T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

POLIAKRILIK ASIT-HIDROKSIAPATIT-BAL
NANOKOMPOZITLERININ SENTEZi VE BAZI BiYOLOJIiK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

SEYMAN KIRMIZI

BALIKESIR, OCAK - 2018



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILIM DALI

POLIAKRILIK ASIT-HIDROKSIAPATIT-BAL
NANOKOMPOZITLERININ SENTEZi VE BAZI BiYOLOJIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

SEYMAN KIRMIZI

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Serap DOGAN (Tez Damismani )
Dog. Dr. Serap UZUNOGLU

Yard. Do¢. Dr. Umran ALAN

BALIKESIR, OCAK -2018



KABUL VE ONAY SAYFASI

SEYMAN KIRMIZI tarafindan hazirlanan “POLIAKRILIK ASIT-
HIDROKSIAPATIT-BAL NANOKOMPOZITLERININ SENTEZI VE
BAZI BIYOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI” adhi tez
caligmasinin savunma sinavi 08.01.2018 tarihinde yapilmis olup asagida verilen
jiri tarafindan oy birligi ile Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul
edilmistir.

Jiiri Uyeleri imza

Danigsman \‘Z{ (_\
Prof. Dr. Serap DOGAN - \.‘:\l ......... . - R

Uye )
Dog. Dr. Serap UZUNOGLU

Uye
Yard. Dog. Dr. Umran ALAN

Jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmis olan bu tezBalikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulunca onanmugtir.

Fen Bilimleri Enstitiisti Miidiirii

Doc. Dr. Necati OZDEMIR e,



OZET

POLIAKRILIK ASIT-HIDROKSIAPATIT-BAL
NANOKOMPOZITLERININ SENTEZi VE BAZI BiYOLOJIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi
SEYMAN KIRMIZI

BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, OCAK - 2018

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis (%0 - %1 - %2,5 - %5)
poli (akrilik asit)(PAA)/Nanohidroksiapatit/Bal nanokompozitleri kullanilmistir.
Hazirlanan nanokompozitlerin sitotoksik etkisi ve hemouyumlulugu arastirilmistir.
Saglikli bireyden alinan lenfosit hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri MTS testi ve
tripan mavisi testini gerceklestiren canli hiicre goriintiilleme sistemi (JuLl) ile
belirlenmistir. Antibakteriyal aktivite testi i¢in; bir gram negatif (Escherichia coli
ATCC-8739) ve bir gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC-6538) bakteri tiirii
kullanilmistir.

Yapilan MTS testi ile PAA saf polimeri hari¢ tiim konsantrasyolardaki
nanokompozitlerin sitotoksik aktivite sonuglarina goére biyouyumlu olduklar
belirlenmistir. PAA/BAL olmak {izere tiim nanokompozitlerin kan hiicreleri ile olan
%hemoliz degerleri %1’in altinda belirlenmistir. Hemoliz degerlerinin %5’in altinda
olmast malzemelerin hemouyumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica hazirlanan
nanokompozitlerin antibakteriyal aktivitelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Poliakrilik asit, nanohidroksi apatit, bal, sitotoksisite,
hemouyumluluk, antibakteriyel aktivite.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND DETERMINATION OF THEIR SOME BIOLOGICAL
PROPERTIES OF POLYACRYLIC ACID/HYDROXYAPATITE/HONEY
NANOCOMPOSITES
MSC THESIS
SEYMAN KIRMIZI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
(SUPERVISOR:PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, JANUARY 2018

In this study, poli acrylic acit(PAA)/nanohidroksiapatit/honey
nanocomposites prepared in different concentrations (%1-%2,5-%5) were used.
Cytotoxic effect of samples on human lymphocytes were determined by MTS assay
and tryphan blue exclusion method performed by live cell imagin system (JuLI).
Antibacterial activity, cytotoxic effect and hemocompatibility of nanocomposites
were investigadet. For antibacterial testing; a gram negative bacteria (Escherichia
coli ATCC-8739)and a gram positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC-6538)
species were used.

The nanocomposites in all concentrations except PAA pure polimer were
biocompatible according to the cytotoxic activity results by MTS assay. The %
hemolysis of all nanocomposites, with PAA/HONEY, with blood cells was
determined to be less than 1%. Less than 5% of hemolysis values indicate that the
materials are hemocompatibility. In addition, 1t was determined that the prepared
nanocomposites had high antibacterial activity.

KEYWORDS: Poly (acrylic acide), nano-hydroxyapatite, honey, cytotoxicity,
hemocompatibility, antibacterial activity.
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1. GIRIS

Biyomalzemeler, viicut ile siirekli temas halinde bulunan ve viicudun
isleyisine yardimci olmak igin iiretilen ve gelistirilen malzemelerdir. Doku veya
organlarin cesitli sebeplerden dolay1 isleyisini yitirmesi sonucu biyomalzemelere
gereksinim duyulmaktadir. Canli bir sistemin bir malzemeye verdigi tepki
biyouyumluluk olarak tanimlanmaktadir. Bu tepkilere bagli olarak bir¢ok
biyomalzeme tiirii ortaya ¢ikmistir. Bu alanda ki ¢alismalar son hiziyla devam

etmektedir.

1.1  Biyouyumluluk ve Biyomalzemeler

“Biyomalzeme’> ve “’biyouyumluluk’ terimleri, malzemelerin biyolojik
performanslarini belirtmek i¢in kullanilmigtir. Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin
viicut ile uyusalabilirligi olarak tanimlanir [1]. Bir biyomalzemenin biyouyumlu
olmasi i¢in dokuda fizyolojik ortama kabul edilmesi gerekir. Biyomalzemeler;
kullanildiklart dokunun ¢evresinde pihti olusumu ve iltihaplanma gibi istenmeyen
tepkilere yol agmayip, bu dokularin normal degisimlerini destekleyen yapilardir. [2]
Gilin gectikge Onemi ve uygulama alani artan biyomalzemelerin tarihi ¢ok eski
zamanlara dayanmaktadir. Buna Misir mumyalarinda bulunan; yapay goz, burun ve
disleri ornek olarak gosterebiliriz. Ayrica eski Cin’de dislerin altin ile kaplanmasi
biyomalzeme kullaniminin tarihini 2000 y1l oncesine kadar tasimaktadir. 19.yy’in
ortasindan itibaren biyomalzemelerin kullanima yonelik Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu siiregte atilan 6nemli adimlar; 1938’de ilk metal protez vitalyum,
1950’lerde kan damarlarimin degisimi, 1960’larda kalca protezleri ve 1970’lerde
sentetik ameliyat ipligi kullanimina baglanmistir. Kisacasi, biyomalzemeler son 30
yilda metal, seramik ve polimer olarak hasarli dokularin onarimi ve yenilenmesi igin

kullantlmistir [3].

Giliniimiizde ise bircok biyomalzeme kalp yetmezligi, damar sertlesmesi, aort

anevrizmasl, igitme kayiplar1 ve katarakt gibi hastaliklarin tedavisinde, ayrica kemik,



kas, deri ve gogiis dokularinda travma sonrasi olusan hasarlarda veya kozmetik
amacli doku yenilemesi uygulamalarinda kullanilmaktadirlar. Biyomalzemeler,
organ ve dokularin islevlerini yerine getirmek amaciyla dizayn edilmis olup, aym
zamanda dokulara, bagsi, eklemsi ve kemiksi yapilara destek olmasi amaciyla

iiretilen protezler ve implantlarin temel bilesenlerini de olusturmaktadirlar [4].

Biyomalzemeler, temel olarak tibbi uygulamalarda kullaniimasinin yam sira,
biyoteknolojik alanlarda da kullanilmaktadir. Bununla birlikte hiicre teknolojisinde,
hiicre ve hiicresel iiriin iiretiminde yap1 malzeme olarak, atik su aritiminda adsorban
malzeme olarak, biyosensorlerde, biyoayirma islemlerinde, enzim, doku, hiicre gibi

biyoaktif maddelerin sabitlenmesinde ve biyogiplerdeki kullanimi siralanabilir [5].

1.1.1 1. Biyomalzemelerin Siiflandirilmasi

Biyomalzemeler 4 farkli sinif altinda toplanmaktadir;
e Metaller ve metal alagimlari,
e Polimerler,
e Seramikler,

e Kompozitler.

1.1.2 Metaller ve Metal Alasimlar:

Metaller ve metal alasimlarinin; dayanimli, kolay sekil verilebilir ve
asinmaya dayanikli olmalar1 nedeni ile mekanik 6zelliklerinden dolay1 kullanim alanm
olduk¢a yaygindir. Ancak metallerin avantajlarinin yani sira, biyouyumluluklarinin
diistik olmasi, viicut sivilarinda korozyona ugramalart (Metallerin ¢evreleriyle
istenmeyen bir kimyasal reaksiyona girerek, oksijen hidroksit gibi baska bilesenler
olusturarak bozunmasi.) dokulara kiyasla daha sert yapida olmalar1 ve alerjik doku
reaksiyonlarina sebep olmalar1 dezavantajlar1 olarak siralanabilir. Insanlarda
biyomalzeme olarak gelistirilen ilk metal alagimi1 vanadyum celigi kirik kemiklerin
tedavisinde vida ve plaka olarak kullanilmistir. Vanadyum celigi disinda demir (Fe),
krom (Cr), kobalt (Co), nikel (Ni), titanyum (T1), tantalyum (Ta), nibodyum (Nb),

molibden (Mo) ve tungsten (W)’de viicut i¢inde kullanilan alasimlar arasindadir [6].



1.1.3 Seramik Biyomalzemeler

Biyoseramik malzemeler, polikristalin yapili olup mikroorganizmalara,

sicakliga, coziiciilere ve pH degisimlerine kars1 direng gostermektedir.

Biyoseramik malzemelerin kullaniminda avantajlar1 sunlardir;
e Biyouyumluluklar: Gistiindiir
e Zechirleyici etki gostermemektedir
e Alerjik ve kanserojen degildir
e Kimyasal yapilarmin kararli olmasi nedeni ile paslanma riskleri
yoktur
e Asimnmalara kars1 oldukc¢a dayaniklidirlar.

Siklikla kullanilan biyouyumlu biyoseramik malzemelere ornek olarak
alimina, hidroksiapatit ve biyoaktif cam verilebilir. Aliimina; yiliksek yogunluk,
yiiksek dayanim, iyi bir korozyon dayanimi ve iyi bir biyouyumluluk 6zelliginden
dolay1 kalga protezlerinde, dis implantlarinda ve ortopedik uygulamalarda genis bir
kullanima sahiptir. Aliimina ve hidroksiapatit (HA), kemik dokusunun inorganik
yapisinda olup, kalsiyum fosfat esasli bir seramiktir. Yapay kemik olarak cesitli
protezlerin yapiminda, c¢atlak ve kirik kemiklerin onariminda ve metalik

biyomalzemelerin kaplanmasinda kullanilmaktadir [7].

1.1.3.1 Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HAP: Cas(PO4);0H) sikc¢a klinikte kullanilan bir inorganik
bilesiktir. Temeli kalsiyum fosfat olan bu bilesik, biyouyumlu olmasi sebebiyle
yapay kemik olarak farkli protezlerin iiretiminde, catlak ve kirik kemiklerin
tedavisinde ve metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda kullanilir. Diger kalsiyum
fosfatli bilesiklere gore %100 saf olan hidroksiapatitin en diisiik ¢oziintirliige, en
yiiksek kararli yap1 ve dayanima sahip oldugu belirlenmis ve ayni1 zamanda viicut

icinde bulunan kalsiyum fosfat bilesiklerine oranla en kararli yapiyr géstermektedir

[8].



Hidroksiapatit, kemik yapisina benzerligi ile implant uygulamalarinda sikca
kullanilmaktadir. Kemik dokusunu olusturan hiicreler hidroksiapatitin yiizeyine
yapisma Ozelligine sahiptir. Boylece kollejen ve kemik mineralleri dogrudan yiizeyde
biiyliyebilmektedir. Bu malzemenin direnme giicli diisiik oldugu i¢in yiik tasiyan
implant/protez ¢aligmalarinda metal implantlarin yilizeyine kaplama malzemesi
olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira yiiksek dayanim giicii istenmeyen kemik

doku malzemesi ¢aligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hidroksiapatit biyoseramiklerinin diger bir kullanim alan1 ise mercek
sistemi implant uygulamasidir. Biyouyumluluk ve toksik etki gdstermeme gibi
ozellikler sayesinde hidroksiapatiti mercek sistemi implant uygulamasi i¢in uygun

bir biyomalzeme tiirii yapmaktadir [9].

a) Kemik b) HAP

Sekil 1.1: Kemik dokusu ve Hidroksiapatit’in yapisi.

Hidroksiapatitin en 6nemli uygulamalarindan biri metal implant iizerine
kaplamadir. PMMA’nin kullanimi sirasinda olusan komplikasyonlardan kaginmak

icin bir fiksasyon aract olarak femurprotezlerinde ve kapsiillerinde genis bir sekilde
kullanilmaktadir [11].

1.1.4 Polimerik Biyomalzemeler

Cok sayida ayn1 ya da farklit monomerlerin kovalent baglar ile diizenli
bicimde birbirine baglanarak olusturdugu yiiksek molekiiler agirlikli yapilara
“polimerler” denir [12].

Polimerlerin yogunluklarinin dokularin yogunluklarina benzer olmalari ile birlikte

farkli oranlarda ve bigimlerde hazirlanmalari, biyomalzeme olarak kullanim alanim



genisletmektedir. Poliglikolik asit, polilaktik asit, polimetilmetakrilat, polisiilfon,

polietilenteraftalat, polietilen, polietrafloroetilen, poliiiretan, poliasetal gibi

polimerler tip alaninda tercih edilmektedir. Kararli, esnek olmalar1 sebebiyle dig

kulak, ¢cene ve burun implantlar1 protezlerinde, parmak eklemlerinde, kontakt lensler,

kontrollii ila¢ salinim ydntemlerinde, kalp damarinda, kalp kapakgiklarinda ve gogiis

implantlarinda yiiksek oranda tercih edilmektedir [13].

Tablo 1.1: Bazi polimer ornekleri ve kullanim alanlari.

Polimer Ornekleri

Uygulama Alanlari

Silikonlar Kontrollii ilag saliniminda, yumusak kontakt
lenslerde, implant kaplamalarinda, kalp destek
cihazlarinda, yumusak dokuda

Polietilen (PE) Eklemler

Polimetil metakrilat

Sert kontakt ve goz i¢i lenslerde, kemik

yapistiricilarinda, dis dolgularinda

Polivinil kloriir (PVC) Tibbi borular, kan ve s1v1 torbalari
Polietilen teraftalat (PET) Kalp kapakgiklar1 halkasi ortiisii, kan damarlarinda
Poliiiretan (PU) Kalp i¢in destek biyomalzemeleri ve kan ile etki

yiizeyi

Polihidroksietil metakrilat

Kontrolllii ila¢ salinimi, yanik ortiileri ve yumusak

kontakt lensler

Polivinil pirolidan

Kan miktar yiikseltici, yumusak kontakt lensler

Polisiyano akrilatlar

Sert, yumusak doku i¢in yapistiricilar




1.1.4.1 Poli (Akrilik asit)

Poli (Akrilik asit) (PAA), sulu c¢ozeltilerindeki pH ve CO, fotokimyasal
analizleri i¢in sensdr uglarinda, ilag salim c¢alismalarinda, bebek bezleri ve
temizleme faktorii gibi caligmalarda kullanilan, suda ¢6ziinen ve yapay biyobozunur
bir polimerdir [14].

PAA suda sisme Ozelligi ve ¢oziinmeden igerisindeki suyun biiylik bir
kismini tutan bir hidrojel tiiriidiir. Capraz bagh bilesiklere sahip olan hidrojeller suda
sisme Ozelligi gosterirler. Hidrojeller insan dokularina benzer fiziksel 6zellikleri ile
doku uyumlulugu a¢isindan tip diinyasinda siklikla tercih edilmektedirler [15].

PAA biyouyumlu olmasi nedeniyle, polielektrolit olarak biyomedikal ¢alisma
alanlarinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte PAA’nin kimyasal formiiliinde
karboksil ~ gruplart  olmasi  nedeniyle  biyoaktif molekiillerle etkilesip
fonksiyonellesmesi saglanabilir [16]. Arastirmalara goére PAA’nin metallerle
etkilesim gostermesi ve metali kaplama 6zelligi ile antikorozyon ve biyoaktif gibi
biyouyumlu olma niteligi gostermesinden dolayr viicut i¢inde ve biyomedikal

alaninda tercih edildigi goézlemlenmistir [17].

O
Hzc\vlkOH

Sekil 1.2: Poli (Akrilik asit)’in molekiiler yapist.

1.1.5 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit iki ya da daha fazla malzemenin 6zelliklerinden faydalanabilmek
icin karnistirillmig bir materyaldir. Kompozit malzemeler, matriks igerisine farkli
dolgu malzemesi ilave edilmesiyle olusturulur. Matriks i¢in ¢esitli polimerler, dolgu
malzemesi olarak genellikle cam, polimer lifler veya karbon, nadiren toz seramikler
ve mika kullanilmaktadir. Kompozit malzemelerin bilesenlerinin degistirilebilmesi
viicut igerisinde kullanilacak olan implantin fizyolojik ve mekanik olarak daha

biyouyumlu olmasina avantaj saglar [18].



1.1.5.1 Nanokompozitler

Nanoteknolojinin  6zii, molekiiler boyutta ¢alisarak molekiiler yapisi
yenilenmis biliylik yapilar elde etmektir. Nanokompozitler, bir matriks igerisinde

nanometre Ol¢iisiinde parcaciklarin yayilmasi ile olusan malzemelerdir [19].

Nanoyapilar hacimlerine goére yiiksek-hacim oranina sahiptir (genis olgiide
yiizey atomlarma sahiptir). Yapilar1 atomsal diizeye indirgendiginden klasik fizik
yerine kuantum etkiler isin i¢ine girmektedir. Kuantum kuyusu gibi davranan
nanoyapilarin bant arali1 yapisit da degismektedir. Kiilge halinde oda sicakliginda

tepkime girmeyen altin 3-5 nm boyutlarinda pek ¢ok tepkimeyi tetikleyebilmektedir.

Nanokompozitlerin bu 06zelliklerinden dolay1 sagladigi avantajlar ise su

sekilde siralanabilir;

v Dolgu kompozitleri ve metallere oranla parlaktir,

<\

Diisiik maliyetle iiretilirler,

v Yiiksek gerilme ozelligi ve boyut uygunlugu gibi mekanik ozellikler
gosterirler,

v Icerisinde bulunan su ve hidrokarbonlardan dolayi, gaz gecirgenligi

azalir.

Termal stabiliteyi ve 1s1l bozulma sicakligini yiikseltirler,

Yanmaya kars1 direngleri yiiksektir,

Kimyasal etkilere dayanikliliklar1 fazladur,

ASIRNERNERN

Elektrik iletme 6zelligi fazladir, konvansiyonel dolgulu polimerlere oranla

optik gegirgenlik ozellikleri daha iyidir [ 20].



1.2 Bal

Bal, igerigindeki mineral, vitamin, organik asitler ve enzimler sebebiyle
besleyici ve tedavi amacli bir ¢ok hastalik i¢in tercih edilen bir gidadir. Balin
bilesimi arinin nektarini aldigi ¢igek tiirli, arinin cinsi ve iklim kosullarina bagl

olarak degisiklik gostermektedir [21].

Tablo 1.2: Balin bilesenleri ve ortalama miktarlari.

Bilesim maddeleri Ortalama miktar1 | Bilesim maddeleri | Ortalama miktar1
(g/100g) (mg/100g)

Su 17.10 Riboflavin (B;) 0.04

Fruktoz 38.50 B¢ vitamini 0.02

Glukoz 31.00 Potasyum 52.00

Maltoz 7.20 Kalsiyum 6.00

Sakkaroz 1.50 Sodyum 4.00

Diger 4.00 Fosfor 4.00

karbonhidratlar

Toplam protein 0.30 Magnezyum 2.00

Kiil 0.20 Selenyum 0.80

C vitamini 0.50 mg Demir 0.42

Niasin 0.12 mg Manganez 0.08

Pantotenikasit 0.07 mg Bakir 0.04

Kalori (kkal.) 304

Tabloda goriildiigii gibi balin igerigindeki fruktoz, glukoz, maltoz ve sakkaroz
sekerleri 6dnemli bir paya sahiptir. Baldaki sekerler antibakteriyel etkili osmotik
basinca neden olmaktadir. Ayrica balin igerigindeki lizozim ve balda az miktarda
bulunan antibakteriyel flovanoidlerden pinocembrin de balin antibakteriyel

ozelligini arttirmaktadir [22].

1.3 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Biyouyumluluk test yontemlerinde in vitro g¢alismalar hizli uygulanmasi,

maliyetinin hayvan deneylerine gore daha diisiik olmasi, standardize edilebilir,



deney ortammin kontroliiniin kolay olmasi ve genis bir skalada degerlendirme

yapilabilmesi gibi 6zellikleri ile avantajlidir.

Hiicre kiiltiirii yonteminin temeli, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro
kosullarda yasamalarini ve ¢ogalmalarini saglamaktir. Bu amaca yonelik ¢esitli
canlilardan alinan dokular uygun besi ortamlarinda iiremeye birakilir [23, 24].
Calismalarda primer hiicreler ve devamli hiicreler olmak {izere iki tip hiicre hatti
kullanilmaktadir. Primer hiicre kiiltiirii doku veya organlardan alinan hiicrelerin 24
saatten daha fazla siire kiiltiir edilmesi anlamina gelmektedir. Hiicre ¢ogalmasi igin
substrat, medium ve daha fazla alan igeren yeni kaplar kullanilir. Primer hiicre
hatlarindan elde edilen hiicreler sinirlt dmre sahiptir. Bazi hiicre hatlar1 ise viral ya da
kimyasal uyarilma yolu ile transformasyon siireci sirasinda sinirsiz boliinme

yetenegine sahip olur. Bu hiicre hatlarina devamli hiicre hatlar1 denir.

Sitotoksisite, molekiiler olaylar sonucu monomer organik molekiillerin
polimerlesmesiyle olusan biiyilk molekiillerin sentezinin yavaslamasi veya
durmasina bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda hasarlar meydana
gelmesidir [25, 26]. Sitotoksisite testleri; hiicre canliligi ve 6liimii, hiicre membran
ylizeyi, hiicre organelleri, protein sentezi, DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi ile

ilgili bilgi verir [27].

1.3.1 MTS Testi

Tetrazolyum tuzlar1 halkali organik bilesiklerdir. Tetrazolyum tuzlari elektron
alarak indirgenir ve renk degisimine neden olur. Tetrazolyum halkas1 sadece aktif
mitokondri tarafindan kirildigindan renk degisimi yalnizca canli hiicrelerde
gdzlemlenir. Olii hiicrelerin ise tetrazolyum bilesikleri indirgenemez ve herhangi bir

renk degisimine neden olmaz [28, 29].

Mossman tarafindan gelistirilen MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) testinden sonra XTT (2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-
siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid), MTS (3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-
(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- siilfofenil)-2H-tetrazolyum), WST (2-(4-iodofenil)-3-
(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum) gibi tetrazolyum bilesikleri

gelistirilerek kolorimetrik metodlara eklenmistir.



i}

Sekil 1.3: Sikca kullanilan tetrazolyum bilesiklerinin kimyasal yapisi.

Arastirmalarda kullanilan tetrazolyum-formazan maddeleri hiicre igine
girebilme ve besi ortaminda ¢dziinmelerine gore iki gruba ayrilir. ilk grupta bulunan
MTT pozitif yiikliidiir ve 6karyot hiicre mebranindan gecerek hiicre i¢inde indirgenir.
Indirgenme ile olusan formazan suda ¢dziinemez ve besi ortaminda kristal seklinde
cokelir.

Ikinci grupta bulunan MTS, XTT ve WST bilesikleri negatif yiiklii oldugu
icin hiicre mebranindan gegemezler. Bu molekiillerin gegisi ara elektron alicilar
(fenazin metil siilfat, fenazin etil siilfat) kullanilarak saglanir. Elektron alici molekiil
hiicre icersine girerek elektronu alip besi ortamina ¢ikar ve tetrazolyum bilesigini
indirger. Indirgenen tetrazolyum bilesigi suda yani besi ortaminda ¢dziinebilme
yetenegine sahiptir [30].

Bu canlilik testi temelde ii¢ asamada gerceklesmektedir. 11k olarak hiicreler
toksik maddeye maruz birakilir. ikinci asamada toksik madde ortamdan kaldirilarak
tetrazolyum bilesigi besi ortamina eklenir ve 1-4 saat boyunca inkiibasyonu saglanir.
Bu sirada canli hiicrelerdeki bilesikler indirgenerek formazana doniisiir ve renk
degisimi gdzlemlenir. Ugiincii asamada ise spektrofotometrik yontemle &lgiim

almarak canl1 / 61l hiicre orani belirlenir [28].

mn



1.3.2 Tripan Mavisi Testi ve JuLI

Tripan mavisi hiicre canliligi devamliligi i¢in gerekli olmayan bir boya
cesididir. Membran biitlinligii zarar gérmiis hiicrelerin sitoplazmalarinda birikir.
Hemositometre yardimi ile boyanmis 6li hiicreler tespit edilir. Canli hiicreler ise
membran biitiinliiglinli korudugu i¢in boyay1 hiicre i¢ine almaz ve seffaf gézlemlenir
[31]. JuLl, tripan mavisi testiyle beraber yar1 otomatik odaklanma teknolojisini hiicre

sayiminda kullanabilen bir cihazdir [32].

1.3.3 Hemouyumluluk

Dolasim sistemi igerisinde yer alan kanin bilesiminde sivi ve hiicresel kisim
bulunmaktadir. Stvi kisim yani plazma kisminda; su, kan proteinleri, tuzlar, glikoz,
hormonlar, cesitli metabolizma atiklari, lipitler, az miktarda ¢oziinmiis oksijen ve
karbondioksit bulunur. Hiicresel kisimda ise eritrositler, 16kositler ve trombositler
bulunmaktadir. Alyuvarlar, i¢inde bulunan hemoglobin proteini ile oksijen ve
karbondioksit taginmasinda gorevlidir. Ayrica hiicrelerin i¢indeki hemoglobin asit
baz tamponlamasini olusturur. Kanmn tamponlama giicliniin %70’ alyuvarlar
tarafindan saglanir [33].

Hemoliz, alyuvarlarin parcalanarak i¢inde bulunan hemoglobinin plazmaya
geemesiyle renksiz olan plazmanin pembe-kirmizi renk almasi durumudur [34]. Bu
testin amact biyomalzemenin kan ile temasi sonucu hiicrelerin hemoliz olup
olmayacagmi tespit etmek icin plazmaya gegen hemoglobinin spektrofotometrik

olarak Ol¢iilmesidir [35].
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1.4  Antibakteriyal Aktivite

Mikroorganizmalar ekolojik denge i¢in 6nemli canlilar olmakla birlikte, canli
sistemleri olumsuz etkileyen patojen tiirleri de bulunmaktadir. Bu etkileri 6liimciil
hastaliklara neden olabilmektedir. Firsat¢i patojen tiirleri normal sartlar altinda
canlilar iizerinde hastalik yapici etkisi bulunmasa da, canli sitem {izerinde sayica
artis1 oldugunda ya da canlinin bagisiklik sisteminde zayiflik oldugu durumlarda
patojenik etki gosterebilmektedirler [36]. Spesifik antibakteriyal kullanimu ile patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar azaltilmakta, onlarla savasilmasi
ve yok edilmesi saglanmaktadir. Gelistirilen biyoimplant malzemeler bakteriler
tarafindan enfekte edilebilir. Bu durum biyoimplant malzemenin bozulmasi ya da
viicut tarafindan kabul edilmemesine yol acabilir. Enfeksiyona engel olmak igin
giinlimiizde yaygin olarak antibiyotikler kullanilmaktadir fakat uzun siire kullanilan
antibiyotikler karsisinda bakterilerin direng kazandigi ve bu yontemin kesin olmadigi
gercegi ortadadir. Bu amagla yeni antibiyotikler ve etkin antibakteriyal

biyomalzemeler iiretimi yapilmasi ihtiyagtir [37].

1.5  Litaretiir Ozeti

E. Becoli ve arkadaslar1 farkli konsantrasyonlarda magnezyum ve floriir
iyonlar1 ile nanohidroksiapatit kristalleri sentezlemisler ve hidroksiapatitin
kristallesmesini Poli akrilik asit polimerini kullanarak engellemislerdir [38]. K.
Serbetci ve arkadaslart HAP ile olusturduklart kemik ¢imentosunun ticari olarak
kullanilan tiirlerinden daha hemouyumlu oldugunu belirlemislerdir [39]. N. Ozmen
ve E. Aklin yaptiklar arastirmalarda balin; Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
ve Salmonella enterica, Salmonella typhimurium gibi bakterilerin yol ag¢tig1
enfeksiyonlara kars1 etkili oldugunu gostermislerdir. Baz1 ballarin hastaliga neden
olan bakteri gelisimini yavaslatici ve gida Omriinii uzatabilecek oldugunu tespit
etmislerdir [40]. J. Chung ve arkadaslar1 ¢alismalarinda kemik ve dislerin ana yapisi
olan  hidroksiapatiti  inorganik-organik  nanokompozit madde yapiminda
kullanmislardir. %75 inorganik bilesen olarak hidroksiapatiti kullanirken %25
oraninda ise kitosan, aljinat ve albumin organik bilesenlerini kullanmislardir.

Sentezlenen nanokompozitlerin MTT testi ile sitotoksik etkileri MG-63 hiicre

17



hattinda arastirtlmistir. Hidroksiapatitin kristal boyutu doku miihendisligi tarafindan
hiicre eklenmesi ve besin takviyesi i¢in tercih edilmektedir [41]. A.Z. Yildirim Biger,
iki indirekt kompozit sentezleyerek toksik etkilerini MTT testi ile degerlendirmistir.
Calismada Artglass ve Solidex olarak iki indirekt kompozit kullanilmistir.
Hazirladig1 6rnekleri DMEM/F12 besiyerinde 1 saat, 24 saat, 72 saat, 1 hafta ve 2
hafta bekletilmistir. Kompozitlerin sitotoksisitik etkileri L 929 fare fibroblastlarinda
Ol¢lilmiis ve tim deney zamanlarinda farklilik gézlemlenmistir. 24 saatte Solidex ve
Artglass kompozitleri arasinda belirgin fark bulunmustur. 72. saatte Artglass,
Solidex’e gore toksik bulunmustur [42]. Wataha ve arkadaslari ¢alismalarinda
kompozitler ve hiicreler arasinda temas olup olmadigini ve sitotoksisitik etkilerini
arastirmiglardir. Bunun i¢in kompozit biyomalzemelerinin 24 ve 48 saatlik 6ziitleri
kullanilmistir ve ekstraksiyon siireci boyunca ortama biriken toksik maddelerin
bilesenlerinde artis olup olmadigi ve Orneklerin hiicreler {izerindeki -etkileri

arastirthimistir [43].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

e Poli(akrilikasit) (molekiil agirligi : 3.000.000 g/mol)
e Nano hidroksiapatit

e Bal

e RPMI 1640 Besiyeri

e Fetal Bovine Serum

e Penisilin / Streptomisin
e Phytohemoglutinin

e Ficoll — Paque PLUS

e Tripan Mavisi

e Etil Alkol

e MTS Olgiim Kiti

e Besi yeri

e NaOH

e NaCl
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2.1.2

Cahismada Kullanilan Cihazlar

Analitik terazi
Manyetik karistirict

Saf su cihazi

: Denver Instrument
: Heidolph

: Human Power

Su banyosu : Elma Sonic

pH metre : Hanna Instruments
Etuv : Memmert
Sogutmali santrifiij : Hettich Rotina 380R
Biyogiivenlik kabini : Labconco

COy’li inkiibator : Nuaire

Canli hiicre goriintiileyicisi (JuLI) : Nano Entek
Faz-Kontrast mikroskobu : Olympus
Mikropipet seti : Eppendorf
Mikroplaka

okuyuculu spektrofotometre

: Thermo Scientific

Spektrofotometre : Perkin Elmer Spektrum 100
Buzdolabi (-4°C) : Regal
Buzdolobi (-20°C) : Altus
Otoklav : Hirayama
2.2 Metot

2.2.1 Nanokompozitlerin Sentezi

Coziicii ortaminda etkilestirme ile biyonanokompozit sentezi gergeklesmistir.
Temeli ¢oziicii tercihine dayanir. Polimer madde ¢oziicii igerisinde ¢oziiliir, ayni
¢oziicli kullanilarak dolgu maddesinin (nHAP) (%1, %2,5 ve %35) dagilmasi saglanir.

Ayri erlenlerde ¢ozdiiriilen polimer ile dolgu maddesi calkalayict inkiibatorde belirli
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zaman araliginda karistirllmasi saglanir. nHAP ¢6zeltisi belirli araliklarla ultrasonik
banyo igerisinde bekletilir, calkalayici inkiibatore tekrar koyulur. Coziinmeler
tamamlandiktan sonra polimer ve nHAP soliisyonlar1 ayni erlen icine alinir ve her
erlene esit miktarda bal ilave edilerek c¢alkalayici inkiibatorde en az 24 saat bekletilir.
Soliisyonlar uygun petri kaplarina aktarilir. Vakumlu etiivde bekletilirek ¢oziicii

uzaklastirilir. Coziiclinlin uzaklagsmasi ile nanokompozitler film seklinde elde edilir

[44].

2.2.2 Nanokompoztilerin Karakterizasyonu

2.2.2.1 FTIR-ATR Analizleri

FTIR-ATR analizleri, Perkin Elmer Spektrum 100 spektrofotometresi ile
4000-650 cm™ dalga boyu araliginda gegirgenlik modunda yapilmistir.

2.2.2.2 Optik Temas Ag¢is1 Analizleri

Polimer ve organik bilesik olan bal ile modifiye edilmis hidroksiapatitin
ylizey Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in optik temas acis1 fotograflari ¢ekilmistir.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii islemleri

2.2.3.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Hiicre kiiltlirii laboratuari, ¢amasir suyu ile, biyogiivenlik kabini ve hiicre
kiiltiirline disaridan alinan tim malzemeler %70’lik etil alkol ile steril edilmistir.
Deneylerde kullanilan pipet uglar1 ve santrifiij tiipleri 121 °C’de 20 dk (1,02 atm
basingta) otoklavlanmistir. Hiicre kiiltiirii laboratuar1 ve biyogiivenlik kabini

kullanilmadig1 durumlarda UV lamba ile sterilizasyonu saglanmaistir.
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2.2.3.2 Kullanilan Besi Yerinin Hazirlanmasi

392,5 mL RPMI 1640 medium igerisine; 100 mL fetal bovine serum 2,5 mL
penicilin-streptomycin, 5 mL phtohemoglutinin eklenerek besi ortami hazirlanmistir.
Yeterli miktarda biiylime faktorii igeren FBS icine penicilin-streptomycin; bakteriyal
kontaminasyona engel olmak i¢in, phtohemoglutinin ise in vitro ortamda hiicre
cogalmasini saglamak i¢in ilave edilmistir. 10 mg phtohemoglutinin 10mL steril suda
¢oziinerek SmL alinip besi ortamina dahil edilmistir. Hazirlanan besi yeri +4°C’de
muhafaza edilmistir. Hazirlanan besi yeri, 15 mL’lik steril falkon tiiplere boliinerek
5’er mL’lik kiiltiir ortamlari hazirlanmistir. Hemen kullanilmayacak tiipler -20°C’de

saklanmustir.

2.2.4 Sitotoksisite Testleri

2.2.4.1 Kandan Lenfosit izolasyonu ve MTS Testi

MTS testi 5 giin siiren bir sitotoksisite uygulamasidir.

1.giin; Kimyasallar ile hazirlanmis besi yeri steril falkonlara koyulduktan sonra besi

yeri lizerine saglikli ve goniillii kisiden alinmis kan 6rnekleri eklenir.

2. giin; Kiiltiirlere 1 gece UV 1s1k altinda bekletilerek steril edilmis nanokompozitler

ilave edilir. Negatif kontol grubuna nanokompozit eklenmez.

3. giin; Lenfosit izolasyonu gergeklestirilerek, islemler sonucunda 24 saatlik Slgiim

alinir.

Lenfosit izolasyonu; Kiiltiirler serum fizyolojik serum ile sulandirilir.
(ktltiirlerin bulundugu steril falcon tiipler yaklagik tamami doluncaya kadar.) Kuru
tiplere 2,5 mL Ficol-Paque koyulur ve fizyolojik serum ile sulandirilmis kan
ornekleri Ficol-Paque ile karigmamasina dikkat edilerek yavasca eklenir. Her bir
kiiltiir 15dk 1500 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij sonunda orta fazda toplanmis olan
lenfositler dikkatlice baska steril kuru falkonlara alinir. Lenfositler tekrar 10 mL
serum fizyolojik ile sulandirilarak 10 dk 1500 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij

sonunda silipernatan atildiktan sonra dipte kalan lenfositler bir miktar besi yeri ile
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¢oziilip 1 mL igerisinde 10 uL hiicre alinip sayilir. Istenen sayida hiicreye gore
seyreltme islemi yapilir. Sayis1 ayarlanmais hiicreler 3’er tekrarli halde 96 well plate’e
eklenir. (Her kuyucuga 100 puL eklenir.) Negatif kontrol grubu kuyucuguna ise 100
uL besi yeri eklenir. Uzerlerine 20 pL MTS reaktifi eklenip 37°C’de %5 CO,
ortaminda 1, 2, 3 veya 4 saat inkiibasyondan sonra mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede 490 nm’de 6l¢iim yapilir. Ayni islemler her giin uygulanarak 4.

Glin 48 saatlik, 5. Giin 72 saatlik 6l¢iimler alinir.

2.2.4.2 JuLI - Hiicre Yasamlihig: Testi

Hiicre yasamlilig: testi JuLI Hiicre Goriintiileyicisi cihazi ile gergeklesmistir.
Bu cihazin temeli tripan mavisi testine dayanmaktadir. 24, 48, 72 saatlik lenfosit
izolasyonlarindan sonra lenfosit siispansiyonlarindan ve negatif kontrol grubundan
10 pL alinarak steril ependorflara koyulur. Her bir ependorf {izerine 10 puL tripan
mavisi boyast eklenir ve JuLl Hiicre Goriintiileyicisi cihazi ile hiicre sayimi ve

goriintiilemesi gerceklestirilir.

2.2.5 Hemouyumluluk Testi

Bu test Motlag ve arkadaslarinin yontemi (2006) uyarlanarak yapilmistir [45].
Nanokompozit drnekleri her biri esit olacak sekilde kesilerek 400 pL Antikogiilantli
kan 20 mL %0,9’luk NaCl ¢ozeltisinde seyreltilmistir. 2 mL’lik ependorf igersine 1
gece UV 1sik altinda bekletilmis nanokompozitler eklenir ve fiizerine 1 mL
seyreltilmis kan ilave edilir. Pozitif kontrol grubu i¢in; 200 pL antikogiilantli kan 10
mL steril ultra saf su icinde seyreltilmis ve icersinden 1 mL alinarak tiipe
koyulmustur. Negatif kontrol grubuna ise tuz ¢ozeltisi ile seyreltilmis kandan 1 mL
alinarak i¢ine nanokompozit ilave edilmemistir. Tiipler 2 saat 37°C %5 CO, ortamda
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrast 1000g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan
kismi atilan tliplerden 200 pL alinarak well plate’e eklenmistir. Mikroplaka

okuyuculu spektrofotometrede 545 nm’de absorbans dl¢iimii yapilmistir.
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% Hemoliz oran1 asagida formiile goére hesaplanmistir;

[Absorbans Test polimeri— Absorbans Negatif kontrol ]
X

100

%Hemoliz =
[Absorbanspozitif Kontrol )

2.2.6 Antibakteriyal Aktivite

Antibakteriyal aktivite i¢in nanokompozitler esit dlgiilerde kesilerek UV 151k
altinda steril edilmistir. Besi yeri olarak hazir triptik soy agar kullanilmistir.
Antibakteriyal aktivite testi i¢in; bir gram negatif (Escherichia coli ATCC-8739) ve
bir gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC-6538) bakteri tiirii kullanilmistir 107
oraninda seyreltilmis bakterilerden 200 pL alinarak besi yerlerine ekimleri
yapilmstir. Ekim yapilmis besi yerlerinin {izerlerine nanokompozit Ornekleri
yerlestirilip, 1 gece 37°C’de inkiibatorde bekletilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra nanokompozitlerin  ¢evresindeki zon ¢ap1 Olgiilerek  bakterilerin

nanokompozitlere kars1 direngleri belirlenmistir.
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3. BULGULAR

Calismamizda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis PAA/nHAP/BAL
nanokompozitlerinin FTIR-ATR ve optik temas agis1 ile karakterizasyonu,
sitotoksisite, hemouyumluluk ve antibakteriyel aktivite testi ile biyouyumluluklar

incelenmistir. Elde edilen bulgular agsagida verilmistir.

3.1 Nanokompozitlerin Karakterizasyon Sonucu

PAA polimeri, bal ve farkli konsantrasyonlarda nHAP nano partikiilleri ile
hazirlanan nanokompozitlerinin FTIR-ATR ve optik temas agist analizleri

gerceklestirilerek karakterizasyonlar1 yapilmistir.

3.1.1 FTIR-ATR Analiz Sonuglari

Sekil 3.1- 3.4’te sunulan grafiklerdeki veriler PAA/Bal ve
nanokompozitlerinin FTIR-ATR 6l¢iimleri sonucunda elde edilen spektrumlaridir.
Bu spektrumlara ait bantlar grafikler iizerinde belirtilerek sunulmustur. Sekil

3.5’te ise elde edilen tiim spektrumlar karsilagtirilmali olarak verilmistir.

N
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Sekil 3.1:PAA/BAL filminin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.2: PAA/nHAP (%1)/BAL nanokompozitinin FTIR spekturumu.
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Sekil 3.3: PAA/nHAP (%2,5)/BAL nanokompozitinin FTIR spekturumu.
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Sekil 3.4: PAA/nHAP (%5)/BAL nanokompozitinin FTIR spekturumu.
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Sekil 3.5: PAA/Bal ve tiim nanokompozitlere ait FTIR spektrumlarinin kargilagtirilmali
olarak gdsterimi.

3.1.2 Optik Temas Acis1 Analiz Sonuc¢lar

PAA/BAL nanokompozitlerinin optik temas agis1 analizleri Tablo 3.1°de
sunulmustur. Yiizey karakterizasyonunu belirlemek i¢in uyugulanan bu testte sivi
olarak saf su kullanilmistir. Saf su damlaciginin materyal yiizeyindeki davranisi

ve bu davranigin sahip oldugu agisal veriler asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 3.1: PAA/BAL ve nanokompozitlerine ait optik temas agis1 dlciileri ve

fotograflari.
Ornekler Optik Temas Resimler
Acilan
) i

PAA/BAL 86.70
PAA/nHAP (%1)/BAL 85.89
PAA/nHAP(%2,5)/BAL 83.23
PAA/nHAP (%5)/BAL 81.02

3.2 Sitotoksisite Sonuclari

Sentezlenen PAA/nHAP/BAL nanokompozitlerinin toksik etkileri MTS ve

JuLlI testleri ile belirlenmistir.
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3.2.1 MTS Testi Sonuclar

Nanaokompozitlerin 24, 48, 72 saat lenfosit ile inkiibasyonu saglanmis ve her

giiniin sonunda MTS reaktifi eklenip 490 nm’de 6l¢iim alinarak absorbanslari

belirlenmistir.
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Sekil 3.6: PAA, PAA/BAL, PAA/NHAP ve PAA/nHAP/BAL Nanokompozitlerinin
24 saat absorbans grafikleri.
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Sekil 3.7: PAA, PAA/BAL, PAA/NHAP ve PAA/nHAP/BAL Nanokompozitlerinin
48 saat absorbans grafikleri.
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Sekil 3.8: PAA, PAA/BAL, PAA/nHAP ve PAA/nHAP/BAL Nanokompozitlerinin
72 saat absorbans grafikleri.

o
o
1

Absorbans (490 nm
N W
o o

=
o

o

NA



3.2.2 Tripan Mavisi ile Hiicre Sayim Sonuclari
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Sekil 3.9: PAA, PAA/BAL, PAA/nHAP ve PAA/nHAP/BAL nanokompozitlerinin
tripan mavisi ile hiicre sayimi1 24 saat grafigi.
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Sekil 3.10: PAA, PAA/BAL, PAA/nHAP ve PAA/nHAP/BAL nanokompozitlerinin
tripan mavisi ile hiicre sayimi1 48 saat grafigi.
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Sekil 3.11: PAA, PAA/BAL, PAA/nHAP ve PAA/nHAP/BAL nanokompozitlerinin
tripan mavisi ile hiicre sayim1 72 saat grafigi.

3.2.3 JulLl Hiicre Yasamlihg Testi Sonuclar:

Number of cells

Sekil 3.12: 24 saat sonunda nanokompozit ile muamele edilmemis kanda % canlilik
sonucu (Negatif Kontrol).
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Sekil 3.13: 24 saat sonunda saf polimer PAA nanokompozitinin % canlilik sonucu.

Number of cells

1 2
13 i
X 10
g
|
5 6 7 8 9 2 13 14 15 16

10 1 1
Cell size (um)

Concentration cells Cell number

Sekil 3.14: 24 saat sonunda PAA/nHAP (%]1) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.15: 24 saat sonunda PAA/MHAP (%5) nanokompozitlerinin % canlilik

sonucu.
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Sekil 3.16: 24 saat sonunda PAA/BAL nanokompoztilerinin % canlilik sonucu.
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Sekil 3.17: 24 saat sonunda PAA/nHAP (%1)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.18: 24 saat sonunda PAA/nHAP (%2,5)/BAL nanokompozitlerinin %
canlilik sonucu.
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Sekil 3.19: 24 saat sonunda PAA/nHAP (%5)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.

Number of cells

oncentration

Sekil 3.20: 48 saat sonunda nanokompozit ile muamele edilmemis kanda % canlilik
sonucu (Negatif Kontrol)
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Sekil 3.21: 48 saat sonunda PAA nanokompozitlerinin % canlilik sonucu.
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Sekil 3.22: 48 saat sonunda PAA/nHAP (%1) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.23: 48 saat sonunda PAA/nHAP(%2,5) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.24: 48 saat sonunda PAA/nHAP (%5) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.25: 48 saat sonunda PAA/BAL nanokompozitlerinin % canlilik sonucu.
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Sekil 3.26: 48 saat sonunda PAA/nHAP (%1)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.27: 48 saat sonunda PAA/nHAP (%2,5)/BAL nanokompozitlerinin %
canlilik sonucu.

Number of cells

Sekil 3.28: 48 saat sonunda PAA/nHAP (%5)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.29: 72 saat nanokompozit ile muamele edilmemis kanda % canlilik sonucu.
(Negatif Kontrol)
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Sekil 3.30: 72 saat sonunda PAA nanokompozitlerinin % canlilik sonucu.

7



Number of cells

11
8
[
i I | |
s 6 7 8 9 10 1

11
1
Cell size (um)

oncentration cells Cell number

Sekil 3.31: 72 saat sonunda PAA/nHAP(%1) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.32: 72 saat sonunda PAA/nHAP (%2,5) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.33: 72 saat sonunda PAA/MHAP (%5) nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.
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Sekil 3.34: 72 saat sonunda PAA/BAL nanokompozitlerinin % canlilik sonucu.
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Sekil 3.35: 72 saat sonunda PAA/nHAP (%1)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik

sonucu.
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Sekil 3.36: 72 saat sonunda PAA/nHAP (%2,5)/BAL nanokompozitlerinin %
canlilik sonucu.
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Sekil 3.37: 72 saat sonunda PAA/nHAP (%5)/BAL nanokompozitlerinin % canlilik
sonucu.

3.3 Hemouyumluluk Testi Sonuclari

Coziici uzaklastirma metodu ile hazirlanan film seklindeki saf PAA,
PAA/BAL, PAA/MHAP ve PAA/MNnHAP/BAL malzemelerin, biyouyumluluk
parametrelerinden birisi olan kan ile uyumlulugu ifade eden % hemoliz degerleri

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.2: Saf PAA, PAA/BAL, PAA/nHAP ve PAA/nHAP/BAL malzemelerinin
% hemoliz degerleri.

Ornekler % Hemoliz Oram

PAA/BAL 0,3990
PAA/MHAP(%1)/BAL 03813
PAA/MHAP(%2,5)/BAL 0,3682

PAA/MHAP(%5)/BAL 0,3504
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3.4  Antibakteriyal Aktivite Sonuclar:

Nanokompozitlerin ~ gram-negatif — Escherichia coli ve gram-pozitif
Staphylococcus aureus bakterilere kars1 antibakteriyal etkiye sahip olduklari

Tablo 3.3’de ve Sekil 3.38’de goriilmektedir.

Sekil 3.38: PAA/BAL ve PAA/nHAP/BAL nanokompozitlerinin
(1-PAA/BAL, 2-PAA/NnHAP(%]1)/BAL, 3-PAA/nHAP(%2.5)/BAL,
4-PAA/MHAP(%5)/BAL)Staphylacoccus aureus (Sa) ve Escherichia
coli (Ec)’ye kars1 antibakteriyel aktiviteleri.

Tablo 3.3: Antibakteriyel aktivite testi sonucu elde edilen zon ¢aplari (cm).

.. Cap
Ornek S. aureus E. coli
PAA 1,4 cm 1,4 cm
PAA/MHAP (%1) 1,6 cm 1,5 cm
PAA/nHAP (%2,5) 1,3 cm 1,25 cm
PAA/MHAP (%5) 1,3 cm 0,9 cm
PAA/BAL 1,1 cm -
PAA/MHAP (%1)/BAL 1,2 cm -
PAA/nHAP (%2,5)/BAL 1,7 cm -
PAA/MHAP (%5)/BAL 1,7 cm -
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Nanokompozitlerin Karakterizasyonu ve Sonugclari

4.1.1 FTIR-ATR Analiz Sonuglar

PAA/BAL ve PAA/MHAP/BAL nanokompozit filmlerinin FTIR-ATR
spektrumlar1 Sekil 3.1-3.5°de verilmistir. Orneklere ait spektrumlar Tablo 4.1° de
bant degerleri verilen saf PAA filminin FTIR-ATR spekturumu ile
karsilastirilmistir. PAA/BAL 6rnegine ait FTIR-ATR spektrumu incelendiginde,
saf PAA polimerine ait 2939,1704 ve 1240 cm™ bantlarinda ¢ikan CH gerilme ve
korbonil gruplarinin titresimlerine ait pikler sirastyla 2931, 1694 ve 1229 cm™’e
kaymaktadir. Bu piklerdeki kaymalar, PAA polimeri ile bal arasinda bir
etkilesimin oldugunu ve yapida bir degisiklik meydana getirdigini
gostermektedir. Sekil 3.2 PAA/nHAP(%1)/BAL ve PAA/nHAP(%?2.5)/BAL
orneklerine ait spektrumlardir. Her iki 6rnek, PAA/BAL 6rneginin spektrumu ile
kiyaslandiginda 1980 cm™ bandinda yeni bir pik olustugu gozlenmistir. Bu
farkliligm yanisira PAA/BAL Grneginin 2562 cm™ bandindaki pik PAA/nHAP
(%1)/BAL ve PAA/nHAP (%2.5)/BAL o6rneklerinde sirasiyla 2573 ve 2572 cm’
bandinda olustugu tespit edilmistir. PAA/nHAP(%5)/BAL 06rnegine ait spektrum
incelendiginde ise yine yeni pik olusumu ve bantlarda meydana gelen kaymalar
tespit edilmistir. PAA/nHAP(%1)/BAL ve PAA/nHAP(%2.5)/BAL orneklerinde
gdzlemlenen 1980 cm™*deki spektrumun yan1 sira 1548 ve 1053 cm™ bantlarinda
yeni piklerin olustugu tespit edilmistir. 1053 cm™ bandindaki spektranin nHAP
partikiiliine ait PO,>" gruplarma atfedilmektedir [46]. 1548 cm™*de ¢ikan band ise

bal 6rnegine ait —CH, gruplarinin egilme titresimlerine ait olabilir.
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Tablo 4.1: Saf PAA'nin baz1 karakteristik IR bantlar [53].

Dalga Sayisi (cm™) Fonksiyonel Grup
2939 C-H ve CH ana zincir gerilmesi
1704 C=0 gerilmesi
1453 CH-CO egilme
1414 -CH;- egilme
1240 C-O gerilmesi

Matriks (Saf PAA) ile karsilagtirilan tiim 6rnekler matriksen farkli karakterde
spektrumlar olusturmuslardir. Bu sonuglar, hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
PAA/nHAP/BAL o6rneklerinin aralarindaki etkilesimlerden kaynakli oldugu kabul
edilebilir.

Tablo 4.2: Saf balin baz1 karakteristik IR bantlar1 [43].

Dalga Sayisi (em™) Fonksiyonel Grup
3276 O-H (H- bagh)
2948 C-H gerilme
1638 O-H (Su) egilme
1426 -CHyegilme (sert)
1362 -CH; egilme (orta)
1254 C-C,,0-CH, C-OH egilme
1032 C-0 gerilme
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4.1.2 Optik Temas Acis1 Analiz Sonuc¢lar

PAA/BAL ile PAA/nHAP/BAL nanokompozit 6rneklerinin optik temas agisi
analizleri saf su ile gerceklestirilmistir. Ol¢iim sonucunda elde edilen veriler Tablo
3.1’de Ol¢lim fotograflar ile birlikte verilmistir. Optik temas agist dlglimleri 6rnek
yiizeylerinin sahip oldugu hidrofilik veya hidrofobik 6zellikte olduklarint agiklayan
bir parametredir. Yapilan literatiir taramasinda saf PAA filminin optik temas acisinin
84.58° oldugu gortlmiistiir [51]. Optik temas agis1 90”’den kiigiik olmasi saf PAA
filminin ylizeyinin hidrofilik karakterde oldugunu gostermektedir. Tablo 3.1°de
gosterildigi izere PAA/BAL (86.70°), PAA/nHAP (%1)/BAL (85.89°) PAA/nHAP
(%2.5)/BAL (83.23°) ve PA/nHAP(%5)/BAL (81.02°) saf PAA filmine yakin bir
ozellik gostererek hidrofilik birer ylizeye sahip olduklart belirlenmistir. Ayrica siiper
hidrofilik olan nHAP dolgu malzemesi [51], hazirlanan materyallerde artan miktarina

bagli olarak hidrofilik 6zelliginin orantil1 bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

4.2 SitotoksisiteTest Sonuclar:

Bu c¢alismada, sentezlenen nanokompozitlerin toksik etkileri, saglikli ve
goniillii bireylerden alinan kan 6rneklerinden izole edilmis lenfosit hiicrelerinin MTS
testi sonucunda verdikleri absorbanslari, tripan mavisi ve JuLl hiicre yasamlilig

testleri sonucunda ise elde edilen % yasamlilik oranlar1 kullanilarak arastirilmistir.

Nanokompozitler ile 72 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerin MTS test
sonuclar1 Sekil 3.6, 3.7 ve 3.8 de gorlilmektedir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar
sonucunda gergeklestirilen Slgiimlerin sonunda PAA/MHAP(%2,5) nanokompoziti
ile, 72 saatlik inkiibasyon sonucunda ise PAA/nHAP(%5) nanokompoziti ile
muamele edilmis lenfositlerin en yiiksek absorbans degerlerini verdikleri
belirlenmistir.Bal ilave edilmis ornekler kendi igerisinde degerlendirildiginde,
PAA/nHAP(%1)/BAL 0Orneginin 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonucunda en
yiiksek absorbans degerine sahip oldugu goriilmektedir. nHAP ve bal ilave edilen
orneklerde MTS testi sonucu elde edilen absorbanslarin arttig1 belirlenmistir. Zhang
J. ve arkadaslar1 da %30 ve % 40 oraninda hidroksiapatit ile hazirladiklar
PMMA/HAP nanokompozitlerinin hiicre yasamliligini destekledigini

gostermislerdir. Arastirmacilar, uyguladiklar1 MTT testi sonucunda, %30’luk ve
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%40°lik hidroksiapatit eklenen PMMA/Hidroksiapatit nanokompozitlerinin hiicre
yasamliligint arttirdigini belirtmiglerdir [47]. Yilmaz ve arkadaslar1 (2017) ise
hidroksiapatitin PMMA nin az da olsa sebep oldugu sitotoksisiteyi ve genotoksisiteyi
ortadan kaldirdigini rapor etmislerdir [48].

Nanokompozitler ile 72 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerin tripan mavisi
test sonuglart Sekil 3.9-3.11° de, JuLI sonuglar ise Sekil 3.12-3.37°de goriilmektedir.
Tripan mavisi test sonuglarina gore 24 saatlik inkiibasyon sonunda PAA/nHAP (% 5)
ornegi, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda ise PAA/nHAP (%2,5) 6rneginin en
yiiksek yagamliliga sahip oldugu goriilmiistiir. Balli 6rnekler arasindan PAA/nHAP
(%1)/BAL 24 ve 72 saat sonunda, PAA/nHAP(%2,5)/BAL ise 48 saat sonunda en
yiiksek % yasam degerini gostermistir. JuLI canli hiicre goriintiileme cihazi ile
yapilan Ol¢limlerde elde edilen sonuglar da bu sonuglar ile uygunluk gostermistir.
Elde edilen absorbans degerleri ve % yasamlilik degerleri incelendiginde tiim
orneklerin negatif kontroliin verdigi absorbans degerinden yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yang ve arkadaslar1 da PAA ve polyiiretan ile hazirladiklar1 PAA/PU
membran filmlerinin sitotoksik etkilerini lenfositler ve kanser hiicreleri ile test
etmislerdir ve bu malzemelerin ¢ok diisiik sitotoksik etkiye sebep oldugunu

bulmuslardir [49].

4.3 Biyouyumluluk ve Hemouyumluluk Testi

Hemouyumluluk testi, hazirlanan malzemelerin kan hiicreleri ile ayn1 ortamda
bulunarak kan hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirmak icin yapilan bir testtir. Bu
testin Olglisli ise malzemeler ile ayni ortamda bulunan kan hiicrelerinin hemolize
ugraylp ugramadigidir. Hemoliz oranina bakilarak hazirlanan malzemelerin
degerlendirilmesi yapilarak biyouyumlu ve/veya hemouyumlu oldugu belirlenir. Bu
degerlendirme; belirlenen hemoliz yiizdelerinde hemoliz yiizdesi %10’dan az ise
sentezlenen nanokompozitler hemouyumlu, %5’den az ise daha ¢ok hemouyumlu
olarak kabul edilir. Diken ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, PAA ve nHAP
kullanilarak hazirlanan nanomalzemelerin biyouyumluluk dereceleri incelenmis ve
sentezlenen nanokompozitlerden PAA/nHAP(%5)’in  en uyumlu nanomalzeme

oldugunu ve %5’lik hemoliz derecesi ile PAA/NHAP(%1)’in ise %25’lik hemoliz
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derecesi ile uyumsuz oldugunu belirtmiglerdir [50]. Bir baska caligmada, fare
fibroblast hiicreleri ile saf PAA polimerinin birbirleri ile muamelesi sonucu elde
edilen verilerde; saf PAA’nin fibroblast hiicrelerinin yapisin1 bozdugu ve toksik
etkide bulundugu belirtilmistir [46]. Yiiksek oranda hemouyumlu karakteristik
ozellige sahip olan nHAP [47], katildig1 yapilara da bu karakteristik 6zelligini
vermektedir. Ornegin, Wang H. doku miihendisliginde kullanilmasi i¢in hazirladig
nHAP/poliamid nanokompozitlerinin in vitro test sonuglari; kemik iligi kaynakl
mezensimal kok hiicrelerinin gelismesi, cogalmasi ve farklilagmasi {izerine herhangi
bir negatif etki gostermemistir. Histolojik ve mikroradyografik sonuclar,
nHAP/Poliamid nanokompozitlerin olduk¢a biyouyumlu oldugunu gostermistir [56].
Khan A.S. ve arkadaslari, poliliretan/nHAP nanokompozitleri hazirlayarak
biyouyumluluk 6zelligini arastirmak amaci ile osteblast hiicrelerini kullanarak MTS
testini uygulamiglardir. Analiz sonucunda nHAP'in ostblast hiicrelerinin gelisimini
ve ¢ogalmalarin1 destekledigini ve biyouyumluluk oOzelliklerini arttirdigini
belirtmislerdir [51]. Tablo 3.2’deki elde edilen sonuclar PAA/BAL olmak iizere tiim
nanokompozitlerin kan hiicreleri ile olan %hemoliz degerlerinin %]1’in altinda
oldugunu isaret etmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi hemoliz yilizdesinin %5’in
altinda olmas1 malzemelerin hemouyumlu oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmadaki
sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu ve hazirlanan nanokompozitlere BALve

nHAP’in katilmas1 kan ile olan uyumlulugun arttig1 gorilmustiir.

4.4  Antibakteriyel Aktivite

Biyoteknoloji, biyomiihendislik ve malzeme bilimi gibi alanlardaki son
caligmalarin merkez odagi malzemelerin antibakteriyel 6zellik tagimasina yoOnelik
olmustur. Bu talep dogrultusunda canli viicudunda ya da disinda canlinin temas
halinde olacagt materyaller i¢in aranan en Onemli Ozelliklerden birisi de
antibakteriyel aktiviteye sahip olmasidir. Bu ¢alisma da buna paralel olarak bir gram
negatif (Escherichia coli) ve bir gram pozitif (Staphylacoccus aureus) bakterisine
kars1 antibakteriyel bir test olan disk diflizyon testi uygulanmistir. Disk difiizyon
testi, kat1 besiyeri lizerinde ekimi yapilmis bakterinin gelismini durdurmak amaciyla
materyalin kendi ¢evresinde olusturdugu zon ile antibakteriyel aktiviteye sahip olup

olmadiginin tespit edilmesidir. Sekil 3.38°de PAA/BAL ve PAA/nHAP/BAL
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nanokompozitlerinin her iki bakteri tiiriine kars1 inhibisyon dereceleri gozlenmistir.
Bal sahip oldugu antibakteriyel 6zelligi [52] PAA matriksi ile birleserek muhafaza
etmigtir. Herhangi bir antibakteriyel 6zellige sahip olmayan saf PAA [50] bal ile
kompozit olusturdugunda her iki bakteri tiiriine kars1 antibakteriyel 6zellige sahip bir
PAA matriksli kompozit elde edilmistir. Bir hidrojel 6zellige sahip olan PAA, bakteri
ekimi yapilmig besiyeri iizerine yerlestirilip 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra yapisindaki bal, besiyerine niifuz ederek bakteri inhibisyon
zonlariin olusmasimi saglamistir. PAA/nHAP/BAL nanokompozitleri sirasiyla
incelendiginde ise, hidroksiapatit nano partikiillerinin yapiya eklenmesi ile 6zellikle
S. aureus bakterisine kars1 daha yiiksek aktivite gostererek inhibisyon alani artmistir.
S. aureus bakterisine kars1 antibakteriyel aktivite nHAP miktarinin artmasi ile dogru
orantili birgekilde artmistir. nHAP’1n antibakteriyel 6zelligi daha dnceden yapilan
caligmalarda kesinlesmistir [53]. Nanokompozitlerin E. coli bakterisine karsi
inhibisyon  dereceleri  farklilik  gostermistir.  Sekil 3.38  incelendiginde
PAA/MHAP(%2,5)/BAL nanokompoziti diger materyallere oranla daha fazla
inhibisyonu alan1 olusturmustur. Bunu takiben %1 oraninda nHAP igeren
nanokompozit ve PAA/BAL en yiiksek inhibisyon alanlarina sahip olmustur. %5
oraninda nHAP igeren nanokompozit ise en az inhibisyon alanina sahip materyal
olmustur. Michalska-Sionkowska ve arkadaslar1 fenolik bir bilesik olan Timol’i
hicbir  antibakteriyel ozellik gostermeyen kollajene yiikleyerek filmler
hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 filmlerin patojen olan E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, B. subtilis, E. aerogenes ve Candida albans mikroorganizmalarina karsi
aktivitelerini incelemiglerdir. Kollajen/Timol filmleri biitiin mikroroganizmalara
kars1 inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir [54]. Yine bir baska ¢alismada,
Koosehgol ve arkadaslar1 antibakteriyel ozellikli timol kullanarak yara ortii
malzemesi olarak kitosan/polietilen  glikol fumarat/timol  hazirlamislardir.
Antibakteriyel hedef olarak sectikleri E. coli ve S. aureus bakterilerini yara Ortii
malzemelerin sahip olduklar1 timol konsantrasyonlarina gore farkli derecelerde
inhibe etiklerini tespit etmislerdir [55]. Yapilan literatiir taramasinda antibakteriyel
ozellige sahip bir bilesigin genellikle bu 6zelligini korudugunu ve hazirlanan yeni

malzemede de etkinligini devam ettirdigi goriilmiistiir.
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