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Danisman : Prof. Dr. M. Yakup ARICA

Kasim 2006, 90 sayfa

Bu tez calismasinin baslica amaci, biyolojik olarak uyumlu olan
poli(hidroksietil metakrilat), pHEMA hidrojel kdkenli, dolagim sisteminde
kullanilabilir, yapay bir damar gelistirmektir. Bu amac¢ dogrultusunda, farkli
miktarlarda albumin (AL) ve heparin (HEP) tutuklanmis pHEMA-AL-HEP
tupleri hazirlandi. Calismanin birinci agsamasinda uygun cap ve boyutlara
sahip ve farkh miktarlarda insan serum albumuni (HSA) iceren pHEMA-AL
tupleri 6 mm i¢ capta yapay damar olarak fotopolimerizasyon yontemi ile

azoizobutironitril (AIBN) baglaticisi varliginda sentezlendi. Albumin igeren



pHEMA-AL yapilarin kan uyumlulugunu artirmak ve ylzeyinde trombus
olusumunu engellemek icin karbodiimid ile aktivite edildi ve ylizeye heparin
kovalent olarak baglandi. Heparin baglanma miktarlarn farkli albumin ve
heparin baslangi¢c konsantrasyonlarinda ayrintili olarak incelendi. pHEMA'nin
biyolojik ve kan uyumlulugunu artirmak icin sentez sirasinda insan serum
albumini matriks ici tutuklama yontemi ile yerlestirildi ve sonrasinda yiizey
modifikasyonu ile heparin, pHEMA-AL yapinin yuzeyine kovalent olarak
baglandi. Yapay damar olarak kullanilmasi planlanan yeni gelistirilen
biyomateryalin, kan uyumluluk testleri kanda hemolitik aktivite, protrombin
zamani, aktive tromboplastin zamani, kan hucrelerinin  kaybi gibi
parametrelerle incelendi. Ayrica rutin analizler disinda, geligtirilen
biyomateryalin, ylzey 0ozellikleri SEM, yilizey temas acilari ve mekanik
Ozellikleri ve kan serum proteinlerinin adsorpsiyonlari detayli olarak ¢ahgildi.
Son olarak, optimize edilmis kosullarda Uretilen pHEMA-AL-HEP polimerik
yapay damar modeli surekli sistemde 72 saat sure ile dayaniklilik testleri

yapildi.

Anahtar Kelimeler :  Vaskiler biyoprotez, pHEMA, heparin, aloumin, yizey

modifikasyonu, immobilizasyon.



ABSTRACT

THE PREPARATION OF POLYHYDROXY ETHYLMETHACRYLATE
BASED ARTIFICIAL VESSELS AND DEVELOPMENT OF

BIOCOMPATIBILITY PROPERTIES AND CHARACTERISATION

YILMAZ, Meltem
Kirikkale University
Graduate School Of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. M. Yakup ARICA

November 2006, 90 pages

The main purpose of this study is to develop an artificial biocompatible
vessel based on poly(hydroxyethyl methacrylate) (pHEMA) hydrogel which
can be used in vascular system. In the direction of this purpose, different
amounts of heparin (HEP) and albumin (AL) immobilized pHEMA-AL-HEP
tubes were prepared. In the first stage of this study, in order to increase
biocompatibility of pHEMA, human serum albumin (HSA) was placed with
intramatrix entrapment method in pHEMA structure, during polymerization.
The pHEMA-AL tubes having 6 mm internal diameter were synthesized as an

artificial vessel with the photopolymerization method, in the presence of



azoisobutyronitrile (AIBN) initiator. In order to increase blood compatibility of
pHEMA-AL structures, and to prevent formation of thrombus on the surface,
polymer was activated with 1.1’-carbonyldiimidazole (CDI) and heparin was
covalently immobilised on the surface. Amounts of immobilised heparin were
studied in detail at the different initial concentrations of albumin and heparin.
Blood compatability tests of the newly developed biomaterial which was
planned to be used as an artificial vessel, were examined with various
parameters as hemolytic activity, prothrombin time, activated thromboplastin
time, loss of blood cells in blood. In addition to routine analysis, surface
properties of the biomaterial were studied with SEM, contact angles and
surface energies, mechanical properties and adsorptions of blood serum
proteins. Finally, the model of pHEMA-AL-HEP polymeric artificial vessels
produced under optimised conditions, were tested for 72 h in continuous

system.

Key Words: Vascular bioprosthesis, pHEMA, heparin, albumin, surface

modification, immobilization.
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1. GIRIiS

Biyomateryaller, uzun suredir, cesitli iglevleri yerine getirmek Uzere,
cok farkli yapr ve bilesimde dretilerek kullanilmaktadir. Buna karsin,
tanimlanmalari konusu tartigmalidir. Gegerli tanimlamalardan biri, “Dogal bir
iglevi yerine getiren, arttiran, iyilestiren canli yapilarin, biyomedikal aletlerin
tamamini, bir parcasini olusturan, dogal veya yapay her materyal,
biyomateryaldir.” seklindedir (1). Diger bir tanimlama, canhlarin ¢esitli hatali
islevlerinin iyilestiriimesi icin tasarlanmis materyaller oldugu seklindedir (2).
Bu alandaki arastiricilar tarafindan yapilmig, daha c¢ok cesitli farkl

tanimlamalar vardir.

Biyomateryal olarak tibbi uygulamalarda metaller, alasimlar,
polimerler, seramikler, kompozitler ve cam gibi ¢ok cesitli tipte malzeme
kullaniimaktadir. Biyomateryalin tasarimi, amaclanan isleve ve biyolojik
bolgeye bagli olarak degdisik 6zellikler gdstermelidir. Materyallerin yigin
Ozellikleri, kismen bu gereksinim duyulan farkli 6zellikleri saglayabilir. Tum
gereksinimleri tam anlamiyla yerine getiren biyomateryaller tasarlamak c¢ok
zor oldugundan, tercih edilen yaygin bir yaklagim, bazi temel 6zelliklere sahip
bir biyomateryali Uretmek ve devaminda, yuzey 0Ozelliklerini gelistirmek icin
O0zel muamelelere tabi tutmaktir. Bu yolla, asil 6zelliklerinden ayrilan ytzeyle,
ideal biyomateryaller yapiimasi saglanir. Ayrica, yuzey 6zellikleri,
biyomateryallerin performansini gelistirmek icin secici olarak modifiye

edilebilir.



Polimer teknolojisinin son yillarda gosterdigi yuksek ivmeli gelisime
paralel olarak, tretim teknikleri ve kullanim alanlari hizla artmistir. Havacilik
ve uzay endustrisinin asirt uclardaki gereksinimlerini kargilamak igin;
polimerler, diger materyallere gore ustunlik sergilemektedir. Polimerlerin
biyomateryal olarak kullanimi da giderek gelismektedir. Son on yildir,
hemodiyaliz sistemleri, viicut digi sirkilasyon doénguleri, kalp kapaklari, kan
by-pass tupleri, prostetik cihazlar, kateterler ve insan kaniyla dogrudan temas

eden tibbi cihazlarin yapiminda, yogun olarak polimer kullanilmaktadir (3-6).

Kan ile yapay bir ylzey temas ettiginde, bir seri kompleks etkilesim
reaksiyonu meydana gelmektedir. Polimerik ylizeye proteinlerin adsorpsiyonu
veya hicre (cogunlukla platelet) adezyonu meydana gelir, bunun sonucunda
aktivasyon-agregasyon, kan  koagulasyon  sisteminin  aktivasyonu,

tamamlayici aktivasyon, fibrin ve sonugcta pihti olusur (7-10).

Yapilan ¢ok sayidaki arastirmalarda, biyomateryal olarak kullaniimasi
planlanan polimerik biyo-materyallerin, kan ile temasi sonucunda plazma
proteinlerini hizl bir sekilde adsorpladigli rapor edilmistir (11-12). Kan ile
biyomateryal yilizeyi arasindaki etkilesim sonrasi, koagilasyonun baslama
mekanizmasli, hentz tam olarak aciklhiga kavusmamistir. Genel olarak,
pihtilasma reaksiyonlarini, biyomateryale baglanan ya da biyomateryal
tarafindan adsorplanan plazma proteinlerinin baglattigi distuntlmektedir (13-

14).

Koagulasyon sisteminin uyariimasi ile, trombin ve fibrinojen olusumu
sonrasinda, pihtt meydana gelmektedir. Bu tur yangi olaylari, koroner

bypass, hemodiyaliz ve diger ekstrakorporal uygulamalarda olumsuz



sonuglara neden olmaktadir. Bu tur reaksiyonlara, dolasim sistemi diginda
kalan diger dokularda yapilan implantasyonlarda, sik rastlanmadigi yapilan

arastirmalar sonucu bildirilmigtir (15).

Koagiilasyon mekanizmasi, trombositler tarafindan baglatiimaktadir. in
vivoda, fibrinojen veya diger adezyon molekdllerinin biyomateryal ytzeyine
baglanmasi ile trombositler aktive edilir. Vaskiler yolda (intrinsik yol, kontak
aktivasyon yolu); prekallikrein, yiksek molekul agirlikh kininojen (HK), faktor
Xl (Hageman faktori) ve XI'in (plazma tromboplastin antesedan), negatif
yukll aktive edici bir ylizeyle karsilagsmasi sonucu, bir seri reaksiyonla, faktor
X (Stuart-Prower faktori) aktive olur. Ekstrakorporal olarak ise,
koagulasyonun aktivasyonunun daha farkl oldugu yapilan ¢alismalar sonucu
rapor edilmigtir. Cunki, kandaki doku faktorleri aktive edilerek monositler

tarafindan uyariimaktadir.

Bazi calismalar, ekstrakorporal sistemlerde koagulasyon
mekanizmasinin  vicut icerisindeki uygulamalarda oldugu gibi hizli
olmadigini, 15 dakika kadar surdagini goéstermistir. Trombin olusumuna
neden olan koagilasyon basamaklarinda fonksiyonel kan bilesenlerindeki
cesitlilik derecesinin 6nemi arastirilmis ve bu calismalarda, kandan izole
edilen saflastiriimis bilesenler (serum, plazma, eritrosit, lokosit ya da

trombositlerin fraksiyonlari) kullanilmigtir (16-17).

Sentetik polimerler, meydana getirdikleri koagulasyon, trombus,
emboli, dogal dokulara karsi cesitli cevaplar ve dusik molektler agirhikh
bilesiklerin sizmasi gibi, olumsuz olaylara kargin, yapay kan damarlar ve

kalp kapakgiklar gibi implantlarda kullaniimistir (18). Politetrafluoroetilen



(PTFE), modern vaskuler protezler yapilan bir materyaldir. PTFE bir
biyomateryal olarak, iyi 1sisal kararlilik, ytksek kimyasal inertlik, distk yuzey
enerjisi, ve dusuk sdrtinme katsayisina sahiptir. Bundan dolayi, PTFE,
sentetik bir materyal olarak, gereken mekanik 6zelliklere ve mukemmel
kimyasal kararlihiga sahiptir. Buna kargin, PTFE’nin ylzeyiyle kan arasinda,
trombogenik reaksiyonlar meydana gelebilir ve bu kicik caph sentetik

arteriyel protezlerde dusik performansla sonuclanir (19).

Kanla temas eden biyomateryallerle ilgili problem, oncelikle, yapay
organin yilzeyinin, kan tarafindan kabul edilmemesidir. Kanin yabanci
maddelerle temasi sonucu (6rnek olarak ekstrakorporal dolasim tipu),
biyomateryal ile biyolojik sistem arasinda c¢ok sayida reaksiyonlar
olusmaktadir (20). Bu iligskiler sonucu vicut savunma sistemi uyariimakta ve
savunma icerisinde de bilindigi gibi plazma sistemleri ve kan hucreleri rol

almaktadir.

Ticari, yapay damar olarak Uretilen polietilenteraftalat (PET), dolagim
sistemine dahil edilmesinden bir iki hafta sonra, savunma mekanizmalarini
harekete gecirmekte ve protezin uygulanmasi basarisizlikla

sonuclanmaktadir (21).

Ornegin, disik sicaklik izotropik pirolitik karbon (LTIC), genellikle, iyi
kan uyumlulugu ile, degredasyona, asinmaya ve yorgunluga karsi yuksek
dirence sahip oldugu icin, genelllikle yapay kalp kapakgiklarinin dretiminde
kullanilir. Bununla birlikte, LTIC mekanik kalp kapakciklari protezleri icin
tromboembolizm, 6nemli bir klinik komplikasyon olma 6zelligini korumaktadir

(22).



Bagka bir o©Ornekte, buyidk arterlerin yerine vaskuler protezler
kullanilmigtir. Fakat, Ozellikle 5mm’den daha az i¢ ¢api olan kiguk caph
yapay damarlarin, yorulma hizi, etkilenen damar boyunca kanin akigini
durduran, yerel daralmalar nedeniyle, klinik kosullarda ytksektir (23). Tedavi,
esas olarak cerrahidir ve akisi yeniden saglamak icin etkilenen damar
bolumunin by-pass yapilmasi gerekir. Mukemmel bir kan uyumluluguna
sahip olan bir biyomateryali, basit ve kolay c¢oztumlerle Uretmek, bilinen
yontemlerle olasi gozikmemektedir. Oldukca karmasik olan bu alandaki

calismalar, hala emekleme agsamasindadir (24-26).

Cok sayida arastirma, biyolojik ve kan uyumlu bir ytzey gelistirmek
icin, oncelikle pihti olusumunu engelleyen yapay bir ylzey olusturma
dusincesi ile baglamaktadir. Bu arastirmalar, hidrofilik, hidrofobik, negatif
velveya pozitif yukli, c¢ok farkli 6zellikteki polimerlerin  kullanimini
kapsamaktadir. Tibbi cihazlar tasarlanirken, cesitli vicut sivilarina maruz
kaldiklarinda, korozyona ve degredasyona ugrama olasiliklari, distunilmek
zorundadir. Engellemek icin temel olarak iki metot vardir. Bunlar, direncli bir
materyal secmek ya da materyali korumaktir. Korumak daha sik tercih edilir

7).

Yuzey karakteristikleri bir biyomateryalin iglevselliginde hayati bir rol
oynar. Biyolojik ¢cevre (sert ya da yumusak doku, kan, vicut sivisi ya da
tukrik gibi) ve biyomateryaller arasindaki etkilesimler, materyal ytzeyinde
yer alir. Canli dokularin biyomateryallere karsi olusturdugu biyolojik cevap,
kimyasal kompozisyon, temizlik, doku yapisi, ylzey enerjisi, korozyon direnci

ve komsu proteinleri denature etme egilimi gibi ylizey 6zelliklerine baglhdir.



Ozellikle, materyalin biyouyumlulugu, implant ve biyolojik sistem
arasindaki, mikrometre ve nanometre Olcekli etkilesimlerle tanimlanir (28).
Kimyasal kompozisyon, islatilabilirlik, yizey enerjisi, yari iletkenlik 6zellikleri
ve ylzey yukd gibi materyalin fizikokimyasal ylzey 06zellikleri, bu

etkilesimlerde dnemli bir rol oynar (29-34).

Biyomateryalin yluzey modifikasyonunun mantigi, sadece en distaki
ylizeyin modifiye edilip, asil fiziksel 6zelliklerin korunmasina dayanir.
Boylece, ylzey modifikasyonu gerceklestirildiginde, biyomedikal aletin
mekanik oOzellikleri ve islevselligi etkilenmez, fakat doku araytzinde
biyouyumluluk gelistirilebilir (35). Bundan dolayi, kanla temas eden inorganik

materyallerin ylizey modifikasyonu, yeni bir arastirma alanidir (20,26).
Yuzey modifikasyonu mekanizmasi soyle 6zetlenebilir:

1. Dusuk doku ve kan uyumlulugu, sadece hicresel hasar ve kan
koagulasyonuna dedgil, basarisiz nakillere de sebep olabilir. Bu durumlarda,
sert, asinmaya direncli ve korozyona direncli, ayni zamanda biyouyumlu

olacak sekilde modifiye edilmis bir tabaka, problemleri azaltir.

2. Biyomateryalin, yigin niteliklerini korurken, yuzey 06zelliklerini

degistirebilmek dnemlidir.

3. Doku-biyomateryal etkilesimleri, ylizeyde meydana gelen bir olaydir
ve yuzey 6Ozellikleri tarafindan yonetilir. Bu etkilesimlerin, 1 nm’den daha az,
sIg bir bolgede meydana geldigi distunulmektedir (34-38). Taslyici ve implant
arasindaki baslangictaki etkilesim, serum ve diger doku sivilariyla

implantlarin sartlandiriimasini icerir, bu suretle biyomateryal yilizeyinde



kompozisyonel degisiklikler olusur. Bundan dolayi, biyomateryal-doku

arayuzundeki, davranis geligtiriimelidir.

4. Uzun omdarlaluk, tibbi implantlar icin bir zorunluluktur (39).
Dayanikhlik yaninda, biyouyumluluk da omidr uzunlugunu belirler. Yigin

Ozellikleri ve yilizey 6zellikleri arasinda bir uyum meydana getirmek gereklidir.

5. Biyomateryallerin ylizey modifikasyonu, son on yilda
yogunlagsmistir. Alternatif ¢oézumler icin gereksinimler, sadece daha lyi

biyomedikal aletler degil, cok cesitli fonksiyonellik ve biyoaktivitedir.

6. Yizey muamelelerinin amaci, asinmay! azaltmak, biyouyumlulugu
arttirmak, biyoaktif ya da biyoinert davranis saglamak, korozyon direncini
gelistirmek, adezyonu gelistirmek, yiksek direnclilik saglamak ve yorgunluga

bagli basarisizhgl azaltmaktir (40-43).

Yuzey modifikasyonu iki kategoriye ayrilir:

(1) kimyasal ya da fiziksel olarak ytzeydeki atomlarin, bilesiklerin ya
da molekullerin degistiriimesi (polimer ytzeyinin oksidasyonu, fluorinasyon ve

polimerik ylzeyde fonksiyonel gruplarin olusturulmasi)

(2) farkh kompozisyona sahip bir materyalle ylzeyin kaplanmasi
(plazma polimerizasyon yontemi ile ytzeyin farkli bir polimer ile kaplanmasi,

asllama ve ince film kaplamasi) (44-48).

Biyomedikal implant materyallerinin ylizey modifikasyonuyla, eklem
yenilemeleri, yapay kemik, dis implantlar, yapay kalp kapaklari, yapay
vaskiler yapilar, yapay kan damarlari, intraokuler lensler, yapay kornealar ve

yapay Kkateterler gibi aletlerin modifikasyonunu iceren sayisiz 6rnek



mevcuttur. Pek ¢cok medikal alet firmalari, ylizey muhendisligi uygulanmig
biyomateryallerin 6nemini kavramistir. Kazancli bir pazardir fakat, yizey
muhendisligi henliz bitin potansiyeline ulagsmamistir. Biyomedikal pazari, 50

milyar ABD Dolarini agmistir (49,50).

Biyoprotezlerin ytizeylerine biyolojik makromolekullerin (albumin,
heparin, fibronektin ve endotelyal hlcre) asilanmasi ile protez olarak
kullanilan biyomateryallerin kan uyumlulugunun arttigi ve savunma sistemini

harekete gecirmedigi bildirilmistir (3,6).

Son yapilan arastirmalar, kanla dogrudan temas icin gelistirilen
biyomateryallerin  ylizeyine, heparin velveya albumin gibi biyolojik
makromolekullerin yeni ylzey modifikasyon yontemleri ile agsillanmasini

kapsamaktadir (50-53).

Bu calismalara 0Ornek olarak, stiren-butadien-stiren (SBS)
kopolimerinin kan uyumlulugunu artirmak igin dimetilaminoetiimetakrilat
(DMAEMA) ve/veya vinilpiridin (VP), SBS membrani yuzeyine asilanmistir.
Bu arastirmada, modifiye edilen SBS membranlarinin, kan uyumluluklari,
Lee-White pihtilasma testi ile belirlenmigtir (53). Bu calismada, SBS-g-VP
kopolimer membraninda yer degistiren piridin gruplarn iyodometan ile
kuartinize edilmis ve daha sonra heparin SBS-g-VP membranina
tutuklanarak, SBS-g-VP-HEP kopolimer membrani elde edilmigtir. SBS-g-VP-
HEP membraninin, heparin igerigi, toluidin blue yontemi ile belirlenmigtir.
Farkl miktarlarda asilama ve heparin icerigine sahip, kuru ve i1slak SBS-g-VP
ve SBS-g-VP-HEP membranlarinin temas agisi incelenmistir. Temas agisi

verileri ve Kaelble denklemi kullanilarak, SBS-g-VP ve SBS-g-VP-HEP



membranlarinin yizey enerjileri saptanmigtir. Asilama miktari ve heparin
iceriginin, SBS-g-VP ve SBS-g-VP-HEP membranlarinin biyouyumluluguna
etkisini belirlemek (zere, fibrinojen ve albumin protein adsorpsiyonu

cahisiimigtir.

Biyomateryal olarak kullanilan polistlfon (PS), yeterli mekanik glce
sahip olmasinin yaninda isiya ve kimyasal ajanlara karsi da dayanikhdir. Bu
Ozelliklerinden dolayl, biyomedikal uygulamalarda kullanilan 6nemli bir
polimerik biyomateryaldir. Ozellikle PS hollow fiber membranlari, disikten
orta buoyudklikteki protein molekullerinin gecisine ve yuksek akis diyaliz
terapisine izin veren, diyaliz cihazlarinda da yaygin olarak kullaniimaktadir.
Buna ragmen, PS membranlarinin kan uyumlulugu yetersizdir ve
hemodiyalizde antikoagulant (heparin) enjeksiyonuna ihtiyac duyulmaktadir.
Ishihara ve arkadaslarn (54) polistulfon membranlarinin kan uyumlugunu

artirmak icin, PS’nin ytzeyini fosfolipid karigimi ile modifiye etmislerdir.

Baumann ve Kokott (55), PS’nin ylzeyine heparinin kovalent olarak
baglanmasi icin karboksilik asit gruplari olusturulmasinda alti farkli
aktivasyon yontemi kullanmiglardir. Higuchi ve arkadaslarn (56), kan
proteinlerinin PS membranlarin ylzeyine adsorplanmasini engellemek icin
propan ile PS’nin ylzeyini modifiye etmiglerdir. Polistlfon membranlarla
yapilan diger calismalarda, membranlarin yizeyi UV, y-isini veya plazma ile
aktive edildikten sonra akrilik asit (AAc), akrilamid (AAm), metil akrilat (MA),
2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) gibi fonksiyonel gruplar iceren monomerlerle
yizeye asl yapilmis ve sonrasinda heparin ylzeye kovalent olarak

baglanmigtir (57).



Chen ve arkadaslari (1999) poliiretandan mikroporoz yapida vaskiler
protez hazirlamiglar ve hazirlanan yapinin morfolojik ve mekanik 6zelliklerini
cahsmiglardir (58). Brothers ve arkadaglari (1990) faz ayrim yodntemi ile
poroz yapida vaskiler protez hazirlamiglar ve polimerin karakterizasyonunu

yapmiglardir (59).

Dalton ve Shoichet (2001) pHEMA’dan santriflj kuvveti kullanarak
pHEMA tip hazirlamiglar elde edilen yapinin vaskiler protez ve yumusak

doku uygulamalarinda kullanim olasiligini bildirmiglerdir (9).

Bos ve arkadaglari (1999) plazma polimerizasyonu ile islem gérmus
polistiren vaskuler protez Uzerine albumin, heparin ve fibroblast blyume
faktorii baglamiglar ve in vitro olarak endotelyal hiicre kultri cahsmislardir

(26).

Duncan ve arkadaglart (2001) pHEMA filmleri Uzerine heparin
tutuklanmis kalp kapagi hazirlamig ve tutuklanmis heparinin antitrombojenik

etkisini incelemiglerdir (60).

Christensen ve arkadaslari (2001) vaskuler protez olarak hazirlanan
stent ylzeyine heparin agilamiglar ve tutuklanmig heparinin plateletler ve

komplement aktivasyon sistemine etkisini incelemiglerdir (61).

Chandy ve arkadaslari, argon plazma uygulanmis PTFE (Teflon) ve
polietilenteraftalata (Dacron), kollagen IV ve laminin agilanarak modifiye
edilmis ve PGE;, heparin ya da fosfatidil kolin gibi biyoaktif molekdllerin,
karbodiimid fonksiyonelligiyle devam eden immobilizasyonuyla, bir seri yliizey

kaplamasi hazirlamiglardir (62). Calisma, kollagen-lamininle modifiye edilmis



biyomateryaller Uzerine, biyomolekillerin tutuklanmasi yoluyla, ylzeyin

sebep oldugu trombusu kontrol etmenin, mimktn oldugunu 6nermektedir.

Kanla temas eden protezlerde endotelyal hiicre ekimini gelistirmek icin
kullanilan, yizey modifikasyon metotlari, fibronektin, laminin, kollagen ve
peptidlerin tutuklanmasini icerir. Endotelyal hiicrelerin kictk caph vaskuler
biyoprotezlere asilanmasi materyalin kan uyumlulugunu artirmaktadir. Bu
nedenlerden dolay! biyomateryal olarak secilecek sentetik polimerik yapinin
hidrofilisitesi, ylUzeyinin kimyasal yapisi ve denge su icerigi protez

uygulamalarinin basarisini belirlemede 6nem kazanmaktadir (21).

Endotelyal hicreler, prostasiklin (PGIl;) (63), doku plazminojen
aktivatoru (t-PA) (64) ve trombomodulin (65) gibi antitrombojenik materyaller
Ureterek, antitrombojenik bir ylzey sunar. Bundan dolayi, endotelyal
hlcrelerle, sentetik vaskuler asinin i¢ ylzeyinin astarlanmasi, umut verici bir

tekniktir (66).

Vaskuler asilarda, kdiltire edilmis endotelyal hucrelerde, bir
antitrombojenik fonksiyonun olusumu, anahtar konudur. Endotelyalizasyonla,
vaskiler pihtilagsma yolu (intrinsik yol, kontak aktivasyon yolu) ve doku
faktort yolu (ekstrinsik yol), ylzey tarafindan aktive edilmez (67). Yapilan bir
calismada (68), cam yiuzeyle temas eden platelet icermeyen plazma (PFP)
ve tam kanin kolayca koagule oldugu gosterilmigtir. Cam, faktor XiIl
(Hageman faktort) icin etkili bir aktivator olusturur ve faktér XllI'nin aktive

edilmesiyle vaskuler koagulasyon reaksiyonu geligir (69).
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Kardiyovaskuler biyoprotez uygulamalarinda en 6nemli sorunlardan
birisi de kireclenmedir. Biyoprotezlerin kireglenmesinin énlenmesi igin, gesitli
yontemler denenmistir. Biyoprotez kapak yaprakgiklarinin kireglenmesini
Onleyen ajanlar, aort duvari kireclenmesini esit derecede 6nleyememektedir

(70).

Bifosfatlarin kontrollii salinimi ve demir klorir veya aluminyum Klortr
uygulamalari, yetigskin sicanlara yerlestiriimis, glutaraldehit capraz bagli
allograft, aort duvarinin kireclenmesini 6nlemektedir (71). Kardiyovaskuler
cerrahide, kanalli biyoprotezlerin kireclenmemesi gerekmektedir. Geng
koyunlarla yapilan bir calismada, glutaraldehit capraz bagh domuz aortik

kapak biyoprotezinin kireclenmesi, heparin baglanmasi ile dnlenmigtir (72).

Kan ile temas eden yapay protezler kullanildiginda; tromboembolik
komplikasyonlari engellemek icin, heparin, koumarin gibi antikoagulant bir
ajan hastaya verilmektedir. Ancak, bu antikoagulantlarin dogrudan ve
sistematik olarak verilmesi, hastalarda kanama riskini arttirmaktadir. Bu
nedenle, tibbi cihazlarin sadece kanla dogrudan temas eden bolimlerinde
kullanilacak, yeni kan uyumlu materyallerin gelistiriimesine gereksinim

duyulmaktadir (73-76).

Yaygin olarak kan koagulanti olarak heparin, antitrombin Il (AT IIl) ve
inhibe edilmis trombin kullaniimaktadir. Trombozu azaltmada etkili bir ajan
olan heparin, D-glukozaminin tekrar eden Unitelerinden ve L-iduronik ya da
D-glukuronik asitten olusan degisken sulfatlanmig polisakkarit zincirlerinin bir

karnigimidir. Heparin, 6nemli bazi sakincalara sahip olmasina ragmen,
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antikoagiilant olarak yaygin bir klinik uygulama alanina sahiptir. Onemli

sayidaki hastada heparin kaynakli trombositopenia (HIT) olusmaktadir.

Heparin, trombozu azaltma  06zelligine sahip dogal bir
heteropolisakkarittir. Heparinin, antikoagulant aktivitesi, ¢esitli kan pihtilasma
faktorleri ile gucli kompleks olusturma 6zelligine dayanmaktadir ve bdylece
bu faktorlerin aktivitesi notralize olmaktadir. Ornegin heparin, antitrombin Il
(AT HI)’dn etkisini arttirir, trombin, fibrinojen, protrombin ve 1X-XII faktorleri ile

etkilesimde bulunmaktadir.

Heparinin polimerlerin yiizeylerine agilandiktan sonra da antikoagulant
aktivitesini korudugu yapilan calismalar sonucu bildirilmigtir. Kim ve
arkadaslan (77-79), poliretan membran yizeyine, hidrofilik polietilenoksit
uzatici kolu kullanarak, heparin tutuklamiglardir. Bu yolla elde edilen

biyomateryalin kan uyumluluk 6zelliginde artis saglanmistir.

Heparin-polivinilalkol ve heparin icermeyen polivinilalkol hidrojelleri ile
trombin adsorpsiyonu calisiimis ve heparin-PVA hidrojelleri kullanildiginda
trombin-antitrombin 1l (AT 1) kompleksinin olustugu ve trombinin, AT llI

tarafindan inaktive edildigi tespit edilmigtir (80-81).

Heparin, siklikla kullanilan bir antikoagulanttir, tek tip, dizgin
molekuler yapiya sahip olmayan, anyonik, yiksek derecede stlfatlanmis, bir
mukopolisakkarittir. Cok sayida arastirici, biyomateryallerin ylzeyine heparin

baglanmasi icin yeni metotlar geligtirmiglerdir.

Genel olarak, heparin iceren materyaller iki temel gruptadir:
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1. Heparinin biyomateryale matriks ici tutuklama yontemi ile

tutuklanmasi:

Heparin, uygulamaya baglh olarak, biyolojik olarak kararli ya da
parcalanabilen, polimerik materyalin icerisine tutuklanir. Heparin, kan-
materyal ara yuzeyinden sirekli olarak salinarak, kanin biyomateryalle temas
alaninda, koagulasyonu engellenir. Bu tir sistemlerde, biyomateryalin
verimliligi, heparinin salinim sdresine baghdir. Bu sistemlerin temel
olumsuzlugu, biyomateryalin kan ile temasi sirasinda, heparinin kisa sirede
salinmasi ve biyomateryalin antitrombotik 6zelligini bu sitrenin sonunda

kaybetmesidir.
2. Heparinin biyomateryallerin ylizeyine tutuklanmasi:

Antitrombin 1l ile kompleks yapabilen ve antikoagulant etkisini
biyomateryalin ylizeyinde gosteren heparin tabakasina sahip biyomateryaller
bu kategoride yer alirlar. Yizeyine heparin tutuklanmig biyomateryaller iki

ana kategoridedir:

a. Heparinin biyomateryal yilzeyine adsorpsiyonu, heparin
molekiltiniin anyonik gruplar ile (COO, SO42 NHSOs') biyomateryal
ylizeyinde olusturulan katyonik gruplar arasinda kurulan iyonik baglarla
gerceklestirimektedir. Bu yoOntemle antikoagulant aktiviteye sahip
biyomateryal  hazirlamanin  baglica  sakincalari, iyonik  gruplarin
biyomateryalin ylzeyinde olusturulmasi icin biyomateryalin modifikasyonu ve
materyalin renginin bozulmasidir. Bu yolla ayni 6zellikte tek tip,
antitrombojenik 6zellikte biyomateryal elde edilmesinin zor olmasinin

yaninda, kullanim sdresi icerisinde, heparinin adsorplanan ylzeyden
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desorpsiyonu sonucu biyomateryalin kan uyumlulugu da azalmakta ya da

kaybolmaktadir.

b. Ylzeyine kovalent heparin bagli biyomateryaller, heparinin hidroksil,
karboksil veya amino gruplarini kullanarak dnceden ylzeyi aktive edilmis

biyomateryallerin ylizeyine tutuklanmasi ile elde edilir.

Dolagim sistemine uygulanan sentetik yapay protezlerden basarili
sonuclar alabilmek icin protezlerin biyolojik uyumluluklarini artirmak
gerekmektedir. Tez calismasi kapsaminda, bu konu biyuk bir 6nem arz
etmektedir. Bu calismanin baslica amaci, biyolojik olarak uyumlu olan
poli(hidroksietilmetakrilat) pHEMA, hidrojel kokenli dolagim sisteminde
kullanilabilir bir biyomateryal gelistirmektir. pHEMA hidrojeli, cok sayida kanla
dogrudan temas eden yumusak doku protezlerinde (kalp kapak¢igi dahil) ve

biyoteknolojik alanda kullaniimistir (61,82-86).

pHEMA’nin biyolojik uyumlulugunu artirmak i¢in hidrojel matriks
icerisine, insan serum albumininin, matriks i¢i tutuklama ydntemiyle
yerlestiriimesi  dusunuldi. pHEMA ve pHEMA-AL biyomateryallerinin
ylizeyinde, trombus olusumunu ve kalsifikasyonu onlemek icin, dusuk
molekudl agirlikli heparin, karbodiimid aktivasyonundan sonra ylizeye kovalent
olarak baglandi. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP
yapisindaki polimerlerin kan uyumluluk deneyleri, yizey Ozellikleri detayl
olarak ¢ahgildi. Polimerlerin, taramali elektron mikroskobu analizleri, mekanik
Ozellikleri, kan proteinleri ile etkilesimleri sulu ortamlarda ve insan serumunda
incelendi. Ayrica, biyometaryalin kan proteinleri ile etkilesimi, proteinlerinin

derisimi ve pH’nin etkisi gibi faktérler géz 6ninde bulundurularak strekli
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sistemde caligildi. Adsorplanan kan serum proteinlerinin miktarsal analizleri
yiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) vyardimi ile belirlendi.
Biyomateryallerin  hemolitik aktiviteleri ve kan hicrelerinin yapismasi

deneyleri ayrintili olarak incelendi.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyaller

Albumin, fibrinojen, vy-globulin ve disuk molekdl agirlhikh heparin
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD)den elde edildi. 2-
Hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve a-G-azoizobutironitril (AIBN), Fluka AG
(isvicre)'den saglandi. Glutaraldehit Sigma Chem. Co.’dan saglandi. 1.1'-
karbonildiimidazol (CDI) ve analitik derece safliktaki diger kimyasallar Merck

AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edildi.

2.2. pHEMA-AL kdkenli biyomateryallerin hazirlanmas 1

Poli(2-hidroksietiimetakrilat) pHEMA bazli biyomateryallerin sentezi
icin, 40 mg azoizobutironitril (AIBN), 4 ml, 2-HEMA (2-hidroksietiimetakrilat)
monomeri icinde ¢6zuldu ve 6 ml, pH 7.4, 50 mM fosfat tamponu ile
kanstinldi. Polimerizasyon karisimina (0-5 mg/ml) olacak sekilde, insan
serum albumini (HSA) ilave edildi. Polimerizasyon c¢o6zeltisinin dengeye
gelmesi icin, su banyosu icerisinde, 25°C’de, 30 dakika bekletildi. Bu slirenin
sonunda hazirlanan ¢dzeltinin icerisinden, 5 dakika sire ile azot gazi gegirildi
ve i¢ ice gecmis silindir seklindeki cam kaliplara aktarildi. Polimerizasyon
¢ozeltisinin silindirik cam kaliplara aktarildiktan sonra, acgik olan tst kisim, O
seklindeki halkal conta ile kapatildi ve etliv icerisine yerlestirilerek, 35°C'de,

UV radyasyonu altinda, polimerizasyonun tamamlanmasi saglandi. Bu
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yontemle, i¢ ¢apl 6 mm ve uzunlugu 10 cm olan, pHEMA ve pHEMA-AL-1-5

tipleri elde edildi.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, sentezlenen tipler, kaliptan
cikarilarak, énce damitik su ile sonra da fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4)
icerisinde, polimerizasyon atiklarindan arindirmak icin, sonikatdrlii banyo
icerisinde, 15’er dakika, tcer kere, 30°C’'de, yikandi. pHEMA ve pHEMA-AL-
1-6 tupleri, fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) icerisinde, kullanilincaya kadar,

4°C’de muhafaza edildi.

2.3. pHEMA-AL vaskuler protezi yilizeyine heparin tut uklanmasi

(PHEMA-AL-HEP)

Alkali ortamda pHEMA ve pHEMA-ALnin yapisinda bulunan
fonksiyonel hidroksil gruplari, 1,1-karbonildiimidazol (CDI) ile aktive edildi.
Aktivasyon icin, 0,1 M pH 8.0, fosfat tamponu iginde, 2 mg/ml CDI (1,1'-
karbonildiimidazol) ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan biyomateryal CDI ¢ozeltisi
icerisinde 25°C’de 24 saat sire inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasinda,
biyomateryal ¢Ozeltiden cikarilarak fosfat tamponuyla yikandi. Aktive edilmis

pHEMA-AL yapisinin yuzeyine, heparin kovalent olarak baglandi.

Reaksiyon ortamindaki heparinin konsantrasyonu 1-4 mg/ml arasinda olacak
sekilde fosfat tamponu (pH 8.0, 0.1 M, 20 ml) icerisinde hazirlandi. Ayni
tampon cozeltisi icerisinde dengeye getirilmis olan pHEMA-AL tipleri (0,5 cm
boyunda kesilerek), heparin iceren ortama aktarildi ve hazirlanan cozelti
kapall bir reaktor icerisinde 22°C'de 24 saat slre manyetik olarak

kanigtirllarak inkiibe edildi. Bu reaksiyon sonunda heparin tutuklanmis,
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pHEMA-AL-HEP tlupleri birkag¢ kez damitik su ve son olarak ta fosfat

tamponu ile sonikat6rlti banyo igerisinde yikandi.

2.4. Polimerik Yapay Tuplerin Karakterizasyon Cali  gmalari

2.4.1. Heparin Miktarinin Tayini

pHEMA-HEP ve PpHEMA-AL-HEP tiplerine baglanan heparin
miktarlari, toluidin mavisi metodu kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlendi (92). Bu ybntem, toluidin mavisi'ne baglanan heparin miktarini

kolorimetrik olarak belirlemek i¢in kullaniimaktadir.

Metot, biyomateryal Uzerindeki heparin (zerine baglanan, toluidin
mavisinin, sdpernatanttaki azalmasinin belirlenmesini icerir ve bu yolla
tutuklu heparinin direkt olarak miktarinin belirlenmesi saglanir. Standart egrisi
elde etmek icin, 250-1000 pg/ml konsantrasyonlarinda, 2 ml heparin ¢ozeltisi
hazirlandi. Maksimum absorpsiyon dalga boyu 631 nm olarak belirlendi. Her
deney icin, 3 ml toluidin mavisi ¢ozeltisi (25 mg toluidin mavisi, %0.2 NacCl
iceren, 500 ml 0.01 N HCI icinde ¢o6zuldi) eklendi ve manyetik karistirici
yardimi ile 30 dakika stre ile karistirildi. Bu surenin sonunda, 3 ml n-hekzan
cOzeltilere ilave edildilerek karigtirnildi ve faz ayrimina izin verildi. Olusan
heparin/toluidin  mavisi kompleksi, n-hekzan fazi icerisine alindi ve
konsantrasyonu spektrofotometre ile belirlendi. Baglanan heparin miktari

hesaplandi asagida verildigi gibi hesaplandi.
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Heparin miktari (ug/cm?) = (Cp - Cs) / A (1)

Burada, A; polimerin ylzey alani, C, ve Cs ise siraslyla, heparinin

cozeltideki baslangic ve sonuc konsantrasyonlaridir.

2.4.2. FTIR Spektra

pHEMA, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarinin FTIR spektrumlari
FTIR spektrasi (Mattson 1000 FTIR, ingiltere) kullanilarak elde edildi.
Tabletler 0.1 g kuru polimer pargasi ve 0.1 g KBr karistirilarak elde edildikdi

ve spektrumlari alindi.

2.4.3. Taramali Elekron Mikroskop Cali smalari

Kurutulan pHEMA, pHEMA-AL, pHEMA-AL-HEP membranlari,
azaltimis basin¢ altinda, ince film altinla kaplandi ve taramal elektron
mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramali elektron mikroskobu kullanilarak

elde edildi.

2.4.4. Biyomateryal Yapilarin Denge Su icerikleri

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarinin
denge su icerikleri %0.85, NaCl iceren, 50 mM pH 7,4 fosfat tamponunda,
oda sicakliginda gravimetrik yolla tayin edildi. pHEMA kokenli tiplerin denge

su icerikleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
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. W, -W
Denge su icerigi (%) = ———2x100 (2)
Wd
Burada Ws ve Wy sirasiyla, pHEMA, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP
polimerik yapilarin kuru ve denge su icerigine ulagsmis agirliklarini ifade

etmektedir.

2.45. Yizey Temas Acllarinin  Olciilmesi ve Yiizey En erjisinin

Hesaplanmasi

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP polimerleri,
membran formunda sentezlenerek, vakum etlvinde, -600 mmHg'da,
35°C'de kurutuldu ve termostath tl ile dizgin yuzeyler elde edildi. Kuru
orneklere, bes farkli test sivisi (su, gliserol, etilen glikol, dimetilstlfoksit ve
dilyodometan) damlatilarak, temas acisi degerleri, durgun damla metoduyla,
25°C’de, bir dijital optik temas acisi olger cihazi CAM 200 (KSV Instruments

Ltd., Helsinki, Finlandiya) kullanilarak belirlendi.

Polimerler ylzeyinde, manuel bir mikro siringa kullanilarak yukaridan
sivinin doldurulmasiyla bir damla olusturuldu. Sag ve sol temas acilari ve
damla boyut parametreleri dijital gérintiiden, otomatik olarak hesaplandi. Her
damlanin, iki kenari, substrat ve sivi arasinda yapilan ilk temas anindan
baslayarak, 5 saniye araliklarla zamanin bir fonksiyonu olarak olculdi. Ug

polimer 6rnegi Uzerinde alinan, en az 15 temas acisinin ortalamasi alindi.

Polimerik yapilarin serbest ylizey enerjisi parametreleri, arastirilan

sivilarin temas acilari kullanilarak hesaplandi. Temas acisi verilerinden
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ylizey enerjisinin belirlenmesinde, en yaygin olarak kullanilan, dort yontem

uygulandr:
a- Zisman kritik yizey gerilimi (87),

b- Fowkes geometrik ifadesi (88),

(o]
1

Wu harmonik ifadesi (89) ve
d- Van Oss asit-bazi (90).

Kati bir ylzeyin bir siviyla islatiimasi ve temas acisi (8) kavrami, ilk

olarak Young tarafindan formule edildi (21),

Yi oSO =Yys - Vs (3)

Burada vy, sivinin yuzey enerjisi, ys kati/sivi araytzeyinin araytzey
enerjisi ve ys katinin yizey enerjisidir.

(a) Kritik ytizey gerilimi (Zisman Yontemi) : Kritik ytzey gerilimini
(y) belirlemek icin, Zisman tarafindan geligtirilen, ampirik bir yontemdir. Bu

yontemde, farkli sivilarin temas agisinin 8 kosinist 6lgulir ve esitlik 3'e gore

sivilarin yuzey gerilimine kargi grafige gecirilir.
cosO=1-b(vi-vs) 4)
Burada b, regresyon cizgisinin egimidir.

Verilerin, verilen y degerinde, cos 6 = 1'e yaklasan bir dogru verdigi
bulundu. Bu ¢ogunlukla, bir sivinin, kati ylzeyini tamamen islatan, en yuksek
ylizey gerilimi degeri olarak tanimlanir. Bu teorik “sivi” ytzey gerilimi, y'ya

esittir ve katinin yiizeyini karakterize etmek icin kullantlir.
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(b) Geometrik ifade (Fowkes yontemi):  Bu yaklagim ylzey enerjisini
dispersif ve polar olarak, iki bilesene boéler ve bunlarin katkilarinin
birlestiriimesi icin geometrik bir yaklagim kullanir. Young esitligi ile

birlestirildiginde, sonug esitlik su sekildedir:
¥i (1+cos 8) = 2 [(yP vs" )% + (v’ ys" )] (5)

Burada, 6 temas acisidir, y; ve ys sirasiyla, sivi ve kati yizey gerilimi
ya da serbest yiizey enerjisidir. Ust indisteki d ve p ekleri, her birinin dispersif
ve polar bilesenlerini gdstermektedir. Kati ylzey geriliminin bilesenleri,
Owens ve Wendte gore, (v° )¥* 7 (v® )¥? ‘ne karsi v, (1+ cos 6) / (y° )2
grafiginden elde edilebilir, (ys" )*? degeri egimden, (ys¢ ) degeri de

kaymadan elde edilebilir.

Toplam serbest eneriji (ys ), iki bilesen kuvvetinin toplamidir.

[vs=( st +ys" )] (6)

(c) Harmonik ifade (Wu ydntemi) : Bu ydntem benzer bir yaklasim
kullanir fakat dispersif ve polar katkilarin toplami icin harmonik bir ifade
esitligi kullanir. y? ve v degerleri bilinen iki sivi icin temas acilari élgultr. Her

bir deneyin degeri, asagidaki esitlikte yerine konur.
Vi (1+cosB) =4[y -vs" Yy +vs?) + (WP -y (P +ys)] ()
Yuzey polaritesi su sekilde verilir:
XP =y I ys (8)

(d) Asit-baz (van Oss yontemi) : Bu yontemde, y¢, y* ve y degerleri

bilinen en az U¢ sivi icin temas acisi Ol¢uliur ve Ust indisler (d), (+) ve (-)
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sirasiyla, dispersif, Lewis asit ve baz bilesenlerini ifade eder. Her deneyin
degerleri, asagidaki esitlikte yerine konur.

LW\ 1/2 ~\1/2
) )

(1+ cos 8) v = 2 [(ys™ x vi +(ys" X )2+ (vs x v %)

Toplam ylzey enerjisi ys Lifshitz- van der Walls ve Lewis asit ve baz

bilesenlerinin toplami olarak verilir.
Ys= Vs + st (20)

Burada, ys™ , uzun aralikli etkilesimleri gosteren (dispersif etkilesim,
dipol-dipol etkilesim ve dipol-indiiklenmis dipol etkilesimini icerir, dispersiyon
baskin durumdadir) Lifshitz-van der Walls etkilesimini belirtir, DIM ile temas
acisinin élciilmesinden hesaplanmistir ve ys"® , hidrojen baglari gibi asit-baz
etkilesimlerini belirtir ve y* ve y sirasiyla, proton ve elektron veren karakteri

gOstermektedir (85).

2.4.6. Mekanik Ozellikler

pHEMA, pHEMA-AL yapilarinin mekanik 6zellikleri membran formlari
hazirlanarak belirlendi. Gerilme ve kopma deneyleri Lloyd Instrument

Mekanik test cihazi LS-500 kullanilarak ¢ahgildi.

2.5. Biyomateryal Uzerine Serum Proteinlerinin Adso  rpsiyonu
2.5.1. Kesikli Sistem Deneyleri

Kan serum proteinlerinin  pHEMA-AL-HEP vyapisi ile etkilesimleri

calismalarinda kan serumu kullanildi. Calismalarda kullaniimak tzere, taze
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kan ornekleri, Kirikkale Universitesi Tip Fakiltesinden giinlilkk olarak temin
edildi. Kan d&rneklerinden, kan hicreleri, 3000 devir/dakikada 10 dakika
santrifilj edilerek aynigtirildi. pHEMA-AL-HEP polimerik yapisindan 3 adet 0.5
cm uzunlugunda parca kesilerek, 1/5 oraninda fosfat tamponunda
seyreltiimis kan serumu icerisine aktarildi (7.5 ml, 50 mM, pH 7.4) ve 37°C'de
120 dakika manyetik karistirmali hicrelerde kan serumu ile temaslari
saglandi. Adsorpsiyondan 6nce ve sonra, serum ornekleri alinarak HPLC ile

analiz edildi.

2.5.2. Surekli Sistem Deneyleri

Bu calismada, taze kan serumu kullanildi. Serum, kanin 3000
devir/dakikada 20 dakika santrifijlenmesi sonucu elde edildi. Calismada
kullanilan biyomateryalin i¢ ¢capi 6 mm, uzunlugu 10 cm olarak hazirlandi.
Her iki u¢c kismina silikon tip eklenerek, bir peristaltik pompa ile irtibati
saglandi. Biyomateryal bolumu, pHEMA-AL-HEP polimerik yapisi % 0.85
NaCl iceren bir beher icerisine yerlestirilerek ve su banyosunda 37°C’de

inktbe edildi.

Peristaltik pompanin akis hizi 40 ml/dakika olarak ayarlanarak ve 1/5
oraninda seyreltiimis serum hazirlanan sistem icerisinden 72 saat sire ile
sirkile edildi. Bu sure sonunda 6rnek alinarak, kan proteinlerinin miktarlar
HPLC yardimi ile belirlendi. 24 saat stre sonunda biyomateryal sistemden
uzaklastirilarak, % 0.85 NaCl c¢ozeltisi ile yikandi ve tekrar kullanilincaya
kadar ayni c¢Ozelti icerisinde 4°C’'de saklandi. Bu iglem ayni biyomateryal

ornegi ile bes kez tekrarlandi.
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Bu sdrenin sonunda % 2 glutaraldehit ile yilizeye adsorplanan
plateletlerin sabitlenmesi saglandi ve alinan kesitler 40°C’de vakum etiiviinde

kurutularak, taramali elektron mikroskobu ile incelendi.

2.5.3. HPLC Analizi

Calismadaki HPLC analizleri, bir Dionex HPLC sistemi (Dionex Co.,
Germering, Almanya) kullanilarak gercgeklestirildi. HPLC sistemini olusturan
uniteler,;

a) Dionex Pompa serisi P580A LPG (dustuk basing gradiyent
pompasi),

b) Dionex UV/vis diyot-dizi dedektorii 340 S, otomatik dort dalga
boyunda tayin,

c) Dionex otomatik 6rnek enjeksiyon tnitesi ASI-100,

d) Dionex kolon firini STH 585 ve butin sistem CHROMELLEON veri
programi ile Windows igletim sistemi altinda otomatik olarak kontrol edildi.
Protein karigsiminin aynistiriimasinda kullanilan kolon, Discovery BIO Wide

Pore C5 (150 mm x 4.6 mm, 5 ym) kolonudur.

Proteinlerin ayristirlmasinda, tasiyici faz olarak A hattinda, % 75 ultra
saf su ve %25 asetonitril icerisinde % 0.1 trifluorik asit (TFA) ve B hattinda
ise, % 25 ultra saf su ve %75 asetonitril icerisinde % 0.1 oraninda TFA
kullanildi. B hatti taslyici fazi orani, 25 dakikada % 0’dan, % 100’e yikseltildi.
Hareketli fazin akis hizi 1.0 ml/dakika olarak belirlendi. Kolon firin sicakhgi
30°C'ye ayarlandi. Her ornekten 10ul enjekte edildi. Kolondan ayrilan

proteinlerin konsantrasyonu, UV/VIS Diyot-dizi dedektort ile 220 nm’de tayin
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edildi. Her bir proteinin miktari kalibrasyon egrilerinden CHROMELLEON veri

programi kullanilarak hesaplandi.

2.6. Kan Uyumluluk Cali gsmalari
2.6.1. PT ve aPTT Zamani Testi

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapisindaki
polimerler, 0,5 cm boyunda kesilerek, %0,85 NaCl ¢ozeltisi icinde dengeye
getirildi. Saglikh bir bireyden alinan ven6z kan 6rnegi, 1/9 oraninda olacak
sekilde, sodyum sitratla karistirildi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifljlenerek,
plazmasi elde edildi. Sodyum sitrath plazmadan, 300 pl alinarak, polimer
tupleriyle temas ettirildi ve 1 saat inkibe edildi. Kontrol olarak, polimerlerle

temas etmemis plazma kullanildi.

PT zamani tayini icin, inkibe edilen tim plazma 6rneklerinden, 25 pl
inkiibasyon tiaplerine alindi ve Uzerine, 50 pl PT-S reaktifi eklendi. (PT-S
reaktifi, TECO Gmblt, Lot No. 221-207, TEClot PT-S Protrombin Time Test).
inkiibasyon tupleri, 37°C'ye isitildi ve pihtilagsma siiresi, otomatik olarak PT

Olcim cihaziyla, saniye olarak belirlendi.

aPTT testi icin, orneklerle inkibe edilen plazmadan, 25 ul alindi,
inkiibasyon tuplerine kondu, Uzerine 25 ul aPTT reaktifi eklendi. (aPTT
reaktifi, TECO, TECLOT-APTT-P, Lot no. 320PO4). Tupler, 5 dakika
boyunca, 37°C’de isitildi. Tuplere, 0,0025 M kalsiyum klorid ¢6zeltisi (TECO,

Gmblt Lot no. 355P01, 0,025 M Calcium chloride APTT-P Reagen)
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eklenmesiyle es zamanh olarak, otomatik olarak PT d&lgcim cihaziyla,

pihtilasma siresi okundu.

2.6.2. Hemolitik Aktivite

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilari 0,5 cm
boyunda kesilerek, %0.85 NaCl ¢oOzeltisi icerisinde, oda sicakliginda, 24 saat
inkiibe edildi ve ayni ¢Ozeltiyle yikandi. Daha sonra 0.5 ml oksalath insan
kani, 4.5 ml %0.85 NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek, 37°C’'de 1.0 saat inkibe
edilerek, bu siUrenin sonunda, polimer Ornekleri deney tiplerinden
uzaklastirildi. Tuplerde kalan seyreltiimis kan 3000 devir/dakikada 20 dakika
santriflj edildi. Serbest kalan hemoglobin miktari UVIVIS
spektrofotometreyle, 545 nm’de tayin edildi. Kontrol olarak, ayni kosullarda
izotonik c¢ozeltide inkiibe edilen serbest kan kullanildi. Distile su igerisinde
inkibe edilen kandan serbest birakilan hemoglobinin orani %100 kabul

edildi.

2.6.3. Kan Hucrelerinin Yapi gmasi

Kan hucrelerinin  pHEMA-AL-HEP polimerinin ylzeyine yapisma
davranisinin arastiriimasi icin, saglikli vericiden alinan 5 ml EDTA’h kan
orneginin, Kirikkale Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Hematoloiji
Laboratuvarindaki, Roche Diagnostics/ SYSMEX XT-2000i cihaziyla, tam kan
sayimi (CBC) yapildi. pHEMA-AL-HEP polimerik yapisindaki tip parcasi,

fizyolojik serum icinde dengeye getirildi. Dengeye getirilen tup, tam kan
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sayimi yapilan kan 6rnegine batirilarak, 37°C'de 1 saat inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda, tip kandan uzaklastirildi ve tekrar tam kan sayimi
yapildi. Tam kan sayimi ile, pHEMA-AL-HEP tipiyle, inkiibasyondan sonra,

eritrosit, I6kosit ve platelet sayisi degisimi gozlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. pHEMA-AL-HEP Temelli Biyomateryallerin Ozellik leri

Biyomateryalin hazirlanmasi iki ayri asamada gerceklestirildi. Birinci
asamada, insan serum albumini, monomer karisimina, farkh
konsantrasyonlarda olacak sekilde eklenerek, pHEMA igerisine, matriks igi
tutuklama yontemi ile tutuklandi. Yapidan HSA sizmasinin olmadigi optimum
bilesimdeki pHEMA-AL-4 polimeri ile, mekanik dayanim Ozellikleri ve
karakterizasyon calismalari yapildi. Yuzeyde trombus olusumunun
engellenmesi ve kan uyumlulugunun arttirlmasi amaciyla, pHEMA ve
pHEMA-AL-4 yapilarinin yuzeyi CDI ile aktive edilerek, yiizeyine heparin
kovalent olarak baglandi. ikinci asamada ise, pHEMA, pHEMA-HEP,
pHEMA-AL-4 ve pHEMA-AL-HEP polimerik yapilarinin kan ile dogrudan
temasi saglanarak, kan uyumluluk analizleri gergeklestirildi. Surekli sistemde,
72 saat boyunca, 37°C'de, polimerik yapinin serumla temasi sonucu HPLC

analizleriyle protein adsorpsiyonu arastirildi.

3.1.1. pHEMA-AL-HEP yiizeyi Uzerindeki heparin mikta  rinin belirlenmesi

pHEMA ve pHEMA-AL-4 kompozisyonlarina CDI aktivasyonundan
sonra heparin kovalent olarak baglandi. Toluidin mavisi yontemi ile yapilan
degerlendirme sonucu heparinin baglanma miktarlari belirlendi. pHEMA ve
pHEMA-AL-4 vyapilarina, tutuklanan heparin miktari asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi.
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Heparin miktari (ug/cm?) = (Cp- Cs) / A (11)

Burada, A; polimerin ylizey alani, C, « Cs ise sirasiyla, heparinin

cozeltideki baslangic ve sonuc konsantrasyonlaridir.

Farkli miktarlarda albumin iceren polimerlerin yilizeyine tutuklanan
heparin miktari yg/cm? olarak hesaplandi ve sonuglar Cizelge 3.1'de verildi.
Reaksiyon ortaminda heparinin baglangic konsantrasyonunun arttiriimasi
sonucu, biyomateryallerin ylzeyine kovalent olarak baglanan heparin
miktarlarinda bir artis oldugu goézlendi. pHEMA-AL-4 bilesimindeki polimer ile
en yiiksek heparin baglanma degerine ulasildi (80,64 ug/cm?). Sonugclar Sekil

3.1’de sunulmustur.

Cizelgeden goruldugu tzere, pHEMA yapisina albumin ilavesiyle,
yaplya baglanan heparin miktarlarinda artis gozlenmektedir. Albumin
eklenmesinin, polimerik yaplya, CDI aktivasyonu sirasinda heparin

baglanmasi icin, daha fazla reaktif grup olusturdugu diagsutnuldu.

Reaksiyon ortamindaki heparinin, baslangic konsantrasyonunun
arttirlmasiyla, 4 mg/ml heparin konsantrasyonuna kadar, yizeye baglanan
heparin miktari artis gostermisti. Bu degerin tzerinde doygunluga ulastigi ve

sabit kaldigi gozlendi.

Yuzey alani basina tutuklanan heparin miktarlari literatirde yapilan
cesitli calismalarla karsilastirildiginda, sonuclarin olumlu oldugu gézlenmistir.
Michanetzis ve arkadaslari, poliakrilamit agilanmis polilaktik asit icin, en
yilksek tutuklanan heparin miktarini, 98 pg / cm? olarak bulmuslardir (6).
West ve arkadaslari, PVC uzerine iyonik olarak baglanan heparin miktarinin,

0.1 pg/cm®den az oldugunu bildirmislerdir (91). Baumann ve arkadaslari ise,
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seliilloz ve silikon tizerine uzatici kol ile bagll heparin miktarinin, 0.3 pg/cm?
mertebesinde oldugunu ve iyi bir kan uyumlulugu gdstermedigini

bildirmiglerdir (92).

Kreitz ve arkadaglari, poli(etilen teraftalat) ylzeyine tutuklanan heparin
miktarini 1.0 pg/cm? olarak bulmuslardir (93). Ferruti ve arkadaslari ise (94),
poli(amido-amin) asilanmis PVC icin, heparin miktarini 1.5 pg/cm? oldugunu
bildirmiglerdir. Garred ve arkadaslari, polietilenimin-dekstran polietilenimin
stilfat asilanmis PVC polimeri icin baglanan heparin miktarini 2.0 pg/cm?
olarak aciklamistir (95). PVC membranlar yizeyine heparinin kovalent olarak
baglanmasinin, heparin baglanmayan karsitlarina gére, kan uyumlulugunu

onemli 6l¢cude arttirdigi bildirilmistir (91).

Marconi ve arkadaglari, adipoil klorid ve hekzametilen diizosiyanat
aktive edilmis etilen-vinil alkol kopolimeri icin, kovalent olarak tutuklanmis
heparin miktarinin 0.7-50 pg/cm? arasinda oldugunu bildirmislerdir (96).
Lindhout ve arkadaslan ise, poliakrilamit asilanmis poliiretan membranlar

icin, baglanan heparin miktarini 0-35 pg/cm? olarak bildirmislerdir (97).

Heparin tabakasinin antitrombojenik aktivitesinin, tutuklanan heparin
miktariyla, orantih oldugu bildirilmistir. Lindhout ve arkadaslarn (97),
biyomateryal yiizeyinin heparin icerigini 0-35 pg/cm? arasinda degistirerek,
heparinin ¢cok noktadan baglanmasi ile modifiye edilmis, poliakrilamit

asllanmis poliiretan tabakalarinin, antitrombin aktivitesini calismiglardir.

Distk heparin iceriginde (2 ug/cm?den az) polimer yiizeyindeki
trombin aktivasyonunun orani, trombinin transfer sinirindan asagiya dismus

ve trombin inaktivasyon oraninin yiizeyin heparin icerigiyle orantili oldugunu
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bildirmiglerdir. Moreria ve arkadaslari, biyomateryallerin kanla temas eden
batin ylzeylerinin dizgun bir sekilde heparinle kaplanmasinin ¢cok 6nemli
oldugunu bildirmiglerdir  (98). Heparinle kaplanmamig yuzeylerde
koagulasyonun daha yuksek oldugu, biyomateryal yilizeyinde heparin
kaplanmamis bolgelerin  bulunmasinin ise, platelet yapismasina ve

agregasyona yol actigi bildirilmistir.

Heparin tabakasinin dizgun kaplanmis ya da kaplanmamis olmasi,
materyal ylzeyine heparin molekulinin bir kisminin baglanmasi, heparin
molekdlinin konformasyonu, heparin molekili ve biyomateryallerin ylzeyi
arasindaki adezyon kuvvetleri, heparinle kaplanan biyomateryalin kan

uyumlulugunda cok énemli bir rol oynamaktadir (Li ve arkadaslar1,99).

Cizelge 3.1. Polimerik yapilara tutuklanan albumin ve heparin miktarlari

Albumin miktari Heparin miktari
(mg/ml) (ug/cm?)
pHEMA 0.0 23.09 £1.58
pHEMA-AL-1 1.0 41.36 +4.14
pHEMA-AL-2 2.0 61.00 £+3.1
pHEMA-AL-3 3.0 78.58 +1.04
pHEMA-AL-4 4.0 80.64 +2.07
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Sekil 3.1. pHEMA-AL-4 yapisina baglanan heparin miktarina baslangi¢

heparin konsantrasyonunun etkisi

3.1.2. FTIR Spektra

pHEMA, pHEMA-AL-4 ve pHEMA-AL-HEP polimerik yapilarinin FTIR
spektrasi elde edildi ve Sekil 3.2.’de sunuldu. pHEMA-AL-4 ve pHEMA
polimerinin FTIR spektrumunda, 3350 cm™de —OH grubundan dolay! gerilim
titresim bandi ve —OH grubunun 2950 cm™deki alifatik gerilim bandi
gorulmektedir. HSA icermeyen pHEMA 6rneginin FTIR spektrumunda, amid
ve amin bélgesinde (1700-1400 cm™) herhangi bir pik gériilmemistir, fakat,
HSA iceren pHEMA-AL-4 yapisinin bu bélgesinde, 1654 ve 1569 cm™de iki
kucuk pik goralmagtur. Bu pikler, primer amin, NH titresimini (1650-1550 cm”

) yansitmaktadir ve albuminin pHEMA yapisina dahil oldugunu
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gostermektedir. pHEMA-AL-HEP polimerinin FTIR spektrumunda, pHEMA ve
pHEMA-AL polimerlerinde goriilmeyen, 2038 cm™de, bir pik bulunmaktadir.
Bu pik, heparinin yapisindaki sulfamat gruplarindan kaynaklanmaktadir ve

heparinin yapiya baglandigini géstermektedir.
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Sekil 3.2. A) pHEMA, B) pHEMA-AL-4, C) pHEMA-AL-HEP yapilarinin FTIR
Spektrumu
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3.1.3. Taramali Elektron Mikroskobu

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarinin
taramali elektron mikroskobu goéruntileri elde edilerek, polimerlerin
mikroyapisi incelendi. SEM mikrograflarinda, pHEMA ylzeyinin, gbzenekli bir
yapida oldugu goraldu (Sekil 3.3. A). Sekil 3.3. B'de, pHEMA metaryalinin,
kanla temasindan sonraki SEM mikrografi verilmigtir. Sekilden goraldugu

Uzere, kan hicreleri ve plateletler, polimer ylizeyine yapigsmistir.

Heparin kapl olan pHEMA-HEP vyizeyinin, pHEMA yiizeyine gore
daha az gozenekli ve purtzsuz bir 6zellik sergiledigi ve kanla temasindan

sonra, ylzeyine daha az kan hicresinin yapistigi goruldu (Sekil 3.4. A ve B).

pHEMA-AL, pHEMA yapisina HSA girmesi sonucu, biyomateryalin
gOzeneklerinin boyutunda bir kigtlmeye neden oldugu gozlenmistir (Sekil

3.5. A ve B).

pHEMA-AL-HEP vyizey vyapisi diger kargitlarina goére mukayese
edildiklerinde, ytzeyin daha puriizsiuz oldugu veya gozeneklerin kapali bir
gorunimde oldugu ve cok daha purizsiz bir yapilya sahip oldugu
g6zlenmistir (Sekil 3.6. A ve B). Biyomateryalin, ylzeyinin purtzsuz, dizgln
olmasi, platelet ve bakteri adezyonunu zorlastiran temel 6zelliklerden birisini
olusturmaktadir. Goruldugu gibi, pHEMA'nin yapisina albumin ve heparin
ilavesi sonucu pHEMA-AL-HEP biyomateryal komposizyonunun yiizeyine

platelet yapismasi ¢cok 6nemli derecede azalmasini saglamistir.
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Sekil 3.3. A) pHEMA polimerinin yizeyinin B) pHEMA ylizeyinin kan ile

temasindan sonra SEM mikrografi

A B
Sekil 3.4. A) pHEMA-HEP polimerinin yizeyinin B) pHEMA-HEP yilzeyinin

kan ile temasindan sonra SEM mikrografi
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Sekil 3.5. A) pHEMA-AL yiizeyinin ve B) pHEMA-AL ylzeyinin kan ile

temasindan sonra SEM mikrografi

Sekil 3.6 .A) pHEMA-AL-HEP yuzeyinin ve B) pHEMA-AL-HEP ytizeyinin kan

ile temasindan sonra SEM mikrografi
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3.1.4. Biyomateryalerin Denge Su icerikleri

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarinin
denge su icerikleri, polimerik tiplerden, 0.5 cm uzunlugunda bir parca
materyal, fizyolojik tuz c¢o6zeltisi (%0.85, NaCl) icerisinde oda sicakliginda
gravimetrik yolla tayin edildi. Sonuclar Cizelge 3.2'de sunuldu. Polimerlerin
oldukca hidrofilik bir yapida olduklari gézlendi. Cizelgeden goruldugu tzere,
pHEMA vyapisina albuminin girmesiyle, denge su iceriginde bir artis
gorulmastar. Bu artig, hidrofilik bir hidrojel olan pHEMA'nin yapisina daha
fazla hidrofilisitesi olan albuminin girmesinden kaynaklanabilir. Bunun
yaninda, denge su iceriginin artmasi, HSA'nin pHEMA vyapisina ilave

edilmesiyle, polimerin zincir uzunlugunun azalmasindan da kaynaklanabilir.

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP polimerlerinin,
denge su icerigine ulagsma zamanlari, Sekil 3.7.'te sunulmustur. Sekilden
goraldugu gibi, polimerik ytizeylere heparinin kovalent baglanmasi sonucu,
denge su icerigi arttirmistir. Su iceriginin artigi, heparinin yapisindaki, farkh
hidrofilik ve yukli gruplarin varhgindan kaynaklanabilmektedir. Elde edilen

sonuglar, literattrle uyum icerisindedir (4,107)
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Cizelge 3.2. Polimerik yapilarin denge su igerikleri

Polimer tipi % Denge su icerigi

pHEMA 89.59 + 3.06
pHEMA-HEP 90.20 +£2.80
pHEMA-AL-4 92.33+0.79
pHEMA-AL-4-HEP 99.83 +£0.16

120 -~

100 -~

80 ~

—=— pHEMA-HEP

Denge Su igerigi (%9)

40
—a— pHEMA-AL-4

e —<— pHEMA-AL-HEP
20 4

0 500 1000 1500 2000
Zaman (dakika)

Sekil 3.7. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP tuplerinin

denge su icerigine ulasma zamani
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3.1.5. Biyomateryallerin Yiizey Ozelliklerinin Temas Acisi  Olgum

Yontemi ile incelenmesi

Farkli kompozisyonlardaki “pHEMA, pHEMA-AL-1, pHEMA-AL-2,
pHEMA-AL-3, pHEMA-AL-4 ve pHEMA-AL-5" biyomateryalin bes farkli test
sivisi (su, gliserol, etilen glikol, dimetilstlfoksit ve dilyodometan) damlatilarak,
temas acisi degerleri, durgun damla metoduyla belirlendi. Polimerler igin

Olclilen ylzey temas acllari, Cizelge 3.3'de sunuldu.

Cizelge 3.3. pHEMA ve pHEMA-AL-1-5 bilesimindeki membranlar icgin

deneme sivilariyla élgtlen ylizey temas acilari

Membran
pHEMA| pHEMA| pHEMA| pHEMA| pHEMA
tipi pHEMA Vi
-AL-1 -AL-2 -AL-3 -AL-4 -AL-5

Testsivisi| 8(9 809 809 809 609 89 | 609

Su 61.49 56.27 | 53.84 49.56 45.88 42.74 71.3
Gliserol 56.2 46.74 44.93 44.39 43.84 42.46 64.0
DIM 35.76 | 36.28 36.47 38.73 40.34 40.48 50.8

Etilen glikol 34.86 | 32.14 29.59 27.96 24.63 20.19 48.0

DMSO 31.58 | 21.92 18.82 16.2 15.01 10.9 44.0
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Young esitligine gore, daha kucuk yuzey gerilimli deneme sivilari ile
Olcilen temas acgisi, daha kucik olmalidir. Buna uygun olarak, btin
polimerler icin, en yiksek temas acisini su, en dusuk temas acgisini DMSO
vermigtir. Cizelgeden goruldagu Uzere, polimer bilesimindeki HSA
konsantrasyonunun artisiyla, su ile polimerlerin verdigi temas acllari, azalma
gOstermigtir. Hidrofobik sivi olarak kullanilan diiodometan (DIM) ile oOlcilen
temas acillan ise artis gOstermigtir. Buna gore, yapidaki HSA
konsantrasyonunun artmasi, polimerlerin hidrofilisitesini arttirmaktadir. HSA

yapisinda ¢ok miktarda hidrofilik fonksiyonel grup bulunmaktadir.

Polimerik yapilarin serbest ylizey enerjisi parametreleri, arastirilan
sivilarin temas acilari kullanilarak hesaplandi. Temas acisi verilerinden
ylzey enerjisinin belirlenmesinde, en yaygin olarak kullanilan, dort yontem
uygulandi :

a- Zisman kritik yizey gerilimi (87),

b- Fowkes geometrik ifadesi (88),

(]
1

Wu harmonik ifadesi (89) ve
d- Van Oss asit-bazi (90).

Membran o6rneklerinin temas acilariyla, Zisman kritik ylizey enerjisi
degeri hesaplandi. Sekil 3.8'de, membranlarin karsilastiriimali Zisman grafigi

gorulmektedir.
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Sekil 3.8. pHEMA ve pHEMA-AL-1-5 membranlari icin kritik ytizey geriliminin

hesaplanmasi i¢in Zisman grafigi

Kritik ylzey gerilimi, bir sivinin, kati ylzeyini tamamen islatan, en
yiksek yilizey gerilimi dederi olarak tanimlanir. Zisman yontemiyle elde edilen
kritik ylzey enerjisi de@erleri, Wu ve Fowkes yontemleriyle elde edilen

serbest yuzey enerjisinden daha azdir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Wu (harmonik ifade), Fowkes (Geometrik ifade) ve Zisman kritik
ylzey gerilimine gore, pHEMA, pHEMA-AL-1-5 membranlarinin
ylzey serbest enerjileri

p d
Membran tipi | Yaklagim Y ) Y ) Y ) Xp
(mMN/m?) | (mN/m?) | (mN/m°?)
Wu 47.62 13.27 34.35 0.279
HEMA Fowkes 44.31 10.65 33.66 0.240
p
Zisman y.
(MN/m?) 5510
Wu 50.87 16.22 34.65 0.319
HEMAALL Fowkes 47.49 13.64 33.85 0.287
p - -
Zisman y.
(mNJm?) 36.81
Wu 51.94 17.36 34.58 0.334
HEMAAL2 Fowkes 48.58 14.96 33.63 0.308
p - -
Zisman y.
(MN/m?) 37.40
Wu 52.80 19.28 33.52 0.365
HEMA.AL-3 Fowkes 49.59 17.54 32.05 0.354
p - -
Zisman y.
(MN/m?) 5000
Wu 53.77 21.01 32.76 0.391
HEMA.AL 4 Fowkes 50.72 19.84 30.89 0.391
p - -
Zisman y.
(MN/m?) 5495
Wu 55.08 22.40 32.68 0.407
DHEMA-AL-5 Fowkes 52.14 21.55 30.59 0.413
Zisman y.
(MN/m?) 35.74




Cizelgeden goruldu Gzere, biyomateryalin, bilesimindeki HSA
konsantrasyonu arttikga, yiizey eneriisinin polar bileseni (y°) degerleri artig
gOstermektedir. Ayni zamanda, polimerlerin hem Wu, hem de Fowkes’a gore

hesaplanan, toplam ytzey enerjileri de artig gbstermistir.

Wu yontemiyle, ylizey enerjisinin polar (y*) ve dispersif bilesenleri (y%)
Fowkes’a gore daha yuksek olarak elde edilmistir. Wu ve Fowkes’la elde
edilen sonuclara goére, tim polimerler icin, ylzey serbest enerjisine ana
katkiy! dispersif bilesen yapmaktadir. Polar bilesenin (y°) katkisi % 24.0-41.3
arasinda degismektedir. HSA konsantrasyonunun artmasiyla birlikte polar

bilesenin katkisi artmaktadir.

Olgulen agilara ve hesaplanan polarite (Xp) degerlerine gore,
polimerlerin hidrofilisiteleri degerlendirildi. Membranlarin bilesimindeki HSA
miktarina gore, polimerlerin % Xp degisimi grafige gecirildi (Sekil 3.9). Wu
harmonik ve Fowkes geometrik ifadesine gore, hesaplanan Xp degerleri,

polimerlerin HSA konsantrasyonu arttikca artmistir.
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Sekil 3.9. Wu ve Fowkes yontemleri ile %Xp dederinin HSA

konsantrasyonuyla degisimi

pHEMA ve pHEMA-AL-1-5 membranlarinin, toplam ylzey serbest
enerjisi (y'), van Oss yontemi kullanilarak hesaplandi. van Oss (asit-baz)
metodundan elde edilen sonuglar, daha guvenilir ve daha aydinlatici bilgi
vermektedir. Cizelge 3.5.’den goruldugu gibi, arastirilan butiin membranlarin,
HSA konsantrasyonlarininin degistirilmesi sonucu, van Oss yéntemine gore
elde edilen toplam yiizey enerijilerinde (y') ve asit-baz bilesenlerinde (y*®),
farkhliklar gosterdigi gozlenmistir. Farkli miktarlarda HSA iceren biyomateryal
ornekleri icin, su ile temas acilarinin azalmasi, (y*®) degerinin ve onun
bilesenlerinin artmasina yol agmaktadir. Bunun yaninda, Lifshitz-van der

Walls bileseninin (y") HSA konsantrasyonunun artmasiyla, hafif bir azalma

egiliminde olduguda gozlenmistir. Ancak (y-) bilesenindeki azalma orani
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oldukca dusiik seviyelerde iken buna kiyasla asit-baz bileseninindeki (y*?)
artisin ¢ok yuksek oldugu gozlenmistir. Test edilen butin biyomateryal
ornekleri igin, dispersif bilesen, asit-baz bileseninden daha buyuk oldugu
Cizelge 3.5 de gorulmektedir. Benzer sekilde, baz bileseninin (y),
membranin asit bileseninden (y*), daha yiksek oldugu ayni cizelgede
gOzlenmektedir. pHEMA’nIn ytzeyinde -OH gruplari bulunmaktadir. HSA'nin
yaplya ilave edilmesi sonucu, karboksilik ve amino grubu gibi, asidik ve bazik

gruplar, ytizeyde aciga vurulmaktadir.

Cizelge 3.5. van Oss’a gore pHEMA ve pHEMA-AL-1-5 membranlarinin

ylizey serbest enerjisi parametreleri

Ve v+ V- v yToplam| Polarite
Polimer tipi
(MN/m?)| (MN/m?| (MN/m?)| (MN/m?)| (mMN/m?)| (%)
pHEMA 40.53 0.38 4.24 3.23 43.75 7.38
pHEMA-AL-1| 40.22 0.66 4.57 5.99 46.22 12.96
pHEMA-AL-2| 40.15 0.70 4.77 6.72 46.86 14.34
pHEMA-AL-3| 39.23 0.71 5.23 7.46 46.69 15.98
pHEMA-AL-4| 38.49 0.74 5.59 8.26 46.74 17.67
pHEMA-AL-5| 38.43 0.77 5.82 9.01 47.44 18.99
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Sekil 3.10'da, HSA’nin biyomateryallerin yapisina ilave edilmesi

sonucu, biyomateryallerin yiizde polarite degerindeki (y*®/y*®1o1x100)

degisimler gorulmektedir.

HSA konsantrasyonunun polariteye etkisi

20 +

=
ol
I

Polarite (%)
|_\
o

a1
I

2 3 4 5 6

o
o
= -

HSA konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.10. HSA konsantrasyonunun % polariteye etkisi

Polimerlerin heparin kaplanmasindan sonra, membranlarinin yizey
Ozellikleri arastirldi. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP

bilesimindeki membranlarin, test sivilariyla olcilen temas acilari Cizelge

3.6’da sunulmustur.
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Cizelge 3.6. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP

membranlarinin deneme test sivilariyla temas agilari 6lglim

degerleri
Membran | pHEMA| pHEMA-HEP| pHEMA-AL-4| pHEMA-AL-HEP | vyl
Test sivisi 0 (9 0 (9 0 (9 0

Su 61.49 54.67 45.88 45.09 71.3
Gliserol 56.2 53.49 43.84 42.21 64.0
DIM 35.76 40.17 40.34 41.95 50.8
Etilen glikol 34.86 35.66 24.63 3241 48.0
DMSO 31.58 18.80 15.01 13.41 44.0

Young esitligine uygun olarak, bitin polimerler igin, en yuksek temas

acisini en yuksek ytuzey gerilimli sivi olan su, en dusuk temas acgisini da en

dusuk yuzey gerilimli sivi olan DMSO vermistir. Heparin miktarinin artisiyla,

su ile polimerlerin temas acilari, azalmistir. Hidrofobik sivi olarak kullanilan

diiodometan ile Olgulen temas acilar ise artis gostermigtir. Elde edilen

sonuclardan, yapiya baglanan heparin miktarindaki artis sonucu, polimerlerin

ylizey hidrofilisitelerinde artiglar gézlenmektedir.

Membran o6rneklerinin karsilastiriimali Zisman’a gore, kritik ylzey

enerjisi degerinin belirlenmesi, Sekil 3.11.’de verilmistir.
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Sekil 3.11. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP
membranlari igin kritik ylzey geriliminin hesaplanmasi icin Zisman

grafigi

Zisman yontemiyle elde edilen kritik ylzey enerjisi degerleri, Wu ve
Fowkes yontemleriyle elde edilen serbest ylzey enerjisinden daha azdir.

(Cizelge 3.7)

Polimerlerin, yiizeyindeki heparin miktari arttikca, y° degerleri artig
goOstermigtir. Wu yontemiyle, ylzey enerjisinin polar ve dispersif bilesenleri
Fowkes’a gore daha yuksek olarak elde edilmistir. Wu ve Fowkes’la elde
edilen sonuclara goére, tim polimerler icin, ylzey serbest enerjisine ana

katkiyi dispersif bilesen yapmaktadir.

Heparin miktarinin artmasiyla Dbirlikte polar bilesenin katkisi

artmaktadir. Cizelge 3.7'den goruldugu Uzere, polimerlerin, yluzeyindeki bagh
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heparin miktari arttikca, ylizey enerjisinin polar bileseni (y°) degerleri artig

gOstermigtir. Ayni zamanda toplam yuzey enerijileri de artis gostermigtir.

Polar bilesenin (y?) katkisi %24.0-40.7 arasinda degismektedir.
Heparin konsantrasyonunun artmasiyla birlikte polar bilesenin katkisi

artmaktadir.

Wu ve Fowkes yontemine goére hesaplanan %Xp (y"/y x 100) degerleri
Sekil 3.12’de verilmigtir. Xp degerleri, polimerlerin heparin miktari arttikca

artmistir.
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Sekil 3.12. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL, pHEMA-AL-HEP

polimerlerinin % Xp degeri degisimleri
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Cizelge 3.7. Wu (harmonik ifade), Fowkes (Geometrik ifade) ve Zisman kritik
ylizey gerilimine goére, pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve

pHEMA-AL-HEP membranlarinin ylzey serbest enerijileri

Membran tipi Yaklagsim Y Yp yd
Xp
(MN/m?) | (mMN/m?) | (mN/m?)
PHEMA \Wu 47.62 13.27 34.35 0.279
[Fowkes 44 .31 10.65 33.66 0.240
Zisman y.
35.70
(mMN/m?)
pHEMA-HEP \Wu 49.27 16.16 33.11 0.328
[Fowkes 46.12 14.35 31.77 0.311
Zisman yc
35.30
(mN/m?)
pHEMA-AL-4 \Wu 53.77 21.01 32.76 0.391
[Fowkes 50.72 19.84 30.89 0.391
Zisman yc
34.95
(mN/m?)
pHEMA-AL-4- \Wu 53.56 21.50 32.06 0.401
HEP [Fowkes 50.46 20.56 29.90 0.407
Zisman yc
29.52
(mMN/m?)
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PHEMA,

membranlarinin, toplam ylzey serbest enerjisi (y

pHEMA-HEP,

kullanilarak hesaplandi. (Cizelge 3.8).

pHEMA-AL

ve

Toplam

pHEMA-AL-HEP

Cizelge 3.8. van Oss’a gore pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve

pHEMA-AL-HEP membranlarinin ylzey serbest enerjisi

parametreleri

), van Oss yontemi

LW

AB

Y v+ Y- % yToplam| Polarite
Polimer tipi
(MN/M?) (MN/m?) (MN/m?) (mN/m?)| (mN/m?)| (%)
pHEMA 40.53 0.38 4.24 3.23 43.75 7.38
pHEMA-HEP 39.09 0.49 4.91 4.81 43.90 10.96
pHEMA-AL-4 38.49 0.74 5.59 8.26 46.74 17.67
pHEMA-AL-4-
37.83 0.71 5.74 8.18 46.02 17.77
HEP

Cizelgeden goruldugu gibi, batin polimer tiplerinde hesaplanan baz

bileseni (y) bileseni, asit bileseninden (y*) bileseninden daha biyiktir.

pHEMA’nin ylzeyinde —OH gruplan

bulunmaktadir.

Heparinin ylzeye

baglanmasiyla, yizeyde cok sayida yeni —OH grublarinin olusturulmasinin

yaninda, COOH gibi asidik karakterdeki gruplarda, ylzeyde yer almis

bulunmaktadir. pHEMA'ya, heparin baglanmasiyla birlikte, y* bileseninde bir

artis oldugu go6zlenmigtir. Ayni sekilde, pHEMA-AL-4 yapisina da heparin
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baglanmasi sonucu da, y  bileseninde bir artisa neden olmustur. Heparin
bilesimindeki SO3" ve COO" gruplari, yiuzeyin anyonik 0Ozellikte olmasini

saglar.

Elde edilen sonuclardan, yuzeye baglanan heparin, ylzeyin Lewis baz
degerlerinde bir artisa neden olmaktadir. pHEMA-HEP’in, vy~ bileseni artisi,
pHEMA'ya gore, 1.16 kat iken, pHEMA-AL-HEP’in, y" bileseni artisi, pHEMA-
AL-4’'e gore, 1.03 Kkattir. Artis miktarinin azalmasi, yapilya heparin
baglanmasi, sonucu biyomateryalin bazik karakterdeki gruplarinin,
kullanildigini gostermektedir. pHEMA'ya, heparin baglanmasiyla birlikte, y*
bileseninde, oldukca buylk bir artis gézlenmigstir. Ancak, bu sonucun tersine
olarak, pHEMA-AL-4 yapisina, heparin baglaninca, y* bileseninde 6nemli
sayllmayacak derecede bir azalma go6zlenmistir. Buradan, pHEMA'ya
baglanan heparinin, pHEMA yapisindaki, -OH gruplarini, kullandigi ve

ylzeyde asidik karakterdeki gruplari sergiledigi distuntlmektedir.

pHEMA’daki —OH gruplari, bazik karakterdedir, ancak, heparinde

bulunan —OH fonksiyonel gruplan asidik karakterdedir. Heparin miktarinin

Wesinde

artmasiyla, diiodometan ile temas acilari artmakta ve polimerlerin y
bir azalma meydana gelmektedir. Bu durum dispersif, dipol-dipol ve dipol
indiklenmis dipol etkilesimlerinin, zayifladigini gostermektedir. Heparinin

AB /YAB

ylzeye baglanmasiyla, % polarite degerinin (y tor X 100) arttigi

goralmaustar. (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP

AB /YAB

polimerlerinin, % polarite (y tot X 100) degerleri

3.1.6. Mekanik Ozellikler

pHEMA-AL-HEP tlplerinin islak kalinhdinin 0.1 cm ve yogunlugunun
1.26 glcm® oldugu, sirasiyla dijital kumpas ve piknometre kullanilarak
belirlendi. pHEMA ve pHEMA-AL vyapilarinin geriime ve kopma testleri
polimerik yapilarin denge su iceriklerinde gerceklestirildi. pHEMA'nin
yapisina albumin ytiklenmesi sonucunda yiklenen albumin miktarina bagh
olarak elastik modulinde bir azalma gozlendi. Bunun nedeninin, pHEMA'nin
ag vyapisi icerisine giren albuminin, polimerik yapinin polimerlesmesi
sirasinda, zincir uzunlugunu ve kristalinitesini azaltmasi ve sonug olarak ta

pHEMA’nin mekanik giiciini azaltmasi olarak dugunuldi (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Polimerik yapilarin mekanik 6zellikleri

Gerilme guci Gerilmede kopma degeri
(KPa) (%)

pHEMA 1677 461+12

pHEMA-AL-1 15245 384+09

pHEMA-AL-2 126+11 310+09

pHEMA-AL-3 115+5 271+14

3.2. Biyomateryallerle Kan Proteinlerinin Etkile  gimi
4.2.1. Kesikli Sistem Deneyleri
4.2.1.1. pH'nin Etkisi

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP biyomateryal
yapilara albuminin adsorpsiyonuna pH’nin etkisi, 4.4 ile 8.4 arasindaki pH
degerlerinde arastirildi. Baglangic protein konsantrasyonu 1 mg/ml,
adsorpsiyon ortaminin sicakhgi 37°C, karistirma hizi 100 rpm olarak secildi.
pH 4.4 ve pH 5.4’te, 50 mM asetat tamponu; pH 6.4 ve pH 7.4’te ise 50 mM
fosfat tamponu kullanildi. Sekil 3.14.te polimerik yapilar Uzerine

adsorplanan, albumin miktarlari verilmistir.
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Sekil 3.14. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarina

albumin adsorpsiyonuna pH’nin etkisi

Grafikten de goruldugu Uzere, en yuksek albumin adsorpsiyonu pH
5.4'te, en dusiuk adsorpsiyon ise, pH 7.4'te elde edilmistir. insan serum
albuminin pl noktasi 5.0°dir, bu pH degerinin Ustinde, HSA dolagim sistemi
icinde anyoniktir. Polimerik ylizey, Uzerine heparinin kovalent baglanmasi ile,
fizyolojik pH degerinde SO3; ve COO™ gruplarindan dolayi, heparin kaph
ylizey de anyonik olur. Kan proteinleri ile heparinin ayni yikui tagsimalarindan
dolayl, pH 7.4'te adsorpsiyon en azdir. Bunun yaninda polimerik yapilar
Uzerine kan proteinlerinin maksimum adsorpsiyonlari pl degerleri civarinda

(pH 5.4) elde edilmistir.
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4.2.1.2. Biyomateryaller Uzerine Serum Proteinlerin in Fizyolojik pH

Degerinde Adsorpsiyonu

Serum proteinlerinin polimerik yapilar Gzerine adsorpsiyonu, fizyolojik
pH degerinde (pH 7.4), farkh albumin ve fibrinojen baslangic
konsantrasyonlarinda, kesikli sistemde calisildi. Sekil 3.15te ve S$ekil
3.16'da, pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarina,
yedi farkh konsantrasyondaki (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/ml)

siraslyla, albumin ve fibrinojen adsorpsiyon sonuclari verilmistir.

—e—pHEMA
g  —#—PHEMAHEP

—a— pHEMAAL
8

| —«—pHEMA-AL-HEP

[ 3

Adsorplanan albumin Ig /sz)

0 0,5 1 15 2,5
Albumin derisimi (mg/ml)

N

Sekil 3.15. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP
yapilarina, albumin baglanma miktarina baslangi¢ albumin

konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 3.16. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP
yapllarina, fibrinojen baglanma miktarina baslangic fibrinojen

konsantrasyonunun etkisi

Sekillerden géruldaga gibi, yizeye adsorplanan albumin ve fibrinojen
miktarlari, pHEMA'ya kiyasla, diger polimer tiplerinde daha duguktuir.
pHEMA-HEP ve pHEMA-AL-HEP bilesimindeki, heparin kapli polimerler,
heparin icermeyen polimerlerden daha disik miktarda protein

adsorplamigtir.

Heparinle kaplanan polimerik yapilara albumin adsorpsiyonu,
hazirlanan biyomateryalin  biyolojik uyumlulugunu arttirmasi agisindan
onemlidir. Bunun yaninda, biyomateryal ylzeyine fibrinojen adsorpsiyonu
hazirlanan biyomateryalin biyolojik uyumlulugunu azaltmaktadir. Albumin
trombo direncli bir 6zellige sahiptir ve bu nedenle trombositlerin biyomateryal

ylzeyine vyapismasini engeller. Fibrinojen, biyomateryal yuzeyine
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trombositlerin yapismasini baslatici 6zellige sahiptir. Bu nedenle, hazirlanan
biyomateryale matriks ic¢i tutuklama ydntemiyle albumin vyerlegtirilerek,
biyomateryalin kan uyumlulugunda bir artig saglanmasi amaclandi. pHEMA-
HEP ve pHEMA-AL-HEP yapilarina, fibrinojen adsorpsiyonundaki azalma,
heparinin polimer yilzeyine kovalent baglanmasi sonucu, kan uyumluluk
Ozelliginde bir artis sagladigini isaret eder. Ayrica, albuminin pHEMA'nIn
yapisina yerlestiriimesi ile membran yiizeyindeki hidrofilik fonksiyonel grup
sayisinda saglanan artig, baglanan heparin miktarinda bir artisa da neden

olmustur.

Amiji (100) ve Winterton (101), heparin tutuklanmis polimerik
ylzeylere fibrinojen ve albumin gibi plazma proteinlerinin adsorpsiyonunu
calismislardir ve fizyolojik pH dederinde fibrinojenin ve albuminin heparine

baglanma afinitesi gostermediklerini bildirmiglerdir.

pHEMA ve pHEMA-AL polimerik vyapilara heparinin kovalent
baglanmasi sonucu, heparinin yapisinda bulunan, SO3 ve COO" gruplart,
trombosit adezyonu ve protein adsorpsiyonunu azaltmistir. pHEMA yapilara
baglanan heparin miktarinin albumin icerigine bagli olarak, arttigi yapilan
calismalar sonucunda gézlenmistir. pHEMA polimerik yapilara yerlestirilen
albuminin, yapilya daha cok fonksiyonel grup saglamasinin yaninda, uzatici
bir kol gibi de davrandidi da dustnidlmektedir. Elde edilen sonuclar, Park ve
Kim tarafindan (77) rapor edilen sonuclarla uyum saglamaktadir, yaptiklari
arastirmalarinda tutuklanmis heparinin biyoaktivitesinin polietilenoksit (PEO)
uzatici kolunun uzunluguna bagh oldugunu bildirmiglerdir. Han ve arkadaslar

(102, 103), farkli molekuler agirlikta PEO ile asilanmis poliiretan
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membranlari ile caligmiglardir ve PEO zincir uzunlugundaki artig ile membran
yuzey hidrofilisitesinde ve hareketliliginde énemli derece bir artig oldugunu
bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak pHEMA yapisina gore, pHEMA-HEP, pHEMA-
AL ve pHEMA-AL-HEP yapilarin ylzeyine adsorplanan kan serum protein
miktarlarinin azaldigr gérulmastir ve elde edilen sonuclar literattirde rapor
edilen sonuglarla uyum saglamaktadir (101). pHEMA-AL-HEP yapida
bulunan kovalent baglanmis heparin zincirlerinin kan proteinleri ile temasi
sonucu daha O©Onceden rapor edildigi gibi yeniden dizenlendigi
dusunidlmektedir. pHEMA ve pHEMA-AL membranina gore, pHEMA-HEP ve
pHEMA-AL-HEP polimerik yapilarin ylizey temas agisinin azalmasi ve denge

su iceriklerinin ve ylzey enerjisinin artmasi bu sonucu dogrulamaktadir.

Sonug olarak, pHEMA ve pHEMA-AL polimerik yapilarin ylizeyine CDI
aktivasyonundan sonra heparin kovalent olarak baglandi. Heparin, pHEMA
ve pHEMA-AL polimerik yapilarinin Gzerine, pHEMA'nin hidroksil, albuminin
serbest hidroksil ve amin gruplarina kovalent olarak baglanmaktadir. Heparin
tutuklanmis pHEMA ve pHEMA-AL biyomateryallerinin kan ile temasi sonucu
protein adsorpsiyonlari azalmaktadir. Bu yéntemle, pHEMA ve pHEMA-AL’in
ylzeyine heparinin tutuklanmasi ile hazirlanan malzemelerin hidrofilisitesinde
ve kan uyumluluklarininda bir artis saglanmistir. Ayrica, heparin tutuklanmig
pHEMA-HEP ve pHEMA-AL-HEP polimerik yapilara adsorplanan fibrinojen
miktarinin, heparinsiz pHEMA ve pHEMA-AL karsitlarina oranla 6nemli
derecede azaldigi gozlenmigtir. Ticari Foley kateteri ve silikon yara o6rtusu ile,
ayni deneysel kosullarda, HSA ve y-globulin adsorpsiyonu caligiimis ve

materyallerin proteinleri adsorplamadiklari gézlenmistir.
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3.2.1.3. pHEMA-AL-HEP Yapisi Uzerine Serum Prote inlerinin

Adsorpsiyonu

Kan serum proteinlerinin pHEMA-AL-HEP yapisi Gzerine adsorpsiyon
calismalarinda kan serumu kullanildi. pHEMA-AL-HEP polimerik yapisina

adsorplanan serum protein miktarlari Cizelge 3.10’da verildi.

Cizelge 3.10. pHEMA-AL-HEP yapisina adsorplanan serum protein

miktarlar
Albumin miktari y-globulin miktari
(g cm™®) (g cm™®)
pHEMA-AL-HEP | 1.36 1.25

pHEMA-AL-HEP polimerinin ylizeyine adsorplanan serum proteini
miktari ¢cok dusuktir. Polimer ylzeyine, insan serum albumini, gama

globulinden daha fazla adsorplanmistir.

3.2.2. Surekli Sistem Deneyleri

Bu calismada, taze kan serumu kullanildi. Yapay damar olarak
tasarlanan biyomateryalin bir peristaltik pompa ile irtibati saglandi. Peristaltik
pompanin akis hizi 40 ml/dakika olarak ayarlandi, 1/5 oraninda seyreltiimig

serum hazirlanan sistem igerisinden 72 saat sure ile sirkule edildi. Bu sure

62



sonunda oOrnek alinarak, kan proteinlerinin miktarlari HPLC yardimi ile
belirlendi. 72 saat sire sonunda, pHEMA-AL-HEP biyomateryali ylzeyine
adsorplanan toplam albumin miktari 1.32 pg cm™ ve y-globulin miktar 1.34
ng/cm?, olarak belirlendi. Bu siire sonunda polimerik yapida herhangi bir

deformasyon g6zlenmedi.

Bu sirenin sonunda % 2 glutaraldehit ile ylzeye tutunan plateletlerin
sabitlenmesi yapildi ve alinan kesitler 40°C’de vakum etlviinde kurutularak,

taramali elektron mikroskobu ile incelendi.

3.2.3. HPLC Analizi

pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP polimerleri ile
yapilan, kesikli ve sirekli sistemde, serumdan protein adsorpsiyonu
deneylerinin sonugclari, HPLC analizleri ile belirlendi. Serum 6rneklerinin
analiz edilmesinde kullanilan kolon Discovery BIO Wide Pore C5 (150 mm x
4.6 mm, 5 ym) kolonudur. Her bir proteinin miktari kalibrasyon egrilerinden
CHROMELLEON veri programi kullanilarak hesaplandi. Albuminin alikonma
zamanl, 7.5-7.7 dakika, y-globulinin alilkonma zamani ise 9.3-9.9 dakikadir.
Sekil 3.17'de, baslangic serum 6rnegi ile, kesikli sistem adsorpsiyon
sonucunun kromatogrami verilmigtir. Sekil 3.18'de, baslangic serum 6rnegi
ile, surekli sistem adsorpsiyon deneyinin, 24. saatte ve 72. saatte alinan

sonugclarinin kromatogramlari gorilmektedir.
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Sekil 3.17. Kesikli sistemde serumdan protein adsorpsiyonuna ait
kromatogramlar, A) Baslangi¢ serum 6rnegi, B) 120. dakika

adsorpsiyon sonucu

64




Al WALZ20 nm)
il -
i &
J - U]
%
I
1 i\ — |
23005 F
-
| =
c
o le f
(3] 00
o v
; i
el
i
(©) L‘M
o -
arn
000
ID -‘ﬁ‘ ﬂ min
hu
— 77— T
a0 20 410 8.0 8.0 10,0 120 140 16, 180 200 Z220

Rt (min)

Sekil 3.18. Surekli sistemde serumdan protein adsorpsiyonuna ait
kromatogramlar, A) Protein karigimi 0.5mg/ml HSA ve 1 mg/mi
IgG, B) baslangi¢c serum 6rnegi, C) 24. saat adsorpsiyon sonucul,

D) 72. saat adsorpsiyon sonucu
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3.3.  Kan Uyumluluk Cali gmalari
3.3.1. PT ve aPTT Zamani Tayini

Polimerlerin, kan uyumluluk deneyleri kapsaminda, protrombin zamani
(PT-S) testi ve ardindan, aktive partial tromboplastin zamani (aPTT)
uygulandi. pHEMA, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapisindaki polimerler,
sodyum sitrath vendz kan orneginin plazmasi ile temas ettirildi ve 1 saat

inkiibe edildi. Kontrol olarak, polimerlerle temas etmemis plazma kullanildi.

PT zamani tayini icin, inkibe edilen tim plazma o6rneklerine, PT-S
reaktifi eklendi, 37°C'ye isitildi ve pihtilasma siresi, otomatik olarak PT

Olcim cihaziyla, saniye olarak belirlendi.

aPTT testi icin, Orneklerle inkiibe edilen plazma oOrneklerine, aPTT
reaktifi eklendi, 5 dakika boyunca, 37°C'de isitildi. Tuplere, 0,0025 M
kalsiyum klorid ¢ozeltisi eklenmesiyle es zamanlh olarak, otomatik olarak PT

Olcim cihaziyla, pihtilasma suresi okundu.

pHEMA, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP yapisindaki polimerlerle elde

edilen PT ve aPTT sureleri, Cizelge 3.11'de verilmigtir.
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Cizelge 3.11. Polimerik yapilarla temas eden plazmanin PT ve aPTT sureleri

PT-S (normal 10-14 | aPTT  (normal  20-40
saniye) saniye)

Kontrol plazma 12.2 33.4

pHEMA 12.7 116.5

pHEMA-AL 12.3 115.3

pHEMA-AL-HEP | 12.0 1194

Cizelgeden goruldugu Gzere, PT sureleri, tim polimerler icin normal
sinirlar icinde kalmistir. aPTT sureleri ise, kontrol plazmaya kiyasla, oldukca
fazla artis gostermigtir. En buyuk artisi, pHEMA-AL-HEP polimeri ile inkiibe

edilen plazma gostermigtir.

Kanin koagulasyon kaskadini izlemekte kullanilan temel testler,

protrombin zamani (PT) ve aktif kismi tromboplastin zamani (aPTT)
testleridir. Protrombin zamani testi (PT) ile, doku tromboplastini varliginda,
doku faktori yolundan ve ortak yoldan meydana gelen pihtilasma
reaksiyonlari birlikte degerlendirilir. Testin uygulanmasinda, sitrath plazma
ornegine kalsiyum ve tromboplastin eklenir ve doku faktéri yolundan fibrin

pihtisi olusana kadar gecen zaman o6lculir.

Aktif kismi tromboplastin zamani (aPTT) testi ile, vaskiler yolda ve
ortak yolda bulunan faktorlerin (FV, FVIII, FIX, FX ve FXI) kalitsal veya

edinsel eksiklikleri taranir. Testin uygulanmasi icin, kan plazmasina fosfolipid
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ve kalsiyum eklenir ve kontakt faktorlerinin aktivasyonu sonrasinda, vaskuler

yoldan pihti olusana kadar gegcen zaman, saniye olarak olgulur.

Koagulasyon kaskadinin doku faktort yolunda veya ortak yolunda yer
alan herhangi bir pihtilasma faktérinin eksikliginde; PT slresi uzarken,
vaskiler ya da ortak yolda yer alan herhangi bir faktoriin eksikliginde; aPTT
suresi uzamaktadir. Koagulasyon kaskadi faktorlerinden birinin fazla
bulunmasi durumunda, pihtilasmaya egilim olusmaktadir, bunun sonucunda
PT ve aPTT sureleri kisalmaktadir. PT suresinin normalden uzun, aPTT
suresinin ise, normal sinirlar icinde olmasi, sadece FVII eksikliginde gozlenir.
PT ve aPTT stresinin her ikisinin de normalden uzun bulunmasi, FX, FV,
protrombin ya da fibrinojen gibi ortak yolda yer alan faktorlerin eksikliklerinde

meydana gelmektedir.

Heparin gibi antikoagllan ajanlarin etkileri, protrombin zamanini élgen
tek-basamakli protrombin zamani testi ile izlenir. Heparin tedavisi
uygulandiginda, olculen PT sdresi normal sinirlar icinde kalirken, aPTT

suresi normalden 2.0-3.5 kat uzun bulunmaktadir.

Tez kapsaminda geligtirilen biyomateryalerin timinde, PT normal
sinirlardadir (P(HEMA-AL-HEP igin PT zamani, 12.0 sn). Plazmanin aPTT
zamani ise, beklenildigi gibi, pHEMA-AL-HEP polimerinde, kontrol
plazmasina gore 3.5 kat fazla ol¢ctulmistir (P HEMA-AL-HEP icin 119.4 sn).
Bu sonuglar, pHEMA-AL-HEP yapisindaki polimerin, heparin etkinliginin
bulundugunu ve polimerin, pihtilagsma reaksiyonlarini aktive etmedigini

gOstermektedir.
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Hemodiyaliz, hemofiltrasyon ve kardiyopulmoner bypass gibi
biyomateryallerin kanla temasta oldugu uygulamalarda ve biyomateryallerin
yumusak veya sert dokulara implantasyonunda, koagulasyon mekanizmasi
aktive edilmektedir. Bu mekanizmada trombin, fibrinojeni uyarir ve trombin
reseptori (CD42) ve aktive edilmis proteinaz reseptorleri ile yanginin
olusmasina katkida bulunurlar. Bu reseptorler, trombosit, lenfosit, monosit,
osteoblast gibi biyomateryale tepki olarak olusan yangida rol alan hiicreler
tarafindan uyarihir. Trombositler, koagulasyon mekanizmasinin farkh
seviyelerde amplifikasyonunu saglayabilirler. Amplifikasyon, aktive edilen
trombositlere XI faktorinin trombin tarafindan yapistiriimasi olarak
aciklanmaktadir ve trombosit aracihigr ile Xl faktorinin fosforilasyonu, bu
faktorin trombin ve Xlla faktorine kargl direncini arttirir. Trombositlerin,
koagulasyonu ilerletmesinden 6nce trombinin olusumu, diger kan hicrelerine
de baglidir. Eritrositler trombin olusumunu tetikleyen énemli kan hacreleridir.
Eritrosit parcalanmasi sonucunda membranindaki fosfolipidlerin agiga
citkmasi ile koagulasyon faktorleri arasinda baslangic komplekslerinin
olustugu bildirilmigtir (104-106). Eritrositler, trombositler ve I6kositler,
biyomateryallerle temas sirasinda membranlarindan fosfatidilserini serbest
birakmaktadir. Fosfatidilserinin eritrositlerden serbest birakilmasinin nedeni
ise biyomateryalle inkiibasyonu sirasinda hasar gormesinden kaynaklandigi

bildirilmistir (104-106)

Tutuklanmis  heparinin, plazmadaki serbest heparine benzer
antitrombojenik etki gosterdigi bildirilmistir. Heparin, cesitli pihtilasma
faktorlerini, 6zellikle AT III'G kapsayan, plazma proteinlerinin etkilesimlerini

katalizlemektedir. Yapilan calismalarin sonucunda (108,109) heparinin, AT

69



I’G  uyardigr tespit edilmistir. Bu nedenle, heparin tutuklanmis
biyomateryallerin kanla temaslari saglandiginda, etkili sekilde, antikoagulant

aktivite gostermektedirler.

3.3.2. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite, spektrofotometrik olarak test edildi. pHEMA,
pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP polimerik yapilari, EDTA’l
insan kani ile, 37°C'de 1.0 saat inkiibe edilerek, tiplerde kalan kan 6rnekleri,
3000 devir/dakikada 20 dakika santriftij edildi. Serbest kalan hemoglobin
miktari UV/VIS spektrofotometreyle, 545 nm’de tayin edildi. Kontrol olarak,
ayni kosullarda izotonik ¢ozeltide inkiibe edilen serbest kan kullanildi. Distile
su icerisinde inkibe edilen kandan serbest birakilan hemoglobinin orani

%2100 kabul edildi. Elde edilen sonuglar, Cizelge 3.12’de sunuldu.

Cizelge 3.12. pHEMA, pHEMA-HEP, pHEMA-AL ve pHEMA-AL-HEP

polimerlerinin %ohemoliz degerleri

%Hemoliz
Damitik su 100+0.0
pHEMA 0.88+0.2
pHEMA-HEP 0.53+0.3
pHEMA-AL 0.58+0.4
pHEMA-AL-HEP | 0.27 +0.2
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Cizelgeden goraldugu gibi, pHEMA yapisina albumin ve heparin

eklenmesi hemolitik aktiviteyi olduk¢a azaltmistir.

3.3.3. Kan Hucrelerinin Yapi gmasi

Diger bir kan uyumluluk deneyi olan, kan hcrelerinin yapismasi
deneyi i¢in yine tam kan sayimi yapildi. pHEMA-AL-HEP polimerik yapisi ile
inkibasyondan 6nce ve sonra yapilan tam kan sayimi ile, platelet sayisi
degisimi gozlendi. Platelet yapismasi orani %7.2 ve yapisan platelet sayisi
39 platelet mm?dir. Bu oranlar literatiire goére cok dusuktir

(1623 hiicre/mm?) (110,111).
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4.  TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasi kapsaminda, pHEMA temelli biyolojik olarak uyumlu
biyomateryaller geligtirildi. Biyomateryallerin  biyo-uyumlulugu polimer
yapisina HSA eklenmesi ve yilzeye heparin baglanmasi ile saglandi.
Heparin, 6 mm i¢ capindaki pHEMA-AL polimer protezinin yizeyine, 1,1'-
karbonildiimidazol aktivasyonuyla, kovalent olarak baglandi. pHEMA polimer
yapisindaki HSA miktarinin, baglanan heparin miktarini arttirdigr gozlendi.
pHEMA-AL-4 bilesimindeki polimer ile en yiksek heparin baglanma degerine
ulasildi (80.64 pg/cm?). Albumin eklenmesinin, polimerik yapiya, CDI
aktivasyonu sirasinda heparin baglanmasi icin, daha fazla reaktif grup

olusturdugu dusundldu.

Hazirlanan pHEMA-AL-HEP vyapisinin yuzeyi, SEM analizleri ile
incelendi ve diger polimerlere gore, daha purtzsuz oldugu veya gdzeneklerin
kapal bir gorinimde oldugu go6zlenmigtir. Biyomateryalin, yuzeyinin
purizsiz, duzgin olmasi, platelet ve bakteri adezyonunu zorlastiran temel
Ozelliklerden birisini olusturmaktadir. pHEMA'ya albumin ve heparin ilavesi,

biyomateryalin ylzeyine platelet yapismasini 6nemli derecede azaltmistir.

Polimer yapilarin ylzey enerjileri hesaplandi. Polimer yapisindaki HSA
konsantrasyonunun artmasinin, polimerlerin hidrofilisitesini ve toplam yilizey
enerjisine polar bilesenin katkisini arttirdigr goraldi. HSA yapisinda c¢ok
miktarda hidrofilik fonksiyonel grup bulunmaktadir. Bunun yaninda, HSA
LW)

konsantrasyonunun artmasiyla, Lifshitz-van der Walls bileseninin (y

hafifce azaldigi gozlenmistir. Test edilen batin biyomateryal érnekleri icin,
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dispersif bilesen, asit-baz bileseninden daha buyudktir. Baz bileseninin (y),
membranin asit bileseninden (y*), daha yiiksek oldugu ayni cizelgede
g6zlenmektedir. pHEMA'nIn ylizeyinde -OH gruplari bulunmaktadir. HSA'nin
yaplya ilave edilmesi sonucu, karboksilik ve amino grubu gibi, asidik ve bazik

gruplar, yizeyde aciga vurulmaktadir.

Polimerlerin heparin kaplanmasindan sonra, membranlarinin ytizey
Ozellikleri arastirildi. Elde edilen sonuclardan, yapiya baglanan heparin
miktarindaki artis sonucu, polimerlerin yuzey hidrofilisitelerinde artiglar
gozlenmektedir. Heparin miktarinin artmasiyla birlikte polar bilesenin katkisi
da artmaktadir. Heparin bilesimindeki SOz ve COO" gruplari, ylzeyin
anyonik 6zellikte olmasini saglar. Elde edilen sonuclardan, heparinin ylzeye

AB /YAB

baglanmasiyla, % polarite degerinin de (y Tor X 100) arttig1 gorulmustir.

Gergeklestirilen protein adsorpsiyonu deneylerinde, kan proteinleri ile
heparinin ayni yiku tasimalarindan dolayi, pH 7.4'te adsorpsiyonun en az
oldugu go6zlenmigtir. Heparin kapli polimerler, heparin icermeyen

polimerlerden daha dusik miktarda protein adsorplamistir.

Albumin trombo direngli bir 6zellige sahip oldugundan trombositlerin
biyomateryal vylzeyine vyapismasini engeller. Fibrinojen, biyomateryal
ylizeyine trombositlerin yapismasini baslatici 6zellige sahiptir. pHEMA-HEP
ve pHEMA-AL-HEP vyapilarina, fibrinojen adsorpsiyonundaki azalma,

heparinin kan uyumluluk 6zelliginde bir artis sagladigini gosterir.

pHEMA ve pHEMA-AL polimerik vyapilara heparinin kovalent
baglanmasi sonucu, heparinin yapisinda bulunan, SO ve COO" gruplari,

trombosit adezyonu ve protein adsorpsiyonunu azaltmistir. pHEMA polimerik
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yapilara yerlestirilen albuminin, yapilya daha c¢ok fonksiyonel grup

saglamasinin yaninda, uzatici bir kol olarak davrandigi da dustuntlmektedir.

pHEMA-AL-HEP polimerinin ylzeyine adsorplanan serum proteini
miktari cok dustiktiir. Polimer yiizeyine, insan serum albumini (1.36 pg cm™),
gama globulinden (1.25 pg cm®) daha fazla adsorplanmistir. Elde edilen
HSA/Fibrinojen adsorpsiyonu orani da, literature gore (112) cok yuksektir (%

125).

Polimerlerin, kan uyumluluk deneyleri kapsaminda, protrombin zamani
(PT) testi ve aktive kismi tromboplastin zamani (aPTT) uygulandi. PT
sureleri, tum polimerler icin normal sinirlar icinde kalmigtir. aPTT sureleri ise,
kontrol plazmaya kiyasla, oldukca fazla artis gostermistir. En blyuk artigl,

pHEMA-AL-HEP polimeri ile inkiibe edilen plazma gostermistir.

Hemolitik aktivite, spektrofotometrik olarak test edildi. pHEMA
yapisina albumin ve heparin eklenmesinin hemolitik aktiviteyi oldukca

azalttigi gozlend..

Kan hucrelerinin yapismasi deneyi igin yine tam kan sayimi yapildi.
pHEMA-AL-HEP polimerik yapisi ile platelet yapismasi orani %7.2 ve

yapisan platelet sayisi 39 platelet mm™dir.

Sonu¢ olarak, bu tez kapsaminda hazirlanan pHEMA-AL-HEP
biyomateryali, kolay sentezlenebilir, platelet adezyonu cok dusuk olan,
HSA/Fibrinojen adsorpsiyonu orani yuksek, hemolitik aktivite géstermeyen,

yiksek biyo-uyumluluga sahip bir damar protezi olarak sunulmustur.
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