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OZET

FARKLI ZIiNCiR UZUNLUKLARINA SAHIiP ALKILLEYICi AJANLARLA
POLI(4-VINILPIRIDIN-CO-N-VINILPIROLIDON) KOPOLIMERININ
KUARTERNIZASYONU VE ANTIBAKTERIYEL UYGULAMALARI

Patojenik mikroorganizmalar bulasici hastaliklara yol acarak 6nemli halk saglig
problemlerine sebep olabilmektedir. Hastalik olusumunu 6nlemek ve hastalik olustuktan
sonra tedavisinde kullanmak {iizere yeni etkin malzemelerin iiretilmesi giiniimiiziin en

onemli konularindan birisi haline gelmistir.

Bu tez caligmasinda, patojen mikroorganizmalara kars1 kullanilabilecek suda ¢6ziinen
kuarternize edilmis lineer kopolimerlerin sentezlenmesi ve karakterize edilmesi
amaclanmistir. Bu amag i¢in, ilk dnce poli(4-vinilpiridin-co-n-vinilpirolidon) P(4VP-
c0-NVP) kopolimeri serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Elde edilen bu
kopolimer, farkli zincir uzunluklarina sahip alkil halojeniirler (bromoetan, 1-
bromobiitan, 1-bromohekzan, 1-bromodekan) ile kuarternize edilmis ve her bir
alkilleyici ajanla farkli kuarternizasyon derecelerine sahip polimerler {iretilmistir. Elde
edilen kopolimer ve kuarternize kopolimerler, Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC),
Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), Fourier Doniigiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) ve Dinamik Isik Sagilmasi (DLS) teknikleri ile incelenmistir.

Kromatografi ve spektroskopi analizleri sonucunda P(4-VP-co-NVP) kopolimerinin
ve kuarternize P(4-VP-co-NVP) kopolimerlerinin basarili bir sekilde sentezlendigi
goriilmiistiir. Elde edilen kuarternize kopolimerlerin +10 ile +32,5 mV araliginda zeta
potansiyel degerlerine sahip oldugu bulunmustur.

Kuarternize kopolimerlerin antibakteriyel aktivite testlerinin yapilmasi igin
Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas
aeruginosa bakterileri model olarak segilmistir ve agar kuyucuk diflizyon testi ile broth
mikrodiliisyon yontemleri uygulanmistir. Kuarternize kopolimerlerin (1-bromodekan ile
kuarternize edilmis kopolimerler disinda) minimum inhibisyon konsantrasyonu
degerlerinin E. coli’de 256 pug/ml ve Pseudomonas aeruginosa’da 128 ug/ml oldugu
tespit edilmis olup S. aureus’a kars1 antibakteriyel aktivitesinin olmadigi bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: 4-vinil piridin, N-vinil pirolidon, antibakteriyel, kuarternizasyon.

Haziran 2019 Damla Gokkaya



ABSTRACT

QUARTERNIZATION AND ANTIBACTERIAL APPLICATIONS OF POLY(4-
VINYLPIRIDIN-CO-N-VINYLPYRROLIDON) COPOLYMERS PREPARED
BY USING ALKYLATING AGENTS WITH DIFFERENT CHAIN LENGTHS

Pathogenic microorganisms can cause infectious diseases and thus significant public
health problems. It has become one of the most important issues of today to prevent the
occurrence of these diseases and to produce new efficient materials for their treatment.

In this thesis, it is aimed to synthesize and characterize water soluble quaternized
linear copolymers which can be used against pathogenic microorganisms. For this
purpose, initially  Poly(4-vinylpyridine-co-n-vinylpyrrolidone)  P(4-VP-co-NVP)
copolymer was synthesized by free radical polymerization. Then this copolymer was
quaternized with alkyl halides of different chain lengths (bromoethane, 1-bromobutane,
1-bromohexane, 1-bromodecane) and using each alkylating agent polymers having
different degrees of quarternization were prepared. The obtained copolymer and
quaternized copolymers were examined by Gel Permeation Chromatography (GPC),
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR), Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy (FTIR) and Dynamic Light Scattering (DLS) techniques.

Chromatography and spectroscopy analysis showed that P(4-VP-co-NVP) copolymer
and quarternized P(4-VP-co-NVP) copolymers were synthesized successfully. The
quaternized copolymers obtained were found to have zeta potential values in the range
of +10 to +30 mV.

Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) and Pseudomonas
aeruginosa (P.aeruginosa) microorganisms were selected as models to perform
antibacterial activity tests of quaternized copolymers. Agar well diffusion and broth
microdilution methods were used as test methods. It has been observed that the
quaternized copolymers (with the exception of copolymers which quaternized with 1-
bromodecane) have antibacterial activity against E.coli and P.aeruginosa with the
minimum inhibitory concentration values of 256 pg/ml and 128 pg/ml respectively.
However copolymers have not antibacterial activity against S. aureus.

Key Words: 4-vinyl pyridine, N-vinyl pyrrolidone, antibacterial, quaternization.
June 2019 Damla Gokkaya



SEMBOLLER

[o : Reaksiyon baslangicinda baslatict molaritesi
[M]o : Reaksiyon baslangicinda monomer molaritesi
nL : Mikrolitre

Da : Dalton

Ka : Radikal polimerizasyonda aktivasyon sabiti
Kg : Radikal polimerizasyonda deaktivasyon hiz sabiti
L - Litre

M : Molarite

mg : Miligram

ml > Mililitre

mm > Milimetre

My : Sayica ortalama molekiil agirlig

mV > Milivolt

My . Agirlikga ortalama molekiil agirhigi

NkA : Kuarternizasyon ajani mol sayisi

nm : Nanometre

Nvp > Vinil piridin mol sayis1

PDI : Polidispersite indeks
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1. GIRIS
1.1. Giris

Modern toplumlarda mikrobiyal enfeksiyonlarin kontrolii, iizerinde durulmasi
gercken Onemli bir saglik sorunudur. Mikrobiyal enfeksiyonlarin asil kaynaklari
bakteriler, mantarlar ve parazitler gibi canli organizmalardir [1]. Bu patojenik
mikroorganizmalar bulasict hastaliklara yol agabilmekte ve bircok insanin 6liimiine
neden olabilmektedir. Son yillarda, antibiyotige direngli hastalarin sayisi ve direngli
mikrobiyal suslarin sayis1 kullanilabilir antibiyotik sayisindan ¢cok daha hizli arttigindan,
mevcut tedavi yontemleriyle mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisi zorlagsmaktadir [2].
Artan antibiyotik direncinin &nemli bir saglik sorunu haline gelmesi birgok
arastirmaciy1r bu alanda alternatif antibiyotik tiirevleri bulmaya tesvik etmistir [3].
Bakteri gibi patojenleri 6ldiirmek veya tiremelerini 6énlemek i¢in kullanilan bir ajan

anlamina gelen antibakteriyel kavrami dogmustur [4, 5].

Antibakteriyel polimerler patojenlerle miicadele igin umut verici yeni ajanlar olarak
1965 yilinda kesfedilmistir [6]. 1971°de kuarterner amonyum gruplari ile polimerler
sentezleyen Panarin ve arkadaslar1 gibi cesitli gruplar antibakteriyel etki gosteren gesitli
polimerik yapilari sentezlemistir [7]. Son yirmi yilda, yeni yapilarin sentezi ve bilinen
polimerlerin modifikasyonlar1 ve ayrica biyolojik, fizikokimyasal ve biyokimyasal
arastirma ve milhendislik tasarimlarinda  antibakteriyel — ozelliklere — sahip
makromolekiiller alaninda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir [8]. Ilaveten su aritiminda,
hastane ici enfeksiyonlarda, biyomedikal malzemelerde, gida ve genel tiiketici pazarlari
gibi ¢esitli alanlarda da mikrobiyal enfeksiyonlarin onlenmesi yeni antibakteriyel

ajanlarin tespitine yonelik ¢aligmalarin artmasinin diger sebepleridir [9].

Antibakteriyel polimerler, kiiciikk molekiilere kiyasla yiiksek etkinlige, daha disiik
toksisiteye sahiptir [10]. Antibakteriyel uygulamalar, temel olarak, mikrobik canlilig
yok etme ve/veya yapismazlik stratejilerinin kullanimina dayanmaktadir. Ornegin;
antibakteriyel peptitler bakteri hiicre zarinin bozulmasma sebep olarak bakteriyel
canlilig1 sonlandirirken, hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 yapisma onleyici bir aktiviteye

sahip olan heparin mikroplarin biiyiimesini 6nlemektedir [11, 12].



Mikrobiyal canliligi yok etme stratejisine yonelik polimerler genellikle katyonik
biyosit, antibakteriyel peptidler veya antibiyotikler gibi aktif maddelerle
islevsellestirilmekte ve temas halinde bakterileri Oldiirebilmektedirler [13]. Benzer
ozelliklere sahip antibakteriyel polimerler, polimer yiizeyine aktif olarak tutunan
bakterileri de oldiirmektedir. Bu tip polimerlerin antibakteriyel etkinligi, amfifilik
polimerlerin katyonik gruplarinin bakteri hiicresi ylizeyindeki negatif yiiklii gruplarla
secici olarak elektrostatik etkilesimine dayanmaktadir [14, 15]. Polimerdeki hidrofobik
alkil zincirleri ise bakteri zarindaki lipit zincirleri arasina girerek bu molekiillerin
diizenini bozmaktadir [16]. Polimerdeki fonksiyonel katyonik kisimlar; ya monomerin
yapisinda olan ya da polimerizasyon sonrast modifikasyonlarla yapiya eklenen

gruplardir [17].

Russell ve Matyjaszewski gibi arastirmacilar antibakteriyel yiizeyler olusturmak
tizere katyonik polimerlerle fazlasiyla ilgilenmisler ve yiizey yiikii yogunlugu ile
polimer yiizeylerinin antibakteriyel aktivitesi arasinda bir denge bulmuslardir [18, 19].
Katyonik polimerler, makromolekiiler omurgasi pozitif yiikk tasiyan ve bu yiiklerin
yogunlugu ile dagilimmin ayarlanabildigi bir polielektrolit smifidir [20]. Bu
polielektrolitlerin zincir yapist ve ¢oziintirliigii, katyonik gruplarin iyonlasma derecesine
ve su ile etkilesimlerine baglidir. Katyonik gruplarin negatif yiiklii pargaciklarla
etkilesimi  sonucunda birgok biyolojik uygulamada kullanilabilecek  farkli
makromolekiiler sistemler olusturulabilmektedir [21]. Kuarterner amonyum polituzlari
[polilizin, polialilamin, poli (etilenimin) (PEI), poliiyonenler, kuarternize poli(4-
vinilpiridin) P(4VP) [22] gibi dogrusal katyonik polielektrolitler ile model lipid
membranlar [8] arasindaki etkilesimlere iliskin ¢ok sayida g¢alisma, antibakteriyel
polimerler ile ilgili bir takim ortak 6zellikleri ortaya ¢ikarmistir. En yaygin kullanilan
antibakteriyel polimerler, hiicre duvar ile etkilesime giren ve hiicre i¢i bilesenlerin
sizintistyla sonuglanan hiicre 6liimiine neden olan pozitif yiiklii kuarterner amonyum
yapilarint icermektedir [14]. Antibakteriyel polimerik materyallerin sayisiz Ornegi
olmasina ragmen, bunlarin ¢ogu kuarterner amonyum gruplarima sahip katyonik
polimerik sistemlerden olugsmaktadir; dogal peptitleri taklit eden polimerler; halojen
polimerler [23]; kitosan tiirevleri [24]; giimis ve titanyum-nanokompozitleri [17, 25],
vb. Bu katyonik polimerler, blok kopolimerler, dendrimerler, yildiz ve graft polimerler

olmak tizere ¢esitli sekillerde elde edilebilmektedir.



Kuarterner amonyum yan gruplari tasiyan ve aromatik veya heterosiklik yapilar
iceren katyonik polimerlerden bilinen O6rneklerin ¢ogu polistiren (PS) ve P(4VP)
tirevlerinden tiiretilmistir. P(4VP), piridinyum tipi antibakteriyel polimerlere onciiliik
eden polimerdir [26]. Kuarternize edilmis P(4VP), kullanilan kuarternizaSyon ajaninin
alkil zinciri uzunluguna bagl olarak kendine 6zgii antibakteriyel 6zelliklere sahiptir
[27]. Farkli alkil bromiirlerle kuarternize edilmis P(4VP)’lerin, ilaca direngli
Staphylococcus epidermidis, P. aeruginosa ve E. coli bakterilerini 6ldiirdiigii ve N-
hekzilat ile kuarternize edilmis P(4VP)’nin antibakteriyel etkinliginin belirgin derecede
yiiksek oldugu gosterilmistir [28, 29]. Ayrica, kuarternize P(4VP) ve PS igeren blok ve
rastgele kopolimerlerin de antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari ortaya ¢ikarilmigtir
[30]. Ancak kuarternize edilmis P(4VP), viicuttaki toksik etkisinden ve
hidrofobikliginden dolayr iyi bir biyouyumluluk goéstermedigi i¢in biyolojik
uygulamalarda kullanim1 smirhidir [31]. Bu sebeple antibakteriyel P(4VP) polimerinin
yapisina poli(etilen glikol) (PEG), poli(N-vinil pirolidon) (P(NVP)) gibi biyouyumluluk

ve hidrofiliklik kazandiracak farkli polimerler veya monomerler eklenmektedir [30].

Kuarternize P(4VP)’nin sitotoksisitesini azaltmak ve suda ¢ozliniirliigii arttirmak igin
kullanilabilen polimerlerden biri, kuarternize piridinyum ile bir kopolimer olusturabilen
P(NVP) polimeridir. P(NVP) toksik degildir, biyouyumludur, suda ¢oziiniirligi
yiiksektir ve ilag, kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadir [32]. P(NVP) gibi biyolojik
uygulamalar icin kullanilmak iizere gelistirilmis polimerlerin biyouyumluluk ve
antibakteriyel etkileri iizerinde yillardir ¢alisiimaktadir. Ornegin, 4-vinilpiridin (4-VP)
ve N-vinil-2-pirolidon (NVP) monomerleri ile poli (4-vinilpiridin-co-N-vinil pirolidon)
P(4VP-co-NVP) kopolimeri sentezlenmis ve bu yapr antibakteriyel uygulamalar igin

benzil halojeniir ile kuarternize edilmistir [1].

1.2. Tezin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, kuarterner amonyum gruplari igeren Ve biyouyumluluk 6zelligi
gosterebilecek monomerlerden olusan antibakteriyel bir polimer sentezlemektir. Bu
amagcla, polimerin yapisi, farkli alkil uzunluklarina sahip ajanlarla degisen oranlarda
kuarternize edilerek, iretilen tim pozitif yiikli kopolimerlerin antibakteriyel etkinligi
incelenmistir. Biyouyumlu bir monomer igeren polikatyonun yapisinda gerceklestirilen

degisikliklerin antibakteriyel etkinligine etkisi arastirilarak, bu tipteki malzemelerin



tasarlanmasinda kullanilabilecek dnemli parametrelerin saptanmasinin literatiire katkida
bulunacagi dngoriilmiistiir.

Bu amaca ulasmak i¢in, P(4VP-co-NVP) kopolimeri sentezlenmis ve bu kopolimer 4
farkli kuarternizasyon ajani kullanilarak (bromoetan, 1-bromobiitan, 1-bromohekzan ve
1-bromodekan) 4 farkli oranda kuarternize edilmistir. Uretilen 16 farkli polimerin
antibakteriyel etkinligi test edilerek polimer yapisinin antibakteriyel etkinlige etkisi

incelenmistir.
1.3. Patojenik Mikroorganizmalar

1.3.1. Bakteriler

Geleneksel olarak, hiicresel organizmalar hiicre tiirlerine gore iki kategoriye
ayrilmistir. Bunlar prokaryotik veya okaryotik hiicrelerdir. Genel olarak, prokaryotlar
daha kiiglik ve daha basit yapiya sahiptirler [33]. Bakteriler bu prokaryotik hiicreler
icerisinde bulunup, c¢ekirdekten ve bazi organellerden (mitokontri, golgi aygiti,
endoplazmik retikulum gibi) yoksundur. Ancak, diger tiim hiicrelerde bulunan
sitoplazma, DNA, ribozom ve plazma membrant gibi kisimlar bakterilerde de

bulunmaktadir [34].

Bakterilerin yaklasik %90°ninda hiicre duvar1 bulunmaktadir. Hiicre duvari, yari-kati
bir yapiya sahip olarak, hiicre zarina bir miktar gii¢ saglayan tipik bir katmandir. Bu
bakteri hiicre duvarlarinin 1884’ten beri kullanilan ve Gram boyasi olarak bilinen
diferansiyel bir boya ile boyanmasiyla iki tip hiicre duvart ortaya ¢ikmustir: Gram
negatif (-) ve Gram pozitif (+) (Sekil 1.1). Elektron mikroskobu 1940Q'larda icat
edildiginde, boyama farkinin hiicre duvarlarindaki farkliliklar ile baglantili oldugu
bulunmustur. Bu boyama tekniginin uygulanmasindan sonra, Gram pozitif bakterilerin

mor renk aldigi, Gram negatif bakterilerin ise pembe renk aldiklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 1. 1 Gram pozitif ve Gram negatif hiicre duvarlarinin sematik gosterimi [35].

Hem Gram pozitif hem de Gram negatif hiicre duvarlari, peptidoglikan (murein)
olarak bilinen bir bilesen icermektedir. Bu madde sadece bakteri hiicre duvarlarinda
bulunmaktadir. Bununla birlikte her iki bakteri hiicre duvar tiiri de ek bilesenler
icermektedir. Bu sebeple; bakteri hiicre duvar ile 6zellikle 6karyotik mikroplarin hiicre

duvarlarina gore daha karmagik bir yapiya sahiptir.

Peptidoglikan, uzun zincirlerden vyani ardistk iki glukoz tiirevinden (N-
asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM)) yapilmis bir polisakarittir.
Zincirler, NAM seker birimini uzatan ve kafes benzeri bir yapinin olugmasina izin veren
bir tetrapeptid ile birbirine ¢apraz baglanmistir. Gram negatiflerde bunlar; tetrapeptiti
olusturan dort aminoasit: L-alanin, D-glutamin, L-lisin veya meso-diaminopimelik asit
ve D-alanindir. Gram pozitif bakterilerin ise ¢ogunda, bir tetrapeptiti digerine
baglamaya yarayan glisin (peptit ara kopriisii) gibi bes amino asidin kopriisii vardir. Her

iki durumda da ¢apraz baglanma, yapinin giictinii arttirmaktadir [36].

Gram-pozitif bakterilerin ¢ogu, biiylik 6l¢iide peptidoglikandan olusan nispeten kalin
(vaklagik 20 ila 80 nm), araliksiz hiicre duvarina (sakulus) sahiptir. Sekil 1.2’de
goriildiigli gibi kalin hiicre duvarlarinda, diger hiicre duvar1 polimerleri (teikoik asitler,
polisakaritler ve peptidoglikolipitler gibi) peptidoglikana kovalent olarak eklenmektedir
[37]. Gram pozitif bakterilere Staphylococcus aereus, Staphylococcus epidermidis ve

Bacillus anthracis gibi bakteriler 6rnek olarak verilebilir [38].
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Sekil 1. 2 Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin ana yiizey yapilart [39].

Gram negatif hiicre duvari, ¢ok ince bir yapiya sahiptir ve sadece 2-3 Kat
peptidoglikan (%20 peptidoglikan) igermektedir (Sekil 1.3). Ayrica gram negatif
bakteriler dis plazma zarini ¢evreleyen iki bolgeye sahiptir: periplazmik bosluk ve
lipopolisakarit katmani. Dis plazma zarmi peptidoglikan katmanindan ayiran
periplazmik bosluk, baglayici proteinler ve potansiyel olarak tehlikeli yabanct maddeleri
yok eden proteinleri igermektedir. Lipopolisakarit (LPS) tabakasi, dis peptidoglikan
tabakasina bitisik bulunmaktadir. Hiicre zarindakine benzer sekilde fosfolipid g¢ift
katmanli yapidadir ve peptidoglikana lipoproteinler tarafindan baglanmaktadir [40].
Tibbi 6neme sahip Gram negatif bakteriler arasinda Salmonella tiirleri, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Proteus tiirleri ve Pseudomonas aeruginosa bulunmaktadir [41].
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Sekil 1. 3 Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin ana yiizey yapilari [39].



1.3.2.  Bakterilerin fla¢ Direnci

Kiigiik molekiiler agirlikli antibiyotikler uzun yillardir etkili antibakteriyel ajanlar
olarak kullanilmistir. Antibiyotikler hiicre duvari, biyosentetik yollar, 50S-30S
ribozomlari, hiicre zarlar1 veya genetik materyalleri hedeflemektedir [42]. Ancak son
zamanlarda, birgok bakteri hiicresinde ortaya c¢ikan biyolojik direngten dolayi
antibiyotik ve benzeri malzemelerin kullanimi yetersiz gelmektedir. Bakterilerdeki bu
direng, Sekil 1.4°te goriilecegi gibi, akis pompalarinin hizinin degisimini, kimyasal
modifikasyonlar1 ve biyosentetik yollarin modifikasyonu gibi farkli mekanizmalarla
gerceklesmektedir [43]. Sonug olarak, antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi, antibiyotik
kullaniminin yararlarinin ¢ogunu azaltmistir [44]. Bu sebeplerden dolay: antibakteriyel
polimerler, antibiyotik direncinden kagmmak igin iyi bir alternatif olarak ¢ikmustir.
Antibakteriyel polimerler, ilk olarak Cornell ve Dunraruma tarafindan 2-
metakriloksitroponlar kullanilarak sentezlenmis ve 1965 yilindan giliniimiize kadar artan

bir ivmeyle ¢alisilmaya devam edilmistir [2, 45].
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Sekil 1. 4 A) Bakteriyel hiicrelerde bulunan tipik antibiyotik hedef bolgeleri ve (B)

antibiyotik direnci mekanizmalar1 [44].



1.4. Antibakteriyel Polimerler

Antibakteriyel polimer, bakterisidal veya bakteriyostatik olmak tizere iki farkli tipte
tanimlanabilmektedir [46]. Her iki tip antibakteriyel polimerin mikrobiyal enfeksiyonu
onlemek tizere ¢alisma mekanizmalarini ise iki farkli strateji olarak siniflandirabiliriz.
Ik strateji, mikroorganizmay: ilgili malzemenin yiizeyine yapismadan 6nce cozelti
icinde oldiirerek mikrobiyal yapismay1 engellemektir. Ikinci strateji ise bakteri
yapismasini veya bakteri liremesini Onleyen bakteri yok edici kisimlar malzemeye
eklenerek ilgili  malzemenin  fonksiyonellestirilmesini  ve  degistirilmesini
gerektirmektedir. Bu iki alternatif yoldan birinin kullanilmasiyla, ge¢mis yillarda
bakteriyel biiyiimeyi dnleyen ¢ok sayida etkili bakteri yok edici polimer gelistirilmistir
[47]. Antibakteriyel polimerlerin yiiksek etkinlik gostermeleri, biiyiikliikklerinin ve
morfolojilerinin kolayca degistirilebilir olmas1 ve gliniimiizde iiretimleri i¢in ¢ok sayida
sentetik yol olmast bu polimerlerin kullanilmasi igin olduk¢a umut vaat etmektedir.
Ayrica, antibakteriyel polimerler, antibiyotik kullanimindaki bakteriyel ve fungal
dirence karsi etki gosterebilmektedir. Ancak, bu antibakteriyel maddelerin etkinligi,
insanlar tizerinde gostermis olduklari toksisiteleri ile dogru orantilidir [48]. Tiim bunlar
g6z Oniine alindiginda, bakteri oldiiriicii yiiksek antibakteriyel aktiviteye ve daha az
toksik etkiye sahip antibakteriyel polimerlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.4.1. Antibakteriyel Polimerlerin Siniflandiriimasi

Antibakteriyel polimerler, patojenik mikroplarin neden oldugu enfeksiyonlari
Onleyici ya da tedavi edici biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadir ve giintimiizde
onemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Simdiye kadar, antibakteriyel katyonik
polimerler [49], biyosit salimimli polimerler ve benzerleri dahil olmak iizere bir¢ok
farkli tipte antibakteriyel polimerler gelistirilmistir [10]. Bunlarin arasinda,
antibakteriyel katyonik polimerler, bu alandaki dikkatlerin ¢ogunu tizerine ¢ekmistir
[50]. Ciinkii antibakteriyel katyonik polimerlere kars1 antibiyotiklerde oldugu gibi ciddi

bir mikrobiyal ila¢ direnci olusmamaktadir.

Antibakteriyel katyonik polimerler esas olarak katyonik ve hidrofobik gruplar olarak
iki  fonksiyonel bilesenden olusmaktadir. Antibakteriyel polimerin ¢alisma
mekanizmast; oncelikle, katyonik gruplarinin yardimi ile patojenik mikroplarin zarma

adsorbe olmas1 ve sonrasinda hidrofobik gruplar yardimiyla zarin igine girerek bu zar



yapisini bozmasi olarak agiklanabilmektedir [44].

Antibakteriyel ozelliklere sahip polimerler, dogal ve sentetik katyonik polimerler
olarak smiflandirilmaktadir [51]. En yaygin dogal katyonik polimerler, kitosan, seliiloz
tirevleri ve e-poli-L-lizin (PLL) [13] iken, en yaygin sentetik katyonik polimerler
P4VP), poli(amidoamin) (PAMAM) ve polietilenimin (PEI)’dir [52].

14.1.1. Dogal Katyonik Polimerler

Dogal katyonik polimerler, biyobozunurluklari, biyouyumluluklari ve bakteri
oldiirebilme ozellikleri ile giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Dogal katyonik
polimerler 2 gruba ayrilmaktadir: proteinler (PLL vb.) ve polisakaritler (kitosan, seliiloz
vb.) [53]. Bu polimerler son zamanlarda, ilag ve gen tasimada, antibakteriyel
uygulamalarda, doku mihendisliginde ve su artiminda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [54]. Antibakteriyel uygulamalarda en ¢ok kullanilan dogal katyonik
polimerler Sekil 1.5°te verilmistir.
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Sekil 1. 5 Dogal katyonik polimerler; (a) kitosan [55], (b) seliiloz tiirevi [56], (c) PLL.

Seliiloz, agaglardan, pamuktan, samandan ve diger yiiksek bitki hiicre duvarlarindan
elde edilebilen bir polisakarittir [57]. B-(1-4)-bagli anhidroglikoz tekrar birimlerinden
olusan, Diinya’da en bol bulunan dogal polimerdir [58]. Eterifikasyon reaksiyonlarinin
kullanilmas: ile selillozun yapis1 kimyasal olarak degistirilebilmektedir. Song ve
arkadaglari, amfifilik katyonik seliilloz tiirevlerini sentezlemek igin eterifikasyon

reaksiyonu yoluyla hidroksil seliilloz gruplari i¢in hidrofobik hekzadesil gruplarini



kullanmislardir [59]. Bu katyonik seliiloz ve tiirevleri, suda ¢oziinebilirlik, biyolojik
bozunabilirlik, ucuzluk ve bakteri yok edici 6zellikleri sebebiyle ilag salimi ve kozmetik

gibi ¢esitli terapotik uygulamalarda kullanilmaktadir [60].

Kitosan, funguslardan ve deniz kabuklularindan elde edilen bir biyopolimerdir. Toksik
olmamasi, biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu ile yiiksek antibakteriyel etkinligi
sebebiyle son zamanlarda dikkat ¢ekmistir [61]. Kitosan, katyonik veya diger hidrofilik
ve hidrofobik kisimlar1 igeren tiirevlerini iiretmek i¢in amino grubundan veya hidroksil
gruplarindan kimyasal olarak modifiye edilmektedir [62]. Bir¢ok ¢alismada, Gram
pozitif ve Gram negatif lizerinde kitosanin antibakteriyel bir ajan olarak Onemi

belirtilmistir [63].

PLL, bakteriyel fermentasyonla {iretilen bir grup katyonik polimer igeren bir
polipeptittir [64]. PLL, L-lizin amino asidinin katyonik bir homopolimeridir ve
protonlandiginda elektrostatik etkilesim yoluyla negatif yiikli biyomolekiiller ile
etkilesime girebilen ¢ok sayida primer aminlerden olusmaktadir [65, 66]. PLL, polipleks
olusumu i¢in kullamilan ilk polikatyonlardan biridir. Fizyolojik ortamda kismen
protonlanmis olan PLL'deki lizinin primer amin gruplari, negatif yiiklii DNA fosfat
gruplart  ile  etkilesime girerek  nano-boyutlu  polielektrolit  kompleksleri
olusturabilmektedir [55].

1.4.1.2.  Sentetik Katyonik Polimerler

Sentetik katyonik polimerlerin dogal katyonik polimerlerden farkli olarak kimyasal
modifikasyonlar1 daha kolaydir ve istenen molekiil agirliginda {iretilebilmektedirler.
Biyoaktif kisimlar ve fonksiyonel gruplar, sentetik polimerik sisteme kolayca dahil
edilebilmekte ve bunun sonucunda spesifik M, degerine ve gerektiginde bozunabilir
baglara sahip yapilar olusturulabilmektedir [55]. Bu 6zellikler, polimerin hem terapotik
etkinligini hem bozunma karakterini belirlemektedir. Kuarterner amonyum gruplari olan
polimerler, bakterileri yok edebilen ve en ¢ok calisilan sentetik katyonik polimer
smiflarindan biridir [27]. Molekiiler agirliklari, hidrofobiklikleri ve yiizey yiikleri
degistirilerek farkli Gzelliklere sahip kuarterner amonyum grubu igeren polimerler
tiretilebilmektedir. Kuarterner amonyum igeren sentetik polimerler arasinda P(4VP),
PAMAM, PEI, polimetakrilat (PMMA) ve poliester amin (PEA) en yaygin ve 6nemli
olanlardir (Sekil 1.6).
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Sekil 1. 6 Sentetik katyonik polimerler; (a) PEI [67], (b) PAMAM [68] , (c) P(4VP) ve
PEA [69].

i.  Poli(4-vinilpiridin)

P(4VP), piridin halkalarinin amfoterik karakteristikleri, hidrofilik-hidrofobik denge
ve azot atomlarinin birgok farkli kimyasal madde ile modifiye edilebilmesinden dolay1
onemli bir katyonik polimedir [70, 71]. P(4VP)’nin piridin halkalarindaki azot
kuarternize edilerek pozitif yiike sahip polimer elde edilebilmektedir. P(4VP)’nin
kuarternizasyonu, ilk olarak Coleman ve Fuoss tarafindan ¢alisilmistir [72]. Kuarternize
edilmis P(4VP), 4VP’nin piridin halkas: tizerindeki azot ile farkli ajanlarla veya ug
gruplarla (alkil halojeniirler vb.) modifiye edilerek kuarternizasyon reaksiyonu ile elde
edilebilmektedir [73, 74]. Guo-Hua ve arkadaslar1 kinetik bir model gelistirmek i¢in
P(4VP)’leri alkil bromiirlerle kuarternize etmislerdir (Sekill.7) [75].
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Sekil 1. 7 Alkil bromiir ile alkillenmis P(4VP)’nin sematik gosterimi [75].

Kuarternize edilmis P(4VP)’nin antibakteriyel etkinligi, P(4VP) pozitif yiikli gruplari
ile negatif yiiklii bakteriyel hiicre duvar arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda
hiicre duvarmin bozulmasi ve sonugta hiicrenin oliimiine dayanmaktadir [76].
Kuarternize P(4VP)nin bakterisidal aktivitesi, yik yogunluguna bagli olarak
degisebilmektedir. Bu polimerin bakterisidal aktivitesi, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve
Streptococcus pneumonia gibi genis bir bakteri yelpazesi i¢in Onceki g¢aligmalarda

belirlenmistir [29].

Biyouyumlulugunun diistikligii ve memeli hiicrelerinde toksik etkiye neden olma
egilimi nedeniyle P(4VP) sinirli bir kullanima sahiptir. Bu durum, 4VP’nin NVP,
Hidroksietilmetakrilat (HEMA), poli(etilenglikol ~ metakrilat) (PEGMA) ve
poli(oligo(etilen glikol)metakrilat) (POEGMA) [77] gibi biyouyumlu monomerlerle
kopolimerize edilmesiyle hem antibakteriyel hem de biyouyumlu polimerlerin
tiretilmesinin amaclandigi ¢alismalarin yapilmasina yol agmustir [78]. Antibakteriyel
aktivite calismalarinda kuarternize P(4VP)’nin bu biyouyumluluk saglayabilecek
monomerlerle hem blok hem de rastgele kopolimerleri olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.
Yoon ve arkadaslari, her ikisi de katyonik gruplar olacak sekilde 4VP birimleri tagiyan
poli(stiren-r-4-vinil piridin) blok kopolimerleri ve poli (stiren-r-4-vinil piridin) rastgele
kopolimerleri tizerinde ¢alismiglardir [26]. Baska bir ¢alismada, Allison ve arkadaslari
tarafindan biyouyumlu ve pozitif yiiklii bir kopolimer olan P(VP-co-HEMA) kopolimeri
elde edilmistir (Sekil 1.8) [79].
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Sekil 1. 8 Kuarternize edilmis P(VP-co-HEMA) kopolimerinin sentez semasi [79].

P(4VP)’nin piridin halkalarinin kuarternizasyonundan veya 5'ten diisitk pH degerlerinde
protonlanmasindan sonra genetik materyal (DNA, RNA) ile kompleksler
olusturabilmektedir. Bu sekilde olusan kuarternize P(4VP) polielekrolit komplekslerinin

gen terapisi aragtirmalarinda kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [77].

1.4.2.  Antibakteriyel Polimerlerin Etki Mekanizmasi

Sentetik antibakteriyel polimerlerin tasarlanmasinda ana strateji, farkli bakteri
hiicrelerinin hiicre duvarmin ortak yapisal ozelliklerine dayanmaktadir. Hiicrelerin
hiicre duvarinin en énemli 6zelligi, net negatif yiiklii olmasidir [80]. Yapisinda bulunan
teikoik (ve lipoteikoik) asit molekiillerinden dolayr Gram pozitif bakterilerinin hiicre
duvari negatif yiikliidiir. Gram negatif bakterilerinin dis membraninin (DM) negatif
yiklii olmasinin sebebi ise lipopolisakkaritler ve enzimler gibi goémiili temel
fonksiyonel proteinleri olan bir fosfolipit ¢ift tabakasindan olusan sitoplazmik
membrana (SM) sahip olmasidir. Sitoplazmik membran, segici gegirgenlik dzelliklerine
sahiptir (yar1 gegirgendir) ve hiicre sitoplazmasinin i¢inde ve disinda ¢dziinen
maddelerin ve metabolitlerin transferini diizenlemektedir [81, 82]. Bir bakteri
hiicresinin SM/DM ve SM ozelliklerine dayanarak, bu membranlart hedef alan katyonik

hidrofilik ve hidrofobik gruplara sahip antibakteriyel polimerler tasarlanmaktadir [8].

Bakterilerin biiylimesini inhibe etmek veya bakterileri 6ldiirmek icin ¢esitli polimerik
malzemeler iretilmis (kopolimerler, hidrojeller, kriyojeller vb.) ve bu malzemelerin
bakteriyel Oldliirme mekanizmalart aragtirilmistir [83, 84]. Yapilan c¢alismalarda,
antibakteriyel polimerlerin aktivitesine gore g¢esitli mekanizmalar agiklanmaktadir. Bu

mekanizmalar bakteri hiicrelerini uzaklastirict (pasif etki) veya oldiirticii (aktif etki)
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olarak ayrilabilmektedir (Sekil 1.9) [85].

_ Uzaklastirici Oldiiriicii
(pasif) etki |  (aktif) etki _ J
B |
i k /
u ]
Sterik etkiile Elektrostatik Dusuk Biyosit Biyosidalin
dislama itme ylzey salimi aktif temasi

enerjisi
Sekil 1. 9 Antibakteriyel polimerlerin bakterileri uzaklastirici ve 6ldiiriicii etkisi [2].

Bakterileri uzaklastirma; ¢ogunlukla PEG veya benzer polimerlere dayanan polimerik
malzeme kaplamalari, ultra-hidrofobik modifikasyonlar (diisiikk yiizey enerjisi, diglama
sterik itme) veya yliksek oranda negatif ylikli polimerler (disiik ylizey enerjisi) ile
gerceklestirilmektedir [86].

Bakterilerin 6ldiiriilmesi ise, ya aktif olarak olusturulan matristen bir biyosit salimiyla
ya da kuarterner amonyum tuzlari, alkil piridinyum ve kuarterner fosfonyum gibi
gruplara sahip katyonik polimerler ile saglanabilmektedir [87]. Bu katyonik
polimerlerin, bakteri tiiriine bagli olarak bakteri hiicre geperi ile temas ederek bakteri
hiicre zarmi nasil tahrip edebildigine dair cesitli antibakteriyel mekanizmalar
bildirilmistir [88].

Katyonik bir polimerin bakteriye temasiyla bakterilerin 6ldiriilmesiyle ilgili su genel

mekanizma Onerilmektedir:

(1) ilk olarak katyonik polimer ile bakteri duvari etkilesime girmektedir.
Bakteriyel hiicre duvarlari c¢ogunlukla negatif yiikli oldugundan katyonik
polimerler anyonik polimerlere kiyasla ¢ok daha etkin bir sekilde hiicre duvarina
adsorbe olmaktadirlar. Polikatyonun yapisindaki pozitif yiiklii yiizey ile bakteri
zar1 arasindaki iyon degisim mekanizmasinin (elektrostatik etkilesim)

antibakteriyel aktiviteye sebep oldugu kanitlanmistir [54].
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(2) Polimerin katyonik zinciri hiicre duvart boyunca yayilmakta ve sitoplazmik
membrana yapismaktadir. Polimerin  bakteriyel membrana yapismasi,
sitoplazmik membranin parcalanmasina ve ardindan sitoplazmik bilesenlerin

hiicre disina sizmasina sebep olmaktadir.

(3) Sonugta, bakteri hiicresi 6liimii gergeklesmektedir [89, 90] (Sekil 1.10).
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bakteriyel membran ile
etkilesimi

Sekil 1. 10 Temas halinde bir katyonik polimerin genel bakteri hiicresini 6ldiirme
mekanizmasi (i) Katyonik polimerin bakteri hiicre ¢eperi ile etkilesimi, (i1) difiizyon
yoluyla sitoplazmik membran ile etkilesim ve (iii) bakteri hiicresinin temas halinde

olimii.

Song ve arkadaslar1 antibakteriyel katyonik polimerlerle ilgili bir ¢caligmalarinda, bu
polimerlerin antibakteriyel mekanizmasinin potasyum akisina neden oldugunu,
bakteriyel sitoplazmik membrana zarar verdigini ve membran potansiyelini bozdugunu
one stirmiglerdir [91]. Baska bir c¢alismada ise PLL/poli(e-kaprolakton) (PCL)

kopolimerinin olusturdugu misellerin bakterisit mekanizmasi Zhao ve arkadaslari
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tarafindan rapor edilmistir. Nanoboyutlu bu misellerin, bakteri duvarlarini/zarlarini
tahrip edebildikleri ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile alkalin fosfataz seviyelerinde
artisa neden olduklarin1 gostermislerdir. Ayrica bu malzemenin bakteriyel ozmotik
basincinda degisiklige sebep olarak hiicre membraninin delinmesine ve delikler
acilmasina, bunun sonucunda ise sitoplazmanin hiicre disina sizmasina neden oldugu

ortaya konulmustur [92, 93].

Sekil 1.11°de goriildigi gibi AMP'lerin antibakteriyel 6zelliklerinden ilham alinarak,
bu yapilar1 taklit eden katyonik hidrofilik gruplar ve hidrofobik kisimlara sahip
polimerler birgok calismada kullanilmistir [94]. Tiller ve arkadaglari, cam lamlari
bakterileri o6ldiiren alkillenmis piridinyum polimerleri ile kovalent baglanma yoluyla
kaplamiglardir [28]. Gottenbos ve arkadaslari ise farkli yilizey yiikii yogunluklarina
sahip l¢ metakrilat polimeri ve kopolimerini sentezlemislerdir. Daha sonra bu
malzemelerin Gram negatif ve Gram pozitif basiller tizerindeki antibakteriyel etkilerini
calismiglardir. Gram negatif basilin, pozitif yiiklii yiizeylere sahip polimerler tarafindan
inhibe edildigini gostermislerdir [95]. Bunlara ek olarak, Whitten ve arkadaslari,
Kuarterner amonyum gruplari veya alkil piridinyum gruplarina sahip olan poli(fenilen
etilenin)'in ¢ozelti halinde veya immobilize edilmis bir fazda Gram negatif ve Gram

pozitif bakterilerin biiylimesini inhibe ettigini bildirmislerdir [96].

Antimikrobiyal
peptid Katyonik polimer
k‘{ Elektrostatikve oo 52~ bponil
hidrofobik T e
l etklleg.lm
R A
() \RR(
\8818915\\8\88@ /%) }81(5” \J 8%"8
Negatlfbakten ﬂ Negatif bakteri
membrani membrani

R ol 5 o

Membran
bozulmasi
(Bakteriyok edici
aktivite)

Sekil 1. 11 AMP taklidi katyonik polimerin negatif bakteri membranina etkisinin
sematik gosterimi [97].
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1.4.3. Antibakteriyel Polimerlerin Calisma Mekanizmasim Etkileyen Faktorler

Antibakteriyel polimerlerin antibakteriyel aktivitelerini ve aktivite mekanizmasini
molekiiler agirlik, katyonik yiikk yogunlugu, aktif bolge ile polimer arasindaki grup
(spacer) uzunlugu, hidrofilik-hidrofobik denge ve karsit iyonlarin yapisi gibi faktorler
etkilemektedir [89].

I. Molekiil Agirlig

Antibakteriyel polimerin molekiil agirligi, antibakteriyel 6zelliklerin belirlenmesinde
onemli bir rol oynadigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmis ve antibakteriyel aktivite igin
polimerin molekiil agirhgmin 5x10* ve 1,2x10° Da arasinda olmasi gerektigi
bulunmustur. Molekiil agirligi 5 x 10* Da'dan diisiik oldugunda, antibakteriyel 6zelligi
molekiil agirhigiyla arttigi, 1,2x10° Da’da daha yiiksek molekiil agirliklarinda ise
polimerin antibakteriyel aktivitesinin keskin bir sekilde azaldigi belirtilmistir. Bu

durum, hiicre duvarmin gegirgenligine dayanarak aciklanmistir [98].

. Yiik Yogunlugu

Pozitif yiik yogunlugu, polimer ile bakteri hiicreleri arasinda daha giiglii elektrostatik
etkilesim olusmasini saglamaktadir. Al-Badri ve arkadaslari, tekrar eden birim basina
bir ile i¢ amin grubuna sahip polimerler ile bir ¢alisma yapmislardir ve bunun
sonucunda orta ile iyi antibakteriyel 6zellige sahip polimerleri ortaya koymuslardir [99].
Ayrica bagka bir ¢alismada tekrar eden birim tizerinde yiik yogunlugu kademeli olarak
azaltilarak polimerlerin biyolojik 6zellikleri arasindaki koreleasyon arastirilmistir [100].
Polikatyonlarin negatif yiiklii hiicre yiizeyi tizerine adsorpsiyonunun, polikatyonlar
tarafindan tasinan yiiksek yiik yogunlugu nedeniyle daha iyi aktivite saglamasi
beklenmektedir [101]. Yapilan bir c¢alismada ise amfifilik piridinyum-metakrilat
kopolimerlerinin yiikk yogunlugunun degistirilmesi ile antibakteriyel ve hemolitik
aktivitelerin arttig1 bulunmustur [102].

lii. Hidrofobiklik ve Hidrofiliklik

Antibakteriyel polimerlerin "amfifilik dengesi" olarak da adlandirilan hidrofobiklik-
hidrofiliklik dengenin, bu polimerlerin antibakteriyel aktivitesinde olduk¢a Oonemli
oldugu yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir [103]. Polimerin hidrofobiklik-hidrofiliklik
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dengesi; komsu amonyum gruplari arasindaki alkil araligina, yapiya eklenmis alkil
zincirlerinin uzunluguna, polimerdeki hidrofilik ve hidrofobik gruplarin sayisi ve
birbirlerine gore oranlarina baghdir [102, 104]. Amfifilik dengede meydana gelen
degisiklikler polikatyonlar ve bakteriyel membranlar arasindaki etkilesimde de
farklilagsmalara neden olmaktadir. Hidrofobik alkil zincirleri, katyonik polimerin hiicre
membranina baglanmasina ve membranda yayilmasmi kolaylastirirken, asir
hidrofobiklik ise polimerin membran penetrasyonunu bloke etmekte ve sitotoksisitesini
arttirmaktadir [105].

iv. pH

Bazi amfoterik yapili polimerlerin antibakteriyel aktivitesine pH’in etki ettigi
gozlenmistir. Bu tiir polimerler, ancak asidik pH degerlerinde polikatyon yapisi
olusturmakta ve bu sebeple pH’a bagli olarak antibakteriyel etki gosterebilmektedirler.
Ornegin, kitosan asidik pH'da suda daha iyi ¢dziiniirken polikatyon olusumu nedeniyle

de pH'a bagli olarak maksimum antibakteriyel aktivite sergilemektedir [106].

v. Alkilasyon Etkisi

Alkilasyonun antibakteriyel polimerin monomer birimlerine alkil gruplarinin
baglanmast ve pozitif yiikli gruplar elde edilmesi islemidir. Yapiya eklenen alkil
gruplart ve polimer zincirinin uzunluguna baglh olarak polimerin antibakteriyel
etkinliginde farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir. Panarin ve arkadaglari, vinilamin,
aminoalkil metakrilatlar ve kuarterner amonyum gruplarina sahip N-vinilpirolidon gibi
suda ¢oziiniir katyonik kuarternize  kopolimerlerindeki azota bagh alkil
slibstitiientlerinin  uzunlugu arttikga (Cl’den C16’ya kadar) bu polimerlerin
antibakteriyel aktivitelerinin de arttigin1 bulmuslardir [107]. Buna karsin, Klibanov ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise, alkillenmis kuarternize P(4VP) polimerlerinde
alkil substituentlerinin zincir uzunluklarinin ¢ok yiiksek olmamasi gerektigi ve 6
karbona sahip alkil substituentlerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu ortaya

konulmustur [28].
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1.4.4. Antibakteriyel Katyonik Polimerlerin Uygulamalari

i. SuAritma

Antibakteriyel polimerler su filtreleme sistemlerinde genis uygulama alanina
sahiptirler. Klorlama, igme suyunun dezenfeksiyonunda ve atik su aritiminda klasik ve
kritik bir adim olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, suda ¢oziinen bu
dezenfektanlar; kisa siireli stabiliteleri, triklorometanlar ve kloroasetik asitler gibi
kanserojen yan iirtinlerinin bulunmasi ve klor direngli mikrop tiirlerinin ortaya ¢ikmasi
gibi dezavantajlara sahiptirler [108]. Bu sebeple, alternatif, yeni ve giivenli
dezenfektanlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Onnis-Hayden ve arkadaslari, N-
hekzillenmis PEI'yi kum yiizeyine kovalent olarak baglayarak, su aritma ve
dezenfeksiyonunda bu antibakteriyel kum filtresinin kullanimimi arastirmislardir. Bu
polimerlerin basit yikama asamalari ile yeniden tiretilebilme 6zelligine sahip oldugu ve

ozellikle klor direngli tiirler i¢in kullanigh oldugu ortaya konulmustur [109].
ii. Tibbi Alanda Kullanilan Kendiliginden Sterillesen Yiizeyler

Tibbi cihaz yiizeylerinin (kateterler, implantlar vb.) bakteriyel kontaminasyonu,
hastanede edinilen enfeksiyonlarin en onde gelen nedenlerinden biridir. Bu islem
bakterilerin ylizeye yapismasi ile baglamakta, ardindan antibiyotiklere ve konagmn
bagisiklik sistemine yiiksek direngli bir biyofilm implantasyonu ve geligsmesi ile devam
etmektedir. Bu problemin {istesinden gelmek igin kullanilan stratejilerden biri,
mikroorganizmayi oldiiren, ¢evreye kuarterner amonyum bilesikleri ya da glimiis gibi
bir biyosit salan antibakteriyel malzemeler gelistirmektir (Sekil 1.12). Antibakteriyel bir
ajanla yiiklenmis bu tiir maddeler, ilk kullanim asamalarinda maddenin hizli bir sekilde
salimi nedeniyle ¢evresel kirlenme ve kisa raf 6mrii problemi olusturabilmektedir. Bu
sebeple, yikayarak uzaklastirilamayan biyosit malzemelerin gelistirilmesi ve bu
biyositlerin cam, metaller gibi yiizeylere kovalent baglanmasi diger dnemli bir strateji

haline gelmistir [10].
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Sekil 1. 12 Antibakteriyel ve kirlenme Onleyici kuarterner amonyum gruplarina baglh

filmlerin ve ilgili kimyasal yapilarin semasi [110].

Tiller ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, poli(4-vinil-N-alkilpiridinyum
bromiir) kovalent olarak cam lamlara tutturulmus ve antibakteriyel o&zellikleri
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, amino cam lamlara akriloil kloriir baglanmis ve 4VP
ile kopolimerlestirilmistir. Cam lama tutturulmus bu P(4VP)’ler hekzil bromiir ile
alkillendirilmistir. Olusan yilizeyin S. aureus hiicrelerinin %97 +3'ini oldirdiga

gorilmistiir [28].

Liang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢caligmada, biyosidal kaplamalarda kullanim igin
cesitli N-halamin siloksan ve kuarterner amonyum gruplarma sahip siloksan
kopolimerleri incelenmistir. Kopolimerler pamuklu kumas orneklere kaplanmis ve S.
aureus ile E. coli'ye kars1 biyosidal etkinlikleri degerlendirilmistir. Sonugta, hem N-
halamin hem de kuarterner fonksiyonel gruplarmn S. aureus'a karsi etkili oldugu
kanitlanmistir. Ayrica, N-halamin gruplarinin E. coli'ye kars1 da etkili olduklar
bulunmustur [111].

Antibakteriyel ameliyat iplikleri, 2-hidroksietil metakrilat monomerinin (HEMA)
polipropilen monofilament {izerine radyasyonla asilanmasiyla hazirlanmistir. Modifiye

edilmis bu iplikler, S. aureus'a kars1 antibakteriyel aktivite etkisi gostermistir [89].

Malzemelerin polielektrolitlerle (kitosan, aljinik asit sodyum tuzu) konjugasyonu ile
elde edilen pamuklu gazli bez sargilar, Staphylococcus aureus ve Klebsiella
pnomonisine kars1 yliksek bakteri oldiirticii etki gostermistir. Bu yara sargilarinin insan

dermal fibroblastlarina sitotoksisite gostermedigi de ayrica kanitlanmistir [112].
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iii.  Gida Uygulamalart

Tiiketici sagligi konusundaki endiseler nedeniyle gida giivenligi ve kalitesine olan ilgi
giderek artmaktadir. Ortaya c¢ikan yeni teknolojiler tiiketici sagligi risklerini azaltmak
icin gida endiistrisi tarafindan ele alinmaktadir. Ozellikle, antibakteriyel polimerlerin
gida ambalajinda kullanilmast konusunda Onemli ilerlemeler kaydedilmistir ve
antibakteriyel polimerlerin antibakteriyel ambalajlarin tasarimma Kkatilabilmesi igin
farkli yontemler gelistirilmistir. Bunlar; ugucu antibakteriyel maddeleri i¢eren nihai
polimerik gida paketine entegrasyon, antibakteriyel maddelerin polimere katilmasi,
kovalent baglanma veya kaplamalar yoluyla antibakteriyel polimerler eklenerek yiizey
modifikasyonlart meydana getirilmesi ve dogal antibakteriyel polimerlerin veya

kuarterner amonyum gruplari igeren polimerlerin kullanilmasidir [113].
iv.  Fiber ve Tekstil

Pamuk, keratin lifleri gibi dogal kaynaklardan yapilan tekstil iiriinleri, kullanimlar1 ve
uzun siireli depolanmalar1 sirasinda istenmeyen mikroorganizmalarin biiylimesini
destekleyici ortamlar olarak kabul edilmektedirler. Bu mikrobiyal saldirilara karsi onlari
koruyan son bir polimer isleme ile iiretilen antibakteriyel tekstil tirtinleri 6nemli bir

pazar olusturmaktadir [89].

Kitosan, ¢evre dostu tekstil endiistrisi i¢in milkemmel bir adaydir [114]. Bununla
birlikte, kitosan ile iligkili esas problemler, kumaglara zayif yapismasi ve alkali kosullar
altinda antibakteriyel aktivitelerini kaybetmeleridir [115]. Bir c¢alismada, gift
fonksiyonlu  gruplar  iceren suda  ¢Ozlinir {l¢  kitosan  tlrevi  2,3-
epoksipropiltrimetilamonyum Kloriir ve benzaldehit ile sentezlenmis ve gapraz baglama
maddesi olarak sitrik asitle birlikte pamuklu kumaslara uygulanmistir. Uretilen bu
kumaslarin, S. aureus ve E. coli'ye kars1 sirasiyla % 99 ve % 96'dan fazla antibakteriyel

etkinlik gosterdikleri ve oldukga dayanikli olduklar1 ortaya konulmustur [116].
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1.5. Amin Grubu iceren Polimerlerde Kuarternizasyon Reaksiyonu

Polimerik kuarterner amonyum bilesikleri, makromolekiiler bir zincir boyunca pozitif
yiiklerin yogunlugu ve dagilimi sayesinde 6nemli 6zelliklere sahip olan bir polielektrolit
smifidir. Sentezlenen veya g¢esitli uygulamalarda kullanilan polikatyonlarin ¢ogu
kuarterner amin grubu igeren yapilardir. Bu yapilarin sikga kullanilmasinin sebepleri
ise, sentezlerinin kolay olmasi, suda ¢dziinebilen hidrofilik bir yapida olmalar ve yeterli
kimyasal ve termal stabiliteye sahip olmalaridir. Kuarterner amonyum gruplarma sahip
katyonik polimerler, iki farkli sentetik yol ile sentezlenmektedir: (1) uygun
monomerlerin zincir veya basamak polimerizasyonu ve (2) reaktif 6ncii polimerlerin

modifikasyonu [117].

Uygun monomerlerin zincir veya basamak polimerizasyonu yoluyla sentezlenmesine
ornek olarak, katyonik yiik tasiyan amin grubuna sahip vinil monomerlerin zincir
polimerizasyonu reaksiyonu verilebilir (Sekil 1.13A). Basamakli polimerizasyonda ise,
amin grubu tastyan monomerlerin kondenzasyonu sirasinda katyonik yiik amin grubu

tizerinde olugmaktadir (Sekil 1.13B) [118].
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Sekil 1. 13 (A) Katyonik vinil monomerlerin zincir polimerizasyonu. (B) basamakli

polimerizasyon ile katyonik polimer sentezi.

Basamakli polimerizasyon sirasinda kuarterner amonyum gruplarinin olusumu, bis-
tersiyer aminler ve dihalojeniirlerin Menshutkin reaksiyonu veya bir amino alkil
halojeniiriin reaksiyonu ile agiklanabilmektedir. Menshutkin reaksiyonuyla bir tersiyer

amin bir alkil halojeniir ile reaksiyona sokularak kuarterner bir amonyum tuzu elde

22



edilmektedir (Sekil 1.14) [119, 120]. Tepkimeler alkol gibi polar ¢oziiciiler iginde
gerceklestirilmektedir. Kuarterner amonyum yapilarinin  olusturulmasi igin alkil
iyodiirler, Kkloriirler ve bromirler etkili alkilleyici ajanlar kullanilmaktadir. Bu
polimerizasyon reaksiyonu dogrusal bir dihalojeniir ile bir niikleofilik ditersiyer amin

arasindaki SN2 mekanizmasina dayanmaktadir [121].

R, R,

| I -
R;—N: + RX —>R3—1Tf'—R4 + X
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R, R,
%’_/ —_— ¥_V_j [S—
. halojen- kuarterner halojen
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: alkan amonyum anyonu
amin
katyonu

Sekil 1. 14 Amin grubunun Menshutkin reaksiyonu ile kuarternizasyonu [120].

Reaktif oncii polimerlerin modifikasyonuyla kuarterner amonyum grubu igeren
polimerler birden fazla yolla elde edilmektedir. Bu duruma, halojen igeren polimerin bir
tersiyer amin ile kuarternizasyonu ve polimerik tersiyer aminlerin bir alkil veya aril
halojentir ile kuarternizasyonu (Sekil 1.15) gibi mekanizmalar 6rnek verilmektedir
[118].

Sekil 1. 15 Reaktif polimerin katyonik islevsellesmesi.

Tersiyer aminlerin kuarternizasyonu sonucunda polimer zincirinde olusan katyonik
gruplar, antibakteriyel katyonik polimerlerin mikrobiyal zarlarin yiizeyine
adsorpsiyonunu kolaylastiran gruplardir. 1980'lerde, lkeda ve arkadaslari, iki yeni
katyonik polielektrolit olan biguanid gruplar1 ve polivinil benzil amonyum kloriir iceren
polimetakrilatlar sentezlemis ve S. aureus ile E. coli'ye karst monomer tiirlerininkinden

¢ok daha yiiksek biyosidal aktivite elde etmislerdir [101].
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Kuarterner amonyum grubuna sahip polimerler genis bir antibakteriyel aktivite
spektrumuna sahiptir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi ortalama
konsantrasyonlarda etkilidirler. Ayrica viriis, mantar ve alglere karsi orta derecede
etkinlige sahiptirler (Sekil 1.16) [122]. Cogu bakterinin hiicresel membranlar1 negatif
olarak yiiklenmistir ve katyonik biyositlerin hedef bolgesi oldugu kanitlanmistir [123,
124]. Bu yapilar arasindaki ortak 6zellikler, hem pozitif yiikke hem de hidrofobik bir
segmente sahip olmalaridir [125]. Bir membran-aktif katyonik biyosit smifi olan
biyosidal  kuarterner amonyum grubu bulunan polimerlerin  antibakteriyel
mekanizmasinin, hiicre duvarma niifuz etmesi ve sitoplazmik membran ile yikici
etkilesiminin ardindan hiicre i¢i bilesenlerin sizmasi ve bunun sonucu olarak hiicre

oliimii oldugu 6ne siiriilmiistiir [126].

Polimer

mikroplar
G ” . =
/\‘ antimikrobiyal g ' x
+ ./

> \ ve ~ B - J
¥ I A sitotoksite o=

tesdd Insan hicresi
Kuarternizasyon

ajani

Sekil 1. 16 Kuarterner amonyum bilesigi-polimer sentezinin ve antibakteriyel

Ozelliginin sematik gosterimi [127].

Ug farkli ajan (6-bromohekzanoik asit, piridinyum bromiir ve benzalkonyum bromiir)
ile kuarternize edilen kitosan bakteri hiicreleri ile etkilesime sokuldugunda tiim
kuarternize kitosan tiirevlerinin Gram negatif (P. Aeruginosa) bakterisine karsi
antibakteriyel aktivite gostermesine karsilik, Gram pozitif (S. Aureus) bakterisine karsi

hi¢bir aktivite gostermedigi belirtilmistir [128].

Kenawy ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, vinilbenzil kloriiriin 2-
kloroetil vinil eter veya metilmetakrilat ile ¢apraz-baglayici olarak divinilbenzil kloriir
kullanilarak ~ kopolimerizasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan tersiyer aminler/
fosfinlerle kuarternizasyonun ardindan iki g¢esit c¢apraz baglanmis kopolimer

gelistirmistir. Hazirlanan kopolimerlerin antibakteriyel 6zellikleri bakteri ve mantarlara
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kars1 test edildiginde iiretilen tiim kopolimerlerin antibakteriyel aktivite gosterdikleri
ortaya ¢ikmistir [129].

Bu ¢alismada, oncelikle P(4VP-co-NVP) kopolimeri serbest radikal polimerizasyonu
ile sentezlenmistir. Sentezlenen kopolimer, pozitif yiikli katyonik kopolimer elde etmek
i¢in literatiirde daha 6nce kullanilmamis farkli alkil uzunluklarina sahip ajanlarla artan
oranlarda kuarternize edilmistir. Farkli zincir uzunluklarna sahip kuarternizasyon
ajanlar1 olarak da bromoetan, 1-bromobiitan, 1-bromohekzan ve 1-bromodekan (C2, C4,
C6 ve C10) kullanilmistir. Asagidaki boliimlerde ayrintili olarak goriilecegi gibi, elde
edilen kuarternize P(VP-co-NVP) kopolimerleri FTIR, 'H NMR, DLS spektrometreleri
ve GPC kullanilarak karakterize edilmistir. Sonraki asamada ise, iretilen tim
kuarternize edilmis polimerlerin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa’a karsi etkinlikleri
incelenmistir. Sonu¢ olarak, tez c¢alismasinda, kuarternize P(4VP-co-NVP)
kopolimerinin antimikrobiyal etkinligine kuarternizasyon ajanlarinin alkil zinciri
uzunlugunun ve kopolimerin kuarternizasyon derecesinin etkisi ayrintili ve sistematik

olarak incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

Bu calisma igin, 4-vinilpiridin ((4VP) Sigma-Aldrich), 1-vinil-2-pirolidon (Sigma
Aldrich), Azobisizobiitironitril (AIBN, Sigma-Aldrich), Dimetil formamid (DMF,
Sigma Aldrich), izopropil alkol (Sigma Aldrich), 1-bromohekzan (Sigma Aldrich), 1-
bromobiitan (Sigma Aldrich), 1-bromodekan (Sigma Aldrich), bromoetan (Sigma
Aldrich), Dietil eter (Sigma Aldrich), metil alkol (Sigma-Aldrich) temin edildigi sekilde
kullanilmistir. Tiim sulu ¢6zeltiler Millipore MilliQ su aritma sisteminden elde edilen
ultra saf su ile hazirlanmistir. Bu Yiiksek Lisans tez calismasi siiresince kullanilan
kimyasallar maddelerin molekiil yapilari, teknik bilgileri ve kullanim sekilleri asagida

belirtilmektedir.

4-vinilpiridin (4VP)

/CHZ
=4
AN
N
Molekiil Agirligi: 105,14 g/mol Formiilii: C;,H,N
Saflik: >95.0 % Kaynama Noktas1:62-65 °C

1-vinil-2-pirolidon

G

k o

\CHZ

Molekiil Agirligi: 111,14 g/mol Formiilii: CgHgNO
Saflik: >99 % Kaynama Noktas1:95 °C
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Azobisizobiitironitril (AIBN)

H,C CH,
_N C=N
H,C CH,

Molekiil Agirhigr: 162,21 g/mol
Saflik: >99 %

Dimetil formamid (DMF)

O

JKN __CH;

|
CH,

H

Molekiil Agirligi: 93,09 g/mol
Saflik: >99.8 %

Bromoetan

H3C Br
N
Molekiil Agirhigr: 108,97 g/mol

Saflik: >99 %

1-Bromobiitan

SN gy

Molekiil Agirligi: 137,02 g/mol

Saflik: >99 %

Formuli: C8H12 N4

Kaynama Noktas1:104 °C

Formiilu: CsH;NO

Kaynama Noktas1:153 °C

Formili: CoHsBr

Kaynama Noktas1:38,24 °C

Formiilii: C4HqBr

Kaynama Noktas1:101,4 °C
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1-Bromohekzan

Br/\/\/\CH3

Molekiil Agirhigr: 165,07 g/mol

Saflik: >98 %

1-Bromodekan

\/\/\/\/\/Br

Molekiil Agirligi: 221,18 g/mol

Saflik: >98 %

Dietil eter

H, C/\O/\

CH;
Molekiil Agirhigt: 74,12 g/mol

Saflik: >99 %

Metil Alkol
H
>C—OH
n
H

Molekiil Agirligt: 32,04 g/mol

Saflik: >99 %

Formiilu: CengBr

Kaynama Noktas1:158 °C

Formiili: CigH19Br

Kaynama Noktas1:238 °C

Formiilii: (C2H5)20

Kaynama Noktas1:35 °C

Formili: CH3;OH

Kaynama Noktasi: 64,7 °C
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2.2. DENEYSEL YONTEMLER

Bu calismada kuarterner 4VP gruplar1 iceren P(4VP-co-NVP) kopolimerleri
iretilmistir. Bu amagla ilk asamada P(4VP-co-NVP) kopolimerinin serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezi yapilmistir. Sonraki asamada ise, P(4VP-co-NVP)
kopolimerindeki 4VP gruplar farkli zincir uzunluklarina sahip alkil bromiirlerle degisen
oranlarda kuarternize edilmistir. Kuarternizasyonda kullanilan alkil bromiirler
bromoetan (BrE), 1-bromobiitan (BrB), 1-bromohekzan (BrH) ve 1-bromodekan (BrD)
bilesikleri olarak se¢ilmistir. Elde edilen tiim kuarternize kopolimerlerin antibakteriyel
etkinlikleri E.coli, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde incelenmistir. E.coli ve P.
aeruginosa Gram negatif, S. aureus ise Gram pozitif model bakteriler olarak
secilmislerdir [130].

2.2.1. P(4VP-co-NVP) Kopolimerinin Serbest Radikal Polimerizasyonu ile Sentezi

P(4VP-co-NVP) kopolimeri serbest radikal polimerizasyonuyla sentezlenmistir (Sekil
2.1). Bu kopolimerin sentez reaksiyonu, [M]o/[l]Jo = 200/1 oran1 i¢in toplam monomer
konsantrasyonu 2 M ve toplam ¢ozelti hacmi 5 mL olacak sekilde belirlenmistir. 4-
vinilpiridin (0,4 M, 0,2 ml) ve 1-vinil-2-pirolidon (1,6 M, 0,85 ml) monomerleri 3,3 ml
DMF igerisinde ¢oziilmiistlir. Cozelti 30 dakika azot gazina tabi tutulmustur, daha sonra
yag banyosunda 70 °C'ye isitilmistir. Son olarak, [M]o/[l]o = 200/1 oranina gore
belirlenen AIPN 0,5 ml DMF iginde ¢ozlinmiis bir sekilde polimerizasyonu baglatmak
tizere ¢ozeltiye eklenmistir. Cozelti 12 saat boyunca yag banyosunda karistirilmistir.
Reaksiyon durdurulduktan (70 °C’deki yag banyosundan alinmasi) sonra polimer, asiri
miktarda soguk dietil eter ile ¢Oktiiriilmiis ve santrifiijleme islemi yapilmistir. Eter
dekantasyon ile uzaklastirilip kalan kat1 polimer metanol ile ¢oziilerek tekrar soguk eter
ile ¢coktliriilmiistiir (Bu ¢oktlirme islemi 3 kez tekrarlanmistir.). Numune gece boyunca
50 °C'de kurutulmustur. Elde edilen beyaz toz numune bir sonraki kullanima kadar 25

°C’de desikatorde saklanmistir.
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N
4-VP NVP P(4VP-co-NVP)

Sekil 2. 1 P(4VP-co-NVP) kopolimerinin serbest radikal polimerizasyonu ile sentezi.

2.2.2. P(4VP-co-NVP)'nin Farkh Zincir Uzunluklarma Sahip Alkilbromiirlerle

Kuarternizasyonu

Sentezlenen P(4VP-co-NVP) kopolimerinde bulunan 4VP birimleri farkli zincir
uzunluklarina sahip alkil bromiirlerle degisen oranlarda kuarternize edilmistir (Sekil
2.2). P(4VP-co-NVP), on alti farkli vialde polimer miktar1 50 mg olacak sekilde
tartilmistir ve 1 mL etanol i¢inde ¢6ziilmistir. Daha sonra, bu ¢ozeltilere, Tablo 2.1°de
belirtilen miktarlarda kuarternizasyon ajanlari (BrE BrB, BrH, BrD) ilave edilmistir.
Eklenen kuarternizasyon ajanlarimin konsantrasyonlari, nka/nswpe=0,1; 0,3; 0,5 ve 5
olacak sekilde ayarlanmistir. Homojen haldeki ¢ozeltiler 4 giin boyunca 70 °C'de yag
banyosunda karistirtlmistir. Bu islemin sonunda, ¢6zeltiler asirt miktar (1/15 kat) dietil
eter ile c¢oktiiriiliip santrifiijlenmistir. Elde edilen kati polimerler metanol igerisinde
¢oziliip tekrar eter ile (3 kez) ¢oktiiriilmistiir. Etiivde 50 °C'de gece boyunca kurutulan

ornekler daha sonrasinda 25 °C’de desikatorde saklanmustir.

N\FCH—CHZ—CH CH,—CH- CH2 ~+CH—CH2—CH CH,—CH- CH2
AN 70°C AN
) O
= + =
N N™ _
| Br
R Kuarternize edilmis

P(4VP-co-NVP) AlKkil halojeniir P(4VP-co-NVP)

R: C,Hs, C4Hy, CgHy3, C1gHyy

R-Br : BrE, BrB, BrH, BrD

Sekil 2. 2 Farkli zincir uzunluklarina sahip alkil halojeniirler kullanilarak kuarternize
P(4VP-co-NVP) kopolimer olusumu.
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Tablo 2. 1 Kuarternizasyon reaksiyonunda kullanilan ajanlarin isimleri ve

konsantrasyonlari
Polimer Kullapllan Kuartel.’nizasyon
Ornek Kodu Konsantrasyonu Kuarttijr:lzliisyopn Konsgg;;;yonu
(mg/mL) (Alkilbromiir) (mg/mL)
BrEl 50 Bromoetan 0,0033
Brg2 50 Bromoetan 0,0067
Brg3 50 Bromoetan 0,0170
BrgE4 50 Bromoetan 0,0840
BrB1 50 1-Bromobiitan 0,0050
BrB2 50 1-Bromobiitan 0,0100
BrB3 50 1-Bromobiitan 0,0250
BrB4 50 1-Bromobiitan 0,1250
BrH1 50 1-Bromohekzan 0,0060
BrH2 50 1-Bromohekzan 0,0127
BrH3 50 1-Bromohekzan 0,0320
BrH4 50 1-Bromohekzan 0,1500
BrD1 50 1-Bromodekan 0,0095
BrD2 50 1-Bromodekan 0,0190
BrD3 50 1-Bromodekan 0,0475
BrD4 50 1-Bromodekan 0,237

2.3. KARAKTERIZASYON
2.3.1. Polimerlerin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Kopolimerin  yapisini  ve kuarternize  kopolimerlerin  piridin  halkalarinin
kuarternizasyon derecelerini belirlemek i¢in FTIR spektroskopisi kullanilmigtir. Tiim
numuneler kuru toz halinde, ZnSe kristali iceren Pike MIRacle ATR aparatt ile
Shimadzu IR-Prestige-21 FTIR spektrometresi kullanilarak analiz edilmistir. Olgiimler
4000-650 cm™lik dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
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2.3.2. Polimerlerin "H-NMR Spektroskopisi ile Analizi

Kopolimer ve kuarternize edilmis tiim polimerlerin, *H-spektrumlar1 Bruker Avance
500 NMR spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir. Polimer ornekleri détero

kloroform veya DMSQ’da ¢oziinerek spektrumlari alinmstir.
2.3.3. Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) Analizi

Sentezlenen P(4VP-co-NVP) kopolimerinin molekiil agirligit ve molekiil agirlig
dagilimi, kirilma indisi ve 1s1k sagilma detektorleri iceren Viscotek TDA302 GPC
sistemi kullanilarak belirlenmistir. Ayirma islemi Eprogen CatSEC300 kolonuyla
gerceklestirilmis ve akis hizi 0,4 mL/dak olarak ayarlanmistir. Mobil faz olarak, 0,15 M
NaCl igeren 0,1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyon standardi olarak
polietilen oksit (Mn = 21 kDa ve PDI = 1,15) kullanilmistir. Ornekler 0,45 pm siringa

filtresi ile filtrelenmistir.

2.3.4. Polimerlerin Dinamik ve Elektroforetik Isik Sacilmasi1 Spektroskopisi ile
Analizi

Polimer numunelerin hidrodinamik boyutu, hidrodinamik boyut dagilimlar1 ve zeta
potansiyel analizleri 25°C’de Malvern Zetasizer Nano ZS cihaz1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tim Ornekler ultra saf suda ¢oziilmiis ve 0,45 pum siringa filtresi
kullanilarak filtrelenmistir. Hem boyut hem de zeta potansiyel analizleri i¢in tek

kullanimlik kivrimli kilcal kiivetler kullanilmistir.
2.4. ANTIBAKTERIYEL AKTIiVITENIN DEGERLENDIRILMESI

Bu calismada elde edilen katyonik polimerlerin antibakteriyel o6zellikleri;
Staphylococcus aureus (ATCC number: 25923) (Gram pozitif), Escherichia coli (ATCC
number 25922) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC number 27853) (Gram negatif)
tirleri kullanilarak broth mikrodiliisyon ve agar kuyucuk diflizyon metotlar ile
degerlendirilmistir. Test metotlarinda kullanilan mikroorganizmalarin  ¢alisma
siispansiyonlari, tek gecelik kiiltiirden hazirlanmis olup 1,5-3,0x10° CFU mL* olacak

sekilde ayarlanmistir.
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2.4.1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Muller Hilton agar (MHA) ve Muller Hilton broth (MHB) besiyerleri dehidre besiyeri
olarak ticari alimmuis olup, 34,0 g/L konsantrasyonda distile su iginde 1sitilarak
eritilmistir. Eritilen besiyeri otoklavda 125 °C'da 15 dakika sterilize edilerek, steril petri

kutularina 12,5'er mL olacak sekilde dokiilmiistiir.

PBS (fosfat buffer soliisyonu), antibakteriyel testlerde canli mikroorganizmadaki pH
kosullarin1 saglamasindan dolay1 hazirlanmistir. PBS ¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in toplam
hacim 500 ml olacak sekilde 8 g/L. sodyum kloriir (NaCl), 0,2 g/L potasyum kloriir
(KCI), 1,44 g/L disodyum fosfat (Na;HPQO,), 0,24 g/L monopotasyum fosfat (KH,PO,)
miktarlarinda distile su i¢erisinde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra olusan ¢ozelti denemelerde

kullanilmak {izere +4 °C’de saklanmustir.

2.4.2. Bakteriyel Siispansiyonlarin Hazirlanmas1  Calisma kiiltiiriindeki bakteri
kolonilerinden birkag1 alinarak Muller Hilton broth (MHB) besiyerinde bir gece 37
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir yogunlugu antibakteriyal aktivite
testleri i¢in, ODgoonm 0,1-0,2 araligina ayarlanmistir (1,5—3,0X108 CFU mlt
konsantrasyon).

2.4.3. Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Bu test, Arasoglu vd. tarafindan ¢alismalarinda belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir
[130]. Kisaca, hazirlanan mikrobiyal ¢alisma kiiltiirlerinden 0,1 mL alinarak MHA
(Mueller Hilton agar) ylizeylerine swab ile yayilmis ve yaklasik yarim saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra agar tabakaya dort kuyucuk (6 mm ¢ap) acilmistir. Bu
kuyucuklara stok konsantrasyonu 2 mg/mL olan test 6rneklerinin her birinden 100 pL
yiiklenip 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
antibakteriyel aktivite kuyucuk etrafinda olusan inhibisyon alami o6lgiilerek
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak test Orneklerinin ¢6ziiclisii kullanilirken

pozitif kontrol olarak vancomycine antibiyotigi (4 mg/L) kullanilmastir.
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2.4.4. Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Broth mikrodiliisyon yontemi, CLSI standardina uygun olarak gerceklestirilmistir
[131]. Yontemde, test Orneklerinin minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIC)
belirlenmis olup calisma 96 kuyucuklu plate kullanilarak gergeklestirilmistir. Testte, ilk
kuyucuktan baglanarak sirasiyla sonraki kuyucuklara bir oncekinin yaris1 konulmak
suretiyle test orneklerinin (2 pg/mL stok soliisyon) seyrelmesi saglanmistir. Sonrasinda
her bir kuyucuga ilgili mikroorganizma calisma kiiltiirinden 100 pL ilave edilerek
(2x10° CFU ml™) 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda
MIC degeri, kuyucuklardaki mikrobiyal tiremenin spektrofotometrik olarak (ODgog nm)
ol¢iilmesi ve beraberinde standart petri sayma yontemi ile tespit edilmistir. Calismanin
kontrol gruplarimi ise test 6rneklerinin ¢oziiciisii, sadece bakteri igeren ve igermeyen sivi

besiyerleri olusturmustur. Calisma ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tezin amaci, antibakteriyel uygulamalarda kullanilmak {izere kuarterner amonyum
gruplarina  sahip kopolimerlerin  sentezi, Kkarakterizasyonu ve antibakteriyel
etkinliklerinin incelenmesidir. Bu kapsamda, oncelikle 4VP ve NVP monomerlerini
iceren P(4VP-co-NVP) rastgele kopolimeri sentezlenmistir. Sonrasinda, bu polimerdeki
4VP gruplari, degisen alkil wuzunluklarma sahip kuarternizasyon ajanlariyla
(alkilbromiirlerle) farkli oranlarda kuarternize edilerek kuarterner amonyum gruplarina
sahip kopolimerler elde edilmistir. Sentezlenen kopolimerlerin mikrobiyolojik testleri
yapilarak, polimer igerigindeki kuarterner amonyum grup miktarinin ve bu gruplara
baglt olan alkil zincirlerinin uzunluklarmm antibakteriyel etkinlik tizerindeki etkisi

sistematik olarak incelenmistir.
3.1. P(4VP-co-NVP) Kopolimerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

4VP ve NVP monomerlerinin serbest radikal polimerizasyonu sonucunda beyaz toz
formunda bir P(4VP-co-NVP) kopolimeri elde edilmistir. Kopolimerin molekiiler
agirhigi ve molekiiler agirlik dagilimi GPC ile belirlenmistir. Kopolimerin kimyasal

yapisini analiz etmek i¢in FTIR ve NMR spektroskopileri kullanilmistir.
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P(4VP-co-NVP) kopolimerinin FTIR spektrumu Sekil 3.1'de verilmistir. 1600 cm™
‘deki bant, piridin halkasma aittir. 2900 ve 3000 cm™ arasindaki bantlar polimer
zincirindeki alifatik gruplara ait iken 3000-3100 cm™ araliginda meydana gelen bantlar
ise aromatik halkay: gdstermektedir. 1670 cm™ bulunan bant, pirolidondaki karbonil
grubuna aittir. Literatiirde de goriilebilecegi gibi, FTIR spektrumlarindaki 1600 ve 1670

cm > deki bantlar piridin ve pirolidon gruplarinin varligini kanitlamaktadir [132].
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Sekil 3. 1 P(4VP-co-NVP) kopolimerinin FTIR spektrumu

P(4VP-co-NVP) kopolimerinin 11k sag¢ilmasi  detektériinden alinan GPC
kromatogram: Sekil 3.2'de verilmistir. Bu detektérden gelen sinyal dogrudan polimerin
konsantrasyonu ve molekiiler kiitlesi ile iligkilidir. Kromatogramda polimere ait pik 2,6
mL’de eliie olmustur. 2,1 mL’de eliie olan kiiciik pik ise ¢ok az miktardaki agrege
olmus polimeri goéstermektedir. Kromatogramda monomerlere ait pik veya pikler
bulunmamaktadir. P(4VP-co-NVP) kopolimerinin GPC analizi sonucunda agirlik¢a
ortalama molekiil agirligt (Mw) 36 kDa ve polidispersite indeksi (Mw/Mn) 1.665 olarak

bulunmustur. GPC kromatogrami, kopolimerin unimodal dagilimda oldugunu ve
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reaksiyona  girmemis monomerlerin  basarili  bir sekilde uzaklastirildigin

gostermektedir.

80
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1 2 3 4 5
Alkonma Hacmi (mL)

Sekil 3. 2 Isik sacilim detektoriinden elde edilen P(4VP-co-NVP) kopolimerinin GPC

kromatogrami.

'H-NMR spektrumu polimerlerin kimyasal yapis1 hakkinda bilgi vermektedir. Sekil
3.3, P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin  détero DMSO igerisindeki ‘*H-NMR
spektrumunu gostermektedir. Kopolimerin spektrumunda goriildigi tizere, 6,8 ve 8,3
ppm'deki (1 ve 2) pikler, 4VP’deki piridin halkasinin protonlarina aittir. Spektrumda 3,7
ppm’de goriilen pik ise NVP’deki azot atomuna bagli metilen (-CH,-) grubundaki
protonlara aittir. Ayrica pik alanlar1 hesaplandiginda, kopolimerin molce %45 4VP ve

molce %55 NVP igerdigi saptanmustir.

'"H-NMR ve FTIR spektrumlari ile GPC kromatogramu beraber ele alindiginda
P(4VP-co-NVP) kopolimerinin basarili sekilde sentezlendigi saptanmis ve polimerin

kuarternizasyonu asamasina gecilmistir.
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Sekil 3. 3 P(4VP-co-NVP) kopolimerinin *H-NMR spektrumu
3.2. Kopolimerin Kuarternerlestirilmesi ve Karakterizasyonlari

P(4VP-co-NVP) kopolimerinin piridin gruplari, kuarterner amonyum gruplari igeren
pozitif yiliklii polimerler elde etmek i¢in farkli zincir uzunluklarina sahip alkilbromdirler
ile kuarternize edilmistir. Tablo 2.1°de isimleri ve reaksiyona eklenen miktarlarinin
verildigi bu ajanlardan BrE 2 karbonlu, BrB 4 karbonlu, BrH 6 karbonlu ve BrD ise 10
karbonlu alkil zincirlerine sahiptirler. Kopolimerle, bu ajanlarin her biri degisen
konsantrasyonlarda reaksiyona sokularak farkli pozitif yiiklere sahip polimerler elde
edilmistir. Elde edilen kuarterner kopolimerler FTIR ve *H-NMR spektroskopileri ile
analiz edilerek polimer yapisindaki 4VP birimlerinin ne kadarmin kuarternerlestirildigi

saptanmuistir.

3.2.1. Alkilbromiirlerle Kuarternerlestirilmis P(4VP-co-NVP) Kopolimerlerinin
FTIR Spektroskopisi Analizleri

Elde edilen kuarterner kopolimerler oncelikle FTIR spektroskopisi ile karakterize
edilmistir. FTIR spektrumlarinda 4VP gruplarinin kuarternerlestigi 1600 ve 1640 cm’
“deki pikler gozlemlenerek saptanabilmekte ve bu dalga sayilarinda ¢ikan piklerin
siddetleri bu gruplarin polimer zinciri i¢indeki sayisiyla iliskilendirilebilmektedir. 1600
cm¥’deki pik 4VP’deki piridin halkasma aitken ve 1640 cm™deki pik ise
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kuarternerlestirilmis piridin halkasina aittir. Sekil 3.4 'te P(4VP-co-NVP) kopolimeri ve
alkilbromiirlerle kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP) (BrE, BrB, BrH ve BrD)
kopolimerlerine ait FTIR spektrumlar1 verilmistir.
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Sekil 3. 4 P(4VP-co-NVP) ve kuarterner P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin FTIR
spektrumlari. (a) BrE, (b) BrB, (c)BrH ve (d) BrD ile farkli oranlarda kuarternize
edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerleri

Sekil 3.4’te verilen tim FTIR spektrumlarinda 1600 ve 1670 cm™de 4VP ve NVP

gruplarina ait pikler goriilmektedir. 1640 cm™de goriilmesi beklenen kuarternize piridin

halkasina ait pik, 1670 cm™de ¢ikan NVP pikiyle cakistigindan otiirii hicbir spektrumda

saptanamamuistir.
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Sekil 3.4a’da kuarternizasyon ajani olarak BrE’nin kullanildig1 kopolimerlerin FTIR
spektrumlar1 verilmektedir. Sekil 3.4a’da goriildiigii iizere, piridin halkasina ait olan
1600 cm™'deki pikin siddetinin reaksiyona eklenen BrE konsantrasyonu arttik¢a azaldigi
goriilmektedir. Bunun sebebi, eklenen kuarternizasyon ajani miktar1 arttikga daha ¢ok
sayida piridin halkasmin kuarternize olmasindan dolayr kuarternize olmamis piridin
halkas1 sayisinin azalmasidir [133]. 1640 cm™*deki kuarternize piridin halkasima ait pik

ise 1670 cm™>deki NVP’ye ait daha siddetli pikten 6tiirii saptanamamaktadir.

Sekil 3.4b, ¢ ve d’de ise sirasiyla BrB, BrH ve BrD’nin kuarternizasyon ajanlari
olarak kullanildig1 reaksiyonlar sonucu elde edilen kopolimerlere ait FTIR spektrumlari
verilmistir. Bu spektrumlarda da Sekil 3.4a’da oldugu sekilde, eklenen kuarternizasyon
ajan1 konsantrasyonu arttikca 1600 cm™deki pikin siddetinin azaldigi goriilmektedir.
Kuarternizasyon ajaninin en yliksek konsantrasyonda eklendigi tiim kopolimerlerde ise

1600 cm™deki pik gozlenememektedir.

FTIR spektrumlar1 kuarternizasyon konsantrasyonu arttik¢a, polimer zincirindeki
kuarternize olmamis piridin halkalarnin sayisinin = azaldigimi net bir sekilde
gostermektedir. Ancak kuarternize piridin halkalarinin miktarin1 saptamak igin ve
kopolimerinin yapisinin analizi i¢in tim kopolimerler *H-NMR spektroskopisi ile

incelenmistir.

3.2.2. AlKkilbromiirlerle Kuarternerlestirilmis P(4VP-co-NVP) Kopolimerlerinin
'H-NMR Spektroskopisi ile Analizi

Kuarternizasyon iglemi sonrasinda piridin halkasindaki azot atomu kuarterner amonyum
grubuna doniismektedir. Bu sebeple de aromatik piridin halkasindaki protonlarm *H-
NMR spektrumlarinda kayma ger¢eklesmektedir. Piridin halkasindaki protonlar 6,6 and
8,2 ppm degerlerinde 'H-NMR spektrumunda pik vermektedir. Ancak piridin
halkasindaki azot kuarternerlestiginde 8,8-9,0 ve 7,5-7,8 ppm araliklarinda yeni pikler
gbzlenmektedir. Piridin ve kuarterner piridin halkalarina ait piklerin alanlar1 Denklem
3.1’e yerlestirilerek ilgili polimerin kuarternerlesme derecesi bulunabilmektedir [134].

Q% = —2F (Denklem 3.1)

AqvptAvp
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Denklem 3.1°de Q% kuarternerlesme derecesini, Agyp kuarterner piridin halkasindaki
proton pikinin alan1 ve Ayp ise kKuarterner olmayan piridin halkasindaki proton pikinin
alanmm1  vermektedir. Tez c¢aligmasinda iiretilen kuarterner kopolimerlerin

kuarternizasyon dereceleri *H-NMR spekrumlari kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8 sirasiyla bromoetan, 1-bromobiitan, 1-bromohekzan ve 1-
bromodekan ile kuarternize edilmis kopolimerlerin 'H-NMR  spektrumlarimi
gostermektedir.  Sekillerden goriilecegi lizere 6,5-9,5 ppm araliginda 4 pik
bulunmaktadir. Bu piklerden a ve c ile isaretliler kuarterner piridin protonlarina aitken b
ve d isaretli pikler kuarterner olmayan piridin halkalarina aittir. 'H-NMR spektrumlart
incelendiginde, kuarterner piridin halkasina ait piklerin alanlarimin kuarternerlesme
reaksiyonu icin eklenen bromoalkan miktariyla beraber arttigi goriilmektedir. Bu
spektrumlardaki piridin halkasina ait protonlarin pik alanlart ve Denklem 3.1
kullanilarak elde edilen kuarternerlesme dereceleri Tablo 3.1°de verilmistir. Tablodaki
degerler incelendiginde, kuarternizasyon reaksiyonunda eklenen bromoalkan miktari

arttik¢a kuarternerlesme derecesinin de arttigi goriilmektedir.

120 115 11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40 35 3.0 2.5 20 15 10 0.5 0.0
1 (ppm)

Sekil 3. 5 BrE serisi kopolimerlere ait ‘H-NMR spektrumlari
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Sekil 3. 6 BrB serisi kopolimerlere ait "H-NMR spektrumlari
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Sekil 3. 7 BrH serisi kopolimerlere ait *H-NMR spektrumlart.
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Sekil 3. 8 BrD serisi kopolimerlere ait ‘H-NMR spektrumlart.

3.2.3. AlKkilbromiirlerle Kuarternerlestirilmis P(4VP-co-NVP) Kopolimerlerinin
Dinamik ve Elektroforetik Isik Sagilmas1 Analizleri

Kopolimerin ve kuarternize kopolimerlerin hidrodinamik boyut ve yiizey yiikleri
(zeta potansiyelleri), ¢ozelti igerisinde ve biyolojik sartlarda (ortamda) davraniglarini
etkileyen en onemli 6zelliklerdendir. Bu sebeple, polimerlerin sulu ¢ozeltileri dinamik
ve elektroforetik 151k sagilmasi spektroskopisi ile incelenerek hidrodinamik ¢ap ve zeta
potansiyel degerleri saptanmustir. Sekil 3.9, P(4VP-co-NVP) kopolimerinin pH 7'deki
boyut dagilimini gostermektedir. Sekilde goriildiigii tizere, kopolimerin hidrodinamik
cap1 boyutu yaklasik 413 nm olarak belirlenmistir. Polimerin boyutunun bu kadar
yiiksek c¢ikmasmin sebebi polimer zincirindeki hidrofobik 4VP gruplarinda otiirti

polimer zincirlerinin agrege olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3. 9 P(4VP-co-NVP) kopolimerinin pH 7’de hacimce hidrodinamik boyut

dagilim1

BrE ile kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin boyut dagilim
grafikleri Sekil 3.10°da verilmistir. Kuarternize kopolimerlerin hidrodinamik ¢aplarinin
12-16 nm araliginda oldugu saptanmistir. Kopolimerin boyutunun kuarternizasyondan
sonra Oonemli derecede kiiciildiigii net bir sekilde goriilmektedir. Bunun sebebi ise,
hidrofobik piridin gruplarinin kuarternizasyondan sonra pozitif yliklenmesinden otiirii

polimerin suda ¢Oziiniir hale gelmesidir. Bu sebeple polimer zincirleri agrege

olmamaktadir.
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Sekil 3. 10 BrE ile kuarternerlestirilmis olan P(4VP -co-NVP) kopolimerleri; BrEl,
BrE2, BrE3 ve BrE4
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BrB ile kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin boyut dagilim
grafikleri Sekil 3.11°de verilmistir. Kuarternize kopolimerlerin hidrodinamik ¢aplarinin
8-20 nm araliginda oldugu saptanmistir. BrE’de de agiklandigi gibi kopolimerin
boyutunun kuarternizasyondan sonra 6énemli derecede kiiciildiigii yine net bir sekilde
goriilmektedir. Bunun sebebi olarak, hidrofobik piridin gruplarinin kuarternizasyondan
sonra pozitif yliklenmesinden 6tiirii polimerin suda ¢oziiniir hale gelmesidir. Bu sebeple

polimer zincirleri agrege olmamaktadir.
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Sekil 3. 11 BrB ile kuarternerlestirilmis olan P(4VP -co-NVP) kopolimerleri; BrB1,
BrB2, BrB3 ve BrB4

BrH ile kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin boyut dagilim
grafikleri Sekil 3.12°de verilmistir. Kuarternize kopolimerlerin hidrodinamik ¢aplarinin

8-16 nm araliginda oldugu saptanmustir.
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Sekil 3. 12 BrH ile kuarternerlestirilmis olan P(4VP -co-NVP) kopolimerleri; BrH1,

BrH2, BrH3 ve BrH4

BrD ile kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin boyut dagilim
grafikleri Sekil 3.13’te verilmistir. Kuarternize kopolimerlerin hidrodinamik ¢aplarinin
10-110 nm araliginda oldugu saptanmistir. Bu kopolimerlerde, BrE, BrB ve BrH’den
farkli olarak daha bilylk c¢ap degerleri elde edilmistir. Kopolimerlerin
kuarternizasyonunda kullanilan 1-bromodekandaki alkil zincirinin BrE, BrB ve
BrH’den daha uzun olmasindan o6tiirli, hidrofobik etkiye sebep olarak polimerlerin

agrege olmasina yol a¢tig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 3. 13 BrD ile kuarternerlestirilmis olan P(4VP -co-NVP) kopolimerleri; BrD1,
BrD3 ve BrD4 (BrD2 suda ¢éziinmemistir).
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Yiizey yiikii (zeta potansiyel) degeri polimerlerin ¢6zelti davranislarini ve biyolojik
aktivitelerini etkileyen en dénemli 6zellikler arasindadir. Tablo 3.1'de goriildiigi tizere,
kopolimer ve kuarterner kopolimerlerin zeta potansiyel degerleri +10 ve +32,5 mV
arasindadir. Bu sonuglar dogrultusunda kuarterner kopolimerlerin yapisinda kuarternize
piridin halkalarinin mevcut oldugu ve bu kopolimerlerin pH 7'de oldukca pozitif yiiklii
oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 3. 1 Polimerlerin kuarternizasyon dereceleri ve zeta potansiyel degerleri

Polimer Adi Q% Zeta Potansiyel (mV)
P (4VP -co-NVP) - +4,3
P (4VP-co-NVP)-BrEl 21,7 +14
P (4VP-co-NVP)-BrE2 29,5 +25,9
P (4VP-co-NVP)-BrE3 48,8 +32,5
P (4VP-co-NVP)-BrE4 61,2 +15
P (4VP-co-NVP)-BrB1 20,6 +26,2
P (4VP-co-NVP)-BrB2 28,6 +22,6
P (4VP-co-NVP)-BrB3 48,5 +21,2
P (4VP-co-NVP)-BrB4 51,1 +10,2
P (4VP-co-NVP)-BrH1 15,8 +26,2
P (4VP-co-NVP)-BrH2 27,8 +23,9
P (4VP-co-NVP)-BrH3 52,5 +29,5
P (4VP-co-NVP)-BrH4 61,4 +14,7
P (4VP-co-NVP)-BrD1 25,2 +18,7
P (4VP-co-NVP)-BrD2 40 Suda ¢oziinmemistir.
P (4VP-co-NVP)-BrD3 48,6 +11,2
P (4VP-co-NVP)-BrD4 54,5 +9,85

3.3. Alkilbromiirlerle Kuarternerlestirilmis P(4VP-co-NVP) Kopolimerlerin
Antibakteriyel Testleri

Calismada sentezlenen Kkuarterner P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin antibakteriyel
aktivitesi iki farkli metot kullanilarak E. Coli ve S. aureus organizmalari {izerinde
degerlendirilmistir. Bu metotlardan ilki, agar kuyucuk diffiizyon testi, difiizyon prensibi

ile caligsan kalitatif bir test olup kuyucuk etrafinda olusan alanin ¢apinin Slgiilmesi ile
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degerlendirilen bir metottur. Bu metotla degerlendirilen tiim test drneklerinin higbirinde
inhibisyon alan1 goriilmediginden antibakteriyel aktivite tespit edilememistir (Sekil 3.14
ve Sekil 3.15). Ancak bu metot diflizyon prensibini esas aldigindan sentezlenen tiim
orneklerin MHA agar icerisinde diflize olmadigi sonucuna ulasilmistir. Bunun
nedeninin, kopolimerin boyutlarinin veya yiikiiniin agar ortami i¢inde difiizyonunu
onlemesinden kaynaklandigr disiinilmektedir. ~ Kopolimerlerin biyiikligii agar
jelindeki bosluklardan ge¢meyi engellemis olsa da, pozitif yiiklii kopolimerler agar jelin
yapisindaki agaropektinin siilfat gruplar1 gibi negatif yiikli agar bilesenleri ile
elektrostatik olarak etkilesime girebilmektedir. Literatiirdeki calismada da belirtildigi
tizere, agar jeli yapisindaki az sayida karsi yiiklii grup bile elektrostatik ¢ekimle yiiklii
pargaciklar igin giiclii bir yakalama etkisi gosterebilmektedir [135].
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Sekil 3. 14 BrE, BrB, BrH ve BrD kopolimerlerinin E.coli i¢in agar kuyucuk difiizyon
metot sonuglari
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Sekil 3. 15 BrE, BrB, BrH ve BrD katyonik polimerlerinin S.aureus i¢in agar kuyucuk

difiizyon metot sonuglari

Antibakteriyel aktivitenin tespitinde kantitatif metot olarak kullanilan broth

mikrodillisyon yontemine gore belirlenen MIC degerleri Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3. 2 BrE, BrB, BrH, BrD kopolimerlerinin E.coli, S. Aureus ve P. aeruginosa

icin broth mikrodiliisyon yontemine gore tespit edilen MIC degerleri

MIC degerleri (ng/ml)

Ornek
E.coli S.aureus P. aeruginosa

Brgl >1024pg/ml >1024pg/ml 1024 pg/ml
BrE2 512pg/ml >1024pg/ml >1024 pg/ml
BrE3 512pg/ml >1024pg/ml >1024 pg/ml
BrE4 1024pg/ml >1024pg/ml >1024 pg/ml
BrB1 >1024pg/ml >1024pg/ml 1024 pg/ml
BrB2 512pg/ml >1024pg/ml 256 pg/ml
BrB3 >1024pg/ml >1024pg/ml 1024 pg/ml
BrB4 >1024pg/ml >1024pg/ml 1024 pg/ml
BrH1 >1024pg/ml >1024pg/ml 128 pg/ml
BrH2 512pg/ml >1024ug/ml 256 pg/ml
BrH3 256pg/ml >1024pg/ml 256 pg/ml
BrH4 1024pg/ml >1024ug/ml 128 pg/ml
BrD1 >1024pg/ml >1024pg/ml >1024pg/ml
BrD2 >1024pg/ml >1024pg/ml >1024pg/ml
BrD3 >1024pg/ml >1024pg/ml >1024pg/ml
BrD4 >1024pg/ml >1024pg/ml >1024pg/ml

S. aureus ile yiiritiillen ¢alismada sentezlenen kopolimer 6rneklerinin test edilen
konsantrasyonlarinin higbirinde antibakteriyel aktivite tespit edilememistir. Polimerin
antibakteriyel aktivite gosterebilmesi i¢in polimer zinciri ve bakteriyel membran
arasinda giiglii ve yakin bir etkilesim olmasi gerekmektedir [136]. Caligmada iiretilen
kuarterner kopolimerlerin yapisindaki pozitif yiiklii gruplar ve hidrofobik gruplarin
Gram pozitif bakteriyel membraniyla antibakteriyel etki gosterecek kadar kuvvette
etkilesime girmek i¢in yeterli olmadigr goriilmiistiir. Bunun en 6nemli sebeplerinden
biri olarak Gram pozitif bakterilerinin membranlarinin Gram negatiflere kiyasla daha az
negatif yliklii olmasidir [130]. Ancak tez ¢alismasindaki kopolimere benzer yapida olup
benzilbromiirle kuarternize edilmis kopolimerlerin S. aureus’a karsi antibakteriyel
aktivite gosterdigi bilinmektedir [1]. Kuarternize edilmis kitosanla yapilmis bir

calismada ise benzil grubuyla kuarternize edilmis kitosanin etil grubuyla kuarternize
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edilmis kitosana gore daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
[137]. Bu tez ¢alismasinda, kopolimerin alkil gruplariyla kuarternize edilmis olmasinin

S. aureus’a kars1 kopolimerin antibakteriyel aktivite géstermemesine sebep olmustur.

E.coli ¢alismasinda ise MIC degeri veren 6rnekler Tablo 3.2°de verilmektedir. BrE2,
BrE3, BrE4, BrB2, BrH2, BrH3 ve BrH4 kopolimerlerinin ¢aligilan konsantrasyonlarda

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

BrE serisi incelendiginde, BrEl E.coli’ye karsi antibakteriyel aktivite
gostermemektedir. Bunun sebebi, polimerin kuarternerlesme miktarinin ve zeta
potansiyel degerinin diisiik olmasidir. BrE2 ve Bri3 ise 512 pg/mL MIC degerine
sahipken BrE4 kopolimerinin MIC degeri 1024 pg/mL’dir. BrE4 kopolimerinin MIC
degerinin yiiksek olmasinin zeta potansiyel degerinin BrE2 ve BrE3’ten daha diisiik

olmasidir.

BrB serisi Orneklerde sadece BrB2 o6rnegi E.coli’ye karsi 512 pg/mL
konsantrasyonda antibakteriyel aktivite gostermis diger BrB oOrnekleri ise aktivite
gostermemistir. BrE serisi Orneklerinin aktivite gosterirken BrB serisi Orneklerin
aktivite gdstermemesinin iki sebebi oldugu diistiniilmektedir. Etil gruplart ¢ok kisa alKkil
zincirlert olduklar1 i¢in pozitif yiiklii piridin halkalarinin membranla dogrudan
etkilesime girmesine olanak saglamaktadir. Ancak biitil gruplarinin daha uzun olmasi
bu dogrudan etkilesimi azaltmistir. Ayrica hekzil gruplar: kadar hidrofobik olmadiklari
icin antibakteriyel aktivite gostermemislerdir. BrB2 6rneginin aktivite gostermesi ise
ancak polimerin ¢dzelti icerisindeki konformasyonundan Otiirii  olabilecegi

diistiniilmektedir.

BrH serisi orneklerinin E. coli’ye karsi antibakteriyel etkinlikleri incelendiginde
BrH2’nin MIC degeri 512 pg/mL olarak bulunurken BrH3’iinki 256 pg/mL ve
BrH4’iinki ise 1024 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bu seride kullanilan alkilleyici ajan
hekzil grubu literatiirdeki caligmalarda da en etkin antibakteriyel aktiviteyi saglayan
grup olarak belirtilmistir [139]. Bu sebeple bu seride en diisik MIC degerine
ulasilmistir. BrH4’teki MIC degeri artisi ise yiiksek miktardaki hekzil grubundan o6tiirii
polimer i¢i hidrofobik etkiden otliri olusmus katlanmalarin kopolimer-membran

etkilesimini azaltmasidir.
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1-Bromodekan ile kuartenize edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin Sekil 3.9°da
belirtilen hidrodinamik yarigaplar1 géz 6niine alindiginda boyutlarinin diger kopolimer
serilerinden daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu durum 1-bromodekan ile kuartenize
edilmis P(4VP-co-NVP) kopolimerlerinin bu alkilleyici ajanin sahip oldugu uzun
hidrofobik alkil zinciri sebebi ile agrege oldugunu ve suda ¢oziinemez yapida oldugunu
gostermektedir. Bu sebeple, BrD ile kuarternize edilmis P(4VP-co-NVP)
kopolimerlerinin E.coli, S.aureus ve P.aeruginosa organizmalarinin higbirisinde

antibakteriyel etki géstermemistir.

Ayrica kuarternize kopolimerlerinin E.coli bakterisi izerinde gostermis olduklar1t MIC
degerlerinin desteklenmesi igin gram negatif bir bakteri olan P.aeruginosa iizerinde de
antibakteriyel aktivite incelenmistir. P.aeruginosa organizmasi {izerinde, E.coli ile tespit
edilen antibakteriyel aktiviteyi destekleyen MIC degerleri elde edilmistir. Bu aktivite
sonucunda ozellikle hekzil grubu ile kuartenize edilen polimerlerin MIC degerlerinin

128 ug/mL’ye kadar diistiigii goriilmistiir.

E.coli iizerinde MIC degeri tespit edilen bu 6rnekler “standart plate” sayimi yontemi
icin petri kaplarina ekildiklerinde Tablo 3.3’te verilen goriintiiler elde edilmistir. Bu
goriintiilerden de anlasilacagi {izere MIC degeri elde edilen kopolimerler kontrol grubu
gorlntiilerindeki petrilere kiyasla bakteri koloni olusumunu inhibe ettigi net bir sekilde

anlagilmaktadir.
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Tablo 3.3 Antibakteriyel aktivite gosteren kuarterner kopolimerlerin standart plate
goriintiileri (a: 100 Kat seyreltilmis petriler b:10° kat seyreltilmis petrileri

gostermektedir.)

Ornek MIC Degeri “Standart Plate” Goriintiisii
(ng/mlL) Ornek Bakteri Kontrolii
B2 512
E2 512
E3 512
H2 512
H3 256
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4. SONUCLAR

Tez caligmasinda, antibakteriyel ozellige sahip suda ¢Oziiniir monomer igeren

katyonik  kopolimerler sentezlenerek antibakteriyel etkinlikleri incelenmistir.

Gergeklestirilen deneysel ¢alismalar sonucunda asagidaki bulgulara ulasilmistir:

4\VVP monomerinin NVP monomeriyle rastgele kopolimeri sentezlenmis, NMR
spektroskopisi ve GPC karakterizasyonlari sonucunda basarili bir sekilde elde
edilmistir.

Elde edilen kopolimer 2, 4, 6 ve 10 karbona sahip lineer alkilbromiirlerle 4’er
farkli oranda kuarternerlestirilerek 16 farkli kopolimer iiretilmis ve bu
kopolimerler FTIR ve NMR spektroskopileri ile incelenerek basarili bir sekilde
sentezlendikleri gosterilmistir.

Uretilen kopolimerler 151k sagilmasi yontemiyle incelendiginde; 2, 4 ve 6
karbonlu alkilbromiirlerle kuarternize edilmis kopolimerlerin boyutunun 8-20
nm araliginda oldugu bulunmustur. Ancak, 10 karbonlu alkil bromiirle
kuarternize edilen kopolimerlerin boyutlar1 110 nm’ ye kadar yilikselmistir.
Bunun sebebinin uzun alkil zincirlerinin polimerin agregasyonuna yol agmasinin
oldugu diistiniilmektedir.

Kuarternize edilen tiim kopolimerlerin pozitif olan zeta potansiyellerinin +10 ile
+32,5 mV araliginda oldugu goriilmiistiir.

Tim kopolimerlerin E.coli, S.aureus ve P.aeruginosa’a karsi antibakteriyel
testleri yapilmistir. Agar difiizyon testlerinde aktivite goriilmemesinin nedeninin
polimerlerin boyut ve pozitif yiiklerinden 6tiirii agar iginde difiize olamamasi ile
iliskilendirilmistir. Broth mikrodiliisyon testlerinde kopolimerler S. Aureus’a
kars1 aktivite géstermemistir. Bu durumun, bu mikroorganizmalarin membran ve
hiicre duvari yapilarindan kaynaklandigi belirtilmistir.

Kopolimerlerin E. coli’ye ve P.aeruginosa’a karsi ise antibakteriyel aktivite
gosterdiklert gorilmistiir. Alkilleyici ajan ve kuarternerlesme oranina gore
degisen E. coli i¢in 256-1024 pg/mL, P.aeruginosa icin ise 128-1024 pg/mL
arasinda farkli MIC degerleri alinmistir. E. coli’ye karsi elde edilen MIC

degerleri P.aeruginosa bakterisiyle yapilan ¢alisma sonucunda desteklenmistir.
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Tez ¢alismasindaki bulgular ele alindiginda 4VP ve NVP monomerlerinden olusan ve
kuarterner amonyum gruplari ile lineer alkil yan gruplarn tasiyan P(4VP-co-NVP)
kopolimerinin antibakteriyel ozellige sahip oldugu goriilmiistiir. Polimerin yapisinda
kuarternerlesme derecesi ve alkilleyici ajan degistirildigine antibakteriyel etkinliginin de
degistigi gosterilmistir. Bu sonuglara gore, tiretilen kopolimerlerin yiizey kaplama, gesitli
tekstil tirtinleri vb. uygulamalarda kullanilmak iizere bir antibakteriyel malzeme aday1 oldugu
ortaya ¢ikmuistir.

Bundan sonraki c¢alismalarda, antibakteriyel etkinligi arttirmak amaciyla farklt molekiil
agirhiklarinda veya farkli monomer oranlarinda kopolimerler hazirlanmasi diisiiniilmektedir.

Ayrica, tiretilen kopolimerlerin biyomedikal alana yonelik uygulamalarda kullaniimalarini

saglamak amaciyla biyouyumluluk testlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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