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TiPi POLIMER ASILAMANIN GELISTIiRILMESI

Merve Giiltekinoglu

0z

Ureteral stentler, obstriiktif Gropati (Urolojik taglasma), Ureterik zedelenmeler, primer ya da
malign karsinoma, radyasyon veya retroperitonal fibrozis gibi Urolojik rahatsizliklar
yasayan hastalarda idrar akisina yardim etmek icin siklikla kullanilirlar. Bununla birlikte
uzun donem stent kullaniminda taslagsma ve enfeksiyonlar ile aksakliklar gozlenebilir.
Mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde sistemik antibiyotik kullanimi
bakteriyel direncin gelisimi ile efektif olmayabilir. Taglasma ve enfeksiyonun &nlenmesi
amaciyla Ureteral stentlere ¢ogunlukla gimus iyonlari, kuaterner amonyum tuzlari,
triklosan, antibiyotikler, enzimler ya da diger ilaglarin eklenmesi ve ortama salinmasi
prensibine dayanan cesitli ylzey kaplamalar denenmistir. Bu yaklasimlarin dezavantaji
kiguk molekilli antimikrobiyal ajanlarin tikenmesiyle ortaya c¢ikan sinirli fonksiyonel
yasam sureleridir. Enfeksiyonun klinik énemi sonucu dreteral stentlerin Uretiminde
fonksiyonelligi kararli ve uzun dénem koruma saglayacak antimikrobiyal ylzeylerin
geligtirilmesi ¢cok dnemli bir ihtiyactir.

Bu tezin amaci politretan Ureteral stent ylzeyine firga tipi polimerlerin asilanmasi ile
herhangi bir salim yapmayan 06zglin bir taslasma ve enfeksiyon Onleyici teknigin
gelistiriimesidir. Bu amagla, antibakteriyel aktiviteye sahip hidrofobik polikatyonik
polietilenimin (PEI) zincirleri poliiretan stent ylzeyine kovalent olarak baglanmis ve
sonrasinda bakteri membranlarini pargalama amagh alkillenmistir. Basarih firga tipi yizey
modifikasyonu Fourier Déntisumltu Kizildtesi Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM), Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) ve X Isini Fotoelektron
Spektroskopisi (XPS) ile dogrulanmistir. PEI asilanmis yuzeyler Proteus mirabilis (P.
mirabilis) ve Escherichia coli (E. coli)'ye karsi anlamli antibakteriyel etkinlik gostermistir.
Elde edilen ylzeylerin antibakteriyel aktiviteleri yuzeye asilanmig polimerlerin molekul
agirliklarina bagh bulunmustur. Bagil olarak yuksek molekul agirhdina (Mw~750,000
g/mol) sahip ylzeyler P. mirabilis ve E. coli bakterilerinin her ikisine de islem gérmemis
stente karsi yaklasik %99’luk tutunma direnci gosterirken, daha kisa zincir uzunluguna
(My~2,000 g/mol) sahip PEI agilanmis yuzeylerin yukarida s6zii gegen bakterilere daha
dislk tutunma direncine (sirasiyla %95 ve %89) sahip olduklari bulunmustur. PEI'nin
gévdeye asilama (grafting onto) tipi kovalent baglanmasi ile ylizeyde ¢evre dokulara
sitotoksik etki gostermeyen uzun sureli bir antibakteriyel aktivite saglanmistir.
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DEVELOPMENT OF ANTIBACTERIAL POLYMER BRUSH GRAFTING ON
URETERAL STENT TO PREVENT INFECTION

Merve Giltekinoglu
Abstract

Ureteral stent aids the flow of urine and is profoundly used in the treatment of patients
with urological disorders including obstructive uropathy (urological encrustation), ureteric
injury, primary or malignant carcinomas, and radiation or retroperitoneal fibrosis.
Nevertheless, long-term ureteral stent usage is hindered by encrustation and infection.
Systemic use of antibiotics in treatment of infections caused by these microorganisms has
been ineffective due to bacterial resistance development. Various surface coatings to
ureteral stents have been developed in an attempt to prevent encrustation and infections;
most of them work by incorporating and releasing such bactericidal agents as silver ions,
guaternary ammonium salts, triclosan, antibiotics, enzymes or other drugs that leach into
the environment. The drawback of this approach is that the small-molecule antimicrobial
agents will eventually be exhausted, leading to limited functional lifetimes. As a result of
clinical importance of infection, there is a considerable demand for the development of
stable antimicrobial surfaces which are required for long term usage of ureteral stents.

The aim of this thesis is to develop a novel, non-release technique for creating
antibacterial surface which involves polymer brushes attached to on polyurethane ureteral
stent surface for preventing encrustation and infection. For this purpose hydrophobic
polycation polyethylenimine (PEI) chains with antibacterial activity were covalently
attached on polyurethane stent surfaces and then alkylated to disrupt the bacterial
membranes. Successful brush-like surface modification was confirmed by FTIR, Scanning
Electron Microscope (SEM), Atomic Force Microscope (AFM) and X-ray Photoelectron
Spectroscopy (XPS). PEI grafted surfaces have exhibited significant antibacterial activity
against Proteus mirabilis (P. mirabilis) and Escherichia coli (E. coli). The antibacterial
activity of the resultant surfaces depends on the molecular weight of the polymers grafted
to the surface. Surfaces grafted with relatively high Mw PEI polymers (Mw~750,000 g/mol)
showed almost 99% resistance for both types of P. mirabilis and E. coli bacterial
adhesion whereas a lower resistances to bacterial adhesions to aforementioned bacteria
(95% and 89%, respectively) were observed for the surface grafted with shorter PEI
chains (M,,~2,000 g/mol). “Grafting Onto” type covalent attachment of PEI provides long-
lasting antibacterial activity with no cytotoxicity to the environment.

Keywords : Uretheral stent, infection, antibacterial surface, polymer brush, PEI
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1. GIRIS ve AMAG

Ureteral stentler, bobrek ve mesane arasinda ureter bélgeye yerlestirilen dar, igi
bos ve delikli plastik tuplerdir. Ureteral stentler, idrar akisinin saglanmasi igin
obstruktif Gropati (Urolojik tas hastalidi) ve tedavi sirasinda sekonder Ureter
yaralanmalari, kanser turleri ve 1gin tedavisi/retroperitoneal fibrozis gibi Urolojik
rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Stentlerin vicut
icerisinde kalma suresi (birka¢g haftadan 1 yila kadar) arttikga; dislokasyon,
irritasyon, en oOnemlisi enfeksiyon ve buna bagh gelisen taglagsmadan
(enkrustasyon) dolayi tikanmasi ve Uriner tas olusumu karsilasilan en blyuk
klinik problemlerdir. Ureteral stentlerde taslasma olusumu, genellikle (ireaz-pozitif
bakterilerin varhidinda, Proteus mirabilis, alkalinite artigli ile kristallesmenin
baslamasi ve hizlanmasi basamaklarini izler. Cozunudrluk Grinleri azaltilarak
struvit ve diger kristal yapilarinin olusumu hizlanir ve boylelikle yuksek pH degeri
uriner sistemde tas olusumuna neden olur. Biyofilm olusumu, tas olusumu ve
tikanma sulregleri birbirini tetikleyerek Uriner sistem enfeksiyonuna yol
agmaktadir. Yapilan galismalara gore stent uygulandiktan bir haftadan daha kisa
bir sure iginde, yetiskin hastalardaki bakteriyel kolonizasyon hizi % 28'den %
90’a ve duriner enfeksiyon ise % 7'den % 34’e artis gdstermektedir. Olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde sistemik antibiyotik kullanimi, bu mikroorganizmalarin

direng gelistirmesi ile etkisiz kalmigtir (Cadieux et al., 2009).

Ureteral stent kullanimina bagli olarak gelisen taslasma birgok sorunu da
beraberinde getirmektedir. Biyofilm olusumu taslasmayi, taslasma ise enfeksiyon
ve Uriner akisin bloke edilmesini tetiklemekte ve olusan mukozal hasar sonucu
cerrahi mudahele ile Ureteral stentin gikartiimasi gerekmektedir. Gergeklesen bu
dongunun her bir basamagi oncelikle hastaya aci vermekte ve yasam kalitesini
dusurmektedir. Bunun yani sira Sosyal Guvenlik Kurumuna ekstra bir maliyet

olusturmaktadir.

Ticari Ureteral stent drunlerinde altin standart olarak kullanilan malzemeler silikon
ve poliuretandir (Percuflex®, Tecoflex®, Hydrothane®, Sof-Flex® vb.). Ancak bu
stentlerin uzun dénem kullaniminda gosterdigi performans yukarida belirtildigi

Uzere bazi komplikasyonlari da beraberinde getirmekte ve tedavide yetersiz



kalmaktadir. Tagslasma ve enfeksiyon olusumunu engellemeye ydnelik yapilan
calismalarin birgogunda stent yluzeyine gumus iyonlari, kuaterner amin tuzlari,
triklosan, antibiyotikler, enzimler ve farkli ilaglarin antibakteriyel ajan olarak
yuklenmesi hedeflenmistir. Ancak yapilan bu yaklasimlar kiguk molekulli
antimikrobiyal ajanlarin salim ve etki surelerinin kisitli olmasi nedeniyle etkili bir

sonug vermemistir.

Poliuretan stentler, iyi mekanik ozellikleri, biyouyumluluklari ve ylzeyde erken
donem catlaklarin olmamasi nedenleriyle Urolojik uygulamalarda tercih
edilmektedir. Ancak taslasmaya ve bakteri tutunmasina agik olmasi erken
dénemde uygulama bdlgesinden gikarilimasini gerektirebilmektedir. Diger olasi
klinik sorunlar; agri, mesanede rahatsizlik hissi, hematuri, bakteritri ve ates
olarak rapor edilmistir. Stentte parcalanma, kirilma, taglasma ve ¢atlama da geg¢
donem sorunlari olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle arastirmacilar ve stent
ureticileri stent kalig suresinin sorunsuz bir sekilde uzatiimasi ve bakteri
tutunmasi ile taslasmayi Onlemek amaciyla stent ylzeyinde hidrofilik film
kaplama Uzerine ¢aligmalarini yogunlastirmiglardir. Ancak hala etkili bir kaplama
gelistirilememistir ve ¢alismalar bu konu Uzerine devam etmektedir. Sonug olarak
taslasma klinikte dnemli bir sorundur ve Ureteral stentlere taslasmaya direncli bir

yuzey gelistiriimesine dnemli dlgide gereksinim duyulmaktadir.

Bu tezin amaci; poliiretan (PU) Ureteral stent ylzeylerinde taslasma ve
enfeksiyonu engellemek Uzere antibakteriyel ve antiadesif 6zelliklere sahip firca
tipi polimer yuzey yaklasimlariyla yenilik¢i ve ortama herhangi bir aktif madde
salmayan antibakteriyel yuzey tasarimlarini gelistirmektir. Yuzey
modifikasyonunda firga tipi asilanmis polimer uygulamasi yaklagiminda amag
taslasma probleminin temelinde yatan Proteus mirabilis’e kargi antibakteriyel bir
yuzey olusturarak, bu bakterinin ylzeye tutunmasinin engellenmesidir. Bu amagla
polilretan stent yuzeyine hidrofobik bir polikatyon olan polietilenimin (PEI)
zincirleri kovalent olarak yuzeye asilanmig daha sonra alkillenerek bakteri
membranlarinin iglevinin bozulmasi igin antibakteriyel ylzeyler olusturulmustur.
Pozitif yuku ve hidrofobik 6zelliginden dolayi alkillenmis PEI bir antibakteriyel ajan
olarak dikkat cekmektedir. Ayni zamanda PEI'nin stent ylzeyine firga tipi polimer
zincirleri seklinde asilanmasi ile (klasik yaklagimlarin aksine) dinamik hareketlere
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sahip badimsiz zincirlerin olusturulmasi sayesinde protein adsorpsiyonuna ve
bakteri tutunmasina direng gostermesi ve bu sayede enfeksiyon ve taslasmaya
karg! direngli bir ylzey olusturmasi hedeflenmistir. Bu calismada kullanilan
yaklasim sekil 1.1.’de sematik olarak 6zetlenmistir. Firga tipi polimer yaklagimi ile
ayni zamanda stent ylzeyinde film kaplamadan kaynaklanan c¢atlamalarin da

onune gecilmesi 6ngorulmektedir.

Bu tez sonunda erisilmek istenen sonug stent yuzeylerinde gerek uygulanacak
firca tipi yuzey yaklasimi ile gerek PEI'nin antibakteriyel 6zellikleri sayesinde
polidretan stentlerdeki taslasma ve protein adsorpsiyonuna olan egilimlerin énine
gecilmesi ve bu stentlerin belirtilen komplikasyonlari minimuma indirerek uzun

donem kullanimlarinin saglanmasidir.

A B
PU stent yuzeyi i s e *
l Yuzeyde fonksiyonel F:mm
gruplarin yaratilmasi B, g .
. st *
. Anibakteriyel PU stent P. mirabilis
ylizeyi

l Yuzeye PEI immobilizasyonu

P. mirabilis bakterisinin lizise
ugramast

l PEI zincirlerinin alkillenmesi

%@Wecm)m a FZM%
%%W%.cmm F‘:\rﬁ

Antikoagulan etkili antibakteriyel yuzey

—_—

Sekil 1.1. Politretan stent ylzeylerin modifikasyonunda kullanilan yaklagimin
sematik gosterimi. A)Poliliretan stent ylzeyine PEI'nin asilanmasi ile firga tipi
antibakteriyel ylGzeylerin olusturulmasi, B)Stent ylzeyindeki antibakteriyel
etkilesim.



2. GENEL BILGILER
2.1. Medikal Cihazlar

Son yillarda saglik harcamalarindaki artigla birlikte tim dinyada dikkatler medikal
sektore cekilmigtir. Saghk sektérinin en pahali harcama kalemlerini medikal

(tibbi) cihaz ve ila¢g harcamalari olugturmaktadir.

T.C. Medikal Cihaz Yoénetmeligi'ne goére medikal cihazlar insanda
kullanildiklarinda asli fonksiyonunu farmakolojik, kimyasal, immunolojik veya
metabolik etkiler ile saglamayan; fakat, fonksiyonunu yerine getirirken bu etkiler
tarafindan desteklenebilen ve insan Uzerinde bir hastaligin, yaralanmanin,
sakathigin tanisi, tedavisi, izlenmesi ve kontrol altinda tutulmasi, hafifletiimesi veya
magduriyetin giderilmesi, anatomik veya fizyolojik bir islevin arastiriimasi,
degistiriimesi veya yerine bagka bir sey konmasi, dogum kontroll veya sadece ilag
uygulamak amaciyla Uretilmis, tek basina veya birlikte kullanilabilen, amaglanan
islevini yerine getirebilmesi icin gerekiyorsa bilgisayar yazilimi ile de kullanilan ve
cansiz hayvanlarin dokularindan da elde edilen UrUnler dahil olmak Uzere, her

turll arag, alet, cihaz, aksesuar veya diger malzemeleri kapsamaktadir.

Medikal cihaz taniminin igine, pamuk, gazli bez, lens, lens solusyonu ve diyaliz
solisyonundan EKG, anestezi, ultrason ve MR cihazina; kan grubu reaktifleri,
gebelik testlerinden oto analizorlere ve vicuda yerlestirilen implantlara kadar genis
bir cihaz grubu girmektedir (Cizelge 2.1.). Yaklasik olarak 11.000’in Uzerinde farkl
urin ve teknolojiyi kapsamaktadir. Ayrica nanoteknolojinin saglik alanindaki
uygulamalari olarak tanimlanan nanotip alaninda; hastaliklarin teshisi, tedavisi ve
onlenmesinde kullanilan nanoboyuttaki malzeme, aygit/ara¢ ve sistemler de bu
sektdr icinde yer almaktadir. Diger taraftan rejeneratif tip ve doku muhendisligi
aranleri de bu sektor icinde genis bir yer tutmaktadir.



Cizelge 2.1. Medikal cihazlara dérnekler

Anestezi makineleri ve
monitorleri

Tibbi tani gorunttleme
ekipmani

Tibbi tani kit ve testleri

Apne Monitorleri

Diyalizorler

Diyaliz makineleri

Protez gozler

Elektrokoterler

Enteral beslenme sistemi

Protez uzuvlar

Endoskoplar

Engelli ekipmani

Kan transfluzyon ve
filtrasyon cihazlari

Cerrahi eldivenler

Hidrosefali santlar

Go6gus implantlar

Fetal monitorler

Hasta pedleri

Kardiyak monitérler

isitme cihazlar

inflizyon pompa ve
setleri

Kardiopulmonar bypass
cihazlari

Kalp kapaklari

idrar sondalari

Klinik termometreler

Hasta yataklari

Damarici kateter ve
kanuller

Kondomlar

Ameliyat masalari

Laboratuar donanimi

Kontakt lensler

X-Ray goruntuleme
cihazlari

Bobrek tasi kirma cihazi

Bilgisayarli Tomografi Pacemaker cihazi Tibbi lazerler
Cihazi
Defibrilatorler Fizyoterapi donanimi Tibbi tekstil

Discilik ekipmani

Ortopedik ayakkabilar

Ortopedik implantlar

Radyoterapi cihazlari

Bisturiler

Ozel oturma destekleri

Elektrosok cihazi

Stentler

Cerrahi aspiratorler

Cerrabhi iplikler

Enjektor ve igneler

Cerrahi el aletleri

Klipler ve zimbalar

Ultrason cihazlari

Solunum destek cihazlari

Yurameye yardimci araglar

Tekerlekli sandalyeler

Manyetik rezonans cihazi

Kemik cimentolari

Greftler

Korse ve Varis coraplari

Medikal cihaz ve malzemeler, insan vacudundaki canli dokularin iglevlerini yerine

getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler

olup, surekli olarak veya belli araliklarla vicut akiskanlariyla (6rnegin kan, idrar)

temas ederler. Bu malzemeler; uygulama alanlarina (Cizelge 2.2.), kullanildiklari

sisteme (Cizelge 2.3.),

uygulandigi

etkilesimine (Cizelge 2.5.) gbre siniflandirlabilir.

probleme (Cizelge 2.4.) ve doku ile




Cizelge 2.2. Medikal cihazlarin uygulama alanina gére siniflandiriimasi

intravaskiiler

Periferal kateterler (venoz, arteriyel)
Orta hat kateterleri
Santral venoz kateterler
Tunelsiz kateterler
Tunelli kateterler
Pulmoner arter kateterleri
Tamamen implante edilen portlar

Kardiyovaskiiler

Mekanik kalp kapaklari
implante edilebilen defibrilatérler ve ilgili cihazlar
Vaskuler greftler
Koroner stentler
implante edilebilen hasta monitorleri

Norolojik Cerrahi ile lgili
olanlar

Ventrikuler santlar
Kafa ici basing cihazlari
implante edilebilen nérolojik stimiilatdrler

Ortopedik

Eklem protezleri ve diger rekonstriktif ortopedik
implantlar
Spinal implantlar
Kirik fiksasyon cihazlari

Urolojik

Sisirilebilen penis implantlari

Kulak-Burun-Bogaz

Kohlear implantlari
Orta kulak implantlan

Oftalmolojik intra-okdiler lensler
Glakom tupleri
Dental Dental implantlar

Cizelge 2.3. Medikal malzemelerin kullanildiklari sistemlere gore siniflandiriimasi

Kullanildigi Sistem

Kullanilan Medikal Malzemelere
Ornek

iskelet Sistemi

Metal plak, vida

Kas Sistemi

Cerrahi iplik

Dolasim Sistemi

Kardiyovaskuler kateter

Solunum Sistemi

Oksijen maskesi

Bosaltim Sistemi

Uriner kateter, Uriner stentler




Cizelge 2.4. Medikal malzemelerin uygulandigi probleme gore siniflandiriimasi

Karsilagilan Problem

Kullanilan Medikal Malzemelere

Ornek

Yarali/Hasta Dokunun Degistiriimesinde

Kullanilan Materyaller

Yapay kalga protezi

Gorevini Yeterince Yerine Getiremeyen
Dokuya/Organa lyilestirmede Kullanilan

Materyaller

Kontak lens, gozluk, kalp pili

Doku lyilesmesine Yardimci Materyaller

Ameliyat iplikleri, doku iskeleleri, kemik

plakalari

Tedaviye Yardimci Materyaller

Kardiyovaskuler stentler, uniner

kateterler, lireteral stentler

Kozmetik Amagla Kullanilan Materyaller

Silikon, dig teli, hyaltronik asit

Cizelge 2.5. Medikal malzemelerin doku ile etkilesimlerine gore siniflandiriimasi

Biyomalzeme Tipi

Doku ile Etkilesimi

Biyomalzeme Ornekleri

Biyobozunur Yer Degistirme TCP (Trikalsiyum fosfat)
Biyoinert Mekanik Bag Ti, Al oksit yapilari
Biyoaktif Kimyasal Bag Hidroksiapatit

Insan saghgi igin tani-teshis ve tedavi basamaklarinda siklikla kullaniimakta olan
farkh

gelismelerin ortak bir paydada bulugmasiyla gelismektedir. Kimya, metalurji,

medikal cihazlar, bilimsel ve teknolojik alanlarindaki arastirma ve

malzeme, makine, bilgisayar ve elektrik-elektronik muhendislikleri gibi disiplinlerin
interdisipliner ortak galismalar yapmasiyla, medikal cihazlarin arastirma-gelistirme
basamaklari sekillenmektedir. Medikal cihazlar teknoloji ile birlikte gun gectikce
sorunlari da beraberinde

daha fonksiyonel hale gelmekte ancak bazi

getirmektedir. Bunlarin  baglicalari  kullanimlari  sirasinda ortaya c¢ikan

komplikasyonlardir. Bu komplikasyonlar cihazin tdrine, hastanin durumuna,
cerrahin basarisina gore degismekle birlikte yabanci cisim kaynakli medikal cihaz
enfeksiyonlari bu komplikasyonlarin basinda gelmektedir. Tez ¢alismasinin igerigi
nedeniyle ilerleyen boélimlerde bu komplikasyonlardan sadece medikal cihaz

enfeksiyonlarina yer verilecektir.




2.2. Medikal Cihaz Enfeksiyonlari

Medikal cihazlar kalici veya sureli olarak birgok hastaligin tedavisinde siklikla
kullaniimis ve modern tibbin kaginilmazlari haline gelmistir (Pye et al., 2009 ; Von
Eiff et al., 2005). Ancak ihtiyacin gerekliligine ragmen, yabanci materyal
kullanimindan kaynaklanan 6zel komplikasyonlara da neden olabilmektedir. Bu
komplikasyonlar yabanci cisim kaynakli enfeksiyonlar olarak isimlendirilmektedir
(Von Eiff et al., 2005). Yabanci cisim kaynakh enfeksiyonlar, kalici veya gegici
implantasyonla yerlestirilen medikal cihazlarla iligkili olan, lokal ve/veya kan

dolasimi enfeksiyonlari ile ilgili tim O6geleri kapsamaktadir.

Bakteriyel enfeksiyon tlrlerine sebep olan komplikasyonlar c¢ogunlukla
implantasyon esnasinda hastadan kaynaklanmaktadir, nadir olarak ise ameliyat ya
da klinik ekibi tarafindan da gerceklesebilmektedir. Hastanin kendine 6zgu
faktorleri, bulagsan mikroorganizmalar, cihazin tipine gore cihaz kaynakli

enfeksiyonlarin morbidite ve mortalite oranini degistirmektedir.

Yabanci cisim enfeksiyonlarina neden olan patojenler Gram pozitif, Gram negatif
bakteriler ile mantar kaynakli olarak siniflandiriimaktadir. Medikal malzemelerin
implantasyonu sonucu kargilagilan enfeksiyonlarin buylUk c¢ogunluguna insan
derisinde yaygin olarak bulunan Staphylococcus epidermidis ve diger koagulaz
negatif bakteriler neden olmaktadir (Von Eiff et al., 2005).

Enfeksiyonun gergeklesebilmesi igin on kosul medikal cihaz Uzerine bakteri
yapismasinin gerceklesmesidir (An and Friedman, 1998). Bu fenomende ilk
basamak bakterinin cihaz ylzeyine elektrostatik, hidrofobik ve sterik etkiler gibi
fizikokimyasal etkilesimlerle gerceklesen ve geri donlUsumllu olan tutunmasidir
(Razatos, 1998). Ancak yluzeye tutunan bakterinin doku proteinleriyle etkilesimleri
ve platelet aktivitasyonu ile cihazin gevresindeki yuzey oOzelliklerinin degisimi
sonucunda bu tutunma geri donusumsuz bir hal alir. Bakterilerde bulunan ve
“adezin’ler olarak adlandirilan spesifik baglanma bdlgeleri fibrinojen, fibrin,
fibronektin, vitronektin, laminin ve kolajen gibi serum ve doku proteinleriyle
etkilesime girerek geri déntisumsiz biyofilm olusumunu baglatirlar (Jansen and
Peters, 1993).



Yabanci cisime karsi ortaya c¢ikan doku cevabi ilk akut donemde iyilesme
mekanizmasinin dogal bir pargasidir ve serum ile doku proteinlerinin yabanci
cihaz gevresinde birikmesi ve bir kapsul olusturmasiyla gergeklesir. Bu sirada
bakteriler ve konakgi hicreleri cihaz etrafina yerlesebilmek igin bir yarisa baslarlar

ve eger bu yarigi bakteriler kazanirsa iyilesme sureci tehlikeye girer.

Biyofilm genellikle bir yizeyde yapilanmis ve siklikla da bir salgi icinde bulunan
bakteri toplulugu icin kullanilan bir terimdir. Bakteri daha kuvvetli bir tir oldukca
protein, polisakkarit ve glikoproteinlerden olusan bir salgi ya da ekzopolimer
meydana getirirler ve bu salgilar bakterileri vicudun bagisiklik sisteminden
(antikor ve akyuvarlar) ve antibiyotik tedavisinden korur (Hyde et al., 1998).
Biyofilm icindeki bakterilerin serbest bakteri topluluklarina gore sterilanlara karsi
500 ila 1500 kat daha dayanikh olduklari bilinmektedir ve bu da biyofilm olusmus

medikal cihazin vicuttan ¢ikarilmasinin baglica sebebidir.

Cesitli medikal cihaz kullanimlarinda ilgili doku veya organda siklikla karsilagilan

komplikasyon ve insidanslar gizelge 2.6.’da verilmistir.

Medikal cihazlarda enfeksiyon olasiliginin dugurilmesi konusunda cihaza goére
ekstrinsik (harici) ve intrinsik (icsel) olarak tanimlanabilen yaklasimlar
gelistirilmigtir. Bu yaklagimlardan ektrinsik olanlarinda genel olarak steril kogullarin
iyilestiriimesi yer alir. Cihazin ¢ok dikkatli sterilizasyonu ve kullanimi ile preoperatif

ve postoperatif ddnemde profilaktik antibiyotik tedavisini icermektedir.

Medikal cihazlara intrinsik olarak yapilan iyilestirmelerde; cihaz dizayninin bakteri
tutunmasina direngli olarak yapilmasi, yluzeyde lokal doku ile entegrasyonu
hizlandirici ve bakteri itici bir 6zellikte kaplamalarin yapilmasi esastir (Reid, 1998).
Bakteri tutunmasini tamamen engelleyici bir kaplama icin ¢alismalar ginimuzde
halen devam etmektedir ve Ilubrikant iceren, fosfolipid ve heparin temelli

kaplamalar bakteri tutunmasina direng kazanmak i¢in denenen maddelerdendir.



Cizelge 2.6. Medikal cihaz enfeksiyonlari

| Medikal cihaz sinifi

lIgili Doku

Komplikasyon/insidans

I Haricilestirilmis cihazlar

Kardiyovaskuler
kateterler

Merkezi ventz
kateterleri
Hemodiyaliz erigimler

Yumusak doku, kan

Girisim bdlgesi enfeksiyonlari,
bakteremi, fungemi, endokardit,

S. aureus ve Gram negatif bolge
enfeksiyonlari, Enterik bakteriler ve
P. aeruginosa enfeksiyonlari

Endotrakeal tipler

Soluk borusu

Sinuzit, trakeit, pndmonik bakteremi,
nazotrakeal tiplerde orotrakeal
tiplere gore daha fazla travma ve
Gram negatif bakteri istilasi,
bagisiklik sistemi zayif hastalarda
mantar ve virus enfeksiyonlari

Peritonel sant ve
kateterler

Yumusak doku

Girisim bolgesi enfeksiyonlart,
peritonik bakteremi, %1 - %6 peritonit
riski, En yaygin olarak S. epidermidis
ve, S. aureus enfeksiyonlari

Uriner kateterler

idrar yolu

Sistit, prostatit, epidimit pileonefrit gibi
idrar yolu enfeksiyonlari, bakteremi,
%20 -%30 oraninda bakterilri, Basta
E. coli olmak tzere K. pneumoniae,
P. mirabilis ve Enterokok sp. Gram
negatif enfeksiyonlari. Kronik kateter
kullanimi sonucu P. aeruginosa gibi
antibiyotige direncli bakteri gelisimi.

Yara ortuleri ve suturlar

Yumusak doku

Sutur cevresinde enflamasyon ve
eksuda, deri enfeksiyonlari,
bakteremi, yanik vakalarinda ylksek
ve surekli enfeksiyon tehlikesi

1. implantlar

Kardiyovaskuler
implantlar, vaskiiler
greftler

Yumusak doku, kan

Greft cevresi enflamasyon ve ekstlida,
septik emboli, bakteremi, fungemi,
vaskdiler fistll, olarak S. epidermidis
ve, S. aureus enfeksiyonlari, Yiksek
morbidite ve Gram negatif ya da
anaerobik organizmalar ile yuksek
mortalite.

Kalp kapakgiklar

Kalp, kan

Endokardit, bakteremi, fungemi,
yuksek morbidite ve mortalite, %0,4 -
%2 enfeksiyon riski, Stafilokok ve
mikrokok enfeksiyonlari en yaygin
enfeksiyonlardir. Sonrasinda
streptokok ve Gram negatifler
yaygindir. %8 oraninda Candida ve
Aspergillus mantarlari enfeksiyon
yaratir.
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Yapay kalp

Yumusak doku, kan

Deprese doku cevabi, greft cevresi
enflamasyon ve eksiida, septik
emboli, bakteremi, fungemi, yuksek
morbidite ve mortalite, P. aeruginosa,
S. epidermidis ve C. albicans
enfeksiyonlari.

Kalp pilleri

Yumusak doku, kalp

Enflamasyon ve ekslida, endokardit,
bakteremi, fungemi, ylksek
morbidite, S. aureus ile septisemi
goralir.

Endovaskiler stent ve
endovaskiler greftler

Vaskiler intima

Bazi durumlarda S. aureus
enfeksiyonlari.

Dental implantlar

Dis eti, kemik

Periodental hastaliklar, gingivit,
Fusobakteri, Peptokok,
Peptostreptokok, Selenomonas,
Propionibakteri Aktinomis,
Bifidobakter ve Enterokok.

Noral implantlar ve
serebrospinal sivi

Noral doku ve
merkezi spinal sivi

Girisim bdlgesi enfeksiyonlari,
menenijit/ ventrikdlit (%2/%31
enfeksiyon orani), S. epidermidis ve,
S. aureus (%75 ve %25)
enfeksiyonlari. Peritonal santlarda
Gram negatif enfeksiyonlari.

Okdler implantlar,
lensler

Goz

Konjuktivit’/keratit, endoftalmit, goz igi
apse, %1 enfeksiyon orani. S.
epidermidis ve, S. aureus
enfeksiyonlari.

Ortopedik implantlar,
eklem implantlari

Kemik, yumusak
doku, eklem kapsiilleri

Septik artrit, eklem enfeksiyonu,
osteomyelit, bakteremi, %1-%2
enfeksiyon orani, S. epidermidis gibi
Gram pozitif enfeksiyonlar.

Kirik/gatlak Kemik, yumusak doku | Acik kiriklarda %26- %40 enfeksiyon
sabitleyiciler orani, S. aureus basta olmak Uzere
Proteus, E. coli, Streptokok,
Pseudomonas, Klebsiella ve
enterokok enfeksiyonlari.
Rekonstriktif cerrahi Yumusak doku implant cevresi enflamasyon ve
Yumusak doku ekstida, S. aureus ve nadiren
implantlari mukobakteri enfeksiyonlari.
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Malzeme Uzerinde trombus olusumunun engellenmesi de bakteriyel tutunmanin

azaltilmasi konusunda bir yaklasim olarak kabul edilebilir; c¢unku trombus

olusumunda gorevli olan fibrinojen ve fibrin gibi proteinlerin implantasyon
bdlgesine azaltilmasi ile bakterilerin bu proteinlere baglanacak adezinlerinin
etkilesime girememesi ve de yuzeye birikmemesi saglanabilir. Bu yuzden
trombodirencli yluzeylerin ayni zamanda bakteri tutunma direngli yuzeyler olarak

da tanimlanabilmesi mimkun olabilir (Helmus, 1995).

Cihaz icine doku entegrasyonunun gerceklesmesi de bakteriyel tutunmay azaltici
bir yaklasim olarak éngoérilebilir. Cunkl doku tarafindan hizli bir sekilde kabul
edildikten sonra cihaz Uzerinde bakterilerin tutunmasi igin bir substrat bdlgesi

kalmaz.

Medikal

Ozetlenmigtir. Genis spektrumlu kimyasallar ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal

cihazlara uygulanabilen antimikrobiyal teknolojiler c¢izelge 2.7.de

ajanlar cihaz rezervuarlarina ve tuplerine eklenebilir veya cihazlar dncesinde bu tip

gOzeltilere daldinlabilir,

uygulanabilir.

polimer

bilegsene karigtirilabilir,

kaplama halinde

Cizelge 2.7. Medikal cihazlar i¢in antimikrobiyal teknolojiler

Teknoloji

Antimikrobiyal Ajan

Cihaz

Antimikrobiyal ekleme

Taslyici rezervuara
klorheksidin, hidrojen
peroksit gibi antimikrobiyal
¢ozelti eklenmesi

Uriner toplama ¢antalari ve
tlpleri

Onceden antimikrobiyal
¢cozeltiye batiriima

Antibiyotik ¢cozeltiler

Kateterler, kalp
kapakgiklari, ortopedik
implantlar

Antimikrobiyal katma:
yuzey kaplama

Povidon iyodin, metalik
gumus, antibiyotikler
(penisilin ve sefalosporin)/
surfaktan; gimusstlfadiazin
galvanik gimus salimi,
antimikrobiyal peptidler

Uriner kateterler,
Kardiyovaskuler kateterler,
perkutan konnektorler,
kardiyovaskuler ve
yumusak doku implantlar

Antimikrobiyal katma:
matriksten salim (polimer
icine karismig)

GUmdusgsulfadiazin, gimus
oksit veya tuzlari, galvanik
gumus salimi (gumus ve soy
metal), antibiyotik/antibiyotik
kombinasyonlari

Yara ortuleri, Griner
kateterler, kardiyovaskuler
kateterler, perkitan
konnektorler, hidrosefaloz
santlar
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Antimikrobiyal iceren cihaz terimi, biyoaktif ajanlarin daha yavas bir surede ortama
verilmesiyle tim vicuda etki etmeden, yani sistemik bir etki gostermeden,
ortamdaki biyolojik etkilesimleri dizenlemeye yardimci cihazlar i¢in kullanilabilir.
Cihazlardan ortama salinacak olan antimikrobiyal bilesenler hem c¢evredeki
mikrobiyolojik olusumlari dldurecek kadar etkili hem de gevre dokularda sitotoksik
bir etki yaratmayacak oranda olmalidir. Genis spektrumlu pek ¢ok antibiyotigin

efektif fakat ayni zamanda ylUksek dozlarda sitotoksik oldugu bilinmektedir.

Antimikrobiyal etkin madde iceren cihazlar, etkin madde bir surfaktan ile
kaplanmig veya etkin madde (antimikrobiyal ajan) polimer matriks igine dagitiimis
olarak siniflandirilabilirler. Matriks igcine dagitimis olanlar daha fazla aktif ajan
icerebilir ve daha uzun salim surelerine sahip olabilirler. Her iki tipe sahip ornekler

de cizelge 2.8.de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 2.8. Antimikrobiyal iceren cihazlar

Cihaz Teknoloji
Kardiyovaskiler ve yumusak doku Metalik gimuis kaplamalari, antibiyotik
implantlari (penisilin ve sefalosporin) ¢ozeltide ve

surfaktanda bekletme

Kemik ¢imentosu Kemik ¢cimentosuna antibiyotik karigtiriimasi

Yara ortuleri Polimere klorheksidin karistiriimasi, polimere
ya da adhesif tabakaya povidon-iyodin
kaplama veya karistiriimasi, antibiyotik
(penisilin ve sefalosporin) surfaktan, polimere
antibiyotik (gentamisin ve klindamisin)
karistirilmasi, gimus tuzlu hidrojel yara
ortuleri,

Uriner kateterler Povidin-iyodin kaplamalar, polimere gimus
karistirilmasi, metalik gumus kaplamasi

Merkezi venoz kateterleri Polimere galvanik gimus karistiriimasi,
metalik gimus kaplamasi

Hidrosefal6z santlar Polimere antibiyotik kaplamasi

Peritonal ve diyaliz kateterler Antibiyotik (penisilin ve sefalosporin)
surfaktan

Perkutan konnektorler Kolajen matrikste gumus tuzlari katkilanmasi
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2.2.1. Ureteral stentler ve enfeksiyon

Ureteral stentler, bobrek ve mesane arasinda Ureter bolgeye yerlestirilen dar, igi
bos ve delikli plastik tlplerdir (Sekil 2.1.). Ureteral stentler Grolojik cerrahi
girisimler, Uriner sistem tas hastaligi, Urolojik maligniteler ve diger nedenlerle
(abdominal lenfoma, batinda ankiste kitle, serviks ve over CA, rektum CA) klinikte
yaygin olarak kullaniimaktadir. Kullanilan stentin fiziksel formu ise hastanin rahati
ve tibbi durumunun kosullarina gore secilmektedir. Ancak genellikle stentin sabit
kalabilmesinini saglayan iki ucu kivrik Double J (DJ) veya pigtail olarak
adlandirilan stentler kullaniimaktadir. DJ stenler (Sekil 2.1. (C)) Ureterdeki idrar
pasajini acik tutabilmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu stentler kullanilan
materyale bagli olarak 3 ile 8 ay arasinda dureterde kalabilmektedirler

(Desgrandchamps et al., 1997).

A p. || B eoerex -

STENT

URETER
MESANE

URETER
ACIKLIGH

5 mm

A

20 cm

Sekil 2.1. Uriner stentlere érnekler. A) Uriner sistem stentleri, B) Uriner stentin
(Double J) viucut igerisindeki anatomik gorunttsui, C) Double J stent ve enine kesiti
(Waters et al, 2008).

Ticari Ureteral stentlerde altin standart olarak kullanilan malzemeler silikon ve
politiretandir (Percuflex®, Tecoflex®, Hydrothane®, Sof-Flex® vb.). Polimerik
malzemelerin kullaniminin daha yaygin olmasinin nedeni diger malzemelerden
daha inert bir dogaya sahip olmasidir (Beiko et al., 2003; Venkatesan et al., 2010).

Kisa donem kullanimlar icin politretan, uzun dénem kullanimlar igin ise silikon
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stentler tercih edilmektedir. Kullanilan materyallerdeki farkliliklar, doku ile

etkilesimde kismi farkliliklar géstermektedir.

Ureteral stent uygulamasinda, hastaligin etyopatogenezine, stentin yapisina bagl
olarak uzun sureli kullanimlar sonrasinda bazi komplikasyonlar goérulmektedir.
Enfeksiyon, hematiri, migrasyon ve tas olusumu, bunlarin belli basli olanlaridir.
Urolojik implantlarda olugsan taglasma sadece tikanmaya degil (Milroy and
Chapple, 1993; Squires and Ghilti, 1995), ayni zamanda enfeksiyona da yol
acgmaktadir (Brehmer and Madsen, 1972). Stent uygulandiktan bir haftadan daha
kisa bir sure igcinde yetigkin hastalardaki bakteriyel kolonizasyon hizi % 28’den
% 90’a ve Uriner enfeksiyon ise % 7’den % 34’e artis gostermistir (Ben-Meir et al.,
2009).

Urolojik implantlara tutunan bakteriler (E. coli, P. mirabilis) genellikle (reaz-
pozitiftir, ortamin pH’sini arttirarak kristallesmeyi baglatir ve struvit ve diger kristal
yapilarinin olusumunu hizlandirarak tas olusumuna neden olur. Hesse ve ark.
taslasmanin in vitro ortamda 8.5°den buyuk pH degerlerinde gergeklestigini in vitro
tekniklerle gdstermislerdir (Hess et al., 1994). Taslasma prosesinde Ca** ve Mg?*
iyon konsantrasyonlari 6nemli yer tutar. Ca** ve Mg?* iyonlari termodinamik olarak
magnezyum amonyum fosfat hekzahidrat (struvit) ve kalsiyum fosfat (hidroksi
apatit) yapilarinin ¢ézindrlik GrinG olarak ortaya cikar. Uriner tuzlarin ¢ézinGrlik
sinirint agmasi, pH’nin yukselmesi, iyon konsantrasyonunun artmasi, dolayisiyla
iyon bulutlarinin olugsmasina ve kristal yapilarin ¢okmesine neden olur (Edin-
Liljegren et al., 1994; Reid and Busscher, 1998).

Taslasma olusumu biyomalzeme ylzeyinin enerjisine ve idrar bileseni ile
sicakhdina bagli olarak protein adsorpsiyonu ile baslar ve film tabakasinin
olusmasiyla devam eder. Daha sonra bakterilerden gelen organik molekuller
protein altyapisi Uzerinde birikmeye baglar (Costerton et al., 1987; Elves and
Feneley, 1997) ve ardindan bakterilerin yaklagsarak yapigmasina neden olur. Bu
noktadan sonra proses geri donusumsuzdir. Daha sonra bakterilerin
¢ogalmasiyla, kolonilesme ve biyofilm olusumu gergeklesir (Sekil 2.2.). Biyofilm,
mikroorganizmalar ve ekstraselltler urunlerin kati bir yuzey Gzerinde toplu halde

yapilasgtiklari olugsumlardir. Bu olusum kateter Gzerinde, drenaj boslugunda ve
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ureoepitelyum bdlgesinde goérilebilir.  Biyofilm yapilari igerdigi proteinler,
glikoproteinler, elektrolitler ve karbonhidratlardan kaynaklanan net bir negatif yike
sahiptir (Christensen et al., 1989; Pearle and Roehrborn, 1997). Biyofilm yapisinin
kalinhg! transfer etkinligi, akiskanin surtinme direnci, oksijen ve besinlerin
transferinden etkilenir (Koch 1990; Schierholz et al., 1999). Bakteriler
ekzopolisakkarit yapinin i¢inde immobilize olur ve Ureaz uretmeye baglarlar
(Santin et al., 1999). Idrarda ve biyofilm gevresinde amonyum iyonlarinin Gretimi
ile pH degerinin artmaya baslamasi, Ca?* ve Mg?* iyonlarinin matriks yapisina
cekilmesi ve dusuk ¢ozunlrlige sahip kalsiyum fosfat ile struvit yapilarinin
olusumuyla kristal yapilarin ¢okelmesi ve kristal yapilanmanin kendi kendine

bayUmesi ile taglasma olusur (Schierholz et al., 2002).

% Yiizey Filmi
K

s

7 Poliliretan Stent Yiizeyi

Kondiisyon filmi

! Substrat
iyon bulutu

Sekil 2.2. Biyofilm olusumunun sematik gosterimi. A) Plazma proteinlerinin stent
ylzeyine adsorpsiyonu ve iyon bulutlarinin stent ylzeyine tutunmasi (1), serbest
haldeki bakterilerin stent ylizeyine tutunmasiyla birlikte bakteri tarafindan biyofilmi
olusturacak hucredisi polimerik malzemenin sentezlenmesi (2), artan pH ve Ureaz
aktivitesi sonucu stent ylzeyinde kristalizasyonun baslamasi (3,4) ve stent
yuzeyinde biyofilm ve kristal yapinin olgunlagsmasi ile taslasma probleminin
olusumu. Stent ylzeyinde artan bakteri sayisi, kristalizasyon ve biyofilm olusumu
sonucunda bakterilerin yeni ylUzeylere yapismak Uuzere tekrar serbest hale
gecmesi (5). B) Uriner stent yiizeylerinde meydana gelen biyofiimin sematik
gOsterimi.

Taslasma ve beraberinde olusan enfeksiyonlarin tedavisinde sistemik antibiyotik
kullanimi bu mikroorganizmalarin direng gelistirmesi ile etkisiz kalmistir. Ureteral
stentlerde silikon ilk jenerasyonun urini (1960) olmakla birlikte bu stentlerin
yuksek surtunme katsayisina sahip olmasi ve i¢ gapinin kisitli olmasi nedeniyle
dusuk drenaj verimliligi (Hofmann and Hartung, 1989) ve migrasyon gibi sorunlar
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yasanmaktadir. Yuzey O&zelliklerinden dolayr poliGretana kiyasla struvit ve
hidroksiapatitten olusan taslasmaya daha direngli (Tunney et al., 1997) olsa da
stentin ortalama tikanma omru yaklagik 47 saat olarak olgulmuagstur (Morris and
Stickler, 1998). Poliuretana nazaran bakteri tutunmasi ise daha fazladir (Tunney
and Gorman, 1996). Daha sonraki donemde (1970’ler) silikon yerini polietilene
birakmigtir ancak bu polimerin Uriner ortamdaki kararsizligi erken dénemde stent
uzerinde catlaklara yol agmigtir. 1980 yilindan sonra Ugluncu jenerasyon olarak
ustiin Ozellikleri nedeniyle poliiretan stentler kullanilmaya baslanmis olup
gunumuzde en yaygin kullanillan stent materyali olarak yerini almigtir. Ancak
poliiretan stentlerin en énemli komplikasyonu ise taglagsmadir. Bununla birlikte
poliuretan yuzeyler bakteri tutunmasina ve protein adsorpsiyonuna da egilim
gOstermektedirler (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Taslasma olusmus stent goruntuleri. A) 196 Gun sonra 58 yasindaki
erkek hastadan izole edilen Urolojik stent ylzeyinde meydana gelen taslasma
(Waters et al.,, 2008), B) DJ stent yuzeyinde meydana gelen taslasma (Laube,
2007).

Stent Ureticileri ve arastirmacilar, stentlerdeki taslasma ve enfeksiyonu dnlemek
icin yeni nesil stentlerde ideal materyal kompozisyonunu aramak vyerine
calismalarini mevcut stentlerde (politretan ve silikon) antibakteriyel ylzey
kaplama stratejileri Gzerine yogunlagtirmislardir. Ozellikle stent yiizeylerinin
kaplama yoluyla fonksiyonellestiriimesi en belirgin gelisme olup c¢alismalar bu
yonde devam etmektedir (Al-Aown et al., 2010). CuUnkd polilGretan ve silikon
biyomedikal alanda oldukg¢a ¢ok kullanilan, biyouyumlulugu bilinen polimerlerdir.
Ureteral stentlerde ylizey modifikasyonu yapilirken segilen ydntemlerde; bakteriyel
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tutunmanin onune gecilmesi, bakteriyel Uremenin inhibe edilmesi, bakterilri
baglangicinin geciktiriimesi, taglasma olusumunun ya da tikanmanin geciktiriimesi

veya engellenmesi Uzerine ¢alismalar yapilmistir.

Biyofilm olusumunu engellemek igin cesitli antibiyotikler, bazi kuaterner amin
gruplari ve gumus iyonlari antibakteriyel ajan olarak stent yuzeyine klasik
yontemlerle kaplanmig ve stent ylzeyinden salinarak belli bir sire etkili olmuslar
ancak derisimlerinin azalmasiyla birlikte taslasma ve enfeksiyon yeniden
gelismigstir. Diger taraftan polimerik stent yapilarinda biyouyumlulugu arttiracak,
stent ile Ureter arasindaki surtinmeyi azaltabilecek, ¢6zinmeyen, hidrofilik ve
hidrofobik polimerler (kitosan, PVP, heparin) kullanilarak c¢esitli ylzey
modikasyonlari gerceklestiriimigtir. Bu galismalar etkili bir antibakteriyel kaplama
icin yeni kaplama malzemeleri ve teknikleri Uzerine hizla devam etmektedir ve

gelismeler agagida ve literatlr kisminda verilmistir.

2.3. Poliiiretan Ureteral Stent Modifikasyonlari

Uriner stentlerde taslasma ve enfeksiyonu dnlemek igin bircok farkl materyal ve
yontem denenmistir. Stentlerde modifikasyon saglamak igin; antibakteriyel
kaplamali yuzeyler, hidrofilik/hidrofobik yulzeyler, karbonca zengin materyaller,
biyobozunur materyaller, ylksek biyouyumluluga sahip materyaller, protein
asllanmis yuzeyler ve dusuk ylzey enerjisi elde edilen sistemler kullaniimigtir. Bu

gelismeler agagida verilmistir.

2.3.1. Gumius kaplamalar

Stentlere antibakteriyel 6zellik kazandirmak igin birgok metal iyonu (Ag(l), Cu(ll),
Zn(ll), Al(l), Fe(lll) vb) stent malzemesinin igine katllarak kompozit
olusturulmustur. Ancak metal iyonlarinin belirli bir deger Uzerinde toksik etki
gostermesi kullanimlarindaki en buyUk problemdir. Bu metaller arasinda gumus
gucgli  antibakteriyel 06zellige sahip olmasi nedeniyle implant kaynakh
enfeksiyonlarin giderilmesinde 1950 yillarindan itibaren yaygin olarak kullaniimig
ve enfeksiyon oranini disurdigu savunulmustur (Winson, 1997). Ancak gumus
kaplamali Uriner stentlerin etkileri birgok arastirmaci tarafindan arastiriimis ancak

sonuglar farkhlik géstermistir (Liedberg and Lundeberg, 1990; Saint et al., 1998).
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Bu sebeple gimus kaplamali driner stentlerin uygulandigi bélgede bakteriye bagl
olarak enfeksiyon gelismesinde, stentin uygulama slresinin ve uygulama yapilan
Kisinin cinsiyetinin 6nemli etmenler oldugu belirlenmistir (Saint et al., 1998).
Gumus kaplamali stentlerin kisa sureli uygulamalarda daha basarili oldugu
belirlenmistir (Thibon et al., 2000). GUmusun uzun dénem etkileri icin hidrojel
polimer yapilari ile birlikte uygulanmasi denenmistir (Lawrence and Turner, 2005).
Hidrojel/gumus kaplamali politretan, hidrojel kaplamal polidretan, silikon
kaplamali latex ve tamamen silikon materyaller Proteus mirabilis bakterisinden
kaynaklanan enfeksiyona bagli gelisen taslasma oranlari karsilastirildiginda en
basarili sonu¢g tamamen silikon yapida goézlenmistir. Ayrica Morris ve Stickler'in
(Morris and Stickler, 1998) yapmis oldugu bir ¢alismada antibakteriyel gumus
kaplamali Uriner implantlarda, kaplamasiz silikon olanlara oranla daha hizli ve

fazla miktarda tas olusumu goézlendigi belirtilmistir.

2.3.2. Antibiyotik kaplamalar

Urolojik poliliretan implantlara antibakteriyel 6zellik kazandirma calismalarinda
antibiyotiklerin (safadroksil, sefamandol, vankomisin, siprofloksasin, gentamisin
vb.) kullanildi§i calismalar mevcuttur (John et al., 2007). Ornegin; poliliretan
yuzeyine rifampisin/minosiklin yuksek konsantrasyonda kaplanmasina ragmen
yuksek sayida bakteri tespit edilmistir (Schierholz et al., 2002). Bunun nedeninin
antibiyotiklerin yuzeye immobilize edildiklerinde yuzeye temas eden vicut sivisinin
surekliligi ve degiskenliginden dolayl istenen etkiyi gosteremedigi seklinde
aciklanmigtir. Diger taraftan antibiyotik kullaniminda kargilagilan en buyuk
problemin biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antibiyotige karsi yiksek direng
kapasitesine sahip olmasidir (Cadieux et al., 2009). Antibiyotiklere direng saglayan
bakterilerin gelismesi ile beraber ilag diginda kullanilan gimus ve bakir gibi
antiseptiklere de bagisiklik gelistiren turler de ortaya ¢ikmaktadir (Cooksey, 1993;
Silver et al.,, 2006). Bu yuzden yuzeyle temas halindeyken herhangi bir
antibakteriyel ajanin yardimina gerek kalmadan bakterisidal 6zellik gosteren bir
mekanizmanin yararl olabilecedi dusunulmektedir (McCubbin et al., 2006; Silver
et al., 2006).
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2.3.3. Kuaterner amonyum tuzlari

Kuaterner amonyum bilesiklerinin polilretan yuzeye immobilize edilmesiyle
(McCubbin et al., 2006; Sivakumar et al., 2010) veya kuaterner amonyum gruplari
iceren kimyasallarin politretan zincir yapisina katilmasiyla (Kébir et al., 2007; Luo
et al., 2010) antibakteriyel 6zellik kazandirilmasi hedeflenen ¢alismalar mevcuttur.
Polimer zincirlerine kovalent olarak baglanan ve bir bileseni de 8 karbondan daha
uzun alkil zincirleri olan kuaterner amonyum tuzlarinin bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalarin hucre c¢eperleriyle temasa gectigi anda yapilar yirtarak
sitoplazmanin digari akmasina neden oldugu ve bakterilerin canhligini yitirdigi
bildirilmistir (Silver et al., 2006; Zhu et al., 2009). Yapilan ¢alismalarda kullanilan
tuzlar Gram negatif bakterilere kargi daha efektif olmak Gzere hem Gram negatif
hem de Gram pozitif bakterilere kargi etkili oldugu goériimustir. Klinikte ortaya
clkacak bakteri konsantrasyonu dnceden tahmin edilemeyen ve bakteri dldirme
etkisi dogrudan dogruya Uzerinde bulunan karbon sayisi ile alakali olan kovalent
bagli kuaterner amonyum bilegiklerinin in vivo kullanimi hala arastiriimaktadir
(Silver et al., 2006; Zhu et al., 2009). Ayni zamanda kuaterner amonyum tuzlarinin

temas esnasinda konak hicrelerine zarar vermesi de olasidir.

2.3.4. Hyaluronik asit

Literaturde hyalUronik asit tuzlarn cekirdeklesme, kimelesme ve agregasyonunu
onleyici bir glikozaminoglikan olmasindan 6tira polilretanlara kaplama materyali
olarak kullaniimistir. Plazma ile aktif hale getirilmis PU yluzeylerde, hyalUronik asit
ile modifiye edilmis silikona gbére daha az taslasma olusmustur. Plazma
mudahelesi ile hyalUronik asit esteri ve polimer yluzey arasinda kovalent bir bag
olusumu saglanmigtir. Yontem hidrasyona egilimli oldugundan dusuk protein
adezyonu ve dolayisiyla daha az bakteri-hicre adezyonuna yol ac¢tigi rapor
edilmistir (Choong et al., 2000) . In vitro sonuglar modifikasyonun biyouyumlu

oldugunu sdylese de sonuglari test edecek bir klinik ¢calisma bulunmamaktadir.
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2.3.5. Politetrafloroetilen (PTFE)

PTFE (Teflon) kaplamal Uriner malzemeler, teflon malzemelerin disik surtinme
kuvveti ve kendiliginden kaygan o6zelliklerinden dolayr 1960’ yillarda hastalarin
konforunu arttirmak igin ortaya ¢ikmistir (Lee and Neville, 1971; Pomfret, 2000).
PTFE kaplamali materyallerin enfeksiyon ve taglasma olugsumuna etkisinin
arastinldi§i ¢alismalarda, ilk olarak PTFE yulzeyinin purtzstiz ve hidrofobik
yapisindan dolayi taglagma olusumunu azaltici etki gosterebilecegi dugunulmugtur
(Lawrence and Turner, 2005). Ancak daha sonraki ¢calismalarda PTFE yuzeyinin
purizsuz olmasinin yani sira karakteristik olarak belirli noktalardan catladigi
anlasiimistir. Yapilarda olusan catlak kaynakh ara bosluklarin da bakterilerin
rahatca tutunabilmesine, dolayisiyla da enfeksiyon ve taslasma olusumuna yol

actigi bildirilmigtir (Brannon-Peppas, 1997; Cormio et al., 2000).

2.3.6. Heparin

Glikozaminoglikanlar, kristallesmeye karsi dogal inhibitérlerdir ve Uriner bilesiklere
baglanarak kristallerin baylime noktalarinda blokaj saglarlar (Angell and Resnick,
1989; Yoshimura et al., 1997). Heparin en yluksek negatif yuk yogunluguna sahip
glikozaminoglikandir. Ayrica bilinen en kuvvetli kristallesme inhibitoru olan biyolojik
molekuldur (Hildebrandt et al., 2001). Polilretan stent ylizeyine uygulanan heparin
kaplama, yuzeyde yapismayi Onleyici, biyofilm olusumunu ve taglasmayi azaltan
etki gostermistir. Bu nedenle heparin kaplamali stentlerin 10-12 ay sureyle
uygulama suresine sahip olabilece@i distnulmustir (Cauda et al., 2008). Ancak
heparin kaplamanin bakteri tutunmasina karsi inhibe edici 6zelligi in vitro olarak
kanitlanamamigtir (Lange et al., 2009). Heparin kaplama, vaskuiler malzemelerde
ve Urolojide bakteriyel adhezyonu dnlemek igin (Appelgren et al., 1996), Urolojik
stentlerde de taslasma ve biyofilm olusumunu engellemek icin kullaniimistir (Riedl
et al., 2002; Cauda et al., 2008). Ancak urolojik stentler Uzerinde heparin kaplama
kullanilmasi, bakteri tutunmasini ve taglasmayi engelleyememistir. Buna sebep
olarak da stent uygulanan bdlgedeki bakteri ve protein cesitliligi gosterilmistir
(Lange et al., 2009).
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2.3.7. Hidrofilik film kaplamalar

Hidrofilik film kaplamalar, sivi absorbsiyonu sonucu siserek temas ylzeyinde
puartzltligu ve kayganligi arttiran ince bir film tabakasi olusturmaktadir. Bu
nedenle ¢ozunmeyen hidrofilik kaplamalar stent Ureticilerin son yillarda gbézde
metodu olmustur. AQ, Lse, Cook Urological; SL-6 (Applied Medical, CA, USA) ve
HydroPlus (Boston Scientific, MA, USA) urunlerinde (Liatsikos, Kallidonis et al.
2010) LubriLAST DJ (patent no: US 6,238,799; US 6,866,936) polimerik
kaplamay! tercih eden ureticilerden bazilarndir. Ancak bu teknolojik gelismelere
ragmen hidrojel kaplamali Ureter stent uygulamalarinda da farkli sonuglar ortaya
cikmistir (Nakagawa et al., 1994; Young et al., 1998). Ornegin; Desgrandchamps
ve ark. tarafindan yapilan calismada Ure igerisinde bekletiimis 5 farkh stent
yapisinin goruntuleri incelendiginde en ¢ok taslasmanin hidrojel kaplamali stentte

gOzlendigi belirtiimistir (Desgrandchamps et al., 1997).

Ayrica Chen ve ark. tarafindan 2007 yilinda yapilan c¢alismada hidrojel
kaplamasina bagl olarak poliuretan yuzeyin protein absorbsiyonu ve taslasma
olusumunun azaldigi belirtilmistir. Farkli bir calismada ise sisen hidrojel yapisinin
icine, kristal yapilarinin yerlestigi ve tas olusumunun arttiyi savunulmustur. Cesitli
ticari ornekler ile hidrojel kaplamali C-Flex stent Gzerindeki kristal yapinin kalsiyum
ve magnezyum konsantrasyonlari karsilastirildiginda da hidrojel kaplamali C-Flex
stent hem kalsiyum hem de magnezyum konsantrasyonunda maksimum degere

sahip bulunmustur.
2.3.8. Karbon

Plazma ile depozit olusturulan elmas benzeri amorf karbon kaplamalar karakterize
edildiklerinde ¢ok iyi derecede biyouyumlu olduklari saptanmistir. ilk olarak 10
hasta Uzerinde yapilan bir ¢alismada bu islemin uygulandidi stentlerden umut
vaadedici sonuglar elde edilmistir. Stent srtinmesinde, biyofilm olusumunda ve
taslasmada azalma tespit edilmistir (Laube et al., 2007). Ancak bu yeni kaplama
yonteminin basarili olup olmadigina karar vermek igin ¢ok daha fazla sayida hasta

gruplari ile galisma yapmak gerekmektedir.
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2.3.9. Polimerik yuzey modifikasyonlari

Biyomalzemelerin bulunduklari biyolojik ortamla olan etkilesimleri ylizey 6zellikleri
tarafindan belirlenmektedir. Bu sebeple, ana malzemenin mekanik ve fiziksel
ozelliklerinin degistiriimeden yuzey 6zelliklerinin biyouyumlulugu arttiracak sekilde

kontrol edilebilmesi, gelistirilen malzemenin performansi agisindan ¢ok énemlidir.

Organik film kaplamalar, polimerik ylizey modifikasyonlari, istenilen fonksiyonel
gruplarin  yuzeyde kolaylikla vyaratilabilmesi agisindan uygun ylzey
modifikasyonlaridir. Biyomalzemeler (zerine uygulanan ylzey modifikasyonlari,
daldirarak kaplama veya puskurtmeli kaplama gibi geleneksel kaplama
teknikleriyle uygulanabilecegi gibi antibakteriyel polimer zincirlerinin, farklh bir
polimerden meydana gelen malzeme vyilzeyine firca tipi asilanmasiyla
kopolimerlerin elde edilmesi seklinde de wuygulanabilir. Bu tip ylzey
modifikasyonlari, biyomalzemelerin biyouyumlulugunun saglanmasi amaciyla pek
¢ok calismada etkin bir bicimde kullaniimistir (Zhao and Brittain, 2000; Senaratne
et al., 2005; Goddard and Hotchkiss, 2007). Diger ylizey modifikasyon teknikleriyle
hazirlanan ylzeylerle karsilastirildiginda bu yaklasimla hazirlanan ylzeylerin daha
yuksek fonksiyonel grup derisimine sahip olmasi bu teknigin geleneksel yontemler
kargisindaki en 6onemli Ustunligudur. S6éz konusu yontem ile stent ylzeyinde
biyofilm olusumuna direng gdsterecek fonksiyonel gruplarin yaratilmasi uygun

polimer yapilari ile mimkandur.

2.4. Firga Tipi Polimerler

Firca tipi asilanmis kopolimerler bir yluzey veya ara yuzeye birer birer baglanan
polimer zincirlerinin bir araya gelmesiyle olusurlar. lyi faz ayrimlan sergileyen
asilanmis kopolimerler, termoplastik elastomerler, c¢arpmaya karsi direngli
plastikler, bir arada tutucular ve polimerik emilsufiyerler gibi ¢esitli uygulamalar igin
kullanilirlar. Dallanmis yapilarindan dolayi genellikle proses igin avantajli olan
dusuk erime viskozitesine sahiptirler. Asillanmig  kopolimerler yapisal
cesitliliklerinden dolayi (bilesim, omurga uzunlugu, dal uzunlugu, dal dagilimi, vb.)
yeni Ozelliklerinin arastirimasinda buyuk potansiyele sahiptir (Shinoda et al.,
2001).
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Firca tipi graft kopolimerler blok kopolimerlerden veya vyuzeyde var
olan/olusturulan fonsiyonel gruplara ugtan asilanmis polimerlerden hazirlanir.
Firca tipi graft kopolimerler duz, kolloidal, diz olmayan (garpik) yuzeylerden
asilanarak elde edildigi gibi bir polimer omurgasinin tekrar eden her bir biriminden

asilanarak sise fircasi (bottle-brush) (Sekil 2.4.) olusturacak sekilde de elde
edilebilir.
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Sekil 2.4. Sise firgcasi tipi polimerlerin sematik gosterimi (Shinoda et al., 2001).

Firca tipi graft kopolimerlerin hazirlanmasi icin iki farkli metot mevcuttur (Hu and
Zhu, 2005).

2.4.1. Fiziksel adsorpsiyon (Fizisorpsiyon): Fiziksel adsorpsiyonda bir diblok
kopolimer kullanilir. Bloklardan biri ylzeye guc¢lu bir sekilde tutunurken
(adsorblanirken) digeri firca tabakasi olusturmak icin ileriye dogru yonelir (Boyes
et al., 2003; Mori and Mduller 2003). Firga tipi asilanmis kopolimerler, Atom
Transfer Radikal Polimerlesmesi (ATRP) (Wang et al., 2005), yasayan anyonik
yuzey baslatici polimerizasyonu (Advincula et al., 2002; Neugebauer et al., 2003;
Qin et al., 2004), dispersiyon polimerizasyonu (Jayachandran and Chatterji, 2000),
sulu ortamda ATRP (Kizhakkedathu et al., 2004), Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir
transfer (RAFT) polimerizasyonu gibi sentetik metotlarla hazirlanmaktadirlar.

2.4.2. Kovalent baglanma: Polimer ana zincirine blyuyen zincirin baglanmasi ile
(Gévdeye Asilanma) veya asili fonksiyonel gruplara sahip bir makro baslaticidan
graftlarin polimerizasyonu (Gévdeden buyume) ile gergeklesmektedir.

2.4.2.1. Govdeye asilanma (Grafting to veya Grafting onto): Polimer ana
zincirine buylyen zincirin baglanmasi: Bu yontemde buylyen polimer zincirinin bir

bagka polimer omurgasina ya da dnceden fonksiyonlanmig bir yuzeye baglanmasi
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ile firca tipi graft kopolimerler elde edilir (Sekil 2.5.). Fonksiyonlu ylzeylere
poliiretan ylzeyler 6rnek olarak verilebilir. Substrat ylzey Uzerine, polimer
baglanmasinda, ¢ozelti i¢erisinde dnceden hazirlanmig bir polimer ve fonksiyonel

bir ug grup tepkime vererek reaksiyon olusumuna onculik eder.
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Sekil 2.5. Govdeye asilama tipi polimerizasyonun sematik gosterimi (Shinoda et
al., 2001).

Yaygin reaktif u¢ gruplara, tiyoller, silanlar ve izosiyanatlar 6rnek verilebilir.
Govdeye asilanma yaklasiminin dezavantaji, yuksek verimli bir yuzeyle, yuksek
molekuler agirlikli polimer zincirinin u¢ grup tepkimesinin zor olmasi ve bu
durumun graft yogunlugunu ¢odu zaman azaltmasi ve/veya polimer zincirlerinin

agregasyonuna sebep olmasidir (Hullin, 2005).

2.4.2.2. Govdeden biliyime (Grafting from): Gdévdeden buylume tekniginde
polimer zinciri fonksiyonlanmis ylzeyde buyur. YUlzey baslatici gorevini Ustlenir.
Bu yolla ylksek yogdunluklu firca tipi graft kopolimer elde edilebilir. YUzeyde
substratta baslatici grubun olusturulmasiyla baslar ve genellikle kovalent
baglanarak devam eder. Govdeden blyume yaklasiminda, ylizey baslaticilarinin
bir katmana dogru yuzeyden baglanmasiyla secilmis monomerlerin in situ
polimerizasyonu sonucu gergeklesir (Sekil 2.6.). Govdeden blyime yaklasimi
genellikle ylizeyde baslatilan polimerizasyonu (Surface-initiated polymerization-
SIP) kapsamaktadir. Cozelti icinde monomer serbest degilse polimerizasyon
sadece yuzeyde olugur. Ayni zamanda, yuzey baglaticisinin asilanma
yogunlugunun degistiriimesi ile polimer zincirlerinin asilanma yogunlugu
ayarlanabilir.  Kolloidal  kararliik,  biyomimetik  yuzeyler, organik ve
biyometaryellerin kromotografik ayrimi ve organik-inorganik nanokompozitler gibi

uygulama alanlarinda kullanilabilir (Hullin, 2005).
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Sekil 2.6. Govdeden buyume tipi polimerizasyonun sematik gosterimi (Advincula
et al., 2002)

Firca tipi graft kopolimer sentezinde uygulanan yodntemlerden bir digeri
makromonomerin homo veya kopolimerizasyonu (Grafting through) yontemidir. Bu
yontemde, makromonomerlerin homo ya da kopolimerizasyonu uygulanarak
fircalar sentezlenmektedir (Neugebauer et al., 2003; Hu and Zhu, 2005). Baska bir
metod da, asilama yoluyla ylzeye baglanmis monomerler ydntemidir. Bu
yaklasimda, bir substrat ylzeyin (zerine fonksiyonlanmis monomerlerin

tutturulmasi (baglanmasi) ile polimerizasyon uygulanmistir (Hullin, 2005).

Firca tipi graft kopolimer; bir ylzeye veya ara yuzeye bir ug ile baglanan polimer
zincirlerinin bir arada bulunmasidir. Kiresel pargaciklar, dizlemsel ylzeyler ve
dogrusal polimerlerden olugsan substratlar GUzerine asilanmig Urtinlere ait olan 3D,
2D, 1D firgalar olmak Uzere Ug¢ alt baslikta incelenebilir. Kimyasal bilesim ve
mimari agisindan polimer firgalar homopolimer fir¢alar, karigsik homopolimer
fircalar, blok kopolimer firgalar ve dallanmis polimer fircalar olarak da
siniflandinlabilir (Sekil 2.7.) (Mori and Mdller, 2003).

26



IRy s
3D VO S
"'._./5.} 1 |

AL ¢ !
. -a- ﬁ' .‘r-.- LT _ L _ T { ".
2D Gy s (PP P Y

\
£ .”: {

1D M
g = r

Sekil 2.7. Firga tipi polimerlerin siniflandiriimasinin sematik gésterimi (Advincula et
al., 2002)

Son zamanlarda firga tipi graft kopolimerin sentezi birgok uygulama alaninda
kullaniimaktadir. Bunlara, ilag salimi icin ila¢ tasiyicilar, nano-mikro litografi, doku
ve sistem muhendisligi, ylzey modifikasyonlari (friksiyon, adezyon, lubrikasyon
gibi) ve yuzey kayganlastiricilari, biyomimetik malzemeler, karbon nanotupler,
cevreye duyarli ve akilli (smart) materyaller, gbézenekli zarlar, organik ve
biyomateryallerin kromatografik ayrimi, mikroelektronik ve optik cihazlarin
fabrikasyonu, kolloid stabilizasyonu, agindirici iyon (ion etching), mikro ve nano
akiskanlar, optikal ve kimyasal sensorler 6rnek olarak verilebilir (Boyes et al.,
2004; Granville et al., 2004; Liu et al., 2004; Santer and Rihe, 2004; Hu, 2005;
Senaratne et al.,, 2005; Wang et al., 2005). Ayrica protein kromatografisinde
rekombinant  proteinlerin  saflagtirma  igslemlerinde  proteinlerin  dogal
konformasyonunun ve biyolojik aktivitelerinin korunarak ayriimasi iglemlerinde

firga tipi polimerler kullaniimaktadir (Senaratne et al., 2005).
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2.5. Polietilenimin

Bu tez kapsaminda geleneksel antibakteriyel yaklasimlara yeni bir alternatif olarak
kalici antibakteriyel etkiye sahip polimer zincirlerinin ylzeye asilanmasi ile
enfeksiyona direngli steril ylzeylerin gelistirimesi planlanmigtir. Bu amagla polimer

olarak polietilenimin segilmigtir.
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Sekil 2.8. Polietileniminin kimyasal yapisi

Polietilenimin (PEI), basta gen terapisi uygulamalarinda gen tasiyici polimerik
sistemler (Jeon et al., 2008; Shen et al., 2009; Fortune et al., 2011) olmak Uzere,
dental kompozitlerde (Beyth et al., 2006), protein tasima sistemlerinde (Zhang et
al., 2010) ve kemik yapisi hedeflenmis tasiyici sistemlerde (Zhang et al., 2007)
yaygin olarak kullanilan hidrofobik katyonik bir polimerdir. Bu polimerin etkili
antibakteriyel 6zelligi Klibanov ve arkadaslar tarafindan pek ¢ok calisma ile rapor
edilmistir (Tiller et al., 2001; Lin et al., 2002; Milovi et al., 2005; Wong et al., 2010).
Bu calismalarda, PEI immobilize edilmis yuzeyler Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichial coli gibi
hem gram pozitif hem gram negatif bakterilere karsi yiksek bir antibakteriyel
etkinlik sergilemiglerdir. PEI zincirleri immobilize edilmis ylzeyler bu bakterilere
kars! test edildiginde uygulanan bakterilerin yaklagik % 98’nin canhligini yitirdigi
tespit edilmistir. Ayrica, bu c¢alismalar 1siginda PEI'nin yiksek antibakteriyel
Ozelliginin korunabilmesi yuzeye kovalent baglarla baglanmig olan polimer
zincirlerinin birbirinden bagimsiz firga tipi asilanmig polimerler seklinde olmasi ile

mumkinddr.
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Bagimsiz haldeki hidrofobik polikatyon PEI zincirlerinin bakteri hlcrelerinin hicre
membranlarinin yapisini bozarak bakterileri yok ettigi dusinulmektedir (Tiller et
al., 2001). Ayrica, Chu ve arkadaslan tarafindan gercgeklestirilen ¢alismalar (Chu
et al., 2003) bu polimerin trombin katalizli fibrin olusumunu engelleyerek etkin bir

antikoagulan ozellik sergiledigini gostermislerdir.

Antikoagulan 6zellik gosteren heparin kapl yuzeyler, vaskuler protezlerde uzun
yillardan beridir kullanilmaktadir. Heparin kaplama sayesinde antikoagulan 6zellik
tasiyan yuzeylerin Uriner stentlerdeki taglasmaya kargi direnci in vivo ve in vitro
calismalarla arastirilmistir (Tenke et al., 2004; Cauda et al., 2008). Bu c¢alismalar
poliuretan bazli Uriner stentlerde antikoagulan 6zellik saglayan modifikasyonlarin
taslasma olugsumunu geciktirici etkileri oldugunu gostermistir. Bir antikoagulan
olarak heparinden ¢ok daha ekonomik bir alternatif olan PEI bu 6zelligine ek
olarak gucli bir antibakteriyel etkisi sayesinde biyofilm olusumunu engelleme

calismalari igin son derece cazip bir polimerdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez calismalarinda kullanilan (alifatik polieter) poliuretan (Tecoflex®-EG93A)
uriner stentler Geotek Medikal Ltd. $ti'nden temin edilmigstir. Ylzey modifikasyon
islemlerinde kullanilan malzemelerden metanol, toluen, trietilamin, kalay klortr,
PEI (Mw 750,000), PEI (Mw 2,000), potasyum hidroksit (KOH) ve bromohekzan
(Sigma-Aldrich, ABD), hekzametilen diizosiyanat (HMDI) (Alfa Aesar, ABD), ter-
amil alkol, triptik soy agar, Mac Conkey agar (Merck, Almanya) firmalarindan satin
alinmis ve herhangi bir islem uygulanmadan alindigi sekilde kullaniimigtir.
Sitotoksisite testlerinde kullanilan, Tripsin/Edta, DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), FBS (Fetal Sigir Serumu), L-glutamin, Penisilin/streptomisin
cozeltisi, MTT ((3-4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) ve fosfat

tamponu Biochrom, Almanya’dan saglanmistir.

3.2. Poliuretan Stent Yuzeylerin Temizlenmesi

Ticari polilretan Ureteral stent ornekleri (Tecoflex®) esit uzunluklarda (1 cm)
kesilerek sonikatorde once metanol ile yarim saat sure sonikasyona birakilmigtir.
Bu islem 3 kez tekrarlanarak ornekler kurutulmus daha sonra ikinci basamakta

ornekler toluen ile 15 dakika sure sonike edilerek ve kurutulmaya birakiimistir.

3.3. Antibakteriyel Polimer Zincirlerinin Poliliretan Stent Yuzeyine

Asilanmalari

Antibakteriyel 6zelliklere sahip polimer zincirlerinin (PEI) ylzeye kovalent olarak
baglanmasini saglamak amaciyla Oncelikle ylzeyde izosiyanat fonksiyonel
guruplari olugturuimus daha sonra bu yuzeylere polimer (PEI) zincirlerinin

asilanmasi gergeklestirilmigtir.

3.3.1. Yiizey aktivasyonu

Yuzey aktivasyonu ticari polilretan Ureteral stent (Tecoflex®) orneklerinin
yuzeyindeki Uretan gruplarinin hekzametilen diizosiyonat ile verdikleri allofanat
tepkimeleri sayesinde ylizeyde izosiyonat fonksiyonel gruplarinin olusturulmasi ile
saglanmistir (Park et al., 1998; Lin et al., 2002). Yuzey fonksiyonellenmesinde,
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hazirlanmis olan stent drnekleri (1 cm); hacimce % 5 hekzametilen diizosiyanat ve
hacimce % 0.25 katalizér (kalay klorur) igceren toluen ¢ozeltisinde azot ortaminda
60°C’de 90 dakika reaksiyona tabi tutularak yizeyin fonksiyonellendiriimesi
saglanmistir.  Tepkimeye  girmemis  tepkenlerin  uzaklastiriimasi icin

fonksiyonellenmis érnekler toluen ile yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir.

3.3.2. PEI zincirlerinin poliliretan stent ylizeyine agilanmasi

Orneklerin ylizeyinde olusturulan izosiyanat gruplarina yiiksek (750,000 Mw) ve
dusuk molekdl agirligina (2,000 Mw) sahip PEI zincirleri baglanmistir. Yizeye
baglanan bu dogrusal polimer zincirlerine ikinci basamakta uygulanacak alkilasyon
ile bakteri membranlarini parcalayabilme 0Ozelligine sahip hidrofobik polikatyonik

polimer zincirleri politretan yuzeyinde yaratiimistir.

Yuzeydeki izosiyanat gruplarina PEI zincirlerinin baglanmasi icin takip edilen
yontem su sekildedir: 1 cm uzunlugunda fonksiyonellenmis ylUzeyli politretan stent
érnekleri, 1,3x10°® mol 750.000 ortalama molekiil agiriginda sahip PEI, 20 mL
methanol ve 20 mL trietilamin iceren 3,25 x 10 M ¢dzelti ortaminda 45 °C’de 6,
24 ve 48 saat zaman araliklarinda reaksiyona tabi tutulmustur.(Tan and Kay
Obendorf, 2007) Yuzeyine PEI asilanan drnekler dnce metanol ardindan su ile

yikanarak reaksiyon atiklarindan arindiriimis ve kurutulmustur.
3.3.3. PEI zincirleri agilanmig yuzeylerin alkilasyonu

Yuzeydeki PEI zincirlerinin azot atomu Uzerinden hekzil gruplari baglanmasini
saglamak igin (Tan and Kay Obendorf, 2007) polilretan stent yuzeyine PEI
asilanmis drnekler, 3,6x10 mol KOH ve 2 mL bromohekzan iceren 20 mL tersiyer
amil alkol gozeltisi icerisinde, 55 °C de 6 saat tepkimeye maruz birakilmistir.
Yuzeyinde alkil gruplari olugturulan oOrnekler, metanol ve su ile yikanarak

kurumaya birakilmistir.

Stent ylzeylerine uygulanan islemler sonucu elde edilen érnekler gizelge 3.1.’de
verildigi gibi isimlendirilmigtir.
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Cizelge 3.1. Poliuretan ureteral stent yuzey modifikasyonu

PEI asilanmasi | PEI agsilanmasi PEI Alkillenmis

No | Ornek (Dusuk (Yuksek asilanmasi yuzeyler

Molekdl Molekdl (saat)
AQirliklr) AQirliklr)

1 PU - - - -

2 PU* PEI asllamadan oOnce tum oOrnek yuzeyindeki Uretan
gruplarinda  hekzametilen diizosiyonat ile izosiyonat
fonksiyonel gruplari olusturulmustur.

3 PU/LPEI(6) + - 6 -

4 PU/LPEI(24) + - 24 -

5 PU/LPEI(48) + - 48 -

6 PU/HPEI(6) - + 6 -

7 PU/HPEI(24) - + 24 -

8 PU/HPEI(48) - + 48 -

9 PU/LPEI(6)R + - 6 +

10 | PU/LPEI(24)R + - 24 +

11 | PU/LPEI(48)R + - 48 +

12 | PU/HPEI(6)R - + 6 +

13 | PU/HPEI(24)R - + 24 +

14 | PU/HPEI(48)R - + 48 +

3.4. Yuizey Karakterizasyonlari

Hazirlanan yuzeylerin analizinde asagidaki teknikler kullaniimistir.

3.4.1. Yuzey kimyasinin karakterizasyonu

3.4.1.1. Fourier Doénlisumliu Kizilotesi Spektroskopisi (IR) ile fonksiyonel
grup karakterizasyonu

FTIR Spektrofotometresi (Perkin EImer SpectrumOne, Nicolet 520) cihazi ve ATR

atacmani  yardimiyla  polimerik  yUzeylerin  kimyasal karakterizasyonu
gercgeklestiriimistir.
3.4.1.2. X-lginlan Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ile elemental

karakterizasyon

Tez calismalarinda elde edilen 6rnek gruplarinin yuzey kimyasinin analizi X-
(XPS, SPECS EA 300)
gerceklestiriimistir. X-1sin  kaynagi olarak monokromatik Al Ka kullanilimistir.

isinlari  Fotoelektron Spektroskopisi kullanilarak

Yuzeylere genel taramada 200 um; ylksek ¢dzunurlik taramalarinda ise 100 pm

¢apinda noktalar ile analiz yapilmistir. Isin demetinin acgisi 45° olarak sabit
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tutulurken; 1sIn gegis enerjileri genel taramada 58.70, yuksek ¢ozunurluk
taramalarinda ise 187.85 eV olarak kullaniimistir. X-isinlari Fotoelektron
Spektroskopisi (XPS) kullanilarak gergeklestirilen 6rnek gruplarinin  ylizey
kimyasinin analizi sonucunda, C1s yuksek ¢ozunurluk taramalarinda elde edilen
egrilerin altindaki coklu pikler XPS PEAK v4.41 yazilimi ile ana egri altina
yerlestirilmig, pik yerlestiriimesinin oncesinde ilgili baglanma enerjileri arasinda

Shirley tipi zemin-deger duzeltmeleri yapiimigtir.

3.4.2. Yiizey temas agcilarinin belirlenmesi

Tez calismalarinda elde edilen 6rnek gruplarinin ylzey hidrofilisitesinin
degerlendiriimesi temas aci 6lgum cihazi (Attension Theta, Biolin Scientific)
kullanilarak gercgeklestiriimistir. Modifiye edilmis poliiretan stentlerin ylzey
Ozellikleri malzeme yulzeyinin fizyolojik sivilar ile etkilesiminin ve adhezyon
Ozelliklerinin aydinlatiimasi agisindan 6nemlidir. Bu amagla, modifiye edilmis
poliiretan stent ylzeylerin temas agcilari Olgimleri goniometre yardimi ile
gerceklestirilmigtir. Yuzey hidrofiliklikleri yuzeye damlatilacak olan suyun (0.5 L)

yuzey ile gergeklestirdigi temas agisinin élgimu ile belirlenmistir.

3.4.3. Yuizey morfolojisinin degerlendirilmesi

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) ile

goruntileme ile yuzey morfolojisi aydinlatilmistir.

3.4.3.1. Taramah Elekron Mikroskopisi (SEM) ile ylzeylerin morfolojik
karakterizasyonu

Yuzey modifikasyonu yapilmis politretan ylzeyler altin kaplama yapildiktan sonra
FEI 430 Nano Scanning Electron Microscope (30 kV) cihazinda, 10 kV enerji ile
gorintl elde edilmistir. 72x, 4000x, 15000x ve 30000x buyutmelerde farkl

noktalardan, farkli buyitmelerde veri toplanmigtir.
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3.4.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) ile yiizeylerin morfolojik ve

topografik agidan karakterizasyonu

AFM cihazinda (Nanomagnetics Instruments, Turkiye) silikon nitrir (SisNg)
kantilever yardimi ile tapping modu kullanilarak yuzeylerin 3-boyutlu imajlari elde
edilmistir. Ayrica yuzey puruzlialigu de hem ortalama deger (Ra), hem de alinan

sayisal degerlerin karelerinin toplaminin koku (Rms) degerleri ile belirlenmisgtir.

3.5. PEIl Asillanmig Stent Yiizeylerinde Bakteriyel Tutunmanin incelenmesi

Bakterilerden Escherichia coli (ATCC 25922) ve Proteus mirabilis (idrar yolu

enfeksiyonuna sahip bir hastadan izole edilerek otomotize olarak tanimlanmig

8
sus), standart suslari McFarland 0,5 (1,5x10 cfu/mL) bulanik standardina uygun
olarak ayarlanmistir.

1 cm uzunlugunda hazirlanmis, 24 kuyucuklu doku kultar kaplari i¢erisindeki steril

8
ornekler, 1x10 koloni/mL konsantrasyonundaki bakteri stispansiyonundan 1’er

mL eklenerek 4 saat boyunca 37 °C’de, 110 rpm salinimda inktbe edilmistir.

Ornek ylizeyi Uizerine zayif tutunmus bakterileri uzaklastirmak amaciyla steril pens
yardimiyla ¢ikarilan érnek, 1 mL PBS ¢ozeltisi ile 5 kere yikanmistir. Sonrasinda
ornek tekrar 1 mL PBS c¢ozeltisi igine aktarilarak 15 dakika boyunca ultrasonik
banyo (130W/50 Hz) iginde tutulmustur. Boylece yuzeye tutunmus bakteriler
sonikasyon ile uzaklastinimistir. Bakterilerin yeniden ylzeye tutunmalarini
engellemek icin 6rnek sonikasyon sivisi iginden alinarak, 1 mL PBS c¢ozeltisi
icinde bulunan bakteri slspansiyonu 30 saniye vortekslenip seri seyreltmeleri
yapilarak E. coli igin Triptik Soy Agar (Sekil 3.1) ve P. mirabilis igcin Mac Conkey
besiyerlerine Miles ve Misra teknigi ile ekimleri yapiimigtir. 37C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra koloniler sayilarak her bir 6rnek yuzeyine tutunan canli bakteri

sayis| hesaplanmistir.
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3.6. Sitotoksisite Galigmalari

PEI asilanmis stent ylzeylerinin canh hicreler Gzerinde sitotoksik bir etkisinin olup
olmadiginin incelenmesi 1ISO10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendiriimesi—
Bolum 5: in vitro sitotoksisite testleri ” standartinin “Endirekt MTT sitotoksisite testi”
prosedirine uygun olarak gercgeklestiriimistir ve hicre hatti olarak L929 fare
fibroblast hucreleri (ATCC NCTC clone 929:CCL 1) kullaniimigtir.

Testlerde kullanilan besi yeri; % 90 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
%10 FBS (Fetal Sigr Serumu), 4 mM L-glutamin, 100 I1U/mL
penicilin/streptomycin ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmig ve kullanimlardan 6nce

37°C’deki su banyosunda isitilmis geri kalan zamanlarda ise 4°C’de saklanmistir.

MTT ((3-4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) c¢oézeltisi steril PBS
icinde 5 pg/mL konsantrasyonda ¢ozulerek hazirlanmistir. Test edilecek
orneklerden saglanan stent pargalari (1-14 arasi Ornek gruplarl) yukaridaki
bilesime sahip kiiltir ortamlarinda 6 cm?mL orana denk gelecek sekilde 3 giin
boyunca 37°C’de ayri test tlplerinde inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak da
ornek malzemesi icermeyen besiyeri de ayni kosullarda bekletilmistir (Grup 0—

negatif kontrol).

75 cm? hiicre kiltiir flasklarinda cogaltilan L929 hiicreleri kdiiltir tabanini
kapladiklarinda tripsin/fEDTA c¢odzeltsi kullanilarak enzimatik olarak yuzeyden
kaldiriimig, 2000 rpm’de 5 dakika santriflj edildikten sonra stpernatan atiimistir.
Elde edilen hiicre pelletinden besi ortami kullanilarak 1x10°> hiicre/mL
konsantrasyonda hucre suspansiyonu elde edilmistir. Hlcre suspansiyonundan
100 pLl’lik kisimlar 96 kuyucuklu plakalara her bir érnek grubu ve negatif kontrol
igin ekim yapilmigtir (n=6). inklibasyon kosullari yine 37°C, %5 CO, ve >%90 nem

orani olarak sabit tutulmustur.
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24 saat inkube olan hucreler ertesi gun besiyerlerinden arindirilmis ve bu kez
kuyucuklara 3 gin malzemeler ile inklbe edilmis ilgili 6rnek gruplarindan (0 — 14
arasi) 100 uL’lik besiyerleri eklenmis ve 24 saat daha inkube edilmistir. Ertesi gun
hdcre ortamlari kuyucuklardan alinmig ve bu kez MTT boyasi igeren kultar ortami
(hacimce 10:90, MTT c¢ozeltisi: besiyeri) eklenmistir. MTT boyasi igeren
besiyerinde hiicreler 4 saat daha inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasinda
ortamdan besiyeri uzaklastirilmis ve canli hucreler tarafindan MTT’nin metabolize
edilmesiyle olusan mor renkli formazan kristalleri 0.04M HCI i¢eren isopropanol
cOzeltisinin (100 pL) eklenmesiyle ¢oézulmustir. Karanhkta 30 dakikalik bekleme
periyodunun ardindan kuyucuklardan alinan 50 pL’lik hacimler yeni bir 96
kuyucuklu kaba aktarilarak ELISA kuyucuklu plak okuyucusunda 570 nm dalga

boyunda absorbans dlgimu gergeklestirilmistir.

3.7. istatiksel Analiz

Tez calismalarinda, sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmigtir.
indirekt sitotoksisite ve E. coli ile P. mirabilis bakteriyel tutunma testlerinde
calisilan 6rnek gruplari arasindaki anlamli farklarin saptanmasinda One Way
ANOVA testi kullanilmigtir. Farklarin istatistiki degerlendirimesinde Tukey
testinden vyararlaniimigtir. Degerlendirme esnasinda 0.05'in altinda olan p
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Butun istatistiksel incelemeler

Origin Pro 8.0 programi yardimiyla yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

Politretan stentlerin iyi mekanik ozellikleri ve biyouyumluluklarinin yanisira
taslasmaya ve bakteri adhezyonuna acik olmasi nedeniyle erken donemde
uygulama bolgesinden ¢ikarilmasi Urolojik uygulamalarinda kisitlamalar
getirmektedir. Bu tez kapsaminda PU ureteral stent yuzeylerin taslasma ve
enfeksiyonu engellemek Uzere kalici, antibakteriyel ve antiadesif 6zelliklere sahip
firca tipi polimer ylzey yaklagsimlariyla yenilik¢i ve ortama herhangi bir aktif

madde salmayan antibakteriyel ylzeylerin gelistirimesi hedeflenmigtir.

Bu hedef dogrultusunda PU stent yluzeyine hidrofobik polikatyon olan PEI
zincirleri  kovalent olarak asillanmig, daha sonra alkillenerek bakteri
membranlarinin iglevinin bozulmasi i¢in daha gugli antibakteriyel yuzeyler
olusturulmustur. Farkli molekul agirhiginda PEI zincirlerinin ylzeye asgilanmasi
icin PU yuzeyler énce HMDI ile reaksiyona sokularak yuzeyde aktif —NCO
gruplarin olusturulmus ve daha sonra PEI zincirleri -NCO gruplarina kovalent
olarak baglanmistir. Daha sonra PEI zincirlerinin alkillenmesiyle bakteri
membranlarinin iglevinin bozulmasi i¢in daha gugli antibakteriyel yuzeyler
olusturulmustur. Bu sekilde modifiye edilen yuzeylerin kimyasal yapisi,
morfolojileri aydinlatilmig, antibakteriyel aktiviteleri ve sitotoksisitileri incelenmis

ve sonuglar asagida verilmigtir.
4.1. Yiizey Ozelliklerinin Aydinlatiimasi
4.1.1. Aktiflestirilmis poliliretan stent ylizeyler

Polituretanlar ilk defa Alman bilim adami Otto Bayer tarafindan 1937 yilinda
diizosiyanatin (1,6-diizosiyonatoheksan), diol (1,4-butandiol) ile reaksiyonu sonucu

elde edilmistir. Politretanlar temel yapilarinda dretan (Sekil 4.1.) grubu igerirler.
ﬁ
——NH—C——0——

Sekil 4.1. Polidretan yapisindaki Uretan gruplari
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Bu calismada PEInin PU ylzeye asilanmasi i¢cin énce HMDI PU ylzeye
baglanmistir. izosiyanatlar oldukca reaktif N=C=0 gruplarina sahip olup karbon-
nitrogen ¢ift baglari sayesinde katilma reaksiyonu verirler. Bu gruplar amin, alkol,
karboksilik asit gibi bircok bilesik ile (hatta kendi kendilerine) reaksiyon verirler.
izosiyanatlar ayni zamanda PU yapisinda bulunan iiretan gruplari tepkimeye

girerek allofanatlari olustururlar (Tan and Kay Obendorf, 2007)(Sekil 4.2.).

ﬁ Q
R——NCO + ----- NH—C——Q---- —» -----N——C—Q----
Urethane |
T:o
R——NH

Sekil 4.2. Politretanin izosiyanat ile verdigi allofanat tepkimesi

Bu galismada PU stent yuzeylerine HMDI baglanmis ve aktiflestiriimis ylzeyler
FTIR ve XPS ile aydinlatiimistir. YUzey aktivasyonunun reaksiyon mekanizmasi
sekil 4.2.’de belirtilmistir. PU’In FTIR spektrumu incelediginde (Sekil 4.3.) 3300 cm”
! bolgesinde N-H geriimenin diisiik siddetli banti goriilmektedir. Alifatik karbon
zincirindeki coklu ve keskin C-H gerilmeleri 2800-2950 cm™ araliginda yer
almaktadir. PU zeminde gériilen ve 1700-1715 cm™ arasindaki karakteristik HN-
C=0 gerilmesi keskin bir bigimde ayri olarak gézlenmekte ve asilama-alkilleme
yapillmamis ylzeylerde bu pik yalin olarak analiz edilmistir. Spektrumda saga
gidildikge sirasiyla C-N egilme 1525 cm™, ug metil egilmeleri 1450-1375 cm™ ve
C-N gerilme de 1180 cm™ gériilmektedir. Uretan bagindaki C-O gerilmesi de yine
karakteristik ve giicli bir bigimde 10001100 cm™de gériilmektedir.

HMDI ile fonksiyonellestirilen yluzeyin spektrumunda (Sekil 4.4.) gbze ilk ¢arpan
degisiklik 2250—2300 cm™ araligindaki N=C=0 karakteristik pikidir. Ayni zamanda
HMDI molekidlinin 1 ve 6 nolu karbon atomlarinin izosiyano gruplarindaki
azotlarla baglarindan 6tiri C-N egilme ve C-N gerilme frekanslari ilgili boélgelerde
birbirine yakin ¢oklu pikler vermiglerdir (Tan and Kay Obendorf, 2007).
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Poliiretan malzemenin asilama ve fonksiyonellendirme oncesinde sahip oldugu
XPS spektrumu sekil 4.5’te “A” ile verilmigtir. Politretan ylzeydeki farkli kimyasal
bag iceren karbon atom sayisi “B” giziminde gdsterildigi gibi alifatik karbon (C-C/C-
H)(1); azotla bag yapmis karbon (C-N)(2); oksijen ile bag yapmis karbon (C-O)(3)
ve Uretan bagindaki karbon (NCOO) (4) olmak Uzere 4 dort cesittir. Daha
elektronegatif atomlarla yaptigi baglar ile daha c¢ok pozitif polarlanan karbon
atomunun 1s elektronlarinin sahip olduklari baglanma enerijileri de pozitif yonde
artis gostermektedir. Bu baglara sahip olan karbon elementlerinin yizde dagilimi
da spektrumdaki ilgili egrilerin altinda kalan alanlarin hesaplanmasiyla “C”

gOsteriminde grafik haline getirilmigtir.

Yuzeyin HMDI ile fonksiyonalizasyonundan sonra elde edilen yuzeyin kimyasal
yapisl, spektrumu ve karbon turlerinin dagilimlar sekil 4.6." da verilmistir. Buna
gore sekil 4.6. B’de gosterilen yapida goruldiugu gibi C1s baglanma enerjisi, tretan
(NCOO [B:E=287.6 eV]) ve tekli oksijen (C-O [B.E=285.6 €V]) arasinda yer alan
yeni bir tir karbon atomu olarak izosiyanat (NCO [B.E=287.1 eV]) ylzey
bilesiminde yerini almistir (% 4.95).

Fonksiyonellestirme sonrasi yluzeye baglanan HMDI molekulinin omurgasindaki
1 ve 6 nolu karbonlarin (2) (C-N) numaral karbon turinu temsil etmesiyle C-N
bagil orani % 20,72’ye ¢ikarak artis géstermigtir. (3) (C-O) ve (5) (N-C=00) nolu
karbon turlerinin HMDI fonksiyonalizasyonu ile bagil oranlarinda da % 1.55 ve %

2.82 olarak bir dnceki kimyasal kompozisyona gore dusus gorulmustur.
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Sekil 4.3. Politretan ytzeyin FTIR spektrumu
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Sekil 4.5. Polilretan ylizeyin XPS spektrumu
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Sekil 4.6. Fonksiyonlandirilmis PU yuzeyin XPS spektrumu
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Herhangi bir igslem gérmemis politiretan ylzey (Sekil 4.7. ve 4.9.) ve HMDI-
fonksiyonellendirilmis yuzeylerin (Sekil 4.8. ve 4.10.) SEM ve AFM goérintileri
karsilagtinldiginda, yuzeyinlerin fonksiyonellesmesi sonrasinda purtzlGalugin
arttigr gézlenmektedir. Elde edilen AFM Rms verileri de nicel olarak bu yargiyi

destekler niteliktedir.

WD mag HV L L L — .01 14| R—) WD mag HV HFW | =——5um

6.4 mm |4 000 x| 10.0 kV |74.6 ym NanoSEM  METU-METE | 9.7 mm |30 000 x| 20.0 kV {9.95 pm NanoSEM ~ METU-METE
Sekil 4.7. Polidretan ylizeyin SEM goérunttsu A) 4000x buylitme, B) 30000x
buyutme

WD mag HV HFW  |————— 40 ym ———— HV HFW
9.7 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 pm NanoSEM  METU-METE 9.7 3 20.0 kV 19.95 pm

Sekil 4.8. Fonksiyonlandiriimis PU yuzeyin SEM goruntusu
A) 4000x buyutme, B) 30000x blydtme
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Sekil 4.9. PU ylzeyin 3-boyutlu AFM gorintisu
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Sekil 4.10. Fonksiyonlandiriimis PU yluzeyin 3-boyutlu AFM gorintisu
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4.1.2. PEI zincirleri agilanmis poliliretan yuzeyler

Antibakteriyel ve antiadesif 6zelliklere sahip fir¢ca tipi polimer yuzey olusturmak
uzere PEI, 2 farkh molekdl agirhginda (Mw~750,000 ve M,~2,000 ) PU stent
yuzeylere asilanmigtir. PEI zincirleri PU yluzeyde olusturulan aktif -NCO gruplara
kovalent olarak baglanmistir (Sekil 4.11.). Zamanin PEl asilanmasina etkisini
izlemek icin bu basamak farkh 6, 24 ve 48 saatlik zaman araliklarinda

gerceklestirilmistir.

HMDI PEI
_— N-C=0 —mMmM—> N-C-PEI
|
60°C 45°C b

Sekil 4.11. PEI zincirlerinin PU ylzey Gzerine agilanma mekanizmasi

Dusuk molekul agirhkli PEI asilanma (Sekil 4.12.) basamag: sirasiyla 6, 24 ve 48
saatlik zaman araliklarinda gerceklesmistir. PElI asilanmasinin zamana karsi
etkinligi incelendiginde PEI molekilinin C atomundan kovalent olarak baglandigi
aktif izosiyanat gruplarinin 2250-2300 cm™ araligindaki N=C=0 karakteristik
pikinin siddeti, 6 saat reaksiyona maruz kalan drnege oranla 24 saat reaksiyona
maruz kalan Oornekte azalma gOstermistir. Reaksiyon suresi 48 saate
cikarildiginda ise izosiyanat pikinin tamamen siddetini kaybettigi ve bant araliginin
kapandigi gorulmustar (Sekil 4.12.). Sonug olarak 48 saat iginde yuzeydeki tium

N=C=0 gruplarinin PEl ile reaksiyon verdigi anlasiimaktadir.

Yiksek molekil agirhklhi PEI asilanmasinin gergeklestirildigi reaksiyon (Sekil 4.13.)
basamaklari, dusik molekul agirlikli PEI asilanmis 6rneklerde (PU/LPEI) oldugu
gibi 6, 24 ve 48 saat zaman araliklarinda gergeklestirilmistir. Ancak ylUksek
molekul agirlikli PEI agilanmasinda izosiyanat piki 6 saatlik reaksiyon sonunda
kolaylkla kapanmistir. Reaksiyon stresinin agilanma verimi tzerine etkisi ise XPS

verileri 1s1ginda detayli olarak belirtilmistir.
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Fonksiyonellestirme sonrasi PU yuzeye 6, 24 ve 48 saatlik reaksiyon sureleriyle
asilanan duasuk molekdl agirhkli PEI (PU/LPEI) ile elde edilen yuzeylerin XPS
spektrumlari sirasiyla sekil 4.14., 4.15. ve 4.16.’da verilmistir. PEI molekulinun
icerdigi zengin C-N baglarn nedeniyle (2) nolu karbon turinun bagil oraninda
onceki 6rnek gruplara goére artis gézlenmigstir. Baglanma enerjisi 284.5 eV olan C-
N tirandn bagil oranlar 6. saatin sonunda % 25,52’ye, 24. saatin sonunda ise
29,87’ye ulasmistir. 48 saatlik reaksiyon sonunda elde edilen spektrum yardimiyla
hesaplanan 29,74’lik oranin ise 24 saate gore artis gostermemesi, asilanma
reaksiyonunun 24 saatte tamamlandigi seklinde yorumlanabilir. Nitekim 283.6
eV'ta gézlemlenen alifatik karbon piki de 24. ve 48. saatlerde % 62,2 ve % 61,9

seklinde birbirine yakin degerlerde elde edilmistir.
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Sekil 4.12. Dusuk molekdl agirhkh PEI asilanmis PU yuzeylerin FTIR spektrumlari:

Asllanma suresi: A) 6 saat, B) 24 saat ve C) 48 saat
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Sekil 4.13. Yiksek molekul agirlikli PEI agilanmis PU yizeylerin FTIR
spektrumlari: Asilanma Siresi: A) 6 saat, B) 24 saat ve C) 48 saat
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Sekil 4.14. Dasuk molekul agirlikli PEI asilanmis PU yuzeyin XPS spektrumu

(6 saat)
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Sekil 4.15. Duguk molekul agirlikli PEI asilanmis PU yuzeyin XPS spektrumu

(24 saat)
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Sekil 4.16. Dustk molekll agirlikli PEI asilanmis PU yizeyin XPS spektrumu
(48 saat)

Sekil 4.17., 4.18. ve sekil 4.19., goévdeye 6, 24 ve 48 saatlik reaksiyon sureleriyle
asilanmis ylksek molekal agirligina sahip PEI (PU/HPEI) ile elde edilen
yuzeylerin spektrum, kimyasal formulasyon ve bagil oranlarini gostermektedir.
Uzun polimer zinciri ve artan C-N baginin etkisiyle (2) numarali karbon turtne ait
piklerin orani dusuk molekual agirhikh PEI ile asilamaya gore artis gostermistir.
Ancak bu artis yine duguk molekul agirlikli PEI asilamasinda oldugu gibi 24 ve 48

saatler arasinda (sirasiyla % 37,32 ve % 37,68) onemli bir fark gdostermemistir.

6 saatlik ve 24 saatlik tepkime sureleri sonucunda elde edilen C-N turtindeki artis
dusik (% 25,52°den % 27,84’e) ve yuksek (% 32,27'den % 37,32’ye) molekul
agirliklari yonunden incelendiginde ise dusuk molekll agirhgindaki artisin %17,
yuksek molekul agirhgindaki artisin ise %15,6 olarak gergeklestigini gérmekteyiz.
Artan molekul agirligina ve C-N bag miktarina ragmen gerceklesen %1,4’lik verim
kaybinin uzun zincirlerin yarattigi sterik engelden kaynaklandigi sonucuna
varabiliriz (Yamamoto, 2000).
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Sekil 4.17. YUksek molekul agirlikli PEI asilanmis PU ylzeyin XPS spektrumu
(6 saat)
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Sekil 4.18. YUksek molekul agirlikli PEI asilanmis PU ylzeyin XPS spektrumu
(24saat)
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Sekil 4.19. YUksek molekudl agirlikli PEI asilanmis PU yuzeyin XPS spektrumu
(48 saat)

Dusuk molekul agirhklhi PEI asilanmig érneklerin SEM goéruntlusu Sekil 4.20. (A-F)
da verilmistir. Gergeklestirilen islem basamaklarinin Taramali Elektron Mikroskobu
verileri incelendiginde islem gérmemis politretanin (Sekil 4.7. A ve B) ylzeyi
sirasiyla 6, 24 ve 48 (Sekil 4.20. A-F) saat araligindaki periyotlarda dusuk
molekuler agirlikta PEI asilanmis yuzeyler ile kiyaslandiginda yuzeylerin belirgin
bir hareket, derinlik, puruzlilik kazandigi gorulmektedir. Ayni sekilde, islem
goérmemis politretanin (Sekil 4.7.) ylzeyi sirasiyla (Sekil 4.21. A-F) 6, 24 ve 48
saat araligindaki periyotlarda yliksek molekuler agirlikta PEI asilanmis yuzeyler ile
kiyaslanmasiyla da yuzeylerin belirgin bir hareket, derinlik, purtzlGlik kazandigi
gorulmektedir. AFM goérinti (Sekil 4.22.-27.) ve verileri de bu bulgulari destekler
niteliktedir.
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| WD | mag | HV | HFW |——————— 40 pm —————— WD | mag
9.7 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 um NanoSEM METU-METE

o & = % s ’ :
PR : < >& ¢ A AL o
WD mag HV HFW —— 11 E— mag
10.3 mm |4 000 x| 20.0 kV | 74.6 pm mm | 30 000 x | 20.0 kV

-38b

y , NS X -
WD mag HV HFW | +————————— 40 ym ———— | —
9.4 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 ym METU-METE 9.4 mm |3 x|20.0 kV |9.95 ym NanoSEM  METU-METE

Sekil 4.20. Duglk molekdl agirhklh PEI agilanmis érneklerin SEM goruntisi:
A) 4000x buyutme ve B) 30000x buyutme, 6 saat, C) 4000x buyutme, ve D)
30000x blyutme, 24 saat, E) 4000x blyutme ve F) 30000x buyltme, 48 saat.
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WD | mag | HV | HFW |————— 40 ym ——————— WD | mag Y Y [ —
8.0 mm |4 000 x| 20.0 kV | 74.6 um NanoSEM METU-METE 8.0 mm |30 000 x | 20.0 kV |9.95 pm NanoSEM METU-METE

¢

WD mag HV [ L A — V L11]
8.3 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 ym NanoSEM  METU-METE

\

WD | mag | HV | HW ——————  0pm—8 WD | mag | HV | HFW | m————— 5,
8.3 mm | 4000 x| 20.0 KV |74.6 ym NanoSEM _ METU-METE 8.1 mm | 30 000 x| 20.0 KV |9.95 um NanoSEM _ METU-METE

Sekil 4.21. Yiksek molekul agirlikli PEI asilanmig 6rneklerin SEM goéruntusu:
A) 4000x buyutme ve B) 30000x buyutme, 6 saat, C) 4000x buylitme, ve D)
30000x blyutme, 24 saat, E) 4000x bayitme ve F) 30000x buyttme, 48 saat.
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Sekil 4.22. Diistik molekl agiriikli PEI agilanmis PU yiizeyin
3-boyutlu AFM goruntisu (6 saat)
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Sekil 4.23. Dusuk molekdl agirlikh PEI asilanmis PU yuzeyin
3-boyutlu AFM goruntusi (24 saat)
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Sekil 4.24. Diisiik molekil agirlikli PE| asilanmis PU yiizeyin

3-boyutlu AFM goruntusu (48 saat)
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Sekil 4.25. YUksek molekdl agirlikli PEI asilanmis PU yuzeyin

3-boyutlu AFM goérintlisu (6 saat)
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Sekil 4.26. Yuksek molekul agirlikli PEI agilanmis PU yuzeyin
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Sekil 4.27. YUksek molekul agirhikli PEI agilanmis PU ylzeyin

3-boyutlu AFM goruntusi (48 saat)
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4.1.3. PEI agilanmig yiizeylerin alkilasyonu

Polilretan stent yuzeyine hidrofobik polikatyon olan polietilenimin (PEI) zincirleri
kovalent olarak asilanmis daha sonra alkillenerek bakteri membranlarinin islevinin
bozulmasi i¢in antibakteriyel ylzeyler olusturulmustur. Pozitif yiki ve hidrofobik
Ozelliginden dolayr alkillenmigs PEI bir antibakteriyel ajan olarak dikkat

cekmektedir.

CHQ—I\ll—ﬁ-PEl
H o

+  H(CH,) Br

NH
0
AV W S
A NN y
0 IIl—ﬁ—PEI—(CHg)nH
PEl agilanmis yiizey H 0

NH

| 0
N—ﬁ—O

0
Alkil gruplari eklenmis PEl agili yiizey

L W e P

Sekil 4.28. PEI'nin alkilasyon basamaginin mekanizmasi

Poliiretan yuzey Uuzerine PEIl immobilize edilmis yuzeylerde alkil gruplari
olusturuldugu reaksiyon (Sekil 4.28.) incelendiginde, dustk molekul agirlikli (Sekil
4.29.) ve yuksek molekdl agirlikh (Sekil 4.30.) PElI molekullerinin asilandigi

sistemlerin, PEI molekulu Gzerindeki N atomu Gzerinden alkillendigi basamaklarda
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herhangi bir karakteristik pik izlenmemistir. Sekil 4.3. ve sekil 4.4 .’te belirtilen 3300
cm™ bélgesinde N-H gerilmeleri, 2800-2950 cm™ bélgesinde C-H gerilmeleri,
PUnun karakteristik 1700-1710 cm™ bandindaki C-N egilmesi, 1180 cm™
araligindaki C-N gerilmesi ve 1000-1100 cm™ araligindaki Uretan baginin C-O
gerilmelerinin  standart bicimde varligi gdzlemlenmistir. 1450-1375 cm™
araligindaki u¢ metil egilmelerinin teorik olarak artmasi beklenmektedir. Ancak
poliuretan ve PEI'nin yapisindan gelen u¢ metil egilmelerinden dolayi pikin zaten
var olmasi sebebiyle spektrumda herhangi bir degisim gozlenmemistir. Detayli

bulgulara XPS analiz sonuglariyla nicel olarak ulagiimistir.

Dusuk molekdl agirhkh PEI ile elde edilen yuzeylere yapilan alkilleme sonucu elde
edilen spektrum, kimyasal kompozisyon ve bagil oranlar sekil 4.31.-33.'de
verilmistir. 6, 24 ve 48 saatlik asilama sonrasi elde edilen ylzeylerdeki alifatik
karbon tariintn (1) alkilasyon sonrasindaki bagil oranlarindaki artis sirasiyla %1,9
(% 65,11’den % 66,37’ye), % 4,2 (% 62,28'den % 64,91°e) ve % 3,8 (% 61,86’'dan
64,22’ye) olarak gergeklesmistir. Artislar, ortamda bulunan PEI molekullerinin

artisiyla orantil olarak artis gostermigtir.

Sekil 4.34.-36."da yuksek molekul agirlikli PEI ile elde edilen ylzeylere yapilan
alkilleme sonucu elde edilen spektrum, kimyasal kompozisyon ve bagil oranlari
gOstermektedir. Bir onceki paragrafta anlatildigi gibi artan asilama slresi ile
yluzeye asilanan PEI molekillerinin artisiyla alkileme sonrasi alifatik karbon
turtne (1) ait pikler de artis gdstermistir. 6 saatlik asilama ile elde edilen yluzeydeki
alkilasyon sonrasi %1,6’lik artis gosteren alifatik karbon pikindeki artis 24 ve 48
saatlik asilamalarda elde edilen yuzeylerin alkilasyonu ertesinde % 4,2 ve % 6,8
olarak gozlemlenmigtir. Yuksek molekul agirhigina sahip PEI zincir uzunlugundaki
primer ve sekonder amin noktalarinin artisi1 nedeniyle N-alkilemenin daha yuksek

bir verim ile gergeklestigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.29. Dusuk molekudl agirlikli PEI asilanmis ve alkillendiriimis PU ylzeylerin

FTIR spektrumlari A) 6 saat, B) 24 saat, C) 48 saat.
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Sekil 4.30. YUksek molekual agirlikli PEI agsilanmis ve alkillendiriimis PU ylzeylerin

FTIR spektrumlari A) 6 saat, B) 24 saat, C) 48 saat.
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Sekil 4.31. PU/LPEI(6)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Sekil 4.32. PU/LPEI(24)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Sekil 4.33. PU/LPEI(48)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Sekil 4.34. PU/HPEI(6)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Sekil 4.35. PU/HPEI(24)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Sekil 4.36. PU/HPEI(48)R 6rneklerin XPS spektrumu
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Tez kapsaminda yapilan caligmalarin ilk bulgularinda deney prosedurinun
olusturulmasi ve iyilestiriimesi asamasinda, poliiretan ylzeyde fonksiyonel
izosiyanat gruplari olusturulmasi, olusturulan izosiyanat gruplari Uzerinden PEI
asllanmis yuzeyler elde edilmesi ve PEI asilanmig ylzeylerin PEI zincirleri
Uzerindeki nitrojen atomlari terminal olacak sekilde (N-alkilleme) alkil u¢ gruplara
sahip olmasi basamaklarinin her bir asamasi Taramali Elektron Mikroskobu
yardimiyla taranmigtir. Yuzeyler morfolojik acgidan incelenmis ve polimerik
malzemelerde olusan deformasyonlar tespit edilmistir. Gergeklestirilien deney
basamaklarindan sadece alkilasyon basamaginda ylzeyde deformasyonlar

g6zlenmistir (sekil 4.37.).

2mm
NanoSEM  METU-METE

Sekil 4.37. Alkilleme isleminde reaksiyon suresinin stent ylizeylerine etkisi
A)Politretan yuzey Uzerine 48 saat sure ile yuksek molekul agirlikli PEI asilanmis
ve 24 saat surre ve 90 °C’de alkil gruplari olusturulmus yizeyin SEM goruntist B)
Politretan yuzey Uzerine 48 saat sure ile yuksek molekul agirlikh PEI agilanmig ve

6 saat suire ve 55 °C’de alkil gruplari olusturulmus yizeyin SEM gorintisu
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Referans galismalardan yola c¢ikarak (Tiller et al., 2001) olusturulan prosedurde,
belirtilen ¢aligsmalarda kullanilan malzemelere gore polituretanin, sicaklik ve isiya
zaman karsisindaki duyarlihgi ve mukavemeti kiyaslanmistir. Alkil ug gruplarin
olusturuldugu basamakta Ooncelikle sicakhgin poliiretana etkisi géz Onunde
bulundurulmus ve sicaklik 90 °C'den kademeli olarak 80, 70, 60 ve 55 °C’ye
dusurilmuastir. Daha sonra ¢6zicunin de politretan Gzerindeki ¢ézunurlik/sisme
etkisi zamana ve olusturdugu deformasyona karsi degerlendiriimis ve reaksiyon
suresi 48 saatten kademeli olarak ve farkli referans calismalar da g6z oninde
bulundurularak 6 saate dusurulmustur (sekil 4.37.) (Lin et al., 2002). Ayrica SEM
goruntuleri karsilagtirmali olarak incelendiginde kontrol grubuna oranla duguk ve
yuksek molekul agirlikli PEI immobilize edilmis yluzeylerin purtzluligunde gozle
goralur bir fark/artis oldugu gozlemlenmistir. Alkilasyon basamaginda ise dusuk
molekdl agirlikli PEI asilanmis yuzeyler kendi iclerinde alkilasyon basamaklariyla
(Sekil 4.38.) karsilastirildiklarinda puruzltlikte azalma gézlemlenmistir. Ayni
sekilde yuksek molekal agirlikli PEI immobilize edilmis yuzeyler kendi iclerinde
alkilasyon basamaklariyla (Sekil 4.39.) karsilastirildiklarinda purizlulikte azalma
goOzlemlenmistir. AFM goruntuleri ve sayisal verileri de dusuk molekul agirlikli PEI
asilanmis ylzeylerin kendi iclerinde alkilasyon basamaklariyla (Sekil 4.40.-42.)
karsilastirildiklarinda puruzlulikte azalma gozlemlenmistir. Ayni sekilde yuksek
molekul agirlikli PEI asilanmis ylzeylerin kendi i¢lerinde alkilasyon basamaklariyla

(Sekil 4.43.-45.) karsilastinldiklarinda da purtzltlikte azalma gézlemlenmigtir.
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WD mag HV HFW  |——— 40 ym ————— WD u v \ — 111
8.4 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 ym NanoSEM  METU-METE 8.2 mm x| 20.0 kV |9.95 ym NanoSEM  METU-METE

- , p—
WD mag HV HFW | +————————— 40 ym —————— | WD mag HV HFW | #/—————— 5um
9.3 mm |4 000 x| 20.0 kV |74.6 ym NanoSEM  METU-METE 9.3 mm | 30 000 x| 20.0 kV 19.95 ym NanoSEM  METU-METE

<4

WD | mag | HV [ HFW |[—————————— 40 ym ———————— ) mag [ HV | HFW | ——5um
9.6 mm |4 000 x| 20.0 kV | 74.6 ym NanoSEM  METU-METE 9.4 mm | 30 000 x | 20.0 kV |9.95 pm NanoSEM  METU-METE

Sekil 4.38. Dusuk molekdl agirlikli PEI asilanmis ve alkillenmis érneklerin SEM
gorunttsu: A) 4000x buydtme ve B) 30000x buyutme, 6 saat, C) 4000x buyutme,
ve D) 30000x buyutme, 24 saat, E) 4000x buyitme ve F) 30000x buyutme,
48 saat.
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Sekil 4.39. Yuksek molekul agirlikli PEI asilanmis ve alkillenmis érneklerin SEM
goruntusu: A) 4000x buyidtme ve B) 30000x buyutme, 6 saat, C) 4000x buyutme,
ve D) 30000x buyutme, 24 saat, E) 4000x buyitme ve F) 30000x buyutme,
48 saat.
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Hazirlanan érneklerin AFM ile ylzey topografyasini belirten verileri Cizelge 4.1.de
verilmistir. Elde edilen verilerin 1s1§inda ylzey puruzltlik degerinin nm dlgegindeki
incelemelerinde yuzeye PEI asillanmasiyla, ylzeyin purtzlilagunde ciddi bir artis
gozlenmigtir. Asilanan PEI molekulinin molekal agirliklart g6z o6nunde
bulundurularak bir kargilagtirma yapildiginda ise dugsuk molekul agirhkh PEI
asllanan yuzeylerin, yuksek molekul agirhkh PEI moleklllerine oranla Rms
degerleri daha yuksek bulunmus, dolayisiyla puruzluligin daha fazla oldugu

gordimustar.

Dusik molekul agirhkhi PEI ve yuksek molekll agirlikli PEI'nin kendi iclerinde
alkilasyon basamagina karsi karsilastirmasi ile ise alkilasyon basamaginin
sonunda yuzey purazlaligunde dusis gozlenmistir. Kontrol grubu ile yapilan
karsilastirmalarda ise dusuk molekul agirikh PEl agsilanmasi, yuksek molekul
agirhkh PEIl asilanmasi ve alkilasyon basamaklarinin timunde kontrol grubuna

oranla puruzlulagan arttig1 sonucuna variimigtir.

Elde edilen veriler ylzeyin purizlGliganin degisimi konusunda genel bir fikir
uyandirmigstir ve SEM gorUntlleri de puUrdzlalik konusunda yapilan

degerlendirmeleri destekler niteliktedir.

Ancak AFM ile elde edilen ytizeylerin, genel morfoloji hakkinda fikir verebilmesine
ragmen, elde edilen verilerin mikrobiyolojik ve temas acisi verileriyle nicel olarak
kargilastiriimasi anlamli degildir. CuUnku firga tipi polimerlerin, polimer zinciri
konformasyonu ve sayisal puruzluluk verileri kuru ortama gore sivi ortamda
farkhlik gosterdigi referans calismalarda sivi ortamda ve kuru ortamda
kargilastirmali yapilan galigsmalarla rapor edilerek bulgular kanitlanmigtir (Winnik
et al., 1990; Kidoaki et al., 2001). Ayrica yluzeye yodun olarak asilanmis ve yuksek
molekul agirlikli firgca yapilarinin olusturuldugu ylzeylerde AFM tipinin ylzeyi
duzgun bigcimde tarayamamasi daha once yapilan galigmalarda rapor edilmigtir
(Yamamoto et al., 2000).

Yapilan temas agisi olgumleri (Cizelge 4.1.) sonucunda islem gorulmemis
poliuretanin temas acgisi 99+1,5 derece bulunmustur. Yapilan dusuk ve yuksek

molekul agirlikh PEI asillamasi sonucunda ise temas agisi derecesinde dusus
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g6zlenmigtir. Referans kaynaklarda yapilan ¢alismalar da PEI molekulinin amin
gruplarinin hidrofilik karakterinden kaynaklanan hidrofilik gruplarinin da var
oldugunu belirtmigtir (Tan and Kay Obendorf, 2007). Yuksek molekul agirlikh PEI
asllanmasinda, dustuk molekul agirlikh PEl asilanan ylzeylere oranla ¢ok az
miktarda daha fazla bir dists goézlemlenmistir. Ancak standart sapmalar da goéz
onunde bulunduruldugunda immobilize yuzeyler arasinda ¢ok belirgin sayisal bir
farka rastlanmamigtir. Alkilasyon basamaklari da dusuk ve yuksek molekul agirlikli
PEI immobilize edilmis yuzeyler igin kendi aralarinda karsilastirildiginda;
alkillenmis orneklerin, sadece PEI asilanmis ylUzeylere oranla bir miktar daha

dusuUk temas agisina sahip olduklari gozlenmistir.

Sonug olarak kontrol grubu olan iglem gérmemis politretan ile PEI asilama iglemi
gerceklestiriimis ve/veya alkil gruplari olusturulmus ylUzeyler karsilastiriimis ve
gerceklestirilen islemler sonucunda politretanin hidrofobik karakterinde azalma

meydana geldigi, ancak tum ylUzeylerin hidrofobik yapida oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerin ylizey purizIuligi ve temas agisi degerleri

Ornek Ornek Rms(nm) Ra(nm) Temas
numarasi Kisaltmasi Acisi

1 PU 174,849 163,832 | 99+1,5
2 PU* 255,593 249,569 -
3 PU/LPEI(6) 724,103 692,171 93+1,8
4 PU/LPEI(24) 819,567 799,125 92+2.8
5 PU/LPEI(48) 291,849 268,057 | 92+2

6 PU/HPEI(6) 448,509 425,924 9242

7 PU/HPEI(24) 412,639 387,292 91+1,3
8 PU/HPEI(48) 217,368 199,575 | 90+0,9
9 PU/LPEI(6)R 341,357 329,152 88+0,9
10 PU/LPEI(24)R 304,323 291,551 901

11 PU/LPEI(48)R 302,288 289,233 | 90+1,5
12 PU/HPEI(6)R 232,948 197,229 89+1 4
13 PU/HPEI(24)R 230,305 181,800 90+0,7
14 PU/HPEI(48)R 233,116 218,607 87+1
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4.1.4. X Isinlan Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ile elemental

karakterizasyona genel bakig
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Sekil 4.46. Polilretan ylzeylerde PEI asilanmasi ve alkilasyon basamaklarinin

gOsterimi
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Ornek gruplarinin genel taramalarindan elde edilen elementel yiizdeler gizelge

4.2.’de Ozetlenmigtir.

Cizelge 4.2. Ornek yiizeylerinin kimyasal bilesiminin elemental ylizdeleri

Ornek % C % N % O

PU 71 17,7 11,3

PU* 72,3 13,8 12,9
PU/LPEI(6) 74 14,9 11,1
PU/LPEI(24) 72,6 16,3 11,1
PU/LPEI(48) 73,3 15,9 10,8
PU/HPEI(6) 74,9 14,9 10,2
PU/HPEI(24) 73,9 15,8 10,3
PU/HPEI(48) 74,2 15,6 10,2
PU/LPEI(B)R 74,5 14,8 10,7
PU/LPEI(24)R | 73,9 15,2 10,9
PU/LPEI(48)R | 74,1 15,5 10,4
PU/HPEI(6)R 75,4 14,7 9,9
PUMHPEI24)R| 748 15,6 9,6
PU/HPEI(48)R | 74,9 15,8 9,3

Modifikasyonlari suresince ylzeyde gergeklestirilen kimyasal reaksiyonlar topluca
sekil 4.46.'da sematik olarak gosterilmistir. Ornek gruplarinin genel tarama analizi
sonucunda elementel yuzdelerine bakildiginda yuzeydeki oksijenin, karbon ve
azota oranla bagil olarak dustugu ilk olarak géze carpmaktadir. Bunun nedeni
olarak oksijenin sadece polilretan yuzey ve yuzey fonksiyonellestirme ajani olarak

kullanilan hekzametilendiizosiyanat (HMDI) bilesenlerinde bulunmasi ama
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gbvdeye polietilenimin asilamasi ve takip eden alkilasyon basamaklarinda daha

fazla oksijen atomunun yapiya katilmamasi gdsterilebilir.

Elementel oksijen yuzdesi ylzey fonksiyonellendirme sonrasi artis goOstererek
PU’a gére %1,6 oraninda bir artis gostermistir; ancak daha sonraki basamaklarda
yluzde azalmistir. Oksijen atomunun bagil azalmasindaki egilim ylksek ve disik
molekul agirhgina (uzun ve kisa zincirine) sahip olan PEI asilamalarinda farkh
olarak gorulmektedir. Dusuk molekul agirlikli PEI asilamalarinda oksijen ylzdesi
%10.8 - %11,1 araliginda gézlemlenirken, yuksek molekll adirlikli PEI agilamada
oksijen orani %10,2 - %10,3 olarak gerceklesmistir. Daha uzun polimer
zincirlerinin izosiyanatlar Uzerinden gdvdeye asilanmasi ile ylzeyde olusan
kimyasal kompozisyon karbon ve azotga daha zengin olarak analiz edilmis olup

oksijenin bagil oranini kisa zincirli agilama yapilan yuzeylere gore dustrmustar.

Oksijen orani alkilasyon sonrasinda da benzer sekilde azalmistir. Dislik molekal
agirhkli PEI zincirlerinin alkillenmesi sonucunda oksijen yuzdesi %10,4 — %10,9
seviyelerine inerken, asilanmis yuksek molekldl agirlikli PEl zincirlerinin
alkillenmesi sonucunda olugsan yeni ylzey karakterinde bu oran %9,3 - %9,9

olarak bulunmustur.

PEI asilama ve alkilleme islemlerinin gerceklestigi ve yUzeyde elde edilen
asllanmig zincirlerin varligi genel taramadaki oksijen oraninin azalmasi ile
gorulmektedir. Karbonun yuzde oranlari incelendiginde ise hem dusuk hem de
yuksek molekdl agirhgina sahip PEI zincirlerinin alkillenmesi sonrasinda %0,5 -
%1,3 arasi artislar goézlenmistir. Alkilleme igsleminde ylzeye sadece karbon

katildigi igin bagil oranlardaki bu artis da beklenen bir sonugtur.

PEI yapisinda hem azot hem de karbon elementi bulundugundan o6turt genel
taramalarda ortaya c¢ikan tablo yardimiyla azot ve karbon elementlerinin bagil
oranlari hakkinda kesin bir yargiya varilamayacagi igin XPS analizlerinde yuksek

¢ozunurlikte C1s taramalari gergeklestirilmistir.
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4.2. PEI Asilanmig Poliliretan Stent Yiizeylerin Antibakteriyel Aktivitesi

E. coli ile yapilan bakteriyel tutunma calismalarinda (Sekil 4.47.) tim ylzey
modifikasyonlarinda kontrol grubuna gore log 1 ve log 2 mertebesinde istatistiksel
olarak anlamli azalmalar elde edilmigtir (p<0.05). Dusuk molekul agirhgindaki PEI
asilama ile ylzeyleri degistiriimis gruplardaki (PU/LPEI(6), PU/LPEI(24) ve
PU/LPEI(48)) azalmalar log 1; diger yuzeylerdeki azalmalar ise log 2

mertebesinde gerceklesmistir.

Daguk molekul agirhgr ve yuksek molekul agirhgina sahip PEI ile yapilan
modifikasyonlarda PEI polimerinin asilanma sureleri molekul agirliklari sabit
tutulan gruplarda (PU/LPEI(6), PU/LPEI(24), PU/LPEI(48) ve PU/HPEI(6),
PU/HPEI(24), PU/HPEI(48) ) istatistiksel olarak incelenmis ve asilanma suresinin
E. coli tutunmasinda anlamli bir artma veya azalma meydana getirmedigi
gorilmustlr (p<0.05). Diger bir deyisle artan PEI asilama stresinin ytzeyin E. coli

tutunma direncine katkisi bulunmamistir.

Artan PEI molekul agirlidr yani zincir uzunlugunun E. coli tutunmasina etkisi distk
ve yuksek molekul agirliklarina sahip gruplarin karsilastirilmasi asilama sureleri
sabit tutulan gruplarda (PU/LPEI(6) ile PU/HPEI(6); PU/LPEI(24) ile PU/HPEI(24);
PU/LPEI(48) ile PU/HPEI(48) istatistiksel olarak incelenmistir ve tim asilama
surelerinde zincir uzunlugundaki artis ile E. coli tutunmasinda anlaml bir azalma

elde edildigi gdézlemlenmistir (p<0.05).

Yuzeye asilanan PEI polimerine alkillenme igleminin etkisi de molekul agirlhigi ve
asilanma sureleri sabit tutularak (PU/LPEI(6) ile PU/LPEI(6)R; PU/LPEI(24) ile
PU/LPEI(24)R; PU/LPEI(48) ile PU/LPEI(48)R; PU/HPEI(6) ile PU/HPEI(6)R;
PU/HPEI(24) ile PU/HPEI(24)R; PU/HPEI(48) ile PU/HPEI(48)R) istatistiksel
olarak incelenmigtir. Buna gore; dusuk molekul agirigina sahip PEI ile tim
asilama surelerinde elde edilen yuzeylerin alkillenmesi sonucunda tutunan E. coli
sayisinda log 1 mertebesinde bir azalma meydana gelmis olup bu azalma
istatistiksel olarak da anlamhdir (p<0.05); ancak ylksek molekul agirligina sahip
PEI ile tum asilama surelerinde elde edilen ylUzeylerin alkilleme sonucunda

bakteriyel tutunma sayilarinda anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir
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Sekil 4.47. E. coli'ye karsi bakteriyel tutunma sonuclari.
Yuzeylerinde PEI asilama ve alkilleme yapilmis tim 6rnek gruplari PU kontrol
grubuna goére anlamli farkliliklar igermektedir (* p<0.05). PU/HPEI(6)-PU/LPEI(6),
#1; PU/HPEI(24)-PU/LPEI(24), #,; PU/HPEI(48)-PU/LPEI(48), #; ; PU/LPEI(6)-
PU/LPEI(6)R, T1; PU/LPEI(24)-PU/LPEI(24)R, T2 ; PU/LPEI(48)-PU/LPEI(48)R, T3
ikili 6rnek gruplari anlamli farklar icermektedir (p<0.05).

P. mirabilis ile yapilan bakteriyel tutunma calismalarinda (Sekil 4.48.) da tum
yuzey modifikasyonlarinda kontrol grubuna goére log 1 ve log 2 mertebesinde
istatistiksel olarak anlamli azalmalar elde edilmistir (p<0.05). Dusuk molekdl
agirhgindaki PEI asilama ile yluzeyleri degistirilmis gruplardaki (PU/LPEI(6),
PU/LPEI(24) vePU/LPEI(48)) azalmalar E. coli ¢alismalarinda oldugu gibi log 1;
diger yuzeylerdeki azalmalar ise log 2 mertebesinde gerceklesmistir.

Dusuk molekual agirhgr ve yuksek molekldl agirigina sahip PEI ile yapilan
modifikasyonlarda PEI polimerinin asilanma sureleri molekul agirliklari sabit
tutulan gruplarda (PU/LPEI(6), PU/LPEI(24), PU/LPEI(48) ve PU/HPEI(6),
PU/HPEI(24), PU/HPEI(48)) istatistiksel olarak incelenmis ve asilanma suresinin
P. mirabilis tutunmasinda da anlamli bir artma veya azalma meydana getirmedigi

gorilmustir (p<0.05). Artan PEI asilama suresinin yuzeyin E. coli testlerinde
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oldugu gibi P. mirabilis bakterisine karsi tutunma direncine herhangi bir etkisi

bulunmamistir.

Artan PEI zincir uzunlugunun P. mirabilis tutunmasina etkisi dusik ve ylksek
molekul agirliklarina sahip gruplarin karsilastiriimasi asilama sureleri sabit tutulan
gruplarda (PU/LPEI(6) ile PU/HPEI(6); PU/LPEI(24) ile PU/HPEI(24); PU/LPEI(48)
ile PU/HPEI(48) )istatistiksel olarak incelenmistir ve tUm agilama surelerinde zincir
uzunlugundaki artis ile P. mirabilis tutunmasinda anlamli bir azalma elde edildigi

go6zlemlenmistir (p<0.05).

Yuzeye agilanan PEI| polimerine alkillenme igleminin etkisi de molekul agirhgi ve
asllanma sureleri sabit tutularak (PU/LPEI(6) ile PU/LPEI(6)R; PU/LPEI(24) ile
PU/LPEI(24)R; PU/LPEI(48) ile PU/LPEI(48)R; PU/HPEI(6) ile PU/HPEI(6)R;
PU/HPEI(24) ile PU/HPEI(24)R; PU/HPEI(48) ile PU/HPEI(48)R) istatistiksel
olarak incelenmigtir. Dusuk molekdl agirigina sahip PEIl ile tim asilama
surelerinde elde edilen yuzeylerin alkillenmesi sonucunda tutunan P. mirabilis
sayisinda log 1 mertebesinde bir azalma meydana gelmis olup bu azalma
istatistiksel olarak da anlamhdir (p<0.05). Bu anlamli istatistiksel azalma yuksek
molekul agirhgina sahip PEIl ile agilama surelerinde ise sadece 48 saatlik asilama

suresini izleyen alkilleme sonucu elde edilen 6rnek ¢iftinde gézlemlenmistir.
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Sekil 4.48. P. mirabilis’e kargi bakteriyel tutunma test sonugclari.

Yuzeylerinde PEI agilama ve alkilleme yapilmig tum ornek gruplart PU kontrol
grubuna goére anlamli farkliliklar igermektedir (* p<0.05). PU/LPEI(6)-PU/HPEI(6),
#, ; PU/LPEI(24)-PU/HPEI(24), #, ; PU/LPEI(48)-PU/HPEI(48), #3 ; PU/LPEI(6)-
PU/LPEI(6)R, T1; PU/LPEI(24)-PU/LPEI(24)R, T2 ; PU/LPEI(48)-PU/LPEI(48)R, T3
ikili Oornek gruplarn anlamli farklar icermektedir (p<0.05). PU/HPEI(48)-
PU/HPEI(48)R, £ gruplari arasi anlamli fark gdzlenmistir (p<0.05).
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4.3. PEI Asilanmis Poliliretan Stent Yiizeylerin Sitotoksisitesi

MTT testi 6ncesinde kalitatif olarak incelenen hiicre kuyucuklarinda PU* harig tim
ornek gruplarina ait hucrelerin kontrol grubu ile ayni yogunlukta tremis, iyi yayihm
gOstermis ve ylzeyi kaplamis olduklari ve kuyucuklarda nadiren lizize ugramis
hicre pargaciklari goézlemlenmistir (Sekil 4.49.). PU* grubuna ait olan tim test
kuyucuklarinda ise yuzeydeki hucre morfolojisinin gogunlukla kuresel oldugu,
besiyerinde lizize ugramig hucre fragmentlerinin bulundugu ve yuzeydeki

proliferasyonun kontrol grubuna gére yaridan daha az oldugu gérimustur.

ISO 10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendiriimesi — Bolim 5: in vitro

sitotoksisite testleri ” standartinin “Endirekt MTT sitotoksisite testi” prosedurine
uygun olarak gerceklestirilien prosedir neticesinde elde edilen sonuglar sekil
4.56.da grafik haline getirilmistir. Buna goére kalitatif gdzlemler ile paralel olarak
PU* disindaki tum 6rnek gruplarinda bir sitotoksik etki gézlenmemis olup sonuglar
standardin “sitotoksik etki yok” yuzde dilimleri iginde c¢ikmistir. PU* 06rnek
grubunda ise sahip oldugu izosiyanat gruplari nedeniyle negatif kontrole gére %71

oraninda hucre canhligi azalmis ve yine standartin “ciddi sitotoksik etki” yuzde

bg)\‘l*

Sekil 4.49. Modifiye edilmis politretan ytzeylerin sitotoksisitelerinin
karsilasgtiriimasi. * anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).
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5. SONUGLAR ve ONERILER

Sunulan tez galismasi kapsaminda antibakteriyel bir karaktere sahip polietilenimin
polimerini poliuretan stent ylzeyine govdeye asilama metodu ile kovalent olarak
asilanmis ve yapilan yluzey modifikasyon isleminin morfolojik, kimyasal, sitotoksik
ve antibakteriyel karakterizasyonlari islem gormemis poliuretan yuzeyler ile

karsilastirmali olarak incelenmistir.

Calismadaki asilama isleminin gergeklesmesi icin gerekli ylzey aktivasyonu,
hekzametilendiizosiyanat molekull ile polilretan gdovdenin uretan bagindaki azot
atomu Uzerinden yuaruyen allofanat tipi bir baglanma elde edilmis, sonrasinda ise

aclkta kalan izosiyanat gruplarina PEI zincirleri agilanmigtir.

Asllamada dusik (Mw~2000 g/mol) ve yuksek(Mw~750000 g/mol) molekl
agirliklarina sahip iki farkli PEI polimeri kullaniimistir. PEI asilama islemlerinde

sure olarak 6, 24 ve 48 saat zaman parametreleri denenmistir.

Asilanan PEI zincir Uzerindeki polikatyonik karakteri arttirmak amaci ile PEI
polimerindeki aminler (NH;) Uzerinden alkilleme islemi gerceklestiriimis ve
bromohekzanin  kullanildigi  prosedurde yapiya alifatik hekzan zincirleri
baglanmistir.

Taramali elektron mikroskopu ile yapilan morfolojik karakterizasyon sonucunda
islem gbrmemis polilretan stent ylzeylerinin PEI asilamasindan sonra daha
puartzlt bir hal aldigi goérulmis ve bu paruzlUlik degerleri atomik kuvvet
mikroskobi ile kantitatif olarak dogrulanmigtir. Taramali elektron mikroskop
goruntulerinde alkilleme isleminden sonra yizey morfolojilerinde asilama sonrasi

belirgin bir farklilik olmadigr gézlemlenmistir.

Yuzeylerin Atomik Kuvvet Mikroskobu'nda elde edilen 3 boyutlu haritalarinda
puruzlulik degerlerinin duguk molekul agirhgina sahip PEI asilamasindan sonra
islem gormemis ylzeylere gore ilk 6 ve 24 saatte sirasiyla yaklasik olarak dort ve
bes kat arttigi; ancak 48. saatte alifatik zincirlerin agregasyonu sonucu oldugu
dusundlen bir sonug nedeniyle azalarak 1.5 kat seviyesine indigi gozlemlenirken
yuksek molekul agirhdgina sahip PEI asilamasi ile elde edilen yuzeylerde
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purdzlulukteki artis trendinin yine 6 ve 24 saatlerde bu kez 3 kat dolayinda arttigi,
48 saat sonunda ise islem gormemis poliuretan yuzey puruzliligine yakin
degerlerde bulundugu hesaplanmistir. 6 ve 24 saatlik PEI yuzeylerdeki purtzltluk
degerlerinin (her iki molekul agirliginda da) alkilleme iglemi sonrasinda %30 - %60
dolayinda dusus gosterdigi; fakat 48 saatlik asilama sonrasi gercgeklestirilen
alkillemenin ylzey purizIUGligand degistirmedigi bulunmustur. Degisik uzunluktaki
firca tipi zincirlerin biyolojik ortamda konformasyon ve mobilitelerinin farkli
olabilecegi i¢cin Atomik Kuvvet Mikroskopu ile elde edilen ylzey topografyasinin
uygun bir sivi gevrede gerceklestirilecek ek deneyler ile daha dogru sonuglar elde

edilebilecegi sonucuna variimistir.

Yuzeylere baglanan izosiyanat, amin gibi fonksiyonel gruplarinin varliklari FTIR
spektrumlarindan elde edilen piklerde gorulmus ve her basamaktaki iglemler X-
isinlari  fotoelektron spektroskopisi spektrumlari ile dogrulanarak kimyasal

karakterizasyonlar tamamlanmistir.

Asillama ve alkilleme ile elde edilen yuzeylerin canli hicrelere bir sitotoksik
etkisinin olup olmadigi ISO 10993-5 standartina gére incelenmis ve sonug olarak
yapilan yuzey modifikasyonlarinin herhangi bir sitotoksik etkisinin bulunmadigi
gorulmasgtur. Yuzey aktivasyonunda kullanilan HMDI takil ylzeylerin fare bag
doku fibroblast hicrelerine (L 929, ATCC) yaptigi %70 seviyesindeki toksik etkinin
diger basamaklarda gorulmemesi sonucunda asilama isleminin tam verimle

gergeklestigine dair dolayli bir ¢ikti elde edilmigtir.

Bakteriyel tutunma testleri sonucunda islem goren tim yuzeylerde hem E. coli
hem de P. mirabilis ile yapilan testlerde tum yuzey modifikasyonlarinda islem
gbrmemis kontrol grubuna goére log 1 ve log 2 mertebesinde istatistiksel olarak

anlamli azalmalar elde edilmistir (p<0.05).
Dusuk molekdl agirhgina sahip PEI asilanmis yuzeyler E. coli bakteri tutunmasina

kontrol grubuna gore %89 daha fazla diren¢ gosterirken yuksek molekul agirhigina

sahip PEI asilanmig ylUzeylerin direncindeki artis %99 olarak hesaplanmistir.
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Dusuk molekul agirhgina sahip PEl asilanmig yuzeyler P. mirabilis bakteri
tutunmasina kontrol grubuna goére %95 daha fazla diren¢ gdsterirken yuksek
molekul agirhigina sahip PEl agilanmis yuzeylerin direncindeki artis yine %99

olarak hesaplanmistir.

PEI asilama suresinin bakteri tutunmasina istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin

bulunmadigi gérulmustur.

Duasuk molekul agirhgina sahip PEI asilanmis yuzeylerin alkilleme islemi sonrasi
iki tip bakteriye kargi tutunma direnglerinde anlaml bir azalma goérulmus ve
yuzeyin polikatyonik 6zelliginin artmasi sonucu daha antibakteriyel bir karakter
kazandiklari gozlenmigtir; ancak bu etkinin yuksek molekul agiriga sahip PEI
asilanmis yuzeylerin alkillenmesi ile istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi

bulunmustur.

Tez cgalismalari sonucunda PEI'nin govdeye asilama (grafting onto) tipi kovalent
baglanmasi ile ylUzeyde herhangi bir bakterisidal ajan kullanmaksizin ¢evre
dokulara sitotoksik etki gdstermeyen bir antibakteriyel ylzey karakteri elde
edilmigtir ve antibakteriyel karakterin artan zincir uzunlugu ve polikatyonik yuk ile

artis gosterdigi bulunmustur.
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