IGUSABDER, 5 (2018): 451-463

Bilirubin Damgal Kitosan-Agaroz Biyomateryalinin
Sentezi, Karakterizasyonu ve Bilirubin

Uzaklastirilmasinda Kullanimi

Arzu KAYA KOCDOGAN®, Sema CETIN*

Oz
Amac: Bilirubin damgali kitosan-agaroz biyomateryalinin; sentezi, karakterizasyonu ve

bilirubin uzaklagtirllmasinda kullaniminin 6nemini tespit etmek amaciyla yapilmistir.

Yontem: Kitosan ve agaroz dogal polimerleri materyal olarak secilmistir. Bilirubin damgal
kitosan-agaroz biyomateryalinin bilirubin uzaklastirma kapasitesinin belirlenmesi i¢in insan

plazmasi kullanilmistir.

Bulgular: Bilirubin uzaklastirilmas1 icin pH 7.0, sicaklik 37°C ve baslangi¢ bilirubin
konsantrasyonu 40 mg/g optimum sartlar olarak belirlenmistir. NaCl konsantrasyonunun

arttirllmasi ile bilirubin icin iyonik siddetin azaldig tespit edilmistir.

Sonuc: Etkilesim oOncesi ve sonrasinda alinan serum oOrneklerinde bilirubin analizi
gerceklestirildi ve molekiiler damgali kitosan-agaroz biyomateryalleri ile %87’lik bir
uzaklastirma orani elde edildi. Sulu ¢o6zeltilerden bilirubin adsorpsiyonu ile insan plazmasindan
bilirubin adsorpsiyonu kiyaslandiginda, plazmada adsorpsiyon kapasitesinin ¢ok az miktarda

azaldig1 gozlendi.
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Bilirubin Impriting Chitosan-Agarose Biomaterial Synthesis,

Characterization and Use to Bilirubin Removal

Abstract

Aim: This study was conducted to synthesize and characterize bilirubin imprinted chitosan-

agarose biomaterial and to determine its significance on bilirubin removal.

Method: Natural Chitosan and agarose polymers were chosen as materials. Human plasma was
used to determine the capacity of bilirubin imprinted chitosan-agarose biomaterial for bilirubin

removal.

Findings: The optimum conditions for bilirubin removal were determined as pH 7.0 at 37°C
with a starting concentration of 40 mg/g. An increase in NaCl concentration was shown to

decrease the ionic strength for bilirubin.

Conclusion: Bilirubin analysis was performed on serum samples taken before and after the
interaction. A suspension rate of 87% was obtained by using molecular imprinted chitosan-
agarose biomaterials. When bilirubin adsorption from aqueous solutions was compared to the
adsorption of bilirubin from human plasma it was observed that the adsorption capacity of

plasma was slightly decreased.

Keywords: Molecular imprinting, bilirubin, agarose-chitosan, biomaterials.

Giris

Molekiiler damgalama islemi; c¢ozeltide uygun fonksiyonel monomerlerin hedef
molekiil etrafinda toplanmasi (hedef molekiil-fonksiyonel monomer kompleksinin
olusumu), 1¢ boyutlu polimerik materyal icerisinde polimerizasyonun
gerceklestirilmesi ve olusan polimerden hedef molekiiliin uzaklastirilmasiyla polimerik
materyalde hedef molekiiliin kalibinin olugsmasi gibi basamaklar1 icermektedir2. Son
yillarda biyolojik sivilardan toksik maddelerin aritiminda da molekiiler damgalanmis
materyaller kullanilmaktadir34. Hedef molekiiliin bir karisimdan bilinen ayirma
islemlerine gore daha kisa siirede ve diisiik maliyetle, iistelik yliksek basing ve sicakliga
gerek duymadan giivenilir bir sekilde ayrilabilmesi, molekiiler damgalanmis

materyallerin bilinen en 6nemli avantajlar1 arasinda sayilabilir©.

Serumda bilirubin analizi sirasinda delta bilirubin (Albumine kovalent bagh konjuge
bilirubin) ol¢iilemez. Konjuge bilirubin direkt bilirubin (D-Bil) olarak olciiliirken,

albumine bagh ve serbest olan konjuge olmamis bilirubinin tamami indirekt bilirubin
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(T-Bil) olarak olgiiliir. Bu calismada hiperbilirubinemi tedavisine yeni bir yaklasim
olarak molekiiler damgali biyomateryallerin gelistirilmesi amaclanmigtir. Hidrojel
yapidaki kitosan, biyotip uygulamalarinda kullanilmasi diisiiniilen materyallerde
olmasi istenilen 6zelliklerin hemen hemen tamamini biinyesinde bulunduran dogal bir
polimerdir. Agaroz ise notral ozellikte bir polisakkarittir ve jel olusturma ozelligi ile
farmakoloji ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki polimerin
olumlu ozellikleri bir araya getirilerek olusturulan materyale yiiksek secicilik 6zelligi
kazandirmak amaci ile bilirubinin molekiiler damgalanmas1 gerceklestirilmistir.
Calismada gelistirilen bu materyaller biyouyumluluk derecesi, Scanning Electron
Microscope (SEM) ve denge su icerigi calismalar1 ile karakterize edilmistir.
Biyomateryallerin biyomedikal alanda uzun siireli kullaniminda, kan ile biyomateryalin
temasi1 sonucu once biyomateryal yilizeyinde pek ¢ok biyolojik reaksiyon olusmaktadir.
Bu nedenle agaroz-kitosan biyomateryallerinin kan uyumluluk ozellikleri, plazma
proteinleri ve platelet adezyonu, hemoliz gibi testlerle belirlenmistir. Karakterizasyon
calismalarinin tamamlanmas1 sonrasinda biyomateryalin bilirubin uzaklastirma
kapasitesi sulu ¢ozeltilerde degerlendirilmis ve pH, sicaklik, zaman, iyonik siddet gibi
cesitli sistem parametrelerinin etkisi de test edilmis ve bu yolla bilirubin uzaklastirma
prosesi i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Calismamizin son asamasinda elde edilen
optimum kosullar ile insan plazmasi modifiye edilmis ve bilirubin damgal kitosan-

agaroz materyalleri ile plazmadan bilirubin giderimi saglanmistur.
Gerec ve Yontem
Kitosan-Agaroz Biyomateryalinin Hazirlanmasi

%1 oraninda agaroz ve %1 oraninda kitosan (%2 (v/v) asetik asit icerisinde) 1sitilarak
cozildi ve kanstirllarak cam bir kalp icerisine aktarildi. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra perforator ile materyal, diskler halinde kesildi. Reaksiyona
girmemis monomerlerin uzaklastirilmasi amaci ile tiim biyomateryaller etanol:su

karisimi (70/30, v/v) ile yikandi ve +4 °C’de saklandi.
Molekiiler Damgali Kitosan-Agaroz Biyomateryalinin Sentezlenmesi

%1 oraninda agaroz ve %1 oraninda kitosan (%2 (v/v) asetik asit icerisinde) 1sitilarak
coziildii ve karisim 25°C’ye kadar sogutuldu ve hedef molekiil olan bilirubin 20mg/L

oraninda karisima ilave edildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in karigim cam bir
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kaliba aktarildi ve materyal perforator yardimiyla diskler halinde kesildi. Kitosan-
agaroz materyalinden bilirubin uzaklastirilmasi icin materyaller 1N NaOH ile 24 saat
boyunca yikandi. Uzaklastirma islemleri sonrasinda polimerik materyaller, etanol: su

serilerinde yikandi ve +4 °C’de sakland.
Denge Su icerigi

Kitosan-agaroz biyomateryalinin su icerigi gravimetrik yontem kullanilarak belirlendi

ve su alma kapasiteleri 1 no’lu esitlik kullanilarak hesaplandi.
Denge Su Icerigi % = [( Ws — Wd) / Wd ] X 100.......................... (1)

Wd, biyomateryalin kuru agirhgmi; Ws, biyomateryalin sismis agirhgimi ifade

etmektedir.
Yiizey Analizleri

Biyomateryallerin molekiiler damgalama oncesinde ve sonrasindaki yiizey analizlerini
belirlemek i¢cin SEM mikrograflari alindi. Azaltilmig basing altinda, altin ile kaplanan
biyomateryallerin SEM mikrograflar1 Kirikkale Universitesi biinyesinde bulunan JEOL
(JSM 5600) Taramal1 Elektron Mikroskobu kullanilarak elde edildi.

Kan Uyumluluk Testleri

Bilirubin damgali kitosan-agaroz (BD-KA) hidrojellerinin protein adsorpsiyonuna
direng gosterme 0zelligini belirlemek icin, insan serum proteinlerinin (HSA, y-globulin,
fibrinojen) adsorpsiyonu calisildi. Bu amacla biyomateryaller ile insan serumu 5 saat
etkilestirildi.

Hemoliz Testi

Hemolitik aktivite, hemoglobin salimi ile belirlendi. Bu amacla 4.0 ml insan kani 5.0
ml fizyolojik cozelti ile seyreltildi. Biyomateryaller insan kam ile 37°C’de 12 saat

etkilestirildi. Inkiibasyon sonrasinda insan kani 750 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve

elde edilen siipernatanda hemoglobin analizi yapildi.
insan Plazmasindan Bilirubin Uzaklastirilmasi

Biyomateryaller (0.5g) Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesinden temin edilen
hiperbilirubinemik plazma ile 37°C’de 4 saat boyunca etkilestirildi. Etkilesim oncesi ve
sonrasinda plazma icerisindeki bilirubin seviyesi otoanalizor (Konelab6oi) ile
belirlendi.
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istatistiksel Analiz Yontemi

Veriler ortalama + standart hata olarak bildirildi. Bilirubin uzaklastirlmasinda pH
etkisi icin SPSS 15.0 programinda istatistiksel analizleri yapildi. Absorbans t:9.548, df:
4, p> .001; Derisim t:9.550, df:4, p>001, bilirubin derisiminin etkisi i¢cin SPSS 15.0
programinda istatistiksel analizleri yapildi, t:2.547, df:6, p>0.044. Baslangic derisim
etkisi icin SPSS 15.0 programinda istatistiksel analizleri yapildi, t:11.245, df:4, p.ooo.
Iyonik siddet etkisi icin SPSS 15.0 programinda istatistiksel analizleri yapildi, t:8.351,
df:4, p>0.001.

Bulgular

Kitosan-agaroz biyomateryalleri ile bilirubin adsorpsiyonu oncesi biyomateryallerin
denge su icerigi, SEM mikrograflar1 ve kan uyumluluk parametreleri ile karakterizasyon

calismalari gerceklestirildi.

Kitosan ve agaroz kullanlarak sentezlenen kitosan-agaroz materyalleri hidrofilik
yapidadir ve sulu cozeltilerde yiiksek derecede sisme ozelligi gosteren hidrojellerdir.
Kitosan-agaroz hidrojellerinin denge su icerigi gravimetrik yontemle farkh pH
ortamlarinda belirlendi (Sekil 1). Ortam pH’s1 notrlestikge 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 sirasi ile % 24.3, % 48, % 84.9, % 90 ve % 72 olarak bulundu. Kitosan-
agaroz (KA) biyomateryalleri ile bilirubin damgali Kkitosan-agaroz (BD-KA)

biyomateryallerinin SEM mikrograflari Sekil 2.’de verilmistir.

Sekil 1: Farkli pH’larda (4.0-8.0) kitosan-agaroz biyomateryallerinin denge su igerigi
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Sekil 2: KA ve BD-KA biyomateryallerinin SEM mikrograflar

HSAD  SPeem. BERE 146 FEBSDR

Biyomateryal ile 5 saat etkilestirilen insan serumunda albumin, globulin ve fibrinojen
adsorpsiyon degerleri Tablo 1’de verildi. Tablodan da goriildiigli gibi biyomateryel ile
serum proteinleri adsorpsiyonu oldukc¢a diisiiktiir. Lokosit ve eritrosit adezyonunun ise
sirast ile 0.10 K/uL ve 0.14 M/uL seviyelerinde oldugu belirlendi. Biyomateryal
ylizeyine kan hiicreleri adezyonunun oldukca diisiik seviyelerde kaldigi ve ihmal

edilebilir derecede oldugu belirlendi.

Tablo 1: BD-KA biyomateryalinin kan uyumluluk parametreleri

Eeferans Baglangi; Final
Platelet 150-400 296 326
Lékostt (Kful) 4.0-11.0 5.3 5.2
Eritrosit MiuL 38-58 4.99 4.85
Hemoglobin gfdl.  11.4-16.5 9.4 9.2
Total Protein gfdl.  6.4-53 6.8 6.6
Albumin g/dL 3555 4.2 4.3
Fibrinojen gidl 302+0.035 313 3.09

pH, adsorpsiyon ya da giderim calismalarinda adsorpsiyon kapasitesini etkileyen
onemli  bir  parametredir.  Bilirubin = molekiiliiniin  ¢oziiniirliiglinde  ve
konformasyonunda da pH'in rolii biiyiiktiir. Calismalarimiz boyunca bilirubin
molekiiliiniin 6zellikle n6tr ve bazik ortamlarda kolaylikla ¢oziindiigii belirlendi. KA ve
BD-KA biyomateryalleri iizerine bilirubin adsorpsiyon calismalar1 pH 4.0-8.0
araliginda incelendi ve pH 7.0 noktasinda maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasildi

(Sekil 3). Dogal biyomateryal ile 6.7 mg/g, molekiiler damgalanmis biyomateryal ile
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38.55 mg/g bilirubin giderimine ulasildi ve molekiiler damgalamanin, performansi 5.7

kat arttirdig: belirlendi.

Sekil 3: Bilirubin adsorsiyonu iizerine pH’1n etkisi
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Adsorpsiyon kapasitesini etkileyen diger bir parametre ise adsorpsiyon zamanidir.
Molekiiler damgalanmis KA biyomateryalleri iizerine bilirubin adsorpsiyonu 300

dakika izlendi ve adsorpsiyonun 180 dakika icerisinde dengeye ulastig1 belirlendi. (Sekil
4).

Sekil 4: Bilirubin adsorsiyonu iizerine zamanin etkisi

50 -
40 -
30 -
20 -

10

Uzaklastirilan Billirubin Miktari(mg/g)

0 L T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Zaman (dakika)

fyonik siddet etkisi de pek cok adsorpsiyon ve uzaklastirma calismalarinda performansi

etkileyen onemli bir parametredir. Calismamizda iyonik siddet etkisi 0.0-1.0 M NaCl
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varlig ile test edildi ve her iki materyal i¢in iyonik siddetin artmasi ile bilirubin

uzaklastirma oraninin azaldigi belirlendi (Sekil 5).

Sekil 5: Bilirubin adsorsiyonu Iyonik siddetin iizerine etkisi
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Sicaklik, molekiillerin hizin1 ve hareketliligini arttiran 6nemli bir faktérdiir. Sicakligin,
molekiiler damgali KA biyomateryallerinin bilirubin uzaklastirma performansi iizerine
etkisi 5-50 °C araliginda incelendi. Ortam sicakliginin 5°C’den 35°C’ye arttirilmasi ile
adsorpsiyon kapasitesinin 3.79 kat artig1 belirlendi ve en yiiksek uzaklastirma verimi
35°C’de elde edildi (Sekil 6).

Sekil 6: Bilirubin adsorpsiyonu iizerine sicakligin etkisi
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Molekiiler damgali KA biyomateryalleri ile sulu cozeltilerden bilirubin uzaklastirma
calismalarinda elde edilen optimum kosullar ile insan serumundan bilirubin
uzaklastirilmasi calisildi. Bu amacla en yiiksek giderimin saglandig 0.5 g biyomateryal
dozu ile pH 7.0’da insan serumu ve biyomateryaller etkilestirildi. Etkilesim Oncesi ve
sonrasinda alinan serum orneklerinde bilirubin analizi gergeklestirildi ve molekiiler
damgali kitosan-agaroz biyomateryalleri ile % 87’lik bir uzaklagtirma orani elde edildi.
Sulu bilirubin cozeltisinde elde edilen uzaklastirma kapasitesi % 96 olarak bulundu ve
ayn1 kosullar plazma iizerine uygulandiginda adsorpsiyon kapasitesinin sulu ¢ozelti

uygulamalarina kiyasla 1.1 kat azaldigi belirlendi.

Tablo 2: Molekiiler damgali kitosan-agaroz biyomateryali ile insan plazmasindan

bilirubin uzaklastirilmasi

Referans Baglangig Final
TBIL 0.2-1.3mg/dL  15.0 mg/dL 1.6 mg/dL
DEIL 0-0.4 mg/dL 1.8 mg/dL 0.9 mgfdL

Tartisma ve Sonuc¢

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin islevini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilmaktadir. Son yillarda hem bilimsel, hem de teknolojik
acildan onemi gittikce artan hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimi pek cok
calismada rapor edilmektedir. Hidrojeller, coziinmeyen ancak sisebilen yapida olup
tibbi uygulamalar acisindan sahip olduklan iistiin 6zellikler bakimindan son 30 yildir
dikkat ceken biyomalzemelerdir. Hidrojeller, yapilarinda cok fazla miktarda su
icermeleri, yumusak ve esnek yapida olmalar1 gibi tasidiklar1 birgok fiziksel 6zellik

acgisindan canli dokularla karsilastirildiklarinda biiyiik benzerlik gostermektedirler?-8.

Baydemir ve ark. (2009) yaptiklar1 molekiiler damgal partikiillerle yaptiklar calismada
insan plazmasindan bilirubin uzaklastirnaya cahsmislardir ve absorbsiyon ve

deabsorbsiyonu 6nemsiz bir miktarda azaltarak basarmiglardire.
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Denizli ve ark. (1998) yilinda yaptiklar1 Congo Red damgali mikro partikiillerle
hiperbilirubin olan insan serum plazmasidan bilirubin miktarimi azaltmay1 amaclardir
ve bilirubin absorbsiyonunun artan sicaklikla arttigini bildirmislerdire. Demirci ve ark.
(2015) yaptiklar1 molekiiler damgalama yontemiyle asetil kolin esteraz enziminin
immobilizasyonu incelemis ve asetilkolin esteraz enzimini molekiiller damgalama

yontemiyle polimere basariyla immobilize etmislerdir.

Derazshamshir ve ark. (2010) yaptiklar1 molekiiler baskilanmig karyojele kanin farkl
plazma proteinleri damgalayarak uzaklastirmaya calismislar ve bu durumda kanda yer
alan diisiik derisimli proteinlerin proteom analizlerini yapmasii miimkiin

kilmiglardir2.

Yavuz ve ark. (2005) yaptiklart molekiiler damgalama yontemiyle insan plazmasindan
demir iyonunu damgalanmig molekiile aktarmis ve bu polimerin absorbsiyon

kapasitesini azaltmadigini agiklamiglardirs.

Biyomateryal ile kan etkilesiminde beklenmedik problemler ortaya cikabilir. Kanda
bulunan diger bilesenler biyomateryal yiizeyine yapisarak matriks-hedef molekiil
etkilesimini azaltabilir ve adsorpsiyon kapasitesini onemli oOl¢lide diisiirebilir. Bu
nedenle kanda bulunan bir molekiil calisilacagi zaman, biyomateryalin kan uyumlulugu
mutlaka arastirilmalidir. Calismamizda da biyomateryallerin kan uyumlulugu ve
kandan bilirubin uzaklagtirma kapasiteleri arastirilmis, bilirubin damgalanmasi ile
birlikte materyal performansinin da onemli derecede arttigi ve materyallerin yiiksek

biyouyumlulukta oldugu belirlenmistir.

Bilirubin damgalama c¢alismalarinda cok cesitli materyal kullanilmasina ragmen
calismamizda tamamen dogal malzemeler kullanilmistir. Dogal polimerler
biyomalzeme alaninin vazgecilmez 6geleridir ve biyolojik ortamdaki makromolekiillerle
benzer yapida olduklarindan canhi dokularla temas ettiklerinde toksik etki,
iltihaplanma gibi istenmeyen reaksiyonlar olugsmamaktadir. Ayrica biyomateryal
ylizeyinin protein adsorpsiyonu ve hiicre adezyonuna direncli olmasi, kan uyumlu
implantlarin gesitirilmesinde onemli bir parametredir35. Bununla birlikte dogal
polimerler, yiiksek sicakliklarda bozunmalar: ve giicliikle sekillendirilmeleri gibi c¢esitli
dezavantajlara da sahiptir. Ancak bu calismada kullanilan kitosan ve agarozun yiiksek

sicakliklara da dayanikh olduklar1 belirlenmistir.
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Calismamizda gelistirilen biyomalzemelerin ihmal edilebilir derecede hemolitik
aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmigtir. Molekiiler damgalama islemi biyomateryal
yiizeyinde kalip olusturarak hedef molekiil icin spesifikligi arttirmaktadir. Dogal
biyomateryal ile 6.7 mg/g, molekiiler damgalanmis biyomateryal ile 38.55 mg/g
bilirubin giderimine ulasilmis ve molekiiller damgalamanin performans1 5.7 kat

arttirdig: belirlenmistir.

Biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarda kullanilan biyomateryallerin, biyolojik cevreyle
iyl uyusmasi, doku ile temas ettiginde enfeksiyona yol agmamasi, kanserojenik etki
gostermemesi gibi baglica temel ozelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir. Ayrica
biyomateryal yiizeyinin protein adsorpsiyonu ve hiicre adhezyonuna direncli olmasi,

kan uyumlu implantlarin gesitirilmesinde 6nemli bir parametredirs-.

Biyomateryallerin kan ile etkilesiminde hemolize sebep olmalari, istenmeyen bir
durumdur. Biyomalzemelerin kan hiicreleri ile etkilesimi yapisal ozellik, konsantrasyon
ve saturasyon gibi cesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Biyomalzemeler, hiicre
zarinda hasara yol acarak litik etki gosterebilmektedir. Lipid yapidaki nanopartikiiler
malzemeler membran yapisina katilarak membran biytikligiinii arttirmakta ve
baloncuk olusumuna neden olabilmektedir. Hiicre zarinda olusabilecek boyle bir
degisiklik hiicre zari, iskeleti ve stoplazma arasindaki etkilesimde aksamalara neden
olmaktadir’s. Calismamizda KA biyomateryalinin hemoliz o0zelligine sahip olup
olmadig1 da arastirildi ve kan ile etkilesim sonrasinda ¢ok diisiik miktarda (0.2g/dL)
hemoglobinin seruma gectigi tespit edildi. Bu sonuclara dayanarak calismamizda
gelistirilen biyomalzemelerin diisiik ve ihmal edilebilir derecede hemolitik aktiviteye

sahip olduklar1 belirlenmistir.
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