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OZET

BILIRUBIN UZAKLASTIRIMASI iCiN HSA TAKILI PHEMA
KRiYOJELLERIN HAZIRLANMASI

Mahdi KAVOSHCHIAN
Yuksek Lisans, Kimya Bolimu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Serap SENEL

Ocak 2015, 70 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda hiperbilirubinemili insan plazmasindan bilirubinin
secimli olarak uzaklastirimasi icin HSA immobilize PHEMA kriyojelleri
hazirlanmistir. PHEMA kriyojeller serbest radikal polimerizasyonu yontemi ile
sentezlenmistir. PHEMA kriyojeller sisme testleri, BET ve SEM analizleri ve kan
uyumluluk testleri ile karakterize edilmigti. PHEMA kriyojellerin denge sisme
degeri 7.86 g H,O/g kriyojel ve sahip oldugu go6zeneklilik orani %69.6 olarak
saptanmistir. PHEMA kriyojellerin BET yontemi ile saptanan spesifik yluzey alani
ortalama 27.2 m?/g ve ortalama gdézenek capi 68.2 A’dur. Kriyojellerin aktivasyonu
icin optimum CNBr derigimi 60 mg/mL olarak saptanmistir. Aktivasyonun ardindan
pH, akis hizi, etkilesim slresi ve HSA derisimi parametrelerinin HSA
immobilizasyonuna etkisi incelenmistir. CNBr aktive edilmis PHEMA kriyojellere
maksimum HSA immobilizasyonu 12.40 mg/g olarak pH:7’de, 1.0 mg/mL HSA
derisiminde, 0.75 mL/dk akis hizinda 30 dk etkilesim suresiyle elde edilmistir. Kan
uyumlulugu calismalari yapilmis ve protrombin zamani (PT), aktive edilmis kismi

tromboplastin zamani (APTT), fibrinojen testi ve trombosit pihtilasma zamani



(TCT) belirlenmigtir. HSA immobilize PHEMA kriyojeller kullanilarak elde edilen
platelet kaybi1 % 2.32, I6kosit kayb1 %5.17°dir.

PHEMA-HSA kriyojellerinin bilirubin uzaklastiriima etkinligine plazmadaki bilirubin
derigsiminin, etkilesim suresinin ve sicakliginin etkisi surekli sistemde incelenmigtir.
Plazma o&rneklerine bilirubin yiklemesi yapilarak plazmadaki toplam bilirubin
seviyesi 3.0 mg/dL seviyesine ¢ikariimis ve farkh oranlarda HSA iceren PHEMA
kriyojellerle etkilestirilerek zamanla plazmadaki bilirubin seviyesindeki azalma
incelenmigtir. 2 saat sonunda plazmadaki bilirubin 1.23 mg/dL (hiperbilirubinemi
icin minimum toplam bilirubin seviyesi) seviyesinin altina indirilmistir. Maksimum
adsorpsiyon 3.0 mg/dL bilirubin igeren plazmadan 37.5 °C’de 25.35 mg/g olarak
bulunmustur. 1.0 M NaCl ve 0.1 M NaOH desorpsiyon ajani olarak kullaniimistir.
Tum c¢alismalarda desorpsiyon yuzdesi %97’nin Ustlindedir. Freundlich ve
Langmuir adsorpsiyon modelleri adsorplanan molekullerin adsorbentle etkilesimini
belirlemek igin kullaniimis ve adsorpsiyonun Langmuir modeline uydugu sonucuna
varilmistir. Adsorpsiyon islemini kontrol eden mekanizmalarin belirlenmesinde
yalanci-birinci ve yalanci ikinci dereceden kinetik modeller incelenmigtir. Yalanci-
ikinci dereden kinetik modelin HSA immobilize PHEMA kriyojellerle bilirubin
adsorpsiyonu i¢in daha uygun oldugu bulunmustur. HSA immobilize PHEMA
kriyojellerin tekrar kullanilabilirlikleri incelenmis ve 10 adsorpsiyon-desorpsiyon
dongusu sonunda kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir azalma

gOzlenmemisgtir.

Anahtar Kelimeler:

Bilirubin, kriyojel, hiperbilirubinemi, HSA, immobilizasyon, adsorpsiyon.



ABSTRACT

PREPARATION OF HSA-BOUND PHEMA CRYOGELS
FOR BILIRUBIN REMOVAL

Mahdi KAVOSHCHIAN
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Serap SENEL

January 2015, 70 pages

In this study, HSA-immobilized PHEMA cryogels were prepared to remove bilirubin
from human hyperbilirubinemi plasma. PHEMA cryogels were synthesized by free
radical polymerization method. Cryogels were characterized by swelling tests, BET
and SEM analysis and blood compatibility tests. The equilibrium swelling value
and porosity were determined as 7.86 g H,O/ g cryogel and 69.6%, respectively.
The specific surface area determined by BET was 27.2 m?/g and the avarage pore
diameter was 68.2 A. The optimum CNBr concentration for activation of cryogels
was determined as 60 mg/mL. The effect of pH, flow rate, incubation time, and
HSA concentration on HSA immobilization was examined. The maximum HSA
immobilization was achieved at pH 7 for 1.0 mg/mL HSA concentration when the
flow rate and incubation time were 0.75 mL/min and 30 min. Prothrombin time
(PT), activated partial thromboplastin time (APTT), fibrinogen time (FT) and
thrombocyte clotting time (TCT) were determined in compatibility tests for blood.

Platelet and leucocyte losses were 2.32 % and 5.17 %.

The effect of bilirubin concentration in plasma, incubation time and temperature on
bilirubin removal efficiency of PHEMA-HSA cryogels was examined in continuous
mode. The plasma samples were over loaded with bilirubin up to 3.0 mg/dL and

were interacted with PHEMA cryogels having different amounts of HSA and the



decrease of bilirubin level in time was followed. Following an incubation period of 2
h, the bilirubin level in plasma was lowered to 1.23 mg/dL (minimum total bilirubin
level for hyperbilirubinemi). The maximum bilirubin adsorption capacity was 25.35
mg/g from a plasma sample containing 3.0 mg/dL bilirubin at 37.5 °C. The
desorption agent was 1.0 M NaCl and 0.1 M NaOH. The desorption ratio was over
97 % in all runs. Freundlich and Langmuir adsorption models were treated to
examine the interaction between adsorbate and adsorbent and Langmuir model
was better fitted. The pseudo-first order and pseudo-second order kinetic models
were examined to determine the mechanism in adsorption process. The pseudo-
second kinetic model was found suitable to describe the adsorption of bilirubin by
HSA immobilized PHEMA cryogels. The reusability of HSA immobilized PHEMA
cryogels was examined and no significant decrease in adsorption capacity was

recorded following 10 consecutive adsorption-desorption cycles.
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1. GIiRIS
Bilirubin (MA 585 Da), ‘hem’ degradasyonu ile olusan lineer bir tetrapirol olup,
hayli lipofilik bir molekuldur. “Hem oksijenaz”, bilirubin Uretiminde hiz belirleyen
enzim olup, “hem” in biliverdine donlisumuind saglar, sonra biliverdin, biliverdin
rediktaz yardimi ile bilirubine indirgenir. Fizyolojik kosullarda bilirubin serum
albumine bagl olup sonraki metabolizma basamaklari icin karacigere tasinir.
Karacigerde, UDP-glukuronozil transferaz yardimi ile polar-glukuronid ana
konjugatlar olusup safraya verilir. Safra tuzlari bagirsakta bakteriler yardimi ile
¢ogu digki, bir kismi idrarla atilan, bir kismi ise yeniden sogurumla karacigere
donen urobilinojenlere donusturalir. Serumda, konjuge olmamis (serbest), mono

konjuge, dikonjuge ve proteine tersinmez bagli fraksiyonlari mevcuttur.

Bilirubin/albumin molar orani 1:1 degerini astiginda, serbest bilirubin beyin
hicreleri dahil bir ¢cok hucrede membran lipidleri ile birlesir. Yeni doganlarda

bilirubin ensefalopati veya kernikterus hastalijina yol agar.

Cok yuksek (>3mg/dl) bilirubin derigsimi nedeni ile dokularin renklenmesi sariliktir.
Toksik etkilerinin yani sira, albumine baglh bilirubinin serbest radikalik turler igin

etkin bir antioksidan oldugu da saptanmigtir.

Bilirubin nitel ve nicel analizi igin ¢ok sayida yontem mevcuttur. Diazotize sulfanilik
asitle tepkime sonucu ulusan azodipirolin 530nm’de spektrofotometrik dlgimune
dayanan diazo yontemi, yluksek performansh sivi kromatografisi(HPLC), bilirubinin
bilirubin oksidaz kullanimi ile biliverdine donusturalip 425nm veya 460nm ‘deki
absorbans azalmasinin takip edildigi enzimatik yontem, bilirubinin maksimum
absorbans odlgumune dayanan spektrofotometrik yontem (ayni zamanda
bilirubinometre sistemlerinin g¢alisma prensibidir), bilirubinin barbiturik asitle
tepkimesine dayanan kolorimetrik yontem, HRP Kkatalizorlugunde uygun bir

peroksit reaktifi ile yukseltgenmesine dayali peroksidaz yontemi érnek verilebilir.

Bilirubin giderimi icin plazma degisimi, hemodiyaliz, fototerapi, hemoperflizyon gibi
segenekler mevcuttur. En etkin olan, kanin adsorban sistemi igeren ekstrakorporal
bir birimden gegirilerek bilirubin gideriminin sagdlandigi hemoperfizyondur.
Hemoperflzyon, genel olarak acil durumlarda kandan nefrotoksik ilag veya zehir
gideriminde, bdbrek hastaliklarinda kandan atik Grin gideriminde ve karaciger

transplantasyonu 6ncesi ve sonrasi destek tedavi amaci ile kullanilir.

1



Sistemde sorbentin kanla uyumlu olmasi gerekir. Hemoperfizyon sisteminde
sorbent iceren kartus (kolon), 200- 300ml /dak hizla kan akigini saglayan pompa,
kolondaki basing dusmesini saptayan birimler, kan pihtilagsma suresinin 30
dakikadan fazla olmasini saglayan surekli heparin kullanimi gibi birimler ve
dnlemler gerekir. lyon degistirici regineler veya iyonik olmayan makropordz
recineler en yaygin olarak aktif komur sorbent olarak kullanilir. Aktif karbon
kullaniminda granuller albumin sellloz nitrat (kollodiyon) polimeri veya akrilik
hidrojel polimeri ile kaplanir. Karbon igeren membran ve fiberlerle, tanecik
embolizasyonu, platelet azalmasi, kan basinci dusmesi gibi yan etkiler giderilmeye

calisiimistir.

Bu calismada, bilirubin uzaklastiriimasi icin HEMA bazli kriyojeller, HEMA
fonksiyonel monomer, N,N- metilen bisakrilamid (MBAA) c¢apraz baglayici,
amonyum persulfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin(TEMED) redoks
cifti, ¢ozlcu olarak su varliginda serbest radikal polimerizasyonu yontemi ile

sentezlenmistir.

CNBr aktivasyonunu takiben yapiya HSA kovalent olarak baglanmistir. Ligand
takih ve takili olmayan kriyojeller, sisme testleri, BET ve SEM analizleri ve kan
uyumluluk testleri ile karakterize edilmigtir. Sentezlenen adsorbanlarin surekli
sistemde bilirubin giderme performanslari incelenmistir. Prosese iliskin

adsorpsiyon izotermleri ve proses kinetigi arastiriimistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, endustriyel uygulamalar, biyoteknoloji ve biyotip alanlarinda
genis uygulama potansiyeli olan, biyo- tanima bazli kromatografik bir yontemdir [1-
3]. Hedef molekulu iceren hareketli fazin, hedef molekile 6zgu ligand iceren kati
destekten olusturulmus, kolon icindeki stasyoner fazdan gecirilip, ligand-hedef
molekul etkilesimi ile hedef molekllin alikonmasi, baglanmasi, diger bilesenlerin
kolondan alikonmadan uzaklastirimasi ve sonunda hedef molekulin kolondan

elisyon basamaklarini igerir.

Aktif biyomolekuli denature veya fonksiyonel olarak farkh formlarindan ayirma,
blylk hacimh &rneklerden dislik derisimli bilesenlerin izolasyonu, spesifik
Kirleticilerin uzaklastiriimasi, immunoglobulin saflastiriimasi, lektin ve ters faz
kromatografisi, biyotin ve biyotinlenmis molekil saflagtirimasinda oldugu gibi

bircok uygulama alani vardir [4].

Ligand ve hedef molekulin biyolojik etkilesimi, elektrostatik veya hidrofobik, van
der Waals etkilesimleri ve /veya hidrojen bagi ile olabilir. Bu biyolojik etkilesimler

icin ligand- hedef molekl ¢iftleri [4], Cizelge 2.1’de gdsterilmistir:

Cizelge 2.1. Ligand-hedef molekll ¢iftleri.

Ligand Hedef
Enzim Substrat analogu, inhibitor, kofaktor
Antibadi Antijen, virUs, hicre
Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein
. Polisakkarit, glikoprotein, hiucre, hucre
Lektin N 2 .
yuzey reseptoru
Glutatiyon Glutatiyon-S-transferaz veya GST

fuzyon proteinleri

Poli (His) fizyon proteinleri, ylzey
Metal iyonlari histidin, sistein ve/veya triptofan igeren
dogal proteinler

Histonlar, tamamlayici baz dizilimi,
Nukleik asit nukleik asit polimeraz, nukleik aside
baglanan proteinler




Kati destek matrisinin segiminde [5],
e (CozUnmez olmasi,
¢ Afinite ligandini baglayabilmek i¢in kimyasal reaktivite,
e Kimyasal ve mekanik kararllik
¢ Uygun partikul formu,
e Hidrofilik yapi,
o Enzimatik veya mikrobiyal etkilere direng,
e Yulksek yuzey alani,
e Cok dusuk veya tercihen hig, spesifik olmayan adsorpsiyon,
e Makroporozite,
e Ucuzluk

gibi kriterler aranir. Gozenek ¢apli, saflastirilacak biyomolekulin gapinin en az bes
kati olmaldir. Geleneksel matrisler, agaroz, sellloz, silika, polimetakrilat, hidrofilik
vinil polimerleri, hidroksi alkilmetakrilat, poliakrilamid vb, bazlhidir. Ayrica
membranlar, monolitik adsorbanlar, por6z olmayan destek malzemeleri

kullanimlari da vardir.

Ligand olarak, hedef molekile spesifik (monospesifik) veya grup spesifik, tersinir
baglanma gerceklestirebilecek, kimyasal modifikasyona uygun bilesenler segilir.
Antibadi, biyomimetik boya ligandlar, vitaminler, enzim kofaktorleri, DNA, protein,
kliguk peptitler, ligand olarak kullanilabilir [6]. Ligand, uygun bir aktivasyon
yontemini takiben kati destege baglanir. Bu islem sirasinda fonksiyonelligini
yitirmemesi gerekir. Bu amagla, hedef molekllle etkilesiminde yer almayan
gruplarla matrise baglanir. Afinite ligandlari kovalent olarak immobilize edilebilir.
Spesifik olmayan veya biyospesifik etkilesimlerle ylizeye adsorbe edilebilir. Diger
secenekler, gbzenek iginde tutuklama veya metal-iyon afinite kromatografisinde
oldugu gibi metal iyonu ile koordinasyondur. Ligandin, baglama isleminde

kullanilan ¢ozuculer ile uyumlu olmasi gerekir.

Kovalent immobilizasyonda, amin, hidroksil, aldehit, karboksil, sulfidril gruplari
afinite ligandlarini  destek materyaline baglamak igin kullanilir.  Diger

immobilizasyon tekniklerine gore kimyasal reaktif kullanimi ve basamak sayisi
4



fazladir. Hazirlanan matrisin kararliligi yuksek olup, periyodik rejenerasyon
gerektirmez. Adsorpsiyon yolu ile immobilizasyonda, proses spesifik veya spesifik
olmayan turde gergeklestirilebilir. Spesifik olmayan tirde, Coulomb etkilesimleri,
hidrojen baglari ve /veya hidrofobik etkilesimler devrededir. Spesifik etkilesimde
ise, drnegin antibadi adsorpsiyonu icin protein A veya protein G veya biyotin iceren

afinite ligandlarinin adsorpsiyonu igin avidin veya streptavidin kullanimi gerekir.

Ayrica, ligandin sterik uygunlugunun az oldugu durumda ya da sterik
engellemelerin Oonune ge¢mek igin ligand uzatma kolu ile matrise baglanir.
Genelde baglanacak molekul kutlesi, 1000Da’dan az ise uzatma kolu kullanihr [8].
Uzatma kolu, zincirin her bir ucunda iki fonksiyonel grup igeren alifatik, lineer
hidrokarbon zincirleridir (Ornek: Hekzametilen diamin). Gruplardan biri, amino ile,
matrise baglanir. Diger grup, genellikle karboksil ile, liganda baglanir. Hidrofobik,

uzun uzatma kollarinin spesifik olmayan etkilesimlere yol agma riski vardir.

Sterik kisittama, uzatma kolu oryantasyonu, ¢ok noktali baglanma, ligand
aktivitesini  belirleyen o6nemli parametrelerdir. Ligandin hedef molekiille

olusturdugu kompleksin dissosiyasyon sabiti, 10-10®M olmalidir [9].

Elusyon, spesifik olarak yarismaci bir ligand kullanarak veya pH, iyonik siddet

degisimi gibi islemlerle spesifik olmayan turde gergeklestirilebilir.

2.2 Bilirubin ve Bilirubin Metabolizmasi

Ana safra pigmenti olan bilirubin, tetrapirol dikarboksilik asit yapisindadir. Molar
katlesi 584.7g/mol’dur. Bilirubin IX a (konjuge olmamis bilirubin) igin sistematik
ismi 1’8’-diokso-1,3,6,7-tetrametil-2,8-divinilbiladiyen-a,c-dipropiyonik asit (4,5)‘tir
[10]. 10 no’lu karbon atomunda metilen koprusu ile bagh iki rijit duzlemsel
dipirolden olusan, simetrik sayilabilen bir tetrapiroldir. Konformasyonu yari agik bir
kitabi andirir. Hidrofilik karboksil gruplari icermesine ragmen, hayli lipofilik bir
molekuldur. Cunku pirol azot atomlarina molekdl ici hidrojen baglari ile bagl

olduklarindan bu hidrofilik gruplarin su ile etkilesimi mimkin olmaz [11].

Alyuvarlarin ortalama yasam sureleri 120 gundur. Hemoglobin yikiminda, globin,
demir, ve ‘hem’ ortaya c¢ikar. Bilirubin, alyuvarlarda ‘hem’ yikimi ile olugsan ana
safra pigmentidir. Bu ‘hem’in yaklasik %80’i hemoglobinden, %20’si ise ‘hem’
iceren peroksidaz, miyoglobin gibi proteinlerin katabolizmasi ile elde edilir [12].
Hem oksijenaz ile ‘Hem’ yikiminda once yesil renkli biliverdin pigmenti, karbon
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monoksit ve demir olugur. Bu reaksiyonda, U¢ oksijen molekuli harcanmakta ve
nikotin amid adenin dinukleotid fosfat hidrojenaz (NADPH) gibi indirgeyici reaktif
gerekmektedir [13]. Biliverdin, sitosolil biliverdin rediktaz (aktivite icin, NADH veya
NADPH gerektiren) yardimi ile hizla turuncu-sari renkli bilirubine indirgenir [14]
(Sekil 2.1). Bu nedenle memelilerde biliverdin duzeyi dusuktur. Safraya salimi igin
enerji kullanimi gerektiren metabolik basamaklara ihtiya¢ duyuldugu igin, bilirubin
sentezinin fizyolojik avantaji agik degildir. Bilirubinin yukseltgendiginde tekrar
biliverdine donusmesi, onun antioksidan aktivitesinin bir gostergesi olmustur.

Sentez icin muhtemelen bu 6zelligi baskin olmaktadir.

CO,H CO,H

Biliverdin
reduktaz

Biliverdin Bilirubin

Sekil 2.1. Biliverdin-bilirubin dénidsmesi.

Sentezlenen konjuge olmamis bilirubin (serbest bilirubin), suda c¢6zinmez.
Albumin tarafindan karacigere tasinir. Burada glukuronil transferaz yardimi ile
glukuronik asitle konjuge olarak suda ¢oézunur forma donuasturalur, safraya verilir.
Bir veya iki seker birimi, ester baglantisinda konjuge olmamis bilirubinin propiyonik
asit yan zincirlerinin karboksil gruplarina baglanarak monokonjuge veya dikonjuge
bilirubin olustururlar. Konjugasyon, albumine veya hucre igi proteinlere baglanmayi
azaltir, bagirsakta yeniden absorpsiyonu onler. Safra tuzlari bagirsaga eristiginde
bakterilerce Urobilinojen adl bilegiklere donusur [15]. Bu bilesiklerin gogu diski ile
vucuttan atilir. Bir kismi geri sogurumla tekrar karacigere doner. Kuguk bir kismi
ise idrarla atilir. Bilirubin metabolizma bozuklugu deri ve diger dokularda sararma

ile ortaya ¢ikar. Bilirubin metabolik dongusu Sekil 2.2'de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Bilirubin metabolizmasi.

Bilirubin, yaslanmis eritrositlerin yikimi sirasinda aciga cikar. Gunlik Gretilen
bilirubinin yaklagik %20’si miyoglobin, sitokrom P450 izoenzimleri gibi ‘hem’
proteinlerinden elde edilir. Karaciger, dalak ve kemik iliginin monositik
makrofajlarinda olusup plazmaya salinir. Olusum hizi, 24 saat icin yetiskinlerde

250-300mg’dir. Serumdan izole edilen dort bilirubin fraksiyonu vardir [16]. Bunlar,
e Konjuge olmamis bilirubin ( a-B)
e Monokonjuge bilirubin ( B -B)
¢ Dikonjuge bilirubin ( A-B)
¢ Proteine tersinmez bagl fraksiyon (-B)
olarak belirlenmigtir.

Serbest bilirubin, birgok hicre turl, hicre i¢i organeller ve fizyolojik prosesler igin
hayli toksiktir. Fosfolipid membranlarinda topaklanma yolu ile membran
batinligune zarar verme ve membrana bagli enzimleri inhibe etme yolu ile
toksisite ortaya ¢ikar [17]. Dehidrojenaz, RNA sentez, protein sentez enzimlerini,
ayrica DNA sentezini inhibe eder. Toplam bilirubin derigsiminin %0.1’inden az
olmasina ragmen, serbest bilirubin derisimi, toksisite i¢in toplam bilirubinden daha

uygun bir belirleyicidir. Konjuge olmamis bilirubin, dolayli (indirect) ve konjuge
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bilirubin ise dogrudan (direct) tepkime veren olarak da adlandirlir. Bu terimler,
bilirubin o6lgumu igin kullanilan laboratuvar testlerinde bilirubinin belli boyalarla
tepkime turlerini ifade eder. Suda ¢6ztinen konjuge form, kan 6rnedine eklenen
boya ile dogrudan tepkirken, suda ¢ozunmeyen serbest bilirubin, ¢ozeltiye alkol

ekleninceye kadar reaktiflerle tepkime vermez.

Plazma, safra ve idrar pH’ina bagli olarak, yuksuz diasit, mono anyon veya
dianyon formlarinda olabilir. Bu anyonlar i¢in pK,; degerleri 8.12 ve 8.44 oldugu
icin, alkali ortamda iyonize fraksiyonlar, dusik ve fizyolojik pH degerlerinde ise
diasit formu baskindir [18].

Serumda bilirubin normal duzeyleri, konjuge bilirubin igin 0-0.3 mg/dL, toplam
bilirubin i¢cin 0.3-1.9 mg/dL’dir [19]. Albumin baglama kapasitesinin Ustinde
bilirubin varsa (hiperbilirubinemi) bu ekstra serbest bilirubin, 6zellikle beyinde
olmak Uzere cesitli dokularda baglanma ve birikme egilimi gdsterir. Kernikterus,
sarilik, Gilbert sendromu, Crigler-Najjar sedromu, ensefalopati gibi hastaliklara,
yeni dogan bebeklerde hizli eritrosit hemolizi veya glukuronil transferaz yoklugu
nedeniyle sariliga, hatta ileri seviyede beyin hasarinin oldugu vakalarda olume
neden olabilir [20,21]. Konjuge tlran normal duzeyin ustinde olmasi halinde, safra
yollari tikanikhdi, safra taglari, siroz akla gelir. Serumda bilirubin duzeyinin
yuksekligi, antibiyotik, steroidler, barbituratlar gibi birgok ilacin etkisi ile de ortaya
cikabilir. DUsuk bilirubin duzeyi ise demir eksikligi ve koroner arter hastalik belirtisi

olarak degerlendirilir [22].

Bilirubininin normal derigimlerde dnemli bir fizyolojik fonksiyonu vardir. Guglu bir
antioksidan ve antiflammatuardir. Bilirubin ve biliverdin, peroksil ve hidroksil
radikali ve hidrojen peroksite karsi kuvvetli antioksidan aktivitesi gosterirler. Lipid
ve lipoproteinlerin yUkseltgenmesini baskilar ve diger yukseltgenme tarlerini
Onlerler. Serumda oksidatif strese karsi ana savunma mekanizmalarindan biridir.
Ayrica, kardiyovaskuler, immunolojik, serebral sistemler igin koruyucu etkisi vardir
[23]. Karacigere iligkin hastaliklarin tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde onemli
bir olguttar.

Klinik olarak sarilik saptandiginda, konjuge olmamig bilirubin artisi prehepatik
veya hepatik sariliga isaret eder. Konjuge bilirubin artisi ise posthepatik sariligin
goOstergesidir.Yeni doganlardaki fizyolojik sariik ise bilirubin icin yeterli

konjugasyonu saglayacak enzimin mevcut olmamasindan kaynaklanir.
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2.2.1.Bilirubin-insan Serum Albumini Etkilesmesi

insan serum albumini (HSA), kan serumundaki toplam proteinin yaklagik %60’ini
olusturan, tipik kan derisimi 50mg/L olan, kan plazmasindaki miktari en ¢ok olan
proteindir. 585 amino asitlik tek bir polipeptit zincirinden olusur [24]. Molekdil
kitlesi, 66700 Da ve izoelektrik noktasi 5.67°dir. Proteoliz ile ayrildiginda her biri
tek basina baglama kapasitesini koruyan 6 homolog alt bdlgeye ayrilir. HSA

yapisl, 17 tane distlfit kdprusu ile stabilize edilir.

Yag asitleri, aminoasitler, Cu** ve Zn?** gibi metaller, bilirubin gibi metabolitler ve
farmasotik ilaglar gibi suda ¢dzinmeyen ¢ozunenlerin kan akiminda hedef
organlara tasiniminda o6nemli rol oynar [26]. Bu bilesenlerin albumine
baglanabilmesi, ¢esitli bag konumlarinin varligini, hem de baglanma igin Ug
boyutlu konformasyonunu ayarlayabilme yetenegini gosterir. Higbir ligand
baglanmasa bile surekli konformasyon degisimi gosterir. Bu degiskenlik onun
ayrintili Ug boyutlu yapi saptanmasina uygun kristalizasyonu igin neden uzun sure

gectigini acgiklar.

HSA, difuizyon igin, ¢6zunmus ligand miktarini artirarak ligandlarinin diflzyon
akisini da artirir. Esasinda ligandin proteine baglanmasi difUzyon katsayisini
yaklasik 10 kat azaltir. Ancak bu disme ¢ok fazlasi ile ¢ézundr tir derigsimindeki
artisla karsilanir. Zira daha ylksek derisim, daha buyUk derisim farkina yol acarak
difuzyon hizinda artisla sonlanir [24]. Ligand baglayan proteinlerin bir kismi
ligandlarini hedef hlcre membran yakininda rastgele, bazilari ise spesifik
konumlarda birakirlar. Birgok hucre yuzeyinde bu proteinler icin reseptorler vardir.
Reseptore baglanmayi, reseptérin aracilik ettigi protein-ligand kompleksinin
endositozu, sonra asit lizozomal boluminde ligandin kompleksten ayrilmasi ve
badlayici proteinin tekrar plazmaya donmesi izler. HSA'nin ayrica ekstraselller
akiskan seviyelerinin ve plazma pH ve kan basincinin regulasyonunda onemli

katkisi vardir.

Serum albuminleri igin  baglanma konumlarinin  tamami  kesinliklikle

aydinlatilamamakla beraber, HSA igin, kliguk heterosiklik veya aromatik bilesikler

icin yuksek afiniteli iki, uzun zincirli yag asitleri icin 2-3, ve metaller igin iki

baglanma konumu belirlenmistir. Bilirubin i¢in baglanma konumlari, 1A ve IlIA alt

bolgelerindedir. Bilirubin-albumin etkilegimi, ultrafiltrasyon, ultrasantrifuj, jel

kromatografisi, diyaliz, elektroforez, afinite kromatografisi yontemleri ile ¢alisiimis
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ve baglanma sabiti, primer baglanma konumu igin 10 M™ ve ikinci konum igin 10’
M? olarak saptanmistir. Bu degerler, sigir serum albumini; BSA’dan 2-13 kat
fazladir [26].

Bilirubin-HSA etkilesimi icin gergeklestirilen bir model calismasi ile AH%=-13.5
kCal/mol ve AS°= -0.0085 kCal/mol.der. degerleri rapor edilmistir [27]. Entalpi
degisimi icin verilen degerden elektrostatik etkilesimin hidrofobik etkilesimden
daha baskin ve 6nemli oldugu sonucuna variimigtir. Baglanma konumundaki lisin
veya arjinin birimlerinin bilirubin karboksil gruplari ile kritik tuz kopruleri
olusturdugu, yani etkilesimin bilirubinin pirol halkalari ve aromatik aminoasitler
arasinda gerceklestigi belirlenmistir. Elektrolit ve yag asidi anyonlari HSA-bilirubin

etkilesimini inhibe eder [28].

2.2.2. Bilirubin Tayini
Safra pigmentlerinin, dogal formlarinda veya tlrevilendirilmis tetrapirol olarak veya

azo turevlerine donugturuldikten sonra miktarlari saptanir.

Klinik laboratuvarlarinda, serum toplam bilirubin (TB) ve dogrudan tepkiyen
(konjuge tur-DB) seviyeleri saptanir. DB/TB orani %20-30’un altinda ise konjuge
olmamis hiperbilirubinemi, oran %70’in Ustinde ise konjuge hiperbilirubinemi

tanisi konulur. Ara degerler icin tani, karnigik tardar [11].

Bilirubinler, 1s1ga ve yukseltgenmeye cok duyarlidirlar. Safra veya idrar safra
pigmentleri icin bu akiskanlarda bilirubinleri koruyacak albumin olmadigi igin
analizlerin ¢ok dikkatli yapilmasi gerekir. 1-5mM askorbat, antioksidan olarak
eklenmeli ve islem kirmizi 11k altinda yapiimalidir. Konjuge olmamis tur, asidik
ortamda kloroform ile serumdan ekstrakte edilebilir. Spektrofotometrik olarak
saptanir. Ancak genel olarak diazo tepkimesi kullanilir [29]. Bu tepkimede, konjuge
bilirubinler dipirolik azo pigmentlerine ayrisir. Konjuge olmamis tur igin, Ure,etanol
gibi hizlandirici bir reaktifle hidrojen baglari pargalanip, diazo reaktifine baglanmak
icin merkezi —CH,- uygun duruma getirilir. Olusan azo pigmentleri, 540nm’de
spektroskopik pik verirler. Ancak, konjuge ve konjuge olmamig bilirubin ayrimi igin
diazo yontemi ¢ok 6zgun degildir. Zira konjuge olmayan tir, hizlandirici olmadan
tepkime verir ( % 2.8). Konjuge form ise 10 dakikalik periyotta tamamen tepkimez
(%93).
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En duyarli, dogru yontem, alkali ortamda metil tUrevlerinin olusturulmasina
dayanir. Zira alkali metanoliz, konjuge olmamis bilirubin ile muUmkuin

degildir. TUrevlerin ayrimi, HPLC veya ince tabaka kromatografisi ile olur.

Bilirubin fraksiyonlarinin 6lgimu, diazo tepkimesi, HPLC, spektrofotometri,
enzimatik yontemler, fiber optik sensorler, elektrobiyokimyasal sensorler,
florimetrik yontemler ve ayirma bazh yontemlerle gergeklestirilir [30]. Herbir
yontemin kendine 6zgu eksiklik veya Ustlnlukleri vardir. Dogrudan diazo tepkimesi
[31,32], bilirubin konjugatlari ve &-Bilirubini dlger. Ancak ¢ok guvenilir sonuglar
elde edilemez. Bilirubin konjugatlari icin spesifik yontemler tercih edilmelidir.
Tepkime pH denetimlidir. Ayrica tayinde diger ‘hem’ proteinlerinin girisim riski
vardir. Enzimatik yontemler, asidik pH’da tim konjuge olmamigs bilirubinleri dlger.
pH:10’da ise konjuge bilirubinler oélcullir. Coklu dlgimler gerekir. Sarilik tanisinda,
konjuge turlerin 6lgumu daha vyararhdir. Dusuk kararlilik ve enzim maliyeti
yontemin dezavantajlaridir [33]. Katalitik ve elektrokatalitik tepkimeler, fiziksel ve
kimyasal cevre degisikliklerine ¢ok duyarhdirlar. HPLC ile bilirubin tetrapirolleri
olarak &l¢gim vyapilir. Ancak HPLC, rutin analizler icin uygun degildir [34].
Spektrofotometrik  dlgimler [35], konjuge olmamig bilirubin ve bilirubin
konjugatlarinin toplaminin Olgcimunu saglayacak sekilde tasarlanabilir. Konjuge
olmamis tir, 450nm’de tipik spektroskopik pike sahiptir. In vivo ortamda, bilirubin

albumine bagli oldugu igin maksimum absorbansin 475nm’ye kaydigi gozlenir.

Serumda toplam bilirubin derigimi, dimetilsilfoksit (DMSO) iginde ¢inko iyonlari ile
floresans reaksiyonu yolu ile saptanabilir [36]. Keza dolayh olarak, tris (4,7-difenil-
1,10-fenentrolin) rutenyum klorGrin ¢oztinmus oksijen ile floresans sénumine
dayali tayin de kullanilabilir [37]. Bilirubin oksidaz enziminin katalizledigi, bilirubinin
biliverdine ylkseltgenme reaksiyonu sirasinda oksijen harcandidi igin, floresans
sonduruct materyal ve enzim birlikte optik fiber tip ylzeyine kovalent kaplanir.
Uygun pH’daki bilirubin oksidaz sadece konjuge bilirubin ile tepkidiginden, enzim
kullanimi ile konjuge bilirubin derisimi sec¢imli olarak olgulebilir. Deneysel
calismalarda, birka¢ saatte enzim aktivitesinin azalmasi bir sorundur. Bu sorun,
molekuler baskilanmig polimerler yardimi ile enzime gerek kalmadan giderilebilir.
Hiperbilirubineminin yol actigi cilt sararma siddeti, 6zel reflektans fotometresi ile
Olgulebilir [38].
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2.2.3. Bilirubin Giderimi-Klinik Uygulamalar

Bilirubin derisimini toksik dizeyin altina indirmek icin, fototerapi, plazma degisimi,
hemodiyaliz, hemoperflizyon ve fenobarbital ile islem kullanilabilir. Ancak bunlar
secimli olmayan yontemlerdir [17]. Albumin gibi plazma desteklerine ihtiyag vardir.
Plazma degisiminde [39], vucuttan alinan kanin plazma fraksiyonu, bilirubin,
endotoksin ve yardimci aktivator uzaklastirildiktan sonra, albumin, koagulasyon
faktori ve hepatik rejeneratif stimilasyonu saglayan madde eklenerek veya
degisim transflzyonunda saglikli dondr kani vicuda geri verilerek metabolik
hastalik tedavi edilir. Secimliligi olmadidi i¢in hepatik rahatsizliklar igin basarisi
sinirhdir. Ancak proteine bagh toksinlerin uzaklastiriimasinda etkindir. Buyuk

hacimlarda taze donmus plazma gereksinimi dezavantajlarindandir.

Hemoperflizyonda, adsorban kan hucrelerine zarar verdigi i¢in daha ziyade
plazma perflizyonu kullanilir iglem, bilirubin giderimini saglayan afinite sorbentini
iceren ekstrakorporal bir kolondan kanin gecirilmesidir. YUkslz regine ve iyon
degistirici recine iceren makroretikiler regineler veya aktif komur, adsorban olarak
kullanilir [40]. Bilirubin, albumine kuvvetle bagl oldugu igin, hiperbilirubinemi igin
etkin degildir. Kana, kendisi adsorbe olan emniyetli bir bag koparici ajan (sodyum
benzoat) eklenerek yontem etkinlestirilir. En yaygin kullanilan bir tedavi yontemidir.
Ancak her tedavi seansinda 250-300mL kanin vucuttan c¢ekilmesi ve sorbent

etkinliginin gabuk kaybolmasi dezavantajlaridir.

Diyaliz, ¢6zUnenin yari gegirgen bir membran Uzerinden derigim gradiyenti altinda
gecisidir. Diyalizat olarak plazma kullanimi ile aritim miktari artirilir. Hemodiyaliz,
kanin Ozel bir filtreden gecirilerek zararli atik, ekstra tuz,ve akigkan giderimi
islemidir.. Bobrek fonksiyonu % 10-15 duzeyine dustigunde kullanilir [41].Proses
difizyon denetimli oldugu igin yavas yurur. Molekller hemoperfizyon adsorban
geri dongula sistem (MARS), hemodiyaliz kan saflastirma teknigi ve molekuler

adsorbani birlestirir. Asit-baz dengesi ve su-elektrolit dagilimini duzenler

Fototerapide, floresan tupleri, halojen lambalari, fiber optik sistem, galyum nitrir

IStk yayan diyotlar kullanilabilir [42]. Bilirubin derisimi, 222-325 yM oldugunda

tercin edilir Yeni dogan ve bebeklerde, hiperbilirubinemi ve sarilik igin siklikla

kullanilir. Tedavide 460-490 nm’lik mavi-yesil 1sik en etkindir. Isik kullanimi,

vucuttaki bilirubin molekulini suda ¢6zunur izomerlerine donusturerek vicuttan

atiimini saglar. Bilirubinin i1sik absorpsiyonu ile iki izomerik formu olusur. Bunlar,
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yapisal izomerler ve konfiglrasyonel izomerlerdir. Konfigurasyonel izomerizasyon
tersinir, yapisal izomerizasyon tersinmez yurur. Bu izomerler, normal bilirubinden
daha az lipofilik olduklari igin glukuronidasyon olmaksizin safraya verilirler. Isik
absorpsiyonunda olugsuma iliskin diger bir segenek, uyariimis haldeki bilirubinin
olugsmasidir. Oksijenle renksiz fotooksidasyon urunleri olustururlar. Olusan drunler,
idrara verilir. Ancak 1s1gin deriden penetrasyonunun birka¢g milimetre ile sinirh

olusu, DNA’ya zarar verme riskleri de yéntem uygulanirken dikkate alinmalidir.

Bilirubin detoksifikasyonu igin ekstrakorporal bilirubin oksidaz veya sentetik
metalloporfirin de kullanilabilir. Metalloporfirinler [43], ‘hem’deki merkezi demir
atomu yerine Zn, Sn, Cr gibi metallerin gectigi ‘hem’ analoglaridir. Hem oksijenazi
inhibe ederek ‘hem’ degradasyonunu ve konjuge olmamis bilirubin Uretimini
azaltirlar. Ornegin kalay mezoporfirin enjeksiyonu, birka¢ haftalik bebeklerde
serum bilirubin duzeyini %76 azaltir. Fenobarbital ise hepatik bilirubin
metabolizmasindaki basamaklari hizlandiran anti-epileptik bir ilactir. Glukuronil
transferaz aktivitesini indukler, hepatik kan akigini artirir. Ayrica glutatiyon S-

transferaz izozimlerinin aktivitesini indtkler.

2.3. Ekstrakorporal Afinite Terapisi

insan plazmasindan bilirubin, patojenik antibadiler, toksik metal iyonlari, kolesterol
gibi toksik bilesenlerin giderimi ekstrakorporal tedavinin amacidir. Ekstrakorporal
afinite tedavisi, hemodiyaliz, hemoperfizyon vb. gibi ekstrakorporal tedavideki
sakincalari giderir. Ornegin, hemoperflizyonda kolon dolgu maddesi olarak afinite
tastyicilari kullanilarak islem etkinligi artirilir. En yaygin tedavi segceneklerinden biri
olarak kullanilan plazma degisim yontemine gore, daha ucuz, enfeksiyon riskinin
giderildigi, plazma bilesenlerinde yol actigi 6nemsiz miktarda degdisim, yontemin
ila¢ tedavisi ile birlikte yurutulebilmesi ve en 6nemlisi hi¢cbir madde eklenmesine
gerek kalmadan, iglemi takiben hastanin kendi plazmasinin vicuda geri

verilebilme ustunlukleri sayilabilir.

2.4.Hemoperfiuzyon

Viucuttan alinan kanin uygun bir adsorbanla dolu kolondan gegirilip toksik
bilesenlerden arindirildiktan sonra vicuda geri veriimesi iglemidir (Sekil 2.3).
Diyaliz etkinligini belirleyen, suda ¢ozunurluk, molekul agirhgi gibi parametreler, bu
yontemde elimine edilir [44]. islem etkinligi daha ylksektir. 2 veya 3 saatlik
hemoperfuzyon ile, 8 saatlik hemodiyaliz kadar toksik madde giderimi saglanir.
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Adsorban olarak aktif komur kullaniminda adsorpsiyon kapasitesi buyuktur. Ancak
spesifik olmayan adsorpsiyon nedeni ile kapasite giderek azalir. Kanin aktif
komurle dogrudan temasi, kan bilesenlerine zarar verir. Alyuvar ve akyuvarlarin
parcalanmasi, adsorpsiyon partiklllerinin  embolizasyonu ortaya c¢ikar.
Hemoperflizyon, diyalizle uzaklastirilabilen ayni bilesikler (salisilat, barbiturat gibi)
icin basarili sonuglar verir. Zayif ekstraseliler dagihm gosteren ilaglar igin
etkisizdir. Hemoperfuzyon kartuglari, yliksek poroziteli ve ylzey alanli olmalidir.
Pratik uygulamalarda partikl salimini dnlemek ve biyouyumlulugunu artirmak igin
adsorbanin, polietilen glikol, jelatin, akrilik polmerlerle kaplanmasi gibi dnlemler

alinabilir.

Sekil 2.3. Hemoperflizyon sistemi.

2.5.Biyoafinite adsorbanlari

Dogal veya sentetik, inorganik veya organik bazli ¢gok sayida adsorban segenegi
vardir. Dogal veya sentetik, polimer bazli adsorbanlar, agaroz, dekstran, Kitin,
kitosan, akrilik kopolimerleri, poliamid, poli(vinil alkol) vb. adsorbanlar yaygin
olarak kromatografik galismalarda destek materyali olarak kullaniimistir [3].

Uygun bir adsorban igin kimyasal ve fiziksel kararlilik, mekanik dayanim, yuksek
makro gozeneklilik, buyudk i¢ ve dis yuzey alani, spesifik olmayan adsorpsiyon
oranini azaltmak ic¢in hidrofilik ylzey, yeterli miktarda fonksiyonel grup icermesi
gibi 6zellikler aranir. Matrisin, uygun bir aktivasyon ydntemi (siyanojen bromdr,
glutaraldehit reaksiyonu, triazin reaksiyonu vb.) ile aktivasyonunu takiben, analitle
etkilesim igin ligand baglanir. Ligand, protein, antijen, inhibitdér vb. olabilir. Ligand

tek bir biyomoleklle spesifik veya Protein A, Protein G veya lektin gibi gurup
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spesifik olabilir. Afinite ligandlarinin biyospesifik turleri, proteinler igin yuksek
O0zgunluk gosterirler. Ancak bu tur ligandlar pahalidirlar, baylk olgekli uygulamalar
icin kararli degildirler ve immobilizasyonda zorluklarla karsilasilir. Pseudo spesifik
grup, aminoasitler gibi biyolojik kdkenli veya triazin boyalari ve metal iyonlari gibi
biyolojik kokenli degildir. Uygun durumlarda biyomolekulle etkilesime girecek
fonksiyonel gruplara sahip bir monomer, komonomer olarak kullanilip kopolimer
sentezi ile aktivasyon ve ligand baglama basamaklari elimine edilir. Ozellikle sterik
kisitlamalari azaltmak igin, gerektiginde ligand baglanmasi igin uzatma Kkolu
kullanilabilir. Protein ligand immobilizasyonu igin fiziksel yontemler kullanildiginda,
yuzeye elektrostatik, hidrofilik/hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri ile baglanma
olur. Protein sizmasi, ¢ok noktali baglanma veya istenmeyen yanal etkilesim
olasiliklar dikkatle incelenmelidir. Kimyasal immobilizasyonda, kuvvetli kovalent
veya koordinasyon baglarnn devrededir. En Onemli sorun, ligand yapisal

konfigirasyonunda degisme olmasi ihtimalidir.

Kromatografik calismalarda, tanecik formunda sentezlenen adsorbanin dolgulu
yatak kolonlarinda kullaniimasi durumunda tanecik igeren akigkanlar igin uygun
olmamasi ve akisin bloke olma riski sorunlar yaratir [11]. Genisletiimis yatak
turinde bu sorun gideriimekle beraber, yuksek makaslama kuvvetleri etkisi ile
ornegin kolondan kan gegcirildiginde kan hucrelerinin butanligune zarar verilir.
Ozel kolon kullanimi ve donanim gerekir. S6zi(i edilen sakincalari ortadan

kaldirmak icin baglantili makrogozenekli jel, kriyojel formunda adsorban kullanilir.

Kromatografik kolonlarin kesikli sistemlere gore yuksek adsorpsiyon kapasitesi
eldesinde UstunlUkleri vardir [17]. Zira surekli sistemde adsorbanla stirekli olarak
taze cozelti etkilesmektedir. Kesikli duzende ise adsorpsiyon prosesi ilerledikce
belli miktarda adsorban ile etkilesen ¢ozinen miktari azalmaktadir.

2.5.1. Sorbent Materyalleri Olarak Jeller
Hidrojeller, suda ¢ozinmeyen, yapilarina yuksek oranda su veya biyolojik akiskan
alabilen, capraz bagl 6rgl yapisina sahip hidrofilik yapilardir. Enzim ve hicre
immobilizasyonu, kontrolll ilag ve protein salinimi, doku muhendisligi, sensorler,
hijyen UrUnleri Uretimi gibi birgcok alanda ¢ok sayida uygulamalarina rastlanir.
Ancak dusuk mekanik dayanimlari, difizyon kisittamali kutle taginim hizi gibi
uygulamada sinirlayici 6zellikleri de vardir. ideal bir sorbentin, i¢ kitle transfer
kisittamasinin minimum oldugu pordz, spesifik olmayan adsorpsiyonun disuk
15



oldugu hidrofilik éncullerden hazirlanan materyal olmasi ve belirlenen hedef igin
hizli ve secgimli adsorpsiyonla kullanilabilmesi gerekir. Por6z formda materyal
dretimi icin mikroemdilsiyon olusumu, faz ayrimi, gaz Ufleme teknidi gibi cesitli

secenekler vardir.

Konvansiyonel sorbentler, tanecik formunda sentezlenir. lyon-degisim
recinelerinde kullanilan g¢apraz bagli polistiren-divinil benzen, aktif karbon ve
modifiye silika ticari tGrlnler arasindadir. Ancak bu drtnlerin, hidrofobisite, yuksek
maliyet ve spesifik olmayan adsorpsiyon dezavantajlari vardir. Aljinat, kitosan,
agaroz, dekstran gibi dogal polimerlerden elde edilen tanecik formundaki
sorbentler ise disik mekanik dayanikhiliga sahiptir. Ozellikle kromatografik
uygulamalarda agaroz ve dekstran bazli sorbentler ylksek akis hizlarinda
sikigtirilabilirler. Steril olmayan ortamlarda mikrobiyal degradasyon riski de vardir.
Polisakkarit sorbentler igin kimyasal ve mekanik kararlligi iyilestirmek igin gapraz

baglama miktari artirilmigtir

2.5.1.1.Kriyojeller

Bir kalip icinde tek pargca blok halinde sentezlenen, poréz polimerik materyal,
MONOLIT, sorbent sistemleri icin diger bir secenektir. Gerekli etkilesim igin
spesifik ylizey alani saglayan klclk gozenekler ve sivi akisini kolaylastiran buyuk
gbzenekler barindirir. En dstun avantajlari, gozenekli partikillerde kutle
transferinin difUzyon kontrolli olmasina karsin, monolitlerde konveksiyon ile
gerceklesmesidir. Bu ise boyutu 1-5 um’lik genis kanallar ile olur [45]. Kolon
uygulamalarinda dusuk hidrolik direng, analitlerin hizli ayrimi diger one c¢ikan

avantajlardir.

Monolitler arasinda, birbirine bagli, boyutu 200 um’ye varan makrogbézenek yapisi
ve sifir alti sicakliklarda hazirlanmalari nedeni ile bu ismi alan jeller,
KRIYOJELLER essiz bir secenektir. Toksik organik ¢oziclilere gerek kalmadan,
sulu ortamda ve orta derecedeki (-10°C ve -30°C arasinda) diisiik sicakliklarda
sentez yapilabilmektedir. Kriyojellerin sentez basamaklar Sekil 2.4’te verilmigtir.
Ayrica birbirine bagh makrogdzeneklerin olusumu igin sentez asamasindaki
blaylyen buz kristalleri kalip gorevi yapmaktadir. Makrogdzenekli jellerde gézenek
boyutlari, diger monolitik ortamlardan en az 10 kat daha fazladir. Bu nedenle
tanecik iceren akiskan, kan, atik su ornekleri, mikrobiyal hucre iceren orneklerle
ilgili calismalar icin ¢ok elveriglidir. Monolit, gubuk, levha, disk gibi farkli formlarda

16



uretilebilir. Karigtirmali reaktor uygulamalarinda kriyojelin asinmasini 6nlemek

uzere plastik tagiyici icinde sentezlenerek kullaniimaktadir [46].

A) Basglangig sistemi B) Donmus sistem C) Erimis kriyojel
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Sekil 2.4. Kriyojel sentezi: 1, ¢Ozeltideki makromolekul; 2, ¢dzucu; 3, dusuk
molekudl agirlikli ¢éztinen molekilleri; 4, dondurulmus ¢ézicinun polikristalleri; 5,
donmamis sivi mikrofaz; 6, polimerik kriyojel; 7, makro gézenekler; 8, ¢bzucu[47].

Jellesme vyetenegine sahip, dusuk veya yuksek molekul agirhigina sahip
monomerik veya polimerik oncullerin hatta kolloidal sistemlerin kriyojelasyonu ile
sentezlenirler. Polimerik, protein, kati veya kompozit jellerin olusumu kriyotropik
jellesmedir. Proses, onculleri iceren sistemin dondurulmasi, bir sure dondurulmus
halde bekletme ve erime basamaklarini igerir. Polimerizasyon icin gerekli
bilesenleri igeren ¢dzelti dondurulur. Dondurma hizinin hizli veya yavas olmasi,
siras! ile daha kluglk (daha az duizenli) veya daha buylk (daha dizenli),
¢bzlicunun su olmasi halinde buz kristalitlerini olusturur. Sivi ve buz icinde
¢Ozunarluk farki, kriyokonsantrasyon etkisine yol agar. Yani ¢ozinmus bilesikler,
giderek azalan donma sicakhgi ile sulu sivi faza itilir. Bu fazda uygun onculle
g6zenek olusumu igin beklenir. Gézenek c¢eperini olusturan bilesiklerin fiziksel
veya kimyasal c¢apraz baglanmasi ve sonra oda sicakliginda erime ile iglem
tamamlanir. Isi indUksiyonlu (termotropik) jel o&ncllleri kriyojel sentezinde
kullanilamaz. Sicakhk gradiyenti, iyonik siddet, oncul bilesimi, pH vb.faktorler
sentezlenen kriyojelin yapisal 6zelliklerini etkiler. Saf polimerik formda veya kati
nano/mikropartikiil ile gomull olarak hazirlanabilirler. Yapisal 6zelliklerinin
saptanmasi igin mikroskobik analiz (SEM; TEM), sisme testi, NMR, TG, DSC, x-
iIsinlari difraksiyonu, relaksometri, denge adsorpsiyonu gibi yontemler kullanilir.
Kriyojeller, kovalent, iyonik veya kovalent olmayan turde olabilir. Gdzenek
boyutlari herhangi bir buayuklukteki ¢ozinen gegcisi igin uygundur. Plazmid, virus
gibi nanopartikuller hatta mikropartikuller i¢in gegis kolayliginin yani sira osmotik,

kimyasal ve mekanik kararliliklari nedeni ile kromatografik matris,elektroforez ve
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immuanodifizyon i¢in matris, biyomolekll ve hlcre immobilizasyonu igin etkin
tasiyici olarak kullanimi vb. biyomedikal ve biyomuhendislik uygulamalarinda
yaygindir [48,49].

2.5.1.2.Kriyojel Sentezindeki Bilegenler
Kriyojeller, dondurulmus ¢ozeltilerde monomerlerin veya lineer polimerlerin gapraz
baglanma polimerizasyonu ile hazirlanmaktadir. Monomerik oncullerden sentezde

[50] saglanmasi gereken kosullar séyle 6zetlenebilir:

e Monomerlerin ¢ézunurligu, sadece pozitif sicakliklarda dedil donmamig
sivi mikrofazlarda da yeterince ylksek olmalidir. Aksi takdirde jellesme

igin kritik konsantrasyona erisilemez.

e Secilen ¢ozlcl, kristallenebilir olmalidir. Zira donmamis sivi mikrofaz

olugsamaz ve kriyokonsantrasyon etkileri ortaya ¢cikmayacaktir.

e Serbest radikal polimerizasyonu ile kriyotropik jellesme yuruttlecekse,
polimerizasyon basglatici sisteminin negatif sicakliklarda performansi
onemlidir. Termal bozunma ile primer radikal veren peroksit gibi
kimyasal basglaticilar kriyopolimerizasyon igin uygun degildir. Redoks
baslatici gifti kullaniimahdir. Polimerizasyonun radyasyonla baslatilip
yurutulmesinde bu sinirlama ortadan kalkmis olur. Elektron demeti veya

fotobaslaticilar da kullanilabilir.

Cesitli monovinil- divinil komonomer ciftleri, serbest radikal kopolimerizasyonunda
kullanilir. Daha ¢ok akrilamid, N,N’- dietilakrilamid, N,N- dimetilakrilamid, akrilik
asit, N-izopropilakrilamid, 2 -hidroksi etilmetakrilat ve N,N-metilen (bis) akrilamid,
poli(etilenglikol diakrilat) ve biyobozunur gapraz baglayicilar ile amonyum perstilfat
ve N,N,N’ N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) redoks baslatici sistemi kullanilir.
Baslatici eklemeden tepkime ¢dzeltisinin sogutulmasi gerekir. RAFT gibi kontrolll
radikal polimerizasyon teknikleri hem su hem de organik ortam i¢in uygundur. Sulu
veya organik c¢ozuculerde kimyasal basglaticilarla lineer polimerden de sentez
mumkuandar. BSA, jelatin gibi proteinler, kitosan gibi polisakkaritler, PVA, gibi
sentetik polimerler, donmus ¢ozeltide glutaraldehit ile gapraz baglanir. Etilen glikol
diglisidil eter gibi diepoksitler, TEMED varliginda DNA ve fibroin kriyojelleri igin
kullanilir. Lineer polimer yerine mikrometre boyutundaki jel partikllleri ile de

kriyojel hazirlanabilir.
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Su, kullanilan en yaygin ¢ézucudur. Formamid, dimetil sulfoksit, dioksan, benzen

gibi organik ¢ozuculer hidrofobik jel sentezinde kullanilir.

Jellesme sicakligi, genellikle ¢dziicii donma sicakliginin 2 veya 20°C altindadir.
Monomer veya polimer oncul baslangi¢c derisimi, kriyokonsantrasyon etkisi
nedeniyle, konvansiyonel jellere gore daha dusuktur [51]. Ayrica daha genis
konsantrasyon araliginda galismak mumkundir. Caligilan konsantrasyon arahgi
genellikle %2-%20 (w/v)dir. Baslangi¢ derisiminin artirimasi veya sentez
sicakliginin dusurulmesi gozenek boyutunu azaltir, mekanik dayanimi artirir.

Ayrica monomer veya polimer derisimi artirildiginda gézenek ¢eperi kalinlagir.

Dusuk molekdl agirlikli (NaCl, CaCl, gibi) tuz eklenmesi kalin geperli ve daha
kigUuk gozenek olugsumuna yol acgar. Zira tuz eklenmesi ile donma noktasi

azaldigindan donmamig ¢ozelti hacmi artar.

Kriyojel sistemine mikro veya nano partikil eklenmesi, elastiklik modulu artiriimig

hibrit kriyojel olusturur.

2.5.2.Bilirubin Giderimi igin Afinite Adsorbanlari

Ekstrakorporal afinite tedavisinde, 6zellikle hemoperfizyon kolon dolgu maddesi
olarak inorganik veya organik bazli destek materyallerine biyospesifik veya pseudo
biyospesifik ligand baglanarak olusturulan sistemler, c¢cok ilgi cekmektedir.
Calismalar, yogunlukla sentetik polimer kullanimini icermektedir. Onceleri partikil
formunda sentezlenip, uygun ligand ile modifiye edilen adsorbanlar yerine, bugin
molekuler baskilanmig polimerler veya tanecik formu yerine membran veya kriyojel

hatta baskili kriyojel formunda adsorbanlar 6ne ¢ikmaktadir.

Denizli ve ark. stispansiyon kopolimerizasyonu ile sentezlenen p ( EGDMA-HEMA)
mikropartikiillerine Congo red boya baglayarak 37°C’de 11.7mg/g bilirubin
adsorpsiyon kapasitesi belirlemiglerdir [52]. Bir baska c¢alismalarinda ayni
mikropartikuller, Cibacron Blue F3GA boya ile modifiye edilip ve dolgulu kolon
sisteminde kullanilarak maksimum bilirubin adsorpsiyon kapasitesi 37°C’de
32.5mg/g olarak belirlenmistir [53]. Altintag ve ark. dispersiyon polimerizasyonu ile
sentezlenen 1.6um c¢apindaki p(GMA) mikrokurelere Cibacron Blue F3GA
baglayarak 241.5mg/g kapasite ile sulu ¢dzeltiden, 332 mg/g ‘lik kapasite ile insan
serumundan bilirubin giderimi gergeklestirmislerdir [54]. Kuroda ve ark, ise
agirhikca 75/25 DVB/ GMA oraninda sentezlenen makropor6éz p(GMA_DVB)
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partiktllerini albuminle kaplayip, glutaraldehit ile ¢apraz bagladiklarinda bilirubin
icin sectikleri sistemde en yuksek kapasite degerine, 30mg/g, ulasmiglardir
[55].Pseudospesifik ligand olarak Cibacron Blue F3 GA’nin PVA mikrokirelere
immobilizasyonu ve sentezde magnetit katkisi ile manyetik formda sentezlenen
adsorban i¢in Xu ve ark. 15.6mg/g kapasite degerine ulagmislardir [56]. Zhang ve
Jin ise Cibacron Blue F3GA ligandi igeren, PVA kapli, mikropor6z
p(tetrafloroetilien, MPTFE) membranimsi kapileri tasiyici matris olarak kullanip
76.2 mg/g degerine varan kapasiteye ulasmislar, ayrica artan sicaklik ile
kapasitenin arttigini belirlemiglerdir [57]. Bir baska caligmalarinda, ayni tagiyici
matris ve bilinen PTFE kapileri ile sirasi ile 60 ve 70 dakikalik dengeye varis
sureleri sonunda 71.2 ve 53.8 mg/g bilirubin giderimi saglanmistir [58]. Kapiler,
radyasyon uyarmali asi polimerizasyonu kullanilp epoksi guruplar ile
kazandiriimigtir. Sentezlenen adsorbanlar, hem membran hem mikro kolon
avantajlarina sahiptir. Bu ¢alismalarin hepsinde bilirubin kaynagi insan serumudur.
Senel ve ark. CibacronBlue F3GA'y1 poliamid ‘hollow-fiber formundaki
membranlara immobilize ederek bilirubin i¢in 48.9 mg/g adsorpsiyon kapasitesi

rapor etmiglerdir [59].

Yu ve ark [60]. glutaraldehit ile gapraz baglanmis kitosan regineleri, di-,tri-, tetra-
ve penta-aminle modifiye edip (protonlanmis amin gurubu iceren) matrislerin,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler etkin olmak Uzere, konjuge ve serbest
bilirubin giderim performanslarini incelemisler ve sonuglarini yizde giderim olarak
ifade etmiglerdir. %80’e varan degerler rapor edilmistir. Rad ve ark., sispansiyon
polimerizasyonu ile ve manyetik formda sentezlenen p(HEMA) partikillere albumin
immobilize ederek insan serumundan 64.7mg/g ‘lik kapasite ile bilirubin giderimi
elde etmiglerdir [61]. Dogal polimerik destek olarak kitosan partikulleri kullanilip,
karbodiimid ve azot plazma ile aktive edilen matrise polilisin badlanarak sulu fosfat
tamponundan bilirubin giderimi incelenmis, 4°C’de 1.13mg/g kapasite saptanmistir
[62].

Avramescu ve ark [63], su/l-oktanol/ DMSO/ EVAL kombinasyonu ile
mikrofiltrasyon membrani, etilen vinil alkol membranina, BSA ligandi baglayarak
25.0mg/g bilirubin adsorpsiyon kapasiteli adsorbani sentezlemiglerdir. Uzun ve
Denizli, HSA baglh manyetik p(HEMA) partikullerini manyetik olarak stabilize
akiskan yatak kolon sisteminde kullanarak, literattrde ilk kez insan plazmasindan
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bilirubin giderilmesini incelemigler ve 88.3mg/g kapasite degerine erismislerdir
[64].

Mikropor6z naylon, formaldehit ile aktive edilip, hidrofilitesini artirmak icin kovalent
olarak kitosan baglanip, sonra Cibacron Blue F3GA boya ligandi takilarak
hazirlanan sorbentin bilirubin adsorpsiyon kapasitesi 63.4mg/g olarak belirlenmistir
[65]. Shi ve ark [66] ise bisoksiran ile mikroporoz poliamid membrani aktive edip
kitosan kapladiktan sonra poli (L-lisin) ligandi baglayip bilirubini fosfat
cOzeltisinden gidermede kullanmiglardir. Saglanan giderim, 28.6mg/g’dir. Han ve
Zhang [67] ise politetrafloroetilen fiberlere radyasyon induksiyonlu p(GMA)
asiladiktan sonra fiberdeki epoksi guruplarini polietilenimin (PEI) ile modifiye
etmiglerdir. BSA varhginda 9.6mg/g bilirubin giderimi saglanmistir. Bir diger
calismada por6z, gapraz bagl poliakrilamidden kismen aminlenmis poliakrilamid
ile desteklenen, biyouyumlu B-siklodekstrin reginesi sentezlenmis, 37°C'de ve
fosfat tamponundan bilirubin adsorpsiyon kapasitesi, 42.2mg/g olarak saptanmigtir
[68].

Percin ve ark [69]. adsorban igin kriyojel formunu kullanmiglardir. Aminoasit iceren
komonomer, N-metakriloil- L- triptofan metil ester (MATrp), HEMA bazh kriyojel
sentezinde kullaniimistir. Sentez igin yigin polimerizasyon yontemi secilmigtir.
Aktivasyon ve ligand baglama basamaklari elimine edilerek elde edilen yapi ile
22.2mg/g bilirubin giderimi saglanmistir. Baydemir ve ark. 6énce bilirubin baskili, N-
metakriloil-L- tirosin  metil ester iceren p(HEMA-MAT) partikillerini yigin
polimerizasyon yodntemi ile sentezleyip bunlari HEMA bazl, serbest radikal
polimerizasyon yoéntemi ile sentezlenen kriyojellere gomerek kriyojellerin ylzey
alanini artirmiglar ve 10.3 mg/g adsorpsiyon kapasitesi elde etmislerdir. Ayrica
hazirlanan matrisin bilirubin igin, kolesterol ve testosterona gore bagil segimlilik
katsayilari sirasi ile 8.6 ve 4.1°dir [70].Ayni1 gurup, MAT fonksiyonel monomeri
kullanip. HEMA bazl, bilirubin baskili partikiller ile 3.4mg/g bilirubin adsorpsiyon
kapasitesi rapor etmiglerdir [71]. Syu ve ark. ise yidin polimerizasyon ydntemi ile
metakrilik asit bazl, a-bilirubin baskili p(MAA-EGDMA) partikillerini sentezlemis,
polimerizasyon reaksiyonu ig¢in termal ve UV radyasyonu ile baslatma
reaksiyonlarinin etkinligini arastirmiglardir. 0.83mg/g kapasite degeri rapor
edilmigtir [72].
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve N,N,N’,N’-tetrametilen diamin (TEMED) Fluka
(Buchs, isvigre) firmasindan, N,N’-metilen-bis(akrilamid) (MBAA), akrilamid,
amonyum persulfat (APS) insan serum albimin (HSA) ve siyanojen bromur (CNBr)
ise Sigma (St Louis, ABD) firmasindan alinmigtir. Kullanilan diger kimyasal
maddeler ise analitik saflikta olup Merck (Darmstadt, Aimanya) firmasindan temin
edilmistir. Deneylerde kullanilan su, yuksek akigl sellloz asetat membran
(Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, I1A) Ropure LP® birimi ve
ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun
(deiyonize su) iletkenligi 18 MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilacak cam malzemeler

bir gece boyunca 4 M nitrik asitte bekletilmis ve saf sudan gegirilmigtir.

3.2. PHEMA Kriyojellerin Hazirlanmasi

Poli(HEMA) kriyojel kolon hazirlanirken HEMA ve capraz badlayici olarak metilen
bisakrilamid (MBAA) kullaniimigtir. Monomer ¢ozeltisi, 0.283 g MBAA'nin 10 mL
deiyonize su iginde ¢ozulmesinin ardindan 1.3 mL HEMA ve 3.7 mL deiyonize su
iceren c¢ozeltiyle karistirilarak hazirlanmigtir. Baslatici olarak amonyum persilfat
(APS; 0.02 g) katalizor olarak ise N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED; 25uL)
bu ¢ozeltiye eklenmistir. Daha sonra ¢ozeltiden 3’er mL alinip buz kalibi igerisine
yerlestirilen 5 mL’lik siringalara eklenmis sonra agizlari sikica kapatilarak -16°C’de
24 saat sure ile polimerizasyon gercgeklestiriimistir. 24 saat sonunda siringalar
buzdolabindan c¢ikariimis ve oda sicakhiginda buz eritilerek makrogézeneklerin
olugsmasi saglanmigtir. Polimerizasyon artiklarinin uzaklastiriimasi igin deiyonize
su ile yikanmisg ve polimerler deiyonize su igerisinde agdzi sikica kapali olarak

kullanilana kadar 4°C ’de saklanmistir.

3.3. PHEMA Kriyojelin karakterizasyonu
PHEMA kriyojelin karakterize edilebilmesi igin sisme Ozellikleri, yuzey 6zellikleri ve

yapisal 6zellikleri bu galigma kapsaminda incelenmistir.

3.3.1. Sigme 06zelliginin incelenmesi
PHEMA kriyojelin sisme test deiyonize su kullanilarak yapilmistir. ilk olarak kuru
kriyojel dikkatli bir sekilde tartilmis ve daha sonra 50 mL deiyonize su bulunan

kiguk siseler igine koyulmustur. Sise izotermal su banyosu igerisinde sabit
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sicaklikta (25 = 0.5°C) 2 saat sureyle bekletiimis ardindan polimer numunesi
periyodik olarak su igerisinden alinmig ve dikkatli bir sekilde tartiimigtir.

Kriyojellerin sisme oranlari asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:
Sisme Orani % = [ (Ws —Wo) / Wo ] x 100 (3.1)

Burada Wo ve Ws sirasiyla sismeden oOnce ve sonraki kriyojel kuitlesini

gOstermektedir.

3.3.2. Yiizey Alani ve Gozeneklilik Olgiimleri
Kriyojellerin gbzenek hacmi ve ortalama gbdzenek c¢api civa porozimetresi ile
belirlenmistir (Carlo Erba Model 200, italya). Spesifik yiizey alanlari BET yéntemi

ile hesaplanmigtir.

3.3.3. Yuzey Morfolojisi

Poli(HEMA) kriyojelin yuzey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmigtir. Numuneler oda sicakliginda 7 gun boyunca kurutulmustur. Kurumus
kriyojel iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi Gzerine tutturulmustur. Daha
sonra 6rnek ylzeyleri vakum altinda puskirtmeli kaplama metodu ile 200 A
kalinliginda metalik altin kaplanarak ylzey iletken hale getirilmigtir. Hazirlanan
ornekler SEM 6rnek yuvasina yerlestirilerek farkli bluyutme oranlarinda fotograflari
cekilmistir (JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya).

3.4. HSA immobilizasyonu
PHEMA kriyojellere HSA immobilizasyonu, CNBr ile yuzey aktivasyonunun

ardindan HSA ¢ozeltisinin kolondan geciriimesiyle gergeklestirilmistir.

3.4.1. CNBr Aktivasyonu

CNBr aktivasyon ajani olarak PHEMA kriyojelin aktivasyonunda kullaniimistir.
Aktivasyon islemi igin farkli derisimlerde CNBr (CNBr, Sigma, St. Louis, MO) (5-80
mg/mL) sulu c¢oOzeltisi hazirlanmigtir. 2.0 M NaOH kullanilarak hazirlanan
¢Ozeltilerin pH’s1 11.5’e ayarlanmistir. Cozelti kriyojelden +4°C’de 60 dk boyunca
gegcirilmis ve aktivasyon islemi baglamistir. Fazla aktivasyon ajani 0.1 M NaHCOg3;
(100 mL) c¢ozeltisiyle yikanarak uzaklastiriimigtir. 1 saat boyunca FeCls (50 mL)
(%5, wiv) ¢ozeltisi ve 1.0 M etanol amin (pH: 9.1) ¢dzeltisi kolondan gegirilerek

yuzeyde kalan tum diger aktif gruplar (izoure, v.s.) kapatiimigtir. CNBr aktive
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olmus kolonlar 4 defa 0.5 M NaCl iceren sulu c¢ozeltiyle yikanarak HSA

immobilizasyonu i¢in +4°C’de saklanmistir.

3.4.2. HSA immobilizasyonu

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere HSA immobilizasyon islemi oda
sicakliginda surekli sistemde incelenmigtir. HSA'nin yuzeye
immobilizasyonununda optimum kosullarin belirlenebilmesi i¢in farkli pH, derigim,
sicaklik ve zaman araliginda HSA cozeltileri ile tepkimeye sokularak ligand
baglanmasi incelenmigtir. HSA immobilizasyonuna pH etkisi 4.0-8.0 arahgdinda,
akis hizi 0.5-2.0 mL/dk, derigsim etkisi sulu ¢ozeltiierde HSA derigimi 0.1-3.0

mg/mL araliginda ve inkibasyon zamani etkisi 0-120 dk aralijinda incelenmistir.

CNBr ile aktiflestiriimis PHEMA kriyojele immobilize olan HSA miktari, derisim farki
kullanillarak UV-Gorunur spektrofotometre (UV mini-1240, Shimadzu, Tokyo,

Japonya) de 280 nm’de Olgulen absorbans dederleri ile hesaplanmistir.

Kalibrasyon egrisi derisimi bilinen HSA c¢ozeltileri kullanilarak elde edilmis ve
kolondan gecirilen HSA’nin derisiminin bulunmasinda kullaniimistir. Aktive edilmis
PHEMA kriyojele tutuklanan HSA miktart asagidaki formal kullanilarak

bulunmustur:
q=[Ci-C).V]/m (3.2)

Burada, g birim kriyojeldeki tutuklanan HSA miktarini (mg/g); Ci ve Ct sirasiyla
bagslangic ve immobilizasyon sonrasi elde edilen ¢ozeltideki HSA derisimini

(mg/mL); V sulu ¢ozelti hacmini (mL) ve m kriyojel kutlesini (g) gostermektedir.

3.5. Kan Uyumlulugu Testleri
3.5.1. Pihtilagma Zamani (CT)

PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 24 saat oda sicakliginda
etkilestiriimis sonrasinda cam filtrede 0.5 M NaCl ¢ozeltisi ve saf su kullanilarak
yikanmistir. Yeni alinmis donmus insan plazmasi (0.1 mL) 37°C’'de 2 dakika 6n
Isitmaya tabi tutulmus ve daha sonra kriyojel ile etkilestiriimigtir. Pihtilagsma zamani

fibrometre yontemi kullanilarak olguimustur[73].
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3.5.2. Aktiflestirilmis Kismi Tromboplastin Zamani (APTT)

PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 24 saat oda sicakliginda
etkilestirilmis sonrasinda cam filtrede 0.5 M NaCl ¢oOzeltisi ve saf su kullanilarak
yikanmistir. Yeni alinmis donmus insan plazmasi havuzundan (0.1 mL) ve kismi
tromboplastin (0.3 mL, bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) 37°C’de 2 dakika 6n
Isitmaya tabi tutulmus ve bu iki ¢ozelti karistirilarak kriyojel ile etkilestirilmistir. 30
saniye sonra CaClz (0.1 mL, 0.025 M) eklenmis ve daha sona aktif tromboplastin

zamani (APTT) fibrometre yontemi kullanilarak belirlenmistir [74].

3.5.3. Protrombin Zamani (PT)

Protrombin zamanini (PT) O&lg¢ebilmek icin tek asamali protrombin yontemi
uygulanmigtir [75]. PHEMA kriyojel 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 24 saat oda
sicakhginda etkilestiriimis sonrasinda cam filtrede 0.5 M NaCl ¢dzeltisi ve saf su
kullanilarak yikanmistir. Yeni alinmis donmus insan plazmasi havuzundan (0.1
mL) ve kismi tromboplastin (0.3 mL, bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) 37°C’'de 2
dakika on Isitmaya tabi tutulmus ve bu iki ¢ozelti karigtirilarak kriyojel ile
etkilestirilmistir. 30 saniye sonra CaClz (0.1 mL, 0.025 M) eklenmis ve daha sonra

protrombin zamani (APTT) fibrometre yontemi kullanilarak belirlenmigtir [76].

3.5.4. Hiicre Yapigsma Caligmalari

insan kani, PHEMA-HSA kriyojeller ile etkilestirilmistir. Kan ile etkilesim
saglanmadan 6nce daha ileri safsizliklara (280 nm’de elde edilen absorbans ile
tespit edilebilir) sebep olmamasi igin kriyojel 0.1 M KCI igeren tampon ¢ozeltisi ile
yikanmistir. PHEMA kriyojel kan ile 1 saat boyunca etkilegtiriimistir. Kan
numuneleri islemin bagsinda ve sonunda ortamdan geri ¢ekilmis ve mikroskop

kullanilarak numunelerin platelet ve |0kosit sayimi yapiimistir.

3.6. insan Plazmasindan Bilirubin Uzaklastiriimasi

insan plazmasindan bilirubin uzaklastirimasi ¢alismalari siirekli sistemde
incelenmistir. Universite Hastanesine (Hacettepe Universitesi) bagislanan yeni
donmus plazmalar kullaniimigtir. Yapay plazmaya bilirubin yuklemesi yapilarak
bilirubin seviyesi hiperbilirubinemi hastalarininkiyle ayni seviyeye getirilmigtir.
Farkli seyreltme oranlari kullanilarak yapay plazmadaki bilirubin miktar
degistirilmistir. Daha sonra hazirlanan plazma 6rnekleri HSA-immobilize PHEMA

kriyojelleri ile etkilestirilmistir. Bilirubin uzaklastirlmasinda optimum kosullarin

25



belirlenebilmesi i¢in bilirubin  derigimi, etkilesim suresi ve sicaklik gibi
parametrelerin etkisi incelenmistir. Ayrica immobilize olan HSA’nin bilirubin
uzaklastirmadaki etkinligini belirleyebilmek amaciyla degisik oranlarda HSA
immobilize PHEMA-HSA kriyojeller kullaniimigtir. TUm adsorpsiyon deneyleri
karanlik ortamda gercgeklestiriimigtir. Uzaklastirilan bilirubin miktari, kolondan
gecgirmeden once ve kolondan gegirdikten sonra plazma 6rneklerindeki bilirubin
derigsiminin belirlenmesiyle hesaplanmistir. Plazma orneklerindeki bilirubin derigimi
Roche Cobas integra 400 (isvicre) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Gram
adsorban basina adsorplanan bilirubin miktari asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir.
q=[Ci-C).V]/m (3.3)

Burada, q birim kriyojeldeki tutuklanan bilirubin miktarini (mg/g); Ci ve Ct sirasiyla
baslangic ve immobilizasyon sonrasi elde edilen ¢ozeltideki bilirubin derisimini

(mg/mL); V sulu ¢ozelti hacmini (mL) ve m kriyojel kutlesini (g) gostermektedir.

3.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

HSA immobilize PHEMA kriyojelden bilirubin desorpsiyonu, surekli sistemde 20
mL 1.0 M NaCl ve 0.1 M NaOH iceren c¢ozelti kriyojellerden 1 saat sureyle
geciriimesiyle incelenmistir. Kriyojelin rejenere olup olmadigi desorpsiyon
cOzeltisindeki  bilirubin  miktarinin  Bolum 3.6 ’daki yodntem kullanilarak
belirlenmesiyle gerceklestiriimigtir. Desorpsiyon orani kriyojellere adsorplanan
bilirubin miktari ve desorpsiyon ortamindaki derisim kullanilarak hesaplanmistir.

Bu iglem icin asagidaki esgitlik kullaniimistir:

) __ Yikama ortamina salinan bilirubin miktari

Desorpsiyon orani (%) = x100 (3.4)

kriyojele adsorbeolan bilirubin miktari

PHEMA-HSA kriyojelin  tekrar kullanilabilirligini  belirlemek i¢in  bilirubin
adsorpsiyon-desorpsiyon igslemi ayni kriyojelle 10 kez kullanilarak tekrarlanmigtir.
Rejenerasyon ve sterilizasyon amaci ile PHEMA-HSA kriyojel, desorpsiyon

isleminin ardindan 50mM NaOH ¢o6zeltisi ve deiyonize su ile yikanmistir.
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4. SONUGLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, hiperbilirubinemi insan plazmasindan bilirubinin
uzaklastirimasi igcin HSA immobilize edilmis kan ile uyumlu PHEMA kriyojeller
hazirlanmistir. PHEMA fizyolojik uyumlulugu, mekanik direnci, kimyasal ve
biyolojik olarak kararhligi nedeniyle secilmistir. Hazirlanan PHEMA kriyojeller
sisme testleri, taramali elektron mikroskopu (SEM), ylzey alani ve gozeneklilik
Olcimleri ile karakterize edilmistir. PHEMA ve HSA-immobilize PHEMA kriyojellerin
kan-uyumluluk testleri yapilmistir. Daha sonra PHEMA kriyojellerin hidroksil
fonksiyonel gruplarn farkli kosullarda CNBr ile aktive edilmis ve aktive edilmis
kriyojellere HSA kovalent olarak baglanmistir. Hazirlanan HSA immobilize PHEMA
kriyojellerin insan plazmasindan bilirubini uzaklastirma etkinligi belirlenmis ve son

asamada kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi incelenmisgtir.

4.1. PHEMA Kriyojellerin Karakterizasyonu

Kriyojelin gdézenek yapisini gosteren SEM gorintileri Sekil 4.1’de verilmistir.
Sekilde goruldugu gibi PHEMA kriyojeller gozeneksiz ince polimer duvarlarina ve
hareketli fazin akisina olanak saglayan birbiriyle baglantili géozenek agina (10 -100
Mm capinda) sahiptir. Matrisin gézenek boyutu protein molekillerine gére oldukga
blayuktir ve kolaylikla gegcmelerine olanak verir. Hareketli fazin gdézeneklerden
konvektif akisinin bir sonucu olarak kitle transfer direnci ihmal edilebilir
duzeydedir. PHEMA kriyojelin denge sisme degeri 7.86 g H20/g kriyojel,

g6zeneklilik orani ise %69.6’ dir.
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Sekil 4.1. PHEMA kriyojellerin SEM gdéruntuleri.

Sentezlenen PHEMA kriyojeller opak, slingerimsi ve elastik bir yapiya sahiptir.
Ayrica su igerisine atilip sistiklerinde gdzeneklerde bulunan su, kriyojeller elle
sikistirildiginda kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Sikistiriimis bir parga kriyojel
tekrar suya atildiginda sismekte ve orijinal boyutunu ve yapisini tekrar
kazanmaktadir.

PHEMA kriyojelin spesifik yuzey alani ¢ok noktali BET yontemi ile ortalama 27.2
m?/g olarak bulunmustur. Goézenek boyutu (BJH cihazi ile) belirlenmistir.
Gdzeneklerin gapi 20 — 245 A araliginda degismektedir ve ortalama cap 68.2
A'dir. Bu da PHEMA kriyojellerdeki makro gézeneklerin varligini onaylamaktadir
ve bu gobzenek capi kan gibi viskozitesi yuksek sivilarin kolondan akisi igin

uygundur.

4.2. PHEMA Kriyojellere HSA immobilizasyonu
Hiperbilirubinemi insan plazmasindan bilirubinin secimli olarak uzaklastiriimasi igin

HSA biyoafinite ligandi olarak kullaniimistir. PHEMA kriyojellere HSA'nin kovalent

28



olarak baglanmasi igin optimum kosullari belirlemek Uzere gergeklestirilen

calismalarin sonuclari agagida rapor edilmigtir.

4.2.1. CNBr Derigiminin Etkisi

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

En uygun aktivasyon ajani derigiminin belirlenmesi igin aktivasyon ortamindaki
CNBr derisimi 5-80 mg/mL arasinda degistirilmistir. Daha sonra farkli aktivasyon
derecelerine sahip PHEMA kriyojeller pH 7.0 fosfat tamponunda HSA sulu
cOzeltileri ile (0.5 mg/mL) etkilestirilmistir. Sekil 4.3’ te géruldugu gibi kriyojellere
baglanan HSA miktari CNBr derigiminin artmasi ile artmakta ve 60 mg/mL
degerinden itibaren sabit kalmaktadir. Aktivasyon basamaginda kullanilan
aktivasyon ajaninin (CNBr) derigiminin artmasi kriyojellerin ylzeyinde daha fazla
sayida aktif bolgenin olugsmasini saglamaktadir. Bunun sonucunda baglanan HSA
miktari CNBr derisimi ile artmaktadir. YUzeydeki ligandlarin serbestligi tasiyiciya
baglanan ligandlarin derigimiyle ilgilidir ve performansini etkileyen en onemli
faktorden biridir. Ylzeye ¢ok yodun bir sekilde immobilize edilmesi durumunda
HSA’nin etkin baglama bdlgelerinin ulagilabilirligi kisitlanmis olacaktir. Buna gore
optimum CNBr derisimi 60 mg/mL olarak belirlenmis ve sonraki asamalarda HSA

immobilizasyonu igin aktivasyon basamaginda bu derisim kullanilimistir.
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CNBr Derisimi, mg/mL

Sekil 4.3. CNBr derisiminin HSA baglanmasina etkisi. HSA derisimi: 0.5 mg/mL;
Akis hizi: 0.75 mL/dk; pH: 7; T:25 °C.

4.2.2. pH Etkisi
CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere HSA immobilizasyonunda ortam

pH’sinin etkisinin belirlenmesi i¢cin pH 4-8 arasinda degistiriimistir. Sekil 4.4’te
goéruldugu gibi en yuksek HSA baglanmasi pH 7’de gozlenmigtir. Bu pH'da
immobilize edilen HSA miktari 4.35 mg/g ‘dir.
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Sekil 4.4. pH'In HSA baglanmasina etkisi. HSA derigimi: 0.5 mg/mL; Akis hiz:
0.75 mL/dk; pH: 7; T:25 °C; t: 1.0 saat.

izolire tiirevlerinin pK degerleri yaklasik 9.5'tir ve dolayisiyla nétral pH'ta pozitif
yukliduar. Dolayisiyla negatif yukli HSA (pl: 4.7) ile etkilesmek igin uygun pH
degeridir.

4.2.3. Akis Hizinin Etkisi

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellere HSA immobiizasyonuna akis hizinin
etkisini incelemek igin 0.5-2.0 mL/dk akis hizlarinda galisiimis ve HSA adsorpsiyon
kapasitesindeki degisim Sekil 4.5’te verilmigtir.
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Sekil 4.5. Akis hizinin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi. HSA derisimi: 0.5
mg/mL; pH: 7; T:25 °C; t: 1.0 saat.

Sekilden de goruldigu gibi akis hizinin artmasi CNBr ile aktiflestiriimis PHEMA
kriyojellere immobilize olan HSA miktarini dusurmustur. 0.5 mL/dk akis hizinda
immobilize edilen HSA miktarini 4.60 mg/g iken 2.0 mL/dk akis hizina ¢ikildiginda
0.60 mg/g degerine diustugu saptanmistir. Bu davranis akis hizinin artmasiyla
birlikte ¢ozeltideki HSA molekillerinin aktif yuzeyle olan etkilesim suresini
azaltacag! icin adsorpsiyon kapasitesinde dusmeye sebep olmaktadir. Sonug
olarak, 0.5 mL/dk akis hizi ile 0.75 mL/dk akis hizlari arasindaki adsorpsiyon
kapasitelerinde fazla bir fark olmadigi i¢in 0.75 mL/dk akis hizi optimum akis hizi
olarak belirlenmis ve diger parametrelerin etkilerinin incelendidi deneylerde bu akis

hizinda galisiimigtir.

4.2.3. inkiibasyon Siiresinin EtkKisi

Adsorpsiyon isleminin hizina etki eden adsorpsiyon basamaklarinin anlagilmasi
icin etkilesim slresi 6nemli bir adimdir. PHEMA aktive kriyojellere HSA
immobilizasyonu yaklasik olarak 30 dk civarinda dengeye ulagsmistir (Sekil 4.6).
Adsorpsiyonun bu derece hizli olmasi, beklenildigi gibi HSA'nin aktive olmus
yluzeye ylksek afinite ile baglandigini gostermektedir. Sonug¢ olarak HSA

immobilizasyonu igin optimum etkilesim suresinin 30 dk oldugu bulunmus ve daha
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sonra yapilan immobilizasyon c¢alismalarinda aktive edilmis kriyojelle HSA

cOzeltileri 30 dk etkilestirilmistir.
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Sekil 4.6. PHEMA kriyojellere HSA baglanmasina inkibasyon suresinin etkisi.
HSA derigimi: 1.0 mg/mL; Akis hizi: 0.75 mL/dk; pH: 7; T:25 °C.

4.2.4. HSA Baslangi¢ Derigiminin Etkisi

CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojellerine HSA immobilizasyonuna HSA
baslangic derisiminin etkisi, sulu g¢ozeltideki HSA derisimi 0.1-3.0 mg/mL
araliginda  degistirilerek incelenmistir.  Sekil 4.77de  HSA  derisiminin
immobilizasyona etkisi ve aktive ediimemis PHEMA kriyojeller Gzerine 6zgun

olmayan HSA baglanmasi verilmistir.
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Sekil 4.7. HSA derisiminin immobilizasyona etkisi. Akis hizi: 0.75 mL/dk; pH: 7;
T:25 °C; t: 30 dk.

Sekilde goruldigu gibi aktive edilmis PHEMA kriyojellere HSA immobilizasyonu
ortamindaki HSA derisiminin artmasi ile yuzeye difizlenen HSA miktar arttigi icin
immobilizasyon miktarinda derisime bagh olarak artis gostermis ve 1.0 mg/mL
HSA derisimi seviyesinde doygunluga ulasmistir. Elde edilen maksimum HSA
immobilizasyonu PHEMA kriyojeli ve CNBr ile aktive edilmis PHEMA kriyojeli igin
sirasiyla 0.74 mg/g kriyojel ve 12.40 mg/g kriyojel olarak saptanmistir. Kriyojellere
immobilize edilen HSA miktarlari karsilastirildiginda PHEMA kriyojele tutulan
HSA’'nin sadece ylzeye diflizlenen HSA'dan kaynakli oldugu ve spesifik olmayan

etkilesimler sonucu gergeklestigi anlasiimaktadir.

4.3. Kan Uyumlulugu Galigmalari

Biyomalzemelerin tibbi uygulamalarda kullanilabilmesi i¢cin bazi kriterleri
karsilamasi gerekmektedir. Istenilen son kullanim amacina bagli olarak,
biyomalzeme, kan uyusabilirligi, doku uyusabilirligi, kanserojenlik, sitotoksisite,
mutajenisite, biyodegradasyon ve mekanik kararlilik gibi bazi testlere tabi
tutulmalidir [75]. Biyomalzeme ylzeyine ilk adsorplanan protein molekulinun
miktari ve turl ardindan gelecek olan pihtilasma basamaklarini (intrinsik yol

uzerinden) ve komplement aktivasyonunu (intrinsik ve ekstrinsik yol Uzerinden)
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belirler [77]. Bu nedenle bir biyomalzemenin kan uyusabilirligini belirlemek igin
yapillmasi gereken oncelikli iglemler pihtilasma zamanlari ve hicre yapismasi

testleridir.

PHEMA ve HSA-immobilze PHEMA kriyojellerin kan uyusabilirligini belirlemek
uzere, protrombin zamani (PT), aktive edilmis kismi tromboplastin zamani (APTT),
fibrinojen zamani ve trombosit pihtilagma zamani (TCT) belirlenmigtir. APTT testi,
biyomalzeme yilzeyinde intrinsik pihtilagma faktorlerinin aktivasyonunu ve PT testi
ekstrinsik pihtilasma faktérlerinin aktivasyonunu goéstermektedir. CT testi in-vitro
pihtilasma zamanini gostermektedir. Cizelge 4.1 bu testlerde elde edilen

pihtilasma verilerini 6zetlemektedir.

Cizelge 4.1. Pihtilasma zamanlari*.

Test
Malzeme APTT PT CT
(saniye) (saniye) (saniye)
Kontrol Plazma 325 17.2 270
PHEMA 324 16.8 262
PHEMA-HSA 32.3 16.9 267

* Her bir sonug 3 paralel calismanin ortalamasidir.

Cizelgeden gorulecegi gibi PHEMA ve HSA-immobilize PHEMA kriyojellerin
pihtilasma sureleri kontrol plazma ile karsilastirildiginda azalmistir. Ancak bu
azalma vucut tarafindan tolere edilebilir orandadir. Bu nedenle HSA immobilize

PHEMA kriyojellerin kan uyumlulugunun oldukga iyi oldugu sonucuna varimistir.

Cizelge 4.2. in-vitro kan deneylerinde elde edilen hematolojik parametreleri
O0zetlemektedir. HSA immobilize PHEMA kriyojeller kullanilarak elde edilen platelet
kaybl % 2.32, I6kosit kaybi %5.17°dir. Bu sonuglara goére kriyojeller tizerine belirgin
bir hlcre yapismasinin olmadigi soylenebilir.
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Cizelge 4.2. Kriyojellere platelet ve I16kosit yapigsmasi.

Platelet (x103/mm?®) Lokosit (x103/mm?)
Malzeme
Baslangi¢/Son Kayip (%) Baslangi¢/Son Kayip (%)
PHEMA 430/400 6.98 5.8/5.3 8.62
PHEMA-HSA 430/420 2.32 5.8/5.5 5.17

4.4. insan Plazmasindan Bilirubin Uzaklastiriimasi

insan plazmasinda toplam bilirubin seviyesi 1.23 mg/dL degerinin (izerinde ise
hiperbilirubinemi tanisi konmaktadir. Bu ¢alismada hiperbilirubinemi hastalarindan
bilirubin uzaklastiriimasi icin HSA immobilize PHEMA kriyojeller kullaniimigtir. Bu
amagla yapay plazma o6rneklerine bilirubin derisimi 3.0 mg/dL olacak sekilde
bilirubin yuklemesi yapilmistir. Farkli miktarlarda HSA immobilize edilmis PHEMA
kriyojeller hazirlanan plazma c¢ozeltileriyle 2 saat boyunca oda sicakhginda

etkilestirilmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.8’ de verilmistir.
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Sekil 4.8. HSA immobilize PHEMA* ve PHEMA kriyojellerin plazmadan bilirubin

uzaklastirma etkinligi. T: 25°C; akig hizi: 0.75 mL/dk.

* PHEMA-HSA1: 0.1 mg/mL HSA c¢ozeltisi ile etkilestiriimis CNBr ile aktive edilmis kriyojel;
PHEMA-HSA2: 0.2 mg/mL HSA c¢ozeltisi ile etkilestiriimis CNBr ile aktive edilmis kriyojel;
PHEMA-HSA3: 0.5 mg/mL HSA cdzeltisi ile etkilestiriimis CNBr ile aktive edilmis kriyojel;
PHEMA-HSA4: 0.75 mg/mL HSA cozeltisi ile etkilestiriimis CNBr ile aktive edilmis kriyojel;
PHEMA-HSAS5: 1.0 mg/mL HSA ¢ozeltisi ile etkilestiriimis CNBr ile aktive edilmis kriyojel.

Sekilde etkilesim suUresince plazmadaki bilirubin  derisimindeki  degisim
g6zlenmektedir. 2 saatlik etkilesim suresi sonrasinda PHEMA kriyojellerin
yuzeyine yaklasik olarak 2.46 mg spesifik olmayan bilirubin adsorpsiyonu
gerceklesmistir. HSA immobilize PHEMA kriyojellerde ise plazmadaki bilirubin
seviyesinde oOnemli oranda azalma gorulmustur. HSA immobilizasyonunun
etkinligini bu sonugclar ortaya koymaktadir. Kriyojel yizeyinde HSA immobilizasyon
miktari arttikga uzaklastirma etkinligindeki artis belirginlesmektedir. Sekilden de
goruldugu gibi ilk 2 saat sonunda HSA immobilize PHEMA kriyojeller, plazmadaki
izin verilen bilirubin seviyesini 1.23 mg/dL degerinin altina indirmigtir. PHEMA ve
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HSA immobilize PHEMA kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyon kapasiteleri Sekil

4.9’da verilmistir.

Kriyojel yluzeydeki HSA miktari arttikga adsorplanan bilirubin miktari arttigi icin en
yuksek HSA iceren PHEMA-HSAS numarali kriyojel bilirubin derigsiminin ve diger
parametrelerin etkisinin incelenmesinde kullaniimigtir.
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Sekil 4.9. PHEMA ve HSA immobilize PHEMA kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyon
kapasitesi. Plazmadaki bilirubin derisimi: 3.0 mg/dL; T: 25°C; akis hizi: 0.75 mL/dk;
t: 60 dk.

PHEMA ve PHEMA-HSAS kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine
bilirubin derisiminin etkisi incelenmigtir. Bu amagcla hazirlanan 3.0 mg/dL bilirubin
iceren plazma ornekleri 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oranlarinda bilirubin icermeyen
plazma oOrnekleriyle seyreltme uygulayarak farkhh miktarlarda bilirubin igeren
plazma ornekleri hazirlanmistir. Daha sonra bu ornekler 60 dk boyunca oda
sicakliginda PHEMA ve PHEMA-HSAS kriyojelleriyle etkilestirilmis ve sonuglar
Sekil 4.10°da verilmigtir.
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Sekil 4.10. PHEMA ve PHEMA-HSAS kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyon
kapasitesi Uzerine bilirubin derisiminin etkisi. T: 25°C; akis hizi: 0.75 mL/dk; t: 60
dk.

Plazmadaki bilirubin derigiminin artmasiyla birlikte PHEMA ve PHEMA-HSA5
kriyojellerinin adsorpsiyon kapasitesi artmis ve sirasiyla 3.28 mg/g ve 22.67 mg/g

maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasiimistir.

PHEMA-HSAS5 kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine, sicakligin
etkisi incelenmis ve sicakhk artisiyla birlikle adsorpsiyon kapasitesinde artis
olmustur (Sekil 4.11). Maksimum adsorpsiyon kapasitesi 37.5 °C’de 25.35 mg/g
olarak bulunmustur. Benzer sayisal sonugclar literaturde yapilan ¢alismalarda da
saptanmistir  [78,79]. Sicakligin artmasi bilirubin  molekllinin yapisinda
konformasyonel degisimlere sebep olmakta ve sicaklik artisiyla cis
konformasyonundan trans konformasyonuna doénusmektedir [79]. Bu tdr
konformasyonel degisimlerin sonucunda, bilirubin molekilu, kriyojelin ylzeyindeki
HSA molekillerine baglanirken daha az sterik engelle karsilasmakta ve

adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir.
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Sekil 4.11. PHEMA-HSAS kriyojelinin bilirubin adsorpsiyon kapasitesi Uzerine
sicakhgin etkisi. Plazmadaki bilirubin derisimi: 3.0 mg/dL; akis hizi: 0.75 mL/dk; t:
60 dk.

4.5. Adsorpsiyon izotemleri

Adsorpsiyon izotermleri, denge halinde ¢ozeltideki adsorbat derisimi ile kati faza
adsorplanan adsorbat miktari arasindaki baglantiyi tanimlar. Adsorpsiyon,
adsorbent ylzeyinde biriken madde derisimi ve ¢dzeltide kalan madde derigimi
arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder ve bu denge adsorpsiyon
izotermleriyle acgiklanmaktadir. Adsorplanan molekullerin adsorbentle etkilesimini
belirlemek icin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modelleri elde edilen verilere

uygulanmigtir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 4.1 ile tanimlanir. Langmuir adsorpsiyon
modeli molekullerin belirli sayida, her biri yalnizca tek molekul baglayabilen
bolgelere baglandigini ve bu bdlgelerin enerji bakimindan da esdeger oldugunu ve

komsu bolgelerde adsorplanan molekdller arasinda etkilesim olmadigini varsayar.
Q =Qmax- b.Ce/ (1 +DbCy) (4.1)
Bu esitlikte Q adsorbente baglanan bilirubin miktarini (mg/g), Ce ¢ozeltideki denge
bilirubin derigimini (mg/mL), b Langmuir sabitini (mL/mg) ve Qmax maksimum

adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) gostermektedir. Denklem dogrusallastiriidiginda:
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1/Qe = 1/(Qmax-b)(1/Ce) + 1 /Qmax (4.2)
Esitligi elde edilir. 1/C. karsi 1/Q grafiginin y eksenini kestigi nokta 1/Qmax degerini
ve egimi 1/Qmax.b degerini vermektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Langmuir adsorpsiyon izotermi.

Freundlich esitligi (4.3) adsorbente adsorbat arasindaki baglanmanin komsu

baglanma bolgelerinin dolu olup olmadigina bagli olarak degistigini varsayar.
Qeq= Kfceqlln (4.3)

Bu esitlikte Qeq adsorpsiyon miktari (mg/g) ve Ce ¢Ozeltideki denge bilirubin
derisimidir (mg/L). K¢ ve 1/n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon
siddetini gosteren Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi

alinarak daha kullanigli hale getirilebilir:

Deneysel veriler Freundlich modeline uyarlanmig ve InCeq'nin InQeq'ye kargi grafigi
cizilmigtir (Sekil 4.13). Adsorpsiyon sabitleri kesim noktasi ve egimden

hesaplanmigtir.
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Sekil 4.13. Freundlich adsorpsiyon izotermi

Langmuir ve Freundlich izotermleri icin hesaplanan degerler Cizelge 4.3’te
verilmistir.  Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon isleminin  Langmuir
adsorpsiyon modeline daha uygun oldugu goérulmektedir. Ayrica, Langmuir
adsorpsiyon izoterminden hesaplanan maksimum adsorpsiyon degeri (Qmax)
deneysel verilerle uyusmaktadir.

Cizelge 4.3. PHEMA-HSAS kriyojeline bilirubin adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve
Freundlich sabitleri.

Deneysel Langmuir Freundlich

Qmax Qmax b RZ Kf 1/n RZ
(mg/g) (mg/g) | (mg/dL)

22.67 23.20 20.52 0.9953 17.96 0.23 0.4658

4.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon isleminin hizina etki eden basamaklarinin anlasiimasi igin etkilesim
suresi 6nemlidir. Adsorpsiyon iglemini kontrol eden mekanizmalar kutle transferi ve
kimyasal reaksiyondur. Bu mekanizmalarin belirlenmesinde deneysel verilere
yalanci birinci ve ikinci derece kinetik modeller uygulanmigtir. Olgllen derisimlerin
adsorbanin yuzey derigimine egit oldugu varsayillmistir. Lagergren’in birinci derece
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hiz esitligi sivi ¢ozeltiden ¢bzunenin adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan esitliktir.

Asagidaki esitlikle gosterilir;
day/dt = K1(Qeq-0l) (4.5)

Esitlik 4.5°de, k; yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™), Jeq V€ Ot
siraslyla denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan bilirubin miktarini
(mg/g) gostermektedir. t = 0'da gq; = 0 ve t = t aninda q; = q; sinir kosullarin

uygulanip integralinin alinmasi;

log[Qeq/(Qeq-ar)]= (K1t)/2.303 (4.6)

esitligini vermektedir. Esitlik 4.6 tekrar duzenlenerek dogrusallastirilabilir:

l0g(0eq-0r)= 109(eq) - (K1t)/2.303 (4.7)

t'ye kargi log(qeq) grafiginin dogrusaligi kinetik modelin uygulanabilirligini
gostermektedir(Sekil 4.14). Yalanci birinci-derece kinetik ifadede log(geq), t'ye

karg! log(geq-q:) grafiginin ordinat eksenini kesim noktasina esit olmaldir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali yalanci-ikinci derece esitlik asagidaki

sekilde verilebilir:

da/de = Kz (Geq-0h)? (4.8)

Esitlik 4.17’ de k, yalanci-ikinci derece hiz sabitidir (g.mg™.dak™). Esitlikte t = 0

aninda q= 0 ve t = t'de q; = q; sinir kosullarinin uygulanmasi ile

1/(Geq-A)] = (1/qeq) + kot (4.9)
esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali,

(V)= (L/KaGeq *) + (L/cleq)t (4.10)

seklindedir. ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi icin t ye karsi t/q; grafiginin
dogrusal olmasi gereklidir (Sekil 4.15). Hiz sabiti (k.) ve denge adsorpsiyonu (Qeq)
siraslyla kesim noktasi ve egimden elde edilebilir.
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Sekil 4.14. Bilirubin adsorpsiyonu i¢in yalanci-birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.15. Bilirubin adsorpsiyonu i¢in yalanci-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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PHEMA-HSAS kriyojellerinin bilirubin adsorpsiyonuna ait kinetik analiz verilerinden
hesaplanan yalanci-birinci ve yalanci-ikinci derece kinetik parametreleri Cizelge
4.4te verilmigtir. Cizelgedeki korelasyon katsayilari incelendiginde; kriyojel
yuzeyindeki HSA ile bilirubin arasindaki etkilesimin yalanci-ikinci derece kinetik
modeline daha uygun oldugu gorulmektedir. Ayrica yalanci-ikinci dereceden elde
edilen adsorpsiyon kapasite degeri de deneysel sonuglarla uyumludur. Hiz kontrol
mekanizmasli, adsorpsiyon iglemi sirasinda U¢ olasi mekanizmaya gore
degisebilmektedir (1) Adsorpsiyon isleminin ilk asamalarinda dis yuzey kutle
transferi veya film difzyon islemi. (2) Bu asamayi reaksiyon veya sabit hiz
basamagi takip etmektedir. (3) Son agsamada ise adsorpsiyon isleminin dnemli bir
miktarda azaldigi gbézenek ici difizyon basamagi gerceklesmektedir. Bu hiz
kontrol mekanizmalari, yalanci birinci derece kinetik model (difizyon kontrolll) ve
yalanci ikinci derece kinetik model (kimyasal kontrolli) ile aciklanmaktadir.
Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analitin adsorbent yluzeyine difizyonu ise
adsorpsiyon iglemi yalanci birinci derece adsorpsiyon modeli ile uyumluluk
gOstermektedir. Adsorpsiyon hizini belirleyen basamak analit ile adsorbent
arasindaki etkilesim oldugu kosullarda ise adsorpsiyon islemi yalanci ikinci derece
kinetik model ile uyumluluk gdstermektedir. Birinci durumda adsorpsiyon islemi
difizyon kontrolll; ikinci durumda ise kimyasal kontrolli olarak adlandiriimaktadir.
Kinetik veriler analiz edildiginde, PHEMA-HSA5 kriyojellerine bilirubin
adsorpsiyonunun herhangi bir difuzyon kisitlamasi olmaksizin kimyasal kontrollu
gerceklestigi sonucu elde edilmigtir.

Cizelge 4.4. Bilirubin adsorpsiyonu igin yalanci-birinci ve ikinci derece kinetik
verileri.

Baslangic Deneysel Birinci-dereceden kinetik ikinci-dereceden kinetik

Derigim Ky Oeq 2 ko Oeq 2
modly QMY ey mggy) R (mgdidk @mgh) R

3.0 22.67 0.03 1498 0.7924 0.13 24.39 0.9954

4.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik
HSA immobilize PHEMA kriyojelden bilirubin desorpsiyonu, surekli sistemde 20
mL 1.0 M NaCl ve 0.1 M NaOH iceren c¢ozelti kriyojellerden 1 saat sureyle

gegiriimesiyle incelenmistir. Adsorplanan bilirubin %97 oraninda desorbe edilmigtir.
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Ligand molekullerin PHEMA kati destege kovalent olarak baglandiginin bir
gOstergesi olarak desorpsiyon g¢ozeltilerinde HSA gdzlenmemigtir. Sonug¢ olarak
desorpsiyon ajaninin sadece HSA ile bilirubin arasindaki tersinir baglari kirdigi
soylenebilir.  Adsorpsiyon-desorpsiyon islemi ayni kriyojeller ile 10 kez
tekrarlanmigtir. Kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesindeki degisim Sekil 4.16'da
verilmigtir. 10 kez kullanim sonrasinda adsorpsiyon kapasitesi %4 oraninda
azalmistir. Desorpsiyon verilerine gére 1.0 M NaCl ve 0.1 M NaOH igeren
¢Ozeltinin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve HSA immobilize PHEMA

kriyojellerin tekrar kullanilabilirligine olanak sagladigi sdylenebilir.
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5. SONUGLAR

PHEMA kriyojeller, hareketli fazin akigina olanak saglayan, genig ve kesintisiz
olarak bir biriyle baglantili bir gdzenek agina sahiptir.

PHEMA kriyojellerin denge sisme dederi 7.86 g H20/g kriyojel olarak
bulunmustur.

PHEMA kriyojellerine sahip oldugu gézeneklilik orani %69.6’ dir.

PHEMA kriyojellerin spesifik ylizey alani BET ydntemi ile ortalama 27.2 m?%/g
olarak bulunmustur.

Gozeneklerin gapi 20-245 A araliginda degismektedir ve ortalama gbzenek
gap! 68.2 A’ dur. Bu degerler kan gibi viskozitesi yiiksek sivilarin kolondan
akisl icin uygundur.

Hiperbilirubinemi insan plazmasindan bilirubinin secimli olarak uzaklastiriimasi
icin HSA biyoafinite ligandi olarak kullaniimistir. PHEMA kriyojellere HSA'nin
kovalent olarak baglanmasi i¢in optimum kosullar belirlenmistir.

Aktivasyon igin gerekli optimum CNBr derisimi 60 mg/mL olarak belirlenmis ve
sonraki asamalarda bu derigimde caligiimistir.

PHEMA kriyojellere maksimum HSA immobiilizasyonu pH:7’de olmustur.

HSA immobilizasyonu Uzerine HSA baslangi¢ derisiminin etkisi incelenmis ve
aktive edilmis PHEMA kriyojelden geciriimesi gereken optimum HSA derisimi
1.0 mg/mL olarak belirlenmistir.

HSA molekullerinin - CNBr ile aktive ediimis PHEMA kriyojellere
immobilizasyonu ilk dakikalarda olduk¢a hizli gerceklesmis ve 30 dakika
icerisinde dengeye ulasiimistir.

PHEMA ve HSA-immobilize PHEMA kriyojellerin pihtilasma sureleri kontrol
plazma ile karsilastirildiginda azalmistir. Ancak bu azalma vicut tarafindan
tolere edilebilir orandadir. Bu nedenle HSA immobilize PHEMA kriyojellerin kan
uyumlulugunun oldukga iyi oldugu sonucuna variimigtir.

HSA immobilize PHEMA kriyojeller kullanilarak elde edilen platelet kaybi %
2.32, I6kosit kaybi1 %5.17°dir. Bu sonugclara gore kriyojeller Uzerine belirgin bir

hdcre yapigsmasinin olmadigi sdylenebilir.
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2 saatlik etkilesim suresi sonrasinda PHEMA kriyojellerin yuzeyine yaklasik
olarak 2.46 mg spesifik olmayan bilirubin adsorpsiyonu gercgeklesmistir. HSA
immobilize PHEMA kriyojellerde ise plazmadaki bilirubin seviyesinde onemli
oranda azalma gorulmuastir. HSA immobilizasyonunun etkinligini bu sonugclar
ortaya koymaktadir. Kriyojel ylizeyinde HSA immobilizasyon miktari arttikga
uzaklastirma etkinligindeki artis belirginlesmektedir. 2 saat sonunda HSA
immobilize PHEMA kriyojeller plazmadaki bilirubin sinir seviyesi olan 1.23
mg/dL degerinin altina indirmigtir.

Adsorplanan molekullerin adsorbanla etkilesimini belirlemek igin Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon modelleri elde edilen verilere uygulanmigtir.
Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon igleminin Langmuir adsorpsiyon
modeline daha uygun oldugu gorulmektedir. Ayrica, Langmuir adsorpsiyon
izoterminden hesaplanan maksimum adsorpsiyon degeri (Qmax) deneysel
verilerle uyusmaktadir.

Deneysel verilere yalanci birinci ve ikinci derece kinetik modeller
uygulanmigtir. Korelasyon katsayilari incelendiginde; kriyojel yuzeyindeki HSA
ile bilirubin arasindaki etkilesimin yalanci-ikinci derece kinetik modeline daha
uygun oldugu saptanmistir ve PHEMA-HSA5 kriyojellerine bilirubin
adsorpsiyonunun herhangi bir difizyon kisitlamasi olmaksizin kimyasal
kontrollU gergeklestigi sonucu elde edilmigtir.

Adsorpsiyon-Desorpsiyon islemi ayni kriyojeller ile 10 kez tekrarlanmigtir.
Kriyojellerin  adsorpsiyon  kapasitesinde kayda deger bir azalma
g6zlenmemigtir. Desorpsiyon verilerine gore 1.0 M NaCl ve 0.1 M NaOH iceren
¢Ozeltinin uygun bir desorpsiyon ajani oldugu ve bu ¢alismada kullanilan HSA
immobilize PHEMA kriyojellerin tekrar kullanilabilirligine olanak sagladigi

soylenebilir.
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