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Oz

Bu c¢alismada kronik bobrek hastalarimin iiremik toksisite sorununa ¢éziim bulmak amaciyla hemodiyaliz sistemine entegre
edilebilecek bir mikroakiskan ¢ipin gelistirilmesi hedeflenmistir. Mikroakiskan c¢ip icerisine Sol-Jel metodu ile Na-Y Zeolit ile
fonksiyonellestirilmis TEOS-PEO hidrojeli yiiklenerek, kanda bulunan ve proteine bagl iiremik toksinlerden biri olan Indoksil Siilfat
(IS) toksininin, ¢ip i¢erisinde adsorbe edilerek hastalarin kanlarindan uzaklastirilmasi hipotezi test edilmistir. Solid Works programi
ile S-sekilli bir mikrokanal tasarlanarak, Comsol Multiphysics programinda simiilasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Simiilasyon
sonrasinda taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve bilgisayarli mikro-tomografi (mikro-CT) analizi ile karakterizasyonlar1
gergeklestirilen Na-Y Zeolit igerikli hidrojellerin hem kesikli deney kosullarinda hem de gelistirilen mikroakiskan sistemde siirekli
modda simiile kan sivisi ile yapilan protein bagli indoksil siilfat toksininin detoksifikasyonu incelenmistir.  Gelistirilen bu
mikroakiskan tasarimin, klinikte kronik bobrek hastalarmim kaninda biriken proteine bagh toksinlerin uzaklastirilmasini
saglayabilecek yenilik¢i yontemler gelistirilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: indoksil siilfat, Mikroakiskan platform, Adsorpsiyon, Simiilasyon, Proteine bagl iiremik toksinler.

Modeling of Protein-Bound Uremic Toxin Adsorption in a
Microfluidic Platform

Abstract

This study aims to develop a microfluidic platform that can be integrated into the hemodialysis system to find a solution to the uremic
toxicity problem of chronic kidney patients. The hypothesis was tested which was the adsorption of one of the protein-bound uremic
toxins in the blood, Indoxyl Sulfate (IS), can be achieved through the TEOS-PEO hydrogel, synthesized by sol-gel method and
functionalized with Na-Y Zeolite, within the microfluidic chip. An S-shaped microchannel was designed with the Solidworks
program, and simulation studies were carried out in the Comsol program. After the simulation studies, the detoxification of protein-
bound indoxyl sulfate toxin from simulated blood fluid of Na-Y Zeolite-containing hydrogels, which were characterized by scanning
electron microscopy and computerized micro-tomography analysis, was investigated both in batch conditions and in continuous mode
in the developed microfluidic system. It is thought that this microfluidic design will contribute to the development of innovative
methods that can remove protein-bound toxins that accumulate in the blood of chronic kidney patients in the clinic.

Keywords: Indoxyl sulfate, Microfluidic platform, Adsorption, Simulation, Protein-bound uremic toxins.
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1. Giris

Kiiresel popiilasyonun yiizde 10’unu etkileyen ve her yil bir
milyondan fazla 6liimden sorumlu olan kronik bdbrek hastaligi
(KBH) iilkemizde ve diinyada 6nemli bir halk sagligi sorunu
haline gelmistir. KBH, bobreklerin hasarli oldugu veya saglikli
bobreklerin kani filtre edemedigi glomertil filtrasyon hizinin 60
mL/dak/1.73 m>den diisiik oldugu durumdur (Eyiipoglu, 2020;
Krieter ve digerleri, 2010). Viicuttan atilmasi gereken ¢ok sayida
toksik bilesikten bazilart biyolojik fonksiyonlarla negatif
etkilesime girer ve bu maddeler tiremik toksinler olarak
adlandirilirlar (Vanholder ve digerleri, 2014).

Uremik toksinler, boyutlarina veya ozelliklerine gore
genellikle {ic ana gruba ayrilmaktadirlar. {lk grup 500 Da'dan
daha diisik molekiiler agirlikli (Mw), suda c¢oziinlir kiiciik
molekiillerden olusmaktadir. Bu gruptaki kreatinin ve iire gibi
molekiiller, geleneksel olarak “diistik-akili” diyaliz membranlari
kullanilarak hemodiyaliz gibi difiizyon temelli membran tedavisi
ile kandan iyi bir sekilde uzaklastirilirlar. Ikinci toksin grubu,
molekiiler agirligi daha yiiksek olan orta molekiiler agirlikli
toksinlerden olusurken, iiremik toksinlerin iigiincii grubu ise
insan kanindaki serum albiiminine (HSA) bagli ¢6ziinen
maddelerden olusan proteine bagli toksinler, PBUT dir). Hem
yiiksek-akilt hem de diisiik-akili diyaliz membranlar1 albiimini
kan icerisinde tutmak icin tasarlandigindan, proteine bagl
toksinlerin sadece serbest kismi (albiimine bagli olmayan)
hemodiyaliz ve hemofiltrasyon ile giderilebilmektedirler
(Vanholder ve digerleri, 2012). PBUT'larin albiimin'e yiiksek
baglanma Ozellikleri nedeniyle diflizyonla uzaklastirilmasi
saglanamamaktadir (Davenport, 2014).

Mikroakiskan teknolojisindeki  gelismeler, giyilebilir
diyalizerler olan giyilebilir yapay bobrek (Wearable Artificial
Kidney: WAK), Vicenza giyilebilir yapay bobrek (ViWAK),
otomatize giyilebilir yapay bobrek (Automated Wearable
Artificial Kidney: AWAK) ve insan nefron filtresi (Human
Nephron Filter: HNF) gibi ¢ok ¢esitli minyatiir tibbi cihazlarin
kesfine olanak saglamis (Armignacco ve digerleri, 2015) ve
ayrica geleneksel hastane merkezli kan aritimi ile ilgili bazi
sorunlarin ele alimmasini tesvik etmistir (Gura ve digerleri,
2016). Mikroakiskan hemodiyaliz teknikleri, portatiflik ve
giyilebilirlik avantajlarinin yani sira klinik hastane merkezli kan
saflastirmayr ev  i¢ci  hemodiyaliz ile  degistirebilme
potansiyellerinden dolay1r kronik bobrek hastaligi tedavisinde
bliyiik ilgi gérmektedirler. Bu sistemlerin hem serbest tiremik
toksinleri hem de proteine bagl iiremik toksinleri detoksifiye
edebilmeleri i¢in yeni ¢aligsmalar yapilmaktadir.

Kanin diyaliz iglemi sirasinda albiiminin uzaklastirilmasi,
alblimin sentez hizi ve katabolizmasi, intra ve ekstra vaskiiler
kompartmanlar arasindaki albiimin dagilimi ve patolojik kosullar
altindaki eksternal kayip gibi birgok faktorden etkilendiginden,
serum albliimin konsantrasyonunda hafif bir azalmaya yol
acmaktadir (Zweigart, Boschetti-de-Fierro, Neubauer, Storr,
Bohler ve Krause, 2017). Hasta toleransi agisindan bir
diyalizorden uzaklastirilabilecek albiimin sinirlar1 hakkinda,
farkli tedavi modaliteleri i¢in uzaklastirilan albiimin miktarlaria
dair farkli agiklamalar mevcuttur. Ornegin, 24 aylik bir siire
boyunca 17 stabil periton diyalizi hastasinda serum albiimin
konsantrasyonunda giinde 5-7 g civarinda kiigiik ve anlaml
olmayan bir diisiis gozlemlenmistir (Caravaca, Arrobas ve
Dominguez, 2000). Konvansiyonel yiiksek-akili membranlarla
yapilan hemodiyaliz islemlerinde ise albiimin kaybinin,
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genellikle membran malzemesi ve yiizey alanina bagl olarak 4
saatlik iglem basina 0-2 g aralifinda oldugu rapor edilmistir
(Zweigart ve digerleri, 2017; Floege ve digerleri, 1989).
Online hemodiafiltrasyon modalitesinde, albiimin giderimi islem
basina 1-3 g arasinda degisirken (Zweigart ve digerleri, 2017,
Floege ve digerleri, 1989), bu islem sirasinda degisen
ultrafiltrasyon  oranlarina veya geleneksel yiiksek-akili
membranlarin  kullanildigi hemodiafiltrasyon sistemlerindeki
"itme/¢ekme" modalitesine bagli olarak albiimin gideriminin
islem basma 2.2-7 g arasinda degisebildigi bilinmektedir
(Shinzato ve digerleri, 1996; Ikizler ve digerleri, 1994; Zweigart
ve digerleri, 2017). Diyalizorlerin tekrarli kullanimiyla da
protein uzaklastirma seviyeleri tedavi bagina 10-12 g’a ¢ikarak
serum albliimin konsantrasyonunda 6nemli bir azalmay1 isaret
etmektedir (Kaplan ve digerleri, 1995).

Hemodiafiltrasyon modlarinda kullanilan farkli diyalizerler
olan FDY 210 ve Evodial i¢in 4 saatlik seans basina sirasiyla
2.2-15.5 g ve 0.48 g araliginda albiimin kayiplar1 (Zweigart ve
digerleri, 2017) s6z konusu iken, yaygin olarak kullanilan
diyaliz sistemlerini inceleyen daha giincel bir g¢alismada ise
3.0£2.4 - 43435 g araliginda albiiminin diyaliz sirasinda
kandan uzaklastirilabildigini ifade edilmistir (Maduel ve
digerleri, 2014).

Bu calismada, kronik bobrek hastalarinin kullanabilecegi ve
proteine bagli iiremik toksinlerin kandan detoksifikasyonunu
saglayabilecek zeolit igeren bir hidrojelle yiiklii bir mikroakigkan
platformun gelistirilmesi hedeflenmistir. Zeolitler kristalin yapili
aluminosilikat minerallerdir ve zeolit ile fonksiyonellestirilen
polimerik membran matrislerinin ayirma performanslarinda artis
saglanabildigi bilinmektedir (Tirnakgi, Salt, Salt, ve Keyf,
2020). Gelistirilen mikroakigkan ¢ipin bugiin klinikte kullanilan

diyaliz sistemlerinde entegre edilebildigi takdirde, kan
dolagimindan  uzaklastirilmalari  veproteine-bagli  olmalari
nedeniyle kisitli olan protein-baglh iiremik toksinlerin

biosorpsiyonunun kandaki albiimin protein miktar1 korunarak
saglanabilecegi diisliniilmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. 3D CAD Modeli Calismalari

Indoksil siilfat (IS) maddesinin mikrogip igerisinde
adsorbsiyonunun simiile edilebilmesi i¢in yapilan modelleme
caligmalarinda S-gekilli mikro-akiskan sistem tasarlanmigtir. Bu
sistemin  avantaji, tasarimi  sayesinde, mikroakiskanin
kanallardaki kalig siliresini arttirmasidir. Suda ¢dziinmeyen
gozenekli bir yapi olan ve kan iiremik toksinlerini adsorbe
edebilen Na-Y Zeolit adsorbanti ile yiiklenmis S sekilli
mikroakigkan sistemin tasarimi Solid Works programi (Dassault
Systemes, SOLIDWORKS Corp., Fransa) kullanilarak
yapilmigtir. Toplam kanal hacmi ve kesit alan1 sirasiyla 100 pL
ve 0.25x10°° m? olarak hesaplanmstir. Mikrokanallarda genislik
ve derinlik 500pum iken, liremik toksin ve adsorban madde
arasindaki fiziksel etkilesimi arttirmak i¢in ¢ip igerisinde
alitkonma siiresinin daha uzun olmasi amaglanmis, bu sebeple
kanalin uzunlugu 40 cm olarak belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Platform i¢ tasarumi ve élgiileri

2.2. Simiilasyon Calismalari

Modelin simiilasyonu i¢in Comsol programi kullanilmigtir.
Comsol programindaki “Transport of diluted species in porous
media” modeli lizerinden ¢ipe giren simiile kandaki IS maddesi
miktarinin zamana bagli olarak degisimi modellenmistir.
Simiilasyon parametreleri kan akig hizi, kanin viskozitesi, kanin
zeolit igerisindeki difiizyon katsayisi, IS konsantrasyonu ve
zeolit adsorbaninin porozitesidir. Platforma giren simiile kan
stvisinin akis hizi 2-10 pl/dk arasinda; 4, 7 ve 10 pL/dk olarak
uygulanmistir. Bu degerler sisteme 6.66e-8 m/s, 1.16e-7 m/s ve
1.66e-7 m/s olarak girilmigtir. Ayrica IS konsantrasyonu 3, 1.55
ve 0.1 mg/dL olarak uygulanmstir. Akigkanlarin platformdan
¢ikis yaptigi bolgelerde basing degeri program araciligiyla
101325 Pa olarak girilmistir. Simiile edilecek kan sivisinin (IS
ve 50 mg/mL albiimin igeren pH 7.4 0.01M fosfat tamponlu
salin: PBS) viskozitesi 0.003 Pa-s ve yogunlugu ise 1025 kg/m?;
IS’ molekiil agirhigi 0.21321 kg/mol ve difiizyon katsayisi
1.6*10°; mikroakiskan kanala yiiklenen hidrojeldeki Na-Y
Zeolit (CBV-100) materyalinin porozitesi 0.48 ve yogunlugu ise
1.01g/cm? olarak kabul edilmistir. Adsorpsiyon izotermi (1) igin
de dagilim katsayisi (Kp) 0.16 m’/kg ve dispersiyon katsayisi (E)

[P L)

4.11e-6 m?%/s olarak kabul edilmistir. Genel anlamda ise “c

konsantrasyonu, “L” kanal uzunlugunu ve “t” zamani
simgelemektedir.
Kp p\ dc dc d?c ,
1 —) —= —u,—+FE —+r Uupin 1
( + n Jdt LaL t drL? + L time (1

Kp: Dagilim katsayist

E: Dispersiyon katsayisi
ur: Hacimsel akis hizi

p : Adsorban yogunlugu
n : Adsorban viskozitesi

2.3. Na-Y zeolit icerikli hidrojelin hazirlanmasi

Sol-Jel metodu ile sentezlenen TEOS (tetracthoxysilane) -
PEO (polyethylene oxide) hidrojelleri, 0-50-100 mg zeolit
icerecek sekilde her bir parti igin 0.125 mL TEOS hidrolizat1 ve
0.250 mL PEO soliisyonu Sekil 2’de goriilen Luer Lock
siringalar icerisinde birka¢ dakika vortekslenerek karistirilmis ve
ardindan dik konumda 45 dk jellesmeye birakilarak
hazirlanmistir. Mikrokanala yiiklenecek hidrojel de aym sekilde
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hazirlanmis ve 45 dk boyunca siringada jellesmeye birakildiktan
sonra homojen form gdzlemlendiginde mikrokanala enjektor
yardimiyla transfer edilerek mikroakiskan ¢ip igerisine
yiiklenmistir.

TEOS hidrolizasyonu igin, silan prekiirsorii olan TEOS
(tetraetoksisilan), Ultrasaf su ve HCl (%0.1, v/v) hacimce
5.58/1.9/1 oraninda 2.5 saat siiresince oda sicakliginda
karigtirtlmigtir  (Yesil-Celiktas, Cumana ve Smirnova, 2013).
PEO (polietilen oksit) soliisyonu ise Na-Ca asetat tamponu (pH
4.8) igerisinde 80 mg/mL konsantrasyonda PEO ¢oziilmesi ile
elde edilmistir. Jellesme sonrast Sekil 2’de goriildiigii gibi
siringa agizlar1 kesilmis ve lizeri saf TEOS ile kaplanarak
+4°C‘de 24 saat yaslandirmaya birakilmistir. Ardindan siringa
pistonu itilerek kesikli adsorpsiyon denemelerinde kullanilacak
monolitler elde edilmistir. Mikrokanaldaki jelin yaglandiriimasi
ise mikrokanal giris ve ¢ikis kisimlarimin saf TEOS ile
kaplanmas1 ve aym sekilde +4°C‘de 24 saat muhafaza edilmesi
sonrasinda gergeklestirilmistir. Sentezlenen hidrojeller, taramali
elektron miikroskobu (SEM) ve bilgisayar destekli mikro
tomografi (mikro-CT) ile karakterize edilmistir.

a b

e

Sekil 2. Luer Lock siringalar igerisinde Zeolit-Jel monolitlerinin
hazirlanmasi (a) ve Zeolit iceren jel monolitinin yaslandirma
sonrasi goriintiisii (b)

2.4. Mikroakiskan Platformun Hazirlanmasi

Mikroakigkan ¢ipin kalip bazli yontem ile fabrikasyonunun
gerceklestirilebilmesi i¢in polidimetilsiloksan (PDMS) polimeri
kullanilmustir.  S-sekilli kanallari olusturmak i¢in kullanilacak
kalibin iizerine PDMS polimeri ve aktiflestiricisi tiretici firmanin
onerdigi sekilde karigtirilarak paslanmaz ¢elik kaliplara
dokiilmiistiir (Sekil 3a). Daha sonra polimer karisiminda olusan
kabarciklarin yok edilmesi i¢in karigim vakum altinda 15 dk
bekletilmis ve kabarciklart uzaklastirilmis PDMS jeller 80°C’de
2 saat bekletilerek sertlestirilmistir. Kaliptan ¢ikarilan sertlesmis
PDMS polimer mikrokanallarin Plasma Cleaner cihazi
yardimiyla ylizeyleri aktiflestirildikten sonra lamlar ile
birlestirilmis (Sekil 3b) ve akisa baglanmaya hazir hale
gelmistir.

2.5. Kesikli Adsorpsiyon Denemeleri

Cip denemelerine gegilmeden O©nce uygun parametrelerin
belirlenmesi igin Oncesinde kesikli kosullarda adsorpsiyon
denemeleri yapilmistir. PBS igerisine kronik bobrek hastalarinin
kaninda bulunan konsantrasyonda (50 mg/mL) sigir serum
alblimini ve 0.03 mg/mL konsantrasyonda IS eklenerek gece
boyu karistiric1 (200 rpm) tizerinde 37°C’de inkiibe edilmis ve
boylelikle toksinlerin albiimine baglanmalari saglanmistir. Bu
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sekilde hazirlanan simiile kan sivisinin 2.4 mL’si bir behere
almarak igerisine siringadan alinan monolit eklenmis ve 4 saat
boyunca manyetik karistiricida (200 rpm) karistirilmistir. Belirli
zaman araliklarinda alinan 6rneklerde, albiimine bagli IS toksini
ile serbest halde bulunan IS’1n ayrilmasi i¢cin 100 000 rpm hiza
¢ikabilen ultrasantrifiij kullanilmistir. 100 000 rpm de 2 saat
stiresince ultrasantrifiijiin ardindan {istte kalan fazda serbest IS,
altta kalan pellet kisminda proteine bagli olan IS molekiilleri
bulunmaktadir. Ust fazdaki siipernatantin 30 pL’sinde bulunan
serbest IS konsantrasyonu nanodrop ile 6l¢tilmiistiir.

d

-~ L .

B e

Sekil 3. Kaliba dokiilmiis PDMS polimeri (a) ve PDMS

polimerinden hazirlanms, lamlar ile kapatilmig mikrogipler (b)

2.6. Mikroakiskan Platformda Adsorpsiyon
Denemeleri
Mikrokanala yiliklenen farkli miktarda zeolit igeren

hidrojellerin yaslandirilmalarini1 takiben, mikrogip giris ve cikis
kisimlarina sicak silikon yardimu ile baglant1 borular1 takilmis ve
bu borularin diger uglar1 ise siringa pompalarindaki simiile kan
igeren siringalara baglanmigtir. Mikrokanaldaki akis hizi 10
pL/dk ve akis siiresi 4 saat olacak sekilde ayarlanarak akis

e-ISSN: 2148-2683

baslatilmistir. Insan viicudu simiile edilmek istendiginden
mikroakiskan cipler ile siirekli modda gergeklestirilen
adsorpsiyon denemeleri 37°C sicakliktaki etiiv igerisinde
gerceklestirilmigtir (Sekil 4). Mikrogiplerin ¢ikis kanallarindan
toplanan simiile kan s1vist ependorflarda toplanmustir.

Sekil 4. Inkiibator icerisine yerlestirilmis siringa pompalarina
baglanmis mikroakiskan ¢iplerde gergeklestirilen adsorpsiyon
denemeleri

3. Arastirma Sonuclarn ve Tartisma

3.1. Simiilasyon Ciktilar:

Yapilan simiilasyon ¢alismasinda ¢ipin farkli noktalarindaki
konsantrasyon degisiminin zamana bagli grafigi Comsol
Multiphysics programi araciligiyla ¢izilmistir. Cipin altt farkli
noktasinda IS konsantrasyonunun incelendigi grafikte (Sekil 5),
IS igeren simiile kan sivisi mikrokanala girdikten hemen sonra
kanal igerisindeki zeolit ile fonksiyonellestirilmis TEOS-PEO
hidrojeline IS toksininin adsorpsiyonlanmasi sebebiyle 1
numaralt noktada IS konsantrasyonunda c¢ok hizli artis
gozlemlenmektedir. Kanalda ilerleyen simiile kan sivisindaki
IS’1n adsorpsiyonlanarak konsantrasyonunun diismesi nedeniyle,
¢ipin orta noktalari olan 2, 3, 4 ve 5 numarali noktalardaki
adsorplanmis IS konsantrasyonlart da giris noktasina olan
uzakliklari ile orantili olarak diismektedir.

Point Graph: Concentration (mol/m?) o

0.055FT x : ! 3 1

0.05F
0.045} 1 1P F

0.041 1
0.035F J

|

0.03+

0.025f- == .
e

0.02} - 1P I
0.015+ e

0.01f A J

Y 3
0.005+ = = |
/ _—
B L e 5
oF - — 0
i = T —
0 50 100 150
Time (min) 6
]

Sekil 5. Simulasyon sonucunda programdan elde edilen
mikrogipin ~ farkli  noktalarina  ait zamana  bagh IS
konsantrasyonu degisimi (sol) ve ¢ip iizerinde segilen noktalar

(sag)

Concentration (mol/m~)
\
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Comsol programinda yapilan simiilasyon ¢aligmalarinda
farkli akis hizlar1 ve farkli IS konsantrasyonlari denenmistir.
Farkli konsantrasyonlarda (3.0, 1.55 ve 0.1 mg/dL) IS iceren
hidrojeller i¢in 10 pL/dk sabit akis ile gerceklesen simiilasyonlar
sonucunda belirlenen akis hizlar1 araliginda IS adsorpsiyon
miktarinda bir degisim ger¢eklesmedigi goriilmistiir (Sekil 6 a,
b, c¢). Ayrica simiile kan sivisinin 40 cm toplam uzunluktaki
mikrokanala girmesinden ¢ok kisa bir siire

Time=180 min Surface: Concentration (mol/m?)

a b

rface: Concentration (mol/m’)

face: Concentration (mol/m?)

sonra  henliz  kanalin  girisine yakin  bdlgede IS
konsantrasyonunun sifira yaklastigi goriilmiistiir (Sekil 6). IS
konsantrasyonu sabit tutularak (3 mg/dL) farkli akis hizlarinda
4, 7 ve 10 pL/dk) gergeklestirilen denemelerde de benzer
sekilde heniiz kanalin girisine ¢ok yakin bir bolgede IS
konsantrasyonunun sifira yaklastigi goriilmistiir (Sekil 6 d, e, f).

Sekil 6. Comsol programinda 10ulL/dk sabit hizda ve 3 mg/dL (a), 1.55 mg/dL (b) ve 0.1 mg/dL (c) konsantrasyonlarda elde edilen
simiilasyonlar ile 3 mg/dL sabit IS konsantrasyonunda simiile kan sivisimin kullaniddigr 10ulL/dk (d) 7 uL/dk (e) ve 4ul/dk (f) akis

hizinda elde edilen simiilasyonlar.

3.2. Na-Y Zeolit icerikli TEOS-PEO Hidrojelin
Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen zeolit iceren/icermeyen ~ TEOS-PEO
hidrojellerinin yiizey morfolojisini gérmek ve por caplarinin
boyutlarint belirleyebilmek igin SEM ve micro-CT goriintiileri
incelenmigtir. Jel igerisinde 500°C’de gece boyu kalsinize
edilmis zeolit bulunmaktadir ve Sekil 7°de goriildiigii gibi
adsorbsiyon i¢in avantaj saglayabilecek por yapilarina sahip
oldugu goriilmektedir. 100 mg Na-Y Zeolit i¢eren jellerde (Sekil
7A), 50 mg Na-Y Zeolit igeren jellere (Sekil 7B) gore porlar
temsil eden kirmizi-yesil araligindaki renklerde artiy meydana
gelmesi, artan zeolit miktarinin poroziteye olumlu yonde katki
sagladigim1 ortaya ¢ikarmistir. TEOS-PEO  hidrojellerinin
icerisine eklenen Na-Y Zeolit konsantrasyonu artiginin hidro-
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jeldeki por yapisini olumlu etkiledigi ve daha porlu bir yapiya
olanak sagladig1 goriilmektedir ve gelismis por yapisi da PBUT
(IS toksini) adsorbsiyonu agisindan avantaj saglamaktadir.

Sekil 7. Micro-CT por dagilimi goriintiileri 100 mg Na-Y Zeolit
iceren hidrojel (A,) 50 mg Na-Y Zeolit iceren hidrojel (B) ve Na-
Y Zeolit icermeyen hidrojel (C)
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Mikro-CT analizi ile elde edilen kantitatif por dagilim
sonuglar1 Sekil 8’de goriilmektedir. Zeolit katkisi olmaksizin
sentezlenen TEOS-PEO hidrojellerindeki porlarin yaklasik
olarak %60’1 0.0148 mm ¢apindayken, monolit basina 50 mg
zeolit ile fonksiyonellestirilmis hidrojellerde por ¢aplarinin
genisleyerek %19’nun 0.074 mm, %18’nin 0.0592 mm ve
%13’niin de 0.0888 mm ortalama ¢apa sahip olduklarn
goriilmektedir (Sekil 8). Ayrica Sekil 7 ile benzer olarak,
monolit basina 100 mg’a artan Zeolit konsantrasyonunda 50 mg
Zeolit igerenlere gore en yiiksek por dagilim cubuklart olan
0.1184 mm, 0.1332 mm ve 0.148 mm bolgelerinde % por
yogunluklar1 daha yiiksektir.

Yogunluk(%)

0,0148 0,0296 00222 0,0552 0072

£00
0,0148 00256 00444 00552 0,074 00888 01035 0 1332 ©

1184 0.1

Yogunluk(%)

148

Yogunluk(%)

88 0,1036 01184 0,1332 0,148

Sekil 8. Zeolit igermeyen ve farkli konsantrasyonlarda zeolit
igeren hidrojellerde ortalama por ¢apt (mm) dagilim grafikleri
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Orneklerin yiizey morfolojilerinin incelenmesi i¢in Quanta
200 FEI SEM-EDX elektron mikroskobu kullanilmistir. Agikca
goriilebilen kristallerden ayr1 olarak neredeyse homojen bir
matris, mikrokristalin fazlar ve amorf kiitlenin bir karisimi
oldugu gozlenmektedir (Sekil 9).

Sekil 9. Na-Y Zeolit-Jel Monolitleri SEM goriintiileri dl¢ek 500
nm (a), 5 um (b) ve 10 um (c)
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3.3. Monolitlerle Yapilan Kesikli Adsorpsiyon
Denemeleri

Albiimine bagli iiremik toksinlerin kesikli kosullarda
adsorbsiyonlariin belirlenebilmesi i¢cin manyetik karistirict
iizerinde karistirmali olarak monolit hidrojellerle adsorpsiyon
denemeleri gerceklestirilmis ve simiile kan sivisindaki IS
konsantrasyonunun zamana bagli degisimi spektroskopik bir
yontem olan nanodrop cihazi ile analiz edilmistir. Boylelikle,
mikroakigkan ¢ip sistemi igerisinde gergeklestirilmesi planlanan
detoksifikasyon iglemi hakkinda 6n fikir edinilmesi saglanmustir.
Baglangi¢ IS konsantrasyonu 0.03 mg/mL olarak belirlenmis ve
4 saatin (ortalama bir diyaliz muamelesi siiresi) sonunda 100 mg
ve 50 mg Zeolit iceren hidrojeller ile Zeolit icermeyen TEOS-
PEO monolit hidrojellerin denendigi kesikli adsorpsiyon
denemelerinde simiile kan sivisinda kalan IS konsantrasyonlari
strastyla 0.0152, 0.0137 ve 0.0134 mg/mL olarak bulunmustur
(Sekil 10). Monolit bagina 100 mg Zeolit igeren jellerle yapila
denemelerde, 2. ve 3. saatlerde simiile kan sivisinda
adsorplanmadan kalan IS konsantrasyonlari, zeolit icermeyen
veya 50 mg konsantrasyonda Zeolit i¢eren jellerden daha diisiik
olarak Ol¢iilmiistiir. Ayrica, 50 mg konsantrasyonda Zeolit iceren
jellerde adsorplanmadan kalan IS konsantrasyonunun zeolit
icermeyen jellerden daha diisiik olmas1 da hedeflendigi iizere
Zeolit katkisinin IS adsorpsiyonunu olumlu yonde etkiledigini
ortaya cikarmustir. 4 saatlik denemenin sonunda bu yonelimin
tersine donerek zeolitsiz jelde adsorpsiyon devam ederken, zeolit
katkilt monolit jellerin muamele edildigi simiile kan sivisinda
adsorplanmadan kalan IS konsantrasyonunda ise hafif bir artig
meydana gelmigti. Bu durum, bu monolitlerdeki zeolit
katkisinin jellerin dayanimint muhtemelen olumsuz etkiledigini
ve bozulmaya baglayan jellerden adsorplanmis IS molekiillerinin
kagisina olanak sagladigini diisindiirmiistiir.

E 100 mg Zeolit M50 mg Zeolit [E Zeolitsiz
— 0,025
—
£
W 0,020 F
£
2 0,015 -
<)
>
w
® 0,010
=
c
4]
g 0,005 -
5 ,
~
v
= 0,000 : . T
1 2 3 4
Zaman (saat)

Sekil 10. Kesikli adsorpsiyon denemeleri sonrasinda IS
molekiiliiniin simiile kan icerisinde zamana bagl konsantrasyon

grafigi

3.4. Mikroakiskan
Denemeleri

Platformda Adsorpsiyon

Albtimine bagl iiremik toksinlerin adsorbsiyon miktarimin
belirlenebilmesi i¢in  gerceklestirilen kesikli  adsorpsiyon
denemelerinin  ardindan  mikroakigkan  ¢ip  denemeleri
gerceklestirilerek gelistirilen sistemin adsorbsiyon sonuglari elde
edilmistir. Saatte 600 uL 6rnek toplanmis ve 4 saatin sonunda
her bir ¢ip i¢in 2400 pL 6rnek elde edilmistir. Ependorflarda
toplanan  simiile kan sivist  Ornekleri, ultrasantrifiijde
fraksiyonlanarak, silipernatantin en istten alman 30 pL’sinde
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bulunan serbest IS konsantrasyonu nanodrop ile ol¢tilmistiir
(Sekil 11). Zeolit igeren hidrojellerle yiiklii mikroakiskan
ciplerde adsorplanmadan kanali terk eden IS konsantrasyonu,
zeolit igermeyen jellerle yiiklenen mikroakiskan ¢iplere gore
ozellikle ilk saatlerde daha yiiksek olarak belirlenmigtir.
Beherlerdeki simiile kan sivist igerisinde, monolit halindeki
zeolit katkili jellerin manyetik karistirict yardimiyla karigtirildig
kesikli adsorpsiyon denemelerinde elde edilenin aksine,
mikroakigkan ciplerde gerceklestirilen adsorpsiyon
denemelerinde zeolit katkili jeller zeolit igermeyenlere gore IS
adsorpsiyonunda olumlu bir artis saglayamamustir. Beherlerde
gerceklesen ¢ok yonlii karigsmanin aksine, mikroakiskan ¢iplerde
tek yonli ilerleyen simiile kan sivisinin 6zellikle kanalin ilk
girisinde yarattig1 yiiksek basing nedeniyle, dayanimlarinin daha
diistik oldugu disiiniilen zeolit icerikli jeller ile mikrokanal i¢
ylizeyinin temas ettigi alandan bu sivinin sizarak ¢ipi terk ettigi,
dolayisiyla da porlara yeterince difiize olmadan sistemi terk eden
simiile kan sivisindan adsorplanabilen IS konsantrasyonunun
daha diisiik olmasina sebep oldugu sonucuna varilmistir.
Mikroakigkan ¢iplerden 3 saatlik siire sonunda zeolit igeren
jellerle yiklii ¢ipi terk eden simiile kan sivist numunelerinde
adsorplanmadan kalan IS konsantrasyonunun diismesi, ilerleyen
saatlerde porlar icerisine difiize olan simiile kan sivis1 nedeniyle
adsorplanabilen IS konsantrasyonunun da arttigini diisiindiirerek
bu hipotezi desteklemistir. 4. saatin sonunda zeolit igeren ve
icermeyen jeller ile yiiklii ¢ciplerde adsorplanan IS miktarlarinda
onemli bir fark goriilmemistir.

W50 mg Zeolit @ Zeolitsiz
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Sekil 11. Mikroakiskan ¢iplerle gerceklestirilen adsorpsiyon
denemeleri sonrasinda IS molekiiliiniin simiile kan icerisinde
zamana bagl konsantrasyon grafigi

Proteine-bagli bir diger toksin olan p-cresol’lin in vitro
kosullarda MFT tipi zeolit pargaciklari ile %80-85 oraninda
elimine edilebildigi bildirilmistir (Bergé-Lefranc ve digerleri,
2012). Ancak insan serum albiimini ile birlikte iken p-cresol
toksinin proteine baglanma istegi nedeniyle zeolite afinitesinin
distiigli, dolayisiyla zeolitlerin ancak serum albiimini igermeyen
kan ultra-filtrat1 i¢in adsorbent olarak kullanilmasi dnerilmistir.
BSA igeren simiile kan sivist ile gergeklestirilen bu ¢alismada ise
IS adsorbsiyon verimleri Zeolit i¢eren ve igermeyen hidrojellerle
yiiklii mikroakiskan cipler igin sirasiyla %53.27 ve %49.78
olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla Zeolit ile fonksiyonellestirilen
TEOS-PEO hidrojel ile yiiklii mikroakiskan ¢iplerin, diyaliz
sistemlerine entegrasyona c¢ok daha uygun oldugu kanaatine
varilmistir.
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4. Sonuc¢

Bu c¢aligmada, kan temsili toksin igeren tampon ¢dzeltinin
(simiile kan sivist) platform igerisinde kalig siiresini arttirmak ve
ylizey alanini1 genisletmek amaciyla Solid Works ¢izim programi
kullanilarak S-gekilli bir mikroakigkan ¢ip tasarlanmistir.
Tasarimin optimum deneme kosullarini belirleyebilmek icin,
Comsol programinda simiilasyon yapilarak, simiile kan sivisinin
kullanildig1r detoksifikasyon denemelerine uygunlugu analiz
edilmistir. Daha sonra mikroakigkan sistem igerisine yerlestirilen
Na-Y Zeolit igeren adsorban hidrojel aracilig ile proteine bagh
bir tiremik toksin (PBUT) olan indoksil siilfat adsorpsiyonunun
incelenmesi Oncesinde, mikrosistem ile karsilastirma amagl in
vitro kesikli adsorpsiyon denemeleri kurulmustur. Belirlenen
stire boyunca, simiile kan sivis1 6rnekleri toplanmis ve indoksil
stilfat icerikleri, UV spektrometre ve nanodrop ile analiz
edilmistir. Diyaliz hastalarinin kaninda bulunan konsantrasyonda
indoksil siilfat (PBUT) iceren simiile kanin gelistirilen
mikrosistemden gecirilmesi ile indoksil siilfat adsorpsiyonunun
incelendigi bu g¢alismanin, klinikte KBH hastalarinin kaninda
dolasan PBUT lerin uzaklagtirilmasini saglayabilecek yenilikgi
yontemler gelistirilmesine yardimer olabilecegi diisiiniilmektedir.

5. Tesekkiir

Bu ¢alisma “Proteine Bagli Uremik Toksinlerin In Vitro
Adsorpsiyonunun  Mikroakiskan Platformda Modellemesi”
bashikli 2209/A projesi kapsaminda TUBITAK tarafindan
desteklenmistir.
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