsorbent veya tasiyict sistem adayidir. Yiizeyindeki hidroksil fonksiyonel
gruplar sayesinde protein biyo-konjiigasyonunda kullanilabilir [111]. PHEMA hava ile
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temas ettiginde polar yan gruplar1 y1in yapimin i¢ine yonelirken polar olmayan metil
gruplar yiizeye yonelerek hidrofobik konformasyona sebep olur. Sulu ortamda polar
etilen glikol gruplar yiizeye yonelirken yiizeydeki metil gruplariyla bir arada bulunarak
hidrofilik konformasyona sebep olur [112]. PHEMA polimerinin kimyasal yapis1 Sekil
8’de [113] goriilmektedir.

n
O
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OH

Sekil 8. PHEMA polimerinin kimyasal yapisi

PHEMA ’nin polar hidroksil ve karboksil gruplarinin varligi polimeri suyla uyumlu hale
getirir. Hidrofobik a-metil gruplari hidrolitik stabilite kazandirir ve bu sayede polimer
matriksinin mukavemetini artirir [115]. Sitotoksik bir antibiyotik olan doksorubisinin yan
etkilerini azaltmak, daha yiiksek bir tedavi etkinligi saglamak amaciyla yapilan bir
calismada yiliksek su igerigi, diisiik toksisite ve doku uyumu sebebiyle PHEMA
nanopartikiilleri kullanilmis ve doksorubisin salimi i¢in potansiyel tasidig: gosterilmistir

[116].

Kardiyovaskiiler uygulamalarda da PHEMA kullanimini destekleyen calismalar
yapilmistir. Kalp dokusu rejenerasyonu i¢in dogal doku ortamini taklit eden biyoaktif,
biyouyumlu PHEMA hidrojelinin kullanildig1 in-vivo ¢alismalarin [117] tarihi olduk¢a
eskiye dayanmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda rozet nanotiipleri ile PHEMA
kompozitlerinde kardiyomiyosit yapismasi ve proliferasyonunun incelendigi bir
calismada [118] nanotiiplerin PHEMA kompozitlerine eklendiginde kardiyomiyositlerin
yapismasint  ve ¢ogalmasini  destekledigi gosterilmistir. Bu tezde PHEMA
nanopartikiilleri sentezlenmis ve kardiyovaskiiler cerrahide kullanilan kardiyopleji

soliisyonundan beklenen faydanin artirilmasi hedeflenmistir.
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2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

2-hidroksietil metakrilat (HEMA), poli vinil alkol (PVA, ortalama molekiil agirlig
30.000-70.000), sodyum bikarbonat, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat
(APS), sodyum bisiilfit, etil alkol (% 96), amonyum molibdat, glasiyel asetik asit ve
Potasyum Bromiir Merck (IR Grade, Almanya); 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) fenil izotiyosiyanat (PITC), Asetonitril, Sodyum Asetat
Trihidrat ve Trietilamin Sigma Aldrich firmasindan; N-metakriloil-(L)-histidin metil
ester (MAH) Nanoreg firmasindan; etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) Fluka AG,
(Isvigre), Histidin Triptofan Ketoglutarat (HTK) kardiyopleji soliisyonu Custodiol
(Almanya); Dulbecco’nun modifiye besiyeri (DMEM) Gibco firmasindan; Insan
Umblikal Ven Endotel Hiicreleri (HUVEC) ATCC, tripsin EDTA Wisent Bioproducts,
Metanol JT Baker firmasindan saglanmis olup deneysel c¢alismalar Hacettepe
Universitesi, Kimya Boliimii, Biyokimya Laboratuvari ile Biyoloji Béliimii, Genel
Biyoloji Anabilim Dali, Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiis olup kullanilan

kimyasallar bu laboratuvarlardan temin edilmistir.

2.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Ultra santrifiij Allegra-64R (Beckman Coulter, ABD), polimerizasyon cihazi Carousel
Radleys, boyut analizi cihazt Nano Zetasizer NanoS (Malvern Instruments, Londra,
Ingiltere), taramali elektron mikroskobu FIB-SEM (Tescan GAIA 3), ultrasonikatdr
Bransonic 220, UV spektrofotometre Shimadzu (Japonya), Fourier transform infrared
(FTIR) spektrofotometresi FTIR 8000 Series (Shimadzu, Japonya), elemental analiz
cthaz1 Leco (CHNS-932, ABD), liyofilizatér Christ Alpha (1-2 LD Pus, Almanya),
inverted mikroskop Olympus (IX70, Japonya), su banyosu GFL, etiiv Edmund Biihler
GmbH, eliza okuyucu (pQuantTM, Biotek® Instruments Inc, ABD), Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) Dionex UltiMate 3000, HPLC Analitik
Kolonu, Inertsil (ODS4V C-18 5 um, 250x4,6 mm) firmasindan saglanmis olup deneysel
caligmalar Hacettepe Universitesi, Kimya Béliimii, Biyokimya Laboratuvari ile Biyoloji
Boliimii, Genel Biyoloji Anabilim Dali, Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitilmiis olup

kullanilan cihazlar bu laboratuvarlardan temin edilmistir.
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2.3. Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

PHEMA nanopartikiilleri asagidaki regeteye gore hazirlanmistir [119]. Ikili siv1 faz
karisiminda gergeklestirilen polimerizasyonda PVA (0,375 g), SDS (57,7 mg) ve sodyum
bikarbonat (46,9 mg)’in sulu ¢ozeltisi (20 ml) birinci sivi faz1 olustururken; PVA (0,2 g)
ve SDS (0,2 g)’in sulu ¢ozeltisi (400 ml) , ikinci s1v1 fazi olusturmustur. Monomer fazi;
HEMA (0,8 ml) ve EGDMA (4,2 ml) monomerlerinden olusmaktadir. Hazirlanan
monomer fazi, birinci s1vi faza eklenmistir. Olusan ¢ozelti manyetik karistiric ile 24 saat
karistirilmistir. Daha sonra karisim, cam polimerizasyon reaktoriine aktarilmistir. Reaktor
mekanik olarak karistirilmis (400 rpm) ve 40°C’de sitilmistir. Son olarak organik
baslaticilar sodyum bistilfit (0,230 g) ve APS (0,252 g) reaktdrde yer alan karisima
eklenmistir. Polimerizasyon 40°C’de 24 saat siireyle devam ettirilmistir (Sekil 9).
Sentezlenen nanopartikiiller, 8500 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek boyutu biiyiik olan
partikiillerden uzaklastirilmistir. Siipernatant, bir sonraki basamak i¢in 4°C’de muhafaza
edilmistir. Elde edilen nanopartikiiller 3 kez etil alkol, 3 kez deiyonize su ile yikanarak
reaksiyona girmeyen kimyasallardan uzaklastirilmistir. Her bir yikama basamagi igin
nanopartikiil ¢ozeltisi 30.000 rpm’de 45 dakika santrifiijlenmis (Sekil 10a) ve sonikator
yardimiyla partikiillerin homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Yikama isleminden
sonra, c¢ozeltide reaksiyona girmeyen kimyasal kalmadigi goriiliinceye kadar UV
Spektrofotometre kullanilarak kontrol edilmistir. Yikama isleminden sonra (Sekil 10b)

nanopartikiiller liyofilizatérde kurutulup tekrar kullanilana kadar +4 °C’de saklanmuigtir.

Sekil 9. Polimerizasyon sistemi
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Sekil 10. a) 30.000 rpm santrifiij sonras1t ¢oken PHEMA nanopartikiiller, b) Yikama

islemi sonrast PHEMA nanopartikiil ¢ozeltisi

Poli(2-hidroksietil metakrilat)-N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (PHEMAH)
nanopartikiillerinin sentezi i¢cin monomer fazinda HEMA ve EGDMA’ya ek olarak
fonksiyonel bir monomer olan N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) eklenmis ve

elde edilen nanopartikiil kolloidal ¢6zeltisi kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmastir.

2.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

2.4.1. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlari, Nano Zetasizer ile analiz edilmistir. Zeta boyut
analizi, 151k sag¢ilmasi teknigi kullanilarak hidrodinamik boyut, zeta potansiyeli ve
molekiil agirhigi tayinine imkan saglayan bir sistemdir. Zeta boyut analizi i¢in (25 °C’de,
151k sagilmasi gelis agis1 90°, deiyonize suyun yogunlugu 0.88 46 mPas ve kirilma indeksi
1.33) 3 ml nanopartikiil ¢dzeltisi 6rnek yuvasina yerlestirilmistir. Olgiimler 3 kez

tekrarlanmig ve zeta boyut analizoriiniin yazilimindan elde edilen veriler kaydedilmistir.
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2.4.2. Yiizey Morfolojisi

Hazirlanan polimerik nanopartikiillerin yiizey Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
taramal1 elektron mikroskobu (FIB-SEM Tescan GAIA 3) kullanilmustir. Ornekler,
liyofilizatorde (25 °C) kurutulduktan sonra, 6rnek haznesi i¢ine yerlestirilmis ve vakum
altinda altin tabaka ile kaplanarak taramali elektron mikroskobunda goriintiileri

alinmustir.

2.4.3. Sisme Deneyi

Belirli bir miktarda tartilan liyofilize haldeki partikiiller tek tarafi kapali kapiller bir boru
icine konulmus ve {lizerine bilinen bir hacimde deiyonize su eklenmistir. 2 mm i¢ ¢apa
sahip kapiller borunun ilk yiiksekligi kaydedilmistir. Oda sicaklifinda sigmesi igin
bekletilen partikiiller belirli zaman araliklarinda kontrol edilmis ve denge oranina
ulastiginda final yiikseklik kaydedilmistir. Partikiillerin sisme orani yiizdesi Esitlik 2.1
araciligtyla hesaplanmistir [115]:

Sigsme Orani Yiizdesi = [(Ws-Wo)/Wo] x 100 (2.1)

Bu esitlikte Wo: partikiillerin kuru agirh@int (g) Ws: partikiillerin sistikten sonra

hesaplanan agirligini (g) ifade etmektedir.

2.4.4. Yiizey Alam Olciimleri

Nanopartikiiller genis ylizey/hacim orani sebebiyle yiiksek adsorpsiyon kapasitesine
sahiptir. Sentezlenen nanopartikiillerin genis yiizey alanina ship olmasi tasiyict olarak
kullanimlarindaki potansiyelini artirmaktadir [123]. PHEMA nanopartikiillerine ait
yiizey alan1 Esitlik 2.2 kullanilarak hesaplanmistir:

_ 610105
T.Py.d3

(2.2)

Bu formiilde;
N: ml basma diisen partikiil sayisini, S: kat1 yiizdesini, px: bulk polimer yogunlugunu
(g/ml) ve d: nanopartikiil capini (um) ifade etmektedir.
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2.4.5. FT-IR Calismalar

PHEMA ve PHEMAH polimerik nanopartikiillerinin FTIR spektrumu verileri, FTIR
spektrofotometresi yardimiyla saglanmistir. Hazirlik asamasinda 0,01 g 6rnek ve 0,09 g
potasyum bromiir (KBr) ornekleri pellet haline getirilmis ve FTIR spektrumlari

alimustir.

2.4.6. Elementel Analiz

PHEMAH nanopartikiiller (0,5 mg) MAH igeriginin analizi i¢in elementel analiz
cihazinin aliiminyum hiicresine yerlestirilerek tartilmistir (= 0.0001 g duyarlilik). Cihaza
yerlestirilen Ornegin yakma islemi sonucunda karbon, hidrojen ve azot miktarlar

bulunmustur. Oksijen miktar1 ise kiitle farkindan hesaplanmistir.

2.5. Sulu Cozeltiden Adsorpsiyon Calismalari

Bu c¢alismada PHEMAH polimerik nanopartikiillerinden L-histidin adsorpsiyonu ig¢in
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilmis olup farkl
tampon ¢ozeltilerin etkisi, baglangic L-histidin derisimi, adsorpsiyon siiresi ve sicakligin
adsorpsiyon lizerindeki etkisi parametrelerinde degerlendirmeler yapilmistir. Histidin
derisiminin hesaplanmasi i¢in valide edilmis bir HPLC metodu (kolon: Inertsil ODS 4V,
akis hizi: 0,9 ml/dak, dalga boyu: 254 nm, kolon sicaklig1 40 °C, 6rnek uygulama hacmi
20 pl, eliisyon siiresi: 45 dak) kullanilmistir.

Iki farkli hareketli faz hazirlanmstir. Hareketli faz A icin; 19 g sodyum asetat trihidrat
hassas olarak 1000 ml’lik balon jojeye tartilip 500 ml ultra saf su ile ¢dziilmiistiir. Uzerine
0,5 ml glasiyel asetik asit ilave edilip birka¢ dakika karistirildiktan sonra 0,5 ml
trietilamin ilave edilmistir. Cozelti karistirilmaya devam edilirken 500 ml ultra saf su
ilave edilmis ve bu ¢ozeltinin pH’s1 glasiyel asetik asit ile 6,40’a ayarlanmigtir. Vakum
pompast yardimiyla 0,22 um’lik filtreden siiziilmiis ve ultrasonik banyoda gazlarindan
arindirtlmistir. Hareketli faz B i¢in; Ultra saf su:asetonitril (400:600) (h/h) karigimi
hazirlanarak vakum pompasi yardimiyla 0,22 pm’lik filtreden siiziilmiis ve ultrasonik

banyoda gazlarindan arindirilmistir.

Stok standart histidin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 100 mg L-histidin referans maddesi balon
jojeye alinarak 100 ml saf su eklenmistir (final derigsim: 1000 pg/ml). Coziinme islemini

hizlandirmak i¢in ultrasonik banyo ve mekanik karistirma islemi uygulanmaistir.
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Stok standart ¢ozeltiden ultra saf su kullanilarak asagida verilen Cizelge 5’teki
seyreltmeler yapilarak sirasi ile 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml’lik kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,22 um enjektor filtresinden siiziilerek

tiirevlendirmeye hazir hale getirilmistir.

Cizelge 5. Kalibrasyon 6rneklerinin hazirlanmast

tok Standart Cozeltiden Diliisyon . ..
NO Sto Al? nandHacgl(: (fnl)de Hac1lll1siy((;nl) Final Derisim (png/ml)
1 1 100 10
2 5 200 25
3 1 20 50
4 7,5 100 75
5 2 20 100

Tiirevlendirme islemi i¢in standart ve numune soliisyonlarindan 1’er ml deney tiiplerine
almmistir. Uzerine sirasiyla 4 ml metanol, 0,5 ml trietilamin, 0,5 ml distile su ve 25 pl
fenil izotiyosiyanat (PITC) eklenip vortex yardimu ile karistirildiktan sonra 15 dakika oda

sicakliginda bekletilmistir. Olusan tiirev ¢cozeltisi HPLC vialine aktarilmistir.

Numune ¢ozeltileri her bir numune {i¢ tekrar olacak sekilde hazirlanmis olup her birine 5
mg partikiil eklenmistir (n=3). Fosfat, MES (2-(N-morfolin)etan siilfonik asit) ve Tris
(Tris(hidroksimetil)aminometan) tamponlar1 ile hazirlanan o6rneklerin baslangic L-
histidin konsantrasyonu 1 mg/ml’dir (25 °C’de). Ayrica sicaklifin adsorpsiyon
tizerindeki etkisinin gozlenmesi amaciyla Tris tamponu ile hazirlanan 6rnekler 4, 25, 32
ve 37,5 °C’lerde 1 saat boyunca inkiibe edildikten sonra ultasantrifiij ile 30.000 rpm’de
nanopartikiillerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Stipernatanttan alinan numuneler 200 kat

seyreltildikten sonra HPLC analizi i¢in hazir hale getirilmistir.
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2.6. Mitokondriyal Aktivitenin MTT Testi ile Ol¢iilmesi

Miyokard korumasinda farkli soliisyonlarin basari oranlarinin yorumlanmasi amaciyla
MTT Testi ile hiicre canlilifi degerlendirilmistir. Bu kapsamda, klinik uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan Custodiol (HTK) soliisyonu, PHEMA ve PHEMAH igeren HTK
soliisyonlar1 kullanilmis ve karsilastirmali olarak basar1 durumlar1 degerlendirilmistir.
Her bir 6rnekten n=6 olacak sekilde 3 (ii¢) set olarak calisma yapilmistir. Soliisyonlar,
Insan Umblikal Ven Endotel Hiicreleri (HUVEC) ile hazirlanan hiicre kiiltiirii ile in vitro

ortamda denenmistir.

Suda ¢Oziiniir ve sar1 renkte olan MTT, canli hiicrelerde metabolik olarak mavi-mor
renkte suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazanin alkolde ¢oziildiikten sonra
spektrofotometrik Olc¢limlerle tayin edilen renk yogunlugu, canli hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. MTT test protokolii [120, 121] hiicrelerin hazirlanisi, 6ziitlerin hazirlanmasi
ve hiicreler iizerine uygulanmasi ile absorbans Ol¢ciimii olmak {iizere 3 asamada

gerceklestirilmistir.

1. Asama: Hiicreler kiiltiir kaplarindan enzimatik (tripsin/EDTA) yolla kaldirilarak hiicre
slispansiyonu santrifiij edilmistir (800 g, 5 dakika). Daha sonra hiicreler kiiltlir vasati
i¢inde hiicre yogunlugu 2x10* hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilmistir. Cok kanallt
bir pipet kullanilarak, 96 kuyucuklu hiicre kaplarina, hazirlanan hiicre stispansiyonundan
100 pl ekim yapildi. Hiicreler %70-90 konflue bir katman olusturana kadar 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir (%5-7 C02, 371 °C, > %80-90 nem). Bu inkiibasyon
periyodu; hiicrelerin toparlanmasini, yapismasini ve issel c¢ogalma fazina dogru
gelismesini saglar. Hiicre ¢ogalmasinin plakada nispeten esit yayildigini kontrol etmek

icin hiicre kiiltiir kabinin tiim kuyucuklar1 inverted mikroskobunda incelenmistir.

2. Asama: 24 saatlik inkiibasyondan sonra, uygulanan deney protokoliinden 6nce, tiim
hiicre tipleri PBS ile yikanarak ekimi yapilacak numuneler su sekilde hazirlanmistir:

Nanopartikiilleri i¢eren kardiyopleji soliisyonunda hiicre canliligini korumanin yani sira
hacimsel olarak azalma saglanip saglanamayacagini gézlemek amaciyla her bir hacim
icin (100, 200 ve 300 pl) ti¢ farkli derisimde (10 pg/ml, 30 pg/ml ve 60 pg/ml [122])
nanopartikiil igeren 6rnekler karsilastirilmistir. MTT plaka diizeni Cizelge 6a ve 6b’de

gosterilmistir.
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Cizelge 6a. MTT plaka diizeni — 1*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A (I;(Ifo 50 pul 100 ul | 150 ul | 200 pl | 300 ul | 10 pg 30 ug 60 pg 10 pg 30 pg 60 pg
W) | HTK | HTK [ HTK | HTK | HTK | /10041 | /100sl | /100u1 | 20041 | 2004 | /200u1
B (I;(I)% 50l | 100l | 150l | 200l | 3004l | 10pg | 30ug | 60ug | 10pg | 30pug | 60 pg
Ly | HTK | HTK | HTK | HTK | HTK | /10041 | /100ul | /100u1 | 200u1 | /20041 | /2001
C (I;(I)% 50l | 100l | 150l | 200l | 3004l | 10pg | 30ug | 60ug | 10pg | 30pug | 60 pg
b | HTK | HTK | HTK | HTK | HTK | /1004l | /100u1 | /100u1 | 200u1 | /20041 | /2001
D (I;(I)% 50l | 100l | 150l | 200l | 3004l | 10pg | 30ug | 60ug | 10pg | 30pug | 60 pg
oy | HTK | HTK | HTK | HTK | /100al | /100al | /100al | /20001 | /200a1 | /20041
B g(lfo S0ul | 100l | 150 ul | 200ul | 300l | 10pg | 30pe | 60pg | 10pg | 30pg | 60 ue
o[ HTK | o HTK | HTK | HTK | /100ul | /100al | /100al | /20001 | /200u1 | /20041
P g(lfo S0ul | 100l | 150 ul | 200l | 300l | 10pug | 30pe | 60pg | 10pg | 30pg | 60 ue
o | HTK | o HTK | HTK | HTK | /100al | /100ul | /100p1 | /20001 | /200u1 | /20041
G 10pg | 10pug | 10pg | 10pg | 10pg | 10pg | 60pg | 60pg | 60pg | 60pg | 60pg | 60ug
/300ul | /300ul | /3001 | /30011 | /30011 | /300l | /300u1 | 300u1 | /300u1 | /300u1 | /300u1 | /3001
30pg [ 30pg | 30pg | 30pg | 30pg | 30ug
H | 130001 | 730001 | /3001 | 730001 | 73001 | 300m | PK | PK | PK | PK | PK | PK

*PHEMA ve PHEMAH numunelerinin ayri plakalarda ayni diizen ve miktarlarda ekimleri yapilmustir.

Cizelge 6b. MTT plaka diizeni — 2*

1 2 3 4 5 7 12
Phema (30 pg) Phema (60 pg)
NK (200 | Phema (10 pg)
A ul) +200 pl dmem | T 200 pldmem | +200 pl dmem ; oK
Phema (30 pg) Phema (60 pg)
NK (200 Phema (10 pg)
B ul) +200 ul dmem | T 200 pldmem | +200 pl dmem ; oK
NK (200 | Phema(10pg) | Phema (30 ug) | Phema (60 pg)
C ul) +200 ul dmem | + 200 ul dmem | + 200 ul dmem i ox
NK (200 Phema (10 pg) | Phema (30 pg) | Phema (60 pg)
D ul) +200 ul dmem | +200 pl dmem | + 200 pl dmem - PK
NK (200 Phema (10 pg) | Phema (30 pg) Phema (60 pg)
E ul) +200 ul dmem | +200 pl dmem | + 200 pl dmem - PK
NK (200 | Phema (10 pg) | Phema (30 ug) | Phema (60 pg)
F H(l) +200 ul dmem | +200 pl dmem | + 200 pl dmem - PK
G ’ ) B - - -
H ) i B - B -

*NK: Negatif kontrol (DMEM besiyeri)
PK: Pozitif kontrol (amonyum molibdat, 10 mmol/L + % 10 DMEM iginde)
HTK: Kardiyopleji soliisyonu
ng: Soliisyondaki mililitredeki nanopartikiil derisimini ifade etmektedir.
ul: Soliisyondaki HTK hacmini ifade etmektedir.
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3. Asama: Kontrol Kkiiltiiri ortami, PHEMA-+HTK, PHEMAH+HTK ve
PHEMA+DMEM c¢ozeltileri ile hazirlanan plakalar 34 °C sicakliktaki su banyosunda 2
saat inkiibe edilmistir. Kalp ameliyatlarinda yaklasik 34 °C’de 2 saat boyunca
kardiyopleji soliisyonu verilmesi nedeniyle 2 saat inkiibasyonun sonunda kardiyopleji
soliisyonu ¢ekilerek tiim gruplar, PBS ile yikanmis ve DMEM F12 besiyeri ile 2 ve 24
saat inkiibe edilmistir (37 °C, % 5 CO). Hiicre canliligini 0. saatte, 2. ve 24. saatlerde
gozlemek iizere standart MTT prosediirii uygulanmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiir
kaplarindaki hiicreler mikroskopla incelendikten sonra her kuyucuktaki kiiltiir vasati
dikkatli bir sekilde ¢ekilmistir. Her kuyucuga 100 pul MTT ¢ozeltisi (%10 DMEM iginde)
cozeltisi eklenerek kaplar 37 °C'de yaklasik 4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra MTT
cozeltisi ¢ekilerek her kuyucuga 100 pl izopropanol eklenmis ve 570 nm filtreye sahip
bir mikroplaka okuyucuya (nQuantTM, Biotek® Instruments Inc, ABD) yerlestirilerek

absorbans degerleri (O.D.) okunmustur.

2.6.1. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplar aras1 ortalamalar iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way Anova) kullanilarak
karsilastirilmistir. P degerinin 0,05’in altinda olmas: istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Tiim veri analizleri Graphpad Prism 8 istatistik yazilimi kullanilarak

hesaplanmuistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Nanopartikiillerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

3.1.1. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen nanopartikiil boyutlari, Nano Zetasizer ile belirlenmis ve boyut 6l¢iimii
yapilan orneklere ait analiz cihazi yazilimindan aliman bulgular Sekil 11 ve 12°de
gosterilmistir. PHEMA nanopartikiillerinin boyut analizi i¢in {i¢ Ol¢lim yapilmis ve
ortalama partikiil boyutu 101 nm, polidispersite endeksi 0,168 olarak tespit edilmistir
(Sekil 11). PHEMAH nanopartikiillerinin sentezi sonrasinda ayni sekilde ii¢ olglim
yapilarak nanopartikiil boyutu ortalama 81 nm, polidispersite endeksi 0,113 olarak
gozlenmistir (Sekil 12). Polidispersite endeksi nanopartikiillerin agregasyon gostergesidir
ve ne kadar diisiikse agregasyon potansiyeli o kadar diisiik olur. Hidroksil gruplarin
varlig1 sulu ¢ozeltide ultrasonik dagilim 6zelligini artirir [123]. Her iki 6rnege ait boyut
Ol¢iimiiniin alinmas1 i¢in kardiyopleji (HTK) soliisyonu icinde dagitilmis partikiil

¢oOzeltileri kullanilmistir.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n__.
Z-Average (d.nm): 101.2 Peak 1: 1151 99.0 46 78
Pdl: 0.168 Peak 2: 4948 1.0 6357
Intercept: 0.933 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size {d.nm)

Record 1: 1 ‘I|

Sekil 11. PHEMA nanopartikiillerine ait boyut analizi
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Size {d.nm): % Intensity:

St Dev {(d.nm}:

Z-Average (d.nm): 8158 Peak 1: 93.34 100.0 3536
Pdl: 0.113 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.936 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
A g oo e e e :
£ : : . : :
1] . . . . .
E 1u ................. e e e e e T N T T T R T T T ) .
£ : : ' ! :
g : : :
Ey
% 5 .......................................................................................
E
o
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm}
| Record 10: His1 1]

Sekil 12. PHEMAH nanopartikiillerine ait boyut analizi

Nanopartikiillerin erken kardiyoprotektif etkisinin gozlendigi bir ¢alismada [100]
kullanilan nanopartikiil boyutunun 100 nm'den kiigiik olmasinin miyokardda tutulumu
saglayarak kalp korumasimi destekledigi ifade edilmistir. Bu kapsamda sentezlenen

nanopartikiil boyutlarinin bu tez ¢alismasina ait deneylerde kullanima uygun oldugu

yoniinde degerlendirilmektedir.

3.1.2. Yiizey Morfolojisi

PHEMA ve PHEMAH partikiillerinin ylizey morfolojileri SEM araciligiyla incelenmistir.
Emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenen polimerik yapidaki nanopartikiillerin es
boyutlu, kiiresel ve diizgiin bir yiizeye sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 13, 14).

Partikiillerin genis yiizey alan1 ve esit boyutta olmasi adsorpsiyon kinetigini hizlandiran

bir faktordiir [123].
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SEM HV: 2.0k GAIA3 TESCAN SEM HV: 2.0 KV WD: 4,97 mm GAIA3 TESCAN|
View field: 1.04 pm | Det: In-Beam SE View fleld: 1.79 pm | Det: In-Beam SE
[ st as0 ooty v el <o koo sty e o)

Sekil 13. PHEMA nanopartikiilleri yiizey morfolojisi

SEM HV: 2.0 kV. WD:4.98 mm GAIA3 TESCAN SEM HV: 2.0 kV. WD: 4.98 mm GAIA3 TESCAN

Viewfield: 1.04 ym | Det: In-Beam SE View fleld: 2.22 ym | Det: In-Beam SE

Date(m/dly): 05/14/19 HUNITEK [\\/] SEM MAG: 93.6 kx |Date(m/dfy): 05/14/19 HUNITEK [\ |

Sekil 14. PHEMAH nanopartikiilleri ylizey morfolojisi
PHEMA ve PHEMAH partikiillerinin ortalama capiin yaklagtk 50 nm oldugu

goriilmektedir. Sentezlenen nanopartikiil boyutlarinin 100 nm’den kiiciik olmasinin

kardiyovaskiiler cerrahide kullanimda avantaj saglayacag: diisiintilmektedir.
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3.1.3. Sisme Ozellikleri

PHEMA’nin hidrofobik o-metil gruplarmmin varligt polimere hidrolitik stabilite
kazandirken, polar hidroksil ve karboksil gruplari, suyla uyumlu hale getirir. Polimer
sentezinde kullanilan ¢apraz baglayici, sisme orani iizerinde belirgin bir etkiye sahiptir
[115]. Sentezlenen polimerik nanopartikiillerde hidrofobik capraz baglayict olarak
EGDMA kullanilmistir. EGDMA’nin farkli konsantrasyonlarda kullanimiyla sisme
oranlar1 arasinda yapilan ¢calismalarda [115, 124] EGDMA konsantrasyonunun artmasiyla
gelisen hidrofobik etkilesimlerin sisme oranini azalttigindan s6z edilmistir. PHEMA ve
PHEMAH  nanopartikiillerinin ~ denge  sisme calismast oda  sicakliginda
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin su aliminin biiyiikk kismi ilk 5 dakika iginde
gerceklesmis olup 20 dakika sonra dengeye ulasmistir (Sekil 15).

Sisme Yiizdesi

100
° () () () ()
9 |e

80 ® ) ° ° )
70 (@

60

50

40

30

20

10

% Sisme

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

zaman, dak.

® PHEMA @PHEMAH

Sekil 15. PHEMA ve PHEMAH nanopartikiillerinin denge sisme ytlizdeleri

Capraz bag derecesine gore matriks icine su alarak sisme potansiyeline sahip polimerik
nanopartikiil PHEMA nin denge sisme oran1 %80, PHEMAH partikiillerinin denge sisme
orani ise %98 olarak bulunmustur (Sekil 15). MAH iceren polimerik partikiillerin
icermeyen partikiillere gore sisme oraniin fazla olmasi; MAH ilavesi ile polimerik
yapidaki fonksiyonel hidrofil gruplariin artmast ve MAH’1n HEMA ile reaksiyonunun,
polimerin molekiil agirligimi ve kristalligini azaltmas1 sebepleriyle matrikse erisen su

molekiillerinin artmas1 olarak gerekcelendirilebilir [125].
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Nanopartikiillere ait sisme kinetigi Esitlik 3.1 ile hesaplanmistir (Korsmeyer—Peppas

modeli):

Sisme kinetigi = (m¢-mg)/(Meg-mg) = kt" (3.1)

Esitlikte yer alan k, Fick Sabiti; n, nanopartikiilde suyun tasinma modelini karakterize
eden difiizyon iistelidir.

my¢: t aninda sismis nanopartikiil kiitlesini (g),

mgq: kuru nanopartikiil agirligini (g),

Mmeq: denge aninda sismis nanopartikiil agirligini (g) ifade eder.

Sisme kinetiginin n ve k parametreleri Sekil 16’daki dogrunun egiminden ve

kesisiminden rapor edilmistir. Kinetik parametrelere iliskin verilere Cizelge 7°de yer

verilmistir.
Sisme Kinetigi
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
y=0,0238x-0,0866 T

— R?=0,9912 et
B 005 | e e
- N I == =
o N Ry * e S 5
[ R e R B
E e
= Y
R Y >
= R? = 0,9879
) =y,
E
£

-0,15

-0,2 —e—PHEMA —@— PHEMAH

Sekil 16. PHEMA ve PHEMAH nanopartikiillerine ait sigme kinetigi
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Cizelge 7. Sisme kinetigine ait parametreler

Ornek % Sisme k n R?
PHEMA 80 1,039 0,065 0,9879
PHEMAH 98 1,024 0,039 0,9912

Cizelge 7°de yer alan n degerinin 0,5’e esit veya kiigiik olmas1 Fickian diflizyonunun
baskin oldugu, yani suyun polimere difiizyon hizinin polimer zincirinin gevseme hizindan
yavas oldugu anlamina gelir. Burada sisme hizini difiizyon hiz1 belirler. 0,5’ten biiyiik
olmasi ise Fickian olmayan diflizyonun gerceklestigi, yani suyun polimere diflizyon
hizinin polimer zincirinin gevseme hizindan fazla oldugu anlamina gelir. Burada ise
sisme hizin1 gevseme hiz1 belirler. Bu nedenle, PHEMA ve PHEMAH nanopartikiilleri
Fickian difiizyon tipi géstermistir [126].

3.1.4. Yiizey Alam Olciimleri
Nanopartikiiller genis yilizey/hacim orani sayesinde yliksek adsorpsiyon ve iyi bir tasiyici
olma avantajina sahiptir [123]. Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey alani Esitlik 2.2

kullanilarak 781.2 m?/g polimer olarak hesaplanmustir.

3.1.5. FT-IR Calhismalari

L-histidin metil ester ile metakroil kloriir arasindaki tepkime ile olusan N-metakroil-L-
histidin (MAH) monomeri ticari olarak temin edilmistir. PHEMA (Sekil 17) ve
PHEMAH (Sekil 18) partikiillerinin kimyasal yapisinin karakterize edilmesi i¢in FT-IR

spektrumu alinmistir.
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Sekil 17. PHEMA nanopartikiillerine ait FT-IR Spektrumu

% Transmittance
2954

b g g . g 1 . g g . 1 . g g . 1 g . g . 1 g . g g 1 g g g g 1 g g . g 1
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Wavenumbers (cm-1)

Sekil 18. PHEMAH nanopartikiillerine ait FT-IR Spektrumu

PHEMA nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda, 3250-3500 cm ' arasindaki genis
adsorpsiyon bandi, v(O-H) gerilme titresimi, 1262 cm™ ' v(C-O) gerilme titresimi, 1731
cm ’deki v(C=0) ester band1 ve 2959 cm "’deki metil grubuna ait v(C-H) gerilmesi
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goriilmektedir. PHEMAH nanopartikiillerin FTIR spektrumunda ise, 3500 cm™! civarinda
genis hidroksil bandi, MAH monomerine ait karakteristik 1636 cm™ ve 1548 cm™ amid
gerilme titresim bantlari, 1728 cm™'de v(C=0) karbonil band1 gériilmektedir. Ayrica,
1043 cm™’de MAH monomerinden kaynaklanan imidazol halka titresimi ve 2954 cm™’de
alifatik C-H titresimleri gorulmektedir. Bu sonuglar polimerik yaptya MAH monomerin

girdigini kanitlamaktadir.

3.1.6. Elementel Analiz

Esboyutlu PHEMAH nanopartikiillerinin yapisina ilave edilen MAH miktarinin
belirlenmesi i¢in azot sitokiyometrisinden faydalanilarak elementel dl¢timler yapilmistir.
Capraz baglayict olarak kullanilan EGDMA’nin yapisinda azot bulunmadigindan
polimerik yapiya ilave edilen azotun kaynagi sadece MAH yapisinda bulunan azottan ileri

gelmektedir. PHEMAH nanopartikiillerin MAH igerigi 65.4 pmol/g olarak bulunmustur.

3.2. Sulu Cozeltiden Adsorpsiyon Calismalar

Standart histidin Orneklerine ait sonucglardan elde edilen histidin alanlar1 grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen dogru denkleminden
(y=0,5732x-0,9642) faydalanilarak numune konsantrasyonlari hesaplanmis ve
kalibrasyon grafiginin dogrusallig1 kontrol edilerek R* degerinin 0,99°dan biiyiik oldugu
goriilmistiir (Sekil 19).
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Histidin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 19. L-histidin kalibrasyon grafigi

Veri ¢oziimleme yardimi ile sistemin tani alt limiti (LOD) ve tayin alt limiti (LOQ)
degerleri hesaplanir. Burada e§imin standart sapmasinin 3,3 kati ile LOD, 10 kat1 ile LOQ
degeri bulunur (LOD=3,04 pg/ml; LOQ=9,23 ng/ml) [127].

Aminoasitlerin belirlenmesi amaciyla aminoasit analizorleri, kapiler elektroforez ve
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir
[128]. Aminoasit tiirevlendirmesinde, kolon 6ncesi tiirevlendirme islemi tercih edilir. Bu
islem i¢in segilen tlirevlerin; ortam sicakliginda, sulu ¢ozeltilerde hazirlanmasinin hizl
olmast; hassas, seg¢ici ve uygun maliyetli olmasi tercih sebebidir [129]. Aminoasit
tirevlendirilmesinde O-fitalaldehit (OPA), 2,4-dinitroflorobenzen (DNFB), 2,4-
dinitroflorobenzen (DNFB), fenil izotiyosiyanil (PITC) ve florenilmetiloksikarbonil
(FMOC) siklikla kullanilan reaktiflerdir. PITC, bir polipeptid zincirinde amino asitlerin
sirali olarak bozulmasini saglar ve birincil yap1 hakkinda bilgi verir [130]. OPA ile
tirevlendirme reaksiyon hizi daha yiiksek olmasina ragmen, tiirev iiriinii PITC'ninki
kadar kararli degildir. FMOC ise floresans tespiti i¢in uygundur. PITC'nin amino asit ile
reaksiyonu, kararl bir kiikiirt amino karbonil tiirevi olusturur [128]. Bu tezde bu sebeple

tiirev reaktif olarak PITC se¢ilmistir.
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3.2.1. Farkh Tampon Cozeltilerin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Farkli tamponlarin adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisi arastirilmistir. Ameliyat
kosullar1 fizyolojik pH (6,8-7,4)’da saglandigindan pH’s1 7,0 olan fosfat, MES ve Tris
tamponlar1 hazirlanmis, PHEMA ve PHEMAH nanopartikiillerin bu tamponlarda L-
histidin adsorpsiyonlari incelenmistir. Belirli miktarda nanopartikiil tartildiktan sonra oda
sicakliginda 2 ml’lik ependorf tiiplerde farkli tamponlarda hazirlanan 1,0 mg/ml
derisimdeki L-histidin ¢ozeltisiyle 1 saat boyunca 20 rpm hizla karistirtlmistir. Farkl

tamponlarin adsorpsiyon kapasitesi tizerindeki etkisi Sekil 20°de verilmistir.

B FOSFAT TAMPONU  mMES TAMPONU  ®TRIS TAMPONU

215

190

mg/g

165

Adsorpsiyon Kapasitesi

140

pH

Sekil 20. Farkli tamponlarin adsorpsiyon kapasitesine etkisi

PHEMAH nanopartikiiller i¢in fosfat tamponunda 147,4 mg/g; MES tamponunda 189,1
mg/g; TRIS tamponunda ise 220,1 mg/g adsorpsiyon kapasitesine ulasilmistir.

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi pH 7,0 Tris tamponunda gézlenmistir.

3.2.2. Baslangi¢ L-histidin Derisiminin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Sekil 21°de L-histidin adsorpsiyonuna baglangi¢ L-histidin derisiminin etkisi
goriilmektedir. L-histidin derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini belirlemek
amactyla, hem PHEMA hem de PHEMAH nanopartikiiller kullanilmistir. Sekilde
gorildiigl gibi, L-histidin derigimi arttik¢a birim nanopartikiil kiitlesi basina PHEMAH

nanopartikiillerine adsorplanan L-histidin miktar1 artmakta ve yaklasik 1,5 mg/ml L-
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histidin derisiminden sonra dengeye ulagsmaktadir. L-histidin derisiminin 1,5 mg/ml’den
daha yiiksek oldugu derisimde ise yiizeydeki MAH gruplarinin L-histidin molekdilleri ile
doymas1 nedeniyle adsorpsiyon kapasitesi sabit kalmaktadir. Maksimum adsorpsiyon
miktarlar1t PHEMA nanopartikiiller i¢in 15,9 mg/g; PHEMAH nanopartikiiller icin ise
251,2 mg/g olarak belirlenmistir. PHEMAH nanopartikiillerde fonksiyonel MAH

monomerinin histidin afinitesi nedeniyle daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesi degerlerine

ulasilmustir.
Derisim Taramasi
250
é 200
@
g
» oo 150
S
S E
2 100
2
o
< 50
—o—0 . o
0
0 0,5 1 1,5 2
Baslangi¢ L-histidin Derisimi
mg/ml

—e—PHEMAH —e—PHEMA

Sekil 21. Baslangi¢ L-histidin derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi

Cizelge 8’de PHEMAH nanopartikiillerin adorpsiyon kapasitesi, literatiirde yer alan

farkli adsorbentlerin aminoasit adsorpsiyon kapasiteleri ile karsilastirilmistir.
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Cizelge 8. Farkli adsorbentlerin amino asit adsorpsiyon kapasitelerinin karsilagtirilmasi

Aminoasit Yiizey Adsorpsiyon Baslangic
kapasitesi konsantrasyonu
L-triptofan ) . .. | 0,25 mmol/g 40 mM
klodekst 1
L-fenilalanin FBS]; OdeXstiin potimetl 0,27 mmol/g 40 mM
L-tirozin 0,02 mmol/g 2 mM
L-fenilalanin Paslanmaz celik 3] 0,04 Imol/g I mM
L-triptofan . . 0,41 mmol/g 40 mM
Silika kapl tik
L-fenilalanin nallrioa aﬁfk:jﬁig]y et 0,39 mmol/g 40 mM
L-tirozin P 0,03 mmol/g 2 mM
L-asparjin ) _ 1,4 mmol/g
— B siklodekstrin kapl
L-metionin silika partikiil 123 1,2 mmol/g 10-15 mM
D-sistin P 0,5 mmol/g
Glutamik asit 0,37 pmol/m?
Arjinin 1,21 pmol/m?
L-Aspartik asit 2,56 umol/m?
;)sliitgo L-glutamik | Paslanmaz gelik [!3%! 114 pmol/m?” 10 mM
Poli L-glutamik
afitl glukamt 1,23 umol/m?
e PHEMAH
L-histidin nanopartikiiller* 251,2 mg/g 1,5 mg/ml

*Bu tez ¢aligmasina ait veriyi ifade etmektedir.

3.2.3. Sicakhigin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

PHEMAH nanopartikiillere L-histidin adsorpsiyonunun sicakligin etkisiyle degisip
degismedigini anlamak i¢in farkli sicakliklarda (4, 25, 32 ve 37,5 °C) adsorpsiyon
deneyleri yapilmistir. Sicakligin PHEMAH nanopartikiillerin L-histidin adsorpsiyonuna
etkisi Sekil 25’te verilmistir. Artan sicaklikla beraber PHEMAH nanopartikiillerin L-
histidin adsorpsiyon kapasiteleri azalmaktadir. Sicaklik ile adsorpsiyon kapasitesi
arasindaki 1liski, adsorpsiyonu etkileyen etkilesimlerin anlagilabilmesi acisindan
onemlidir. Hidrojen baglari ve iyonik etkilesimlerin baskin olmasi durumunda
adsorpsiyon kapasitesi sicaklikla ters orantilidir [134, 135]. Van Der Waals ve hidrofobik
etkilesimlerin baskin olmasi durumunda ise adsorpsiyon kapasitesi sicaklikla dogru
orantilidir [136]. MAH yapisindaki histidin amino asidinin imidazol gruplar1 L-histidin
molekiilleriyle etkilesime girmektedir [137]. Sicakligin artmasi ile adsorpsiyon

kapasitesinde azalma gozlenmesi, hidrojen baglar ve elektrostatik (iyonik) etkilesimlerin
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varligimi  gostermektedir.

adsorpsiyon spesifik degildir.

Adsorpsiyon Kapasitesi

mg/g
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Sekil 22. Sicakligin adsorpsiyon kapasitesine etkisi

3.2.4. Adsorpsiyon izotermi

PHEMA nanopartikiillerde bu etkilesim olmadigindan

70

Bir protein molekiiliiniin adsorbentle etkilesimini gdéstermede kullanilan adsorpsiyon

izotermi, kat1 fazda adsorplanan protein miktari ile ¢ozeltideki protein derisimi arasinda

bir iligki saglar. Siklikla tercih edilen iki model Langmuir ve Freundlich modelidir. Her

biri yalnizca bir molekiil baglayabilecek kapasitede olan belli sayida tanimlanmis bolgeye

adsorpsiyon oldugu kabul edilen Langmuir modelinde adsorplanmis molekiillerin

etkilesemeyecek kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir adsorpsiyon modeli

Esitlik 3.2 ile tanimlanir:

Q:Qmak.b.Ceq/( 1 +bCeq)

Bu esitlikte;

Q: uzaklastirilan protein miktar1 (mg/g),

Ceq: denge protein derisimi (mg/L),

b: Langmuir sabiti (ml/mg),

Qmak: Maksimum protein adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)’dir.
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Freundlich adsorpsiyon modeli ise ylizey adsorpsiyonu sonrasinda kuvvetli ¢oziinen-
¢Oziinen etkilesimini gostermektedir. Freundlich adsorpsiyon modeli Esitlik 3.3 ile

tanimlanir:

Q=Kg. Ceq(1/n) (3.3)

Bu esitlikte;
Kg ve n: Freundlich sabitleridir.

1/n sayis1 yiizey heterojenligini gosterir.

Sekil 22°de PHEMAH nanopartikiillerine ait Langmuir adsorpsiyon modeline, Sekil 23°te

ise Freundlich adsorpsiyon modeli egrilerine yer verilmistir.

PHEMAH Langmuir
0,006
_©
0,005 y=0,0036x + 0,0005
R? = 0,9949
0,004 #
= ©
< 0,003
[Sa]
o
0,002 O
©
©
0,001
' ,)©
©
0
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2 14 1,6
CE, mg/ml

Sekil 23. Langmuir adsorpsiyon modeli
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PHEMAH Freundlich
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Sekil 24. Freundlich adsorpsiyon modeli

Grafiklerden elde edilen sonuclar, PHEMAH nanopartikiillerine ait adsorpsiyon
ozelliklerinin Langmuir modeline daha fazla uydugunu gostermektedir. Her iki model

icin PHEMAH nanopartikiillerine ait bazi parametreler Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 9. Adsorpsiyon modellerine ait veriler

Adsorpsiyon . .
Modeli Langmuir Freundlich

Qmak (mg/g) b (L/mg) R? 1/n Kr R?
PHEMAH 2717,7 7,2 0,9949 0,44 271,1 0,9662

3.2.5. Adsorpsiyon Siiresinin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Adsorpsiyonda stire etkisini incelemek i¢in L-histidin sulu ¢ozeltisi (1 mg/ml) ile
etkilestirilen PHEMA ve PHEMAH nanopartikiil karigimindan farkli zaman araliklarinda
(5-60 dakika) oOrnek alinmis ve adsorpsiyon miktarlart hesaplanmistir. PHEMA
nanopartikiillerin adsorsiyon kapasitesi PHEMAH nanopartikiillere gore oldukca
dusuktur. Sekil 24°te, PHEMA ve PHEMAH nanopartikiillerin adsorpsiyon kapasitesinin
zamanla degisimi goriilmektedir. Adsorpsiyon isleminin baslangicinda nispeten hizli

adsorpsiyon gozlenmis ve yaklasik 45 dakikada dengeye ulasilmistir.
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Adsorpsiyon stiresi taramasi
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Sekil 25. Adsorpsiyon siiresinin adsorpsiyon kapasitesine etkisi

3.2.6. Termodinamik Hesaplamalar

Adsorpsiyon islemi esnasindaki enerji degisimleri termodinamik parametreler ile

anlagilabilir.
AG® = -RTInK 3.4)
AG® = AH°-TAS® (3.5)
InKr, = (AH®)/RT+(AS®)/R (3.6)

Yukaridaki esitliklerde;

AG?® (Gibbs serbest enerji degisimi) adsorpsiyonun kendiliginden gerceklesme seviyesini,
AHP® entalpi degisimini, AS® entropi degisimini, K Langmuir adsorpsiyon katsayisini, R
gaz katsayisint (8.314 J/mol.K), T sicakligt ifade etmektedir. Termodinamik

parametrelere ait veriler Sekil 26 ve Cizelge 10’da goriilmektedir.
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Sekil 26. 1/T’ye kars1 InK grafigi

Cizelge 10. Termodinamik parametrelere ait veriler

Sicaklik (Kelvin) AG (°kj/mol) AH® (kj/mol) AS° (J/mol)
277 -1,480

298 -1,685

305 1,750 -1,125 9,411
310,5 -1,791

AS°’nin pozitif deger gostermesi kati-sivi faz arasinda L-histidin adsorpsiyonunun

entropide artisa neden oldugunu ve adsorpsiyonun tercih edildigini gostermektedir.

Negatif AH® degeri ise L-histidin adsorpsiyonunun ekzotermik oldugunu, bdylece

adsorpsiyon i¢in sisteme digsaridan herhangi bir enerji verilmesi gerekmedigini gosterir.

3.2.7. Kinetik Analiz

Adsorpsiyonu kontrol eden mekanizmay1 belirlemek icin kinetik modeller (yalanci-

birinci derece kinetik ve yalanci-ikinci derece kinetik denklemler) test edilmistir. Bu

modellerde, ornege ait Olgiilen derisim degerlerinin adsorbentin yiizey derisimine esit

oldugu kabul edilir. Yalanci-birinci derece hiz denklemi Esitlik 3.7 ile tanimlanir:

Qvdt = ki1(Qeq-Qv)
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Bu esitlikte;

ki: yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini (1/dak),

geq ve qt: denge durumunda, t aninda adsorplanan protein miktarin1 (mg/g) ifade eder.

Yalanci-ikinci derece denklem, denge adsorpsiyonunu temel alir ve Esitlik 3.8 ile

tanimlanir:

Q/dt = ka(Qeq-Qu)?

Bu esitlikte; ko yalanci-ikinci derece hiz sabitini (g/mg.dak) ifade etmektedir.

(3.8)

Kinetik analiz grafiklerine Sekil 27 ve 28’de, kinetik parametrelerine ait sonuglara

Cizelge 11°de yer verilmistir.

Yalanci-birinci derece kinetik grafigi

2,5
e
2 o g
.. e
15 °
? y =-0,0359x + 2,2977
S R%=0,9410
en e
S 1
0,5
° °
0
0 10 20 30 40 50 60

zaman, dak.

Sekil 27. Yalanci-birinci derece kinetik grafigi
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Yalanci-ikinci derece kinetik grafigi

0,3
0,0042x + 0,0205 i
y=0, x+0,
0.25 RZ=0,9857
0,2 =y
go1s e
°.
0,1 .~ .-
0,05 ‘
0@
0 20 30 40 50 60 70
zaman, dak
Sekil 28. Yalanci-ikinci derece kinetik grafigi
Cizelge 11. Kinetik parametrelere ait veriler
Kinetik model Yalanci-birinci derece Yalanci-ikinci derece
kinetik model kinetik model
2 Qeq ko 2
Qeq (mg/g) ki (1/dak) R (g/mg)  (g/mg.dak) R
PHEMAH 198,47 0,08 0,9410 238,10 1,79 0,9857
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3.3. MTT Testi Calismalari

Kalp ameliyatlarinda yaygin olarak kullanilan kardiyopleji soliisyonu Custodiol (HTK)
ile PHEMA ve PHEMAH iceren HTK soliisyonlar1 kullanilmis ve negatif kontrol olarak
kullanilan DMEM besiyeri ortamina ve birbirlerine kiyasla karsilastirmali olarak basari
durumlart HUVEC hiicre hattinda MTT testi ile degerlendirilerek yorumlanmuistir.
Hazirlanan plakalar 2 saat boyunca HTK ile muamele edildikten sonra HTK ortamdan
uzaklagtirilarak, hiicreler yikanmig 0. Saat, 2. saat ve 24. saat sonuglarini gézlemlemek

tizere DMEM ile standart MTT prosediiriine devam edilmistir.

Oncelikle ii¢ farkli konsantrasyonda (10 pg/ml, 30 pg/ml ve 60 pg/ml) PHEMA
nanopartikiillerini iceren, negatif kontrol olarak kullanillan DMEM besiyeri ortami ile
HTK, hiicre iizerinde sitotoksik bir etkisinin olup olmadigi durumunu gézlemlemek

amaciyla karsilastirilmis ve bu sonuglara ait istatistikler Sekil 29 (a, b ve ¢)’da verilmistir.

? 0. Saat DMEM-HTK

120

100

80

% Canlilik
(@)}
o

50



2. Saat DMEM-HTK
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24. Saat DMEM-HTK
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Sekil 29. Farkli derisimlerde PHEMA igceren DMEM ile HTK nin karsilastirilmasi
a) 0. Saat b) 2. Saat c) 24. saat

DMEM kullanilan ve NK ile gosterilen kontrol grubunun hiicre canliligr %100 olarak
kabul edilmis ve gruplara ait 6rnekler NK ile karsilastirilmistir. PK ile gdsterilen siitunda

canlilik yilizdesinin diismiis olmas1 amonyum molibdatin sitotoksik etkisini gdstermistir.
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Bu baglamda diger 6rneklere ait canlilik yiizdeleri PK ile karsilastirildiginda sitotoksik
etkilerinin olmadigi anlasilmaktadir. Sekil 29 ile gosterilen ¢alisma DMEM ile HTK
arasinda karsilastirma yapmak ve PHEMA kaynakli bir sitotoksisitenin var olup
olmadigimi gostermek amaciyla yapilmistir. 0. Saatle kiyaslandiginda 2. Saatte HTK
orneklerinde gozlenen hiicre canliligindaki artis, beklenen bir sonugtur. 0. Saat ile
belirtilen veriler; iki saat boyunca HTK ile muamele edildikten sonra yikanan hiicrelerin
canlilik durumunu ifade eder ve bu verilerde hiicre canliliginin diisiik olmas1t HTK
sollisyonu ile metabolik faaliyetlerin diisliriilmesi amac1 ile uyumludur. 2. ve 24. saatlerde
PHEMA igeren DMEM ve HTK o6rneklerine ait verilerde negatif kontrole kiyasla hiicre
canliliginda anlamli bir diislis olmamas1 bu bilesenlerin hiicre i¢in sitotoksik olmadigini

aciklar.

Kalp ameliyatlarinda kardiyoplejik ajan olarak tek dozda ve yiiksek hacimde uygulanan
(ortalama 1-2 L) HTK soliisyonu hiicresel 6deme sebebiyet verebilmektedir. PHEMA
polimerik nanopartikiillerini igeren HTK soliisyonunun hiicre canlilig1 iizerinde negatif
bir etki gostermemesi amaci ile birlikte daha diisiik hacimlerde soliisyondan beklenen
etkiyi karsilayabilmesi hedeflenmistir. Bu sayede hem hiicresel 6demin 6nlenmesi
amacina hizmet edecek hem de operasyon sirasinda kullanilan kardiyopleji soliisyonu
miktarinin azaltilmasiyla maliyette diisiis saglayacaktir. Bu amacla; farkli hacimlerde
HTK (50, 100, 150, 200 ve 300 pl) ile farkli derisimlerde PHEMA iceren HTK
soliisyonlart karsilastirilmis (Sekil 30), hacimsel azalma ve hiicre canliligi parametreleri

degerlendirilmistir.
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24. Saat HTK-PHEMA

120,00
100,00
é 80,00 _ — — —
5 60,00 _ — — —
X
40,00 _ — — —
20,00 _ — — —
0,00
& & & G G G Y Y Y Y 9w 9w Y S %
N \‘2‘& \Q‘s \«2‘5 \‘2‘& \“2‘3 '\9\} NN '\9\\( %QQ bQQ '\9\} NI
N NN EF I FIFISEESEE
1%) Q &) Q Q L LKL K K S K
P P FFFFTITETETES
3 N N X s N 3 3 N
QOO SR\ SR\ SR\ SN\ S\ SN
N N N YV a4 Vv % % %

Sekil 30. HTK’nin farkli hacimleri ile farkli derisimlerde PHEMA igeren HTK’ nin
karsilastirilmasi, a) 0. Saat b) 2. Saat c) 24. saat

Sekil 31. PHEMA 6rneklerine ait mikroskop goriintiileri (24. Saatte), a) NK, b) 200 ul
HTK, ¢) 100 pl HTK+10 pug PHEMA, d) 100 ul HTK+30 pg PHEMA
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Sekil 30a ile gosterilen 0. Saat sonuglarinda HTK eklenen kuyucuklarda hacim arttik¢a
canliligin daha az oldugunun goriilmesi, bir kardiyoplejik ajandan beklenen metabolik
aktiviteyi azaltmasi amaci ile uyumludur. Sekil 30b ile gosterilen MTT 2. Saat
sonuglarinda PHEMA igceren 100 pl ve 200 pl hacimlerdeki HTK orneklerinin tiim
konsantrasyonlarinda, yalnizca HTK uygulanan hiicre 6rneklerine goére hiicre canliligi
bakimindan anlamli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Bu sonuglar, kullanilacak HTK
hacminin PHEMA katkisiyla azaltilabilecegi ve hiicre canliligi yoniinden daha iyi
sonuglar elde edilebilecegi yoniinde yorumlanmaktadir. 0. Saatteki yalnizca HTK eklenen
kuyucuklara ait ylizde degerlerin, 2. Saate kiyasla yiiksek olmast MTT’nin &lmeye
baslayan hiicreleri canli olarak gosterebilmesiyle agiklanabilir [138]. 2. Saatte yalnizca
HTK igeren kuyucuklardaki canlilik yiizdesinin diisiik olmast bu yorumu
dogrulamaktadir ve hiicre oliimlerinin tamamlandig1 seklinde yorumlanabilir. MTT
Testinin 24. saat sonuclarinda beklenti, hiicre canliliginin %70’in {izerinde olmasidir
[121]. Bu durum, uygulanan Ornegin sitotoksik potansiyelinin olmadigi yoOniinde
degerlendirilir. Sekil 30c ile gosterilen verilerde tiim gruplarda hiicre canlilig1 seviyesinin
beklentiyi karsiladigr goriilmektedir. Ayrica, HTK eklenen kuyucuklara kiyasla PHEMA
katkili HTK larda canliligin beklentiyi karsiladig1 goriilmektedir.

HTK soliisyonu formiilasyonunda bulunan 198 mmol/L derisimindeki yiiksek histidin
icerigi nedeniyle PHEMA sentez asamasinda yapiya eklenen MAH monomeri ile
PHEMAH nanopartikiilleri hazirlanmistir. PHEMA’ya dahil edilen L-histidin ile
biyouyumluluk artirilabilir ve dogal bir mikro-ortam saglanabilir. Tekli amino asit
molekiilleri, sahte afinite ligandlar1 olarak bazi avantajlar saglayabilirler [139]. Sollisyon
icindeki histidin ile polimerik nanopartikiillerin yapisinda bulunan MAH monomerinin
birbirlerine olan afinitesinden yararlanmak ve bu sayede HTK i¢indeki histidin etkisinin
artirilmasi amaglanmigtir. Farkli hacimlerde HTK (50, 100, 150, 200 ve 300 pl) ile farkl
derisimlerde PHEMAH iceren HTK soliisyonlar1 karsilastirilmis (Sekil 32), hacimsel

azalma ve hiicre canlilig1 parametreleri degerlendirilmistir.
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© 24. Saat HTK-PHEMAH
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Sekil 32. HTK’nin farkli hacimleri ile farkli derisimlerde PHEMAH igeren HTK nin

karsilastirilmast, a) 0. Saat, b) 2. Saat, c¢) 24. Saat

R Gl 2 N %

Sekil 33. PHEMAH o6rneklerine ait mikroskop goriintiileri (24. Saatte), a) NK, b) 200 pl
HTK, ¢) 100 ul HTK+10 ng PHEMAH, d) 100 ul HTK+30 ug PHEMAH
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Sekil 32a ile gosterilen 0. Saatteki yalnizca HTK eklenen kuyucuklara ait yiizde
degerlerin, 2. Saate kiyasla yiiksek olmast MTT nin 6lmeye baslayan hiicreleri canli
olarak gosterebilmesiyle aciklanabilir. 2. Saatte (Sekil 32b) yalmizca HTK igeren
kuyucuklardaki canlilik yiizdesinin diisiik olmasi bu yorumu dogrulamaktadir ve hiicre
Olimlerinin tamamlandig1 seklinde yorumlanabilir. Bu sonuclar, kardiyoplejik bir
ajandan beklenen metabolizmay1 azaltma beklentisi ile uyumludur. HTK eklenen
kuyucuklarda hacim arttik¢a canliligin daha az oldugunun goriilmesi, bir kardiyoplejik
ajandan beklenen metabolik aktiviteyi azaltmasi amaci ile uyumludur. Sekil 32b ile
gosterilen MTT 2. Saat sonuglarinda PHEMAH iceren HTK orneklerinin  tiim
konsantrasyonlarinda, yalnizca HTK uygulanan hiicre 6rneklerine gore hiicre canliligi
bakimindan benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Kontrol besiyeri ortamina gore
30 pg/ml derisiminde PHEMAH iceren ve 100 pl olarak ekimi yapilan HTK 6rnegine ait
sonuglarin 2. ve 24. Saatlerde istatistiki olarak anlamli olmasi nedeniyle en uygun
konsantrasyon oldugundan s6z edilebilir. Bu sonuglar, kullanilacak HTK hacminin
PHEMAH katkisiyla azaltilabilecegi ve hiicre canlilig1 yoniinden daha iyi sonuglar elde
edilebilecegi yoniinde yorumlanmaktadir. MTT Testinin 24. Saat sonuglarinda beklenti,
hiicre canliligiin %70’in lizerinde olmasidir [121]. Bu durum, uygulanan o6rnegin
sitotoksik potansiyelinin olmadigi yoniinde degerlendirilir. Sekil 32c¢ ile gosterilen
verilerde tiim gruplarda hiicre canlilif1 seviyesinin beklentiyi karsiladigi goriilmektedir.
Ayrica, HTK eklenen kuyucuklara kiyasla PHEMAH katkili HTK’larda canliligin
anlaml 6l¢tide 1y1 olmasi, PHEMAH katkisinin HTK hacminde azalma amacina hizmet

edebilecegi potansiyelini dogrulamaktadir.

PHEMA ve PHEMAH polimerik nanopartikiillerinin HTK ya kiyasla bir kardiyoplejik
soliisyondan beklenen etkiyi artirabilme ve sollisyon hacminin azaltilabilmesi
potansiyelinin oldugu fikrinin yaninda sentez sirasinda yapiya dahil edilen MAH
monomeri ile hazirlanan PHEMAH partikiillerinin hiicre canlilifi parametresinde

PHEMAya kiyaslanmasiyla elde edilen istatistiki veriler Sekil 34’de verilmistir.
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¢ 24. Saat PHEMA_PHEMAH
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Sekil 34. PHEMA ve PHEMAH igeren HTK soliisyonlarinin karsilastirilmast,
a) 0. Saat, b) 2. Saat, c) 24. Saat

PHEMA ve PHEMAH nanopartikiillerinin her ikisinin de bu nanopartikiilleri igermeyen
HTK soliisyonuna gore avantajli olmasinin yani sira birbirlerine gére uzun siireli etkileri
kiyaslandiginda 24. Saat MTT sonuglarini gosterir verilerde (Sekil 34c) PHEMAH katkili
HTK oOrneklerinde MAH monomeri igermeyen PHEMA G&rneklerine nazaran anlamli
olarak daha 1yi sonuglar dl¢iilmiistiir. Bu sonu¢, PHEMAH icerigindeki histidin afinitesi
saglayan MAH sayesinde adsorpsiyon kapasitesinin ve birlikte hareket edebilme

potansiyelinin artisina baglanabilir.

Kardiyak operasyonlarda kullanilan farkli 6zellikteki soliisyonlar arasinda yapilan
karsilastirmali calismalar, geleneksel yontemlere nazaran kardiyopleji soliisyonlarinin
miyokard korumasindaki basarisini ortaya koymaktadir. Kalp kasi hiicrelerinde yapilan
MTT caligmalarinda hiperkalemik kardiyoplejinin hiicre sagkalimini destekledigi ve
hiicre koruyucu etkisinin bulundugu ortaya konulmustur [140]. Farkli kardiyopleji
soliisyonlarinin birbirlerine olan {istiinliigliyle ilgili tartismalar giincelligini korumakla
birlikte polimerik nanopartikiil katkil1 bir soliisyon katkili kardiyopleji teknigi literatiirde

yer almamaktadir.
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Hazirlanan nanopartikiil katkili soliisyondan beklenen faydalar:

1- Mevcut klinik uygulamalarda hasta i¢in tek dozda 1-2 litre olarak uygulanan
kardiyopleji soliisyon miktarinin diisiiriilebilmesi ile hemodiliisyon kaynakli hemoglobin
miktarinda azalmanin ve operasyonel bir komplikasyon olan hiicresel 6demin Oniine
gecilebilmesi,

2- Hiicre canliligint daha uzun siire koruyarak uzayan operasyonlarda yeniden dozlama
gereksinimi ile operasyonun durdurulmasi zorunlulugunu gidermek, hiicresel hasari
minimalize edebilmek,

3- Daha az kardiyopleji kullanimu ile klinik kullanim maliyetlerinde diisiis saglayabilmek

tir.

Kalp cerrahisinde uygulanan geleneksel tedaviler, genellikle semptomatik kontrol
saglamak ile sinirli kalmaktadir. Bu durum, miyokard hasari i¢in gergek bir tedavi sunan
yeni yontemler gelistirmeyi zorunlu kilmaktadir [100]. Bu ihtiyaca cevap vermede
yiiksek biyouyumluluk, biyobozunurluk, kontrol edilebilirlik, 6zgiilliik ve verimlilik gibi
ozellikleri sebebiyle potansiyel tasiyan nanoteknolojinin [103] ¢esitli avantajlarindan
faydalanmay1 amaglayan ¢alismalar yapilmaktadir. 30-100 nm boyutlarindaki hiicre dis1
lipit vezikiiller olan eksozomlarin miyokardiyumu iskemi kaynakli hasardan

koruyabildiklerini gosteren ¢alismalar mevcuttur [99, 102].

Yao ve arkadaglar1 insiilin benzeri bir biiyiime faktorii (IGF-1) ile sentezledikleri poli(D,
I-lactide-ko-glikolit) (PLGA) nanopartikiillerinin (PLGA-IGF-1) erken kardiyoprotektif
etki sagladigin1 gostermislerdir. Calismada nanopargacik tabanli teknolojinin miyokard
infarktiisii tedavisinde yeni bir yaklasim olmasinin yanisira iskemik kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in bu teknolojinin klinik terapiye doniistiiriilmesindeki potansiyelinden
bahsetmiglerdir. Bu ¢alismada [100] kullanilan nanopartikiil boyutunun 100 nm'den
kiicik olmasi miyokardda tutulumu saglayarak kalp korumasini desteklemistir.
Kardiyoplejik bir ajan olan esmolol yiliksek dozunun kardiyak mitokondri {izerindeki
zararl etkilerini arastirmak tizere yiiriitiilen bir ¢alismada magnezyum manyetik izotop
(**MgPMC16) nanopartikiilii kullanilmis ve bu parcacigin hipoksinin neden oldugu
asidotik kosullarda kardiyomiyesitlerde magnezyum igerigini serbest birakarak kardiyak
mitokondriyal membran iizerinde spesifik porfirin reseptorleri yoluyla oksijeni tiikenmis

hiicrelerde ATP tiretimini destekledigini géstermislerdir [2].
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen c¢alismalarda miniemiilsiyon yontemi ile PHEMA ve
PHEMAH nanopartikiilleri sentezlenmistir. Sentezlenen partikiillerin karakterizasyonu
i¢in zeta boyut analizi, taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier Transform infrared
Spektroskopisi  (FTIR), sisme deneyi ve yilizey alani Ol¢limleri yapilmistir. Ayrica
PHEMAH nanopartikiillerin L-histidin adsorpsiyon davranist incelenmistir. Farkli
tampon ¢ozeltilerin, baslangic L-histidin derisiminin, adsorpsiyon siiresinin ve sicakligin

L-histidin adsorpsiyon kapasitesi tizerindeki etkisi gdozlenmistir.

Farkli derigsimlerde nanopartikiil igeren, farkli hacimlerdeki Histidin, Triptofan,
Ketoglutarat (HTK) soliisyonuna ait orneklerin, 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) Testi ile in-vitro etkileri, hiicre canlilig1 yiizdesi
parametresinde karsilastirilmistir. Sentezlenen PHEMA ve PHEMAH katkili kardiyopleji
sollisyonlarinin, HTK soliisyonuna kiyasla hiicre canliligi parametresinde iistiinligi
ortaya konulmustur. 100, 200 ve 300 pl hacimleri denenen nanomodifiyeli soliisyonlarin
yalnizca HTK ile muamele edilen hiicrelere nazaran ayni ve daha az hacimlerde daha iyi
hiicre canliligi saglamasi operasyon sirasinda kullanilacak kardiyopleji miktarinin
azaltilmas1 ve miyokard korunmasini desteklemesi hedefine yonelik umut vadetmektedir.
Uygun nanopartikiil derigiminin belirlenmesi i¢in 10, 30 ve 60 pg/ml derisimlerine sahip
polimerik nanopartikiiller tiim hacimlerde ayr1 ayr1 denenmistir. Tim gruplar
kiyaslandiginda optimum derisimden s6z etmek miimkiin olmamaktadir. MTT testi hiicre
canliliginm1 tahmin etmede yararl bir aractir. Ciinkii hiicreler metabolik aktivitelerini
stirdiirmek ve hiicresel biitiinliigii desteklemek i¢in siirekli bir enerji kaynagina ihtiyag
duyarlar [141]. Ancak MTT, hiicre hasarinin asamalar1 arasinda tam bir ayrim

saglamayabilir [138].

Ileri calismalar igin baz1 6neriler sunulacak olursa:

= MTT testi biyolojik bir test oldugundan stabilite saglamanin giic olmasi
gerekcesiyle en uygun hacim ve derisim oraninin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida tekrar
yapilmalidir.

=  MTT sonuglarini desteklemek iizere kalp korumasinda 6nemli olan glikokaliks

biitlinliigiiniin bir biyobelirteci olan sindekan-1 plazma seviyesinin gézlenmesi, kantitatif
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olarak dogrulanmasi yerinde olacaktir.

» Bu tez calismas: kapsaminda HUVEC hiicre hatt1 ile gergeklestirilen MTT
deneylerinin miyokardiyal hiicreler ile de yapilacak in-vitro deneylerle desteklenmesi
faydal1 olacaktir.

* Miyokard korumasinin, uygulama hacminde saglanabilecek azalma miktarinin ve
iskemi-reperfiizyon hasarinin daha iyi bir degerlendirmesi i¢in ve klinik uygulamada yer
bulabilmesi amaciyla PHEMA/PHEMAH katkili HTK soliisyonunun in-vivo ¢alismalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

= Pilot ¢alisma sayilabilecek bu tezde kullanilan HTK soliisyonunun yani sira
sonraki c¢aligsmalarda farkli kardiyoleji sollisyonlart ile karsilastirmali caligsmalar
yapilmasi nanopartikiillerin kardiyopleji soliisyonlarinda kullanimlar1 konusunda genis

bir perspektif sunacaktir.
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