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OZET

Giintimiizde kan uyumlu malzemeler biyomedikal alanin bir¢ok uygulamasinda
kullanilmakla beraber 6nemi gittikge artmaktadir. Kan uyumlu malzemeler hasta
saghigr acisindan da olduk¢a biiyilk Onem tasimaktadirlar. Bu malzemelerin
gelistirilmesi ile biyomedikal uygulamalardaki eksiklikleri giderecektir.

Biyomedikal alanda kullanilmakta olan kan uyumlu malzemeler arasinda 6nemli
bir yere sahip olan membranlar bulunmaktadir. Kan uyumlu membranlar 6zellikle
hemodiyaliz tedavilerinde 6nemli bir ekipman olarak hali hazirda kullanilmaktadirlar.
Hemodiyaliz membranlar1 sentetik ve dogal polimerlerden elde edilmektedirler.
Glintimiizde ise maliyet ve performans 6zellikleri g6z ontine alindiginda sentetik
membranlar daha ¢ok tercih edilmektedir. Sentetik membranlarin yapiminda bir¢ok
polimer kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ise hem toksititesinin diistikliigi hem
de fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin iyi oldugu Polisiilfon kullanilmaktadir. Fakat
Polistilfon’un biyomedikal alanda kullanimin1 simirlayan etkenlerin, yapilmasi
planlanan modifiyeler ile ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir. Ayrica sonuglarin
etkinliginin degerlendirilmesiyle literatiire daha kolay ve basit bir metot oldugu
dustiniilen immobilizasyon yonteminin katki saglayacagi diistiniilmektedir. Boylelikle
Polistilfon membranin, kan uyumlulugu heparin benzeri bir polisakkarit olan
fukoidanin immobilizasyonu yontemiyle arttirilarak kan ile temas eden malzemelerde

kullanim kolaylig1 saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Polisiilfon, Fukoidan, Kan Uyumlulugu.



SUMMARY

Nowadays, blood-compatible materials are used in many applications of the
biomedical field and are becoming increasingly important. Blood compatible materials
are also very important for patient health. With the development of these materials will
eliminate the shortcomings in biomedical applications.

Among the blood compatible materials used in the biomedical applications are
membranes which have an important place. Blood-compatible membranes are already
being used as an important equipment, especially in hemodialysis treatments. And
hemodialysis membranes are made from synthetic and natural polymers. Now,
synthetic membranes are preferred more considering the cost and performance
characteristics. Many polymers are used in the production of synthetic membranes. In
this thesis Polysulfone is preferred because of its low toxicity and good
physical/chemical properties. However, it is aimed to eliminate the factors limiting the
use of polysulfone in the biomedical field with the planned modifications. In addition,
it is thought that immobilization method, which is thought to be an easier and simpler
method, will contribute to the literature by evaluating the effectiveness of the results.
Thus, the compatibility of the polysulfone membrane with the method of
immobilization of fucoidan, a heparin-like polysaccharide, will provide ease of use in

blood contact materials.

Key Words: Polysulfone, Fucoidan, Hemocompatibility.
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1. GIRIS

Kanla temas eden malzemelerin temel 6zelliklerinden biri olan kan uyumu,
malzemenin uzun ve etkili kullanimi1 ve hasta sagligi i¢in son derece 6nemlidir. Kan
uyumlu malzemelerin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Kardiyovaskiiler sistem
implantlar1 (stentler, damar graftlari, kalp kapakgiklari vb.), hemodiyaliz membranlari
gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Bu tip malzemelerin en ¢ok kullanildigi
alanlardan biri de hemodiyaliz membranlaridir. Kan uyumlu membranlar yalnizca kan
ile uyumlu olmakla kalmayip, ayni zamanda immiinolojik reaksiyonlar1 en aza
indirmek i¢in istenilen biyouyumluluk ve antifouling 6zelliklere de sahip olmalidirlar.
Polistilfon membranlar, klinikte en ¢ok kullanilan hemodiyaliz membranlaridir. Ustiin
mekanik mukavemeti, termal stabilitesi, toksit olmayisi ve kimyasal inertligi nedeniyle
kan ile temas eden malzemelerde kullanilmaktadir. Ancak hidrofobik olmasi ve kisitl
kan uyumlulugu kullanimini sinirlamaktadir. Bu sinirlamalart kaldirmak i¢in, 6zellikle
heparin benzeri kan uyumlu materyaller ile Polisiilfon modifikasyonu bulunmaktadir.
Heparinin pahali ve hayvansal kaynakli olmasi, metabolizmada mevcut olan
enzimlerle heparinin yok olmasinin yani sira hastalik bulasma riskinin bulunmasi
heparin ile modifikasyonun baglica dezavatajlaridir. Heparin kan uyumlu
malzemelerin yapilmasinda ve gelistirilmesinde antikogiilant olarak standart kabul
edilmektedir. Fakat sinirlayici etkisinden dolay1 antikogiilan etkisi bulunan ve heparin
ile benzer yapiya sahip farkli etkili malzeme arayisi s6z konusudur. Fukoidan bitki
kaynakli olup heparin benzeri bir yapiya sahiptir. Bu sebeple kan uyumlu
malzemelerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada heparin
karsilastirma yapilabilecek bir standart kabul edilerek ve membran yiizey
modifikasyon islemleri uygulanarak fukoidanin membran-kan uyumu etkileri
arastirilacaktir. Literatiirde membran yilizey modifikasyon yontemleri oldukc¢a fazladir.
Fakat basit ve etkin yontemler sinirhidir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda nermekte
oldugumuz yontem Polisiilfon membranlari ile basit ve etkili bir seklilde fukoidan
modifiye edilerek karakterize edilmis, farkli reaksiyon parametrelerinin etkileri
arastirllmistir. Farkli parametrelerle tiretilen modifiye membranlar hem modifiye
edilmeyen membran hem de heparin ile modifiye edilmis membranlarla

karsilastirilarak sonuglar degerlendirilmistir.



2. KANIN YAPISI

Canli organizmada kan, oksijen tastyicisi, zararli patojenlerin yok edilmesi ve
hasarli dokularin onarimi gibi ¢esitli yasam islevlerinde dnemli rol oynayan ¢esitli kan
bilesenlerini i¢ceren karmasik bir biyokimyasal sistemdir. Bu nedenle, bu ¢esitli kan
fonksiyonlar1 herhangi bir tibbi cihaz i¢in ¢ok dnemlidir, ¢iinkii bu cihazlar viicuda
implante edildiginde kan bilesenleri ile etkilesime girer. Bu tibbi cihazlar kan
bilesenleriyle uyumlu degilse, bazi reaksiyonlar meydana gelmektedir. Ornegin
hemoliz adi verilen kirmizi kan hiicrelerinin hasar gormesi sebebiyle dolagim
sisteminin viicut dokularina oksijen tasima yetenegini dogrudan azaltmaktadir [Kumar

et al., 2006].

2.1. Plazma

Kanin temel bilesenleri, plazma ve kan hiicreleridir. Kanin sivi kismini plazma
olusturmaktadir. Kan hacminin yaklasik %55’ini plazma olusturmaktadir. Kan i¢inde
antikoagulan (kanin pihtilagmasina engel olan madde) bulunan 6zel bir tiipe alinip
santrifiij edildiginde tiipiin iist kistmda kalan sar1 renkli siviya “plazma’ denilmektedir.
Plazma; su, organik maddeler (proteinler, karbonhidratlar, lipitler, hormonlar,
antikorlar ve ¢esitli enzimler) ve inorganik maddelerden olusmaktadir [Web 1, 2019].
Plazmadaki organik maddelerin biiyiik oranini plazma proteinleri olusturur. Plazma
proteinleri globulinler (alfa, beta, gama globulinler), fibrinojen ve albumindir.
Proteinler kan pH’inin diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir tampon sistemidir.
Plazmada bulunan inorganik maddelere Na+ , K+, Ca*", HCO®*", P>, Fe**, Mg?* 6rnek
verilebilir. Inorganik maddeler kanin ozmotik giiciiniin ve pH 1nm ayarlanmasindan

sorumludurlar.

2.2. Kan Hiicreleri (Kanin Sekilli Elemanlar)

Kan hiicreleri, kanin plazma disinda kalan kismidir. Kan hiicreleri kan hacminin
yaklasik %45’ini olusturmaktadir. Kan hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri (eritrositler-
alyuvarlar), beyaz kan hiicreleri (I16kositler-akyuvarlar) ve trombositler olmak tizere

temelde 3 kisimda incelenebilir.



Eritrositler tim kan hiicrelerin %99’ unu olusturmaktadirlar. Eritrositler,
hemoglobin tagimaktadirlar. Tiim kandaki hemoglobin orani erkeklerde 16 gr/dl,
kadinlarda 14 gr/dl’dir. Hemoglobin ise oksijeni baglayarak kanda tasinmasini
saglamaktadir. Oksijen, yapida bulunan demir’e baglanarak taginmaktadir. Yapisinda
bulunan demir sayesinde kirmizi rengini almaktadir. Ayrica eritrositler kemik iliginde
tiretilmektedirler. Eritrositler oldukg¢a esnektirler. Bu sayede c¢ok kiigiik ¢apl kilcal
damarlardan gecebilmektedirler.

Lokositler tiim kan hiicrelerin %1°ini olusturmaktadirlar. Viicudun savunma
sisteminin hareketli elemanlaridir ve viicudun enfeksiyonlara karsi koymasinda etkili
rol oynamaktadirlar. Ayrica organizmayi bakterilere, viriislere, parazitlere ve
tiimorlere karsi savunurlar. Yapilarinda pigment bulunmadigindan beyaz renklidirler.
Lokositler viicuda girmis bulunan yabanct maddeleri, mikroorganizmalar1 vb.
fagositoz veya iiretmis olduklar1 antikorlarla veya duyarli lenfositler araciligiyla yok
etmektedirler.

Trombositler ise kanin pihtilasmasindan sorumlu kan hiicreleridir. Trombositler,
eritrositler ve 16kositler gibi kemik iliginde iretilmektedirler. Damar
yaralanmalarinda, kanamanin durmasinda (hemostaz) ve pithti olusmasinda goérev alan

hiicrelerdir.

e Hemostaz

Hemostaz, damar duvarinda bir zedelenme oldugunda kan akimini
engellemeden kanamanin durdurulmasi ve damar biitiinliigliniin saglanmasi igin
gereken fizyolojik sistemlerin biitlintidiir. Hemostaz kanin pihtilagsmasiyla akiskanligi
arasindaki hassas dengeyi korur. Damar hasarindan birka¢ saniye sonra hemostaz
stireci baglar [Atalan, 2013]. Damarlarda bir hasar meydana geldiginde {i¢ olay pes

pese gerceklesmektedir:

1)  Vazokonstriksiyon (vaskiiler faz)
i1) Trombosit pihtisinin (tikag) olusumu (Trombosit fazi)

ii1) Fibrin oturmasiyla pihtinin sabit hale gelisi (Plazma fazi/ Sekonder hemostaz)

Damar kesildiginde ilk meydana gelen olay vazokonstrikyondur. Sonra delik
bir trombosit kiimesi (tikaci) ile tikanir. Buna primer hemostaz da denir. Trombosit

tikaci narindir ve gecicidir. Bu ylizden trombosit tikaci, fibrin liflerinden olusturulan



bir ag ile saglamlastirilir. Boylece dakikalar i¢inde saglam bir pihti (fibrin clot)
olusturulur. Buna sekonder hemostaz da denir. Bu piht1, yara (damar) iyilesinceye
kadar kalir. Yara (damar) iyilesince, fibrin pihti eritilir. Pihtinin eritilmesi islemine ise

fibrinoliz denilmektedir.

e Vazokonstriksiyon (Damar Spazmi)

Damarin hasar aldiktan veya yirtildiktan sonra kasilarak kan kaybin
engellemeye ¢aligmasidir. Damarda hasar goren bolgedeki kan akimini dolayisiyla
kanamay1 azaltarak koagiilasyon (pihti) i¢in gerekli hiicreler ve kimyasal maddelerin

birikimini saglamaktadir.

e Trombosit Tikag Olusumu

Damar hasar1 sonrasinda kanamayi durdurmak i¢in hasarin bulundugu bslgede
vazokonstriksiyon meydana gelmektedir. Bu siire i¢inde trombositler, von Willebrand
faktori (vVWF) araciligi ile damar duvarinda bulunan subendotel tabakasindaki tip-IV
kollajene yapigsarak bir koprii olustururlar. Bu olaya trombosit adezyonu adi
verilmektedir [Gezer S., 2012]. Endotel (kan ve lenf damarlarinin i¢ yiiziinii olusturan
doku) hiicreleri tarafindan salinan bazi maddeler, daha sonra trombositlerin kiime
olusturmasina neden olur ve bu olaya da trombosit aggregasyonu denilmektedir [ Gezer
S., 2012]. Tiim bu 6nciil olaylar sonucunda, hasarlanan damar duvarinda trombosit
tikac1 olugmasina birincil hemostaz adi verilmektedir. Daha oncede belirtildigi gibi
trombosit tikaci zayif bir tikactir. Bu sebeple tikacin daha saglam hale getirilmesi i¢in
fibrin liflerinden olusturulan fibrin pihtisi ile sekonder hemotaz gergeklestirilir.
Boylece fibrin pihtisi, fibroblastlarin zedelenen damar duvarini tamir etmeleri i¢in bir
iskele yap1 olusturmaktadir. Pihtinin olustugu bu asamaya koagiilasyon kaskadi da

denilmektedir.

e Kanin Pihtilasma Mekanizma

Hemostazin ii¢lincli basamagi kan pihtisinin olusumudur. Kan ve dokularda kan
pihtilasmasini etkileyen 50°den fazla faktér bulunmaktadir. Bu faktorlerden bazilari
kanda pihtilasmay1 hizlandirmaktadirlar ki bunlara prokoagiilant denilmektedir. Ve
bunlara pihtilagsma faktorleri denilmektedir. Faktor adi olarak isimlendirilerek ve I den
XIII e kadar numaralandirilmaktadirlar. Bazi faktorler ise pihtilagsmay1
onlemektedirler ki bunlara da antikoagiilan denilmektedir [ Guyton and Hall, 2006].

Pihtilagsma mekanizmasi 3 ana baslik altinda toplanmustir:



1) Damarin hasarlanmasi ya da istenmeyen piht1 olusumunda, kanda yer alan
pithtilasma faktorlerinin gorev aldigi bir dizi kimyasal reaksiyon kompleksi
olugmaktadir. Sonu¢ olarak aktive olan tiim maddeler (faktorler), protrombin
aktivatorii denen bir kompleks olusmasini saglamaktadir.

i1) Protrombin aktivatorii, protrombinin trombine doniistimiinii saglamaktadir.
Protrombin aktivatorii birbiri ile devamli olarak etkilesimde olan iki yolla
olugmaktadir: (1) damar duvart ve ¢evresindeki dokularin hasar gormesi ile
baslayan ekstrensek yol (2) kanin kendi i¢cinde baslayan intrensek yol.

iii) Trombin bir enzim gorevi gorerek fibrinojeni fibrin iplikgiklerine
dontigtirmektedir. Sonrasinda ise fibrin iplik¢ikleri trombositleri, kan hiicrelerini
ve plazmay1 da kendi i¢ine alarak pihtinin olusturulmasini saglamaktadir [Guyton

and Hall, 2006].



3. KAN ILE UYUMLU MALZEMELER

Giintimiizde tip alaninda, ¢ogu implantasyon sirasinda kalici veya gegici olarak
kanla temas eden ¢ok cesitli biyomalzemeler kullanilmaktadir [Ekdahl et al., 2013].
Kan ile etkilesime girdiginde herhangi bir olumsuz reaksiyon vermeyen kan uyumlu
malzemeler, tibbi cihazlarin ¢ok genis bir cesitliligi icin gereklidir. Kan uyumlu
malzemelerin uygulama yelpazesi genistir; kardiyovaskiiler sistem ve viicut dis1 kan
tedavileri implantlar1 kapsamaktadir. Kardiyovaskiiler sistem implantlari; sondalar,
stentler, damar graftlari, kalp kapakg¢iklari, dolasim destek cihazlar1 vb.
kapsamaktadir. Viicut disi kan tedavi implantlart ise kanin bazi bilesenlerinin
ayrilmast i¢in kullanilan bir bagka yontem olan aferezde, kalp ve akciger bypass,
hemodiyalizde kullanilmaktadir [Xiaoli et al., 2014]. Implante edilen malzemenin kan
ile uyumlulugu olarak tanimlanan kan uyumlulugu, kan ve malzeme arasindaki
yiizeyde kan pihtilagsma sisteminin diisiik aktivasyonunu saglayabilen bir malzemenin
varligin1 gerektirmektedir [Nie et al., 2012]. Kan ile biyolojik olmayan materyaller
veya hiicreler veya hematolojik kokenli olmayan dokular arasindaki temas, kanin
kaskad sistemlerinin (pihtilagsma sistemlerinin) aktivasyonunu baglatir [Ekdahl et al.,
2013]. Ayrica zayif kan uyumluluguna sahip kan ile temas eden malzemeler,
trombojenik formasyona, bagisiklik sisteminin veya diger dokularin tepkisine neden
olabilir [Nie et al., 2012].

Kanin pihtilasmasindan ve daha fazla doku aktivasyonundan ka¢inmak igin
kanla temas eden malzemenin, mitkemmel kan uyumluluguna sahip olmasi gerekir [Ji
et al. 2019]. Kan uyumlulugu konusunda son yillarda 6nemli ilerleme kaydedilmesine
karsin, bircok malzemenin ve tibbi tedavi prosediiriiniin halen ciddi yan etkileri
olabilmektedir. Ornegin, hemodiyaliz inflamasyona ve hizlandirilmis arteryoskleroza
katkida bulunur ve bu da hastanin erken 6liimiine neden olabilmektedir [Ekdahl et al.,
2013]. Ayrica kan yabanc1 bir yiizeye temas ettiginde, kan pihtilagma sistemi ytizey
tizerinde aktif hale gelmektedir. Bu sebeple pihtilasma ve tromboz, biyomedikal
malzemeler i¢in en biiylik zorluklardir [Ji et al. 2019].

Kan ve malzemenin yiizeyi arasindaki etkilesimler, kan bilesimine, kan akisina
ve fizikokimyasal ozellikleri ile tanimlanan malzemenin yiizeyine baghdir. Kanin
malzeme ylizeyine tepkisi, yiizey alani, kristalligi, hidrofobiklik / hidrofiliklik ve
ylizey kimyasi gibi yiizey 6zelliklerine duyarlidir. Ayrica hidrofilik ylizeylerde protein

adsorpsiyonu genellikle daha geri dontsiimliidiir. Ancak boyle bir temasi takip eden
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reaksiyonlar, hem hidrofilik gruplarin kimyasal yapisina hem de malzemenin en dis
ylizey yapisina baglidir. Malzeme yiizeyleri kan uyumlu degildir, bu da kanin spesifik
olmayan kendini koruma mekanizmalarinin tetiklenmesiyle sonuclanir [Labarre,
2001].

Higbir materyal gercek biyolojik olarak uyumlu veya kan uyumlu
bulunmamasina ragmen, bir¢ok ¢alisma kanla temas eden materyallerin kan
uyumlulugunu gelistirmek ic¢in yeni materyallerin gelistirilmesi ve geleneksel
materyallerin modifikasyonu tizerine odaklanmistir [Nie et al., 2012]. Kanla temas
eden malzemelerin kan uyumlulugunu gelistirmek i¢in geleneksel malzemelerin
modifikasyonu, milkemmel kan uyumluluguna sahip yeni bir malzeme bulmakla
karsilastirildiginda kolay bir yoldur. Modifikasyon uygulamalari temelde yiizey
asilama, yiizey fiziksel islem, blending ve kaplama olarak s6ylenilebilmektedir [Nie
etal., 2012].

Kan; hemodiyaliz, hemoperfiizyon, hemofiltrasyon ve kardiyopulmoner bypass
gibi tibbi uygulamalarda bir biyomateryal ylizeyine temas ettiginde, asagidaki olaylar

meydana gelir:

1)  Plazma proteinlerinin polimer yiizeyine adsorpsiyonu.

i1) Sistemden adsorbe edilmis proteinler tarafindan baslatilan kompleman ve kinin
/ kallikrein sistemlerinin, kan hiicrelerinin ve i¢sel pihtilasmanin aktivasyonu.

ii1) Hiicre bilesenlerinin (trombositler, graniilositler ve monositler) protein
kaplamaya yapigmasi.

iv) Yiizeye fibrin olusumu ve ayrica fibrinolitik sistemin olasi aktivasyonu [Zhao

and Courtney, 2011].

3.1. Membranlar

Kan ile uyumlu olan materyaller arasinda yaygin olarak kullanilan membranlar
gelmektedir. Membran ile ilgili ¢aligmalar 18. yilizy1l filozof bilim adamlarina kadar
izlenebilmektedir. Abb’e Nolet, 1748'de suyun bir diyaframdan ge¢gmesini tanimlamak
icin “osmosis” kelimesini kullanmistir. 19. ve 20. yiizyilin baslarinda membranlarin
endiistriyel veya ticari kullanimi bulunmuyordu ancak fiziksel ve kimyasal teorileri
gelistirmek i¢in laboratuvar araci olarak kullanilmaktayd: [Baker, 2012]. ilk ticari

membranlar, 1920’lerin sonlarinda bakteriyoloji laboratuvarlarinda kullanilmak tizere
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gelistirilen simetrik yapida mikrofiltrasyon membranlardir. Endiistriyel membran
uygulamalarindaki artig, 1962 yilinda Loeb ve Sourirajan tarafindan asimetrik
membranlarin  tretimiyle baslamistir. Farkli uygulama alanlarina sahip olan
membranlar i¢in genel bir tanim yapilmasi giictiir [Salgin, 2004]. Membranlarin bu
endiistriyel uygulamalarinin gelistirilmesi ile eszamanli olarak, 6zellikle yapay bobrek
gibi tibbi ayirma iglemleri i¢in membranlarin bagimsiz gelisimi ger¢eklesmistir. Kolff
ve Berk 1944'te Hollanda'da ilk basarili yapay bobrek denemesini gergeklestirerek
membranlarin 6nemini gostermislerdir. Sonug olarak yapay organlarda membranlarin
kullanilmast hastalar i¢in hayati 6nemi olan bir prosediir haline gelmistir [Kolff and
Berk, 1944].

Membranlar, gaz, kati/sivi, stvi/sivi ayirimi i¢in kullanilir. Membranlar, segici
bir sekilde ayirmanin ve tasinimin gercgeklestirildigi bariyerler olarak tanimlanabilir.
Ayirma iglemi membranin hem kimyasal, hem de fiziksel dogasiyla belirlenmekte ve
basing farki, derisim (kimyasal potansiyel) farki, elektriksel potansiyel farki ve
sicaklik  farkinin  biri veya kombinasyonlariyla olusturulan itici  kuvvetle
gerceklesmektedir. Ayirma islemini gozenekli membranlar boyut, sekil ve yiik
ayrimina gore, gézeneksiz membranlar ise sorpsiyon ve diflizyon modeline gore
kontrol etmektedirler [Salt ve Dinger, 2006].

Sentetik ve dogal polimerlerden tiretilen her tiirlii membran prosesleri i¢in, goz
oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli membran karakteristikleri vardir.

Sicakliliga dayaniklilik: Seliiloz asetat membranlarinin 35-40 °C'ye kadar
dayaniklilig1 vardir. Seramik membranlara uygulanan sicaklik ise, 800 °C'ye kadar
cikabilmektedir.

Kimyasal uygunluk: Membran polimerleri kimyasal olarak ¢6zeltiye uygun ve
dayanikli olmalidir.

Basinca dayaniklilik: Her bir membran tiirii i¢in ayr1 basinglar uygulanmaktadir.
Mikrofiltrasyonda (<2 bar), ultrafiltrasyonda (1-8 bar), nanofiltrasyon (10-30 bar), en
son olarak ters osmoz (10-100 bar) basing uygulanmaktadir. Normalden yiiksek basing
uygulamalari, membranlarin yapilarini bozmaktadir.

pH'ya dayaniklilik: pH, membran 6mrii agisindan 6nemlidir. Genelde kullanilan
pH aralig1 2-8 dir. Seliiloz asetat membranlar1 pH'ya kars1 ¢ok hassastirlar.

Mekanik kararlilik: Yiiksek basinglarin kullanildigi membranlarin mekanik

dayanikliliginin da yiiksek olmasi gerekir.



3.1.1. Membran Cesitleri

Bir membran homojen veya heterojen, simetrik veya asimetrik yapida, kat1 veya
siv1 olabilmekte ve pozitif veya negatif yiik tasiyabilmektedirler [Das and Gebru,
2019]. Bununla birilikte membranlar dogal (lipozom, vezikiiller fosfolipid gibi) veya
sentetikde olabilmektedirler. Sentetik membranlar ise temel olarak organik (polimerik
ve sivil) ve inorganik iki ana grupta incelenebilmektedirler. Membran ¢esitlerinin

sematik diyagrami Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.

[ : |
POLIMERIK S INORGANEK
MEMBRANLAR MEMBRANLAR MEMBRANLAR
YOGUN GOZENERL]
|

il L Gudzne - ey s “
I I —

_————

Sekil 3.1: Temel membran tiplerinin sematik diyagrama.

Polimerik membranlar; membran endiistri pazarina performanslar1 ve ekonomik
oluglar1 sebebiyle liderlik etmektedirler. Polimerin, membran ayirma islemi i¢in
amaglanan uygulamaya uygun ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Birgok
membran polimeri 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in asilanmaktadir, 6zel olarak
modifiye edilmektedir veya kopolimerler olarak iiretilmektedir. Membran tiretiminde
en yaygin olarak kullanilan polimerler; seliiloz asetat, nitroseliiloz, seliiloz esterler
(CA, CN, CE), polisiilfon (PS), polietersiilfon (PES), poliakrilonitril (PAN), poliimid
(PI), polietilen (PE), polipropilen (PP), politetrafloroetilen (PTFE), poliviniliden floriir
(PVDF) ve polivinilkloriir (PVC)’diir [Das and Gebru, 2019].



S1vi membranlar, sert olmayan malzemelerden yapilmis sentetik membranlara
benzemektedirler. Endiistride c¢esitli sivi membranlarla karsilasilabilmektedir:
emiilsiyon s1vi membranlar, immobilize (desteklenen) sivi membranlar, erimis tuzlar
ve i¢i bos (hollow fiber) elyaf sivi membranlar. Sivi membranlarin buharlagmalari,
onlarla temas eden malzemelerde ¢oziinme sorunlari sonucunda stabilitelerini uzun
siire koruyamamaktadirlar. Bu sebepledir ki sivi membranlar ayrintili olarak
arastirilmalaria ragmen endiistride kullanilabilecekleri alanlari olduk¢a azdir [Das
and Gebru, 2019].

Seramik membranlar inorganik malzemelerden (6rnegin aliimina, titanya,
zirkonya oksitler, yeniden kristalize edilmis silisyum karbiir veya bazi camsi
malzemelerden) yapilmaktadirlar [Das and Gebru, 2019]. Solvent direnci ve termal
stabilitenin gerekli bulundugu ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon uygulamalarinda
kullanilmaktadirlar [Baker, 2012]. Metal membranlar 6zellikle de paladyum
membranlar, hidrojenin gaz karisimlarindan ayrilmasi i¢in kullanilabilinmektedirler

[Das and Gebru, 2019].

3.1.2. Membran Hazirlama Teknikleri

Polimerik membran i¢in membran hazirlama teknigi se¢imi, polimerin kendisine
ve membranin olmasi istenen yapisina baghidir (polimeric membran 1.chapter
7.referans). Membranlarin hazirlamasi i¢in bir¢ok farkli yontem mevcuttur ki bunlar
sinterleme, germe(uzatma), parca asindirma, kalip li¢ olusturma, arayiizey

polimerizasyonu, faz inversiyonu ve elektron egirme yontemi.

3.1.2.1. Sinterleme

Sinterleme islemi gézenekli membranin organik ve inorganik maddelerden elde
edilmesini saglayan basit bir tekniktir. Bu teknik ile belirli boyutta par¢aciklardan
olusan bir tozun sikistirililarak erime noktasinin hemen altinda sinterlenir [Drioli et
al., 2005]. Sinterlemek i¢in gerekli sicaklik, sinterleme sirasinda kullanilan malzemeye
ve malzemeye temas eden parcaciklar arasindaki arayiizlere baglidir [Das and Gebru,
2019]. Polimerlerin tozu (polietilen, politetrafloroetilen ve polipropilen), metaller
(paslanmaz ¢elik, tungsten), seramikler (aliiminyum oksit, zirkonyum oksit), grafit ve

cam (silikatlar) gibi malzemeler sinterleme isleminde kullanilabilir. Ornegin kimyasal
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ve termal olarak direncli olan politetrafloroetilen (PTFE) ¢6zlinmedigi i¢in membran
hazirlama teknigi olarak sinterleme uygun bir tekniktir. Sinterleme islemi ile % 10-40
arasinda bir gozeneklilige ve oldukca diizensiz gbzenek biiytikliigii dagilimina sahip

olan mikro gozenekli bir yap1 elde edilmektedir.

3.1.2.2. Germe (Streching)

Mikro gozenekli membranlarin hazirlanmasi i¢in kullanilan baska bir tekniktir.
Membranlar, polimerik bir tozdan erime noktasina yakin sicaklikta hizli bir ¢cekme ile
birlestirilen ekstriizyon yoluyla elde edilmektedir [Drioli et al., 2005]. % 90'a kadar
yiiksek gozeneklilige ve diizenli bir gozenek boyutuna sahiptirler. Ayrica membranlar
asit ve kostik ¢ozeltilerin, organik ¢oziiciilerin ve sicak gazlarin mikrofiltrasyonu i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu teknik genellikler PTFE ve polietilen
membranlarinin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Politetrafloroetilen'den germe
teknigi ile yapilmis membranlar, parklar, ¢adirlar, uyku tulumlari, vs. gibi giysiler i¢in
su ge¢irmez tekstil olarak kullanilir. Buna ek olarak membranlar tuzlu su ¢ozeltilerinin
tuzdan arindirilmasi i¢in, yanik yara ortiileri ve yapay kan damarlar1 gibi tibbi

uygulamalarda da kullanilir baglidir [Das and Gebru, 2019].

3.1.2.3. Parca Asindirma (Track Etching )

Parca asindirma teknigi ile membran iretilirken, ilk olarak polimer filmler
(genellikle PTFE ve polikabrolakton kullanilmaktadir.) yiiksek enerji iyon
bombardimanina maruz birakilmaktadir. Bu islem sonucunda polimer filmin yapisinda
bulunan polimer zincirleri zarar gérerek bazi hasarlar(izler) meydana gelmektedir. Bu
polimerik film daha sonra bir asit veya alkalin banyosu i¢ine koyulur. Bu banyo
icerisinde polimerik filmde hali hazirda olusturulmus olan hasarli kisimlar ¢ikarilarak
dar bir gézenek boyutu dagilimina sahip diizenli silindirik gozenekler olusmaktadir.
Gozenek boyutu 0.02-10 um arasinda degismektedir ancak yiizey goézenekliligi
genellikle % 10' un altindadir [Drioli et al., 2005]. Gozeneklilik genellikle radyasyon
stiresi ile belirlenmektedir. G6zenek ¢ap1 ise asindirma siiresi ile belirlenmektedir

baglidir [Das and Gebru, 2019].
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3.1.2.4. Kalip Li¢c Olusturma (Template Leaching)

Yan kristalli bir polimerin eritilerek islenmesiyle simetrik mikro gozenekli
membranlarin iiretilmesi i¢in bagka bir membran hazirlama teknigidir. Bu teknikte,
polimerik membran matris malzemesinin bir karisitmindan ve stiziilerek ayrilabilen bir
bilesenden homojen bir eriyik malzeme hazirlanmaktadir. Bu homojen eriyik malzeme
ekstriizyon islemi uygulanmaktadir. Meydana gelen polimerik filmden, siiziilerek
ayrilabilen bilesen uygun ¢6ziicti yardimu ile ¢ikarilmaktadir. Boylece mikro gézenekli
membran elde edilmektedir. Siiziilerek ayrilabilen bilesen; ¢oziiniir, diisiik molekiiler
agirlikli bir kati, sivi parafin gibi bir sivi veya polistiren gibi bir polimerik malzeme

olabilmektedir [Das and Gebru, 2019].
3.1.2.5. Faz Inversiyonu

Bu teknik ile polimer bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziiniir olmast sart1 ile polimerik
membranlar hazirlanabilmektedir. Bu teknige gore, bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziinen bir
polimer, membran elde edilebilmesi i¢in kontrollii kosullar altinda sivi halinden kati
duruma gegmektedir. Ayrica bu teknik sayesinde membranlar1 yogun ve mikro
gozenekli arasinda degisen morfoloji ile hem diiz hem de boru bigiminde hazirlamak
miimkiin olabilmektedir. Buna ek olarak bu teknik ile membran hazirlamanin birkag
yontemi de mevcuttur. Bir su banyosuna batirilarak polimerden membran
olusturulmasi teknigi Loeb ve Sourirajan tarafindan kesfedilen bir tekniktir. Ancak
membran olusumuna suyun nemli bir atmosferden emilmesi de neden olabileceginden
tercih edilen bir teknik olmaktan uzaklagmaktadir. Diger bir yontem, membrani sicak
bir ¢ozelti seklinde dokmektir. Dokiilen ¢ozelti sogudukga, mikro gozenekli bir yap1
olusturmak i¢in membranin meydana geldigi bir noktaya ulasilmaktadir: bu yonteme
termal olarak indiiklenen faz ayrilmasi (TIPS) denilmektedir. Son olarak ise membrani
hazirlanacak c¢ozeltideki ¢oziiciilerden birinin buharlagtirilmasi ile membran elde

edilebilmektedir [Baker, 2012].
3.1.3. Membran Modiilleri

Membranlarin endiistriyel olarak gerceklestirilmesinden Once, genis bir

membran alanini ekonomik ve verimli bir sekilde kullanabilmek ic¢in paketleme
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yontemleri gereklidir. Bu paketleme yontemlerine de membran modiilleri
denilmektedir. Temel olarak kullanilan membran modiilleri; Plaka-Cerveve Membran
Modiil, Spiral Sargili Modiil, Tiibiiler Membran Modiil, I¢i Bosluklu Fiber Membran
Modiil gibidir.

3.1.3.1. Plaka-Cerveve Membran Modiilii

Plaka-¢er¢eve membran modiilleri, en eski membran sistemi tiirlerinden biridir.
Dairesel veya kare plakalar arasina sandwich edilmis membranlardir. Plaka-cergeve
membran modiillerinde, ara levhalar ile destekleyiciler arasina diiz tabaka halindeki
membranlar yerlestirilmektedir. Yapilar basittir. Sekil 3.2°de Plaka-¢erceve membran
modiiliine 6rnek bir resim verilmistir [Web 2, 2019]. Destekleyiciler, besleme suyu
icin akis kanali olusturmaktadir. Besleme suyu diiz tabakadan akarak bir tabakadan
diger tabakaya ge¢mektedir. Son yillarda yeni modellerde paketleme yogunlugu
artirilmistir. Plaka-¢erceve membran modiillerinin bakimi, s6kme ve takma islemi
kolayligindan dolay1 daha saglikli yapilabilinmektedir. Daha fazla besleme suyu
verildiginden dolay1 daha fazla suyu geri kazanmak miimkiindiir. Dolayisiyla daha sik
araliklarla tikanmaya neden olmaktadir. Plaka ¢erceveli modiiller elektrodiyaliz ve
pervaporasyon sistemlerinde, sinirli sayida ters ozmoz ve yiiksek kirlenme beslemeli
ultrafiltrasyon uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ik olarak 1960’1 yillarda ters
osmoz membranlari i¢in kullanilmis olan bu modiil tipi, glinlimiizde yerini spiral

sargili modiil teknolojisine birakmistir.

Sekil 3.2: Plaka-¢erceve membran modiilii.
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3.1.3.2. Spiral Sargih Membran Modiilii

Spiral sargili membran modiilleri membran kullaniminda Snemli bir yere
sahiptir. Ik olarak ters osmoz uygulamalari i¢in gelistirilmistir fakat giiniimiizde
ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon, gaz aywrmmi gibi ¢esitli uygulamalarda da
kullanilmaktadir. Spiral sargili modiiller, Plaka-¢er¢eve membran modiillerinin daha
gelistirilmis halleridir. Bu modiil tiirtiniin en 6nemli farki oldukea fazla bir paketleme
katina sahip olmasidir. Spiral-sargi membran modiilleri, i¢i gézenekli siiziintli toplama
tiipii etrafina diiz tabaka membranlar, ara plakalar (spacer) ve gozenekli tabakalarin
sandviclenmesiyle olusturulmaktadir. Sekil 3.3°te spiral sargili membran modiiliine
ornek bir resim verilmistir [Web 2, 2019]. Besleme suyu, membran modiilii ekseni
etrafinda siiziintii toplama tiiptine paralel bir sekilde akmaktadir. Besleme akisi
membranin disg yiizeyi ile temas ederek membran katmanlar1 arasina girmekte,
merkeze dogru ilerleyip siizlintli toplama tliptinden digar1 ¢ikarmaktadir. Membran

icin, seliiloz asetat, poliamid ve kompozit poliamid malzemeler kullanilmaktadir.

Sekil 3.3: Spiral Sargili Membran Modiilii.

3.1.3.3. Tiibiiler Membran Modiilii

1965 1i yilarda {iretilen bu modiil tipi genellikle ultrafiltrasyon ve
nanofiltrasyon uygulamalarinda kullanilmaktadir. Seramik, karbon veya plastikten
tretilmis gozenekli tiiplerin i¢ ¢aplar1 genellikle 3.2 mm. ile 2.5 cm. arasinda
degismektedir. Gozenekli tiipiin i¢ tarafi membranla kaplanmig durumdadir. Sekil
3.4’de tiibiiler membran modiiliine 6rnek bir resim verilmistir [Web 2, 2019]. Basingh
besleme suyu, membranin veya membran film i¢ tarafindan girip gozenekli tiip

arasindan c¢ikarak siiziintii elde edilebilinmektedir. Endiistriyel atik sularinda
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kullanilabilirler. Ancak ¢ok fazla yer kaplamaktadirlar, enerji gereksinimleri yiiksektir

ve yikanmalar1 maliyetlidir.

Sekil 3.4: Seramik malzemeden yapilmais ¢esitli tiplerde tiibiiler membranlar.

3.1.3.4. Ici Bosluklu Fiber Membran Modiili

I¢i bosluklu fiber membran modiiller, silindirik sert basingli kaplarm i¢ine demet
halinde istiflenmis kiigiik ¢apl ¢ok sayida membranlardan meydana gelmektedir. Sekil
3. 5°te i¢i bosluklu fiber membran modiiliine bir 6rnek verilmistir [Web 3, 2019].
Membranlarin bir demet halinde toplanip iist ve alt kisimlarindan bir epoksi regine
icerisine yerlestirilmesiyle olusturulmaktadir. Bu sekilde birlestirilmis i¢i bosluklu
fiber membranlar, bir basing kabi igerisine yerlestirilmektedir. Bu membran modiilleri
yatay veya dikey olarak kullamlabilmektedir. I¢i bosluklu fiber membran modiillerinin
bir bagka kullanim sekli de membran demetini saran bir basing kab1 olmaksizin bir
havuz igerisine koyularak kullanilmasidir. Tipik bir ticari i¢i bosluklu fiber membran
modiilii birkag yiiz fiberden birkag bin fibere kadar membran igerebilmektedir. I¢i
bosluklu fiber modiilleri, genellikle mikrofiltrasyon veya ultrafiltrasyon membranlari

olarak tiretilmekte ve kiigiik partikiillerin giderimi i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 3.5: I¢i bosluklu fiber membran modiilii.

3.1.4. Membran Prosesleri

Gilintimiizde, membranlar denizden ters osmoz ile igme suyu elde etmek,
endiistriyel atiklar1 temizlemek, elektrodiyaliz yoluyla degerli bilesenleri geri
kazanmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica gida ve ilag endiistrisinde makromolekiiler
cozeltileri ultrafiltrasyon ile parcalamak, yapay bobreklerde diyalizle tire ve diger
toksinleri kan dolasimindan ¢ikarmak ve tibbi olarak belirlenmis bir oranda ilaglarin
salimi i¢in biiylik 6l¢lide kullanilmaktadir [Das and Gebru, 2019]. Membran
proseslerinde membranlarin, farkli kimyasal bilesenlerin ayrilmasinda ve bariyer
olarak kullanilan yapilardaki caligma tarzlari farkli olsa da ortak ozellikleri de
mevcuttur. Bunlardan biri membran ile ayirma islemi sirasinda, ayirma genellikle
cevre sicakliginda gergeklestirilmektedir, bu sebeple bilesenler hasar gérmeden veya
kimyasal olarak degistirilmeden sicakliga duyarli ¢ozeltilerin islem gormesini
saglamaktadir [Das and Gebru, 2019]. Ayrica membran teknolojisinin kullanilmasinin
temel avantajlarindan digerleri ise kimyasallarin ilavesi olmadan ¢aligsmasi, nispeten
dusiik bir enerji kullanimina sahip olmasi, kolay ve iyi anlagilmig bir islem i¢ermesidir
[Cheng et al., 2014].

Tibbi tedavilerde membranlar, tiim temel kan bilesenlerini korurken ve ¢6ziinen
transferin gerceklestigi hizi diizenlerken, toksik maddeleri (veya gerekli ¢ozeltileri)
kandan ayrilan siviya (veya tersi) segici-geg¢irgen bir sekilde aktarmak i¢in kullanilir

[Catapano and Vienken, 2008].
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Polimerik membranlar, tek kullanimlik klinik aletler, yapay organlar ve
hemodiyalizatér gibi kanla temas eden cihazlarda yaygin olarak uygulanmaktadir
[Xiang et al., 2016]. Klinik uygulamada siklikla kullanilan {i¢ tip diyaliz membrani
vardir. Bunlar modifiye edilmemis seliilloz membranlar, modifiye seliilloz membranlar
ve sentetik membranlardir. Sentetik membranlar, kanla minimal inflamatuar temas
reaksiyonlar1 nedeniyle daha biyouyumlu olarak kabul edilir [Tian and Qiu, 2017].

Bobrek yetmezligi veya akut bobrek hasari sonrasinda diyaliz, hastanin hayatta
kalmasi i¢in bir yasam ¢izgisidir. Bobrek fonksiyonunun ekstrakorporeal bir devrede
bir membran modiilii ile degistirilmesi, nefrolojik arastirmanin odak noktasini
biyouyumlu zarlarin gelisimine kaydirmaya neden olmustur [Roy et al., 2015]. Son on
yilda, daha fazla etkinlik ve gelistirilmis biyouyumluluk ile daha iyi diyaliz sinifi
membranlar elde etmek igin polimerik malzemeler, karisimlar ve ylizey

modifikasyonlarina 6nem verilmistir [Roy et al., 2015].

3.1.5. Yiizey Modifikasyon Yontemleri

Biyomalzemeler viicuda yerlestirildiginde veya kan ile temasa gegtiklerinde ilk
olarak biyomalzelerin ylizeyi ile etkilesime girmektedirler. Bu sebeple canli
organizmanin ilk tepkisi biyomalzemenin ylizeyine baglidir. Canli organizmanin
biyomalzemeye kars1 biyolojik tepkisi fazla ise yani biyomalzeme canli organizma ile
bir uyum igerisinde degil ise biyomalzemenin gergeklestirmesi planlanan islevini
gerceklestiremez. Ornegin bir hemodiyalizér yiizeyinde pihti olusur ise yapmasi
gereken ayirmay1 yapamaz. Ya da kontak lenslerin yiizeyleri uyumlu olmadig: siirece
korneaya zarar verir. Bu nedenle biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan
biyomalzemelerin uygulama alanlarina uygun olan gerekliliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Cogu malzeme biyomalzeme olarak kullanilacak ise yiizey
modifikasyonu islemi veya islemleri gereklidir. Yiizey modifikasyon islemleri
biyomalzemlerin ana yapisint korurken yiizey ozelliklerini (hidrofilik olmasi,
hidrofobik olmasi, yiizey puriizliliigii, antibakteriyel o6zellikleri vb. gibi)
gelistirebilmektedir.

Biyomalzeme olarak kullanilan polimerik membranlar i¢in de ylizey
modifikasyon islemleri yapilabilmektedir [Xu et al., 2009]. Sekil 3.6’da ylizey

modifikasyon metodlarinin siniflandirilmasi sematize edilmistir.
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Sekil 3.6: Yiizey Modifikasyon Metodlarinin Siniflandirilmasi.

3.1.5.1. Immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon, hiicrelerin, organellerin, enzimlerin veya diger proteinlerin kat1
bir matris {izerine/i¢ine fiziksel veya kimyasal olarak sabitlenmesi i¢in kullanilan bir
yontemdir. immobilizasyon yonteminde kullanilan matrisler ii¢ ana kategoride
bulunmaktadirlar ki bunlar; 1:Dogal Polimerler, 2: Sentetik Polimetler, 3: Inorganik
Malzemeler.

Biyoaktif bilesiklerin fonksiyonlandirilmis polimer yiizeyler {izerine kovalent
immobilizasyonu ile son on yilda biyomedikal, tekstil, mikroelektronik ve gida
paketleme gibi sektorlerde hizli bir gelisme gerceklesmistir [Goddard and Hotchkiss,
2007]. Fonksiyonlandirilmis polimerlerin kullanilacaklar1 yerlere gore uygulamalari
farklidir. Fakat temel amagclari farksizdir. Ilk olarak uygulama alanina gore gerekli
polimeri tasarlamak veya se¢gmektir. Daha sonra planlanan fonksiyonel grup i¢in yiizey
fonksiyonlandirma islemleri en uygun hale getirilmelidir. Son olarak ise
fonksiyonlandirilmis polimer yilizeyine biyoaktif bir bilesik (enzimler, polisakkaritler,
antimikrobiyal ajanlar vb.) kovalent olarak baglanir gerg¢eklesmistir [Goddard and
Hotchkiss, 2007].

Enzimler, antikorlar, afinite proteinleri, ilag gibi biyomolekiiller, doku
rejenerasyonu, membran ile ayirma ve biyoproses uygulamalarinda kullanilmak tizere

biyomalzeme yiizeyler ig¢ine veya iizerine immobilize edilmektedir. Heparin’in
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polimer yiizey {izerine olan immobilizasyonu, yilizeyi modifiye edilmis
biyomalzemlerden bilinen ilk o6rnegidir [Hoffman and Hubbell, 2013]. Biyolojik
olarak modifiye edilebilecek farkli biyomalzeme siniflar1 arasinda sentetik polimerler
onemlidir. Polimerlerin yiizeyleri -OH, -COOH veya NH, gruplar1 gibi reaktif gruplar
icerebilir veya azin, alkin, —SH gruplar1 ile modifiye olabilmektedirler. Bu gruplarin

tiimii, biyoaktif bilesikler ile kovalent olarak baglanmak i¢in kullanilabilinmektedirler.

Immobilizasyon
yontemleri

Kimyasal

Kimyasal

Baglanma e

Baglanma

Sekil 3.7: Immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmas.

3.2. Polisiilfon

Seliilozik malzemelerden yapilan membranlar ilk ticari membran olarak
bilinmektedir. Fakat seliilozik membranlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sentetik
membranlara gore ¢ok daha zayif oldugu icin artik gliniimiizde ticari alanda sentetik
membranlar tercih edilmektedir. Ayrica membran polimerlerinin uygulama alanlarina
gore modifiye edilmesi veya kopolimerlerinin yapilabilmesi de tercih sebeplerinden
biridir. Sentetik membranlarin yapiminda en ¢ok kullanilan polimerler ise; polisiilfon
(PS), polietersiilfon (PES), poliakrilonitril (PAN), poliimid (PI), polietilen (PE),
polipropilendir (PP), politetrafloroetilen (PTFE), poliviniliden floriir (PVDF) ve
polivinilkloriir (PVC)’diir. Polimerik membranlar, yapay organlar, tek kullanimlik
klinik aletler ve hemodiyalizator gibi kanla temas eden cihazlarda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [Xiang et al., 2016]. Polimerik membranlar, kan ile ¢ok daha az
enflamatuar olusturmasi nedeniyle biyouyumlu malzeme olarak kabul edilmektedirler.

Ek olarak yapilar1 nedeniyle mevcut olan biiylik gozenekleri sayesinde yabanci
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cisimleri veya uzaklastirilmasi istenilen malzemeleri daha iyi uzaklastirma ve tasima
olanagina sahiptirler [Tian and Qiu, 2017].

Polisiilfon ve tiirevleri, tibbi uygulamlarda yaygin olarak kullanilan membranlar
arasinda Onemli bir yere sahiptir. Polisiilfon membranlar, kandan yabanci veya
istenmeyen malzemlerin ayrilmasi iglemlerinde ve hemodiyaliz uygulamalarinda son
yillarda ticari olarak kullanilmaya baglanmistir. Fresenius Medical Sirketi’nin 2010
yilinda yaptig1 bir arastirmaya gore hemodiyaliz membranlarinin %71°1 Polisiilfon
membranlaridir [Tu et al., 2019]. Piyasada hali hazirda Polistilfon esasli hemodiyaliz
membranlar1 kullanilmaktadir. Tablo 3.1°de ticari olarak kullanilan bazi polisiilfon

esaslt hemodiyaliz membranlari mevcuttur.

Tablo 3.1: Ticari olarak kullanilan bazi1 Polisiilfon esasli hemodiyalizerler.

APS-U
APS-H
Asahi Kasei APS-Rexeed [Web 4, 2019]
APS-Rexeed-1
Vitabran-E
Fresenius Medical Ultraflux
[Web 5, 2019]
Care plasmaFlux®
Nipro D.Med Saghk SureLyzer PES-DL [Web 6, 2019]
Hizmetleri Ltd.Sti SureLyzer PES-DH [Web 7, 2019]
Toray Medical Co.,
Lid Toraysulfone TS [Web 8, 2019]
td.

Polisiilfonlar, miikemmel yiiksek sicaklik 6zelliklerine sahip miihendislik
polimeri olarak bilinen termoplastik ailesidirler. Polisiilfonlar tekrarlayan veya
yenilenen -SO2- gruplarina sahiptirler [Schwab, T. H., 2010]. Polisiilfonlar, termal,
hidrolitik ve boyutsal kararliligi, asit ve bazlara karsi dirangli olmasi, camsi gegis
sicakligina (Tg) yakin socakliklarda bile modiiliinii korumasi ayrica radrasyona karsi
kararl1 olmasi gibi 6zellikleri sebebiyle endiistride genis kullanim alani olan bit
polimerdir. Bunlara ek olarak ¢ok iyi antitrombojenik 6zelligi mevcuttur ve bu 6zelligi

sayesinde yapay kalp yapiminda, hemodiyaliz membrani gibi medikal alanlarda
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kullanilmaktadir [Kuwahara, H., et al 1999]. En basit yapil1 aromatik polisiilfon sekil
3.8’de gosterilen poli (p-fenilenstilfon)’dur. 500°C {izerinde bozunur ve bu sebeple
termoplastik davranig gostermez. Bu nedenle, geleneksel makinelerde enjeksiyonla
kaliplama yapabilen bir malzeme elde etmek i¢in, polimer ana zincirine eter

baglantilar1 dahil edilerek daha esnek hale getirilir [Cheremisinoff, N., 2001].

SOE -

Sekil 3.8: Poli (p-fenilenstilfon).

1965 yilinda Union Carbide tarafindan suan Udel ® Polisiilfon ismiyle bilinen
ilk ticari Polisiilfon tretilmistir. 1967 yilinda 3M sirketi poliarilsiilfon olarak
adlandirilan Astrel 360" tiretmistir. 1972 yilinda ICI polietersiilfon olarak adlandirilan
Victrex ®’1 tiretmistir. 1970’ lerin sonunda polifenilsiilfon olarak bilinen Radel, Union
Carbide tarafindan tiretilmistir [Teoh et al, 2016]. Ticari polisiilfonlar Sekil 3.9°de
gosterilmmistir. Polisiilfonlar arasinda piyasada uygulama alani1 en genis olan Udel

Polisiilfon ¢esididir [Kuwahara, H., et al 1999].

0

{OLTO-O1+0

Polysulfone (PSU)

OO

Polyphenylsulfone (PPSU)
(e}

OO0t

Polyethersulfone (PES)

Sekil 3.9: Ticari Polistilfonlar.
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3.2.1. Polisiilfon Sentezi

Polisiilfonlar elektrofilik aromatik stibstitiisyon ve niikleofilik aromatik
stibstitiisyon olmak tizere iki farkli metot ile sentezlenebilirler. En yaygin olarak
niikleofilik aromatik siibstitiisyon metodu kullanilmaktadir [Arnett, 2009],[Johnson et
al, 1967].

3.2.1.1. Polisiilfonilasyon Metodu

Polisiilfonilasyon metodu Friedel-Crafts elektrofilik aromatik siibstitiisyon
yontemi ile gerceklestilmektedir. Sekil 3.10°da iki farkli polistilfonasyon metodu
gosterilmistir [Erkman, 2014].

Al(1 veya

O b e (OO0 =

0 AICkveya 0
I ral AN
o H 0 S=0 —=» 0 S +HCl
I Il
0 o/s

Sekil 3.10: Iki farkli Polisiilfonasyon Metodu.

3.2.1.2. Polieterifikasyon Metodu

Polieterifikasyon metodlar1 ticari polisiilfon iiretim yontemlerinin temelini
olusturmaktadir.Bu metotta genelde potasyum veya sodyum iceren bazlar
kullanilmaktadir. Polistilfon sentezi, niikleofilik aromatik siibstitiisyon reaksiyonunda
kullanilan bazin zayif veya kuvvetli baz olmasma gore iki farkli yontem ile

gerceklesmektedir.

e Polisiilfonun Zayif Baz Yontemi ile Sentezlenmesi
Zayif baz yontemi ile polisiilfon sentezi ilk olarak McGrath ve c¢aligma
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir [Viswanathan et al., 1984]. Bisfenol A ile

Diklorofenil K>COs; varliginda ve N-N’Dimetilasetamid igerisinde reaksiyona

22



baslanilarak polisiilfon elde etmislerdir. Reaksiyon sirasinda ag¢iga c¢ikan suyun

azeotropik olarak ortamdan uzaklastirilabilmek i¢in Tolien kullanmistirlar. Sekil

3.11°de reaksiyonun sematik gosterimi mevcuttur [Erkman, 2014].

wr—0

CHa

CHs

o

DMAC
K,COy

Toluen
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CH,
CH :

O=uw
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Sekil 3.11: Zayif Baz varliginda Polisiilfon Sentezi.

e Polisiilfonun Kuvvetli Baz Yontemi Ile Sentezlenmesi

Bu yontem ile istenilen molekiil agirligina sahp polimerlerin daha kisa bir siirede

sentezlenebilinmektedir. Bu sebeple endiistri i¢in bu yontem 6nemli bir avantaja

sahiptir. Ancak reaksiyon sonucu suyun agiga ¢ikmasi ve bazin stokiyometrisine karsi

hassas olunmasi gerekmektedir ki yan {iriinlerin olusmasi engellenebilinsin. Bu

yontem Johnson ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir [Johnson et al., 1967]. Sekil
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3.12°de  reaksiyonun sematik ~ gosterimi  mevcuttur [Erkman,2014].

0
) CH; ) ”
N% %o Fq, + © ﬁ cl
CHa o)
-2NaCl

CH, Tl’
SanVanUants
CHs o) n

Sekil 3.12: Kuvvetli Baz varliginda Polistilfon Sentezi.

Udel Polisiilfon; linear aromatik polimerler sinifinda olup termoplastik
polimerdir. Amorf, seffaf goriiniimde termoplastik bir polimerlerdir. Yapisinda
bulunan difenil eter ve difenil siilfon gruplari sayesinde olduke¢a iyi termal ve mekanik
ozelliklere sahiptir. Sekil 3.13°de Udel Polisiilfon’un tekrar eden kismi mevcuttur.

Camsi gegis sicakliklart 180°C ile 250°C arasinda degismektedir.

O

Sas-atvatyat

O

dn

Sekil 3.13: Udel Polisiilfon tekrar eden kisim.

Yiiksek sicakliklarda stabil olduklari i¢in buhar ile sterilizasyon ve temizleme
islemlerine uygundurlar. Ayrica giiglii asit ve bazlara karsi dayaniklidirlar [Bartnicki
et al., 2018]. Iyi film olusturma, kolay islenebilir 6zellige ve hidrofobik bir yapiya
sahiptirler. Hidrofobik yapiya sahip olduklar1 i¢in hidrofilik yapiya gereksinim duyan
membran uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in birtakim modifikasyonlara ihtiyag
duyulmaktadir. Hidrofilik polisiilfon membrani elde edebilmek i¢in birden fazla

polimeri birlestirerek yapilan modifikasyon, polimerin ana zinciri {izerinde yapilan
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modifikasyon, ylizey modifikasyonu ve atom transferi radikal polimerizasyonu
gergeklestirilebilinir [Tian and Qiu, 2017]. ki veya daha fazla polimeri ortak bir
¢oziiclide ¢6zerek membran olusturma iglemi bir yontemdir. Bu yontem ile olusturulan
membrana islevsellik katililirken polimerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
korunabilir. Polimerin ana zinciri tizerinde yapilan modifikasyon ise ana zincire bazi
0zel gruplar eklenmesi ile olusan bir diger yontemdir. Bu yontem membran ylizeyine
degil polimerin kendisine uygulanmaktadir. En yaygin olarak siilfonasyon,
karboksilasyon ve klorometilasyon islemleri ile polimerin ana zinciri tizerinde yapilan
modifikasyon gerceklestirilebilinir [Tian and Qiu, 2017]. Polimer ana zincirine
klorometil grubunun eklenmesiyle yapilan kimyasal modifikasyon sonucunda ana
zincirin hidrofobik-hidrofilik dengesinde bir degisiklik olusturarak membran
gecirgenliginde artisa sebep olmaktadir [Avram and Filimon, 2015]. Polisiilfonun,
hidrofobik 6zelliginden dolay1 kan uyumlu malzeme uygulamalarinda sinirlayici etkisi
mevcuttur. Hidrofilik 6zellik kazandirmak i¢in Polistilfonun modifiye edilmesi
gerekmektedir [Avram and Filimon, 2015], [Albu et al., 2011]. Hidrofilik 6zellik
kazandirmak i¢in polimer ana zincirine siilfo grubu, hidroksil, karboksilik asit,
klorometil grubu gibi fonksiyonel gruplar eklenebilmektedir [Du et al., 2013], [Avram
and Filimon, 2015]. Fonksiyonel gruplarin polisiilfonlara eklenmesi sadece bahsedilen
sinirlamalarin  tstesinden gelmekle kalmaz, aynmi zamanda yiiksek performansl
malzemelerin potansiyel uygulama alanlarin1 kazanilan spesifik 6zellikler vasitasiyla
genisletir. Polistilfonun klorometililasyon reaksiyonu sonucu kimyasal modifikasyonu
ile hidofilik 6zellik kazandirilmanin yani sira polimer ana zincire eklenen klorometil
grubu ile farkli yapilara doniisme olanagi saglanabilinmektedir [Avram and Filimon,
2015].

Polisiilfon membranlarin biyouyumlulugunu gelistirmek i¢in en ¢ok kullanilan
yontemlerden biri de polimere gére miikemmel biyouyumluluga sahip olan ek
maddeler kullanilmasidir [Dahe et al., 2011]. Biyouyumlulugu arttirarak ek madde
olarak  kullanilacak  malzemeler arasinda  antikoagiilanlar ~ gelmektedir.
Kanin pihtilasmasin1  6nleyen maddelere antikoagiilan adi verilmektedir. Bir
biyomalzeme olan antikoagiilanlar; yapay organlar, hemodiyaliz sistemi, tibbi
cihazlar, kalp pili, kalp kapagi protezi, damar protezi ve intravaskiiler stent gibi tek
kullanimlik klinik aletlerin bulundugu biyomedikal alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [Ran et al., 2012]. Dogal bir antikolagiilan olan Heparin’in yan1 sira
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Sodyum ve Potasyum Sitrat, EDTA (Etilen di Amin Tetra Asetikasit) ve kumadin
klinikte kullanilmaktadir.

3.3. Heparin

Antikogiilanlarin basinda “Heparin” gelmektedir. Heparin; 1,4-bagli tironik asit
(D-glukuronik (GlcA) veya L-iduronik asit (IdoA) ve D-glucosamine (glcN)
disakkarid tekrar birimlerinden olusan dogal olarak meydana gelen bir
glikozaminoglikan dogrusalidir (lineeridir). Heparin’in kimyasal yapis1 Sekil 3.9’da
gosterilmistir [Xiang et al., 2014]. Yiiksek siilfonat ve karboksilik gruplari igerigi
nedeniyle heparin, bilinen en yiiksek negatif yiik yogunluguna sahip bir biyolojik
molekiildiir. Genellikle domuz mukozal dokusundan molekiil agirligit (Myw) 5 ile 40
kDa arasinda degiserek elde edilir. Ayrica Heparin’in tek kaynagi hayvansal
dokulardir. Bu sinirlama olasi viriis kontaminasyon riskini de arttirmaktadir [ Xiang et
al., 2014]. viiksek molekiiler agirlikli standart Heparin disinda, diisiik molekiiler
agirlikli heparinler ve heparinoidler olarak isimlendirilen Heparin ile benzer yapilara
sahip molekiiller vardir. Diistik molekiiler agirlikli (LMw) Heparin, ticari heparinin
fraksiyonlanmasi veya depolimerizasyonu yoluyla elde edilen bir heparin tiirevidir. Bu
Heparin tiirevleri heparinoidler olarak da adlandirilmaktadir. Heparinoidler;
kondroitin stilfatlar, dermatan siilfat, fukoidan ve heparitin siilfat gibi heparin benzeri
yapilardir. Heparinoidler, standart heparin kadar anti-trombotiktirler. Klinik
uygulamada, heparin 1930' lardan bu yana enjekte edilebilir bir pihtilasma onleyici
reaktif olarak kullamlmaktadir. Heparin su anda klinik kullamm i¢in Federal Ilag
Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir [Xiang et al., 2014]. Heparin antikoagiilan
aktivitesinin yani sira anti-viral etkinlik, anti kanser, anjiyojenez diizenlenme ve inhibe
edici aktivasyon alanlarinda da kullanilabilinmektedir. Spesifik bir pihtilasma 6nleyici
etkinligi nedeniyle, heparin; kan ile temas eden bir membran yiizeyi {izerine
immobilize edildiginde, benzer heparin-kan etkilesimi meydana gelebilecegi
beklenmektedir. Biyoaktivite uzun siire korunabileceginden yiizey heparinizasyonu,
antikoagiilan ve kan uyumlulugu modifikasyonu i¢in ideal bir strateji olabilmektedir.

[Cheng et al., 2014], [Zhao and Courtney, 2011].
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Sekil 3.14: Heparin kimyasal yapisi.

Bircok ¢alisma, hidrofobik olan polimerik membranlarin kan uyumlulugunu
gelistirmek i¢in heparinin membran ylizeyine immobilizasyonu ile hemodiyaliz
membranlarinin modifikasyonuna odaklanmistir [Li et al., 2012). Ayrica stiin
antikoagiilasyon 6zelligi nedeniyle ylizey heparinizasyonu, iskele yapilar, ilag dagitim
sistemi ve 6zellikle kan aritma gibi ¢esitli biyomedikal alanlarda dikkat ¢ekmektedir
[Dang et al., 2019].

Yiizey heparinizasyonu, heparin pahali bir malzeme oldugu i¢in maliyetlidir ve
biiylik olgekli ¢aligmalarda kullanimi sinirlidir. Bu sebeple de materyallerin kan
uyumlulugunu arttirmak i¢in heparin benzeri yapilar kullanilabilinmektedir [Tu et al.,

2019].

3.4. Fukoidan

Fukoidan kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen, dogal yollar ile olusan
stilfatlanmis bir polisakarittir [Manivasagan and Oh, 2016]. 1913 yilinda Kylin
tarafindan ilk kez kahverengi deniz yosunlarindan izole edildiginde “fukoidin™ olarak
adlandirilmigtir.  Giintimiizde [TUPAC kurallarina gore “fukoidan™ olarak
adlandirilmaktadir. Ancak bazi kaynaklarda fucan, fucosan veya siilfatlanmis fucan
olarak da adlandirilmaktadir [Li et al., 2008]. Fukoidanlar, diger siilfatlanmis
polisakaritler ile karsilastirildiginda, ucuz kaynaklardan yaygin olarak temin
edilebilinmektedir. Bu sebeple son yillarda fukoidanlar ile ilgili arastirmalar olduk¢a
artis gostermektedir [Li et al., 2008]. Antitiimor, immiinomodiilator, antioksidan,
antivirlis, antikoagiilan ve antienflamatuvar olmak tizere ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahiptirler [Cong at al., 2016], [Thanh atal., 2013], [Saboural et al., 2014]. Fukoidanlar
yapilarinda genel olarak biiylik miktarlarda L-fukoz ve siilfat, bunula birlikte ksiloz,

galaktoz, glikoz, mannoz, ironik asitler ve rozoz gibi diger seker miktarlarin
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icermektedir [Kim et al., 2007]. Sekil 3.10°da Fukoidan’in temel kimyasal yapisi
goriilmektedir [Anbuchezhian et al., 2015]. Ornegin Fucus Vesiculosus’un, fukoz ve
stilfattan olusan basit bir kimyasal bilesimi mevcuttur. Ancak ¢ogu Fukoidanlarin
kimyasal bilesimleri olduk¢a karmasiktir. Farkli kahverengi deniz yosunlarindan elde
edilen Fukoidanlarin yapisi, yosunlarin tiirline gore degisiklik gostermektedir [Li et
al., 2008]. Farkl tiirlerdeki baz1 fukoidanlarin yapilarinda bulunan maddelerin oranlari

Sekil 3.16°da gosterilmistir [Fitton et al., 2015].
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Sekil 3.15: Fukoidan temel kimyasal yapisi.
Tablo 3.2: Baz1 Fukoidanlarin Kimyasal Bilegimi.

Fukoidan I\szllo Gal;lkto Ara;nno Ral;lno Url(()m tSulfa Katyo STifones

LLG ©%) (%) (%) %) Asit (%) (%)  "omm

(%)
Fucus
Vesiculosus

Sigma

Crude

Fucus
Vesiculosus

Macrocystis
Ppyrifera
Cladosipho

Laminaria
Jjaponica

Ecklonia
radiata

Durvillaea
potatorum
Lessonia
nigrescens
Alaria
esculenta

Undaria
pinnatifida

Pelvetia
canaliculata
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Bu ¢alismada Fucus Vesiculosus ve Laminaria Japonica olmak {izere iki farkli
Fukoidan tiirti kullanilmistir. Fucus Vesiculosus bilinen en basit ve karmasik olmayan
kimyasal bilesime sahip fukoidan tiiri oldugu i¢in oldukca 6nemlidir. Ayrica hali
hazirda bir¢ok ¢alismada medikal alanda kullanilabirligi incelenmis ve antikoagiilant
etkisi gosterdigi goriilmiistiir. Laminaria Japonica ise ig¢erdigi siilfat oranin diger
fukoidan tiirlerine nazaran daha fazla oldugu i¢in secilmistir. Siilfat orami arttik¢a
antikoagiilant etkisininde artacagi diistiniilmiistiir.

Fukoidan’in olduk¢a Onemli antikogiilan etkinligi mevcuttur. Yapist
antikogiilan’in temel tas1 olarak bilinen Heparin ile benzerlik gostermektedir [Ye et
al., 2016]. Fucoidan'in antikoagiilan etkinligi bircok arastirma grubu tarafindan
arastirllmistir ve genellikle heparine kiyasla diisiik oldugu gosterilmistir [Kim et al.,
2007]. Fakat Heparin memeli mukozasindan {tretildigi icin, hayvansal viriislerin
bulasma riski mevcuttur. Fukoidan’in bahsedilen biyolojik aktivitelerine ek olarak
bitkisel kokenli olmasi hayvansal viriis riskini azaltmaktadir. Ayn1 zamanda diisiik
maliyeti, hamilelik doneminde kullaniminin giivenli olmasi ve herhangi bir
toksititesinin olmamasi nedeniyle ideal bir antikoagiilan olarak kullanilabilinir [Kim

etal., 2007].
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4. MATERYAL-METOT

Oncelikle Polisiilfon immobilizasyon yonteminin yapilabilmesi igin modifiye
edilmeli (Klorometilaston islemi) ardindan kan ile uyumu kolaylastiracak heparin
benzeri yapida bulunan fukoidan ile yiizey modifikasyonu yapilmalidir. Ardindan
cesitli boyama teknikleri, membran ylizeyi goriintiileme ve analiz teknikleri

kullanilarak yiizey modifikasyonunu yapildig: tespit edilmelidir.
4.1. Polisiilfon’un Klorometilasyonu

Polisiilfonun  klorometilasyonunun (CMPS) sentezi, Avram ve ekip
arkadaslarinin uygulamis oldugu prosediire benzer olarak gergeklestirilmistir [Avram
et al., 1997]. Polisiilfon (2.72 g); manyetik bir karistirici, geri akis kondansatorii ve
termometre ile donatilmis yuvarlak tabanli bir sisede 100 mL kloroform igerisinde azot
atmosferi altinda 50°C' de 1sitilarak ¢6ziilmiistiir. Sonrasinda Klorometilleme ajani
olarak klorotrimetil silan kullanilmistir. Katalizor olarak kalay (IV) kloriir kullanildi.
Reaksiyon orant; polimer: paraformaldeyhde: klorotrimetil silan: kalay (IV) klortir; 1:
10: 10: 0.1 olarak uygulanmistir. Reaksiyon 72 saat boyunca gerceklestirilmistir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra, karisim metanol igine c¢okelti olusumu ig¢in
dokiilmiistiir (5: 1 (v/v) metanol:CMPS ¢6zeltisi orani). Daha sonra polimer ¢okeltisi
(CMPS), yaklasik 2.5 L metanol ile yikanmistir. Yikanan CMPS, 24 saat boyunca
60°C’ de etiivde kurutulmustur. Sekil 4.1°de Polisiilfonun klorometilasyon reaksiyon

semasi verilmistir [Avram et al., 1997].
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Sekil 4.1: CMPS reaksiyon semast.
4.2. Immobilizasyon Yontemi

CMPS membrani, casting solution yontemi ile hazirlanmistir. 0.3 g CMPS, 10
mL DMF igerisinde 50°C'de ¢o6ziildii ve cam petri kaplarina dokiilerek etiivde
kurutulmugtur. Daha sonra elde eilen CMPS membranlarina Heparin ve Fukoidan
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. %1 (w/w) HEP (heparin) (Heparin sodium salt
Grade I-A) ve FF (fukoidan) (Fucus Vesicoluos) ¢ozeltisi, ayr1 ayri pH 7.4, 10 ve 13
olan su icerinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler manyetik bir karistiricr ile 85°C' ye
isitilmistir. Daha sonra ¢ozeltilere CMPS membranlar (1x1 cm) ilave edilmigtir. 24
saat sonra membranlar alinarak damitilmig suyla yikandi ve oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Tablo 4.1.’de Fukoidan ve heparin immobilizasyonu i¢in
deneysel kosullar gosterilmektedir. Ikinci bir ¢alisma olarak Fukoidan Laminaria
Japonica ile bir onceki g¢alismada hazirlanip kullanilan CMPS membranlarina
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Fukoidan Laminaria Japonica ¢6zeltisi, ayr1 ayri
pH 7.4, 10, 13 olan su igerinde %5, %10 ve %20 (w/w) konsantrasyonda
hazirlanmigtir. Calismalar 55°C ve 85°C olmak tizere iki farkli sicaklikta
gerceklestirilmistir. 24 saat sonra membranlar Fukoidan Laminaria Japonica
cozeltisinden alinarak damitilmis su ile yikanmistir. Yikanan membranlar oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir. Tablo 4.2.’de Fukoidan (Laminaria Japonica)
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immobilizasyonu i¢in deneysel kosullar gosterilmektedir. Ayrica Polisiilfon i¢in

Onerilen iki asamal1 prosediiriin semasi Sekil 4.1.’de verilmektedir.

Tablo 4.1:Fukoidan (Fucus Vesiculous) ve Heparin immobilizasyonu i¢in deneysel

kosullar.

Ornek Ismi  Sicaklik (°C) pH  Zaman (sa)
FUC7.4 85 7.4 24
FUC10 85 10 24
FUC13 85 13 24
HEP7.4 85 7.4 24
HEP10 85 10 24
HEP13 85 13 24

Tablo 4.2: Fukoidan (Laminaria Japonica) immobilizasyonu i¢in deneysel kosullar.

Ornek Ismi pH  Sicakhik  Konsantrasyon
(°O) (wiv)
F5-55-7.4 7.4 55 5
F5-85-7.4 7.4 85 5
F10-55-74 7.4 55 10
F10-85-74 7.4 85 10
F20-55-74 7.4 55 20
F20-85-74 7.4 85 20
F5-55-10 10 55 5
F5-85-10 10 85 5
F10-55-10 10 55 10
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Tablo 4.2: Devam.

F10-85-10 10 85 10
F20-55-10 10 55 20
F20-85-10 10 85 20
F5-55-13 13 55 5
F5-85-13 13 85 5
F10-55-13 13 55 10
F10-85-13 13 85 10
F20-55-13 13 55 20
F20-85-13 13 85 20
&
LT
19T
CH5CISi:PFA o & Heparin U S E|:>
SnCly ;N j—_JN LIQ“ QIJN « Fucoidan
50 h/50°C T7T7F immobilization
| ‘ J | 24 h/85°C
Lol L
VI
Y T F 3|

Sekil 4.2: Polisiilfon i¢in 6nerilen iki asamali prosediir semasi.

4.3. Karakterizasyon

CMPS karakterizasyonu; 1H NMR spektrumlart CDCI; ¢6ziicii ve i¢ standart
olarak tetrametilsilan kullanilarak Bruker 500 Mhz spektrometre (Massachusetts,
ABD) ile kaydedilmistir. Fukoidan ve heparin immobilize edilmis membranlarin genel
ve kismi taramasi XPS-PHI (5000 Versa Probe, Minnesota, ABD) cihaz1 ve Al
monokromatik X-1s1n1 anotu kullanilarak gergeklestirilmistir. Membranlarin yiizey
topografileri Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM, Nanomagnetics Instruments,
Oxford, UK) kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica Raman haritalama 6l¢timleri,
Stream HR teknigi ile Renishaw Raman spektroskopisi (UK) kullanilarak yapilmistir.
immobilizasyonun gerceklestigini

Ayrica ylizey hidrofilikliginin arttigint  ve
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destekleyen Metilen Mavisi ve Fukoidan (Laminaria Japonica) i¢in Toluidin Mavisi
renk analizi de yapilmistir. Fukoidan (Laminaria Japonica) ¢alismasi i¢in yiizey
hidrofilikliginin arttigin1 gosteren Temas Agisi analizi (dinamik), Attension Theta
(Biolin Scientific, Isvec) cihazi kullanilarak immobilize edilen CMPS membranlar
icin uygulanmistir. Renk analizleri 6l¢timiinde Renk Tayin Cihazi (Konica Minolta

CM-5, Tokyo, Japonya) kullanilmistir.
4.3.1. Kan Pihtilasma Siiresi Ol¢iimii

Bes saglikli kadin goniilliiden Na sitrat tiiplerine 2 mL kan alindi. 0.003 g toz
numuneler, {i¢ kopya halinde 96 oyuklu bir kiiltiir plakasina yerlestirildi. Tozlar
tizerine 50 pL kan ve 5 uL 0.1 M CaCl: ilave edildi ve zamanla trombiis olusumu

gozlendi [Wang et al., 2013].

4.3.2. Hemoliz Testi

Risbud ve Bhonde’un makalesine gére Hemoliz testi yapilmistir [Risbud and
Bhonde, 2011]. Ug saglikli bireyden 2 mL tam kan, antikoagiilan olarak sodyum sitrat
iceren (antikoagiilan:kan orani 1: 9) kan toplama tiiplerine alind1 ve 2000 rpm'de 10
dakika santrifiijlendi. Serum atild1, eritrositleri elde etmek icin piht1 bes kez 5 mL
DPBS ile yikand1 ve 10 mL DPBS igerisinde siispanse edildi. Membranlar (filmler),
24 oyuklu bir kiiltiir plakasina yerlestirildi ve 2 saat UV'ye maruz birakilarak sterilize
edildi, ardindan DPBS'de 30 dakika bekletildi. Daha sonra DPBS ¢ikarildi ve
membranlara 1 mL eritrosit ¢ozeltisi kondu. Negatif kontrol i¢in, 800 ul eritrosit
cozeltisi 200 pl distile su ile ¢oziildi. Pozitif kontrolise, 200 ul DPBS ile karistirilmis
800 pl eritrosit ¢ozeltisinden olugsmaktadir. Membranlar eritrosit ¢ozeltileri i¢inde 2
saat boyunca, 37 ° C'de nemli ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen membranlar,
2000 rpm'de bes dakika santrifiij edilmistir. Serbest kalan hemoglobin,
spektrofotometre ile 545 nm'de Ol¢tilmiistiir. Hemoliz orani verilen formiille

hesaplanmistir:

(Siuspansiyon OD)—(Pozitif kontrol OD)
(Negatif kontrol OD)—(Pozitif kontrol OD)

Hemoliz % = x 100 4.1
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4.3.3. Sitotoksisite Calismalar

Malzemelerin sitotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in fare fibroblast hiicre
cizgisi 3T3 kullanmilmistir. 3T3 hiicreleri, biyomalzemelerin uyumlulugunu
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir [Tang et al., 2012]. Biyomalzemeler
(membranlar), 48 oyuklu bir doku kiiltiir plakasina yerlestirilerek 2 saat UV 1s131ina
maruz birakilarak sterilize edilmistir. Sterilize edilmis biyomalzemeler, 37 © C'de 2
saat boyunca Ca>* ve Mg?" kirmizis1 (Gibco, USA) olmadan DPBS igine daldiriimistir.
% 10 FBS ve% 1 Penisilin-Streptomisin antibiyotik ¢ozeltisi iceren fenol kirmizist
olmadan DMEM i¢inde siispanse edilmis 3T3 hiicreleri oyuk basina 5000 olarak
ekilmistir. Test birbirinden bagimsiz olarak bes defa tekrar edilmistir. 24 saat sonra,
biyomalzemelerin sitotoksik potansiyellerini belirlemek icin WST-1 bazli bir
sitotoksikoloji deneyi (Sigma Aldrich, Germany) yapilmistir. Bagil toksisite (RT)

degerleri asagidaki formiille belirlenmistir:

Ornek Absorbansi—Kiiltiir Ortam Absorbanst
RT% = x100 (4.2)

Hiicre Kiiltiiri (CC) Absorbansi—Kiiltir Ortami (CM) Absorbanst

4.3.4. Protein Adsorpsiyon Deneyi

Protein adsorpsiyon deneyleri belirtilen protokolii temel alan bir tahlil ile
yapilmistir [Meng et al., 2012]. Sig1r serum albiimini (BSA), damitilmis su i¢inde 500
ug/mL konsantrasyonda ¢oziilmiistiir. Standart egri olusturmak i¢in 250, 125, 62.5,
31.25 ve 7.8 pg/mL ¢ozeltiler elde etmek i¢in seri diliisyonlar (seyreltme) yapilmistir.
Protein standartlarinin absorbanslari, Pierce ™ BCA Protein Test Kiti (Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile belirlenmigstir. Zarlarin protein adsorbe edici ozelliklerini
degerlendirmek i¢in, membranlar kesilerek 96 oyuklu kiiltiir plakasina yerlestirilmistir
ve nemli ortamda 37°C' de 2 saat boyunca 500 pg/mL'de protein ¢ozeltisine
batirilmistir. Inkiibasyondan sonra, protein ¢ozeltileri ¢ikarilarak baglanmamis protein

konsantrasyonlari, absorbansi standart egriye uyarak ol¢lilmiistiir.

35



5. SONUCLAR

Kan ile temas eden polisiilfon yapist geregi hidrofobik oldugu i¢in polisiilfin
membranlarinin  kan uyumlulugunun gelistirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple
Polisiilfon tiirevleri ile yapilan bir arastirmada yilizey kimyasal reaksiyonu ile
polistilfon membran modifiye edilmistir. Elde edilen verilere gore -OH, -COOH ve -
SOsH ile modifiye edilen membranlarin hidfofilik 6zelliklerinde agik¢a bir artis
gozlenmis ayrica —COOH ve —SOsH gruplari ile modifiye edilen membranlarda kan
uyumlulugu gelisme gostermistir. Ayrica karboksil, siilfonik ve hidroksil gruplari
kirlilik 6nleyici malzeme ve kanla temas eden malzemelerin tasarimi i¢in daha uygun
olabilecegi kanisina varilmigtir [Xiang et al., 2014]. Silfonik gruplar; ytiksek
hidrofilikligi ile biyo araylizeylerde etkili olarak protein adsorbsiyonu ve trombosit
yapismasini Onleyebilir ayn1 zamanda diisiik seviyede temas aktivasyonu saglayarak
kan ile temas eden cihazlarin uygulamalarinda miitkemmel bir potansiyel
sunabilmektedir [Nie et al., 2014]. Heparin veya Fukoidan gibi dogal biyopolimerler,
sentetik polimerlerin biyoaktivite ve biyouyumluluk problemleri nedeniyle bu
polimerler kullanilarak yapilan biyomalzemelerin modifikasyonu ic¢in gereklidir.
Aralarinda kimyasal baglar olusturarak sentetik polimerlerin dogal biyopolimerlerle
modifikasyonlarin1 saglayan yontemler, maliyet ve zaman sorunlari nedeniyle
genellikle kisitlanmaktadir [Xie et al., 2015]. Bu nedenle, tibbi malzemelerin
modifikasyonunda kolay yontemler tercih edilmelir. Bu ¢alismada, Polisiilfonun suda
¢oziiniir dogal polimerlerden olan Fukoidan ve Heparin ile modifiye edilmesi i¢in iki
asamal1 prosediir ¢alisilmistir. Bu prosediir olduk¢a basit ve uygun maliyetli bir
yontem olmasi sebebiyle gerceklestirilmistir.

Polisiilfonun (PS), CDCIl3 ¢o6ziiciisii igerisinde analiz edilen ve Sekil 5.1a” da
verilen 'H-NMR spektrumunda, 6.90-7.85 ppm araligindaki piklerin fenil protonu (b,
¢, d, e) oldugu goriilmektedir. Ek olarak, 1.70 ppm de goriilen pikin metil protonuna
(a) ait oldugu belirtilmektedir [Meng et al., 2012], [Du et al., 2013]. Klorometillenmis
Polisiilfon’un, CDCl; ¢oziiciisii igerisinde analiz edilen ve Sekil 5.1b’de verilen 'H-
NMR spektrumunda, 4.55 ppm'deki pikin, CMPS'nin basariyla klorometilendigini
gosteren CH>CI grubunun proton sinyali oldugu soylenilebilmektedir [Meng et al.,

2012], [Du et al., 2013], [Gaina et al., 2010].

36



d e 0

LKk

e b d,.c
1 L
[ I I I | Rk kit i I I it N ] I | bl et b
e 850 8.00 7.5 7.00 0.0 8.00 5.50 5.00 45 4.00 3% 3.00 2.9 200 1.9 1.00 0.50 0.0
Chemical Shift {(ppm)
B ' j
J
ot 2_h k o
OO0
CHz ; o]
1 enyo
f
k
f
g
il
..... e ey  Rammana v e T
9 8 7 ] 5 4 2 2 1 0

Chemicsl Shift (ppm)

Sekil 5.1: a) Polisiilfon (PS), b) Klorometillenmis Polisiilfon (CMPS), "H-NMR
spekturumu.

5.1. Fukoidan Fucus Vesiculosus ve Heparin Calismasi
Sonuclan

XPS sonuglarinin element analizi, Tablo 5.1. 'de verilmistir. Reaksiyon
(immobilizasyon), kloriir iyonu degistirilerek hidroksil gruplarinin klorometillenmis
gruba baglanmasi ile gerceklesmektedir. Klor (CI) reaksiyon verimliligi i¢in 6nemli
bir isarettir. pH 13'te gergeklestirilen 6rneklerde CI saptanmamustir. Heparin ve
Fucoidan yapisinda da bulunan Siilfiir (S) pH 13'te elde edilen 6rneklerde pH 7.4 ve

10'daki orneklere kiyasla 6nemli 6l¢tide artmagtir.
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Tablo 5.1: Immobilize membranlarin elemental yiizey bilesimleri

Ornekismi  C,, O, N CI, S,
FF7.4 709 236 3.0 09 05
FF10 703 235 3.1 1.1 08

T A O I - IR
HEP7.4 71.9 209 1.1 1.0 11
HEP10 731 210 13 11 12
'HEP13 761 190 24 - 171

e e e e e e e = = ———— = ——

Immobilize olan CMPS membranlarda, immobilizasyon islemi sonrasinda opak
ve beyazimsi bir renk degisimi gézlenmektedir. Bu renk degisimleri herhangi bir iglem
uygulanmamig CMPS membran referans alinarak renk analiz 6l¢limleri yapilmistir.
Sekil 5.2.a ve b’de bu degisim gosterilmektedir. pH=10 ger¢eklestirilen reaksiyonlar
hem Heparin hem de Fukoidan’in immobilizasyonu i¢in daha etkili bir fark
yaratmaktadir. Heparin immobilizasyonu i¢in HEP7.4 ve HEP10 arasinda istatiksel
olarak bir fark bulunmamaktadir. Fukoidan immobilizasyon i¢in ise FF10 ve FF13
arasinda da istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). FF7.4° iin fukoidan
immobilizasyon islemi i¢in en az etkili yontem oldugu goriilmektedir (p>0.05). Ek
olarak HEP13, HEP10 ve HEP7.4° e kiyasla daha diisik renk degisimi
gozlemlenmistir. Renk analizleri ayn1 gruptaki bes farkli numune ile yapilmistir. Bu
renk analizleri immobilizasyon isleminin etkinligi hakkinda bir ipucu vermesine
ragmen numunlerin yilizey pirtzliligi nedeniyle 1s18in  sagilmasindan
etkilenebilmektedir. Bu sebeple yiizey topografisi ve piiriizliligii icin AFM cihazi ile
ileri analiz yontemi uygulanmastir.

Immobilizasyon islemi, membranlarin yiizey Ozelliklerini etkilemektedir.
Membranlarin AFM analizinin, immobilize edilen Heparin ve Fukoidan’a bagli olarak
CMPS membranlarindaki immobilizasyon isleminin yiizey piirtizliligiinii arttirdig
Sekil 5.2.c’de goriilmektedir. Ayrica tiim numunelerin piiriizlilik degerleri

karsilagtirildiginda pH degisimi ile ilgili bir farklilik olmadig1 gozlemlenmektedir.
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Sekil 5.2: a,b) Immobilize CMPS membranlarinin renk degisimi, ¢) Yiizey
Piirtizluliik Degerleri.

Suda ¢6ziinebilen mavi renkli boya olan Metilen Mavisi, malzemelerin hidrofilik
ozelliklerini gézlemlemek icin kullanilabilinmektedir. Membranlar {izerine bir damla
Metilen Mavisi ¢ozeltisinden damlatilarak membranlar {izerinde kalan kuru lekeler
tizerinde incelemeler yapilmistir. Sekil 5.2.a’da Metilen Mavisi analizi sonrasi
membran resimleri mevcuttur. CMPS membranin da Metilen Mavisi damlasinin ¢api
daha kii¢iik iken, immobilize olan CMPS membranlari tizerindeki damlalarin ¢aplari
Fukoidan (Fucus Vesicolous) ve Heparin' in hidrofilik olmasi nedeniyle daha biiytiktiir
(Sekil 5.2.b). Malzemelerin hidrofilik 6zelliklerinin olmasi kan ile uyumlulugunu
arttirarak kan-malzeme etkisimi sonucu olusabilecek biyolojik etkileri azaltmaktadir.
Heparin benzeri bir polisakkarit olan Fucoidan'in, bu karakterizasyon yontemleri ile
CMPS membran iizerine basarili bir sekilde immobilize edildigi goriilmektedir.

Membranlarin AFM analizi ile polisakkarit olan Fucoidan veya Heparin’in
CMPS membran iizerine immobilizasyonu sonucu ylizey piiriizliliigiiniin arttig
ispatlanmugtir (Sekil 5.4-9.b). CMPS membranin ytizey piirtizliiligi 10.25 nm'dir,
immobilize olan CMPS membranlari ise 32-240 nm arasinda olmak tizere daha fazla
ptrtizlilige sahiptir. Analize gore CMPS membran ylizeyinin piiriizsiiz oldugu
gozlemlenmistir. HEP13, piirtizsiiz bir alt katmana ve st katmanda ise piiriizli bir
ylzeye sahip iki katmanli yapidan olusmaktadir. FF13° de ise diiz bir katman
gozlemlenmektedir. FF13, CMPS membran yiizeyine gére daha mat ve daha piirtizli

olmak tizere farkli bir yapidadir. Fakat 3 boyutlu yiizey topografilerine bakildiginda
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FF13’tin HEP13’e gore daha piiriizlii bir yapiya sahip oldugu Sekil 5.8-9.b’de

goriilmektedir.
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Sekil 5.3: a, b) CMPS'in AFM goriintiileri, ¢) CMPS’in Raman haritalamasi.
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Sekil 5.4: a, b) HEP7.4' iin AFM goriintiileri, ¢c) HEP7.4” in Raman haritalamasi.
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Sekil 5.5: a, b) FF7.4" iin AFM goriintiileri, ¢) FF7.4° iin Raman haritalamasi.
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Sekil 5.6: a, b) HEP10' un AFM goriintiileri, ¢) HEP10’ un Raman haritalamasi.
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Sekil 5.7: a, b) FF10' un AFM goriintiileri, ¢) FF10” un Raman haritalamasi.
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Sekil 5.8: a, b) HEP13' iin AFM goriintiileri, ¢) HEP13’ tin Raman haritalamasi.
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Sekil 5.9: a, b) FF13' tin AFM goriintiileri, ¢) FF13” in Raman haritalamasi.

Raman haritalama analizi, AFM analizi bulgularina katkida bulunmaktadir.

Raman haritalama analizi, CMPS membrani, referans (target) alinarak yapilmaktadir.
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Oncelikle CMPS membrani analiz edilir, sonrasinda membranlara immobilize edilen
Fucoidan’in toz halinin 1cm’sinde 100 sinyal dedekte ederek full spektrumlar halinde
analiz edilir. Sekil 5.3.c CMPS membranini kirmizi, Sekil 5.4-9 ¢ ise CMPS membrani
tizerine immobilize edilen Fukoidan ve Heparin’i yesil renkte gostermektedir. CMPS
membranlari izerine immobilize edilen yapilarin yogunlugu hakkinda net bir agiklama
yapilamamasina ragmen CMPS membran tizerine immobilize edilen Fukoidan ve
Heparin haritalama sonucunda gézlemlenebilmektedir.

Hemoliz terimi, kirmizi kan hiicrelerinin (eritrositler) imhasi olarak
tanimlanmaktadir. Hemolizin, hemodiyaliz sirasinda nadiren goriildiigii ancak bir kez
meydana geldiginde yasami tehdit edici bir komplikasyona yol agtig1 bilinmektedir
[Tharmaraj and Kerr, 2017]. Sekil 5.10a, gruplar arasinda hemoliz oranlarini
gostermektedir. Bu ¢alismada, gruplar arasinda hemoliz ag¢isindan anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). Ayrica tim gruplarin hemoliz oranlari ytizde 0.8' in
altindadir. Dolayisiyla hem fukoidan hem de heparin immobilizasyonunun diisiik
hemolitik aktivite gosterdigi sonucuna varilabilinmektedir.

Taze tam kan ile yapilan pihtilasma siiresi degerlendirmesi, malzemenin kanla
temas ettigindeki davranigi hakkinda kisa vadeli sonu¢ vermektedir. Blok ve ekip
arkadaslari, kan uyumluluk testleri i¢in taze kan (tercihen kan alindiktan sonraki 2 saat
icinde) kullaniminin 6nemli oldugunu soylemektedir [Tang et al., 2012]. Bu
calismada, ii¢ goniilliiden alinan taze kan 2 saat i¢inde kullanilmis ve sonuglarin
giivenilirligini artirmak i¢in her kan numunesi i¢in 6l¢tim ti¢ kat1 tekrarlanmistir (her
numune materyali i¢in dokuz o6l¢iim). Sekil 5.10b, moditfiye membran yiizeylerine
uygulanan tam kanin pihtilagma zamanini vermektedir. Tiim modifiye edilmis
membranlar, CMPS'ye kiyasla daha uzun bir kan pihtilasma siiresi gostermistir.
Membran ornekleri arasinda, HEP7.4 en uzun kan pihtilagsma siiresini gostermistir.
HEP7.4 isimli numunenin ardindan diger membranlara gére FF10 en uzun kan
pithtilasma siiresini gostermistir. Ancak, kan pihtilagsma stiresi agisindan gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Pihtilagma stiresinin
bireyler arasinda degisebilecegi ve deney tekrarlarinin yani sira daha fazla sayida
hastaya ihtiya¢ duyabilecegi de diistintilmelidir [Gantela and Thotakura, 2017].

Sekil 5.10c' de gosterildigi gibi, WST-1 deneyi, CMPS yiizeylerinin biyoaktif
ve hidrofilik modifikasyonu nedeniyle, modifiye edilmis tiim membranlarin, CMPS'ye
(p>0.05) kiyasla hiicre proliferasyonunu arttirdigini géstermektedir. FF13'lin aksine

FF7.4 ve FF10 gruplarinda, CMPS kontroliine kiyasla canlilik 6nemli 6l¢tide artmistir
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(p<0.05). HEP gruplar1 canlilik acisindan énemli bir fark gostermemistir (p<0.05).
Genel olarak, HEP gruplariyla karsilastirildiginda, FF gruplar1 daha yiiksek canlilik
seviyeleri gostermektedir. Sekil 5.10d' de gosterildigi gibi, hem FF10 hem de HEP10
membran numuneleri, CMPS numunelerine kiyasla daha diisiik protein adsorbe edici
ozellikler gostermistir; ancak, gruplar arasinda protein adsorbansi agisindan anlamli

bir fark gézlenmemistir (p> 0.05).
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Sekil 5.10: a) Hemoliz orani, b) In vitro kanin pihtilasma zamani, ¢) Membranlarin
sitotoksisitesi, d) Protein adsorpsiyon seviyesi, *, **, *** : p<(.05’in anlaml1 farkin1
gostermektedir.

Kullanilan Fukoidan Fucus Vesiculous ve Heparin’in olduk¢a pahali olmasi ve
gramaj olarak az miktarlarda satilmasi gibi kisitlayici sebeplerden dolay1 Fukoidanin
baska bir ¢esidi olan Fukoidan Laminaria Japonica ile ¢alismalara devam edilmistir.
Ayrica Fukoidan konsantrasyon miktarinin caligmaya etkisinin incelenmesi igin

Laminaria Japonica ile ¢galismalar siirdiiriilmuisttir.
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5.2. Fukoidan Laminaria Japonica Calisma Sonuclan

Fukoidan kahverengi deniz yosunlarindan elde edilmektedir. Farkli kahverengi
deniz yosun kaynaklarindan elde edilen fukoidanlarin yapisi da birbirlerinden farkli
olmaktadir. Bu ¢alismada farkli bir kaynaktan elde edilen Laminaria Japonica tiirii olan
Fukoidan, CMPS membranlar1 iizerine immobilize edilmistir. 55°C ve 85°C olmak
tizere iki farkli sicaklikta, %35, %10 ve %20 (w/w) fukoidan konsantrasyonu igeren
cozelti pH; 7.4,10,13 degerinde hazirlanarak immobilize islemi gerceklestirilmistir.

Immobilize islemi sonrasi membranlar Metilen Mavisi, Toluidin Mavisi ve
Temas Agisi olgiim yontemleri ile karakterize edilmistir. Sekil 5.11a’da gosterildigi
gibi PS, CMPS ve immobilize edilen membranlar iizerine Metilen Mavisi damlatilmis
ve kuruyan damlalar Image J programu ile 6l¢iilmiistiir. Sekil 5.11b’de &l¢iilen ¢aplarin
grafigi hazirlanmistir. A¢ik¢a goriildiigii gibi immobilize edilen membranlar higbir
immobilize islemi yapilmadan hazirlanan PS ve CMPS membranlarindan daha genis
caplara sahiptir. Dolayisiyla immobilize edilen membranlarin PS ve CMPS

membranlarina gore daha hidrofilik olduklari rahat¢a sdylenilebilmektedir.
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Sekil 5.11: a) Membranlar izerindeki kuru Metilen Mavisi damlalari, b) Kuru
metilen Mavisi damla ¢aplar grafigi.

[statiksel olarak CMPS ile F5-85-7.4, F10-85-7.4 kodlu membranlar arasinda
anlaml1 fark bulunmus olup her iki membranin ¢aplarinin CMPS’ye gore daha biiyiik
oldugu gézlemlenmigtir. PS ile F5-85-7.4, F5-85-10, F10-85-7.4 ve F20-85-10 kodlu
membranlar arasinda anlamli fark goriilmiis olup membranlara kiyasla F5-85-7.4
kodlu membran ¢ap ortalamasinin daha biiylik oldugu saptanmistir. Genel olarak
incelendiginde 85°C’de islem g6érmiis membranlarin ¢ap ortalamalarinin daha biiyiik

oldugu farkedilmistir.
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Immobilize edilen membranlar Toluidin Mavisi ¢ozeltisi icerisine koyularak 1
saat boyunca ¢alkalanmigtir. 1 saat sonunda membranlar saf su ile yikanarak renk tayin
cihazi ile renk analizleri yapilmistir. Sekil 5.12°de renk 6l¢tim sonuglarinin grafigi
gosterilmektedir. Renk analizleri CMPS membrani referans alinarak yapilmustir.
Ayrica immobilize isleminden sonra immobilize membranlarda PS ve CMPS
membranlarina gore gozle goriilebilir bir renk degisimi farkedilmistir. Bu sebeple
Toluidin Mavisi testi yapilmadan 6nce immobilize edilen membranlar renk tayin
cihazinda renk o6l¢limleri yapilmistir. Sekil 5.13°de immobilize edilen membranlarin

Toluidin mavisi testi yapilmadan 6nce 6l¢iilmiis renk analizi grafigi mevcuttur.

12 4

10

dE*ab(D65)

Sekil 5.12: Toluidin Mavisi testi sonrasi renk analiz sonuglari.

Toluidin Mavi renk testi sonuclar1 Sekil 5.6°daki grafikte gosterilmektedir.
Grafikteki sonuglara gére tiim immobilize membranlar CMPS referans alinarak test
edildiginden hepsinin Toluisin Mavisi ile boyanmislik orant CMPS’ye gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. F20-85-10 ve F20-85-13 kodlu membranlarin boyanmiglik orani
diger membranlara oranla daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Istatiksel olarak F10-
55-10 ile F20-85-10 ve F20-85-13 arasinda anlamli fark bulunmus olup F20-85-10 ile
F20-85-13 kodlu membranlarin F10-55-10 membranina gore daha fazla boyanmig

oldugu saptanmustir.
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Sekil 5.13: Immobilize membranlarin Toluidin Mavisi testi yapilmadan énce
ol¢tilmiis renk analizi grafigi.

Immobilize membranlarin Toluidin Mavisi testi yapilmadan once 6l¢iilmiis
renk analizi Sekil 5.13’deki grafikte verilmektedir. Tiim immobilize membranlar
CMPS referans alinarak test edilmistir. Diger tiim membranlara gore renk degisimi en
cok F20-85-10 kodlu membranda oldugu gozlenmistir. Istatiksel olarak da F20-85-10
kodlu membran ile F5-55-13 ve F10-55-7.4 kodlu membranlar arasinda anlaml1 fark
bulundugu saptanmustir.

Temas agis1 analizi ise bir ylizeyin 1slanabilirligini 6l¢gmektedir. Temas agisi
arttik¢a yiizey hidrofilikligi de artis gostermektedir. Yiizeyin hidrofilik olmasi bir
malzeme ylizeyinin kan ile daha uyumlu oldugunu ve pihtilasmanin daha az
olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak yiizeyin hidrofilikligi kan uyumu 6zelligi
konusunda olduk¢a oOnemlidir. Temas Agisinin oOl¢timii Sekil 5.14’de sematize
edilmistir [Web 9, 2019]. Ayrica Sekil 5.9°da Temas Ag¢isi analiz 6l¢tim sonuglarinin

grafigi mevcuttur.
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Sekil 5.14: Temas Agis1 Olgtimii.
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Sekil 5.15: Temas Agisi analiz 6l¢iim sonuglari grafigi.

Kat1 yiizey ile damla yiizeyi arasindaki ac¢1 ne kadar az olur ise kati ylizey
hidrofilikligi o kadar fazla olmaktadir. Sekil 5.15°deki grafige gore PS ve CMPS
membranlarinin temas agilar1 immobilize edilen membranlarin temas agilarina oranla
olduk¢a fazladir. PS ve CMPS membranlarin hidrofobik olduklar1 bilinmektedir.
Dolayisiyla bu sonuglar incelendiginde immobilize edilen membranlarin daha
hidrofilik yiizeye sahip olduklar1 goriilmektedir. Istatiksel olarak F5-55-10 ile F10-85-
7.4 arasinda anlamli fark bulunmus olup F10-85-7.4 kodlu membranin yiizeyinin daha
hidrofilik oldugu saptanmustir. F20-55-7.4 kodlu membranin temas agis1 diger
membranlara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ayrica F20-55-7.4 ile F10-55-7 .4,
F20-55-10, F20-85-7.4 ve F20-85-10 kodlu membranlar arasinda anlamli fark oldugu
sonucuna varilmistir. CMPS ile F10-85-13 ve F10-55-13 arasinda da anlamli fark
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oldugu gozlemlenmistir. Sonuglar genel olarak incelendiginde 85°C de islem gormiis
membranlarin temas acilarinin diger membranlara gére daha az oldugu dolayisiyla da

ylizey hidrofilikliginin arttig1 s6ylenebilmektedir.

800

Pihtilasma Siiresi (sn)

Sekil 5.16: Tam Kan Pihtilagma Stiresi.

Bu calismada, iki goniilliiden alinan taze kan 2 saat i¢inde kullanilmis ve
sonuclarin giivenilirligini artirmak i¢in her kan numunesi i¢in Ol¢lim ii¢ kez
tekrarlanmigtir. Sekil 5.16, modifiye membran yiizeylerine uygulanan tam kanin
pithtilasma zamanini vermektedir. Tiim modifiye edilmis membranlar, CMPS'ye
kiyasla daha uzun bir kan pihtilagma siiresi gostermistir. F20-85-7.4 diger gruplara ile
CMPS ve PS’ye gore daha uzun pihtilasma siiresi gostermistir. Istatistiksel olarak F20-
85-7.4 ile CMPS ve F10-55-13 arasinda anlamli fark gézlemlenmistir. Ayrica F5-85-
13 ile F20-55-10 ve F20-55-13 arasinda da anlamli fark gézlemlenmis olup F5-85-13
kodlu membranin yiizeyinde diger numunelere goére daha cabuk siirede kanin
pihtilastig1 sonucuna varilmistir.

Bu ¢alismada, uzun zaman alan sentez islemlerine gerek kalmadan kolay, basit
ve giivenli bir sekilde Fukoidan ve Heparin modifiyeli Polisiilfon membrani

onermekteyiz. Sonuglar modifiye Polisiilfon membran o6zelliklerinin, modifiye
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edilmemis membranin 6zelliklerinden daha {iistiin oldugunu gostermektedir. Ek olarak
bu ¢alisma, kanla temas eden uygulamalarda biyo uyumlu ve kan uyumlu bir ytizeye
sahip modifiye edilmis PS membran tasarimi i¢in bilimsel altyapinin gelistirilmesi i¢in

timit verici sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.
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