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POLIURETAN YUZEYLERE FiBRONEKTIN ADSORPSiYONUNUN
MOLEKULER SIMULASYONU

OZET

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek ve
desteklemek amaciyla kullanilan dogal ve sentetik malzemelerdir. Biyouyumluluk,
bir biyomalzemenin sahip olmasi gereken en Onemli Ozelliktir. Yiiksek
biyouyumluluklari sayesinde poliiiretanlar en ¢ok ilgi ¢eken biyomalzemelerdendir.
Politiretanlar 6zellikle kardiyovaskiiler uygulamalarda, gogiis implantlarinda ve yara
ortlisti tiretiminde kullanilmaktadirlar.

Biyomalzeme viicuda yerlestirildiginde ilk olarak kan ile temasa gecer ve kanda
bulunan proteinler bir siire sonra biyomalzeme yiizeyinde ince bir protein tabakasi
olusturur. Bdylece ev sahibi hiicreler yiizeye adsorplanan bu protein tabakasi ile
karsilagirlar. Bu nedenle, biyomalzeme iiretilmeden Once protein adsorpsiyon
mekanizmasi iyice anlagilmalidir.

Deneysel yontemler ara ylizdeki dinamik siire¢ler ve konformasyon degisiklikleri
gibi protein adsorpsiyon mekanizmasini atomistik diizeyde aciklamada yetersiz kalir.
Ote yandan, molekiiler simiilasyon yontemleri, deneysel verilerle birlestirildiginde
yeni biyouyumlu malzemelerin tasariminda kullanilabilecek degerli bilgileri
atomistik diizeyde saglayabilir.

Bu ¢aligmada, poliiiretanlarin protein ile iligkilerini incelemek i¢in kristal polietilen
glikol+hekzametilen diizosiyanat (PUl) ve amorf hint yagi+hekzametilen
diizosiyanat (PU2) poliiiretanlar1 modellenmis ve bu yiizeylerin x-1g1n1 kirinimlari,
dontis yaricaplari, koheziv enerji yogunluklar1 ve mekanik 6zellikleri hesaplanmustir.
Bu o6zelliklerin deneysel veriler ile uyumlu oldugu goézlenmistir. Daha sonra
Fibronektin tip I (1FBR) proteini polimerler {iizerine alti farkli konumda
yerlestirilmistir. Simiilasyonlar dielektrik ortamda ve polimer atomlar1 hareketsiz
tutularak gerceklestirilmistir. Her bir konum i¢in enerji minimizasyonlar: yapilmistir.
Ardindan polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A mesafede bulunan amino asitlerin yiizey ile
temas1 sonucu ortaya ¢ikan etkilesim enerjileri incelenmis ve 7A mesafede bulunan
amino asitlerin ylizeye adsorplanmis kabul edilmesinin en dogru yaklasim oldugu
gbzlenmistir. Daha sonra, amino asit sayisina karsilik etkilesim enerjisi grafiklerinin
egimlerinden mutlak etkilesim enerjisi hesaplanmistir. Egim degeri fazla olan ylizey
protein ile daha giiclii etkilesim gdstermektedir. Boylece yiizeylerin biyouyumlulugu
konusunda 6ngorii saglanmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore daha fazla hidrofilik olan PU1 yiizeyi fibronektin ile daha
giiclii etkilesim gostermektedir. Bu farklilik, kristal PU1’in diizgiin bir yiizeye sahip
olmasina ve bdylece protein ile daha iyi iliski kurabilmesine dayandirilabilir. Ayrica
adsorpsiyon ¢aligmalarinda amino asitlerin yiizeye olan ilgilerini gézlemlemek i¢in
ve @ bag acilarindaki degisim incelenmistir. Amino asit gruplarmin, yiizeyle
etkilesimlerinin incelenmesi, yiizeylerin farkli proteinler icin 6zel tasarlanarak,
kontrollii protein adsorpsiyon yontemlerinin gelistirmesinin saglayacaktir.
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MOLECULAR SIMULATION OF FIBRONECTIN ADSORPTION ON
POLYURETHANE SURFACES

SUMMARY

Biomaterials are natural and synthetic materials used to mimics functions of living
cells and to support the damaged organs. Biocompatibility is the most important
property of a biomaterial. Because of their high biocompatibility, polyurethanes are
among the most appealing class of biocompatible polymers. Polyurethanes especially
used in cardiovascular field, breast implants and wound dressing production.

Biomaterials first interact with the blood proteins once inserted into the body, and the
surface of the biomaterial is covered with a thin layer of protein. Host cells interact
with the adsorbed proteins instead of the biomaterial surface. So, protein adsorption
mechanism must be comprehended before producing biocompatible material.

Experimental methods are insufficient in the explanation of protein adsorption
mechanism at the atomistic level, such as dynamic processes in the interface and the
conformational rearrangements. However, molecular simulation methods can provide
valuable insight at the atomistic level, when combined with the information gathered
from the experimental studies, in order to design new biocompatible materials.

In this study, in order to understand polyurethane protein interactions, crystalline
polyethylene glycol +hexamethylene diisocyanate (PU1) and amorphous castor oil +
hexamethylene diisocyanate (PU2) copolymers were modeled and structural
properties such as d-spacing, radius of gyration, cohesive energy density and
mechanical properties were estimated. These properties were in good agreement with
available experimental data. Next, Fibronectin type I (IFBR) module was placed
near polymer surfaces in six different orientations. Simulations were carried out in an
effective dielectric medium, and polymer surfaces were kept rigid. For each
orientation, energy minimizations were carried out to analyze changes in the
interaction energy between the surface and polymer due to adsorption, and the
number of amino acids within a distance of 3, 5 and 7A from the surface was
determined. 7A distance from the polymer surface accepted best predictors for
protein adsorption. Next, a linear model was fitted to the interaction energy as a
function of the number of amino acids. The slope in the model yielded the absolute
interaction energies between the protein and the surface, was used as a basis for the
comparison of the surface biocompatibility, larger slope values indicating larger
interaction strength.

Simulation results showed that fibronectin was adsorbed more strongly on PU1
surface compared to PU2 surface, although the latter is less hydrophilic. This can be
explained by the regular surface structure of crystalline PU1, allowing a better
contact with the protein. Furthermore, the changes of y and ® angles of the amino
acids upon adsorption were also monitored in the simulations to determine the
affinity of the amino acids to the surface. This information can be used to tailor
polymer surfaces with functional groups to enhance protein adsorption.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyomalzemeler insan viicudundaki canli dokularin iglevini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilan malzemeler olup modern tip uygulamalarinda
canlilarin yasamlarii siirdiirmelerini saglamak, yasam kosullarini iyilestirmek ve
tedavi siirelerini  kisaltmak amaciyla kullanilmaktadirlar [1]. Son yillarda,
biyomalzeme bilimi biiyiik ilerleme kaydetmistir, ancak biyolojik sistemlerle
etkilestiginde uyumlulugu yiiksek olan yeni malzemelerin gelistirilmesi igin
caligmalar siirmektedir. Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en 6nemli 6zelligidir.
Biyouyumlu malzeme viicutla uyumlu malzeme, yani kendisini ¢cevreleyen dokularin
normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler (iltihaplanma,
pihti olusumu) meydana getirmeyen malzemelerdir. Biyouyumlulugu yiiksek olan
bircok organik ve inorganik malzeme biyomalzemelerin yapiminda kullanir [2].
Polimerler yiiksek biyouyumluluklar1 ile biomalzeme alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [3]. Ancak halen miikkemmel biyouyumluluga sahip malzemenin
sentezlenmesi gerceklesmemistir ve bu amacla yapilan c¢alismalar siirmektedir [2].
Politiretanlar {stlin fiziksel, mekanik o©zellikleri ve yiiksek biyouyumluluklar
sebebiyle biyomedikal wuygulamalarda genis kullanim alanmna sahip olan
polimerlerdir. Bir diol grubu ile bir diizosiyanat grubunun birlesmesinden olusan
yapilardir [3]. Poliliretanlar ilk olarak 1960 yilinda biyomalzeme alaninda
kullanilmaya baglanmistir. Yiiksek dayanim o6zellikleri ile 6zellikle kardiyovaskiiler
uygulamalarda en ¢ok tercih edilen malzemelerdir. Kardiyovaskiiler uygulamalarin
yani sira politiretanlar glinlimiizde yara ortiisii tiretiminde de kullanilmaktadirlar [4].
Biyomalzemeler canli viicuduna yerlestirildiklerinde biyolojik ¢evre ile ara yiizey
olustururlar. Viicuda yerlestirilen malzemenin yiizeyinde ilk olarak protein
adsorpsiyonu meydana gelir ve ardindan hiicre ile birlesme baglar [5]. Bu nedenle
proteinlerin polimer yiizeyler {iizerine adsorpsiyonu biyomedikal uygulamalarda
bliylik Ooneme sahiptir. Son yillarda bu konu iizerinde bir¢ok deneysel c¢alisma
yapilmistir ancak protein yapilar1 biiylik yapilar oldugundan ve siirekli hareket

halinde olduklarindan deneysel olarak protein-yiizey etkilesimlerini incelenmesi



olduk¢a karmasiktir. Bu konuda birgok calisma yapildigi halde halen protein
adsorpsiyonunun uygun sekilde kontrol edilebilmesi i¢in ara yilizeyde gergeklesen
protein-yiizey etkilesimleri tam olarak agiklanamamustir [6]. Deneysel metotlar ara
yiizeyde gergeklesen dinamik siiregleri ve konformasyon degisimlerini agiklamada
yetersiz kalmaktadir bu nedenle bu konuda yeni yontemlerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Son yillarda biyomalzemelerin yiizey 6zellikleri ve yiizeylere protein
adsorpsiyonu molekiiler simiilasyon yontemleri ile arastirilmaktadir. Molekiiler
simiillasyon  yontemlerinin  protein-yiizey iliskilerinde  kullanilmasi  diger
uygulamalara kiyasla daha yeni olup her gecen giin gelisme gostermektedir.
Molekiiler simiilasyon yoOntemleri protein adsorpsiyonuna atomik boyuttan
bakabilmeyi saglar. Bdylelikle molekiiler simiilasyon yontemleri kullanilarak
onceden elde edilen deneysel verilerin atomik boyutta elde edilen veriler ile
birlestirilerek proteinlerin ylizey {lizerine adsorpsiyonu hakkinda yeni bir bakis agisi
kazanilmasi beklenmektedir. Molekiiler simiilasyon yontemleri kullanilarak yapilan
protein adsorpsiyonu caligmalar1 genel olarak incelenirse; malzeme ve protein

yapilarinin modellenmesinin ardindan;

. Protein-Yiizey (Ligant) etkilesimleri
. Proteinlerin farkli konumlari
o Protein konformasyonlarinda meydana gelen degisimleri incelenir [7].

Bu caligmada farkli monomerlerden olusan iki farkli poliiiretan malzemelerin ara
yiizey biyouyumluluklar1 Molekiiler Mekanik (MM) ve Molekiiler Dinamik (MD)
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismanin hedefi, literatiirdeki deneysel
verilerle simiilasyon sonuglar1 arasinda bir bagint1 kurarak, ilerde yapilacak deneysel
caligmalarda deney sayisini azaltmak ve iiretilecek malzemelerin 6zellikleri hakkinda
ongoriide bulunmaktir. Yapilan calismada biri kristal digeri amorf olan iki farklh
poliiiretan yiizey kullanilmistir. iki asamada yiiriitiilen simiilasyon galismalarmin ilk
asamasinda poliliretan malzemelerin yapisal Ozellikleri hesaplanmis ve mevcut
deneysel verilerle karsilagtirilmistir. Simiilasyon ¢alismalarinin ikinci asamasinda ise
proteinlerin poliiiretan ylizeylere adsorplanmasi molekiiler mekanik (MM) ydntemi
kullanilarak incelenmistir. Bu g¢ercevede proteinlerin farkli poliiiretan ylizeylere
adsorplanmasi karsilastirilarak, bu yiizeylerin biyouyumluluklar1 degerlendirilmistir.
Boylece malzeme yiizeyi ile protein baglanmasi arasindaki iliski degerlendirilmis ve

sentezlenmesi planlanan malzemelerin bir 6n elemeden gegirilmesi amaglanmuistir.



2. POLIMERIK BIYOMALZEMELER VE PROTEIN ILISKILERI

2.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek veya
hasar gormiis organlar tedavi etmek ve desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da
sentetik malzemelerdirler. Bu amaca uygun olarak yeni malzemelerin gelistirilmesi
icin yogun c¢aba harcamaktadir [2]. Bir malzemenin biyolojik ortamda
kullanilabilmesi i¢in ii¢ temel oOzelligi dikkate alinir; mekanik dayaniklilik,
fonksiyonel 6zellikler ve biyouyumluluk. Biyomalzemelerin mekanik dayanimlarinin
yiiksek olmasi gerekir yani malzeme ¢abuk yipranmamali ve performansini uzun
stire korumalidir. Biyomalzemenin fonksiyonel 6zellikleri de kullanim yerine uygun
olmalidir. Bir biyomalzemenin en Onemli o0zelligi ise biyouyumluluktur.
Biyouyumluluk uygulama sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun cevap
verebilme yetenegi olarak tanimlanir yani kendisini c¢evreleyen dokularda
istenmeyen tepkiler (iltthaplanma, pihti olusumu) meydana getirmeyen
malzemelerdir. Biyouyumluluk kan uyumlulugu ve doku uyumlulugu adi altinda
siniflandirilabilir. Kan uyumlulugu goésteren biyomalzemeler damarda veya kalpte
kanin pihtilagmasina sebep olmayan malzemelerdir. Doku uyumlulugu gosteren
biyomalzemeler ise zehirleyici etki gdstermeyen ve implant etrafinda yiiksek
miktarda doku gelisimi saglayan malzemelerdir [3]. Biyouyumlulugu yiiksek olan
malzemeler biyomalzemelerin yapiminda kullanirlar ancak halen miikemmel
biyouyumluluga sahip bir malzemenin sentezlenmesi geceklesememistir.
Biyouyumlulugu yiiksek olan malzemeler metaller, seramikler, polimerler ve
kompozit malzemeler olarak siralanmaktadirlar. Hangi malzemenin segilecegi
malzemelerin biyouyumluluklarina ve uygulanacaklar1 bolgeye uygunluklarina gore
belirlenir. Metaller daha ¢ok kalca, diz protezleri gibi sert bolgelerde tercih edilirler.
En c¢ok kullanilan metaller celik, kobalt alagimlari, nikel titanyum alasimlaridir.
Seramik malzemeler ise kalca, dis ve kalp implantlarinda tercih edilirler. En ¢ok

kullanilan seramik malzemeler aliiminyum oksit, zirkonyum dioksit, pirolitik karbon,



hidroksiapatit olarak siralanabilir. Biyolojik malzemeler arasinda polimer
malzemelerin onemi biiyiiktliir [1]. Polimerlerin mekanik 6zellikleri diger metal
seramik benzeri malzemeler ile kiyaslandiginda dokulara ¢ok daha fazla benzerlik
gostermektedir [3]. Polimerler degisik sekil ve bigimlerde hazirlanabilmelerinden
dolay1 biyomalzeme olarak genis bir kullanim alanina sahiptirler. Polimer
malzemelerin kullanildig1 bazi alanlar; yapay kalp, damar ve kalp kapakgilari, gogiis
implantlari, kontakt lensler, ortopedik malzemeler, diyaliz {initeleri seklinde
Ozetlenebilir. Ancak yiiksek avantajlar1 yani sira polimerler yine de miikemmel
biyouyumlu malzemeler degillerdir. Baz1 uygulamalarda 6rnegin ortopedide mekanik
dayanimlarinin zayif olmasi, sivilari yapilarina alarak sisebilmeleri veya zehirli
iiriinler yayabilmeleri polimerlerin olumsuz 06zellikleri arasinda yer almaktadir.
Ayrica bahsedilen tiim bu inorganik ve organik malzemelerin hibrit olarak
kullanilmast ile kontrol edilebilir hizlarda bozunabilen, kontrol edilebilir yiizey
ozelliklerine sahip kompozit malzemeler de hazirlanabilir. Inorganik ve organik
maddelerin miktar1 degistirilerek malzeme 6zellikleri istenilen Ol¢iide kontrol

edilebilir [1].

2.2 Poliiiretanlar

Poliiiretanlar, bir diol grubu ile bir diizosiyanat grubunun birlesmesinden olusan,

yapilarinda iretan grubu igeren heterojen kopolimerlerdir (Sekil 2.1) [3].

Uretan Grubu

Sekil 2.1 : Politiretanin genel yapisi ve iiretan grubu [3]

Yapiy1 olusturan polimer zincirlere kiyasla iiretan boliimii yapinin kiiciik bir kismini
olusturur. Bu nedenle sentezlerinde kullanilan diizosiyanatlarin veya poliollerin
yapilarina bagli olarak iiriiniin 6zelliklerini degistirebilir. Ornegin, kullanilan
poliollerin zincir uzunluklarindaki degisime bagl olarak politiretanin 6zellikleri de
degisir. Poliiiretanlarin yapisinin degisik metotlarla degistirilebilmesi poliiiretanlarin

polimerler arasinda daha avantajli olmalarini saglarlar [8]. Poliiiretanlar kat1 sert



termoplastiklerden yumusak elastomer yapilara kadar degisiklik ozellikler
gosterebilmektedirler. Poliollerden olusan yumusak kisimlar politiretana elastomerik
Ozellik kazandirirken diizosiyanatlarin  olusturdugu sert kisimlar ise sert
termoplastiklerin olusumunda etkilidir. Politiretanin fiziksel ve mekanik 6zellikleri,
yumusak ve sert bolimlerin malzeme i¢indeki dagilimina baghidir. Yumusak ve sert
bolimler arasindaki faz dagilimi degistirilerek malzemenin mekanik, fiziksel
ozellikleri ve biyouyumlulugu degistirilebilir. Sekil 2.2’de poliliretanin yumusak ve

sert boliimleri sematik olarak gdsterilmektedir [3].

Yumusak Boltim Sert Balim

/
—

{O—CHE—CH -0- C N @CH; @CH; N-C- 0}

Sekil 2.2 : Poliiiretanin yumusak ve sert boliimleri [3]

Uretan gruplari birbirleri arasinda veya degisik yapilarla ¢ok giiclii hidrojen baglari
kurarlar (Sekil 2.3). Uretan yapisinda bulunan N-H ve C=O yapilar1 arasinda giiclii
hidrojen baglar1 olusur. Molekiiller arasi kurulan bu kuvvetli baglar o6zellikle

kaplama ve tutkal yapiminda avantajlar saglar [8].

¢
N-H----0=C
| |
C=0----H-N
| \

o

Uretan-Uretan

Sekil 2.3 : Uretan yapisinda bulunan hidrojen baglari [3]

Politiretanlar otomotiv sektoriinden tibba kadar oldukca genis kullanim alanina sahip
yapilardir. Doseme, tekstil, kagit, ambalajlama, arabalarin gosterge panellerinde,
ayakkabi tabanlarinda, izolasyonda, halilarda, ila¢ sektorii gibi bir¢ok degisik alanda
da poliiiretanlar kullanilmaktadirlar. Ustiin fiziksel ozellikleri ve yiiksek kan
uyumlulugu sayesinde poliliretanlar biyomalzeme olarak da kullanilmaktadirlar ve
en cok gelecek vadeden polimer biyomalzemeler olarak goriilmektedirler. Daha
onceden de bahsedildigi gibi bir malzemenin biyomalzeme olarak kullanilmasi i¢in
sadece fiziksel ozeliklerinin yeterli olmas1 yetmez. Bir¢ok degisik faktoriin bir arada
tutulmasi ile uygun malzeme segilir. Poliiiretanlarin miikemmel fiziksel 6zelliklere

sahip olmalarinin yani sira kan uyumluluklar1 da oldukga yiiksektir. Bu o6zellikler



politiretanlart biyomalzeme alaninda kullanmak i¢in ¢ok uygun malzemeler
kilmaktadir. Poliiiretanlar ilk olarak 1960 yilinda biyomalzeme alaninda
kullanilmaya baglamistir. Poliiiretanlar diger elastomerlerle kiyaslandiginda daha
yiiksek dayanima sahip malzemeler olup 6zellikle kardiyovaskiiler uygulamalarda en
onde gelen polimerlerdendir. Kalp her dakikada yaklasik yetmis iki vurus
yapmaktadir ki bu bes yilda iki yiiz bin vurus demektir. Bu nedenle kardiyovaskiiler
uygulamalarda kullanilacak malzemeler yiiksek dayanima sahip olmalidir aksi halde
sonu¢ Ollimle sonuglanabilir [3]. Poliiliretanlar yiiksek dayanim 6zellikleri ile
ozellikle kardiyovaskiiler uygulamalarda; yapay kalp, damar ve kalp kapakgiklar
tiretiminde en cok tercih edilen malzemelerdir. Kardiyovaskiiler alaninin yani sira
poliliretanlar gliniimiizde gogiis implantlarinda ve yara Ortlisii tretiminde de

kullanilmaktadirlar [4].

2.3 Proteinler

Proteinler amino asitlerin birlesmesi ile bir araya gelen organik bilesiklerdir. Sekil
2.4°de belirtildigi gibi amino asitler merkezde bir alfa karbon atomu ve etrafinda bir
karboksil grubu, bir amino grubu, bir hidrojen atomu ve bir de fonksiyonel R

grubundan olusan yapilardir.

Sekil 2.4 : Bir amino asit molekiilii [9]

Proteinler amino asitlerin kondensasyon reaksiyonlar1 sonucu olusurlar. Bir amino
asitte bulunan amino grubu ile diger amino asitte bulunan karboksil grubu ile peptit
bagi olustururlar. 1ki amino asitin birlesmesi ile olusan dipeptit yapisina amino
asitlerin eklenmesi ile polipeptit yapist olusur. Polipeptitlerin birlesmesi ile de

proteinin meydana gelir (Sekil 2.5) [9,10].
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Sekil 2.5 : iki amino asidin birlesmesi ile olusan dipeptit yapis1 [9]

Proteinlerin yapisinda 20 farkli amino asit bulunmaktadir. Amino asitler Cizelge

2.1°de goriildiigi gibi yan zincirlerine gére polar olmayanlar (hidrofobik), polar

olanlar, negatif yiikliler ve pozitif yikliler olmak iizere 4 farkli grupta

incelenebilirler [10].

Cizelge 2.1 : Amino asitlerin yan zincirlerine gore siniflandirilmasi [10]

Polar Amino Asitler Apolar Amino Asitler

Ue Tek Yan Ue Tek Yan
Amino Asit Harfli Harfli Zincir Amino Asit Harfli Harfli Zincir
Sembol | Sembol Yiikii Sembol | Sembol Yiikii
Aspartik asit Asp D ) Alanin Ala A Apolar
Glutamik asit Glu E ) Glisin Gly G Apolar
Arginin Arg R (+) Valin Val \% Apolar
Lizin Lys K (+) Losin Leu L Apolar
Histidin His H (+) Izolosin Ile I Apolar
Aspargin Asn N Notr Prolin Pro P Apolar
Glutamin Gln Q Notr Fenilalanin Phe F Apolar
Serin Ser S Notr Metiyonin Met M Apolar
Treonin Thr T Notr Triptofan Trp w Apolar
Tirozin Tyr Y Notr Sistein Cys C Apolar




Proteinler Sekil 2.6’da gosterildigi gibi dort farkli yapisal seviyede incelenebilirler.

Birincil yap1 ikincil yap1 Ugiinciil yap1 Dérdiinciil yapi

Sekil 2.6 : Proteinlerin dort farkli yapisal seviyesi [10]

e Birincil Yapi; Proteinlerin en basit ifade edilisleridir. Proteinin hangi amino
asitlerden olustugunu ve bu amino asitlerin hangi sirayla birbirlerine bagl
olduklarin1 gosteren tek boyutlu bir dizgi seklinde ifade edilisidir. Proteinler gercekte
birincil yapida ifade edildigi gibi yan yana amino asitlerden olusmus uzun zincirler

seklinde yapilar degildirler.

e [kincil Yap:; Bu yapida amino asitler arasindaki molekiil i¢i ya da molekiiller arasi
hidrojen baglarmin etkisi dikkate alinir. Hidrojen baglar1 zincirde katlanmalara
biikiilmelere sebep olur, bu da proteine li¢ boyutlu yapisin1 kazandirir. ti¢ tiir ikincil
yap1 vardir. Alfa sarmali (o heliks); Protein zinciri bir sarmal seklinde ve birbirinin
istiine gelen amino asitlerin birbiriyle hidrojen bag1 yapabilecegi sekilde
dizilmesinden olusur. Beta Yaprag: (f-sheet); ise protein zincirlerinin birbiri iizerine
tabakalar halinde hidrojen bag: ile baglanmasi sonucu olusan yapidir. Bu tabakalar
birbirine paralel olarak durabildigi gibi paralel olmadan da durabilirler. Burgu (Coil);
Proteini olusturan alfa sarmallari ve beta yapraklart disinda kalan degisik
uzunluklardaki ve sekillerdeki bolgelerdir [11].

Hidrojen baglar1 sonucu olusan katlanma ve biikiilmeler sonucu ikincil yapiya sahip
olan protein omurgasinda temel olarak phi (®) ve psi (y) olmak iizere iki bag agisi
tanimlanir. Sekil 2.7°de goriildiigi gibi phi; Co-N-C,-C, bir alfa karbon ona bagli olan
bir karboksil grubu yine ayni alfa karbona bagli olan amino grubu ve bu amino
grubunun baglandigi komsu amino asidin karboksil grubu arasindaki bag agisidir.
Psi; N-C,-Co-N ise bir alfa karbonu onun bagl oldugu amino grubu yine ayni alfa
karbonunun bagl oldugu karboksil grubu ve bu karboksil grubunun baglandig:

komsu amino grubu arasindaki bag acisidir. Bir polipeptit yapisinda sadece alfa



karbonuna bitisik baglarin ¢evresinde rotasyon miimkiindiir. Bu nedenle protein
adsorpsiyonu ¢aligmalarinda tanimlanan ® ve y bag acilarindaki degisimleri

hesaplayarak protein omurgasinda meydana gelen degisimler gézlenebilir [9].

phi (@) Co psi ()
T €\
C, C. Co
Co

Sekil 2.7 : Polipeptit yapisinda bulunan phi (®) ve psi (v) burkulma agilar

Proteinde amino asitlerin phi (@) ve psi (y) bag agilarinin aldig1 degerler Sekil 2.8’de
gosterilen Ramachandran grafigindeki gibi gosterilmektedir. Ramachandran

grafiklerin proteinlerin ikincil yapis1 hakkinda bilgi veren grafiklerdir [12].

) .
+psi J

)|

-psi

-180 N
-180 - phi 0 + phi 180

Sekil 2.8 : Ramachandran grafigi [12]

e Uciinciil Yapi; Proteinin genel olarak ii¢ boyutlu yapisi olarak ozetlenebilir. Bu
yapida Ornegin iki sistemin amino asidi disiilfit bagi kurabilir, pozitif ve negatif
yiikli amino asitler etkilesebilir, polar amino asitler arasinda hidrojen baglan
olusabilir ve hidrofobik etkilesimlerle polar yapilar ylizeyde bulabilirken polar
olmayan yapilar i¢ kisimlara yonelebilir. Kisaca bu yapida hidrojen baglariin yam
sira hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler ve Van der Waals

kuvvetlerinin etkileri gibi her tiirlii etkilesim g6z ontlindedir.

e Doérdiinciil Yapt; Birden fazla protein alt biriminden olusan proteinlerin yapilarin
ifade eder. Ornegin, hemoglobin dért protein molekiiliinden olusur. Hemoglobinin
dordiinciil yapisi iste bu proteinlerin hepsinin bir arada bulunmasi ve geometrik bir
sekil olusturmasi sonucu olusur. Ugiinciil ve dordiinciil yapi, proteinin islevinin,

icinde bulundugu aktivitelerin ve diger proteinlerle olan iligkilerinin belirlenmesi



acisindan 6nem tagimaktadir. Kisaca; protein dizilimi protein yapisini, protein yapisi

da protein islevini belirler [1,9,13].

2.4 Protein-Yiizey iliskileri ve Protein Adsorpsiyonu

Biyomalzemeler viicuda yerlestirildiklerinde ilk olarak viicut sivist kan ile temasa
gecerler. Kanda bulunan proteinler malzemenin yiizeyine dogru harekete gecer ve
protein adsorpsiyonu baslar. Hiicreler malzeme yiizeyine ulastiginda malzemelerin
ylizeyi ¢oktan ince bir protein tabakasi ile kaplanmis olur. Bu nedenle ev sahibi hiicreler
malzeme yerine yiizeye adsorplanan proteinlerle karsilagirlar [13]. Ardindan olusan
hiicresel etkinlikler hiicrelerin yapismasi, trombosit kiimelenmesi ve pihtilasma daha
cok malzeme yiizeyinde olusan bu protein tabakasi ile iligkilidir. Bu nedenle
biyouyumlu malzeme {iiretilmeden 6nce yiizey iliskileri ve protein adsorpsiyonu iyice

anlasilmalidir [14].

2.4.1 Protein ve biyomalzeme yiizey 6zelliklerinin 6nemi

Viicuda yerlestirilen biyomalzemenin ve proteinin yiizey oOzellikleri ara ylizey
etkilesimleri bakimindan onemlidir. Proteinlerin ve biyomalzeme yiizeylerinin sahip

olmasi gereken temel 6zellikler asagida sirasiyla belirtilmistir [1].

Malzeme yiizeyine ulagsan proteinler yiizey ile molekiiller arasi baglar kurarlar. Bu
etkilesimler proteinlerin 6zelliklerinden oldukcga fazla etkilenirler. Bu 6zellikler asagida
kisaca Ozetlenmistir. Proteinin biiyiikligii etkilesim i¢in dnemlidir. Biiylik molekiiller
etkilesim icin daha ¢ok alana sahiptirler ve daha ¢ok adsorplanirlar [13]. Ornegin silika
yiizey kullanilarak yapilan bir ¢aligmada [1], molekiiler biiyiikligii 67kDa olan albiimin
molekiiliiniin silika yiizeyi ile yaklasik 77 baglanti noktasi bulunmakta iken, 340kDa
biiyiikliigiindeki fibrinojenin ise 703 baglanti noktas: bulunmaktadir. Ancak biiyiikliik
her zaman temel belirleyici etmen degildir. 65kDa biyiikligiindeki hemoglobin
kendisinden ¢ok daha biyiikk olan fibrinojene gore daha fazla yiizey ilgisi
gostermektedir [1]. Proteinlerin yiikii de ylizey etkilesiminde Onemlidir. Proteinin
olusturan amino asitler pH ve c¢evreye gore yiiklenebilirler ve polarlasabilirler.
Polarlagsan bu yapilar hidrofilik olup ortamdaki su atomlar: tarafindan ylizeye dogru
cekilirler bu nedenle polarlasan amino asitler dis yiizeye dogru yonelme
egilimindedirler ve bu amino asitler malzeme yiizeyi ile daha fazla temas halindedirler

[13]. Kisaca protein yiizeyindeki yiikk ve bu yiikiin dagilimi protein adsorpsiyonunda
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etkilidir ancak proteinlerin yiikii de biiyilikliigiinde bahsedildigi gibi kesin belirleyici
etmen degildir. Son olarak protein konformasyonu ve yapinin kararlilig1 da etkilesimde
bliylik 6neme sahiptir. Kararli olmayan protein yapilar1 kolaylikla yayilma egilimi
gosterir boylece malzeme yiizeyi ile daha ¢ok etkilesim alanina sahip olur [1]. Ayrica
baz1 baglanma noktalar1 sadece belli konformasyonlarda ortaya ¢ikmaktadir. Uygun

konformasyonda yiizey ile daha fazla bag kurulabilir [13].

Protein adsorpsiyonunda protein o&zelliklerinin yani sira biyomalzemenin yiizey
Ozellikleri de adsorpsiyonu etkileyen en temel etkenlerdendir [1]. Proteinlerin biiyiik
kism1 hidrofobik ylizeylere hidrofilik yilizeylere kiyasla daha fazla adsorplanirlar [6].
Hidrofobik bir ylizeyde etrafta bulunan su molekiilleri yiizeyle degil birbirleri ile
etkilesirler ve yiizeyin etrafinda bulunurlar ve bu konumda entropi diisiiktlir. Protein
adsorpsiyonunda yiizey etrafinda bulunan bu su tabakasi bir anda dagilir ve ani bir
entropi ylikselmesi olugsur ki bu durum hidrofobik yiizeylere gerceklesen protein
adsorpsiyonunun siiriicii kuvvetidir. Kisaca hidrofobik yiizeylerde daha fazla protein
adsorpsiyonu goriiliir. Hidrofilik yiizeylerde su molekiilleri yiizeyle etkilesim halindedir
ve protein ilave edildiginde protein molekiilii ile su molekiillerinin yiizeyle
etkilesebilme yaris1 protein adsorpsiyonunu azaltir [13]. Yapilan bir ¢caligmada 85:15
oraninda  N-isopropylacrylamide/N-tert-butylacrylamide  kopolimeri daha fazla
hidrofilik olan 50:50 kopolimeri ile kiyaslanmistir. Daha fazla hidrofilik olan kopolimer
neredeyse hi¢ protein adsorplamamistir, yalnizca ¢ok az miktarda insan serum albumini
(Human Serum Albumin-HSA) adsorplanmistir, diger yandan daha hidrofobik olan
kopolimer birgok HSA, fibrinojen ve daha birgok protein ile bag kurmustur [15,16].
Hidrofobik etkilesimler en kuvvetli etkilesimlerdendir [17]. Elektrostatik ¢ekme
kuvvetleri yiiklii yiizeyler icin biiylik 6neme sahiptir [6]. Ters yiikler adsorpsiyonu
kuvvetlendirir ve iyonik kuvveti artirir. Ornegin kan serumunda bulunan proteinlerin
biiyiik kismi negatif yiikliidiir ve yiizeyin negatif yiiklii olmasi protein adsorpsiyonunu
azaltacaktir [13]. Yiizey oOzellikleri de adsorpsiyonda etkilidir. Yiizey piirtizliligi

artirtlarak protein i¢in daha fazla ylizey alami saglanir ki bu da adsorpsiyonu arttirir
[1,13].

Malzeme yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar da adsorpsiyon ile direkt olarak
iligkilidir. Baz1 fonksiyonel gruplarin adsorpsiyona etkisi incelenmis ve asagidaki
sonuclar elde edilmistir. Ancak bu veriler genel degerlendirmelerdir, ¢cok bilesenli

malzeme yiizeylerinde veya canli ortamlarda farkli bir¢ok etkenin birlesimi ile farkli
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sonuglar gozlenebilir. Bazi fonksiyonel gruplarin adsorpsiyona etkisi asagida

Ozetlenmistir:

- Metil (-CH3): Apolar ve hidrofobiktir. Kan sivisinda nétr halde bulunur. Fibrinojen ve

gamma-globiilin (IgG)’in yapiya sikica tutunmasini saglar.

- Hidroksil (-OH): Hidrofiliktir. Kan sivisinda noétr halde bulunur. Malzemenin
hidrofilik 06zelligini artirir ve plazma proteinlerinin ilgisini azaltir. Fibronektin
proteininde konformasyon degisimine neden olur ki bu da fibronektinin hiicrelere
baglanmasin1 saglayan aktif bdlgesinin ortaya ¢ikmasini saglar yani hiicrelerin

fibronektine yapismasini arttirir.

- Amin (-NHy): Polardir ve hidrofiliktir. Kan serumunda ve su igeren ¢ozeltilerde pozitif

yiiklenir. Firbonektine sikica baglanmay1 saglar.

- Karboksil (-COOH): Hidrofiliktir. Kan serumunda negatif yiiklidiir. Fibronektin ve
albliminle kars1 ilgiyi arttirir [13].

2.4.2 Proteinlerin konformasyonunu etkileyen faktorler

Birkag proteinden olusan bir ¢ozelti ylizeye adsorplandiginda proteinler yilizey ile
degisik bicimlerde temas kurarlar. Yiizey kalabaliklastikca diger proteinlerin
etkilesmesi i¢in daha az alan kalacaktir. Boylece protein yapilart degisik
konformasyonlarda yiizey ile iliski kuracaklardir. Bunun yani sira yiizey ve proteinin
sahip oldugu yiik, polarite, hidrofilik, hidrofobik gruplar gibi 6zelliklerden dolay1 da
proteinler ylizeye degisik konformasyonlarda baglanabilirler. Proteinlerin degisik
konformasyonlarda adsorplanmas1 adsorplanma miktarini etkiledigi gibi fonksiyonel
anlamda da biiyiikk 6neme sahiptir. Yapigskan o6zellige sahip fibronektinin biyomalzeme
tizerine adorplanmasi incelenirse konformasyona gore hiicre yapigsmasinda yardimci
olan aktif bolgeler uygun konumda degillerse hiicre yapismasi meydana gelmeyecektir.
Proteinler ylizeye degisik konumlarda baglanabilecekleri gibi ara yiizeydeki etkilesimler
ile zamanla konformasyon degisikligi de goOsterebilirler. Ara ylizeyde proteinlerin
konformasyonlarinin  degisimleri i¢in iki durum s6z konusudur. Yiizeye ilk
adsorplandiginda diisiik sayida baglanma bdlgesi ile tutunan proteinler etkilesim siiresi
arttikca yayginlasabilir ve yeni baglanma bolgeleri ile daha fazla etkilesim kurulabilir.
Boylece Sekil 2.9°da goriildiigii gibi zaman arttikca bastakine gore daha fazla bolgede
tutunma gerceklesebilir [1].
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Sekil 2.9 : Proteinlerin yiizey iliskisinin zaman ile degisimi [1]

Diger bir konformasyon degisme sebebi ise protein konsantrasyonudur. Diisiik protein
konsantrasyonlarinda malzemenin yiizeyi her protein i¢in daha miisaittir ancak yiliksek
konsantrasyonlarda proteinler i¢in gerekli ylizey azalir boylelikle proteinler yayilmak
icin gerekli alan1 bulamazlar boylece yiizeyde sayica daha fazla ancak daha az baglanma

bolgesi ile yiizeye tutunan protein tabakasi olusur [1].

2.4.3 Protein adsorpsiyonunun Kinetigi

Protein adsorpsiyon kinetigini modellemek i¢in tasinim mekanizmasi, sistemin
geometrisi ve adsorpsiyon siirecini incelemek gerekir. Yiizeye ulasan protein dort ayri
tasinim mekanizmasi ile taginabilir: 1) Difiizyon 2) Termal konveksiyon 3) Akis 4)
Birlesmis transfer; bu difiizyon ve konveksyonun birlesmesinden meydana gelir.
Yiizeye ulasan proteinin hizi, konsantrasyonu ve molekiil biiyiikliigii gibi parametreler

taginim mekanizmasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir [1].

2.4.4 Cok bilesenli ¢ozeltiler

Viicut svilar1 (kan, gdzyasi, tiikiiriik) sayisiz biyomolekiil igermektedirler. Ornegin kan
igerisinde yaklasik 150 gesit protein bulunmaktadir. Bu nedenle ger¢ek doku-malzeme
iligkilerinin anlagilmasi i¢in tek bir protein-yiizey etkilesimini incelemektense ¢ok
bilesenli protein ¢ozeltilerinin yiizey ile iliskilerini incelenmek daha dogru bir
yaklasimdir. Cok bilesenli sivilarda proteinler yiizeye ulagsmak i¢in konsantrasyonlarina,
diflizyon miktarlarina ve afinitelerine gore yaris halindedirler. Difiizyon orani proteinin
biiyilikliigii ve konsantrasyonu ile iliskilidir. Konsantrasyonun etkisine bakildiginda bir

malzemeyi ¢evreleyen sivi igerisindeki bir tek cesit protein varsa malzeme konsatrayon
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arttikca daha ¢ok proteine ihtiya¢ duyar ancak protein ¢ozeltisinde birden ¢ok protein
c¢esidi varsa bu durum biraz daha karmasik hal alir. Difiizyon etkisine bakilacak olursa
kiiciik yapida olan proteinler biiyilkk proteinlere gore daha once yiizeye ulasip
adsorplanirlar. Proteinin yiizeye olan afinitesi de protein yiizeye ne kadar gii¢lii ve kalici
sekilde adsorplanacagii agiklar. Afiniteyi etkileyen biiyiikliik, ylik, konformasyon
degisimleri gibi etkenler yukarida ayrintili bigimde agiklanmugtir. Yiiksek afiniteye
sahip olan proteinler diisiik afiniteye sahip olanlara kiyasla daha ¢ok adsorplanirlar ve
yiizeyde daha kalicidirlar. Protein konsantrasyonu, difiizyon miktar1 ve afinitesini igeren
bu ii¢ etken goz Oniine alindiginda ¢ok bilesenli sivilarda proteinler yiizeye ulasmak i¢in
yaris halindedirler. Yiizeye ilk ulasan protein orada siirekli kalacak anlaminda degildir.
Yiizeye adsorplanan proteinler degiskendirler. Vroman bu konuda arastirma yapan ilk
bilim adami oldugundan bu etkilesimler ‘Vroman Etkisi’ ismini almistir. Proteinler
adsorplandig1 gibi tiim baglar1 kirilan bir protein ayni sekilde desorplanabilir. Yiizeye
ilk ulagan proteinler ylizeye ¢esitli baglanma bolgelerinden tutunurlar ancak daha sonra
daha yiiksek afiniteye sahip proteinler yiizeye ulastiginda ylizeyle daha giiclii ve uygun
baglar kurarken dnceden daha zayif baglar ile yilizeye tutunan proteinler ise yiizeyden
ayrilmaya baglarlar (Sekil 2.10). Bu sekilde baglar bir¢ok kere kirilip tekrar olusurlar.
Bu degisim tim proteinler yiizey ile kuvvetli etkilesimler kurana ve kalici tabaka

olusana kadar stirer [1,13].

zaman l

ProteinA  ProteinB q ProteinC

Sekil 2.10 : Vroman etkisi [13]



Cok bilesenli sivilara en uygun 6rnek kandir. Kanda 150 cesit protein bulunmaktadir.
Kandaki proteinlerinin yiizey ile etkilesimleri nemlidir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi
malzeme viicuda yerlestirildiginde ilk olarak kan ile temas eder ve kandaki serum
proteinleri yiizeyde ince bir tabaka olusturur. Ardindan hiicre yapismasi veya
pihtilasmasi1 gerceklesir. Kan serum proteinlerinden bir¢ogu ile protein adsorpsiyonu
caligmalar1 yapilmistir ancak en ¢ok alblimin, gamma-globiilin (IgG) ve fibrinojen ile
calisilmistir. Alblimin kan ile doku arasindaki basincin dengelenmesini saglar, birgcok
ilag ve hormon igin tasiyicit gorev iistlenir [1]. Alblimin kiigiik bir protein olup kanda
cok yiiksek konsantrasyona sahiptir bu nedenle de ilk olarak adsorplanma egilimine
sahiptir. Ancak alblimin diisiik afiniteye sahiptir ve zaman zarfinda daha yiiksek
afiniteye sahip fibrinojen ile yer degistirebilir [13]. Fibrinojen kanda yaklasik %3
oraninda yer alir ve kanin pihtilasmasinda gorev alir. immunoglobulin ise antikor olarak
islev gorebilen bir proteindir. En ¢ok ¢alisilan serum proteinleri ve gorevleri Cizelge

2.2°de verilmistir [1].

Cizelge 2.2 : Insan kan serumunda bulunan temel proteinler ve fonksiyonlar1 [13]

Insan Kamindaki
Kan Serum Proteinleri Konsantrasyonu Temel Fonksiyonlari
(mg/ml)
Albiimin 40 Osmotik basinct saglar
Hemoglobin 0.01 Oksijen taginim saglar
Gamma-globiilin (1gG) 15 Bagisiklik sisteminde gorev alir
Fibrinojen 3 Kanin pihtilagmasinda gorev alir
Fibronektin 0.3-0.4 Hiicre yapismasini saglar
Faktor XII 0.03 Kanin pihtilagmasinda gorev alir
Vitronektin 0.3 Hiicre yapigmasini saglar

Calismada kullanilan fibronektin proteini serum proteinleri arasinda 6nemli bir yer
kaplamaktadir. Fibronektin, kollagen ve fibrinojen gibi yapisma proteinleri hiicre dist
matriste bulunurlar ve doku yenilemesinde ¢ok biiyiik 6nem tasirlar. Bu konuda en
cok calisilmis protein ise fibronektindir. Fibronektin, endotel, diiz kas ve

fibroblastlarca tiretilen iki polipeptid zinciri igeren dimerik bir glikoproteindir ve her
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bir zinciri yaklagik 2500 amino asit igerir. Fibronektinler yapistiric1 glikoproteinler
olup ti¢ homolog tekrar tinitesinden (tip I, II, IIT) olusur [18]. Fibronektinin hiicre
baglanmasinda etkili olan gesitli bolgeler icermektedir bunlardan en 6énemlisi tip II1
tinitesinde bulunan RGD olarak adlandirilan arg-gly-asp amino asitlerinden olusan
bolgedir. Hiicre zarindaki reseptor intergin gruplar Sekil 2.11°de goriildiigii gibi
hiicre dis1 matriste bulunan fibronektin proteininin RGD bdlgesine baglanmayi

saglarlar [19].

Hiicre

Intergin

RGD

Fibronektin
Bivomalzeme

Sekil 2.11 : Hiicre zarindaki reseptdr intergin gruplarin hiicre disi matriste
bulunan fibronektin proteininin RGD bdlgesine baglanmasi [19]

Bu nedenle fibronektinin biyomalzeme yiizeyine adsorpsiyonu 6zellikle yara iyilesmesi
doku yenilemesi i¢in biiyiik 6neme sahiptir. Ayrica daha 6nce de bahsedildigi gibi
proteinlerin konformasyonu da biiyiikk Oneme sahiptir. Biyomalzeme yiizeyine
adsorplanan fibronektin molekiiliiniin baglanma bolgeleri hiicre zarindaki intergin

gruplar ile etkilesmeye miisait konumlanmazsa hiicre yapismasi ger¢eklesemez [1].
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3. MOLEKULER SIMULASYON YONTEMLERI

Molekiiler simiilasyon yontemleri deneysel ¢aligmalar1 desteklemek ya da deneysel
calisma yapmadan elde edilecek sonuglari 6nceden tahmin edebilmek amaciyla
hesaplamal1 yontemleri kullanir. Molekiiler simiilasyon yontemlerinin ilk basamagi
molekiiler modellemedir. Molekiiler modellemede molekiillerin davranislarinin
gercek sistemlere benzer sekilde modellenmesi i¢in teorik ve hesaplamali kimyay1
bir arada kullanir. Molekiiler simiilasyon ise olusturulan bu molekiiler modeller
tizerine kurulmus sayisal deneydir. Molekiiler simiilasyon yontemleri kiiciik
kimyasal sistemlerden genis biyolojik molekiillere ve malzeme topluluklarina kadar
degisen bir aralikta kullanilmakta ve inorganik, biyolojik ve polimerik sistemlerin
yapi, dinamik ve termodinamik 6zelliklerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Basit
hesaplamalar el ile yapilabilmektedir, fakat biiylik Olgiideki sistemlere molekiiler
simiilasyon yontemlerinin uygulanmasi bilgisayar kullanimini gerektirmektedir.
Molekiiler simiilasyon yontemleri temel olarak iki kategoriye ayrilabilirler.
Bunlardan ilki kuantum mekanigi yontemleri olup digeri ise klasik mekanik
yontemlerdir. Kuantum mekanigi yontemlerinde elektronlar temel alinir ve
Schrodinger denklemleri kullanilarak molekiillerin  6zellikleri ve davraniglari
incelenir. Klasik mekanik yontemlerde ise yalniz atomlar veya atom gruplari temel
alinir ve deneysel kuvvet alanlar1 kullanilarak molekiiliin davraniglar1 ve 6zellikleri
incelenir. Kuantum mekanigi kullanan yontemler daha kesin yontemlerdir ve
incelenen sitemle ilgili deneysel veri gerektirmezler ancak daha ¢ok hesaplamaya
dayanirlar ve kii¢iik miktarda atom guruplari i¢in kullanilirlar. Protein-yiizey iliskisi
incelenen ¢alismalarda ¢ok fazla atomla ¢alisildigindan kuantum mekanigi kullanigl
degildir. Diger tarafta klasik mekanik yontemler kuantum yontemlerine gore daha az
hesaplama gerektirir ve binlerce atom igeren biiyilik sistemlerin bile simiilasyonu
yapilabilir. Bu nedenle protein-yiizey iliskisi ¢alismalarinda daha ¢ok klasik mekanik
yontemler tercih edilirler. Klasik mekanik yontemler ti¢ boliimde incelenebilirler : 1)
Molekiiler Mekanik (MM) 2) Molekiiler Dinamik (MD) 3) Monte Carlo (MC). Bu ii¢

yontemden her biri kendine gore avantajlar ve kisitlamalar igerirler [13]. Calismada
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temel olarak kullanilan MM ve MD yontemleri bu boliimde ayrintili olarak
anlatilacaktir, ancak Oncesinde molekiiler simiilasyon yontemlerinde kullanilan

kuvvet alanlarindan ve istatistiksel topluluklardan bahsedilecektir.

3.1 Kuvvet Alam

MM, MD ve MC yontemlerinde deneye dayali olarak hesaplanmig kuvvet alani
(forcefield) yardimiyla sistemin potansiyel enerjisi (E) hesaplanmaktadir. Molekiiler
simiilasyon hesaplamalarinin giivenilirligi kuvvet alami ile iliskilidir. Bu nedenle
deneysel verilerin se¢imi ve kuvvet alami ile iligskilendirilmesi molekiiler
simiilasyonlarin en 6nemli basamagini olusturur [20]. Toplam potansiyel enerji
molekiiller arast ve molekiiller i¢i enerjinin toplami olarak Esitlik 3.1°de ifade
edilmistir. Esitlik 3.2 ve 3.3 sirasiyla molekiiller aras1 ve molekiiller i¢i enerjinin

bilesenlerini gostermektedir.

Etop = Eic + Ed!§ (31)
Eic = Egerilme + Eegilme + Ebijkﬁlme (32)
Eas = Evaw + Eelektrostatik (3.3)

Molekiil i¢i potansiyel enerji gerilme enerjisi, e8ilme enerjisi ve biikiilme
enerjisinden olusan enerjileri igerir. Molekiiller arasi potansiyel enerjiler ise
elektrostatik enerji ve Lennard-Jones (LJ) enerjisi olarak da bilinen itme ve ¢ekme
enerjilerinden olugmaktadir. Bu terimlerin ayrintili ifadesi Sekil 3.1°de 6zetlenmistir
[20,21].
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Sekil 3.1 : Molekiiller aras1 ve molekiiller i¢i etkilesimler

Bag igeren terimlerden Egeriime; ki atom arasindaki bagda meydana gelen gerilme

enerjisidir ve Esitlik 3.4°teki gibi ifade edilir.

1
Egerilme= Ekb (r - ro)2 (34)

Bu denklem baglarin gerilme ve biiziilmesinden kaynaklanan deformasyon
enerjilerinin hesaplanmasinda kullanilir. r mevcut bag uzunlugunu, ro ideal bag
uzunlugu, ky ise bag gerilme kuvvet sabitini ifade eder. E.gijme; Uc atom arasindaki

acinin degismesiyle elde edilen egilme enerjisidir ve Esitlik 3.5’teki gibi ifade edilir.
1 2
Eegilme = E ka (e - 80) (35)

Bu denklem bag arasindaki agilarin degisiminden kaynaklanan deformasyon
enerjilerinin hesaplanmasinda kullanilir. 6 baglar arasindaki mevcut aciy1, 6 ¢ ideal
ag1 degerini, k, egilme agis1 kuvvet sabitini ifade eder [10]. Epjgiime dort atomun
olusturdugu iki diizlem arasindaki agmin degismesiyle meydana gelen biikiilme
enerjisidir. Biikiilme enerjisi onceki iki durum gibi hesaplanamaz burada periyodik

bir fonksiyon gerekmektedir ve Esitlik 3.6’daki gibi ifade edilir.

Epikaime = % k,(1+cos(ng —d¢,)) (3.6)

Denklemde @ iki diizlemli arasindaki biikiilme agisini ifade eder, n periyodik sayzi,

ko biikiilme kuvvet sabiti, @ mevcut biikiilme agisi, @ ideal biikiilme agis1 degeridir

Bag icermeyen terimlerden; E.gy (Van der Waals etkilesimleri) Lennard-Jones

enerjisi olarak da bilinen itme ve c¢ekme enerjileri kullanilarak ifade edilirler.
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Lennard-Jones enerjisinde, atomlarin birbirlerinden ayri bulunduklari mesafenin
altinct  kuvvetiyle ¢ekme enerjisi, on ikinci Kuvvetiyle ise itme enerjisi
belirlenmektedir. Bazi kuvvet alanlarinda itme enerjisi on ikinci kuvvet yerine
dokuzuncu kuvvet ile belirlenmektedirler. Farkli atom ciftlerinden olusan bir

sistemin Lennard-Jones enerjisi Esitlik 3.7 ile gosterilmektedir.

Evnw = ECek. + E[t. = 4g|:(%j - (%j :l (37)

Esitlik 3.7°de r atomlar arasindaki mesafeyi, & potansiyel kuyusunun derinligi , ¢ ise
pargaciklar arasi potansiyelin sifir oldugu mesafeyi ifade eder. Eegjekirostatik

(Elektrostatik enerji) Coulomb teorisine dayanir ve Esitlik 3.8°deki gibi ifade edilir.

0i-d;

elektrostatik —
47zgrij

E (3.8)
1 dielektrik sabitini, q ve gj etkilesen atomlarm yiikleri, rjj ise atomlar arast mesafeyi
temsil eder [20,21].

Her bir kuvvet alani farkli deneysel sistemi temsil etmek amaciyla deneye dayali
olarak tiliretildiginden her bir kuvvet alami farkli yapilardaki denklemler ile ifade
edilmektedir. En ¢ok kullanilmis olan kuvvet alanlar1 siniflandirilacak olursa; Klasik
kuvvet alanlari; Standart AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) [22], CVFF (Tutarli Valans Kuvvet Alanm1 - CVFF) [23] , CHARMM
(Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) [22], Genis kullanim alani olan
kuvvet alanlari; ESFF (Extensible Systematic Forcefield), UFF (Universal
Forcefield), VALBOND, Dreiding forcefield, Ikinci jenerasyon kuvvet alanlar;
CFF91, PCFF (Polymer-Consistent Force Field) [24], CFF, COMPASS (Condensed-
phase Optimized Molecular Potentials for Atomistic Simulation Studies) [22], 6zel
amagh kuvvet alanlari; cam igin tasarlanmis Glass forcefield, zeolit adsorpsiyonu

i¢in tasarlanan Zeolit forcefields seklinde siiflandirilabilir.

Bu calismada polimer yiizeylerin olusturulmasi kisminda COMPASS kuvvet alani
kullanilmistir, ardindan protein adsorpsiyonu calismalarinda ise proteinler ig¢in
tasarlanmis olan CVFF kuvvet alani kullanilmisti. COMPASS kuvvet alani
karmasik molekiillere ait olan molekiil i¢i etkilesimler i¢in tasarlanmis bir kuvvet

alanidir. COMPASS kuvvet alaninda itme ve ¢ekme enerjilerini tanimlayan Lennard-
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Jones enerjisi 9-6’11 kuvvetler ile ifade edilmektedir. Bazi inorganik kiigiik yapilarda
veya polimerlerde tercih edilir. COMPASS gilintimiizde kat1 hal o6zellikleri, birim
hiicre olusturma, kafes (lattice) enerjisi, elastik 6zellikleri ve vibrasyonal (titresim)
etkilesimlerin belirlenmesinde tercih edilir. CVFF ise yillardan beri ¢ok kullanilan
bir kuvvet alanidir. CVFF kuvvet alaninda Lennard-Jones enerjisi 12-6’11 kuvvetler
ile ifade edilmektedir. Yapisal ¢aligmalarda, baglanma enerjisinin hesaplanmasinda
konformasyon enerjilerinde oncelikle tercih edilir. Daha ¢ok peptitler, proteinler ve
cesitli organik sistemler i¢in uygundur. Bu 6zelliklerinden dolay1 protein adsorpsyon

calismalarinda CVFF tercih edilen kuvvet alanlarindadir [25].

3.2 istatistiksel Topluluklar

Molekiiler simiilasyon yontemlerinin deneysel bir sistemi dogru yansitabilmesi igin
istatistiksel topluluklarin belirlenmesi gerekir. Istatistiksel topluluklar bir sistemi
olusturan parcaciklarin yerlerinin ve hizlarinin farkli olusundan elde edilen birgok
durumunun toplanmasi ile olusurlar. Sistem g¢esidine ve toplulugun bulundugu
kosullara gore degisen farkli topluluklar mevcuttur. Istatistiksel topluluklar iki temel
kategoride incelenebilirler. Mikrokanonik (NVE), kanonik (NVT), izotermal-
izobarik(NPT) istatiksel topluluklart molekiil sayisi hi¢ degismeyen kapali sistemleri
ifade ederken, biiyiik kanonik istatistiksel toplulugu (uVT) ise molekiil sayisi
degisebilen acik sistemleri ifade eder. Ayrica birden ¢ok fazli sistemlerde Gibbs
istatistiksel topluluklar1 da mevcuttur [26,27]. Istatistiksel topluluklar gergek
sistemleri temsil etmelidir bu nedenle dogru istatistiksel toplulugun se¢imi ortam
sartlarina baghdir. Bircok fiziksel siirecte molekiil sayisinda degisim goriilmez ve
islemler sabit sicaklik veya basingta gergeklesebilir. Bunlara uygun olarak kanonik,

izotermal-izobarik istatistiksel topluluklar tercih edilebilir.

Molekiiler simiilasyonda mikrokanonik toplulugun kullanimi fazla 6nemli degildir.
Ciinkii genellikle enerjiden ¢ok sicaklik ve basing hakkinda bilgiler mevcuttur. Bu
yilizden simiilasyonlarda kanonik ve izotermal-izobarik topluluklarin kullanimi1 daha
yararlidir. Kanonik topluluk hacim ve sicaklik sabit tutulurken, basing ve toplam
enerji degiskendir. Izotermal-izobarik toplulukta ise basing ve sicaklik sabit
girdilerken, hacim ve toplam enerji degisken degerlerdir. Izotermal-izobarik
toplulukta basing sabit oldugu i¢in hacim degisimi yani birim hiicrenin kenar

uzunlugunun (L) degisimi gozlenmektedir. Sabit sicaklik elde etmek icin degisik
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yontemler gelistirilmistir. Kullanilan en temel yontemler basit hiz 6l¢eklendirme
(simple velocity scaling), 1s1 banyosu iliskilendirme (heat-bath coupling), Andersen,
Nosé¢ ve Hoover yontemleridir. Sabit basing elde etmek i¢in de modifiye edilmis
Andersen, Hoover ve Constraint (Kisit) metotlar1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
kullanilan Berendsen termostat ve barostat yontemi ise hem sabit sicaklik hem de

basing elde edilmesinde kullanilabilen bir yontemdir [27].

Literatiirde izotermal ve izobarik sartlarda yerine getirilen MD simiilasyonlaria
iliskin ¢esitli yontemler yer almaktadir. Bu yontemlerin ¢ogunda T ve P sabitlerinin
kisitlamalar1 dikkate alinarak Langrange hareket denklemlerinin yeniden formiile
edilmesine ¢aligilmaktadir. Bu yontemler arasindan en c¢ok kullanilani da Nosé
Hoover yontemidir. Berensen izotermal ve izobarik MD simiilasyonlarinin yapilmasi
icin sistemi 1s1 ve basin¢ banyosu ile birlestirerek genisletilmis Langrangian
denklemlerine gerek kalmadan daha basit bir yontem Onermistir. Sistemin sabit
sicaklik ve basinca ulasabilmesi i¢in Esitlik 3.9 ve Esitlik 3.10’un saglanmasi

gerekmektedir.

T 39)
& =(P-P.)z (310)

Bu esitliklerde Tist ve Pigt istenen sicaklik ve basing degerleridir. tr ve Tp iS€ 151 Ve
basing banyolar1 birlesimi saglanan sistemin zaman sabitlerinin frekanslarini temsil
etmektedir. T ve P momentumlar ve sistemin konfigiirasyonundan hesaplanan anlik
degerlerdir. Bu denklemlerin ¢6ziimii hizlarin ve konumlarin her bir zaman
araliginda X7 ve Xp faktorleri ile yeniden oOl¢eklendirilmesini gerektirmektedir. Bu
durum da Esitlik 3.11 ve 3.12” de gosterdigi gibi saglanmaktadir. Esitlik 3.12°de Bt

sistemin izotermal sikistirilabilirligini gostermektedir.

1
2
X, = 129 T (3.11)
z-T Tfst

X, =1— S, ﬂ(F>— P.) (3.12)

Ist
Tp
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Berensen tarafindan onerilen yontem Nosé ve Hoover tarafindan onerilen yonteme
gore daha basit ve kolay programlanabilen bir yontemdir. Ancak, bu yontemin
tanimladigi olasilik yogunlugunun belirli bir istatistiksel topluluga (NVT, NPT gibi)

karsilik gelmemesi nedeni ile sorun yasanabilmektedir [28].

3.3 Molekiiler Mekanik

MM yontemleri daha ¢cok molekiiler yapinin potansiyel enerjisini deneye dayali bir
kuvvet alami kullanarak koordinatlara ve baglarina gore ifade etmek icin kullanilir
[13,20]. Ozellikle sikisik sistemlerde gerilmis, biikiilmiis ya da kivrilmis baglarin
gevsemesini saglar ve atomlarin enerjik olarak uygun olmayan sekilde st iiste
cakigsmasini engeller. Bu hesaplama termal enerji etkilerini igermez. Meydana gelen
geometriler 0 Kelvin’in altindaki koordinatlar1 ifade eder. MM yontemleri genellikle
MC ve MD simiilasyonlarinin dncesinde ve sonrasinda tercih edilen yontemlerdir
[13]. Molekiiler mekanigin temel amaci minimum potansiyel enerjiye sahip olan
optimum geometriyi bulmaktir [20]. Simiilasyon i¢in tasarlanmig olan ii¢ boyutlu
modeller ilk hazirlandiginda ideal geometriye sahip degillerdir. Bu nedenle bu
yapilar olusturulduktan sonra ardindan uygun geometri saglanmalidir. Bu
miikemmellestirme basamagi minimizasyon (geometri optimizasyonu) olarak bilinir.
Minimizasyon basamagi ile molekiil yapisi gevsetilecektir [21]. Minimizasyon
dongiilii bir yontem olup birim hiicre parametrelerini ve atom koordinatlarini toplam
potansiyel enerji minimum olacak sekilde ayarlanmasini saglar. Minimum enerjiye
sahip olan yap1 deneysel olarak gbzlenen yapiya en ¢ok benzeyen yapidir [29]. MM
yontemlerde enerji minimizasyonunu saglamak i¢in ¢esitli minimizasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bu enerji minimizasyon prosediirleri iki temel grupta
incelenebilirler: ilk grupta enerji fonksiyonunun birinci tiirevini kullanan dik inig
(steepest descent) yontemi ve eslenik egim (conjugate gradient) metodu ve ikinci
grupta ise enerji fonksiyonunun ikinci tiirevini kullanan Newton-Raphson
metodundan bahsedilebilir [10]. Dik inis yontemi en basit minimizasyon yontemidir.
Bu yontem numerik hesaplanmis enerji fonksiyonunun birinci tiirevi kullanarak
minimum enerjiye ulasmayr hedefler. Oncelikle enerji baslangig durumu igin
hesaplanir. Daha sonra yer degistiren her bir atomun yeni koordinatina gore enerji
tekrar hesaplanir. Bu hesaplama tiim atomlar yeni konumlarina gegene kadar

tekrarlanir ve hesaplanan minimum enerji tekrar hesaplanana kadar stirdiiriiliir.
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Minimum noktaya yaklasildiginda dik inis yontemi yavaslar. Bu nedenle bu yontem
genellikle minimumdan ¢ok uzak olan yapilarda tercih edilir. Genellikle bu metot ilk
basta kabaca kullanilir ve daha sonra daha avantajli diger yontemler ile devam
ettirilir. Eslenik egim metodu en ¢ok kullanilan minimizasyon teknigidir. Bu metotta
bir dongiiden bir sonraki dongiiye bilgi biriktirmesi saglanir. Her bir minimizasyon
basamaginda egim hesaplanir ve bu egim bir sonraki adimin hesaplanmasinda
kullanilir. Bu yontem genellikle biiyiik sistemler i¢in tercih edilir. Dongii siireleri dik
inis metodundan daha uzundur ancak daha etkili yakinsamaya sahiptir [21]. Newton-
Raphson metodu fonksiyonun ikinci derece tiirevi hesaplanmasini ve depolanmasini
gerektirir bu nedenle de pahali bir yontemdir. Newton-Raphson yontemi maksimum
200 atomlu sistemler igin tavsiye edilir [29]. Cok kii¢iik yakinsama araligina sahiptir
ve enerji minimumuna yakin bolgelerde daha c¢ok etkilidir. Bu nedenle genellikle
onceden minimize edilmis sistemlerde maksimum yakinsamay1 elde etmek igin son
yontem olarak kullanilir [21]. Bu c¢alismada kullanilan minimizasyon akilli
minimizasyon olarak adlandirilir ve ilk olarak dik inis yontemi ile baslar daha sonra
eslenik egim metodunu kullanir ve en son Newton-Raphson metodu ile son bulur
[29].

3.4 Molekiiler Dinamik

Molekiiler Dinamik (MD) molekiiler simiilasyonda temel olarak kullanilan
yontemlerdendir. Molekiiler dinamik ¢ok pargacikli sistemde sistemi olusturan her
bir parcacik i¢in hareket denklemlerinin integrasyonuna dayanan simiilasyon
yontemidir. Molekiiler dinamik yontemler daha cok zamana bagl 06zelliklerin
hesaplanmasinda kullanilan yontemlerdir. MD yontemlerinde sicaklik da sisteme
ilave edilir ki bu da termodinamik o6zelliklerin hesaplanmasinda biiyiilk Oneme

sahiptir [13].

Hareket denklemini integre etmek igin Newton hareket denklemi Esitlik 3.13’teki
gibi yazilir.

F =m.a (3.13)

Burada F parcaciga etki eden kuvveti, m ve a sirastyla pargacigin kiitlesini ve

ivmesini temsil eder. Hareketin zaman ile yer degistirmesi incelendiginden ivme yer
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degistirmenin zamana gore ikinci tiirevi olarak ifade edilmelidir ve hareket denklemi

buna gore diizenlenmelidir (Esitlik 3.14).

L1 (3.14)

Burada r pargacigin pozisyonunu ifade eder. Sistemin dinamik davranisi bu esitligin
her bir molekiil i¢in ¢oziilmesi ile elde edilir. Bu esitligin zamana gore integre

edilmesi ile Esitlik 3.15 elde edilir.

% = (%Jt +c (3.15)

Baslangi¢ hiz degeri (v j) C; sabitine esit olur (Esitlik 3.16). Bu esitlik zamana goére
tekrar integre edilirse Esitlik 3.17 elde edilir.

a. =at+v, (3.16)
dt

2
r=a %+Vi't+02 (3.17)

C; sabiti parcanin mevcut konumunu ifade eder. Esitlik 3.17 parcacigin baslangic
hizindan ve ivmesinden yola ¢ikarak parcacigin yer degistirmesinin hesaplanmasini

saglar [27].

Molekiiler simiilasyonda kuvvet hesabi en ¢ok zaman kaybettiren kisimdir. Bu
yiizden bu kismin hesaplanmasi onemlidir. Hareket denklemi standart sonlu fark
algoritmalar1 kullanilarak ¢oziilebilmektedir. Standart sonlu farklar algoritmalar
predictor veya predictor-corrector metotlar olarak smiflandirilabilirler. Predictor
metotta molekiillerin koordinatlar1 gecerli basamakta hesaplanabilir veya bir 6nceki
basamaktan elde edilebilir. En ¢ok kullanilan predictor metodu Verlet algoritmasidir
(1967). Predictor-corrector metotta ise molekiillerin koordinatlar1 tahmin edilir daha
sonra sonuglara gore tahminlerin dogrulugu degerlendirilir. En ¢ok kullanilan

predictor-corrector metot Gear algoritmasidir (1971).

Predictor metotlardan Verlet algoritmasi temelinde Taylor serisi agilimina dayanir

(Esitlik 3.18 ve 3.19).

2
rt+ At =r(t)+ I are 297

1
" e A% + ... (3.18)
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2
r(t—At):r(t)—%AHid r

e At? +...... (3.19)

Bu iki esitligin kombinasyonu ile Esitlik 3.20°de ifade edilen Verlet algoritmasi

olusur.

d?r

dt?

r(t+At) =2r(t) —r(t — At) + At? (3.20)

Verlet algoritmasinin avantaji molekiillerin pozisyonunun belirlenmesinde hiz hesab1
kullanmamasidir. Ancak Kinetik enerji hesaplamalari i¢in hiza ihtiyag¢ duyulur. Hizin
hesaplamasi i¢in Esitlik 3.21 kullanilir.

r(t+At)—r(t—At)
2At

v(t) = (3.21)

Verlet algoritmasi kisa ve uygulamasi kolay bir algoritmadir. Ancak, bu algoritmanin
baz1 dezavantajlar1 da vardir. Ilk dezavantaji t=0 da hesaplama yapilabilmesi i¢in
t = —At tahmininin yapilmas1 gerekmesidir. Yapilacak olan bu tahmin mantikl
olmalidir ve algoritmanin dogrulugunu bozmamalidir. Verlet algoritmasinin en
biiyiik dezavantaji ise hiz degerlerinin dogru hesaplanamamasi ve kesinliginin tam
olmamasidir. Esitlik 3.21°de hesaplanan hiz degeri konum ile es zamanl degildir. Bu
dezavantajlarin giderilmesi icin Verlet algoritmasi iizeride ¢esitli modifikasyonlar
yapilmistir. Leap-Frog algoritmasi Verlet algoritmasinin modifikasyonu ile elde
edilen algoritmalardandir. Leap-Frog algoritmasi hesaplamalarda yar1 zaman

araliklar1 kullanir ve hizi da hesaba katar.
r(t+ At) =r(t) + Atv(t + At/ 2) (3.22)
V(t+ At/ 2) =v(t — At/ 2) + Ata(t) (3.23)

V(t + At/ 2) +V(t — At/2)
2

v(t) = (3.24)

Verlet algoritmasindan farkli olarak bir sonraki konum su andaki konum ve bir
sonraki yar1 zamandaki hiza bagl olarak hesaplanir (Esitlik 3.22). Bir sonraki yar1
zamandaki hiz ise simdiki ivme ve bir onceki yar1 zamanli hiza bagl olarak
hesaplanir (Esitlik 3.23). Su andaki hiz ise bir dnceki ve bir sonraki yar1 zamanlh
hizin ortalamasi alinarak hesaplanir (Esitlik 3.24). Ancak bu yontemde de hiz ve

konum es zamanli hesaplanamazlar ve yine WVerlet algoritmasinda oldugu
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gibi t = —At/2 tahmin edilmelidir. Bu eksikliklerin giderilmesi igin diger bir yol olan
hiz Verlet algoritmas: gelistirilmistir. Hiz Verlet algoritmasinda dnce yeni zamanl
konum (Esitlik 3.25) ve yar1 zamanli hiz hesaplanir (Esitlik 3.26). Ardindan yeni
zamanli hiz hesaplanir (Esitlik 3.27).

F(t+ AL = F(t) + Atv(t) + 2 2;(0 (3.25)
V(t+At/2) = v(t) + At%(t) (3.26)
V(t + At) = V(t + At/ 2) + M (3.27)

Bu algoritmada ilk iki algoritmadan farkli olarak hiz ve konum es zamanli olarak

hesaplanabilir ve t=-At tahmini gerektirmez [27].
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4. PROTEIN YUZEY ILISKILERININ MODELLENMESI

Bu boliimde gilintimiize kadar molekiiler simiilasyon yontemleri ile yapilmis protein-
yiizey iliskileri ile ilgili ¢alismalara kisaca deginilecek ve dikkat edilmesi gereken

temel parametrelerden bahsedilecektir.

4.1 Coziiciiniin Temsili

Protein-yiizey iligkilerinin molekiiler simiilasyon yontemleri ile incelenmesinde
yiizeyin bulundugu ortamdaki c¢oziiclinliin etkisinin incelenmesi biiylikk Onem
tagimaktadir. Coziici olarak genellikle suyun etkisi incelenir. Coziicii etkisinin
incelenmesi i¢in iki degisik yontem kullanilmaktadir: Acik (expilicit) ¢oziicii
yontemde, su molekiilleri simiilasyona molekiiller halinde ilave edilebilir ve bu
durumda kuvvet alanina bagli olarak su molekiillerinin ve iyonlarin davranimlari
incelenir. Alternatif bir yol olarak sakli (implicit) ¢oziicti modeli de uygulanabilir. Bu
metotta cesitli yaklagimlar ile su molekiillerinin temsil edilmesi saglanir. Agik
¢oziicli metodun faydasi su molekiillerinin amino asitlerle veya malzeme yiizeyi ile
etkilesimlerinin incelenebilmesidir. Amino asitler ve su molekiilleri malzeme ile
etkilesmek icin yaris halindedirler ve bu etkilesimler direkt olarak gozlemlenebilir
ancak diger yandan c¢oziicii olarak kullanilan suyu temsil etmek i¢in ¢ok fazla
miktarda su molekiiliine ihtiyag¢ vardir. Bu durumda simiilasyonda kullanilan
atomlarin yaklasik %90°1 su atomlarindan meydana gelmis olur. Bu problemi ortadan
kaldirmak i¢in sakli ¢6ziicli modeli gelistirilmistir. Boylelikle simiilasyonda harcanan
fazla zaman kisaltilmis olur. Sakli ¢oziicli modeli su molekiiliiniin iki 6nemli etkisini
temsil etmelidir.1) Su molekiillerinin olusturdugu elektrostatik alan ve ¢oziictideki
iyonlar ki bunlar polar ve yiikli fonksiyonel gruplara karst onemlidir. 2) Hidrofobik

etkilesimler.

En basit sakli ¢oziicli modeli kuvvet alaninin temel terimlerinden olan Coulomb
kanununu agiklayan terimin paydasina yer alan bagil dielektrik sabiti teriminin

degistirilmesi ile elde edilir.
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E - 4;.q; (4.1)

lek
Az

Esitlik 4.1°de Eglext | Ve j atomlart arasindaki potansiyel enerjiyi, 0 ve gj bu atomlarin
yiklerini ¢ ise bagil dielektrik sabitini ifade eder. rjj ise 1 ve j atomlar1 arasi
mesafedir. Suyun bagil dielektrik sabiti 298K dolaylarinda 79, 300K’de 78’dir.
Vakum (hava) bagil dielektrik sabit degeri ise 1 dir. Coulomb ifadesinde suyu temsil
etmek amaciyla ¢ degeri suyu temsil edecek sekilde uygun sicakliga gore 78 veya 79
alinirsa Egjer degeri suyun bagil dielektrik sabitine boliinmiis olur. Diger yol ise
ilkinden biraz daha karmasiktir. Burada mesafeye gore degisen dielektrik terim
kullanilir yani dielektrik sabiti (g) yerine rjj terimi kullanilir, bdylece Egjewt Iij’nin
karesi ile ters orantili olur. Etkilesen atomlar birbirlerine ¢ok yaklastiklarinda 12
terimi kii¢iikk olacagindan elektrostatik etkilesimler daha giiglii ancak atomlar
birbirinde uzak oldugunda r? degeri biiyilyeceginden elektrostatik etkilesimler daha
zayif olacaktir ki bu durum suyun gorevini temsil etmektedir. Bunlar diginda degisik
sakli ¢oziici modelleri de bulunmaktadir. Poisson-Boltzmann (PB) esitliginin
kullanildigr sakli model ile elektrostatik etkilesimleri daha dogru hesaba
katilabilmektedir ancak bu yontemin dezavantajt MC ve MD hesaplamalarinda ¢ok
yavas olmasidir; ancak MM hesaplamalarda tercih edilmektedir. PB yontemine
alternatif olarak Genellestirilmis-Born (GB) yontemi da kullanilmaktadir. Bu yontem
de yine elektrostatik etkilesimler bakimindan oldukc¢a basarilidir. Ancak sakli ¢oziicii
modeline dayali yontemlerin bazi dezavantajlart da bulunmaktadir. Bu yontemler
amino asit ve su molekiilleri arasinda gerceklesen rekabeti ve hidrofobik

etkilesimleri tam olarak temsil edememektedir. Bu durum sonuglarda baz

eksikliklere sebep olabilmektedir [7,30].
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Sekil 4.1 : Farkli sakli ¢oziicii modellerinin serbest adsorpsiyon enerjisine etkileri
[30]
Sekil 4.1°de Glisin-serin-glisin polipeptidinin hidrofilik oligo (etilen oksit) yiizeyine
belli bir mesafede serbest adsorpsiyon enerjisinin hesaplanmasinda degisik sakl
¢oziicii modelleri kullanilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigl gibi degisik ¢oziicii metotlari
sonuclarda farkliliklara sebep olabilmektedir [30]. Raffaini ve Ganazzoli
calismalarinda ¢oziicii etkisini arastirmislardir. sakli ¢oziicii modellerinden dielektrik
sabiti yontemi kullanilarak yapilan simiilasyonlarda agik ¢6ziici modeline goére
fibronektin proteininde ¢ok biiyiik bir konformasyon degisimi gdzlemlememislerdir.
Sadece yapida bazi tersinir degisimler gézlemlemislerdir. Diger yanda su ile yapilan
calismalar olduk¢a fazla zaman aldigindan Raffaini ve Ganazzoli ¢aligmalarinda

sakli ¢6ziicti modelini tercih etmislerdir [31].

4.2 Yiizeyin Modellenmesi

Protein-ylizey iligkilerinin molekiiler simiilasyon ile incelenmesinde ilk basamak
olan malzeme ylizeyinin modellenmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Daha 6nceden de
bahsedildigi gibi kuvvet alan1 sistemin potansiyel enerjisinin atomlarin pozisyonuna
gore degisimini ifade eder atomlarin koordinatlarinda meydana gelen tim
degisiklikler sec¢ilen bu kuvvet alanina gore belirlenir. MM hesaplamalarda kuvvet
alan1 atomlarin minimum enerjiyi elde edecek sekilde yeniden diizenlenmesini
saglar. MD hesaplamalarda ise belirli bir simiilasyon zamani siiresince atomlarin ne
sekilde hareket edecegini hesaplanir. Kisaca malzeme yiizeyinin modellenmesinde ve
ardindan gergeklestirilen adsorpsiyon simiilasyonunda kuvvet alani se¢imi temel
faktordiir. Simiilasyonun dogrulugu kuvvet alaninin atom etkilesimlerini ne kadar
dogru temsil edebildigi ile iliskilidir [30]. Polimer ylizeyler karmasik yapilar
olduklarindan modellenmeleri inorganik ylizeylere gore daha karmasiktir. Polimer

yiizeyler modellenirken polimerlerin tekrar birimleri olusturulur ve daha sonra
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istenen zincir uzunlugunda yapilar hazirlanir. Ardindan MD simiilasyonlart ile yap1
dengelenir. Malzeme yiizeyleri molekiiler simiilasyon yontemleri ile modellendikten
sonra modelin dogrulugunu kontrol etmek i¢in yapmin fiziksel 6zelliklerinin
deneysel veriler ile uyumlulugunun kontrol edilmesi gerekmektedir. Son olarak da
yiizeyler adsorpsiyon c¢alismalarinda kullanilacak olan proteinin biiylikliigiine uygun
sekilde genisletilmelidir [32]. Ayrica protein yapisinin da potansiyel enerjilerini
koordinatin fonksiyonu olarak belirlemek olduk¢a zordur. Protein yapisinin
potansiyel enerjinin minimum oldugu bir siirii farkli konumu bulunmaktadir ki her
bir durum enerjinin ¢ok yiiksek oldugu bariyerler ile ayrilmaktadirlar. Bu nedenle
protein yapisinin dogru modellenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir [30]. Yiizey protein
iligkisinin incelendigi simiilasyon c¢alismalarinda proteinlerin atomik koordinatlari
genellikle Protein Veri Bankasindan (Protein Data Bank-PDB) elde edilmektedir
[33].

4.3 Yiizey Adsorpsiyonu

Yiizey ve proteinin modellenmesinin ardindan proteinin yiizeye etkilesimleri
incelenebilir. Kiigiik molekiillerin ylizeylere adsorpsiyonu simiilasyon yontemlerinde
cok calisilmig bir metottur ancak proteinler ¢ok biiyiik, heterojen ve degisken yapilar
olduklarindan protein adsorpsiyonu ¢ok daha karmasik bir durumdur. Proteinler ile
yiizey arasinda meydana gelen etkilesimler protein adsorpsiyonunun siiriicii
kuvvetidir. Adsorpsiyon serbest enerjisinin belirlenmesi i¢in bir¢cok degisik MM, MD
ve MC simiilasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Ancak protein-yiizey etkilesimlerinin
molekiiler simiilasyon yontemleri ile incelenmesinde genel bir uygulama yoktur.
Yapilan simiilasyon c¢alismalar1 deneysel veriler ile nitel olarak tutarlilik
gostermislerdir ancak elde edilen sonuglar nicel olarak birbirleri ile kiyaslanamazlar.
Bu nedenle protein-yiizey iligkilerinin modellenmesinde daha kesin yontemlerin ve

kuvvet alanlarinin gelistirilmesi beklenmektedir [7].

Daha onceden de bahsedildigi gibi biyomalzemeler inorganik ve organik birgok
malzemeden olusabilirler. Bu nedenle protein-yiizey iliskilerinin incelendigi
simiilasyon ¢aligmalarinda inorganik ve organik bir¢ok yiizey ile calisilmistir.
Yapilan bu caligmalarda bir¢ok degisik parametre incelenmistir. Calismalarda genel
olarak incelenen parametreler; proteinin farkli konumlari, yiizeyin boyutu, yiizeyin

yiikii, proteinin yilizey ile gosterdigi etkilesim enerjisi ve proteinde goriilen
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konformasyon degisimleri seklinde 6zetlenebilir. Ayrica proteinin yapisini olusturan
amino asitler de ayr1 olarak incelenmistir. Simiilasyon Oncesi ve sonrasi amino
asitlerin yiizeye olan mesafelerinin degisimi incelenmis Ve yiizeye en fazla ilgisi olan
amino asidin tirt belirlenmistir. Boylece protein-yiizey iliskilerinde amino asit

bazinda daha derin bilgiler elde edilmistir.

Protein-yiizey iligkilerinde proteinin konumunun rolii biiyliktiir. Protein yiizeyi
heterojen yapiya sahiptir. Bu yiizeyde yiiklii, hidrofilik, hidrofobik yapilar heterojen
olarak yapida dagilmislardir. Ornegin; proteindeki hidrofobik bolge hidrofobik
malzeme ile etkilestiginde proteini ¢ekecek aksi durumda ise itecektir. Molekiiler
simiilasyon yontemlerinde bu sebeple proteinler degisik konumlarda incelenmislerdir
[7]. Jia-Wei Shen ve arkadaslarmin [34] c¢alismasinda hidroksiapatit yiizeye
fibronektin adsorpsiyonu lizerinde g¢alismislardir. Bu caligmada malzeme yiizeyi
yiikiidiir bu nedenle elektrostatik etkilesimler biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
proteinin yapisinda bulunan yiiklii COO™ ve NH3" gruplarinin énemi biiyiiktiir. Bu
caligmada proteinin konumu, alti degisik sekilde degistirilerek her bir yilizeydeki
amino asitlerin yiizeyle etkilesen fonksiyonel gruplari belirlemislerdir. Her bir
yonlenmede etkilesim enerji ve elektrostatik enerjileri hesaplamiglardir. Boylelikle
fonksiyonel gruplarin etkilesim ve elektrostatik enerjilerine etkileri incelemislerdir
ve proteinle ilgili genel bir vargiya ulasmislardir. Calismada esas alinan Ganazolli ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda da benzer sekilde konformasyon etkisi incelenmistir.
Ganazolli ve arkadaslar1 6ncelikle hidrofobik grafit yiizeyi ile ve iki degisik protein
(albiimin ve fibronektin) ile ¢alismislardir. Oncelikle grafit yiizeyi iizerine proteinleri

alt1 degisik konumda yerlestirmislerdir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 : Fibronektin proteininin grafit yiizeyi iizerine alt1 farkli yonelmesi [35]

Ardindan her bir yonelme i¢in etkilesim enerjileri hesaplamislardir ve adsorplanan
amino asit sayisina gore adsorplanma kuvvetini belirlemislerdir. Elde edilen veriler
ile yonelmeden bagimsiz proteinin yiizey iligkisi i¢in genel bir yargiya ulagsmislardir.
Ayni ¢aligmay1 daha sonra hidrofilik bir yap1 olan PVA i¢in de tekrarlamiglar ve
hidrofilik ve hidrofobik yiizeylerin protein iligkileri deneysel veriler ile
kiyaslamiglardir. Yapilmis deneysel ¢alismalarla da tutarli olarak hidrofobik
yiizeylerde protein adsorpsiyonunun hidrofilik yiizeylere gore daha gii¢lii oldugunu
tespit etmislerdir [5,35].

Protein-ylizey iliskileri ile ilgili ¢alismalarda incelenen diger bir parametre ise
proteinin konformasyonundaki degisimdir. Protein-yiizey etkilesimlerinin malzeme
yiizeyinde zamanla konformasyon degisimlerine sebep olmaktadir. Bu degisimler
proteinin biyolojik aktivitesi ile direkt olarak iliskili olup protein adsorpsiyonunun en
onemli basamagini olusturur. Konformasyon degisimlerinin deneysel yontemlerle
incelenmesi olduk¢a zordur bu nedenle konformasyon degisimlerinin incelenmesinde
molekiiler simiilasyon yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Boylelikle protein
yapisinin belli bir zaman araliginda dinamik hareketleri gozlemlenebilmektedir. Bu
konuda da birgok calisma yapilmistir. Yapilan molekiiler simiilasyon c¢aligmalarinda
protein konformasyonlarinda genellikle yayilma ve katlanma egilimleri
gozlemlenmektedir. Proteinlerin konformasyonlarinin degisimleri ile protein-yiizey
etkilesimlerinde de degisim gdzlenir. ilk basta yiizey ile etkilesim gdstermeyen
atomlar konformasyonda meydana gelen degisimler ile etkilesmeye baslayabilirler.
Yiizey lizerine yerlestirilen protein ilk basta molekiiller arasi etkilesimler sebebi ile
yiizey lizerinde yayilma egilimi gosterirler. Bu durum protein-yiizey etkilesimlerinin

de maksimum diizeye gelmesine sebep olur. Ardindan molekiil i¢i etkilesimler ile
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protein bir miktar toparlanir bdylece adsorplanan atomlar yilizeyden tekrar
uzaklasabilirler [7]. Yan Sun ve arkadaslarinin ¢alismasinda protein konformasyon
degisimleri Molekiiler Dinamik (MD) metotlarla incelemislerdir. Simiilasyon
sonuglarindan hidrofobik etkilesimler ve adsorpsiyon kinetigini artirdigi ve bu

durumun proteinde yayilmalara sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil4.3) [7,36].

Sekil 4.3 : MD sonucu proteinde konforasyon degisimleri [7]

Proteinde konformasyon degisimleri genellikle iicilinciil yapilarinda gerceklesir.
ikincil yapida degisim veya denatiirasyon go6zlemlenmemistir. Konformasyon
degisimlerinin MD ile incelenmesinde en biiyiikk sorun MD ¢alismalarinin siiresinin
gercek zamanla kiyaslandiginda ¢ok kisa olmasi ve deneysel verilerle birebir

kiyaslanamamasidir bu nedenle bu yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir [7].

Protein yapisinin yani sira amino asitlerin de incelendigi caligmalar mevcuttur.
Hagiwara ve arkadaslar1 ¢alismalarinda 162 amino asitten olusmus kii¢iik bir protein
olan B-lactoglobulin yapisinin yiizey ilisiklerini incelemislerdir. Bu proteinin birgok
degisik yiizey ile iliskisi deneysel olarak incelenmistir ancak adsorpsiyon
mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. Gergeklesen mekanizmanin daha iyi
anlasilmasi i¢in molekiiler simiilasyon yontemlerini kullanmislardir. Calismalarinda
paslanmaz celigi temsil eden bir model tasarlayamadiklarindan temsili olarak altin
(Au) yiizey kullanmiglardir. Calismalarinda ilk olarak sakli su modeli kullanarak
Monte Carlo (MC) simiilasyonu B-laktoglobulin yapisinin yiizeye kars1 yonelmesini
ve konumunu belirlemislerdir. Bu konum belirlendikten sonra MD c¢alismalar ile
adsorpsiyon mekanizmasini incelemislerdir. MC simiilasyonu sonunda elde edilen
proteinin yiizeye karst konumu ve yonelmesi ¢alismanin devaminda kullanilacak
olan pozisyon olarak kabul etmislerdir. Ardindan MD simiilasyonlarini

gerceklestirmislerdir. Ilk olarak sicakligi 10K’den 300K’e yiikseltilmis ardindan
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300K’de 5ns siire ile NVT simiilasyonlar1 gergeklestirmislerdir. Sicakligin
ayarlanmas1 i¢cin Nosé-Hoover termostat modelini kullanmiglardir. MD
simiilasyonlarinda ise agik ¢oziicii modeli kullanmislardir. Calisma sonunda yiizey
ile en ¢ok temas eden amino asidin Thr (Treonin) 125 oldugunu belirlemis ve
proteinin yiizey ile en ¢ok iliski kurdugu bolgeyi tespit etmislerdir [37]. Diger bir
calismada Cormack ve arkadaslart MgO yiizey ile ¢alisilmislardir. MgO ylizeyi Mg
ve O atomlarnn +2,-2 yiiklenecek sekilde olusturmuslardir. Protein yapisimi ise
PDB’den elde etmislerdir. Calismalarinda agik ¢oziicii modeli kullanmislardir ve
bdylece su molekiillerinin de simiilasyona etkisini incelemislerdir. Calismada CVFF
kuvvet alam kullanmislardir. Ug degisik protein yonelmesi hazirlamislardir ve her bir
yonelme i¢cin MD simiilasyonlar1 gergeklestirmislerdir. MD simiilasyonlar
sonucunda her bir protein yonelmesi i¢in etkilesim enerjilerini hesaplamislardir.
Simiilasyonlar sonucunda yiizeyle etkilesen amino asitleri tespit etmislerdir [38].
Kubiak ve Mulheran c¢aligmalarinda lizozom proteini ve SiO, ylizeyi ile
calismislardir. Agik ¢oziici modeli kullanmislardir. MD simiilasyonlarin1 20ns
siirdiirmiiglerdir. Calismada ortam yiikiiniin etkisinin goriilmesi i¢in degisik ortam
yiiklerinde simiilasyonlar yapmislardir. Proteinin en ¢ok adsorpsiyon gosteren amino
asitlerin  Lysl, Arg5, Argl4, ve Argl28 oldugunu tespit etmislerdir. MD
caligmalarindan 6nce ve sonra bu temel amino asitlerin uzakliklarini incelemis ve
degisik yikli ortamlarda yiike bagli olarak amino asitlerin ylizeye ne kadar
yakinlastiklar1 veya uzaklastiklarin1 tespit etmislerdir. Amino asitlerin yiik
degisimine gore farkli davranimlar gosterdigi bu nedenle protein adsorpsiyonda
yiikiin ¢gok nemli bir etken oldugu gormiislerdir. Ayrica bu calismada diizlemsel ve
diiz olmayan yiizey ile caligmislardir ve diiz yiizeyde proteinde konformasyon
degisimi ¢ok azken diiz olmayan ylizeyde alfa heliks yapisinda degisimler
gozlemlemislerdir [39]. Liang ve Wang ¢alismalarinda insiilin proteini ile grafen
yilizey arasindaki iliskiyi molekiiler dinamik simiilasyonu ile incelemislerdir. Bu
calismada notr karbon atomlarindan olusmus kristal grafen yiizeyi degisik boyutlarda
olusturmus ve grafen atomlarinin konumlar1 sabitlenerek ve serbest birakilarak MD
simiilasyonlar1 gerceklestirmislerdir. Proteinin degisik boyutlardaki yiizeylere
adsorpsiyonu sonucunda etkilestigi amino asit sayist ve etkilesim enerjilerini
hesaplamiglardir bdylelikle ylizey boyutu ve hareketliligi ile etkilesim enerjisi
arasindaki iliskiyi incelemislerdir [40]. Agashe ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda protein-

yiizey iligkilerinde yiizeyde bulunan fonksiyonel gruplarin etkisini incelemislerdir.
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Bu amagla fibrinojen proteini ve CHs, OH,NH;, COOH ve (O-CH2-CH2),-OH
(oligoetilen glikol) gibi degisik fonksiyonel gruplar iceren ylizeyler ile simiilasyon
caligmalar1 yapmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismada agik ¢oziicii modeli kullanmigslardir.
AMBER kuvvet alanimi ile g¢alismiglardir. Polimer yiizey olarak CH3z-(CH2)g-R
yapisini olusturmuslardir ve R gruplarinmi degistirilerek degisik fonksiyonel gruplar
baglamislardir. MD simiilasyonlarin1 300K’de NVT kullanarak gerceklestirmislerdir.
Termostat olarak ise Berendsen termostatinin tercih etmislerdir. Sekil 4.4’de
fibrinojen  proteininin  acik ¢oziici modeli ile polimer yiizey tizerinde

modellenmesinin goriiniimii yer almaktadir.

Sekil 4.4 : Fibrinojen proteininin polimer yiizey tizerinde modellenmesi [41]

Calismada kullanilan degisik polimer yiizeylerden COO™ fonksiyonel grubunun
baglanarak olusturduklar1 yiizeylere pozitif yiikli arginin ve lizinin ilgisinin fazla
oldugu tersine NH3" fonksiyonel grubunun bagh oldugu yiizeylere negatif yiiklii

aspartik asit ve glutamik asidin ilgisinin fazla oldugunu gérmiislerdir.

Hidrofobik metil yiizeylerde hidrofilik etkilesimlerden dolay:r hidrofobik amino
asitler olan valin ve lizinin ilgisinin fazla oldugunu gormiislerdir. OH  igeren
yiizeylerde ise ylizeyin su molekiilleri ile kuvvetli hidrojen baglar1 olusturdugu ve bu
durumun protein adsorpsiyonunu azalttigit gozlemlemislerdir. Calisma sonunda
proteinlerin degisik yiizeylere karsi degisik adsorpsiyon davranimlari gosterdigi

ancak proteinde ¢ok biiyiik konformasyon degisimleri olmadigini gérmiislerdir [41].
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5. SIMULASYON CALISMASI

5.1 Sistem

Bu ¢alismada sentetik malzemelerin biyolojik sistemdeki davraniglarinin molekiiler
simiilasyon yontemler ile incelenmesi amaglanmistir. Bu calismada poliiiretan
yiizeyleri olarak 3000g/mol molekiil agirlikli polietilen glikol (PEG) ve 168g/mol
molekiil agirligina sahip hekzametilen diizosiyanat (HDI)’dan olusan kristal
kopolimer (PU1) ve 1000g/mol molekiil agirhigmna sahip hint yagr (HY) ve
hekzametilen diizosiyanat (HDI)’dan olusan amorf kopolimer (PU2) kullanilmustir.
PEG, HY ve HDI'nin kimyasal yapilar1 Sekil 5.1°de gosterilmistir.

OH

{CH;)~CH=CH—CH;~CH~{CH, }sCH;
H,(— OC OH

| 5
H C—0CO — (CH;)7~CH=CH—CH;~CH~CH; JsCH;

HC— OCO
{CH2};—CH:CH—CH2—}ZH—{CHZ}5—CH3
OH
(@)
H-(0-CH,.CH,)es-OH O=C=N-(CHp)s—N=C=0
(b) (©)

Sekil 5.1 : Monomerlerin kimyasal yapilari: a) HY, b) PEG, c¢) HDI

Bu calismada kullanilan yontemi dogrulamak amaci ile PU1 ve PU2 poliiiretan
yapilarinin yani sira sonuglarin karsilastirilmasi amaciyla Raffaini ve Ganazzoli’nin
[42] calismalarinda kullandigi polivinil alkol (PVA) polimeri de incelenmistir.
PVA’nin kimyasal yapist Sekil 5.2°de gosterilmistir. PVA, PU1 ve PU2 igin

literatiirden alinan deneysel yogunluklar Cizelge 5.1°de verilmistir.
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OH
Sekil 5.2 : PVA’nin kimyasal yapisi [42]

Cizelge 5.1 : Literatlirden alinan deneysel yogunluklar

Polimer Y((; g/::l;lgl)lk Kaynak
PVA 1,26 [42]
PUL 1,2 [43]
PU2 1,01 [43]

Protein adsorpsiyonu ¢aligmalarinda temsili biyolojik molekiil olarak fibronektin tip I
modiili kullanilmigtir. Fibronektin tip I (1FBR) modiliiniin atomik koordinatlar
Protein Veri Bankasindan (Protein Data Bank-PDB) elde edilmistir (Sekil5.3) [33].

a) b)
Sekil 5.3 : Fibronektin tip I modiiliiniin yapis1 a) Molekiiler b) Sematik [33]

Fibronektin tip I modiili 93 amino asitten meydana gelmistir. Protein yapisinda
bulunan amino asitler ve sayilart Cizelge 5.2’de, dizilimleri de Sekil 5.4°te

gosterilmistir.
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Cizelge 5.2 : Fibronektin tip I modiiliiniin yapisinda bulunan amino asitler ve sayilari

Polar Amino asitler | Sayilar1 | Apolar Amino asitler | Sayilar
Aspartik asit 6 Alanin 3
Glutamik asit 6 Glisin 11

Arginin 8 Valin 3
Lizin 5 Lésin 3
Histidin 2 Izolosin 3
Aspargin 5 Prolin 1
Glutamin 3 Fenilalanin 1
Serin 6 Metiyonin 2
Treonin 10 Triptofan 4
Tirozin 3 Sistein 8

DSSP _— S—

FOEAEKCFDHAAGT SYVVGE TWEKPYQGWMMVDCTCLGEGSGRITCTSRNRCNDQDTRTSYRI

FOE 4 10 20 a0 a0 50 &0
D55P —) ’
FOEGDTWSKKDNRGNLLGQCICTGNGRGEWKCERHTS

FOE g 0 a0 B

Sekil 5.4 : Fibronektin tip I modiiliinii olusturan amino asitlerin dizilimi [33]

Simiilasyon g¢alismalar1 Accelrys Material Studio 4.1 yazilimu ile gergeklestirilmistir.
Polimer matrislerini olusturmada bu programa ait olan “Amorphous Cell” modiili
gerceklestirilen molekiiler mekanik (MM) ¢alismalarinda ise “Discover” modiilii

kullanilmistir.

5.2 Polimer Matrislerinin Olusturulmasi

Bu calismada kontrol amaci ile kullanilan PVA ve davranislar incelemek amaci ile
secilmis olan PU1 ve PU2 polimerleri icin birim hiicreler olusturulmustur. Bu
polimerlerden PU1 kristal, PU2 ve PVA ise amorf yapidadirlar. Amorf PU2
poliiiretan yapisi olusturulurken yapiy1 olusturan hint yagi (HY) ¢ hidroksil gurubu,
diizosiyanat yapisi ise iki izosiyanat grubu ig¢erdiginden bu yapilar iki HY, ti¢ HDI
sekline bir araya getirilmistir. Olusturulan tekrar birimi (repeat unit) daha sonra
minimize edilerek dengelenmistir. Yapiy1 olusturan HY ¢ok biiyiik ve karmagik bir

yapt oldugundan olusturulan birim hiicrede PU2 yapisindan bir tek tekrar birimi
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kullanilmigtir. Amorf PV A yapisi olusturulurken de benzer sekilde PVA tekrar birimi
hazirlanmis ve minimize edilmistir. Olusan tekrar biriminden yirmi tane ilave ederek
polimer zinciri olusturulmustur. Polimer matrisleri literatiirde mevcut olan yogunluk
degerlerine gore [42,43] hazirlanmistir. Baz1 elementlerin kendileriyle kovalent bag
olusturarak halka yapabilmesini (Ring Catenation) ve hiicreden figkiran kisimlar
bulunmasint (Spearing) engellemek i¢in genellikle ¢cok diisiik baslangic yogunlugu
(0,1g/cm°) tercih edilir [44]. Elde edilen birim hiicrelerden PVA birim hiicresi 50

tane PVA zinciri, PU2 birim hiicresi ise iki tane PU2 birimi i¢ermektedir.

Amorf polimerik sistemlerin simiilasyon hiicresinin baslangi¢ konfigilirasyonlarini
olustururken bazi 6zel dnlemlere ihtiya¢ vardir. Zincirlerin genel karakteristiklerini
yansitan konfigiirasyonlardan baslanmasi amorf polimerler i¢in Onemlidir.
Istiflenmis zincirin konformasyonel istatistigi “Rotational Isomeric State” (RIS)
teorisi ile uygun bir sekilde tanimlanmaktadir. Biikiilme (torsion) hari¢ biitiin
serbestlik dereceleri ihmal edilerek, ilk adimda, rastgele bir oryantasyonla ilk bag
simiilasyon hiicresine yerlestirilir. Sonra ana zincire adim adim yeni baglar eklenerek
zincir olusturulur. Fakat Florry tarafindan olusturulan bu RIS algoritmasi birbirinden
birka¢ bag sonra baglanmis atomlarin birbiri lizerine binmesine veya ¢akismasina
engel olmamaktadir. Theodorou ve Suter uzun aralikli etkilesimleri hesaba katarak
ve RIS algoritmasinin avantajlarindan yararlanarak amorf hiicre olusturmadaki

kisitlamalar1 yenmistir [44].

Kristal PUI poliiiretan yapisinin olusturulmasinda ise durum farklidir. Kristal PU1
poliliretan yapist olusturulurken yapiyr olusturan polietilen glikol (PEG) iki OH
gurubu diizosiyanat yapisi da iki izosiyanat grubu icerdiginden bu yapilar bir PEG ve
bir HDI sekline bir araya getirilmistir. Kristal yapmin olusturulmasi i¢in oncelikle
Accelrys Material Studio [29] programinin kitapliginda hazir olarak bulunan kristal
polietilen glikol (PEG) yapis1 alinmistir. Olusacak olan poliiiretan yapisinin molekiil
agirligint elde etmek i¢in bu hazir yapi birim hiicrenin ¢ ekseni yoniinde 11 kat
biiyiitiilerek istenen molekiil agirligr saglanmistir ve kristal yapiya uygun olacak
sekilde diizosiyanat gruplarinin polietilen glikol (PEG)’e baglanmasi ile PU1 matrisi
elde edilmistir. Olusturulan polimer matrisler Sekil 5.5’te gosterilmistir. Ayrica PU1
poliliretan yapisinda iiretan grubunun etkisini incelemek amaci ile polietilen glikol

(PEQG) yapis1 da ¢aligmalarda kullanilmistir.
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Sekil 5.5 : Polimer matrisleri a) PU1, b) PU2, c) PVA
5.3 Polimer Matrislerinin Dengelendirilmesi

Amorf PVA ve PU2 polimer matrislerinin dengelenmesi i¢in ilk once polimer
yapisini olusturmada kullanilan COMPASS kuvvet alanini se¢ilmistir. Daha sonra

polimer matrisleri sirastyla asagidaki adimlar uygulanarak dengelendirilmislerdir.

e Ik olarak 5ps icin yiiksek basmgta (5000bar) NPT-MD toplulugu yardimiyla

sikistirtlmistir.
e Daha sonra 20ps siireyle 600 ve 300K’de NVT-MD uygulanmustir.

e Bu agamanin sonunda 20ps siireyle 1 bar basingta NPT uygulanarak yogunluk
degerleri kontrol edilmistir [45].

PEG ve PUI poliiliretan yapilar1 ise kristal yapida olduklarindan hazirlandiklar

sekilde 5000 adimlik kisa minimizasyonlar uygulanarak kullanilmislardir.

5.4 Olusturulan Polimer Matrislerinin Yapisal Ozellikleri

Calismada ilk basamak olarak elde edilen tiim bu yapilarin doniis yarigcaplari (radius
of gyration, Rg), X-1s11 kirinimi, kohesiv enerji yogunluklari (cohesive energy

density, CED), ¢6ziiniirliik parametreleri ve elastik sabitleri belirlenmistir.
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Doniis yarigapi, polimer matrisinin sertliginin tahmin edilmesinde kullanilan bir

birimdir. Polimer matrisinin en siki paketlendigi mesafeyi gostermektedir.

X-151m1 kirmimi yardimiyla d-spacing degeri ya da ortalama zincir i¢i bosluk degeri
bulunabilmektedir. Esitlik 5.1°deki Bragg denkleminde d, d-spacing degerini, A,

dalga boyunu, 26 ise sagilma agisini1 gostermektedir.
nA = dSin26 (5.1)

Genelde deneysel verilerden elde edilen grafiklerde siddete (intensity=I/lp) karsilik
sacilma agis1 (20) yer alirken simiilasyon c¢alismalarinda elde edilen grafiklerde
siddete (intensity=1/Ip) karsihk sacilma vektdrii (scattering vector (1/A))
bulunmaktadir. Sagilma vektorii Esitlik 5.2°deki gibi tanimlanmaktadir.

_ 4xSing

=7

(5.2)

Esitlik 5.2°de de goriildiigii gibi sacilma vektorii kolaylikla sagilma agis1 cinsinden
hesaplanmaktadir [44].

Koheziv enerji yogunlugu, sivi halde molekiilleri bir arada tutan molekiiller arasi
kuvvetlerin giiciiniin ol¢iisiidiir. Esitlik 5.3’teki gibi ifade edilir. Burada AHpyn

buharlagma 1s1s1, R gaz sabiti, T sicaklik, V ise molar hacim degeridir.

cED - AHun —RT

(5.3)

Coziniirlik parametresi (3), diizenli cozeltilerin olusumu i¢in ¢dzeltinin birim
hacminde meydana gelen i¢ enerji degisimidir ve Esitlik 5.4’teki gibi tanimlanir. ki
farkli bilesigin ¢oziiniirliik parametresi degerleri birbirine yaklastikca ¢oziintirliik

artar [46,47].

5 = (CED): (5.4)

Mekanik ozelliklerin belirlenmesi i¢in yapiya ait elastik sabitlerin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu sabitlerin hesaplanmasi kisaca incelenirse; o stress (gerilme) ve [

strain (burulma) arasindaki iliski Hooke kanunu ile (Esitlik 5.5) ifade edilir.
o=Ce¢ (5.5)

Bu esitlikte o (stress) tensoriinii, [1 burulma (strain) tensoriinii ifade eder ve C ise

sertlik (stifness) sabitini ifade eden bir tensérdiir ve bu tensor yardimi ile elastik
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sabitler elde edilebilirler. Gerilme ve burulma tensorleri simetriktir bu nedenle bu

ifadeleri Voigt isaretlemesi ile Esitlik 5.6’daki gibi vektor seklide gosterilebilirler.

o, =C.¢e. (5.6)

oi ve [1; gerilme ve burulma vektorlerinin alti elemanli vektorleridir. 6x6 Cij matrisi
simetrik olup 21 sabit icermektedir (Esitlik 5.7). Simetri sekline gore bagimsiz
degisken sayis1 azaltilabilir. izotropik bir malzeme igin gerilme hareketleri lame

sabiti ad1 verilen (u ve A) iki bagimsiz degisken ile ifade edilir.

2u+i A A 0 00
A 2u+i A 0 0 0
o | 4 A 2u+i 0 0 0 57
0 0 0 % 00
0 0 0 0 x O
0 0 0 0 0 u

Lame sabiti ad1 verilen p ve A verileri ile Young’s modiilii (E), Hacim modiilii (Bulk
modulus-B), Kayma gerilimi (shear modulus-G) ve Poisson orani (v ) Esitlik 5.8-
11°de goriildiigii gibi tiiretilebilir [48].

31+2u

E=u At (5.8)
A

V= 2(l+,u) (5.9)

B=i+%§ (5.10)

G=u (5.11)

5.5 Protein-Yiizey Iliskilerinin Belirlenmesi

Bu c¢aligmada sentetik malzemelerin biyolojik sistemdeki davraniglarini incelemesi
amaglanmistir. Bu nedenle, fibronektin proteininin hazirlanan degisik polimer
yiizeylere adsorpsiyonu incelenmistir. Oncelikle Raffaini ve Ganazzoli’nin [42]
caligmalarinda kullandiklar1 PVA polimeri ile c¢alisma tekrarlanmis kullanilan
metodun dogrulugu saptandiktan sonra bu dogrultuda segilen poliliretan

malzemelerin davraniglar1 incelenmistir. Protein-yilizey etkilesimi ¢aligmalarinda
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proteinler i¢in tasarlanmig olan Tutarli Valans Kuvvet Alam1 (Consistent Valence
Force Field - CVFF) kullanilmistir. Calismada Raffaini ve Ganazzoli’nin kullandigi
metot esas alindigindan kiyaslama yapabilmek ve simiilasyonlarda zaman kaybi
yasamamak i¢in bu c¢alismada da sakli ¢oziicii modeli kullanilmigtir. Sakli ¢oziicii
modellerinde ger¢ek su molekiilleri ile ¢alisiilmamaktadir. Suyun etkisini temsil eden
cesitli modeller kullanilmaktadir. A¢ik ¢oziicii ile ¢alisildiginda hidrofilik yiizey su
molekiilleri ile kaplandigindan protein yiizeye ulastiginda su molekiilleri polimer
yiizeyini kapladigindan proteinin ylizeyle etkilesimi diisiik olmaktadir. Sakli ¢oziicii
yonteminde bu etkiler gézlenememektedir. Calismada sakli ¢6ziicli modellerinden
dielektrik metot kullanilmistir ve 300K’de ¢alisildigindan dielektrik sabiti suyun bu
sicakliktaki dielektrik sabiti olan [ =78 degeri alinmistir. PDB’den elde edilen
fibronektin molekiilii molekiiler mekanik (MM) yontemler ile enerji minimizaSyonu

yapilarak dengelenmistir.

Gergek sistemlerde protein molekiilleri polimer yiizeylere rastgele konumlarda
adsorplanmaktadirlar. Bu etkiyi gozlemleyebilmek amaci ile protein molekiili Sekil
5.6’daki gibi bir dikdoértgen prizmanin igerisindeymis gibi disiiniilmistiir ve bu
prizmanin her bir yiizeyinin polimer yiizeyler ile temas etmesi saglanmistir. Boylece
alt1 farkli konum i¢in protein adsorpsiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler

birlestirilereck konumdan bagimsiz genel sonuglara ulasiimustir.
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Sekil 5.6 : Protein molekiiliiniin alt1 farkli konumda polimer yiizeyi
tizerine yerlestirilmesi

Her bir protein konumu igin yiizeyler ile proteinler arasindaki etkilesim enerjileri,
enerji minimizasyonlari yapilarak hesaplanmistir. Protein ve polimer yiizeyi

arasindaki etkilesim enerjisi Esitlik 5.12°deki gibi ifade edilmistir.
Eetki = (Eserbest"' Epolimer) - Etop (5-12)

Esitlik 5.12°de Egemest dengelenmis fibronektin proteininin hesaplanan molekiil i¢i
enerjisidir. Epolimer polimer yiizeyinin molekiil i¢i enerjisidir. Calismada polimer
atomlar1 Raffaini ve Ganazzoli’nin caligmalarinda [42] oldugu gibi konumlar
sabitlenerek gergeklestirilmistir. Bu nedenle Epglimer = 0 kabul edilmistir. Altt farkli
konumda yerlestirilen proteinlerin enerji minimizasyonlari sonucunda elde edilen
toplam molekiil i¢i enerji degerleri ise Eip olarak ifade edilmistir. Simiilasyonlar
sonucu polimer yiizeylerine alt1 farkli konumda adsorplanan proteinlerin olugturdugu
etkilesim enerjileri Esitlik 5.12°ye gore hesaplanmistir. Etkilesim enerjilerinin yani
sira proteinin hidrojen baglarimin degisimlerini gozlemlemek amaci ile protein
yapilarinin burulma enerjileri de hesaplanmistir. Burulma enerjileri Esitlik 5.13’teki

gibi hesaplanmustir.

Eburuima = Edonmus~ Eserbest (5.13)
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Bu denklemde Egmest degeri en basta dengelenmis fibronektinin molekiil igi
enerjisidir. Egonmus ise altt farkli konumda gergeklesen minimizasyon islemleri
sonrasinda polimer yiizeylere adsorplanan protein yapilarinin en son enerji degeridir.
Boylelikle Esitlik 5.13 kullanilarak protein yapisinin minimizasyon dncesi ve sonrasi
enerji  degisimleri  hesaplanmistir.  Etkilesim ve burulma enerjilerinin
hesaplanmasinin ardindan her bir protein konumu i¢in gergeklestirilen protein
adsorpsiyonlar1 sonras1 polimer yiizeylerine sirasi ile 3, 5 ve 7A mesafede bulunan
atom ve amino asit sayilar1 hesaplanmistir. Bu islemlerin ardindan bu {i¢c mesafe i¢in
etkilesim ve burulma enerjilerine karsilik adsorplanan atom ve amino asit sayilarini
gosteren grafikler hazirlanmistir. Etkilesim enerjisine karsi adsorplanan atom ve
amino asit sayisi grafiklerinde elde edilen egim degerleri biiyiik 6nem tasimaktadir.
Burada elde edilen eg§im degeri protein yapisinin polimer ylizeyine ne derece giiclii
baglandig1 hakkinda fikir vermektedir. Egim degeri fazla olan polimer proteinle daha

kuvvetli baglanma gostermektedir.

5.6 Phi (@) ve Psi (y) Bag Agilarindaki Degisimlerin Hesaplanmasi

Proteini olusturan amino asitlerin phi (®) ve psi (y) bag acilar1 proteinler yiizeylere
adsorplandiktan sonra proteinlerin ikincil yapilarinda meydana gelen degisimleri
gozlemleyebilmek i¢in 6nemlidirler. Bu amagla fibronektin tip I modiiliinii olusturan

amino asitlerin ®@ ve y bag aglarindaki degisimler adsorpsiyon sonrasi incelenmistir.

Altr farkli konumda polimer yiizeylere adsorplanmis proteinlerin her bir konumu i¢in
protein zincirindeki 93 amino asidin @ ve y bag agist degisimleri Esitlik 5.14 ve

Esitlik 5.15°teki gibi hesaplanmistir.
A@ = q)son' q)||k (5.14)
Ay = Yson- Wik (5-15)

Ardindan Esitlik 5.16 ve 5.17°deki gibi alt1 farkli konum i¢in hesaplanan bag agisi
degisimlerinin ortalamalar1 alinmistir ve bdylece protein zincirindeki her bir amino

asit icin @ ve y bag acilarinin degisimleri konumdan bagimsiz olarak hesaplanmustir.

<A®>k0num: A(D|/6 (516)

6
i=1
<A \I] >k0num: Z A\|f|/6 (5.17)

6
i=1
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Hesaplamalar @ ve y bag agilarindaki mutlak degisimleri hesaplamak i¢in Esitlik
5.18 ve 5.19°daki gibi tekrarlanmistir.

|AD| = [Dson|- [Diy] (5.18)

A | = [Wsonl- [wind (5.19)
Ardindan Esitlik 5.20 ve 5.21°deki gibi alt1 farkli konum i¢in hesaplanan mutlak bag
acis1 degisimlerinin ortalamalar1 alinmistir ve protein zincirindeki her bir amino asit
icin @ ve y mutlak degisimleri yine konumdan bagimsiz olarak hesaplanmustir.

6
i=1

<|A \|/| >konum= |A\|/i|/6 (5.21)

6
i=1

Elde edilen verilere gore farkli yiizeylere adsorplanmis protein molekillerini
olusturan her bir amino asidin ® ve y bag acilarimin degisimlerini ve mutlak

degisimlerini gosteren grafikler hazirlanmistir.

Protein zincirinde bulunan 93 amino asidin ® ve y bag agilarmin degisimleri ve
mutlak degisimleri hesaplamalarinin ardindan Esitlik 5.22 ve 5.23°te kullanilarak
proteinde bulunan ayni cins amino asitlerdeki degisimlerin ortalamalar1 alinmustir.
Boylece proteinde bulunan 20 ¢esit amino asidin @ ve y degisimleri ve mutlak
degisimleri her bir amino asit cinsine (AA) gore hesaplanmistir ve bu degisimleri
gosteren grafikler hazirlanmistir. (n: Her bir amino asidin proteindeki sayisi).

<AmIno asit AA (AD) > = Y Amino asit AA (AD)/n (5.22)

6
i=1

<Amino asit AA (Ay) > = Amino asit AA (Ay)/n (5.23)

6
=
Hesaplanan tim @ ve y bag acilart kullanilarak proteinin ikincil yapisindaki
degisimleri daha iyi goézlemleyebilmek i¢in her bir yiizeye adsorplanan amino
asitlerin Ramachandran grafikleri hazirlanmistir ve DSSP programi [49] kullanilarak
protein yapisinda bulunan B-yapraklariin adsorpsiyon oncesi ve sonrasi degisimleri

incelenmistir.
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6. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

Bu boliimde once simiilasyon calismasinda elde edilen polimer matrislerinin yapisal

ozellikleri daha sonra da protein adsorpsiyonu ¢alismalarinin sonuglari verilecektir.

6.1 Polimerlerin Yapisal Ozellikleri

Olusturulan polimer matrislerinin karakterizasyonu i¢in elde edilen doniis yarigapi
(Rg), kohesiv enerji yogunlugu (CED), ¢oziiniirliik parametresi, elastik sabitleri ve x-

1s1n1 kirinimi sonuglari sirastyla verilmistir.

Olusturulan dort farkli polimer matrislerinden PEG ve PV A polimerleri i¢in deneysel
veriler mevcutken [50-55] ¢alismamizda incelenen PU1 ve PU2 poliiiretan yapilari
icin deneysel veriler mevcut degildir. Bu ¢alismada bulunan degerler ileride

yapilacak olan deneysel caligsmalara referans olabilecek degerlerdir.

Bu dort polimer yiizey i¢in elde edilen doniis yarigap: degerleri (Rg) ve bu verilerin
deneysel veriler ile karsilastirilmasi Cizelge 6.1’de Ozetlenmistir. Goriildiigi gibi
amorf yapidaki PVA i¢in yakin sonuglar elde edilirken kristal PEG yapisi i¢in elde
edilen deger deneysel verinin yaklagik iki kat1 kadardir.

Calismada bu polimerler igin elde edilen CED ve ¢oziiniirliikk parametresi degerleri
ve bu degerlerin deneysel veriler ile karsilastirilmas1 Cizelge 6.2°de 6zetlenmistir.
Coziintirliikk parametresi degerleri PEG ve PVA polimerleri i¢in oldukga tutarh
sonuglar vermektedir. CED degerleri ise amorf PVA igin oldukga tutarliyken, PEG
yapist i¢in ise deneysel verinin yaklagik yarist kadardir. Ancak genel olarak
hesaplanan degerlerin deneysel verilerle mertebe oOlgeginde tutarli oldugu
goriilmektedir. PU1 kristal matrisinin CED ve ¢06ziiniirliik parametresi degerleri,

yiizeyin oldukg¢a biiyiik olmasi nedeniyle hesaplanamamastir.
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Cizelge 6.1 : PEG, PVA, PUI1 ve PU2 polimerlerinin doniis yaricap1 degerleri

Yontem PEG PVA PU1 PU2
Deneysel 22,6 [50] 11,4 [51] - :
Ry(A)
Bu ¢aligma 43,95 8,17 68,11 16,61

Cizelge 6.2 : PEG, PVA, PUL ve PU2 polimerlerinin kohesiv enerji yogunluk ve
¢ozinirlik parametresi degerleri

Yontem PEG PVA PU1 PU2
Kohesiv Enerji Deneysel 97 [52] 158-201 [53] - -
Yogunlugu (cal/cm?)
Bu c¢alisma 55,07 138,87 43,01
Coziiniirliik
Parametresi Deneysel 9,87 [52] | 12,6-14,2 [53] - -
(cal/cm?)Y?2
Bu ¢alisma 7,42 11,78 6,56

Yine bu dort farkli polimer igin bazi mekanik &zellikler, simiilasyon paketinde
bulunan analiz araglart kullanilarak incelenmistir. Elastik sabitlerden elde edilen
Young modiili (E) ve Poisson orant (v) degerleri ve deneysel veriler ile
karsilastirilmas1 Cizelge 6.3’te Ozetlenmistir. Amorf PVA yapisi icin elde edilen
elastik sabitler deneysel veriler ile oldukg¢a tutarlidir. Kristal matrislerin elastik
sabitleri, matrislerin  geometrilerinin  eskenar olmalar1

prizma nedeniyle

hesaplanamamustir.

Cizelge 6.3 : PEG, PVA, PU1 ve PU2 polimerlerinin elastik sabitleri

Yontem PVA PU2
Young Modiilii | Deneysel | 4,34+/-0,017 [54] -
(GPa)
Bu Calisma 5,43 1,76
. Deneysel 0,426-0,447 [55] }
Poisson oram
Bu Calisma 0,31 0,37
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Calismada kullanilan PEG kristal yapida oldugundan, Accelrys Materials Studio’nun
kitapligindaki verilerinden elde edilmislerdir. Benzer sekilde PU1 yapist da PEG
kristali modifiye edilerek elde edilmistir. PU2 poliliretan yapisi ise amorf bir yap1
oldugundan yapinin gergekgiligini kontrol etmek amaci ile literatiirdeki deneysel
calismadan [43] elde edilen x-isimm1 sagilimi deseni ile kiyaslama yapilmistir.
Simiilasyonlar sonucu elde edilen X-1s1n1 sagilimi deseni sonuglari sagilma vektori
cinsindendir ve Esitlik 5.2 kullanilarak bu veri kolaylikla sagilma agis1 cinsinden
hesaplanmistir. Sekil 6.1°de simiilasyon ¢alismasinda PUZ2 poliiiretant icin elde

edilmis X-151n1 sagilim1 deseninin deneysel ¢alisma ile kiyaslamasi gosterilmektedir.

[ B Bu Calima
B Deneysel

intensity

F T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 €0

20°

Sekil 6.1 : PU2 poliliretan1 igin X-151n1 sagilimi deseninin deneysel ¢alisma ile
kiyaslanmast

T Li L L L T T T L 1

Yapilan karsilastirmada hesaplanan ve deneysel X-1s1n1 sagilimi [43] desenlerinin ¢ok

1yi Ortiistiigli goriilmektedir.

6.2 Protein Adsorpsiyonu Simiilasyonlar:

PEG, PVA, PUI ve PU2 polimer yiizeylerinin alt1 farkli protein konumu i¢in protein
adsorpsiyon simiilasyonu gerceklestirilmistir. Ornek olarak her bir polimerin Konum

3 i¢in adsorpsiyon dncesi ve sonrast durumlari Sekil 6.2°de gosterilmistir.
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Proteinin polimer yiizeyine adsorplandigi her bir konum igin etkilesim enerjileri
Esitlik 5.12°ye gore hesaplanmistir. Esitlik 5.12°de bulunan Esgmest degeri serbest
fibronektin proteini i¢in yapilan minimizasyon islemi sonrasinda 3,19 MJ/mol olarak
bulunmustur. Raffaini ve Ganazzoli’nin ¢alismasinda [35] c¢alismasinda bu deger
3,13MJ/mol olarak elde edilmistir. Elde edilen sonu¢ Raffaini ve Ganazzoli’nin
caligmasinda elde edilen deger ile uyumludur. Buna goére adsorpsiyon islemi sonrasi

bulunan her bir Ep degeri igin Eewi degerleri hesaplanmustir.

Bu islemlerin ardindan adsorpsiyon islemi tamamlanmis olan polimer yiizeylere
sirast ile 3, 5 ve 7A mesafede bulunan amino asitlerin ve atomlarin sayilari
hesaplanmistir. Degisik polimer ylizeylere proteinlerin ilgisini gorebilmek i¢in Ee
degerine karsilik yiizeye adsorplanan atom ve amino asit sayilar1 arasindaki iliski
incelenmistir. Tiim yiizeyler i¢in elde edilen veriler sirasi ile Sekil 6.3 ve 6.4’te
sunulmus ve grafiklerin egim degerleri Cizelge 6.4 te kisaca 6zetlenmistir. Yiizeyden
5A mesafede bulunan amino asitler esas almarak Sekil 6.3 te verilen PVA grafiginin
egiminden elde edilen etkilesim enerjisi degerinin (13,3 kJ/mol), Raffaini ve
Ganazzoli’nin ¢alismalarinda [42] elde edilen deger (14,5 kd/mol) ile ortiismesi, s6z
konusu ¢alismada gelistirilen yontemin basariyla uygulandigini gostermektedir. Sekil
6.5’te ise dort polimer yiizeyi ile proteinlerin etkilesim enerjileri ylizeyden olan

uzakliga gore karsilastirilmistir.
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Eetki (kd/mol)

Sekil 6.3 :

Eetki (kd/mol)
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Polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A mesafede bulunan amino asitlerin
polimer yiizeyi ile temasi sonucu ortaya ¢ikan etkilesim enerjileri
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Sekil 6.4 : Polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A mesafede bulunan atomlarin polimer
yiizeyi ile temasi sonucu ortaya ¢ikan etkilesim enerjileri
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Cizelge 6.4 : Etkilesim enerjisinin amino asit ve atom sayist ile iligkisi grafiklerinin
egim degerleri

Eetki (NAmino asit) [kJ/mOI] Eetki (NAtom) [kJ/moI]
3A 5A 7A 34 5A 7A
PEG 25,006 19,656 15,155 5,665 1,703 1,121
PVA 19,725 13,315 10,254 4,837 1,390 0,808
PU1 28,231 20,097 15,300 6,198 1,942 1,202
PU2 23,933 15,681 11,876 5,926 1,599 0,967
7 -
30 —t— PEG
3 1 = 8 7 —e—PVA
;_‘E- 2 E 5 —a—PUL
= 20 | \\ % “1 ———r2
2 s ) :
£ z 3
£ 10 z 2 |
0 T T 0 T T
3 5 7 3 5 7

A

Sekil 6.5 : Etkilesim enerjisinin amino asit ve atom sayist ile iligkisi grafiklerinin
egim degerlerinin kiyaslanmasi

Calismada elde edilen sonuglara gére, polimer yiizeyinden 7A mesafede bulunan
amino asit ve atomlarin ylizeye adsorplanmis kabul edilmesinin en dogru yaklasim
oldugu gozlenmistir. Etkilesim enerjilerine karsi amino asit veya atom sayisi
grafikleri incelendiginde egim degerleri en yiiksek olan polimer proteinle en giiglii
etkilesim gosteren yiizeydir. Sonuglar incelenecek olursa PUI yiizeyi proteinle en
kuvvetli etkilesimi gostermektedir. PEG ikinci, PU2 igiincii siray1r almaktadir. PVA
yiizeyi ise en diisiik etkilesimi gostermektedir. Poliliretan yiizeylerden PU1, PU2
politiretanindan daha hidrofilik oldugundan protein ile PU2’den daha zayif etkilesim
gostermesi beklenmektedir. Calismada goriilen bu farklilik, kristal PU1’in PU2’den
daha diizgiin bir yiizeye sahip olmasi ve ¢alismalarin agik ¢oziicii sistemi ile
yiirlitiilmemesi gibi sebeplere dayandirilabilir. Ayrica mesafeye bagl olarak egim
degerlerinde goriilen azalma ise polimer yiizeyinden uzakta bulunan atomlarin veya

amino asitlerin yiizeyle daha diisiik etkilesim i¢inde olmalarina baglanabilir.
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Ayrica polimer yiizeyler ile en fazla etkilesim gosteren amino asitlerin belirlenmesi
icin her bir polimer yiizey i¢in protein ile en yiiksek etkilesim enerjisi gosterdigi
konumlar belirlenmistir. Ardindan bu konumlar i¢in yiizeyden 7A mesafede bulunan
amino asitler belirlenmistir. Cizelge 6.5’de yiizeyler ile en fazla etkilesim ernerjisi
gbsteren protein konumlari ve bu konumlarda yiizeylere 7A mesafede bulunan amino
asitler adsorplanma miktarina gore biiylikten kiigiige siralanmistir. Cizelge 6.6’da ise
bu amino asitler proteinde bulunduklar1 konumlara gore siralanmislardir. Cizelge
6.6’da tretan gruplarmin Glisin amino asidi ile daha fazla etkilesim gosterdigi

goriilmektedir.

Cizelge 6.5 : Yiizeyler ile en fazla etkilesim ernerjisi gosteren protein konumlari ve
bu konumlarda yiizeylere 7A mesafede bulunan amino asitler ve

sayilar
PU1 PU2 PEG PVA
Konum 6 NAmino asit Konum 3 NAmino asit Konum 5 NAmino asit Konum 4 NAmino asit
GLY 4 GLY 4 ARG 5 THR 6
SER 4 CYS 3 ASN 4 GLY 4
ASP 3 ASP 3 THR 4 ARG 4
ARG 3 ARG 3 SER 3 SER 4
THR 3 ASN 3 GLU 3 GLU 4
TYR 3 THR 2 GLN 3 LYS 3
TRP 3 TRP 2 CYS 3 CYS 3
GLN 2 GLN 2 LYS 3 TRP 3
ALA 2 ALA 2 GLY 2 ASN 2
GLU 2 GLU 2 ASP 2 ASP 2
LYS 2 LYS 2 LEU 2 LEU 2
HIS 2 HIS 1 TRP 2 ILE 2
MET 2 MET 1 MET 2 GLN 1
CYS 2 TYR 1 ALA 1 ALA 1
ASN 2 SER 1 TYR 1 TYR 1
PHE 1 PHE 1 VAL 1 VAL 1
PRO 1 PRO 1 ILE 1 HIS 1
VAL 1 VAL 1 HIS 1
LEU 1 LEU 1
ILE 1
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Cizelge 6.6 : Yiizeyler ile en fazla etkilesim ernerjisi gosteren protein konumlari ve
bu konumlarda yiizeylere 7A mesafede bulunan amino asitler

PU1 PU2 PEG PVA
Konum 6 Konum 3 Konum 5 Konum 4
PHES GLU2 ALA1 ALA1
ASP6 CYS4 GLU2 GLU2
HIS7 PHES TYR23 LYS3
ALAS8 ASP6 GLN24 THR11
ALA9 HIS7 TRP26 SER12
GLY10 ALAS8 MET27 TYR13
THR11 ALA9 MET28 VAL15
SER12 GLY10 VAL29 GLY16
TYR13 TRP19 THR32 GLU17
GLU17 LYS21 LEU34 TRP19
TRP19 PRO22 GLY35 ASP30
GLU20 TYR23 GLU36 CYS31
LYS21 GLN24 SER38 THR32
PRO22 GLY25 ARG40 LEU34
TYR23 TRP26 THR44 GLU36
GLN24 MET27 SER45 GLY37
GLY25 VAL29 CYS49 THRA42
TRP26 ASP30 ASN50 SER45
MET27 CYS33 ASP53 ARG46
MET28 THR32 GLN52 ASN47
VAL29 LEU34 ARG59 ARG59
CYS43 GLY35 LYS66 ILE6O
ARG48 GLU36 LYS67 GLY61
ASP53 SER38 ASP68 THR63
THR54 ARG40 ASNG69 TRP64
ARG55 ILE41 ARGT70 SER65
SER57 CYSs43 GLY71 LYS66
TYR58 ASN50 ASN72 ASP68
GLY61 GLN52 LEU73 LEU73
ASP62 ASP53 GLN75 GLN75
THR63 THR56 CYS76 CYS76
TRP64 ARG55 ILE77 ILE77
SER65 LYS66 THR79 THR79
LYS66 ASNG69 ASN81 ASN81
ASNG9 ARG70 ARG83 ARG83
ARG70 GLY71 GLUS85 GLY84
GLY71 ASN72 TRP86 GLUS85
ASN72 LYS87 TRP86
LEU74 CYS88 LYS87
GLN75 ARG90 CYS88
CYS76 HIS91 ARG90
HIS91 THR92 HIS91
SER93 SER93 THR92

SER93
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Etkilesim enerjisinin yani sira proteinde meydana gelen konfigilirasyon degisikliginin
gbzlemlemek amaci ile burulma enerjileri de hesaplanmistir. Epyryima degeri hesaplari
i¢in Eserpest= 3,19MIJ/mol degeri kullanilmistir. Adsorpsiyon islemi tamamlandiktan
sonra adsorplanmig protein yapilar1 yilizeyden ayrilarak her bir protein ig¢in
adsorpsiyon sonrasi enerji degeri olan Egonmus degeri hesaplanmistir ve Epyryima

degerleri Esitlik 5.13’teki gibi hesaplanmuistir.

Elde edilen tiim veriler siras1 ile Sekil 6.6 ve 6.7°de sunulmus ve grafiklerin egim
degerleri Cizelge 6.7°de kisaca dzetlenmistir. Sekil 6.6’da PVA i¢in yiizeyden 5A
mesafede bulunan amino asitler esas alinarak hesaplanan egimden elde edilen
burulma enerjisi degerinin (3,5kJ/mol), Raffaini ve Ganazzoli’'nin ¢alismasinda [42]
hesaplanan 3,5kJ/mol degeri ile birebir ortiistiigii goriilmektedir. Sekil 6.8’de ise dort
polimer yiizeyi icin proteinin burulma enerjileri yiizeyden olan uzakliga gore

karsilastirilmistir.
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Sekil 6.6
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Polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A mesafede bulunan amino asitlerin polimer
yiizeyi ile temasi sonucu proteinde goriilen burulma enerjileri

62



250 - .
*PEG 5

Eburuima (kJ/mol)
> o o
o o o

[4)]
o
1

0 50 100
Natom (3A)

250 +
200 -
150 -

100 -

Eburuima (kJ/mol)

D T T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Natom (5A)

250 +
200 -
150 -

100 -

Eburuima (kJ/mol)

50 -

0 100 200 300 400 500 600 700
Natom (7A)

Sekil 6.7 : Polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A mesafede bulunan atomlarin polimer
yiizeyi ile temasi sonucu proteinde goriilen burulma enerjileri
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Cizelge 6.7: Burulma enerjisinin amino asit ve atom sayaist ile iliskisi grafiklerinin
egim degerleri

Eburulma (NAmino asit) [kJ/mOI] Eburulma (NAtom) [k\]/mOI]

3A 5A 7A 3A 5A 7A
PEG 7,486 5,835 4,485 1,669 0,506 0,333
PVA 5,039 3,504 2,649 1,294 0,365 0,211
PU1 4,799 3,293 2,456 1,006 0,316 0,193
PU2 4515 3,375 2,541 1,288 0,345 0,208
= 8 2 - ——PEG
g 7 = —e—PVA
5 £ ——PU1
X 6 215
= = —=—PU2
N :
e 4 I 1
‘g 2 50,5
g 1
g o 0

3 5 7 3 5 7
A A

Sekil 6.8 : Etkilesim enerjisinin amino asit ve atom sayist ile iliskisi grafiklerinin egim
degerlerinin kiyaslanmasi

Burulma enerjisi hidrojen baglarinin kirilmasi ile ortaya ¢ikan enerji degisimidir.
Adsorplanan amino asit sayisi arttik¢a daha fazla hidrojen bag: kirildigindan burulma
enerjisi de artmaktadir. Burulma enerjisine karsilik amino asit veya atom sayisi
grafikleri incelendiginde egim degeri en yiiksek olan polimer PEG dir. PU2, PVA ve
PU1 polimerlerinin egim degerleri ise olduk¢a yakindir. Bu verilere gére PEG
yiizeyine adsorplanan proteinde en fazla hidrojen bagi kirilmasi gerceklesmistir.
PVA, PU2 ve PUI yiizeyleri i¢in egim degerleri olduk¢a yakin oldugundan kirilan
hidrojen bag1 sayilarinin da yakin olmasi beklenmektedir. Bu ii¢ yiizeyden PUI i¢in
hidrojen bagi kirllmasinin bir miktar daha az olmasi beklenebilir. Hidrojen
baglarindaki degisimleri daha iyi gézlemleyebilmek i¢in, protein yapisinda bulunan
B-yapraklarmin adsorpsiyon oncesi ve sonrast degisimleri DSPP [49] programi ile
incelenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 6.8’de belirtilmistir. Cizelge 6.8’de B

harfleri B-yapraklarini, C harfleri ise burgu yapisini temsil etmektedir.
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PVA 1

6

PEG 1

6

1

Fib PU1

C

Lys3
Cys4
Phe5
Aspb6
His7
Ala8
Ala9
Gly10
Thril
Serl2
Tyrl3
Vall4
Vall5
Glyl6
Glul7
Thri8

Cizelge 6.8 : B-yapraklarindaki amino asitlerin adsorpsiyon dncesi ve sonrasi degisimleri
Glu2
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Cizelge 6.8 : B-yapraklarindaki amino asitlerin adsorpsiyon oncesi ve sonrasi degisimleri (Devam)
Asn4
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Cizelge 6.8’de fibronektin proteininin adsorpsiyon Oncesi ve adsorpsiyon sonrasi [3-
yapraklarinda meydana gelen degisimleri goriilmektedir. Bu verilerin daha net

gbzlenmesi ic¢in her bir yiizeyde kirilan ve olusan B-yapraklar1 Cizelge 6.9°da

Ozetlenmistir.

Cizelge 6.9 : B-Yapraklarindaki amino asit sayisinin degisimi

PVA PEG PU1 PU2
[ - - - - | S 1 ]
@ © « © g Q© | . g Q@ © | @@ £ @ © @« © g
E€| 55 |82| 52|53 |82| 53|55 |82| 83| 5% (82
tg| 25 |%2|E8 |55 |°2| 58|55 °2|28 2872
25| 0% RflEs |8 BlE2|388] R”IZS| o8| -
Konuml 2 2 0 2 4 2 2 2 0 2 2 0
Konum2 0 2 2 -3 2 -1 0 0 0 -6 2 -4
Konum3 -8 3 5 -15 3 ‘12 | -15 0 -15 -6 1 5
Konum4 | 19 3 -7 2 2 0 2 2 0 5 2 -3
Konum5 2 3 1 -8 2 -6 -4 3 -1 -3 0 -3
Konumé | .7 3 -4 -7 3 -4 -2 2 0 -7 4 -3
Ortalama | 48 | 27 | 21| 62 | 27 | 35| 42 | 15 | 27 | 48 1,8 | -3

Cizelge 6.9 incelendiginde B-yapraklarindaki degisimin en fazla PEG polimerinde
olustugu goriilmektedir. Ikinci swrada PU2, iigiincii swrada PU1 polimeri
bulunmaktadir. PVA polimeri ise son sirada yer almaktadir. Bu durum Sekil 6.8’de

goriilen hidrojen baglarindaki degisim degerlerini desteklemektedir.

6.3 Phi (@) ve Psi (v) Bag Acilarindaki Degisimlerin Hesaplanmasi

Polimer yiizeylere adsoplanan proteinlerin her bir amino asidi ig¢in phi (®) ve psi (y)
bag acilar1 hesaplanmistir. Daha sonra Esitlik 5.14 ve 5.18 kullanilarak her bir
polimer yiizey i¢in amino asitlerin y bag agilar1 degisimleri ve mutlak degisimleri
sirast ile hesaplanmistir elde edilen veriler Sekil 6.9’da 6zetlenmistir. Ardindan
Esitlik 5.15 ve 5.19 kullanilarak her bir polimer yiizey i¢in amino asitlerin ©@ bag

acilar1 degisimleri ve mutlak degisimleri hesaplanmistir elde edilen veriler Sekil

6.10’da 6zetlenmistir.
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Sekil 6.9 ve 6.10°da protein zincirindeki her bir amino asit i¢in phi (®) ve psi (y) bag
acilar1 degisimleri ve mutlak degisimleri sirasi ile goriilmektedir. Ardindan Esitlik
5.22 ve 2.23 kullanilarak proteinde bulunan 20 ¢esit amino asidin @ ve y bag
acilariin degisimleri ve mutlak degisimleri amino asit cinsine gore hesaplanmaistir.
Sekil 6.11°de dort farkli yiizey igin amino asitlerin ortalama y degisimleri, Sekil

6.12’de ise ortalama @ degigmeleri gosterilmektedir.

Sekil 6.9 ve 6.10 incelenirse yiizeylere adsorplanan proteinlerin amino asitlerinin
ve @ degisimlerinin genel olarak protein zincirinin u¢ bolgelerinde daha az orta
kisimlarda bir miktar daha fazla oldugu gozlenmistir. Ayrica v degisimleri
incelendiginde tiim yiizeylerde ortak olarak orta kisimda yer alan Pro22, Met 27, Leu
34 ve Asn 47; © degisimleri incelendiginde ise Met 28, Gly 35, Gly 39 ve Gly 71

amino asidindeki degisimlerin belirgin oldugu goriilmiistiir.

Birbirinden sadece {iretan grubu ile ayrilan PEG ve PUl yiizeyleri
karsilastirildiginda; PU1 yiizeyindeki y ve @ degisimlerinin protein zincirinin
sonuna yakin bolgede PEG yiizeyinden daha fazla oldugu goriilmiistiir Ayrica Sekil
6.10°da PEG ylizeyi i¢in Gly 39 da goriilen belirgin degisimin PU1’de goriilmedigi
gozlenmektedir. Bu iki ylizey arasinda goriilen bu farkliliklar PU1 yapisinda bulunan
tiretan gruplart ile meydana gelen etkilesimlere dayandirilabilir. PU1 ve PU2
poliliretan yiizeyleri karsilastirildiginda ise y ve @ degisimlerinde belirgin bir
degisim gorilmemistir. PU1 kristal ve diizenli bir ylizeye sahip oldugundan iiretan
gruplar ile etkilesimleri amorf PU2 yiizeyinden daha fazla ger¢eklesmektedir. Bu
nedenle iiretan grubunun etkileri bu iki poliliretan yiizeyden PUI1 yiizeyinde daha
belirgin gozlenmektedir. PEG ylizeyi ile PU1 yiizeylerinde de goriildigii gibi PU2
yiizeyinin de son ug¢ bdlgesinde belirgin bir degisim goriilmemistir. Bu durum PU2

ylizeyinde liretan gruplari ile etkilesimin PU1’den az olmasina dayandirilabilir.
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Sekil 6.11 ve 6.12 incelendiginde ise elde edilen verilerin 6nceki grafiklerle tutarli
oldugu goriilmektedir. Her bir amino asit i¢in ortalama y ve @ degisim grafikleri
incelendiginde ortalama y degisimlerinin en belirgin degisimlerin olarak Asn, Leu,

Met ve Pro; ortalama @ degisimlerinin ise Met ve Gly amino asitlerinde gozlendigi

gorilmistir.
30 4 . 30 4
B Mutlak Degisim i P2
] 1 Degisim
- -
& &
e e
= =
g Ala Arg A Asp Cys G Glu Gly His Tle Lé Lys Met PhePro Ser Tw Tip Tvr Vil 2 Ala Arg Afh AspCys Gln Gl Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Tip Tyr Val
-10 - -10 -
220 - 20
-0 - 0
30 4 PEG 30 4
20 - 20
10 -
- -
= &
e e
= 0 =
3 Ala Arg Afh AspCys Gln Glu Gly His Tle Léh Lys MetPhePro Ser Thr Trp Tyr Val g AspCys Gln Glu Gly Hig Ile Lél Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Ty Val
-10 -
220 - 20
-0 - -0 -

Sekil 6.11 : Protein adsorpsiyonu sonrasi amino asitlerin psi (y) bag agilarinin
ortalama degisimleri ve mutlak degisimleri
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- -
= =
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] ]
4 Ala Arg Asn AspCys Gln Glu Gly Hi§ 108 Leu Lys Mgt Pl Pro S Thr Trp T Val 4 Ala Arg Asn AspCys G Glu Gl His Tle Leu Lys Mgt Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val
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Sekil 6.12 : Protein adsorpsiyonu sonrasi amino asitlerin phi (®) bag agilarinin
ortalama degisimleri ve mutlak degisimleri

Proteinlerin ikincil yapilarindaki degisimlerin daha iyi gozlemlenmesi i¢in tiim
amino asitlerin @ ve y bag agilar1 kullanilarak hazirlanan proteinlerin Ramachandran
grafikleri Sekil 6.13°te gosterilmistir. Glisin ¢ok esnek bir amino asit oldugundan ve
protein yapisinda cok fazla bulundugundan glisin disindaki amino asitlerin
konformasyon degisimlerini gézlemleyebilmek amaci ile Ramachandran grafikleri

ayrica Sekile 6.14’teki gibi glisinsiz olarak da hazirlanmistir.
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Sekil 6.13 : Phi (®) ve psi (y) bag agilarinin Ramachandran grafikleri
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Sekil 6.14 : Phi (D) ve psi (y) bag agilarinin glisinsiz Ramachandran grafikleri

Sekil 6.13 ve 6.14’teki Ramachandran grafikleri incelendiginde; protein
adsorpsiyonlarmin proteinlerin ikincil yapilarinda biiyiik degisimlere yol agmadigi
goriilmektedir. Ramachandran grafiklerinde goriilen en belirgin degisimlerin PU1 ve
PU2 ylizeyleri i¢in isaretlenen bolgede oldugu goriilmiistir. Bu bolgelerdeki
degisimin Asn47 amino asidine ait oldugu belirlenmistir. Bu durum Sekil 6.9’da

goriilen Asn47 amino asidindeki belirgin degisimi desteklemektedir.
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7. VARGILAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, molekiiler simiilasyon yontemleri ile biyomalzeme olarak kullanilan
kristal polietilen glikol + hekzametilen diizosiyanat (PU1l) ve amorf hint yag +
hekzametilen diizosiyanat (PU2) poliliretanlarinin biyolojik ortamda bulunan
proteinler ile olan iligkileri incelenmis ve biyouyumluluklarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Kullanilan yontemi test etmek amaci ile PVA, iiretan grubunun
politiretandaki etkisini gozlemleyebilmek amaci ile de PU1 poliiiretaninin yani sira
PEG yapisi ile simiilasyonlar da gerceklestirilmistir. Calismada elde edilen vargilar

kisaca 6zetlenmistir.

Oncelikle modellenen polimerler matrislerinin déniis yarigaplari (Rg), kohesiv enerji
yogunluklar1 (CED), ¢oziiniirliikk parametreleri, X-1s1n1 kirmnimlar1 ve elastik sabitleri
gibi bazi1 yapisal Ozellikleri incelenmistir. Genel olarak hesaplanan degerlerin

deneysel verilerle mertebe 6l¢eginde tutarli oldugu goriilmiistiir.

Gergeklestirilen protein adsorpsiyonlarindan polimer yiizeyinden 3, 5 ve 7A
mesafede bulunan amino asitlerin ve atomlarin polimer yiizeyi ile temast sonucu
ortaya ¢ikan etkilesim enerjileri grafikleri incelendiginde en dogru karsilagtirmanin
yiizeyden 7A mesafede bulunan amino asitler dikkate almarak elde edildigi
goriilmiistiir. Bu nedenle ileride yapilacak olan protein adsorpsiyonu calismalarinda
yiizeyden 7A mesafede bulunan amino asitlerin ve atomlarm yiizeye adsorplanmus
kabul edilmesinin en dogru yaklasim oldugu goézlenmistir. Elde edilen etkilesim
enerjisine karsilik amino asit ve atom sayisi1 grafiklerinin egim degerleri adsorplanan
proteinlerin yiizeye baglanma giicii hakkinda bilgi vermektedir. Egim degeri fazla
olan polimer protein ile daha giiglii etkilesim gostermektedir. Onceden bahsedilen
hidrofobik etkilesimlerden dolay:r hidrofobik yiizeylerin protein ile daha giiglii
baglanmasi beklenmektedir. Elde edilen sonuglara gore daha fazla hidrofilik olan
PU1 yiizeyi fibronektin ile daha giiclii etkilesim gostermektedir. Bu farklilik, kristal
PUl’in diizglin bir yiizeye sahip olmasma ve bdylece protein ile daha iyi iligki
kurabilmesi ve calismalarin agik ¢6ziicii sistemi ile yiiriitilmemesi gibi gerekgelere

dayandirilabilir. Ayrica hidfofilik 6zellik gosteren fibronektin proteini daha fazla
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hidrofilik olan PU1 polimeri ile daha giiglii etkilesimlere sebep olabilmektedir. PU1
ve PEG yiizeyleri ile protein arasindaki etkilesim enerjisi karsilagtirildiginda, iiretan
grubunun protein adsorpsiyonunun giiclinii artirict  yonde etki goOsterdigi

gorilmektedir.

Burulma enerjisine karsilik amino asit veya atom sayis1 grafikleri incelendiginde
egim degeri en yiiksek olan polimer PEG dir. PU2, PVA ve PUI polimerlerinin egim
degerleri ise olduke¢a yakindir. Bu verilere gore PEG yiizeyine adsorplanan proteinde
en fazla hidrojen bag1 kirilmasi gergeklesmistir. PVA, PU2 ve PUI yiizeyleri i¢in ise
kirilan hidrojen bag1 sayilarinin yakin olmasi beklenmektedir. Hidrojen baglarindaki
degisimleri daha iyi gozlemleyebilmek igin, protein yapisinda bulunan -
yapraklarinin degisimi DSPP programi ile belirlenmistir. Calismada elde edilen
verilere gore [-yapraklarindaki degisimin en fazla PEG polimerinde olustugu
goriilmektedir. ikinci sirada PU2, iigiincii sirada PU1 polimeri bulunmaktadir. PVA
polimeri ise son sirada yer almaktadir. Bu durumun burkulma enerjisi grafiklerinden

elde edilen degerler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Polimer yiizeylere adsorplanan proteinlerin amino asitlerinin y ve @ bag agilarinin
degisiminde mutlak degisim degerlerinin incelenmesinin daha uygun bir yaklagim
oldugu goriilmiistiir. Mutlak degisim grafikleri incelendiginde amino asitlerdeki y ve
@ degisimlerinin genel olarak protein zincirinin u¢ bdlgelerinde daha az orta
kisimlarda bir miktar daha fazla oldugu gozlenmistir. Birbirinden sadece iiretan
grubu ile ayrilan PEG ve PU1 yiizeyleri karsilastirildiginda; PU1 ylizeyindeki y ve @
degisimlerinin protein zincirinin sonuna yakin bdlgede PEG yiizeyinden daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Bu iki yiizey arasinda goriilen bu farkliliklar PU1 yapisinda
bulunan tiretan gruplari ile meydana gelen etkilesimlere dayandirilabilir. PU1 ve PU2
poliliretan yiizeyleri karsilastirildiginda ise y ve @ degisimlerinde belirgin bir
degisim  gorilmemistir. Ramachandran  grafikleri  incelendiginde; protein
adsorpsiyonlarinin proteinlerin ikincil yapilarinda biiyiik degisimlere yol agmadigi
goriilmektedir. Ramachandran grafiklerinde goriilen en belirgin degisimlerin Asn 47
amino asidinde goriildiigii belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Ramachandran

grafikleri amino asitler i¢in hesaplanan y ve @ degisim grafikleri ile uyum i¢indedir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda adsorpsiyon ¢alismalarinin agik ¢oziicii sistemi
ile gerceklestirilmesi Onerilmektedir. Ayrica hesaplamalar molekiiler mekanik

yontemlerin yanm1 sira molekiiler dinamik yontemler kullanilarak tekrarlanabilir.
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Gelecekte yapilacak caligmalarda degisik hidrofobisiteye sahip polimerlerin
yiizeylerinin farkli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmesi ve bu yiizeylerde farkli
proteinlerin  adsorpsiyonunun incelenerek e¢lde edilen verilerin kiyaslanmasi
onerilmektedir. Ayrica molekiiler simiilasyon ¢alismalarinin deneysel calismalarla
paralel olarak gerceklestirilmesi, protein adsorpsiyonuna yonelik yeni malzemelerin

tasarlanmasinda biiyiik katkilar saglayacaktir.
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