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Gegici ya da kalici, dahili ya da harici olarak, tedavi ve/veya onarim gibi amaglarla
viicuda dahil edilen malzemeler implant materyalleri olarak adlandirilmaktadirlar.
Gilinlimiizde artan popiilasyon ve uzun yasam siireleri géz oniline alindiginda, implant
materyallerin kullanim siklig1, miktar1 ve siireleri giderek artmaktadir. Bu nedenle
kullanilan implantlarin, kullanildiklar1 bolgeye uyum saglamalari, transplantasyon
sonras1 herhangi bir komplikasyon olugmasini Onleyecek sekilde tasarlanmalar
gerektigi sonucuna ulasilmaktadir. Tez kapsaminda polimerik ve metalik alttaglar
olmak iizere iki farkli malzemede heparin adi verilen, klinikte giincel olarak
antikoagiilan ilag olarak kullanilan biyomolekiil ile ylizey modifikasyon stratejilerinin
gelistirilmesi lizerine ¢alisilmigtir. Polipropilen (PP) tez kapsaminda model polimerik
malzeme olarak secilmis ve iki basamakta plazma polimerizasyon (PlzP) destekli
ylizey modifikasyonu gerceklestirilmistir; (i) oksijen ile asindirma ve (ii) amince-
zengin fonksiyonel grup olusturma. P1zP teknigi ile gelistirilen yiizey modifikasyon
parametreleri, temas acgist Ol¢iim, serbest ylizey enerji hesaplamalari, yiizeyde

maksimum azot miktarini elde etme, yiizey piiriizlik degerinin artirilmasi kriterleri
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kapsaminda degerlendirilmis ve optimize parametre tespit edilmistir. Heparin
immobilizasyon islemi, saf heparin (hep) ve kovalent bag ajanlari ile destekli (hep*)
cozeltiler kullanilarak 3 farkli konsantrasyon Tlizerinden test edilmistir. Yiizeye
tutunumu saglanan heparin miktar1 Toluidine Mavi (TB) boya ile tespit edilmis ve
maksimum heparin tutunumunun saglandigi konsantrasyon, optimize parametre olarak
belirlenmistir. Kovalent bag ajanlari ile destekli heparin ¢ozeltisinin iki basamakta
modifiye edilen PP yiizeyler ile kovalent bag olusturdugu, FTIR-ATR analizinde
saptanan amid I ve II pikleri ile kamtlanmistir. Heparin immobilizasyonu protein
tutunum miktarin1 referans yiizeylere gore oldukc¢a azaltmis, hemokompatibilite
testleri kapsaminda (platelet tutunum, hemoliz, kinetik-kan pihtilasma orani) da
oldukea etkili sonuclar vermistir. Ayrica heparin immobilizasyonunun PP yiizeylerde
antiadherent karakteristigi gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile test edilmis ve
heparinin antibakteriyel mekanizmasimin “temas ile dldiirme” oldugu sonucuna
ulagilmigtir. Son olarak BJ insan fibroblast hiicreleri ile gergeklestirilen testler
sonucunda, gelistirilen yiizeylerin biyouyumlu olduklar1 ispatlanmistir. Titanyum (T1)
tez kapsaminda model metalik malzeme olarak se¢ilmis ve tek basamakta alternatif
akim elektroforetik depozisyon (AC-EPD) teknigi ile heparin modifikasyonu
gerceklestirilmistir. Saf halde heparin depozisyonu, temas agis1 6l¢lim, serbest yiizey
enerji hesaplamalar1 ve ylizey piriizliliik degerleri kapsaminda incelenmis ve
optimize parametre tespit edilmistir. Baslangicta yiizeye depozite edilen heparin
miktar1 TB boya ile takip edilmis olmakla birlikte, ilerleyen deney basamaklarinda s6z
konusu yaklagimin, AC-EPD teknigi ile kaplanan heparin miktarini saptamada yetersiz
oldugu saptanmustir. Ti ylizeylerde heparin depozisyonunun etkisi, PP yiizeylerde
oldugu gibi, protein tutunum miktari, hemokompatibilite testleri, antiadherent
karakteristik ve biyouyumluluk testleri kapsaminda detayli olarak arastirilmistir.
Ozetle, tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalar ile hem PP hem de Ti yiizeylerde
farkli stratejilerle ylizey modifikasyonlar1 gergeklestirilerek heparinin mevcut
antikoagiilan karakteristiginden yararlanmakla birlikte, antibakteriyel, antiadherent ve
biyouyumluluk karakteristikleri de detayli olarak calisilmis ve literatiire

kazandirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Heparin, Polipropilen, Titanyum, Plazma polimerizasyon,

Alternatif akim elektroforetik depozisyon, Biyofilm olusumu, Piht1 olusumu
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ABSTRACT
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HEPARIN IMMOBILIZATION ON THE INTRAVASCULAR CATHETER
SURFACES for IMPROVING ANTITHROMBOGENICITY and
ANTIBACTERIAL ACTIVITY

Hatice Ferda OZGUZAR

TOBB University of EconoMiKs and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Biomedical Engineering Programme

Supervisor: Prof. Dr. Osman EROGUL

Date: April 2023

Implantable materials are tools that are used in the human body for temporary or
permanent, internal or external, treatment or repair, and so on. Nowadays, due to the
growing population and long lifetime, the rate, quantity, and duration of these
materials are also increasing. Therefore, implantable materials should be
biocompatible with the environment in their usage area and be designed to prevent any
complications after the transplant. Within the scope of this thesis, two different
materials were used as polymeric and metallic substrates for surface modification with
an anticoagulation drug that is used in clinics, heparin. Polypropylene (PP) was
selected as a model polymeric substrate and plasma-assisted surface modification was
applied in two steps: (i) oxygen etching and (ii) amine-rich functional group creation.
Surface modification parameters that were held with the plasma polymerization (PIzP)
technique were analyzed with contact angle measurements, surface free energy
calculations, obtaining the maximum nitrogen amount on the surfaces and increasing
the surface roughness values, etc., and the parameters were optimized accordingly.

Immobilization of heparin applied as pure heparin (hep) and covalent bond agent



assisted (hep*) with 3 different concentration values. The amount of immobilized
heparin detected with toluidine blue (TB) dye and the parameter that produces the
maximum amount of immobilized heparin were selected as optimal. Covalent bond
formation between hep* and PP substrates was proven with amide | and Il peaks,
which were detected with FTIR-ATR analysis. Compared to the bare PP substrates,
heparin immobilization provided a lower amount of adhered protein and much more
efficient hemocompatibility testing (platelet adhesion, hemolysis, and kinetic blood
coagulation rate) results. Also, the antiadhesive characteristics of heparin-immobilized
PP surfaces were tested against both gram-positive and gram-negative bacteria strains,
and the antibacterial mechanism of heparin was revealed as "contact killing". Lastly,
the biocompatibility of produced surfaces was tested with the BJ human fibroblast cell

line.

On the other hand, titanium (Ti) was selected as the model metallic substrate, and
heparin immobilization onto the surfaces was held in one step with the alternative
current electrophoretic deposition (AC-EPD) technique. Parameter optimization was
achieved with contact angle measurements, free surface energy calculations, and the
surface roughness values of purely deposited heparin. In the beginning, the deposited
heparin amount was detected with TB dye, but according to further analysis, this
procedure is not appropriate to detect the heparin amount that was deposited with the
AC-EPD technique. The effect of heparin deposition on Ti substrates was examined
detailedly with adhered protein amount, hemocompatibility tests, antiadhesive
characteristics, and biocompatibility, respectively. In brief, within the scope of the
thesis, different surface modification techniques with heparin on both PP and Ti
surfaces were examined. With the help of the anticoagulant characteristic of heparin,
which is already known, also its antibacterial, antiadherent, and biocompatibility

characteristics were examined in detail and brought to the literature.

Keywords: Heparin, Polypropylene, Titanium, Plasma polymerization, Alternative

current electrophoretic deposition, Biofilm formation, Clot formation.
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1. GIRIS

Viicut dokularinin bir kisminin fonksiyonlarini yerine getiremez duruma gelmesi, s6z
konusu ihtiyaci karsilayabilecek yapay olarak gelistirilen malzemelerin kullanimini
glindeme getirmistir. Gegici ya da kalici, dahili ya da harici olarak, tedavi ve/veya
onarim gibi amaglarla viicuda dahil edilen malzemeler implant materyalleri olarak
adlandirilmaktadirlar [1]. Implant materyallerin yiizey &zellikleri, kullanildiklari
ortama saglayacaklari1 biyouyumluluk ve ¢evreye olusturduklari cevap ile direkt olarak
baglantilidir ve in-vivo ortamda uzun siireli kullanim ve performans parametrelerini
belirlemektedir. S6z konusu nedenlerle implant materyal tasariminda Oncelik,
malzemenin kullanilacag1 bolgeye uygun yiizey 6zellikleri gelistirmektedir. Harici bir
materyalin kan ile etkilesime gegmesi durumunda ise, plazma proteinleri s6z konusu
ylizeye tutunacaklar ve pihtilagsma faktoriinii aktive edeceklerdir. Takip eden siirecte,
trombositlerin aktivasyonu ve yiizeye tutunumu ile fibrin ag1 olusacak ve bu durum
piht1 olusumuyla sonuglanacaktir [2]. Bir diger yandan, materyal-iliskili enfeksiyonlar
mikrobial adhezyona neden olmakta ve bu durum biyofilm olusumuna sebep
olmaktadir. Implant materyallerin kullanim siklig1 ve siiresi gdz oniine alindiginda,
ozellikle cerahi miidahale ile yerlestirilen ve uzun siireli kullanimi planlanan
implantlarda basarili bir kullanim ihtimali ortadan kalkmaktadir [3,4]. S6z konusu
problemleri dnlemek adina, implant yiizeylerde kan ile uyumlulugu artirmaya ve ayni
zamanda antimikrobiyal karakteristik kazandirmaya yonelik ¢ok sayida strateji
gelistirilmis ancak etkili ve klinik uygulamalara uyarlanabilecek yeni bir materyal
gelistirilememistir.  Bu nedenledir ki, halen implant materyallerde yiizey
modifikasyonuna yonelik farkli yaklasimlar gelistirilmekte ve ¢ok sayida yaymn
literatiire dahil olmaktadir. Giliniimiizde ilk siralarda kardiyovaskiiler implantlarin
kullanimi gelmektedir ve COVID-19 pandemisinin ekstra vakaya neden oldugu goz
oniine alindiginda hem polimerik hem de metalik implant materyallerde yiizey ve kan
uyumu saglanamamasi durumunda in-vivo ortamda piht1 olusumu gergeklesecek ve bu

durum kisinin/hastanin hayatini tehlikeye atacaktir [5-11].

Gilinlimiize dek korona bosalim, elektron tabanca uygulamasi, X-ray 1ginimi, 1sikla

baslatilmis ark polimerizasyonu vb pek ¢ok yiizey modifikasyon teknigi kullanilmistir
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[12-15]. Bunlarin yani sira, karbon bazli nanopargaciklar [16,17], titanyum oksit [18-
21] ve amorf hidrojen bazli karbon nanoyapilar [22,23] gibi malzemelerle implant
yiizeyleri modifiye edilmis ve sonrasinda kan uyumluluk (hemokompatibilite) testleri

gergeklestirilmistir.

Ormegin; Pandiyaraj ve arkadaslari [26] soguk atmosfetik basing (CAPP) plazma
destekli polimerizasyon teknigini, polipropilen alttaglarda ylizey modifikasyonu amaci
ile kullanarak, PP alttaslar1 heparin immobilizasyonuna uygun hale getirmeyi
amaclayan bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Prekursor olarak akrilik asit (AA) ve
poliethilen glikol (PEG) kimyasallarinin kullanildigi, devaminda heparin
immobilizasyonunun gergeklestirildigi PP ylizeylerde in vitro antitrombojenik
karakteristik platelet tutunum ve protein tutunum c¢alismalar1 kapsaminda
incelenmistir. Heparinin varlig1 platelet ve protein tutunum miktarlarini sirasi ile 10 ve
5 kata kadar azaltmis ancak antibakteriyel/antiadherent karakteristik g¢alismalari
gerceklestirilmemistir. Kang ve arkadaslarmin [110] gergeklestirdigi bir bagka
calismada ise, poliiiretan (PU) alttaglarda plazma polimerizasyon teknigi ile yiizey
modifikasyonu gerceklestirilmis ve PU alttaglar heparin immobilizasyonuna uygun
hale getirilmislerdir. Calisma kapsaminda parametre optimizasyonunun ve
karakterizasyonlarinin detayli olarak ¢alisildigi ve immobilize dilen heparinin yaklasik
%80’inin 100 saat boyunca stabil kaldig1 deneyimlenmistir. Ancak heparin varliginin
PU alttaslar tizerindeki biyolojik etkileri (protein tutunum, hiicre canliligina etkisi,
antibakteriyel ya da antitrombojenik karakteristik) hi¢bir acidan incelenmemistir.
Literatiirde yer alan en kapsamli ¢alismalardan birinde, PP tekstil {iriinleri alttas olarak
kullanilmig ve akrilik asit yardimu ile yiizey modifikasyonu gerceklestirilmistir. Takip
eden basamaklarda ise heparin ve gentamisin biyomolekiillerinin immobilizasyonu
gerceklestirilerek biyolojik testler de dahil olmak iizere detayli olarak test edilmistir.
Hiicre canliligi ve lireme davranisi, S. aureus gram pozitif bakteri susuna karsi
antiadherent karakteristigi lizerine gergeklestirilen calismalarda basarili sonuclar elde
edilerek, gelistirilen yiizeylerin in vivo calismalarda kullanim potansiyeli tasidigi

sonucuna ulagilmistir [123].

Ancak halen gergeklestirilen yiizey modifikasyonlar1 sahip olduklar1 cesitli
dezavantajlar (uzun siireli islemler, diisiik stabilite, yliksek maliyet vb) nedeniyle
idealden oldukc¢a uzak performans sergilemekte ve aragtirma skalasinda kalip klinige

uyarlanamamaktadir. Bir diger yandan, gelistirilen yiizeylerin insanlarda implant



materyal amaglt kullaniminda Oniinii agacak biyolojik testler (protein tutunumunu
engelleyen, hiicre canlilifina negatif etkisi bulunmayan, antibakteriyel ve antiadherent
arayiizey saglan vb) calisilmamistir. Ayrica polimerik alttaslarda sinerjik etki disinda,
heparinin saf halde kullanimi {izerine kurgulanan bir baska ¢alismaya da
rastlanmamistir. S6z konusu nedenler, implant materyal yiizeylerinde etkili ve uzun
stireli stabil, antikoagiilan, antibakteriyel ve antiadherent karakteristikte yiizey

modifikasyonu gerektigi sonucunu halen vurgulamaktadir.

Yukarida deginilen sorunlarin ¢6ziimii adina s6z konusu tez, klinikte giincel ve yaygin
olarak kullanilan antikoagiilanlarin basinda gelen “Heparin” adli glikozaminoglikan
araciligiyla yilizey modifikasyonu iizerine kurulmustur [24,25]. Heparin, anyonik,
yiiksek miktarda siilfat i¢eren bir mukopolisakkarit olmakla birlikte uniform olmayan
bir molekiiler yapiya sahiptir. Ozellikle damar igi implant materyal yiizeylerin kan ile
temas1 durumunda pihtilasma olugmasi, klinikte damardan Heparin enjeksiyonu ile
engellenmektedir. Bu yaklasim, pek cok arastirmacinin biyomalzeme yiizeyine
Heparin tutunumunu saglamaya c¢alismasina neden olmustur. Giiniimiize dek
gelistirilen ¢aligmalarda implant materyallerin kan ile temas eden yiizeylerinde pihti
olusumunu 6nlemek adina, s6z konusu malzemelere hemokompatibilite karakteristigi
kazandirilmaya c¢alisiimistir [26-30]. Ornek olarak bu amac dogrultusunda, farkl
karakteristikteki (hidrofilik, hidrofobik, zwitteriyonik, pozitif ya da negatif yiiklii)
cesitli polimerden yararlanilmistir. Bu nedenle her gecen giin uygulamasi kolay, diisiik
maliyetli ve stabil bir Heparin immobilizasyon stratejisi gelistirilmeye ¢alisilmaktadir
[31].

Heparin immobilizasyonu ger¢eklestirilmek tizere iki grup malzeme kullanilmistir;
Polipropilen (polimerik model) ve titanyum (metalik model). Polipropilen (PP)
kardiyovaskiiler implantlar basta gelmek iizere pek ¢ok biyomedikal uygulamada 6nde
gelen polimer gruplarindan biri oldugundan, tez kapsaminda segilen alttaslardan biri
olmustur [32]. Titanyum (T1) ise 6zellikle yiiksek mekanik dayanimi sebebiyle vena-
cava filtresi ve stent iiretiminde yayginlikla kullanildigindan tez kapsaminda model
metalik alttag olarak secilmistir [33]. Yayginlikla kullanilmalarina ragmen, her iki
alttasta da in-vivo kullanim s6z konusu oldugunda, diisiik hemokompatibilite
karakteristikleri, kan ve implant materyal yiizeyin etkilesimi ile korozyon ve pihti

olusumuna, uzun siireli kullanimda ise implant-iligkili enfeksiyon problemlerine yol



acmaktadir [34,35]. S6z konusu dezavantajlar, her iki alttas1i da Heparin

immobilizasyonu i¢in ideal adaylar haline getirmektedir.

Plazma polimerizasyon (P1zP) teknigi, homojen bir kaplama sunmasi, angstrém
skalasindan baglayan ince film {iretimine olanak tanimasi ve 6zellikle alttasin y1gin
yagisina miidahale etmeksizin ylizey modifikasyonu sagladigi icin giiniimiize dek
yaygin olarak yilizey modifikasyonunda kullanilmaktadir [36-39]. Biyolojik
bilesenlerle temas halinde olacak ylizeyler i¢in, protein, DNA, antibadi vb
biyomolekiiller ile aralarinda kovalent bag olusturmak adina amince-zengin

prekursorlar yaygin olarak tercih edilmektedirler [40-43].

Elektroforetik depozisyon (EPD) teknigi 6zellikle son yillarda diisiik maliyetli, diisiik
sicaklikta calisilarak yiiksek saflikta kaplama imkan1 sunmasi nedeniyle ii¢ boyutlu ya
da karmasik geometriye sahip alttaglarda dahi istenilen kalinlikta homojen kaplama
saglamasi ile on plana ¢ikmaktadir. EPD teknigi genel anlamda organik ¢oziiciiler,
uygulanan gerilimin sivi ortamda elektrolize neden olarak, gaz baloncuklar
olusturmasi, elektrotlarda pH degisimine ve joule i1sinmalarina sebep olmaktadir.
Kullanim smirina neden olan bu dezavantajlar son yillarda yerini, alternatif akim
uygulamasit (AC-EPD) ile ortamdaki sivi ¢ozeltinin elektrolizini engellemekte ve
dolayli yoldan gaz baloncuk olusumunun da Oniine gecerek pH degisimini de
engelleyebilmektedir [44]. Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, biyomolekiil ya da
hiicrelerin, inorganik partikiillerin atimli ya da alternatif akim uygulanmasi
durumunda hatasiz kaplamalar yapilabilmektedir [45,46]. Bu teknik giiniimiize dek
biyosensor uygulama alaninda glukoz oksidaz (GOX) vb enzim depozisyonu i¢in
kullanilarak basarili sonuglar elde edilmesini saglamistir. Cesitli hiicre ve bakteri (E.
coli, S.aureus) tespitine yonelik biyosensor uygulamalri da farkli ¢aligmalarla
gosterilmistir [47-49].

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda s6z konusu doktora tez ¢alismasinda,
Polipropilen (PP) alttaslarda plazma polimerizasyon teknigi (P1zP) ile pozitif yiikli
ince film kaplama islemi, amince zengin prekursor olarak etilendiamin (EDA) ile
gerceklestirilmistir. Yiizey modifikasyon isleminin ardindan heparin immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Titanyum (Ti) alttaslarda ise alternatif akim elektroforetik
depozisyon (AC-EPD) teknigi ile heparin depozisyonu gerceklestirilmistir. Her iki

model yiizeyler de, ilerleyen basamaklarda immobilize edilen heparin miktar1, heparin



stabilitesi, protein  tutunum  davranisi, antibakteriyel karakteristik  ve

hemokompatibilite kapsaminda detayl1 olarak incelenmistir.

1.1 implant Materyaller

Implantlar, viicut yapisim1 desteklemek ya da herhangi bir eksiklik/yetersizlik
durumunda bagvurulan malzemeler olarak adlandirilabilir. Dis hekimligi, ortopedi,
norocerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi, iiroloji, plastic ve yeniden yapilandirici cerrahi
olmak {izere olduk¢a genis bir kullanim yelpazesi bulunmaktadir. Bu denli genis bir
kullanim alanlarinin bulunmasi su ihtiyaglara dayandirilabilir; yarali, hasarli ya da
hastalikli bolgede anatomik anlamda yenilenme gerekmesi durumunda ya da
goriinimdeki bir deformasyonun diizeltilmesi gerektiginde kullanimlart soz

konusudur [50-54].

Kardiyovaskiiler hastaliklar global anlamda erken 6liimiin baslica nedeni olmakla
birlikte her iilke i¢in oldukga yiiklii bir finansal yiik tasimaktadir [55]. Klinikte
uygulanan tedavi yontemleri halen Kritik seviyede hasta olan insanlar igin etkili bir
tedavi saglayamamaktadir. Ancak, kan-temasli materyaller alaninda siiregelen
gelismeler, girisimsel cerrahi ve implante araclarin kullanimimi miimkiin hale
getirmekte ve klinikte hasta hayatin1 kurtarmaya katki saglamaktadir. Ayrica, FDA
onayli ¢esitli kardiyovaskiiler implant markalar1 yilda milyonlarca hastanin fayda
gormesini saglamaktadir. Ancak yine de, halen hastalarin tam anlamiyla iyilesmelerini
saglayacak ideal bir arag bulunmamakta ve kardiyovaskiiler hastaliklarin Oniine
gecilmesini saglayamamaktadir [56]. Ozellikle son iki yilin global saglik sorunu olan
COVID-19 pandemisi, yogun bakim iinitelerindeki hasta yogunlugunu ongoriillemez

miktarda artirmis ve damar i¢i implant kullanim oranini 5 kata kadar artirmistir [57].

Ornegin, endovaskiiler stentler goz 6niine alindiginda, iltihap olusumunu durumunda
midahale gerektirmektedir. Implant yiizeyin kisith hemokompatilibitesi, yilizeyinden
toksik iyon (Cr, Ni, Co) salinimini da tetiklemektedir ki bu durum uzun siireli stent
kullanimlarinda hastalarin 6liimii ile sonuglanabilmektedir [58]. Ilag kapli stent
(DES)’ler ise stent tasariminda son atilimlardan biri olarak degerlendirilmektedir.
Ancak, s06z konusu sistemdeki sorun ise uzun siireli klinik ¢alismalarda kulllaniminin
heniiz miimkiin olmamasidir [59]. Yapilan bir arastirmada stent yiizeyinden salinan
ilacin endotellesme siirecini geciktirdigi ve ilerleyen siirecte trombozise neden oldugu

gosterilmigtir [60]. Stentler ile benzer fonksiyonlara sahip vaskiiler agilar (graft)
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0zellikle coroner arter miidahalelerinde hastalikli damarin yenilenmesinde ya da by-
pass edilmesinde kullanilmaktadir. Ozellikle yarigapt 5 mm’den kiiciik olan yapay
graftlarin diisiik biyokompatibiliteleri restenosis ve trombozise neden olmaktadir. Bu
baglamda, mekanik anlamda elverisli, tromboz olusumunu engelleyebilen [61],
biyouyumlu ve kiigiik-capli bypass graftlar1 klinik uygulamalarda halen ihtiyag

duyulan oncelikle parametrelerden biridir.

1.1.1. Kan-implant arayiizey etkilesimi ve mekanizmasi

Ozellikle kardiyovaskiiler arag-gereglerde, basarisizlikla sonuglanan implant
kullanimimin baslica nedeni, implant yilizeyinin kan-malzeme arayiizeyine uygun
olmamasindan kaynaklanmaktadir [62]. Kardiyovaskiiler sistem ile entegre edilen
materyaller ya da cihazlarda istenmeyen bazi reaksiyonlar kaginilmazdir: (i) malzeme
ylizeyine protein tutunumu ve degisen konformasyonlari nedeni ile biyolejik
fonksiyonelliklerini yitirmeler, (ii) koagiilasyon kaskadini harekete gecirmeleri ve
fibrin olusumuna neden olmalari, (iii) immiin systemin uyarilmasi ile birlikte
tamamlayici pihtilagsma kaskadinin da aktive olmas1 ve bolgesel enfeksiyon olusmast,
(iv) stent ya da yapay graft gibi implantlarda, endotel hiicrelerin hasar gérmesi ve

ilerleyen siire¢te hasarin kontrolsiiz artmas.

Genel anlamda koagiilasyon kaskadi, yapisinda pozitif ileri ve geribildirim
mekanizmalar1 bulunan, dolagim sisteminin gelistirdigi karmasik bir fizyolojik yanit
olarak degerlendirilmektedir [63]. Yabanci bir malzemenin kan ile temas etmesi
durumunda, plazma proteinleri birka¢ dakika igerisinde malzeme yiizeyine tutunur
[64]. Implant yiizeyin fiziksel ya da kimyasal Yiizey karakteristigi, yilizeye tutunan
proteinin doniisiim mekanizmasini tetikleyerek proteinin aktif bolgelerine maruz kalir.
S6z konusu konformasyonel degisim koagiilasyon faktdr XII'yi aktive eder ve bu
faktor de intrensek pihtilagma kaskadini baslatir [65,66]. Sonrasinda ise, kanda
bulunan plateletler, koagiilasyon kaskadinda ki trombine, hasar goren hiicrelerden
salinan adenozin difosfatlara ve kesme kuvveti gibi pek ¢ok dis uyaran cevap iiretir
(Sekil 1.1). Bu siire¢ herhangi bir trombojenik yiizeyde (6rnegin; hasar almis bir
entodelyumda stent yardimu ile igeri girerek ve bolgeyi genisleterek, ya da yapay bir
vaskiiler grafti viicuda yerlestirerek) sirasi ile plateletlerin tutunumu, aktivasyonu ve
agregasyonuna neden olur. Platelet aktivasyonu, stabil bir piht1 olusumuna 6nciiliik

ederek, fibrinlerin de plateletlerle etkilesimi siiresince olusan pihtinin biiylimesini
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saglayarak, implant kullaniminin basarisizlikla sonuglanmasina neden olur [67,68].
Soz konusu nedenlerle platelet aktivasyonunu engelleyen ve fibrinojen deformasyonu
saglayan hemokompatibilitesi yiiksek materyal yiizeyler gelistirmek, sorunun baslica

¢Ozimii olacaktir.

Kanin travmaya
u?ra_masu veya
kollajenle temast

(1) Xl AKktif faktor Xil (Xlia)
« (HMW kininojen, prekallikrein)

(2) Xl Aktif faktor X| (Xla)

| ~Ca*
(3) X - Aktif faktor IX (1Xa)
Vil
Trombin
Villa} Ca*
[ p
|
| \ Y Y
(4) X Aktif faktor X (Xa)
|
(5) - Trombosit
fosfolipitieri Trombin ca*
\Y
Protrombin
aktivatori
Trombosit
fosfolipitleri
Protrombin Trombin
catb

Sekil 1.1: Pithtilasma mekanizmasinin baslatilmasinda intrensek yol [69].

Bir diger yandan, implant-iligkili enfeksiyon vakalarmnin sayisi, implant kullanim
miktarina ve siiresine bagl olarak hizla artmakta, materyal yiizeyine mikrobiyal
tutunumun gergeklesmesi ile biyofilm olusum siireci baglamaktadir. Bu durum cerrahi
miidahale ile yerlestirilen implantin yeniden ayni teknikle ¢ikarilmasi ihtiyacini ortaya
cikarmakta ve biyomalzemelerin insna viicudunda basarili bir sekilde ve siiregte
kullanimini sekteye ugratmaktadir [70,71]. Implant yiizeyine bakteri tutunumunun
baslamasi ile birlikte, viicutta patojen kaynakli enfeksiyonlar baslamaktadir [72].
Yiizeye tutunan hiicreler, polisakkarit matriks salgilayarak, metabolik aktivitelerini
stirdirmekte, biiyiimekte ve bolinmektedir. S6z konusu durum implant-iliskili ya da
biyoiflm-iliskili enfeksiyon olarak adlandirilmaktadir. Biyofilm olusum siiresince,
aklimiilasyona bagli yeni planktonik bakteri hiicreleri olugsmaya devam etmekte ve
dinamik bir ¢evre kirliligi meydana gelmektedir [73]. Bakteri kaynakli biyofilm

olusumu ile birlikte, hastanin antibiyotik kullanimi artacak ve s6z konusu bakteri
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tirleri kullanilan antibiyotige direnc sergileyeceklerdir. Sonu¢ olarak, damar ici
implant materyal yiizeylerinde hemokompatibiliteyi artirmak kadar, bakterilerin
ylizeye tutunmasini engelleyen, hatta ylizey ile temas etmeleri durumunda 6ldiiren

yeni implant yiizeyleri gelistirmek birincil 6nem teskil etmektedir.

1.2 Heparin

Heparin, diiz zincir yapisinda kompleks bir siilfatli polisakkarid, bir baska deyisle
glukozaminoglikandir (Sekil 1.2). Heparini olusturan sakkarid polimerlerinin molekiil
agirliklart 3-30.000 dalton araligindadir. Bu durum standard heparinin birbirinden
oldukga farkli uzunluklarda sakkarid polimerlerinden olusan son derece heterojen bir
yapida oldugunu gostermektedir. Yapisinda yogun miktarda stlfathh grup
bulundurmasi, heparini gii¢lii bir anyonik biyomolekiil yapmaktadir. Boylelikle,
heparin katyonik karakteristikteki biyomolekiiller veya protein yapilar ile kolaylikla
kompleks olusturabilmektedir [74].

-
N
o O H
O/~
Q
OH HN

\O \?<<O

HO O
'\!\}O /(/) HO
HO

Sekil 1.2. Heparin’in kimyasal yapis1 [74].
1.2.1. Heparin’in etki mekanizmasi

Heparin, bir yandan antithrombinin etkisini gii¢lendirirken bir diger yandan da
heparin-kofaktor 11’yi katalizler. Heparin-kofaktor Il de serpin ailesinin 66.000 Da
molekiil agirlikli bir liyesidir ve trombinin spesifik bir inhibitoriidiir [75]. Heparinin,
heparin kofaktor II’nin etkisini artirabilmesi ig¢in de en az 26 sakkarid iinitesinden
olusan heparin zincirleri gerekir. Bu da yaklagik 7.800 Da molekiiler agirligina karsilik

gelmektedir [76,77]. Daha uzun heparin zincirleri kisa zincirlere gére heparin-kofaktor
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II’yi daha iyi aktive eder. Bir diger yandan, daha uzun zincirler heparin-kofaktor II’nin
ticli bir kompleks olusturmak i¢in trombini de baglayabilmektedir [78]. S6z konusu
ticlii kompleksin olusumu thrombin ile heparin-kofaktor II'yi daha yakin bir pozisyona
getirir ve boylelikle etkilesimlerini giliglendirir (Sekil 1.3). Heparin’in, heparin-
kofaktor II ile etkilesimi i¢in pentasakkarid gibi yiliksek afiniteli 6zel bir disakkarid
dizisi yoktur [79]. Bu nedenle heparinin, heparin kofaktér II icin afinitesi
antitrombinden ¢ok daha azdir. Heparin ancak plazmada normal miktarlarinin 10
katindan yiiksek konsantrasyonlarda heparin-kofaktér II iizerinden thrombin

inhibisyonunu hizlandirabilir [80].

Heparin
AT —— Reaktif
merkez
Pentasakkarid
Xa lla
A g AT lla
Antitrombin-faktdr Xa Antitrombin-trombin
kompleksi kompleksi

Sekil 1.3 : Heparin’in etki mekanizmasi [74].

1.2.2. Antikoagiilan etkinin izlenmesi

Heparinin antikoagiilan etkisi hem in-vivo, hem de in-vitro kosullarda olusur ve hemen
ortaya cikar. Bu etki temelde heparinin inaktif durumda ki bir alfa iki globulin
bulunduran AIIT’{ aktif duruma getirmesine dayanir. AIll’e heparin kofaktorii adi da
verilmektedir. Normal kosullarda plazmada 18-30 mg/dl konsantrasyonda bulunur ve
yartlanma omrii 24 ila 36 saat arasindadir. Heparinin antikoagiilan etkisine yiiksek

katki, trombin ve faktdr Xa’nin inhibisyonudur. Heparin aktive ettigi AIIl araciligi ile
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trombinin fibrinojen iizerindeki dogrudan ve aktif trombin olugmasin1 azaltarak inhibe

eder; sonugta fibrinojenin fibrine doniismesini engeller.

Ancak heparinin en 6nemli yan etkisi kanamaya neden olmasidir. Hassas kisilerde cilt
altina enjeksiyon yerinde nekroza neden olabilmektedir. Erken ya da ge¢ (klinik
anlamda Onem arz etmektedir ve 6-10 giin sonunda bile gelisebilir) tipte
trombositopeni yapmasi sorun olusturabilir. Heparin dozu, tam knada aktive eidlmis
parsiyel tromboplastin zamani (aPTZ) ve aktive edilmis koagililasyon zaman (aKZ)
testi ile izlenir. Piyasada bulunan heparin birka¢ farkli hayvan dokusunda elde
edilebilmektedir. Kilogram basina 0.5-1 miligram gibi diisiik dozlarin enjeksiyonu
normalde yaklasik 6 dakika olan pihtilagma siiresini 30 dakika ve {izerine
cikarabilmektedir. Bu etki yaklasik olarak 1-4 saat siirer. Enjekte edilen heparin kanda

heparinaz enzimi tarafindan parcalanir [74].

1.2.3. Uygulama dozlan

Tedavi amaclh heparin ve tiirevlerinin uygulamasini standardize etmek, erkin bir
antikoagulan cevabi almak igin gerekli zamani kisaltmak amaciyla sabit dozlu olarak
ve kiloya gore ayarlanmaktadir. Kiloya gore verilen heparin tedavilerinde akut koroner
sendromlu hastalarda 5.000 U ya da 70U/kg intravendz heparin verildikten sonra,
inflizyon hiz1 12-15 U/kg.saat olacak sekilde devam ettirilmektedir. Aksine, venoz
tromboembolizmi olan hastalarda kiloya gore verilen heparin tedavilerinde 5.000 U ya
da 80U/kg, devaminda 18U/kg.saat inflizyon hizi ile tedavi uygulanmaktadir. Venoz
tromboembolizmi olan hastalarda iki tedavi protokolii de onaylanmis ve ikisinin de
terapotik cevab1 elde etmek i¢in gereken zamani Onemli Olgiide azalttig

gozlemlenmistir [81,82,83].

1.3 Plazma Polimerizasyon (P1zP) Teknigi

Plazma, uyarilmis atom, molekiil, iyon ve/veya radikallerden olusan ve maddenin
dordiincii hali olarak adlandirilan tekniktir [84,85]. Plazma fazi, mikrodalga, radyo
frekans (RF) veya sicak filament bosalim1 sonucu olusan elektronlar yardimiyla gaz
fazindaki enerjik seviyeyi bir {ist seviyeye ¢ikarilarak olusur. S6z konusu faz, bircok
plazma-yiizey reaksiyonunun gerceklestigi alisilmis dist  reaktif bir ortam

olusturmaktadir. Plazma igerisinde yogun miktarda bulunan iyonlar ve uyarilmis
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tirler, hertiir alttasin yilizey Ozelliklerini degistirebilmektedir. Ayrica, plazma
teknikleri alttasin geometrisinden bagimsiz, basarili bir yiizey modifikasyonu

saglamaktadir [86].

Plazma polimerizasyon (PIzP) tekniginin avantajlar1 su sekilde siralanabilir;
malzemenin ylizey enerjisini degistirebilme, yapigma mukavemeti ve biyouyumlulugu
artirabilme vb bircok degisimi malzemenin yi1gin yapisindan ve geometrisinden
bagimsiz olarak gerceklestirebilmektedir. Yine de, bu teknigin en 6nemli avantaji,
malzeme ylizeyini yigin yapisina miidahale edilmeksizin, kimyasal, mekanik,
biyolojik, optik ya da elektriksel yapisini yani yilizey karakteirstigini, yiiksek verimle
degistirebiliyor olmasidir. Yiizey modifikasyonunun yan sira, plazma teknigi ytlizey
sterilizasyonu ve temizliginde, ylizeyin belirli bir desen ile modifiye edilmesinde,

dolayistyla mikroelektronik endiistrisinde de kullanilabilmektedir.

1.3.1. Plazma ile yiizey modifikasyon teknikleri

Plazmanin olusturulabilmesi i¢in gaz halindeki atom veya molekiilden elektron
koparilmali ya da iyonize hale getirilmelidir. Iyonizasyon, atom veya molekiil
disaridan uyarilarak ya da baska bir atom ile ¢arpistirilip daha enerjik hale getirilmesi
ile gerceklestirilmektedir. Gaz, metal ve lazer gibi gesitli plazma kaynaklari
bulunmaktadir. Genel olarak bakildiginda gazdan plazma olusumu, ortamdaki gazin

uygulanan potansiyel etkisiyle ateslenmesi yoluyla gerceklesmektedir.

Dogru akim (DC), radio frekans (RF) 1s1ltil1 bosalim ve elektron hizlandirici rezonans
(ECR) gibi plazma kaynaklarinda plazma olusumunun diisiik basingta gergeklestigi
goriilmektedir. Bunun sebebi, diisiik basingta plazma olusum potansiyelinin
atmosferik basinca kiyasla az olmasi ve akimimn kontrol edilebilir olmasidir. Diisiik
basing plazma kaynaklarinda electron yogunlugunun kontrol edilebilmesinden dolay1
genis alanda homojen plazma olusturulabilmekte ve bu nedenle diisiik basingli plazma

kaynaklar siklikla tercih edilmektedir [87,88].

Bahsi gegen sekilde plazma olusturulduktan sonra yiizeyde polimerizasyon,

aktivasyon, implantasyon, temizleme, daglama vb c¢esitli  degisiklikler
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yapilabilmektedir. Doktora tez kapsaminda, P1zP teknigi yiizeyde polimer ince film

iiretmek ve ylizeyde aktivasyon gergeklestirmek amaci ile kullanilmistir.

Plazma Birikim: Elde edilen kaplamanin yigin yapidan bagimsiz, tamamen farkli

Ozellikler gosterebilmesi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Ikili plazma birikimi,
plazma-graft, ko-polimerizasyon, ve plazma polimerizasyonu bu yoOntemin

gerceklestirilmesi i¢in kullanilan tekniklerdir.

Ikili plazma birikimi, gaz ve metal plazmalarin es zamanl olarak sirasiyla RF ve
vakum ark kaynaklar1 kullanilarak tiretilmesi ile gergeklestirilir. Ikili plazma birikimi,
farkli kombinasyonlarda birk¢a farkli elementten olusan ince filmlerin olusumuna
olanak saglamasndan dolay1 ince film teknolojileri arasinda yaygin olarak

kullanilanlardandir.

Polimerik malzemeler plazmaya maruz birakildiginda, polimer zincirlerinde radikaller
olugsmaktadir. S6z konusu radikaller, s1v1 veya gaz fazdaki monomer ile karsilastiginda
polimerizasyon reaksiyoununu baglatabilmektedir. Boylelikle, yilizeyde graft
kopolimerizasyon gerceklesebilmektedir. Plazma-graft kopolimerizasyonunda ise,
oncelikle polimer plazmaya maruz kalarak plazmadaki elektronlarin elastik olmayan
carpismalart  sonucu yiizeydeki polimer zincirlerinde radikal olusumu
gerceklesmektedir. Sonrasinda, polimer yiizeyleri monomere maruz birakilarak

ylizeyde plazma-graft kopolimerizasyon gergeklestirilebilmektedir.

Bu teknik genellikle yiizey hidrofilisitesini degistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
dogrultuda, polimer ylizeyinde radikallerin olusumu i¢in 6ncelikle argon, helium veya
azot plazmasina kisa siireligine maruz birakilir. Daha sonra, Yiizey yiiksek sicaklikta

monomer buharinda belirli bir siire bekletilerek kaplama gergeklestirilir.

Plazma polimerizasyon yonteminde ise, monomerden polimer sentezi plazmada
bulunan enerjik elektron, iyon ve/veya radikaller yardimi ile yapilmaktadir. Plazma
polimerizasyonu, iyon ve radikallerin yardimi ile ger¢eklesmesinden dolay1 geleneksel
polimerizasyon yontemlerine kiysala fakrlidir. Genel olarak, plazma polimerizasyonu
sonucunda olusan monomer ile polimerik ince filmin kimyasal kompozisyonu,
geleneksel radikal veya iyonik polimerizasyon reaksiyonu sonucunda olusan monomer
ile elde edilen polimerden farklilik gostermektedir. S6z konusu farklilik, polimer
olusum mekanizmasindan kaynaklanmaktadir. Plazma ile plazma polimerizasyonu;

monomerden radikal olusumunun plazma aktivasyonu ile saglanmasi, olusan
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radikallerden rekombinasyonu ve rekombine molekiillerin yeniden etkilestirilmesi
asamalarini igermektedir. Elde edilen polimer geleneksel polimerizasyon reaksiyonlari
sonucu sentezlenen polimerden farkli olarak, tekrar eden monomer birimleri, capraz

bagli, pargali ve yeniden diizenli karmasik birimler igermektedir [84-86].

1.3.2. Plazma polimerizasyonunu (PIzP) etkileyen parametreler

Plazma dogasi geregi kaotik bir ortam olmasinin yani sira bosalim giicii, uygulama
siiresi, basing, kullanilan monomerin kimyasal yapisi, modifiye edilecek olan
malzemenin reaktor igerisindeki konumu, reaktoér dizayni, sicaklik ve kullanilan
jeneratoriin frekans araligi gibi bircok degiskenden etkilenmektedir. Kullanilan
cithazin dizaynina gore s6z konusu degiskenlerden bazilar1 olusturulan ince filme etki
etmemektedir. Ornegin; bu calismadaki gibi tek bir diisiik RF plazma sistemi
tizerinden yiiriitiilmesi durumunda, reaktér dizayni, kullanilan jeneratoriin frekans
aralig1 ve sicaklik parametreleri etkisiz hale gelmektedir. Ancak bosalim giicii,
uygulama siiresi, monomerin kimyasal yapisi ve basing (akis hizi) kaplama

optimizasyonu siiresince dikkat edilmesi gereken parametrelerin basinda gelmektedir.

Bosalim Giicii:

Bosalim giicli, sivi veya gaz haldeki monomerden plazma haline gecmek igin
uygulanan giictiir. Plazma hali, monomerdeki en zayif bagin kirilmasina yetecek
bosalim giicii verildiginde olugmaktadir. S6z konusu esik deger gegildikten sonra
bosalim giicti artirildik¢a bag enerji siralamasina gore diisiikten yiiksege bag kirilimi
gerceklesmektedir. Her farkli bag kirilimi, farkli radikallerin olusumuna sebep
olacagindan elde edilen ince filmlerin kimyasal yapis1 birbirinden farkli olmaktadir.

Bu nedenler, bosalim giicii calisirken dikkat edilmesi gerkeen en 6nemli parametredir.

Uvygulama Siiresi:

Uygulama siiresi ise kaplamanin kimyasal yapisina etki etmeyen ancak kaplama

kalinlig1 ile dogrudan baglantili olan bir parametredir. Uygulama siiresi arttik¢a ince
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filmin kalinlig1 artmaktadir. Bu sebeple amaca yonelik uygulama siiresi optimizasyonu

yapilmalidir.

Basing:

Plazma islemi sirasinda kullanilan akis hizi dogrudan reaktdr icerisinde ki basinci
etkilemektedir. Reaktor i¢i basing ise reaktorde bulunan monomer miktar1 ile
ilintilidir. Basincin yiiksek oldugu durumlarda uygulanacak bosalim giiciiniin diisiik
oldugu hale gore daha yiiksek olmasi gerekmektedir. Aksi halde, birim monomerdeki
hedeflenen bagi kirmak igin gerekli gii¢ uygulanamayacak, dolayisiyla istenilen

kimyasal yapida ince film veya modifikasyon elde edilemeyecektir.

Monomer Secimi:

Kullanilan monomerin kimyasal yapisi ise, plazma islemini dogrudan etkileyen bir
diger parametredir. Amaca uygun monomer se¢imi ve modifikasyonu sonucunda
beklenen fonksiyonel gruplarin olusumu monomerin kimyasal yapisina baglhdir.
Dogru monomer se¢ilmedigi taktirde bosalim giiciinii, uygulama siiresini veya basinci
degistirmek, istenilen sonuca ulastiramamaktadir. Ayrica secilen monomerin yapisi
(diiz zincirli veya halkali) monomerdeki baglarin kirilma 6nceligini yani ince filmin

yapisini degistirdigi igin bu parametreye 6zellikle dikkat edilmelidir [89].

1.4 Elektroforetik Depozisyon (EPD) Teknigi

Elektroforetik depozisyon (EPD), elektroforez ve depozisyon olmak iizere iki farkl
siirecin kombinasyonu seklinde tanimlanabilir. Elektroforez, bir silispansiyondaki
yiiklii pargaciklarin elektriksel alan uygulanmasi halindeki hareketlerini igerir. Diger
tekniklere kiyasla sundugu oncelikli avantaj, oldukga yiiksek saflikta malzeme
birikimine olanak saglamasi ve farkli kompozisyonlardaki metal yapilar iizerine
kaplama yapma olanag1 sunmasi ve boylelikle biyomedikal uygulama alanlarinda her
gecen giin kullanimi1 artmaktadir [90]. Depozisyon ise mikro ya da nanopargaciklarin

koagiilasyon sonucu yogun kiitleler olusturmasi seklinde tanimlanabilir [91]. Ancak
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depozisyon isleminin etkin, konformal ve homojen bir kaplama saglayabilmesi i¢in

net yiik tasiyan, kararli bir stispansiyon gerekmektedir [92].

Elektroforetik depozisyon (EPD), kararli bir siispansiyondan gelen yiikli
pargaciklarin, zit yiiklii altindaki bir substrat yilizeyinde dogru ya da alternatif (DC/AC)
akim altinda biriktirilmesini iceren bir tekniktir. Bu yontem ile, toz halindeki
malzemenin karmagik yapili elektrotlar iizerine homojen birikmesi saglanabilir. Y1gin
seramiklerin olugsmas1 durumunda, biriktirme yapilmis elektrotun depozitten ayrilmasi

gerekir [93].

Standart bir EPD isleminde, ¢alisma elektrodu (alttas materyal, working electrode) ve
sayicl elektrot (counter electrode) olmak {izere iki adet elektrot c¢ozeltiye
daldirilmalidir. Elektriksel alan uygulandiginda, ytiiklii pargaciklar, zit yiiklii elektroda
dogru hareket etmeye baslayacaklardir ve boylelikle elektrot yilizeye depozite olarak
kaplama islemi gergeklesecektir. EPD tekniginin diisiik-maliyet, yiiksek saflik ve
teknigin basit bir sekilde uygulanmasit vb avantajlari, s6z konusu teknigin
biyomalzeme modifikasyon stratejileri arasinda yer almasmi saglamistir[90]. Bu
sekilde, oldukca genis alanda malzeme ve alttas cesitliligi ve geometrisi kullanilarak
diisiik maliyetli kaplamalar gerceklestirilebilmektedir. EPD tekniginde oldukc¢a yaygin
tercih edilen organik ¢oziiciiler, uygulanan gerilimin sivi ortamda elektrolize neden
olarak, gaz baloncuklar1 olusturmasina, elektrotlarda pH degisimine ve joule
isinmalarina sebep olmaktadir. Bu durum EPD kullaniminda kisitlara neden
oldugundan, giiniimiizde atimli direkt akim (pulsed direct current) ya da alternatif akim
(alternative current (AC)) uygulanmasina agirlik verilmesine neden olmustur.
Ozellikle alternatif akim uygulanmasi durumunda ortamdaki ¢dzeltinin elektrolizi
engellenebilmekte ve dolayli yoldan baloncuk olusumunun 6niine gegilebilmekte ve

bu duruma bagli pH degisimi de engellenebilmektedir [95].

Yapilan caligmalar gostermektedir ki, biyomolekiil ya da hiicrelerin, inorganik
partikiillerin atiml1 ya da alternatif akim uygulanmasi durumunda sorunsuz kaplamalar
yapilabilmektedir [46]. Glukoz oksidaz, beta-galaktosidaz ve glutamat oksidaz
depozisyonlari platin yiizeylerde gerceklestirilerek biyosensor uygulamalarinda sirasi
ile glukoz, laktoz ve glutamat tespitinde kullanilmislardir [47-49]. Boylelikle AC-EPD
tekniginin ~ biyomolekiil  depozisyonunu uygun yiizeylerde basar1 ile

gerceklestirebildigi ispatlanmistir [45]. Literatiirde yer alan bir bagka calismada ise
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AC-EPD teknigi ile titanyum alttaglarda hem enzim aktivitesi hem de S. epidermidis

ve P. aeruginosa suslarina karsi antibakteriyel karakteristik sergilemistir [49].

1.4.1. Elektroforetik depozisyonu (EPD) etkileyen parametreler

Depozisyon Potansiveli:

Depozisyon siiresince uygulanan potansiyel, olusturulan ince filmin kalitesi ve
stabilitesi lizerinde énemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalar, cesitli gerilimlerde

olusturulan filmlerin parcacik boyutlarinda farklilik olusturdugunu gostermistir [90].

Cozelti pH’s1:

Cozelti icerisindeki H iyonlarinin konsantrasyonu, elektrolitin pH 11 etkileyen bir
diger faktordiir. H iyonlarmin artmasi pH degerini diislirirken, azalmasi ise pH
degerinin artmasina neden olur. Bu baglanti, pH degisiminin ince film kalitesini

etkilemektedir.

Akim Yogunlugu:

Elektrot ylizeyinin birim alan basina, gecen akim olarak tanimlanabilir. Akim
yogunlugunun dsiik ya da yiiksek olmast filmin kimyasal yapisini ve yiizey
morfolojsini direkt olarak etkiler. Diisiik akim yogunlugu, kaliteli ince film tabakalari

olusturmak i¢in avantaj olarak goriilmektedir [94].

Elektrolit Sicaklhigi:

Elektroforetik depozisyon islemi siiresince istenmeyen faz degisimlerini engellemek
amaciyla daha disiik sicakliklarda calisilmas: gerektigi yapilan caligmalarla

desteklenmektedir [95].

Cozeltide Kullanilan Kimvyasal Maddeler:

Cozeltinin kimyasal kararliligin1 artirmak, istenen seviyede elektroforetik hareketliligi
saglamak, ince film tabakasi olusturmak ya da olusan filmin kaliteSini artirmak

amaciyla elektrolit ¢ozeltisi icerisine katki maddeleri eklenebilmektedir.

1.4.2. Alternatif akim elektroforetik depozisyon (AC-EPD)

Direk akim (DC) kaynaginda elektrik yiik tek yonlii bir akis izlerken, alternatif akim
(AC) kaynaginda elektrik yiikii pozitif ve negatif yonlerde periyodik olarak yon
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degistirir. Bu nedenle, AC alanda parcacik dinamizmi DC alana kiyasla oldukga
karmagiktir. Bu duruma bagl olarak, AC alan ile ¢ozeltideki partikiil arasinda olusan
kuvvetler siras1 ile uygulanan frekans degerine, partikiil biiylikliigiine, elektrolit
iletkenligine, elektrik alan dagilimina ve elektriksel ¢ift tabaka boyunca iletilen

kapasitans degeri, dogrudan elektrokimyasal tepkimeyi etkilemektedir.

Asimetrik AC dalga formunda sinyal kullaniminda ise voltaj-siire sinyalinin altinda
kalan alan pozitif ve negatif bolgelerden olusmaktadir. Bu durum uygulanan elektrik
alan yOniiniin sirasi ile pozitif ve negatif yiikle yliklendigini ve sinyal biiyiikliiklerinin
birbirine esit olmamasi nedeni ile net yiik degerinin asla sifir olmamasini
saglamaktadir. Boylelikle, yiiklii pargacik negatif yiikk degerine sahip elektroda
ulasmak amaci ile siirekli hareket halinde olacaktir. Asimetrik AC sinyalin baglica
avantaj1 kaliteli kaplama sunmasidir. Clinkii deney siiresince partikiil oryantasyonuna
bagl elektroliz gerceklesecek ve ¢ozeltideki ylik ayn1 zamanda partikiiliin hareketine

etki edecektir [46].

Bu teknik ile uygulama yaparken dikkat edilmesi gereken yalnizca birka¢c madde

vardir ve asagida siralanmistir:

- Kaplama esnasinda yiizeyde baloncuk olusumunu engellemek adina, sisteme

uygulanan akim degeri artirilirsa, frekans degeri de es zamanl artirilmalidir.

- DC akim kaynagma kiyasla, gerceklestirilen depozisyon miktar1 daha az
olabilecegi halde, kaplama kalitesi ¢cok daha yiiksek olacaktir (AC kaynakta

baloncuk olusumu engellendigi i¢in).

- Uygulanan AC alan degeri DC bilesenden giiclii ise, liretilen mikroyaou daha

basaril bir sekilde oriente olacak, yani kaplama kalitesi artacaktir.

1.5 Yiizey Analiz Teknikleri

1.5.1. Ultraviyole goriiniir bolge (UV-Vis) molekiiler absorbsiyon spektroskopisi

Absorbans spektroskopisinin temel amact, belirli bir malzeme tarafindan emilen veya
iletilen 151k miktarinin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak nicel anlamda ifade
edilmesidir. Bdylelikle, analizi yapilan igerigin atomik seviyede gerceklesen

elektronik gecisler hakkinda bilgi edinilebilir. Izole edilmis atomlar durumunda sadece
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elektronik gecisler meydana gelirken, molekiiller s6z konusu oldugunda donme ve

titresim hareketleri de ger¢eklesmektedir [96].

Isik malzemeyle temasinda, malzeme etkilesim absorbsiyon (A), sagilma (S), yansima
(R) veya kirilma gibi yollarla olmaktadir. Beer-Lambert yasasi tiim bu etkilesimler
sonucu iletilen 151tk yogunlugunun (1) gelen 1s1k yogunluguna (lo) oranini yani
transmitans1 (T) ifade etmek icin kullanilir. Absorbsiyon ise, transmitans degerinin
dogal logaritmasinin tersi olarak hesaplanmaktadir. Esitlik 1.1 ve 1.2 kullanilarak,
analiz edilen malzemenin konsantrasyonu hesaplanmaktadir [97]. Denklemde; kj,;
gelen 15181n dalga boyu ve malzemenin tiiriine bagli bir sabit olan ateniiasyon
katsayisini, €: molar absorbsiyon katsayisini, 1: optik yolu, C ise absorbsiyon islemini

gerceklestiren ¢ozeltinin konsantrasyonunu ifade eder.

~=etl=T (1.1)

0

—In(y) = A=kl = £Cl (1.2)

0

UV-Vis spektroskopisi, malzemelerin 1sikla etkilesim 6zelliklerinin incelenmesinde
kullanilan bir tekniktir. Morotesi bolge 200-400 nm, goriiniir 151k bolge 400-800 nm
dalga boylar1 arasindadir. UV-Vis spektroskopi, bir Tungsten ya da déteryum 11k
kaynag kullanilarak iiretilen 1s51n demetinin bir malemeyle etkilesimi sonrasindaki
degisiminin incelenmesini saglamaktadir. Ayrica iletkenlerin enerji bant degerlerinin,
metallerinse oksidasyon basamaklarinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir

[96,98].

1.5.2. Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FTIR) spektroskopi

Temel ¢aligma prensibi, cihazin parlayan siyah gdvdeli bir kaynaktan IR skalasinda
151n liretmesine dayanmaktadir. Sonrasinda s6z konusu 1s1n, interferometreye gegerek
orada farkli yol uzunluklarinda kirislerin rekombinasyonu, interferogram adli yapici
ve yikicr girisimi olusturur. Isin numune bolmesine girerek, 6rnek interferogramdan
numunenin karakteristigi olan spesifik dalga boyundaki enerjiyi absorblar. Ardindan,
dedektor tiim frekanslar igin es zamanli olarak topladigi 6zel interferaogram
sinyallerini zamana karsilik gelen enerji seklinde Olcer. Bu siirecte, referans ornegi

taranir ve son olarak, arzu eidlen spektrum, numune spektrumundan arka plan
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spektrumu otomatik olarak ¢ikarildiktan sonra FTIR yazilimi sayesinde bilgisayar

ekraninda gorsel olarak ifade edilir [99].

FTIR spektrometeresi genis spektrum araliklarinda yiiksek c¢oziiniirlikli veri
toplayabilir. Elektromanyetik 151k dizininin kizil 6tesi bolgesi 14.000 cm™ ile 10 cm™
arasindadir. Yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR;4.000-14.000 cm™), orta dalga boylu
kizil tesi (MIR;400-4.000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR;4-400 cm™)
olmak iizere li¢ bolgeden olusmaktadir [100]. FTIR cihazi ile kizil &tesi bolgedeki
absorbsiyon ya da tranmitans bandi incelenerek, molekiil igerisinde spesifik

fonksiyonel gruplar belirlenebilir.

1.5.3. X-Ism fotoelektron spektroskopi (XPS)

Elektron spektroskopisinin temeli; atam ya da molekiillerin X-151n1 ile bombardmani
strasinda, molekiilden ya da atomdan firlatilan elektronun kinetik enerjisinin 6l¢iimiine
dayanmaktadir. Bombardman sonrasi olusan iyon, firlatilan elektronlarin, atomun ig
kabuklarmin herhnagi birinden ¢ikmasi sebebiyle “uyarilmis iyon” olarak
adlandirilmaktadir. Atomdan firlatilan fotoelektronlara ait kinetik enerji dagilima,
ornege gonderilen X-1s1minin enerjisine ve elektronun 6rnege baglanma enerjisine

bagli olarak degigsmektedir.

Bu 6lgiim yontemi kati yiizeylerin analizinde yayginlikla kullanilmaktadir. Ornek
maddenin elektronlar ile bombardmani sonucu elde dilen pozitif yiikli iyonlar,
malzemenin yiizeyinde pozitif yiik birikimine sebep olmaktadir. Bu durum ise
firlatilan elektronlarin kinetik enerjilerini azaltabilmekte ya da elektronlarin
firlatilmasin1 engelleyebilmektedir. Bu yontemde, kimyasal kayma degerleri ve

baglanma enerjileri degerleri atomik skalada 6l¢iilmektedir [101].
1.5.4. Temas agis1 (CA) dl¢iimleri

Temas agis1 ol¢iim cihazi, malzemenin iist yiizeyindeki kimyasal yapu ile ilgili fikir
verebilen, ucuz ve kullammmi kolay bir yiizey karakterizasyon teknigidir. Bu
cihazin calisma prensibi, yiizeye damlatilan cozelti ile ¢cozeltiyi ¢cevreleyen ortam
arasindaki yogunluk farki sonucu olusan damlanin sekli ve damlanin kat1 yiizey

ile arasindaki acis1 iizerinden yiizey hidrofilisitesi ile ilgili bilgi edinilmesine
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dayahdir. Yiizeyde hidrofilik gruplarin fazla olmasi durumunda, yiizey acisi

90°’nin altina diismekte, hidrofobiklik arttiginda ise iizerine ¢ikmaktadir [102].

1.5.5 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu, malzeme yiizeyinin topografik 6zelliklerini yiiksek
¢Oziiniirleiik ve dogruluk ile gdzlemlenmesini ve 6l¢iilmesinin saglayan bir tekniktir.
Malzemenin, diger mikroskobik yaklagimlarda oldugu gibi biiyiitiilmesinden ziyade,
ylizeyinin taranmasina ve yiikseklik profilinin 6l¢iilmesine olanak saglar. Bu sekilde
bir numunedeki atomlarin tekli diizenini ve/veya molekiillerin yapisini kristalinitesini
gosteren li¢ boyutlu goriintiilerin elde edilmesini saglar. Ayrica drnege ait ylizey
topografisinin yani sira; ince filmlerin kalinligi, faz farklari, elektriksel iletkenlik ve

manyetik alan yoniindeki farkliliklar da bu teknikle saptanabilmektedir.

Yontemde temel olarak, atomik boyutta sivriltilmis ige ucu kullanilarak farkl
modlarla tarama yapilir ve taranan yiizeyin topografisi, ylikseklik profili vb 6zellikleri
goriintiilenerek analiz edilir. Kullanilan igne ucuyla yiizey etkilesimine bagli olarak
farkli modlarla goriintii olusturulabilir. Bahsi gecen modlar; ignenin yilizeye temas
ettirilerek uygulandig1 temas yontemi (contact mode), ignenin yiizeye temas etmedigi
(non-contact mode) ve ignenin yiizeye vurulmasi seklinde uygulandigi yontem
(tapping mode) olarak siniflandirilmaktadir. Genellikle, topografisi belirlenecek

malzemenin Ozellikleri ve yapilacak analizin tlirli mod se¢imini belirlemektedir

[103,104].

1.5.6. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), elektron demeti yonlendirilen numune
ylizeyinden yiiksek ¢oziiniirliikte ti¢ boyutlu goriintii almay1 saglayan sistemlerdir.
SEM cihazi, elektron optik kolonu, vakum sistemi, elektronik kisim ve yazilimdan
olusur. Kolon, 6rnek iizerindeki lensleri elektronu ince bir noktadan gecirerek drnege
odaklamak i¢in gereklidir [105]. SEM temel anlamda, elektron tabancasi ve kontrol
konsolundan olusmaktadir. Elektron kolonu, elektron tabancasi ve lenslerle ornek
ylizeyine hareket eden elektronlarin olusumundan, hizlandirilmasindan ve ornek
tizerine hizlandirilan elektronlarin odaklanmasindan sorumludur. Kontrol kolonu ise

elektron demetinin kontroliinde etkilidir. Kolon tizerindeki elektron tabancasi, numune
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ylizeyine 1 nm ¢apindan kiigiik bir noktaya odaklanmis ve 0.1-30keV enerji araliginda
hizlandirilan elektron demetini iiretir ve diisiik basingta (10 Pa) calisir. iki ¢ift
elektromanyetik saptirict bobin kullanilarak elektron demetinin 6rnek iizerini
siipiirmesi saglanir. Ik bobin ¢ifti elektron demetini mikroskobun optik ekseninden
disar1 iterken ikinci bobin ¢ifti bu demeti eksene dogru biiker. Bu elektron demeti,
numune lizerinde dikddrtgen bir 1zgarada taranir ve elektron demeti ile etkilesen
numune tarafindan olusturulan sinyallerin yogunlugu dlgiilerek kaydedilir. Bu
yontemin en biiyiik avantaji; 1s1k mikroskobuna kiyasla oldukca biiyiik Ol¢eklerde,
ayrintili goriintii sunmasidir. Elde edilen goriintiiniin siyah beyaz olmasi ise kaynak
olarak elektron demetinin kullanilmasindandir. SEM’de morfolojik analiz yapilacak
ornegin iletken olmasi gerekmektedir. Analizi yapilacak yiizey yalitkan ise, 6l¢lim

oncesi uygun kaplamalarla (Au, Pd vb) iletken hale getirilmesi gerekmektedir [105].

1.5.7. Spektroskopik elipsometri

Spektroskopik elipsometri, uzun yillardan beri ince film analizinde 6ncelikli olarak
tercih edilen bir tekniktir. Bu teknik, film kalinhigi, yilizey piriizliligi, arayiizey
piiriizliiligii ve optik parametreler gibi gelistirilen filmin pekgok karakteristigini analiz
edebilmektedir. Ancak elde edilen verilen salt kullanilmasindan ziyade, AFM vb farkli
teknikler ile de desteklenmesinde fayda goriilmektedir. Modelleme kapsaminda,

tabaka sayisi belirlenmeli ve her bir film bir tabaka olarak isleme alinmalidir [106].

Ornekten yansimanin, gonderilen polarize 151kta meydana getirdigi degisim p-polarize
151k (Rp) i¢in 6rnek yansima miktarinin ve 6rnek yiizeyinden yansiyan s-polarize 1sik
(Rs) miktarina orani olarak tanimlanabilir. S6z konusu oran kompleks bir say1
olacagindan, genellikle p olarak tanimlanir ve elipsometrik parametreleri y (psi) ve A
(delta) olarak adlandirilir (Esitlik 1.3). Esitlige gore, tan (y) p- ve s- polarize 15181
yansima oraninin bilylikliiglinii tanimlarken, A ise yansiyan p- ve s- polarize 1s1iklarin

faz degisimlerini tanimlamaktadir.

R .
p= R—I: =tany.e"d (1.3)
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2. POLIPROPILEN (PP) YUZEYLERDE PLAZMA POLIMERIZASYON
(PIzP) DESTEKLI HEPARIN IMMOBILIZASYONU

2.1 Materyal ve Metot

2.1.1. Materyal

Heparin sodyum tuz (>180 USP birim/mg), N-(3-dimetil aminopropil)-N’-
etilkarbodiimid (EDC), N-hidroksisuksinimid (NHS), toluidin mavi boya, sitrat
tampon ¢ozelti (0.09 M), s1gir serum albumin (SSA), gluteraldehit (%25 su igerisinde),
polipropilen yaprak (10 m uzunluk x 0.05 mm kalinlik), mimimum gerekli besiyeri
(MEM), fetal sigir albumin (FBS), sodyum piriivat ¢ozeltisi, Dulbecco fosfat tampon
cozelti (DPBS) ve 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoltum bromit (MTT) Sigma
Aldrich’ten (NJ,USA) alinmigtir. L-glutamin, penisilin-streptomisin, %0.25 Tripsin ve
%0.005 EDTA Biological Industries Ltd’den tedarik edilmistir (Haemek, Israil).
Normal insan BJ deri fibroblast (ATCC CRL-2522) hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC, VA,USA) temin edilmistir. Dimetilsiilfoksit (DMSO) ve
ethanol ise ISOLAB Laboratuarindan satin alinmistir (GmbH, Eschau,Almanya).

2.1.2. Metot

2.1.2.1.PP yiizeylerde PlzP ile yiizey modifikasyonu

Oncelikle, PP yapraklar 1 x 1 cm?’lik yiizey alanina sahip parcalara kesilmis ve sirasi
ile etanol ve ultra-saf su ile ultrasonik banyoda 30 dakika temizlenmistir. Herbir islem
3 defa tekrarlanmistir. Herbir PP yiizey cam alttaglara tutturularak desikatorde

kullanima dek muhafaza edilmistir.

Iki basamakta gerceklestirilen yiizey modifikasyonu Radyo frekans/diisiik basing
(RF/DB, 13.56 MHz) plazma cihaz1 kullanilarak (Pico, Diener Elektronik
GmbH,Almanya) orneklerin paslanmaz c¢elik haznenin (150 mm ¢ap, 320 mm
uzunluk) merkezine yerlestirilmesi ile gerceklestirilmistir. Plazma iglemi 6ncesi, ilk

olarak plazma haznesi vakumlanarak (Trivac 2.5E, Leybold Vakum GmbH,Almanya)
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basing degerinin 0.14 mbar seviyesine diismesi saglanmistir. Kontaminasyonu
onlemek adina, plazma islemi ncesi hazne (100 Watt 15 dakika) prekursor ile (oksijen
ya da amince zengin prekursor) beslenerek bir sonraki modifikasyon islemine hazir

hale getirilmistir [107].

Referans polipropilen (bare PP) alttaslarda yiizey aktivasyonu Oksijen plazma ile 100
Watt giiciinde ve 15 dakika siiresince gerceklestirilmistir [107]. Ikinci basamakta,
oksijen ile aktive edilen PP yiizeyler (O2 -PP) etilendiamin (EDA) ve amonyak (NHz3)
prekursor karisimi [EDA: NH3, 1:1 (h:h)] kullanilarak yeniden plazma polimerizasyon
islemi uygulanmistir. O2 -PP ylizeylerde amince zengin ince film (NH2-O2-PP)
olusumunun optimize edilmesi i¢in 25-100 Watt arasi plazma giici uygulanmis ve

uygulama siiresi 15 dakika, plazma basinci ise 0.14 mbar degerinde sabit tutulmustur.

Heparin heterojenik yapida polianyonik bir glukozaminoglikan iiyesi olmakla birlikte
yapisinda pekgok fonksiyonel grup barindirmaktadir (-COOH, -OH ve -SOg).
Klinikte, serbest formda heparin enjeksiyonu damaryolu ile uygulandigindan
solumada giigliikk, kanama vb gibi immunolojik reaksiyon gelistirme riski soz
konusudur. Bu nedenle etkili bir heparin immobilizasyonu gelistirilmesi damar ici
implantlar i¢cin oldukea kritik ve dikkatle optimize edilmesi gereken bir yaklagimdir
[108]. Calisma kapsaminda, iki farkli immobilizasyon methodu test edilerek heparin
immobilizasyon kapasitesi ve biyolojik aktivitesi arastirilmigir: Elektrostatik
adsorpsiyon ve c¢agraz-baglama. Fiziksel adsorpsiyon alttaglarin (NH2-O2-PP), sitrat
tampon ¢ozeltisi kullanildig: farkli konsantrasyonlarda heparin ile (3, 10 ve 30 mg/ml,
pH:7.4) direk muamelesi ile gerceklestirilmistir. Ayrica, capraz-baglama i¢in EDC ve
NHS karisimi (EDC:NHS, 4:1 (kiitlece)), heparin ¢ozeltisine eklenmistir (1:1, kiitlece)
[109]. S6z konusu ¢ozelti 3 saat boyunca 25° C’de karistirilarak heparin yapisindaki

karboksil gruplarimin aktivasyonu saglanmis, ve bu gruplarla plazma modifiye PP
yluzeylerde bulunan amin  gruplarma  kimyasal anlamda  tutunumlar
gerceklestirilmistir. Ayrica, referans PP (bare PP), plazma modifiye O2-PP ve NH;-
O2-PP alttaglar heparin ¢ozeltisi ile (hep: fiziksel adsorpsiyonu, hep*: capraz
baglanmay1 temsil etmektedir) 24 saat boyunca 37°C ‘de calkalamali inkiibator

(Innova 40R, New Brunswickik, Almanya) ortaminda muamele edilmislerdir. Heparin
immobilizasyonu tamamlanan yiizeyler ticer defa PBS (pH:7.4) ve ultra saf-su ile

yikanarak, tutunmayan heparinin uzaklastirilmas: saglanmistir. Ayrica yikama
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suyunda heparin varligi Toluidin mavi (TB) boya ile kontrol edilmis, yikama suyunda
heparin goriilmedigi asamaya dek yikama islemlerine devam edilmistir [110].

Calismanin bu basamagi Sekil 2.1’de detayli olarak gosterilmektedir.

waheparin immobilizasyonu>
— [ | [ ]
I:l (i) adsorbsiyon

Plazma yiizey

b-PPs aktivasyonu ve 0,-PPs (ii) kovalent baglama (¥)  hep-NH,-0.-PPs
fonksiyonellestirme ~ NH2-0:-PPs hep*-NH-0.-PPs
Sawess o] — S — ()
E coli ﬁ ‘ o~y —> tﬁp:
- — — -

T 24h,37°C hep*-NH,-0,-PPs TSA agar plak )
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T/ \b_PP - —” —bb-PPs

J ™S | - hep*-NH-0,-PPs
Platelet zengin | 7 E .
plazma (PRP) hep*-NH,-0,-PPs 221 37°C
Y
o s — =
: . el
> PPy S hept-NH,-0L-PPS
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hii A hep*-N]:I;-Oz-PPs
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Sekil 2.1: Plazma destekli biyomalzeme iiretimi ve biyolojik testlere ait ¢oklu

deney basamaklarinin sematik gosterimi.

2.1.2.2.Yiizey modifikasyonlarimn fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu

Plazma polimerizasyon isleminde parametre optimizasyonu i¢in Oncelikle PP
alttaslarin yiizey topografileri Atomik kuvvet mikroskobu (AKM, Asylum, Asylum
Research, Oxford Instruments, Oxford BK) ve spektrometrik elipsometri (SE, Ise
Elipsometri, J.A. Woollam,ABD) teknikleri ile analiz edilmistir. AKM analizinde ppp
model tip, hafif vurus modunda kullanilmistir. Referans PP (bare PP) yiizeyler referans
olarak alnmus, herbir dl¢iim 3 kez tekrarlanmis ve 5x5 pm?’lik alan taranmustir.
Olgiimler sonras1 ortalama piiriizliik degerleri (Ra) elde edilmis, ortalama ve standart
sapma degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda, X-151n1 fotoelektron spektroskopi (XPS,
Thermo K-Alpha, Thermo Fisher Sci, MA, ABD) PP alttaglarin elemental
kompozisyonlarmi karakterize etmek amaci ile kullamlmustir. Ornek yiizeyinde
secilen rastgele bir noktada, 1x10° mTorr basing altinda gerceklestirilen XPS
analizlerinde X-1s1n kaynagi 400 pum’de odaklanmigtir. XPS spektrumu 0.8 eV enerji

25



aralik degerlerinde kaydedilmis ve 160 ms/data olarak belirlenen veri alim siiresi,

analiz enerji degeri ise 187.85 eV olarak uygulanmistir.

Optimize plazma uygulama parametresinin belirlenmesi ve takibinde heparin
immobilizasyonunun ardindan, yiizeyde olusan fonksiyonel gruplarin analizi Fourier
dontisimlii kizilotesi spektroskopi (ATR-FTIR, Thermo Fisher Sci., MA,ABD) ile
4000-1000 cm™ dalga boylar1 arasinda gergeklestirilmistir. Sonrasinda, temas agisi
(CA) olgiimleri durgun su teknigi ile arastirilmis ve yiizeylerin 1slanabilirlik
karakteristikleri ve serbest yiizey enerji (SFE) degerleri Fowke esitligi ile
hesaplanmistir. Temas agist analizi (KSA Instruments Ltd., Finlandiya) 10 uL sabit
¢ozelti hacminde deiyonize su (polar) ve diiodomethan (apolar) kullanilarak

yiriitilmistir.

Bakteriyel ve platelet tutunum calismalar1 kapsaminda PP yiizeyler iizerinden goriintii
almak amaciyla taramali elektron mikroskop (SEM, SEM, FEI-Quanta 400 F, TX,
ABD) kullanilmistir. Uygulanan gerilim ve taranan ¢ap degerleri siras1 ile 5-10 kV ve

2.0 um olarak uygulanmastir.

OriginLab v6 (Wellesley Hills, MA,ABD) programi veri isleme, istatiksel analizler ve
gorsellestirme amaci ile kullanilmistir. One-way ANOVA ise datasetler arasinda
anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespiti amaci ile kullamilmistir (¥*p<0.05). Tez
kapsaminda rapor edilen tiim Ol¢lim sonuglari ortalama + standart sapma olarak

paylasilmigtir.

2.1.2.3.Modifiye edilen PP yiizeylerde heparin immobilizasyonu

Hem fiziksel adsorpsiyon (hep-NH2-O2-PP) hem de ¢apraz-baglama (hep*-NH>-O-
PP) teknikleri kullanilarak PP yiizeylere immobilize edilen heparin miktarinin tayini
icin herbir yiizey toluidin mavi boya ile (TB, 2 mL, 7.5 ppm) muamele edilmislerdir.
Tiim alttaglar 30 dakika boyunca galkalamali inkiibatorde (50 rpm) ¢alkalanmis, takip
eden bir diger 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletilmis ve son olarak 1
dakika siiresince vortekslenerek, yiizeye immobilize olan heparinin tamamiin TB
boyaya gecisi saglanmistir. Heparin iceren TB boya, saf TB boya ile 1:2 oraninda
seyreltilerek UV spektroskopi araciligiyla 630 nm dalga boyunda analiz edilerek
absorbans degerleri elde edilmistir. Sonug olarak, ¢alisma oncesinde TB c¢ozeltide

farkli konsantrasyon degerlerinde serbest formda heparin eklenerek elde edilen
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kalibrasyon egrisinin (Sekil 2.2) yardimu ile, PP yilizeylere immobilize edilen heparin

miktarlar tespit edilmistir (Denklem: y=(x-0,0378)/ -56,737, R?=0.989).

Ayni yaklasim PP ylizeylere immobilize edilen heparinin (hep ve hep*) stabilite
testleri kapsaminda da kullnilmistir. Kisaca, referans (bare PP), fiziksel adsorpsiyon
(hep-NH2-O2-PP) ve capraz-bag (hep*-NH2-O2-PP) heparin immobilize yiizeyler 5 ml
PBS (pH:7.4) daldirilarak 30 giin boyunca 50 rpm ¢alkalamali inkiibator icerisinde
bekletilmistir (37°C). Farkli sekilde modifiye edilen PP 6rnek yiizeylerinde kalan

heparin miktari, bir bagka deyisle stabil heparin miktar1 dncesinde belirlenen zaman
araliklarinda (24, 120, 360 ve 720 saat) incelenmistir. PBS ortamindan uzaklastirilan
PP ornekler 3 kez ultra saf su ile yikandiktan sonra kurumalari lizere vakum firina

yerlestirilmislerdir (37 °C, 2 saat). Orneklerin kurumas ile yukarida aktarilan TB boya

ile heparin miktar1 tayini islemleri ayni sekilde uygulanmastir.

Absorbans

0,0 S v SR R S —
0 50 100 150 200 250
Heparin Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 2.2: TB boyada serbest heparin i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi
(A=630 nm).

2.1.2.4.Protein tutunum ¢alismalar:

Bir biyomalzeme kan ile etkilesime gectiginde, malzeme yiizeyinde kan proteinlerinin
(albumin, fibrinojen, globulin vb.) tutunumu yalnizca saniyeler icerisinde gergeklesir

[8]. Sonrasinda ise yiizeye tutunan proteinler plateletlerin tutunumu ve aktivasyonu
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i¢in ideal bir arayiizeye doniisiirler. Sonug olarak, kan-biyomalzeme arayiizeyinde
fibrin olusumu ve takibinde piht1 formun olusumu gerceklesmis olur. Bu nedenle, kan
etkilesimli biyomalzemelerde protein tutunum karakteristigi kritik 6nem tagimaktadir.
Tez kapsaminda gelistirilen yiizeylerin protein tutunumuna karsi sergiledikleri
karakteristikler model protein olarak belirlenen sigir serum albumin (SSA) ile test
edilmistir. Bu kapsamda modifiye edilmeyen (bare PP) ve heparin immobilize (hep-
NH2-O2-PP , hep*-NH2-O2-PP) PP ornekler 1 mg/ml (0.1 M, pH:7.4, PBS
tamponunda) konsantrasyonunda ki SSA ¢ozeltisi ile muamele edilmislerdir. Tiim

ornekler 10 giin boyunca galkalamali inkiibatorde (37 °C, 50 rpm) tutulmustur.

Belirlenen zaman araliklarinda (0, 24, 48,120 ve 240 saat), 500 pL tampon ¢6zeltiden
alinip, yerine yeni tampon ¢ozelti eklenmistir. Orneklerden alinan ¢dzeltide bulunan
protein miktar1 UV-vis spektroskopi ile 280 nm dalga boyunda dlgiilerek tespit
edilmistir. Boylelikle baslangicta miktar1 bilinen protein miktarindan, 6l¢iimden elde
edilen protein miktari ¢ikarilarak, 6rnek yiizeylerine tutunan protein miktarinin tespiti

gerceklestirilmistir.

2.1.2.5.In vitro antibakteriyel cahismalar

Gilinlimiize dek gerceklestirilen pek¢ok calismada, stent, vaskuler yama vb implante
materyaller bakteri kolonizasyonu ve formasyonu igin ideal alttaglar olduklarindan,
enfeksiyona sebep olabilmektedirler [31,111]. Ornegin, S. epidermidis (gram pozitif,
koagulaz negatif bakteri) biyomalzeme- ve hastane-iliskili enfeksiyonlarindan
sorumlu birincil patojen olarak tanimlanmaktadir [112]. Bu nedenle, tez kapsaminda,
heparin immobilize PP yiizeyler ve serbest halde heparin ile gergeklestirilen
antibakteriyel ¢alismalar ii¢ bakteri susu ile gergeklestirilmistir: gram-pozitif bakteri
suslari olarak S. epidermidis (ATCC 35984) ve S. aureus (ATCC 25923), gram-negatif
bakteri susu olarak E. coli (ATCC 25922).

Oncelikle, serbest formda heparin ¢dzeltisinin antibakteriyel etkisi incelenmistir.
Optimize serbest heparin konsantrasyon degerleri minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) kapsaminda tespit edilmistir.
Kisaca, MIK bakterinin iiremesini durduran en az antibiyotik miktar1 olarak
tanimlanmaktadir. MBK ise bakterileri %99.9 oraninda 6ldiiren konsantrasyon olarak

tanimlanmaktadir. MBK degeri, MIK gozlemlenen ilk konsantrasyondan baslayarak,
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daha yiiksek konsantrasyonda ila¢ barindiran kuyulardan, kat1 besi yerine (agar’a)
ekim gerceklestirilerek takip edilir. Oncelikle MIK degeri gorsel olarak saptanir
(besiyerinin seffaf goriindiigii ilk ila¢ konsantrasyonu). Sonrasinda ise MiK degerinin
gozlemlendigi ilk konsantrasyon ve iki iist konsantrasyon kuyular1 kat1 besiyerine
ekilir. Ekim gergeklestirilen agarlar (TSA) 24 saat boyunca 37 ° C’de inkiibasyona
birakilir. Siirenin dolmasi ile birlikte agarlar inkiibatérden ¢ikarilarak, bakteri kaynakli
koloni olusmayan ilk ila¢ konsantrasyonu MBK olarak adlandirilir. Deney
prosediiriinde her bir bakteri susu 0.5 McF bulaniklik degerine ayarlanmistir. 1:100
oraninda seyreltilerek her bir sus igin kullanilan bakteri yogunlugu 1.5x10°
KOB/ml’dir (KOB: koloni olusum birimi). Antibakteriyel ¢alismalar, bu amagla
iretilen sivi besiyeri Miiller Hinton Broth kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney
kapsaminda 96 kuyucukla mikroplaklar kullanilmis, her bir ilag konsantrasyonu igin 6
kuyucuk tizerinden gerceklestirilmistir. S6z konusu kapsamda heparinin antibakteriyel
karakteristigi, referans antibiyotik olarak Ampisilin ile incelenmistir. Herbir bakteri
sus yogunlugu sabit tutulurken, eklenen ilag miktarlar1 (heparin ve ampisilin) 1:2

diltisyonlarla kullanilmistir.

Ikinci asamada, heparin immobilize ve referans PP yiizeylerde antibakteriyel etki
incelenmis ve elde edilen veriler MiK ve MBK degerleri ile de karsilastirilmistir.
Uygulanan prosediir su sekilde agiklanabilir; dncelikle tiim bakteri suglar tryptic soy
broth (TSB) siv1 besiyeri ile siispanse edilmistir. Bakteri konsantrasyonun 1.5x10°
KOB/ml degerine kalibre edilmesi ile, bu ¢ozeltiden 10 pL alinarak bare PP (negatif
kontrol) ve heparin immobilize (hep-NH2-O2-PP , hep*-NH2-O2-PP) PP yiizeylere
ekimi gerceklestirilmistir. Bakteri ¢ozeltisinin tiim yiizeye homojen dagilmasini
saglamak ve kurumalarimi Onlemek admna ylizeyler UV-steril asetat kagitlar ile

kapatilmiglardir. Tim 6rnekler 24,48 ve 72 saat siiresince 37 °C (~%215 nem) de

inkiibe edilmislerdir. Herbir inkiibasyon siiresinin sona ermesi ile birlikte, s6z konusu
PP oOrnekler asetat kagittan uzaklastirilmis ve PBS (1 ml, pH:7.4) ile nazikge
yikanarak, yiizeye tutunmayan bakterilerin uzaklagtirilmasi saglanmistir. Canli bakteri
konsantrasyonu yikama suyundan tryptic soy agar (TSA) kati besiyerine
gerceklestirilen ekimler ile tespit edilmistir. Yikama isleminin ardindan, PP yiizeye
tutunan bakteriler TSB besiyeri (1 ml) ile vortekslenerek, ylizeyden besiyerine
gecisleri saglanmustir. Bakteri iceren TSB s1v1 besiyeri, saf TSB ile seyreltilerek (1072,
10 ve 10®) TSA kat1 besiyerine ekim gerceklestirilmistir. Uygulanan bu yontemle,
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ylizeye tutunan canli bakteri miktar1 ve ylizeye tutunmayan bakterilerin canli/6lii
tespitleri ile gelistirilen ylizeylerin antibakteriyel karakteristikleri detayli olarak
incelenmistir: temas ile 6ldiirme ya da yilizeyden itme [115]. Son olarak, bakteri

canlilig1 agar plaklarda olusan kolonilerin sayimi ile analiz edilmistir.

2.1.2.6.In vitro hemokompatibilite ¢alismalar:

Tez kapsaminda gerceklestirilen hemokompatibilite ¢alismalar1 kapsaminda, TOBB-
ETU Klinik Arastirma Etik Kurul izni almmstir (KAEK-118/122/18.05.2022).
Klinikte, implante materyallerde hemokompatibilite testleri, s6z konusu malzemelerin
kan ve kan bilesenleri ile temasinin saglandigi kinetik kosullar altinda test edilmektedir
[116]. Gelistirilen PP 6rneklerin antikoagulan davranisi (hemoliz) ve kinetigi (kinetik-
kan koagulasyon testi), sitratli tiipe alinan tam insan kaninin kalsiyum kloriir ile
(CaCly) ile aktive edilmesi seklinde test edilmistir. Referans (bare PP) ve heparin
immobilize (hep-NH2-O2-PP , hep*-NH2-O2-PP) o&rneler 24 kuyulu plaga

yerlestirilmis ve herbir yiizey 100 uL aktif kan ile 1 saat boyunca 25 °C de muamele

edilmistir. Eritrositlerde enkapsiile olan serbest haldeki hemoglobin (Hb, oksijen ile
baglanmamis formda), Uv spektrum kullanilarak 540 nm’de karakteristik bir
absorbans sergilemektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak, kinetik veriler spektrofotometrik
tarama ile elde edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (10, 20, 40 ve 60 dakika)
orneklerden alinan siispansiyonlar uygun degerlerde seyreltilerek Hb konsantrasyonu

tespit edilmistir.

Bir diger yandan, hemoliz testi de kinetik-kan koagulasyon testinde kullanilan
prosediir ile uygulanmistir. Burada da pihtilasmamis (koagule olmayan) kanda ki Hb
miktarinin absorbans degerleri Glgiilmistiir. Mevcut mekanizma su sekilde
aciklanabilir; Kanda pihtilasma gergeklesmeye baslamis ise, ¢oziinemeyen formda
fibrin olusumu mevcuttur. Bu durumda hemoglobin yap: artik serbest halde degil,
olusan piht1 yapisinda enkapsiile haldedir. Herhangi bir ¢ozelti icerisine dahil edilip
absorbans degerinin okunmasi deneysel anlamda miimkiin degildir. Deney akisinda,
pihtilasmayan kanda serbest halde bulunan Hb’ler ultra saf su ile patlatilan
eritrositlerden elde edilebilmekte ve absorbans degerleri okunabilmektedir. Bu durum
absorbans degerinin artmast durumda pihtilasma oraninin azaldigi anlamina
gelmektedir. Absorbans artisi, serbest haldeki Hb miktarinin yiiksek oldugu, yani
pihtilagsmanin az oldugunu 6n plana ¢ikarmaktadir. Yiizeylerden elde edilen herbir
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¢ozeltiden hemoliz orani asagidaki gibi hesaplanabilmektedir (Esitlik 2.1). Denklemde
As ornek absorbans degerini, Anc negatif kontrol grubunu (PBS ile seyreltilen kan) ve
Apc pozitif kontrol grubunu (ultra saf su ile seyreltilen kan) bilesenlerini temsil

etmektedir.

As—Anc ]
Apc—Anc

% Hemoliz Orant = | 100 2.1)

Yiizeye tutunan protein yapilarda yer alan amino asit sekanslari platelet ylizeyinde yer
alan reseptorleri aktive ederek, platelet tutunumunu, kiimelenmesini, koagulasyonu ve
fibrin olusumunu tetikleyebilirler [116]. S6z konusu mekanizma kan-temash

biyomalzemelerin kullanim 6émriinii belirlediginden, tez kapsamina dahil edilmistir.

Oncelikle taze insan kani &rnekleri 1000 g degerinde 15 dakika boyunca santrifiije
edilerek platelet-zengin-plazma (PRP) eldesi saglanmistir. Sonrasinda ise, PP 6rnekler
(bare PP, hep-NH2-O2-PP , hep*-NH2>-O2-PP) 24 kuyucuklu plaga yerlestirilerek, her
bir yizeye 1 mL PRP ekilerek, 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyonlari

gerceklestirilmistir. Siirenin sona ermesi ile birlikte herbir yiizey ultra saf su ile
yikanarak, ylizeye tutunmayan PRP’lerin ortamdan uzaklagmasi saglanmistir. PP
ylizeylere tutunan plateletlerin fiksasyonu i¢in, tiim ylizeyler %2.5’lik gluteraldehit

(GA) ile 4°C’de 30 dakika boyunca muamele edilmislerdir. Devaminda ise, 6rneklerde

dehidrasyon iglemi farkli konsantrasyonlarda hazirlanan etanol ¢ozeltileri (ultra saf
suda, 0%, 25%, 50%, 75% ve 100%) ile yikanmalar1 ve kurumaya birakilmalari
seklinde gerceklestirilmistir. PP yiizeylere tutunan plateletler SEM goriintiileri
(bliytitme degerleri; x150, x500, x2500, x5000, x50000 ve uygulanan voltaj, spot

genisligi degerleri sirasi ile 5-10 kV ve 2.0 um) ile incelenmistir.

2.1.2.7.In vitro hiicre Kiiltiirii calismalari

BJ insan deri fibroblast hiicre hatti (ATCC, CRL-2522) ile gerceklestirilen
deneylerde, serbest halde heparin (¢6zelti formda), bare PP ve heparin immobilize PP
(hep-NH2-O2-PP , hep*-NH.-02-PP) yiizeyler MTT analizi ile test edilmistir. Ozetle
BJ hiicreleri, %10 FBS, %1 sodyum piruvat, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin igerikleri ile EMEM besiyerinde kiiltiir edilmistir. Fibroblast hiicreleri 37
°C, %5 CO2 atmosferik ortamda inkiibe edilmistir (Thermo Fisher Scientific, MA,

ABD). Devaminda hiicreler %0.25 tripsin-%0.05 EDTA ¢6zeltisi kullanilarak deney
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sisesinin ylizeyinden kaldirilmis ve santrifiij edilerek ekim Oncesi yeniden
zenginlestirilmis besiyeri ile siispanse edilmistir. Deney kapsaminda, kuyu basi

~10000 BJ hiicre ekimi gerceklestirilmis ve 24 saat boyunca inkiibe edilerek tek

katmanli kiiltiir ortami olusturulmustur. Sonrasinda besiyeri ortamdan uzaklastirilarak
Oli/tutunmayan hiicreler DPBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirilmistir. Serbest
formda heparin (300-400 ug), bare PP ve heparin immobilize (hep-NH2-O2-PP , hep*-
NH2-0,-PP) yiizeyler kuyucuklara aktarilarak EMEM besiyeri ortaminda 24 saat
inkiibe edilmislerdir. Heparin igermeyen EMEM besiyeri ve bare PP 6rnekler sirasi ile
serbest heparin ve plazma modifiye PP 6rneklerin negatif kontrol gruplari olarak
kullanildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sona ermesi ile birlikte, besiyeri ortamdan
uzaklastirildi ve hiicreler DPBS ile yeniden nazikg¢e yikanmistir. Kuyucuklara FBS
icermeyen, 0.5 mg/ml MTT iceren EMEM kuyucuklara aktarilmis ve hiicreler 4 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin dolmasi ile birlikte, besiyerleri nazikce
ortamdan uzaklastirilarak kuyucuklar yeniden DPBS ile yikanmistir. Hiicre
canliliginin belirlenmesi amaci ile, DMSO’da ¢dzlinen formazan kristalleri optik
yogunluklarinin belirlenmesi amaci ile spektrofotometrik yontemle (Thermo

Scientific, Multiskan GO) 540 nm dalga boyunda dl¢iimleri gergeklestirilmistir.

2.2.  Bulgular ve Tartisma

2.2.1.Plazma polimerizasyon (P1zP) modifikasyon parametrelerinin optimizasyon

Sonuclar

Polipropilen (PP), kan-etkilesimli materyal iiretiminde siklikla kullanilan polimer
tirlerinden biridir. Tez kapsaminda, plazma destekli iki basamakta PP alttaglarda
ylizey modifikasyonu gergeklestirilerek hemokompatibilite ve antibakteriyel
karakteristiklerinin gelistirilmesi amaclanmustir. Ik basamakta PP 6rnekler “oksijen
asindirma” islemine maruz birakilarak yiizeylerinde negatif yiiklii radikaller
olusturulmustur. Boylelikle, O2-PP alttaglarda hidrofilik ve piiriizlii bir ylizey (yiiksek
yiizey alani) elde edilmesi de saglanmistir. ikinci basamakta ise, yiizeyde amin
fonksiyonel gruplar olusturmak amaci ile amince-zengin (EDA:NHS3) bir prekursor
karigimi kullanilmistir. Farkli parametreler (25-100 Watt) kullanilarak optimize edilen
bu basamakta, referans ve heparin modifiye PP 6rnekler temas agist dlgtimleri, AFM,

XPS ve FTIR-ATR analizleri ile detayl1 olarak incelenmistir.

32



2.2.2. Yiizey modifikasyonlarinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu

AKM analizinden elde edilen verilere gore (Sekil 2.3), oksijen ile agindirma (O2-PP)
islemi gergeklestirilen bare PP ylizeylerin piriizlik degerleri 2.45 + 0.80 nm
degerinden 5.81 + 1.92 nm degerine ylikselmistir. Amince zengin (EDA:NH3) ikinci
basamak modifikasyonunu sonrast 25 ve 50 Watt plazma giicii kullanilan
parametrelerde yiizeyler, O»-PP yiizeylere kiyasla daha az piiriizlii hale gelmislerdir
(swrast ile 1.97 + 0.59 nm ve 2.83 + 0.69 nm). Bu durum amince-zengin film
kaplamasiin oksijen ile asindirilan yilizeylerde ki ¢ikinti ve cukurlara akiimiile
oldugunu belirtmektedir. Plazma giiciiniin 100 W degerine yiikseltilmesi ile birlikte
NH2-O2-PP yiizeylerde Rq degerinin oldukga diiserek 1.52 + 0.71 nm degerine ulastigi
ve O2-PP (Rg=5.81 + 1.92 nm) ylizeylere kiyasla 4 kata kadar azaldig1 tespit edilmistir.
Optimizasyon kapsaminda incelenen 75 Watt plazma gii¢ degerinde ise ylizey
purtizlik degerinin 5.84 + 1.72 nm’ye yiikseldigi gézlemlenmistir. 25,50 ve 100 W
plazma giicii uygulanan parametrelerde meydana gelen yiizeyin piiriizlik miktarinin
azalmasi, halihazirda C igerikli y1gin yapida bulunan PP yiizeylerde, amince zengin
ylizey modifikasyonu uygulamasi esnasinda karbonca zengin yeni fonksiyonel
gruplarin olusumunun tetiklendigi seklinde yorumlanmaktadir (Cizelge 2.1). Bu
nedenle tretilen NH2-O2-PP yilizeyler arasinda 75 W plazma giiciline sahip parametre
optimize parametre olarak kabul edilerek, calismanin geri kalan kisminda

kullanilmistir.
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Sekil 2.3: 3 boyutlu AKM goriintiileri, (a) bare PP, (b) O2-PP ve farkli plazma
gii¢c parametrelerinde gergeklestirilen amince-zengin film kaplamali NH2-Oo-

PP (c) 25 Watt, (d) 50 Watt, (e) 75 Watt ve (f) 100 Watt.

Cizelge 2.1: Referans (bare PP) ve amince-zengin modifiye (NH2-O2-PP)

orneklerde XPS taramasi ile tespit edilen atomik yiizde degerleri.

Ornek Ismi Plazma Giicii Element (%0)
(W) c o N
Bare PP - 75.18 - -
25 70.27 1489 1.82
NH2-O2-PP 50 71.05 18.19 2.25
75 69.37 2183 3.71
100 70.82 11.27 1.68

XPS analizi plazma modifiye PP ve referans PP Orneklerin  kimyasal
kompozisyonlarini incelemek amaci ile gergeklestirilmistir. Spektrum taramasi sonrasi
data eldesi ve islenmesi, baglanma enerjileri ve sorumlu olduklar1 spesifik baglarin
saptanmasini saglamistir (Sekil 2.4). C 1s spektrumu incelendiginde (Sekil 2.4a) 285.0
eV ve 286.4 eV degerlerinde iki adet dekonvoliisyon piki oldugu ve sirasi ile C-C/C-
H ve C-O baglarin1 temsil ettigi gézlemlenmektedir. C-O baglarmin olusumlari
oksijen ile agindirma islemi ile gergeklesmis, ikinci basamakta amince-zengin yiizey
modifikasyonu sonrasi yiizeyde Oksijen igerikli bag piki gozlemlenmemistir (Sekil

2.4b). N 1s spektrumu ise iki adet dekonvoliisyon pikine sahiptir. 400.5 eV baglanma
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enerjisi degerinde gdzlemlenen pik C-NH gruplarinin varligini, 401.4 eV’de gelen pik
ise birincil amin (NH3") gruplarinin varligini temsil etmektedir. Gergeklestirilen analiz
ile amince-zengin ince film modifikasyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigi de

ispatlanmustir [117].

Ayrica, elde edilen elemental kompozisyon analizleri de goz Oniine alindiginda
(Cizelge 2.1) ozellikle 75 Watt plazma giicii kullanilan parametrede amin-kaynakli
filmin depozisyonu ile C igeriginin azalmasi beklenmektedir ve sonuglar ile
ortiismektedir. Bir diger yandan 75 Watt plazma giicii ile elde edilen yiizeylerde, diger
tiim parametrelere kiyasla en yiiksek azot igerigi tespit edilmistir (%3.71). Ancak, azot
ylizdesi plazma giicliniin artarak 100 Watt kullanildig1 parametrede azalmistir.
Perdeleme etkisi ad1 verilen ve burada 75 Watt plazma giiciliniin iizerine ¢ikilmasi
durumunda gozlemlenen durum, amin gruplarinin olusumunun plazma degerinden
daha diisiik plazma giicli uygulanmast durumunda O»-PP yiizeylerine depozite edilen
amin grup miktarmin yiikselmesini sagladigi sonucuna ulasilmistir. Ozetle plazma
giicliniin artirilmas1 durumunda, EDA yapisinda bulunan molekiiller, C-kaynakli
baglarini yikarak/kopararak C-kaynaginda zengin PP yiizeylerine depozit olmakta ve
NH: gruplari ile biyomalzeme yiizeyinde ¢ikintilar olusturmaktadir (perdeleme etkisi)
[119]. 75 ve 50 Watt plazma gii¢lerinin uygulandigi NH2-O2-PP alttaglardan alinan
verilere gore oksijen bilesen miktarinda artiglar gézlemlenmis ve bu durum post
oksidasyona sebep olarak benzer miktarda amino gruplarmin ylizeye immobilize
edilmesini saglamistir [120]. Yukarida bahsi gecen tiim analiz sonuglarindan yola
c¢ikarak, bare PP ylizeylerde amince-zengin film kaplama parametresi 75 Watt plazma

giiclinlin uygulandig1 parametre olarak optimize edilmistir.
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Sekil 2.4: 75 Watt plazma giicli ve 15 dakika uygulama stiresi ile iiretilen NH»-
O2-PP yiizeylere ait XPS spektrumu, (a) C 1s, (b) N 1s spektrumu. (c) Referans
(bare-PP) modifiye (O2-PP, NH2-O2-PP, hep-NH2-O.-PP, hep*-NH,-O2-PP) PP
yiizeylerin FTIR spektrumu.

2.2.3. Heparin immobilizasyon ve stabilite sonuclari

Heparin, molekiiler agirligi 15-20 kDa araliginda degisen (120-180 USP birim/mg) bir
glukozaminoglikan tiiriidiir. Yapisinda pekcok fonksiyonel grup (amino, karboksil,
hidroksil ve siilfon gibi) barindirmaktadir ve bilinen en yiiksek negatif yilike sahip
biyomolekiildiir (~50 mV) [121].

Heparinizasyon implant materyallerin ylizeyi ile muamele edilerek pihti olusumu,
sepsis ve enfeksiyon gibi pekcok riskin dnlenmesi amaci ile uygulanmaktadir. Klinikte
giincel olarak, biyomalzemeler kullanim 6ncesi direkt heparin ¢ozeltisine daldirilip
sonrasinda hastada kullanilmaktadir. Biyomalzemeler rutinde 24 saat araliklarla
yenilenmekte ve uzun siireli kullanimlar1 durumunda giinliik 3 doza kadar (20-40
mg/doz) heparin, hastalara damaryolu ile verilmektedir. Burada amag daldirma teknigi
ile yiizeye fiziksel tutunumu saglanan heparin stabilitesinin oldukg¢a diisiik olmasindan

kaynaklanabilecek riskleri azaltmak adina, damar yolu ile de kana heparin takviye
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etmektir. Ancak bu yaklasimda da farkli riskler ortaya cikabilmekte ve bu durum
giivenli bir sekide uzun siireli biyomalzeme kullanimini kisitlamaktadir. Dozasimi ve
buna bagli anormal kanama ya da trombositopeni (kanda anormal trombosit azlig1)
oncelikli karsilasilan risklere 6rnek verilebilir [120]. Bahsi gegen problemlerin
¢oziimli adma, PP alttaslarda plazma destekli ylizey modifikasyon stratejisi
uygulanarak PP yiizeyleri heparin immobilizasyonuna uygun hale getirmek
amaclanmistir. Bu dogrultuda PP yiizeylere heparin immobilizasyonu iki farkli strateji
ile gerceklestirilmistir: (i) fiziksel adsorpsiyon, (ii) c¢apraz baglama. Her iki
immobilizasyon tekniginin de etkisi, heparin immobilizasyon kapasitesi ve stabilitesi

kapsaminda karsilastirilmistir.

Toluidin mavi (TB), heparin gibi polianyonik bilesenlere geridoniistiiriilemez sekilde
baglanarak biyokompleks olusturmaktadir. Ayrica saf halde heparin UV-goriiniir
olmadigindan, TB boyanin 630 nm dagaboyunda sahip oldugu parmakizi niteligindeki
sinyalleri ile goriiniir hale getirilebilmektedir. Saf halde TB boya ile heparin
biyokompleksi olusmast durumunda TB boyanin absorbans degeri diisecektir, ¢iinkii
serbest halde TB miktar1 azalacaktir. Buradan yola ¢ikarak, heparin immobilize
edilmis herbir yiizey TB boya ile muamele edilerek, absorbans degerlerindeki diisiis
miktarlarmin yardimiyla barindirdiklart heparin miktarlart tespit edilmistir. Tez
kapsaminda, optimize (75 W-15 dakika) NH2-O2-PP yiizeylerde elektrostatik (hep-
NH2-O2-PP) ve c¢apraz bag (hep*-NH2-O2-PP) yaklasimlar1 ile 3 farklt heparin

konsantrasyonu kullanilmigtir (3, 10 ve 30 mg/ml).

Oncelikle, amince-zengin film kaplama yiizeylerde (NH2-O.-PP) elektrostatik
etkilesimle gergeklestirilen heparin immobilizasyonu TB goriintiileme ile takip
edilmistir. Siras1 ile 30 mg/ml, 10 mg/ml ve 3 mg/ml heparin konsantrasyonlari i¢in
yiizeye tutunan heparin miktarlar1: 207.19 + 34.33 pg/cm?, 61.48 + 8.03 pug/cm?, 28.17
+ 5.77 pg/em? seklinde hesaplanmistir. En yiiksek heparin tutunumunun gerceklestigi
30 mg/ml heparin konsantrasyonu, ¢apraz baglama tekniginde de tercih edilen miktar
olmustur. Kiitlece 1:1 oraninda heparin:(EDC/NHS) igeren ¢ozelti ile NH2-O2-PP
ylizeylerinde bulunan amin gruplart ile, heparinde agik uglu hale getirilen karboksil
gruplart arasinda bag kurulmasi saglanmistir. S6z konusu yaklasimla yiizeye

2

immobilize edilen heparin miktar1 440.41 + 69.52 ug/cm® olarak hesaplanmistir.

Klinikte damar yolu ile uygulanan heparin miktar1 20-40 mg civarinda olmakla
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birlikte, yapilan hesaplamalar1 gore yaklasik 20 santimetrelik bir katater yilizeyine bu
teknik ile yaklasik 27 mg heparin immobilizasyonu gerceklestirilebilecektir. Uzun
stireli kullanim durumunda giince 3 kez damardan uygulanabilen heparin (20-40 mg)
miktar1 g6z oniline alindiginda, gelistirilen teknikle ylizeye immobilizasyonu saglanan
heparin miktar1 herhangi bir riske sebep olmayacaktir. Ayrica tahmin edildigi iizere,
capraz baglama yaklasimi ile NH2-O2-PP yiizeylere ¢ok daha ytiksek miktarda heparin

tutunumu/immobilizasyonu gergeklestirilmistir.

Yiizeye tutunumu saglanan heparinin stabilite calismalar1 kapsaminda, yiizeyler (hep-
NH2-O2-PP ve hep*-NH2-O2-PP) 30 giin boyunca inkiibe eidlmis ve yiizeyde kalan
heparin miktar1 yeniden TB boya ile tespit eidlmistir. Her ne kadar hep*-NH2-O2-PP
ylizeyler sahip olduklar1 heparin mikarinin neredeyse %90’ ilk 24 saat sonunda
salmis olsalar da, takip eden 29 giin siiresince ylizeyde kalan heparin miktar1 28.99 +
3.17 pg/cm? degerinde sabit kalmustir (Sekil 2.5). Ik 24 saat sonunda yiizeyden salinan
heparin miktarinin yaklasik 400 pg/cm? degerinde olmasina ragmen, literatiirde ve tez

kapsaminda belirlenen toksik doz degerinden oldukga diisiik oldugu da belirtilmelidir.
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Sekil 2.5: PP yiizeylerde (hep*-NH2-O2-PP) 30 giin boyunca yiizey heparin
stabilite ¢alismalar1 (heparin konsantrasyonu: 30 mg/ml, HEP:(EDC:NHS) 1:1
kiitlece, n=12).

Modifiye edilen yiizeylerde detayli analizler gergeklestirilerek, herbir modifikasyon
basamagimin etkileri incelenmistir. FTIR-ATR (Sekil 2.4c) analizi bare PP yiizey

kimyasinda meydana gelen degisimleri agik bir bigimde gdstermektedir. Bare PP
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2700-2900 cm™? dalgaboyu araligindan alinan veriler, imza pikleri olan simetrik ve
asimetrik CHs ve CH2 gruplarini temsil etmektedir. Oksijen ile asindirma iglemi (O2-
PP) 3550-3700 cm™ araliginda O-H gerinim bagmi temsil eden pik olusturmustur.
Amince-zengin yiizey modifikasyonu sonrasi NH2-O2-PP yiizeylerde 2300 cm™ dalga
boyunda birincil amin gruplarinin (N=C=0, N=C=N) varligina rastlanmistir ki bu
durum O2-PP  yiizeylerde amin modifikasyonun basarili bir sekilde
gerceklestirildiginin bir baska kanitidir. Ayrica, hep-NH2-O2-PP ve hep*-NH2-O,-PP
yiizeydeki heparin varlig1 da 1350 ve 1370 cm™ dalgaboylarinda agiga ¢ikan SO2
(asimetrik) ve N- SO; titresimleri ile ispat edilmistir. Es zamanli olarak hep-NH2-Oo-
PP ve hep*-NH2-O,-PP yiizeyler arasinda da farkliliklar olup olmadig arastirilmastir.
Elde edilen verilere gore s6z konusu ylizeyler arasinda 3 farkli pik varlig1 saptanmustir.
1301-1252 cm™ araliginda gozlemlenen ilk pik, karboksilik asit gruplari ile ilintili -
OH ve C-O gruplarini, 1168 cm™ de gdzlemlenen ikinci pik ise C-O gerinim ya da N-
sulfatli gruplarmi, en nemli pik ise 1400-1500 cm™ ve 1250-1350 cm™  araliginda
gozlemlenen sirasi ile amid-l ve amid-1l gruplarim1 ve dolayisi ile covalent bag

olusumunu temsil etmektedir [123].

Temas agis1 (CA) oOlgtimleri 1slanabilirlik ve serbest ylizey enerji (SFE) 6lglim ve
hesaplamalari i¢in yayginlikla kullanilan bir teknik oldugundan, referans (bare PP),
plazma modifiye (O2-PP ve NH2-O2-PP) ve heparin immobilize (hep-NH2-O2-PP ve
hep*-NH2-02-PP) PP alttaslarin analizinde de kullanilmistir. Bare PP yiizeyler alttasin
yigin yapisinda bulunan C-H/C-C gruplarinin yogunlugu nedeni ile hidrofobik
(79.35°+6.06) karakteristik sergilemistir (Cizelge 2.2). Oksijen agindirma islemi ile,

bare PP yiizeyler olduk¢a hidrofilik (6.50°+0.67) karakteristik kazanmis ve PP

yapisindaki i¢gmolekiiler baglara yeni polar gruplar1 (C-O, C=0 gibi) eklendiginden
SFE degeri de 36.62 mJ/m?den 80.27 mlJ/m%e yiikselmistir. Ancak bir sonraki
basamak olan amin fonksiyonellestirme islemi sonrast NH2-O2-PP yiizeylerin temas

acis1 34.72°£5.92 olarak dlglilmiistiir. Yine de, amince-zengin ince film kaplamasi PP

alttaglarin aktif yiizey alanlarini artirdig1 gibi (heparin immobilizasyonu gergeklesecek
alan) bare PP yiizeylere kiyasla halen hidrofilik karakteristigini korumaktadir. Bir
diger yandan, plazma ile olusturulan parcaciklarin bare PP yapisindaki C-C/C-H
baglarin1 kirarak, SFE degeri oldukca enerjik serbest radikaller yardimi ile 65.91

md/m? yiikselmistir. S6z konusu radikal gruplar heparin immobilizasyonunu da
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miimkiin kilarak, heparin katmani olusumunu da saglayacaklardir. Akabinde NH2-O»-
PP yiizeylere heparin immobilizasyonu gergeklestirilmesi ile temas ag¢1 degerlerinde
diisiisler tespit edilmistir. Fiziksel adsorpsiyon uygulanan hep-NH2-O2-PP yiizeylerde
temas agis1 40.58°+2.89 (SFE: 56.01 mJ/m?) iken, hep*-NH.-O2-PP yiizeylerde s6z

konusu deger 32.95°+2.07 olarak (SFE: 50.34 mJ/m?) olarak &l¢iilmiistiir ve her iki

ylizeyin de bare PP yiizeylere kiyasla hidrofilik karakteristik sergiledigi tespit
edilmistir. hep*-NH2-O2-PP yiizeylerin (hep-NH2-O2-PP kiyasla) daha yiiksek
hidrofilisite sergilemesinin nedeni olduk¢a polar C-O, C=0, C-H ve O-C=0
fonksiyonel gruplarinin mevcudiyeti ile iliskilendirilebilir. Ek olarak kimyasal
analizlerle paralel bir sekilde, hep*-NH2-O.-PP hidrofilisitesinde ki artis yiiksek
sayida ve polar ayn1 zamanda yiiklii -COOH ve -SO3 gruplarinin varligryla da iligkili
oldugu unutulmamalidir [124]. Gergeklestirilen analizler ve elde edilen veriler
1s1g¢inda, calismanin geri kalan basamaklarinda (protein tutunum, antibakteriyel
calismalar ve sitotoksisite ¢aligmlar1) hep*-NH2-O2-PP ornekler ve kontrol gruplar

kullanilmistir.

Cizelge 2.2: bare PP ve modifiye PP (O2-PP , NH2-O2-PP , hep-NH2-O2-PP ve

hep*-NH2-02-PP) 6rneklerin temas agisi analiz sonuglari (n=12).

Ornek Islanabilirlik  Dispersif  Polar Toplam
©) Bilesen Bilesen SFE
(MmJ/m?)  (MJI/m?) (MmI/m?)

b-PP 79.35 +6.06 31.89 4.73 36.62
O2-PP 6.50 £ 0.67 49.04 31.23 80.27
NH2-O2-PP 34.72+5.92 38.53 27.38 65.91
hep-NH2-O2-PP 40.58 + 2.89 41.65 14.36 56.01
hep*-NH2-O2-PP 32.95+2.07 39.13 11.21 50.34
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2.2.4. Protein tutunum ¢alismalar:

Biyomalzeme yiizeyine protein tutunum karakteristigi direkt olarak biyomalzeme
ylzeyinin hidrofilisite, piirlizlik ve yiizey yiikii gibi karakteristikleirne baghdir.
Literatiirde albumin ve fibrinojen protein yapilarinin pH:7.4’te heparine baglanma
afinitesi olmadigi gosterilmistir. Calisma kapsaminda bare PP ve hep*-NH2-O2-PP 10
giin boyunca sigir serum albumin (SSA) ile muamele edilmislerdir. Elde edilen
verilere gore bare PP yiizeylerde tutunan protein miktar1 190+13 pg/cm? olarak
Olctiliirken, hep*-NH2-O2-PP yiizeylerde bu miktar neredeyse 15 kat azalarak 13+3
pg/cm? olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 2.6). Bu durumun nedeni heparinin pH 4’ten biiyiik
degerlerde, albuminin ise pH 4.8’den biiylik degerlerde negatif yiiklii olmasi ve her
iki kimyasalin pH 7.4’te negatif yiiklii olmalar1 nedeni ile birbirlerini itme egilimleri
olmasidir. SSA tutunumunun bu denli azalmasinin bir diger nedeni ise heparinin yapisi
itibari ile oldukga yiiksek oranda negatif yiiklii olusu ve kimyasal karakterizasyonlarda
da goriildiigii izere 6rnek yiizeylerinde yine oldukca negatif yiiklii karboksilik asit ve

stilffon gruplart bulundurmasidir [125].
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Sekil 2.6: Referans (bare PP) ve heparin modifiye (hep*-NH2-O-PP)
ylizeylerde SSA protein tutunum calisma sonuglari (n=9, **p>0.005).
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2.2.5. Invitro antibakteriyel calisma Sonuglar:

Implant materyallerin sebep oldugu bakteri kaynakli enfeksiyonlar, bakteri tiiriine
bagli olmakla birlikte tedavi kapsaminda antibiyotik direncinin gelismesi, basarisiz
implantasyona ya da hasta dliimiine neden olabilmektedir [126]. Ornegin, implante
edilen materyallerin yaklasik %45°1 nozokomial enfeksiyona neden oldugundan, ki bu
tip enfeksiyonlar antibiyotige ve immiin sisteme karsi oldukca direnglidir, basarisiz
implant kullanimi olarak saptanmakta ve viicuttan c¢ikarilmaktadir [127]. Bu
nedenlerle implant materyal ve farkli bakteri tiirleri arasindaki etkilesimin incelenmesi
kritik Ooneme sahip oldugu gibi, klinik uygulamalarda giivenli kullanimini da

saglamaktadir.

Antibakteriyel calisma kapsaminda 6ncelikle, herbir bakteri susu i¢in (gram pozitif: S.
epidermidis, S. aureus ve gram negatif: E. coli) serbest formdaki heparin ¢ozeltileri ile
MIK ve MBK degerleri saptanmistir (Cizelge 2.3). Genel anlamda antibakteriyel
calisma sonuglarina bakildiginda, S. aureus ve E. coli standart suslar1 i¢in heparinin
saf ve kovalent bag ajani ile muamele edilen versiyonlari, ayn1 etkiyi gostermistir. S.
epidermidis standart susunda ise katkili Heparin, MIK degerinde aym etkiyi
sergilemis, nitekim MBK sonuglarinda ise yaklasik 2 kat daha diisiik bir performans
sergilemistir. Bu durum S. epidermidis ve model bakteri suslar1 (S.aureus ve E.coli)

arasinda ki muhtemel farkliliga dikkat ¢ekmektedir.

Bu durum su sekilde agiklanabilir; implant materyaller ile etkilesim imkani bulan
bakteriler, bol miktarda slime (polisakkarit ve proteinden olusan bir ¢esit ekstraselliiler
matriks) Ureterek, bu tabaka ile kendilerini antibiyotiklerin etkisinden
koruyabilmektedirler. Slime faktor (diflizyon bariyeri olarakta adlandirilmaktadir),
bakterileri fagositozdan koruyarak, cesitli yontemlerle (kemotaksisi Onleyerek,
notrofil etkisini inhibe ederek, lenfosit aktivitesini azaltarak) bakteri viriilansinin (bir
patojen ya da mikroorganizmanin konak canlida hasar meydana getirebilme yetenegi)
artmasina neden olur. S. epidermidis izolatlar1 metisilin, Ampisilin vb giinimiizde sik
kullanilan antibiyotiklere kars1 artan oranlarda direng gostermeleri nedeni ile de sorun
olusturmaktadir. Bu durum, S. epidermidis’te antibiyotik iiretme miktar1 nedeniyle
kolonizasyonda tistiinliilk saglamasina neden olmakta, bir bagka deyisle diger gram
pozitif bakteri tiirlerine kiyasla antibiyotiklere kars1 daha direncli olmasi anlamina

gelmektedir [128-130].
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Cizelge 2.3: Serbest formdaki heparinin ATCC standart suslari iizerine MIK ve
MBK konsantrasyon miktarlart (heparin kiitlece 1:1 oraninda EDC ve NHS

kovalent bag ajanlari ile muamele edilmistir, n=6).

Bakteri susu MiK (ug/mL) MBK (ug/mL)
S. epidermidis [1600— 3200] [12500-25000]
S. aureus [1600— 3200] [6250-12500]
E. coli [1600— 3200] [6250-12500]

Sekil 2.7: Heparinin S. epidermidis susu ile etkilesimi sonras1t MIK ve MBK tayini
yapilmasinda kullanilan 96-kuyucuklu plak goriintiisii.

MIK ve MBK konsantrasyonlarinin tespitinin ardindan, bir sonraki basamakta
yiizeydeki heparinin ayni bakteri suslarina karsi yapisma Onleyici (anti-adherent)

karakteristikleri test edilmistir. Herbir bakteri koloni miktar1 kantitatif olarak koloni
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olusum birimi (KOB) birim hacim (KOB/ml) {izerinden hesaplanarak hazirlanmistir.
Yiizeylere bakteri ekimi dncesi, bakteri canlilig1 ve kullanilan besi yerinin kontamine
olup/olmadigini kontrol etmek tiizere, her bir ¢ozeltiden TSA kat1 besiyerine ekimler
gergeklestirilmis ve 24 saat inkiibasyon sonrasi kontrolleri gerceklestirildikten sonra

deneylere baglanmistir.

S. epidermidis gram pozitif ve koagiilaz negatif, Staphylococcus cinsininbir tyesidir.
Spesifik bir implant nozokimal enfeksiyona neden olursa, bu bakteri susu hastanin
dolasim sistemine girerek sepsis vb istenmeyen pek ¢ok etkilesime sebep olabilir ve
bu durum erken teshis edilemezse mortalitenin sona ermesi ile sonuglanabilir [127].
Bu neden tez kapsaminda 6ncelikli olarak incelenen bakteri susu S. epidermidis olarak
belirlenmigtir. Sekil 2.8’de goriilebilecegi iizere bare PP ylizeye tutunan canli bakteri
konsantrasyonu ilk 24 saatin sonunda 3 x 10° (KOB/ml) civarinda iken, inkiibasyon
siiresinin uzamasi ile birlikte bu say1 6 x 10° (KOB/ml) dek ¢ikmaktadir. Bir diger
yandan hep*-NH»-O2-PP yiizeylere tutunan canli bakteri konsantrasyonu baslangigta
5x 10° (KOB/ml) civarinda iken, 48 saat inkiibasyon sonras: birkag yiiz koloni, 72
saat sonunda ise hicbir koloni tespit edilmemistir. Bu durum yiizeye tutunan S.
epidermidis bakterilerinin 24 saat inkiibasyon siiresi sonrast canliliklarini
koruyamadiklar1 anlamina gelmektedir. Ilk 24 saat siiresinde de hep*-NH2-O2-PP
ylizeye tutunan bakteri konsatrasyonu bare PP yiizeylere kiyasla 4 kat daha az olarak
tespit edilmistir. Gelistirilen hep*-NH2-O2-PP  yiizeylerin yapigsma karsiti (anti-
adherent) karakteristiklerinin mekanizmasini saptamak adina, ayn1 ylizeylerin yikama
isleminde kullanilan PBS tamponundan da TSA kati besiyerlerine ekimler
gerceklestirilmistir. Boylelikle yilizeye tutunamayan bakterilen canli olup olmadiklar:
saptanmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi ile birlikte bare PP
yiizeylere tutunamayan canli bakteri konsantrasyonu neredeyse 2 x 10® KOB/ml iken,
inkiibasyon siiresinin artmasi durumlarinda s6z konusu konsantrasyon degeri yaklasik
5 x 108 KOB/ml olarak saptanmustir. hep*-NH2-O2-PP yiizeylerde ise baslangigta bu
konsantrasyon degeri 1 X 10° az iken, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonrasinda
herhangi bir koloniye rastlanmamistir. Bu durumda hep*-NHz-O2-PP yiizeylerin S.
epidermidis bakteri susuna karsi “temas ile O6ldiirme” karakteristigi sergiledigi
deneysel olarak tespit edilmistir. Gelistirilen hep*-NH2-O,-PP  yiizeylerde, referans

(bare PP) yiizeylere kiyasla ilk 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda yikama suyundaki
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canli bakteri sayis1 4 kattan fazla azaltilmis ve sonrasinda hi¢bir canli bakteri kolonisi

olugmamustir.

S. aureus susunda ise, bare PP yiizeye tutunan canli bakteri konsantrasyonu 24 saat
sonunda yaklasik 1 x 108 KOB/ml olarak saptanmis, 48 saat inkiibasyon siiresi sonrasi
ise bu deger 7 x 10° KOB/ml degerine dek artmistir. Ancak 72 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda canli bakteri konsantrasyon degeri 3 x 10° KOB/ml degerine dek
gerilemistir. Bu durum, inkiibasyon siiresinin uzamasi ile birlikte, yiizeydeki
bakterilerin lirettigi metabolik atiklarin toksik bir ortam olusturarak bakteri canliligini
olumsuz yonde etkilemesi ile agiklanabilir [126]. hep*-NH2-O2-PP  yiizeylerde ise
yalnizca 24 saat inkiibasyon sonrasi canli bakteri tespit edilmis ve s6z konusu
konsantrasyon degeri 4 X 10° KOB/ml olarak belirlenmistir. inkiibasyon siiresinin
artmasi ile birlikte hep*-NH2-O2-PP yiizeylere tutunan canli bakteri kolonisine
rastlanmamistir. Es zamanli olarak yiiriitiilen, yikama suyu ile gereklestirilen ekim
sonuclarina gore ise, bare PP ylizeylerde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri
sonrasinda tespit edilen canli bakteri konsantrasyonu sirast ile 1 X 106 3.5x 10 ve 3.8
x 10° KOB/ml olarak saptanmistir. hep*-NH2-O,-PP yiizeylerde ise soz konusu
konsantrasyon degeri yalnizca ilk 24 saat inkubasyon siiresinde tespit edilmis ve
yaklasik 1 x 10° KOB/ml seklindedir. Referans (bare PP) ve heparin immobilize (hep*-
NH2-O2-PP)  yiizeyler = yapisma  oOnleyici  karakteristikleri ~ kapsaminda
karsilastirilirlarsa, bu bakteri susu i¢in de hep*-NH2-O2-PP  ylizeylerin mekanizmasi

“temas ile 6ldlirme” olarak sonu¢lanmis olacaktir.

Son olarak E. coli bakteri susu (¢alisma kapsaminda kullanilan tek gram negatif bakteri
tiirii olarak) calisgilmigtir. Bare PP yiizeylere tutunan canli bakteri konsantrasyonu ilk
giiniin sonunda yaklasik 2 x 10® KOB/ml olarak saptanmis ve inkiibasyon siiresinin
uzamast ile birlikte 6 x 10° ve 11 x 10° KOB/ml degerlerine dek yiikselmistir. hep*-
NH2-O2-PP yiizeylerde ise yalnizca 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasi yapilan
ekimlerde canli bakterilere rastlanmistir. Mevcut bakteri konsantrasyonu 5 x 10°
KOB/ml skalasinda olup, test edilen diger iki gram pozitif bakteri susunda oldugu gibi
ilerleyen inkiibasyon siirelerinde herhangi bir canli bakteri kolonisine rastlanmamastir.
Yiizeye tutunmayan bakterilerde canlilik tespitine yonelik yapilan ¢calisma sonuglarina
gore ise ilk giin yaklasik 1.2 x 10% KOB/ml bakteri konsantrasyonu saptanirken siirenin
uzamast ile s6z konusu konsantrasyon degerleri 1.7 x 10° ve 5.5 x 10® KOB/ml olarak

tespit edilmistir. Test edilen diger bakteri suslarinda oldugu gibi E. coli susunda da
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yikama suyunda da 24 saat sonrasi inkiibasyon siirelerinde canli bakteriye

rastlanmamistir. Yeniden yapigma Onleyici mekanizma “temas ile 6ldiirme” olarak

saptanmistir.
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Sekil 2.8: S. aureus, E. coli ve S. epidermidis bakteri suslarina ait kolonizasyon
sonugclari (a) Yiizeye tutunmayan (yikama suyundan, PBS) bakterilerin eldesi ile
yapilan ekimler, (b) ylizeye tutunan bakterilerin eldesi ile gerceklestirilen

ekimler (herbir bakteri susu i¢in 37°C’de inkiibasyon stireleri sirasi ile 24, 48 ve
72 saat, tiim ekimler TSA kat1 besiyerinde gergeklestirilmistir, n=12, *p<0.05).

Genel anlamda her {i¢ bakteri susu i¢in de yapisma Onleyici mekanizmay1 “temas ile
oldiirme” olarak tespit edilmis ve sebebi su sekilde aciklanmistir: Heparin
modifikasyonu, 6zellikle yapisindaki sulfon gruplarinin yardimi ile PP alttaglara
yiiksek polarite ve negatif yiik kazandirmistir. Sulfon gruplarina dikkat ¢ekilmesinin
nedeni, heparinin yapisindaki diger negatif yiiklii fonksiyonel gruplara nazaran
(karboksil, hidroksil vb) katyonlarla kolaylikla etkilesime gegebilmesi ve selat
olusturabilmesidir. Bu durum bakteri ¢evresindeki stabil hidrojen baglarinin
stabilitesinin bozulmasina yol acarak bakteri hiicre duvari biitlinliigiiniin de bozulmasi

ve takibinde bakteri 6liimiine neden olmas1 seklinde agiklanabilir [131-133].

Elde edilen veriler ile paralel sonuglar gozlemlemek adina, bare PP ve hep*-NH2-O»-
PP yiizeyler herbir bakteri susu ile 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra ylizeydeki
bakteri miktarlarin1 gézlemlemek adina taramali elektron mikroskop goriintiileri
alimmustir. Sekil 2.9°da rahatlikla goriilebilecegi tizere, bare PP ylizeyler test edilen
tim bakterilerin tutunumu i¢in ideal yiizeyler olmakla birlikte hep*-NH>-O>-PP
yiizeylerde oldukga yiiksek miktarda tutunum engelleyici yaklasim saptanmistir. Elde

edilen goriintiiler heparinize yiizeylerde bakteri tutunumunun ne kadar diisiik oranda

46



oldugunu gostermekte ve Sekil 2.8’de gosterilen sonuclar ile ortiismektedir. Bir diger
yandan SEM goriintiileri, hep*-NH>-O.-PP yiizeylerde canli bakteri kolonilerine
rastlanan tek parametrenin 24 saat inkiibasyon parametresi olmasi ve diger inkiibasyon
stirelerinde higbir canli bakteri kolonisine rastlanilmamasini gézler Oniine sererek

desteklemektedir.

Sekil 2.9: Referans (bare PP) ve heparinize (hep*-NH2-O2-PP) PP yiizeylerde S.
aureus, S. epidermidis ve E. coli suslarina karsi bakteri kolonizasyon SEM
goriintiileri. Herbir SEM goriintiisii, yiizeylerin 24 saat inkiibasyonu sonrasi
¢ekilmistir. S.aureus inkiibe (a) bare PP, (b) hep*-NH2-O2-PP, E. coli inkiibe (¢)
bare PP, (d) hep*-NH,-O-PP, S. epidermidis inkiibe (e)bare PP (f) hep*-NH-
O2-PP. Alinan tiim goriintillerde biiyiitme katsayist x5000 ve x50000

degerindedir.
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Genis zaman araliklarinda inkiibasyon siirelerinin uygulanmasi (48 ve 72 saat)
heparinize yiizeyler ile bakteri temas siiresini de uzatmak anlamina gelmektedir ve bu
durum “temas ile 6ldiirme” ihtimalini slire¢ boyunca artirmaktadir. Boylelikle yikama
suyunda %99’un {izerine ¢ikan bakteri inhibisyon orani gelistirilen hep*-NH2-O.-PP
ylizeylerin bakteri tutunumuna ne kadar direngli oldugunu vurgulamaktadir. Elde
edilen inhibisyon oranlarinin bir diger sebebi de ylizeye immobilize edilen heparin

miktarmin ~400 pg/cm? olmasi ve inkiibasyon siiresince yiizeyden salinan heparinin

test edilen tiim bakteriler icin MBK degerini saglamasidir. MIK ve MBK
calismalarinda kullanilan bakteri konsantrasyonu ve bare PP, hep*-NH2-O,-PP
ylizeylere inkiibe edilen bakteri konsantrasyonlar: arasinda ki iligski sayisal olarak

hesaplanip, ayrica dogrulanmistir (EK-1, Hesaplama 1).

2.2.6. In vitro hemokompatibilite ¢alisma Sonugclari

Hemoliz, kirmiz1 kan hiicrelerinin yikimi ile plazmaya hemoglobin saliniminin
gerceklesmesi olarak tanimlanabilir. Buradan yola ¢ikilarak ¢alisma kapsaminda bare
PP ve hep*-NH>-O2-PP yiizeylerin kirmizi kan hiicreleri ile etkilesimi deneysel olarak
test edilmistir (n=6). Iki PP yiizey tipi de dért farkli saglikli goniilliiden alinan taze
kanlar ile 1 saat boyunca muamele edilmistir. Siirenin sonunda bare PP yiizeylerde
hemoliz oran1 %2.18 £+ 0.04, hep*-NH2-O,-PP yiizeylerde ise %0.45 + 0.02 olarak
hesaplanmistir. ISO-10993-4 kriterlerine gore implant materyallerde maksimum

hemoliz oran1 %5 olmalidir, aksi taktirde implant kullanim1 yasal olmayacaktir [134].

Kinetik-kan pihtilagma testinde de benzer bir yaklagim uygulanmistir; hemoliz testi ile
arasindaki tek fark Kinetik-kan pihtilagsma testinde 10, 20, 40 ve 60 dakika olmak tizere
4 farkli zamanda bare PP ve hep*-NH>-O,-PP ylizeylerin test edilmis olmasidir (TCPS
kontrol grubu, n=16, Sekil 2.10). Belirlenen inkiibasyon siiresinin dolmasi ile birlikte,
kan Ornekleri ultra saf su ile etkilestirilerek, pihtilasmamis kanda serbest haldeki
hemoglobinin absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Bu nedenle, UV-vis spektrumda
okunan absorbans degerleri direkt olarak serbest haldeki hemoglobin miktar: ile
baglantilidir. Geriye kalan hemoglobin, pihti olusumuna katildigindan artik serbest
halde olamayacaktir. Ciinkii pihtt olusumunun son basamaginda ¢éziinmeyen fibrin
olusmaktadir. Bir baska deyisle, absorbans degerinin artmasi, serbest haldeki
hemoglobin miktarinin yiiksek oldugunu gostermektedir ki dolaylt yoldan pihti
olusum miktarinin da az oldugu anlamina gelmektedir. Elde edilen verilere gore ilk 40
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dakika inkiibasyon siiresince bare PP ve hep*-NH2-O2-PP yiizeylere ait absorbans
degerlerinde farkliliklar olsa da, 60 dakikanin sonunda hep*-NH>-O2-PP yiizeylerde
pihtilagsma orani bare PP yiizeylere kiyasla 5 kat daha azdir. Kinetik kan pihtilasma
test sonuglar1 da, bahsi gegen ylizeylerin hemoliz yiizdeleri arasindaki iligki ile paralel

sonuclar vermistir.

5
[ ] 10dk [ ] 20dk [ ]a0dk [ ] e0dk
% %
4- - *
Ui T 1
T w1
o] Tpml
3
§ | 1 -
= 2
1 -
0 _-1 ==

b-PPs hep*-NH2-02-PPs TCPS

Sekil 2.10: Referans (bare PP) ve heparinize (hep*-NH2-O2-PP) PP yiizeylerde
Kinetik-kan pihtilasma test sonuglar1 (TCPS kontrol grubu, n=6, *p<0.05,
**p<0.01).

Platelet tutunumu piht1 olusumunu tetiklediginden, implant-kan araylizeyi hasta igin
risk olusturmaktadir. Bu nedenle hemokompatiblite ¢alismalar1 kapsaminda, model
implant yiizeylerde platelet tutunum ve aktivasyon ozelliklerinin aragtirilmasi
elzemdir. Platelet tutunum testleri kapsaminda 4 saglikli goniilliiden tam kan 6rnekleri
alinmistir. Alinan kan 6rneklerinin santrifuje edilmesi ile (1000 g, 15 dakika) elde
edilen plataletge zengin plazma (PRP, 1ml) ile herbir ylizey iki saat boyunca inkiibe
edilmistir (n=3, 25°C). SEM aracilig1 ile elde edilen goriintiilere bakildiginda (Sekil

2.11), bare PP yiizeylerde platelet tutunumu ve akumulasyonu gergeklestigi
gozlemlenmektedir. Ayrica plateletlerin birbirlileri ile iletisim/etkilesim halinde

olduklari da platetler arasindaki agin olusumuyla ispatlanmis durumdadir. Referans
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yiizeylerin aksine, hep*-NH2-O-PP yiizeylerde platelet tutunum miktarinda oldukga
azalma gozlemlenmis, plateletlerde kiimelesme olmadigi gibi, aralarinda
iletisim/etkilesim aginin olusmadigi da ortaya cikmistir. Bu durum heparinin
yapisindaki fonksiyonel gruplarin, 6zellikle karboksil ve sulfon gruplarinin dogalar
geregi, plateletleri oldukea etkili bir sekilde yiizyeden ittikleri seklinde agiklanabilir
[112].

Sekil 2.11: Insan kanindan elde edilen PRP ile inkiibe edilen (a.1-4) bare PP ve
(b.1-4) hep*-NH2-0,-PP yilizeylere ait SEM goriintiileri. Biiylitme degerleri
(a.1,b.1) x150, (a.2,b.2) x500, (a.3,b.3) x2500, (a.4,b.4) x5000.

50



2.2.7. Invitro hiicre Kiiltiirii Sonuglar:

Polipropilen, klinikte yaygin olarak kullanilan polimerik bir malzeme oldugundan,
ISO-10993-5 standartlar1 uyarinca sitotoksik olmayan bir malzeme olmasi
beklenmektedir [131]. Implant malzemeleri hasta {izerinde kullanilacagindan,
biyouyumluluk ve giivenlik gibi pekc¢ok standard saglayarak gerekli mercilerden onay
almalidir. Bu nedenlerle, heparinize hep*-NH2-O2-PP yiizeylerin biyouyumluluklart
BJ hiicreleri kullanilarak test edilmistir. Hiicreler hem serbest formdaki heparin
cozeltileri (300 ve 400 pg) ile hem de bare PP yiizeylere immobilize haldeki heparin
ile test edilmistir. TCPS malzemenin kontrol grubu olarak kullanildig1 test kapsaminda
(0.1061 + 0.0030) optik yogunluk verileri bare PP ve hep*-NH2-O2-PP yiizeyler igin
sirast ile 0.1178 + 0.0072 ve 0.1352 + 0.0153 olarak sonu¢lanmustir (Sekil 2.12).
Boylelikle, elde edilen optik yogunluk verilerine gére hep*-NH2-O2-PP yiizeylerin BJ

hiicrele canliligina negatif bir etkisi olmadigi sonucuna ulasilmistir.

Calismanin son kisminda ise, hep*-NH2-O2-PP yiizeylerde heparin salim miktarinin
olduk¢a yiiksek degerlerde gerceklesmesinden dolayi, serbest haldeki heparin
cozeltileri ile BJ hiicrelerinin etkilesimi incelenmistir. 300 ve 400 pg iki farkli heparin
konsantrasyonu kullanilarak BJ hiicreleri ile 24 saat boyunca inkiibe edilmislerdir.
Elde edilen optik yogunluk degerleri siras1 ile 0.1292 + 0.0101 ve 0.1190 + 0.0070
olarak saptanmigtir (TCPS kontrol grubu). Ozetle, yapilan galigmalar gstermistir ki,
gelistirilen hep*-NH2-O2-PP  yiizeyler hiicrelerde inhibisyon etkisine sebep
olmamaktadir. Ayrica, literatiirde yer alan birkag ¢alismanin da 6ne ¢ikardigi gibi
heparin yapisindaki siilfon gruplarinin hiicre canliligini pozitif anlamda tetikledigi de

raporlanmustir [113,114].

51



0,16

T [
— | 1 _l_
E 0,12 1 I
= T
<t
1]
S 0,08
c
=2
(=2}
O
>
x 0,04 -
3
)
0,00 T s T T T T T T ? T ?
“ 30 Ao *‘““‘1—0

nev
Sekil 2.12: BJ hiicreleri ile inkiibe edilen serbest heparin (300 pug ve 400 pg)
ve heparinize ylizeylerin (hep*-NH2-O2-PP) MTT analizi sonuglar1 (TCPS
kontrol grubu, n=5, *p<0.05).
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3. TITANYUM (Ti) YUZEYLERDE ELEKTROFORETIK DEPOZISYON
(EPD) DESTEKLI HEPARIN IMMOBILIZASYONU

3.1. Materyal ve Metot

3.1.1. Materyal

TisAl4V alasim yiizeyler (sinif 5, kalinlik 1mm, Salomon’s Metalen) 10 mm x 25 mm
levhalar seklinde kesilmistir. Tiim ornekler otomatik zimparalama makinesi ile
(LaboForce-100/LaboPol-30, Struers) iki basamakta zimparalanmustir: (i) kristal
zimpara diski ile (MD-Mezzo 220 ve MD Largo, Struers), (ii) zimparalanan yiizeyleri
parlatma islemi (polishing) hacimce 70:30 oksit polishing ¢ozeltisi (OPS, koloidal
silika, MiKrodiamant GmbH) ve hidrojen peroksit (kiitlece %35’lik ¢ozelti, Chem-
Lab). Temizleme isleminin tamamlanmasinin ardinda tiim 6rnekler ultrasonik banyoda
(model 2510, Branson) 30 dakikalik siirelerde sirasiyla aseton (>%99, Cehm-Lab) ve
ultra saf su (milliQ, 18.2 uS/cm, Merck Millipore ) ile liger kez yikanarak, kullanima

hazir hale getirilmislerdir.
3.1.2. Metot

3.1.2.1.Titanyum (Ti) yiizeylerde heparin depozisyonu

Heparin (=180 USP units/mg, milliQ, 18.2 uS/cm) c¢ozeltisi 0.5 mg/ml
konsantrasyonunda milliQ saf su ile hazirlanarak karakterize edilmistir. Deney
stratejisini belirlemek amaciyla, oncelikli olarak saf heparin ¢ozeltisinin iletkenlik ve
pH degerleri olgiilmistiir (InLab 751-4 mm: Mettler Toledo, USA). Heparin zeta
potansiyel Olclimleri ise elektroforetik 151k sagilma cihazi ile (ELS, Litesizer 500,
Anton Paar GmbH) (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, UK) heparin
denatiirasyonunu ve joule isinmasini engellemek amaciyla, hizli alan ters-donme

modunda (fast field reversal mode) ger¢eklestirilmistir.
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Depozisyon hiicresi, tek kullanimlik kiivette (1 mL polisitren, VWR) elektrotlarin
karsilikli olarak aralarinda 8 mm mesafe (PTFE ara parga) bulunacagi sekilde
yerlestirilerek kullanilmaktadir (Sekil 3.1). Oda kosullarinda, akim-kontrollii olarak
AC-EPD islemi gergeklestirilmistir. Yiiksek ¢ozlniirliiklii dijital-analog sinyal iiretici
(N19269, National Instruments) ¢ift fazli sinyal yiikselticiye (PZD 700 M/S, Trek Inc.)
baglanarak sinyal iiretimi gerceklestirilmistir. AC-EPD esnasinda farkli frekans
degerleri (25-50-75-100 Hz) ve DC offset i¢eren/igermeyen ticlii asimetrik AC sinyal
kullamilmistir (Sekil 3.2). Analog-dijital sinyal ¢ikis modiilii (NI9223, National
Instruments) sinyal yiikseltici monitoriine baglanarak deney siiresince bilgisayar
{izerinden akim, voltaj ve sicaklik takibi yapilmustir. Islemin sona ermesi ile Ti alttaglar
kiivetten ¢ikarilarak milliQ ile yikanmis ve boylelikle yilizeye depozit edilemeyen

biyomolekiiller uzaklastirilarak yiizeyler oda kosullarinda kurumaya birakilmastir.
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Sekil 3.1: EPD hiicresinin sematik gosterimi.
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Calisgma kapsaminda AC-EPD teknigi ile heparin depozisyon isleminin
optimizasyonunda test edilen parametreler Cizelge 3.1’de yer almaktadir. Uygulanan
frekans (Hz) degerinin belirli bir degere kadar artmasi depozisyon miktarini artirmakla
birlikte, esik degeri ge¢mesi durumunda depozisyon isleminin sekteye ugrayarak
homojen bir kaplama gerceklestirilmesini engelleyecektir. S6z konusu esik degeri,
kullanilan kimyasala, ¢6ziiciiye, ¢cozelti pH’sina ve ¢evre kosullarina (sicaklik, nem
vb) bagli degiskenlik gosterecektir. Uygulama siiresi (dakika), atirildik¢a kaplama
kalinliginin da artmasi beklenmektedir. Ancak, siirenin uzamasi ile birlikte ¢ozeltiye
uygulanan elektrik alan ve akim genlik miktarinin etkisiyle ¢ozelti de Ph, sicaklik vb
degisimler meydana gelecek ve dncelikle kaplama kalitesi ve homojenitesi bozulacak,
devaminda ise ¢oOzelti igerisindeki partikiiller hareket kabiliyeti, mobilite vb
parametreler kapsaminda negatif etkilenecektir. Akim genligi (mA/cm?) artirilmasi
durumunda baloncuk olusumunu (suyun elektrolizini) engellemek adina frekans
degeri de artirilmalidir. DC offset (mA/cm?) AC-EPD teknigine etkisi ise su sekilde
aciklanabilir. AC alan uygulanmasi durumunda elektrik alanin art1 ve eksi bilesenleri
uygulanan sinyale bagli farkli elektrotlara yiiklenirler. Yani birebir ayni olan iki
elektrot, uygulanan AC sinyalin pozitif alanda oldugu ve negatif alanda oldugu anlarda
anot ya da katot olarak karakteristik degistireceklerdir. DC kaynak kullaniminda ise
elektrotlar silireg boyunca anot ya da katot olarak sabit birer kimlik edinmis
olacaklardir. AC sinyal uygulanirken DC bilesenin de siirece dahil edilmesi ile sabit
bir elektrik alan uygulamasi saglanir ve ytiklii pargaciklar hem AC kaynagin hem de

DC kaynagin etkisinde hareket ederek kaplama gerceklestirirler [46].

Cizelge 3.1: AC-EPD tekniginde parametre optimizasyonunda kullanilan degerler.

Optimize Edilen Parametreler Birim
Frekans Hz (25, 50, 75, 100)

Siire Dakika (1,5,10)

Akim Genligi mA/cm? (2.5, 5, 10, 25)
DC Offset mA/cm? (0, -0.25, -0.5, -1)
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AC-EPD teknigi akim-kontrol modunda gergeklestirilmistir. Birbirinin tipa tip aynisi
iki adet Ti plak kuvet igerisine yerlestirilerek depozisyon islemi gerceklestirilmistir.
Karsilastirma amaci ile, ayn1 konsantrasyonda (0.1 mg/ml) heparin c¢ozeltisi
kullanilarak ve AC-EPD uygulama siiresi bire bir ayni sekilde uygulanarak klasik
“daldirma” teknigi tercih edilmistir. Tezin geri kalaninda, referans 6rnekler “bare Ti”,
AC-EPD ile heparin depozisyonu gerceklestirilen 6rnekler “Ti-HEP”, daldirma teknigi
ile heparin immobilizasyonu gegeklestirilen yiizeyler ise “Ti-HEP¢” olarak
adlandirilacaktir (Sekil 3.3).

3.1.2.2.Titanyum (Ti) yiizeylerde fiziksel ve kimyasal karakterizasyon

Tez kapsaminda gergeklestirilen fiziksel karakterizasyonlar su sekilde siralanabilir;
ylizey 1slanabilirlik agilar1 ve serbest ylizey enerji (SFE) hesaplamalari Temas Agis1

(CA) olgtimii ile gerceklestirilmistir (OCA 15EC, Dataphysics).

Yiizey enerjisi (SFE) ve bilesenleri kullanilarak incelenmis ve durgun-su methodu ile
statik olarak olgiilmistir (OCA 15 EC, Dataphysics, Germany). SFE bilesenleri,
ornegin apolar (dispersif Lifshitz-van der Waal; y") ve polar (asity7, baz y5 ) van
Oss, Chaudhury ve Good (VOCG) esitligi kullanilarak SCA 20 yazilimi ile
hesaplanmistir [137].

/véW Y + YEvi + Jys v =05y, (1 + cos o) (3.1)

Polar bilesen, Y48 ve toplam yiizey enerjisi y*°!, esitlik 3.2 ve 3.3 kullanilarak

hesaplanmistir [138].
v = 2\y*ty~ (32)
ytot = yLW 4 4B (3.3)
Hesaplamalar icin her gruptan 9 6rnek analiz edilmistir.

Yiizey topografi analizleri ve goriintiileri Atomik kuvvet mikroskop (AFM, Asylum,

Asylum Research, Oxford Instruments, Oxford, UK ) teknigi ve Taramal1 elektron
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mikroskop (SEM, FEI-Quanta 400 F, TX,USA) ile gerceklestirilmistir. Ti ylizeylerde
gerceklestirilen kaplama kalinliklarinin tayini icin ise Spektroskopik elipsometri (Ise

Ellipsometer, J.A. Woollam, version 5.2) teknigi kullanilmistir.

Ti yiizeylere depozite edilen heparin miktarinin tayini i¢in, tiim Ti 6rnekler 4 ml 30
ppm Toluidine mavi (TB) boya ig¢ine daldirilmistir. Proses su sekilde
gerceklestirilmistir: drnekler 1 saat boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur ve takip
eden siirecte 5 dakika boyunca vortekslenmistir. Ti yiizeylerin TB boyasindan
uzaklastirilmasi ile, elde edilen ¢bzelti heparin miktarin tespit edilmesi amaciyla
incelenmistir. ELISA teknigi ile 630 nm dalga boyunda gerceklestirilen dlgtimler ile
kalibrasyon egrisi elde edilmis ve ilerleyen siiregte yiizeydeki heparin miktar1 séz
konusu egriden elde edilen denklem ile hesaplanmistir ( y= (x+0.5843)/-0.1359,
R?=0.97).

Kimyasal analiz, XPS (ThermoFisher Scientific, East Grinstead, UK) ile
gerceklestirilmistir. Veri analizi ve eldesi i¢in Thermo Avantage software
kullanmilmistir. Tiim yiizeyler Al Ko hatt1 lizerinde analiz edilmis, X-151n1 kaynagi

monokromatik uygulanmistir (400 um nokta ¢api, elektron enerjisi 8 eV) [139].
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Sekil 3.3: AC-EPD destekli yilizey modifikasyonu ve biyolojik testlere ait

coklu deney basamaklarinin sematik gosterimi.
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3.1.2.3.Protein tutunum cahismalari

Calisma kapsaminda model protein olarak sigir serum albiimin (Sigma Aldrich, SSA)
tercih edilmistir. Protein ¢oziiclisi olarak ise fosfat tampon c¢ozelti (PBS)
kullanilmistir. Deney siireci, 1 mg/ml (PBS, pH:7.4) konsantrasyon degerinde SSA
kullanilarak yiiriitiilmiistir. AC-EPD teknigi ile heparin kaplama gerceklestirilen (Ti-
HEP), daldirma teknigi ile heparin kaplama gerceklestirilen (Ti-HEPg) ve referans Ti
alttas (bare Ti) yiizeyler 10 mL SSA ¢ozeltisine daldirilarak, 7 giin boyunca 37 °C ‘de
50 rpm ¢alkalamali inkiibatér ortaminda mufahaza edilmistir. Belirlenen siirelerin
dolmast ile (24-72-168 saat) ¢ozeltiden Ornek alimarak UV spektrofotometri ile
ortamdaki SSA miktarlar1 tayin edilmistir. Yiizeye tutunan protein miktari, stok
¢ozeltinin konsantrasyon degerinden (1 mg/ml), SSA ¢ozelti konsantrasyonunun

¢ikarilmasi ile elde edilmistir.

3.1.2.4.In vitro antiadherent ¢alismalar

Calismanin bu kisminda tig tip Titanyum ylizey (Ti-HEP, Ti-HEPq, bare Ti) ile devam

edilmistir.
Antiadherent ¢calisma prosediir akisi asagida paylasilmaktadir;

e Triptik Soy Broth (TSB, siv1 besiyeri) icerisinde 0.5 McF (1.5x10® KOB/mI)
bulanikliga ayarlanan S.epidermidis/E.coli/S.aureus bakteri siispansiyonlari
hazirlanmstir.

e Ekim yapilmak iizere, hazirlanan siispansiyon 1:100 seyreltilerek, 1.5x10°
KOB/ml bulaniklik degeri ile deneyler gerceklestirilmistir.

e 1 cm? birim alan basma (Ti-HEP, Ti-HEPq, bare Ti), 10 uL bakteri ekimi
gerceklestirilmistir.

e Inkiibasyon siiresi boyunca, bakteri siispansiyonunun hava ile temasini kesmek
ve siispansiyonun tiim ylizeye homojen olarak dagilmasini saglamak amaci ile
UV-steril asetat kagitlar ile Polipropilen ylizeyler kapatilmistir.

e Ti-HEP, Ti-HEPg, bare Ti yiizeyler 37°C de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresince nem orani %15+2 degerinde sabitlenmis ve diizenli

olarak kontrol edilmistir.
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e Inkiibasyon siiresi tamamlanan yiizey, ncelikle asetat kagidindan ayrilmustir.

e PBS (pH:7.4) ¢ozeltisi ile 1 kez yikanan ylizeylerden, yiizeye tutunmayan
bakteriler uzaklastirilmistir.

e Yiizeye tutunan  bakterileri, ylizeyden uzaklagtirarak  ekimlerini
gergeklestirebilmek tizere, TSB siv1 besiyeri ile yiizeyler vortekslenmistir.

e Sirasi ile direkt ekim (seyreltilmemis), 102 ve 10 katlarinda seyreltilen
bakteri siispansiyonu Triptik Soy Agar (TSA, kat1 besiyeri)’a alinarak 24 saat
boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.

e Siirenin tamamlanmasi ile agarda olusan koloniler sayilarak c¢alisma

tamamlanmaistir.

3.1.2.5.In vitro hemokompatibilite ¢calismalar:

Hemoliz testi kapsaminda, goniilliillerden alinan tam kan, 4.5 mI’lik vakumlu sodyum
sitrat tiiplere alinmistir. Sodyum sitratin anti-koagiilan (pihtilasma Onleyici)
Ozelliginden yararlanilmig, antikoagiilan:kan orant hacimce 1:9 olarak sabitlenmistir.
Oncelikle her bir Ti yiizey, 10 mL PBS bulunan santrifijj tiipiine yerlestirilmis ve 37
°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin sona ermesi ile birlikte, 4:5
oraninda PBS ile seyreltilen antikoagiilan kandan, her bir santrifiij tiiptine 200 pL
eklenmistir. 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilen 6rnekler, siirenin sona ermesi ile
birlikte 1000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Herbir yiizey igin,
stipernatantlarindan alinan 100 pL 6rnek 96 kuyucuklu plaklara aktarilmigtir. Her bir
yilizeyden en az 6 kuyucuk doldurulmustur. Kuyularin absorbans degerleri 540 nm’de

okunmustur.

Platelet tutunum testleri kapsaminda ise referans (bare Ti) ve heparin modifiye Ti
yiizeyler (Ti-HEP, Ti-HEPg) kullanilmistir.Insandan alinan antikoagiilan kan, 1000
g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek trombosit¢e zengin plazma (PRP) elde
edilmistir. Hazirlanan ylizeyler 24 kuyucuklu mikroplak icerisine yerlestirilmistir.
Herbir yiizey 1 ml PRP eklenerek, 37 © C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi ile birlikte yiizeyler 3 kez PBP (pH:7.4) ile
yikanmis ve yiizeye tutunmayan plateletler bu sekilde uzaklastirlmistir. Yiizeye
tutunan plateletlerin fiksasyonu ise, hacimce %2.5’lik (PBS ile seyreltilmis)
gluteraldehit (GA) ile +4° C’de yarim saat boyunca inkiibe edilerek

gerceklestirilmistir. Stirenin dolmast ile birlikte ylizeyler yeniden PBS ile yikanmis ve
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kurutma islemi farkli konsantrasyonlarda (%0, %25, %50,%75 ve %100) etanol
¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Etanol ¢dzeltileri ultra saf su ile seyreltilmis
ve ylizeyler her bir konsantrasyon degerinde 5’er dakika bekletilmislerdir. Oda
sicakliginda kurutulan yiizeylerde, farkli biiylitme degerlerinde 500x, 100x ve 10x
SEM analizi gergeklestirilmis ve her bir 6rnekten herbir biiylitme degeri icin licer adet

goriintii alinmastir.

3.1.2.6.1n vitro hiicre Kiiltiirii calismalar:

Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 kapsaminda NCTC 929 (L cell, L-929, CCL-1™) fare
fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatt1 T75 flasklara ekilmis ve 24 saat
boyunca 37° C’de COz igeren inkiibator ortaminda tutulmustur. Kullanilan besiyeri
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), %10 fetal bovine serum (FBS), %1
sodyum pirtivat, %1 L-Glutamin ve %21 penisilin-streptomikin igerikleri ile
zenginlestirilmistir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmas ile birlikte hiicreler tripsin
¢ozeltisi yardimi ile flasktan kaldirilmis ve santrifiij edilmistir. EMEM ile yeniden

siispanse edilerek deneyde kullanilmaya hazir hale getirilmistir.
MTT Analizi:

24 kuyucuklu plaga yerlestirilen 6rnek yiizeylerde, kuyu basina 100.000 hiicre ekimi
gerceklestirilmistir. 24 saat inkiibe edilerek tek katmanli hiicre kiiltiirliniin olugmasi
saglanmistir. Hiicre ile etkilesimleri Oncesi her bir 6rnek ylizeyi 6n-arka yilizey olmak
lizere bir saat boyunca UV 15181 (A=254 nm) ile sterilize edilmistir. Tek katmanli hiicre
kiiltiir olusumunun kontrolii gerceklestirilmis ve besiyeri aspire edilerek DPBS ile
yikanmistir. Sterilize 6rnekler hiicre kiiltiiriinlin merkezine yerlestirilmistir. Hiicre
kiiltiirii ile 24 saat boyunca inkiibe olan ylizeyler, siirecin sona ermesi ile inkiibatorden

alimmistir. Kiiltiir besiyeri aspire edilerek DPBS ile nazikg¢e yeniden yikanmustir.

Hiicre canlilik ¢alismalari kapsaminda, FBS bulunmayan 0.5 mg/ml MTT igeren
EMEM besiyeri kuyucuklara aktarilarak 3 saat boyunca 37 °C nemli atmosferde
inkiibe edilmistir. Siirecin tamamlanmasinin ardindan, MTT ¢6zeltisi kuyucuklardan
uzaklastirilarak, DPBS yardimiyla kuyucuklar nazikge yikanmig ve formazan kristaller

DMSO c¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Her bir Ornege ait absorbans degerleri
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kolorimetrik olarak UV-Vis spektrofotometre yardimi ile 540 nm dalga boyunda

okunmustur (TCPS kontrol grubu, 690 nm referans dalga boyu).

DAPI floresans goriintiileme:

Steril 6rnek ylizeyler 24 kuyucuklu plaklara merkez odakli olarak yerlestirilmistir. Her
bir 6rnek yilizeyine 10.000 hiicre ekimi gergeklestirilmis ve hiicrelerin yiizeye
tutunmalar1 adina 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin tamamlanmasi ile 1 ml
tam EMEM besiyeri kiiltiir ortamina transfer edilmis ve 48 saat siiresince 37° C’de
inkiibe edilmistir (TCPS kontrol grubu).

Inkiibasyon siiresinin sona ermesi ile, besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilarak drnek
yiizeyleri DPBS ile nazik¢e yikanmigtir. DPBS ile seyreltilerek %3.7 yogunluga
getirilen formaldehit (h:h DPBS) yardimi ile hiicreler 4 °C’de 15 dakika siiresince
bekletilerek ornek yiizeylerine fikse edilmislerdir. Fiksasyon islemi sonrast drnek
yiizeyler li¢ kez DPBS ile nazikce yikanmigtir. Hiicre zarlarinin DAPI boyaya gegirgen
hale getirmek amaci ile %0.1 Triton-X-100 (Sigma Aldrich, DPBS ile dilusyon)
cozeltisi ile 5 dakika muamele edilmistir. Yeniden drnek ylizeyler iic kez DPBS ile
nazik¢e temizlenmistir. Hiicre boyama islemi 20 pg/ml (DPBS ortaminda)
konsantrasyonunda DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole.2HCI, DAPI, Serva,
Germany, Cat.: 18860.01) boya kullanilarak ve 15 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletilerek gergeklestirilmistir. Hiicreler yeniden DPBS ile ii¢ kez nazikce
yikanmigtir. DAPI ile boyanan hiicre c¢ekirdekleri floresans mikroskop ile
incelenmigtir (Leica, DMI 3000B, Inverted Mikroskop Leica, DM IL LED).

3.2.  Bulgular ve Tartismalar

3.2.1. Titanyum (Ti) yiizeylerde heparin depozisyonu parametre optimizasyonu

Zeta potansiyel tayini EPD igin kilit faktorlerden biridir. Coziinen parcaciklarin
uniform ylizey yiikiine sahip olmasit beklenir, bdylelikle c¢ozelti igerisinde
stabilitelerini (parcaciklar arasi cekme ve itme kuvvetlerinin toplami1) koruyabilirler.
Parcaciklarin aglomere (yigin olusturma) olmasini engellemek igin, yiiksek
elektrostatik itme kuvveti olugsmalidir ve bu durum yiiksek pargacik yiikii gerektirir.

EPD icin bir bagka kilit faktor de iletkenliktir. EPD tekniginde alttas ylizeye depozite
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edilen pargacik miktar1 uygulanan elektriksel alanin giicii ile iligkilir. Anot ve katot
arasinda uygulanan elektriksel alan, yalnizca yiiklii pargaciklar1 degil ayrica serbest
haldeki iyonlar1 (¢ozeltinin iletkenligini belirlerler) da harekete gecirir. Ornegin,
cozelti iletkenligi cok diisiik bir degerde ise, ¢ozelti direng gosterecek ve bu durum

kaplamanin stabilitesinin azalmasina neden olacaktir [140-142].

Hazirlanan heparin ¢ozeltisinin nétr pH degerinde ~7.0 zeta potansiyeli -50 = 2 mV
olarak Ol¢iilmiistiir (Cizelge 3.2). Negatif zeta potansiyeli geregi, heparinin dncelikle
anot olarak yiiklenen elektrotta depozite olmasi beklenmektedir. AC-EPD igin
Onerilen ¢ozelti iletkenlik degeri 100 pS/cm degerini gegmemelidir [49,143].
Hazirlanan heparin stok konsantrasyonu 0.5 mg/ml olarak belirlenmistir. Ancak elde
edilen verilere gore s6z konusu konsantrasyon degerinde heparin iletkenligi yaklasik
olarak 245 pS/cm Olcililmiistiir. Bu nedenle heparin stok c¢ozeltisi 0.1 mg/ml
konsantrasyona seyreltilerek yeniden Ol¢iim gerceklestirilmis ve iletkenlik degeri
yaklagik 77 uS/cm olarak saptanmistir. Boylelikle calismada kullanilan heparin

konsantrasyon degeri 0.1 mg/ml degerinde belirlenmistir.

Cizelge 3.2: Heparin ¢ozeltisine ait karakterizasyon sonuglari

Heparin Konsantrasyonu Tletkenlik Ph Zeta Potansiyel
(mg/ml) (nS/cm) (mV)
0.5 245 7.0 -50+2
0.1 77.5 7.5

Literatiirde Titanyum (Ti) alttaslarda AC-EPD teknigi ile heparin modifikasyon
calismasi bulunmadigindan, optimizasyon c¢aligmalar1 6ncelikle AC-EPD teknigi ile
heparin kaplamasi referans (bare Ti) alttaglarda yiirttiilmiistiir. Tim parametreler
(sinyal, genlik, offset sinyali, siire, frekans) Ti alttaslara depozite edilen heparin

miktar1 referans alinarak optimize edilmistir.

AC-EPD cihazinda akim ve voltaj kontrollii olmak iizere iki tip uygulama imkan1
mevcuttur. Voltaj-kontrol modda, sabit bir elektrik alan uygulamasi ile baslayan siireg,
depozisyon sirasinda yiizeyde diren¢ olusumuna neden olmaktadir. Bu durum sistemin
akim degerinde diisiislere neden olmaktadir ve stabilitesi diisiik kaplama

gerceklestirilmesine neden olmaktadir. Akim-kontrol modda, sistem tarafindan akim
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stirekli sabit tutuldugundan voltajda diisiisler yasansa bile depozisyon (kaplama)
islemi problemsiz bir sekilde gerceklesebilmektedir. Bu yolla elde edilen filmler yiizey

boyunca homojen bir karaketeristik sergileyebilmektedir [46].

Yapilan 6n ¢alismalarda, uygulanan EPD siiresi 6. dakikay1 asmasi durumunda -diger
parametrelerden bagimsiz- Ti elektrotlarin koselerinden baglayarak devam eden
stiregte tiim ylizeyde gaz baloncuklarinin olusumu gézlemlenmis ve bu nedenle tiim
AC-EPD parametreleri 5 dakika uygulama siiresinde sabit tutulmustur. Bu durumun
muhtemel sebeplerinden biri, kaplama siiresinin uzamasi ile kaplama kalinliginin
arttig1 gibi ayn1 zamanda elektrotun elektrik alana maruz kalma siiresi de artacak bu

durum direkt olarak, elektrot yiizeyinde direng olusmasina neden olacaktir [45].

AC-EPD islemi akim-kontrollii modda gergeklestirildiginden, akim genligi (Ip-p,
mA/cm?) optimize edilecek oncelikli parametre olarak belirlenmistir. Akim genlik
degerinin optimizasyonunda 2.5, 5, 10 ve 25 mA/cm? olmak iizere dort farkli deger
calisilmustir (sirasi ile sistemde Ol¢iilen voltaj degerleri Vpp 25, 45, 70 ve 300 V/cm).
Literatiirde yer alan, kalic1 biyomolekiil/hiicre tutunumunun ve depozisyonunun
asimetrik AC sinyali kullanilarak gerceklestirildigini gosteren yayinlarda ayni
zamanda net bir direkt akim (DC offset) bileseninin s6z konusu sinyale uygulanmasi
durumunda hedef elektrota dogru net bir akis saglandigi gozlemlenmistir [142]. Bu
nedenle DC sinyal etkisi heparin depozisyonu siiresince optimize edilecek
parametrelerden biri olarak belirlenmistir. Depozisyon islemi sonrasi, Ti ylizeylerdeki

heparin miktar: (Ti-HEP) TB boya kullanilarak hesaplanmustir.

Akim genlik degerinin artmasi ile bare-Ti alttaslara depozite edilen heparin miktari
azalmaktadir (Sekil 3.4). Akim genligi 5 mA/cm? degerinde iken, tiim frekans
degerlerinde en yiiksek miktarda heparin depozisyonu saglamistir. Ozellikle 50 ve 100
Hz parametrelerinde heparin miktar1 ortalama 11.63 pg/cm? ve 11.37 pg/cm? olarak
Olciilmiistiir. Ancak, akim genlik degeri ile bare-Ti yiizeylere depozit edilen heparin
miktar1 arasinda direkt bir baglanti saptanmamistir. Ayrica en yiiksek heparin
miktarlar1 5 mA/cm? akim genlik degerinde elde edildiginden, son olarak 2.5 mA/cm?
degeri de uygulanmigtir ancak s6z konusu ylizeylerde heparin varligina
rastlanmamustir (Sekil 3.4a). Boylelikle akim genligi 5 mA/cm?, frekans 50 Hz olarak

saptanarak, 5 dakika uygulama siiresine dahil edilmistir.
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DC offset degerinin AC-EPD siirecine etkisinin incelenmesi i¢in test edilen degerleri
siras1 ile 0, -0.25 ve -0.50 mA/cm? seklindedir. Bu basamakta herbir deneyde
kullanilan akim genligi 5 mA/cm? degerinde sabit tutulmustur. DC offset
uygulanmadigi durumda (0 mA/cm? iken) Ti-HEP yiizeylerde elde edilen
maksimumum heparin miktar1 1.99 + 0.07 pg/cm? olarak 50 Hz frekans degerinde
gbzlemlenmistir. DC offset degeri -0.50 mA/cm? degerine yiikseltildiginde ise, Ti
ylizeylerde baloncuk olusumuna gézlemlenmis ve bu durum kaplama siirecini olumsuz
yonde etkileyeceginde, heparin tayini gerceklestirilmemistir. Boylelikle, DC offset

degeri -0.25 mA/cm? olarak optimize edilmistir.
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Sekil 3.4: AC-EPD parametrelerinin heparin depozisyon miktaria etkileri.
(a,b) Akim genliginin etkisi , (c) voltaj genliginin etkisi (n=9, DC offset= -
0.25 mA/cm?)

Sonu¢ olarak bare Ti alttaglar kullanilarak gerceklestirilen AC-EPD tekniginin

optimize parametresi, 50 Hz frekans degeri, 5 dakika uygulama siiresi, 0.5 mA/cm?

akim genligi ve -0.25 mA/cm? DC offset olarak belirlenmistir.

3.2.2.Titanyum (Ti) yiizeylerde fiziksel ve kimyasal karakterizasyon

Malzemelerin serbest yilizeye enerji (SFE) degerlerinin hesaplanmasi biyolojik
uygulamalar i¢in olduk¢a dnemlidir. SFE yiizeyde mevcut dengesiz molekiiller arasi

cekim/itim kuvvetlerinin (hidrojen baglar1 ya da dipol-dipol etkilesimler)
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varlik/yokluk tayinini miimkiin hale getirir. Ayrica SFE yiizeyin hidrofilik ya da

hidrofobik karakteristigi tizerinden incelenen termodinamik bir niceliktir [145].

Calisma kapsaminda referans (bare Ti) ve heparin modifiye Ti (Ti-HEP, Ti-HEPg)
ylizeylerde temas agis1 6l¢timleri milliQ (saf su), etilenglikol (EG) ve bromoform (Br)
ile gerceklestirilmistir. Sekil 3.5a *da goriilecegi tizere bare Ti ylizeylerin 62.79 + 8.93
© olarak ol¢iilmiistiir. Ti-HEP ytlizeylerde ise hidrofilik karakteristigin arttig1 ve séz
konusu agmin 32.66 £ 11.62 ° ye distiigii gézlemlenmistir. Bu durum heparinin
yapisinda bulunan hidrofilik gruplarin varligi ile agiklanabilir. Ti-HEPq yiizeylerde ise
hidrofilik karakteristik gelistirilemedigi gibi bare Ti yiizeylere olduk¢a yakin temas
acis1 degerleri saptanmistir. Bu durum kullanilan heparin yogunlugu (0.1 mg/ml) ile
iligkilendirilebilecegi gibi daldirma islemi sonrasi yiizey yikama basamaginin yiizeye
fiziksel olarak tutunan heparinin yiizeyden salinmasina neden oldugu seklinde de

yorumlanabilir [145].
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Sekil 3.5: Referans (bare Ti) ve heparinize (Ti-HEP ve Ti-HEPg) yiizeylere ait
temas acis1 6l¢iim sonuglari. (a) Islanabilirlik, (b) Serbest ylizey enerji, (c) asit-

baz serbest yiizey enerji sonuglar1 (n=9).

Elde edilen sonuglara gore, serbest ylizey enerjisi (SFE) ve bilesenleri (dispersif ve

polar) hesaplanmistir (Sekil 3.5b). Referans Ti (bare Ti) ylizeyinin serbest yiizey
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enerjisi 37.56 mJ/m? olarak hesaplanmis ve heparin depozisyonu (Ti-HEP) ile bu deger
47.20 mJ/m? e yiikselmistir. Dispersif bilesen (y-), degeri bare Ti yiizeylerde 28.55
mJ/m? olarak hesaplanirken, Ti-HEP yiizeylerde s6z konusu deger 17.51 mJ/m? olarak
hesaplanmistir. SFE’nin bir diger bileseni olan polar enerji sonuglari ise, bare Ti ve
Ti-HEP yiizeyler icin siras1 ile 8.43 mJ/m?ve 16.48 mJ/m? olarak hesaplanmistir. Bu
durum yiizeyin artan hidrofilik karakteristiginin polar enerjiye etkisi olarak
yorumlanabilir. Bare Ti yiizeylerin heparin ile kaplanmasi, yiizeyde olusturulan C-O,
C=0, C-H ve O-C=0 gibi oldukg¢a polar gruplarin varlig ile iliskilendirilebilir. Ayrica
bir diger yandan yine oldukca polar ve oldukca negatif yiikli -SO3” ve -COOH
gruplarinin da heparin kaplamasi ile yiizeye depozite edildigi ve hem ylizey
hidrofilisitesini hem de polar yiizey enerji degerlerini dogrudan artirtigi yorumu
yapilabilir [119]. Ti-HEPq ylizeylerde ise dispersif ve polar enerji bilesenleri sirasi ile
28.04 mJ/m? ve 6.77 mJ/m? olarak hesaplanmistir. Bu noktada da bare Ti yiizeylere
kiyasla yiizey hidrofilitesinin artirilamadigi gibi serbest yilizey enerji ve polar

bilesenlerde de herhangi bir artis saglanamamustir.

Bir diger yandan, toplam serbest yiizey enerjisi (y'®") ve bilesenleri (dispersif ve polar)
dispersif Lifshitz-van der Waals (y-"), polar asit-baz enerji bilesenleri (y*B); electron
alict (y") ve electron verici (y) hesaplanmistir (Sekil 3.5¢). Referans Ti (bare Ti)
yiizeyinin serbest yiizey enerjisi 37.56 mJ/m? olarak hesaplanmis ve heparin
depozisyonu (Ti-HEP) ile bu deger 47.20 mJ/m? e yiikselmistir. Dispersif bilesen
(y"W), degeri bare Ti yiizeylerde 28.55 mJ/m? olarak hesaplanirken, diger tiim
modifikasyon islemleri sonrasi dispersif enerjinin azaldig1 ve 16.44-20.85 mJ/m?
araliginda seyrettigi gozlemlenmistir. Polar bilesen (y*F); bare-Ti yiizeylerde
yaklasik 8.43 mJ]/m? olarak hesaplanirken, heparin depozisyonu sonrasi (Ti-HEP)
16.48 mJ/m? degerine yiikselmistir. Polar enerji bileseni detayli olarak incelendiginde
ise elektron alici/verici karakteristikleri g6z 6niine alinmalidir. y* bileseni bare-Ti
yiizeylerde 1.07 mJ/m? olarak hesaplanirken heparin depozisyonu (Ti-HEP) sonrasi
1.17 mJ/m? degerine yiikselmistir. Genel anlamda bare-Ti yiizeylerde heparin
modifikasyonu yiizeylerin (y*) bilesenini, bir bagka deyisle asidik karakteristigini
artirmistir. Son olarak yiizeylerin y™ yani elektron verici karakteristigi incelendiginde

ise s6z konusu deger bare-Ti yiizeyler icn 23.64 mJ/m? iken, heparin depoziyonu ile
bu deger 59.62 mJ/m? ye dek yiikselmistir (Sekil 3.6),.
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Elde edilen sonuglara gére modifikasyon sonras1 yiizeylerin bazik (elektron yoniinden
zengin) karakteristikleri, asidik (elektron yoniinden fakir) karakteristiklerine kiyasla
oldukca yiiksek degerler sergilemislerdir. Bu durum, bazik yiizey enerji bileseninde
goriilen ylikselmenin, oksijen atomlarinda bulunan iyon ¢iftlerinin elektronlarindan
(hidroksil gruplar1 vb.) kaynaklandig1 seklinde yorumlanabilir [119,145]. Ayrica
amino gruplar1 da bazik karakteristikleri ile tanindiklarindan, heparin yapisinda
bulunan amino gruplarinin da AC-EPD islemi sirasinda yiizeye depozisyonunun
gerceklestirildigi iddia edilebilir [119]. Yeniden, AC-EPD islemi sonrasi heparinin
kimyasal yapisinda meydana gelen degisikliklerin detayl1 analizi sonrasi bu konuda da

kesin yorumlar yapmak miimkiin olabilecektir.
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Sekil 3.6: Referans (bare Ti) ve heparinize (Ti-HEP, Ti-HEPq) yiizeylerde

1slanabilirlik 6l¢iimleri kapsaminda yipranma hizi analiz sonuglar1 (n=9).

Temas acist Olgim ve SFE calismalar1 kapsaminda herbir yiizey icin
yipranma/yaglanma c¢aligmalar1 30 giin boyunca +4 °C’de muhafaza edilen yiizeyler
ile siirdiirilmiis ve sonuglar1 paylagilmistir. Referans Ti yiizeyler i¢in baslangigta
62.79 + 8.93 ° olarak dlgiilen temas acis1 degeri 7, 15 ve 30. giin dlglimlerinde sirast
ile 43.59 £ 2.01 °, 37.78 £ 0.54 ° ve 40.67 + 3.04 ° olarak oOl¢iilmiistiir. Ti-HEP
ylizeylerde baslangicta yakalanan hidrofilik karakteristik 7. Giin itibari ile azalmaya
baslayarak 30 giin sonunda 48.23 + 2.74 ° degerlerine dek ylikselmistir. Ti-HEPq4
ylzeyler baglangicta sergiledikleri hidrofobik karakteristigi siirdiirerek 30 giiniin
sonunda 70.07 + 4.62 ° olarak Ol¢iilmiistiir. Bir diger yandan, SFE degerleri (Sekil
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3.7a) bare Ti yiizeyler igin ilk giin 37.56 mJ/m? olarak hesaplanirken 30 giiniin sonunda
s6z konusu deger 39.06 mJ/m? olarak hesaplanmustir. Polar ve dispersif bilesenler
incelendiginde ise ilk giin siras1 ile 8.43 mJ/m? ve 28.55 mJ/m? olarak hesaplanan
degerler 30 giiniin sonunda 18.43 mJ/m? ve 20.69 mJ/m? olarak hesaplanmistir. Bu
durum +4 ° de muhafaza edilen bare Ti ylizeylerde nem parametresine bagli dncelikle
hidrofilik karakteristigin buna bagli polar karakteristigin de artmasina neden oldugu
seklinde yorumlanabilir [146]. Ti-HEP yiizeylerde (Sekil 3.7¢) ise ilk giin 47.20 mJ/m?
olarak hesaplanan SFE degeri 30 giiniin sonunda 37.27 mJ/m? degerine gerilemis ve
bu siiregte polar ve dispersif bilesenler siras1 ile 16.48 mJ/m? den 11.45 mJ/m? e
gerilerken, 17.51 mJ/m? den 25.99 mJ/m? a yiikselen bir dispersif enerji degerleri soz
konusudur. Mevcut durum yiizey modifikasyonu sonrasi ylizeylerin yeniden dengeye
gelme durumlari ve stabiliteleri iizerinden yorumlanabilir. Ilk giin itibari ile oldukga
hidrofilik karakteristik sergilen Ti-HEP yiizeyler 15 giiniin ardindan %30 skalasinda
kay1p yasamistir. Ti-HEPg yiizeyler baslangicta sergiledikleri hidrofobik karakteristigi
stirdiirerek 30 giiniin sonunda 70.07 = 4.62 ° olarak ol¢tilmiistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.7: Titanyum alttaglarda yipranma/yaslanma karakteristigi analiz
sonuglart, (a) bare Ti, (b) Ti-HEP, (c) Ti-HEP4 (n=9).

Mevcut yiizey piiriizliiliikk degerlerinin ve heparin depozisyonu sonrasi kalinlik ve
ptiriizlilliikk degerlerinin analizi AFM ve Elipsometri teknikleri ile analiz edilmistir.

Bare Ti ylizeylerde ortalama piiriizliik degeri 2.28 + 0.84 nm degerinde Slgiilmiistiir.
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Heparin depozisyonu ile (Ti-HEP) yiizey piiriizliiliik degeri 6.08 + 0.86 nm degerine
dek yiikselmistir. Daldirma tekniginin uygulandig: ytizeylerde ise (Ti-HEPq) 4.45 +
1.00 nm ‘lik bir piirtizliilik degeri elde edilmistir (Sekil 3.8d). S6z konusu yiizeylere
ait 3 boyutlu gorseller Sekil 3.8a,b,c’de yer almaktadir. Bu noktada yiizey temizleme
prosediiriinii tekrarlamak 6nem arz etmektedir. Kullanim Oncesi herbir Ti yiizey,
oncelikle yiiksek dereceli piiriizliiliige sahip zimpara kagit ile zimparalanarak
sonrasinda ise ayna goriintiisii elde etmek amaciyla ikinci bir zzimparalama (mirror

polishing) islemine maruz birakilmaktadirlar.

AFM ile yiizey pirtizliliik degerleri ve topografi goriintiileri elde edilen yiizeyler,
heparin film kalinliklarinin tespiti igin elipsometri teknigi ile yeniden analiz
edilmiglerdir (Sekil 3.8e). Cauchy methodu kullanilarak gergeklestirilen analiz
yonteminde bare Ti ylizeyler ilk katman (Cauch-1) olarak tanimlanmistir. Bare Ti
katman kalinligi 5.87 + 0.48 nm olarak ol¢iiliirken, heparin depozisyonu (Ti-HEP)
sonrast bu deger 31.94 £+ 2.65 nm ye dek yiikselmistir (Cauch-2). Daldirma teknigi
ile modifiye edilen yiizeylerde ise katman kalinlig1 (Cauch-2) 4.53 + 0.53 nm olarak
Ol¢iilmiistiir. Buradan hareketle AC-EPD teknigi ile heparin depozisyonu sonras1 diger
ornek yiizeylerine kiyasla (bare Ti ve Ti-HEPg) en yiiksek kaplama kalinligi ve
ortalama yiizey pirizlilik degerlerini sergiledigi sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 3.8: Referas (bare Ti) ve heparinize (Ti-HEP, Ti-HEPqg) yiizeylerde (a,b,c)
3B yiizey topografi goriintiileri, (d) ortalama yiizey piiriizlilik degerleri (Ra),

(e) spektroskopik elipsometri teknigi ile tespit edilen film kalinlik verileri (n=3).
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Titanyum yiizeylerde heparin modifikasyonu sonrasi heparinin varligini ispatlamak ve
AC-EPD tekniginin yiizeyde hangi fonksiyonel gruplari olusturdugunu gézlemlemek
adima XPS analizi gergeklestirilmistir (Sekil 3.9). Oncelikle S 2p (Sekil 3.9a)
spektrumunun incelenmesi ile Ti-HEP yiizeylerde heparin kokenli -SO3™ gruplarinin
varligi tespit edilmistir. C 1s spektrumunda ise AC-EPD ile depozite edilen Ti-HEP
yiizeylerde dort dekonvoliisyon pikine rastlanmistir. Sirasi ile 285 eV, 287 eV, 287.6
eV ve 289 eV degerlerinde C-C/C-H, C-0O, O-C-O ve O-C=0 gruplari tespit edilmistir
(Sekil 3.9b). Ti 2p spektrumunda heparin depozisyonu sonrasi kaplama kalinliginin da
etkisiyle alttas olan Ti yiizeyden sinyal alinamamis (Ti(0)) ancak titanyum dioksite

rastlanmustir (Ti02), (Sekil 3.9¢).
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Sekil 3.9: bare Ti, Ti-HEP ve Ti-HEPd yiizeylerde XPS analiz sonuglari, (a)S
2p spektrum, (b) C 1s spektrum ve (c) Ti 2p spektrum.

AC-EPD sonrasi yiizeye depozisyonu saglanan heparin miktarini tespit etmek tizere,
Toluidine Blue (TB) boya kullanilmis ve s6z konusu boyanin degisen absorbans
degerleri kalibrasyon egrisinden elde edilen denkleme yerlestirilerek mevcut heparin
miktar1 tespit edilmistir. Bu noktada 2 saat boyunca TB ile sonike edilen yiizeylerde
de XPS analizi gergeklestirilmis ve sonikasyon sonrasi yiizeylerde Heparin varlig
incelenmistir. Cizelge 3.3’de goriilecegi iizere sonikasyon islemi sonrasinda da S
grubu tespit edilmis ve bu durum TB boyamanin heparin miktarini tespit etmekte AC-
EPD teknigi bazinda yetersiz oldugunu ispatlamistir. Ancak bir bagka bakis acis1 da
AC-EPD teknigi ile Ti yiizeylere depozite edilen heparinin stabilitesinin sonikasyon

yontemi ile test edildigi ve basarilt sonug alindigi yorumudur.
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Cizelge 3.3: XPS analizi ile elde edilen Ti, O, C, N, S atomik yiizde degerleri.

Ornek ismi Ti2p O1s C1s N 1s S2p
Bare Ti 21.0 55.7 22.8 - -
Ti-HEP 22.9 59.5 16.7 0.6 0.4

Ti-HEP (TB 17.6 49.4 29.9 0.4 0.2
sonike)

Ti-HEPq 10.5 594 23.9 0.4 0.3

3.3.3.Protein tutunum ¢ahismalar:

Elde edilen sonuglara gore (Sekil 3.10) bare Ti yiizeyler ile Ti-HEP ylizeyler arasinda

protein tutunum miktar1 kapsaminda 24 saat inkiibasyon sonrasi yaklasik %90’lik bir

fark gozlemlenmistir. Bu yiizde ii¢lincli glinlin sonunda %65°¢ gerilemis ve bir

haftanin sonunda %60 olarak saptanmistir. Yiizey zeta potansiyeli, hidrofilik

karakteristik ve yiizey enerji degerlerinden elde edilen sonuglarla paralellik gdsteren

protein tutunum ¢aligmalarinda, heparin depozisyonu ile Ti yiizeylerde negative yiiklii

ve polar fonksiyonel gruplar olusturuldugu, bu durumun da halihazirda negative ytiklii

bir protein olan BSA’nin yiizeye tutunumunu engelledigi anlamina gelmektedir [147].
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Sekil 3.10: bare Ti ve heparinize (Ti-HEP, Ti-HEPq) yiizeylerde 7 giin siiresince

protein tutunum test sonuglar1 (n=6).
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3.2.4.In vitro antiadherent cahismalari

24 saat olarak belirlenen inkiibasyon siiresinin sona ermesi ile birlikte yiizeylere
tutunan ve tutunmayan canli S. epidermidis bakteri konsantrasyonu Triptik soy agar
(TSA) plaklara yapilan ekimler ile belirlenmistir. bare Ti yiizeylere tutunan bakteri
miktar1 yaklasik 3.6x10* KOB/ml olarak saptanirken Ti-HEP yiizeylerde bu miktar
yaklasik 2.3x10* KOB/ml olmustur (Sekil 3.11a). Bu durum yiizeye tutunan canli
bakteri miktariin heparin depozisyon islemi ile yaklasik %36 inhibe edildigi anlamina
gelmektedir. Es zamanli olarak, yiizeye tutunmayan bakterilerin canlilik durumlar1 da
incelenmistir (Sekil 3.11b). Elde edilen sonuglara gore bare Ti yiizeylere tutunmayan
canl bakteri miktar1 yaklasik 6x10* KOB/ml iken, Ti-HEP yiizeylerde 5x10* KOB/ml
degerindedir. Bu durum ise heparin depozite yiizeylerde, yiizeye tutunmayan bakteri
miktarinin bare Ti yiizeylere kiyasla yaklasik %11 oraninda azalttigin1 gdstermektedir.
Daldirma teknigi ile heparin immobilize edilen alttaglarda (Ti-HEPq) ise, yiizeye
tutunan canl1 bakteri konsantrasyonu 3.3x10* KOB/ml (%10 inhibisyon) iken, yiizeye
tutunmayan canli bakteri konsantrasyonu 5.63x10* KOB/ml (%6 inhibisyon)

degerlerindedir.

S. aureus susu icin ise bare Ti yiizeylere tutunan bakteri miktar1 yaklasik 2.6x10*
KOB/ml olarak saptanirken Ti-HEP yiizeylerde bu miktar yaklasik 1.5x10* KOB/ml
olmustur (Sekil 3.11a). Bu durum yiizeye tutunan canli bakteri miktarmin heparin
depozisyon islemi ile yaklasik %43 inhibe edildigi anlamina gelmektedir. Es zamanl
olarak, yiizeye tutunmayan bakterilerin canlilik durumlari da incelenmistir (Sekil
3.11Db). Elde edilen sonuglara gore bare Ti yiizeylere tutunmayan canli bakteri miktari
yaklasik 4x10* KOB/ml iken, Ti-HEP yiizeylerde 3.3x10* KOB/ml degerindedir. Bu
durum ise heparin depozite yiizeylerde, yiizeye tutunmayan bakteri miktarinin bare Ti
yiizeylere kiyasla yaklasik %17 oraninda azalttigimi gostermektedir. Ti-HEPqg
alttaglarda ise, yiizeye tutunan canl bakteri konsantrasyonu 2.3x10* KOB/ml (%12
inhibisyon) iken, yiizeye tutunmayan canli bakteri konsantrasyonu 3.6x10* KOB/mI
(%8 inhibisyon) degerlerindedir.

Son olarak E. coli susu igin bare Ti yiizeylere tutunan bakteri miktar1 yaklagik 2x10*
KOB/ml olarak saptanirken Ti-HEP yiizeylerde bu miktar yaklasik 1.5x10* KOB/ml
olmustur (Sekil 3.11a). Bu durum yiizeye tutunan canli bakteri miktarinin heparin

depozisyon islemi ile yaklasik %25 inhibe edildigi anlamina gelmektedir. Es zamanh
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olarak, yilizeye tutunmayan bakterilerin canlilik durumlari da incelenmistir (Sekil
3.11b). Elde edilen sonuglara gore bare Ti ylizeylere tutunmayan canli bakteri miktari
yaklasik 3x10* KOB/ml iken, Ti-HEP yiizeylerde 2x10* KOB/ml degerindedir. Bu
durum ise heparin depozite ylizeylerde, ylizeye tutunmayan bakteri miktarinin bare Ti
ylizeylere kiyasla yaklasik %35 oraninda azalttigini gostermektedir. Ti-HEPq
alttaslarda ise, yiizeye tutunan canli bakteri konsantrasyonu 1.8x10* KOB/mI (%8
inhibisyon) iken, yiizeye tutunmayan canli bakteri konsantrasyonu 2.5x10* KOB/ml
(%6 inhibisyon) degerlerindedir.
(a) (b)

4 4
000 :] S. epidermidis, \:l S. aureus, :‘ E. coli 8,0x10
6,0x10° -

*
6,0x10° - ~I— ’ {
4,0x10* 4 4,0x10*
4| 44
2,0x10 2,0x10 T T
I/
0,0 . . 0,0 "

T T T
bare Ti Ti-HEP Ti-HEPd bare Ti Ti-HEP Ti-HEPd

[1s. epidermidis,[__]S. aureus,[ | E. coli

%* %

*

Konsantrasyon (CFU/ml)
Konsantrasyon (CFU/mI)

Sekil 3.11: S. epidermidis, S. aureus ve E. coli bakteri suslarina ait
kolonizasyon sonuglari (a) yiizeye tutunamayan (yikama suyundan, PBS) (b)

ylizeye tutunan bakterilerin eldesi ile gergeklestirilen ekimler (37°C’de 24 saat
inkiibasyon siiresi, N=6, *p<0.05, **p<0.005).

Ozetle, elde edilen verilere gore AC-EPD destekli heparin modifikasyonu Ti
yiizeylerde gram pozitif (S. epidermidis (%36) ve S. aureus (%43)) ve negatif bakteri
(E. coli (%25)) tiirleri i¢in antiadherent karakteristik sergilemistir. Bu durum su sekilde
aciklanabilir; Ti alttaglarda heparin modifikasyonu, yiizeylerde oldukc¢a yiiksek
polarite ve negatif yiik kazandirmistir. S6z konusu kazanim karboksil ve siilfon
fonksiyonel gruplarindan kaynaklanmakta ancak 0Ozellikle siilfon gruplarinin
kolaylikla katyonlar ile etkilesimi/selat olusturmasi bakteri biiyiime mekanizmasi
tizerinde olduk¢a kritik etkiye sahiptir. Bir bagka ihtimal ise heparin
modifikasyonunun  bakteri  hiicre duvarindaki stabil hidrojen  baglarin
bozarak/sonlandirarak bakteri ile direkt bag kurmasi sebebi ile bakteri canliligini sona
erdirmesidir [119]. Ydritilen detayli kimyasal karakterizasyonlardan elde edilen
veriler, AC-EPD teknigi ile Ti yilizeylerde karboksil ve siilfon fonksiyonel gruplarinin
olusturuldugu, Ti-HEP yiizeylerde siilfat miktarinin Ti-HEPy yiizeylere kiyasla daha
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fazla miktarda oldugu ortaya c¢ikarak, antiadherent deney sonuclari ile paralel

seyretmistir.

Tez c¢alismasinin antibakteriyel karakteristik calismalarinda elde edilen sonuglar
uyarinca heparinin “temas ile 6ldiirme” mekanizmasina sahip oldugu tarafimizca
deneysel anlamda ispatlanmistir. PP ylizeylerde ilk 24 saatte soz konusu etkinin
goriilmeye baglandigi ancak inkiibasyon siiresinin artmasi ile bu etkinin %99.9
degerine ylikseldigi deneyimlenmistir. Ti yiizeyler de temas ile 6ldiirme etkisi ilk 24
saat inkiibasyon siiresince tespit edilmis, siirenin uzatilmasi durumunda da bu etkinin

artarak devam edecegi izlenimine ulasilmistir.

Bir diger yandan, Ti-HEPqy orneklerde antibakteriyel etkinligin %5-15 skalasinda
olmasina ragmen hala gozlemlenebilir olmasi su sonuclarla iliskilendirilerek
anlamlandirilabilir. Daldirma teknigi kullanilarak heparin immobilize edilen Ti
yiizeyler (Ti-HEPg) bare Ti ylizeylere gore %50 skalasinda daha piiriizlii yiizeyler elde
edilmesini saglamis ve film kalinlig1 yaklasik 5 nm skalasinda 6l¢iilmiistiir. Ti-HEP
orneklerde heparin film kalinlig1 yaklasik 32 nm skalasinda 6l¢iiliirken refraktif indeks
1.69 skalasinda gelmis ancak Ti-HEPg Orneklerde refraktif indeks degeri 1.19
degerlerine kadar diismiistiir. Bu durum daldirma teknigi ile gelistirilen heparin
kaplamasmin Ti-HEP yiizeylere kiyasla daha az homojen oldugu sonucunu
gostermektedir. Bu durum klasik daldirma teknigi ile yiizeye heparin dekore
edildigini, AC-EPD teknigi ile gelistirilen yiizeylere kiyasla (Ti-HEP) oldukca az
miktarda heparin igerse de, protein tutunumuna diisiik skalalarda engel olabildigi,
referans ylizeylere kiyasla platelet tutunumunda da az miktarda da olsa engel
olusturdugu gozlemlenmistir. Gergeklestirilen XPS karakterizasyonlari ile ylizeyde
heparin varlig1 Ti-HEPq alttaglarda ispatlanmis ancak igerdigi Siilfat gruplarmin varlig
Ti-HEP alttaglara gore yar1 yariya azalmigtir. S6z konusu durumlarin antiadherent
karakteristige de yansidigi yorumu yapilmakla birlikte, altim1 ¢izmek gerekir ki
daldirma teknigi ile ylizeye tutunumu saglanan heparin miktar1 AC-EPD ile gelistirilen
teknige kiyasla oldukga diisiik oranda oldugundan Ti-HEP 6rnekleri kadar efektif bir

karakteristik sergileyememistir.

Elde edilen veriler ile paralel sonuglar gézlemlemek adina, bare Ti, Ti-HEP ve Ti-
HEPq yiizeyler herbir bakteri susu ile 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
ylizeydeki bakteri miktarlarini gézlemlemek adina taramali elektron mikroskop ile

analiz edilerek goriintiileri alinmistir. Sekil 3.12°de rahatlikla goriilebilecegi iizere,
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bare Ti yiizeyler test edilen tiim bakterilerin tutunumu igin goérece ideal yiizeyler
olmakla birlikte 6zellikle Ti-HEP yiizeylerde oldukga yiiksek tutunum engelleyici
yaklagim saptanmustir. Elde edilen goriintiiler heparinize yiizeylerde bakteri

tutunumunun ne kadar diisiik oranda oldugunu gostermekte ve Sekil 3.11°de gosterilen

sonugclar ile ortiismektedir.

Sekil 3.12: Referans (bare Ti) ve heparinize (Ti-HEP, Ti-HEPq) Ti yiizeylerde
S. aureus, S. epidermidis ve E. coli suslarina kars1 bakteri kolonizasyon SEM
goriintiileri. Herbir SEM goriintiisii, ylizeylerin 24 saat inkiibasyonu sonrasi
¢ekilmistir. S. epidermidis inkiibe (a.1) bare Ti, (a.2) Ti-HEP, (a.3) Ti-HEPq,
S.aureus inkiibe (b.1) bare Ti, (b.2) Ti-HEP, (b.3) Ti-HEPq, E. coli inkiibe
(c.1) bare Ti, (c.2) Ti-HEP, (c.3) Ti-HEPq4. Alinan tim goriintiilerde biiyiitme
katsay1s1 x2500 degerindedir.
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3.2.5.1n vitro hemokompatibilite ¢alisma sonuglar:

Calisma kapsaminda bare Ti ve heparin modifiye (Ti-HEP, Ti-HEPg) yiizeylerin
kirmiz1 kan hiicreleri ile olan etkilesimi absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak
hemoliz oranlarmin hesaplanmasi ile karsilastirilmistir. ISO-10993-4 standartlari
uyarinca biyomalzemelerde kullanim izni verilen hemoliz oran1 %5’tir [134]. Cizelge
3.4’te goriilen verilere gore bare Ti yiizeyler de dahil tiim gruplarin hemoliz degerleri
%5’in altinda bulunmustur. Bare Ti yiizeylerde hemoliz yilizdesi 3.65 olarak
hesaplanirken, AC-EPD teknigi ile depozite edilen heparin (Ti-HEP) yiizeylerde bu
oran 1.82’ye, daldirma iglemi ile heparin immobilize edilen (Ti-HEPq) yiizeylerde ise
3.19 degerlerine diismiistir. Elde edilen sonuglara gore AC-EPD ile heparin
depozisyon uygulamasi, Ti alttaslarda hemoliz yiizde oraninmi 2 kata kadar azaltmistir.
Daldirma teknigi ise, referans yiizeylere kiyasla bu oram1 %15 skalasinda azaltmis
ancak ayni zamanda hata pay1 en yiiksek olan grup olmustur. Buradan yola ¢ikarak
heparin depozisyonunun diisiik miktarlarda bile hemokompatibiliteyi olumlu yonde

etkiledigi ve bu deney kapsaminda potansiyeli oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Cizelge 3.4: Pozitif kontrol, negatif kontrol, bare Ti ve heparin modifiye (Ti-
HEP, Ti-HEPy) yiizeylere ait optik yogunluk ve hemoliz degerleri (n=5).

Ornek Ismi Absorbans (A=540 nm)  Hemoliz (%)
DIW (pozitif kontrol) 0.5589 + 0.0296 -
PBS (negatif kontrol) 0.0852 £ 0.0021 -

bare Ti 0.0844 + 0.0034 3.65+0.15
Ti-HEP 0.0868 +0.0012 1.82+£0.36
Ti-HEPq 0.0859 + 0.0039 3.19 £0.67

ISO 10993-4 standartlarina gore, biyomalzemelerin kan uyumlulugu ve trombojenite
ozelliklerinin degerlendirilmesinde yer almasi1 gereken en 6nemli basamaklardan biri
de platelet tutunum testleridir. Platelet hiicreleri ile etkilestirilen referans (bare Ti) ve
Heparin modifiye (Ti-HEP, Ti-HEPq) ylizeylere ait SEM gortintiileri Sekil 3.13’de
gosterilmektedir. Bare Ti ylizeylerde yiliksek miktarda platelet tutunumu
gozlemlenmektedir. Ozellikle 100 ve 500 pm biiyiitme degerlerinde yiizeyin biiyiik bir
boliimiinii kapladiklar goriilmektedir. Ancak 30 ve 10 pm biiylitme goriintiilerinde ise
platelet hiicreleri aras1 agregasyonlar olusmadigi ve tutunan plateletlerin aktif olmadigi

gozlemlenmistir [148].
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Heparin immobilize (Ti-HEP, Ti-HEPq) yiizeylere ait SEM gdriintiileri
incelendiginde ise, bare Ti yiizeylere kiyasla platelet tutunumunda bariz bir azalma
gozlemlenmistir. Ozellikle 30 ve 10 um biiyiitme degerlerinde birkag adet daha gok
tekli platelet hiicresi gozlemlenmistir. Fibrin doku olusumunun neredeyse
gbézlemlenmedigi ve bu durumun muhtemel trombojenez asamalarinin meydana
gelmeyecegini destekler nitelikte oldugu sdylenebilir. Karakterizasyon caligmasi
iceriginde hata payini en aza indirmek i¢in, her biiyiitme degerinde yiizeylerin farkli
yerlerinden (n=3) goriintii elde edilmis ve degerlendirilirken s6z konusu goriintiilerin

ortalamasi dikkate alinmigstir [149].

500 um

Sekil 3.13: insan kanindan elde edilen PRP ile inkiibe edilen (a.1-4) bare Ti ve
(b.1-4) Ti-HEP, (c.1-4) Ti-HEPq yiizeylere ait SEM gorintiileri. Biiytitme
degerleri (a.l,b.1,c.1) x150, (a.2,b.2,c.2) x500, (a.3,b.3,c.3) x2500,
(a.4,b.4,c.4) x5000.
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3.2.6.1n vitro hiicre kiiltiirii calismalar:

Caligmanin son kisminda gelistirilen yiizeylerin potansiyel sitotoksisite testleri yer
almaktadir. TCPS yiizeylerin negatif kontrol olarak kullanildigi, bare Ti, Ti-HEP ve
Ti-HEPq yiizeyler fibroblast hiicreleri ile 24 saat siiren inkiibasyon sonrasit MTT
teknigi ile canlilik tayini gerceklestirilmistir. Optik yogunluk iizerinden elde edilen
verilere gore (Sekil 3.14) ozellikle AC-EPD teknigi ile heparin depozisyonu soz
konusu hiicre hattinda herhangi bir inhibisyona sebep olmadig: gibi, yine literatiirdeki
caligmalarla uyumlu bir sonug sergileyerek, hiicre optik yogunluk degerlerinde artisa
neden olmustur [113,114]. S6z konusu degerler bare Ti, Ti-HEP ve Ti-HEPq 6rnekleri
igin sirastyla 2.17 + 0.20, 2.69 + 0.26 ve 1.94 + 0.33 seklindedir. PP yiizeylerde oldugu
gibi heparin varligi AC-EPD teknigi kullanilarak olusturuldugunda hiicre canliliginm
olumlu anlamda etkilemektedir. Daldirma teknigi ile heparin immobilizasyonu
saglanan yiizeylerde optik yogunluk degerleri bare Ti yiizeylere kiyasla azalsa da ISO
10993-5 standartlarma gore hiicre canliligi halen %70’in iizerinde oldugunda, yine

toksik etki gozlemlenmedigi belirtilebilir.
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Sekil 3.14: Fibroblast hiicreleri ile inkiibe edilen Ti yiizeylerin (bare Ti, Ti-
HEP, Ti-HEPq) MTT sitotoksisite sonuglari (TCPS kontrol grubu, n=4,
*p<0.05).
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Bir diger yandan, fibroblast hiicrelerin ylizeye tutunum davranislart DAPI boyama ile
calisilmis ve floresan mikroskoptan elde edilen goriintiiler ile yorumlanmustir (Sekil

3.15). Homojen bir hiicre kolonizasyonu goriilemedigi halde Ti-HEP yiizeylerde

mevcut hiicre sayisinin gozle goriiliir bir bigcimde arttig1 sonucuna ulasilmstir.

Sekil 3.15: Fibroblast hiicreleri ile inkiibe edilen bare Ti (a.1, a.2), Ti-HEP (b.1,
b.2) ve Ti-HEPq (c.1, c.2) ylizeylerin DAPI boya ile elde edilen floresan

mikroskop goriintiileri.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda heparin ile yilizey modifikasyonu yaklasimlari iki farkli model alttas

tizerinde test edilmistir: (i) PP; polimerik alttas model ve (ii) Ti; metalik alttas model.

e PP alttaglarda ylizey modifikasyonu plazma destekli ve iki basamakta
gerceklestirilmistir; (i) oksijen ile asindirma, (ii) amince-zengin fonksiyonel
gruplar ile yiizey dekorasyonu. S6z konusu islemlerin ardindan heparin

immobilizasyonu gerceklestirilmistir.

e PIzP teknigi ile gerceklestirilen yiizey modifikasyon parametreleri, temas agisi

dlgiim (37.72+5.92°), serbest yiizey enerji (65.91 mJ/m?), yiizeyde maksimum

azot miktarimi (%3.71) elde etme, yiizey piiriizlik degerinin (5.84+1.92 nm)
artirtlmasi kriterleri kapsaminda degerlendirilmis ve 75 Watt plazma giicii, 15

dakika uygulama siiresi parametresi optimize parametre olarak belirlenmistir.

e Heparin immobilizasyon islemi, saf heparin (hep) ve kovalent bag ajanlari ile
destekli (hep*) ¢ozeltiler kullanilarak 3 farkli konsantrasyon {izerinden (3, 10
ve 30 mg/ml) test edilmistir. Yiizeye tutunumu saglanan heparin miktar1 TB
boya ile tespit edilmis, maksimum heparin tutunum miktarin1 saglayan

2

parametre (~440 pg/cm®, 30 mg/ml, hep*) optimize parametre olarak

belirlenmistir.

e Tki basamakta uygulanan plazma destekli yiizey modifikasyon islemleri ile
yiizeye immobilize edilen heparin miktar1 ~440 pg/cm? degerlerine dek
ulagmis ve heparinin NH2-O2-PP yiizeylere kovalent bag olusturarak tutundugu

FTIR-ATR analizinde goriilen amid I ve II pikleri ile kanitlanmustir.

e Immobilize edilen heparinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlar: sirasi ile
temas agis1 Ol¢lim, serbest ylizey enerji miktari, yiizey piiriizlik degerleri,

FTIR-ATR ve XPS analizleri kapsaminda gergeklestirilmistir. Ayrica heparin
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stabilitesi 30 giin boyunca ¢alisilmig, bu kapsamda da TB boya ile heparin
tespiti yapilmistir.

e Heparin immobilizasyonu, protein tutunum miktarini referans yiizeylere (bare

PP) kiyasla 15 kat azaltmistir.

e Hemokompatibilite testleri kapsaminda gerceklestirilen deney sonuuglarina
gore heparin immobilizasyonu, kinetik-kan pihtilasma oranini 10 kat azaltmus,

platelet tutunumunda ise gozle goriiliir bir diislis saglamistir.

e Heparin immobilizasyonunun antiadherent karakteristigi ise, gram pozitif (S.
epidermidis ve S. aureus) ve negatif (E. coli) bakterilerine kars1 arastirilmus,
“temas ile Oldiirme” olarak belirlenmis ve canli bakteri miktar1 %99.9

azaltilmistir.

e Heparin immobilizasyonu, BJ insan fibroblast hiicrelere ait optik yogunluk
miktarini, referans (bare PP) ylizeylere kiyasla azaltmayarak, gelistirilen

yiizeylerin biyouyumlu oldugunu da ortaya ¢ikarmaistir.

Sonug olarak, bakteriyel enfeksiyona neden olabilecek hem gram pozitif hemde
gram negatif bakteri suslarinda da basarili sonuca ulasildigindan gelistirilen
yiizeylerin klinik kullanim i¢in uygunlugu ve implant-iliskili enfeksiyon onleyici
yiizeylerin gelistirildigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Literatiirde yer alan diger
calismalar da gboz Oniine alindiginda, plazma-destekli iki basamakta
gerceklestirilen yiizey modifikasyon ve devaminda heparin immobilizasyonu
yaklasiminin, PP alttaglar1 hem antiadherent ve hem de kan ile uyumlu hale
getirmis ve sergiledigi performans ile on plana ¢iktigi kanitlanmistir [24-
26,32,33,110,116,125]. Nihayetinde, Onerilen  implant  modifikasyon
uygulamasinin, kan-iligkili implantlarin giivenli sekilde kullanim1 adina evrensel

anlamda uygulanabilir bir strateji oldugu aciga ¢ikarilmistir.

e Titanyum alagim (Ti) alttaglarda elektroforetik depozisyon destekli yiizey

modifikasyonu tek basamakta gerceklestirilmistir.

e Saf halde heparin depozisyonu bare Ti yiizeylere iki kata kadar yiiksek
hidrofilisite (32.66 + 11.62 °), serbest ylizey enerji degerinde %25 civarinda
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art1s (47.20 mJ/m?) ve 3 kata kadar artan piiriizlii bir yiizey saglamistir (6.08 +
0.86 nm).

Baslangicta yiizeye depozite edilen heparin miktar1 TB boya ile saptanirken,
ilerleyen deney basamaklarinda s6z konusu boyama isleminin, depozite edilen
heparin miktarmin tamamini yilizeyden koparamadigi ve gerceklestirilen
kaplamanin 2 saat boyunca ultrasonic banyoya maruz birakildigi halde halen

film stabilitesinin korundugu deneysel anlamda ispatlanmaistir.

Hidrofilisite ve serbest ylizey enerjilerinde ki degisimlerden sorumlu
fonksiyonel gruplarin varligt XPS analizleri ile de ispatlanmistir. Tek
basamakta uygulanan elektroforetik depozisyon destekli yiizey modifikasyon
islemi ile yiizeye depozite edilen heparin miktar1 deneysel anlamda
saptanamamis olsa da, spektroskopik elipsometri teknigi ile gerceklestirilen

kaplama kalmliginin 31.94 + 2.65 nm oldugu ol¢tilmiistiir.

Heparin depozisyonu, protein tutunum miktarini referans yiizeylere (bare Ti)

kiyasla 10 kat azaltmigtir.

Hemokompatibilite testlerinden elde edilen sonuglara gére Ti-HEP ylizeyler,
bare Ti ylizeylere kiyasla hemoliz oranini 2 kat azaltmistir. Bir diger yandan,
Ti-HEP yiizeyler i¢in platelet tutunum miktari gozle goriiliir bir sekilde azalmig

ve tutunan plateletler kiimelenemedigi gibi aktive de olamamuslardir.

Antiadherent karakteristik ise 3 bakteri susu kullanilarak (gram pozitif: S.
epidermidis, S. aureus, gram negatif: E. coli) test edilmis ve yiizeye tutunan
canl1 bakteri konsantrasyon degerleri, bare Ti yiizeylere kiyasla, S.epidermidis,
S.aureus ve E.coli suslari igin sirasiyla %36, %43 ve %25 daha azaltilmistir.
Tez kapsaminda yapilan caligmalar heparinin antiadherent mekanizmasinin
“temas ile 6ldiirme” oldugunu agiga ¢ikarmistir. Ancak EPD teknigi ile yiizeye
immobilize edilen heparin miktar1 ve halihazirda deney kapsaminda kullanlan
heparin konsantrasyonun 0.1 mg/ml oldugu goz 6niine alindiginda, bdylesi
diisiik bir miktarda bile antitrombojenik ve antiadherent sagliyor olmasi,

deneysel anlamda ispatlanmis durumdadir.
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e Fibroblast hiicreleri ile gerceklestirilen biyouyumluluk testleri sonucunda
heparinizasyonun hiicre optik yogunluk degerini diisirmedigi sonucuna
ulasilmis ve bu durum gelistirilen yiizeylerin biyouyumlulugu destekleyici bir

arayliz olusturdugu da deneysel olarak ispatlamistir.

Literatiirde EPD teknigi ile heparin (kitosan, PEG, hidroksiapatit) kompozit film
kaplama calismalar1 yer almaktadir [148,149]. S6z konusu yayinlarda heparin ve
kullanilan diger biyomolekiiller ile olusturulan sinerjik filmlerin antiadherent
kararkteristikleri arastirilmis ve genel anlamda hemokompatibilite testlerine dncelik
verilmemigtir. EPD teknigi ile saf heparin film kaplama isleminin gergeklestirilmemis
olmas1 dikkat ¢ekmekle birlikte, bu teknikte harpin kullaniminin kisitlar1 (parametre
optimizasyonunda heparin ¢ozelti konsantrasyonu, ¢ozelti iletkenlik katsayisi, iiretilen
filmlerin baloncuksuz ve homojen halde eldeleri) da deneysel anlamda detayli olarak
incelenmis durumdadir. Bir diger yandan alternatif akim-elektroforetik depozisyon
(AC-EPD) yaklasimi kullanilarak heparin film kaplamasinin ilk defa tez kapsamindaki
calismalar ile gergeklestirildigini vurgulamak onem arz etmektedir. Tez kapsaminda
titanyum alttaglarda AC-EPD teknigi ile saf heparin film kaplama isleminin
uygulanabilirligi, antitrombojenik, antiadherent ve biyouyumluluk kapsaminda
degerlendirilmesi detayli olarak incelenmis ve calisilmistir. Elde edilen sonuglar
gostermektedir ki; titanyum ve alasim ylizeylerde AC-EPD kullanimi ile heparin
modifikasyonu goz ardi edilemez bir potansiyel tagimakta ve yalnizca 5 dakika siiren

islem sonrasi kullanima hazir hale gelmektedir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen ¢aligmalar ile, 2 boyutlu diiz yiizeylerde polimerik
alttaglar i¢in plazma polimerizasyon destekli, metalik alttaslar igin AC-EPD destekli
ylizey modifikasyonlar: ile heparin immobilizasyonu/depozisyonu antitrombojenik,
antibakteriyel, antiadherent ve biyouyumlu karakteristik gelistirilebilecegi deneysel
anlamda ispatlanmistir. Boylelikle klinik uygulamalara uyarlanabilecek s6z konusu
stratejilerin potansiyeli agiga ¢ikarilmistir. S6z konusu kapsamda oncelikli ¢aligmalar,
intravaskiiler kateter ylizeylerde farkli uzunlukta kesitlerin heparinizaysonu {izerine
olacaktir. Polipropilen alttas kullanilarak tiretilecek kateterlerde, silindirik geometriye
sahip alttaglarda plazma polimerizasyon teknigi ile yilizey modifikasyonunun
saglanmasinin ardindan heparin immobilizasyonu gerceklestirilecektir. her iki siiregte,

tez kapsaminda optimize edilen parametreler ile hayata gecirilecektir. Gelistirilen
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ylizeylerde, fiziksel ve kimyasal karakterizasyon, protein tutunum ¢aligmalari,
antiadherent karakteristik ve hemokompatibilite aktiviteleri detayli olarak
calisilacaktir. Bdylece, ilk basamakta diiz yiizeylerde gerceklestirilen ylizey
modifikasyon stratejisinin farkli geometrilere uyarlanabilirligi test eidlmis olacaktir.
Devaminda ise in vivo hayvan deneyleri gergeklestirilerek bir sonraki basamak olan
klinik arastirmalarin 6nii acilmis olacaktir. Takip eden siiregte ise, patent
basvurularmin gergeklestirilmesi ile baslayacak ¢alismalar, tiniversite-sanayi destekli
ulusal ve uluslararasi projeler ile gercek implant materyallerde uygulanabilir hale
getirilecektir. Implant materyallerin kullanim siklig1t ve miktar1 da gbéz Oniine
alindiginda, endiistriyel anlamda biyomalzeme pazarina yeni lriinler kazandirilmasi

nihai hedef olarak belirlenmistir.
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EKLER

EK 1: MiK ve MBK Hesaplamalari
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EKLER

EK1

Tez kapsaminda yapilan c¢alisma sonuclarinda heparin antibakteriyel karakteristigi

asagida siralanan standart suslar tizerinde test edilmisti (Cizelge EK.1);

» ATCC 35984 S. epidermidis
» ATCC 25922 E. coli
» ATCC 25923 S. aureus

Cizelge Ek.1: Heparin MIiK ve MBK degerleri (n=6).

Kullanilan Sus MIK (ng/ml) MBK (pg/ml)
S. epidermidis (ATCC [1600-3200] [12500-25000]
35984)

S. aureus (ATCC 25923)  [1600-3200] [6250-12500]
E. coli (ATCC 25922) [1600-3200] [6250-12500]

Serbest heparin c¢ozeltisi ile PP yilizeye tutunum saglayan heparin miktarinin
antibakteriyel karakteristige etkisini karsilastirmak gerekirse;

MIK ve MBK testlerinde kullanilan stok bakteri yogunlugu 1.5x10% KOB/m!’dir.
Calisma i¢in kullanilmak {izere stok konsantrasyon 1:100 seyreltilerek bakteri
yogunlugu 1.5x10° KOB/ml olarak sabitlenmistir. Kuyu basina 100 pL bakteri
stispansiyonu ve 100 uL heparin ¢ozeltisi eklenmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi
heparin’in bakteri canliligina etkisi ¢iplak gozle test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore ii¢ bakteri susunda da MIK degeri [1600-3200] ng/ml heparin konsantrasyonunda
elde edilmistir. MBK testlerinde ise S. aureus ve E. coli suslar1 i¢in [6250- 12500]
pg/ml araliginda saptanirken, S. epidermidis standart susu i¢in s6z konusu deger
[12500- 25000] pg/ml araliginda gelmistir. Konu ile ilgili hesaplamalar asagida yer

almaktadir.

MiK (Minimum_Inhibisyon Konsantrasyonu)
Bakteri stok konsantrasyon: 1.5x10° KOB/mL
1 mL=1000 pL ‘de 1.5x10° bakteri
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100 pL’de 1.5x10° bakteri

1:2 seyreltildiginde (100 pL bakteri, 100 uL heparin) 7.5x10* bakteri

Heparin konsantrasyonu: 1600 pg/ml (MIK degeri)

100 uL’de ki heparin miktari: 160 pg

1:2 seyreltildiginde (100 uL bakteri, 100 uL heparin) 80 pg heparin

Heparin konsantrasyonu: 3200 ng/ml (MIK degeri)

100 uL’de ki heparin miktari: 320 pg

1:2 seyreltildiginde (100 uL bakteri, 100 uL heparin) 160 pug heparin

MIK sonuglarina gére 7.5x10* bakteri inhibisyonu igin gereken heparin miktar1 80-

160 pg araligindadir.

MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon)

Bakteri stok konsantrasyon: 1.5x10° KOB/mL

1 mL=1000 pL ‘de 1.5x10° bakteri

100 uL’de 1.5x10° bakteri

1:2 seyreltildiginde (100 pL bakteri, 100 uL heparin) 7.5x10* bakteri
Heparin konsantrasyonu: 12500 pg/ml (MBK degeri)

100 pL’de ki heparin miktari: 1250 pg

1:2 seyreltildiginde (100 pL bakteri, 100 uL heparin) 625 pg heparin

Heparin konsantrasyonu: 25000 pg/ml (MBK degeri)
100 pnL’de ki heparin miktart: 2500 pg
1:2 seyreltildiginde (100 pL bakteri, 100 uL heparin) 1250 pg heparin

MBK sonuglarina gore 7.5x10* bakterinin canliliklarii sonlandirmak igin gereken

heparin miktar1 625-1250 pg araligindadir.

PP birim yiizeye (1 cm?) tutunumu saglanan heparin miktari: 360-380 pg

Bakteri stok konsantrasyonu: 1.5x10° KOB/ml

PP yiizeylere ekilen bakteri miktar1 (10 pL) : 1.5x10* bakteri

PP yiizeye ekilen bakteri miktar1 (1.5x10* bakteri), MiK ve MBK (7.5x10* bakteri)
caligmalarinda kullanilan bakteri miktarinin 5°te 1’idir.

MIK ve MBK g¢aligmalarinda kullanilan bakteri sayisinin Ste 1i igin gerekli heparin
miktarlart sirasiyla;

16-32 pg ve 125-250 pg araliginda olmalidir.
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Sonugc olarak,polipropilen (PP) birim yiizeye tutunumu saglanan heparin miktari
ortalama 400 pg oldupgundan , MiK ve MBK testlerinde saptanan heparin

miktar1 arahi@indan fazla oldugu hesaplanmis durumdadir.
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