ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL VE MODELLEME YONTEMLERI iLE POLIURETAN
FiLMLERDEKI PURUZLULUK VE KRISTALINITENIN FIBRINOJEN
ADSORPSiYONU UZERINDEKI ETKILERINIiN BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Gizem KELES

Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Kimya Miihendisligi Program

HAZIRAN 2019






ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL VE MODELLEME YONTEMLERI iLE POLIURETAN
FIiLMLERDEKI PURUZLULUK VE KRISTALINITENIN FIBRINOJEN
ADSORPSiYONU UZERINDEKI ETKILERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Gizem KELES
(506151033)

Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Kimya Miihendisligi Program

Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ozge KURKCUOGLU LEVITAS

HAZIRAN 2019






ITU, Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 506151033 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi
Gizem KELES, ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine getirdikten
sonra hazirladizi “DENEYSEL VE MODELLEME YONTEMLERI ILE
POLIURETAN FILMLERDEKI PURUZLULUK VE KRISTALINITENIN
FIBRINOJEN ADSORPSIYONU UZERINDEKI{ ETKILERININ BELIRLENMESI”
baslikli tezini asagida imzalar1 olan jiiri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Danmismani : Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ozge KURKCUOGLU LEVITAS
Istanbul Teknik Universitesi

Juri Uyeleri : Prof. Dr. Seniha GUNER
Istanbul Teknik Universitesi

Prof. Dr. Sevil YUCEL
Yildiz Teknik Universitesi

Teslim Tarihi : 03 Mayis 2019
Savunma Tarihi : 13 Haziran 2019






Aileme,






ONSOZz

Tez calismamin her asamasinda bilgi, Oneri ve yardimlarina basvurdugum ve
yirittigiim calismada kendimi gelistirmeme katkilart bulunan degerli hocalarim
Sayin Prof. Dr. F. Seniha GUNER ve Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ozge KURKCUOGLU
LEVITAS’a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, temas ag1s1 analizine verdigi katkilardan
dolay1, Prof. Dr. I. Ersin SERHATLI ve Dog. Dr. Tuba CAKIR CANAK’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Yuksek lisans sirasinda destek ve goriisleriyle yanimda olan Mehdi MERAN, Dilek
DALGAKIRAN ve Banu KOCAAGAya tesekkiir ederim. Laboratuvarda birlikte
calistigim Fulya GULMEZ, Serap GUL DURAKOGLU, Yesim YENIYURT, Gamze
BAGIMSIZ, Aybiike TAVASLI ve Sila KILIC a tesekkiir ederim.

Her anlamda benim yanimda olup bana her destegi veren aileme sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Haziran 2019 Gizem KELES
(Kimya Muhendisi)

vii






ICINDEKILER

Sayfa

ONSOZ ...ttt ettt bttt vii
ICINDEKILER .........oooviiiiieceeeeeeeeevee ettt ix
KISALTMALAR .ottt bbb Xi
CIZELGE LISTESI ........cooooitioeeeeeeeeeeee e, Xiii
SEKIL LISTEST ...ttt XV
(@ )74 = I XiX
SUMMARY L.ttt ettt bbbt e e b e e s e et et et benbenrenrean XXI
Lo GIRIS oottt sttt 1
2. POLIURETAN VE BIYOMALZEME OLARAK KULLANIMI.................... 5
2.1 Poliiiretanlarin Genel Ozellikleri ve Sentez Yontemleri...........ocoovevvvvrevennnn. 5
2.2 Poliiiretanin Biyomedikal Alanindaki Kullanimi.............cccoooniiiiiiinnn, 9
3. POLIMER MALZEMELERE PROTEIN ADSORPSIiYONU VE
ETKILEYEN FAKTORLER .........cccoocoiiiiinininisnsnsssssese s 13

3.1 Proteinin YaPIST..ueieeiuieeiiiieitiestesieesieeie sttt sttt an e 15
3.2 Protein COzeltisinin OZeIIKIErT ..........ccvvvieeeeeeeeeeeeeeeee e 18
3.3 Polimer YUzeyinin OZeIlKIEi.............cccvveeveieeeiiereieeerece e 20
4. MODELLEME VE SIMULASYON YONTEMLERI ........cc.cccoocovniiniiniinninn. 23
4.1 Matematiksel MOGEIHIET ........ccveeeiie e 23
4.2 SIMUIasyon TeKNIKIENT .......ccovieiieceece e 25
4.2.1 Molekiler dinamik Metodu ..........ccocvevveiriieniee e 26
4.2.2 Monte Carlo MetodU ..o e 28

5. KULLANILAN METOT VE MALZEMELER........cccooiiiiie e 29
5.1 Deneysel CaliSma.........ooceiiiiiiieiiieie st 29
5.1.1 Kullantlan Kimyasallar ............cccoeiereiiiiiiiiiscceese e 29
5.1.2 PU FIllM SEBNEEZI...eevveieiieiiicii ettt 30
5.1.3 Karakterizasyon YONTEMIEIT .........ccoooiririiiiiiineeeie e 33
5.1.3.1 Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi ..........cccccevvennenne. 33
5.1.3.2 Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi ............ccccceovrvennnnee 33
5.1.3.3 Polimer filmlerde suyla temas agis1 OlgUMi .......ceevveviieeiiiniieiieee 33
5.1.3.4 Polimer filmlere S1$Me teSti.......eeruerrueeiieiiieiiee e 34

5.1.3.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ... 34

5.1.4 Politretan filmlere protein adSOrpsSiyonU.........ccccccoeverenineninisisieiees 34

5.2 Hesaplamali Modelleme ve Simiilasyon Caligmast ..........ccccoeevviiiiiniinnnennnn, 35
5.2.1 Brownian dinamigi MmetodU............cvevieriiiiiieiii e 35
5.2.2 Gaussian agyapt modeli (GNM) ......ccoovoiiiiiiiiiiiciee s 39
5.2.3 Adsorpsiyonda kullanilan PU ylizey tipleri ........cccovvereninenininieieienes 40

6. SONUCLAR VE TARTISMA ........cooimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
6.1 DeneySel SONUGIAT ..........oiiiiiiiiiieee s 43
6.1.1 Polilretan sentez reaksiyonunun izIENMESI ........ccccceevvevieiiiesiie e 43
6.1.2 Politretan filmlerin karakterizasyonu............ccccooveveieneninieninnsieeiens 44



6.1.2.1 Poliiiretan filmlerin fotograflart ...........cccooveviiiiniiiiii, 44

6.1.2.2 Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi ...........ccccevvviiinnnnns 45

6.1.2.3 Su ile temas agist analizleri...........ccoocovviiiiiiii 46

6.1.2.4 Poliiiretan filmlerin sisme analizi...........cccccvveeeiiiiieecciiieee e 46

6.1.2.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi...........cccccceviveviiinninnenn, 47

6.1.3 Protein adsorpsiyon SONUGIATT ......vevvviiiiieiiiieiiiie st 52

6.2 Modelleme ve Simiilasyon SONUGIATT.........cccevviiiiiiiiiii e 60
6.2.1 Fibrinojenin mentese hareKetleri ........veveiiieiieii i 60
6.2.2 Fibrinojen adsorpsiyon Similasyonu...........ccovvieeiiiencnencsceseeeeee, 61
6.2.2.1 DUz poliuretan yiizeylere fibrinojen adsorpsiyonu ...........ccccceeevevvvennenne. 61
6.2.2.2 Purizlu poliuretan yiizeylere fibrinojen adsorpsiyonu....................... 64

6.2.3 Fibrinojen ile albiimin adsorpsiyon simiilasyonlarinin karsilastirilmasi .. 66
6.2.3.1 Adsorpsiyon hizlarinin karsilagtirilmast..........cccoceeeiiiniiiiniiinenn, 67

6.2.3.2 Ylzeyin kaplanma oranlarinin karsilastirilmasi.........ccccoeceeiiiiinnnnn, 68

7. GENEL SONUC VE ONERILER ...........cccccccovisiiiiieieeieese oo, 71
KAYNAKLAR ...ttt b e nne s 73
ERLER ..ot r e b nre s 81
[0 Y7€) 00317 | 15T 93



KISALTMALAR

PE

PU
PTFE
PA
PMMA
PET
PS
PEEK
PLA
PGA
PVC
HY
TDI
DDI
IPDI
HDI
TIVAD
PBS
CG
MD
MC
BD
FTIR
DSC
AFM
NMA
GNM

Tm
ANM

: Polietilen

: Poliuretan

: Politetrafloroetilen

: Poliasetal

: Polimetilmetakrilat

: Polietilen tereftalat

: Polistlfon

: Polietereterketon

: Poli(laktik asit)

: Poli(glikolik asit)

: Polivinilklortr

. Hint yag1

: Toluen-2,4-diizosiyanat

: Dimeril diizosiyanat

> izoforon diizosiyanat

: 1,6-hekzametilen diizosiyanat
: Timiiyle implante edilmis venoz erisim cihaz
: Fosfat tampon ¢ozeltisi

: Kaba taneli

: Molekiler dinamik

: Monte Carlo

: Brownian dinamigi

: Fourier transform infrared

: Diferansiyel taramali kalorimetre
: Atomik kuvvet mikroskobu

: Normal mod analizi

- Gaussian ag modeli

: Camst gegis sicakligt

: Erime sicaklig1

. Anizotropik ag modeli

Xi






CIZELGE LiSTESI

Sayfa

Cizelge 5.1 : PU film sentezinde kullanilan kimyasallarin genel 6zellikleri............. 30

Cizelge 5.2 : Polimer filmlerin KOdlart. ..........cccocevieiiiiiiieie e 32
Cizelge 6.1 : PU filmlerin camsi gegis sicakliklari, erime sicakliklari ve %

kristalinite deZETleri. ......ceeieiiiiiiiieiee e 45

Cizelge 6.2 : Sentezlenen PU filmler i¢in kristalinite, temas agis1, sisme miktari,
yiizey plirtizliliigii, pliriizlilikler arasindaki uzaklik ve protein adsorpsiyon

1TV 4NN, OO AN AN AT A 95
Cizelge 6.3 : Fibrinojenin esnek bolgelerinin yapidaki bulundugu yerler................. 61
Cizelge 6.4 : Diiz ylizeylerdeki mikrofaz ayriminin yiizey kaplanmasina etkisi. ..... 63
Cizelge 6.5 : Yiizey piirtizliigiiniin ylizey kaplanmasina etkisi. .......cc.ccoovrvvrivrreenne 66
Cizelge 6.6 : Karsilastirmali olarak yiizey piiriizlilligiiniin yiizey kaplanmasina

BEKIST. 1.t 69
Cizelge C.1: PU filmlerin su ile temas agis1 GiZelZeSi. ......oovverienverenininisieeeens 90

Cizelge D.1 : PU filmlerin piiriizliliik ve piiriizlerin vadi giris genisligi ¢izelgesi... 91

Xiii






SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 1.1 : Biyomalzemelerin genel 6zelliKIeri...........ccccovveveiiiiccccecee e 1
Sekil 2.1 : Hint yagimin Kimyasal yapiSl........cccoeveriiiiniiiiiiinieeeeseeseee s 6

Sekil 2.2 : Poliiiretan sentezinde en yaygin kullanilan diizosiyanat reaktantlarinin
kimyasal yapisi. (A) toluen-2,4-diizosiyanat (TDI), (B) 1,5-naftalen
diizosiyanat (NDI), (C) izoforon diizosiyanat (IPDI), (D) 4,4’-metilen-
bis-(fenil izosiyanat) (MDI), (E) 4,4 -metilen-bis-(sikloheksil izosiyanat)
(HI2MDI) o 7

Sekil 2.3 : Hekzametilen diizosiyanatin (HDI) kimyasal yapist.........cccccveevrvirininnne 7

Sekil 2.4 : Poliiiretan sentezinde en yaygin kullanilan zincir uzatici reaktantlarinin
kimyasal yapist. (A) etilen glikol (EG), (B) 1,2-propandiol (1,2-PD), (C)
1,4-bitandiol (BDO), (D) 1,6-heksandiol (HD), (E) etanolamin (ETA) ve

(F) etilenamin (EDA).......ccoiiiiiieieeie et 7
Sekil 2.5 : Poliliretanin kimyasal yapisi. (A) Zincir uzatict olmadan sentezlenen
poliliretan, (B) Zincir uzatici kullanilarak sentezlenen poliiiretan ........ 8
Sekil 2.6 : Poliiiretanin yapisinda bulunan hidrojen baglart ...........ccccooeiviiiiiiiennnn, 8
Sekil 2.7 : Farkli faz ayrim derecelerine sahip poliiiretanlarin kristal bolgeleri. (A)
diisiik faz ayrimli politiretan, (B) yliksek faz ayrimli poliiiretan ........... 9
Sekil 2.8 : Poliliretan Doru iSKEIESH ........ccooveiieiiiiieiice e 10

Sekil 2.9 : Tiimiiyle implante edilmis toplardamar (vendz) erisim cihazi. (A) 5.0-F Sl
kateter ile olusturulan Cook Vital-Port Mini Titanium konik baglanti
gobegi, (B) 6.0-F PU Kkateter ile olusturulan Cook Vital-Port Mini

Titanium trapezoid (yamuk) baglanti gObegi .........ccovvviriviiienierninenne 11
Sekil 2.10 : Lohmann-Rauscher markasina ait olan Suprasorb P poliiiretan yaraortiisii
.............................................................................................................. 11
Sekil 3.1 : Provizyonel MAatriks ........cooeieieiiieie e 14
Sekil 3.2 : Peptid baginin olusum reaksSiyonu ..........cccocoeiiiiieiiiniiciccecnece 15
Sekil 3.3 : Proteinlerin ikincil yapilart ... 15

Sekil 3.4 : Fibrinojen molekiiliiniin yapisi. (A) Fibrinojen molekiiliiniin sematik
gosterimi, (B) Fibrinojenin kristalografik yapisinin van der Waals

GOSTEITMI Lttt bbbt 17
Sekil 3.5 : Fibrinojen proteininin insan ve tavuklarda yapisinin karsilastirmali
GOSTEITMI L bbbttt 17
Sekil 3.6 : Insan kanindaki fibrinojen molekdlinin FTIR spektrumu ..................... 18
Sekil 3.7 : Hidrofilik ylizeye adsorplanan fibrinojen proteininin ¢esitli pH
degerlerindeki konformasyon degisimi ve yonelimi ............ccccvvvennnn 19
Sekil 3.8 : Purtizli yuzeylere protein adSOrpsSiyonu .........cccccevereneieninenesienieeneens 20
Sekil 3.9 : Hidrofilik ve hidrofobik yiizeylere protein adsorpsiyonu ....................... 21

Sekil 4.1 : Cyt C — MPMN sistemi i¢in en diisiik enerji baglanma konformasyonlari.
(A) OT Homo, (B) 1:2 MH:OT, (C) 1:1 MH:OT ince, (D) 1:1 MH:OT
kalin, (E) 2:1 MH:OT ve (F) MHHomo MPMN yiizeyler .................. 25
Sekil 4.2 : Atomlara uygulanan kuvvetlerin MD denklemindeki gésterimi ............. 26

XV



Sekil 4.3 : Proteinlerin altin yiizeyine adsorplanmadan dnceki ve sonraki gortntuleri.
(A) 3GBP, (B) 6GBP Ve (C) BNGBP .........cccoviiieieiene s, 27
Sekil 5.1 : Tek kademe metoduyla PU sentezi reaksiyonu. (A) PEG ile HDI
kullanilarak PU sentezi, (B) HY ile HDI kullanilarak PU sentezi........ 31
Sekil 5.2 : Brownian hareketi yapan taneciklerin gosterimi..........ccococevvnvrviieinnnn, 36
Sekil 5.3: Bag i¢eren ve icermeyen kuvvetlerin basitlestirilmis gosterimi................ 38
Sekil 5.4 : DUz poliiretan yiizeyin modellenmis gorlintiisii (A) Adsorpsiyon
bolgelerinin sirali  modellenmesi, (B) Adsorpsiyon bdlgelerinin

gelisiglizel MOdellenmEsi.......cccvvveiiiiiiiiiiici 40
Sekil 5.5 : Piiriizlii poliiiretan yiizeylerin kaba 6l¢ekli modellenmis goriintiileri (A) Tip

L, (B) TIP2VE (C) TIP3ttt 41
Sekil 5.6 : Polilretan-fibrinojen sisteminin kaba-6lcekli modellenmesi................... 41
Sekil 6.1 : PU-3000-50 filmin reaksiyonun basindaki FTIR spektrumu................... 43
Sekil 6.2 : PU-3000-50 filmin reaksiyon tamamlandiktan sonraki FTIR spektrumu 44
Sekil 6.3 : Sentezlenen PU filmlerin fotograflart .........ccocvvveiiiiiiicniiiiceee 44
Sekil 6.4 : PU filmlerin temas agis1 degerleri ........ocoevveeiiiiiiiiii e 46
Sekil 6.5 : PU filmlerin 24’iincii satteki sisme SOnuGlart...........ccvveerveiiieeiiiniiieeninns 47
Sekil 6.6 : PU filmlerin topografya gorintileri.........cccccveveieveeic i 48
Sekil 6.7 : PU filmlerin AFM’den elde edilen yiizey puriizliigii grafigi ................... ol

Sekil 6.8 : PU filmlerin AFM’den elde edilen piiriizlerin vadi giris genisligi grafigi51
Sekil 6.9 : Piriizli yilizeylere fibrinojen adsorpsiyonunun sematik gosterimi. (A) PU-
3000-60 kodlu filmin vadi giris genisligi, (B) PU-3000-60_p kodlu

filmin vadi @iri§ EeNiSlG. ....cvevviririeriieieiee e 52
Sekil 6.10 : PU yiizeye 80 dk’lik siiregte adsorplanan fibrinojen miktarlari............. 53
Sekil 6.11 : Asma (overshooting) adsorpsiyon Kinetigi..........ccoovevvvrveniniiiieennsnenn 54
Sekil 6.12 : PU yiizeylere 5 dakikada adsorplanan fibrinojen miktarlart. ................. 54

Sekil 6.13 : PEG400 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu...... 57
Sekil 6.14 : PEG1500 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu .... 58
Sekil 6.15 : PEG3000 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu ....58
Sekil 6.16 : Fibrinojenin esnek bolgeleri. (A) En yavas ANM mod 1, (B) En yavas

ANM MO 2 ..o 60
Sekil 6.17 : Fibrinojenin mentese hareketleri. (A) Biikiilme hareketi yaptig1 mod 1,
(B) Burkulma hareketi yaptig1 mod 2 .........cccoevvvevvenienencnenencseeeee, 61
Sekil 6.18 : Fibrinojen proteininin modellenmis gOrintisii. .......cccovverererereneeinnnnn 61
Sekil 6.19 : Diiz poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan fibrinojen
SAYISINA EKIST ..vvieriiiiieiiieiie e 62
Sekil 6.20 : Diiz poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizey kaplanma oranina
BEKIST .. 62

Sekil 6.21 : Mikrofaz ayriminin sirali oldugu diiz yizeye fibrinojen adsorpsiyonu. 63
Sekil 6.22 : Mikrofaz ayriminin gelisigiizel oldugu diiz yiizeye fibrinojen

AASOIPSIYONU ..ttt ettt et e et e e eeaeesneeabeenreens 64
Sekil 6.23 : Piiriizlii politiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan fibrinojen
SAYISINA EKIST ..evviiiiiiiiiiie e 64
Sekil 6.24 : Tip 1 piruzli ylzeye fibrinojen adsorpsiyonu.........cccccevererereneereennns 65
Sekil 6.25 : Tip 2 piruzlu yizeye fibrinojen adsorpsiyonu..........ccccceeveveieeneeneenee 65
Sekil 6.26 : Tip 3 piruzlu yizeye fibrinojen adsorpsiyonu..........cccccevveresiververeene 65
Sekil 6.27 : Piiriizlii poliiiretan yilizeylerde mikrofaz ayriminin yilizey kaplanma
OTANTNA CTKIST 1vvtvviieiiiiieiiii ettt e e e 66
Sekil 6.28 : Alblimin proteininin yapisal goriiniimii. (A) Albumin proteininin molekul
yapist, (B) Alblimin proteininin modellenmis gorinimi..................... 67

XVi



Sekil 6.29

Sekil 6.30 :

Sekil 6.31 :

Sekil 6.32 :

Sekil A.1:
Sekil A.2 :
Sekil A.3 :
Sekil A4 :
Sekil A.5 :
Sekil A.6 :
Sekil A.7 :
Sekil B.1 :
Sekil B.2 :
Sekil B.3 :
Sekil B.4 :
Sekil B.5 :
Sekil B.6 :
Sekil B.7 :
Sekil B.8 :
Sekil C.1:
Sekil E.1 :

PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan fibrinojen sayisina etkisi.

.............................................................................................................. 67
PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan alblmin sayisina etkisi
.............................................................................................................. 68
PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizeyin fibrinojenle kaplanma oranina
BEKIST ..t 68
PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizeyin alblminle kaplanma oranina
BEKIST ..t 69
PU-100filmin FTIR SPeKtrumU. ......cccooiiiiiiiiiieece e 82
PU-400-70 filmin FTIR SPeKtrUMU. .........cccoovviieiecieseee e 82
PU-400-50 filmin FTIR Spektrumu. ........cccooviiiiiiieceeeee 83
PU-1500-70 filmin FTIR SPeKtrumMU. .......cccveieiierieiieceeie e 83
PU-1500-50 filmin FTIR SPEKIIUMU. ......cceiiiieiiiieiee e 84
PU-3000-70 filmin FTIR SPeKtrUMU. .......ccviieiierieiieseee e 84
PU-3000-60 filmin FTIR SPEKIIUMU. ......cceririiiiiieieic e 85
PU-100 DSC SPEKLIUMU. ....veeuviieieiiieie et 86
PU-400-70 DSC SPEKLIUMUL. .....covieiiieiiiiiiiiesiisiieeee et 86
PU-400-50 DSC SPEKIIUMIU. ....ecvvevieie et 87
PU-1500-70 DSC SPEKEIIUMU. ..ottt 87
PU-1500-50 DSC SPEKLIUMU. ......ccvveiiriiiiiiecie e 88
PU-3000-70 DSC SPEKEIUMIU. ....cuveuvieiiiiiiiieiiceieeeee e 88
PU-3000-60 DSC SPEKLIUMU. ......cvveeiiiiecieeie e 89
PU-3000-50 DSC SPEKEIUMU. ..ot 89
PU filmlerin sisme miktarlart grafigi. ......ccccocoovviiiiiiiiiciii, 90
Fibrinojen proteininin kalibrasyon €grisi........ccccovevvvrieiinrenieeneennsinennns 92

XVii






DENEYSEL VE MODELLEME YONTEMLERI iLE POLIURETAN
FIiLMLERDEKI PURUZLULUK VE KRISTALINITENIN FIBRINOJEN
ADSORPSiYONU UZERINDEKI ETKILERININ BELIRLENMESI

OZET

Polimer malzemelerin kullanildigr 6nemli uygulama alanlarindan biri de biyomedikal
alanidir. Biyomalzemeler kanla temas ettiklerinde ilk gergeklesen olay kan
proteinlerinin kati1 (polimer) - sivi (kan) araylizeyinde adsorpsiyonu oldugundan,
biyomedikal uygulamalarda tercih edilen biyomalzemelerin daha kullanigli hale
getirilebilmesi igin polimer ylizeye protein adsorpsiyon mekanizmasinin anlagilmasi
ve protein adsorpsiyonunun kontrol edilmesi oldukc¢a 6énemli bir konudur. Protein
adsorpsiyonunu birden fazla faktor etkilemektedir. Proteinin, ¢ozeltinin ve adsorbent
yuzeyinin Ozellikleri protein adsorpsiyonu (zerinde sinerjik bir etkiye sahip
oldugundan protein adsorpsiyon olaymi kontrol edebilmek zorlagmaktadir.
Proteinlerin biiyiikliigii, esnekligi ve hidrofilikligi adsorpsiyonu etkileyen protein
ozellikleridir. Ayrica, pH, sicaklik, iyonik kuvvet, kimyasal bilesim ve konsantrasyon
gibi ¢ozelti ozellikleri ile polimer ylzeyinin kimyasal, geometrik ve elektriksel
ozellikleri protein adsorpsiyonunu etkileyen etmenlerdendir. Bu c¢alismada,
biyouyumlu bir polimer olan poliiiretan (PU) tercih edilmis olup piiriizlilik ve
kristalinitenin fibrinojen adsorpsiyonu uUzerindeki etkileri hem deneysel hem de
molekiiler modelleme ve simiilasyon yontemleri ile belirlenmistir.

Deneysel ¢alisma kapsaminda, farkli ylizey 6zelliklerine sahip PU film sentezleri
yapilarak karakterizasyon caligmalarinin tamamlanmasinin ardindan, fibrinojen
proteininin PU yuzeylere adsorpsiyonu incelenmistir. PU’nun mekanik 6zelliklerinin
ve kan uyumlulugunun yiiksek olmasi ile fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin esnek
olmasmin verdigi avantajlarin etkisiyle, biyomedikal alanindaki uygulamalarda
biyomalzeme olarak kullanimi siklikla tercih edilmektedir. PU’nun 6zellikleri temel
olarak reaktif gruplarin igerigine, yapidaki ¢apraz baglanma derecesine ve reaksiyona
giren monomerlerin birbirlerine dolanma seviyelerine baghdir. PU sentezinde petrol
bazli polioller kullanilabilecegi gibi bitkisel yaglar da kullanilabilmektedir. Son
zamanlarda, gevresel kaygi ve ekonomik sebeplerden dolayr sentezde bitkisel yaglar
gibi yenilenebilir ham maddelerin kullanimina 6nem verilmektedir. Ayrica, bitkisel
yaglarin diisiik toksisitede, yiiksek saflikta ve ucuz olmalari da tercih edilmelerini
arttirmaktadir. Bitkisel bir poliol olan hint yag1, PU sentezinde ¢apraz baglayici olarak
kullanilirken, 1,4-biitandiol (BDO) zincir uzatici, polietilen glikol (PEG) poliol
kaynagi ve hekzametilen diizosiyanat (HDI) izosiyanat kaynagi olarak kullanilmistir.
Temel kan proteinleri albimin, hemoglobin, gamma globulin, fibrinojen ve ferritindir.
Yapilan onceki bir calismada, fibrinojenden daha kiigiik ve kiresel bir yapiya sahip
olan albiimin proteininin ¢esitli PU yiizeylere adsorpsiyon olayi incelenmistir.
Fibrinojenin anizotropik ve esnek yapisinin adsorpsiyona etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in
bu calismada fibrinojen proteininin c¢esitli PU yiizeylere adsorpsiyon analizleri
yapilmustir. Sentezlenen PU filmlerin karakterizasyonlari, FTIR, DSC, su ile temas
acist, sisme ve AFM analizleriyle yapilmistir.
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Deneysel ¢aligmalar sonucunda, polimerin hidrofilikliginin, kristalinitesinin ve ylzey
puriizliliigiiniin adsorpsiyonu belirleyen o6nemli etmenler oldugu anlasilmistir.
Fibrinojen anizotropik ve esnek bir yapiya sahip oldugundan simiilasyon ¢alismasina
fibrinojenin esnek bolgelerinin ve mentese hareketlerinin belirlenmesiyle baglanmustir.
Fibrinojenin esnek kisimlarini ve mentese hareketlerini belirlerken Gaussian ag
modelinden yararlanilmistir. Esnek kisimlar fibrinojenin orta ve iki ucunda bulundugu
icin yap1 modellemesi yapilirken fibrinojen, birbirlerine yaylarla bagli ii¢ nodiil
seklinde modellenmistir. Fibrinojen modelinin belirlenmesinin ardindan, ylizey
purtizliilligii ve kristalinitenin adsorpsiyon iizerindeki etkileri Brownian dinamigi
simiilasyonu ile incelenmistir. Yiizey kristalinitesinin protein adsorpsiyonuna etkisini
aragtirabilmek i¢in adsorpsiyon bdlgelerinin sirali ve gelisigiizel yer aldigi iki ¢esit diiz
yiizey modellenmistir. Ayrica, farkli pirizlilik ve plrtz derinliklerine sahip
adsorpsiyon bolgelerinin gelisigiizel dagilim gosterdigi li¢ tip plrizli ylizey
modellenerek ylizey piiriizliliigiiniin fibrinojen adsorpsiyonuna etkisi Brownian
simiilasyon yontemi yardimiyla analiz edilmistir. Simiilasyon ¢aligmalart sonucunda,
kristalinitenin, yiizey piiriizliliigiiniin ve adsorplanan fibrinojenin olusturdugu sterik
engelin adsorpsiyonu belirledigi anlagilmistir. Deneysel c¢alismadan elde edilen
sonuglarla simiilasyon sonuglari karsilastirildiginda, yiizey piirtizlilliigiintin artmasiyla
fibrinojen adsorpsiyonunun artis gosterdigi ortak sonucuna varilmaistir.
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DETERMINING THE EFFECTS OF ROUGHNESS AND CRYSTALLINITY
ON FIBRINOGEN ADSORPTION ON POLYURETHANE FILMS WITH
EXPERIMENTAL AND MODELING METHODS

SUMMARY

Since polymeric materials are synthesized from small molecules called monomers by
creating chemical bonds, these materials have long chain structures. Polymers
constitute a large part of the materials, and synthetic polymers as biomaterials are
generally preferred in biomedical applications. There is a large variety of synthetic
polymers, and some of them can be used as biomaterials including polyethylene (PE),
polyurethane  (PU),  polytetrafluoroethylene  (PTFE), polyacetal (PA),
polymethylmethacrylate (PMMA), polyethylene terephthalate (PET), silicone rubber
(SR), polysulfone (PS), polyetheretherketone (PEEK), poly (lactic acid) (PLA) and
poly (glycolic acid) (PGA). Biomaterials can be used to increase tissue functions and
also treat diseases and injuries. Therefore, biomaterials are in contact with biological
systems. When biomaterials come into contact with blood, the first thing that happens
Is the adsorption of blood proteins in the solid (polymer) - liquid (blood) interface. It
is crucial to understand the mechanism of protein adsorption and control protein
adsorption process onto polymer surfaces in order to characterize polymeric
biomaterials for different biomedical applications. Since protein adsorption directly
affects biocompatibility, biological interaction and material performance in vivo, it is
important to characterize protein adsorption onto polymer surfaces. There is a number
of different factors affecting protein adsorption process, and controlling this process is
cruicial since the properties of protein, solution and adsorbent surface have a
synergistic effect on protein adsorption. Protein properties including the size,
flexibility and hydrophilicity affect protein adsorption rate onto polymer surfaces. In
addition to chemical, geometric, and electrical properties of the polymer surface,
properties of the solution such as pH, temperature, ionic strength, chemical
composition, and concentration also affect the protein adsorption rate.

In this study, polyurethane (PU), a biocompatible polymer, was studied, and the effects
of roughness and crystallinity on fibrinogen adsorption were determined by both
experimental and mathematical modeling and simulation methods. In the experimental
study, PU film synthesis with different surface properties were performed, and its
properties were characterized. Accordingly, adsorption of fibrinogen protein onto PU
surfaces was investigated. Due to the favorable physical and chemical properties and
biocompatibility of PU, it is often used as a biomaterial in biomedical applications.
For example, PU can be designed to provide structural scaffolding in tissue
engineering. Pores in the structure of PU could provide cellular filtration and food
transport to derive formation of new blood vessels. PU materials can be also used as a
catheter or cardiac valve in the biomedical applications.

There are two methods to synthesize PU, and these are one shot and prepolymer
methods. If the one shot method is preferred, all reactants are placed in the reaction
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medium, and required reaction conditions like temperature are adjusted to complete
PU synthesis reaction. When it is desired to synthesize using the prepolymer method,
the diol and the diisocyanate are reacted to form PU prepolymer. Then, a chain
extender is added to the reaction mixture to form PU polymers. Prepolymer method is
generally preferred to control the PU structure. The properties of the PU mainly depend
on the content of the reactive groups, the degree of cross-linking in the structure and
the degree of entanglement of the reacting monomers. Petroleum-based polyols and
vegetable oils can be used in PU synthesis. However, the use of renewable raw
materials such as vegetable oils is preferred due to environmental concerns and
economic reasons in the synthesis. Moreover, low toxicity, high purity and cheapness
of vegetable oils increase their preference. Soybean oil, canola oil, palm oil, sunflower
oil, corn oil and castor oil can be used for this purpose. In this study, castor oil is
selected for PU synthesis. Castor oil provides better chemical and mechanical
properties to PU since castor oil has amorphous structure and a hydrophobic character.
Moreover, castor oil acts as a crosslinker in PU synthesis. Although the activity of
aromatic isocyanates is higher than aliphatic isocyanates, usage of aromatic
diisocyanates are not preferred in PU synthesis since aromatic diisocyanate
compounds have toxic effect in vivo due to aromatic structures. Hexamethylene
diisocyanate, an aliphatic diisocyanate, is used in the PU synthesis as isocyanate
source. In the PU synthesis, 1,4-butane diol (BDO) is used as chain extender. The
selected reactants determine the properties of the PU, so the reactants used in the
synthesis cause the formation of hard and soft regions in PU. Short chain diols such as
BDO and diisocyanates form the hard region of PU, while long chain diols such as
polyethyleneglycol (PEG) form the soft region. The hard region determines the rigidity
and tear strength of PU, while the soft region determines flexibility, softness, and
resistance of PU to low temperatures.

Major blood proteins are albumin, hemoglobin, gamma globulin, fibrinogen and
ferritin. In the previous study, albumin adsorption was investigated on various PU
surfaces. Albumin is smaller than fibrinogen, and it has isotropic structure. In this
study, the effect of anisotropic and flexible structure of fibrinogen on adsorption is
investigated; hence, adsorption analysis of fibrinogen on various PU surfaces is
conducted. When biomaterials are transplanted into the body, first they come into
contact with blood, primarily with the blood proteins including fibrinogen. Fibrinogen
adsorbs onto the surface of biomaterials and then catalyzed by thrombin in order to
form fibrin, which can then initiate clot formation on the surface of the material.
Therefore, fibrinogen adsorption onto PU surfaces needs to be characterized in order
to optimize the surface properties of PU for biomedical applications.

The characterizations of synthesized PU films were made by FTIR, DSC, water contact
angle, swelling and AFM analysis. The steps of polymerization reaction were observed
by FTIR analysis.

In the beginning of the reaction, OH" strain peak and free isocyanate peak were
observed in the FTIR spectrum. When the reaction was complete, OH" strain peak and
the free isocyanate peak were disappeared, and the characteristic urethane peak was
observed. Thermodynamic properties of materials can be determined by thermal
analysis using DSC. DSC analysis shows that as the amount of cross-link in the films
increases, the movement of the polymer chains becomes more difficult, and glass
transition temperature (Tg) of the PEG-free PU film is getting higher. Water contact
angle and swelling analysis give information on hydrophilicity of PU surfaces. When
the PEG content of PU film increases, the PU film hydrophilicity increases.
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Accordingly, the surface properties of PU films are determined by AFM analysis. The
surface roughness and roughness width of PU films were obtained by AFM analysis.
It was found that the surface roughness tends to increase as the amount of PEG and
the molecular weight of PEG increases. As a result of experimental studies, it was
shown that the hydrophilicity, crystallinity, and surface roughness of the polymer
determine the fibrinogen adsorption rate on PU surfaces. The surface roughness
controls the fibrinogen adsorption onto PU-100 and PU-400 coded films. The surface
roughness and film hydrophilicity control the adsorption onto PU-1500 coded films,
while the main parameter controlling the adsorption is the film hydrophilicity for PU-
3000 coded films. As the molecular weight of PEG increased, the effect of surface
roughness on the adsorption decreased and the effect of hydrophilicity became
dominant. As a result of the experimental study, it was shown that the factor
controlling the fibrinogen adsorption was transmitted from the surface roughness to
the hydrophilicity by increasing the molecular weight of PEG.

Since fibrinogen has an anisotropic and flexible structure, the simulation study was
started by determining the flexible regions and hinge movements of the fibrinogen
using the HingeProt internet server. Gaussian network model was used to determine
the flexible parts of the fibrinogen and hinge movements. Fibrinogen makes the
bending and twisting movements. The flexible parts are located in the middle and two
ends of the fibrinogen, so the fibrinogen was modeled as three nodules connected to
each other with springs. After the determination of the fibrinogen model, the effects of
surface roughness and crystallinity on adsorption were investigated by Brownian
dynamics simulation. In order to investigate the effect of surface crystallinity on
protein adsorption, two types of flat surfaces in which the adsorption regions were
arranged in random order were modeled. Three types of rough surfaces were modeled
in a random distribution of adsorption regions with different roughness and roughness
depths, and the effect of surface roughness on fibrinogen adsorption was analyzed by
Brownian simulation method. As a result of the simulation study, it was shown that
crystallinity and surface roughness due to the steric hindrance of fibrinogen determine
the fibrinogen adsorption rate onto PU surfaces. When the results of the experimental
study were compared with the results of the simulation study, it was concluded that
fibrinogen adsorption increased onto PU surfaces with the increase of surface
roughness.
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1. GIRIS

Metaller, seramikler ve polimerler bircok yapiy1 olusturmak i¢in kullanilan teknik ii¢
temel malzemedir. Kati halde metalik baglanma yapan malzemeler metal olarak
adlandirilirken, farkli metallerin karisimlar1 veya ¢ozeltilerine alasim denilmektedir.
Seramik malzemeler ise, genellikle kati inorganik bilesiklerdir ve kovalent ile
inorganik bagin ¢esitli kombinasyonlarindan meydana gelirler [1]. Polimer
malzemeler, monomer adi verilen kiiciik molekiillerin birbirleriyle kimyasal bag
yapmast sonucu olusan uzun zincirli yapilardir ve malzemelerin genis bir kismin
olusturmaktadir. Ayrica, giinliik hayatta kullandigimiz birgok iiriin veya esya polimer
malzemelerden meydana gelmektedir [2]. Sentetik polimerler, biyomalzemelerin
olduk¢a genis bir smifin1 olusturan hem ilag alaninda hem de medikal alandaki
uygulamalarda ¢okga kullanilan malzemelerdir [3]. Biyomalzemeler, doku
fonksiyonlarmi arttirmak i¢in kullanilabildikleri gibi, hastaliklarin ve yaralanmalarin
tedavisinde de tercih edildiklerinden biyolojik sistemlerle temas halindedirler [1,4].
Bu nedenle, Sekil 1.1°den de goriildiigii gibi biyomalzemelerin viicut iginde herhangi
bir toksik ve alerjik reaksiyon vermemesi, iltihaplanmaya neden olmamasi,
biyouyumlu, biyofonksiyonlu olmasi, biyoinert ve sterilize edilebilir olmasi
gerekmektedir [5].

Biyouyumlu Biyofonksiyonlu

Biyomalzeme

Sterilize edilebilir Biyoaktif

Bivyoinert

Sekil 1.1 : Biyomalzemelerin genel 6zellikleri [5].



Biyomalzeme olarak kullanilabilen sentetik polimerlere d6rnek olarak polietilen (PE),
poliuretan (PU), politetrafloroetilen (PTFE), poliasetal (PA), polimetilmetakrilat
(PMMA), polietilen tereftalat (PET), silikon kaucuk (SR), polisilfon (PS),
polietereterketon (PEEK), poli(laktik asit) (PLA) ve poli(glikolik asit) (PGA) gibi bir
cok polimer verilebilir [6]. Poliliretanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin esnek
olmasmin verdigi avantajdan dolay1, spesifik uygulamalarda politretan
malzemelerden yararlanilabilmektedir. Bu nedenle, poliiiretanlar biyomalzemeler

arasinda arastirilan 6nemli gruplardan biridir [7].

Polimer malzemelerin kullanildig1 6nemli uygulama alanlarindan biri de biyomedikal
alanidir. Polimer malzemelerin biyomedikal uygulamalari baslica i¢ temel
kategoriden meydana gelmektedir. Bu kategorilerin ilki, viicut dis1 (ekstrakorporeal)
uygulamalardir ve yapay deri, kateterler, diyaliz membranlar1 veya yapay bdobrek,
okiller cihazlar, tiipler ve yara ortiisii seklinde ornekler verilebilmektedir. Ikinci
kategoride kardiyovaskuler, dis, ortopedik ve algilayici cihazlar gibi kalici olarak
implante edilmis cihazlar bulunmaktadir. Ugiincii kategoride yer alan biyomalzemeler,
gecici implantlardir. Ornek olarak, bozunabilen dikisler, implante edilebilen ilag
tastyici sistemler, hiicre veya doku nakli i¢in polimerik iskeleler, gegici kiigik kemik
sabitleyici cihazlar, gecici vaskiler graftlar ve atardamar stentleri verilebilir [8].

Biyomalzemelerin kullanildigi biyomedikal uygulamalarin basinda kardiyovaskiiler
medikal cihazlar, ortopedi ve dis uygulamalari, oftalmoloji (g6z bilimi) uygulamalari,
yanik pansumanlart ve deri degisimi gibi uygulamalar bulunmaktadir [9].
Biyomalzemeler kanla temas ettiklerinde ilk gerceklesen olay kan proteinlerinin kati
(polimer) - s1v1 (kan) arayiizeyinde adsorpsiyonu oldugundan, polimer yiizeye protein
adsorpsiyon mekanizmasin1 anlamak ve kontrol etmek Onemli bir konu haline
gelmistir [3,7]. Temel kan proteinleri albimin, hemoglobin, gamma globulin,
fibrinojen ve ferritindir [10]. Protein adsorpsiyonu biyouyumluluk, biyolojik etkilesim
ve malzeme performansini dogrudan etkilediginden biyomalzemeler agisindan
6nemlidir [11]. Polimer yiizeye protein adsorpsiyonunu etkileyen baslica ii¢ faktor
proteinin yapisi, protein ¢ozeltisinin Ozellikleri ve polimer malzemenin ylizey
Ozellikleridir. Protein adsorpsiyonu ile polimer yiizey 6zellikleri arasindaki iligkiyi
anlamaya yonelik yogun caligmalar yapilmaktadir. Yapilan calismalar, hem deneysel

hem de molekiler modelleme ve simiilasyon yontemleri kullanilarak



gerceklestirilmektedir [7]. Molekiler modelleme g¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan

yontemler molekiiler dinamik, Monte carlo ve Brownian dinamigidir [12].

Bu c¢alismada, ilk olarak kan proteinlerinden biri olan fibrinojenin yapisi elastik ag
yap1 modeliyle incelenerek yaptigi mentese hareketleri belirlenmistir. Sonrasinda,
fibrinojenin polilretan yiizeye adsorpsiyonu hem deneysel hem de molekiler
modelleme ve simiilasyon yoOntemiyle incelenerek ¢ikan sonuglar birlikte
degerlendirilmistir. Protein 6zelliklerinin adsorpsiyonu etkiledigi bilindiginden esnek
bir yapiya sahip olan fibrinojenin c¢esitli yiizey oOzelliklerindeki poliiiretana
adsorpsiyonu arastirllmistir. Bu ¢aligmada, biyomedikal uygulamalar i¢in uygun

oldugundan poliiiretan polimeri tercih edilmistir.

Bu tezde, poliliretanlarin genel Ozelliklerinden ve sentez ydntemlerinden
bahsedildikten sonra, poliliretanin biyomedikal alanindaki kullanim1 anlatilmaktadir.
Ardindan, polimer malzemelere protein adsorpsiyonunu etkileyen faktorler drneklerle
aciklanmaktadir. Dordiincii boliimde ise, molekiler modelleme ve similasyon
yontemleri anlatilmaktadir. Kullanilan yontem ve malzemeler anlatildiktan sonra, hem
deneysel hem de modelleme ve simiilasyon galismalarindan elde edilen sonuclar

aciklanmustir.






2. POLIURETAN VE BiYOMALZEME OLARAK KULLANIMI

Poliiiretanlar hem termoplastik hem de 1s1yla sertlesen polimerlerdir. Politiretanlar cok
yonlii malzemeler olduklarindan hem endiistride hem de giinliik yasamda siklikla
kullanilmaktadir. Ayakkabilar, borular, endiistriyel makineler, kaplama ve boyalar,
elastik fiberler, sert yalitim malzemeleri, yumusak esnek kdpiikler, medikal cihazlar

gibi oldukga genis bir yelpazede poliliretanlardan yararlanilmaktadir [13].

2.1 Poliiiretanlarin Genel Ozellikleri ve Sentez Yontemleri

Polilretanlar, 1937 yilinda kauguk yerine kullanilmak {izere yeni bir iiriin bulma
caligmalar1 yapan Prof. Dr. Otto Bayer tarafindan kesfedilmistir [14,15]. Polilretanlar
temel olarak bes sinifa ayrilabilir. Bu siniflar, poliester bazli poliiiretanlar, polieter
bazli poliliretanlar, polikaprolakton bazli poliiiretanlar, polibiitadien bazl
politiretanlar ve hint yagi bazli poliiliretanlardan meydana gelmektedir [16]. Ayrica,
termoplastik, esnek, sert, poliiiretan ionomer ve su bazli politiretanlar olmak iizere bes

cesit poliliretan bulunmaktadir [17].

[k olarak poliiiretan sentezi, 1930’lu yillarda diizosiyanat ile polioliin reaksiyonu
sonucunda basarilmistir ve ikinci Dlinya Savasi sirasinda poliiiretanlar sert kopiikler,
yapistiricilar, regineler, elastomerler ve kaplamalar gibi bircok uygulamada
kullanilmigtir [16]. Poliliretan sentezinde kullanilabilecek birgok farkli poliol ve
izosiyanat segenegi bulundugundan uygulama alanma gore polimer dizayni
yapilabilmektedir. Poliiiretanin 6zellikleri temel olarak reaktif gruplarin igerigine,
yapidaki ¢apraz baglanma derecesine ve reaksiyona giren monomerlerin birbirlerine
dolanma seviyelerine baghdir. Poliliretan sentezinde petrol bazli polioller
kullanilabilecegi gibi bitkisel yaglar da kullanilabilmektedir. Son zamanlarda, ¢evresel
kayg1 ve ekonomik sebeplerden dolay1 sentezde bitkisel yaglar gibi yenilenebilir ham
maddelerin kullanimina 6nem verilmektedir. Ayrica, bitkisel yaglarin diislik
toksisitede, yiiksek saflikta ve ucuz olmalari da tercih edilmelerini arttirmaktadir. Bu
nedenle, soya fasulyesi yagi, kanola yagi, hurma yagi, aycicek yagi, misir yagi, keten

tohumu yagi ve hint yagi (Sekil 2.1) tercih edilen poliollerdendir [13,18,19]. Hint yag1



(HY), siitlegengiller (Euphorbiaceae) ailesinden olan hint yagi bitkisinden (Ricinus
communis) elde edildiginden dogal ticari bir yagdir. Hint yaginin ana bileseni,
yapisinda hidroksil igeren bir yag asidi olan risinoleik asittir (12-hidroksi-cis-9-
oktadekenoik asit). Poliiliretanin kimyasal ve mekanik 6zelliklerinin daha iyi olmasini
hint yag1 saglamaktadir [13,19]. Amorf yapida olan hint yagi, hidrofobik karaktere

sahiptir ve poliliretan sentezinde gapraz baglayici olarak gorev yapmaktadir [7].
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Sekil 2.1 : Hint yaginin kimyasal yapis1 [19].

Polilretan sentezinde Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’te kimyasal yapilart goriilen toluen-2,4-
diizosiyanat (TDI), 1,5-naftalen diizosiyanat (NDI), izoforon diizosiyanat (IPDI), 4,4 -
metilen-bis-(fenil izosiyanat) (MDI), 4,4 -metilen-bis-(sikloheksil izosiyanat)
(H12MDI) ve 1,6-hekzametilen diizosiyanat (HDI) gibi aromatik ve alifatik izosiyanat
kaynaklar1 kullanilabilmektedir [7,20]. Aromatik izosiyanatlarin aktifligi alifatiklere
oranla daha fazla olmasina ragmen biyomalzeme olarak kullanilan poliiiretanlarda
aromatik yapi igeren diizosiyanat bilesikleri tercih edilmemektedir. Bunun sebebi de
aromatik diizosiyanatlarda toksik aromatik aminlerin bulunmasinin sonucunda in vivo
caligmalarda toksisitenin gozlenmesidir. Aromatik yapilarin, fareler lizerinde denenen
sitotoksisite analizlerinde mutajenik etkilere ve kansere neden olduklar1 goriilmiistiir.
Farelerin bobreginde, karacigerinde ve tiroidinde tiimor dokulari gozlenmistir [21—
23]. Aromatik yap1 igeren diizosiyanatlardaki negatif etkilerden korunabilmek icin,
biyomalzeme olarak kullanilacak poliiliretan sentezinde Sekil 2.3’te kimyasal yapisi
gorulen hekzametilen diizosiyanat gibi alifatik grup igeren diizosiyanatlarin kullanimi
tercih edilmektedir [21].
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Sekil 2.2 : Politiretan sentezinde en yaygin kullanilan diizosiyanat reaktantlarinin
kimyasal yapisi. (A) toluen-2,4-diizosiyanat (TDI), (B) 1,5-naftalen diizosiyanat
(NDI), (C) izoforon diizosiyanat (IPDI), (D) 4,4’-metilen-bis-(fenil izosiyanat)
(MDI), (E) 4,4 -metilen-bis-(sikloheksil izosiyanat) (Hi2MDI).
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Sekil 2.3 : Hekzametilen diizosiyanatin (HDI) kimyasal yapisi.

Poliiiretan sentezinde yaygin olarak kullanilan zincir uzaticilar Sekil 2.4’te goriildiigi
gibi, etilen glikol (EG), 1,2-propandiol (1,2-PD), 1,4-biltandiol (BDO), 1,6-heksandiol
(HD), etanolamin (ETA) ve etilenamin (EDA) seklinde siralanabilir [7].
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Sekil 2.4 : Poliiiretan sentezinde en yaygin kullanilan zincir uzatici reaktantlarinin
kimyasal yapist. (A) etilen glikol (EG), (B) 1,2-propandiol (1,2-PD), (C) 1,4-
bitandiol (BDO), (D) 1,6-heksandiol (HD), (E) etanolamin (ETA) ve (F) etilenamin
(EDA).

Sentezde kullanilan reaktantlar poliiiretanda sert ve yumusak bolgelerin (Sekil 2.5)

olusmasina neden oldugundan, segilen reaktantlar poliliretanin 6zelliklerini



belirlemektedir. BDO gibi kisa zincirli dioller ve diizosiyanatlar poliiiretanin sert
bolgesini  olustururken, PEG gibi uzun zincirli dioller yumusak bdlgeyi
olusturmaktadir. Sert bolge, poliiiretanin sertligini, yirtilma dayanimini belirlerken,
yumusak bolge poliliretanin esnekligini, yumusakligini ve distk sicakliklara

dayanimini belirlemektedir [24].
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Sekil 2.5 : Poliiiretanin kimyasal yapist. (A) Zincir uzatici olmadan sentezlenen
poliiiretan, (B) Zincir uzatici kullanilarak sentezlenen politiretan [25].

Poliiiretanin yapisindaki iiretan, eter ve ester gruplari arasinda (Sekil 2.6) olusan
hidrojen baglarinin etkisiyle sert bolgede gruplasma meydana gelerek sert segment
bolgesi olusur. Sert segment bolgesi, yumusak segment matrisine dagilmis
durumdadir. Poliuretanin igerdigi iiretan-iiretan gruplar1 arasindaki hidrojen baglar
mikrofaz ayrimina yol agmaktadir ve mikrofaz ayrimi, poliliretanin kanla uyumlulugu
tizerinde biiyiik etkiye sahiptir. Ayrica, mikrofaz ayrimi, protein adsorpsiyonunu

etkileyen faktorlerden biridir [7].
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Sekil 2.6 : Poliiiretanin yapisinda bulunan hidrojen baglar [7].

Poliiiretanin yapisinda Sekil 2.7’de goriildiigii gibi kristalin ve amorf bolgeler

bulunmaktadir. Kristalin yapidaki PEG’in etkisiyle kristalin bdlgeler meydana



gelirken, amorf yapidaki hint yag1 sayesinde amorf bolgeler olusmaktadir. Mikrofaz
ayrimi artarsa, Sekil 2.7 (B)’de goriildigi gibi sert bolgeler biiyiiyeceginden

kristallenme engellenir ve yumusak segmentlerin kristalinitesi diiser [7,26].

kristalin bélge kristalin bélge %§
B.

A

S yumusak segment B sert segment

. sert bolge

Sekil 2.7 : Farkli faz ayrim derecelerine sahip politiretanlarin kristal bolgeleri. (A)
diisiik faz ayrimli politiretan, (B) yiiksek faz ayriml poliiiretan [26].

Polilretan sentezi, tek kademe (one shot) ve prepolimer yontemleri olmak tzere iki
yontemle gergeklestirilebilinmektedir. Tek kademede sentez yontemi tercih edilirse,
biitiin reaktantlar reaksiyon ortamina konulur ve reaksiyonun gergeklesmesi i¢in
gereken sicaklik vb. ortam sartlar1 ayarlanarak reaksiyonun tamamlanmasi saglanir.
Prepolimer yontemi kullanilarak sentez yapilmak istendiginde, diol ve diizosiyanat
reaksiyona sokularak poliliretan prepolimeri olusturulur. Ardindan, reaksiyon
karisimina zincir uzatici ilave edilerek sonug iiriin olan politiretan elde edilmektedir.

Prepolimer metodu, genellikle politliretanin yapisini kontrol edebilmek amaciyla tercih

edilmektedir [7,23].

2.2 Poliiiretanin Biyomedikal Alanindaki Kullanimi

Poliiiretan sentetik bir biyomalzemedir. Poliiiretanin mekanik 6zelliklerinin ve kan
uyumlulugunun yiiksek olmasi ile fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin esnek olmasinin
verdigi avantajlarin etkisiyle, poliiiretanin biyomedikal alanindaki uygulamalarda
biyomalzeme olarak kullanimi tercih edilmektedir [27]. Damarli dokulara yapi iskelesi
olmast i¢in tasarlanan poliliretan malzemelerin kullanimi  6rnek olarak
verilebilmektedir. Basing farki / partikil li¢ teknigi ile bu amag i¢in tasarlanan
politiretan yap1 iskeleleri (Sekil 2.8), kendi aralarinda birbirleriyle baglantili porlara

sahiptir. Porlu yapiyr elde edebilmek i¢in yap1 iskelelerini olustururken amonyum



klorlir ve parafin porojenlerinden yararlanilmigtir. Amonyum kloriir 6gitiildigi
zaman homojen partikiil boyutuna sahip diizensiz sekilli pargaciklar olustururken,
parafin parcaciklar kiiresel ve homojen boyutludur. Damarli dokulara yap1 iskelesi
olmasi i¢in sentezlenen poliliretanin yapisinda bulunan porlar sayesinde hiicresel
filtrelemeye ve besin taginimina olanak saglanmaktadir. Diger biyomalzemelerle
karsilagtirildiginda, poliiiretan yapt malzemelerinin uyumlulugunun daha fazla
olmasindan dolay1 poliiiretanlarin potansiyel yapt malzemeleri oldugu goriilmektedir
[28].

Sekil 2.8 : Polilretan boru iskelesi [28].

Politretan malzemeler, biyomedikal alaninda kateter olarak da kullanilabilmektedir.
Laboratuvar testlerinde, kronik hastalig1 olanlarda uzun siireyle kullanilacak merkezi
toplardamar kateterleri sayesinde toplardamara ulasim kolaylastirilabilir, ilag salinimi
ve damardan beslenme saglanabilmektedir [29]. Kateterler ¢esitli malzemelerden
yapilabilseler de yaygin olarak silikon ve poliliretan malzemelerin kullanimi tercih
edilmektedir [30,31]. Ayrica, kateterlerin gelisimi ile Sekil 2.9’da goriilen timuyle

implante edilmis vendz erisim cihazlar1 (TIVADs) 6nem kazanmistir [30].

Implante edilen poliiiretan malzemede bir yillik zaman diliminde ciddi bir kimyasal
bozunma gozlenmemistir. Ayrica, gbzlenen degisiklik faz morfoloji diizenlenmesiyle
ilgili olup malzemeden beklenen performans limitlerinin i¢inde yer almaktadir [31].
Silikon kateterlerde, malzeme kaynakli basarisizliga ve trombotik kateter ttkanmasina

egilim poliiiretan kateterlere kiyasla daha fazladir [30].
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Sekil 2.9 : Timiiyle implante edilmis toplardamar (venoz) erisim cihazi. (A) 5.0-F Sl
kateter ile olusturulan Cook Vital-Port Mini Titanium konik baglant1 gobegi, (B) 6.0-
F PU kateter ile olusturulan Cook Vital-Port Mini Titanium trapezoid (yamuk)
baglant1 gobegi [30].

B.

Poliiiretan malzemeler, kardiyovaskiiler uygulamalarda da kullanilmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar en ¢ok 6liime neden olan hastaliklar arasindadir ve World
Health Organization’a gore 2008 yilinda 17 milyondan fazla insanin kardiyovaskiiler
hastalik kaynakli oldiigi belirtilmektedir [32,33]. Kalp hastaligi (kalp krizi),
serebrovaskiiler hastalik (felg), periferal arter hastalig1 ve aort hastaligi olmak {izere
dort temel kardiyovaskiler hastalik tipi bulunmaktadir. Mekanik 6zelliklerinin ve kan
uyumlulugunun yiiksek olmasinin verdigi avantajla hem doku degisimi hem de doku
yenilenmesi i¢in kullanilan kardiyovaskiiler cihazlar igin poliiiretan en tercih edilen
malzemelerdendir. Ornegin, poliiiretan malzemeler yapay kalp kapak¢igi olarak
kullanilmaktadir [32].

Ayrica, poliliretanlardan yaraortiisii olarak da faydalanilmaktadir. Lohmann-Rauscher
markasina ait olan Suprasorb P ve Suprasorb F yaraortiileri (Sekil 2.10) ticari olarak
kullanilan iriinlerdir. Suprasorb P’de, poliiiretan kopiik tercih edilirken, Suprasorb
F’de poliiiretan film tercih edilmektedir. Suprasorb F transparandir ve yaranin iizerine
konuldugunda bakteri ile dis ortamdan gelen suyun yara ile temasini 6nledigi gibi

derideki nemin buharlagmasina olanak saglamaktadir [34].

R Suprasorb’(l) em

18 x20,5cm/7in.x8in.

REF 20 415

Sekil 2.10 : Lohmann-Rauscher markasina ait olan Suprasorb P politretan
yaraortusu [34].
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3. POLIMER MALZEMELERE PROTEIN ADSORPSIiYONU VE
ETKIiLEYEN FAKTORLER

Memeli bagisiklik sistemi, viicutta enfeksiyona neden olan ajanlar1 ve viicuda
yerlestirilen biyomalzeme gibi yabanci malzemeleri tespit eder ve elimine etmek i¢in
cesitli mekanizmalar gelistirir. Ornegin, viicut dis1 maddelerin yiizeyinde makrofaj
birikmesi gergekleserek yabanct maddenin yok edilmesi amaglanir. Ayrica, diger
dokulara yayilmasmi engellemek ve izole edebilmek icin viicut tarafindan fibroz
kapsiil olusturulur. Bu nedenlerden dolayi, viicut dis1 malzemelere verilen tepkileri
anlamak biyomalzeme biliminde 6nemlidir. Viicuda implante edilen biyomalzemelere
verilen spesifik tepkiler kullanilan malzemenin ve yiizeyin fiziksel ve kimyasal
yapisiyla dogrudan ilgilidir [35]. Biyomalzeme miihendisligi, viicut dis1 malzemelere
verilen tepkilere neden olmadan dokularla entegre olabilen malzemelerin dizayn
edilebilmesini amagladigindan, biyomalzeme yiizeyi ile dokular arasindaki molekiiler
etkilesimleri ¢oziimlemek {iizerine egilmektedir. Biyomalzeme gibi viicut dis1
malzemelere verilen tepkiler, protein adsorpsiyonu, akut iltihaplanma, kronik
iltihaplanma, yabanci cisim tipi dev hucresinin olusumu ve fibroz kapsiil olusumu
olarak bes baslik altinda toplanabilir [35,36].

Biyomalzeme viicuda implante edildiginde ilk gergeklesen olay, malzeme yiizeyi ile
kan proteinleri arasindaki protein adsorpsiyonudur. Adsorpsiyon sonucunda,
biyomalzeme Uzerinde ve ¢evresinde Sekil 3.1°de goriilen gecici provizyonel matriks
olusur [35,36].
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Sekil 3.1 : Provizyonel matriks [35,36].

Protein adsorpsiyonu tersinir olabildigi gibi tersinmez de olabilmektedir. Tersinmez
proseste sadece protein adsorpsiyonu gergeklesirken, tersinir proseste adsorplanan
protein molekilunin desorpsiyonu da s6z konusudur. Tersinir protein adsorpsiyon
mekanizmas: temel olarak, protein molekiillerinin kati1 arayiizeyine tasinimi,
proteinlerin arayiizeyde tabaka olusturmasi, tabakanin i¢inde bulunan proteinlerin
adsorplanmasi, adsorplanan proteinlerin daha organize olan arayiizeye birikmesi,
adsorplanan proteinlerin arayiizeyden uzaklasmasi ve proteinlerin siviya dogru

taginimi olaylarindan meydana gelmektedir [7,11].

Protein adsorpsiyonunu etkileyen etmenler, proteinin yapisi, protein ¢ozeltisinin
Ozellikleri ve polimer vyizeyinin o6zellikleridir [7]. Ayrica, ylizey-Su-protein
sistemindeki entropi ve entalpi degisimleri ile adsorpsiyon olayinda artis
gozlenebildigi gibi azalis da gozlenebilir. Bu degisimler, protein ve ylizeyin kismi
dehidrasyonu, arayiizeydeki yiikli gruplarin yeniden dagilimi ve protein
molekiillerinde gerceklesen konformasyonel degisikliklerdir. Birden fazla protein
¢esidinin bulundugu ortamlarda, proteinler adsoplanabilmek i¢in yaris halindedirler
ve yiizeye ilk ulasan protein adsorplanir. Sonrasinda, diger proteinlerin de yiizeye
ulagmasiyla yiizeye ilgisi fazla olan proteinlerin adsorplanmis olan proteinlerle yer
degistirmesi sonucu ard arda adsorpsiyon ve desorpsiyon olaylari meydana gelir. Bu
olay, Vroman etkisi olarak adlandirilmaktadir. Vroman etkisi, hidrofobik ylizeylere
kiyasla hidrofilik yiizeylerde daha 6n plandadir. Fibrinojen ve fibronektin Vroman
pikini gosteren proteinlerdir [35,37,38].
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3.1 Proteinin Yapisi

Dogada 20 aminoasit ¢esidi bulunmaktadir ve Sekil 3.2°de kimyasal reaksiyonu
gorildiigli lizere aminoasitlerin peptid baglariyla birbirlerine baglanmasi sonucu
polipeptid zincirleri olusur. Tek polipeptid zincirinden ya da birden fazla polipeptid
zincirinin bir araya gelmesiyle protein yapist meydana gelir. Polipeptid zincirlerinin
katlanmasi sonucu her proteinin kendine 6zgii olan {i¢ boyutlu yapisi ortaya c¢ikar.
Proteinlerin yapisinda aminoasitlerin yani sira fosfatlar, oligosakkaritler veya lipidler

de yer alabilmektedir [39,40].

peptid Badi
H H H H T H H su
Rj=— C—COPH + H—N—C— Rz——> Ry— C—/CO—N}—C —R; + H:0
NH; COOH bh COOH
Amincasit-1 Amincasit-2 Protein

Sekil 3.2 : Peptid baginin olusum reaksiyonu [41].

Proteinlerin yapisi, primer yapi, ikincil yapi, tersiyer yapi ve kuarterner yapi olmak
tizere dort farkli sekilde tanimlanabilmektedir. Aminoasitlerin tek bir sira halinde
dizilimlerinin gosterilmesiyle tanimlanan protein yapisina primer yapi denilmektedir.
Aminoasitler arasindaki hidrojen baglarinin etkisiyle ortaya ¢ikan geometrik sekillere
proteinin ikincil yapisi denilmektedir ve en genel ikincil yapilar Sekil 3.3’te gosterilen
a-heliks ve B-yaprak yapisidir. Polipeptid zincirlerinin ii¢ boyutlu gosterildigi yapiya
tersiyer yapi denilmektedir. Proteinler genelde iki ya da daha fazla polipeptid alt
birimlerinden meydana gelirler ve bu alt birimlerin hepsinin toplu olarak ti¢ boyutlu

gOsterimi kuarterner yap1 olarak adlandirilmaktadir [39].

Sekil 3.3 : Proteinlerin ikincil yapilar1 [42].
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Proteinin  yapisi, adsorpsiyonu etkileyen etmenlerden biridir. Proteinler,
biiyiikliiklerine, yapisal stabilitelerine ve bilesimlerine gore siniflandirilabilmektedir.
Proteinlerin buyukligii, adsorplanan proteinlerin yapmis oldugu konformasyonel
degisiklikler iizerinde etkili oldugundan adsorpsiyon olayinda énemli bir faktordiir.
Ornegin, lizozim, B-laktoglobulin ya da a-kimotripsin gibi proteinler kiigiik ve esnek
olmayan bir yapiya sahip olduklarindan sert proteinler olarak adladirilirlar ve yapisal
duzenlenmelere egilimleri azdir. Alblimin, fibrinojen (Sekil 3.4), transferrin ve
immunoglobulin gibi orta biiylikliikteki plazma proteinleri, adsorplandiklarinda
Coulomb, van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglarinin etkisiyle konformasyonel
degisime ugrayarak sahip olduklar1 serbet enerjiyi minimuma indirir ve sonugta daha
stabil bir forma gegerler. Konformasyonel degisiklige ugrayan proteinler,
desorplandiklarinda proteinlerin sahip oldugu i¢ dengeleyici kuvvetlerin etkisiyle eski
yapilarina geri donerler [40,43]. Ayrica, proteinlerin hidrofilikligi de adsorpsiyon
olayinda etkili bir 6zelliktir [7,40].

Kanda en ¢ok bulunan proteinler, albiimin, globulin ve fibrinojendir. Albimin kalp
seklinde iken, globulin y seklinde ve fibrinojen ¢ubuk seklinde bir yapiya sahiptir [7].
Plazma proteinlerinden biri olan fibrinojenin, trombosit olusumunda ve viicut dis1 bir
malzemenin ylizeyiyle etkilesim proseslerinde biiyiik rolii bulunmaktadir [44]. Viicuda
yerlestirilen malzemeler kanla temas ettiklerinde, 6zellikle fibrinojen proteinleri
malzeme ylizeyinde adsorplandiktan sonra trombinle katalizlenerek fibrine doniisiir ve
fibrin, malzeme yiizeyinde pihtt olugsmasina neden olmaktadir [45]. Bu nedenle,

plazma proteinleri arasinda fibrinojen 6nemli bir yere sahiptir.

Fibrinojen, bitin omurgalilarin kan plazmasinda bulunmaktadir ve Sekil 3.4’te
goriildiigii gibi Ao-, BB- ve y- polipeptid zincirlerinden olusan ¢ok zincirli bir
glikoproteindir. Aa-zincirinde 610, BB-zincirinde 461 ve y-zincirinde 411 amino asit
bulunmaktadir. Fibrinojen molekiiliintin iki ucunda yer alan nodiller D bolgesi olarak
adlandirilirken, molekiiliin ortasindaki nodiil E bolgesi olarak adlandirilir ve bu iki
bolgeyi birbirine 17 nm uzunlugundaki ¢ift kivrimli (coiled-coil) uzun segmentler
baglamaktadir. Fibrinojen 340 kDa agirligindadir ve toplam uzunlugu 45 nm olup 2-3
nm ¢apa sahiptir [46-48]. Ayrica, fibrinojen proteini fizyolojik ortam olan pH 7,4’te
net negatif yiike sahip olup izoelektrik noktas1 5,5’tir [49].
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Sekil 3.4 : Fibrinojen molekiiliiniin yapisi. (A) Fibrinojen molekiiliiniin sematik
gosterimi, (B) Fibrinojenin kristalografik yapisinin van der Waals gosterimi [48].

Her bir canli tiirlindeki fibrinojen proteininde c¢esitli farkliliklar bulunmaktadir.
Ornegin, insan ve tavuklardaki fibrinojen proteinlerinin (Sekil 3.5) yapisindaki
farklilik su sekilde agiklanabilir. insan fibrinojenindeki aC bdlgesinde tekrarlayan 13
rezidii tavuk fibrinojeninde bulunmamaktadir. Sekil 3.5’teki yesil renkli kisimlar a-
zincirlerini, mavi renkli kisimlar B-zincirlerini, kirmizi renkli kisimlar y-zincirlerini,
sart renkli kisimlar peptid nodiillerini ve gri renkli kisimlar karbonhidratlart

gostermektedir [45].

Karbohidrat

| | A%
Tavuk Cift kevrmlar Orta bolge B bogumu |
P po- BC oC Abogumu

Sekil 3.5 : Fibrinojen proteininin insan ve tavuklardaki yapisinin karsilagtirmali
gOsterimi [45].

Fibrinojen proteininin karakteristik FTIR spektrumu Sekil 3.6’da goriildiigi gibidir.
En yiiksek absorbansin oldugu amid I piki 1600-1700 cm™ bandinda bulunurken, daha
diisiik absorbansli amid II piki 1500-1600 cm™ bandinda bulunmaktadir. En diisiik
absorbans degeri amid III bandinda goriilmektedir [47,50].
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Sekil 3.6 : Insan kanindaki fibrinojen molekiiliiniin FTIR spektrumu [47].
3.2 Protein Cozeltisinin Ozellikleri

Proteinin bulundugu ortamin yani protein ¢ozeltisinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri,
protein adsorpsiyonunu etkileyen etmenlerdendir. Bu 6zellikler pH, sicaklik, iyonik
kuvvet, kimyasal bilesim ve konsantrasyon olarak siralanabilir. Protein ¢ozeltisini
hazirlayabilmek i¢in Tris-HCI veya fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) gibi ¢esitli tampon
cozeltiler kullanilmaktadir. Proteinler, ¢ok dar bir pH araliginda stabil durumdadirlar
ve PBS ile hazirlanan protein ¢ozeltisinde pH 7 civarinda protein yapist stabildir. Bu
nedenle, adsorpsiyonun gerceklestigi ortamin pH araligi 7°ye yakinsa, PBS en ¢ok
tercih edilen tampon cozeltilerdendir [7,51-53]. Yapilan bir ¢alismada, pH’in
adsorpsiyona etkisi arastirilmak i¢in degisik pH degerlerinde fibrinojenin adsorpsiyon
davranisi incelenmistir. Sekil 3.7°de gorsel olarak ifade edilen bu calismada pH 7,4
iken, fibrinojenin aC’unun molekiiliin i¢ kisimlarina dogru yonelim gostermekte
oldugu anlasilmis ve fibrinojen ile yiizey arasinda integrin baginin olugmadigi ve
trombosit baglanmasimnin az miktarda gerceklestigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin,
aC’un yoneliminden kaynaklandigi belirtilmektedir. pH’1 3,2 olan bir ¢ozeltide ayn
inceleme yapildiginda ise, integrin ve trombosit baglanmasinin arttigi anlasilmistir.
Bunun sebebinin de, diisiik pH’ta fibrinojenin genislemesi sonucunda oC’un
molekiiliin dis kistmlarinda yer almasindan kaynakladigi sdylenmektedir [49]. Integrin
bagin1 agiklamak gerekirse, adezyon reseptorlerine integrinler denir ve proteinler
biyomalzeme yiizeyini integrin reseptorleri araciligiyla taniyip adsorplanirlar [1].

Ayrica, yapilan bagka bir ¢alismada, diisiik pH’ta adsorplanan proteinlerin olusturdugu
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tabakanin ilk basta esnek olmadigi, zamanla viskoelastik bir tabakaya doniistiigii fakat,
yikksek pH’ta adsorplanan proteinlerin meydana getirdigi tabakanin en bastan

viskoelastik bir yapiya sahip oldugu sdylenmektedir [53].

pH3.2 PBS yH7.4 PBS
A Rinsing B Rinsing .
aC-hidden aC-expanded aC-exposed

=9 /”_‘_’\/ ¥

Fib adsorbed at pH7.4 Adsorbed Fib at pH3.2  Adsorbed Fib at pH7.4

o
al

Sekil 3.7 : Hidrofilik yilizeye adsorplanan fibrinojen proteininin ¢esitli pH
degerlerindeki konformasyon degisimi ve yonelimi [49].
Proteinlerin ¢ozeltideki minimum c¢ozinarlik seviyesi izoelektrik nokta (pl) ile
belirlenmektedir ve pl ile pH arasinda bir iliski bulunmaktadir [54]. Ornegin, proteinin
pI’s1 ¢bzeltinin pH’indan biiyiikse, proteinin sahip oldugu net pozitif ylik fazla
olacagindan protein pozitif yiiklii hale gelir ve negatif ylikli ylizeye ilgisi artar.
Proteinin pI’s1 ¢dzeltinin pH’indan kiigiik oldugu durumda ise, protein negatif net yike
sahip olacagindan pozitif yiiklii ylizeye adsorplanmayi tercih eder. Eger, proteinin
pI’s1 ¢ozeltinin pH’ma esit ise, protein notrdiir ve notral yiizeye adsorplanma

egilimindedir [55].

Cozelti sicakliginin da adsorpsiyonda etkili oldugu yapilan caligmalarda ortaya
cikmaktadir. Sicakligin arttirilmasi ile ¢ozeltideki ve arayiizeydeki proteinlerin
hareketliligi artar. Sicakligin arttirilmasi her zaman adsorpsiyonu arttirir gibi bir
genelleme yapilamaz. Ciinkii, proteinlerin yapisal stabiliteleri farklilik gosterdiginden
sicaklik artisiyla yapacaklar1 konformasyonel degisiklikler proteinlerin adsorpsiyon
davramisini belirler. Ornegin, stabilitesi az olan proteinlerin konformasyonu sicaklik
artis1 ile belirgin bir sekilde degistiginden bu proteinlerin adsorpsiyonu da artmaktadir
[7,56]. Lizozim proteini ile yapilan bir ¢alismada, sicakligin 20°C’den 80°C’ye
arttirilmasiyla silika/su arayilizeyine lizozim adsorpsiyonunun arttigi gézlenmistir.
Ayrica, endotermik adsorpsiyon proseslerinde sicakligin arttirilmasi sonucu,

adsorplanan protein miktarinda artis gozlenirken, ekzotermik proseslerde tam tersi bir

durum s6z konusudur [57].

Polimer ylizeye protein adsorpsiyonunu etkileyen bir diger etmen ise ¢ozeltinin iyonik
kuvvetidir. Iyonik kuvvetin adsorpsiyon iizerindeki etkisini anlayabilmek igin yapilan

bir caligmada, benzer biiyiikliik ve sekillere sahip fakat pH 7,4 te farkli ylklerde olan
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lizozim, miyoglobin ve a-laktalbimin proteinleri kullanilmistir. pH 7,4’te pozitif
yukli lizozim, noétral miyoglobin ve negatif yiiklii a-laktalbimin proteinlerinin
niyobyum oksit (Nb2Os) ile kaplanmis polimer yilizeye adsorpsiyon miktarlari
incelenmistir. Elde edilen sonuglardan, sert yapidaki lizozim adsorpsiyonunun iyonik
kuvvet arttikca azaldigi fakat, miyoglobin ve a-laktalblmin adsorpsiyonunun
¢ozeltinin iyonik kuvvetinden bagimsiz oldugu anlasilmistir. Hatta, Nb2Os ile
kaplanmis polimer ylizeye miyoglobin ve a-laktalbiimin adsorpsiyon miktar lizozime
oranla daha az olunca iyonik kuvvetin adsorpsiyonda tek basina etkili olmadig1 ve
protein ile ylizey arasindaki elektriksel etkilesimin adsorpsiyonda daha etkili
olabilecegi veya arayiizeyde proteinlerin yapisal bozulmaya ugradiklar1 sonucuna

varilmustir [58].

3.3 Polimer Yiizeyinin Ozellikleri

Polimer yizeyinin kimyasal, geometrik ve elektriksel 06zellikleri protein
adsorpsiyonunu etkileyen etmenlerdendir. Polimer ylzeyinde bulunan purizliluk ve
porlar yizeyin geometrik Ozelliklerini belirlemektedir. Pirizli yuzeyler, ayni
boyutlardaki diiz ylizeylere oranla daha fazla yiizey alanina sahip olduklarindan,
proteinin adsorplanabilecegi aktif bolge miktar1 daha fazladir. Bu nedenle, piiriizlii
yiizeylere protein adsorpsiyonunun diiz ylizeylere oranla daha fazla gerceklestigi
sOylenebilmektedir [59,60]. Fakat, piriizliiliik arttik¢a protein adsorpsiyonu da her
zaman artar denilemez. Ciinkii, Sekil 3.8’de de goriildiigii gibi piirtizliiliiklerin
derinlikleri ve geniglikleri ayn1 degildir ve protein gibi biiyiikk boyutlu molekiiller,
yuzeydeki dar bolgelerde yer alan aktif kisimlara ulasamadigindan adsorplanan protein

miktarinda diisiis gozlenebilmektedir [61].

Sekil 3.8 : Puruzli yizeylere protein adsorpsiyonu [61].
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Yiizey piiriizliiliigii tek basina protein adsorpsiyonunu agiklamak icin yeterli degildir
ve hidrofiliklik gibi diger etmenleri de hesaba katmak gerekmektedir. Polimerin
kimyasal 6zelligi olan hidrofiliklik, adsorpsiyonda olduk¢a 6nemli bir faktordiir ve

hidrofobik yuzeylere proteinlerin ilgisinin daha fazla oldugu belirtilmektedir [59,60].

Sekil 3.9’da goriilen ¢alismada, hidrofilik ve hidrofobik yiizeylere lizozim, alblmin
ve a-Siniiklein (a-Syn) proteinlerinin adsorpsiyon miktarlari incelenmistir. Albimin
ve a-Syn proteinlerinin ylizeye yoneliminin hidrofiliklikle degisim gosterdigi ve
hidrofobik yiizeylerde bu proteinlerin miktarinin daha yogun oldugu goriilmdstiir.
Sonug olarak, lizozim gibi sert proteinlerin hidrofilik yiizeylere adsorpsiyon egiliminin
fazla oldugu anlasilirken yumusak, katlanmamis proteinlerin hidrofobik yiizeylere
adsorpsiyon egiliminin fazla oldugu anlasilmistir. Bunun sebebinin de yumusak
proteinlerin yapisal diizenlenme gergeklestirerek hidrofobik yilizeylere daha yogun bir
sekilde baglanmasi olarak agiklanmaktadir [62]. Ayrica, araylizeyde bulunan su
molekiillerinin hidrofilik yiizeylerle gii¢lii etkilesimler yapmasi, hidrofilik yiizeye
adsorplanan protein miktarinda 6nemli oranda diismeye yol agmaktadir. Ciinkid,
hidrofilik ylizeye baglanan su molekiilleri bariyer olusturarak proteinlerin ylzeye
erisimini engellemektedir. Arayiizeydeki su molekiillerinin olusturdugu bariyeri
kirmak i¢in yiiksek enerji gerekmektedir ve bu yaklasim su bariyer teorisiyle

desteklenmektedir [63].

0.7 ng/mm’ 1.5 ng/mm’
0, 0
91% solvation 58 i 83% solvation fm
~ 14kDa 0.1 MPa 02 MPa
Unfolded, “soft” protein . - “n . . ’ ;
net charge -0 at pH 7.4 Hidrofilik - Silikon oksit Hidrofobik - Metil
1.1 ng/mm’ 1.8 ng/mm’
88% solvation 5.5 nm 77% solvation 3.5 nm
Albumin 0.2 g/mL 0.53 g/mL
~ 66kDa -LLZ 025mre  MEYIPEIPEEP | \ra
Globular, *soft” protein . . .- . - : 4
net charge -14 a?pH 7',4 Hidrofilik - Silikon oksit Hidrofobik - Metil
2.9 ng/mm’ 2.6 ng/mm’
52% solvation 51% solvation
45nm 4nm
Lysozyme 0.65 g/mL 0.65 g/mL
~ 14kDa 0.6 MPa 0.9 MPa
Globular, "rigid” protein 14 eofilik - Silikon oksit Hidrofobik - Metil

net charge +7 atpH 7.4

Sekil 3.9 : Hidrofilik ve hidrofobik yiizeylere protein adsorpsiyonu [62].
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Polimer yiizeyinin elektriksel 6zelligi de protein adsorpsiyonunda énemli bir etkiye
sahiptir. Eger polimer ile proteinin elektriksel yiikleri zit olursa, protein ile yiizey
birbirlerini ¢ekeceklerinden daha fazla etkilesime girerek protein adsorpsiyonunda

artisa neden olmaktadir [7,63].
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4. MODELLEME VE SIMULASYON YONTEMLERI

Deneysel ¢aligmalar, makroskobik diizeyde bilgilere ulasilmasini saglamaktadir [40].
Molekiiler diizeyde ger¢eklesen olaylarin mekanizmasini tam olarak anlayabilmek ve
proteinler gibi kompleks sistemlerin davraniglarini tahmin edebilmek her zaman
deneysel ¢aligmalarla miimkiin olmamakta, bu durumda da hesaplamali modelleme ve
similasyon metodlar1 kullanilmaktadir. Ayrica, deneysel c¢alismalara oranla,
hesaplamali modelleme ve simiilasyon metodlariyla daha ekonomik ve hizli sonuglar
elde edilebilmektedir. Martin Karplus, Michael Levitt ve Arich Warshel’in yapmis
oldugu ‘Development of Multiscale Models for Complex Chemical Systems’ adli
calismada, deneysel sonuclarla yiiksek uyumluluk gosteren kompleks sistem
modellemesini basardiklarindan 2013 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii kazanmislardir
[12]. Nobel Kimya odiiliintin, hesaplamali modelleme ve simiilasyon g¢alismasina
verilmesiyle simiilasyonun 6nemi daha iyi anlagilmigtir. Kat1 yiizeyler {izerine protein
adsorpsiyonu, uzun zamandir hem deneysel hem de hesaplamali modelleme ve

similasyon yontemleri kullanilarak arastirilan biyokimyasal bir konudur.

4.1 Matematiksel Modeller

Protein adsorpsiyon mekanizmasi, adsorpsiyon kinetigini etkilediginden difiizyon ve
reaksiyon modelleri gibi ¢esitli matematiksel modeller gelistirilmistir [40,64].
Adsorpsiyon difizyon modelleri genellikle adsorbenti ¢evreleyen sividaki difiizyon,
adsorbent yizeyinde bulunan porlardaki diflizyon ve adsorplanan madde ile aktif
bolge arasinda gergeklesen adsorpsiyon-desorpsiyon olaylari olmak {izere ii¢ temel
adim {izerine kurulmaktadir. Adsorpsiyon reaksiyon modelleri ise, adsorpsiyondaki

kinetik proseslerin anlagilabilmesi lizerine gelistirilmistir [64].

Matematiksel modellerde Langmuir, Freundlich, Brunauer-Emmett—Teller, Redlich
Peterson, Dubinin—Radushkevich, Temkin, Toth, Koble—Corrigan, Sips, Khan, Hill,
Flory—Huggins ve Radke—Prausnitz izotermleri gibi g¢esitli izotermlerden
yararlanilmaktadir. Bu izotermlerden bazilar1 iki parametreli iken bazilar1 fic

parametreli izotermlerdir. Iki parametreli izotermler, Langmuir, Freundlich, Dubinin—
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Radushkevich, Temkin, Flory—Huggins ve Hill’dir. Diger izotermler ise ii¢
parametreye sahiptir [65].

Protein adsorpsiyonu ve zamanla proteinlerin ylizeyi kaplama miktarlar1 Langmuir
izotermi kullanilarak incelenebilmektedir ve Langmuir adsorpsiyon izoterminde bir
takim kabullerden yararlanilir. Bu kabuller, yilizeye adsorpsiyonun tek tabakali oldugu,
adsorpsiyonun ylizeyde bulunan belirli sayidaki bolgelerden gergeklestigi,
adsorplanan molekiiller arasindaki yan etkilesimlerin ve sterik engelin olmadig:
seklindedir. Ayrica, Langmuir izotermi ile her bir molekiiliin sabit entalpili oldugu ve
adsorpsiyonun gergeklesecegi yilizeye ilginin molekiiliin her tarafinda ayni oldugu
(homojen adsorpsiyon) kabulii yapilmaktadir [65,66]. Langmuir izoterminde
kullanilan denklemlerin lineer olmayan (denklem 4.1) ve lineer (denklem 4.2) formlar1

asagida goriilmektedir.

Langmuir izoterminin lineer olamayan formu,

QObCe
_ 4.1
Qe =774 bC, “.0)
Langmuir izoterminin lineer formu,
Ce_ 1 G (4.2)
e bQO QO

Langmuir izoterm denklemindeki terimlerin agiklamasi; ge adsorplanan molekdiliin
dengedeki miktar1 (mg/g), Co adsorplanan maddenin ilk konsantrasyonu (mg/L), b

Langmuir sabiti (dm®mg) ve Ce denge konsantrasyonudur (mg/L).

Ayrica, adsorplanan molekiile gosterilen ilginin farklilik gosterdigi heterojen
yiizeylere ¢ok tabakali ve tersinir adsorpsiyon olaylarinda Freundlich adsorpsiyon
izotermi kullanilabilmektedir [65]. Freundlich izoterminin lineer olamayan formu ve

lineer formu denklem 4.3 ve denklem 4.4’te goriilmektedir.

Freundlich izoterminin lineer olamayan formu,

de = KFCel/rl (43)

Freundlich izoterminin lineer formu,

1
log qe = logKp + Hlog Ce (4.4)
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Denklem 4.3 ve denklem 4.4’te gegen Kr, Freundlich izoterm sabitidir (mg/g) (dm?3/g)"
ve adsorpsiyon kapasitesiyle ilgilidir [65].

4.2 Simulasyon Teknikleri

Protein adsorpsiyon olaymi protein ¢dzeltisinin, proteinin ve adsorbent yiizeyinin
Ozellikleri belirlediginden bu ¢ faktorln etki derecelerinin  belirlenmesi
gerekmektedir ve simiilasyon yontemleri kullanilarak bu islem hizli ve ekonomik bir
sekilde gergeklestirilebilir. Her bir faktér ayr1 ayr1 modellenerek simiilasyon

calismalar1 yapilir ve etki dereceleri belirlenir [7].

Yapilan bir ¢alismada, adsorpsiyonun ger¢eklesecegi yiizeyin 6zelliklerinden biri olan
hidrofilikligin protein adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Sekil 4.1°den gorildigi
tizere, farkli bilesimlerdeki tek tabakali korumali metal nanopartikiiller (MPMN)
modellenerek 6 farkli yiizeyde sitokrom C (Cyt C) proteininin adsorpsiyonu kaba
Olcekli (CG) molekiiler dinamik (MD) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Sonug
olarak, yiizey hidrofilikliginin artmasiyla adsorplanan Cyt C proteininin miktarinda
artis oldugu gozlenmistir. Sekil 4.1°deki kirmiz1 kiireler nanopartikiiller ile etkilesime
giren rezidiileri, mavi kiireler temel rezidiileri, yesil kiireler yiiksiiz polar rezidiileri ve

beyaz kureler hidrofobik reziduleri gostermektedir [67].

Sekil 4.1 : Cyt C — MPMN sistemi i¢in en diisiik enerji baglanma konformasyonlart.
(A) OT Homo, (B) 1:2 MH:OT, (C) 1:1 MH:OT ince, (D) 1:1 MH:OT kalin, (E) 2:1
MH:OT ve (F) MHHomo MPMN yuzeyler [67].
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Polimer ylizeye protein adsorpsiyonunu simile ederken MD, Monte Carlo (MC) ve
Brownian dinamigi (BD) gibi ¢esitli simiilasyon metodlarindan yararlanilmaktadir.

Her bir yontemin kendine 6zgii belirli 6zellikleri bulunmaktadir [7].

4.2.1 Molekduler dinamik metodu

1970’lerin sonunda gelistirilen MD simiilasyon metodu ile atomik veya molekiiler
diizeydeki incelemeler yapilabilmektedir. Ornegin, atomik seviyede gergeklestirilen
simiilasyonlar, gercek sistemlerle oldukc¢a iyi uyum saglayabildiginden, biyolojik
sistemlerin incelenmesinde MD 6nemli bir yere sahiptir. MD’de inceleme yapilirken,
atom ve molekillerin hareketlerini anlayabilmek igin kuvvet denklemlerinden
yararlanilmaktadir. Ciinkii, gercek sistemlerde her bir atoma cesitli kuvvetler
uygulanmaktadir ve bu kuvvetler, birbirlerine bagl ve bagli olmayan atomlar arasinda
gerceklesmektedir. Her bir atoma uygulanan net kuvvet, simiilasyonda Sekil 4.2’deki
gibi potansiyel enerji denklemleri vasitasiyla hesaplanmaktadir. Birbirlerine bagl
olmayan atomlarin uyguladiklart kuvvetler, van der Waals ve -elektrostatik
etkilesimlerden kaynaklanmakta olup sirasiyla Lennard-Jones 6-12 denklemi ve
Coulomb kanunu kullanilarak belirlenmektedir [68,69].

Birbirlerine Birbirlerine bagh
bagh atomlar olmayan atomlar
E 3 N
Toplam = anélar Kr("_req'lz"'Za;llm' Ke(ve_eeq)2+Zdihedraller%[’l'*cos(no—)’)]‘*'Zi(j le_lz_Rll ngq!;
ij ij
r
— 0
o0 o5° odf,° @ "
¢ R, @

n

Sekil 4.2 : Atomlara uygulanan kuvvetlerin MD denklemindeki gdésterimi [69].

Atomlar, Uzerlerine uygulanan kuvvetlerin etkisiyle farkli yonlere dogru hareket
ederler ve zamanla yer degistirirler. Yapilan hareketin ivmesi, hiz1 ve atomun yeni
pozisyonu Newton’un hareket kanunundan (denklem 4.5) yararlanilarak
bulunmaktadir. MD yontemi kullanilarak simiilasyon yapilirken, atom/molekiillerin
baslangi¢ koordinatlarinin ve hizlarinin, potansiyel enerji ve yayilma algoritmalarinin
modelleme yapilirken belirtilmesi gerekmektedir. Atom/molekiillerin baslangic

koordinatlari, deneysel c¢alismalardan veya modellerden elde edilen sonuglar
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yardimiyla bulunabilirken, potansiyel enerji bilgisi koordinat boyunca proteinin ylizey

enerjisinin parametrelenmesi olan kuvvet alan denklemleri ile belirlenir [68,70].

2
i _ (45)

Atz T my

Atomlarin ¢ok hizli hareket ettikleri durumlar da olabildiginden atomik seviyede
simiilasyon yapilirken kullanilan zaman araliklar1 c¢ok kiigiik tutularak c¢ok hizh
hareket eden atomlarin da simiilasyonda incelenebilmesine olanak saglanir. Bu
nedenle, similasyon ¢alismalarinda zaman araliklar1 1-2 fs seviyesindedir [68]. MD
yontemiyle simiilasyon yapilirken en ¢ok kullanilan simiilasyon paketleri AMBER,
CHARMM, GROMACS ve NAMD seklindedir. NAMD kolay bir programlama diline
sahipken CHARMM oldukc¢a komplekstir. NAMD’1n fonksiyonu CHARMM’a oranla
daha az olmasina karsin, biiyiik protein ve protein komplekslerinin simule edilmesinde
NAMD’1n performansi ¢ok iyidir. GROMACS ve AMBER, kapsam ve programlama
dili agisindan NAMD’a benzemektedir [68—70].

MD simiilasyonu kullanilarak incelenen bir adsorpsiyon ¢alismasinda, altina baglanan
peptidler (GBP) ile altina baglanmayan peptidlerin (NGBP) altin yiizeyine
adsorpsiyonlart CHARMM?22 kuvvet alani yardimiyla incelenmistir (Sekil 4.3).
Simiilasyon ¢alismasi1 sirasinda Lennard-Jones potansiyelinden yararlanilmistir ve
etkili bir adsorpsiyonun olmasi i¢in su molekiillerinin yer degistirmesi gerektigi
goriilmiistiir. Bunun i¢in de proteinin konformasyonel degisiklige kolayca
ugrayabilmesi i¢in esnek olmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Sekil 4.3’te sol tarafta
adsorpsiyon Oncesindeki konformasyon ve sag tarafta adsorplanmis konformasyon

gorulmektedir [71].

...................

..................

Sekil 4.3 : Proteinlerin altin ylizeyine adsorplanmadan 6nceki ve sonraki goriintiileri.
(A) 3GBP, (B) 6GBP ve (C) 6NGBP [71].
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4.2.2 Monte Carlo metodu

Monte Carlo simiilasyon yonteminde kullanilan denklemlerdeki sayilar rastgele
atandigindan atom/molekiillerin konumlarindaki degisiklikler rastgele gerceklesmekte
ve bunun sonucunda, olasilik degerlendirmesinin yapilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, MC yontemi ile kesin sonugtan =ziyade yaklasitk sonuglar elde
edilebilmektedir [72]. Protein adsorpsiyonu simiilasyonlarinda proteinler Kkire
seklinde modellenmektedir. MC simiilasyon yonteminde, Canonical MC veya Grand
Canonical MC topluluklar1 (ensembles) kullanilmakta ve Metropolis algoritmasindan
yararlanilmaktadir. Ayrica, sistemin termodinamik dengeye ulasabilmesi i¢in en az

15*10° adim gerekmektedir [73].

Adsorplanan proteinlerin yonelimi MC simiilasyon yontemiyle belirlenebilmektedir.
Ornegin, diisiik molekiil agirligma sahip elipsoid seklindeki lizozim proteininin
yiizeye adsorplanan en diisiik enerjili yonelimi MC similasyon metodu ile
bulunabilmektedir. Lizozim, enzim kinetigi ve molekiiler immiinoloji ¢aligmalarinda

model protein olarak kullanildigindan 6nemli bir proteindir [74].
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5. KULLANILAN METOT VE MALZEMELER

Bu ¢alismada, plazma proteinlerinden biri olan fibrinojenin ¢esitli politretan (PU)
yuzeylere adsorpsiyonu ve protein adsorpsiyonunu etkileyen faktorler hem deneysel
hem de molekiler modelleme ve similasyon ¢alismalariyla incelenmistir. Elde edilen

deneysel sonuglar ile simulasyon sonuglar: beraber degerlendirilmistir.

5.1 Deneysel Calisma

Deneysel c¢alisma kapsaminda, farkli formiilasyonlara sahip PU filmlerin
sentezlenmesi ve karakterizasyon calismalari tamamlandiktan sonra, fibrinojen
proteininin, sentezlenen PU yiizeylere fizyolojik kosullardaki adsorpsiyonu

incelenmis ve polimer yapisinin adsorpsiyon iizerindeki etkileri aragtirtlmistir.

5.1.1 Kullamlan kimyasallar

PU sentezinde polietilen glikol (PEG), hint yagi (HY) (Sekil 2.1), hekzametilen
diizosiyanat (HDI) (Sekil 2.3) ve 1,4-biitandiol (BDO) (Sekil 2.4c) kimyasallar
kullanilmaktadir ve bu kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Sentezde PEG poliol kaynagi, HY hem poliol kaynagi hem de ¢apraz baglayici, HDI
izosiyanat kaynagi ve BDO zincir uzatici olarak kullanilmaktadir. PU film sentezinde
farkli molekiil agirliklarina sahip 3 farkli PEG kullanilmistir. PEG400 olarak
gosterilen 400 g/mol molekiil agirlikli, PEG1500 olarak gosterilen 1500 g/mol
molekiil agirlikli ve PEG3000 olarak gosterilen 3000 g/mol molekiil agirlikli polietilen
glikol kimyasalidir. Kullanilan kimyasallarin bazi 6zellikleri Cizelge 5.1°de

verilmistir.
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Cizelge 5.1 : PU film sentezinde kullanilan kimyasallarin genel 6zellikleri.

Isim Ozellikler Deger
Molekiil agirligi, g/mol 400,0
PEG400
Yogunluk, g/cm?® 1,13
Molekiil agirhigi, g/mol 1500,0
PEG1500
Yogunluk, g/cm3 1,20
Molekiil agirligi, g/mol 3000,0
PEG3000
Yogunluk, g/cm3 1,21
v Hidroksil degeri, mg KOH/g numune 161,01
Asit degeri, mg KOH/g numune 1,47
Molekiil agirligi, g/mol 168,2
Yogunluk, g/cm?® 1,047
HDI Kaynama noktasi, °C 82-85
Erime noktasi, °C -67
Alev alma noktasi, , °C 135
Molekiil agirligi, g/mol 90,12
BDO girhgl, g
Yogunluk, g/cm?® 1,02

5.1.2 PU film sentezi

PU film sentezi, tek kademe metoduyla gergeklestirilmis ve biitlin reaktantlar
reaksiyon ortamina konulup reaksiyonun tamamlanmasi saglanmistir. Ayrica, sentez
sirasinda ¢oziicli ve katalizor kullanilmamistir. Sekil 5.1°de PU sentez reaksiyonu
sematik olarak gosterilmektedir. Sadece HY kullanilarak yapilan sentez reaksiyonuna
ait gosterim Sekil 5.1 (B)’dedir. Sekil 5.1 (A)’da ise, PEG ile HDI arasindaki
reaksiyonun gsemasit goriilmektedir. PEG ile HY’nin birlikte kullanildig
reaksiyonlarda PEG ve HY molekdlleri PU yapisinda gelisigiizel yerlesmektedir.
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Sekil 5.1 : Tek kademe metoduyla PU sentezi reaksiyonu. (A) PEG ile HDI
kullanilarak PU sentezi, (B) HY ile HDI kullanilarak PU sentezi [75].

Reaksiyonun verimli gergeklesebilmesi igin reaksiyon ortaminda su, nem ve havanin
bulunmamasi1 gerekmektedir. Bu nedenle, kullanim 6ncesinde reaktantlara kurutma
islemi uygulanir ve reaksiyon azot atmosferinde ger¢eklestirilir. Reaksiyon dncesinde,
BDO 50°C sicakliktaki vakum etiiviinde, HY 80°C sicakliktaki vakum etiiviinde 24’er
saat vakum altinda neminin gitmesi i¢in bekletilir. PEG’in neminin uzaklastirilmasi

amaciyla PEG, 94°C’de 6 saat boyunca vakum altinda doner buharlastiricida tutulur.

Sentez i¢in gerekli olan kurutma islemleri uygulandiktan sonra, doner karistiricidaki
PEG’in iizerine film formiilasyonuna gore belirlenen miktarda HY eklenir ve 30
dakika 94°C’de vakum altinda doner karigtiricida karistirilarak hem homojen bir
karisim elde edilir hem de nem varsa nem uzaklastirilir. Reaksiyon karisimina PEG ve
HY ’nin toplam hidroksil miktarina esit miktarda hidroksil icerecek kadar BDO ilavesi
yapilarak 30 dakika 94°C’de vakum altinda doner karistiricida karistirilarak homojen
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bir karisim elde edilir. Daha sonra, reaksiyon karisimi U¢ boyunlu balona aktarilarak
azot gazi beslemesi esliginde reaktantlarin hidroksil miktarina ekivalent miktarda
izosiyanat gruplar1 igeren HDI damla damla ilave edilir. Bu sirada, karistirma hizi
300rpm’dir. Bu esnada, reaksiyonun hizli ger¢eklesmemesi ve kontrolli
ilerleyebilmesi i¢in reaksiyon ortaminin sicakligi 50°C’ye ayarlanir. HDI’nin damla
damla ilave edilmesinin sebebi ise, polimer zincirlerinin bir anda olusmayip, yavas ve
daha uzun zincirli olabilmesi igindir. Reaksiyon ortamina eklenen HDI havanin
nemiyle de kolayca reaksiyon verebileceginden azot atmosferinde c¢alisilmaktadir.
HDI eklemesi bittikten sonra, homojen bir karisim elde edebilmek i¢in 5 dakika daha
300rpm’de karistirtlan malzemeler cam Petri kaplarina aktarilir. Ayni kalinliklara
sahip film sentezinin saglanabilmesi agisindan Petri kaplarinin her birine esit miktarda
reaksiyon karigimi konulur. Petri kaplarinin agizlar kapatilarak reaksiyon karigiminin
havayla temasi kesildikten sonra, 80°C’deki etiivde 20-24 saat polimerizasyon

reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in bekletilir.

Polimerizasyon reaksiyonunun asamalar1 Fourier transform infrared (FTIR)
spektroskopisi ile izlenebilmektedir. HDI ilavesinin hemen ardindan yapilan FTIR
analizi sonucunda, HDI kaynakli serbest izosiyanat grubuna ait pikin 2260-2310 cm™
araliginda gozlenmesi gerekmektedir. Polimerizasyon reaksiyonunun sonunda ise,
serbest izosiyanat gruplarinin tamami reaksiyona gireceginden 2260-2310 cm™
araligindaki pikin kaybolmasi beklenir. Ayrica, reaksiyonun tamamlandig: tiretanin
karakteristik pikleri olan 3378 cm™ civarinda (N-H gerilme), 1682 cm™’de iiretanin
C=0 ve 1539 cm™’de C-N biikiilme piklerinin olusmasiyla teyit edilmektedir [76].
Sentezlenen PU’larin kodlar1 Cizelge 5.2°de goriilmektedir.

Cizelge 5.2 : Polimer filmlerin kodlari.

Kod PEG Molekiil Agirlig1 (g/mol) HY/PEG Orani

PU100 - 100/0
PU-400-70 400 70/30
PU-400-50 400 50/50
PU-1500-70 1500 70/30
PU-1500-50 1500 50/50
PU-3000-70 3000 70/30
PU-3000-60 3000 60/40
PU-3000-50 3000 50/50
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5.1.3 Karakterizasyon yontemleri

5.1.3.1 Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi

FTIR analizleri, malzemelerin hem kalitatif hem de kantitatif 6zellikleri hakkinda bilgi
vermektedir. Calisma prensibi ise, gonderilen kizilotesi 1s1ninin molekiil tarafindan
absorbe edilerek en diisiik elektronik enerji seviyesindeki elektronlarin donme ve

titresimsel hareketlerinin spektrum olarak gosterilmesine dayanir [77].

Bu calismadaki FTIR spektrumlari, Perkin Elmer markali ATR modlu Spectrum One
model Fourier transform infrared cihaz1 kullanilarak elde edilmistir. Spektrum
taramas1  650-4000 cm™? araliginda yapilmis ve polimerizasyon reaksiyonunun

asamalar1 gozlenmistir.

5.1.3.2 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

Malzemelerin termodinamik 6zellikleri DSC analizi ile termal islem uygulanarak
belirlenebilmektedir. Faz gegis enerjileri, konformasyonel degisiklikler ve sicaklikla
malzemedeki miktar degisimleri 6grenilebilmektedir. Ayrica, DSC analizi sonucunda
elde edilen egrilerdeki erime pikinin altinda kalan alanin integrali cihaz tarafindan
alinarak entalpi belirlenebilmektedir [78]. Elde edilen entalpi degerleri kullanilarak
polimer malzemelerin % kristalinite degerleri denklem 5.1 yardimiyla hesaplanmuistir.
% Kiristalinite degerleri bulunurken, kristalin yapiya sahip PEG’in entalpi degerinden
(AHpgg = 202,41 J. g™ 1) yararlanmilir [79].

AH
Kristalinite (%) = ——— * 100 (5.1)
AHpgg
Bu c¢alismadaki DSC verileri, azot atmosferinde Perkin Elmer markali Diamond
diferansiyel taramali kalorimetre cihazi kullanilarak alinmistir. Sentezlenen filmlerin

DSC egrileri -70°C ile 250°C arasinda ve 10°C/dakika tarama hizinda incelenmistir.

5.1.3.3 Polimer filmlerde suyla temas agis1 él¢iimii

Temas acis1, kati-s1v1 arayiizeyinde meydana gelen acidir ve temas agisi analizinden
elde edilen ag¢1 90°’den biiylikse malzeme diisiik 1slanabilirlige, 90°’den kiigukse
malzeme yiiksek 1slanabilirlige sahiptir. Malzemenin diisiik 1slanabilirlige sahip
olmasi hidrofobik yiizeylerde meydana gelirken, yiiksek islanabilirlige sahip ylizey
hidrofilik karakterlidir [80].
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Polimer malzemelerin hidrofilik mi yoksa hidrofobik karaktere mi sahip olduklarini
anlamak i¢in temas acist analiz yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
sentezlenen filmlerin hidrofiliteleri, KSV Attension Theta Lite marka temas agisi

Ol¢lim cihazi yardimiyla distile su kullanilarak incelenmistir.

5.1.3.4 Polimer filmlere sisme testi

Sentezlenen filmlere sisme testi, protein adsorpsiyonunun gerceklestigi kosullarda
yapilmistir. 50°C’de vakum altinda 24 saat kurutulan filmlerin fosfat tampon
¢ozeltisindeki sisme davraniglart 36°C’de 4 gilin boyunca gozlenmistir. PU yiizeye
protein adsorpsiyonu ilk 40 dakikada hizli gergeklestiginden ilk 40 dakika sik
araliklarla ol¢timler alinmistir. Filmlerin % sisme miktarlar1 denklem 5.2°deki

denklem yardimiyla hesaplanmustir.

W, — W
sisme miktar1 (%) = % * 100 (5.2)
1

W1 : PU filmin ilk agirligi

W : Sismis PU filmin agirhig

5.1.3.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Sentezlenen PU filmlerin yiizey piiriizliililigi ve piirtizlerin vadi girislerinin genislik

degerleri gibi ylizey 6zellikleri Nanosurf markali NaioAFM cihaziyla belirlenmistir.

5.1.4 Poliuretan filmlere protein adsorpsiyonu

Farkli formiilasyonlarda sentezlenen PU filmlerin yiizeyine protein adsorpsiyon
calismalari, Sigma-Aldrich firmasindan alinan fibrinojen proteini ile yapilmstir.
Kullanilan fibrinojen, sigir plazmasindan ekstraksiyon sonucunda elde edilmistir.
Adsorpsiyon analizlerine baglamadan once, fibrinojenin pH 7,4°teki PBS tamponu ile
cesitli konsantrasyonlarda (0 g/mL, 0,40 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,80 mg/mL, 1,0
mg/mL) protein ¢Ozeltileri hazirlanarak EK E’deki kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Homojen bir ¢ozelti elde edebilmek amaciyla, protein ¢ozeltisine 36 °C’de 3 saat
karistirma islemi uygulanmistir [81]. 1x1 cm?lik alanlarda kesilen PU filmlere
fibrinojen adsorpsiyonu, fizyolojik ortam kosulu olan 36 °C ve pH 7,4’lik PBS
tampon cozeltisinde Perkin Elmer Lambda 35 markali UV Spektrofotometre cihazi

kullanilarak analiz edilmistir. Fibrinojen 280 nm’de maksimum absorbans piki
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vermektedir. Adsorpsiyon analizinde, 1 mg/mL konsantrasyonlu 60mL’lik fibrinojen
cozeltisine PU filmler daldirilarak belirli zaman araliklarinda UV Spektrofotometre
cihaz1 ile ¢bzelti absorbansindaki degisiklikler oOlciilmiistiir. Olgiilen absorbans
degerlerinden, EK E’de verilen fibrinojen kalibrasyon egrisi kullanilarak ¢ozeltideki
protein derisimi hesaplanmistir. Her bir PU filme adsorplanan fibrinojen miktari

denklem 5.3 yardimiyla hesaplanmistir.

- (E5)y

q : Adsorplanan protein miktar1 (mg/cm?)

Co : Protein ¢0zeltisinin ilk konsantrasyonu (mg/mL)

Ca: Analiz sirasindaki ¢ozeltinin konsantrasyonu (mg/mL)
V: Protein ¢ozeltisinin hacmi (mL)

A: PU filmin yiizey alani (cm?)

5.2 Hesaplamali Modelleme ve Simiilasyon Calismasi

Bu ¢alismada, PU yiizeye fibrinojen adsorpsiyonu incelenmeden 6nce, fibrinojenin
esnek kisimlari belirlenmis ve yaptigi mentese hareketleri HingeProt internet sunucusu
kullanilarak gozlemlenmistir [82,83]. Fibrinojenin esnek kisimlarini ve mentese
hareketlerini belirlerken Gaussian agyapt modelinden yararlanilmigtir [84-86].
Fibrinojenin yapmis oldugu hareketlerin adsorpsiyonda etkili oldugu literatiirden
bilindiginden bu hareketleri belirlemek 6nem arz etmektedir. Daha sonra, PU
ylzeylere fibrinojen adsorpsiyon simiilasyonu Brownian dinamigi metodu
kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Burada hem PU yiizeyi hem de protein kaba-0lgekli
bir yaklasimla tasvir edilmistir. Farkli ylizey piiriizliiliiklerine sahip PU ylizeyler
modellenerek adsropsiyon ¢alismalari  yapilmistir. Bu sayede, fibrinojen

adsorpsiyonuna etki eden parametreler tek tek incelenmistir.

5.2.1 Brownian dinamigi metodu

Termoforetik hareket, osmoforetik hareket ve Brownian hareket olmak Uzere ti¢ temel
hareket c¢esidi  bulunmaktadir. Termoforetik hareket sicaklik farkindan
kaynaklanirken, osmoforetik hareket konsantrasyon farkindan kaynaklanir. Brownian
hareket ise taneciklere uygulanan kuvvetlerden kaynaklanmaktadir [87]. Brownian

hareket, su igindeki polen tanelerinin yaptigi siirekli hareketlerin Robert Brown
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tarafindan gozlenmesi sonucunda bulunmustur ve 1905 yilinda Albert Einstein
tarafindan kapsami genisletilerek Brownian hareket teorisi olusturulmustur [88].
Taneciklerin birbirleriyle rastgele carpismalari sonucunda olusan harekete Brownian

hareketi (Sekil 5.2) denilmektedir [87,88].

Sekil 5.2 : Brownian hareketi yapan taneciklerin gésterimi [87].

Brownian dinamik (BD) simiilasyonlari, molekiillerin konumlarina ve zamana bagl
prosesler oldugundan biyomolekiillerin aralarindaki etkilesimler ve hangi yone ne
kadar yer degistirdikleri BD simiilasyonlari ile belirlenebilmektedir. BD simulasyonu
yapilirken Langevin denkleminden yararlanilir. Langevin denklemi ile simiile edilen
sistemlere 6rnek olarak kolloidler, polimerler ve biyomolekdler sistemler gibi birgok
proses verilebilir. Mezoskopik sistemlerin Langevin denklemiyle modellemesi
yapilirken bazi varsayimlarda bulunulur. Ornek olarak, partikiillerin sahip olduklari
agirliklarin kiiciik olmasi nedeniyle eylemsizlik etkilerinin ihmal edilmesi, partikiiller
arasindaki ve partikiil ile yiizey arasindaki itici temas kuvvetlerinin giiclii oldugu

varsayimlarinin yapilmasi verilebilmektedir [89-91].

BD olusturulurken, sistemdeki partikiillerin agirliklar1 kiigiik oldugundan ivmeleri
ihmal edilir. Ivmenin ihmal edilmesiyle, Newton’un ikinci kanunundaki toplam net

kuvvet (denklem 5.4) sifir olmaktadir [90].
Fo'=F+FE+FM =0 (5.4)

F2: Suriklenme gicii
FE: Brownian kuvveti

F™: Hidrodinamik olmayan kuvvetler
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Partikiillere distan uygulanan kuvvetler ile yay kuvveti gibi etkilesimler, hidroninamik
olmayan kuvvetleri meydana getirmektedir. Striklenme giict ise, denklem 5.5’teki
sekilde ifade edilmektedir [90].

F =~ (i—rt - u” (ro) (55)

{ : Siiriklenme sabiti
u®(r;) : Cekilme hiz1

% : Molekuliin hareketi

Denklem 5.6, denklem 5.7 ve denklem 5.8 faz alami olasilik yogunlugu i¢in ifade

edilen difuizyon denklemi olan Fokker-Plank denklemine es denklemlerdir [90].

dr; » 1, .

3 = e+ () + F) (5.6)
(FP(D) =0 57

(FB(OFP(t) = 2kpT 8;;8(t — t)8 5.9)

kg : Boltzmann sabiti

T : Mutlak sicaklik

8;; - Kronecker delta

6(t —t') : Dirak delta fonksiyonu
¢ :ikinci derece birim tensor

BD simiilasyon metodu ile birbirlerinden bagimsiz bir ¢ok yol (trajectory) dretilir ve
bu yollarin ortalamalar1 alinarak topluluk (ensemble) 6zelliklerinde meydana gelen
degisiklikler belirlenebilmektedir [90]. Topluluk tanimi su sekilde agiklanabilir; asil
incelenmek istenen sistemle tamamen ayni 6zelliklere sahip alt sistemlere topluluk ad1
verilir. Topluluklarda meydana gelen degisiklikler belirlenip ortalamalar1 alinarak asil

sistem hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir.

Brownian dinamigine ait genel denklemlerden yola ¢ikarak geri doniisiimsiiz
adsorpsiyon varsayiminin ardindan, bu ¢alismada kullanilacak denklemler
olusturulmustur. Brownian dinamigi yontemiyle simiilasyon yaparken, her bir

tanecige etkiyen net kuvvetlerin hesaplanmasi ve etkiyen kuvvetler sonucunda
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taneciklerin  bir sonraki zaman adimindaki koordinatlarinin  belirlenmesi
gerekmektedir. Fibrinojenin yapisinda bulunan iki ugtaki ve ortadaki kirelere etki
eden net kuvvetler birbirlerinden farklidir ve her bir net kuvvet, denklem 5.9
kullanilarak hesaplanmaktadir. Simiilasyon yontemiyle adsorpsiyon analizi esnasinda,
dislanmis hacim etkisiyle kiirelerin birbirlerinin i¢lerinden ge¢mesi engellenmektedir.
Ayrica, sistemdeki diger bir 6nemli kuvvet polimerik yizey ile kureler arasindaki
cekme kuvvetidir. Bu kuvvetin sayesinde, proteine ait kireler yiizeye belli bir

mesafeye kadar yaklastiklarinda adsorplanma gergeklesir [92].

Bag iceren kuvvetler

s 1
- b
F% = > Kpi(b; — boi)?

Bag icermeven kuvvetler

> Fcim Dyslanmis hacim itme kuvveti

% F/'™, Kire-ytzey gekim kuvveti

Sekil 5.3: Bag iceren ve igermeyen kuvvetlerin basitlestirilmis gésterimi [92].

FLP™ (1) = FB(¢) + FP5(0) + F/ ™™ (0) + FPecm (p) (59)

l
Orta nokta algoritmasi ile i indeksli kiirenin zamana bagli Kartezyen koordinati ri iki
adimda (1/2 ve 1) denklem 5.10 ile hesaplanir.

dt ; : -
()1 = (o +— (Flo + Eg® + Fly"™ + Flge™
2

dt (FE + phag o prum F-hf/czim (5.10)
i, [ )

(r)1= (1o + > i1/2 T Li1/2 i

Burada, “0” baslangi¢ noktasi, dt zaman adimi olarak tanimlanir. Simiilasyon kutusuna

periyodik sinir sartlari uygulanir.
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5.2.2 Gaussian agyapi1 modeli (GNM)

Molekiillerdeki yapi-dalgalanma-fonksiyon arasindaki iliskiyi modellemek igin
normal mod analizi (NMA) ve Gaussian agyapt modeli (GNM) kullanilabilmektedir.
Normal mod, osilasyon yapan molekullerin hareket modelidir ve osilasyon yapan
sistemlerdeki her bir parcacigin aymi frekansla siniizoidal hareketler yaptigi
varsayllmaktadir. Ayrica, osilasyon yapan bir sistemin birden fazla normal modu
bulunmaktadir. Ornegin, proteinler yapisal dalgalanma hareketleri yaptigindan normal
mod analizi ile degerlendirilebilmelerine ragmen, normal mod analiziyle yaklasik bir
sonug elde edilmektedir. GNM yontemi NMA’ya oranla daha kolay bir yontemdir ve
GNM yoOntemiyle protein yapilarinin hareketleri basarili bir sekilde tahmin
edilebilmektedir. Ayrica, GNM kullanilarak proteinin mentese hareketleri ile yapidaki
esnek kisimlarin yerleri belirlenebilmektedir. GNM yonteminde proteinler kaba-
Olcekli modellenmekte ve proteinleri olusturan aminoasit rezidiileri nodiil olarak
gosterilirken, aminoasitler arasindaki baglar yay seklinde gosterilmektedir [84—86].
Komsu reziddleri belirlemek icin kesme uzakligi kullanilmaktadir ve GNM igin
genellikle bu deger 7 A alinir. Eger rezidiiler arasindaki uzaklik 7 A’dan fazlaysa,
agyapida rezidii ¢iftleri arasindaki yay kuvveti denklem 5.11°de gosterildigi gibi sifir
olmaktadir. GNM modelinin matematiksel ifadesi denklem 5.11°deki Kirchhoff
matrisiyle yapilabilmektedir. GNM metoduyla elde edilen yavag modlar,
aminoasitlerin beraber yaptiklari hareketler hakkinda dogru sonuglar vermektedir
[85,86].

—1 if i # jandd;j <7A,
r=10 if i # j and d;j > 7 A,

(5.11)

i, ] : Reziduler
dij : 1 ve j rezidiileri arasindaki uzaklik
m : Rezidii sayisi

HingeProt internet sunucusuyla fibrinojenin mentese hareketleri incelenirken hem
GNM hem de ANM i¢in kesme uzakliklarinin belirlenmesi gerekmektedir. GNM i¢in

kesme uzakligi genellikle 7-8 A olarak secildigi ve en iyi sonucun 7,3 A’da alindig:
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literatiirden 6grenilmektedir [93]. Ayrica, GNM igin kesme uzakhigmm 8 A - 12 A
arasinda alindiginda deneysel ve teorik p-faktorlerinin uyumlu oldugu belirtilmektedir
[94]. Bu nedenle, HingeProt ile fibrinojenin mentese hareketleri incelenirken GNM
i¢in kesme uzaklig1 8 A olarak segilmistir. ANM i¢in optimum kesme uzaklig 13-15
A arasinda oldugu belirtildiginden fibrinojenin mentese hareketleri incelenirken ANM

icin kesme uzaklig1 13 A olarak almmustir [93].

5.2.3 Adsorpsiyonda kullanilan PU yiizey tipleri

Fibrinojen anizotropik ve elastik bir yapiya sahip oldugundan, adsorbentin yiizey
puriizliiliigiiniin ve adsorbent yiizeyinde bulunan mikrofaz ayrimlariin adsorpsiyon
Uzerinde biiyiik etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle, PU yiizeye fibrinojen adsorpsiyonu
kendi i¢lerinde ¢esitlilik gosteren diiz (Sekil 5.4) ve piiriizli (Sekil 5.5) ylzey olmak
Uzere iki tip yizey modellenerek gergeklestirilmistir. Ayrica, proteinlerin
adsorplanabilecegi bolgeleri gelisiglizel ve sirali bir sekilde modelleyerek PU

yiizeylerinde bulunan mikrofazlarin dagilimimin adsorpsiyona etkisi incelenmistir.

Sekil 5.4 : Diiz poliiiretan yiizeyin modellenmis goriintiisii (A) Adsorpsiyon
bolgelerinin sirali modellenmesi, (B) Adsorpsiyon bolgelerinin gelisigiizel
modellenmesi.

Buna gore, Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°te goriilen yilizeylerdeki kirmizi renkli kisimlar,
mikrofaz ayriminin (yumusak/sert segment) oldugu bolgeleri temsil etmektedir ve
fibrinojen mikrofaz ayriminin bulundugu bolgelere adsorplanmaktadir. Adsorpsiyon
bolgeleri, Sekil 5.4 (A)’da sirali, Sekil 5.4 (B)’de gelisigiizel olarak modellenmis ve
adsorpsiyon uzerindeki etkileri arastirllmistir. Ayrica, yiizey piiriizliligiinin
adsorpsiyona etkisini belirleyebilmek icin PU yiizeyi piiriizli (Sekil 5.5 (A, B ve C))
olacak sekilde ve kirmizi renkle gosterilen adsorpsiyon bolgelerinin gelisigiizel
dagitilmasiyla modellenmistir. Fibrinojen esnek ve anizotropik bir yapiya sahip
oldugundan 3 tip piirlizlii ylizey modellenmistir. Piiriizliilik genisligi ve derinligi en

fazla olan yiizey, tip 1 yiizeyken en diisiik olan ylizey, tip 2 yilizeydir. Tip 3 yiizey ise,
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yumurta konulan kartonlarin yapisina benzemektedir ve piriizliliik derinligi ile

genisligi tip 2 ylzeyden buytk fakat tip 1 yuzeyden daha kiguktur.

Sekil 5.5 : Piiriizlii politiretan ylizeylerin kaba 6l¢ekli modellenmis goriintiileri (A)
Tip 1, (B) Tip 2 ve (C) Tip 3.
Bu bilgilere ek olarak, PU-fibrinojen sistemi modellenirken, Sekil 5.6’°daki gibi kaba-
Olgekli tanimlamadan yararlanilmistir. Sekil 5.6’daki ayni renkli kiglk kireler
fibrinojenin (¢ kiresel bélgesini (nodil) temsil etmekte ve her bir fibrinojen molekli
farkli renkte gosterilmektedir. Simiilasyon kodu yazilirken, 666 tane fibrinojen
molekiiliiniin ortamda bulundugu ve her bir molekiilde 3 nodul bulundugundan
ortamda 1998 nodiiliin var oldugu belirtilmistir. Ayrica, diiz yiizeydeki fibrinojenin
adsorplanabilecegi bolgelerin sayis1 1296 olarak belirlenirken, piiriizlii yiizeylerdeki
adsorpsiyon bolgelerinin sayis1 1560 olarak belirlenmistir. Bu sekilde, farkl: kristallik

derecelerinde ¢alisilarak kristallik derecesinin adsorpsiyona etkisi incelenmistir.

Sekil 5.6 : Polilretan-fibrinojen sisteminin kaba-6lcekli modellenmesi.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1 Deneysel Sonuglar

6.1.1 Politretan sentez reaksiyonunun izlenmesi

PU sentezi FTIR spektroskopisiyle izlenmistir. Ornek olarak PU-3000-50 kodlu
poliliretanin sentezi sirasinda elde edilen spektrumlar Sekil 6.1 ve Sekil 6.2°de
verilmistir. Sekil 6.1°de goriilecegi lizere, sentezlenen biitiin filmlerde reaksiyonun

basinda 3445 cm™'’de OH™ gerilme piki ve 2262 cm™¥’de serbest izosiyanat piki

belirlenmistir.

100

90 3445,58

__ 80 Sor1 5 1741,99
e\o, 70 =~ 2859,00
=
% 60 2262,41
> 50
= 1105,79
g 40
O

30

20

10

3900 3250 2600 1950 1300 650

Dalga boyu (cm?)
Sekil 6.1 : PU-3000-50 filmin reaksiyonun basindaki FTIR spektrumu.

Reaksiyon tamamlaninca (Sekil 6.2), serbest izosiyanat pikinin kayboldugu ve
karakteristik tretan pikinin 3317 cm™ civarinda olustugu goriilmiistiir. Ayrica, 1682
cm™®de iiretanin C=0 ve 1537 cm™’de C-N bikilme pikleri de goériilmektedir. Bu
verilere gore, PU film sentezinin basarildig1 sdylenebilir. Sentezlenen tim filmlerin
FTIR spektrumlar1 EK A’da verilmistir.
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Sekil 6.2 : PU-3000-50 filmin reaksiyon tamamlandiktan sonraki FTIR spektrumu.

6.1.2 Politretan filmlerin karakterizasyonu

6.1.2.1 Poliiiretan filmlerin fotograflari

Sentezlenen PU filmlerin fotograflarinda (Sekil 6.3) PU100 film disinda gézle gorullr

bir fark belirlenmemistir. PU100 disindaki filmler sarimsi renge sahiptir. PU100 film,

diger filmlere oranla daha saydamdir ve bunun sebebi de PU100 filmin PEG

icermemesi olabilir.

PU-1500-70

Sekil 6.3 : Sentezlenen PU filmlerin fotograflari.
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Sekil 6.3 (Devam) : Sentezlenen PU filmlerin fotograflari.

6.1.2.2 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

Sentezlenen PU filmlerin camsi ge¢is sicakliklari (Tg), erime sicakliklari (Tm) ve %
kristalinite degerleri DSC yardimiyla incelenmis ve sonuglar Cizelge 6.1°de

verilmigtir.

Cizelge 6.1 : PU filmlerin camsi gegis sicakliklari, erime sicakliklari ve %
kristalinite degerleri.

HY/PEG
Kod Agirlik Tg(°C) Tm(°C)  Kiristalinite (%)
Orani

PU-100 100/0 -27,81 - -
PU-400-70 70/30 -33,71 - -
PU-400-50 50/50 -37,98 - -
PU-1500-70 70/30 -48,36 17,16 1,4
PU-1500-50 50/50 -49,7 16,97 3,94
PU-3000-70 70/30 -49,49 31,65 6,31
PU-3000-60 60/40 -49,36 32,96 10,56
PU-3000-50 50/50 -49,16 33,47 12,89

Ayni molekiil agirlikli PEG kullanilarak sentezlenen PU filmler kendi aralarinda
degerlendirildiklerinde, PU-3000 kodlu filmler disindaki filmlerde HY/PEG orani
arttikca Tg’nin arttig1 gérilmistiir. 400 molekiil agirlikli ve 1500 molekiil agirlikl
PEG igeren filmler kiyaslandiginda PEG’in molekiil agirlig1 arttik¢a Tg nin azaldigi
goriilmektedir. 3000 molekiil agirliklt PEG igeren filmlerde ise, PEG’in molekiil
agirh@iyla Ty degeri degismemektedir. PEG igermeyen PU filmin Ty degeri diger
filmlere oranla daha yiiksektir. Bunun sebebi, ¢apraz bag miktar1 arttikca, yani HY
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miktari arttik¢a, polimer zincirlerindeki hareketin zorlagsmasiyla agiklanabilir. Ayrica,
PEG’in lineer yapisit polimer zincirlerinin daha kolay hareket etmesine olanak
saglamaktadir. PEG3000 ile hazirlanan filmlerde PEG miktar1 arttik¢a polimerin erime
sicakliginda artis olmustur. Ciinkii, PEG kristalin yapida oldugu i¢in polimer yapisinda
kristaliniteyi saglamaktadir ve PEG miktar1 arttik¢a kristalinite arttigindan erime
sicakligi (Tm) artis gostermektedir. Sentezlenen filmlere ait DSC grafikleri EK B’de

verilmistir.

6.1.2.3 Su ile temas acis1 analizleri

Su ile temas agis1 analizi ile polimer malzemenin hidrofilikligi hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir. Polimer malzemenin hidrofilikligi arttiginda yiizeyin suyu itme
glicl azalacagindan temas agis1 diiser. Bu ¢alismada sentezlenen filmlerin temas agilari
Sekil 6.4’te verilmistir. Temas acisinin en fazla oldugu film yani en hidrofobik
karakterli filmin PU-100 film oldugu analiz sonug¢larindan gériilmektedir. Temas agisi
analizlerinden varilan nihai sonug, PU formiilasyonundaki PEG’in molekiil agirliginin
ve kullanilan PEG miktarinin arttirilmasiyla temas agisinin diistiigii ve hidrofilitenin
arttigidir. PU filmlerin temas agis1 ve standart sapma degerlerinin ¢izelgesi EK C’de

verilmigtir.

120

100 I

80
60 I
40

0

Sekil 6.4 : PU filmlerin temas agis1 degerleri.

Temas Agisi (°)

6.1.2.4 Poliiiretan filmlerin sisme analizi

Sentezlenen PU filmlerin sisme analizlerinden elde edilen sonuglar incelendiginde, 24

saatte maksimum sigsme platosuna ulasildigi gorilmistiir. Analize 4 gln devam
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edilmis ve degisim olmamistir. 4 giinliik sisme kinetigi Ek C’de verilmistir. Sekil
6.5’te 24 saat sonundaki sisme degerleri goriilmektedir. Veriler degerlendirildiginde,
en az sismenin PU-100 filmde oldugu goriilmiistiir. PU-100 filmin ¢ok az sismesindeki
nedenler su sekilde agiklanabilir, PU-100 film hi¢ PEG icermemekte fakat yiksek
miktarda HY icermektedir ve HY hidrofobik karakterli oldugundan, su molekiillerini
itmektedir. Ayrica, HY miktar1 ne kadar fazla olursa gapraz bag yogunlugu da o kadar
artacagindan su molekiillerinin baglarin arasina girmesi zorlasir ve sisme miktari
diser. PU filmlerde PEG miktar1 arttikca HY miktar1 diismektedir ve PEG miktar1
arttikca sismenin de arttigi analiz sonuglarindan anlasilmaktadir. PEG hidrofilik
karakterli oldugundan yapidaki PEG igerigi arttik¢a su molekiilleriyle yapilan hidrojen
bag1 da artar ve filme tutunan su molekiilii miktar1 artacagindan filmin sisme miktar
da artis gosterir. HY miktarinin azalmasi da yapidaki ¢apraz bag yogunlugunun
azalmasina neden olacagindan su molekiillerinin baglarin arasina girmesi daha kolay
hale gelir ve sonug olarak daha fazla sigme meydana gelir. Ayrica, PEG’in molekiil
agirliginin artmasi da yapidaki hidrofilik karakterin artmasina neden olur. Sisme
analizinde PEG’in molekiil agirliginin artmasiyla sismenin de artmasi hidrofilikligin

artmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 6.5 : PU filmlerin 24 iincii satteki sisme sonuglari.
6.1.2.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Sentezlenen PU filmlerin yiizey piiriizliiliigii ve piiriizlerin vadi giris genislikleri AFM
kullanilarak analiz edilmistir. AFM goriintiileri, her bir filmden 12.5 x 12.5 pm?

boyutlarinda alan taranarak alinmigtir. Filmlerin AFM goriintiileri Sekil 6.6°da
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verilmistir. PU-3000-60 filmin yizeyi ile ayn1 filme protein adsorplandiktan sonraki
yuzeyin goriintiisii de ayni sekilde verilmistir. Topografya goriintiilerindeki (Sekil 6.6)
parlak kisimlar yiiksek yerleri gosterir ve parlaklik arttikca yiiksekligin de arttigi
bilinmelidir. Ayrica, topografya goriintiilerindeki parlak kisimlar, faz goriintiilerinde
koyu renkli goriinmektedir. PU’ nun yapisindaki sert ve yumusak kisimlardan dolay1
yapida mikrofaz ayrimi bulunmaktadir. PU’nun yapisindaki izole olmus sert
bolgelerin etkisiyle topografya goruntiulerindeki parlak noktalar gézlenmektedir [95].
AFM gorintllerinin analizinden elde edilen veriler Sekil 6.7 ve Sekil 6.8’de
verilmistir. PEG miktar1 ve PEG’in molekiil agirli1 arttikga yiizey piirtizIiliigii artma
egilimindedir. Sekil 6.7 ve Sekil 6.8’deki PU-3000-60_p kodu, fibrinojen
adsorplanmis PU filmi tanimlamaktadir. Fibrinojen adsorplanmamis PU-3000-60
filmin piriizlilik miktar1 ile adsorpsiyonun gergeklestigi ayni film ylizeyinin
purtizliilik degerleri arasinda ciddi bir farklilik gozlenmektedir. Bu farkin sebebinin
de, yizeyde bulunan pirizlerin vadi girislerinin fibrinojen molekdlleri tarafindan
doldurularak adsopsiyonun gerceklestigi yilizeyde daha diiz bir zemin olusturmasi

olarak agiklanabilmektedir.
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7120
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2.3pm
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PU-400-70
Sekil 6.6 : PU filmlerin topografya gortntileri.
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Sekil 6.6 (Devam): PU filmlerin topografya gortntileri.
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Sekil 6.6 (Devam): PU filmlerin topografya goruntleri.
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Sekil 6.7 : PU filmlerin AFM’den elde edilen ylizey piirtizliigt grafigi.

Sekil 6.8’de film yiizeyindeki piiriizlerin vadi giris genislikleri gosterilmektedir.
Fibrinojen proteinleri, ylzeyde bulunan purizlerin tepe bdlgelerine ve puruzlerin

iclerine dogru ilerleyerek baglanabilecegi aktif bolgelere adsorplanmaktadir.
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Sekil 6.8 : PU filmlerin AFM’den elde edilen piiriizlerin vadi giris genisligi grafigi.

PU filmlere protein adsorpsiyonu olduktan sonra piriizlerin vadi giris genisliklerinin
nasil degistigini anlamak i¢cin AFM’den elde edilen PU-3000-60 kodlu filmin vadi
giris genisligi ile ayni filme protein adsorplandiktan sonraki filmin (PU-3000-60_p)
vadi giris genisligi verileri karsilastirillmistir (Sekil 6.8 ve Cizelge 6.2). PU-3000-60
filmin vadi giris genisligi 4,62 um iken, fibrinojen adsorpsiyonu tamamlandiktan sonra

1,08 um’ye diistiigii goriilmiistiir. Fibrinojenin toplam uzunlugu 45 nm’dir ve ortadaki
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nodiiliiniin ¢apt 5 nm iken, iki ugtaki nodiiliin ¢aplart 6 nm’dir [96]. Fibrinojen
molekilt, PU filmlerin vadi giris genisliklerinden oldukg¢a kiig¢iik oldugundan,
fibrinojenin sterik engelinin etkisi olmadan kolayca puruzlerin iglerine dogru
ilerleyebilir. Sekil 6.9 B’de sematik olarak gosterildigi sekilde, fibrinojen, film
yiizeyine dogru difiizlenirken yiizeyle ilk temas ettigi bolgeler, yiizeydeki piiriizlerin
tepe noktalaridir. Bu nedenle, piiriiz tepelerindeki adsorpsiyon olay1, piiriizlerin i¢
kisimlarina oranla daha erken baglar. Fibrinojen molekiilleri, piliriizlerin giris
kisimlarina adsorplanarak piiriiz girislerinin daralmasina neden olur ve bu nedenle
protein adsorplanmig filmin vadi giris genisligi AFM’de azalmis olarak gozlenir.
Ciinkii, AFM ile ylizey taramasi yapilirken, piiriiz girislerine adsorplanan fibrinojen
molekdlleri yiizeyin bir parcasi gibi algilanarak vadi giris genisgliginin daha dar
¢ikmasina neden olmaktadir. Sekil 6.9’daki siyah kureler fibrinojen proteinini temsil

ederken, mavi rekte gizilen yizey PU film ylizeyini temsil etmektedir.

4,62 ym

Sekil 6.9 : Puruzli yizeylere fibrinojen adsorpsiyonunun sematik gosterimi. (A) PU-
3000-60 kodlu filmin vadi giris genisligi, (B) PU-3000-60 p kodlu filmin vadi giris
genisligi.

6.1.3 Protein adsorpsiyon sonug¢lari

Farkl1 yiizey 6zelliklerine sahip PU filmlere adsorplanan fibrinojen miktarlar1 Sekil
6.10’da verilmektedir. Adsorpsiyon 0-130 dakika araliginda kinetik agidan
incelenmistir ve ilk 80 dakikalik incelemenin fibrinojenin PU ylizeye adsorpsiyonunu

acikladigi anlagilmistir. Grafigin karigsmasini engellemek i¢in Sekil 6.10°daki verilere
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ait standart sapmalar, Sekil 6.13, Sekil 6.14 ve Sekil 6.15’teki grafiklerde

gosterilmistir.
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Sekil 6.10 : PU yiizeye 80 dk’lik siiregte adsorplanan fibrinojen miktarlari.

Sekil 6.10’dan goriildiigli lizere, adsorpsiyonun yaklasik 5. dakikasinda, fibrinojen
molekiillerinin adsorpsiyon hiz1 yiiksektir. Maksimum adsorpsiyondan sonra
desorpsiyon olay1 gergekleserek adsorplanan fazla fibrinojen molekiilleri ylizeyden
uzaklagir. Bu davranis literatiirde cesitli sekillerde agiklanmaktadir. Sekil 6.11°de
sematik olarak gosterilen zamana bagli protein adsorpsiyonu/desorpsiyonu
davraniginda meydana gelen bu olaymn, Vroman etkisinden veya protein adsorpsiyonu
sonrasinda  proteinlerin ~ konformasyonlarindaki  degisimden  kaynaklandig:
belirtilmistir. Ortamda birden fazla protein ¢esidi bulundugunda yarigmali protein
adsorpsiyonu olacagindan, difiizyonu hizli gerceklesen fakat yiizeye ilgisi az olan
protein, yiizeye daha hizli ulasarak adsorplanir. Difiizyon hiz1 az fakat yiizeye ilgisi
fazla olan protein ise, ylizeye ulastiginda adsorplanarak asir1 adsorpsiyon kinetigine
neden olur. Bu olay da literatiirde Vroman etkisi olarak adlandirilmaktadir [40]. Bu
caligmada, fibrinojen proteininin tek basina adsorpsiyonu arastirildigindan, meydana
gelen asir1 adsorpsiyon kinetiginin Vroman etkisinden kaynaklandigi sdylenemez. Bu
nedenle, Sekil 6.10’da 5. dakikada goriilen asir1 adsorpsiyon kinetiginin fibrinojen
proteininin adsorplandiktan sonra konformasyon degisikligine ugramasinin sonucunda
oldugu sdylenebilir. Filmlerin 5 dakika sonunda adsorpladig fibrinojen miktarlari,

Sekil 6.12deki grafikte verilmistir.
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Sekil 6.11 : Asma (overshooting) adsorpsiyon kinetigi [40].
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Sekil 6.12 : PU yiizeylere 5 dakikada adsorplanan fibrinojen miktarlari.

PU filmlerin kristalinite, temas agis1, sisme miktari, yiizey piiriizliligi ve plriizler

arasindaki uzakliklarina ait bilgiler Cizelge 6.2°de toplu olarak verilmistir.
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Cizelge 6.2 : Sentezlenen PU filmler i¢in kristalinite, temas agis1, sigme miktari, ylizey purtizliligi, piriizlilikler arasindaki uzaklik ve protein
adsorpsiyon hizi.

Sisme Yizey Vadi Giris Adsorplanan

Kod K”S(t;!)i”“e Temeas(:g@‘sl Miktare:  PUrGZIolig  Genislig &:ﬁi‘;‘z gfgff'('r‘ng‘isgrzpfrﬁ’:?)
®  @m (m) i

PU-100 i 102,9 1 87,3 36 0,06 = 0,05 0,012
PU-400-70 i 101 5,2 162,9 25 0,26 = 0,05 0,052
PU-400-50 i 95,1 11,3 214,0 27 0,3 +0,08 0,059
PU-1500-70 1.4 93,8 19,4 236,2 3.9 0,32+ 0,05 0,064
PU-1500-50 3,9 75,2 36,2 1352 28 0,23+ 0,06 0,045
PU-3000-70 6,3 65,6 24,4 254,2 20 0,24 + 0,04 0,048
PU-3000-60 10,6 25,3 38,3 2738 46 0,21+0,11 0,043
PU-3000-50 12,9 27,1 51,3 253 5,7 0,13+ 0,08 0,026

1 24 saat sonunda, ? 5. dakikadaki adsorpsiyon degerleri,  0-5 dakika arasindaki verilerle elde edildi.
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[k olarak, PU-100 kodlu filme fibrinojen adsorpsiyonu analizi degerlendirilmistir.
PU-100 kodlu filmin yapisinda PEG yoktur ve PU sentez reaksiyonu HY ile HDI
kullanilarak gergeklestirilir. PEG hidrofilik karaktere sahipken, HY hidrofobik
karakterlidir. PU-100 kodlu film PEG i¢ermedigi, yiiksek miktarda HY igerdiginden
film oldukca hidrofobiktir. Fibrinojenin hidrofobik yiizeylere adsorplanmay tercih
ettigi literatiirden bilinmektedir [97]. Bu nedenle, PU-100 kodlu filme fibrinojen
adsorpsiyonunun diger filmlere oranla daha fazla olmasi1 beklenmistir. Fakat, deneysel
calismanin sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde, en az adsorpsiyonun bu
filmde olmas1 bagka bir faktoriin baskin oldugu diisiincesine neden olmustur. Sekil
6.12 ve Cizelge 6.2°deki veriler karsilastirildiginda, PU-100 kodlu filme fibrinojen
adsorpsiyonu olayinda, film hidrofilitesinin degil yiizey piiriizliiliigiiniin baskin faktor
oldugu anlagilmistir. Ciinkii, en diisiik ylzey piiriizliliigiine sahip film PU-100 kodlu
filmdir ve fibrinojen adsorpsiyonu da en diisik olan film bu filmdir. Yiizey
puriizliligi, fibrinojenin adsorplanabilecegi bolgelerin sayisiyla dogrudan iligkilidir.
Yiizey piiriizliiliigii azaldikca, film boyutu (1x1 cm?) aymi kalsa dahi filmin etkin yiizey
alan1 kiigiileceginden fibrinojenin adsorplanabilecegi bolgelerin sayis1 azalir ve

adsorpsiyon da buna bagli olarak azalma gosterir.

PU-400, PU-1500 ve PU-3000 kodlu filmlerde daha detayli degerlendirme yapabilmek
icin sentezde kullanilan PEG’in molekiil agirligi esas alinarak filmlerin protein
adsorpsiyon davranislari standart sapma verileriyle birlikte Sekil 6.13 — 6.15°te tekrar
verilmistir. PEG400 kullanilarak sentezlenen filmlerin fibrinojen adsorpsiyonu Sekil
6.13’te goriilmektedir. PEG miktar1 fazla olan PU-400-50 kodlu film, PU-400-70
kodlu filme kiyasla daha hidrofiliktir. Fibrinojen proteininin, hidrofobik yiizeylere
ilgisinin hidrofilik yiizeylerden daha fazla oldugu literatiirden bilinmektedir [97]. Bu
nedenle, PU-400-50 kodlu filme daha az fibrinojen adsorplanmasi beklenir.
Beklenenin aksine, PU-400-50 kodlu filme daha fazla protein adsorplandigi
goriilmistiir. Bu nedenle, PU-400 kodlu filmlere fibrinojen adsorpsiyonunu kontrol
eden faktorin film hidrofilitesi degil baska bir faktor oldugu sonucuna varilmistir ve
diger bir faktér olan yiizey pirizliliigi ile adsorpsiyon arasindaki iliski
degerlendirilmistir. PU-400-50 kodlu filmin yiizey pirizliligi, PU-400-70 kodlu
filmden daha yuksektir (Cizelge 6.2). Sekil 6.13 ile Cizelge 6.2 birlikte
degerlendiriliginde, yiizey piiriizliiliigiiniin PU-400 kodlu filmlerdeki adsorpsiyonu

kontrol ettigi anlagilmistir. Clinkii, yiizey piiriizliiliigli arttik¢a, adsorplanan fibrinojen
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sayisinda artis olmustur. Bir diger faktor ise piiriizler arasindaki genisliktir. Cizelge
6.2’de verilen piiriizlerin vadi giriglerinin genislik degerleri, her bir film i¢in de
yaklasik aynidir. Bu uzakligin, fibrinojenin uzunlugundan (45nm) kat ve kat biiyiik
olmasi nedeniyle, fibrinojenin sterik engelinin adsorpsiyon olayimmi etkilemedigi
sonucuna varilmistir. Polimer hidrofilikligi, kristalinite ve plrlzlerin vadi giris
genislikleri gibi parametrelerin, PU-400 kodlu filmlerdeki adsorpsiyona etkisinin
yiizey piriizliligi kadar etkili olmadigi Sekil 6.13 ile Cizelge 6.2°deki sonuclar

karsilastirildiginda anlasilmastir.
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Sekil 6.13 : PEG400 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu.

PEGI1500 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu Sekil 6.14’te
verilmistir. Cizelge 6.2’de verilen sisme analizi sonuglarina bakildiginda, PU-1500-50
kodlu filmin PU-1500-70 kodlu filmden daha fazla sistigi goriilmiistiir. PU-1500-50
kodlu filmin formiilasyonundaki PEG miktarinin fazla olmasi, filmin hidrofilikligini
artirdigindan sismenin de fazla oldugu karakterizasyon c¢aligmalarinda detayli bir
sekilde aciklanmistir. Filmlere adsorplanan fibrinojen miktarlari ile hidrofilite verileri
karsilastirildiginda (Cizelge 6.2), hidrofobik olan filme (PU-1500-70) daha fazla
protein adsorplandigi goriilmiistlr. Ciinki, hidrofilikligin ¢ok yiiksek oldugu
yiizeylere su molekiillerinin ilgisinin fibrinojenden daha fazla olmasmin verdigi
etkiyle, su molekilleri hidrofilik ytzeylere daha cabuk adsorplanarak fibrinojen
adsorpsiyonunu azaltmistir ve literatiirle paralel bir sonug elde edilmistir. Ayrica,
Cizelge 6.2°den ¢ikarilacak bir diger 6nemli bilgi ise, PU-1500 kodlu filmlerin yuzey
puriizliligii ile adsorpsiyon arasindaki iliskidir. PU-1500-50 kodlu filmin yiizey
puirtizliligii, PU-1500-70 kodlu filme oranla daha diisiik oldugundan fibrinojenin
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baglanabilecegi yerlerin miktar1 da diistiktiir. Bu nedenle, PU-1500-50 kodlu filme
adsorplanan fibrinojen miktari, PU-1500-70 kodlu filmden daha disiiktiir. Bu veriler
birlikte degerlendirildiginde, hidrofilite ve yiizey piiriizliginiin PU-1500 kodlu

filmlere fibrinojen adsorpsiyonunu kontrol eden ana faktorler oldugu anlasilmistir.
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Sekil 6.14 : PEG1500 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu.

PEG3000 kullanilarak sentezlenen filmlerin fibrinojen adsorpsiyonu Sekil 6.15’teki
gibi kendi i¢lerinde degerlendirilmek tizere ¢izdirilmistir. Cizelge 6.2 incelendiginde,
PU-3000 kodlu filmlerde adsorpsiyonu film hidrofilitesinin kontrol ettigi, ylizey

plirtizlilligiinun etkisinin az oldugu diistiniilmiistiir.
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Sekil 6.15 : PEG3000 kullanilarak sentezlenen filmlere fibrinojen adsorpsiyonu.

Yapilan karakterizasyon analizlerinden anlasildigi iizere, PU filmlerdeki PEG miktari

ve molekiil agirhigr arttikga filmlerin hidrofilitesi de artmaktadir.
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Hidrofilite;
PU-100 < PU-400 < PU-1500 < PU-3000

Protein adsorpsiyonu ile polimerin yiizey 6zellikleri birlikte degerlendirildiginde, PU-
100 ve PU-400 kodlu filmlerdeki fibrinojen adsorpsiyonunu yiizey piirtizliigii kontrol
ederken, PU-1500 kodlu filmlerde yiizey piiriizliliigiiniin ve film hidrofilitesinin
birlikte kontrol ettigi anlagilmigtir. PU-3000 kodlu filmlerde ise, adsorpsiyonu kontrol
eden parametrenin film hidrofilitesi oldugu diisiiniilmektedir. PEG’in molekiil agirligi
arttikca yiizey plriizliiliigiiniin adsorpsiyona etkisi azalmis ve hidrofilitenin etkisi
baskin hale gelmistir. Deneysel ¢alismalarin sonucunda, PEG’in molekiil agirliginin
artmastyla fibrinojen adsorpsiyonunu kontrol eden faktoriin yilizey piiriizliiliigiinden,

hidrofiliteye gectigi anlasilmistir.

Cizelge 6.2°den de goriilebilecegi gibi, PU filmlere adsorplanan fibrinojen miktarlart
0,06 mg.cm?ile 0,32 mg.cm degerleri arasinda degismektedir. Biyomedikal alandaki
PU malzemeler (yapay kalp kapakg¢igi vb.) viicut i¢inde kullanildigindan adsorpsiyon
calismast viicut sicakligr olan 36°C’de yapilmistir. DSC analizinden elde edilen
verilere gore (Cizelge 6.1), PU-100 film PEG igermediginden PEG’in kristalin
yapisindan kaynaklanan erime piki (Tm) gozlenmemistir. PU-400 kodlu filmlerin
icerdigi PEG’in molekiil agirhigi disiik oldugundan, filmler erime pikinin
gozlenebilecegi kadar kristalin yapiya sahip degildir. Bu nedenle, erime piki
gozlenmemistir. PU-1500 ve PU-3000 kodlu filmlerin erime pikleri 36°C’nin
altindadir (Cizelge 6.1). Adsorpsiyon ¢alismasinin yapildigi sicaklik olan 36°C’de PU
filmlerdeki PEG’in yapisindan kaynaklanan kristalin bolgeler erimeye baslamistir.
Cilinkii, kristalin bolgelerin erime sicakligi olan T degeri, PU-1500 ve PU-3000 kodlu
filmler icin 36°C’nin altinda gozlenmistir. Proteinlerin, PU’nun yapisinda bulunan
kristalin bolgelere adsorplandig: literatiirden bilinmektedir [75,98]. PU filmlerdeki
kristalin  bolgelerin olmamast ve erimis durumda bulunmasi, fibrinojen
adsorpsiyonunun diisiik miktarlarda gergeklesmesini saglamaktadir. Kristalin
bolgelerin erimeye baglamasi, PU nun bozundugu anlamia gelmemektedir. Ciinki,
literatiirde PU malzemelerin bozunma sicakliklarinin 100°C’nin iizerinde oldugu
belirtilmektedir [99]. PU malzemeler uzun 6miirlii olduklarindan, kardiyovaskuler
uygulamalarda, yapay kalp kapak¢ig1 olarak kullanilmaktadir [100]. Kardiyovaskuler

uygulamalarda kullanilacak PU biyomalzemeler igin adsorplanan fibrinojen
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miktarmin disiik olmasi avantajhidir. Clinkl, biyomalzemenin tzerinde adsorplanan
fibrinojen trombinle katalizlenerek fibrine doniisiir ve malzeme yiizeyinde
pihtilasmaya, malzemenin kalinliginin artmasina ve islevini yitirmesine dahi neden
olabilir. Bu durum da istenmediginden, kardiyovaskiiler uygulamalarda kullanilacak
PU malzemelere fibrinojen adsorpsiyonu tercih edilmeyen bir durumdur. Bu
calismada da kardiyovaskiiler uygulamalarda kullanilmak tiizere PU sentezi
diistintildiigiinden fibrinojen adsorpsiyonun az olmasi avantajli bir durumdur. Ayni

adsorpsiyon kosullarinda, literatiirdeki farkli bir PU filme adsorplanan fibrinojen
5
miktar1 1.67¥10 mg.cm™ dir [101].

PU filmlerin kristalinitesi, hidrofilikligi, yiizey piriizligii ve piiriizlerin vadi giris
geniglikleri gibi polimer malzemenin 6zellikleri, adsorpsiyon tizerinde etkilidir. Fakat,
her bir parametrenin adsorpsiyon olayma etkilerinin farkli baskinlikta olduklari
unutulmamalidir. Ornegin, PU yiizeye fibrinojen proteininin adsorpsiyon olayinda,
ylzey piriizliligi ve hidrofilite baskin parametrelerdir. Her bir parametre
adsorpsiyona tek tek etki etmediginden ve sinerjik etkilerinin olmasindan dolay1, PU
ylzeye fibrinojenin adsorpsiyonuyla ilgili daha dogru sonuglar, biitiin parametreler

birlikte degerlendirildiginde bulunmustur.

6.2 Modelleme ve Simiilasyon Sonuclar:

6.2.1 Fibrinojenin mentese hareketleri

Fibrinojen proteininin esnek bolgeleri ve yaptigi mentese hareketleri HingeProt
internet sunucusu kullanilarak incelenmistir. Fibrinojenin esnek reziduleri (bolgeleri)
mentese hareketlerinin meydana geldigi yerlere denk gelmektedir ve bu bolgeler Sekil
6.16 (A) ve Sekil 6.16 (B)’de goriilmektedir. Sekil 6.16’da fibrinojen proteininin

kendisi gri renkte gosterilirken, esnek kisimlar kirmizi renkte gosterilmektedir.
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Sekil 6.16 : Fibrinojenin esnek bolgeleri. (A) En yavas ANM mod 1, (B) En yavas
ANM mod 2.
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Cizelge 6.3 : Fibrinojenin esnek bolgelerinin yapidaki bulundugu yerler.

Mod Esnek Bolgeler (Zincir) Mentese Rezidileri
1 K 76-77
1 L 19-20
1 L 21-22
1 | 11-16
1 K 63-78

HingeProt sunucusundan elde edilen bir diger bilgi ise, fibrinojenin yapmis oldugu
hareketlerdir. Bu hareketler, Sekil 6.17°de goriilen biikilme ve burkulma
hareketleridir. Fibrinojenin yapisinda bulunan esnek kisimlar, yapinin ortasinda ve iki
ucunda yer aldigindan PU yiizeye fibrinojen adsorpsiyonu simiilasyon ¢aligmalarinda
fibrinojen molekiili Sekil 6.18’deki gibi yaylar ile baghh 3 nodil olarak

modellenmistir.

Sekil 6.17 : Fibrinojenin mentese hareketleri. (A) Bukulme hareketi yaptigi mod 1,
(B) Burkulma hareketi yaptigi mod 2.

Sekil 6.18 : Fibrinojen proteininin modellenmis goriintiisii.

6.2.2 Fibrinojen adsorpsiyon simulasyonu

6.2.2.1 Duz polituretan yuzeylere fibrinojen adsorpsiyonu
Mikrofaz ayrimimin (yumusak/sert bolge) fibrinojen adsorpsiyonu iizerindeki etkisini
arastirmak i¢cin mikrofaz ayrimlarinin sirali ve gelisigiizel dagildig1 diiz yiizeylerde

incelemeler yapilmistir. Diiz yiizeylerde fibrinojenin adsorplanabilecegi 1296 tane
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mikrofaz ayrimi bulunmaktadir ve diiz yilizeylerle yapilan simiilasyon g¢alismalari
sonucunda MATLAB yardimiyla Sekil 6.19 ve Sekil 6.20°deki grafikler elde

edilmistir.
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Sekil 6.19 : Diiz poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan fibrinojen
sayisina etkisi.
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Sekil 6.20 : Diiz poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizey kaplanma oranina
etkisi.
Sekil 6.20’de gosterilen yilizeyin kaplanma orani egrileri, MATLAB kullanilarak
cizdirilmistir. Yiizeye adsorplanan fibrinojen nodiillerinin sayisi, adsorpsiyon

bolgelerinin toplam sayisina boliinerek yilizeyin kaplanma oranina gecis yapilmistir.

Mikrofaz ayriminin (sert/yumusak bolge) sirali oldugu diiz yiizeylere fibrinojen

proteininin daha az adsorplandigi Sekil 6.19°daki egrilerden anlagilmistir. Diiz
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poliiiretan yilizeyler i¢in ¢izdirilen zamanla yiizeyin kaplanmasi grafigine (Sekil 6.20)
bakildiginda, sirali diiz ylizeyde yiizeyin %68’i fibrinojen tarafindan kaplanirken,
gelisiglizel mikrofaz ayrimmin bulundugu diiz yilizeyde yiizeyin %78’ine

adsorpsiyonun gerceklestigi goriilmektedir.

Cizelge 6.4 : Diz yuzeylerdeki mikrofaz ayriminin yiizey kaplanmasina etkisi.

. ,
Mikrofaz Ayrimi Yiizeyin Kaplanmasi (%)

(3,5*10° Adim)
Sirali 68
Gelisiglizel 78

Sekil 6.19 ve Sekil 6.20°deki egriler degerlendirildiginde, fibrinojen molekiillerinin
birbirlerine sterik engel uyguladiklari sonucuna varilmigstir. Fibrinojen, Sekil 6.18”deki
gibi 3 nodiillii bir yapiya sahip olmasindan dolay1 esnektir ve kapladigi hacim fazladir.
Bu nedenle, mikrofaz ayrimimin sirali oldugu diiz yiizeye adsorpsiyon bagladiktan
sonra fibrinojen molekiilleri birbirlerini Sekil 6.21°deki gibi sterik olarak engelleyerek
molekiillerin yiizeye yaklagmasina engel olmuslar ve adsorplanan protein miktarinda
azalma gozlenmistir. Gelisigiizel dagitilan mikrofaz ayriminin bulundugu diiz yiizeye
bakildiginda ise, adsorpsiyonun gerceklesebilecegi bolgeler birbirlerine ¢ok yakin
olmadigindan sterik engelin etkisi daha az gorilmiistiir ve fibrinojen adsorpsiyonunda

artts meydana gelmistir.

Sekil 6.21 : Mikrofaz ayriminin sirali oldugu diiz yiizeye fibrinojen adsorpsiyonu.
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Sekil 6.21 ve Sekil 6.22°deki kiigtik kiireler fibrinojen molekiillerini temsil etmekte ve
her bir molekiil farkli renkle gosterilmektedir. Yiizeyde goriilen kirmizi renkli kisimlar

ise mikrofaz ayriminin oldugu baglanma bélgelerini belirtmektedir.

Sekil 6.22 : Mikrofaz ayriminin gelisigiizel oldugu diiz yiizeye fibrinojen
adsorpsiyonu.

6.2.2.2 Puruzlu politretan yUzeylere fibrinojen adsorpsiyonu

Piirtizlii ylizeylerde, fibrinojenin adsorplanabilecegi 1560 tane bdlge vardir; bu
bolgeler yiizeye gelisigiizel olacak sekilde ayr1 ayr1 modellenerek (Tip 1, Tip 2, Tip 3)
yiizey plriizliigliniin adsorpsiyon iizerine etkisi incelenmistir. Piiriizlii yiizeylerle
yapilan simiilasyon calismalar1 sonucunda MATLAB yardimiyla Sekil 6.23 ve Sekil
6.27°deki grafikler elde edilmistir.
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Sekil 6.23 : Piiriizlii poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan
fibrinojen sayisina etkisi.

Sekil 6.23’teki egriler incelendiginde, piiriizlii yilizeylere adsorplanan fibrinojen

miktarinin su sekilde siralanabilecegi goriiliir.

Tipl>Tip3>Tip2
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Sekil 5.11 ve Sekil 6.24’ten de goriilebilecegi gibi Tip 1 yiizey en fazla piiriizliluge
sahip olan yiizeydir ve yilizeyde bulunan girintilerin genisligi diger iki yiizey (Tip 2 ve
Tip 3) cesidine oranla daha genis olmasinin sonucunda fibrinojen molekiillerinin
birbirlerine yapacag: sterik engelin etkisi (Sekil 6.24) daha azdir. Bu nedenle, Tip
1’deki fibrinojen adsorpsiyonu en fazla olandir. Girinti genigliginin en az oldugu Tip
2 yiizey cesidinde ise, Sekil 6.25°ten de goriilebilecegi gibi fibrinojen molekdllerinin
sterik olarak birbirlerini engellemelerinin sonucunda yiizeye yaklasan protein sayisi

azalir ve en az adsorpsiyon bu yiizeyde gerceklesir.

Sekil 6.26 : Tip 3 puruzli yuzeye fibrinojen adsorpsiyonu.
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Sekil 6.27 : Piirtizlii poliiiretan yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizey kaplanma
oranina etkisi.

Ayrica, plrizli poliliretan yiizeyler i¢in cizdirilen zamanla yiizeyin kaplanmasi
grafigine (Sekil 6.27) bakildiginda, Tip 1 ylizeyde yiizeyin %78’i fibrinojen tarafindan
kaplanirken, Tip 2 ylizeyde %76 ve Tip 3 ylizeyde %77 sinin kaplandig1 goriilmiistir.
PU vyizeylere fibrinojen adsorpsiyonu hizlari Sekil 6.27’ye bakilarak
degerlendirildiginde, Tip 1 yiizeye adsorpsiyon hizinin diger iki yiizeyden daha ytiksek
oldugu anlasilmistir. Bunun nedeni, Tip 1 yuzeyin piiriiz genisliginin diger iki ylizeye
oranla daha genis olmasidir. Sekil 6.27°deki grafikten elde ettigimiz sonuglar ile
zamanla adsorplanan fibrinojen nodiil sayis1 grafigindeki (Sekil 6.23) sonuglar

birbirlerini desteklemektedir.

Cizelge 6.5 : Yiizey piiriizliigiiniin yiizey kaplanmasina etkisi.

Yiizeyin Kaplanmasi (%)

Yiizey Piirtizligi (3,5%10° Adim)
Tip 1l 78
Tip 2 76
Tip3 77

6.2.3 Fibrinojen ile albUmin adsorpsiyon simiilasyonlarinin karsilagtirnmasi

Bir 6nceki ¢alismada, ayn1 tip PU yiizeyler kullanilarak albUmin proteininin (Sekil
6.28) PU yuzeylere adsorpsiyonu molekiler modelleme ve simulasyon yontemleriyle
arastirtlmistir [75,97]. Bu ¢alismada ise, simiilasyon yontemi tamamen ayni1 tutularak
sadece kullanilan protein farklilastirilmis ve fibrinojen proteininin PU yizeylere

adsorpsiyonu incelenmistir. Onceki ¢alismadan elde edilen sonuglarla bu calismanin
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sonuglart karsilastirildiginda 6nemli ¢ikarimlar yapilabilmektedir. Albimin tek
nodiillii ve izotropik bir yapiya sahipken, fibrinojen 3 nodiillii ve anizotropik bir yapiya
sahip oldugundan adsorpsiyon davranislarinda farkliliklar gézlenmektedir. Farklilik
gozlenen davraniglar, adsorpsiyon hizi ve PU yiizeylere adsorplanan protein miktari
seklinde siralanabilmektedir. Fibrinojen, simiilasyon ¢aligmalarinda 3 nodiillii olarak

modellenmis, albimin tek nodilli modellenmistir.

Sekil 6.28 : Alblimin proteininin yapisal goriiniimii. (A) Alblmin proteininin
molekiil yapisi, (B) Alblimin proteininin modellenmis goriiniimd.

6.2.3.1 Adsorpsiyon hizlarimin karsilastirilmasi

Simiilasyon calismalarindan elde edilen fibrinojen (Sekil 6.29) ve alblUminin (Sekil
6.30) adsorpsiyon grafikleri incelendiginde, albiimin adsorpsiyonunun fibrinojene
oranla daha hizli gergeklestigi goriilmektedir. Alblimin izotropik bir yapiya sahip
oldugu ve tek nodiilden meydana geldigi i¢in sterik engeli fibrinojene oranla daha
azdir. Bu nedenle, albUmin yiizeydeki aktif bolgelere daha ¢abuk ulasarak
adsorplanmaktadir. Sonug olarak da, albiminin PU yuzeylere adsorpsiyon hizinin

fibrinojene kiyasla daha fazla oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 6.29 : PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan fibrinojen sayisina
etkisi.
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Sekil 6.30 : PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin adsorplanan alblimin sayisina etkisi
[75,98].

6.2.3.2 Yiizeyin kaplanma oranlarmnin karsilastirilmasi

PU yiizeylerinin fibrinojen (Sekil 6.31) ve alblmin (Sekil 6.32) ile kaplanma orani
grafikleri incelendiginde, albiminin PU yiizeyini daha fazla kapladig: goriillmektedir.
Bu sonug da, albiminin PU yiizeyinde bulunan aktif bolgelere fibrinojene oranla daha
fazla sayida baglandigini belirtmektedir. AlbUminin PU yuzeyini daha fazla
kaplamasi, yiizey modelinden kaynaklanmaktadir. Ciinkii, fibrinojenin sterik engelinin
etkisiyle piiriizlii ylizeylerdeki ¢ukurlarda yer alan aktif bdlgelere ulasamamasinin
sonucunda yuzeye adsorplanamadigi ve yiizeyin kaplanma oraninda diismeye neden

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 6.31 : PU yiizeylerde mikrofaz ayriminin yiizeyin fibrinojenle kaplanma
oranina etkisi.
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Sekil 6.32 : PU ylzeylerde mikrofaz ayriminin yiizeyin albiminle kaplanma oranina
etkisi [75,98].

Cizelge 6.6 : Karsilagtirmali olarak yiizey piiriizliliigiiniin yiizey kaplanmasina

etkisi.
Yiize Yuzeyin Fibrinojenle Yuzeyin Alblminle
Piirii 1..yv N Kaplanmasi (%) Kaplanmasi (%)
uruziugy (1*10° Adim) (1*10° Adim)
Tip 1 73 93
Tip 2 69 90
Tip 3 70 89
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7. GENEL SONUC VE ONERILER

Bu calismada, farkli yiizey Ozelliklerine sahip PU filmlere fibrinojen proteininin
adsorpsiyonu hem deneysel hem de molekiler modelleme ve similasyon yontemleri

kullanilarak analiz edilmistir.

Deneysel ¢alisma kapsaminda, PU filmler, tek kademe polimerizasyon metoduyla
sentezlenmistir ve bu filmler farkli hidrofilite, yiizey piiriizliiliigii, vadi giris genisligi
ve kristaliniteye sahiptir. Sentezde dikkat edilmesi gereken baglica kosullar,
reaktantlarin ve reaksiyon ortaminin nemli olmamasidir. Bu nedenle, reaktantlar
uygun kosullarda kurutulduktan sonra kullanilmigtir ve PU sentez reaksiyonu azot
atmosferinde gergeklestirilmistir. Sentezlenen PU filmlerin karakterizasyonu, FTIR,

DSC, su ile temas agisi, sisme ve AFM analizleriyle yapilmistir.

Karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, PU sentezi FTIR spektroskopisiyle
izlenmistir. Reaksiyonun basinda aliman FTIR spektrumunda gbzlenen OH" gerilme
piki ve serbest izosiyanat pikinin reaksiyon tamamlaninca alinan FTIR spektrumunda
kayboldugu ve karakteristik iiretan pikinin olustugu goriildiigiinden PU sentez
reaksiyonunun basarildigi anlagilmistir. DSC analizinden varilan sonug, filmlerdeki
capraz bag miktar1 arttik¢a, yani HY miktar arttik¢a, polimer zincirlerindeki hareketin
zorlagtig1 ve buna bagli olarak PEG igermeyen PU filmin Ty degerinin diger filmlere
oranla daha ytiksek ¢iktigidir. Ayrica, PEG3000 ile hazirlanan filmlerde PEG miktar
arttikca polimerin erime sicakliginda artis gézlenmistir. Ciinkii, PEG kristalin yapida
oldugu i¢in polimer yapisinda kristaliniteyi saglamaktadir ve PEG miktar1 arttikca
kristalinite arttigindan erime sicakliginda (Tm) artis olmustur. PU formiilasyonundaki
PEG’in molekiil agirliginin ve kullanilan PEG miktarinin arttirilmasiyla su ile temas
acisinin diistiigii ve hidrofilitenin arttig1 temas agis1 analizlerinden anlagilmistir. Sisme
analizlerinde maksimum sigsme platosuna 24 saatte varilmistir. PEG hidrofilik, HY ise
hidrofobik karaktere sahiptir. PU filmlerde PEG miktarn artttkca HY miktar
diistiigiinden filmlerin icerdigi PEG miktar1 artisiyla sisme de artig gostermistir. Su ile
temas agis1 analiziyle sisme analizi sonuglart birbirini desteklemektedir. AFM
analizleriyle, PU filmlerin yiizey piiriizliliigii ve vadi giris genisligi bilgileri elde

edilmistir. PEG miktar1 ve PEG’in molekiil agirlig arttikca yiizey piirtizliiliigiiniin
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artma egiliminde oldugu anlasilmistir. Protein adsorplanmis filmin yiizey
plriizliliigiiniin adsorplanmamisa oranla daha az olmasinin sebebi, fibrinojen
difiizyonla yiizeye yaklastiginda, yiizeyle ilk temas ettigi yerlerin piiriizlerin tepe
noktas1 olmasindan dolay1 piiriizlerin girislerinin fibrinojen tarafindan doldurulmasi
sonucunda yiizeyin oldugundan daha diiz bir zeminmis gibi davranmasidir. Vadi giris
genisliginin protein adsorplanmig filmde protein adsorplanmamisa gore daha az

olmasinin nedeni de ayni durumdur.

Deneysel calisma sonucunda, polimer hidrofilitesinin, kristalinitesinin ve ylzey
plriizliliigiiniin adsorpsiyonu belirleyen 6nemli etmenler oldugu anlagilmistir. PU-
100 ve PU-400 filmlerde yiizey piiriizliliigiiniin artmasiyla PU yiizeye fibrinojen
adsorpsiyonunun arttigi, PU-1500 kodlu filmlerde ise hidrofilikligin artmasiyla,
adsorpsiyon miktarinin diistiigii goriilmiistiir. Adsorpsiyon analizinin yapildigi
sicaklikta (36°C) PU’nun kristalin bolgeleri eridiginden adsorpsiyon miktarinin biitiin

filmlerde diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

Simiilasyon calismasi iki asamali olarak yapilmstir. Ilk asamada, fibrinojenin esnek
bolgelerinin molekiiliin iki ucu ve orta bdlgesinde oldugu tespit edilmistir. Ilk
asamadaki sonuglar yardimiyla modellenen fibrinojen molekiilii, ikinci asamada
kullanilmustir. Tkinci asamada, kristalinitenin ve yiizey piiriizliiliigiiniin adsorpsiyona
etkisi arastirtlmistir. Kristalin bdlgelerin sirali oldugu yiizeyde fibrinojenin sterik
engelinin etkisi daha fazla gézlendiginden adsorpsiyonda diisme oldugu anlasilmistir.
Ayrica, ylizey purizliliginin ve vadi giris genisliginin artmasiyla, fibrinojen
adsorpsiyonunun arttigit sonucuna varilmistir. Deneysel ¢alismadan elde edilen
sonuglarla simiilasyon sonuglar1 karsilastirildiginda, yiizey piirtizliiliigliniin artmasiyla

fibrinojen adsorpsiyonunun artig gosterdigi ortak sonucuna varilmistir.

Fibrinojen, esnek bir proteindir ve adsorplandiktan sonra konformasyonel degisiklige
ugrama olasili§1 mevcuttur. Ileriki calismalarda, circular dichroism (CD) analiziyle
fibrinojenin ikincil ve {igiinciil yapilarinda meydana gelebilecek konformasyonel
degisiklikler belirlenebilir. Bu tezdeki simiilasyon c¢alismasinda, kaba olgekli
modelleme yapilarak PU yiizeylere fibrinojen adsorpsiyonu incelenmistir. Ileriki
caligmalarda, molekuler dinamik simiilasyon yontemi kullanilarak atomik seviyede

incelemeler yapilabilir.
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Sekil A.5 : PU-1500-50 filmin FTIR spektrumu.
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Sekil A.6 : PU-3000-70 filmin FTIR spektrumu.
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Sekil A.7 : PU-3000-60 filmin FTIR spektrumu.
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Sekil B.1 : PU-100 DSC spektrumu.

Delta Cp = 0,430 J/g.°C
Tg =-33,71°C

30,00 10,00 50,00 90,00 130,00 170,00 210,00 250,00
Sicaklik (°C)

Sekil B.2 : PU-400-70 DSC spektrumu.

86



Is1 Akist (mW)

Is1 Akist (mW)

25
24
Delta Cp = 0,392 J/g.°C
Tg =-37,98°C

22

21

20

70,00 -30,00 10,00 50,00 90,00 130,00 170,00
Sicaklik (°C)
Sekil B.3 : PU-400-50 DSC spektrumu.
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Sekil B.4 : PU-1500-70 DSC spektrumu.
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Sekil B.6 : PU-3000-70 DSC spektrumu.
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Sekil B.7 : PU-3000-60 DSC spektrumu.
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Sekil B.8 : PU-3000-50 DSC spektrumu.
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Cizelge C.1 : PU filmlerin su ile temas agis1 ¢izelgesi.

Kod O (°)
PU-100 102,94 + 3,92
PU-400-70 101,00 + 3,30
PU-400-50 95,12 + 2,63
PU-1500-70 93,79+0,71
PU-1500-50 75,15 + 4,60
PU-3000-70 65,61 + 6,60
PU-3000-60 25,29 + 4,62
PU-3000-50 27,05 + 6,29
60
50 —O0— — -
g /
~ 40
g = -
= 30
=
(]
é 20
Z
? / - o —e
0! ° °
0 —0 ° o °
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—@—PU-1500-50 PU-3000-70 —@— PU-3000-60 —@—PU-3000-50

Sekil C.1 : PU filmlerin sisme miktarlari grafigi.
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Cizelge D.1 : PU filmlerin piiriizliilik ve piiriizlerin vadi giris genisligi ¢izelgesi.

Vadi giris
Kod Parazlulik (nm) Genisligi
(Lm)

PU-100 87,27 + 12,66 3,60 £ 0,33
PU-400-70 162,88 + 10,34 2,54+0,10
PU-400-50 213,96 + 58,71 2,65+ 0,49
PU-1500-70 236,18 + 26,05 3,94+ 0,36
PU-1500-50 135,20 + 11,46 2,75%+0,61
PU-3000-70 254,19 + 34,33 1,97 £0,61
PU-3000-60 273,82 + 45,38 4,62 +1,21
PU-3000-50 253,01 + 36,45 5,70 £ 0,07
PU-3000-60_p 91,24 + 12,83 1,08 £ 0,53
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Sekil E.1 : Fibrinojen proteininin kalibrasyon egrisi.
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