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OZET

MOLEKULER DAMGALANMIS BIYOMATERYALLER iLE INSAN

PLAZMASINDAN BILIRUBIN VE KOLESTEROL UZAKLASTIRILMASI

KAYA KOCDOGAN, Arzu
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Biyoloji Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Sema TAN

Temmuz 2009,73 Sayfa

Hiperbilirubinemi ve hiperkolesterolemi tedavisi ic¢in biyomateryallerde
molekiler damgalama teknigi kullanilmigtir. Kitosan ve agaroz dogal polimerleri
materyal olarak secilmistir. Bilirubin ve kolesterol damgali kitosan-agaroz
biyomateryalinin bilirubin ve kolesterol uzaklastirma kapasitesinin belirlenmesi igin
insan plazmasi kullanilmistir. Bilirubin uzaklastirilmasi icin pH 7.0, sicaklhik 37°C ve
baslangi¢ bilirubin konsantrasyonu 40 mg/g optimum sartlar olarak belirlenmistir.
Kolesterol uzaklastiriimas: icin pH 6.0, sicaklik 37 °C ve baslangi¢ konsantrasyonu
59.7 mg/g optimum sartlar olarak belirlenmistir. NaCl konsantrasyonunun

arttirilmasi ile bilirubin ve kolesterol i¢in iyonik siddetin azaldig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiler damgalama, bilirubin, kolesterol, kitosan-agaroz,

biyomateryal, uzaklastirma



ABSTRACT

BILIRUBIN AND CHOLESTEROL REMOVAL FROM HUMAN PLASMA

WITH MOLECULAR IMPRINTING BIOMATERIALS

KAYA KOCDOGAN, Arzu
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc.Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sema TAN

July 2009, 73 Pages

The molecular imprinting technique is used for treatment of
hyperbilirubinemia and hypercholesterolemia in biomaterials. The natural polymers
agarose and chitosan are chosen as a material. The human plasma is used for the
detection of bilirubin and cholesterol remove capacity of bilirubin and cholesterol
imprinted chitosan-agarose biomaterials. The optimum conditions are determined
pH: 7.0, temperature 37 °C and initial bilirubin concentration is 40 mg/g for bilirubin
removal. The optimum conditions are determined pH: 6.0, temperature 37 °C and
initial cholesterol concentration is 59.7 mg/g for cholesterol removal. It is found out
that while NaCl concentration is increasing, the ionic strength is decreasing for
bilirubin and cholesterol.

Key Words: Molecular imprinting, bilirubin, cholesterol, agarose-chitosan |,

biomaterial, removal.
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1. GIRis

Molekiler tamima dogadaki temel reaksiyonlardan biridir ve baglanma
bolgeleri molekdlun blydkligi, sekli ve kimyasal fonksiyonu ile iliskilidir.
Molekiiler damgalama, cesitli hedef molekilleri kullanarak polimerde spesifik
tamima bdlgeleri olusturan bir tekniktir. Kisaca molekiler damgalama islemi,
cozeltide uygun fonksiyonel monomerlerin hedef molekil etrafinda toplanmasini
(hedef molekil-fonksiyonel monomer kompleksinin olusumu) ve ¢ boyutlu
polimerik  materyal icerisinde polimerizasyonun gerceklestirilmesi, olusan
polimerden hedef molekuliin uzaklastiriimasiyla polimerik materyalde hedef
molekiltin kalibinin olusmast basamaklarin: icermektedir “?.Bu materyaller yiiksek
secicilikte hedef molekilun tekrar baglanmasinda kullanilabilmektedir Hedef
molekdlin bir karisstmdan bilinen ayirma islemlerine gore daha kisa siirede ve distk
maliyetle, aym zamanda yiiksek basing ile sicakliga gerek duymadan guvenilir bir
sekilde ayrilabilmesi molekuler damgalanmis materyallerin bilinen en 6nemli

avantajlar: arasinda sayilabilir.™?

Molekiler damgalanmis materyaller olarak biyolojik reseptorler, saflastirma,
izolasyon, atik su artiminda sikga kullaniimaktadir. Son yillarda biyolojik sivilardan
toksik  maddelerin  antiminda da  molekiler damgalanmis  materyaller

kullanilmaktadir. Ilk goze carpan calismalar, kandan bilirubin uzaklastiriimas:



calismalanidir. Bu ¢calismada da hiperbilirubinemi tedavisine yeni bir yaklasim olarak

molekiler damgali biyomateryallerin gelistirilmesi amaclanmastir.

Karaciger yetmezligi, eritrosit enzim bozukluklari, sepsis, eritrosit membran
defektleri, ekstravaskular kan toplanmasi, polisitemi gibi nedenlerle plazmada
bilirubin seviyeleri artmaktadir. Bu sekilde plazmadaki bilirubin seviyesinin artisi
hiperbilirubinemi olarak adlandiriimaktadir. Bilirubin seviyesindeki bu artis sikca
rastlanan bir durum olmasin ragmen, kan-beyin bariyerini gecen bilirubinin beyin
hlcrelerinde birikmesi ile olusan Kernikterus sendromu gibi ciddi rahatsizliklarin
gorilme olasigini da arttirmaktadir “®. Bilirubin seviyesini kontrol etmek veya
dustrmek icin uygulanan fototerapi geleneksel yontemlerdendir. Bu yéntemin deride
kizariklik, katarakt olusumu ve deri kanseri riskini arttirma gibi yan etkileri
mevcuttur®”. Hiperbilirubinemide uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinde
rastlanilan olumsuzluklar alternatif yontemlerin arayisini giindeme getirmistir. Bu
calismada da yeni ve alternatif bir yontem olarak insan plazmasindan bilirubin
uzaklastirrilmasinda  molekiler damgali  biyomateryallerin  kullanilabilirligi

arastirtlmistir. Kitosan ve agaroz dogal polimerleri materyal olarak secilmistir.

Hidrojel yapidaki kitosan, biyotip uygulamalarinda kullanilmas: dustnilen
materyallerin sahip olmasi istenilen 6zelliklerin hemen hemen tamamin: blinyesinde
bulunduran dogal bir polimerdir. Agaroz ise notral 6zellikte bir polisakkarittir ve jel
olusturma oOzelligi ile farmakoloji ve gida endustrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Her iki polimerin olumlu 6zellikleri biraraya getirilerek olusturulan
materyale yiksek segicilik 6zelligi kazandirmak amac: ile bilirubinin molekiler
damgalanmas:  gergeklestirilmistir.  Caligmada  gelistirilen  bu  materyaller

biyouyumluluk derecesi, SEM ve denge su igerigi calismalart ile karakterize



edilmistir. Biyomateryallerin biyomedikal alanda uzun sireli kullaniminda, kan ile
biyomateryalin temas: sonucu ¢ok sayida biyolojik reaksiyonlar olusmaktadir. Bu tir
reaksiyonlar ilk olarak biyomateryal ylizeyinde olusmaktadir. Bu nedenle agaroz-
kitosan biyomateryallerinin kan uyumluluk 6zellikleri plazma proteinleri ve platelet
adhezyonu, hemoliz gibi testlerle belirlenmistir. Karakterizasyon calismalarinin
tamamlanmas: sonrasinda biyomateryalin bilirubin uzaklastirma kapasitesi sulu
cozeltide degerlendirilmistir ve pH, sicaklik, baslangi¢ bilirubin konsantrasyonu ve
iyonik siddet gibi cesitli sistem parametrelerinin etkisi de test edilmistir. Bu yolla
bilirubin uzaklastirma prosesi icin optimum kosullar belirlenmistir. Calismamizin
son asamasinda elde edilen optimum kosullar ile insan plazmasi modifiye edilmis ve
bilirubin damgali kitosan-agaroz materyalleri ile plazmadan bilirubin giderimi

calisiimistur.

Kandan bilirubin uzaklagtirma konusunda yapilan calismalarin gogu ticari
bilirubin cozeltisi ile olusturulan adsorpsiyon islemlerine dayanmaktadir. Calisilan
biyomateryaller de spesifik olmayan etkilesimlere agiktir. Yani bilirubin yaninda
bilirubin 6zelliklerine sahip (yuk, biylklik, polarite gibi) diger molekullerle de
etkilesime girebilir. Bu nedenle bu tiir ¢caligmalarda ilk olarak ylksek spesifiklik ve
uygulanabilirlik aranmaktadir. Bu caligmada gelistirdigimiz molekiler damgal:
biyomateryallerin bilirubin icin yiksek spesifiklige ve uygulanabilirlige sahip oldugu
belirlenmistir. Kandan molekul saflastirma yada uzaklastirma islemlerinde
biyomateryaller kan yada plazma gibi biyolojik sivilarla  mutlaka
etkilestirilmelidirler. Clnkl bu tur sivilar kompleks yapida ve ¢ok bilesenlidir. Sulu
cozeltilerde elde edilen yuksek performans diger molekillerin varligindan dolay:

biyolojik sivilarla yapilan denemelerde elde edilemez. Bilirubinin plazmadaki yapisal



oOzelligi, yik durumu ve G¢ boyutlu yapisi biyomateryal ile etkilesiminde énemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle sulu ¢ozeltiler sadece optimum kosullarin arastirilmasi
icin yeterli olacaktir. Calismamizda sulu c¢o6zeltiden ve plazmadan bilirubin

uzaklastiriimasi test edilmis ve yiiksek performans elde edilmistir.

1.1.  Kaynak Ozetleri

1.1.1. Molekuler Damgalama

Molekiiler damgalama islemi, (zerinde hedef molekilu tanima o6zelligi tasiyan
merkezler iceren materyallerin sentezlenmesine dayanmaktadir. Bu islem (g
basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta baskilanacak molekiil ile monomer
etkileserek bir bilesik olustururlar. ikinci basamakta bu bilesik,, islevsel monomer
uzerinden polimerlestirilir.  Polimerlestirme gerceklestikten sonra kaliplanan

molekdil, yikama islemiyle polimerik yapidan uzaklastirilir (Sekil 1.1).



o~ @ e A
N—aHede Monomerler

Hedef molelilin yemden Hedef molekilin
baglanmasi uzaklastirilmast

. Mol_ekiilcr Damgal
Biyomateryal

Sekil 1.1. Molekiiler damgalamanin genel mekanizmas:®)

Baylelikle, hedef molekuliin polimerik yapidan uzaklastirilmasindan sonra
geride damgalanmis baglanma bolgelerine sahip bir polimer kalir. Artik bu polimer
hedef molekiil icin yiiksek secicilik ve afiniteye sahiptir. Ornegin, hedef molekili de
iceren bir karisim, baskiladigimiz polimer ile etkilesecek olursa, sahip oldugu
baglanma bdlgeleri nedeniyle yalnizca hedef molekilu taniyarak ona baglanacak ve
boylelikle hedef molekiliin karistm ortamindan uzaklastirilmas: ya da saflastiriimasi

saglanmis olacaktir®.



Molekiler damgalama son derece basit bir islem olarak gdzukiyor olsa da,
yontemin basarisi icin dikkat edilmesi gereken noktalar vardir. En temel nokta,
polimerlesme sirasinda monomer ve hedef molekdl etkilesimlerinin kararli olmasidir.
Kararliligi artirmak amaciyla pek ¢ok uygulamada, su benzeri organik ¢ozuciler
kullanilmaktadir. Hazirlanan damgalanmis polimerlerin mekanik acgidan kararl

yapida olmas: da damgalamanin basarisin: etkileyen bir diger noktadir®®).

Molekiiler damgalama alaninda yapilan ¢alismalarla, pek ¢ok molekil basarili bir
sekilde damgalanmis durumdadir. Ancak bu konudaki en o6nemli kisitlama,
baskilanacak molekulin kuctk olmasi gerekliligidir. Baskilanan molekilin daha
sonra polimerik yapidan uzaklagmas: gerektiginden, polimerin godzeneklerinden
gecebilecek kadar kigik olmak zorunludur. Simdiye kadar damgalanmis molekdiller
arasinda cesitli ilaclar, hormonlar, proteinler, aminoasitler, karbonhidratlar, boyalar,
bocek ilaclari, niikleotidler, koenzimler ve kolestrol gibi steroidler sayilabilir®®*?,

Molekiler olarak damgalanmis polimerlerin yuksek secicilik gostermelerine
ragmen degisik ortam kosullarina karsi (6rnegin; pH ve sicaklik) daha kararl:
olmalari ve kolay elde edilebilmeleri, bu konuyu daha da ilgi cekici hale
getirmektedir. Molekdler olarak damgalanmis polimerlerin en sik kullanildig: alanlar
saflastirma ve giderim islemleridir. Bu materyallerin, baskilanan mole-kli, ona ¢ok
benzer birgok molekil arasindan (hatta bazi molekillerin L ve D formlarinin
ayrilmasi gibi) taniyabilme 6zelligi, pek ¢cok ayirma ve saflastirma islemi agisindan
ilgi c¢ekici bulunmaktadir. Naproxen, Timoiol gibi ilaclarin ayirma islemleri,
ilaglarda molekilun tek bir formunun kullanilmas: gerektiginden, en énemli ve kritik
ayirma islemlerinden biri olmasina ragmen damgalanmis polimerler kullanilarak

yapilan ayirma islemlerinde oldukca iyi sonuclar elde edilmistir V.



Molekuler damgalanmis materyaller, katalizér olarak da kullanilabilmektedir. Bu
tir uygulamalar igin gelistirilmis damgalanmis polimerler, plastik enzimler olarak
adlandirilmaktadir. Plastik enzim, hedef molekull taniyarak ve ona baglanarak
kimyasal tepkimenin aktivasyon enerjisini distrmekte; boylece tepkimenin daha
hizli, daha dislik sicaklikta ve daha verimli bir sekilde gerceklesmesini

saglamaktadir®*?.

Molekdiler baskilanmig materyallerin su aritiminda, su icerisindeki istenmeyen
molekdlleri tutucu bir eleman olarak kullanilmasi mimkunddr. Baskilanmis
polimerler, cesitli savunma sistemlerinde kimyasal ve biyolojik silah tehdidine
karsida kullanilabilirler. Bu sistemlerde polimerlerin  tamima 0Ozelliginden
yararlanilarak kimyasal veya biyolojik silah molekullerinin polimer tarafindan tespit
edilmesi saglanabilir ve erken uyari sistemleri gelistirilebilir. Sulardan toksik
bilesenlerin aritilmasinda  kullanilabilecegi gibi kandan toksik bilesenlerin
uzaklastirllmasinda ya da 6nemli proteinlerin ve enzimlerin izolasyonunda da
molekiler damgalanmis polimerlerden yaralanilabilmektedir. Literattirde bilirubinin
kandan gideriminde molekuler baskilanmis materyallerin kullanidigina dair bilgiye

rastlamak mumkindir®™®,

Dogal reseptorlere gore molekiler damgalanmis polimerin pek cok avantajlart

mevcuttur. Bunlar sdyle siralanilabilir;

I. Molekiler damgalanmis materyallerin hazirlanmas: oldukga ekonomiktir.
ii. Molekiler damgalanmis polimer hazirlanmasi daha pratiktir.
iii. Molektler damgalanmis polimerin afinitesi dogal biyomolekuliinkine benzer

ve daha spefiktir.



iv. Molekiler damgalanmis polimer disuk pH, basing ve sicakliga kars1 oldukca

dayaniklidur.

Butlin bu bilgilerin 1s1ginda  molekiler damgalamada gelecekte 6nemli
gelismelerin yasanacagini ve bu yontemin bircok islevin gerceklestirilmesinde

kullanilacagini soylemek mimkinddr.

1.1.2. Molekuler Damgalamanin Kullamim Alanlar

Molekiiler damgalama pek ¢ok alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
alanlardan bazilarini su sekilde dzetlemek mimkiindur:

I. Kromatografi

ii. Kati faz ekstrasyanu

iii. Secici gecirgen membran

iv. Ilag salintm mekanizmalar:
V. Klinik ve cevresel uygulama alanlarinin absorbant icin
Vi. Cevresel sensor, multisensorler igin ve klinik sistem kontrolu

Kromatografi; Biyoteknoloji ve genetik mihendisligi alanlarindaki buyuk
Olcekte enzimlerin ve proteinlerin, endistriyel Olcekte Uretilmesi hizlandirildi. Bu
sivi kdltlir ortamlarindan protein, enzimlerin ve serum gibi biyolojik akiskanlardan

toplanmas basit kromatografik ayirma teknikleri ile olmaktadir.

Kromatografi karisimdaki maddelerin baslangicta bulunduklar: fazlardan
ayrilmalarin: saglayan analitik bir tekniktir. hedef molekdllerin saflastirilmasinda ve
karsilastirmasinda kullaniimaktadir. Kimyanin 0Ozellikle klinik kimya, biyokimya,

farmosotik kimya, molekiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda kullaniimaktadir.



Kromatografi ayrim farkli maddelerin, farkli derecelerde dagilmas: esasina dayanir.
Urtiniin  geri kazanimi genellikle basittir ve kromatografik teknik genellikle

laboratuvardan biiyiik 6lcege taginabilir.®

Kati faz ekstraksyonu; temel olarak kiiglk, tek kullanimlik ekstraksiyon kolon
veya disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve ileriki analiz asamalari igin,
matriks yapisinin degistirilmesi amaglanarak hazirlanmis olan kolon ve disklerden
ekstrasyonlarin  gegirilmesi esasina dayanmaktadir. Sivi  Ornegin  kolondan
gecirilmesi, yercekimi vasitasiyla (manual) gerceklestirilebildigi gibi, zaman
kaybinin 6niine gegmek amaciyla vakum manifoldlar: yardimiyla da yapilabilir. Son
yillarda ayni prensiple cok daha disuk miktarda Ornegin uygulandig: kati faz

ekstrasyanu plakalar: da kullanilmaktadir. ¢

Secici gecirgen membran; Saflastirma ya da yalitma isleminde kullanilir.

Ila¢ sahm mekanizmalarr; ilag saliminda siklikla kullanilan klasik yontemler,
tablet ya da kapsullerin agizdan alim: ya da enjeksiyon seklindedir; ve bu yontemler
sik ve tekrarlanan dozlarda ilag alimini gerektirmektedir. Kandaki ila¢ diizeyinin
zamanla degisimini gosteren grafik disunuldugiinde ila¢ alimini takiben kandaki ilag
derisiminin baslangicta bir slre arttig1, daha sonra ¢ok kisa bir sure igin sabit kalarak
hizla azaldigi dikkati ¢eker. Derisimin disme sdresi, ilacin metabolize edilme,
parcalanma ya da etki alanindan uzaklasma gibi yollarla sisteme yararsiz hale gelme
hizina baghdir. Ilacin kan plazmasindaki derisimi, etkin diizeyin altina dusebilir ya
da toksik bolgeye cikabilir. Etkin diizeyin altindaki ve toksik duzeydeki bolgeler

bosa harcanmis ilag miktarlarini ifade eder. Ayrica, ilag derisiminin etkin diizeyin



altina diismesi ya da toksik duzeyin tzerine ¢ikmas: hastada istenmeyen yan etkilere

neden olabilir. ¢

Molekiler damgalama tekniginde kullanilan polimerik hidrojeller, separasyon
teknikleri, yumusak doku implantasyonlari, salim sistemleri (hormon, protein ve
ilag), kontakt lens ve yapay damar yapiminda biyomedikal ve biyoteknolojik agidan
buyuk 6neme sahiptir. Hidrojeller, yumusak ve esnek yapida olmalari, mukoza zarn
ve dokular dusik oranda yapismalari yiksek biyouyumluluk goéstermeleri gibi
avantajlara sahiptir. Calismam da kullandigim Kkitosan ve agaroz da hidrojel

yapidadir.

Hidrojel yapidaki kitosan, biyotip uygulamalarinda kullanilmasi dustnulen
materyallerin sahip oldugu butiin 6zelliklerin hemen hemen tamamin: igeren dogal
bir polimerdir. Lineer yapida bir polisakkarittir olan kitosan, yuksek yuk
yogunluguna sahiptir ve reaktif fonksiyonel gruplar ( -OH, -NH;) tasimaktadir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 kitosan tibbi uygulamalarda, kisisel bakim Grlnlerinin
hazirlanmasinda, tarimsal ila¢ uygulamalarinda, atik su aritim sistemlerinde ve

degisik biyoteknolojik uygulamalarda kullaniimaktadir. (Sekil 1.2.)

R = H vada COCH;

Sekil 1.2. Kitosanin yapisi
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Seliiloz yapisina benzemeyen kitosan farkli ligandlarla modifikasyona izin
vererek cok sayida reaktif gruba (kitinde —CH,OH, kitosanda -CH,OH ve —NH, )
sahiptir. Alkali kosullarda, reaktif boyalarin klor gruplar: ile kitinin -CH,OH grubu,
kitosanin -CH,OH ve —NH, gruplar1 arasinda olusan reaksiyonla, kitin ve Kkitosan

Uzerine boyalarin tutuklanmasini gerceklestirmistir.

Agaroz nétral 6zellikte bir polisakkarit olup polimerizasyon sonrasinda
yuksek sisme 0zelligine sahip olan hidrojelleri olusturmaktadir. Hidrojel olusturma
Ozelligi ile farmakoloji ve gida endustrisinde yaygin olarak kullanilan agaroz,
Rhodophyceae sinifina ait kirmizi alglerden elde edilmektedir®. Agaroz yiiksek su
tutma kapasitesine sahiptir ve bu 6zelligi ile medikal alanlarda da yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir.(Sekil 1.3.)
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Sekil 1.3. Agarozun yapst ve jel olusumu®®

Kromatografik calismalarla toksik materyallerin uzaklastirma islemleri de
oldukca yaygindir. Bu kromatografik ¢aligmalara atik sulardan agir metallerin, boyar
maddelerin ve fenol gibi toksik bilesiklerin uzaklastirilmasi, kan gibi biyolojik
sivilardan proteinlerin ayristiriimasi, kanda olusan toksik maddelerin uzaklastiriimasi

ornek verilebilir.
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Kanda yiksek dozda bulunan bilirubin, hiperbilirubinemiye sebep olurken
cesitli rahatsizliklarada yol agmaktadir. Kanda toksik diizeye ulasan bilirubin,
farmakolojik yontemle ve fototerapi ile tedavi edilebilir. Ancak bu tir yontemler

beraberinde cesitli yan etkilere yol agmaktadir.

Hiperbilirubinemi tedavisinde kromatografik yontemlerin kullanim: son
zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat molekiler damgalanmis

yontemlerle bilirubin giderimi konusunda ¢alismalar yetersizdir.

1.1.3. Bilirubin

1.1.3.1.Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubin, hemoglobin gibi hemoproteinlerin yikimi sonucu meydana gelen
bir Grinddr. Bilirubinin %75’i dolasimdaki eritrositlerin yikimindan, % 25’i ise
yetersiz eritropoez ile myoglobin, sitokrom, katalaz, siklooksijenaz, guanilsiklaz,
nitrik oksit sentaz ve peroksidaz gibi diger hemoproteinlerin yikimindan meydana
gelir. Retikiloendotelyal sistemde toplanan ve pargalanan eritrositlerden énce globin
zincirleri ayrilir. Daha sonra hem oksijenaz enzimi aracihigiyla hem halkasindaki
karbon atomu ayrilir ve karbonmonoksit (CO) olarak akcigerlerden atilir. Demir
tekrar kullanima girerken, hem 6nce biliverdine ve daha sonra biliverdin rediiktaz

enzimi araciligiyla bilirubine donusur (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Hem’den bilirubin olusumu®

Bilirubin, U¢ tek karbon koprusiyle birbirine baglanmis dort pirol
halkasindan olusur. Ortadaki karbon koprisi, orta 2 pirol halkasina tek olarak
baglanir, yanlardaki 2 karbon koprusu ise diger iki pirol halkasina ¢ift bagla baglanir.
(Sekil 1.5.) Bilirubin molekilinde butin polar gruplar molekdl iginde
bulundugundan dolay: yap:, hidrofobik ve lipofilik bir ozellik kazanr @7
.Membranlardan gecisi kolaylastiran lipofilik 6zellik, intramolekuler hidrojen baglari
sayesinde ortaya cikar. Lipofilik oOzellik intrauterin donemde plasenta yoluyla

temizlenmeyi saglarken, postnatal doénemde kan-beyin bariyerini kolayca

gecebilmesine ve zararl etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur.
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Sekil 1.5.Bilirubin®

Retiklloendotelyal sistemde meydana gelen bilirubin albumine baglanarak
karacigere taginir. Her bir albumin molekiliine 2 bilirubin molekilu baglanabilir. 1g
albuminin teorik olarak bilirubin baglama kapasitesi 8,5 mg dir. “®. Bilirubin

serumda 4 degisik halde bulunabilir:

i. Albumine bagl konjuge olmamus bilirubin,
ii. Albumine baglanmamis serbest bilirubin,
iii. Konjuge bilirubin (Safra ve bobrek yoluyla atilabilir),

iv. Albumine kovalent bagl: konjuge bilirubin (Delta bilirubin) ¢°

Serumda bilirubin analizi sirasinda delta bilirubin 6lgilemez. Konjuge
bilirubin direkt bilirubin olarak olculiirken, albumine bagli ve serbest olan konjuge
olmamig bilirubinin tamami indirekt bilirubin olarak o6lcullr. Karacigere gelen
albumine bagl bilirubin, karaciger hiuicre yizeyinde albouminden ayrilir ve membran
reseptorlerine baglanir. Hepatosit bagirsaklardan emilen besin  maddelerini
hicrelerine getiren ve atik maddeleri karacigerden uzaklastiran safra sivilarim
salgilayan yap1d1r.(21) Hepatosit igine gecen bilirubin, sitozolde bulunan ligandin
veya Y protein (glutatyon S-transferaz B) adi verilen reseptore baglanarak diz

endoplasmik retikuluma tasinir. Hepatosit igindeki bir diger reseptor olan Z
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proteininin (yag asidi baglayici protein) bilirubin afinitesi zayiftir. Bilirubinin bu
sitozolik proteinlere baglanmasi, bilirubinin hiicre disina ¢ikisini 6nler. Bilirubinin
safra icerisine salgilanmasi ve viicuttan atilimi icin daha suda ¢6zinur halde olmasi
gerekmektedir. Duz endoplasmik retikuluma gelen bilirubin, uridildifosfat glukuronil
transferaz (UDPGT) enzimi yardimiyla suda eriyen iki glukuronil grubunun
bilirubinin bir veya iki propiyonik ucuna eklenmesi ile mono ve diglukuronid sekline
dondsir. Enzimle olusturulan bu glukuronidasyon, vicuttaki en 6nemli
detoksifikasyon mekanizmalarindan biridir . Glukuronidle konjugasyon, bilirubin
atiliminin % 90’1 olusturur. Kalan bilirubin ise glukoz, ksiloz, taurin gibi baska
maddelerle konjuge olarak ya da oksidasyon, hidroksilasyon, veya indirgenme
reaksiyonlarina girerek suda erir hale gelir ve atilir. Konjuge edilen bilirubin enerji
harcayan bir tasiyic1 sistem aracihigiyla kanalikiiler membrandan safra icine atilir.
Safra kanalindaki bilirubin konsantrasyonu hepatosittekine kiyasla 100 kat daha

fazladur.

1.1.4. Bilirubin Toksisitesi

Yiksek konsantrasyonlardaki bilirubin, basta sinir hicreleri olmak uzere
bircok degisik hiuicrede metabolik fonksiyonlari bozmasina ragmen bu etkilerin
gercek mekanizmasi hentiz tam olarak bilinmemektedir. Bilirubinin konjuge olmamis
ve baglanmamis formu toksik olan kismidir. Albuminle baglanma toksisiteyi azaltir.
Kan beyin bariyerinin hasari, plazma proteinlerinin baglama kapasitesini asan asir
miktardaki konjuge olmamus bilirubin yiki ve albumine baglanan diger kuigik
molekilli maddelerin artis1 ile diisik bilirubin diizeylerinde bile cesitli toksik etkiler

gosterebilir.
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Bilirubin, albumine 1:1 molar oraninda baglanir. Her bir gram albuminin 8,3
mg bilirubin bagladig: bilindigine gore, plazma albumini 3 g olan yenidogan bir
bebekte 24,9 mg bilirubinin albumine baglanabilecegi anlasilir. Bilirubin:albumin
oraninin 1’in Uzerine ¢ikmasi , albuminin baglanma boélgelerinin baska molekiller
tarafindan doldurulmus olmasi ve albumin dizeyinin distik olmasi durumunda
bilirubinin albumine baglanma ihtimali azdir. Bir miktar bilirubin eritrositlere ve

dokulara baglansa bile bu baglanmalarin klinik bir énemi yoktur.

Bilirubin, hucre membranina, lipozomlara, Sinaptozomlara ve membrantz
vezikullerdeki fosfolipidlere baglanir. Noronlarda ise once distal aksonlara baglanir
ve hiicre gévdesine ulasir. Bilirubinin bazal ganglionlara olan afinitesinin nedeni tam
bilinmemekle beraber, bu bolgenin vaskularitesi ve lipid yapist bilirubinin taginmasi,
alinmas:1 ve baglanmasini etkileyebilir. Ancak klinik bulgulara yol acabilecek
bilirubinin hangi dizeyde ne kadar siire kalmasi gerektigi bilinmemektedir. Bilirubin,
hem ekstraseltiler hemde membrana baglanarak ortamda bircok hiicresel fonksiyonu
bozar. Membrana baglanan bilirubin, surfaktan etkisi gostererek yuzey gerilimini ve
membran polaritesini azaltir ve membrandaki iyon transport kanallarini etkileyerek
iyon degisimine yol acar. Bilirubin, su ve sodyum transportunu inhibe ederek
kernikterus sonrasi gorilen noronal sisme ve piknosis ile uyumluluk gosterir. Hucre
ici metabolizmada bilirubinin inhibe ettigi 6zel bir enzim yoktur. Bilirubin in vitro ve
in vivo olarak proteinlerin fosforilasyonunu ve protein kinazlarin aktivasyonunu
Onler. Diger yandan mitokondrilerin fonksiyonlarini bozar, Na-K-ATPaz aktivitesini,
sinoptozomlarda, tirozin alimini ve dopamin sentezini azaltir. Bazi hiicrelerde ise
metiyonin ve timidin alimin:t azaltarak mitokondri ve hicre viabilitesini bozar.
Bilirubin toksisitesinin erken ddnemlerinde membran potansiyellerinin azalmasi,

hlcreler aras iletiyi de azaltir. Bu azalma, bilirubinin deterjan etkisine baglanmistir.
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Beyin sapindaki isitsel uyarilmis potansiyellerin azalmas: ve uzun dénemde gorilen
isitme kayiplarinin ortaya ¢ikmasi da, bilirubine bagl bu etkilerin gegici veya kalici
olmasiyla agiklanmaktadir. Sinaptozomlarda tirozin aliminin, dolayisiyla dopamin
sentezinin azalmasi da bilirubin konsantrasyonuyla orantili olarak sinir iletisini
azaltir. Degisik beyin bolgelerinin fonksiyonel durumlari farkli oldugu gibi
néronlarin bilirubine kars1 duyarliliklari da gestasyon yasi ve postnatal yasa baglh

olarak farkhiliklar gosterir. ¢

Serumdaki yuksek indirekt bilirubin seviyeleri bilirubin ensefalopatisi ve
kernikterusa da yol agabilir. Bilirubin ensefalopatisi dogumu takip eden ilk hafta
icerisinde bilirubin toksisitesine bagli olarak meydana gelen akut merkezi sinir
sistemi bulgularidir. Kernikterus ise bazal ganglionlar ve cesitli beyin sap1
nukleuslarinda bilirubinle seviyelerinin artmasina bagl olarak olusan kronik ve kalici
hastaliktir. @ Yiiksek bilirubin seviyesine maruz kalma siiresi ve beyin bariyerini

gegen bilirubin konsantrasyonu nérotoksisite olusumu icin 6nemli faktérlerdir.

1.1.4.1.  Hiperbilirubinemi

Kanda bilirubin diizeyinin artmasi hiperbilirubinemi olarak adlandiriimakta
ve bircok nedene baglh olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hemolitik anemiler, polisitemi,
immaturite veya transfuzyona bagl olarak eritrositlerin dmdarlerinin kisa olmast,
artmis enterohepatik dolasim, genetik yetersizlikler, hipoksi, infeksiyon ve tiroid bezi

yetersizligi bu nedenlerden bazilaridir. ¥

Pilor stenozu olan hastalarda karaciger glukronil transferaz aktivitesi ve
karaciger kan akimi azalmis bulunur. Bagirsak gecis zamaninin uzamasi da

enterohepatik dolasimi artirarak hiperbilirubinemiye yol acar. Hipotiroidili hastalarin

17



%10'unda sarilik gorilebilir ve hatta bu sarilik, hipotroididen suphelenmek icin ilk
bulgu olabilir. Bu hastalarda UDPGT aktivitesi azaldigindan dolay: bilirubinin
karacigere gecisi artmaktadir. Otozomal resesif gecen Crigler-Najjar Sendromunda
UDPGT enzimi bulunmamaktadir. Hastalarda ilk 3 gun icinde bilirubin hizla yikselir
ve 25-35mg/dl diizeyine kadar ulasabilir ve yogun tedavi yapilmazsa kernikterus

gelisebilir.

Eritrositlerde enerji Gretimi, glikolize bagli olup oksidatif fosforilasyon
kullanilmaz. Bu nedenle, glikoliz slrecinde meydana gelen aksakliklar eritrosit
fonksiyonlarin1 ve 6mrini etkiler. Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve Piruvat

kinaz eksikligi de hiperbilirubinemi sebepleri arasinda sayilabilir ¢

1.1.4.2. Hiperbilirubinemilerin sinmiflandiriimasi

Bilirubin metabolizmasindaki bozuklugun meydana geldigi yere gore kanda
indirekt bilirubin veya direkt bilirubin artar. Hiperbilirubinemiler, kanda artan
bilirubin seviyesine gore indirekt bilirubin veya direkt bilirubinin olarak iki ana
sinifa ayrihr. indirekt hiperbilirubinemi asir1 bilirubin yapimina, hepatik ahim
bozukluguna ve bilirubinin  konjugasyonunda bozukluga baglh  olarak
gelisebilmektedir. indirekt hiperbilirubinemi bazi irklarda (Cinli, Japon, Koreli ve
Amerika Yerlileri) daha fazla goriilmektedir.®¥ Direkt hiperbilirubinemi ise
hepatositlerden atilim bozukluguna, intrahepatik kolestaza ve ekstrahepatik kolestaza

bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. ¢?
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1.1.4.3.Hiperbilirubinemi Tedavisi

Bilirubin toksisitesinin gecici ve kalici etkilerinin ortadan kaldirilmas: igin
hiperbilirubineminin tedavisi buyik 6nem tasimaktadir. Ancak bilirubin miktarlarina
gore hangi tedavilerin uygulanmasi gerektigi konusu son yillarda blyuk tartismalara
neden olmustur. Hiperbilirubinemi tedavisinde fototerapi, kan degisimi ve

farmakolojik tedavi olmak tizere farkli yontemler kullaniimaktadir.®?

1.1.4.3.1. Fototerapi

Fototerapinin hiperbilirubinemi Uzerine etkisi ilk olarak 1956 yilinda
Ingiltere’de Miss. J. Ward tarafindan tesadiifen bulunmustur. Miss. J. Ward, sorumlu
hemsire olarak calistigi premature servisindeki bebeklerin agik havada glinese maruz
kalmalarint takiben vicudun gines isinlartyla temas eden yerlerinde sariligin
azaldigin1 ve o bolgelerin beyazlastigini farketmistir. Bu konudaki ilk tibbi yayin ise
1958 yilinda Cremer ve arkadaslar: tarafindan yapilmistir @¥. Cremer ve arkadaslar:
kan degisimi yapmadan dnce aldiklari kan 6rnegini giines 1s1g1 alan bir pencerenin
oniinde biraktiklarinda bilirubin duzeyinin 6nemli derecede azaldigini gérerek, 1s1g1n
bilirubin Uzerine etkisi olabilecegini disunmis ve hiperbilirubinemi tedavisinde ilk
defa fototerapiyi kullanmaya baslamislardir. Ancak fototerapinin yaygin olarak
kullanilmasi, 1968 yilinda Lucey ve arkadaslari tarafindan fototerapinin yenidogan
sarihig: tedavisindeki etkinligi ve guvenilirligi konusunda yaptiklari yayindan sonra
baglamistir ®®.Ttim bu gelismelere ragmen giiniimiizde hala standart bir fototerapi

yontemi olusturulabilmis degildir.

Fototerapi, yenidogan bebeklerde bilirubin toksisitesine bagl olarak gelisebilecek

akut ve geri dontsumlu “akut bilirubin ensefalopatisi’ ve kalict ‘kernikterus’
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olusmasini engellemede kullanilan bir tedavi yontemidir ®® . Fototerapi hemen
hemen tiim yenidoganlarda bilirubin konsantrasyonunun yikselmesini durdurur veya
azaltir. Bunu hemoliz varhgindan, maturiteden veya derinin pigmentasyon
derecesinden bagimsiz olarak gerceklesir.?”Giiniimiizde fototerapi uygulanmasina
yonelik standart bir yontem yoktur.®® Vicuttaki bilirubinin uzaklastiriimast
amaciyla kullanilan 1s1gin dalga boyunun 460 + 10 nm olmasi, en ylksek verimliligi
saglar. 450 nm dalga boyundaki mavi fotonlar bilirubin tarafindan en fazla absorbe
edilen fotonlardir. Mavi 1s181n ardindan en etkili diger 1s1k, 510 nm dalga boyundaki
yesil 1siktir. Gin 1s1ginin dalga boyu 550-600 nm arasinda oldugundan etkisi daha
azdir 7. Fototerapi, hizli oksidatif reaksiyonlara neden olarak ve bilirubinin
molekdller aras1 yeniden diizenlenmesini saglayarak mutant bilirubin izomerlerinin
olusumu gerceklestirir. Bu izomerler daha polar yapidadirlar ve konjugasyona ihtiyac
duymadan safra ve idrar ile atilabilirler. indirekt bilirubinin fototerapi ile viicuttan

uzaklastiriimasi, birbirleriyle iliskili 3 mekanizma ile meydana gelir. Bunlar;

1) Bilirubinin 151k etkisiyle fotodegisimi,
2) Ciltte olusan fotourunlerin kan dolasimina gegmesi,
3) Kan dolasimindaki foto urunlerin karaciger ve bobrekler araciligiyla viicuttan

uzaklastirilmasidir.
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Sekil 1.6. Bilirubinin fotokimyasal reaksiyonlar®

Fototerapinin yaygin bir sekilde kullaniimas: ile birlikte bu yontemin yan
etkileri de artmigtir ve retina hasari bu yan etkilerden en énemlileri arasindadir. Mavi
151k retinada fotokimyasal hasara neden olmaktadir. ¥ Eriskinlerde retinanin mavi
1s18a maruz kalmasini takiben renkli gérmenin bozuldugu, ileri vakalarda prematur
makuler dejenerasyona neden oldugu gosterilmistir ®° . Fototerapi sirasinda gozlerin
korunmasi icin g6z bantlart kullanilmahdir. Bu bantlarin kullanim: huzursuzluga,
nadiren yenidoganlarda solunum sikintisina neden olmaktadir.

Dehidratasyon ve ishal de fototerapinin diger yan etkileridir. Fototerapi
sirasinda bagirsak gecis siresi yariya diser, sulu, yumusak ve yesil diski gozlenir.
Nitrojen, sodyum ve potasyumun fekal atilimi artar. Diskiyla kaybedilen sivi miktar
normale gére 2-3 kat artar V. Fototerapi alan bebeklerde bagirsaklarda gegici laktaz
eksikligi gozlenmistir. Artan indirekt bilirubin bagirsak epitelinin fircams: kenarinda
laktaz aktivitesini kisitlar ve sonucta laktoz hidrolize edilemez ve emilimi azaldig:

icin ishale neden olur ©?
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Fototerapi uygulamas: ile bireylerde deri dokintlsi, hemoliz, trombosit
yikiminin artmasi, kemik iligi kompansasyonunun yetersiz oldugu durumlarda da

trombositopeni  gelisebilir ¢

Ayrica ultraviyole filtrelerinin  zamaninda
degistirilmemesine bagli olarak cilt yamiklarinin gelistigi gorilmis ve rapor

edilmistir.

Fototerapinin ile uyarilan pineal bezden melatonin salgilanmasinin azalmasi ile
hipokalsemi gelisebilmektedir. Fototerapi énemli yan etkilerinden biri de oksidatif
hasar olusma durumudur. Oksidasyon ve serbest radikallerin, fototerapi alan kilosu
az olan yenidogmus bebeklerde bronkopulmoner displazi, premature retinopatisi,
nekrotizan enterokolit ve PDA gelisimine altyapi hazirladigi 6ne strilmektedir.
Fototerapi, yenidogan bebeklerde gerekli olan antioksidanlarin, kan dolasimi ve
dokulardan uzaklastiriimasina neden olabilir. in vitro olarak klinikte kullanilan
fototerapi dozlariyla ayni seviyede kullanilan isinlar hiicrelerde DNA hasarn
olusturulabilmistir ®*. Ancak yenidogan déneminde fototerapi alan ve uzun siireyle
takip edilen vakalarda biylme, gelisme veya davranissal acgidan herhangi bir

komplikasyon gelisimi izlenmemistir ©* .

1.1.4.3.2. Kan degisimi

Hiperbilirubinemiye bagl rahatsizliklarin dnlenebilmesi icin yapilacak ilk
kan degisimidir. Kan degisimi ile bebegin eritrositlerinin %85'den fazlasi
yenilenirken, serum bilirubin degerleri de yaklasik %50 dusurilmis olur. ilk kez
1946'da Wallerstein tarafindan ortaya konan ve 1951 yilinda Diamond ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen kan degisim teknigi, yenidogan unitelerinin vazgecilmez uygu-

lamalarindan biri haline gelmistir.
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Kan degisimi sirasinda ciddi komplikasyonlar olusabilir. Hemoliz, hiperpotasemi ve
aritmi, hipoglisemi, hipokalsemi ve tetani, trombositopeni, infeksiyon bulasmasi

(hepatit, CMV, HIV, bakteriler vb) ve emboli bu komplikasyonlardan bazilaridir.

1.1.4.3.3. Farmakolojik Tedavi

Hiperbilirubinemi tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlar, bilirubin
atilimint hizlandirict (enterohepatik dolasimi azaltici) veya bilirubin olusmasim
engelleyici etki gosterebilirler. Bilirubin atilmini hizlandiran fenobarbital, etanol,
klorokin, antihistaminikler; bilirubin olusumunu engelleyen kalay protoporfirin ve
mezoporfirin, c¢inko protoporfirin ve mezoporfirin ve enterohepatik dolagimi
engelleyen agar, aktif komur, kolestramin, polivinil pirolidin, bilirubin oksidaz

tedavide kullanilan farmakolojik ajanlardandir.®?

1.1.5.Kolesterol ve Metabolizmasi

Kolesterol, yasam icin gerekli olan mum kivaminda yagims: bir maddedir.
Beyin, sinirler, kalp, bagirsaklar, kaslar, karaciger basta olmak Uzere tim vicutta
yaygin olarak bulunur.®® Hayvanlarin viicut dokularindaki hiicre zarlarinda bulunan
ve kan plazmasinda tasinan sterol olup bir steroid ve alkol birlesiminden meydana
gelmektedir. Daha diisiik miktarlarda bitkilerde de bulunur. ilk defa 1754'te safra
taslarinda kolesterol bulundugu igin bu maddenin ismi Yunanca chole- (safra) ve

steros (kati) sozcukleri ile kimyadaki -ol ekinden turetilmistir.®”

Steroidler perhidrosiklopentanofenantren halka sisteminin deriveleridir. 4

halkadan  olusur, halkalardan 3’0 6 C’lu, 1 tanesi 5 C’ludur.
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Steroller steroidlerin bir simfi olup, C3’de bir OH grubu, C17°de 8-10 C’lu bir

hidrokarbon yan zincir icerirler. Kolesterol insandaki baslica steroldiir( Sekil 1.7.)

Sekil 1.7.Kolesteroliin yapisi

Kolesterol, 6zellikle hayvan Plazmada kolesteroliin cogu esterlesmis haldedir.
Yani C3’deki OH grubuna ester bagi ile 1 yag asidi baglanmistir. Esterlesme yapiyi
daha hidrofobik yapar. Bu nedenle kolesterol, ya bir lipoprotein molekilindn
bileseni olarak proteinlerle beraber veya safradaki PL ve safra tuzlar tarafindan

¢oztnmiis halde taginmalidir.®®

Hayvansal gidalarda bulunur ama viicuttaki kolesterolun az bir kismi da gida
kaynaklidir; cogu vicut tarafindan sentezlenir. Vicudun her hiicresinde bulunmakla
beraber, viicudun sentezlendigi veya hicre zarlarinin daha ¢ok oldugu organ ve
dokularda, 6rnegin karaciger, omurilik ve beyinde, ayrica ateromlarda, kolesterolun
yogun oldugu bilinmektedir. Kolesterol kanda normalden fazla bulunmas: halinde

damarlarda birikerek damar sertlesmesine (ateroskleroz) yol acar. Bazen de safra
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pigmentleri ile birleserek safra taslarinin olusumunda rol oynar. Kolesterol pek cok
biyokimyasal reaksiyonda yer almasina ragmen 6zellikle lipoproteinlerin kolesterolii
tasima bicimleri, kandaki kolesterol dizeyleriyle kalp hastaliklari arasindaki
baglantidan dolay: bilinir. Vicut, kolesteroli kullanarak hormonlar (kortizol, tireme
hormonlar1), D vitamini ve yaglar: sindiren safra asitlerini Uretir. Bu islemler icin
kanda cok az miktarda kolesterol bulunmas: yeterlidir. Eger kanda fazla miktarda
kolesterol varsa kan damarlarinda birikir, sertlesmeye ve daralmaya (ateroskleroz
veya arteriyoskleroz) yol acar. Aterosklerozda damar duvarinda biriken tek madde
kolesterol degildir; akyuvarlar, kan pihtisi, kalsiyum gibi maddeler de birikir.
Ateroskleroza halk arasinda damar sertligi, damar kireclenmesi de denir. Kolesterol,
hangi orgamin damarinda birikirse o organa ait hastaliklar ortaya ¢ikar. Ornegin, kalbi
besleyen atardamarlarda (koroner arterler) kolesterol birikimi olursa, gogls agrisi,
kalp krizi gibi sorunlar olusur. Bobrek damarlarinda kolesterol birikimi ise, yuksek

tansiyon ve bobrek yetmezligine yol acabilir.

Kolesterol, yagimsi bir maddedir. Normal kosullarda, yag suyun iginde
coziinmez. Kolesterol de su dzelliklerini tasiyan kanda normal kosullarda ¢oziinmez.
Kolesterol, kanda ¢oziinmesi ve tasinmast igin karacigerde bir protein ile birlestirilir.
Bu kolesterol ile protein birlesimine lipoprotein ad: verilir.

Degisik tipte lipoproteinler vardir:

LDL (Low Density Lipoprotein, disiuk yogunluklu lipoprotein): Kotl huylu
kolesterolddir.

HDL (High Density Lipoprotein, yiiksek yogunluklu lipoprotein): lyi huylu

kolesteroldir.

VLDL, IDL ve silomikronlar.
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Yag metabolizmas: bozuklugu olan hastalarin yaptirdigi diger bir kan
incelemesi de trigliserid élgimudar. Trigliserid de kolesterol gibi kanda ¢6ztinen bir
yagdir. Kan trigliserid diizeyi ile arteriyoskleroz arasindaki iliski, kolesterol kadar
belirgin degildir. Kanda kolesterol ve LDL-kolesterollin yiiksek olmasi, hasta igin
risk tasir. HDL-kolesteroliin disiik olmas: da bir risktir. Bu riske sahip hastalarda,
kalp krizi, damar tikanmasi, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin ortaya ¢ikma
olasilig1 daha fazladir
Kolesterol > 200 mg/dl veya
LDL-kolesterol > 130 mg/dl veya

HDL-kolesterol < 35 mg/dl ise risk fazladir. ®

1.1.5.1. Kolesterol Sentezi

Kolesteroldeki tim karbonlar (27 Karbon) asetat’tan (Asetil KoA’dan) gelir.
NADPH indirgeyici ekivalanlar: saglar. Sentez hem sitozol hem de ER’da bulunan
enzimlerle beraber sitozolde gergeklesir. Kolesterol biyosentezi 6 evreye bolunir;

1. Asetil KoA’nin HMG KoA'’ya ¢evrilmesi

2. 6 C’lu bir bilesik olan mevalonatin HMG KoA’dan sentezlenmesi (NADPH
kullanilir) (Hiz kisitlayici basamaktir).

3. Mevalonattan CO2 kaybedilmesi ile izoprenoid birimlerin (isopentenil pirofosfat)
olusumu (Mg, ATP kullanilr).

4. Alt1 tane izoprenoid birimin bir ara Grin olan skualen yapmak (zere
kondansasyona ugramasi.

5. Skualen, ata steroid olan lanosterole cevrilmesi (NADPH,FADH2 ve O2

kullanilir ve lanesterol kolesterol sentezinde ilk ortaya ¢ikan steroid bilesiktir)
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6.Lanosterolin ¢ metil grubunun yitirilmesi dahil daha ileri bir ¢cok basamaktan

gecmesiyle kolesteroliin olusmast NADPH kullanilir. ¢

1.1.5.2. Hiperkolesterolemi

Hiperkolesterolemi, kandaki lipitlerin 6zellikle kolesterolin ylkselmesine
cesitli ic ve dis faktorler sebep olur. Hastalarin bir kisminda yag metabolizmasinda
bir bozukluk vardir. Bunlarin birgogu genetik nedenlere baglidir. Hiperkolesterolemi
bu gruptandir. Ayrica seker hastaliginda ve tiroit bezi bozuklugunda, nefrotik
sendromla lipit metabolizmasi bozulur. Dig faktorlerin en 6nemlisi diyetle alinan yag
miktarinin fazlahigidir. Diyetle alinan kolesterol ve doymus yaglarin fazlaligi kandaki
kolesterol ve lipit seviyelerinin yuksekligine sebep olur. Diyetle alinan yagin miktar:
gibi yagin kalitesi de ¢cok onemlidir. Doymus yag asitlerini iceren yaglar (hayvansal
yaglar), tereyagi, yemeklik yaglar, margarinler zararlidir. Zeytinyaginda bulunan
oleik asit de kismen doymus yagdir. Doymamis yag asitlerini iceren yaglar ise
kandaki kolesterol ve lipit seviyesini digerleri gibi artirmazlar. Kandaki kolesterol
miktart normalde 200-250 mg/ml olmalidir. Koroner kalp hastaligi olanlarin
%80'inde kolesterol yiksek bulunurken %20’sinde ise normal bulunmustur.
Kolesterol yuksek olanlarin bir kisminda ise hastalik meydana gelmemektedir. Bu
takim hastaligin ortaya ¢ikisinda kolesterollin damar duvarina yapismasini saglayan
ve henuz iyi aydinlatilmamis diger bazi faktorlerin de rol oynadigini gosterir.
Kandaki yaglarin cesitli formlar: tespit edilmistir. Bunlarin bazilarinin hastalig
koruyuculugu yanminda digerlerinin de hizlandirict etkileri oldugu bildirilmistir.
Mesela HDL kolesterolin 6nemli bir koruyucu oldugu LDL veya VLDL

kolesteroltin ise hazirlayici bir faktor oldugu cesitli arastirmalarda ispatlanmustir. %
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1.1.5.3.Hiperkolesteroleminin Siniflandiriimasi

Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinler (ingilizce High Density Lipoprotein'in
kisaltmas: olan HDL olarak da bilinirler.) HDL, vicuttaki dokulardan karacigere
kolesterol tasityan bir lipoprotein  siifidir.  Yapisinda %50  protein, %24
fosfolipid, %2 kolesterol, %4 yag ve %20 kolesterol ester bulunur. HDL, karacigerde
uretilir. HDL arterlerde olusan ateromlardaki kolesterolu alip viicuttan atilmak dzere
karacigere tasidigi icin bu lipoproteinde bulunan kolesterol "iyi kolesterol™ olarak
anilir. (Buna karsin ateromalarda kolesterol birikmesine yol acan LDL'deki
kolesterol "kotu kolesterol” olarak adlanir.)HDL lipoproteinlerin en kugukleridir.
Yiksek oranda protein icermelerinden dolay: yogundurlar. Baslica apolipoprotein A-
| (apoA-1) ve apoA-lIl proteinlerini igerirler. Bu lipoproteinler karacigerde
fosfolipidler esliginde bilesikler olarak sentezlendiginde madeni para gibi yass: bir
gorinimleri olur. Bu yeni olusmus tanecikler yakinindan gectikleri hucrelerin
membranlarindan kolesterol molekulleri absorblayabilirler. Plazmada bulunan
Lesitin Kolesterol Asil Transferaz (ingilizce Lecithin Cholesterol Acyl Transferase,
LCAT) adh enzim bu kolesterolu kolesteril estere donustirir. Kolesteril esterler,
kolesterolden daha hidrofobik lipitler oldugundan dolay:r HDL'in ortasinda birikirler
ve bu birikmenin sonunda HDL kiresel bir bicim alir. HDL dolasim sirasinda
hicrelerde kolesterol absorblamaya devam eder ve buyir. Bu yiuzden HDL'nin
koruyucu Ozelligi tasidigir kolesterol miktar: ile degil, biyik HDL taneciklerinin
sayisi ile iliskilidir. Erkeklerde HDL duzeyleri kadinlardakinden daha duslktir,
ayrica tanecik sayilar: ve icerdikleri kolesterol miktar: da daha azdir.Epidemiyolojik

calismalarda 60 mg/dL Gstunde HDL dizeyinin kardiyovaskiler hastaliklara (
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koroner arter hastaligi ve akut inme gibi) karsi koruyucu bir etkisi oldugu
goralmaustir. Duslk HDL dlzeylerinin ise (erkeklerde 40 mg/dL altinda, kadinlarda
50 mg/dL altinda) aterosklerotik hastaliklar icin pozitif risk faktoridir. Her HDL
tanecigi aym derecede koruyucu degildir. Kolesterol absorblama kapasitesi daha
fazla olan biylik HDL tanecikleri asil koruyucudurlar ve bunlarin miktar: ile toplam
HDL arasinda bir baglanti yoktur. Biyik HDL'nin toplam HDL'ye oraninin
hesaplanmabilmesi icin elektroforez veya NMR spektroskopisi teknikleri

gerekmektedir. “%

Dustik Yogunluklu Lipoproteinler (ingilizce karsihg olan Low Density
Lipoprotein'den LDL olarak kisaltilir) kanda kolesterol tasiyan ve yogunlugu 1,019-
1,063 g/mL arasinda olan lipoprotein sinifina karsilik gelir. Karacigerde dretilen ¢ok
dusiik yogunluklu lipoprotein (ingilizce Very Low Density Lipoprotein, VLDL)
metabolizmas: sonucu olusur. LDL tanecikleri 18-25 nm c¢apindadir, tasidigi
lipitlerin yanisira apolipoprotein B-100 (apoB-100) ve apoE proteinlerini igerir. LDL
seviyesi ile kalp hastaliklar1 arasindaki baglantidan dolay: sik¢a "koti" kolesterol
olarak anilir. LDL'in baslica islevi, kolesterol ve trigliserit Ureten hiicre ve dokulardan
bu molekdilleri alip bunlara gereksinimi olan hiicre ve dokulara tasimaktir. Yapisinda %21
protein, %11 trigliserit, %22 fosfolipid, %37 kolesterol ester, %8 serbest kolesterol
ve %1 serbest yag asitleri bulunur. Vicuttaki toplam kolesteroliin %70'i LDL'de

bulunmaktadar. ¢V

Cok Dusiik Yogunluklu Lipoproteinler (ingilizce Very Low Density
Lipoprotein'den VLDL olarak kisaltilirlar) plazma lipoproteinlerinin yogunlugu 0,95-

1,006 g/mL arasinda olan bir alt grubudur. VLDL, karacigerde olustuktan sonra
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tasidiklar1 trigliseritleri vicuttaki cesitli dokulara aktarirlar, bu slrecin sonunda

LDL'ye donusdrlertr.“?

1.154. Hiperkolesterolemi Tedavisi

Yiksek kolesterolin kontrol altina alinmasi ile yasam sdresinin uzadigi, kalp
ve damar hastaliklarina bagli o6limlerin azaldigi ve kalici sakatliklarin onlendigi
bilinmektedir. Kolesterol ylksekligine ilaveten sismanlik, yiksek tansiyon, seker
hastaligi, sigara gibi diger kardiyovaskuler risk faktorlerinin tedavisi de
yapilmaktadir. Tedavi iki asamada gerceklestirilir:

1. ilagsiz tedavi

2. ilag tedavisi

Her hasta icin farkli tedavi uygulanabilir. ilagsiz tedaviler kesinlikle ihmal
edilmemeli ve 6zenle strdurilmelidir. Ilag tedavisi ise kesinlikle doktor denetiminde

olmalidur.

1.1.5.4.1. Tlagsiz Tedavi

Ilagsiz tedaviler ahsilmis yasam dizeninin degistirilmesi olarak da
dusunulebilir.
Saglikli beslenerek kolesterol diizeyini kontrol altinda tutmak mimkunddr. Saglikl
beslenmenin en 6nemli kurallarindan biri dustik miktarda doymus yag tiketimidir.
Doymus yaglarin yerini, tekli veya ¢oklu doymamis yaglarin almasi gerekir. Aym
zamanda, bitki sterolleri veya stenol iceren margarin ve diger yiyecekler de,

kolesteroltl distrmede yardimc: olur. Bunun yaninda, kilo verme, duzenli fiziksel
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aktivite ve sigarayr birakma gibi yasam bicimi degisiklikleri de Kkolesteroli
dustrmede yardimci olur. Kolesterol diistirmek icin yararl: oneriler;
-Saglikli beslenme daha az hayvansal (doymus) yag tiiketilmesi ve alabilinecek en

ince et dilimlerini satin alinmalidir.

-Etten gozle gorilebilen tim yaglar ve tavugun derisi ayirilmahdir.

-Daha az hazir biskiivi, pastane trlnu ve kek tuketilmelidir.

-Coklu veya tekli doymamis yaglar agisindan zengin yag ve margarinleri tercih
edilmelidir.

- Yemek pisirirken kati yaglar yerine aycicek yagi, misirdzu veya zeytinyagi gibi
bitkisel yaglar kullaniimalidir.

- Bitki sterolleri agisindan zengin yaglar tercih edilmelidir.

- Yagsiz veya yarim yaglh sut, az yagh yogurt ve az yagh peynir gibi, disiuk yag
iceren gunlik trdnler tercih edilmelidir.

- Haftada en az bir kez yagl balik (6rnegin somon, sardalya, ton - konserve seklinde
de olabilir) tiiketmeye 6zen gosterilmelidir.

- Bol bol meyve, sebze ve baklagil tuketilmelidir. (mercimek ve fasulye gibi).

- Glinde toplam en az 5 porsiyon tuketilmeli ve bir porsiyon, 2-3 kasik sebze, bir adet
meyve ( muz) veya - 2-3 adet kiicik boy meyve ( erik) tiiketilmelidir.

- Makarna, piring, ekmek, bugday, patates ve misir gevreginden olusan nisastal
yiyecekler 6glinlerimizde duzenli olarak tlketilmelidir.

- Alkol tuketimini azaltilmal: ve bu 6l¢u, kadinlarda glinde bir birim, erkeklerde ise
iki birimi gegmemelidir.

- Sigara kullanmamalidur.

- Vicutta fazla kilolar atilmalidar.
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- Her gin 30 dakikalk fiziksel aktivite hedeflenmelidir. (bu streg, l¢ adet 10'ar

dakikalik seanslardan olusabilir. *®

1.1.5.4.2.1lac Tedavisi

Kalp hastalig: riski tasiyan ve diyetle yasam stili dnlemleri almalarina ragmen
kandaki kolesteroli kabul edilebilir dizeye distremeyen kisilerde ilag tedavisi
gerekebilir. Hiperkolesterolemi, cesitli kolesterol dengeleme ilaglart kullanilarak
basariyla tedavi edilebilir. Bu ilaglar receteyle satilir. Asagidaki ilag turleri,

hiperkolesterolemide yaygin olarak kullanilir.

Statinler; Statinler tablet halinde olup karacigerdeki kolesterol dretimini
dusdrdrler. Kalp hastaligi riskini azaltarak yasam sdresini uzatirlar. Yan etkilere
nadiren rastlanmakla beraber kas agrilari oldugu taktirde hekime bildirilmelidir.
Statinler cocuklarda, gebe veya gebe kalma ihtimali olan kadinlarda, karaciger veya

bobrek rahatsizlig: olan kisilerde kullaniimaz.

Recineler; Recineler toz halindedir. Bu ilaclar, karbonatl iceceklerle, meyve
sulartyla veya yogurtla karistirilarak alinir. Recinelerin ¢ocuklar tarafindan kullanimi
guvenlidir, ¢clinku bagirsaktan gecer ve vicut tarafindan emilmezler. Kolesteroliin bir
kismi recinelere yapisarak bagirsak hareketleriyle sindirim sisteminden atilir. Regine
alan hastalarin folik asit almalar1 doktorlar tarafindan tavsiye ederlir. Pek ¢ok kiside
mide gazi ve bagirsak hareketinde yavaslama gibi yan etkiler gorilir. Bu durum,

recinelerin kullanimin: kisitlar.

Fibratlar; Fibratlar tablet halindedir. Bu ilaglar kanda hem kolesterol, hem

de trigliserid duzeyi yuksek olan kisiler icin uygundur ve yan etkileri yoktur.
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Fibratlar gebelik donemindeki kadinlara veya karaciger ve bobrek rahatsizligi olan

Kisilere verilmemelidir.

Ezetimib; Ezetimib, kolesteroliin sindirim sistemine girisini engelleyen tablet
biciminde yeni bir ilagtir. Bu ilag, aym zamanda statin alan kisilere de verilir.

Ezetimib kullanimi, 10 yasin altindaki cocuklar icin uygun degildir. “%

1.1.6.Hiperbilirubinemi Ve Hiperkolesterolemide Molektler Damgalamanin

Kullanimi

Hiperbilirubinemide ve hiperkolesterolemide kullanilan yontemler ciddi yan
etkileri de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle yeni yontemlerin gelistirilmesi
konusunda calismalar devam etmektedir. Bilirubin ve kolesterol uzaklastiriimasi
konusunda son yillarda kromatografik yéntemler kullaniimaktadir. Cesitli boya bagl
materayaller, albumin tutuklanmis yapilar, sentetik malzemeler, kompozit yapilar
bilirubin ve kolesterol gideriminde kullanilmaktadir. Bilirubin ve kolesterol
gideriminde kullanilan sentetik yapilar ciddi tokisk etkilere sebep olabilir. Boya bagl
materyallerden boya sizintisi olmas: durumunda, boyalarin kanserojenik etkileri
ortaya ¢ikabildigi gibi aloumin baglanmis materyallerde de, albuminin afinitesi olan
diger molekdllerle birlikte de bilirubin ve kolesterol uzakalstirilabilir. Bilindigi gibi
albumin bilirubine ve kolesterole afinitesi olan bir liganddir. Fakat bilirubin ve
kolesterolle birlikte plazma icerisinde bulunan yag asitleri, demir ve cesitli ilaclar
bilirubin ve kolesterolle yarismali olarak yuzeylere baglanacak ve adsorpsiyon
kapasitesini azaltacaktir. Kromatografide kullanilan pek cok materyal bu sekilde
dezavantajlar1 da bereberinde getirmektedir. Yiksek secicilik saglayan yapilar toksik

0zellige sahip olabilir ya da albumin gibi yapilara baglanarak toksik 6zelligi azaltip,
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hidrofilik 6zelligi arttirarak yapilarindaki spesifiteyi azaltmaktadir. Bu noktada
molekiler damgalama, yuksek avantajlar saglamaktadir. Materyal izerinde olusan
kalip, sadece hedef molekili baglamaktadir. Molekiler damgalamada kullanilan
materyalin canl dokulardaki etkilesimi de oldukca 6nemlidir, bu nedenle toksik
Ozelligi olmayan, inert ve biyouyumlu yapilar kullaniimalidir. Bu calismada
gelistirilen molekiler damgali materyaller ile daha spesifik bir baglanma gelisip

bilirubin ve kolesterol gideriminde yuksek performans elde edilecektir.

1.2. Calismanin Amaci

Bu caligmada, hiperbilirubinemi ve hiperkolesterolemi tedavisine yeni bir
yaklasim olarak molekuler damgali biyomateryallerin gelistirilmesi amaglanmastir.
Bilirubin ve kolesterol damgal: biyomateryallerle, etkili ve tek basamakta bir tedavi
saglanmis olacaktir. Calismamizin ilk asamasinda kitosan ve agaroz polimerlerinden
biyomateryal gelistirilmis ve biyomateryalin yuzey analizleri, denge su icerigi ve kan
uyumluluk parametreleri test edilmistir. Biyomateryallerin biyomedikal alanda uzun
streli kullantminda, kan ile biyomateryalin temasi sonucu ¢ok sayida biyolojik
reaksiyon olusmaktadir. Bu tir reaksiyonlar ilk olarak biyomateryal yizeyinde
olustugu icin agaroz-kitosan biyomateryallerinin kan uyumluluk ozellikleri, plazma
proteinleri, platelet adhezyonu ve hemoliz gibi testlerle belirlenmistir,
Karakterizasyon c¢alismalarinin tamamlandiktan sonra biyomateryalin bilirubin
uzaklastirma kapasitesi, sulu cozeltide degerlendirilmis, pH, sicaklik, baslangi¢
bilirubin konsantrasyonu ve iyonik siddet gibi ¢esitli sistem parametrelerinin etkisi
denenerek test edilmistir. Bu yolla bilirubin ve kolesterol uzaklastirma prosesi igin

optimum kosullar belirlenmistir. Calismamizin son asamasinda ise bilirubince ve
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kolesterolce zengin insan plazmasindan bilirubin ve kolesterol uzaklastiriimasi

gerceklestirilmistir.

Literatirde kan bilesenlerinin saflastinimasinda ya da kandan toksik
bilesiklerin uzaklastirilmasinda ¢esitli malzemeler kullanilmaktdir. Bu malzemeler
sentetik, dogal ya da kompozit olabilmektedir Calismamizda dogal biyomateryal
kullanim1 ile olusabilecek toksik etkinin engellenebilecegi distnulmektedir. Ayrica
kullanilan materyali hedef molekil disinda kandaki baska bilesenlerle de
etkilesebilecegi disunuldigiinde molekiler damgali materyalle, izerinde tasidiklar

kalp ile ylksek spesifite saglamakta ve sadece hedef molekil ile etkilesmektedir.

Kandan bilirubin ve kolesterol uzaklastirma konusunda yapilan ¢alismalarin
cogu ticari bilirubin ve kolesterol ¢ozeltisi ile olusturulan adsorpsiyon islemlerine
dayanmaktadir. Bu tiir calismalarda gelistirilen biyomateryal ile plazmadan bilirubin
ve kolesterol uzaklastirilmas: mutlaka test edilmelidir. Cunki kan ok bilesenli bir
yapidadir ve bilirubinin, kolesterolun kandaki yapisal 6zelligi, yik durumu ve g
boyutlu yapis1 biyomateryal ile etkilesiminde dnemli bir role sahiptir. Bu nedenle
sulu cozeltiler sadece optimum kosullarin arastirilmas: icin yeterli olacaktir.
Calismamizda sulu ¢ozeltiden ve plazmadan bilirubin ve kolesterol uzaklastiriimasi

test edilmis ve yiksek performans elde edilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1.Kullanmlan Kimyasal Maddeler

Bilirubin ve Kitosan (Fluka), Kolesterol (Sigma), Agaroz, NaOH, Etanol,
Metanol ve Asetik asit (Merck) firmasindan; c¢alismalarimizda kullanilan tim

kimyasallar, analitik saflikta elde edildi.

2.1.2 Kullanmlan Cihazlar

Konelab60i (Otoanalizér), HECO (Tam Kan Sayim Cihazi), Calkalamal
Inkibator (Heidolp, Unimax 1010) , pH metre (Hana, pH 211), Elektronik terazi
(AND GR-200), Spektrofotometre (SP 2000 UA), Etiiv (Niive Inkiibator), Manyetik

karistirict (WiseStir) , JEOL (JSM 5600) Taramal Elektron Mikroskobu kullanildi.

2.2. Biyomateryallerin Hazirlanmasi

2.2.1.Dogal Kitosan-Agaroz Biyomateryali

%1 oraninda agaroz ve %1 oraninda kitosan (%2 (v/v) asetik asit icerisinde)
isitilarak ¢Ozuldi ve kanstirilarak cam bir kalip icerisine aktarildi. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra perforator ile materyal, diskler halinde kesildi. Reaksiyona
girmemis monomerlerin uzaklastirilmas: amaci ile tim biyomateryaller etanol:su

karisimi (70/30, v/v) ile yikand1 ve +4 °C’de sakland:.
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2.2.2.Bilirubin Damgah Kitosan-Agaroz Biyomateryalinin Sentezlenmesi

%1 oraninda agaroz ve %1 oraninda kitosan (%2 (v/v) asetik asit icerisinde)
wsitilarak ¢ozildu ve karisim sicakligi 25°C’ye kadar sogutuldu. Karisim soguduktan
sonra hedef molekul olan bilirubin 20mg/L oraninda karisima ilave edildi.
Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in karistm cam bir kaliba aktarildi ve materyal
perfarator yardimiyla diskler halinde kesildi. Kitosan-agaroz materyalinden bilirubin
uzaklastiriimasi igin materyaller 1IN NaOH ile 24 saat sire ile yikandi. Uzaklagtirma
islemleri sonrasinda polimerik materyaller etanol: su serilerinde yikandi ve +4

°C’desakland:.

2.2.3.Kolesterol Damgah Kitosan-Agaroz Biyomateryalinin Sentezlenmesi

%1 oraninda agaroz ve %1 oraninda kitosan (%2 (v/v) asetik asit icerisinde)
sitilarak ¢ozildi ve karisim sicakligr 25°C’ye kadar sogutuldu. Karisim soguduktan
sonra hedef molekil olan kolesterol 20mg/L oraninda karisima ilave edildi.
Polimerizasyonun tamamlanmasi icin karistm cam bir kaliba aktarildi ve materyal
perfarator yardimiyla diskler halinde kesildi. Sentezlenen biyomateryallerden
kolesterol uzaklastirilmasi, biyomateryaller metanol:su karisgim: (70/30, v/v) ile

yikandi ve +4 °C’de sakland.

2.3. Biyomateryallerin Karakterizasyonu

2.3.1. Denge Su 1 cerigi

Kitosan-agaroz biyomateryalinin su icerigi gravimetrik yontem kullanilarak

belirlendi ve su alma kapasiteleri 1 no’lu esitlik kullanilarak hesapland:.

37



Denge Su Icerigi % = [(Ws—Wd) / Wd ] x2100.........cc.eeeeeennnn. (1)

Wd, biyomateryalin kuru agirhgini;  Ws, biyomateryalin sismis agirhigini ifade

etmektedir.

2.3.2. YUzey Analizleri

Biyomateryallerin molekiler damgalama 6ncesinde ve sonrasindaki ylizey
analizlerini belirlemek icin SEM mikrograflar: alindi. Azaltilmis basing altinda altin
ile kaplanan biyomateryallerin SEM mikrograflar: Kirikkale Universitesi blinyesinde

bulunan JEOL (JSM 5600) Taramal1 Elektron Mikroskopu kullanilarak elde edildi.

2.3.3. Kan Uyumluluk Testleri

BD-KA hidrojellerinin protein adsorpsiyonuna direng gosterme o6zelligini
belirlemek igin, insan serum proteinlerinin (HSA, vy-globulin, fibrinojen)
adsorpsiyonu cahlisildi. Bu amacla biyomateryaller ile insan serumu 5 saat

etkilestirildi.

2.3.3.1. Hemoliz Testi

Hemolitik aktivite, hemoglobin salimi ile belirlendi. Bu amagla 4.0 ml insan
kam 5.0 ml fizyolojik ¢ozelti ile seyreltildi. Biyomateryaller insan kani ile 37°C’de
12 saat etkilestirildi. Inkibasyon sonrasinda insan kani 750 rpm’de 5 dakika

santrifiije edildi ve elde edilen slipernatantta hemoglobin analizi yapildi.
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2.3.3.2. Platelet Adhezyon Testi

Platelet adhezyonu, biyomateryallerin kan uyumlulugunun
degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir. Platelet sayis1 kanin pihtilasmasinda
onemli bir role sahiptir. Biyomateryal ile kanin etkilesimi yilzeyde
gerceklesmektedir. Biyomateryal yizeyinde go6zlenebilecek pihtilasma, kanda
platelet sayisinin azalmasina neden olacaktir. Bu amagla tim biyomateryallerde
platelet adhezyon testi uygulanmistir. Saglikli vericilerden elde edilen plateletce
zengin plazma (30 ml) ile biyomateryaller 37°C’de 12 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
oncesinde ve sonrasinda kan platelet dizeyi HECO (tam kan sayim cihazi) ile

belirlendi.

2.3.3.3. Kan Proteinleri Adhezyonu

Biyomateryaller ile etkilestirilen kanda fibrinojen miktar1 Fibri — Prest 2
(ST4, Diagnostica Stago, France) kiti ile, albumin ve globulin miktar1 Thermo Kiti

kullanilarak belirlendi.

2.4. Sulu Cozeltilerden Bilirubin Uzaklastiriimasi

Hazirladigimiz biyomateryallerin insan plazmasindan bilirubin uzaklastirma
calismalar1 icin gerekli olan optimum kosullar statik calismalar ile belirlendi.
Biyomateryallerin bilirubin uzaklastirma kapasitesi 2 no’lu esitlik kullanilarak

hesapland.

g =[(Co-C) VS /M e e e (2)
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Esitlikte g, biyomateyallere adsorplanan bilirubin miktarini; Co, c¢0zeltideki
baslangi¢ bilirubin konsantrasyonunu (mg/ml); C, adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltideki
bilirubin konsantrasyonunu (mg/ml), Vs, cozelti hacmini (ml); m, biyomateyal

miktarini (g) ifade etmektedir.

Bilirubin, 10mM NaOH icerisinde ¢Ozulerek son konsantrasyon 5-40mg/L
olacak sekilde hazirlandi. Bilirubin ¢ozeltisi ile biyomateryaller 370C’de 4 saat sure
ile inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bilirubin damgali biyomateryallere
adsorplanan bilirubin miktar1 428 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
belirlendi. Bilirubin adsorpsiyonu Gzerine pH, baslangi¢ bilirubin konsantrasyonu,
sicaklik, biyomateryal dozu ve iyonik siddet gibi sistem parametrelerinin etkisi

incelendi.

2.5. Sulu Cozeltilerden Kolesterol Uzaklastirilmasi

Hazirladigimiz biyomateryallerin insan plazmasindan kolesterol uzaklastirma
calismalar1 icin gerekli olan optimum kosullar statik calismalar ile belirlendi.
Biyomateryallerin bilirubin uzaklastirma kapasitesi 3 no’lu esitlik kullanilarak
hesaplandi.

Z=[(Xo-X)Vs] /M. ()

Esitlikte z, biyomateyallere adsorplanan kolesterol miktarini; Xo, ¢ozeltideki
baslangi¢ kolesterol konsantrasyonunu (mg/ml); X, adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltideki
kolesterol konsantrasyonunu (mg/ml), Vs, ¢6zelti hacmini (ml); m, biyomateyal

miktarini (g) ifade etmektedir.
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Kolesterol, 10mM metanol de ¢dziilerek son konsantrasyon 5-40mg/L olacak

sekilde hazirlandi. Kolesterol biyomateryaller 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kolesterol damgali biyomateryallere adsorplanan
kolesterol miktart 428 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlendi.
Kolesterol adsorpsiyonu uzerine pH, baslangi¢ kolesterol konsantrasyonu, sicaklik,

biyomateryal dozu ve iyonik siddet gibi sistem parametrelerinin etkisi incelendi.

2.6. insan Plazmasindan Bilirubin Uzaklastiriimasi

Biyomateryaller (0.5g) Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilen
hiperbilirubinemik plazma ile 37°C’de 4 saat sure ile etkilestirildi. Etkilesim 6ncesi
ve sonrasinda plazma igerisindeki bilirubin seviyesi otoanalizér (Konelab60i) ile

belirlendi.

2.7. Insan plazmasindan Kolesterol Uzaklastiriimasi

Biyomateryaller (0.5g) Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilen
hiperkolesterolemik plazma ile 37°C’de 4 saat etkilestirildi. Etkilesim oncesi ve
sonrasinda plazma icerisindeki kolesterol seviyesi otoanalizér (Konelab60i) ile

belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Biyomateryal Karakterizasyonu

Kitosan-agaroz  biyomateryalleri ile bilirubin  adsorpsiyonu &ncesi
biyomateryallerin denge su icerigi, SEM mikrograflari ve kan uyumluluk

parametreleri ile karakterizasyon ¢alismalar: gerceklestirilmistir.

3.1.1. Denge Su icerigi

Son yillarda bilimsel ve teknolojik agidan énemi gittikce artan hidrojeller, suda
sisebilen, ¢ boyutlu hidrofilik ag yapilardir. Hidrojeller, yapilarinda fazla miktarda
su icermeleri, yumusak ve esnek yapida olmalari bakimindan canli dokularla buyuk
benzerlik géstermektedirler(1-3). Kitosan ve agaroz kullanilarak sentezlenen kitosan-
agaroz materyalleri hidrofilik yapidadir ve sulu ¢ozeltilerde yiiksek derecede sisme
Ozelligi gosteren hidrojellerdir. Kitosan-agaroz hidrojellerinin denge su icerigi
gravimetrik yontemle farkli pH ortamlarinda belirlendi (Sekil 3.1). Ortam pH’si
notrlestikce su alma kapasitesinin de arttigi tespit edildi. Kitosan-agaroz
hidrojellerinin su alma kapasitesi pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0’de siras1 ile %24.3, %48,

%084.9, %90 ve %72 olarak bulundu.
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Sekil 3.1.Farkl pHlarda (4.0-8.0) Kitosan-agaroz biyomateryalinin denge su icerigi

3.1.2. SEM Mikrograflar:

Kitosan-Agaroz (KA) biyomateryalleri ile bilirubin damgali kitosan-agaroz

(BD-KA) biyomateryallerinin SEM mikrograflar: Sekil 3.2.”de verilmistir.

B9 Dfum PEBR |4SFEBSDTE

Sekil 3.2. KA ve BD-KA materyallerinin SEM mikrograflar
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3.1.3. Bilirubin Damgah Biyomateryaller icin Kan Uyumluluk Parametreleri

Biyomateryal ile 5 saat etkilestirilen insan serumunda albumin, globulin ve
fibrinojen adsorpsiyon degerleri Cizelge 3.1°de verildi. Cizelgeden de goruldugu gibi

biyomateryel ile serum proteinleri adsorpsiyonu oldukga dusuktir.

Lokosit ve eritrosit adhezyonunun ise sirast ile 0.1 K/uL ve 0.14M/uL
seviyelerinde oldugu belirlendi. Biyomateryal yiizeyine kan hicreleri adhezyonunun

oldukca dustk seviyelerde kaldigi ve ihmal edilebilir derecede oldugu belirlendi.

Biyomateryallerin kan ile etkileserek hemolize sebep olmalari istenmeyen bir
durumdur. BD-KA biyomateryalinin hemoliz 0zelligine sahip olup olmadigi
arastirlldi ve kan ile etkilesim sonrasinda c¢ok dusik miktarda (0.2g/dL)

hemoglobinin seruma gegtigi tespit edildi.

Cizelge 3.1. BD-KA biyomateryalinin kan uyumluluk parametreleri

Eetferans Baglangi; Final
Platelet 150-400 296 326
Lélkosit (Eful) 40-11.0 5.3 5.2
Eritrosit Biul 38-58 4.59 4.85
Hemoglobin gidL 11.4-16.5 9.4 92
Total Protein gfdl. 6.4-5.3 £ 8 f.6
Albumin g/dL 3.5-55 4.2 4.3
Fibrinojen gidl 3.02+005 ERK: 209
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3.1.4.Kolesterol Damgah Biyomateryaller icin Kan Uyumluluk Parametreleri

Biyomateryal ile 5 saat etkilestirilen insan serumunda albumin, globulin ve
fibrinojen adsorpsiyon degerleri Cizelge 3.2°de verildi. Cizelgeden de goruldugu gibi

biyomateryel ile serum proteinleri adsorpsiyonu oldukga dusuktar.

Lokosit ve eritrosit adhezyonunun ise sirasi ile 0.2 K/uL ve 0.08 M/uL
seviyelerinde oldugu belirlendi. Biyomateryal yiizeyine kan hicreleri adhezyonunun

oldukca dustk seviyelerde kaldigi ve ihmal edilebilir derecede oldugu belirlendi.

Biyomateryallerin kan ile etkileserek hemolize sebep olmalari istenmeyen bir
durumdur. KD-KA biyomateryalinin hemoliz 06zelligine sahip olup olmadigi
arastirlldi ve kan ile etkilesim sonrasinda c¢ok dusik miktarda (0.2g/dL)

hemoglobinin seruma gegtigi tespit edildi.

Cizelge 3.2. KD-KA biyomateryalinin kan uyumluluk parametreleri

Eeferans EBaglangip Final
Platelet 150-400 387 395
Lékoszit (Eful) 40-11.0 6.4 &6
Eritrosit 2l 38-52.8 387 3.95
Hemoglobin gidl 11.4-16.5 10.1 103
Total Protein gfdl. 6.4-83 71 73
Alburn gfdL 3.5-55 4.5 5.0
Fibrinojen gfdl, 2022005 3.27 319
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3.2. Bilirubinin Uzaklastiriimasi
3.2.1. pH Etkisi

pH adsorpsiyon ya da giderim c¢alismalarinda adsorpsiyon kapasitesini etkileyen
onemli bir parametredir. Molekullerin ve kullanilan materyallerin yizey yikleri ve
konformasyonlari ortam pH’1 ile o6nemli Olgude degismektedir. Bilirubin
molekilinin ¢ozundrligunde ve konformasyonunda da pH’in roli Onemlidir.
Calismalarimiz boyunca bilirubin molekilinin 6zellikle notr ve bazik ortamlarda
kolaylikla ¢ozindigu belirlendi. KA ve BD-KA biyomateryalleri izerine bilirubin
adsorpsiyon calismalart pH 4.0-8.0 arahiginda incelendi ve pH 7.0 noktasinda
maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasildi (Sekil 3.3). KA ve BD-KA
biyomateryaleri  bilirubin  giderimi  agisindan  kiyaslandiginda,  molekuler
damgalamanin performans: 5.7 kat arttirdig: belirlendi. Dogal biyomateryal ile 6.7
mg/g, molekiiler damgalanmis biyomateryal ile 38.55 mg/g bilirubin giderimine
ulasildi. Bilirubin uzaklastirnlmasinda pH etkisi igin SPSS 15.0 programinda
istatistiksel analizleri yapildi.

(absorbans t:9.548 , df: 4, p>.001 ; Derisim t:9.550 , df:4, p>001)
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Sekil 3.3. Bilirubin adsorsiyonu (zerine pH’1n etkisi

3.2.2. Zamann Etkisi

Adsorpsiyon zamani da adsorpsiyon kapasitesini etkileyen o6nemli bir
parametredir. Molekuler damgalanmis KA biyomateryalleri Gzerine bilirubin
adsorpsiyonu 300 dakika takip edildi ve adsorpsiyonun baslangicta hizli oldugu ve

180 dakika igerisinde ise dengeye ulastigi belirlendi. (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Bilirubin adsorpsiyonu uzerine zamanin etkisi

3.2.3. Baslangig Bilirubin DerisimininEtkisi

Adorpsiyon ortamlarinda hedef molekilin derisiminin arttirilmas: adsorpsiyon
kapasitesinin artmas: ile sonuglanmaktadir. Pek ¢ok calismada rastlanan bu bulgu
materyal ve hedef molekil arasindaki sdrtinme kuvvetin - artmas: ile
aciklanabilmektedir. Cahsmamizda KA ile BD-KA biyomateryalleri Uzerine
baslangi¢ bilirubin derisiminin etkisi 5.0-100 mg/L araliginda ile incelendi ve 40
mg/L baslangic konsantrasyonunda bilirubin gideriminin maksimuma ulastig
belirlendi. Ortamdaki bilirubin konsantrasyonunun arttirilmas: ile bilirubin
gideriminin arttign ve 40 mg/L degerinin (zerindeki baslangic bilirubin
konsantrasyonlarinda doygunluk noktasina ulasildig: belirlendi (Sekil 3.5). Bilirubin
uzaklastiritlmasinda bilirubin derisiminin etkisi icin SPSS 15.0 programinda

istatistiksel analizleri yapildi. (t:2.547 , df:6 , p>0.044)
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Sekil 3.5. Bilirubin adsorpsiyonu tzerine bilirubin baslangi¢ derisiminin etkisi

3.2.4. Biyomateryal Derisiminin Etkisi

Adsorpsiyon ¢alismalarinda kati ve sivi faz arasindaki oran oldukga dnemlidir.
Calismamizda kati fazi temsil eden kitosan-agaroz biyomateryalleri 0.01-1.5g
araliginda tutularak bilirubin adsorpsiyonu Uzerine biyomateryal derisiminin etkisi
incelendi ve biyomateryal miktarinin artmas: ile adsorpsiyon kapasitesinin arttigi,
0.5g’lik biyomateryal derisiminin seviyesinde maksimum bilirubin adsorpsiyonuna
ulasildig: tespit edildi. (Sekil 3.6). Bilirubin uzaklastiriimasinda baslangi¢ derisim
etkisi icin SPSS 15.0 programinda istatistiksel analizleri yapildu.

(t:11.245 , df:4 , p.000)
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3.2.5. iyonik Siddet Etkisi

Iyonik siddet etkisi pekcok adsorpsiyon ve uzaklastirma calismalarinda
performans: etkileyen dnemli bir parametredir. Calismamizda iyonik siddet etkisi
0.0-1.0 M NacCl varlig: ile test edildi ve her iki materyal icin iyonik siddetin artmasi
ile bilirubin uzaklastirma oranminin azaldigr belirlendi (Sekil 3.7). Bilirubin
uzaklastirilmasinda iyonik siddet etkisi icin SPSS 15.0 programinda istatistiksel

analizleri yapildi. (t:8.351, df:4 , p>0.001)
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Sekil 3.7. Bilirubin adsorpsiyonu tzerine iyonik siddetin etkisi

3.2.6. Sicakhgin Etkisi

Sicaklik molekullerin hizin1 ve hareketliligini arttiran 6nemli bir faktorudr.
Sicakhigin  molekiler damgali KA biyomateryallerinin bilirubin uzaklastirma
performans: lzerine etkisi 5-40°C arahginda incelendi. Ortam sicakligimin 5°C’den
35°C’ye arttinlmas: ile adsorpsiyon kapasitesinin 3.79 kat artig1 belirlendi ve en

yiksek uzaklastirma verimi 35°C’de elde edildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Bilirubin adsorsiyonu (zerine sicakligin etkisi

3.3. Insan Serumundan Bilirubin Adsorpsiyonu

Molekiler damgali KA biyomateryalleri ile sulu cozeltilerden bilirubin
uzaklastirma calismalarinda elde edilen optimum kosullar ile insan serumundan
bilirubin uzaklastirilmas: ¢ahisildi. Bu amacla en ylksek giderimin saglandigi 0.5 g
biyomateryal dozu ile pH 7.0’da insan serumu ve biyomateryaller etkilestirildi.
Etkilesim oOncesi ve sonrasinda alinan serum orneklerinde bilirubin analizi
gerceklestirildi ve molekuler damgali kitosan-agaroz biyomateryalleri ile %87°lik bir

uzaklastirma orani elde edildi.

Sulu bilirubin cozeltisinde elde edilen uzaklastirma kapasitesi %96 olarak
bulundu ve aynmi kosullar plazma uzerine uygulandiginda adsorpsiyon kapasitesinin

sulu ¢ozelti uygulamalarina kiyasla 1.1 kat azaldig: belirlendi.
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Cizelge 3.3. Molekuler damgali kitosan-agaroz biyomateryali ile insan plazmasindan

bilirubin uzaklastiriimas:

Eeferans Bazlangi; Final
TEIL 0.2-1.3mg/dL 150 mg/dL 1.6 mg/dL
DEIL 0-0.4 mgidL 1.8 mg/dL 0.9 mgfdL

3.4.Kolesterol Uzaklastirma

3.4.1.pH Etkisi

Biyomateryaller tizerine kolesterol adsorpsiyon calismalari pH 4.0-8.0 araliginda
incelenmis ve pH 6.0 noktasinda maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasiimistur.
(Sekil 3.9.). Kolesterol uzaklastirilmasinda pH etkisi i¢cin SPSS 15.0 programinda

istatistiksel analizleri yapildi. ( t:4.075, df:4, p>0.015)
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Sekil 3.9. Kolesterol adsorpsiyonu tizerine pH’nin etkisi

3.4.2. Zamamn Etkisi
Molekiler damgalanmig KA biyomateryalleri tizerine kolesterol adsorpsiyonu
300 dakika takip edildi ve adsorpsiyonun baslangicta hizli oldugu ve 150 dakika

icerisinde ise dengeye ulastigi belirlendi.(Sekil 3.10.)
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Sekil 3.10. Kolesterol adsorpsiyonu lizerine zamanin etkisi

3.4.3. Baslangi¢ Kolesterol Derisiminin Etkisi

Biyomateryaller Uzerine baslangi¢c kolesterol derigim etkisi 10-100 mg/L
araliginda incelenmis ve 80 mg/L kolesterol baslangic konsantrayonunda damgal
biyomateryaller icin 59.7 mg/L adsorpsiyon kapasitesine ulagilmistir.(Sekil 3.11.)
Kolesterol uzaklastirilmasinda baslangi¢ kolesterol derisim etkisi i¢in SPSS 15.0

programinda istatistiksel analizleri yapildi.( t:3.601 , df:6 , p>0.011)
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Sekil 3.11. Kolesterol adsorpsiyonu lzerine baslangi¢ derisim etkisi

3.4.4 Sicakhk Etkisi

Sicakhigin, molekiler damgali biyomateryallerin kolesterol uzaklastirma

performans: Uzerine etkisi 5-40°C arahginda incelenmis ve en yiksek uzaklastirma

verimi 37°C’de elde edilmistir. (Sekil 3.12.). Bu sonug, sicakhgin artmas: ile birlikte

molekdllerin hareketinin ve ¢arpisma oranlarinin artmasi ile aciklanabilir.
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Sekil 3.12. Kolesterol adsorpsiyonu tzerine sicakligin etkisi

3.4.5. iyonik Siddet Etkisi

Calismamizda iyonik siddet etkisi 0.0-1.0 M NaCl varlig ile test edildi ve her
iki materyal i¢in iyonik siddetin artmasi ile kolesterol uzaklastirma oraninin azaldig:
belirlendi ve her 1.0 M NaCl arttiginda kolesterol absorbansinin 1.45 kat azaldig:
belirlendi.( Sekil 3.13.). Kolesterol uzaklastirilmasinda iyonik siddet etkisi icin

SPSS 15.0 programinda istatistiksel analizleri yapildi. (t:14.046 , df:4, p.0.000)
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Sekil 3.13. Kolesterol adsorsiyonu tizerine iyonik siddetin etkisi

3.5. Insan Plazmasindan Kolesterol Uzaklastiriimasi

Molekiler damgali biyomateryaller ile sulu c¢ozeltilerden kolesterol
uzaklastirma caligmalarinda elde edilen optimum kosullar ile insan plazmasindan
kolesterol uzaklastirilmasi ¢alisildi. Bu amagla 0.5 g biyomateryal dozu ile pH 6.0°da
insan plazmas: ve biyomateryaller etkilestirildi. Etkilesim ©ncesi ve sonrasinda
alinan plazma drneklerinde kolesterol analizi gerceklestirildi ve molekuler damgah

biyomateryaller ile %75’lik bir uzaklastirma oran: elde edildi (¢izelge3.3.)
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Cizelge 3.4. Molekuler damgali kitosan-agaroz biyomateryali ile insan plazmasindan

kolesterol uzaklastiriimasi

Eeferans EBazlangir; Final

Eolesteral 150-200 mgj/d! 264 Trmg/dl 153.8 mag/dl
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4. TARTISMA VE SONUC

Gunimuzde buyik ilerlemelerin gergeklestigi bilim dallarindan biri olan
biyomalzeme biliminde, biyolojik sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek
yeni malzemelerin gelistirilmesi icin yogun caba harcanmaktadir. Biyomalzemeler,
insan vicudundaki canli dokularin islevini yerine getirmek ya da desteklemek
amaciyla kullaniimaktadir. Son yillarda hem bilimsel, hem de teknolojik acidan
Onemi gittikge artan hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimi pek ¢ok calismada
rapor edilmektedir. Hidrojeller, ¢6zinmeyen ancak sisebilen yapida olup tibbi
uygulamalar agisindan sahip olduklar: Gstun 6zellikler bakimindan son 30 yildir
dikkat ceken biyomalzemelerdir. Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su
icermeleri, yumusak ve esnek yapida olmalar: gibi tasidiklar: bircok fiziksel 6zellik
acisindan canli dokularla karsilastirildiklarinda biyuk benzerlik gostermektedirler
(3346) Bu calismada kullanilan kitosan ve agaroz dogal polimerleri de hidrofilik
yapidadir ve sulu ¢Ozeltilerde yuksek derecede sisme Ozelligine sahip hidrojellerdir.
Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir
poliaminosakkarit ve dogal olarak meydana gelebilen birkag katyonik
polielektrolitten biridir. Jel olusturma ozelligi ile farmakoloji ve gida endustrisinde
yaygin olarak kullanilan agaroz, Rhodophyceae sinifina ait kirmiz: alglerden elde
edilmektedir “” . Agaroz yiiksek su tutma kapasitesine sahiptir ve bu Ozelligi ile
medikal alanlarda da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kitosan-agaroz
hidrojellerinin denge su icerigi gravimetrik yontemle farkli pH ortamlarinda
belirlendi. Ortam pH’sinin notrale yaklastikga su alma kapasitesinin de arttig: tespit
edildi. KA hidrojellerinin su alma kapasitesi pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0°da sirasi ile

%24.3, %48, %84.9, %90 ve %72 olarak bulundu. Tum pH degerlerinde 150.
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dakikaya kadar hizli bir sisme egilimi gosteren hidrojellerin bu seviyeden sonra sabit

bir sisme kapasitesi sergiledigi belirlendi.

Bilirubin damgalama calismalarinda ¢ok cesitli materyaller kullaniimastir.
Altintas ve arkadaslari (2006) “®, poli(glisidil metakrilat) partikiillere bilirubinin

adsorpsiyonu tizerine cahsmuslardir. Deng ve arkadaslar: (2003) “9

, poli metakrilik
asit Uzerine bilirubin baskilamiglar ve ylksek giderim saglamiglardir. Syu ve
arkadaslar1(2005) ©%, poli metakrilik asit-ko-etilenglikoldimetakrilat polimeri
uzerine alfa bilirubin damgalamas: galismiglar ve iki saat icereisinde makisum
giderim elde etmislerdir. Kolesterol damgalama calismalarinda ise Yavuz ve
arkadaslar1  (2007), Methacryloyl-(I)-tyrosinemethylester materyal olarak
secmislerdir. ®1 Genellikle kullanilan materyaller sentetik yapidadir. Bu calismada
ise tamamen dogal malzemeler kullanilmistir. Biyomalzeme alaninin vazgecilmez
Ogeleri olan dogal polimerlerdir, biyolojik ortamdaki makromolekillerle benzer
yapida olduklarindan, canli dokularla temas ettiklerinde toksik etki, iltihaplanma gibi
istenmeyen reaksiyonlar olusmamaktadir. Bununla birlikte dogal polimerler de cesitli
dezavantajlara sahiptir. Yiksek sicakliklarda bozunmalari ve bundan dolay:
sekillendirilmelerindeki guclik, 6nemli dezavantajlar arasinda sdylenebilir. Fakat bu

calismada kullanilan kitosan ve agarozun yuksek sicakliklarda da dayanikl: olduklar

belirlenmistir.

Polimerik materyaller ginimuzde kontakt lens dretimi, ultrafiltrasyon,
biyosensor sistemlerin tasarimi, biyoteknolojik ayrim ve salim sistemleri gibi cesitli
alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarda
kullanilan biyomateryallerin, biyolojik cevreyle iyi uyusmasi, doku ile temas

ettiginde enfeksiyona yol agmamasi, kanserojenik etki gostermemesi gibi baslica
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temel 6zelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir. Ayrica biyomateryal yizeyinin protein
adsorpsiyonu ve hiicre adhezyonuna direngli olmasi, kan uyumlu implantlarin

gesitirilmesinde  6nemli bir parametredir #5359

Biyomalzemeler, insan
vicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amaciyla
kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, strekli olarak veya belli araliklarla
vicut akiskanlariyla (6rnegin kan) temas ederler. Bu amagla biyomalzeme olarak
kullanilacak yapilarin biyouyumlukluk o6zelliklerinin test edilmesi gerekmektedir.
Kan proteinleriyle ve hucrelerinin adhezyonu ve hemoliz bu testlerin basinda
gelmektedir. Agaroz-kitosan hidrojellerinin protein adsorpsiyonuna direng gésterme
ozelligini belirlemek ic¢in, insan serum proteinleri (HSA, y-globulin, fibrinojen) ile
biyomateryaller 5 saat etkilestirildi. Biyomateryeller (zerine adsorplanan serum
proteinleri oraninin ¢ok dustk oldugu ve istatistiksel olarak 6nem arz etmedigi
belirlendi (p>0.05). Biyomalzemel yapisinda hidrofilik fonksiyonel gruplar yizeyde
bulunma egilimindedirler ve bdylece yuzeyde yogun Lewis bazi ile ortuli tabaka
olusmaktadir. Biyomalzeme yizeyinde gbzlenen disuk protein adhezyonu ytizeydeki
Lewis baz bilesenleri ile protein molekulleri arasinda olusan itme kuvvetleri ile
aciklanabilir. Kan proteinleri adhezyonu galismalarinda fibrinojen ile elde edilen
dustik adhezyon oranlari biyomalzenin kullanilabilirligi agisindan oldukga Gmit
verici bir sonugtur. Cunku fibrinojenin biyomalzemelerin vicut tarafindan kabuliinde
pihtilasmada 6nemli bir roli vardir. Calismamizda gelistirilen biyomalzemelerin
dustik fibrinojen adhezyonu gostermesi literatir agisindan da oldukca onemlidir

¢unkl biyouyumlu malzeme tasariminda heniiz istenilen noktaya ulasilamamastir.

Sandeman ve arkadaslar1 (2005) ©®, karbon yapida gelistirdikleri materyalin

biyouyumluluk 6zelligini granulosit ve platelet adhezyonu ile test etmislerdir.
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Desai ve arkadaslari (1989) ©® ise polihidroksietil metakrilat-ko-
metilmatakrilat polimerinin biyouyumluluk 6zelligini, trombus olusumu ve platelet
adhezyonu ile degerlendirmislerdir. Hsu ve arkadaslar: da (2004) ©”, gelistirdikleri
polikaprolakton/polietilenglikol materyallerinin  biyouyumluluk 6zelligini  kan
proteinleri ve platelet adhezyonu ile degerlendirmis ve olumlu sonuclar aldiklarin

rapor etmislerdir.

Bir biyomateryal kan ile temas ettirildiginde ilk olarak proteinler yiizeye
yapismakta ve denatlre olmaktadir. Deforme olan protein ile plateletler etkilesmekte
ve platelet hicreleri yizeyde birikmektedir. Plateletler bu gorevleri ile trombus
olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle gelistirdigimiz biyomateryalin
biyouyumluluk 6zelligini degerlendirirken, platelet ve diger kan hicreleri adhezyonu
calismalarina da yer verilmistir. Bu amagla, kitosan-agaroz biyomateryali insan kani
ile inkiibe edilerek inkiibasyon 6ncesi ve sonrasinda hematolojik veriler elde edildi.
Biyomateryal yuzeyine platelet adhezyonunun oldukca dislk seviyelerde kaldigi ve
thmal edilebilir derecede oldugu belirlendi. Lokosit ve eritrosit adhezyonunun ise
sirast ile 0.1 K/uL ve 0.14M/uL seviyelerinde oldugu belirlendi. Hidrofilik agaroz ve
kitosan zincirlerine ait yuzeyde bulunan ve protein adhezyonunu azaltan tabakanin,

negatif yUkll kan hicreleri adhezyonunu azalttigi séylenebilir.

Biyomateryallerin kan ile etkilesiminde hemolize sebep olmalari, istenmeyen
bir durumdur. Biyomalzemelerin kan hicreleri ile etkilesimi yapisal 0zellik,
konsantrasyon ve saturasyon gibi cesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir.
Biyomalzemeler, hiicre zarinda hasara yol acarak litik etki gosterebilmektedir. Lipid

yapidaki nanopartikiller malzemeler membran yapisina katilarak membran
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bayuklaglnd arttirmakta ve baloncuk olusumuna neden olabilmektedir. Hucre
zarinda olusabilecek bdyle bir degisiklik hiicre zari, iskeleti ve stoplazma arasindaki
etkilesimde aksamalara neden olmaktadir®®. Calismamizda KA biyomateryalinin
hemoliz 6zelligine sahip olup olmadig: da arastirild: ve kan ile etkilesim sonrasinda
cok dusiik miktarda (0.2g/dL) hemoglobinin seruma gectigi tespit edildi. Bu
sonuclara dayanarak calismamizda gelistirilen biyomalzemelerin diusiik ve ihmal
edilebilir derecede hemolitik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Zhang ve
arkadaslar: (2009) ®%, bilirubin adsorpsiyonunda polytetrafluoroethylene kullanarak
malzemelrinin yiksek hemolitik aktivite sergilediklerini, bu problemi materyal
yuzeyine albumin tutuklayarak giderdiklerini ve albumin tutuklanmis ylizeyde %0.24
luk bir hemoliz orani elde ettiklerini bildirmislerdir. Benzer sekilde platelet
adhezyonunun da yiksek oranda oldugunu ve albumin modifikasyonu sonrasinda

adhezyon oraninin azaldigini belirtmislerdir.

Calismamizda diger 6nemli bir parametre ise pH etkisidir. Bilirubin damgal:
KA biyomateryalleri Gizerine bilirubin adsorpsiyon calismalari pH 4.0-8.0 araliginda
incelendi ve pH 7.0 noktasinda maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasildi.
Kolesterol damgali KA biyomateryelde ise maksimum adsorbsiyon pH 6.0 elde
edildi. pH 7.0 ve 6.0 ’da biyomateryal hem maksimum su alma kapasitesi gostermis
hemde (¢ boyutlu ag yap: Uzerindeki hedef bolgelerin ulasilabilirligini arttirmastr.
Dogal KA biyomateryali ise bilirubin ve kolesterol adsorpsiyonunda maksimum
verim pH 6.0’da elde edilmistir. Bu sonu¢ molekiler damgalamanin biyomateryal
yuzeyinde varyasyonlara sebep oldugunu, bilirubin ve kolesterol ile etkilesimin notr
pH’ya kaydigini gostermektedir. Zhang ve arkadaslari (2009) ©°, pH 6.0-7.0
araliginda bilurubinin maksimum adsorpsiyon gosterdigini bulmuslardir. Yang ve

arkadaslart ” pH 4.0°dan pH 8.0%a dogru arttikca bilurubin adsorpsiyon miktarinin
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da arttigin1 gostermislerdir. Literatirde gozlenen bu sonuclar calismamizda elde

ettigimiz notr pH’da maksimum adsorpsiyonu desteklemektedir.

Molekuler damgalama islemi biyomateryal yiizeyinde kalip olusturarak hedef
molekdl icin spesifikligi arttirmaktadir. Dogal biyomateryal ile 6.7 mg/g bilirubin
giderimine ulasilirken, molekiler damgalanmis biyomateryal ile 38.55 mg/g
seviyelerine ulasilmistir. Dogal biyomateryal ile kolesterol ve bilirubin damgali
kitosan-agaroz  biyomateryali  bilirubin ve kolesterol giderimi  acisindan
kiyaslandiginda, molekuler damgalamanin performans: 5.7 kat arttirdig: belirlendi.
Zhang ve Jin (2009) ®°, polivinilalkol kullanarak 76mg/g maksimum adsorpsiyon
kapasitesine ulagsmislardir. Zhang ve jin (2009) (59 politetrafloroetilen kullanarak
(MPTFE) insan plazmasindan bilirubin uzaklastirmiglardir ve 53.8 mg/g bilirubin
adsorpsiyonu elde etmislerdir. Avramescu ve arkadaslari da(2004) ©, albumin
tutuklanms etilen vinil alkol membranlar: ile 25 mg/g bilirubin adsorpsiyonu elde
etmislerir. Tong ve arkadaslar: (2005) ©®, 0,0-dipalmitoyl kitosan matrikslerine
kolesterol adsorpsiyonu calismiglardir ve etkili bir kolesterol adsorpsiyonunu rapor
etmislerdir. Liu ve arkadaslart (2006) ©% kolesterol modifiye edilmis dekstran
materyallerine 329.6 ng/cm2 LDL adsorpsiyonunu rapor etmislerdir. Yavuz ve
arkadaslar1 (2007) (51),poly(2-hidroksietil metakrilat -N-methacryloyl-(I)-tyrosine
metilester) sentetik partikillere kolesterol damgalamasini ¢alismislar ve 16.23 mg/g

adsorpsiyon kapasitesine ulasmiglardir.

Molekiler damgalanmis KA biyomateryalleri izerine bilirubin ve kolesterol
adsorpsiyonu 300 dakika takip edildi ve adsorpsiyonun baslangicta hizli oldugu ve
120 dakika icerisinde dengeye ulastigi belirlendi. Kitosan-agaroz biyomateryalleri

uzerine baslangi¢ bilirubin derisimi etkisi 5-100 mg/L araliginda incelendi ve 40
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mg/L baslangi¢c konsantrasyonunda bilirubin gideriminin maksimuma ulastigi ve bu
degerin (zerindeki baslangi¢ bilirubin konsantrasyonlarinda doygunluk noktasina
ulasildigr belirlendi. Bu nedenle bundan sonraki tim calismalar 40 mg/L bilirubin
baslangi¢c konsantrasyonunda gerceklestirildi. 40 mg/L degerinin Gzerinde bilirubin
adsorpsiyonunun doygunluga ulasmasi, biyomateryal ylzeyindeki hedef bolgelerin
biylik bir ¢ogunlugunun bilirubin ile kaplanmasiyla aciklanabilir. Kitosan-agaroz
biyomateryalleri (zerine baslangic kolesterol derisimi etkisi ise 10-100 mg/L
araliginda incelendi 80 mg/L kolesterol baslangic konsantrayonunda damgali
biyomateryaller icin 59.7 mg/g adsorpsiyon kapasitelerine ulasilmistir. Bu yolla
ortamdaki bilirubin ve kolesterol molekilleri biyomateryal yizeyinde az sayida kalan
baglanma bolgeleri ile yarisacak ve adsorpsiyon kapasiti de buna bagl olarak

azalacaktir.

Adsorpsiyon ¢alismalarinda kati ve sivi faz arasindaki oran oldukga dnemlidir.
Bu calismada kati faz1 temsil eden biyomateryalleri 0.01-1.5 g arahiginda tutularak
bilirubin adsorpsiyonu Uzerine doz etkisi incelendi ve biyomateryal miktarinin
artmasi ile adsorpsiyon kapasitesinin arttigi ve 0.5 g’lik doz seviyesinde maksimum

bilirubin ve kolesterol adsorpsiyonuna ulastig: belirlendi.

Iyonik siddet etkisi, pek cok adsorpsiyon ve uzaklastirma calismalarinda
performans: etkileyen dnemli bir parametredir. Bu ¢alismada iyonik siddet etkisi 0.1-
1.0 M NaCl varhigi ile test edildi ve her iki materyal icin iyonik siddetin artmasi ile
bilirubin ve kolesterol uzaklastirma oraninin azaldig: belirlendi. Bilirubin damgal:
biyomateryallerin adsorplama kapasitesinin, iyonik siddet etkisinin 1.0 M NaCl’ye
arttirlimas: ile 2.1 kat azaldigi belirlendi. Kolesterol damgali biyomateryallerin

adsorplama kapasitesi ise iyonik siddet etkisinde 1.0 M NaCl’ye arttirilmasiyla 1.45
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kat azaldigi belirlendi. Benzer sekilde Zhang ve arkadaslari(2009) ©9, bilirubin
adsorsiyonunun 0.005-0.5 araliginda NaCl konsantrasyonundaki degisikliklerde
yaklasik % 15.8 azaldigini rapor etmislerdir. Yang ve arkadaslar (2007) ) iyonik
gucun titanyum oksit nanopartikalleri ile bilirubin arasindaki etkilesimi incelemis ve
bu etkilesimin iyonik glict azalttigin1 ya da onledigini rapor etmislerdir. Xia ve
arkadaslar1 (2005) ©® 0.067 M NaCl’ nin Cibacron Blue F3G A (CB F3GA) bagh

nylon membranlari Uzerine bilirubin adsorsiyonunu azalttigini belirtmislerdir.

Sicaklik molekullerin hizini ve hareketliligini arttiran bir faktordir. Sicakligin
molekiler damgali kitosan-agaroz biyomateryallerinin bilirubin uzaklastirma
performans: (zerine etkisi 5-35°C arahiginda incelendi ve en yiiksek uzaklastirma
verimi  37°C’de elde edildi. Bilirubin damgali biyomateryallerin adsorplama
kapasitesinin iyonik siddet etkisinin 5°C ‘den 35°C’ye arttirilmasi ile 3.38 kat arttigs,
kolesterol damgali biyomateryal iginse 2.33 kat arttigi belirlendi. Sicakligin artmast,
molekdllerin hareket hizlarini, materyal ile bilirubinin ve kolesteroliin carpisma
oranlarint arttiracagindan adsorplama kapasitesinin artmasi beklenen bir sonugtur.
Zhang ve arkadaslari (2009) ©% 4, 25ve 37°C’lerde bilirubinin absorbsiyonu
calismiglardir ve maksimum adsorpsiyon kapasitesine 37°C’de ulasmislardir. Xia ve
arkadaslar: (2005) © ortam sicakliginin artmasiyla bilirubin adsorsiyon kapasitesinin

dogru orantili bir bigimde arttigin1 gozlemislerdir.

Molekiler damgali kitosan-agaroz biyomateryalleri ile sulu c¢ozeltilerden
bilirubin ve kolesterol uzaklastirma calismalarinda elde edilen optimum kosullar ile
insan serumundan bilirubin ve kolesterol uzaklastiriimas: ¢alisildi. Bu amacla en
yuksek giderimin saglandigi 0.5 g biyomateryal dozu ile pH 7.0’da insan serumu ve

biyomateryaller etkilestirildi. Etkilesim ©Oncesi ve sonrasinda alinan serum
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orneklerinde bilirubin ve kolesterol analizi gerceklestirildi ve molekiler damgal
kitosan-agaroz biyomateryalleri ile %87’lik bir uzaklastirma orani elde edildi. Sulu
cozeltilerden bilirubin ve kolesterol adsorpsiyonu ile insan plazmasindan bilirubin ve
kolesterol adsorpsiyonu kiyaslandiginda, plazmada adsorpsiyon kapasitesinin ¢ok az
miktarda azaldig1 g6zlendi. Bu sonug, plazma icerisindeki diger bilesenlerin varhig:
ile aciklanabilir. Plazma icerisindeki proteinler, iyonlar, enzimler, materyal ile
bilirubin ve kolesterol etkilesimini maskeleyebilir, bilirubinin ve kolesterol materyal
Uzerindeki kaliba baglanmasinda engel olusturabilir ve bu yolla adsorpsiyon
kapasitesinin azalmasina yol acabilir. Benzer sekilde Avramescu ve arkadagslari ©
bilirubin adsorpsiyonunda statik ¢alismarda elde ettikleri verimin calismalarda 2 kat

azaldigini rapor etmislerdir.
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