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OZET

FOSFONYUM GRUPLARI iCEREN ROMP HOMOPOLIMERLERININ
SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE ANTIBAKTERIYEL
ETKINLIKLERININ iNCELENMESI

Naime Ceren SUER

Kimya Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Tarik EREN
Es Danisman: Dog. Dr. Volkan SOZER

Bakteri enfeksiyonu global bir problemdir. Ozellikle son yillarda bakterilerin kullanilan
ilaglara karsi diren¢ kazanmasi, enfeksiyon hastaliklarinin yayilmasina ve sonucunda
Olim oranlarinin artmasina sebep olmaktadir. Yeni nesil antibiyotiklerin gelistiriimesi
ve Ozellikle implant malzemelerin (kateter gibi) yizeyinin antimikrobiyal hale
getirilmesi bakterilere karsi yapilan savasta onemli bir yer teskil etmektedir. Bu
kapsamda yapilan ¢alismalar iki ana grubu olusturmaktadir. Bunlardan ilki dogal peptit
turevlerinin sentezini, ikincisi ise peptit tlirevlerinin sentetik taklitlerini kapsamaktadir.
Bu calisma kapsaminda kontrollii polimerizasyon yontemlerinden ROMP (halka acilma
metatez polimerizasyonu) kullanilarak fosfonyum tuzu esash homopolimerler
sentezlenmistir. Fosfonyum tuzuna farkli alkil ve aromatik gruplari baglanarak (fenil,
metoksifenil, metil, etil, propil, tert-bitil) hidrofobik 6zelligin antimikrobiyal etkinlige
etkisi incelenmistir. Polimerlerin antimikrobiyal testleri E. coli, S. aureus ve C.
albicans’a  karsi  yapilmistir.  Sitotoksisite c¢alismalari  kapsaminda hemolitik
konsantrasyon (HCso) degerleri hesaplanmistir. Polimerlerin sivi fazdaki etkinliklerinin
yanisira kati ylzeydeki (cam) etkinlikleri de calisiimistir. Polimer ile kapli cam
ylzeylerde katyonik yiuk yogunlugu ve temas acisi Ol¢limleri yapilarak yizeylerin
hidrofobik/hidrofilik 6zelliklerinin antimikrobiyal etkinlik (izerine etkisi incelenmistir.
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Floresan mikroskobu ile amfifilik yapidaki polimerlerin bakteri hiicre zarini pargaladigi
ve bakterilerin 6limine sebep oldugu gorilmistir. Zeta potansiyel calismasi yapilarak
yapi-aktivite iliskisi ayrica incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: ROMP, fosfonyum tuzu, antimikrobiyal etkinlik, hemolitik
konsantrasyon, polimerlerin biyolojik uygulamalari, yapi-aktivite iliskisi
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PHOSPHONIUM-CONTAINING
ROMP BASED POLYMERS AND INVESTIGATION OF THEIR
ANTIBACTERIAL ACTIVITY

Naime Ceren SUER

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Tarik EREN
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Volkan SOZER

Bacteria infection is a global problem. Especially in recent years, growing resistance
against to antibiotic, result in spread of infection diseases and increasing in mortality.
The surface modification of implant materials (such as catheters) and developing new
generation antibiotics play an important role during the fight against to bacteria.
However, there are two main strategy present. First one is synthesis of host defense
peptides, the second one is the synthetic mimic of host defense peptides. In this thesis,
one of the controlled polymerization techniques ROMP (ring opening metathesis
polymerization) is used for phosphonium based homopolymers. The effect of
hydrophobicity on the antimicrobial activity was investigated by using different alkyl
and aromatic groups (phenyl, methoxyphenyl, methyl, ethyl, propyl, tert-butyl) bearing
at phosphonium salts. Antimicrobial activity of the polymers was investigated against
to E. coli, S. aureus and C. albicans. Cytotoxicity of the polymers was evaluated by
hemolytic concentration (HCsg). In this study, solution phase activity of the polymers
have been analyzed and surface activity (on glass) was also investigated by cationic
polymer coated glass surface as well. Charge density, contact angle studies were
applied on the polymer coated glass surface to speculate the hydrophobic/hydrophilic
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properties against to antimicrobial activity. Fluorescence microscopy is used to analyze
interaction between the amphiphilic polymer and bacteria cell membrane and result in
death of bacteria. Structure-activity relationship was also investigated by zeta
potential studies.

Keywords: ROMP, phosphonium salts, antimicrobial effect, hemolytic concentration,
biological application of polymers, structure-activity relationship
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Enfeksiyon, hastalik yapici herhangi bir yolla insana gegcme 06zelligindeki mikroplarin
veya parazitlerin viicuda girmesiyle ortaya ¢ikan hastalik tablosudur. Bu hastaliklar, bir
bireyden digerine veya bir tiirden digerine gecebilmelerinden dolayi, genellikle bulasici
hastalik olarak tanimlanirlar. Hastaligi yapan organizmalar, virlsler, bakteriler,
mantarlar olabilir. Bitliin bulasici hastaliklar bir veya birkac¢ yolla insana gecebilme
ozelligindedir. insandan insana, hayvandan insana oldugu gibi, topraktan insana

bulasma da meydana gelebilir. Bulasma sekillerinden baslicalari sunlardir:

eAksirirken, oksurirken, konusurken agizdan gikan damlaciklarin bagkasi tarafindan

teneffls edilmesiyle (verem, bogmaca ve gesitli solunum yolu hastaliklari);
eDogrudan deri temasiyla,

eHastanin kullandigi camasir, yatak esyasi ve yiyecek esyalari gibi malzemeler

vasitasiyla,

eHayvanlarin insandan insana veya hayvanlardan insana hastalik tasimasiyla
(Bunun en canh 6rnegi anofel cinsi sivrisineklerin tasidigi sitmadir. Yine ayni

sekilde givercinler "psitta-koz" hastaligini tasirlar.),

eHastalandirici mikroplarla kirlenmis yiyecekler ve iceceklerin alinmasiyla (Suyla
bulasan hastaliklarin baslicalari tifo, dizanteri, kolera, paratifo olarak sayilabilir.

Yiyeceklerle de besin zehirlenmeleri ve gastroenteritler meydana gelebilir.),



eHastalikli bir anneden hamilelik sirasinda veya dogum esnasinda bebege hastalik
bulasmasiyla [1].

Toplumda en fazla gorilen hastaliklar enfeksiyona bagh gelisir. Bunun da biyik bir
bolimind Gst solunum yolu enfeksiyonlari olusturur, en sik goriilen bulgu atestir.
Enfeksiyon hastaliklari tedavi edilebilen hastaliklardir. Enfeksiyon hastaliklari uzmanhigi

"Atesli Hastaliklar" veya "intaniye" olarak da adlandirilir. Bazi enfeksiyon hastaliklari:
eMenenjit
eUst ve alt solunum yolu enfeksiyonlari
oTifo
eBruselloz
eBesin zehirlenmesi
oGrip
eishal
eidrar yolu enfeksiyonlari
eSark gibani
eHepatit A-B-C
eKizamik

Bu hastaliklarin buyiik bir bolimiyle asi veya etkili tedavi ile basa ¢tkmak mimkunddir.
insanhk tarihi boyunca miicadelenin en fazla oldugu hastalik enfeksiyon hastaliklari
olmustur. Enfeksiyon hastaliklari mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir.
Herhangi bir bakteriye karsi etkili yeni bir antibiyotik tedavisi bulunmakta, ancak bir
siire sonra bu antibiyotiklere karsi direng gelismektedir. insanlarla mikroorganizmalar

arasindaki bu savas son yiz yil icerisinde bitin hiziyla devam etmektedir [2].

Enfeksiyon hastaliklari ylzyillardir insanoglunun en 6nemli sorunlarindan biri olmustur.
Salginlar kimi zaman caglarin acilip kapanmasina sebep olmus, kimi zaman ise
savaslarda Ustiinlik saglamak amaciyla kullaniimistir. Ornegin veba, sarbon gibi
hastaliklarin 6nemli etkisi gortlmistir. Daha 6nceden de ¢icek hastaligi virisu ile hig

karsilasmamis topluluklara bu hastaligin bulastirildigl battaniyeleri dagitarak tim

2



askerlerin hastalandirilmasi vakalari olmustur. Ginimizde de biyolojik savas silahi
olarak glindemi son derece mesgul eden sarbon ve benzeri mikroorganizmalar vardir.
Yani enfeksiyon hastaliklari zaman igerisinde sekil degistirmis olsa da insanligin

gindeminde surekli olarak kalmistir [3].

Enfeksiyon hastaliklarinin kilometre taslari hastaliklari felsefeden ayiran, milattan 460
yil dnce dogan istankdy’li Hipokrat, mikroskobu bulan Leeuwenhoek, sterilizasyonu
fark eden Lister, immunolojinin ilk asisini yapan Jenner, Pasteur ve antibiyotiklerin

babasi Fleming’dir [3].

Eski Misirlilar leprayi, trahomu, dizanteriyi, ¢ bin yil 6nce Filistinliler vebayi ve bunun
farelerle olan iliskisini biliyorlardi. Enfeksiyon hastaliklarina ait belirti ve bulgular ortaya
konup klinik tablolar pek goklari tarafindan tanimlansa da hastaliklarin nedenlerini

anlamaya yonelik gelismeler igin aradan bin yillarin gegmesi gerekmistir [3].

islam alemini ve diinyay etkileyen tip énderi ibni Sina, tip arastirmalari yaparken baz
hastaliklarin bulasmasinda goze goriinmeyen birtakim yaratiklarin etkisi oldugunu, yani
mikroplarin varligini sezmis ve bu bilinmeyen mahluklardan eserlerinde sik sik
bahsetmistir. Mikroskobun heniz bilinmedigi bir devirde bdyle bir yargiya varmak ¢ok

ilgingtir [3].

Modern cagda enfeksiyon hastaliklari, baglantili olarak halk saghgi, immiunoloji,
mikrobiyoloji birlikte degerlendirilmelidir. Bakterilerle olusan hastaliklara karsi onlarca
gruptan antibiyotige sahibiz ancak savasilan seyin baska bir canh varlik olmasi
nedeniyle bazi sorunlar mevcuttur ki bunlarin basinda antibiyotiklere direng
gelmektedir. Her yeni bulunan antibiyotige bir slire sonra bu bakteriler tarafindan
direng gelistiriimekte ve tedavide zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu direng

antibiyotiklerin lizumsuz ve k6t kullanimlari ile de artmaktadir [3].

Misir mumyalarinda bile rastlanan bir hastalik olan tiiberkiloz (verem) binlerce vyil
icinde pek c¢ok sekilde tedavi edilmeye calisilsa da basarili olunamamis ve en cok
hastanin 6ldigli hastaliklardan biri olarak tarihe gecmistir. Buglin diinyada hala ilk
pandemisi sliren tiiberkiloza karsi kazanilan ilk zafer R. Koch tarafindan hastalik etkeni

olan bakterinin gosterilmesidir (Nobel 6dila- 1905) [3].



Bunu izleyen basari ise Calmette ve Guerin adli iki arastirmaci tarafindan 20 yil boyunca
bakterinin 229 pasaji yapilarak zayiflatiimis bir sus elde ederek olusturulan asi-BCG
asisidir [3].

Uglincli basari ise bu hastaliga karsi ilk ilag olan streptomisinin 1952’de Waksman
tarafindan bulunmasidir (Nobel 6duli- 1952 ). 1952 yili bu bulus nedeniyle “annulus
mirabilis- harikalar yili” olarak adlandirilmistir. Tim bu basarilar hastaligi ortadan
kaldirmak icin yeterli olmamistir. Bu tarihleri izleyerek ¢ok glicli ilaclar bulunmustur.
Ama bakteriler de bu ilaglara karsi direng gelistirerek hastalik tablosunda yeni bir sekle
neden olmustur ki “Cok ilaca Direncli Tiiberkiiloz” olarak adlandirilan bu klinik tablo

bugiin hem hasta hem de toplum saghgi agisindan en korkulan hastaliklardan biridir
(3].

Pek ¢ok hastaliga karsi elimizde asilar vardir ve ¢ok basarili uygulamalarla bazi
hastaliklar diinyadan tamamen yok edilmis ya da edilmektedir. Cicek yok edilmis, cocuk
felci icin calismalar siirmekte ve bir sonraki hedef de kizamiktir. Ancak hastaliklarin
sayisi ile karsilastirildiginda bu basarilar ciiz kalmaktadir. Halk saghgini korumaya
yonelik hastaliklari olusmadan 6nce yok etmeye yonelik ¢calismalar stirerken bulasici
hastaliklara karsi elimizdeki tek silah olan antibiyotiklerin gok iyi ve dogru kullanimi da
giderek daha fazla 6nem tasimaktadir. Hijyen sartlarindaki ve kisisel hijyene yénelik

egilimlerdeki iyilesmeler de bulasici hastaliklardan korunmada son derece 6nemlidir
[3].

Enfeksiyon hastaliklarinin ugrastigi 6nemli hastalik grubundan biri de hastane
enfeksiyonlaridir. Hastane enfeksiyonlari tiptaki gelismelerle birlikte glindemimize
giren ve tim dlnyayi ilgilendiren 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [4],
[5]. Maliyeti ve mortalitesi yliksek, ancak 6nlenebilir enfeksiyonlar olan hastane
enfeksiyonlari son vyillarda giderek dnem kazanmistir [6], [7]. Hastane enfeksiyonlari
saglik hizmetleri kalitesinde kritik bir faktor olarak kabul edilmekte ve saglik
hizmetlerinden alinan sonuglarin olumsuz etkilenmesinde énemli rol oynamaktadir [8].
Hastane enfeksiyon oranlari Ulkeler, bolgeler veya hastaneler arasinda bile farklilik
gostermektedir. Sekil 1.1 ve Sekil 1.2'de; yliksek, orta ve dislik gelirli Gilkelerde 1995-

2010 yillari arasindaki goriilen saglik kurulusu kaynakli enfeksiyon yayginhk yizdeleri



gosterilmektedir. Arastirma, Diinya Saglik Orgiti (WHO) tarafindan yapilmistir.

Ulkemizde bu oranin %12,5 civari oldugu gériilmektedir [9].

69%

United Kingdom
9%

Sekil 1.1 Yuksek gelirli tilkelerde 1995-2010 yillari arasinda gortlen saghk kurulusu
kaynakli enfeksiyon ylizdeleri [9]
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Sekil 1.2 Disuk ve orta gelirli (ilkelerde 1995-2010 yillari arasinda gorilen saghk
kurulusu kaynakh enfeksiyon ytizdeleri [9]

Bircok hastanede enfeksiyon kontrol komiteleri kurularak enfeksiyon oranlari
izlenmekte ve analiz edilmektedir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda her hastanenin
kendine 6zgli enfeksiyon oranlari ve yiiksek riskli servisleri saptanmakta, enfeksiyon
kontrol onlemleri ve saglik personelinin egitim programlari hastanenin ozelligi ve
gereksinimine gore yeniden diizenlenmektedir. Hastane enfeksiyonlarinin kontrolliinde
slirveyansin dnemi “The Study of the Efficacy of Nosocomial Infection Control and

Prevention” (SENIC) tarafindan yapilan calismalarda acikca gosterilmistir. SENIC



projesinin sonuglari etkili dnlemler alindig1 takdirde, hastane enfeksiyonlarinin lgte
birinin onlenebilecegini gostermistir. Bu c¢alismada enfeksiyon kontrol ve slirveyans
programi olan hastanelerde 5 yillik slirede hastane enfeksiyonlarinin %32 oraninda
azalirken, olmayan hastanelerde %18 oraninda artis gosterdigi bildirilmistir [10].
Hastane enfeksiyonu kontrol programinda basariya ulasmak icin 6n kosul, hastane
enfeksiyonlari slirveyansi uygulanmasidir. Hastane enfeksiyonu hizlarini minimum
diizeyde tutmak, salginlari 6nlemek ve kontrol edebilmek igin hastanelerin siirveyans

uygulamasi zorunludur [11], [12].

Hastane enfeksiyonu hasta hastaneye basvurdugunda inkiibasyon déneminde
olmayan; daha sonra gelisen ve taburcu oldugunda ortaya cikabilen enfeksiyonlardir.
Genellikle hastaneye yattiktan 48—72 saat sonra ve taburcu olduktan sonra ilk 10 giin
icinde goriliir. Hastane enfeksiyonlari hastane ortaminda bulunan antibiyotiklere cok
direngli mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir. Bu enfeksiyonlarin
tedavisinde bliyik sorunlar yasanmakta bazen de basarisiz olunmaktadir. Sonuc olarak

hastanede yatis sliresinde, 6limlerde ve tedavi maliyetinde artisa neden olmaktadir.

Ulkemizde, hastane enfeksiyon etkenleri icinde, Gram-negatif bakteriler n sirada yer
almaktadir. Bunlarin baslicalari P.aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae ve E. coli

dir. Bunu Gram pozitif olan S. aureus takip etmektedir [13], [14].

Modern saglik hizmetlerinde bircok cesit invazif cihazlar, hasta tedavisi ve hastalari
kurtarmak icin cesitli yontemler kullanilir. Enfeksiyonlar, kateter ve vantilatorler gibi
tibbi islemlerde kullanilan gesitli cihazlar ile iliskili olabilir. Bu saghk hizmetleri ile iliskili

enfeksiyonlar icin sunlar 6rnek verilebilir:
-Kateterle iliskili idrar yolu enfeksiyonu,
-Kataterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonu,
-Vantilatorle iliskili pndmoni

-Cerrahi alan enfeksiyonu [15].

Hastane enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalar arasinda A. baumannii %23.2
oraniile ilk sirada yer almakta, bunu %20.5 ile Klebsiella spp, %19.6 ile E. coli, %11.6 ile

Pseudomonas spp. izlemektedir (Cizelge 1.1). Enfeksiyon tanilarina gore izole edilen



bakterilerin dagilimi incelendiginde; ilk sirada pnédmonide; A. baumannii, Klebsiella spp.
ve Pseudomonas spp., idrar yolu enfeksiyonlarinda; E. coli ve E. faecium, kan dolagimi
enfeksiyonlarinda; Pseudomonas spp., S. aureus, Klebsiella spp. ve E. coli, cerrahi alan

enfeksiyonlarinda ise Klebsiella spp., E. coli ve S. aureus yer almaktadir (Cizelge 1.2) [8].

Cizelge 1.1 Hastane enfeksiyonu nedeni olan mikroorganizmalarin dagilimi[8]

Mikroorganizma Say1 (n=109) Yo

Acinetobacter baumannii 26 238
Eschenichia coli 22 202
Klebsiella pnenmoniae 1% 16.5
Psendomonas aeruginosa 13 11.9
Staphylococcus aurens 12 11.0
Enterococeus fascium 10 9.2
Staphylococcus epidermidis 6 5.5

2 1.8

Candida albicans

Cizelge 1.2 En sik rastlanan hastane enfeksiyonlarina gére mikroorganizmalarin

dagilimi [8]
. Uriner Sistem Cerrahi Alan Kan Dolagim
Pnémoni - . 5 . 2 ona .
Mikroorzanizma Infeksivenn Infeksiyvonn Infeksivenn
W=51 (%) W=22 (%) WN=21 (%) W=13 (%)
A baumannii 23 {42.5) 1(5) 20{9.5)
P aeruginosa 3i14.8) 2{8.5) 320
K. pneumonias 12 (22.2) 2 (% 2(5.5) 2(13.3)
E. coli 4 (7.4 11 (50} 5(23.8) 2(13.3)
5. aureus 4 (7.4) 5(23.8) 320
5. epidermidis 3(9.5) 3020.2)
E. faecium E(36.3) 209.5)
C. albicans 2(13.3)

Hastane enfeksiyonlari tim diinyada hastaneye yatan hastalarda gorilen en sik
komplikasyonlardir. Amerikan Hastaliklari Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for
Disease Prevention and Control, CDC) sadece Amerika Birlesik Devletleri’'nde yillik 1,7
milyon saglk hizmeti iliskili enfeksiyon ve bu enfeksiyonlara bagh doksan dokuz bin
oltim gelistigini bildirmistir. Bu enfeksiyonlarin % 32’sinin idrar yollari enfeksiyonlari, %
22’sinin cerrahi alan enfeksiyonu, % 15’inin pnomoni (akciger enfeksiyonlari), %
14’Gnin kan dolasimi enfeksiyonlari oldugu kabul edilmektedir. Yogun bakim
Unitesinde (YBU) yatan hastalarda enfeksiyon ve enfeksiyon komplikasyonlari gelisme
riski daha yuksektir. Glinimiizde enfeksiyon kontroli hasta glivenliginin bir parcgasi
olarak kabul edilmistir. Bu nedenle hastanelerde enfeksiyon kontrol programlari kalite
iyilestirme programlarinin icinde mutalaa edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde

1970°’li yillarda kurulan ulusal hastane enfeksiyonlari siirveyans sistemi (National



Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS)) bu alanda birgok gelismeye katki
saglamistir. Bu sistem kuruldugu tarihten itibaren (ilke genelinde (¢ ylzden fazla
hastaneden topladigi verileri siirekli olarak analiz ederek sirveyans programlarinin
standartlarini olusturmustur. Bu sistem icinde olusturulan enfeksiyon kontrol
programlari sayesinde kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu, kateter iliskili Uriner
sistem enfeksiyonu, Cerrahi Alan Enfeksiyonu gibi basliklarda % 30- 40’a varan
azalmalar saglanmistir. Benzer ulusal slirveyans sistemleri gelismis ve gelismekte olan
baska (lkelerde de kurulmus ve hastane enfeksiyonlarinda ciddi azalmalar

saglamislardir [16].

Damar icine vyerlestirilen kateter adi verilen tilipler, son vyillarda tibbin
vazgecilmezlerinden biri haline gelmistir. Kateterler; sivi tedavileri, hemodiyaliz, damar
yolu acma, parenteral besleme, cesitli ilaclarin inflzyonu vb. pek c¢ok islem icin
gereklidir. Bu siklikla kullanilan kateterlerin en blyitk handikapi enfeksiyon sorunlarina
yol agmalaridir. A.B.D’de yapilan bir arastirmada yilda ortalama yiiz elli milyon kateter
yapildigi ve bunlarin ortalama sekiz ylz bin kadarinin kateter kaynakli dolasim sistemi

enfeksiyonuna sebep oldugu ortaya konmustur [17].

Katatere bagh enfeksiyonlarin dnlenmesinde el yikama ve aseptik tekniklere uyulmasi
basta gelen kuraldir; bununla birlikte, katater uygulama yerinin secimi, katater tipi,
uygulanan sivilar, profilaktik antibiyotik kullanimi gibi faktorler katatere bagl
enfeksiyonlarin olusumunu pozitif ve negatif yonde etkiler [18]. Kateter giris yeri ve
kateter birlesme yeri, kateter enfeksiyonlarinin en sik kaynagini olusturmaktadir [19].

Mikroorganizmalarin, damar ici kateterlere giris yerleri Sekil 1.3’te gésterilmektedir.



Saglik ¢alisanlarinin elleri

Hastanin cilt g —

mikroflorasi \

Takilma sirasinda kontaminasyon Hematojen yayilim

Sekil 1.3 Mikroorganizmalarin damar ici kateterlere giris yerleri[18]

Enfeksiyon kapmayi 6nlemede birinci etken cevre sartlarinin sterilize edilmesidir.
Ornegin, hastane ortaminda hemsirenin giydigi tekstil malzemesi, yatak értiisii, yer
kaplamasi, duvar boyasi, bakterilerin yasayabilecegi yizeyler olup kisiden kisiye
bulasarak enfeksiyona sebep olmaktadir. Ayrica uzun siire kateter kullanmak zorunda
kalan hastalarda yara bdlgesinin ¢evreye maruz kalmasindan dolayr kateter
enfeksiyonuna yakalanma riski ylksektir. Bu sebeple son zamanlarda kateterlerin
ylzeyleri ila¢ ile doldurulmakta veya antibakteriyel kaplama yapilarak bakteri
kolonilerinin olusmasinin engellenmesine calisiimaktadir. Bu kapsamda 6zellikle virils
ve bakterilere karsi etkin miicadelede birgok antibakteriyel malzemeler gelistiriimekte

ve kullanilmaktadir [20].

1.2 Tezin Amaci

Gunlmuzde bakterilere karsi etkin ve antimikrobiyal 6zellik gbsteren baslica iki ¢calisma
konusu bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan ilki dogal peptit ve dogal peptit tiirevlerinin
sentezidir. Bu kapsamda 06zellikle magainin, melittin gibi dogal peptitler, yeni nesil
antibiyotikler olarak calismalari hizlanilarak devam etmektedir. ikinci ¢calisma konusu
ise sentetik katyonik polimerlerdir. Dogal antimikrobiyal peptitler incelendiginde
hidrofobik ve hidrofilik (+ yuk) gruplarinin oldugu gorilmektedir. Hidrofobik / hidrofilik
gruplarin belli bir diizen ve oranda olmasi peptite diisik toksisite ve yliksek aktivite

Ozelligi kazandirmaktadir. Sentetik polimerlerin tasarlanmasinda da benzer yaklasim



uygulanmaktadir ve (+) yuk / hidrofobik gruplara sahip polimer yapilari proje
kapsaminda dogal peptit tiirevlerini taklit etmek icin fosfonyum (+) gruplarini ve gesitli
hidrofobik gruplari iceren belli molekil agirliginda (3.000 g/mol ve 10.000 g/mol)
polimerler sentezlenmistir. Polimerlerin hem sivi hem de kati fazda antimikrobiyal
etkinlikleri incelenmis ve sitotoksisite ¢alismalari da yapilmistir. Yapi-aktivite iliskisini
incelemek icin zeta potansiyel calismasi ve floresan mikroskopu ile polimerlerin

antibakteriyel etkinligini goriintiileme yapilmistir.

1.3 Hipotez

Kullanilan antibiyotiklere karsi bakterilerin diren¢ kazanmasi ve enfeksiyonlarin giderek
genis bir spektruma yayilmasini durdurmak icin yeni nesil sentetik antibiyotikler
gelistirilmektedir. Daha ucuza elde edilmesi ve dlsik miktarda maksimum tesir etmesi
ilk amaclar arasindadir. Ozellikle hastane enfeksiyonlari, yatan hastanin yatis siiresini
uzattigl icin ekstradan maliyete neden olmaktadir. Antibakteriyel polimerler, duvar
boyalarinda kullanilarak hasta odasi icindeki bakterileri 6ldirerek enfeksiyonun
olusmasini engellerler. Ozellikle implant malzeme uygulamalarinda polimerlerin toksik
Ozelliginde olmamasi ya da ¢ok diisiik olmasi gerekmektedir. Bu unsurlar 1siginda proje
kapsaminda, hidrofobik / hidrofilik orani ile yapi-aktivite iliskisi incelenerek toksisiteye

ve antibakteriyel etkinlige etki eden faktorler yapisal degerlendirilecektir.
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BOLUM 2

BAKTERILER

Bakteriler, prokaryot hiicre yapisina sahip, gozle goérilemeyen, ancak mikroskopla
saptanabilen yararl ve zararli islevleri olan tek hticreli canlilardir. Zararlari bir insani ya
da hayvani Oldirebilecek  boyutlara varabilen bu canlilarin  glnimizde

degerlendirilmekte olan birtakim yararli islevleri de vardir [21].

2.1 Bakterilerin Tarihgesi

Bakteriler, ilk defa Antony Van Leeuwenhoek tarafindan basit 15tk mikroskobunda su
damlacigl icinde gozlenmistir. Isik mikroskobuyla gozlemlenebilen bakterilerin
blyuklikleri mikrometre (um) ile olcllir ve bu bakteriler 2-10 um boyunda 1-2 um
genisliginde olabilir [22]. Antony Van Leeuwenhock onlara “animalcules” (hayvancik)
adini takmis, gozlemlerini Kraliyet Dernegi’'ne (Royal Society’ye) yazilmis bir dizi
mektupla yayimlamistir. Bacterium adi ¢ok daha sonra, 1838’de Christian Gottfried
Ehrenberg tarafindan kullanima sokulmustur. Latince kullanimiyla Bacteria, bakteri
sOzclgunin cogulu, bacterium ise tekilidir. 19. ylzyilda bakterilerin, cogu hastaligin
nedeni oldugu bilinmesine ragmen, antibakteriyel bir tedavi bulunmuyordu. 1910
yilinda Paul Ehrlich Treponema pallidum’u (frengiye neden olan spiroket) secici olarak
boyamaya yarayan boyalari degistirecek bu patojeni secici olarak oldiren bilesikler
elde etti. Boylece de ilk antibiyotigi gelistirmis oldu. Ehrlich, bagisiklik Gzerine yaptig
calismasindan dolayi 1908 Nobel 6diilliint kazanmistir. Arkelerin bakterilerden farklh bir
evrimsel soya ait olduklarinin 1977’de Carl Woese tarafindan anlasiimasi ile birlikte

bakterilerin arastirilmasi stireci hizli ivme kazanmistir [23].
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Bugline kadar mikrobiyolojinin gelismesine katkilari olan bazi 6nemli bilim

adamlarindan kisaca bahsedersek;

Hippocrates (Yunanistan, MO 460 - MO 377) : ilag tarihinde en énemli figiirlerden biri
olarak kabul edilir. Hastaliklarin, tanrilarin lanetinden degil; yasama, yeme tarzi ve

cevre sartlarina bagl oldugunu séylemistir.

Marcus Terentius Varro (Roma, MO 116 - MO 27) : Ciplak gézle gériillemeyecek kadar

kiiglk bazi hayvanciklarin, hastalik sebebi olabilecegi fikrini ortaya atmistir.

Jacobo Forli and Alexandro Benedetti (italya, 14-15. yiizyil) : Havada siiziilen bazi
partikillerin, nefes yoluyla iceri girdigi takdirde hastalik yapabileceklerini ortaya

atmislardir.

Antonie van Leeuwenhoek (Hollanda, 1632-1723) : Mikrobiyolojinin babasi olarak
bilinir. Bakteriler ilk defa 1676'da Antonie van Leeuwenhoek tarafindan, kendi tasarimi
olan tek mercekli bir mikroskopla gozlemlenmistir. Onlara "animalcules" (hayvancik)

adini takmistir.

Christian Gottfried Ehrenberg (Almanya, 1795-1876) : Bizleri 1838’de “Bacterium”

adiyla tanistiran 6nemli bilim insanlarindandir.

Louis Pasteur (Fransa, 1822-1895) : Cok 6nemli buluslari bulunan bilim adamidir.
1885’te  kuduz icin ilk asiyr gelistirmistir. 1859°da fermantasyon olayinin,
mikroorganizmalarin Uremesiyle gergeklestigini sdylemistir. O ve Robert Koch,

hastaliklarin nedeninin mikroplar oldugu fikrini 6ne stirmuslerdir.

Robert Koch (Almanya, 1843-1910) : 1905’te Mikrop Teorisi’ni kanitladiktan sonra

Nobel Odili’ne layik gorilmustiir.

Carl Woese (Amerika, 1928-2012) : Evrimlesmede arkaebakterilerin, normal

bakterilerden farkli yol izlemesi konusu lizerine yaptigi calismalariyla taninir [24].

Joseph Lister (ingiltere, 1827-1912) : Antiseptik teknigini (istenmeyen mikroorganiz-
malardan korunma) cerrahiye girmesini saglamistir. Bu bilim adami o zaman kadar
doktorlarin ameliyat sonrasi iltihaplanmalardan dolayi cektikleri sikintilari antiseptik

maddeye batirilmis sargilar kullanarak hafifletmistir.
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Hans Christian Joachim Gram (Danimarka, 1853-1938) : Kendi ismi ile anilan boyama
metodu ile bakterileri boyamis ve bunlari “Gram Pozitif ve Gram Negatif” diye ikiye

ayirmistir. Bu yontem halen bakterilerin tanimlanmasinda kullaniimaktadir.

Paul Ehrlich (Almanya, 1854-1915) : immunolojide énemli bir isimdir. Kemoterapi
terimini bulmustur. Frengiyi tedavi etmek icin ilk antibiyotik olan Salvarsan’i
gelistirmistir. 1908’de immiinoloji arastirmalarindan dolayi Nobel Odiilii kazanmistir.

Bakteri tespit etmede boyalari kullanmistir.

Dmitri losifovich Ivanovsky (Rusya, 1864-1920) : Bakterilerin gecemedigi filtrelerden
gecen ve titlin mozaik hastaligina sebep olan kiglik canhlari bulmustur. Boylece

virUsleri bakterilerden ayirmistir.

Félix d'Herelle (Fransa, 1873- 1949) : 1915-1917 yillarinda bakterileri enfekte eden ve

ozel filtrelerden gecebilen virisleri yani, bakteriyofajlari bulmustur [25].

Bakteriler dinyasini incelerken onlara iki degisik agidan bakmak yararh olur; hastalik
yapan bakteriler ve yararl bakteriler. Hastalik yapan bakterilerin olusturdugu zararl
olaylara verem, tifo, kolera, frengi, belsoguklugu, tetanos, bogmaca, malta hummasi,
sarbon, veba, botulizm, difteri hastaliklari ve cesitli organlardaki iltihaplar 6rnek
gosterilebilir. Bir baska zararlari da vyiyeceklerin bozulmasina neden olmalardir.
Bakterilerin yararli islevlerinden mayalanma (fermantasyon) ile ginlik yasamda
gereksinime duyulan bircok Griin (yogurt, peynir, sirke) elde edilebilir. Bakteriler
kemosentezle dogada ise yaramaz hale gelen bircok maddenin yeniden biyolojik
yasama girecek bicimde yararli duruma gelmesini saglarlar. Ornegin, amonyak halinde
insan ve hayvan viicudundan atilan azot, bazi bakteriler tarafindan énce nitrit ve sonra
nitrata cevrilerek yine bitkilerin yararlanabilecegi bicime donustlralir. Ayni islem
kiikart icin de gecerlidir. Ayrica bakteriler insan, hayvan ve bitki cesetlerinin
dokularinin kokusmayla parcalanmasini saglayarak onlardaki organik maddelerin
topraga karismasini saglarlar. Nadasa birakilan ya da baklagil ekilen topraklarda,
havanin azotunu topraga baglayarak, topragin azot acisindan zenginlesmesini
saglayanlar yine bakterilerdir. Bu gibi olaylarin dogadaki ham besin maddesi dengesini
saglamakta biyiik katkilari vardir. insan bagirsaginda ortak yasayan bakteriler,

insanlarin gereksinmesi olan vitaminleri sentezleyerek kana karistirirlar. Ayrica gevis
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getiren hayvanlarin sindirim sisteminde yer alanlari da otlardaki seliilozun

parcalanmasini kolaylastirirlar [21].

2.2 Bakterilerin Siniflandiriimasi

2.2.1 Fiziksel Sekillerine Gore Siniflandirilmasi

Gok ilkel bir mikroskop kullanarak, ¢alismis olan Anthony Van Leeuwenhoek’dan beri
bakteriler, goriiniim bakimindan yuvarlak sekilliler, comakgiklar ve sarmal seklindekiler
olmak Uzere Ug¢ esas grupta incelenmistir. Isik mikroskoplarinin gelismesi, karanlik alan,
ultraviyole, faz mikroskopisi ve elektron mikroskoplarinin ortaya ¢ikmasi bile goriiniim
bakimindan yapilmis olan bu gruplama 6nemini kaybetmemistir. Bakteriler fiziksel

sekillerine gore Ug bolime ayrilirlar [26].

2.2.1.1 Comaksi Bakteriler (Bacillus)

Sert veya esnek ¢eperli, dizenli veya diizensiz gomakgik veya silindir seklinde olan
bakterilere basil denir. Kokobasil, fuziform, difteroid ve streptobasil olmak lizere 4
cesidi vardir. Kokobasil diizenli ve silindir seklinde ya da hafif egri gorlinliste boyu
enine yakin ve sanki koklara benzer bicimde, fuziform comagin iki kenari disbiikey ve
uglari sivriye yakin sekilde, difteroid bir veya iki uglari bazen de ug ve ortalari sismis
gortiinimdedir. Streptobasil ise birbirleriyle u¢ uca degecek sekilde ¢comakciklardan
ibaret zincir yapan basillerdir[26]. Bacillus cinsi bakterilerin genel ozellikleri; Gram
pozitif, sporlu ve aerob olmalaridir. Tifo, tiberkiloz etkeni ve yogurt bakterileri bu tir

bakteriler icin 6rnektir [27]. Sekil 2.1’de bazi gomaksi bakteri drnekleri gértilmektedir.

ﬁ; o R f

P.glvei. « - Bbrevis . B.cereus 'B.c:rculans ,"-

Sekil 2.1 Comaksi bakteri cesitleri [28]
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2.2.1.2 Yuvarlak Olanlar (Coccus)

Kire seklindeki bakterilerdir. Diplokoklar, stafilokoklar, streptokoklar ve sarcina olmak
Uzere dort cesidi vardir. Diplokoklar ciftler halinde bulunur. Stafilokoklar Gzim salkimi
seklinde kiimelenmis halde bulunur. Streptokoklar zincir seklindedir. Sarcina ise
dorderli kimelenerek kibik kutu sekli olustururlar. Zatiirre ve bel soguklugu bakterileri

bunlara 6rnektir [26]. Sekil 2.2’de yuvarlak bakterilerin SEM gorintileri bulunmaktadir.

Sekil 2.2 Yuvarlak bakteri SEM goriintisu [29]

2.2.1.3 Spiral Olanlar (Spirullum)

Spiroket ve spiril olmak Uzere iki ¢esidi vardir. Spiroket esnek yapili, uzun, eksenleri
etrafinda dalgali ve spiral bukiilmus, spiril ise sert yapili egilip bikilemeyen spiral
bicimlidir. Kivrik viicutlu olanlarin bir alt grubu da Vibrio’lardir. Bunlar virglle benzeyen
adeta comakgik seklindedirler [26]. Sekil 2.3’te spiral bakteri ¢esidi olan Campylobacter

Jejuni gorintlsi gosterilmektedir.

Sekil 2.3 Spiral bakteriye 6rnek Campylobacter Jejuni goriintiisi [30]
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2.2.2 Beslenme Sekillerine Gore Bakteriler

Bazi bakteriler ototrof olup; yasamalari igin gerekli olan organik molekdlleri, inorganik
molekillerden sentezleyebilen bakterilerdir. Cogunlugu ise heterotrof olup; yasamalari

icin gerekli olan organik molekilleri disaridan alan bakterilerdir [31].

2.2.2.1 Ototrof Bakteriler
Ototrof bakteriler fotosentetik ve ve kemosentetik olmak Uzere iki ana gruba ayrilir.

Fotosentetik bakteriler; sitoplazmalarinda serbest klorofil tasirlar. Fotosentezlerinde

elektron kaynagi olarak H,O yerine H,S ve H; kullanirlar [32].
CO, + H,0 ------ > Besin + O, (Mavi-yesil algler)

CO; + HyS —-—--- > Besin + S + H,0 (Kukiirt bakterileri)

CO, + Hy ———--- > Besin + H,0 (Hidrojen Bakterileri)

Kemosentetik bakteriler ise madde devrinde ¢ok 6nemlidirler. Bazi inorganik maddeleri
oksitleyerek onlari zararsiz hale getirirler. Olusan maddeler ise bitkilerce mineral tuzlar
olarak kullanilir. Bu oksitleme sonucunda aciga kimyasal enerji cikar. Bu enerjiyle de
CO, indirgemesi yaparak besinlerini sentezlerler. Isik ve klorofil gerekli degildir. Oksijen

kullaniir. Kemosentetik bakteriler en c¢ok azotlu, kikurtli, demirli maddeleri

oksitlerler.

NH;3 + Oy --------- > HNO, + H,0 + Kalori (Nitrosomanas)

HNO; + Oy --------- > HNOs + Kalori (Nitrobacter)

H,S + Oy - > H,0 + S + Kalori (Ktikart Bakterileri)

FeCO; + O, + H,0 —-—--—--- > Fe(OH)s + CO; + Kalori (Demir Bakterileri)
N, + Oy --——--—-- > NO, + Kalori (Azot bakterileri)

2.2.2.2 Heterotrof Bakteriler
Heterotrof bakteriler ise saprofit ve parazit olmak lizere iki ana gruba ayrilir.

Saprofit bakteriler; bakterilerin ¢ogunlugunu olusturur. Besinlerini bulunduklarn

ortamlardan hazir sivilar olarak alirlar. Nemli, 1slak ve clrilkler izerinde yasarlar. En ¢ok
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aminoasit, glikoz ve vitamin gibi besinleri ortamdan alirlar. Bu tiir bakteriler dis ortama
salgiladiklari enzimlerle bitki ve hayvan Olllerini daha basit organik maddelere
parcalayarak onlarin ¢lrliimesini saglarlar. Boylece hem topragin humusunu artirirlar,
hem de kendilerine besin saglarlar. Cliritme sonucu gesitli kokular meydana gelir. Bu
ylzden bu olaya kokusma denir. Bazi saprofit bakteriler, stitliin yogurt ve peynir olarak
mayalanmasini saglarlar. Saprofitler, dinyada madde devrinin tamamlanmasinda

onemli rol oynadiklarindan hayat icin mutlaka gereklidir [32].

Parazit bakteriler ise; besinlerini cansiz ortamdan degil de Uzerinde yasadiklari
canlilardan temin ederler. Clnkd sindirim enzimleri yoktur. Bunlarin bazilari konak
canliya fazla zarar vermeden yasayabilirler. Sadece onun besinlerine ortak olurlar. Kalin
bagirsagimizdaki Escherichia coli bunun en iyi 6rnegidir. Bazi parazit bakteriler ise
konak canlinin 6limiine bile sebep olabilen hastaliklara yol acarlar. Bunlara patojen
bakteriler denir. Patojenler ya toksin ¢ikararak ya da konak canlinin enzim ve
besinlerini kullanarak zarar verirler. Toksinler ya disari atilir (ekzotoksin), ya da
bakterinin icinde kalir (endotoksin). icinde kalan toksinler, bakteriler éliince zararl hale
gecerler. Canlilarin patojen bakterilere ve toksinlerine karsi olusturduklari savunmaya
bagisikhk denir. Parazit bakterilerinin Gremeleri oldukc¢a hizlidir [32]. Sekil 2.4’te cesitli
hastaliklara neden olan patojen bakterilerin elektron mikroskopta kaydedilmis

gorintileri gosterilmistir.

«\

Salmonella typhi Staphylococeus aureus Enrwinia amylovora E. coli baktenlen

bakternleri (Tifo etkeni) bakternleri baktenileri (Bagirsak enfeksiyonu
(Bogaz enfeksiyonu (Bitkilerdeki hastalik etkeni)
etkeni) etkeni)

Sekil 2.4 Cesitli hastaliklara neden olan patojen bakterilerin elektron mikroskop
gorintdleri [33]

2.2.3 Gram Boyadan Etkilenmelerine Gore Bakteriler

Gram boyama; bakterileri, hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore iki

blylk gruba ayirmak icin kullanilan bir yéntemdir. Bu teknik, bir bakteri érneginin
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kimliginin belirlenmesinde ilk asama olan Gram-pozitif/Gram-negatif ayriminin
yapilmasinda kullanilir. Bu metodu bulan kisi, Danimarkali bilim adami Hans Christian

Gram'dir [32].

Gram-pozitif bakterilerin kristal viyole/iyot kompleksini tutma ozelligine sahip
peptidoglikan yapida hicre duvarlari vardir. Hicre duvarlarinin agsi ve kat kat

peptidoglikandan olusan yapisi boya pargaciklarini tutar [32].

Gram-negatif bakterilerin hlicre duvari ise sadece ince bir peptidoglikan katmanindan
olusur ve boyalari tutamaz. Ardindan alkolle yikama, Gram-pozitif hiicre duvarinin su
kaybedip blizlismesine neden olur, bu yiizden boya tanecikleri molekdllerin arasina
sikisir. Gram-negatif bakterilerdeki ince olan peptidoglikan katman boya pargalarini
tutamaz; alkol dis zardaki lipitleri ¢dziince boya dagilir, hiicrenin rengi acilir. Renk
acilmasinin ardindan birinciden farkli ikinci bir boya olan safranin ya da fuksin
uygulanir, bu boya rengi acilmis hiicreleri boyayarak onlarin gériinmelerini saglar.
Gram pozitifler birinci boyayla mora boyandiklari igin ikinci boya onlarin rengini
etkilemez, ama Gram negatif olanlar pembe-kirmizi olurlar. Genellikle, Gram-negatif
bakteriler hastalik yapici kuvvetleri agisindan daha tehlikelidirler. Gram-negatiflerin dis
zarlarinin Gstinde, antikorlarin baglanmasini engelleyen siimiiksu bir tabakalari vardir.
Gram-pozitiflerin ise hicre duvarlarini koruyan dis zarlari yoktur ve viicudun Urettigi
lizozim enzimi ¢iplak peptidoglikan katmanlarina zarar vererek bakteriyi imha eder.
Gram-pozitifler bu 6zellikleri ylziinden penisilin gibi beta-laktam antibiyotiklere daha
duyarhdirlar [34]. Gram boyama yonteminin mekanizmasi ve cubuk, virgil, yuvarlak

sekillerdeki Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler Sekil 2.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.5 Gram boyama yonteminin mekanizmasi ve gubuk, virgil, yuvarlak sekillerdeki
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler [35]

#

2.2.4 Oksijene Duyduklari ihtiyaca Gére Bakteriler

2.2.4.1 Aerob Bakteriler

Yasamlari igin oksijenin zorunlu olan bakterilere denir. Bu tir bakteriler, hiicresel

faaliyetlerini devam ettirebilmeleri icin mutlaka oksijene ihtiya¢ duyarlar [36].

2.2.4.2 Anaerob Bakteriler

Yasamlari i¢in oksijene kesinlikle ihtiya¢c duymayan bakterilere denir. Bu tiir bakteriler
hiicresel faaliyetlerini devam ettirebilmeleri icin oksijene ihtiya¢ duymazlar, hatta

oksijen bu bakterilere toksik etki 6zelligi gosterir [36].
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2.2.4.3 Fakiiltatif Bakteriler

Yasamlarini hem oksijensiz ortamda hem de oksijenin bulundugu ortamlarda
surdirebilen bakterilere denir. Bu tir bakteriler, hiicresel faaliyetlerini, ortamda
oksijen bulunsa da bulunmasa da devam ettirirler. Oksijenin bulunmadigl ortamlara
gore oksijen bulundugu ortamlarda hiicresel faaliyetleri daha iyi olan bakterilere aerop
fakiltatif bakteriler ve oksijenin bulunmadigl ortamlarda oksijenin bulundugu
ortamlara gore hiicresel faaliyetleri daha iyi olan bakterilere anaerop fakiltatif

bakteriler adi verilmektedir [36].

2.2.4.4 Mikroaerofil Bakteriler

Cok az oksijen bulunmasi halinde yasamlarini slrdiren bakterilere mikroaerofil

bakteriler adi verilir [36].

2.3 Bakterilerin Hiicresel Yapilari ve Ozellikleri

Bakterilerin hicre vyapilarinin incelenmesini kolaylastirmak igin iki temel kisma

ayirmada yarar vardir. Bunlar;
-Dis yapi (hticre duvari, kapsdl, flagella, fimbria),

-i¢ yapi (sitoplasmik membran, mesosom, nukleus, ribozom, sitoplasmik graniiller,

sporlar vb.) [36]. Sekil 2.6’da tipik bir bakteri hiicresi gorilmektedir.

ribozom

gida salgi kesesi

prokaryotik
kamgi ! -{ \‘* ; \4 ;
= ‘\ S5 = Y 5 kapsiil
/ \ s ‘ \\ \/(\’\ \y
f \ \ \*_‘,‘/‘/ ‘hiicre duvan
\\ \ |
{ \./ plazmid (DNA) sitosol plazma membran

Sekil 2.6 Tipik bir bakteri hiicresi [37]
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2.3.1 Hicre Duvari

Bakterilerin etrafini tam ve kesintisiz olarak saran hiicre duvari, sitoplazmik zarin
disinda lokalize olmustur. Sert, ayni zamanda elastik bir yapi karakterine sahip olan
hicre duvari, bu 0zelligi sayesinde bakterilere orijinal sekillerini verir ve esneklik

kazandirir. Hiicre duvarina sertligi mirein tabakasi (peptidoglikan) verir.

Bakterilerin yasami icin 6dnemi olan gegirgenligin veya ozmozun saglanmasinda ve
devam ettirilmesinde hiicre duvarinin 6zel bir fonksiyonu vardir. Bakteriler bu
Ozellikleri nedeniyle dis ortamlardaki su, organik ve inorganik maddeleri iceri alabilir ve
ayni zamanda hicre icinde olusan cesitli metabolitleri (toksik maddeler, enzimler,
metabolizma artiklarini vs.) disari verebilirler. Bu durum hicre duvarinin selektif bir
stzgec (elek) gibi gorev yapmasindan kaynaklanmaktadir (selektif permeabilite). Hiicre
duvarinin yapisi ve fonksiyonlari Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde farkhdir
[38]. Cizelge 2.1’de Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin arasindaki farklar

gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin arasindaki farklar [39]

GRAM POZITIiF GRAM NEGATIF
Peptidoglikan Katmani kalin (cok katmanli) ince (tek katmanlh)
Hicre Duvari Kalinhgi 20-80 nm 10 nm
Duvardaki Katman Sayisi 1 2
Peptidoglikan icerigi >50% 10-20%
var yok

Hucre Duvarindaki Teikoik Asit Varligi

disik yuksek

Lipit ve Lipoprotein icerigi

(aside dayanikh bakteriler
peptidoglikan baglantil lipitleri
olmasi)

(chis zar varligi)

Protein igerigi Orani

0%

9%

Lipopolisakkarit (LPS) icerigi neredeyse hig yuksek
Periplazmik Bosluk yok var
Dis Zar yok var
Kamgil Yapi temel viicutta 2 halka temel viicutta 4 halka
Toksin Uretimi ekzotoksin ekzotoksin ve endotoksin
Fiziksel Bozulma Direnci yuksek disuk

yuksek distk
Lizozim ile Hlicre Duvari Pargalanmasi (dis membrani bozma 6n

islemi gerektirir)

Sulfoamid ve Penisiline Duyarlilik yuksek distik
Streptomisini Kloroamfenikol ve disuk yuksek
Tetrasiklin Duyarhhg
Temel Boya (Basic Dyes) inhibisyonu yuksek distk
Anyonik Deterjanlara Duyarlilik yuksek disuk
Sodyum Azid Direnci yuksek disuk
Kurumaya Direnci yuksek disuk
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2.3.1.1 Gram Pozitif Hiicre Duvari

Gram pozitif bakterilerde kalin ve gok katmanlh peptidoglikan tabakasi bulunur (%80-
85). Bu tabaka, teikoik asit, lipoteikoik asit ve komleks yapidaki polisakkaritleri de igerir.
Protein yapida olan teikoik asit ve lipoteikoik asit antijeniktir ve 6énemli virulans
faktorlerinden biridir [40]. Sekil 2.7’de Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari sematik

olarak gosterilmektedir.

Gram- Pozitif Hiicre Duvarn Kimyasal Yapi Fonksiyon

- Kapsiil Antifagositik, imminoje
(Polisakkaric, yainuca (Strep. pyogenes'in hiyaiuro

Hiicre duvar ¥
AT 038 OR B.anthradis kaosilu asid kapsili haric)
pokipeptid'dir.)
Yiizey (surface) proteinleri Co&y antifagositik ve
(Staf. aureus: A proteini, Strep. imminojenik
pyogenes: M proteini)
- Telkolk asid Lipoteixoik asid Epitel yizeyine tutunmay

hilcre duvan teikolk asid  sadlar, imminojenik, faj igin
reseptir tagir

- Hicre Duvan/Peptidoglikan  Hicre duvarinin rijid
Kalindw. Birgok capraz pentaglisin - yapisini  sadlar, osmotik
badji igerir. Kuglk molekul adirhkls  hasardan korur,

maddeler gecebilirler.

Sitoplazmik membran Membransz matrix,
Hidrofobik fosfolipid tabaka enzimlerini ve hiicre cuvari €
sorumiu enzimlerini ve hi
sentezinden sorumiu enz
(Omedin: Penisilin Binding
F (PBP), transpej
Sitoplazma karboksipeptidaz)

[D:06s175

GR (+) HUCRE DUVARININ KIMYASAL YAPISI VE FONKSIYONLARI

Sekil 2.7 Gram pozitif hiicre duvari kimyasal yapi ve fonksiyonu [41]

2.3.1.2 Gram Negatif Hiicre Duvari

Gram pozitif bakteri duvarina gore daha kompleks bir yapidadir. Peptidoglikan tabaka
(%5-10) ve dis zar olmak Uzere baslica iki tabakadan olusur. Teikoik asit ve lipoteikoik
asit icermez. Gram pozitif bakterilerden farkli olarak periplazmik aralik bulunur [40].
Sekil 2.8’de Gram negatif bakterilerinin sahip oldugu hiicre duvarinin sematik gésterimi

bulunmaktadir.
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Gram-negatif Hiicre Duvarn Kimyasal Yap: Fonksiyon

Hiicre - - Kapsiil/Polisakkarid . ....... Antifagositik ve imminojenik
duvan Hiicre disi ortam/_ (Her bakterinin kapsUli yoktur.)
b T— -DigMembran .....cccoenne Hidrofobik tabaka; LPS
| Hidrofobik fosfolipid polisakkarid, antijenik; Lipid A toksin)
tabaka, dig membran
proteinler|, porlar
AR TR |
MTRILIRIAT ‘[—] T - Porlar/Proteinler ... Pasif transport

_\ « Dis membran proteinleri ... Virllans, yapssma

[ - Periplazmik aralik ................. Exstraselliler enzimler igeri, osmotik
basincin azalmassns sadlar.
-\ - Peptidoglikan (periplazmik ......Hicrenin rijid yapisine sadlar, osmotix
- araligin iginde) hasardan korur.
Sitoplazma
-fcmembran ... Membraniz matrix, solunum
Endotoksin=LPS= Hidrofoblk fosfolipid enzimierl, hcre duvan sentezinden

tabaka sorumiu enzimleri igerir. (Ornedin

"poP"o“”kka"d Penisilin Binding proteinler (PBP),

Gr () hiicre duvaninda: Transpeptidaz, Karboksipeptidaz)

O- Antijen
l (polisakkarid, imminojenik)
- Lipid A (toksik)

GR (-) HUCRE DUVARININ KiM YASAL YAPISI VE FONKSIYONLARI

Sekil 2.8 Gram negatif hiicre duvari kimyasal yapi ve fonksiyonu [41]

2.3.2 Kapsil

Bazi yuvarlak ve gomak bigimli mikroorganizmalarin hicre duvarindan ayri olarak
ekstraselller (hicre disi) yapida bir tabaka bulunur ki buna kapsul adi verilir. Kapsiil,
genellikle polisakkarid yapidadir. Nadiren protein veya hem polisakkarid hem protein
yapisinda olanlara da rastlaniimaktadir. Kapstl; mikroorganizmalari, ¢evrenin fiziksel,

kimyasal ve mekanik etkilerinden koruyarak dayanikhligini artirir [38].

2.3.3 Kirpik (Flagella = Kamgi )

Kirpikler protein yapisinda, ince, uzun, dalgal, esnekligi fazla, sitoplazmadan koken
alan, sarmal yapidaki uzantilar olup mikroorganizmalar igin hareket organelidir. Kirpik,
her mikroorganizma tiirinde bulunmaz. Bakterilere sivi ortamda yer degistirme (aktif
hareket) olanagi saglar. Kirpikli mikroorganizmalarin mikroskop altinda hareketleri
gozlensin veya gozlenmesin, hareketli kabul edilir. Mikroorganizmalar arasinda
kirpiklerin konumu oldukca degisik olup sadece tirler arasinda sabit bir karakter
gosterebilir. Bakteriler kirpik olup olmamasina ve kirpiklerin konumuna gore atrik
(kirpiksiz), monotrik (tek kirpikli) ve politrik (cok kirpikli) olmak {izere baslica 3 gruba
ayrilir. Cok kirpiklilik durumu da kendi icinde amfitrik (kirpiklerin karsiliklhi olmasi),
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lofotrik (kirpiklerin demet halinde bir veya iki ugta bulunmasi) ve peritrik (kirpiklerin
her tarafta bulunmasi) olarak isimlendirilmektedir [42]. Sekil 2.9’da bakterilerdeki

kirpik yapilar gosterilmektedir.

peritrik i A
e Al B atrik monotrik
lofotrik

. .
. = -
- o
- — - v

Sekil 2.9 Bakterilerdeki kirpik yapilar [42]

2.3.4 Fimbria (Piluslar)

Bakterinin her yoniinden cikan ve kirpikten daha kisa ve ince olan, diiz, bazilarinin
ortasl bos ve cok sayida olusumlara rastlaniilmaktadir ki bunlara fimbria (pilus) adi
verilmektedir. Bakterilerde basit ve seks pilusu olmak Uzere iki gesittir. Basit piluslar
bakterinin hiicre ylzeylerine yapismasini, tutunmasini saglar. Seks piluslari ise

bakteriler arasi genetik madde aktarimindan sorumludur [42].

2.3.5 Sitoplazmik Zar (Hiicre Membrani)

Hicre duvari olan peptidoglikan katmaninin hemen ig yuziinde sitoplazmik zar yer alir
ve fosfolipit cift katmanindan olusur. Zarin dis tabakasi polar fosfat gruplarindan, i¢
tabakasi ise polar olmayan lipit zincirlerinden olusmustur. Sitoplazmik zarin baslica
fonksiyonlari; segici gegirgenlik ve madde aligverisi, elektron transferi ve oksidatif
fosforilasyon, cesitli enzimlerin ve proteinlerin hiicre disina salgilanmasi ve hiicre
duvari sentezidir. Hiicre membraninin ana biliesenleri fosfolipitler, kolestrol ve

glikolipitlerdir [42].
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2.3.5.1 Fosfolipitler

Hlcre membraninin en 6nemli bileseni olan fosfolipitler; bir veya iki yag asidi grubu,

negatif ylkli bir fosfat grubu, bir alkol grubu ve de bunlari birbirine baglayan bir

omurgadan olusur. Fosfat grubunu iceren polar baslari hidrofilik (suyu seven), apolar

kuyruklari ise hidrofobik (suyu sevmeyen) o6zelliklidir. Bu ylzden sulu ortamda

fosfolipitler, hidrofobik kuyruklarini yan yana ve ug uca yerlestirerek, sadece hidrofilik

baslarin suyla temas ettigi bir cifte tabaka olustururlar. Olusan bu cifte tabaka esnek,

bir sivi kristal gibi akiskan ve kismen gecirgendir [42]. Sekil 2.10’da fosfolipitlerin

sematik olarak gosterimi bulunmaktadir.

[} ob=0

CHO~ P — O~ CH,CH, — N*
&

Phosphatidyicholine
CH,

Polar Grup
(Hidrofilik)

Apolar Grup
(Hidrofobik)

hidrofilik

Sekil 2.10 Fosfolipitlerin sematik gosterimi [43]

Fosfolipidler; notral, asidik ve bazik olmak Uzere Ui¢ ana kategoriye ayrilir. Bas kisim

denilen fosfatin bulundugu bolge fosfolipidin ylkinu etkiler. Sekil 2.11’de hiicrelerdeki

lipitler ve bas gruplarindan dolayi lipitlerin yikleri gérilmektedir [42].
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Sekil 2.11 Hicre membraninda bulunan lipitlerin yapisal gdsterimi [20]

25



Cizelge 2.2’de kirmizi kan hiicrelerinin (RBC) ve bazi Gram pozitif, Gram negatif
bakterilerinin hiicre membraninda bulunan lipitlerin tirine gore dagilimi gosterilmistir.
Burada da anlasilacagi gibi kan hiicrelerinde (RBC) fosfatidil gliserol (PG) olmamasi
hiicre ¢eperini notral yapar. Bununla birlikte bakterilerde PG bulunmasi (-) yukli ¢eper

olmasina sebep olur ve boylece katyonik maddelerle etkilesime girebilir.

Cizelge 2.2 Farkli hiicrelerde bulunan lipitlerin dagihmi * [44]

Hiicre Tiirii PC |PE |PG |PS [SM|CL [CH
E. coli (Gram-negatif) - | %80|%20| - - %5 | -
S. typhimurium (Gram-negatif) - |%60|%33| - - %7 | -
P. cepacia (Gram-negatif) - | %82|%18| - - - -
B. subtilis (Gram-pozitif) - | %12|%70| - - %4 | -
S. aureus (Gram-pozitif) - - |%57| - - %43 -
Kirmizi kan hticreleri-RBC (dis kisim) (%33| %9 | - - | %18 - |%25
Kirmizi kan hiicreleri-RBC (i¢ kisim) |%10|%25| - |%10|%5 | - -

* PC: Fosfatidilkolin; PE: Fosfatidiletanolamin; PG: Fosfatidilgliserol; PS: Fosfatidilserin;

SM: Sfingomiyelin; CL: Kardiyolipin; CH: Kolesterol

2.3.6 Sitoplazma

Sitoplazma fiziksel olarak berrak, hafif yapiskan bir sividir. Hiicrede meydana gelen
kimyasal reaksiyonlarin olustugu, hiicrenin yapi maddelerinin sentezlendigi yerdir.
Sitoplazma icinde cesitli iyonlar, aminoasit, protein, pirin, glikoz, riboz, vitamin,
koenzim, disakkaritler vs. bulunur. Ayrica mezozom, ribozom cekirdek, sitoplazmik

grandller (volutin, lipid, polisakkarid, pigment, endosporlar vs.) vardir [42].

2.3.7 C(Cekirdek (Nucleus, Kromozom, DNA)

Bakterinin orta kisminda, yumak halinde bir tek kromozomdan meydana gelmis bir
cekirdek bulunur. Bu kromozomun yapisi, DNA molekiliinden olusur. Kromozomun
etrafinda bir ¢cekirdek zari yoktur. Kromozom yumagi bir ucu ile hiicre zarinda bulunan

mezozoma baghdir. Cekirdek kalitsal (genetik) 6zellikleri tasir [42].
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2.3.8 Mezozom

Sitoplazma zari kivrilip iceri dogru girinti yaparak mezozom denen 6zel yapilari
olusturur. Septal ve lateral olmak Uzere iki c¢esittir. Bakteri kromozomu hiicre
bolinmesi sirasinda septal mezozoma baglanir. Lateral mezozomlarin ise, kendilerine
yapismis olan plazmidlerin replikasyonda ve spor olusturmada goérevli oldugu

sanilmaktadir [42].

2.3.9 Plazmidler

Bakteri kromozomundan bagimsiz olarak cogalabilen, cembersel, ekstrakromozomal
DNA molekuliidiir. Bakterinin DNA’sindan farkli olarak hicre canhligl icin gerekli
olmayan fakat antibiyotiklere karsi direng ve toksin Uretimi gibi ¢esitli fonksiyonlari

kodlayan genleri tasirlar [42].

2.3.10 Ribozomlar

Bakteriyel ribozomlar, 6karyotlarda oldugu gibi protein yapim bélgesi ise de bunlarin

blylklik ve kimyasal bilesimi 6karyotik ribozomlardan farkhdir [42].

2.4 Bakterilerde Direng

Antibiyotik direnci diinya capinda bir sorundur. Antibiyotik direncinin yeni bicimleri,
uluslararasi sinirlari asabilir ve de olaganilsti bir hizla kitalar arasi yayilabilir. Diinya
Saglik Liderleri, antibiyotik direncgli mikroorganizmalari, “kabus bakteri” adiyla “yikici
tehdit” olarak her (lkedeki insanlara bakteri direncinin ne demek oldugunu

aciklamaktadir [45].

Birlesik Devletler’de, en az iki milyon insan, bir veya birden fazla enfeksiyon tedavileri
icin dizayn edilmis antibiyotikleri kullanarak ciddi bir sekilde bakterilere direng
kazandirmaktadirlar. Her yil en az yirmi ¢ bin insan sadece bu antibiyotik direncli
enfeksiyonlar nedeniyle 6lmektedir. Buna ek olarak her yil yaklasik iki yiz elli bin insan
Clostridium difficile (C. difficile) enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatmaktadir. Birlesik
Devletler'de en az on bin insan C. Difficile enfeksiyonundan dolayi 6lmektedir. Birlesik

Devletler'de, antibiyotik direngli enfeksiyonlar, saglk sisteminde maliyet olarak asiri
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yuke sebep olmaktadirlar. Cogu durumda bu enfeksiyonlar, uzun sireli ve/veya fazla
maliyetli tedavileri, hastanede kalisi uzatma ve ek doktor viziteleri gerektirmektedir. Bu
durumlardan dolayl antibiyotik ile kolayca tedavi edilebilir enfeksiyonlardan daha
biylk bir sorun ve 6lim orani ortaya ¢iktigi gérilmektedir. Bu sorunun devlete
maliyeti her yil yaklasik olarak yirmi milyar $ - otuz bes milyar $ arasi degismektedir

(2008 yili verileri) [45].

Antibiyotik kullanimi tiim diinyada antibiyotik direncine yol acan en onemli faktordur.
Antibiyotikler, insan hekimliginde kullanilan en sik recete ilaclar arasinda vyer
almaktadir. Ancak, regete edilen tim antibiyotiklerin yaklasik % 50'si gereksiz veya
ongorulen optimum etkili degildir. Antibiyotikler ayrica yaygin olarak gida (reten
hayvanlarin hastalanmalarini énlemede, tedavisinde ve blylimesini gelistirmede de
kullanilmaktadir. Blylimeyi gelistirmek igin antibiyotik kullanimi gerekli degildir ve de
pratik asamali olmalidir. ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan yapilan en son
rehberde bu hedefe dogru bir yol tarif etmektedir. insanlarda kullanilan ile gida
hayvanlarinda kullanilan dozaj miktarini dogrudan karsilastirmak zordur. Fakat gida

Uretiminde antibiyotigin daha fazla kullanildigina dair kanitlar mevcuttur [45].

Antibiyotik direnci blylmesindeki bir diger faktér bu bakterilerin insandan insana
yayllmasi ya da insan kaynakli olmayan cevresel faktorlerdir (tliketilen yiyecegin bu

bakteriyi icermesi).
Bu olimcul enfeksiyonlarla micadelede yardimci olacak dort temel eylem mevcuttur:

eEnfeksiyonlarin ve direng yayiliminin énlenmesi

eDirencli bakterileri takip etme

eBuglinlin antibiyotik kullaniminin gelistirilmesi

eYeni antibiyotiklerin gelistirilmesini tesvik etmek ve direncli bakteriler icin yeni

tani testleri gelistirmesi [45].

Klinik olarak gliiniimizde kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu, 1940'lardan 1960'lara kadar
olan siirede, antibiyotik kesfinin altin désneminde bulunmustur. Ornegin; hiicre duvari,
60S ribozomlar, hiicre membranlari, genetik materyal ve biyosentetik yollar gibi insan
hiicrelerinden 6nemli 6lglide farkh veya insan hiicrelerinde bulunmayan patojenlerin

molekiler hedefleri, antimikrobiyal ajanlari tasarlamak icin kullanilir (Sekil 2.12. (A)).
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Direng mekanizmalari, effluks pompalari, fosforilasyon, asetilasyon ve hidroliz gibi
kimyasal modifikasyonlari, en kiglik antimikrobiyal molekillerine karsi hedef

degistirme ve yeniden programlama biyosentezini igerirler (Sekil 2.12. (B)) [46].

o
(®)
Protein synthesis
O

Antibiotic

/g —— Efflux pump
Macrolides
Oxazolidones
. Aminoglycosides
Tetracyclines
 Lincosamide L+ 5} Antibiotic altering
enzyme

Detcarfgse" Antibiotic degrading
‘ " e enzyme
DNA/RNA ——— DNAEN Plasmids with
Ciprofloxacin =~ % o resistant genes
Novobiocins h SS
Lincosamide \ A W Altered ¥ Over production
Rifampin / target site of targets
Cell wall synthesis Folicacid
Penicillins R U |
Cephalosporins : _ N
gzmitéﬁs / " Folate metabolism
Bacitracin Sulfonamides
Monobactams Cell membrane Trimethoprim
Polymixins
A B

Sekil 2.12 Bakteri hiicrelerindeki tipik antibiyotik hedef alanlari (A), Antibiyotik direng
mekanizmasi (B) [46]

Antibiyotik direnci, dogal diren¢ ve kazanilmis diren¢ olmak (zere iki cesit olarak

siniflandirilabilir.

2.4.1 Dogal Direng

Temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak inaktif fazda bulunmasi veya ilacin
etki mekanizmasina uygun hedef yapilarin bulunmamasi vardir. Bu duruma 6rnek
olarak M. tuberculosis'in kalsifiye odaklarda metabolizmasi yavaslamis olarak uzun
sire canli kalabilmesi ve bunun sonucunda antitiiberkiloz ilaglara direngli olmasi
verilebilir. Bir diger 6rnek hiicre duvari olmayan Mycoplasmalarin beta-laktam

antibiyotiklere olan direncidir [46].

2.4.2 Kazanilmis Direng

Kazanilmis diren¢ mutasyona bagli ve diren¢ geninin alinmasina bagh olarak ikiye

ayrilir.
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2.4.2.1 Mutasyona Bagh Kazanilmis Direng

Bu sekilde rezistansa yol agan mutasyon olayi genellikle bakterinin kemoterap6étik ilag
ile temasina bagh degildir ve arada bir neden sonuc iliskisi bulunmaz. Mutasyon
bakteride genellikle spontan olarak olusmaktadir. ilagla temasta olan ve olmayan iki
bakteri poplilasyonunda mutasyon sikliginin genellikle ayni oldugunu gdsteren
gozlemler vardir. Kromozomal mutasyonla olusan kazanilmis direng bir asamada veya

¢ok asamada olusabilir [46].

2.4.2.2 Direng Geninin Alnmasina Bagh Kazanilmis Direng ((Plazmid veya

Transpozon Araciligiyla)

Plazmidler, ekstrakromozomal genetik elemanlardir. Sirkiiler yapida ¢ift zincirli DNA
molekilleridir. Plazmidlerin molekil agirhgr 1-200 milyon dalton arasinda degisir.

Direnc genleri taslyan plazmidlere rezistans plazmidleri (R plazmidleri) adi verilir [46] .

Transpozonlar, rezistansin tasinmasinda rol oynayan diger bir 6zel DNA pargasidir. Hem
kromozomal DNA (izerine, hem de plazmidler Uzerine sokulabilen (rekombine olan)

daha ufak ve hareketli DNA pargaciklaridir [46].

Plazmidlerin baska hilicreden veya ortamdan hiicreye transferinde rol oynayan

mekanizmalar asagida siralanmistir.

Transdiksiyonda; bakteriyofajlar (bakteri virlsleri) rezistans plazmidinin tastyiciligini
yaparlar. Bakteri icine giren bakteriyofaj onun R plazmidini, kendisinin viral protein kilifi
icine alir ve boliinerek plazmidin kopyasini iceren ¢ok sayida yavru bakteriyofaj
olusturur. Sonucta bakteri hiicresi patlar ve ortama R plazmidi iceren yizlerce yeni
bakteriyofaj sacilir. Bunlarda ayni veya farkli tiirden diger bakterileri infekte ederler ve

onlari rezistan duruma getirirler [46].

Konjugasyonda; rezistan bakteri, duyarli bakteriyle sitoplazma koéprisi olusturur ve R

plazmidlerinden biri duyarh hiicreye gecer ve onu rezistan yapar [46].

Transformasyonda; bakterinin lizisi sonucu ortama dokiilmis R plazmidleri veya DNA

kirintilari duyarli bakteri tarafindan alinir, bakteri rezistan duruma gecer [46].
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Sekil 2.13, diren¢ geninin alinmasina bagh kazanilmis direnci

gostermektedir.

sematik olarak

Antibiyotige duyarh bakteri

P

antibiyotige direng geni tasiyan DNA'lardaki bu alir ve direngli hale gelir.
genlerin bir kopyasi duyarli bakteriye geger.

Iki bakterinin temasi sonucunda direng geni tagtyan (kirmizi) DNA pargasi diger bakteriye kolayca geger.

Antibiyotige direngli bakteri Bu iki bakterinin temas etmesiyle, Duyarli bakteri yeni DNA'y1 Antibiyotige direngli yeni bakteri cogalir.

Sekil 2.13 Direncg geninin alinmasina bagh kazanilmis direncin sematik goésterimi [47]
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BOLUM 3

POLIMERLER

Polimer, ¢ok sayida kii¢ciik molekilin kovalent baglarla birbirlerine baglanarak
meydana getirdigi makromolekdldiir. Sekil 3.1’de gosterildigi gibi monomer adi verilen
kiicik molekiller uygun kosullarda polimerizasyon tepkimesi sonucu birbirleriyle

kimyasal bag yaparlar ve polimer molekillerine donisurler [48].

QOQ
@ g

monomer

polimerizasyon

polimer

Sekil 3.1 Polimerizasyonun sematik gosterimi [49]

3.1 Polimerlerin Siniflandiriimasi

Polimerleri diger klasik kimyasal maddelerden ayiran en énemli 6zelligi molekdllerinin
blydkligudir. Bu nedenle polimer kelimesi bitin yiksek molekdl agirlikli maddeleri
kapsar. Polimerlerin Ustlin 6zelliklerine makromolekiler yapilarinin katkisi buydktir.
Ornegin; gerekli mekaniksel ozellikler belli bir zincir buyikligi tzerinde kazanilir.

Polimer zincirlerinin sekilleri polimer 6zelliklerini etkilemektedir [50].
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Polimer tek bir monomer biriminin tekrarlanmasindan olusuyorsa buna
“homopolimer” denir. Sekil 3.2’de bir homopolimer 6rnegi olan polistiren

gosterilmistir.

,,CHZ CHz\ /CHz\ /CHZ‘\ /CHz\ /CHz\ /
pollmenzasyon
stiren polistiren

Sekil 3.2 Homopolimere 6rnek olan stirenden polistiren eldesi [51]

Polimer molekili iki farlh monomerin birlesmesinden olusuyorsa buna “kopolimer”

denir. Sekil 3.3, kopolimer ¢esitlerini gostermektedir.

ardisik kopolimer

W

diizensiz kopolimer

W

blok kopolimer

W

asi kopoli>mer

Sekil 3.3 Kopolimer cesitleri [52]

3.2 Polimerlerin Sentezi

Polimerler, degisik kimyasal tepkimelerden vyararlanilarak sentezlenebilir. Bu

tepkimeler, genel isleyis mekanizmalari bakimindan;
i.Basamakli polimerizasyon
ii.Katilma polimerizasyonu

adlari verilen iki temel polimerizasyon yontemi altinda toplanirlar. Polimerlesmeye
yatkin kimyasal maddeler, bu iki mekanizmadan birini izleyerek polimer zincirlerine

katilirlar. Polimerizasyon mekanizmasinin, 0zellikle polimerizasyonun zamanla

33



davraniginin bilinmesi (polimerizasyon kinetigi), aranilan karakteristikleri tasiyan ve

istenilen tiirde polimer tretimi agisindan énemlidir [50].

3.2.1 Basamakli Polimerizasyon

Basamakli polimerizasyon fonksiyonel gruplar tasiyan molekiller arasinda adim adim
ilerler. Once iki monomer tepkimeye girerek bir dimer olusturur. Dimer, baska bir
monomerle birleserek trimer veya kendisi gibi bir dimerle birleserek tetramere
donisir ve benzer tepkimelere girerek zincir blylimesi gerceklesir. Polimerizasyon
ortaminda bulunan her biyuklikteki molekil birbiriyle tepkimeye girebilir ve polimerin

mol kitlesi yavas yavas, uzun bir zaman araliginda artar [48].

3.2.1.1 Kondensasyon Tepkimeleri

Kondenzasyon tepkimeleri —OH, -NH,, -COOH tirla fonksiyonel gruplar taslyan
molekiller arasinda gozlenir. Tepkimeye katilan molekiller, aralarindan kiiglik bir
molekil ayrilarak birlesirler, ayrilan kigik molekil ¢ogu kez sudur. Kondenzasyon
tepkimeleri ile polimer elde edilebilmesi icin en az iki noktadan kondenzasyona
girebilecek kimyasal maddeler gereklidir. kondenzasyon tepkimelerinin bu noktadan

ard arda ilerlemesiyle (polikondenzasyon) polimer zincirleri olusur [50].

Sekil 3.4’te goruldugl gibi poliesterler, diol ve dikarboksilik asit arasindaki

kondenzasyon tepkimelerinden sentezlenebilirler [48].

nHO—R—OH +nHO—C—R!'-C—O0OH ———® H—TO0—R—O0—C—R'-=C—OH
[ g -(2n-1) H,0 Il Il

diol dikarboksilik asit poliester

Sekil 3.4 Diol ve dikarboksilik asit tepkimesi ile poliester olusumu

Poliesterlere benzer olarak Sekil 3.5’te poliamidlerin, diamin ve dikarboksilik asitler

arasindaki kondenzasyon tepkimelerinden sentezlendigi gérilmektedir.
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5 B -(2n-1) H,0

diamin dikarboksilik asit poliamid

nH,N—R—NH, + nOH—C—R!-C-OH —» H NH-R—NH-%—RL% OH

n

Sekil 3.5 Diamin ve dikarboksilik asit tepkimesi ile poliamid olusumu

—OH ve —COOH gruplarini birlikte tasiyan bifonksiyonel molekiiller (Sekil 3.6),

NOH—R—C—OH — 3 H+—O—R—C-—OH
|| -(n-1) H,0

0]

n

Sekil 3.6 -OH ve —COOH gruplu bifonksiyonel molekiil

tepkimesinde oldugu gibi poliester verecek sekilde veya Sekil 3.7’de gosterildigi gibi

-NH; ve —COOH gruplarini birlikte tasiyan bifonksiyonel molekdller

| -(n-1) H,0 |
0 O

nHN—R |C OH H{NH R |C—‘OH

n

Sekil 3.7 -NH, ve —COOH gruplu bifonksiyonel molekdil

tepkimesiyle poliamid olusturmak lzere kondenzasyon tepkimesine girebilirler. Sekil

3.8’de belirtildigi gibi dikarboksilik asit esterleri ve dioller arasindaki tepkimeler de

kondenzasyon lizerinden ilerler, tepkimede ayrilan kiicik molekil alkoldiir [48]

nHO——R—OH + nRIO—C—R%-C—OR! ———» HJ0—R—O0—C—R’—C7-OR'
TR -(2n-1)R-OH I I
0] (0]
diol dikarboksilik asit esteri poliester n

Sekil 3.8 Diol ve dikarboksilik asit esteri arasindaki tepkime sonucu poliester eldesi

Kondenzasyon tepkimelerine bir baska érnek, diaminler ile dikarboksilik asitklortrler

arasinda HCI ayrilmasi seklinde ilerleyen poliamid sentezidir (Sekil 3.9).
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NH;N—R—NH, + nCC-R*C-Cl ——» -t NH—R—NH—C—R!—C—-Cl

0O O -(2n-1)HCI I I
O ]n

diamin dikarboksilik asitklorir poliamid

Sekil 3.9 Diamin ve dikarboksilik asitklortr tepkimesi ile poliamid olusumu

3.2.2 Katilma Polimerizasyonu

3.2.2.1 Radikalik Katilma Polimerizasyonu

Ticari polimerlerin igerisinde polistiren, polietilen, polipropilen, poli(vinil klorir) gibi
katilma polimerizasyonuyla Uretilen polimerlerin 6énemli bir payi bulunmaktadir. Bu tir
katilma polimerleri genellikle bir vinil monomerinin katilma polimerizasyonuyla Uretilir.
Polimerizasyon radikaller Gizerinden baslar ve zincir bliyimesi yine radikaller Gizerinden
ilerlemektedir. Katilma polimerizasyonuna yonelik ilk bilgiler 1920’lerde Staudinger
tarafindan verilmis, 1937’de Flory radikalik polimerizasyonunun kii¢clik molekdlll
maddelerin verdigi zincir tepkimelerine benzer sekilde; baslama, bliyiime ve sonlanma

adimlari Gzerinden ilerledigi ileri stirilmustir [48].

Radikalik katilma polimerizasyonunun baslama basamaginda; monomer molekilleri
kimyasal veya fiziksel yolla aktiflestirilerek radikal haline dontstiirtliir ve bu basamak
baslangi¢c aktivitesinin olusturuldugu bir basamak gibi dislintlebilir. Baslama
basamagin gergeklestirilmesi i¢in izlenen en yaygin yontem sisteme disaridan
baslaticilarin ilave edilmesidir. Bu amacgla anorganik veya organik peroksitler ve diazo
bilesikleri veya redoks baslaticilari kullanilir. Baglaticilara 6rnek olarak benzoil peroksit
verilebilir. Bu organik peroksit 60°C-90°C sicakhk araliginda Sekil 3.10’daki reaksiyona

gore kolaylikla parcalanarak radikal olusur [48].

Q%—O—O—%@ —» 2 C—0Oe
@) @)

I
- _ O
benzoil peroksit benzoiloksi radikali

Sekil 3.10 Benzoil peroksitin parcalanma reaksiyonu

Cogalma basamaginda, baslama basamaginda olusan zincir radikali monomer

molekillerinin katilmasi ile biylir. Cogalma reaksiyonunda ylzlerce, bazen binlerce

36



monomer birimi  zincire katilabilir [48]. Sekil 3.11’de radikalik katilma

polimerizasyonunun ¢ogalma basamagi sematik olarak gosterilmektedir.

R—CH, C + H,C=CHX—>»» p— C— Co
2)|( 2 R CH2C|3 CH2(|3 _L>E
X X

Sekil 3.11 Radikalik katilma polimerizasyonu ¢cogalma basamagi gosterimi

Cogalmakta olan polimer zinciri sonlanma basamaginda durur. Burada aktif uglar
pasifleserek yapiyr kararli hale getirirler ve bdylece polimerlesme tamamlanir [50].
Sonlanma; “birlesme ile sonlanma”, “orantisiz sonlanma” ve “zincir transferi” seklinde
olmaktadir. Sekil 3.12’de radikalik katilma polimerizasyonunun birlesme ile sonlanma

basamaginin gésterimi bulunmaktadir.

H  H
H H I I
, , PN
/\/\CHz_(,:- +'CI:_CH2/\/\ — /\/\CHz—?_$_CH2
X X X X

Sekil 3.12 Radikalik katilma polimerizasyonu birlesme ile sonlanma basamaginin
gosterimi

Orantisiz sonlanmada hidrojen transferi ile iki polimer molekilld olusur. Sekil 3.13’de

gorildigl gibi molekiillerden birinde doymus, otekinde ise doymamis son gruplar

vardir [50].
A H
' ' /\/\
/\/\CHZ_(,:' +.CI:_CH2/\/\ . CH2CH2X+ CHX CH/\/\
X X

Sekil 3.13 Radikalik katilma polimerizasyonu orantisiz sonlanma basamaginin gésterimi

Birgok polimerizasyon reaksiyonunda elde edilen zincir uzunluklarinin, birlesme ile ya
da orantisiz sonlanmadan beklenen degerlerden daha kicik oldugu goéridlmdistir.
Bunun nedeni, bliylimekte olan bir zincir radikalinin aktifliginin sistemde bulunan baska
bir molekile aktarilmasi ile zincir transferlerinin olmasidir. Radikalin aktarildig
molekil; monomer, baslatici, ¢ozicl, polimer veya sistemde bulunan baska

maddelerin molekdilleri olabilir [48].

Polimerizasyon ortamina bazi maddelerin katilmasi ile polimerlesme yavaslatilabilir
veya durdurulabilir. Bu nedenle polimer lretimine baslamadan 6nce inhibitérlerin

ortamdan uzaklastiriimasi gerekir [48].
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3.2.2.2 iyonik Polimerizasyon

lyonik polimerizasyonda, cift bagin etrafindaki siibstitiie gruplarin etkisi ile yiikli bir
yap! olusur. Zincir polimerizasyonu radikalik, anyonik veya katyonik olarak
gerceklesebilir. Serbest radikal polimerizasyonunun seciciligi yoktur. Ancak iyonik

polimerizasyon secimlidir [53].

Metil metakrilat, stiren, akrilonitril ve vinilklorir gibi kuvvetli elektronegatif gruplar
iceren monomerler anyonik polimerlesme gosterebilirler. Baslatict  secimi,
monomerdeki silibstitlie gruplarin elektron ¢ekme derecesine bagl olarak yapilir.
Monomer kuvvetli elektron ¢ekici stibstitiientlere sahipse, RMgX gibi zayif bir baslatici
kullanihr [53]. Sekil 3.14’te anyonik polimerizasyonda monomerin baslatici ile

reaksiyonu gosterilmektedir.

H

HsC—MgX +CH,—=CHR » HiC——CH,—C™ " MgHX

R
Sekil 3.14 Anyonik polimerizasyonda monomerin baslatici ile reaksiyonu

Anyonik polmerizasyon protik ortamda gerceklestirilmelidir. Eger aprotik ortamda
gerceklestirilirse, ortamdaki monomerler tikendigi halde polimerizasyon sonlanmaz;
hatta ortama monomer eklenirse polimerizasyon devam eder. Bu durumda “yasayan
polimerler” olarak adlandirilan polimerler elde edilir. Yasayan polimerlerin en biyilk
avantaji, elde edilen polimer zincirlerinin yapilarindaki tekrarlanan Unite sayilari,
molekil agirliklari ve uzunluklarinin birbirine esit olmasidir. Bu nedenle de molekdl

agirlik dagihmlari 1’e yakin veya esittir [53].

Katyonik polimerizasyonda kullanilan baslaticilar ¢ cesittir. Klasik mineral asitleri
olarak HCI, H,SO,4, HCIO,4, CIsCCOOH, H3PO4, Lewis asitleri ve Friedel Craft katalizorleri
olarak BFs3, PFs, SnClg, TiCly, AlCl3, RsAl kullanilir. Lewis asitleri bircok durumda Lewis
bazlari veya proton verici bilesikler ile katalizorler ile birlikte kullanilir. Kararh
karbenyum tuzlari olarak ise (C;H7)'PFs, (CeHs)sC'SnClg kullanilir. Polimerizasyon

mekanizmasi baslama, ilerleme ve sonlanma olmak izere lic basamak seklindedir [54].
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Sekil 3.15 ve 3.16, katyonik polimerizasyonunun baglama ve ilerleme basamaklarini

gostermektedir.

X' Y* + CH,=CHR —— 3= YCH; —CHRX

+ - +/]. - + -
R—X — . R X — R/I/X —— R+ X

kovalent iyon cifti  ¢Ozucd ile ayrimus serbest iyonlar
iyon cifti

Sekil 3.15 Katyonik polimerizasyonu baslama basamaginin gosterimi

S —
‘Y—CHz—*CHRX + NCH,=——=CHR —J®» “V\\CH,—CHR——CH,——CHRX

Sekil 3.16 Katyonik polimerizasyonu ilerleme basamaginin gésterimi

Sonlanma asamasinda, katyonik zincir transfer reaksiyonlari katyonik polimerizasyonda
onemli yer tutar. Zincir transferi monomere, karsi iyona, ¢oziiciye ve polimere

yapilabilir [54].

3.3 Kontrollii Polimerizasyon

1956 vyilinda Swarzc, zincir transferi ya da sonlandirma olmadan ilerleyen
polimerizasyon olarak “yasayan polimerizasyon”u tanimladi [55], [56]. Yasayan
polimerizasyon olarak da bilinen kontrolll polimerizasyon mekanizmasinda, transfer ve
sonlanma gibi istenmeyen yan reaksiyonlar olmadigi icin, tim polimerler es zamanl
olarak polimerlesir. Bu kosullar altinda, yasayan polimerizasyonla olusan polimerik
materyaller genellikle ¢ok dar molekiler agirlik dagilimina sahiptir. Boylece
monodisperse yakin, dar bir molekil agirligi elde edilir. Bu dagilimlar genellikle asagida

verilen denklemde, 6rnegin polidispersite indeksinin (PDI) belirlenmesiyle hesaplanir:

PDI= M,,/Mn=1/1+DP (3.1)

Mw; agirlikca ortalama molekdl agirligini,
Mn; sayica ortalama molekil agirligini,

DP; polimerizasyon derecesini, baska bir deyisle polimer zinciri basina monomer

birimlerinin ortalama sayisini belirtir.
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Yasayan polimerizasyon genellikle, polimerin molekil agirligi degisiminin zamanin
ve/veya monomer donisimiinin bir fonksiyonu olarak analiziyle, kondenzasyon ve
kinetik olarak kontrolli (serbest radikal) polimerizasyondan ayirt edilebilir. Kinetik
kontrolli polimerizasyonlar nispeten daha erken asamalarda yiksek molekil agirlikli
polimerler saglarken, kondenzasyon polimerizasyonu genellikle sadece c¢ok yliksek
dontsimli yuksek molekiler agirlikh polimerler saglarlar. Bunun tersi olarak, yasayan
polimerizasyonda, molekul agirligi monomerin doénusimiyle direkt olarak dogru

orantilidir ¢clinkid bitin zincir sonlanmalari bliylimeyle ayni orandadir [57].

Kontrolli polimerizasyon, bitin monomerler tiikeninceye kadar devam eder. Bu
yuzden molekil agirhgr polimer donlisimi ile dogru orantilidir. Bdylece istenilen
molekil agirlig elde edilebilir. Kontrolli polimerizasyon tekniklerinden atom transfer
radikal polimerizasyonu (ATRP), tersinir eklenme-parcalanma zincir transferi (RAFT),
nitroksit aracilikh polimerizasyon (NMP), anyonik polimerizasyon gibi metotlar
bulunmaktadir. Bir sonraki bolimde calismalarimizda da uyguladigimiz bir diger
kontrolli polimerizasyon yontemi olan halka acilma metatez polimerizasyonu (ROMP)

hakkinda bilgi verilecektir.

3.3.1 ROMP (Halka Agilma Metatez Polimerizasyonu)

Metatez polimerizasyonuna yonelik ilk ¢alismalar 1950’lerde baslamakla birlikte, bu
yontemin ticari amach Uretimde uygulanmasi ancak 1970'lerin sonlarinda

siklopentenin halka-a¢ilma metatez polimerizasyonuyla gerceklesmistir [58].

Halka agilma metatez polimerizasyonu (ROMP), siklik olefin karisiminin polimerik
materyallere dondstirildigi bir zincir polimerizasyon islemidir. Sekil 3.17'de halka

acilma metatez polimerizasyonuna genel bir 6rnek verilmistir [58], [59], [60].

ROMP

L dn

Sekil 3.17 Halka acilma metatez polimerizasyonuna (ROMP) genel bir 6rnek [56]

Siklopentenin polimerizasyon adimlari toplu olarak Sekil 3.18’de verilmistir.
Polimerizasyonu baslatmak icin karbon ¢ift baglanmis tungusten veya molibden gibi bir
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metal atomu kullanilir (A). Katalizor ve siklopenten etkileserek bir ucunda karbon-
karbon cift bagi, diger ucunda karbon-metal ¢ift bagi bulunan bilesik olusur (B). ileri
adimlarda karbon-metal cift bagi diger monomer molekiilleriyle ayni sekilde tepkimeye

girerek zinciri bayutdr (C).

<R
R Hie ¢ oH
(A) {
siklopenten P ;
// B)
Rec=0qy > yrC=M @)
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‘4 ‘> H
*o
va
AL eeB (Hecon )
Ra e 07N DG4 TN
R ~H H

Sekil 3.18 Siklopentenin halka agilma metatez polimerizasyon adimlari. M, molibden
veya Tungusten gibi bir gecis metalini gosterir [20]
Norbornen, siklopentene benzer sekilde halka-acilma metatez polimerizasyonuyla
polinorbornene doénisir. Endo-disiklopentadienin polimerizasyonu, ana zinciriyle

birlikte yan grubunda da ¢ift bag bulunan poli(endo-disiklopentadien) polimer verir.

ROMP’un mekanizmasi, essiz bir metal aracili karbon-karbon cifte bag degisim islemi
olan olefin metatezine dayanir. Bunun sonucu olarak; bir monomerle ilgili herhangi bir
doymamishk polimere dondistirildiginde de korunmus olur. Bu ROMP’u tipik olefin

eklemeli polimerizasyonlardan ayiran en énemli dzelliktir (Ornegin; etilen-polietilen).

ROMP icin genel mekanizma Sekil 3.19’da gosterilen Chauvin ‘in ilk 6nerisine dayanir
[61]. Baslama, siklik olefinlere gecis metali alkiliden kompleksinin koordinasyonu ile
baslar. Daha sonra bliyliyen polimer zincirinin baslangicini etkili bir sekilde meydana
getiren dort Uyeli ara metalsikloblitan [2+2] siklo yapisi meydana gelir. Bu ara madde
yeni metal alkiliden meydana getirmek icin siklorevizyon reaksiyonuna ugrar. Ortaya

ctkan kompleks boyutu blylimesine ragmen (monomerlerin birlesmesinden dolayi),
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baslaticinin siklik olefinlere karsi aktifligi aynidir. Bu ylizden benzer islemler gelisme
asamasinda polimerizasyon bitene kadar tekrar eder, yani, tim monomerler tikenir,

reaksiyon dengeye ulasir ya da reaksiyon sonlandirilir.

Yasayan ROMP reaksiyonlari yaygin olarak, 6zel reaktiflerin disaridan eklenmesiyle
sonlandirilir. Bu reaktifin fonksiyonu; buylyen zincirin sonundaki gegis metalini

kaldirmak, metalin yerine bilinen bir fonksiyonel grubun ge¢gmesini saglamaktir [62].

Baslama:
Y [_,-—\\
keordinasyen \—/ +
LM= I/H\I . = [2 2]‘ .',o' / ~ i/ _\‘J P
R \—/ LM=, LM LM= —/
metal R R
alkilidin metalsiklobiitan
Gelisme:
N ()
m( |}
() = L Lr == Lr
LnM:\ dor, —_— LM= PR =/ —_— M 3 ’m£2
R
Sonlanma:
N /L
\ A R — \ R
b %1{2 XY — L MEX + Y{é ¥/

Sekil 3.19 Tipik bir ROMP reaksiyonunun mekanizmasi [20]

Metal-aracili ROMP reaksiyonlariyla ilgili tic 6nemli ézellik vardir. ilk olarak, biyiyen
polimer zincirlerindeki yayilan metal merkezleri, ya metalosiklobitan ya da metal
alkilidin formunda yer alir. Bu fark, reaksiyon kosullarindan ziyade gecis metallerine ve
onlarla iliskili ligantlara baghdir. ikinci olarak, cogu olefin metatez reaksiyonlari gibi,
ROMP reaksiyonlari da genellikle geri donisimlidir. Bu yizden, Sekil 3.22'de

resmedilen temel mekanizmada gosterildigi gibi ters yonli de devam edebilir [62].

Uglincli olarak, cogu ROMP reaksiyonlari geri doénisimli olmasina ragmen,
reaksiyonlar denge kontrollidir ve denge pozisyonlari (monomer-polimer)
polimerizasyonun termodinamigi g6z 6nline alinarak tahmin edilebilir. Reaksiyon, diger
halka acilma polimerizasyonlari gibi, siklik olefinlerin halka gerginligine bagh olarak

monomerden polimere donuslr [62].

ROMP’da kullanilan ¢cogu yaygin monomerler, 6nemli 6lclide gerginlik derecesine sahip

(>5 kcal/mol) siklik olefinlerdir. Ornek olarak; siklobiiten, siklopenten, cis-siklookten ve
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norbornen verilebilir [62]. Siklohekzen 6nemli bir istisnadir. Dislik halka gerginligi ile
bu siklik olefin, ROMP kullanilarak polimerize etmek icin, ¢cok az entalpik itici glice
sahiptir. Siklik olefinlere iyi bir 6rnek olarak norbornenler verilebilir. Norbornen
bilesiklerinin popller olmasinin sebebi, Diels-Alder reaksiyonlari ile kolaylikla elde
edilebilme 6zellikleridir. Benzer sekilde, sicaklik ve konsantrasyon ROMP’da yiritilen
reaksiyonun sonuglari lGzerinde glicli bir etkiye sahiptir. Genellikle, basarili ROMP
reaksiyonlari icin en uygun kosullar, mimkiin olan en disilik sicaklkta en yliksek
monomer konsantrasyonunu kullanmaktir. Sekil 3.20’de gosterilen genel ROMP
mekanizmasina ek olarak (ve depolimerizasyon mekanizmasiyla ilgili), yukarida
belirtilen denge, molekiller arasi zincir transferi ve molekil i¢i zincir transfer
reaksiyonlarini (“backbiting” diye de adlandirilir) iceren diger metatez yollar ile de

kurulabilir. Bu ikincil metatez reaksiyonlarinin érnekleri Sekil 3.23’te gosterilmistir [63].

Molekiiller arasi zincir transferi:

Yare R VY
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R Al ) lM - b T Com "
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: R Griinler
LM= = = = . —~ N PN
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Molekdl ici zincir transferi:

— backbiting ;/_\
LM +
: —_— /M I\Q

Annnney

k polimer
— zinciri

Sekil 3.20 ROMP reaksiyonlarda ikincil metatez (molekiller arasi zincir transfer ve
molekdl ici zincir transfer) reaksiyonlarin érnekleri [20]

Molekiller arasi zincir transferi reaksiyonunda, terminalinde aktif metal alkiliden
iceren bir polimer zinciri, ayni reaksiyon kabinda bulunan farkh bir polimer zincirinin
omurgasl boyunca uzanan herhangi bir olefinle reaksiyon verebilir. Toplam polimer
zinciri sayisi ayni kalsa da, polimerlerin molekil agirhgl buna goére alcalacak veya
yikselecektir. Bir “molekil ici zincir transfer-backbiting” reaksiyonunda, polimer
zincirinin aktif terminal ucu, siklik tirler ve azalmis molekil agirlikh polimer zincirini

serbest birakmak icin kendisiyle reaksiyon verir. Toplu olarak, bu zincir transfer
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reaksiyonlari, sistemin molekiler agirlik dagihmini (ya da polidispertisitesini) etkili bir

sekilde genisletir [64].

ROMP gibi denge kontrollii polimerizasyonlarin diger ¢ikarimi da, siklik oligomer
olusturmaya egilimleridir. Jacobson-Stockmayer halka-zincir denge teorisine gore; siklik
oligomer olusumu her zaman yliksek molekiler agirlikli polimerin olusumuna eslik eder
[56], [63], [64], [65]. Mevcut siklik tlirlerin toplam miktari ¢oziici, polimer yapisinin
cis/trans orani, monomerin halka gerginligi, reaksiyon zamani ve konsantrasyon gibi
faktorlere baglidir. Siklik tiurlerin olusumunda yukarida belirtilen kritik degerlere

bagliliklari ile yiksek sicaklik ve diisiik konsantrasyon tercih edilir.

3.3.2 Olefin Metatez Polimerizasyonu

Olefin monomerlerinden elde edilen polimerlerin ana zincirleri Gzerinde ¢ift bag
bulunmaz. Olefin metatez polimerizasyonu, ¢ift bag iceren bir monomerden ¢ikarak
yine cift bag iceren polimer sentezine olanak saglar. Yan gruplari farkh olan olefin Sekil

3.21‘de gosterildigi gibi tepkimeye girerek yan gruplarini degistirebilirler [48].

Sekil 3.21 Olefin metatez polimerizasyonunun sematik gosterimi

Olefein metatez polimerizasyonu (veya kisaca metatez polimerizasyonu), asiklik dien
metatez polimerizasyonu (basit olefin metatez polimerizasyonu) ve halka-agiima
metatez polimerizasyonu seklinde iki grup altinda incelenir. Polimerizasyon genelde
katalizor olarak WClg, WOCl;, MoOs gibi gecis metal bilesikleri ve EtAICl,, AlRs, Sny tiri

katalizorler kullanilir. Katalizor sistemi homojen ya da heterojen olabilir [48].
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3.3.2.1 Asiklik Dien Metatez Polimerizasyonu

Asiklik  dien metatez polimerizasyonuna iyi bir 6rnek 1,5-hekzadienin
polimerizasyonudur. Sekil 3.22’de gorildigi gibi iki tane 1,5-hekzadien molekili
birbirine baglanarak 1,5,9-oktatrien olusturur. 1,5,9-oktatrienin uglarindaki ¢ift baglar

korunur ve ayrica molekiil icerisinde de bir ¢ift bag bulunur [59].

HC=—CH, CH CH,

HC:CH2 CH

J/ I/

1,5,9-oktatrien

Sekil 3.22 Asiklik dien metatez reaksiyonu

1,5,9-oktatrien daha sonra uglarindaki cift baglar Gzerinden ileri tepkimeye girerek
daha bulyuk bir molekiile donlsir. Benzer adimlarla yinelenen metatez tepkimeleri
sonucu Sekil 3.23’te yapisi verilen ve ana zinciri Uzerinde ¢ift baglar bulunan bir

polimer elde edilir.

”W—»M

1,5-hekzadien

Sekil 3.23 Asiklik dien metatez polimerizasyonu

3.3.2.2 Katalistler

ROMP’daki gelismeler; olefin metatezi igin uygun fonksiyonel grup toleransli, iyi
tanimlanmis katalistlerin gelistiriimesine kendisini adayan ¢ok sayidaki arastirmacinin
biyiik cabasina atfedilebilir. ilk katalist sistemleri genellikle hava ve neme karsi asiri
hassas, karakterize etmesi zor, sistematik olarak galismasi ve en iyi sekilde kullanimi
neredeyse imkansiz olan heterojen karisimlardi. Olefin metatezinin tam potansiyeline
ulasmasi icin, iyi tanimlanmis yapidaki katalistlerin gerekli oldugu hemen anlasiimistir
[56]. Diger olefin metatezi katalistlerine kiyasla, Grubbs’ katalistleri, alkendeki diger
fonksiyonel gruplari tolere ettiginden, havaya karsi dayanikli oldugundan ve genis
yelpazedeki solventlerle uyumlu oldugundan ozellikle 6nemlidir [66], [67]. Bu

katalistlere, onlari ilk sentezleyen kimyager olan Robert H. Grubbs’in ismi verilmistir.
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Sekil 3.24’te c¢esitli Grubbs’ katalistleri de dahil olmak (izere Rutenyum esash

katalizorler gdsterilmektedir.

Sekil 3.25’te ise, Chauvin, Grubbs ve Schrock’un, halka agilma polimerizasyonu igin
gelistirdikleri cesitli “Schrock katalistleri” gosterilmektedir. Yves Chauvin, Robert H.
Grubbs, ve Richard R. Schrock bugline kadar ylksek etkili ve segici olan bir ¢ok katalist

buluslarindan dolayi 2005 yilinda Nobel Odiilii almaya layik gériilmislerdir [68].
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Sekil 3.24 Olefin metatez polimerizasyonunda kullanilan gesitli Rutenyum esasli
katalistler [69]

Sekil 3.25 Cesitli Molibden esash Schrock katalistleri [70]
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BOLUM 4

ANTiIMIKROBIYAL OZELLIK GOSTEREN DOGAL VE SENTETiK POLIMERLER

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve / veya mantar gelisimini engellemekte ve / veya
sinirlandirmaktadir. Antimikrobiyal maddelerin bircogu hem bakteri, hem de mantara
karsi glgli aktivite gostermektedirler. Ancak bitliin mikroorganizmalara karsi ayni
derecede etkin maddelerin sayisi olduk¢a azdir. Bakterilerin (iremesini ve gelismesini
engelleyen maddelere antibakteriyel maddeler denilmektedir. Bakterilere zarar veren
maddelere bakterisidal (bakterisit), sadece ¢ogalmalarini engelleyen maddelere ise
bakteriyostatik adi verilmektedir. istenilen antibakteriyel etkiyi elde etmek igin,
antibakteriyel maddeler, gereksinime ve uygulamaya bagh olarak tek tek veya kombine
edilerek  kullanilabilmektedirler. Mantar (iremesini ve gelismesini Onleyen
antimikrobiyal maddelere fungisid, mantar Gremesini sinirlandiran maddelere ise
fungistatik maddeler adi verilmektedir. Bu maddeler arasinda gesitli izotiyoazolin
bilesikleri ve imidazor tirevleri, arsenik bilesikleri ve kalay esasli drinler

sayilabilmektedir [71].

4.1 Antimikrobiyal Peptitler

Antimikrobiyal peptitler, (host defense peptides) dogal immun sistemin bir parcasi olup
tim canlilarda bulunmaktadirlar. Genellikle 12 ve 50 aminoasit dizisi arasindaki kisa
proteinlerdir. Bu peptidler iki ya da daha ¢ok pozitif yukll arginin, lizin kalintilarini veya
asidik ortamlarda, histidin, ve blylk cogunlukla (genellikle %50) hidrofobik kalintilari

icerir.  Geleneksel antibiyotiklerin tersine bu peptitler bakteriyostatik (bakteri
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Uremesini durduran) yerine bakteriyosidal (bakteri 6ldirtct) olarak rol almaktadirlar

[72].

4.1.1 Melittin

Melittin, balarisi venomundan izole edilen, 26 aminoasit uzunlugunda helezonal yapida
bir katyonik peptitdir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi etkilidir.
Melittinin aminoasit dizilimi;

Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-

Lys-Arg-GIn-GIn-NH,

seklindedir ve Sekil 4.1’de Melittin peptidinin ¢ boyutlu yapisi goriilmektedir [73].

Sekil 4.1 Melittinin ¢ boyutlu yapisi [74]

4.1.2 Sekropin

Secropinler, kiclik peptitler olup vyaklasik 33 aminoasitten olusurlar. Etki
mekanizmalari bakterilerin hlicre zarini eritmesi seklindedir. Sekropinler ayni zamanda
bakterilerde prolin ylkselisini engeller ve zayif hiicre zari olusmasina sebep olurlar
[73]. Sekropinin aminoasit dizilimi;

-Sekropin A: Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Val-Gly-GIn-Asn-lle-Arg-Asp-Gly-
lle-lle-Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-Val-Ala-Val-Val-Gly-GIn-Ala-Thr-GIn-lle-Ala-Lys-NH,
-Sekropin B: Lys-Trp-Lys-Val-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Met-Gly-Arg-Asn-lle-Arg-Asn-Gly-

lle-Val-Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-lle-Ala-Val-Leu-Gly-Glu-Ala-Lys-Ala-Leu-NH,

olmak lzere iki gesittir.
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Sekil 4.2 Sekropinin {i¢ boyutlu yapisi [75]

4.1.3 Nisin

Nisin, Lactococcus lactis bakterisinden (retilen gida katki maddesi olarak kullanilan bir
polisiklik antibakteriyel peptittir. Yaygin olmayan lantionin (Lan), metillantionin
(Melan), didehidroalanin (Dha) ve didehidroaminoblitirik asit (Dhb) aminoasitleri dahil
34 tane aminoasit icerir [76]. Molekll formiilli Cy43H230N42037S; ve molekil agirhg
3354,07 g/mol’dir. Nisinin yapisindaki 27. aminoasit histidin ise Nisin A, aspartik asit

ise Nisin Z olarak adlandirilir [77].

Sekil 4.3 Nisinin sematik gosterimi [77]
4.1.4 Magainin

Magainin ilk olarak Dr. Michael Zasloff tarafindan 1987 yilinda Xenopus laevis adl
yarall bir Glney Afrika kara kurbagasinin derisinden izole edilmesiyle kesfedilmistir.
Tesir mekanizmalarinin antibiyotiklerden farkli olmasi ve bakterilerin onlara karsi
diren¢c kazanamamalarindan dolayl magaininler 6nemli antimikrobiyal katyonik
peptitlerdir. Magaininler bakteri zarinda delikler acar ve zari delinen bakteri parcalanip

olir [20]. Magainin aminoasit dizilimi;
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Magainin 1: Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Gly-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-
Glu-lle-Met-Lys-Ser
Magainin 2: Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-
Glu-lle-Met-Asn-Ser
seklindedir. Magainin 3 boyutlu yapisi Sekil 4.4’te gosterilmistir. Yesil renkli kisim
hidrofobik ve mavi renkli kisim hidrofililk aminoasit gruplarini gostermektedir. Peptit

yapisindaki hidrofobik ve hidrofilik orani ve dizilimi, magainine ylksek aktiflik ve duslk

toksik 6zelligi kazandirmaktadir.

2hibgh

Sekil 4.4 Magainin 3 boyutlu yapisi [78]

4.1.5 Defensinler

Defensiler, 30-40 aminoasitten olusan, arjininden zengin, B-tabakal katlanti gésteren,
molekiler agirliklari 3,5- 6 kDa arasinda olan ve alti sistein rezidlisiiniin olusturdugu Uc¢
disilfit koprist iceren memelilerdeki en 6nemli katyonik antimikrobiyal peptit
gruplaridir. Bilinen tiim insan defensin genleri 8. kromozomda telomer bolgesine yakin
p22-23.1 bolgesinde bulunmaktadirlar. Sistein rezidilerine ve disilfit baglarinin
yerlesimine gore alfa (a), beta (B) ve teta (8) defensinler olmak Uzere Ug¢ alt gruba
ayrilirlar. Teta defensinler insanlarda tanimlanmamistir. Defensinler de diger katyonik
ve amfifilik  o6zelliklerinden dolayr diger antimikrobiyal peptitler gibi
mikroorganizmalarin membranlarindaki negatif ylikli molekiillere etki ederler. Bunlar
Gram negatif bakterilerde lipopolisakkaritler (LPS), Gram pozitiflerde polisakkaritler ve
lipoteikoik asit (LTA) ve her iki tip bakterinin ic membraninda bulunan fosfolipitlerdir.
Defensinler bakterisidal etkilerini uM diizeyde gosterirler. Bu etkileri ortamda fizyolojik
konsantrasyondaki tuz (150 mM NaCl) varliginda azalmaktadir. Bu nedenle

defensinlerin in vivo antimikrobiyal etkileri iyon yogunlugunun disik oldugu fagosit
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vakuolleri ile deri ve mukozal epitel ylzeylerinde gerceklesmektedir. Bazi
mikroorganizmalar, bakteriyel lipopolisakkarit veya lipoteikoik asit modifikasyonu, dis
membran proteaz sentezi ve defensinlerin ekspresyonlarinin baskilanmasi gibi
defensinlerin etkisini yok edecek mekanizmalar gelistirmislerdir [79]. Cizelge 4.1'de

defensinlerin insan hiicrelerindeki bulunduklari yerleri gdsterilmektedir.

Cizelge 4.1 a ve B- defensinlerin insan hiicrelerinde bulunduklari yerler [79]

Bulunduklari Yerler
a-defensinler
HNP 1-3 Notrofiller Kornea
B hicreleri Timus
Dogal éldirici hicreler Verniks
Dalak Amnion sivisi
HNP 4 Notrofiller
HD-5 Paneth hiicreleri Plasenta
Disi Urogenital sistem epiteli Fetal membran
HD-6 Paneth hiicreleri Disi Urogenital sistem epiteli
B-defensinler
hBD-1 Notrofil ve diger l6kositler Takirik bezleri
Disi genital sistem Plazma
Deri Plasenta
idrar Timus
Anne st Hemofiltrat
ince barsak Bébrek
Akciger Testis
Pankreas Vajina
Prostat Meme bezleri
hBD-2 Nétrofil ve diger Idkositler Urogenital sistem
Bobrek Plazma
Pankreas Mide
idrar Deri
Timus Akciger
Kemik iligi Karaciger
Barsak
hBD-3 Deri idrar
Uterus Tonsiller
Akciger Bobrek
Notrofil ve diger l6kositler Barsak
Kalp Plazma
Timus iskelet kasi
hBD-4,5,6 Epididim Mide antrumu
Akciger Plazma
Notrofiller Uterus
idrar Tiroid
Bobrek epiteli

HNP: insan nétrofil defensini; HD: insan defensini; hBD: insan beta defensini
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4.1.6 Histatinler

Histatinler, histidin bakimindan zengin 32-38 aminoasitten olusan insan tukiriginde
bulunan antimikrobiyal peptitlerdir. Salyadan gelip dis ylizeyini 6rten koruyucu bir orti
gibi dogal bir savunma bariyeridirler. 1 umz dis sert doku ylizeyine 10* tane histatin
molekill asidik amino terminal ucundan yapisabilir. Histatin tabakasi, dis ylzeyinde
biyofilm yaparak nonimmiin savunma bariyeri olusturur ve boylece bakterilerin ylizeye
adezyonunu engellemis olur. Gram negatif bakteri dis duvarinda bulunan Lipit A’y
bloke eden bir 6zelligi de vardir. Ayrica mast hiicrelerinin ve diger immun hcrelerin
uyari esigini dusirir. Boylece konak immiun sistemini daha kolay alarm durumuna

gececek sekilde muhafa eder [80].

4.1.7 Katelisidinler

Katelisidinler, antibakteriyel proteinlerin yeni bir grubunu olusturmaktadir. Son yillarda
insanlarin ve hayvanlarin epitel dokulari ile miyeloid hicrelerden identifiye
edilmislerdir. Katelisidinler, konak savunmasinin baslangi¢ safhasinda énemli rol oynar.
Katelisidin Uretimi infeksiyoz degisim ve epitelyal yaralanmayi takiben olusabilir.
Shigella dysenteriae gibi belli bazi bakteriyel patojenlerin virulans mekanizmalariyla
katelisidin Gretimi baskilanabilir. insan katelin molekiilii, sistein proteinaz inhibitdri
islevini gorur. Katelin molekillnin, E.coli ve MRSA patojenlerine karsi antimikrobiyel

aktivite gosterdigi bildirilmistir [81]

4.1.8 Granilizinler

Granilizinler, katelisidin ve defensin gibi diger antimikrobiyal peptitlerden farkh bir
yaplya sahiptirler. Grandlizin, epitelyum tarafindan Uretilmezler. Fakat T hicreleri
tarafindan deriye getirilirler ve sadece insanda bulunurlar. Bu peptit, 6nce 15 kd oncii
proteininde sentezlenir ve daha sonra aktif 9 kd katyonik peptit molekdllerine baglanir.
Bakteri, mikobakteri ve mantarlara karsi glicli bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve
cesitli efektor timor hicrelerine, Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere, mantarlara
ve parazitlere karsi etkilidir. Graniil eksositozisi ile dogal oldiricu hiicreler araciligi ile

salinir. Purifiye perforin ile kombinasyonunda, rekombinant granilizin, Mycobacterium
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tuberculosis’in  hiicre igerigini %90 oraninda lize eder ve mikobakteriyel hiicre

ylzeyinde, tahribata sebebiyet verir [81].

4.2 Sentetik Antimikrobiyal Polimerler

Yapilan yeni antibiyotik ¢alismalari, katyonik dogal peptitlerin benzerlerinin yapiimasi,
daha aktif ve toksik ozelligi disik sentetik peptit ve tirevlerinin sentezlenmesini
hedeflenmektedir. Sentezlenen bu molekiillerin sadece antibiyotik olarak kullanimi
ongorilmemektedir. Ozellikle gida ambalajlarinda, yara bantlarinda, sargi bezlerine,
kateterlerde, tekstil melzemlerinde, duvar boyalarinda uygulanabilecek ¢ok gesitli
kullanim alanlari bulunmaktadir. Peptit tlrevlerinden ayri yapilan ¢alismalar da
antibakteriyel katyonik polimerlerin sentezlenmesi ve uygulamalari ikinci grubun
olusturdugu arastirma grubunu temsil eder [82], [83], [84], [85], [86], [87]. Polimer
yapilarinin peptitlerden daha kolay bir sekilde sentezlenmesi, ucuz olmasi ve uzun
sureli ortam sartlarina karsi kararli olmasi avantaj olarak gézikmektedir. Bununla
beraber ayni oranda aktiflik yani disik konsantrasyon ile etkili bir sekilde zararli
mikroorganizmalari yok etmesi beklenir. Son yapilan kapsaml yayinda literatirde
bulunan bazi antibakteryel polimer ve oligomerlerin vyapilari Sekil 4.5te

gosterilmektedir [44].
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Sekil 4.5 Literatlirdeki bazi katyonik antibakteriyel polimerlerin genel yapisi [44]

Sekil 4.5’te c¢erceve icinde goriinen Coughlin ve grubunun yaptiklari polinorbornen
bazli antibakteriyel polimer yiksek oranda segcicilik gdstermistir ( > 100) [88]. Burada
dikkat edilmesi gereken kisim kopolimerde kullanilan monomer vyapilarin
homopolimerleri ayni 6zellikleri gostermemistir. Monomerlerden biri (Poli2) cok aktif
olmayan ve ayni zamanda dusik toksik ozellik gosteren bir homopolimer
olusturmustur. Bunun yaninda diger monomer (Poli3) hem c¢ok aktif hemde toksik
Ozellik gostermistir. Calisma sirasinda segiciligi artirmak igin kopolimer sentezleri
dislinilmis ve 9:1 oraninda sentezlenen kopolimer yiliksek oranda secicilik kazanmis
ve ayni zamanda bakteriye karsi olan aktivitesini korudugu gorulmustir. Dikkat
edilmesi gereken kisim polimerin ana zincir yapisinda hidrofobik 6zelligi arttik¢a toksik

ve antibakteriyel 6zelliginin artmasidir.

Wakatsuki ve grubu, gimis iyonlariyla tekrar yliklenebilir olan ROMP esash
antimikrobiyal film calismalarinda, piridin yan grubu tasiyan iki norbornen tirevi
hazirlamiglardir: 5-norbornen-endo-2-karboksilik asit’in 3-(piridin-2-il)propil ester’ini

(1) ve N-(piridin-2-ilmetil)-5-norbornen-endo-2,3-dikarboksiimid’ini (2). Bu bilesiklerin
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her ikisinden de ikinci nesil Grubbs katalisti kullanarak, poli(1) ve poli(2) olmak lizere
yiiksek verimli ROMP polimerleri elde etmislerdi (Sekil 4.6). Ag" iyonlari bu polimer
cozeltilerine eklendiginde, polimer-Ag" kompozitleri olan poli(1-Ag) ve poli(2-Ag)
kantitatif olarak olusturulmustur. Poli(2) ve poli(2-Ag) bilesiklerinin DMF
¢Ozeltilerinden film olusturulmustur ve ikinci film Gram-pozitif Bacillus subtilis ve
Gram-negatif Escherichia coli’'ye karsi glgcli antimikrobiyal o6zellikler gostermistir.
Alternatif olarak, poly(2) filmi, Ag" cozeltisine daldirildiginda, iyon yakalama kabiliyeti
gostermis ve boylece ylizey modifiye filmi [Ag/poly(2)]’yi olusturmustur (Sekil 4.7).
[Ag/poly(2)] de poli(2-Ag)’den olusturulmus filmlerle ayni antimikrobiyal etkinligi
gostermistir ki bu da bize film yizeyinin ¢ozeltideki Ag® iyonlarina karsi kati hal
reaksiyonunun kantitatif oldugunu gosterir. Tekrar tekrar kullanimlardan sonra
[Ag/poly(2)] filmi biyosidal etkisini kaybettiginde, film, gimis iyonu c¢ozeltisine
batirilarak Ag® iyonlari tekrar vyiiklenmis ve orijinal aktivitenin tamami geri

kazandiriimistir [89].
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Sekil 4.6 Piridin grubu iceren ROMP polimerlerinin sentezi [89]
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Sekil 4.7 Poli(2) filminin Ag” iyonuyla etkilesmesi ve yiizey uygulamasinin sematik
gosterimi [89]
Slugovc ve grubunun yaptigl calisma, amino fonksiyon gruplu polinorbornenlerin, kati
haldeki mikrobiosidal potansiyellerini arastirmak igin yapilmistir. Bir seri ikincil ve
Uglinctl amin gruplari tasiyan norbornen tipte monomerler ve bunun yaninda hekzil ve
dodesil gruplari hazirlanmistir. Halka agilma metatez polimerizasyonu, amin tasiyan
monomerlerin homopolimerlerini ve yiuksek molekil agirlikh amin ve alkil substitueli
monomerlerin rastgele kopolimerlerinin hazirlanmasinda kullaniimistir. Bu ¢alismada
kullanilan monomerler; iki amino fonksiyonel grubu iceren norbornen tiirevleri olan 1
ve 4, ve degisik uzunluklarda alkil gruplari tasiyan norbornenler olan 2 ve 3 numaral
monomerler Sekil 4.8’de gosterilmistir. 1 ve 4 numarali monomerler kullanilarak poli(1)
ve poli(4) homopolimerleri hazirlanmistir. Polimerizasyonlar, Grubbs clinci

jenerasyon katalist (G3) ile baslatiimistir [90].

o
Poly(1,-c0-2500.5): R = CyoH;5 { poly(2300-c0-4300): R = CyzHss
) x =120, 300, 480 )
HN  Poly(1,-c0-3500.4): R = Ce

Hys -N poly(3300-c0-4300): R = CgH1
x =120, 300, 480 \

Sekil 4.8 Norbornen esasli antimikrobiyal polimerlerin sentezi [90]
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Polimerlerin bilesimi ve biyolojik aktiviteleri arasindaki iliski Gram-negatif (E.coli) ve
Gram-pozitif (S.aureus) bakteriler icin arastirilmistir. JIS Z2801 antimikrobiyal testi,
polimer filmlerinin antimikrobiyal aktivitelerini tayin etmek igin kullaniimistir. Yiksek
amino grup icerigine sahip homopolimerlerin, E.coli’yi oldiirmede en iyi aktiviteyi
gosterdigi gozlemlenmistir. Alkil substitueli monomer iceren kopolimerizasyon, polimer
filmlerinin E.coli’ye karsi olan antimikrobiyal aktivitesini azaltmistir. Bunun aksine, uzun
alkil zincirleri (dodesil) iceren rastgele kopolimerlerin, homopolimerlere ya da onlarin
kisa zincirlerine (hekzil) kiyasla, S. aureus’a karsi daha fazla aktiflik géstermistir. Ayrica
secilmis bir kopolimerin (poly(1300-co-2300)), iki fungi tirine karsi (A. niger ve C.
albicans) antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. A. Niger'e karsi goze carpan
fungisidal ozellikler kesfedilmesine karsin, C. Albicans tirinin bliyimesi neredeyse
bundan hig etkilenmemistir. Bu polimerin sitotoksisitesi degerlendirilmis ve Balb/3T3-
hiicre testlerine gére polimer pargalarinda toksisite gozlenmemistir. Bu ¢alisma; amin
ve hidrofobik gruplar arasindaki uygun dengenin sadece ¢ozelti icinde degil, kati hal
icinde de antimikrobiyal etki icin dnemli bir faktér oldugunu ortaya koymustur. Ayrica,
amin taslyan polinorbornenlerin antimikrobiyal etkisini kati halde de devam ettirdigi ilk
defa gosterilmistir. Bunlarin disinda, polimer filmlerinin mikrobiosidal etkisi ¢ok bliytk

Olclide incelenen bakteri ya da fungiye bagli oldugu gortlmustir [90].

Tew ve grubu, “Molekiler Yapi Kiti” ismiyle adlandirdiklari yaklasimla, daha 6nce
gorilmemis segicilikte ROMP esasli antimikrobiyal polimerler hazirlamislardir [91],

[92].

Antimikrobiyal aktivitenin, hidrofilik ve hidrofobik monomerlerin rastgele kopolimerleri
ile basarilabilecegini ortaya konulmus ve ylzeysel amfifilik monomerleri, diger bir
deyisle, hidrofilik katyonik ve hidrofobik kisimlari ayni polimerlesme (nitesinde
bulunduran monomerleri kullanarak daha hassas bir bakteriyel aktivite elde edilmistir

[88], [93], [94], [95], [96], [97].

Molekiler yapi kitinin ana bilesenleri Sekil 4.9’da gosterilmistir. Hidrofilik (mavi) ve
hidrofobik (yesil) kisimlar, polimerlesebilir okzonorbornen gruba (sari) baglanmistir ve
bagimsiz olarak cesitlendirilebilirler. Bu ¢alismalarinda, hidrofilik grubu, yani, lizin

benzeri birincil amin grubunu sabit tutarken, hidrofobik kismi degistirmislerdir [91].
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Sekil 4.9 Amfifilik monomer ve polimerler elde etme amagli “Yapi kiti” yaklasimi.
Hidrofilik kisim (mavi), hidrofobik kisim (yesil) ve polimerlesebilir kisim (sar1)
gosterilmistir [91]
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Sekil 4.10 Molekdler kit kapsaminda sentezlenen monomer ve polimerlerin yapisi [91]

Molekiler yapi kiti yaklasimi, ¢cok sayida ayarlanabilir aktivite ve secicilikte, amfifilik

ylizeyli sentetik antibakteriyal homopolimer ve kopolimerlerin sentezine olanak saglar.

Yapilan ¢alismalarda, 3K homopolimerleri E. coli ve S. aureus’a karsi dikkat cekici bir

anti-bakteriyal

aktivite gostermislerdir. Bazi

10K homopolimerleri hem memeli
hiicreleri hem de S. aureus Uzerine E. Coli’yi secerek, E. coli 'ye karsi gifte secicilik

gostermislerdir (Cizelge 4.2) [91].
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Cizelge 4.2 Polimerlerin MICqq ve HCso degerleri [91]

MICq g mL ! selectivy
sample E cof S aureus HCypugmL™' E coli S aureus

Methyl_3k =200 100 2000 <10 20
Ethyl_3k 50 50 1400 28 28
Propyl_3k 6.25 15 50 83 33
Butyl_3k 15 25 <50 <33 <20
Isopentyl_3k 12.5 50 <50 <4.0 =<1.0
Hexyl_3k =200 =200 =50 <0.3 <03
Methyl_10k =200 =200 50 <10 <10
Ethyl_10k =200 =200 1250 <6.3 <6.3
Propyl_10k 3.75 200 <50 13 <0.25
Butyl_10k 20 =200 <50 <25 <03
Isopentyl_8k 50 =200 <50 <0.3 <03
Isopentyl_10k 50 200 <50 <0.3 <03
Hexyl 10k 100 =200 nd. nd. n.d.

Bunun disinda molekil agirhginin antibakteriyal aktiviteyi ayarlamada bir parametre
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Optimum aktivitenin, S. aureus’a karsi 750-1.100

g/mol’de, E. coli’ye karsi ise 3.000 g/mol ve 10.000 g/mol’de oldugu bulunmustur [91].

Tew ve grubu, inaktif/hemolitik olmayan monomer ile aktif/hemolitik monomer
kopolimerizasyonuyla birlikte kan hiicrelerine karsi S. aureus segiciligini 533 kat kadar
arttirmayi basarmislardir. Bu polimerler ayrica, kan hiicrelerine karsi 533 kat ve E.
coli'ye karsi ise 53 kat daha fazla S. aureus seciciligi gostererek, bir cifte secicilik 6zelligi
ortaya koymustur [91]. S. aureus’a karsi bu kadar ylksek bir secgicilikle daha 6nce
karsilasiimamigtir. Bu gelisme oOzellikle, hastane hastalari igin glinimizin en ciddi
saglik tehditlerinden biri olan antibiyotik rezistanl “sliperbécek”e yani, S. aureus’un
Metisilin-rezistanl formu olan MRSA’ya karsi umut verici bir gelismedir.

ROMP antimikrobiyal polimerlerle ilgili olarak bir diger calismada; Tew ve grubu,
Grubbs’in lg¢lincl nesil katalistini kullanarak halka a¢ilma metatez polimerizasyonu
(ROMP) ile elde edilen yasayan polimer zincirlerinin sonunu fonksiyonlu yapmak
amaciyla kullanilabilecek iki yeni, allil esasli sonlandirici ajan sunmaktadir. Bu
calismanin  amaci antimikrobiyal polimerlerin  bakteri hiicrelerini 6ldirme
mekanizmalarini floresans mikroskopide incelenmesidir [98].

Sekil 4.11’de gosterildigi gibi ROMP polimerinin son gruplari floresans 6zellik gbsteren
molekiller ile sonlandiriimistir. Birinci sonlandirici ajan, 2-biliten-1,4-diol ve siksinik
anhidritten elde edilmis, devaminda da EDC baglayici ajan olarak kullanilarak
pentafluorofenol ile asit gruplarinin esterifikasyonu gerceklestirilmistir. ikinci

sonlandirici ajan, 2-blten-1,4-diol’iin tert-biitil akrilata Michael katilmasiyla elde
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edilmistir, ardindan, trifluoroasetik asit ile koruyucu grup ¢ikarilmis ve asit gruplarinin

pentafluorofenol ile esterifikasyonu yapiimistir [98].
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Sekil 4.11 Floresan ozellikli sonlandirici ajanlarin sentezi [98]

Bu iki sonlandirici ajan da kolayca sentezlenebilir ve zincir sonunda stabil, depolanabilir
aktif ester gruplu ROMP polimer drilnleri verebilir. Fonksiyonlu ROMP polimerleri
ozellikle biyomedikal alanda olmak lzere, gelismis polimerik materyaller icin cazip birer
insa bloklaridir. Antimikrobiyal olarak aktif polimerlerden olan boyayarak etiketleme ve
amino silan gruplari kullanarak ylizey baglamada, kullanilan bu son gruplar

gosterilmistir (Sekil 4.12) [98].
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Sekil 4.12 Amino silan ile sonlandirilmig polimerlerin sentezi [98]

Yapilan arastirmalarda, floresan boyasi ve amin substitieli yizeyler gibi kigilk
molekillerin, son fonksiyonelli polimer ile kolayca baglandigi gosterilmistir. Yizey
fonksiyonilize etme calismalari ve antimikrobiyal ve hiicreye nifuz edici peptidlerin
boya etiketlemesi de dahil olmak Uzere gelecek arastirmalarda bu metoddan

yararlanilmistir [98].

Piridin bazh katyonik polimerlerin antibakteriyel etkileri bilinmektedir. Piridin bazli

antibakteriyel tuzlarinin genel 6zelligi ¢cevre sartlarinda bozunmamasi, yani ortamin
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pH’Iindan etkilenmemesi, uzun siire ylizeylerde aktif 6zelligini siirdlirmesi ve bakterileri
etkili bir sekilde oldirmesidir. Eren, literatlirde ilk defa piridin tuzlarinin ROMP teknigi
ile polimerlerini sentezlemis ve antibakteriyel etkilerinin yani sira hemolitik ¢alismalar

da yapmistir . Cizelge 4.3'te polimerlerin MIC ve HCs degerleri gorilmektedir [92].

Cizelge 4.3 Piridin bazh polinorbornen tuzlarinin antibakteriyel ve hemolitik
degerleri [92]

MIC (mg/mL) selectivity (HC50/MIC)
Mn (kDa) Polimer R E. coli B. subtilis HC50 (mg/mL) E.coli  B.subtilis
3 4a etil 200 200 4030 ~20 ~20
10 4a etil 200 200 >2000 >20 >20
3 43' etil 200 200 >2000 >10 >10
3 4b butil 200 200 2000 10 10
10 4b butil 200 200 1653 8 8
3 4c hekzil 12,5 4 <50 <4 <12,5
10 4c hekzil 12,5 4 202 16 50
3 4d oktil 4 4 8 1,7 1,7
10 4d oktil 6 4 <50 <8,3 <12,5
3 4e desil 12,5 6 7 0,6 1,3
10 4e desil 12,5 6 <50 <4 <8,3
3 af feniletil 12,5 12,5 240 19 19
10 Af feniletil 12,5 12,5 108 8 8

Bu calismada polimerlerin hidrofobik gruplarinin zincir uzunlugu arttik¢a antibakteriyel

etkinliklerinin de arttigi; fakat ayni oranda toksikligin de arttig1 gorilmektedir.

Sampson ve Parker’in yaptiklari calismada, katyonik ve hidrofobik gruplarini omurgalari
Gzerinde dagilmis halde bulunduran doért seri polimerin, alti farkli bakteri tiriine (hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif) karsi gosterdigi davranislari ve sitotoksisiteleri
(alyuvar hicrelerinin yikimini) test etmislerdir. Bu calismalarda sirali halka agilma
metatez polimerizasyonu ile (AROMP) elde ettikleri dizenli polimerlerin, dogrusal bir
omurgaya sahip ve dizenli bir sekilde dizilmis katyonik ve lipofilik kalintili hidrokarbon

polimerleri saglayabilecegi farkedilmistir [99], [100].

Homopolimerler
— Sirah kopolimerler ;T (Polisikleoktenler)
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Sekil 4.13 Polisiklookten ve polisiklobiiten esasl farkh bosluk mesafelerine sahip yan
zincirler iceren polimerler [100]
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Polimerlerin hidrofilikleri, siklobliten ve/veya siklohekzen monomerleri Uzerindeki
substitientlerin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Bunun yani sira, yalniz bir fonksiyonel
gruba sahip polimerler (homopolimerler) fonksiyonel grup dizilimi sartlarini kiyaslamak
icin ROMP ile elde edilebilir. Burada, katyonik yan zincirlerine, lipofilik yan zincirler ya
da substitiie olmayan bélgeler igeren bir seri sirali kopolimerin, rastgele polimerin ve
homopolimerin antibakteriyel degerlendirmesi ve sentezleri rapor edilmistir. Test
edilen trialkilaminyum, amonyum ve guanidinyum substitiientli polimerler (siral
kopolimerler, rastgele kopolimerler, ayarli Rkopolimerler;

ayarli Akopolimerler;

homopolimerler), ROMP ile sentezlenmistir (Sekil 4.14) [100].
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Sekil 4.14 Polisiklookten ve polisiklobliten esasl amfifilik polimerlerin yapilari [100]

Bu calismada 6n degerlendirme icin, 4-8 ve bir tanesinde de sayisi 25’e varan katyonik
grup iceren polimerler hazirlanmistir. Hidrofobik ve hidrofilik yapilarin miktari ile
aktivite anlasilmaya calisilmistir. Etkili antibakteriyel peptidler ve sentetik taklitleri tipik
olarak 2-9 katyonik yuk icerir [101], [102]. Bununla birlikte, ylik yogunlugunu arttirmak
hemolize neden olabilir [101]. Dogal peptidlerin bu o6zellikleri yapilan calismada

incelenmis ve etki mekanizmalari hakkinda calismalar yapilmistir.

Sentezlenen polimerler, diger sentetik polimer taklitlerinde gozlendigi gibi, memranda

depolarizasyona yol a¢mis, liziz ve ardindan hiicresel bilesenlerin sizmasina neden
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olarak, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin alti tirlne karsi iyi bir in vitro
antibakteriyel aktivite gostermistir [88]. Ayrica, eritrosit lizizi sayilarak olcililen
sitotoksisite de distk cikmistir. Benzer omurgaya, boyuta ve fonksiyona sahip fakat
degisik aralikh dizilen rastgele kopolimerlere kiyasla, omurgasinda diizenli 8-10 A’luk

siralamaya sahip antibakteriyel ajanlar daha etkili olmustur [100].
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Sekil 4.15 Sentezlenen amfifilik polimerlerin MIC ve HCso degerleri [100]

(a) Farkh hidrofobik bosluk mesafeleri bulunan sirali kopolimerler: Akopolimerler -1,-2,-
3,-4,-5; (b) Farkli katyon gruplara sahip sirali kopolimerler: Akopolimerler -1,-2,-3,-4,-5,-
6,-7; (c) Akopolimer-1 ve rastgele sirali polimerler olan Rkopolimer -8,-9,-10’un
karsilastirilmasi; (d) Akopolimer-1 ve homopolimerler olan Homopolimerler -11,-12,-

13,-14’0n karsilastiriimasi

Sekil 4.15’i incelersek; Akopolimer-1'den Akopolimer-4’e hidrofobikligin degistirilmesi
antibakteriyel aktiviteyi arttirmamistir. Daha hidrofobik polimerler olan Akopolimer-2
ve Ako-polimer-4, Akopolimer-1'den daha distik antibakteriyel aktiviteye
gostermislerdir. Bununla birlikte, hidrofobik 06zelligi arttirmanin diger taklitlerde
gozlendigi gibi eritrosit yikimini arttirmadigi literatiirde benzer gozleme gore tespit

edilmistir [88].
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Dort polimer kendi iginde incelendiginde (Akopolimerler -1, -5, -6 ve -7), Akopolimer-1
bakteriyi etkili 6ldirmede, en iyi mikro yapisal diizeyde hidrofobiklik icerir. Dogal bir
peptid olan magainin ile kiyaslandiginda, ayni mikrop tiirine karsi olan etkisi
magaininkinden yaklasik 10 kat daha fazladir [99]. Akopolimer-5, Akopolimer-1'e
kiyasla cok daha duislik antibakteriyel aktivite gostermistir. Antibakteriyel aktiviteye,
ilave katyonik gruplarin etkisini gérmek icin Akopolimer-6 ve Akopolimer-7
incelenmistir. Akopolimerler-1 ve -7 alti bakteri tlrline karsi da etkili olmustur ve
ikisinin de S. aureus, E. faecalis ve E. faecium‘a karsi olan etkileri ¢cok glicliidir.
Akopolimer-6, Akopolimerler-1 ve -7’den daha az etkili bulunmustur. Bunun nedeni,
Akopolimerler-1 ve -7’nin fizyolojik pH’da tamamen pozitif yiiklenirken, nétral tampon
¢cozeltisinde Akopolimer-6’daki primer amin gruplarinin tam olarak protonlan-
mamasidir. Bu vyilzden, diger antibakteriyel peptid taklitlerinde oldugu gibi,
Akopolimerler-1 ve -7'de de pozitif yikler anyonik bakteriyel membrana tutunmayi
saglar [103]. Akopolimer-7’nin, Akopolimer-1’e gore antibakteriyel testlerde biraz daha
iyi olmasina ragmen, ilave analog calismasi icin sentezinin daha kolay olmasi nedeniyle

guanidinyum yerine trimetil amonyum segilmistir.

Rastgele polimerlerin (Rkopolimerler -8, -9 ve -10) E. coli, B. Cereus ve S. aureus’a karsi
olan antibakteriyel aktiviteleri, sirali polimerler olan Akopolimerler-1 ve -7’den yaklasik
2-6 kat daha dusuk cikmistir (Sekil 4.15.(c)). Boylece, kuaterner amonyum gruplarinin
belirli bosluk mesafesinde olmasinin, mikroplara karsi gosterilen aktivitede kritik
Oneme sahip oldugu gorilmustir. Benzer deneysel gbzlem Carmeli ve grubu tarafindan

da tespit edilmistir [104].

Homopolimerler-11, -12, -13 ve -14, aralardaki bosluk mesafesinin antibakteriyel
aktiviteyle olan iliskisini daha detayli ve iyi bir sekilde kesfetmek icin hazirlanmistir.
Bunlardan homopolimerler-11 ve -12 hicbir antibakteriyel aktivite gostermemistir
(Sekil 4.15.(d)) ki bu da bize etkili bakteri 6ldiirmek icin yik yogunluklarinin ¢ok fazla
oldugunu dusindirir. Homopolimerler-13 ve -14 ise 6zdes aktivite (Sekil 4.15.(d)) ve
secicilik gostermislerdir yani, toplam katyonik yiki 4’'ten 8’e ¢cikarmak agirlik bazinda
etkiyi arttirmamistir. Homopolimerler-13 ve -14’Gn aktiviteleri ve secicilikleri,

Akopolimer-1 ile kiyaslanabilir diizeydedir [99].
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Bu calismayla birlikte, antibakteriyel aktivite i¢in, omurga Uzerinde yer alan yan
zincirler arasindaki minimum mesafenin yaklasik 8-10 A olmasi gerektigi sonucuna
varilmistir. Sirali halka acilma metatez reaksiyonundan (AROMP) elde edilmis bu
polimerler, antibakteriyel polimerlerde diizenli araliklarla dizilmenin ve diizgiin dizilmis
iskelet temelli ek fonksiyonel materyallerin 6nemine kanit niteligindedir. Bunun yani
sira, aradaki bosluklari arttirarak Homopolimer-11’"den Homopolimer-12'yi elde
ederken, bosluklarin hidrofobik 6zellikte olmasi gerektigi, bu kisimlarin katyonik
monomerler olmasi halinde antibakteriyel etkinin artmadigi gozlenmistir. Bu
¢alismadaki AROMP ve ROMP polimerleri ayni antimikrobiyal peptidler ve onlarin
taklitleri gibi [105], membrandan potasyumu serbest birakarak ani depolarizasyona ve

ardindan hiicre 6limiine yol agmistir [99].

Burada calisilan diizglin bosluk mesafesi, hidrofobiklik ve yike ek olarak, bu ilave
parametrelerin ileride daha da iyi ayarlanmasi bakteriyel membrana ya da
tanimlanamayan hiicresel reseptorlere tutunmayi gelistirebilecegi dusinlilmektedir

[100].

4.2.1 Fosfonyum Esasl Antimikrobiyal Polimerler

Literatlre baktigimizda fosfonyum tuzu iceren antimikrobiyal polimerlerin daha 6nce
ROMP ile yapilmadigi gorilmektedir. Endo ve arkadaslari genis bir yelpazedeki
bakterilere karsi etkinligi olan gesitli fosfonyum tuzu igeren biyositler ile ¢alismislardir
[46]. Antimikrobiyal aktivite canli hiicre sayimi metodu ile gerceklestirilmistir ve bakteri
olarak 10” konsantrasyonuna sahip E.coli IFO 3806 ve S.aureus IFO 12732 kullaniimistir.
Kuaterner amonyum ve fosfonyum tuzlarini karsilastirmak icin
tetradeciltrimetilfosfonyum klorir ve tetradeciltrimetilamonyum klortr kullanilmistir.
Bakterilere sirasi ile (I)280 uM, (0)28 uM, (A )2,8 uM ve (B)0,28 UM biyosit ¢ozeltileri
konmustur. Fosfonyum tuzu icerenden 280 uM eklendiginde hem S.aureus hem de
E.coli'yi 30 dakika sonra butin hicrelerini oldiurdigi goézlenmistir. Kuaterner
amonyum icerene bakacak olursak ayni konsantrasyonda S.aureus’u fosfonyumlu gibi
30 dakikada hepsini oldirdtugl fakat E.coli hicrelerinin  hepsini oldirmedigi
gortlmustir (Sekil 4.16). Konsantrasyonu seyreltip 28 uM’a getirdigimizde fosfonyum

tuzu iceren biyositin S.aureus hicrelerinin hepsini 60 dakikada oldurdigu, kuaterner
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amonyum icerenin ise hepsini 6ldiremedigi gdzlenmistir. Bu ¢alismada fosfonyum
iceren biyositlerin, benzer sekilde kuaterner amonyum icerenlerden antimikrobiyal

olarak daha etkin olduklari bulunmustur [106].
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Sekil 4.16 Fosfonyum ve kuaterner amonyum tuzu igeren biyositlerin canh hiicre
sayimlari [106]

Glisidil metakrilat ve 2-hidroksietilmetakrilat esasli kuaterner amonyum ve fosfonyum
tuzlarinin rastgele kopolimerleri serbest radikal polimerizasyonu ve postpolimerizasyon
modifikasyonuyla Kenawy ve arkadaslari tarafindan sentezlenmistir. Kopolimer igin
trifenilfosfin ve tributilfosfin kullanilmistir (Sekil 4.17). Farkh bakterilere karsi disk
difizyon metodu uygulanmistir ve her iki fosfor tuzu iciren kopolimerin de yayilim
yaptigi gorilmustiir. En fazla yayilim 50 ve 60 mm ile P.aeruginosa’ya karsi oldugu
hesaplanmistir.

Bu verilere gore Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi

tribltilfosfin iceren kopolimerin ise daha aktif oldugu bulunmustur [107] .
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Sekil 4.17 Glisidil metakrilat ve 2-hidroksietilmetakrilat esasli kuaterner fosfonyum
tuzlarinin polimerizasyonunun sematik gésterimi [107]

66



Cizelge 4.4 Trifenilfosfin ve tribGtilfosfin tuzlu kopolimerlerin disk difiizyon
sonuclari [107]

Fosfonyum Gruplari
Bakteriler PPH; PBus
E.coli 40 30
P.aeruginosa 50 60
Shigella sp. 30 30
Salmonella typhae 44 42
B.subtilis 30 40
B.cereus 12 20

Liang ve arkadaslari, poly(fenilenoksit) (PPO) omurgasindan olusan tersiyer amin ve
fosforlu metil-bromlu PPO ‘nun kuaternizasyon reaksiyonlarindan yeni antimikrobiyal
katyonik polimerler sinifi hazirladi. Metil-bromirli poli(2,6-dimetil-1,4-fenilenoksit
(BPPO) bromlama orani %46,4 (PPO-1) ve %24,8 (PPO-2) olmak tzere iki farkli sekilde
elde dilmistir ve trifenilfosfin ve tribitilfosfin ile tuzlar olusturularak polimerizasyon
yapiimistir. ilging bir sekilde trifenilfosfin iceren polimerlerden PPH3-PPO1’in (%45,5
trifenilfosfinli tuz icerir) hem E.coli hem de S.epidermidis’e karsi aktifligi gdzlenirken
tribltilfosfin iceren polimelerin sadece S.epidermidis’e karsi aktif oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.18 ve Cizelge 4.5). Polimerlerin ayrica Hs68 fibroblastlar ile uyumlu olduklari
bulunmustur. Bu farklilik, fenil kisimlarindan gelen dengeli hidrofobisitenin karmagik

Gram negatif hiicre ylzeyleri ile etkilesimi kolaylastirmasina baglanabilir [108].
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Sekil 4.18 Kuartinize PPO ile polimerlerinin blylime inhibisyonlari [108]
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Cizelge 4.5 Kuartinize PPO ile polimerlerinin MIC degerleri [108]

Polymer Molar contents MIC of 5. Epidermidis MIC of E Coi
of salt (%) (mg/mL) (mig/mL}

PPhy-PPO-1 455 25 20

PPhs-PPO-2 209 125 -

TEDA-PPO-1 392 25 -

TEDA-PPO-2 214 =15 -

TEA-PPO-1 358 10 -

* TEDA: trietildiamin; TEA: trietilenamin; PPO-1: bromlama orani %46,4 olan metil-

bromirli poli(2,6-dimetil-1,4-fenilenoksit; PPO-2: bromlama orani %24,8 olan metil-

bromrli poli(2,6-dimetil-1,4-fenilenoksit)

Amin, amonyum ve fosfonyum iceren katyonik poli akrilamid tripolimerler (PPAD) Zhao
ve arkadaslari tarafindan arastirilmistir. Bakterisidal ve virlsidal aktivite gosteren
polimerler serbest radikal ¢ozeltisi polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Fosfonyum tuzu
olarak olarak (4-penten-1-il)trifenilfosfonyum bromdir kullaniimistir. Bu polimerden
100 pg/mL E.coli Uzerine eklenerek Sekil 4.20’de goérilen AFM altinda gorintisi

cekilmistir. 15 dakika sonunda E.colinin hiicre duvarinin parcalanmaya basladigi; 30.

Dakikada ise E.coli hiicresinin tamamen yokoldugu gorilmustir [109].
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Sekil 4.19 (4-penten-1-il)trifenilfosfonyum bromiir iceren tripolimerin sentetik

gosterimi [109]

(A) Fresh E. Coli

(B) Treated E. coli for 15 min (C) Treated E. coli for 30 min

Sekil 4.20 (4-penten-1-il)trifenilfosfonyum bromiir iceren tripolimerin AFM goriintisi

[109]
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Bansal ve arkadaslari, amin-fosfonyum (N-P) hibrit polimerlerinin Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerine karsi antimikrobiyal etkinlikleri Gzerine g¢alismislardir. Bu
calismada lineer polietileniminin %10, %20, %30, %40 ve %50 oraninda
batiltrifenilfosfonyumbromiir iceren son derece yiikli katyonik asi kopolimerleri (LBTP)
sentezlenmistir. Lineer polietilenimini segcmelerinin en blylk sebebi ise toksik olmayan

bir polimer olmasidir. Sekil 4.21’de polimerin sentetik gosterimi goriilmektedir [110].
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Sekil 4.21 Bdtiltrifenilfosfonyumbromdr iceren polietileniminin sentetik
gosterimi [110]

Lineer polietileniminin (IPEl) zeta potansiyeli +25,9 mV oldugu ve kopolimerin icerdigi
yluzde bdtiltrifenilfosfonyumbromiir arttikca teorik olarak beklenildigi gibi katyonik
ylklerinin arttig1 zeta potansiyel Olcllerek bulunmustur. Ayrica 'H NMR ile bu
batiltrifenilfosfonyumbromiir yiizdelerinin teorik olarak istenilen ylizdelerden ¢ok daha
kiicik degerde elde edildikleri bulunmustur (Cizelge 4.6). Antibakteriyel etkinlik
yontemlerinden biri olan disk difiizyon metodu, Gram pozitif olan Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, S. aureus ve Gram negatif olan E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia ve Salmonella enteric typhimurium’a uygulanmistir. Sentezlenen
kopolimerlerinin hepsinin difiizyon yaptiklari ve test edilen biitiin bakterilere karsi en

fazla diflizyon yapanin LBTP-40 oldugu gorilmistr.
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Cizelge 4.6 LBTP asi kopolimerlerinin zeta potansiyel 6lgimii ve *H NMR ile bulunan %
substiitie oranlari [110]

Table 1. Zeta potential measurement and determination of
percent substitution of BTP onto IPEL by 'H-NMR

Sample Zeta potential Attempted Found
1D (mV) substitution substitution
LBTP-10 +203+1.2 10% 5.48%
LBTP-20 +304+1.1 20% 6.03%
LBTP-30 +3l4+1.3 30% 6.86%%
LBTP-40 +31.7+£2.0 40%% 7.56%
LBTP-50 +344+1.1 0% 10.3%
IPEI +259+1.0 — —

MIC degerleri Bacillus subtilis ve E. coli'ye karsi test edilmistir ve icerdigi ylzde
batiltrifenilfosfonyumbromiir miktari arttikga antibakteriyel etkinliginin de arttigi,
maksimum etkinligi ilk LBTP-40’ta gosterdigi ve degerin sabit kalarak LBTP-50’nin de
ayni deger olan Bacillus subtilis’e karsi 5 pug/mL, E. coli’ye karsi ise 15 pg/mL oldugu
anlasiimistir (Sekil 4.22).

Zone of inhibition (mm)” MIC (pg/mL)”
Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria

Polymer BS BC SA EC PA KP ST BS EC
L-PEI 10.67 £0.58 11.67+0.58 11.33+0.58 12+£1.0 11.33+0.58 10.67+0.58 11.33+£0.58 40 40
LBTP-10 11.33+1.52 12.67+1.15 11.67+0.58 12.67+0.58 12.33+0.58 12£1.0 12058 40 50
LBTP-20 1233 +2.30 12.67+0.58 13.67+0.58 12.33+0.58 12.33+0.58 124£0.58 1240.58 20 40
LBTP-30 12.67+2.88 13.33+£0.58 13.67+230 12.67+0.58 1233+0.58 11.67+10 11.67+0.58 10 30
LBTP-40 14+ 1.73 13.67£0.58 14.67+2.30 13£1.0 1267£1.0 12+£0.58 1433+1.15 5 15
LBTP-50 13.6+1.15 13.33+£0.58 13.33+0.58 13+£1.0 13+£0.58 11.67+1.0 154+0.58 5 15
Milli-Q water - - - - - - - - -

Sekil 4.22 LBTP kopolimerlerinin disk diflizyon ve MIC sonuglari
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BOLUM 5

DENEYSEL CALISMA VE BULGULAR

5.1 Materyal ve Yontem

5.1.1 Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tetrahidrofuran, diklorometan, etanol, metanol, petrolyum eter, etil asetat, dietil eter,
kloroform, hekzan, dimetilsilfoksit, N,N-dimetilformamid, pentan, trifloroetanol,
furan, etilvinileter Sigma-Aldrich’ten temin edildi. Sodyumsiilfat, Grubbs katalist 2.
Jenerasyon, 3-bromopiridin, maleik anhidrit, sodyum floresein, trifenilfosfin, tris(4-
metoksifenil)fosfin, trimetilfosfin, trietilfosfin, tripropilfosfin, tritertbitilfosfin, 3-

bromopropilamin hidrobromiir Sigma-Aldrich’ten alindi.

5.1.2 Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Yardimci Geregler

Infrared spektrumlari ATR cihazi ile “Perkin-Elmer, FT-IR” spektrofotometresinde,
katyonik yiik yogunlugu analizi UV-Vis spektrofotometresinde Yildiz Teknik Universitesi
Enstriimantel Analiz Laboratuvari’nda alindi. Nikleer manyetik rezonans spektrumlari
(*H NMR (500 MHz) ve **C NMR (75 MHz) spektrumlari) Yildiz Teknik Universitesi NMR
Laboratuarinda “Bruker-500 MHz NMR” cihazi ile, ¢6zlicii olarak d-DMSO, CDCl; ve
standart olarak TMS kullanilarak alindi. Ayrica P NMR spektrumlari Bogazici
Universitesi ileri Teknolojiler Ar-Ge Merkez Laboratuvarlari
NMR Arastirma Laboratuvarinda “The Varian Mercury-VX 400 MHz BB” cihazi ile alind1.

Yiizey kaplama icin Yildiz Teknik Universitesi Fizikokimya Laboratuvarinda bulunan
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“Spincoat G3-8 Spin Coating System” kullanildi. Kaplanan ylzeylerdeki polimer
goriintileri ve bulundurdugu P (fosfor) miktarlari analizi icin Bogazici Universitesi R&D
Merkezi Electron Mikroskopu ve Mikroanaliz Birimi’'ndeki “The Philips XL30 ESEM-
FEG/EDAX system” kullanildi. Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimiinde
“Malvern Zetasizer nano zs (633 nm dalga boyu, 175° yayilma agisi-scatting angle, -
172,2 toluen sayim orani -toluene count rate)” cihazi ile polimerlerin zeta
potansiyelleri ve Viscotek GPCmax (CATSEC 300 kolon, 0,400 mL/dak akis hizi) ile
ortalama molekil agirliklari (M,) o6lctldi. Fransa Institut National des Sciences

Appliquées de Rouen’da “GBX goniometer” ile temas acilari hesaplandi.

5.2 Monomerlerin Sentezi

5.2.1 Furan Maleik Anhidrit Diels Alder Uriiniiniin (4,10-Dioxa-tricyclo [5.2.1.0%%]

dec-8-ene-3,5-dione) Sentezi (Uriin 1)

63 g (642 mmol) maleik anhidrit, tetrahidrofuran icerisinde ¢ozildikten sonra 48 mL
(660 mmol) furan ortama pipet ile eklendi. 5 dakika azot gazi altinda karisim
yapildiktan sonra reaksiyon durduruldu ve oda sicakliginda karanlikta 4 gin beklendi.
Dort glinin sonunda flask icerisinde maleik anhidrit furan Urini olan beyaz
okzanorbornen kristalleri ortamda goriuldi. Kristaller soguk THF ile yikanarak
saflastirildi. Reaksiyon verimi %78 ve Diels-Alder Griiniin hepsi ekzo-norbornen olarak

elde edildi.
'H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): & 6.6, 5.5, 3,2.

13C NMR (75 MHz, CDCls, ppm): 6§ 172, 137, 82, 48.

5.2.2 Bromookzanorbornen (4-(3-bromopropyl)-10-oxa-4-azatricyclo[5.2.1.0*°]dec-

8-ene-3,5-dione) Sentezi (Uriin 2)

NaHCOs3 (5,44 gram, 65 mmol) 50 mL beher icinde suda ¢ozildi. Daha sonra ¢ozelti
Gzerine 3-bromopropilamin hidrobromir (14,24 gram, 65 mmol) spatil ile yavasca
eklendi. Birkag¢ dakika karistirildiktan sonra Uriin 1 (10 gram, 60,24 mmol) spatiil ile
ilave edildi. Beyaz koplirme gozlendi. Reaksiyon oda sicakliginda 30 dakika boyunca
karistirildi. Vakum altinda 3x20 mL su ve 3x20 mL dietileter ile yikandi ve beyaz renkli
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Griiniin kurumasi icin vakum etiiviine konuldu. ikinci asamada, sodyum asetat (0,72
gram, 8,28 mmol) ve asetik anhidrit (16 mL) slispansiyonu 2 boyunlu balon igerisinde
90°C’de 10 dakika karistirildi. Bu karisimin lizerine vakum etiviinden alinan beyaz {irlin
(4 gram, 13,16 mmol) karisan sollisyona yavasca eklendi ve 1 saat 90°C’'de karistirildi.
Reaksiyon sonlandirilirken, 250 mL’lik beherde bulunan 20 gram buzun icine dokilda
ve 50 mL kloroform ile karistirildi. Kloroform fazi, 3x30 mL %5’lik NaHCO3 ve 1x30 mL
%10’luk NaCl ile ekstre edildikten sonra, Na,SO; eklenerek kurutuldu, stizuldi ve
¢Ozlicli vakum altinda ucuruldu. Elde edilen vizkoz sivi daha sonra kolon kromotografisi
(Etilasetat-Hekzan 1:1 v/v) yapilarak saflastirildi ve beyaz kati madde elde edildi (Verim
%40) [111].

'H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): & 6.5, 5.25, 3.62, 3.33, 2.85.

13C NMR (75 MHz, CDCls, ppm): 6 177.23, 137.14, 81.05, 47.87, 37.3, 32.0, 31.15.

5.2.3 Trifenil Fosfonyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi (P_Phe)

Uriin 2 (0,5 gram, 1,748 mmol) ile trifenilfosfin (1,376 gram, 5,244 mmol) 11 mL
etilasetat bulunan septum kapakli bir flask icerisinde 50°C’de azot gazi altinda bir hafta
karistirildi. Bir hafta sonunda reaksiyon kabi oda sicakligina sogutulduktan sonra 6nce
etil asetat, sonra THF ile santrifiij kullanilarak birka¢ defa yikama yapildi ve azot altinda

kurutuldu (Verim %12).

5.2.4 Tris(4-metoksifenil) Fosfonyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi

(P_Metoksi_Phe)

0,2 g Uriin 2 ile 0,74 g tris(4-metoksifenil)fosfin, tek boyunlu septum kapakli bir balon
icerisinde bulunan 7 mL etil asetatta, 50°'de ve N, altinda 1 hafta karistirildi. Reaksiyon

kabindaki madde dietil eter ile ¢coktirliidi ve dietil eter ile yikandi (Verim %19).

5.2.5 Trimetil Fosfonyum Tuzu igeren Okzanorbornen Sentezi (P_Metil)

1 g Uriin 2 ile 10,5 mL THF'de ¢6éziinmiis 1M trimetilfosfine 10 mL THF eklendi ve

aliminyum folyoya sarilmis septum kapakl tek boyunlu balonda 50°C’de, N, altinda, 24
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saat kanistirildi. Reaksiyon oda sicakligina getirildikten sonra THF ile yikama yapilarak

reaksiyona girmemis maddeler uzaklastirildi (Verim % 26).

5.2.6 Trietil Fosfonyum Tuzu igeren Okzanorbornen Sentezi (P_Etil)

0,5 g Uriin 2 ile 5,25 mL THF'de ¢6ziinmiis 1M trietilfosfine 5 mL THF eklendi ve
aliminyum folyoya sarilmis septum kapakl tek boyunlu balonda 50°C’de, N, altinda, 24
saat karistirildi. Reaksiyon oda sicakligina getirildikten sonra THF ile yikama yapilarak

reaksiyona girmemis maddeler uzaklastirildi (Verim % 26).

5.2.7 Tripropil Fosforyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi (P_Propil)

Uriin 2 (0,5 gram, 1,748 mmol), septum kapakli vialde, 8 mL THF icinde ¢éziildii. N,
altinda siringa ile %97’lik Tripropil Fosfin (1,119 mL, d=0,801 g/mL) eklendi ve 50°C’de,
24 saat karistirildi. Reaksiyon sirasinda beyaz kristaller olustugu goézlendi, reaksiyon buz
banyosunda kristallenme yapilarak saflastirildi. Cézuicli karisimi THF-Dietileter (1:1 v/v)

ile yikama yapildi ve N, altinda kurutuldu (Verim %53).

5.2.8 Tri(t-biitil) Fosfonyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi (P_t-Biitil)

0,58 gr (2,03 mmol) Uriin 2 ile 1,47 mL tri tert-butilfosfin (6,09 mmol) tek boyunlu
balon igerisinde 6 mL THF ilave edilerek N; altinda, 60°C’de bir glin karistirildi. Dietil

eter ile yikama yapilarak saflastirildi (Verim %21).

5.3 Grubbs 3. Jenerasyon Katalistinin Sentezi

Grubbs 3. jenerasyon katalisti, Grubbs 2. jenerasyon katalistinden sentezlenmektedir.
0,2 g Grubbs 2. jenerasyon septum kapakli vial icine konuldu ve Uzerine 0,5 mL 3-
bromopridin eklenerek N, altinda 10 dakika silireyle karistirildi. Daha sonra pentan ile
¢Oktirllip yine pentan ile yikandi. Azot ile kurutulup isiktan etkilenmesi 6nlenmesi
icin aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. (Grubbs 3.

jenerasyon kalalistinin molekul agirhgi Ma: 884,48 g/mol).
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5.4 Fosfonyum Tuzu igeren Okzanorbornen Monomerlerinin ROMP ile

Polimerizasyonlar

Butlin polimerler 3.000 ve 10.000 g/mol olmak Uzere iki farkli ortalama molekil agirhig
hesaplanarak sentezlenmistir. Sentez prosediirlerinde sadece 3.000 g/mol agirhgindaki
polimerlerin sentezi hakkinda bilgi verilecektir. Teorik 10.000 g/mol agirligindaki
homopolimerin sentezi monomer konsantrasyonunun Grubbs katalist
konsantrasyonuna orani ayarlanarak elde edilmektedir. Homopolimerizasyon igin

uygulanan hesaplama asagida verilmektedir.

3000
DP==—=n (5.1)
__ [monomer]
M caraliz] (5.2)
10000
p= =n
M (5.3)

DP: polimerizasyon derecesi

M: monomerin molekul agirligi (g/mol)

5.4.1 Trifenil Fosfonyum Tuzu iceren Homopolimerin Sentezi (P_Phe_3K)

0,02 g monomer karistiriciya konularak 1 mL kuru diklorometanda ¢ozildu. Cozelti
berrak olunca 0,5 mL kuru diklorometanda ¢6zilmiis 0,0059 g Grubbs 3 tek bir seferde
monomer c¢ozeltisine eklendi ve hemen kapag! kapatilarak balondan siringa ile N,
verildi. Reaksiyon oda sicakliginda 1 saat karistiktan sonra katalisti etkinligini
sonlandirmak igin 0,5 mL %30 etil vinil eter (diklorometan iginde) eklendi ve 30 dakika
daha karistirildi. Siire sonunda reaksiyon kabina dietil eter eklenerek ¢oktirildi. Dietil

eter ile yikama yapildi ve azot gazi ile kurutuldu.

5.4.2 Tris(4-metoksifenil) Fosfonyum Tuzu iceren Homopolimerin Sentezi

(P_Metoksi_Phe_3K)

0,04 g monomer karistiriciya konularak 1 mL kuru diklorometanda ¢6zildi. Cozelti

berrak olunca 0,5 mL kuru diklorometanda ¢6ziilmis 0,0118 g Grubbs 3 katalisti tek bir
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seferde monomer ¢o6zeltisine eklendi ve kapagi kapatilarak balondan siringa ile N,
verildi. 1 saat sonra 0,5 mL %30 etil vinil eter (diklorometan iginde) eklendi. Reaksiyon
30 dakika sonra durdurulup dietil eter eklenerek ¢oktirilda. Dietil eter ile yikama

yapildi ve N ile kurutuldu.

5.4.3 Trimetil Fosfonyum Tuzu iceren Homopolimerin Sentezi (P_Metil_3K)

0,03 g monomer karistiriciya konularak 1,5 mL trifloroetanolde ¢ozildi. Cozelti berrak
olunca 0,5 mL kuru diklorometanda ¢ozilmiis 0,0088 g Grubbs 3 katalisti tek bir
seferde monomer ¢o6zeltisine eklendi ve kapagi kapatilarak balondan siringa ile N,
verildi. Reaksiyon bir gece boyunca karistirildiktan sonra 0,5 mL %30 etil vinil eter
(diklorometan icinde) eklendi. Reaksiyon 30 dakika sonra durdurulup THF eklenerek

¢Oktiralda. THF ile yikama yapildi ve N, ile kurutuldu.

5.4.4 Trietil Fosfonyum Tuzu igeren Homopolimerin Sentezi (P_Etil_3K)

0,02 g monomer karistiriclya konularak 1 mL kuru DMF'de ¢o6zildi. Cozelti berrak
olunca 0,5 mL kuru diklorometanda c¢6ziilmis 0,0059 g Grubbs 3 tek bir seferde
monomer c¢ozeltisine eklendi ve hemen kapagi kapatilarak balondan siringa ile N,
verildi. Reaksiyon oda sicakliginda 1 gece boyunca karistirildiktan sonra 0,5 mL %30 etil
vinil eter (diklorometan iginde) eklendi ve 30 dakika sonra durdurulup THF eklenerek

¢Oktirildl. THF ile yikama yapildi ve azot gaziyla kurutuldu.

5.4.5 Tripropil Fosfonyum Tuzu iceren Homopolimerin Sentezi (P_Propil_3K)

0,1 g monomer karistiriciya konularak 2 mL kuru DMF de ¢ozildi. Cozelti berrak olunca
0,5 mL kuru diklorometanda ¢6zilmis 0,0295 g Grubbs 3 tek bir seferde monomer
¢Ozeltisine eklendi ve hemen kapagi kapatilarak balondan siringa ile N, verildi. 1 gece
boyunca karistirildiktan sonra 0,5 mL %30 etil vinil eter (diklorometan icinde) eklendi.
Reaksiyon 30 dakika karistirildiktan sonra THF eklenerek ¢oktirildi. THF ile yikama

yapilip ve azot gaziyla kurutuldu.
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5.4.6 Tri(t-biitil) Fosfonyum Tuzu iceren Homopolimerin Sentezi (P_t-Biitil_3K)

0,07 g monomer karistiriciya konularak 2 mL kuru DCM’de ¢o6zlldi. Cozelti berrak
olunca 0,5 mL kuru diklorometanda ¢ozlilmis 0,0206 g Grubbs 3 tek bir seferde
monomer c¢ozeltisine eklendi ve hemen kapagl kapatilarak balondan siringa ile N,
verildi. 1 gece boyunca karistirildiktan sonra 0,5 mL %30 etil vinil eter (diklorometan
icinde) eklendi. Reaksiyon 30 dakika karistirildiktan sonra dietileter eklenerek

¢oktlrildi. THF-Dietileter 1:1 ile yikama yapildi ve N;ile kurutuldu.

5.5 Polimerlerin Sivi ve Kati Fazdaki Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

5.5.1 MIC Degerlerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal ajanlarin MIC degerlerinin tespit edilmesi icin dillisyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler antimikrobiyal duyarllik testleri icin referans
yontemlerdir. Dilisyon testlerinde, antimikrobiyal ajanin dillisyonlarini igeren
mikroplak kuyucuklarinda ya da agar ylzeyinde Uremenin gozle gortlebilir olmasi
temel alinir. Bir mikroorganizmanin gozle goérilebilir olarak Giremesinin inhibe oldugu
en distk antimikrobiyal ajan konsantrasyonu “Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIC)”

olarak belirlenir [112].

Her madde 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziici madde de ¢ozuldi. Besiyerinde, bir gece
37°C'de uremis mikroorganizmalardan 0,5 McFarland (1x10® CFU/mL) stispansiyonlar
hazirlandi ve bu sispansiyon 1:200 oraninda seyreltildi 5x10°> CFU/mL). 96 kuyucuklu
platelere 0,1 mL sivi besiyeri (LB broth) eklendi. Uzerlerine 0,01 mL mikroorganizma
sispansiyonundan eklendi. 10 adet kuyucuga sirasiyla % oraninda MIC testi yapilan
maddenin seri dillisyonlari yapildi. Diger tlplerden birine sadece besiyeri konuldu ve
bu tlip negatif kontrol olarak belirlendi, kalan tiipe ise sadece mikroorganizma konuldu
bu tlp ise pozitif kontrol olarak degerlendirildi. Plate vortekslendi ve 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi. Ertesi giin sonucglar degerlendirildi. Ureme olmayan en son

konsantrasyon minimal inhibitér konsantransyonu olarak degerlendirildi.
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5.5.2 Kati Yiizeyde Antibakteriyel Etkinlik

Escherichia coli (ATCC25922) 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi ve nutrient agar
besi tabaklari Uzerinde muhafaza edildi. Bakteriyel ¢0zelti konsantrasyonlari
standardizasyonu 590 nm’de (OD590) absorbans okundu [113]. Airborne testing ve
disk diflizyon yontemi, polimer kaplanmis ylzeylerin antibakteriyel aktivitesini
incelemek i¢in kullanildi. Airborne testing igin, E. Coli’nin doymus bir slispansiyonu, 5
dakika boyunca 4000 rpm'de (oda sicakhig) santriftjlendi. Hucreler, 10° CFU/mL'lik bir
konsantrasyon elde etmek icin saf su icinde yeniden suspanse edildi. E. coli (10°
hicre/mL) sispansiyonu test ylzeyleri (cam ylzey) Gzerine puskirtaldi. Plskirtme
yuzeyleri kurutularak bos bir steril polistiren Petri kaplari (VWR, 100 mm x 15 mm)
icine yerlestirildi. Besin agari (%1 bir besin suyu agar, otoklava, 37°C'ye sogutuldu)
bakteri puskirtlilmis ylzeyler Uzerine bosaltildi ve katilasmaya birakildi. Yiizeyler
37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi ve daha sonra ylizeydeki koloniler sayildi.
Polimer kaph olmayan bir cam yiizey, kontrol olarak kullaniimistir. Sonuglar asagidaki

denkleme gore ifade edilmistir;
kontrol koloni sayinu — test yiizey tizerinde koloni sayis1

Etkinlik Degert = kontrol koloni sayimu %100

(5.4)

Disk difizyon yonteminde, bakteri stok ¢ozeltisi (10° CFU/mL) 100 puL nutrient agar
dokilimus petri Gzerine eklendi. Polimer kaplh cam ylizeyi besi ortamina temas edecek
sekilde vyerlestirildi ve 37°C'de bir gece boyunca inkilibe edildi. Yetistirilen bakteri

kolonileri ve zone inhibisyonuna bakildi.

5.6 Sitotoksisite Calismalan

5.6.1 Hemolitik Konsantrasyon (HCso) Tayini

Polimerlerin toksik 6zelligini incelemek icin hemolitik konsantrasyon degerlerine bakilir
[92]. Literatlirdeki prosediire gore dondrlerden alinmis taze kirmizi kan hicreleri
(HRBC, 30 pL), 10 mL TRIS saline (10 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.2, 0,22 um por

capina sahip polietersiilfon membran ile slizilmustir) eklendi ve TRIS salinle 3 kere 5
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dk boyunca 1500 rpm’de santrifiij edildi. Polimer ¢ozeltileri 8 mg/mL olacak sekilde
TRIS salinde (10 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.2) hazirlandi. Polimerler tamamen
¢Ozlindikten sonra polimerlerin ¢ozinirliiklerine gére pH 6.5 ve 7.0 arasina ayarlandi.
Cozeltilerin ~ pH1  ayarlandiktan  sonra, polimer c¢ozeltileri polietersiilfon
membranlarindan (0,45 um por capi) suUzlildid. Yukarida hazirlanan HRBC
sispansiyonundan 100 uL alindi. Farkh konsantrasyonlarda taze hazirlanmis polimer
¢Ozeltileri, 200 puL son hacme ulasacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplaklarda HRBC
siispansiyonuna eklendi. Plaka 37 °C’de, 30 dk boyunca karistirildi. Ardindan, 1500
rom’de 10 dk santrifiij edildi ve her kuyucuktaki stipernatant yeni plakaya alindu.
Hemoliz, 414 nm’de serbest hemoglobinin abosarbansi olgllerek incelendi. %100
hemoliz, gigli bir ylzey aktif madde olan TRITON-X'den (Hacimce %20 DMSO iginde)

10 pL alinip yukarda hazirlanmis olan HRBC silispansiyonlarina eklenerek elde edildi.

Prosediire gore %50 hemolize neden olan polimer konsantrasyonunun bir Ust limiti
HCso olarak adlandirilir, yalniz TRIS salin igeren polimersiz ¢o6zeltiden gelen absorbans

%0 hemoliz olarak kabul edilir.

5.7 Polimerlerin Cam Yiizeylere Kaplanmasi

2,5 cm x 2,5 cm cam mikroskop lamelleri sentezlenen polimerler ile kaplanarak
mikrobiyal testler, katyonik yik tayini, temas agisi testleri icin kullanildi. Cam ylizeyi 5
dakika boyunca Piranha ¢ozeltisi (% 30 H,0, / % 70 H,SO,) ile temizlendi. Daha sonra,
lamlar distile su ve izopropanol icinde iyice calkalandi, 40”de vakum etliviinde
kurutuldu [114]. Polimerlerin metanol icinde ¢ozeltileri (1mg/mL) hazirlandi ve 30
saniye 2000 rpm'de (1000 devir/ s hizlanma) spin kaplama teknigi kullanilarak cam
lamellerin yiizeyi kaplandi. Polimer kapli yizeyler 1 saat boyunca etlivde 70°C’'de

bekletildi.
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5.8 Katyonik Yiik Yogunlugu Tayini

5.8.1 Sodyum Floresein Metodu

Tiller ve arkadaslari tarafindan rapor edildigi gibi ylzeydeki katyonik yik yogunlugu,
floresan komplekslesme ve UV-VIS spektroskopisine dayanan kolorimetrik yontemle

6lguldi [115], [116].

Polimer ile kaplanmis ve kaplanmamis lameller (2,5 cm X 2,5 cm) destile suda
hazirlanmis %1 floresein sodyum tuzunda 10 dk bekletildi. Floresan isaretleyiciler,
negatif ylkleri sebebiyle, katyonik bolgelere kuvvetlice baglanir ve reaksiyona
girmeyen molekiiller destile suyla iyice yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Camlar,
destile suda hazirlanmis %0,5’lik hekzadesiltrimetilamonyum kloriir CH3(CH,)1sN*CI
(CH3); cozeltisine (4 mL) alindi ve 30 dakika sonikasyon uygulanarak baglanmis
floresein molekdllerinin bu ¢ozeltiye ge¢gmesi saglanmis oldu. Bu islem sonrasinda her
birine 0,6 mL doymus NaHCO; (pH = 8.3) eklendi. Cozeltilerin floresan siddeti 450
nm’de 6lglldi ve floresein sodyum tuzu ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak
kalibrasyon egrisi gizildi. Katyonik yik tayininde spin kaplama metotlari ile elde edilen

ylzeylerde kantitatif analiz yapildi.

5.8.2 Zeta Potansiyel Metodu

Suda ¢ozinebilen polimerler (P_Metil_3K, P_Metil_10K, P_Etil_3K, P_Etil_10K), fosfat
tamponu (pH 7.0) icinde konsantrasyonu 0,1 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. Suda
¢o6ziinmeyen polimerler (P_Phe_3K,P_Phe_10K, P_Metoksi_3K, P_Metoksi_10K) ise
DMSO iginde konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltisi olarak hazirlandi.
Stok c¢oOzeltiden 100 pL alinarak 900 pL fosfat tamponu (zerine eklenerek son
konsantrasyonun 0,1 mg/mL olmasi saglandi. Polimer ¢ozeltileri, 45 uL por boyutlu
filtrelerden siizilerek 0,8 mL hacimli zeta potansiyel 6lcim kivetlerine konuldu ve

Olglim alindu.
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5.9 Biyofiziksel Calismalar

5.9.1 Bakteri ve Polimer Etkilesmesinin Zeta Potansiyel ile Olgiilmesi

Suda cozinen polimer (P_Etil_3K) icin sadece 10° CFU/mL konsantrasyonundaki
E.coli’nin, suda ¢6ziinmeyen polimerler (P_Phe_3K, P_Metoksi_3K) i¢cin 900 uL E.coli
Uzerine 100 pL DMSO ilave edilmis ¢ozeltinin zeta potansiyeli dlglilerek blank elde
edildi. Suda ¢ozlinen ve ¢6ziinmeyen polimerden 0,5 mg/mL konsantrasyonundan 100

pL alindi ve Gzerlerine 900 uL’ser E.coli eklenerek zeta potansiyelleri 6lguldu.

5.9.2 Floresan Mikroskopu ile Bakteri Polimer Etkilesmesinin Goriintiilenmesi

Taze hazirlanmis 1 Mcfarland S. aureus’tan 100 pL bir eppendorf tipe koyuldu.
Uzerine, bakterilerin DNA’s! ile etkilestiginde yesil renk veren 0,01 mol Sybr Green’den
35 uL eklendi. Karisim, vortekslendikten sonra 2 mg/mL konsantrasyonunda P_Phe_3K
polimeri ile kaplanmis cam ylizeyin Uzerine slrildi. Cam ylizeyin kurumasi igin 15

dakika beklenildi ve floresan mikroskopu altinda bakildi.
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BOLUM 6

DENEYSEL VERILERIN DEGERLENDIRILMESi

ROMP, diisitik agirlik dagilimlari (PDI) ve kontrolli bir molekdl agirligi ile iyi tanimlanmis
polimer hazirlamak icin yaygin olarak kullanilan bir polimerizasyon yontemidir.
Ozellikle, Tew ve arkadaslari giicli antibakteriyel polimerlerin hazirlanmasi igin
ROMP’u kullanarak farkli molekiller sentezlemislerdir [96], [117]. Sentezlenen bu
polimerler, polinorbornen tiirevleri primer amin trifloroasetik asit tuzlari ve gesitli alkil
gruplari iceriyordu. Yan zincirleri farkli kuaterner piridinyum tuzlari ile amfifilik
polinorbornen de Eren ve arkadaglari tarafindan sentezlenmistir [92]. Cesitli alkil yan
zincirleri ile bu polimerlerin antibakteriyel verimliligi blylime inhibisyon deneyleri ile
belirlenmistir. Yan zincirde daha yliksek sayida alkil karbon atomunun bulunmasiyla, bu

polimerlerin toksisite ve etkinliginin arttig1 gosterilmistir [92].

Calismamiz kapsaminda Sekil 6.1’de gosterilen yapida fosfonyum gruplari iceren

polimerlerin antimikrobiyal etkinliklerinin yanisira hemolitik konsantrasyon o6zellikleri

PhCH:%//,,‘ 0. ..\\\%:CHZ
ﬂ m

o N

% B

®

™

R™ R

de incelenmistir.

(¢}
&)
r
R

1. R=-CgHs
2. R =-CH,0CgH,
3.R=-CH,

4. R=-CH,CH,

5. R=-CH,CH,CHj
6. R=-C(CHa);

Sekil 6.1 Calismada sentezlenen homopolimerlerin yapisal gdsterimi
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6.1 Monomerlerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Cahsma kapsaminda kullanilan monomerlerin sentezi Sekil 6.2’de gosterilmektedir.
Sentez sirasinda oncelikle furan ve maleik anhidritin Diels-Alder reaksiyonu sonucu
4,10-Dioxa-tricyclo [5.2.1.0%°] dec-8-ene-3,5-dione (Urin 1)  olusturulmustur.
Karakterizasyonu kapsaminda 'H ve *C analizi yapiimis ve NMR analizi sonucu tirtinin
%100 ekzo yapida oldugu gorilmustir. Okzanorbornen halkasindaki ¢ift bagl yapida
bulunan protonlar 6.5 ppm civarinda gelmektedir (Sekil 6.3). >*C NMR analizinde
okzanorbornen halkasindaki cift bag karbon pikleri 137 ppm ve anhidrit karbonil grubu

172 ppm de gorulmustir (Sekil 6.4).

o o 0
o) RT, THF, 4 gilin o
E/} + || o > //
O

@)
1

> 78% 100 % exo

NH,.HBr
Sodyum Asetat Br— "
ACZO
90 °C, 3 saat
R. _R
P (@]
0 R | Q
O \ R @
. R Br
N———" ReBr M/\/\
74 R o

O

3 1.R=-CgHs
2. R = -CH30CgH,
3.R =-CHj,
4. R= -CH,CHj
5. R=-CH,CH,CH,
6. R=-C(CH3);

Sekil 6.2 Calisma kapsaminda sentezlenen monomerlerin sentetik semasi
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Sekil 6.3 Furan maleik anhidritin (Urtin 1) *H NMR spektrumu
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Sekil 6.4 Furan maleik anhidritin (Urtin 1) **C NMR spektrumu
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Uriin 2 sentezi imid mekanizmasinin izlenmesi ile elde edilmistir. Sentez
kapsaminda Grin 1, 3-bromo propilamin ile sodyum asetat katalisti ile elde
edilmistir. Saflastirma islemi etilasetat- hekzan (1:1) kolon kromatografisi
kullanilarak yapilmis ve %40 verimde saf beyaz kati elde edilmistir. Sekil 6.5, trin
2nin 'H NMR spektrumunu gostermektedir. Okzanorbornen halkasindaki
protonlarin 6.5, 5.2, ve 2.9 ppmde, CH,-Br protonu ise 3.2 ppmde oldugu

gorulmustar.

C: ,-'I:
a {_:Lb___l://?::_ d_e Ter

.r'f'_ IfT c
' b"?’*"{:
a p
d f
e
solvent oo
i

-----------------------------------------

Sekil 6.5 Bromookzanorbornen’in (Uriin 2) 'H NMR spektrumu

6.1.1 Fosfonyum Esasli Monomerlerin Sentezi

Monomer sentezi, sodyum asetat katalistli§inde 3-bromopropil hidrobromdir ile 4,10-
diokza-trisiklo[5.2.1.0>°]dec-8-en-3,5-dion’un (Uriin 1) reaksiyonu sonucu 4-(3-
bromopropil)—10—okza—4—azatrisiho[5.2.1.02'6]dec—8—en—3,5—dion (Uriin 2) elde edilerek
bu Urinin fosfonyum iceren bilesiklerin reaksiyonu ile tuz olusturularak
gergeklestirilmistir. Yapisal analiz, 'H NMR, 13C NMR ve FTIR teknikleri ile yapimistir.
Monomerlerin sentezinde ¢oziicli olarak etil asetat ve THF ¢ozliclilerinin yanisira oda
sicakhigi ve 60°C sicaklikta tuz olusturma calismalar  gergeklestirilmistir.
Monomerlerden P_Phe ve P_Metoksi_Phe tuzlarinin veriminin %10-20 arahginda
degistigi gorldlmistir. Monomerler uygun c¢ozicide (fazla dietil eter) yikanmis ve

santriflij yapildiktan sonra vakum altinda kurutulmustur. Monomerlerin hidroskobik
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oldugu gorilmis, kurutma islemi sonrasi saklama kabi azot ile doldurulmus ve
desikatorde saklanmistir. Monomerlerin sentezinde ayrica fosfin oksit (R3-P=0)
olusumu gozlenmistir. Fosfin oksit, eser miktar oksijenin fosforu yukseltgemesiyle
olusur. Ornegin; trifenilfosfin (P-Phes) oksitlenmesi sonucu O=P-Phe; olusmustur.

Ancak bu safsizlik polimerizasyon verimini etkilememektedir.

Proje kapsaminda sentezlenen monomerlerin 'H ve *C NMR spektrumlar Sekil 6.6-
6.15'de gosterilmektedir. ilgili *'P NMR spektrumlari da 'H NMR spektrumlarina
eklenerek verilmistir. Ornegin trifenilfosfonyum esasli monomer (P_Phe) NMR
spektrumu incelendiginde, fenil halkalarina ait sinyaller 7.5-8.0 ppm arasinda
gorilmektedir. Fosfora bagli karbondaki protonlar (CH,-P*) 3.5 ppmde goriilmektedir
(Sekil 6.6). *'P NMR spektrumunda P*-CH,Br sinyalinin 24.7 ppmde oldugu
gorilmustir. BC NMR spektrumu incelendiginde ise fenil halkasi 120-135 ppmde,
fosforun bagl oldugu CH, spektrumu ise 20 ppmde gorilmistir (Sekil 6.7). Fenil
halkasi iceren P_Phe ve P_Metoksi monomerlerinin fenil halkalar 'H NMR
spektrumlarinda 8-7 ppm arasinda geldigi goriilmektedir. Okzanorbornen halkasindaki
cift bagh yapida bulunan protonlarin monomerlerde 6.5 ppm civarinda geldigi ‘H
NMR’inda gorilmektedir. Monomer sentezlerinde goriilen fosfin oksit sinyalleri
ozellikle trifenilfosfin ve tris(4-metoksifenil)fosfin monomerlerinde gortlmustar.
Ornegin trifenil fosfonyum esasli monomer sentezinde *'P NMR analizinde (-P=0)
sinyali 29.7 ppmde, katyonik (P*) sinyali 24.7 ppmde gériilmiistiir. Eser miktardaki (%5)
safsizllk ROMP’ta reaksiyona girmediginden polimerizasyon verimini etkilemedigi

gorilmustir.

FTIR spektrumuna baktigimizda, 2925-3030 cm™de C-H aromatik bandinin, 1600 ve
1510 cm™“de fenil halkasinin C=C bandinin, 1460 cm V'de C-C bandinin ve 1120 cm™

civarinda ise P*-Phe bandinin geldigi gorilmektedir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.6 P_Phe monomerinin 'H ve 3'P NMR spektrumlari
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Sekil 6.8 P_Metoksi_Phe monomerinin 'H ve *'P NMR spektrumlari
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Sekil 6.10 P_Metil monomerinin 'H ve 3'P NMR spektrumlari
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Sekil 6.11 P_Metil monomerininin 3¢ NMR Spektrumu
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Sekil 6.12 P_Etil monomerinin *H ve 31p NMR spektrumlari
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Sekil 6.13 P_Etil monomerininin 3¢ NMR Spektrumu
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Sekil 6.15 P_Propil monomerininin 13C NMR Spektrumu
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Sekil 6.16 P_t-Butil monomerinin *H ve 3p NMR spektrumlari
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Sekil 6.17 P_t-Bitil monomerinin 13¢ NMR Spektrumu
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Sekil 6.18 Proje kapsaminda sentezlenen Uriin 2 ve P_Phe monomerlerinin FTIR
spektrumlari (*P*-Phe bandi)
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6.1.2 Polimer Sentezi

Okzanorbornen monomerleri halka agilma polimerizasyonu igin iyi bir monomerdir.
Grubbs katalist varliginda okzanorbornen halkasi acilir ve metatez reaksiyonu sonucu
katilma reaksiyonu verir. Gliniimuzde 6zellikle yeni nesil olarak belirtilen, hava, su ve
fonksiyonel gruplara karsi tolerans gosteren metatez katalistleri kullanilmaktadir. Bu
katalistlerin basinda Grubbs katalist olarak bilinen 2nd Grubbs ve 3rd jenerasyon
Grubbs katalistleri gelmektedir. Tez kapsaminda sentezledigimiz homopolimerlerin
sentetik yapisi Sekil 6.19’da gosterilmektedir. Polimerizasyon sirasinda fosfonyum
grubu iceren monomerler ¢ozinurliklerine gore bir ¢oézicide (DCM/MeOH/DMF)
¢Ozlldiikten sonra, Grubbs katalist diklorometan icerisinde c¢o6zildikten sonra
polimerizasyon kabina eklendi. Yaklasik bir saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra
%30 etilvinil eter (DCM iginde) katalisti sonlandirmak igin ortama eklendi ve yaklasik 15
dakika karistirildi. Polimer kendisini czmeyen bir sivi icerisine (6rnegin; THF veya dietil

eter) eklenerek ¢oktirldi.

PhCH:ém,, O ..\\‘%:CHZ
m
0 0 RR o ROMP
M e 0”7 "N Yo
4 R Grubbs katalist
o)
RS B
1. R= -CgHs R™ R
2. R = -CH30C¢H,
3.R=-CH,
4. R= -CH,CHj
5. R=-CH,CH,CH,
6. R=-C(CHa)s

Sekil 6.19 Calisma kapsaminda sentezlenen polimerlerin sentetik semasi

Calismamiz kapsaminda kullanilan polimer serileri 3.000 ve 10.000 g.mol™ olmak tizere
iki farkli ortalama molekiil agirligi hesaplanarak sentezlendi. Bu béliimde 3.000 g.mol™
ortalama molekil agirligina sahip olan P_Phe 3K polimerin molekil agirhg
hesaplanmasi ornek olarak gosterilecektir. Bu kapsamda oncelikle polimerizasyon
derecesi (PD) hesaplanmistir. Polimerizasyon derecesi (PD), belirledigimiz molekdl
agirligina sahip polimer zincirindeki monomerlerin ortalama sayisini vericektir.
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3.000 g.mol® ortalama molekiil agirligina sahip olan P_Phe_3K polimerinin

polimerizasyon derecesi (PD);
P_Phe monomerinin molekiil agirhigi (MA) = 548,19 g.mol™

Grubbs 3 katalistinin molekil agirhgi (MA) = 884,98 g.mol™

Polimerin Molekiil Agirha [%]

Polimerizasyon Derecesi (PD) = g
Monomerin Molekiil Agirlig: [@]

(6.1)
3000
Polimerizasyon Derecesi (PD) =
548,19 (6.2)
Polimerizasyon Derecesi (PD) = 5,472 (6.3)

Sentez icin P_Phe monomerinden 0,2 g (0,364 mmol) alindi ve elde ettigimiz PD
degerinden yola cikarak kullanilacak olan Grubbs 3 katalist miktari belirlendi ve 3.000

g.mol'1 molekl agirhgindaki P_Phe polimeri igin gerekli miktarlar hesaplanmis oldu;

[Monomer]
Polimerizasyon Derecesi (PD) = ——————
[Katalist] (6.4)
0,000364
5472 = ——
[Katalist) (6.5)
Katalist = 0,00006 mol (6.6)

Kullanilacak olan Grubbs 3 katalist miktari (g);

Kullanilacak Olan Grubbs 3 Katalist Miktar (g)
)
884,98 (i)

0,00006 =
(6.7)

Kullamlacak Olan Grubbs 3 Katalist Miktar1 = 0,058 g (6.8)
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Gahsmamiz kapsaminda kullanilan polimerlerin her biri igin benzer hesaplama islemi

yapilarak ortalama molekil agirligi hesaplandi ve sentez islemi gergeklestirildi.

Sekil 6.20-6.25’e bakacak olursak monomerlerin birleserek polimer olusturduklar
bolgenin protonlari (cis/trans) yaklasik 6.0 ppm’de goriilmektedir. Halka agilmasi
sonucu olusan cis protonlari 6.0 ppm civarinda (cgs), trans protonlari ise 5.5 ppm
civarinda (cyans) gelmektedir. Polimerlerdeki cis ve trans protonlarinin integrasyonu
alindiginda cis/trans oraninin %45/55 seklinde oldugu gorulmektedir. Polimerlerin 31p
NMR analizi yapildiginda karakteristik P* sinyali gérilmistiir. Ornegin P_Phe 10K

polimerinin 3p NMR spektrumunda 24.5 ppmde P™a ait sinyal gériilmustir.
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Sekil 6.20 P_Phe_3K polimerinin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.21 P_Metoksi_Phe_3K polimerinin *H NMR spektrumu
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Sekil 6.22 P_Metil_3K polimerinin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.23 P_Etil_3K polimerinin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.25 P_t-Butil_3K polimerinin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.20-6.25'te gosterilen polimerlerin 'H NMR spektrumundan M, analizi
yapilmistir. Grubbs 3. Jenerasyon katalistinden gelen polimerin son grubu olan fenil
halkalari 7.3 ppm civarinda gelmektedir ve 5 protona sahiptir. ags protonu ise 6.0 ppm
civari gelmektedir ve 2 protona sahiptir. Bu iki protonun spektrum {zerinden
integrallerini alinir ve proton bagina diisen integrallerinin birbirine oraninin monomerin
molekil agirhgiyla carpimi bize polimerin molekil agirhgini (Mn) verir. (Ornegin; P_t-
Bitil_3K polimerinin fenil halkasi integrali referans olarak 1 alinmistir. Bu sonug fenil
halkasinda bulunan 5 proton icindir. Bu nedenle integral sonucu 5’e bollinerek proton
basina diisen integral degeri bulunur. Bu referansa gore 2 proton igeren as'in integrali
3,71 bulunmustur ve ayni islem ags protonu icin de yapilmistir). P_Phe_3K, P_Phe_ 10K,
P_Metoksi_Phe_3K ve P_Metoksi_Phe_10K polimerleri zaten fenil halkalari icerdigi icin
katalisten gelen fenil halkalari ile spektrum Uzerinde ¢akismaktadir ve bu nedenle Mn

analizleri yapilamamistir (Cizelge 6.1).

Polimerlerin Mn analizi icin bir baska yontem olan Viscotek GPCmax cihazi kullanildi.
Suda ¢6ziinmeyen P_Phe_3K, P_Phe_ 10K, P_Metoksi_Phe_3K P_Metoksi_Phe_10K ve
P_t-Bitil_10K polimerlerin GPC ile Mn analizleri yapilamamigtir. Polimerler sisteme
verilmeden once 0.1 M asetik asit ve 0.15 M NaCl ¢ozeltisinde ¢oztlmislerdir. Cizelge
6.1’de projede sentezlenen polimerlerin GPC ile Mn tayinleri goérilmektedir.
Polimerlerin poli dispersite indekslerine (PDI) baktigimizda hepsinin 1’e yakin oldugu
gorilmektedir. Bu da sentezledigimiz polimer zincirlerinin homojen uzunluklarda

oldugunu goéstermektedir.
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Cizelge 6.1 Projede sentezlenen polimerlerin teorik ve GPC ile molekil agirhklari tayini

Polimer Mn,teorik Mn,NMR Mn,GPc : MW,GPC b MZ,GPC c Mplec d PDlec €
P_Phe_3K 3.000 - - - - R _
P_Phe_10K 10.000 - - - - R _

P_Metoksi_Phe_3K 3.000 - - - - - _
P_Metoksi_Phe_10K| 10.000 - - - - - B

P_Metil_3K 3.000 3.864 | 6.306 | 6.676 7.302 5.889 | 1,059
P_Metil_10K 10.000 | 9.430 | 38.137 | 42.036 | 47.308 | 44.835 | 1,102
P_Etil_3K 3.000 4475 | 7.234 | 7.645 8.369 6.796 | 1,057
P_Etil_10K 10.000 | 14.028 | 14.298 | 15.000 | 16.064 | 14.484 | 1,049
P_Propil_3K 3.000 4.053 | 8.869 | 9.371 10.452 | 8.260 | 1,057
P_Propil_10K 10.000 | 15.534 | 17.277 | 17.409 | 17.545 | 17.975 | 1,008
P_t-Butil_3K 3.000 3.698 | 30.911 | 32.769 | 99.950 | 30.650 | 1,060
P_t-Butil_10K* 10.000 - - - - - -

M teorik : teorik sayica ortalama molekil agirligi (Da)

Mn NMR : 'HNMRile hesaplanan ortalama molekdl agirligi (Da)
Mhn,cpc ° : GPCile sayica ortalama molekil agirhgi (Da)

Muw,cpc b. GPCile agirlikca ortalama molekdl agirligi (Da)

M, cpc “: GPC ile z-ortalama molekil agirhgi (Da)

Mp,Gec 4. GPCile en yuksek pik molekdil agirhg (Da)

PDI ¢: GPCile poli dispersite indeks (PDI = Mw/Mn)

* P_t-Butil_10K polimerinin 'H NMR spektrumu analizi yapilamamistir. Polimer suda

¢o6ziinmedigi icin de GPC analizi yapilamamistir.

Su bazli GPC, polietilenglikol (PEG) standartlarina goére kalibre edilmistir. GPC
sonuclarinin teorik molekdl agirhigindan sapmasinin en 6nemli nedeni sentezledigimiz
polimerlerin hidrodinamik hacimleri ile polietilenglikoliin hidrodinamik hacimi

arasindaki farktan dogmaktadir.
6.2 Antimikrobiyal Etkinlik

6.2.1 Polimerlerin Sivi Fazdaki Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

Antimikrobiyal ajanlarin MIC degerlerinin tespit edilmesi icin dilisyon yodntemleri

kullanilmaktadir. Bu yontemler antimikrobiyal duyarhlik testleri icin referans

110



yontemlerdir. Bir mikroorganizmanin gézle gorilebilir olarak Gremesinin inhibe oldugu
en distk antimikrobiyal ajan konsantrasyonu “Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIC)”
olarak belirlenir. Proje kapsaminda sentezlenen polimerlerin analizi igin makrodiliisyon
(tip) ve mikrodilisyon (96 kuyucuklu plaka) olmak Uzere iki farkh yo6ntem

uygulanmistir (Sekil 6.26).

illllt'*fu

Sekil 6.26 Mikrodiliisyon ve makrodiliisyonun sekilsel gdsterimi

Her madde 1024 pg/mL olacak sekilde ¢6zici madde de c¢ozulur (su, DMSO
v.s). Besiyerinde, bir gece 37°C'de uremis mikroorganizmalardan 0,5 McF (1x
10° CFU/mL) bulanikhga sahip sispansiyonlar hazirlanir. Tip dilisyon icin 10 adet 8
ml’lik steril tlipe 772 pL sivi besiyeri (LB broth) eklenir. Bu tiplere sirasiyla %2 oraninda
MIC testi yapilan maddenin seri diliisyonlari yapilir. Uzerine 100 pL mikroorganizma
slispansiyonundan eklenir. Diger tiplerden birine sadece besiyeri konulur ve bu tip
negatif kontroldir, kalan tiipe ise sadece 100 pL mikroorganizma ve 900 ulL besiyeri
konulur bu tilipte pozitif kontrol olur. Tum tipler vortekslenir ve 37°C’'de 1 gece inkiibe
edilir. Ertesi giin sonuglar degerlendirilir. Ureme olmayan en son konsantrasyon
minimal inhibitor konsantransyonu olarak degerlendirilir. Ayni islem mikrodiliisyon
yontemi icin de uygulanir ve eklenecek olan besiyeri ve bakteri miktarlari 6rnegimizin
konsantrasyonuna uygun olarak degistirilir. Hazirlanan 6rneklerin, 600 nm’de optical
density ile absorbansi okunmustur. Cizelge 6.2’de calismada kullanilan polimerlerin sivi
fazdaki MIC degerleri verilmektedir. Bu cizelge incelendiginde 6zellikle fenil halkasina
sahip polimerlerin (P_Phe ve P_Metoksi_Phe)bakteriye etkinliklerinin diger polimer
yapilarina gore daha yuksek oldugu gorilmustir (<32 pg). Antibakteriyel etkinlik olarak
en etkin polimerin trifenilfosfin esasli ve 3.000 g/mol molekul agirhigindaki polimerin

oldugu gorilmistir (P_Phe_3K). Bu polimer E.coli’ye karsi 16 pg, S.aureus’a karsi ise 8
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pg etkinlik gdstermistir. Butin polimerlerin C.albicans’a karsi etkinliginin diisik oldugu

gorilmustir.

Cizelge 6.2 Bu calismada kullanilan polimerlerin MIC ? degerleri

MIC (pg/mL)
Polimer Mneori (g/mol) E.coli S.aureus C.albicans
P_Phe_3K 3.000 16 8 128
P_Phe_10K 10.000 32 16 128
P_Metoksi_Phe_3K 3.000 32 8 128
P_Metoksi_Phe_10K 10.000 64 8 128
P_Metil 3K 3.000 512 512 512
P_Metil_10K 10.000 512 512 512
P_Etil_3K 3.000 >512 64 128
P_Etil_10K 10.000 >512 >512 >512
P_Propil_3K 3.000 >512 256 256
P_Propil_10K 10.000 >512 512 512
P_t-Bitil_3K 3.000 >512 128 128
P_t-Butil_10K 10.000 512 32 128

MIC ® ¢ozelti fazinda kullanilan bakterinin  %90-100 inhibe edildigi minimum

konsantrayonudur.
MNieorik b degerleri polimerlerin sayica ortalama molekil agirhiklaridir.

Bu veriler sonucu polimerlerin MIC degerlerine bakacak olursak; Gram negatif
bakterinin (E.coli), Gram pozitif bakteriden (S.aureus) farkl olarak sahip oldugu dis zar
nedeniyle sentezledigimiz polimerlerin fosfolipit tabaka ile etkilesimi daha zor oldugu
ve bu nedenle de MIC degerinin daha biyik oldugu gortlmektedir. Ayrica, glicli yan
gruplara  sahip  polimerlerin  (P_Phe_3K, P_Phe_10K, P_Metoksi_Phe_3K,
P_Metoksi_Phe_10K) molekil agirhg1 etkisine bakildiginda (3.000 ve 10.000 g/mol)

antimikrobiyal etkinlige 6nemli bir etkisinin olmadigi gérilmustar.

6.2.2 Polimerlerin Kati Yiizeyde Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

Proje kapsaminda sentezlenen homopolimerlerin sivi fazda etkinliklerinin yanisira kati
fazda (cam yizey) etkinlikleri de calisilmistir. Bu kapsamda antimikrobiyal etkinlik icin 1
ug/mL polimer ¢ozeltisi hazirlandi ve 2,5 X 2,5 cm cam ylizeylere 2000 rpm hizda spin
kaplama cihazi ile kaplandi. Antibakteriyel test ATCC25922 metoduna gore E.coli ve

S.aureus ile calisiimistir. Polimer ile kaplanmis yizeylerin antibakteriyel aktivitesini
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incelemek igin airborne testing ve disk diflizyon yontemi kullanildi. Airborne testing
yontemi igin, E. Coli’'nin ve S.aureus’'un doymus bir siispansiyonlari 5 dakika boyunca
4000 rpm'de (oda sicakhigi) santrifijlendi. 10° CFU/mL'lik bir konsantrasyon elde etmek
icin hiicreler, saf su icinde yeniden siispanse edildi. Elde edilen bakteri (10° hiicre / mL)
suspansiyonlari test ylzeyleri (cam yizey) lzerine puskirtildi. Plskirtme yizeyleri
yaklasik 5 dakika icin kurutuldu ve daha sonra (VWR, 100 mm x 15 mm), bos bir steril
polistiren Petri kaplari igine yerlestirildi. Besin agari bakteri puskirtilmus ytzeyler
Uzerine bosaltildi ve katilasmaya birakildi. Yiizeyler 37°C'de bir gece boyunca inkiibe

edildi ve daha sonra koloniler sayildi.

Polimerlerin cam ylzeyinden Ag nanopartikiller gibi, cam ylzeyi ¢evresine salinim
yapip yapmadigl test edildi. Bu c¢alisma sonucunda disk diflizyon olusmadigi ve
polimerlerin yizeyden salinim yapmadigi gorilmistir. Sekil 6.27°de kontrol caminin
(sadece bakteri), P_Phe_3K ve P_Etil 3K ile kaplanmis camlarin bakteri ile
etkilesmelerinin fotograflari gosterilmistir. Burada ozellikle sivi fazda antibakteriyel
olarak en aktiflere 6rnek P_Phe_3K ve aktif olmayanlara 6rnek olarak P_Etil_3K
secilmigtir. Ylzeyi kaplanmis cam etrafinda inhibisyon bdlgelerinin olmadigi, ylizeye
kaplanmis bakterisidal polimerlerin camdan sizmadigini gostermistir. Sekil 6.28’e
bakacak olursak sivi fazda oldugu gibi yine fenil halkasi yapisindaki polimerlerin daha
fazla (%60-80 oldiirme) antibakteriyel etkinlik gosterdigi gorilmektedir. Ayrica
polimerlerin E. coli'ye karsi daha etkin olduklari, S. aureus’a karsi etkinliklerinin ise
dislik oldugu gozlenmektedir. Bunun sebebi; S. aureus’un dis zarinda kalin bir
peptidoglikan tabakanin olmasi ve bu tabaka yliziinden polimer zincirinin membran ile

etkilesip bakteriyi 6ldiirmesini zorlastirmasi oldugu tahmin edilmektedir.
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Sekil 6.27 Antibakteriyel aktivitesini incelemek igin kullanilan airborne testing ve disk
difliizyon yonteminin gosterimi
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Sekil 6.28 Calismada kullanilan polimerlerin yizeydeki % antibakteriyel etkinlikleri

6.3 Sitotoksisite Calismalari

6.3.1 Hemolitik Konsantrasyon

Polimerlerin toksik 6zelligini incelemek igin hemolitik konsantrasyon (HCsp) degerlerine
bakilir. Hemoliz; kirmizi kan hiicrelerinin hicre zarinda bulunan lipit tabakasinin
parcalanmasi olayidir. Literatlirdeki prosediire gére dondrlerden alinmis taze kirmizi
kan hicreleri farkl konsantrasyondaki polimer c¢o6zeltilerine gore incelenmistir.
Hemoliz, Cizelge 6.3'te gorilecegi lGizere 414 nm’de serbest hemoglobinin abosarbansi
Olgulerek incelendi. %100 hemoliz, glglu bir ylzey aktif madde olan TRITON-X'den
(Hacimce %20 DMSO icinde) 10 uL alinip prosedirlere gore hazirlanmis olan HRBC
(taze kirmizi kan hiicreleri) sispansiyonlarina eklenerek elde edildi. %50 hemolize
neden olan polimer konsantrasyonunun bir st limiti HCsg olarak adlandirilir, yalniz
TRIS salin iceren polimersiz ¢ozeltiden gelen absorbans %0 hemoliz olarak kabul edilir

ve kontrol (blank) olarak alinir. Calismamizda kullanilan bazi maddeler DMSQO’da
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¢ozulmustlr fakat seyreltme yontemi olarak konsantrasyon azaldigi icin DMSO’nun

hemoliz etkisi olmamistir.

Bu calismamizda  antibakteriyel  etkinligi olan P_Phe_ 3K, P_Phe_ 10K,
P_Metoksi_Phe_3K, P_Metoksi_Phe_10K ve antibakteriyel etkinligi olmayan P_t-
Batil_10K ve P_Etil_3K kullanilmistir. Cizelge 6.4.te ¢alismamizda kullanilan
polimerlerin HRBC'ye karsi %100 hemolitik aktiviteleri, Sekil 6.29-32’de ise bu
aktivitelerinin grafiksel gosterimi verilmigtir. Sekil 6.31 ve Sekil 6.32y’e bakarsak
antibakteriyel etkinligi olmayan P_Etil_3K ve P_t-Butil_10K’'nin kirmizi kan hicrelerini
parcalama ylzdelerinin ylksek konsantrasyonda da dusik konsantrasyonda da az
oldugu gorulmektedir; bu durum bize P_Etil 3K ve P_t-Bitil_10K’'nin toksik olmadigini
gosterir. Antibakteriyel etkinligi olan P_Phe 3K, P_Phe_ 10K, P_Metoksi_Phe_3K,
P_Metoksi_Phe 10K karsilastiracak olursak bu polimerler ancak c¢ok duslk
konsantrasyonlarda toksik degildir; sadece P_Phe_3K'nin MIC degerindeki

konsantrasyonunda toksik etki gostermedigi gérilmektedir.

Cizelge 6.3 Polimerlerin HCsq ¢calismasinda olglilen absorbans degerleri

414 Nanometrede Absorbans Degerleri

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5
Maddeler pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
P_Metoksi_
Phe_ 3K 0,627 |0,794 |0864 [0,817 |0,77 0,569 |0,237 |01164 |0,109 |0,077 |0,064
P_Metoksi_
Phe_10K 0,678 |0,735 |0,804 |0,78 0,763 |0,483 |0,273 |0,205 |0,085 |0,119 |0,11
P_t-

Butil_10K 0,411 0,651 0,079 0,076 0,073 0,087 0,07 0,058 0,054 0,061 0,052
P_Phe_ 3K 0,665 0,698 0,65 0,304 0,174 0,156 0,141 0,143 0,129 0,123 0,122
P_Phe_10K | 0,801 0,863 0,891 0,849 0,917 0,851 0,607 0,275 0,15 0,089 0,062
P_Etil_3K 0,117 0,079 0,131 0,083 0,123 0,079 0,058 0,059 0,065 0,061 0,061
Blank Triton-
= DMSO | X=
Kontroller 0,067 |=0,543 | 0,809

Cizelge 6.4 Calismada kullanilan polimerlerin kirmizi kan hiicrelerine karsi % hemolitik
aktiviteleri

% Hemolitik Aktivite

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5
Maddeler ug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pug/mL | pg/mL
P_Metoksi_Phe_3K | 75,5 98,0 107,4 |101,1 |94,7 67,7 22,9 131 |57 1,3 0,0
P_Metoksi_Phe_10K | 82,3 90,0 99,3 96,1 93,8 56,1 27,8 18,6 2,4 7,0 5,8
P_t-Biitil_10K 46,4 78,7 1,6 1,2 0,8 2,7 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0
P_Phe_3K 80,6 85,0 78,6 31,9 14,4 12,0 10,0 102 |84 7,5 7,4
P_Phe_10K 98,9 107,3 |111,1 |1054 |1146 |1057 |[728 28,0 11,2 |30 0,0
P_Etil_3K 6,7 1,6 8,6 2,2 7,5 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Sekil 6.29 P_Phe_3K ve P_Phe_10K’nin % hemolitik aktivitesinin grafiksel gosterimi
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Sekil 6.30 P_Metoksi_Phe_3K ve P_Metoksi_Phe_10K’'nin % hemolitik aktivitesinin
grafiksel gdsterimi
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Sekil 6.31 P_t-Butil_10K’nin % hemolitik aktivitesinin grafiksel gdsterimi
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Sekil 6.32 P_Etil_3K’nin % hemolitik aktivitesinin grafiksel gosterimi

P_Phe_10K, 4 pg’'da hemolitik olmaya baslarken; P_Etil_3K’nin c¢alisilan konsantrasyon
araliginda (0,5 pg/mL-512 pg/mL) hemolitik olmadigi ve boylece toksik etki
gostermedigi gorulmektedir. Fakat P_Etil_3K'nin antimikrobiyal etkinligi disuktir
(>512 pg/mL). En iyi antibakteriyel etki gosterenlerden biri olan P_Phe_3K'nin MIC
degeri olan 64 ug/mL’de hemolizi %50'nin altindadir.

6.4 Katyonik Yik Yogunlugu Tayini

Katyonik yik tayini; sivi fazda zeta potansiyel ile kati ylzeyde ise sodyum floresein

metodu ile yapiimistir.

Zeta potansiyel ¢alismasi Malvern Zetasizer nano zs (633 nm dalga boyu, 175° yayllma
acisi-scatting angle, -172,2 toluen sayim orani -toluene count rate) cihazi kullanilarak
yaptimistir. Calisma kapsaminda suda ¢Ozlinebilen, antibakteriyel etkinligi olmayan
polimerlerden P_Metil 3K, P_Metil_10K, P_Etil 3K ve P_Etil_10K fosfat tamponu (pH
7.0) icinde, suda c¢oOzinmeyen ve antibakteriyel etkinligi olan polimerlerden
P_Phe_3K,P_Phe_10K, P_Metoksi_Phe 3K ve P_Metoksi_Phe_ 10K ise DMSO icinde
konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltisi olarak hazirlandi. Stok ¢ozeltiden
100 pL alinarak 900 plL fosfat tamponu Uzerine eklenerek son konsantrasyonun 0,1
mg/mL olmasi saglandi. Zeta potansiyel cihazinin kiivetine konularak ol¢iim alindi.

Olciim sonunda P_Phe_3K’nin yiikiiniin en fazla oldugu goriilmustiir (Cizelge 6.5).
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Cizelge 6.5 Polimerlerin zeta potansiyel sonuglari

Polimer Zeta Potansiyeli (mV)
P_Phe_ 3K 7,98
P_Phe_10K 0,177
P_Metoksi_Phe_3K -6,59
P_Metoksi_Phe_10K -0,0323
P_Metil_3K 0,259
P_Metil_10K -0,112
P_Etil 3K 0,048
P_Etil_10K 0,245

Kati ylzeylerdeki katyonik yik yogunlugu tayini sodyum floresein metodu ile
yapilmistir[115], [116]. Katyonik yik yogunlugunu kati ylizeyde belirlemek icin; 1
mg/mL konsantrasyonundaki polimerler ile kaplanmis ve kaplanmamis lameller (2,5 cm
X 2,5 cm) destile suda hazirlanmis %1 floresein sodyum tuzunda 10 dakika bekletildi.
Floresan isaretleyiciler, negatif yilkleri sebebiyle, katyonik bolgelere kuvvetlice
baglandi ve reaksiyona girmeyen molekiiller destile suyla iyice yikanarak ortamdan
uzaklastinlldi. Camlar, destile suda hazirlanmis %0,5’lik hekzadesiltrimetilamonyum
klorir CH3(CH,)1sN'CI'(CHs3); cozeltisine (4 mL) alindi ve 30 dakika sonikasyon
uygulanarak baglanmis floresein molekiillerinin bu ¢ozeltiye gegmesi saglanmis oldu.
Bu islem sonrasinda her birine 0,6 mL doymus NaHCOs (pH = 8.3) eklendi. Cozeltilerin

floresan siddeti 450 nm’de Olguldi ve floresein sodyum tuzu ¢o6zeltisi farkl

Polimer igerigi farkh olan polimer kapli yizeylerin boyanmasiyla, floresein baglanmasi
sonucu yapilan (+) yik tayini/cmz, yaklasik 3,81 x 10* - 5,67 x 10" arasinda oldugu
saptanmistir. Bu calisma 1sig1 altinda yik yogunlugu ve antibakteriyel aktivite arasinda
iliski gbzlenmistir. Cizelge 6.2’den hatirlayacagimiz P_Phe polimerinin yiksek aktivite
gosterdigi (16 pg/mL) ve bu duruma paralel olarak Cizelge 6.6’da gérdigiimiiz Gzere
ylzeydeki yik yogunlugunun en yliksek oldugu goriilmektedir. Ayrica bu polimerin yilk
yogunlugu 5,67 x 10" (10 kDa icin) ve 1,74 x 10" (3kDa igin) olarak bulunmus ve
literatir verilerine gore aktivitenin beklenen vyik yogunluguna paralel oldugu

gorilmustir [118].
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Cizelge 6.6 Polimerlerin Sodyum Floresein metodu ile igerdikleri katyonik yuk

yogunluklari

Polimer Katyonik Yiik Yogunlugu (yiik. cm?)
Kontrol Cam 0
P_Metil_3K 7,04 x 10"
P_Metil_10K 3,81x10"
P_Etil_3K 5,54 x 10"
P_Etil_10K 6,71x 10"
P_Propil_3K 5,94 x 10™
P_Propil_10K 6,94 x 10™
P_t-Bitil_3K 6,45 x 10™
P_t-Bitil_10K 5,24 x 10™
P_Phe_3K 1,74 x 10
P_Phe_10K 5,67 x 10
P_Metoksi_Phe_3K 9,88 x 10™
P_Metoksi_Phe_10K 8,71x 10™

Cizelge 6.6.da ylksek molekil agirhgindaki polimerlerin (10K), distk molekil
agirhgindaki polimerlerinden (3K) kantitatif olarak daha dusik (+) ylik miktari verdigi
gorllmustlr. Floresan komplekslesme yontemi ile ylzey lizerinde bulunan polimer
tabaka icindeki tim yukler belirlenmeyebilir. Bunun sebebi polimer zincirinin temel
yapisi hidrofobik olusu ve bunun sonucu olarak molekil agirhgl arttikga zincirlerin
etkilesme sarmali artmasi ve iyonik yapida olan floresein problarinin polimer matriksi

icerisine niifuz etmesini engellemesidir.

6.5 Temas Agisi Olgiimii

Cam yuzeyin hidrofilik degisimini ayni zamanda kuarternizasyonunu teyit etmek igin
temas acisi yontemi kullanildi. Cizelge 6.7'de temas acisi (contact-angle) statik ve
bunlardan hesaplanan vyiizey enerjisi verileri gdsterilmektedir. Ozellikle, fenil halkasi
iceren P_Phe ve P_Metoksi_Phe homopolimerlerinin hidrofobik 6zelligi yliksek ciktig
gozlenmistir. P_Phe_10K, %7.4 polarlik goésterirken, P_Metil_3K polimeri %63.3 polarhk
gosterdigi izlenilmistir. Molekll agirligi arttikca polarlik 6zelliginde diislis oldugu

gorilmustir.
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Cizelge 6.7 Polimerlerin temas agilari 6l¢iim sonuglari

Ornek Suile temas agisi | Yiizey enerjisinin dagilan Yiizey enerjisinin Polarlik (%)
() kismi (Dispersive polar kismi
component) (mN/m) (mN/m)

Cam kontrol 44,4 +4 23,7+2,7 23,6 1,5 50,1+1,1
P_Metil_3K 26,8+ 15,7 19,1+1,8 32,9+6,2 63,3+2,8
P_Metil_10K 23+13 30,8+1,2 25,6+4,7 453+4
P_Etil_3K 26,4+ 10 26,2+6,8 26,8 £3,2 50,5+4,4
P_Etil_10K 355+15,5 329+04 21,6+6,4 39,6 +7,5
P_Propil_3K 34+21 30,4+0,1 21,3+125 41,2+12,1
P_Propil_10K 54,4 + 26 32,6+0,9 12,5+9,8 23,1+15,7
P_t-Butil_3K 42,7 + 24,5 30,5+1,2 18,1+10,8 37,2+18,5
P_t-Bitil_10K 30,6 £6,7 309+1,1 22,4 +3,3 42,1+3,1
P_Phe_3K 62,7+7 35,7+1,3 8,225 18,7+4,6
P_Phe_10K 76,6 £4,1 38,6 +4,7 3,1+1 7,4+1,6
P_Metoks|_Phe_ 62,5+5,5 36,8+1,7 9+1,8 19,7+2,7
3K
P_Metoksi_Phe_ 63,7+ 10 35,7+3,2 8,1+3,3 18,5+5,6
10K

Temas agisi igin egilimleri arasindaki fark sadece ylizeydeki makromolekiillerin varligina
verilemez. Bunun nedeni molekillerin hidrofobik kismi, ylizeydeki ti¢ boyutlu yapisi ve
katyonik yik miktari temas acisi 6l¢cimlerini 6nemli Olglide etkiledigini unutmamamiz

gerekir.

6.6 SEM Analizi

Yiizeydeki fosfonyum (+) iyon analizi SEM ile de incelenmistir. FEI-Philips ESEM-FEG
XL30 X-Ray mapping (Fosfor icin) yapilarak ylzey analizi gerceklestirilmistir. Polimerin
ylzeye uniform olarak dagildigi goriilmektedir. SEM analizinde fosfor miktari kantitatif
olarak tespit edilememis, kalitatif olarak tespit edilmistir. Kantitatif analiz
calismalarinda Cam ve Si-wafer yiizeyleri P_Phe_3K polimeri ile kaplanarak calisiimistir.
Goriantl alinmasinda, cam ylizeyi Pt yerine, karbon ile kaplanmistir. Pt'nin hem
kontrasti azaltmasi hem de P ve Pt pikleri ile ¢akismasi sebebi ile karbon kaplama
yaptimistir. Kaplamasiz camdan gorinti alinamamistir. Si-Waferda kaplamasiz gorinti
alinmis ancak 1 mg/mL konsantrasyonunda P miktari kantitatif olarak
belirlenememistir. EDS calismalarinda %2’den asagisi hata payinin altinda kaldigi icin
kalitatif olarak degerlendirme vyapilmistir. Yizey kaplamada 5 mg/mL polimer
solisyonu kullanilarak Si-wafer lizerine spin kaplama yapilarak goriintii ve mapping

yapilmistir (Sekil 6.33). Mapping ¢alismasinda kantitatif P tayini distk ¢ikmistir (%3,6).
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Acc.V SpotMagn Det WD |——— 500 nm Acc.V SpotMagn Det WD |———+ 2um
100KV 30 50000x SE 102 100KV 30 10000x SE 102

(A) G

AccV SpotMagn Det WD |—— 10um

(C) (D)
Sekil 6.33 P_Phe_3K polimerinin SEM goruntileri ((A)=500 nm, B= 2 um, (C)=10 um,
(D)= fosfor mapping))

6.7 Polimerlerin Bakteriler ile Etkilesmesinin Biyofiziksel Teknikler ile incelenmesi

Bakterilerin hiicre duvari negatif(-) yukli oldugu icin katyonik polimerlerin katyonik
uclari, bu negatif yukli hiicre duvarlariyla etkileserek polimerin bakteri hiicresi icine
adsorbsiyonu saglanir. Elektrostatik etkilesme sonucu bakterinin 6limu gergeklesir.
Yapilan biyofiziksel calismalarda katyonik gruplarin yani sira, hidrofobik etkilesme de
onemli rol oynadigi bulunmustur. Bakteri ceperinde bulunan uzun zincirli yag asitlerinin
polimerde bulunan hidrofobik gruplar ile etkilesmesi sonucu hiicre zarinda varolan
diizenin bozulmasina yol agar. Bu dizensizlik i¢ basing-dis basing farki olusmasina ve

sonuc olarak zarin pargalanmasina sebep olur.

Polikatyonik yiizeyler icin 6nerilen iki ana antibakteriyel mekanizma vardir. Bunlardan
biri, polikatyoniklerin biyomembran ile etkilesmesi; digeri ise Ca™ ve Mg+2 katyon
degisimidir. Bu kapsamda bircok calisma yapilmasina karsin, polimerle kapl ylzeylerin

antibakteriyel mekanizmasi hala arastiriimaktadir [116].
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Ca" ve Mg+2 iyonlarinin degistigi mekanizmaya gore pozitif yukli katyonik polimer
anyonik bir ylizey olan lipopolisakkarit (LPS) tabakasiyla etkilesir. Katyonik polimerlerin
LPS’e olan afiniteleri iki degerlikli katyonlar olan ve LPS’i bir arada tutan Ca** ve
Mg+2'dan Uc¢ kat daha fazla oldugu icin antibakteriyel polimerlerde bu iyonlar yarismal
olarak yer degistirirler. Bunun sonucunda katyonik polimerler hicre ylizeyinde
birikerek LPS’i kismen noétralize eder ve dis membranin normal bariyer bitlinlGguni
bozarlar. Bitlnliglinit yitirmis dis membran bu sekilde hidrofobik yapilar, kiglik
proteinler, antimikrobik maddeler ve en 6nemlisi katyonik polimerler igin gegirgen hale
gelir. Boylece katyonik polimerler kendi destekledikleri yolla dis membrandan gecerek
fosfolipit yapidaki sitoplazma membranina ulasmis olurlar. ikinci asama sitoplazma
membraninin gegilmesidir. Antimikrobik etkili katyonik polimerlerin bakterinin dis
membranindan ge¢cmesi, bu maddelerin oldiirtici etkileri icin gerekli fakat yeterli
degildir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler icin asil 6ldlriici olan
katyonik polimerlerin negatif yikli sitoplazma membrani ile elektrostatik olarak
etkilesmesidir. Bu olay sirasinda katyonik polimerler hidrofilik gruplari ile membran
fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri karsi karsiya gelir, polimerler membrana paralel bir
konum alarak membranin biitlinliglini bozan kanallarin olusmasina yol acarlar. Bu
olayl aciklamak icin antimikrobiyal etkinlik gosteren peptitlerin kilim (carpet) modeli

ornek alinir [119].

Kilim modeline gore; bakteri hiicresinin negatif yikli ylzeyinde bulunan fosfolipit
gruplar ile pozitif yikli polimer arasindaki ilk etkilesim elektrostatik olarak gergeklesir.
Antimikrobiyal peptitlerin ve sentetik tlrevlerinin hidrofilik ylzleri membrandaki
fosfolipit gruplarla karsilikh gelecek sekilde hedef hicrenin yizeyine baglanarak
hiicreyi bir kilim gibi orterler. Bu durumdaki polimerler yeterli konsantrasyona
ulastiktan sonra polimer molekiilleri donerek membranin hidrofobik kismina dogru
bakacak sekilde yeniden yerlesirler ve deterjanlara benzer bir etki gostererek

membranin pargalanmasina yol acarlar [120].
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Sekil 6.34 Kilim (carpet) modeli mekanizmasinin sematik gosterimi [120]

Sekil 6.34’te antimikrobiyal polimerlerin kilim (carpet) modeli mekanizmasi
gorilmektedir. A kisminda; antimikrobiyal polimerlerin  membrana nifuzu
gorilmektedir. B kisminda; polimerlerin mavi ile gosterilen membran zarina dogru
bakan hidrofobik bolimi, kirmizi kisimlar ise solvente bakan hidrofilik bolimini
gostermektedir. C kisminda ise; membrani pargaladigi gorilmektedir. Mekanizma
kapsaminda hicre duvarinda bosluk olusturulmasi (pore) ve molekiliin hiicre
duvarindan igeri gecerek hicre iginde enzim, DNA ile etkilesmesi ve sonucunda
bakterinin 6limine sebep olmasi da mevcuttur [120]. Ancak antimikrobiyal ROMP

polimerlerinin 6zellikle kilim (carpet) modelini izledigi gértilmustur.

6.7.1 Bakteri ve Polimer Etkilesmesinin Zeta Potansiyel ile Olgiilmesi

Suda cozinen polimer (P_Etil _3K) icin sadece 10° CFU/mL konsantrasyonundaki
E.coli’nin, suda ¢o6zlinmeyen polimerler (P_Phe_3K, P_Metoksi_3K) icin 900 uL E.coli
Uzerine 100 puL DMSO ilave edilmis ¢ozeltinin zeta potansiyeli olgllerek blank elde
edildi. Suda ¢oziinen ve ¢6ziinmeyen polimerden 0,5 mg/mL konsantrasyonundan 100
pL alindi ve Gizerlerine 900 ul’ser E.coli eklenerek zeta potansiyelleri 6l¢tldi. E. coli’nin
zeta potansiyeli 0,00161 mV bulunmustur. DMSO’nun bakteri tGzerine oldurici etkisi
olup olmadigl anlasilmasi i¢in E. coli'ye DMSO eklenerek zeta potansiyeli 6l¢lilmis ve
0,0437 mV sonucu bulunarak DMSO’nun bakterileri 6ldirmeye karsi kayda deger bir
etkisi olmadigi goézlemlenmistir. Teorik olarak; polimerlerin, bakterinin hicre
membrani ile etkileserek bakteriyi 6ldiirmesi sonucu olarak fosfolipitlerin serbest hale
gecmesi; polimer antibakteriyel etkisi arttikca da fosfolipitlerden gelen negatif yik
sebebiyle zeta potansiyel sonucunun negatif olmasi beklenmektedir. Cizelge 6.5'ten

hatirlayacagimiz gibi antibakteriyel etkinligi yliksek P_Phe_3K’nin zeta potansiyeli 7,98
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mV iken bakteri ile birlikte 6lgimiinde -17,1 mV bulunmustur (Cizelge 6.8). MIC’i >512
pg/mL olan P_Etil_3K’'nin zeta potansiyeli 0,048 mV iken bakteri ile birlikte
Olclildiigiinde -0,0303 mV sonucunu vermistir. Teorik olarak beklenildigi gibi
antibakteriyel etkinligi yliksek olan P_Phe_3K ve P_Metoksi_Phe_3K’nin antibakteriyel

etkinligi olmayan P_Etil_3K’ya oranla negatif ylk artisi cok daha fazladir.

Cizelge 6.8 Polimerlerin bakteri ile birlikte zeta potansiyel 6l¢im sonuglari

Zeta Potansiyeli (mV)
E.coli 0,00161
E.coli+DMSO 0,0437
E.coli+P_Phe_3K 17,1
E.coli+P_Metoksi_Phe 3K| -15,1
E.coli+P_Etil 3K -0,0303

6.7.2 Floresan Mikroskopu ile Bakteri Polimer Etkilesmesinin Goériintiilenmesi

Calismada polimer kapli cam ylzeylerde Sybr Green boyar maddesi kullanilarak
polimerlerin bakteri ile etkilesmesi incelenmistir. Olii bakteriler boyar madde sayesinde

mavi Isik altinda 497 nm’de floresan 6zellik gdstererek yesil renk vermektedir.

Taze hazirlanmis 1 Mcfarland S. aureus’tan 100 uplL bir eppendorf tlipe koyuldu.
Uzerine, bakterilerin DNA’si ile etkilestiginde yesil renk veren 0,01 mol Sybr Green’den
35 ulL eklendi. Karisim, vortekslendikten sonra 2 mg/mL konsantrasyonunda P_Phe_3K
polimeri ile kaplanmis cam ylizeyin lzerine surildi. Cam yilzeyin kurumasi igin 15
dakika beklenildi ve floresan mikroskopu altinda bakildi. Cam ylzeyine kaplanmis
polimerler bakterisidal etki gosterdikleri icin hiicre membranindaki fosfolipitlerle
etkileserek hiicreyi parcalarlar. Bu parcalanma sonucu ortamda bakterinin serbest
DNA’sI bulunur. Sybr Green bu serbest DNA’lar ile etkileserek floresan mikroskopu
altinda yesil goziikirler. Kalitatif olarak yesil renklerin sayisindaki artis, 6l bakterilerin
sayisi ile orantilidir. Sekil 6.35'te polimer ile kaplanmamis kontrol camin (A) ve
P_Phe 3K ile kaplanmis cam yizeyinin (B) floresan mikroskopu goruntileri
gorilmektedir. Sekil 6.35 (B)'de gorildigi gibi antibakteriyal aktivite gosteren

P_Phe_3K kapl ylzeyde yesil renk 6nemli miktarda yogun goérilmektedir.
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(A) (B)

Sekil 6.35 Floresan mikroskop gortntileri ((A)=polimer kaplanmamis kontrol cam,
(B)=P_Phe_3K kapli cam)
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Bu calismada, farkh alkil ve aromatik gruplari iceren (fenil, metoksifenil, metil, etil,
propil, tert-batil) amfifilik fosfonyum tuzu esasli ROMP homopolimerleri sentezlendi.
Homopolimerlerin molekdl agirliklari 3.000 ve 10.000 g/mol olarak belirlendi.
Monomer ve polimerlerin karakterizasyonu (*H NMR, C NMR, *P NMR ve FTIR)
sonrasl sivi ve kati yiizeyde antimikrobiyal etkinlik ¢calismalari yapildi. Ozellikle aromatik
gruplar bulunduran homopolimerlerin en yiksek aktivitede (<16 pg) oldugu bulundu.
Polimerlerin sitotoksisite ¢aligmalari hemolitik konsantrasyon (HCsp) degerleri 6lglilerek
belirlendi. Antimikrobiyal etkin polimerlerin hemolitik oldugu buna karsin etil

fosfonyum tuzu esasli polimerin 0,5-512 pg araliginda hemolitik olmadigi gorildi.

Sivi fazdaki antimikrobiyal etkinligin yaninda polimer ile kaplanmis cam ylizeylerde de
antimikrobiyal test calismalari yapildi. Aromatik fosfonyum tuzu esash polimerlerin sivi
fazdaki aktifligine benzer sekilde kati ylizeyde de etkin polimerler olduklari gérildi.
3.000 g/mol agirhigindaki fenil fosfonyum tuzu esash polimerin (P_Phe_3K) E. coli'ye
karsi etkinligi 5 dakikada %80 verime ulastigi goruldu.

Polimerlerin (+) ylk tayini sodyum floresein ve zeta potansiyel metotlari ile
incelenmistir. Sodyum floresein metodunda (+) yik/cm? yaklasik 3,81x10*-5,67x10"
arasinda oldugu saptanmis, en aktif polimer olan P_Phe’nin yik yogunlugu 5,67x10"

(10 kDa icin) ve 1,74x10" (3 kDa icin) bulunmustur.
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Polimerlerin yiizeydeki hidrofobik &zelligi temas acisi ile incelenmistir. Ozellikle fenil
halkasi iceren (P_Phe, P_Metoksi_Phe) homopolimerlerin hidrofobik 6zelliginin ylksek

oldugu gorilmdistdr.

Biyofiziksel ¢alisma kapsaminda polimer ile kapli cam ylzeyler lizerine bakteri ¢ozeltisi
surlilmesiyle o6len bakterileri goriintileme amaciyla Sybr Green boyar maddesi
kullanilarak floresan mikroskopu altinda cam yuzeyler incelenmistir. Bu ¢alisma 6ncesi
cam yuzeylerde polimerlerin uniform kaplandigi SEM analizi ile gorintilenmistir.
Ozellikle aktif polimer olan P_Phe_3K’nin bakterileri diger polimerlere oranla hizli bir

sekilde ve daha fazla 6ldirdigi mikroskop altinda gézlenmistir.

Sentezlenen polimerlerin yeni nesil antibiyotikler igin bir data bankasi olusturacagi gibi,
kateter tiplerinin yizeyinin kaplanmasi, implant malzemeler (yara bandi, sargl bezi
gibi) alanlarda da kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir. Bu kapsamda genis spektrum

aktivite ve ylizeyde hiicre toksikoloji ¢calismalarina gerek duyulmaktadir.
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