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OZET

PEG /Ganoderma lucidum KOMPOZITLERININ ANTIBAKTERIYEL VE
SITOTOKSIK AKTiVITELERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
AHMET CENKAY ORBAY
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, MART 2018

Bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda (%1, %2.5, %5 w/w) dolgu materyali
olarak Ganoderma lucidum (Reishi), kalip olarak da farkli molekiil agirliklarinda
(Ma: 1400, 2250, 8400 g/mol) poli(etilen glikol) (PEG) kullanilarak elde edilen
kompozitlerin hazirlanigi, karakterizasyonunu ve bazi biyolojik 6zellikleri
arastirtlmistir. PEG /Ganoderma lucidum kompozitleri, 25 mikrometre 6lgeginde
elenmis Ganoderma lucidum igeren, ¢ozelti ortaminda etkinlestirme metodu ile
hazirlanmistir. Kompozitlerin karakterizasyonu XRD, FTIR-ATR ve SEM ve ile
yaptlmistir. Ayrica bu c¢alismada kompozitlerin  sitotoksik  aktiviteleri,
hemouyumluluklar1 ve antibakteriyel aktivite 0Ozellikleri incelenmistir. Farkli
derisimlerde Ganoderma lucidum igeren PEG /Ganoderma lucidum kompozitlerinin
XRD, FTIR-ATR ve SEM, sonuglarina bakildiginda Ganoderma lucidum’un PEG
polimer zincirleri ile etkileserek hazirlanan kompozitler igerisinde homojen bir
sekilde dagildig1 goriilmiistir. Bu c¢alismada, PEG /Ganoderma lucidum
kompozitlerinin hemouyumluluklarinin oldukga yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica
hazirlanan kompozitlerin insan lenfositlerine karsi sitotoksik etki gdstermedigi ve E.
coli ATTC-8739 ve S. aureus ATCC-653’¢ karsi antibakteriyel etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, hazirlanan PEG /Ganoderma lucidum kompozitlerinin
pek ¢ok biyomedikal uygulamada biyomateryal olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Poli(etilen glikol) (PEG), Ganoderma lucidum,
biyomalzeme, kompozit, sitotoksik, antibakteriyel, hemouyumluluk.



ABSTRACT

DETERMINATON OF CYTOTOXIiC AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES
PEG /Ganoderma lucidum COMPOSITES
MSC THESIS
AHMET CENKAY ORBAY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, MART-2018

In this study, the preparation and characterisation and some biological
properties of biocomposites of different molecular weight of poly(ethylene glycol)
(PEG) (MW: 1400, 2250, 8400 g/mol) as a matrix with Ganoderma lucidum (Reishi),
as a filling material at different loading (%1, %2.5, %5 wt) have been investigated.
The composites have been preared by solution intercalation method using ground and
sieved Ganoderma lucidum at 25 micron scale. The characterization of composites
was made by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared attenuated total
reflectance (FTIR-ATR) and scanning electron microscopy (SEM). Also in this study
the cytotoxic, hemocompatibility and antibacterial properties of composites were
investigated. When XRD and FTIR-ATR results discussed, all of the composites
using the different loading amount of Ganoderma lucidum (%1, %2.5 and %5 wt)
were shown a homogenous distribution in the matrix (PEG) via interact with PEG
polymer chains. The SEM photos have confirmed these results. In this study, PEG
/Ganoderma lucidum composites were determined that hemocompatibility of
composites were high. Furthermore, it was determined that the composites did not
show cytotoxic effect against human lymphocytes and composites were shown
antibacterial effect against E. coli ATTC-8739 ve S. aureus ATCC-6538. These
results showed that the prepared PEG/ Ganoderma lucidum composites can be used
as biomaterials in many biomedical applications.

KEYWORDS: Poly(ethylene glycol), Ganoderma lucidum, biomaterials,
composite, cytotoxicity, antibacterial, hemocompatibility.
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1. GIRIS

Teknolojinin gelismesi ile birlikte insan saglig1 i¢in yararli oldugu diisiiniilen
biyomalzemelere yonelim artmistir. Biyomalzemeler birgok alanda etkin bir sekilde
kullanilmaktadir ve hayati kolaylastirici bu fiiriinler ile bir¢ok basarili ¢alisma
yapilmistir. Ornegin kalca ve diz protezlerinde titanyum, paslanmaz gelik ve polietilen
kullanilmasi, kemik dolgu maddesi olarak poli(metil metakrilat) kullanilmasi, kemik
kiriklarin1 onariminda hidroksilapatit kullanilmasi, kan damar implanti olarak
politiretan kullanilmasi, kalp kapak¢igi yapiminda karbon ve paslanmaz ¢elik
kullanilmasi, kateter yapiminda silikon kauguk ve poliiiretan kullanilmasi, yapay kalp
olusturmada poliiiretan kullanilmasi, yapay bdobrekte selilloz ve poliakrilonitril
kullanilmasi, kontakt lens yapiminda silikon akrilat ve hidrojeller kullanilmasi, dis
implantlarinda titanyum, paslanmaz celik, polietilen vb. malzemelerin kullanilmasi

basarili ¢alismalar arasinda gosterilmektedir [1].

1.1  Biyomalzemeler

Biyomalzemeler Ulusal Saglik Enstitiisiiniine gore; ‘Islevini kaybetmis doku
veya organlar1 onaran, iglevini arttirmaya yarayan ya da islevini kaybetmis organin
yerini tutmaya yarayan sentetik veya dogal maddelerin karisimdan meydana gelen

malzemelerdir.” olarak tanimlamaktadir [2].

Biyomalzemeler, bilimsel olarak ¢ok yeni olmasina ragmen kullanimlari ¢ok
eski tarihlere kadar uzanmaktadir. Bunun en giizel 6rneklerinden biri de eski Misir
mumyalarinda bulunan yapay burun, goz ve dislerdir [3]. 200 yildan daha uzun bir
slire dnce Romalilar, Cinliler ve Azteklerin dis hekimliginde altin1 kullandiklar1 [4],
milattan Onceki zamanlarda kemik protezlerinde bakir ve bronzlarin kullanildigi
bilinmektedir. Bakir iyonunun toksik etkisi bilinmesine ragmen 19. yy. kadar
kullanimina devam edilmistir. 19. yy. sonlarina dogru implant malzemelerin
kullanimina oldukca énem verilmeye baslanilmistir [5]. Insan viicudunda kullanilan

ilk implant plak olan malzeme W. D. Sherman tarafindan 1912 yilinda gelistirilen



vanadyum celigidir. Bu ¢elik materyal kiriklarin tedavisinde kullanilmakla beraber
viicuda yerlestirildikten belirli bir zaman sonra korozyona ugrayarak ciddi tehlikeler
olusturmustur [5,6]. Biyomateryallerdeki en biiyiik gelisme 1947 yilinda J. Cotton
tarafindan titanyum alasimli biyomalzemelerin gelistirilmesi ile saglanmustir.
Biyomalzemeler ve cerrahi yontemlerin gelismesi ile birlikte kalp kapakgigi ve kan

damar1 operasyonlart basarili bir sekilde gergeklestirilmeye baslanmistir [6].

Son yillarda ise biyomalzemelere olan ilginin artmasi ile birlikte dokularla olan
etkilesimleri tizerine birgok arastirma yapilmis ve yeni biyomalzemeler gelistirilmistir.
Gelistirilen biyomalzemelerin insan viicudunda toksik ve kanserojen olmamasina,
malzemenin deforme olmamasina, korozyona ugramamasimna Ve ayni zamanda

mekanik dayanikliliklarinin yiiksek olmasina dikkat edilmistir [7].

1.1.1 Biyomalzemelerin Ozellikleri

Bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilan biyomalzemeler, biyomedikal alanda
implant olarak kullanilabilmesi i¢in uygun parametrelere sahip olmas1 gerekmektedir.
Bir biyomalzeme viicuda yerlestirildigi zaman uzun Omiirlii olmasi ve viicudun
reddetmemesi gibi bazi Onemli Ozelliklere sahip olmalidir. Biyomalzemelerin
seciminde biyouyumuluk, biyoislevsellik, yanit, toksisite, uygun tasarim, korozyon
direnci, yiiksek asinma direnci ve dayamiklilik gibi dikkat edilmesi gereken bazi

parametreler vardir ve bunlar asagida maddeler halinde agiklanmustir;

e Yamt: Implante edilen biyomalzemeye kars1 viicudun vermis oldugu cevaptir
[8].

e Biyouyumluluk: Biyouyumluluk, biyomalzemenin biyolojik performansi

olarak tanimlanmaktadir [9]. Biyouyumlu malzemeler viicuda herhangi bir
zarar vermeden dokularla temas halinde uzun siire dayanabilmelidir [10].
Bunun yani sira bir biyomalzemenin biyouyumlu olabilmesi i¢in; kanserojenik,
toksik, alerjenik, gibi bir etkiye sebep olmamali, iltihap olusturmamali ve ayni
zamanda kan uyumlulugu yiiksek olmalidir.

e Biyoislevsellik: Bir biyomalzemenin istenilen fiziksel ve mekanik 6zellige

sahip olmasi1 gerekmektedir. Biyomalzeme biyoislevsel olarak genellikle

kullanim yerine gore; yiik iletimi ve hareketi miimkiin kilma, kan ve s1v1 akigini
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kontrol edebilme, elektrik uyarilari, ses iletimi, 151k iletimi gibi baz1 6zelliklere
sahip olmalidirlar [11].

e Toksisite: Bir biyomalzeme eger 6zel olarak toksik amagl iiretilmediyse
herhangi bir toksik 6zellik gostermemelidir. Biyomalzemlerde toksisite kiitle
kaybetmesi olarak tanimlanir ki bu durum spesifik olarak tasarlanmadigi
slirece istenmeyen bir etkidir [12].

e Uygun Tasarim: Biyomalzeme islenebilir ve kaliplanabilir 6zellige sahip
olmalidir [9].

e Korozyon Direnci: Korozyon biyomalzemelerin segiminde Onemli bir

sorundur. Cilinkii 6zellikle metalik kompozitlerde korozyon olma ihtimali daha
yiiksektir. Bu durum biyolojik ortamda istenmeyen metal iyonlarinin serbest
kalmasina neden olur [13].

e Yiiksek Asinma Direnci: Yiiksek siirtiinme katsayis1 ya da diisiik asinma

direnci biyomalzemelerin asinmasina neden olur [14]. Bu da biyomalzemelerin
uzun siireli kullanimina engel teskil eder.
e Dayamkhhk: Biyomalzeme mekanik olarak dayanikli olmalidir. Yeterli

mukavemete sahip olmamalar1 durumunda biyomalzemede kirilma meydana

gelebilir [10].

1.1.2 Biyomalzemelerin Siniflandirilmasi

Biyomalzemlere olan ilginin artmasiyla birlikte bircok maddeden

biyomalzeme {iriinii elde edilmistir.

Biyomalzemeler genel olarak 4 sinifa ayrilirlar;

Seramik biyomalzemeler,
Metalik biyomalzemeler,

Kompozit biyomalzemeler,

el

Polimerik biyomalzemeler.



1.1.2.1 Seramik Biyomalzemeler

Seramik biyomalzemeler yiiksek direnglilik ve inert yapiya sahip olmalari
nedeniyle tibbi uygulamalarda siklikla tercih edilen inorganik malzemeledir [15]. Bu
biyomalzemelerin tercih edilmesinin en dnemli nedenleri alerjik olmamalari, toksik
olmamalari, kansorejen etki gostermemeleri, biyouyumlu olmalar1 ve biyomalzeme
olarak implante edildigi zaman uzunca siire istenilen etkiyi gostermesidir [16]. Fakat
genellikle asir1 derecede sert olmalar1 ve zayif mekanik 6zellikleri seramik

biyomalzemelerin kullanimini sinirlamaktadir [15].

Implant biyoseramik malzemelerin segimi mekanik ve biyolojik 6zelligine
baghdir. Ozellikle biyoseramik materyal olarak siklikla kullanilan aliimina ve
zirkonya, ortopedi alaninda diisiik siirtiinme ve yipranmama 6zelligi, ayn1 zamanda
mekanik direnci ve dayaniklilig1 sayesinde ¢ogunlukla kemik implantasyonunda tercih
edilmektedir [17]. Bununla birlikte hidroksiapatit’de diisiik toksisitesinden dolay1 yeni
kemik dokusu olusumunu tesvik ettigi igin kullanilmaktadir [18,19]. Bunlarin yani sira
en fazla kullanilan biyoseramik 6rnekler silikatlar, karbiirler, siilfiirler, selenetler ve

elmas gibi karbonlu bilesiklerdir [16].

1.1.2.2 Polimerik Biyomalzemeler

Polimerler, birbirlerine ortak bir omurga olusturmak iizere baglanmus,
monomer olarak adlandirilan kovalent bagli birimlerden olusan biiylik molekiillii
zincirlerdir [15]. Biyomalzemelerin en genis sinifi olan polimerler; implantlarda,
protez materyallerinde, tek kullanomlik medikal malzemelerde, discilik
malzemelerinde, doku miihendisliginde vb. birgok alanda yayginca kullanima
sahiptirler [16]. Metal ve seramik biyomalzemeler ile karsilastirildiginda polimerik
biyomalzemelerin lateks, film tabaka vb. sekillerde iiretilmesinin kolayligy, fiyatlarinin
uygun olmasi, istenilen mekanik ve fiziksel 6zellige sahip olmasi onlarin biiyiik

avantaji olarak sayilmaktadir [20].

Sentetik biyomalzemeler arasinda polivinil kloriir, polietilen, polistiren,
polimetilmetakrilat, poliesterler, poliamitler olarak sayilabilir. Dogal polimerler ise

kollojen, heparin, DNA ve hiyaliinorik asit’tir [21]. Polimerik biyomalzemeler
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secilirken diger biyomalzemelerin se¢iliminde g6z Oniinde bulundurdugumuz
biyouyumluluk, sterilizasyon, mekanik ve fiziksel yeterlilik gibi 6zelliklere de dikkat
edilmelidir [16].

1.1.2.3 Metalik Biyomalzemeler

Benzersiz atomik yapilar1 ve baglanma 6zellikleri olan metaller; malzemenin
elektriksel, mekanik ve termal Ozelliklerin arttirmasina neden olan ustin Ozellikli
inorganik malzemelerdir [21]. Metalik biyomalzemeler dis implantlarinda, eklem
protezlerinde, ¢ene cerrahisinde, kalp damar cerrahisinde ve kemik yenileme
malzemesi yapiminda yaygin bir kullanima sahiptirler. Metalik biyomalzemeler,
agirlik direncinin fazla olmasi, uzun siireli veya ani yiik degisimine dayanikli olmasi

ve Ozelliklerini kaybetmemeleri nedeniyle sik¢a tercih edilmektedir [22].

Bazi metallerin fizyolojik ortamlarda oksidasyona sebep olabilecekleri
distiniilmektedir [23]. Platin, giimiis ve altin gibi metaller bu oksidasyona neden
olmazlarken titanyum ve krom gibi metaller oksidasyona neden olan metaller arasinda
sayilabilirler [15]. Saf metaller olduk¢a biyouyumlu olmalarina ragmen korozyona
ugrama nedeni ile biyomateryal yapiminda ¢ok tercih edilmemektedir. Bu saf mateller
arasinda magnezyum, tantal, platinyum, iridyum vb. metaller bulunur. Ornegin
magnezyum mekanik 6zelligi bakimindan avantajli olmasina ragmen korozyon direnci
diistiktiir veya tantal gibi bazi metallerin korozyona kars1 direngli olmalarina ragmen
mekanik 6zellikleri oldukca diisiiktiir. Sonu¢ olarak bu saf metallerin

biyomalzemelerde eser miktarda kullanimi tercih edilmelidir [24].

Biyomalzeme yapiminda iki ya da daha fazla maddenin homojen olarak
karistirilmasi ile elde edilen metal alagimlar kullanilmaktadir ki bunun ilk 6rnegi aym
zamanda insanlara implante edilen ilk biyomalzeme olan vanadyum c¢eligidir. Viicutta
korozyona ugradigi i¢in gliniimiizde kullanilmasa da paslanmaz celik, titanyum, kobalt

krom igeren alasim metaller yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [23].



1.1.2.4 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit biyomalzemeler, makroskopik olgekte spesifik olarak mekanik,
kimyasal ve fiziksel 6zellikler tiretmek i¢in yapilan, morfolojisi ve genellikle fiziksel
ozellikleri farkli olan iki ya da daha fazla materyalin homojen bir sekilde karistirilmasi
ile elde edilen iiriinlerdir. Farkli elementlerin bu kombinasyonu spesifik 6zellikleri
maksimize eden yeni bir materyal ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun sonucu olarak
kompozit materyaller bilesenlerinin en iyi 6zelliklerini gosterdigi ve genellikle bir
maddenin tek basina gosteremedigi bazi Ozellikleri sergilemektedir. Kompozit
malzemeler istedigimiz 6zellige sahip olabilecek esnek bir tasarima izin verir, ¢linki
kompozit materyallerin yapilar1 ve 6zellikleri optimize edilebilir ve spesifik alanlarda

¢ok rahat kullanilabilinir [25].

Kompozit biyomalzemelerde kati maddeler genel olarak karbon, seramik,
metal ve polimer olmak {izere siniflandirilabilir. Ayrica kompozitler matris igin
kullanilan malzemelere gore; polimer matris kompozitler (PMC’ler), metal matris
kompozitler (MMC’ler), karbon/karbon kompozitler (CCC’ler) ve seramik matris
kompozitler (CMC’ler) olarak simiflandirilabilirler. Son zamanlarda biyomedikal

uygulamalarin ihtiyacina gore en ¢ok tercih edilen kompozit PMC’lerdir [26].

Cevre dostu olarak bilinen ve biyolojik olarak bozunabilen biyomalzemeler,
doku miihendisliginde, ilag ve gen sunumlarinda [9], dis ve ortopedik implantlarin

tasarlamasinda oldukc¢a yaygin kullanilmaktadirlar [27].

1.1.2.4.1 Poli(etilen glikol)

Poli(etilen glikol) (PEG), toksik olmayan, hidrofilik ve olduk¢a biyouyumlu
bir polimerdir [28,29]. Biyolojik PEG, genis uygulama alanlarinda kullanilan bir
molekiil smifidir [30,31]. Ornegin endiistriyel, tibbi, kozmetik ve gida iiriinlerinde
yaygin olarak tercih edilmektedir. Bunun yani sira yara bandajlari, ilaglar, hidrojeller,

ara¢ yaglama tiriinleri, tabletler ve dis iplerinin yapiminda kullanilmaktadir [32].

PEG (H(OCH2CH2),OH) etilen oksitin polimerizasyonu yolu ile sentezlenir.

Elde edilen PEG polimerleri molekiil agirligina (Mw) ve zincir uzunluguna goére



degisir. Farkli molekiil agirligina sahip PEGler tipik olarak yiiksiizdiirler ve dogrusal
ya da dallanmis olabilirler [33].

O

/ OH

H n

O

H.C / CH, +H,O[)HO ~CH,CH,0 ~H[)HO — (CH:CH2)u—H
Etilen oksit Monoetilen glikol Poli(etilen glikol) (PEG)

Sekil 1.1: PEG’tin molekiil yapist [34].

Ticari olarak satilan PEG polimerlerinin molekiil agirliklar1 200 ila 35000
g/mol olarak degismektedir [33]. Molekiil agirligi 400 g/mol’den diisiik olan PEGler
seffaf, vizkoz sivilar iken, molekiil agirligi 1000 g/mol’den daha biitiikk olan PEGler
toz veya opak katidir. PEG’tin molekiil agirligi arttikga toksisitesi ve fizyolojik

absorbsiyonu azalmaktadir [33].

Poli(etilen glikol) diisiik toksisiteye sahiptir ve gesitli tirtinlerin yapiminda
kullanilmaktadir [35]. Ila¢c sanayisinde glikoller yaygm olarak kullanildig
bilinmektedir [36]. Tablet haplarin yiizeylerini kaplamada, ultrason jo6lelerinde,
merhem bazlarinda, fitillerde ve organ koruyucu maddeler igerisinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Su absorblama 6zelliginden dolayr PEG yara bandajlari,
ortapedi, norocerrahi ve hidrojeller gibi tibbi malzemelerde bulunmaktadir. Son
yillarda polimer bazli ilag dagiliminda PEG kullanimi yaygimlagmistir. Molekiil
agirhgr arttirarak kullanilan PEG’in viicuttaki dolasim siiresin uzar ve ilaglarin
opsonizasyonunu engelleyerek bagisiklik sistemini korumak igin sistemik ilaglara
kovalent olarak baglanabilir. PEG ile kaplanmus ilaglar kanser ve gut gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir [37]. Bunun yani sira PEG kozmetik ve parfiim
endiistrisinde kremler, sampuanlar, sa¢ joleleri, sa¢ boyalari, rujlar, losyonlar ve tras
kremlerinde de kullanilmaktadir [38]. PEG gida katki maddesi olarak da kullanildigi
bilinmektedir ve tekstil, deri, seramik, plastik, metal, kimya endiistrisinde de kullanim1

yaygindir [32].



1.1.3 Kompozit Malzemelerin Hazirlanmasi

Bir kompozit biyomalzemenin yapiminda polimer (matris) ve dolgu
maddesinin segiminden sonraki en 6nemli asama istenilen kompoziti yapmak igin
uygun bir hazirlama yonteminin sec¢ilmesidir. Literatiirde kullanilan ¢esitli yontemler

asagida agiklanmaktadir.

1.1.3.1 EritmeYontemi

Eritme yontemi polimer kompozitlerin hazirlanmasinda kullanilan
yontemlerden biri olup endiistriyel kullanim kolayligi nedeniyle sik¢a tercih
edilmektedir [39]. Temel olarak erimis durumdaki polimer matrisi ile dolgu
maddesinin karigtirillmasina dayanir. Tek veya ¢ift vidali ekstriizyon, dahili
karistiricilar ve manuel karistirma gibi cesitli islemlerden gegirilir. Bu islemlerin

silikatin polimer igerisinde daha iyi dagilmasina yardimci oldugu bilinmektedir [40].

Dolgu malzemelerinin yiizey modifikasyonu, isleme kosullar1 ve dolgu polimer
matrisinin uyumlulugunun bilinmesi olduk¢a onemlidir [41] Alig ve arkadaslar
nanatiipler ile PMC’ler icin [42] polimer dagilim siirecini 4 basamak altinda

toplamislardir;

1) Baslangi¢ agromerlerin polimer tarafindan islatilmast,
2) Polimer zincirlerinin baglangi¢ yigilmalarina siiziilerek zayiflatilmasi,
3) Yiginlarin kopma yolu ile dagilmasi ve erozyonu,

4) Ozellestirilmis nanotiiplerin matris icerisine dagitilmast.

Eritme yonteminde, organik ¢6ziiciiniin bulunmamasindan dolayr ¢evre dostu
olarak nitelendirilmektedir. Ayni zamanda diger yontemlerdeki polimerizasyona

uymayan polimerler i¢in daha uygundur [40,43,44].



1.1.3.2 Cozelti Ortaminda Etkinlestirme Yontemi

Bu yontem polimerin veya 6n polimerin ¢oziinebildigi ve dolgu maddelerin
sisebildigi bir ¢oziicii sistemin bulundugu yontemdir. Polimerin ¢oziinebilmesi i¢in bir
¢oziiciiden yararlanilir. Dolgu maddeleri su, toluen, kloroform gibi ¢esitli ¢oziiciiler
icerisinde sisirilir [44]. Polimer ve dolgu maddeleri ¢ozeltileri karistirildiginda,
polimer zincirleri dolgu maddeleri ile etkilesmektedir. Sonug¢ olarak ¢oziicii
uzaklastirildigi zaman homojen bir polimer ve dolgu maddesinin karisimina ait

kompozitler olusmaktadir [43].

Cozelti  ortaminda  etkinlestirme  yontemi, eritme  yontemi ile
karsilastirildiginda daha iyi bir dispersiyonun elde edildigi goézlenmektedir. Bunun
nedeni ise polimerler zincirinin ¢oziicli ile agilmasidir. Bu durum ise yapilan

kompozitlerin oldukga yiiksek mekanik 6zellige sahip olmasina neden olmustur [45].

Genel olarak bu yoOntemin ticari bakimdan tercih edilmemesinin nedeni
kullanilan ¢oziiciilerin dogaya zarar verme ihtimalinin yiiksek oldugunun

diistintilmesidir [44].

1.1.3.3 In Situ Polimerizasyon Yontemi

Bu yontem dolgu maddelerinin sivi bir monomer igerisinde sisirilme islemidir.
Ayrica polimerlesme ve kompozit olusumu es zamanl gergeklesir [43,44]. Ilk olarak
monomerler kil galerileri arasina girerler ve ardindan polimerizasyon bu tabakalar
arasinda gerceklesir. Polimer matris igerisinde dolgu maddelerinin daha iyi
dagilabilmesi icin fakli teknikler kullanilmaktadir. Bunlar 1s1, radyasyon, uygun bir

¢ozeltinin difiizyonu, radikal, anyonik ve katyonik vb. iglemlerdir [40,43].

Polimerizasyon sirasinda kullanilacak olan surfaktant se¢imini yaparken ¢ok
dikkat edilmelidir. Polimerizasyonda kullanilacak olan siilfaktan reaktif olmalidir. Bu
da polimer ile reaksiyona girmesini ve boylece daha diizgiin bir sekilde polimere
baglanabilmesini saglamaktadir. Bir diger etmen ise yiizey aktif cismin uzun ara
zincirlere veya tetrahedral yapilar gibi biiyiik hacimli gruplara sahip olmasidir. Bu

ozellik katmanlar araliginin daha biiyiik oranda olmasini saglayacaktir [40].



1.2 Tibbi Mantarlar

Mantarlarin gegmisi Siliiriyen donemin Paleozoik ¢agina kadar uzanmaktadir
[46]. Mantarlar gesitli kiiltiirlerde oldukea ilgi ¢ekici olarak nitelendirilmis ve kutsal
sayilmistir. Ornegin; Hintliler, Iranlilar, Iskitler ve Cinliler ritiiel etkinliklerde
kullanmislardir [47]. Nahuatl lehgesini konusan insanlar mantarlari Tanri’nin eti
olarak yani ‘Teohanotact’ olarak ifade etmislerdir. Meksikali Hintliler, mantarlari
Tanr ile arabulucu olarak gérmislerdir. Romalilar mantarlar1 Tanri’dan yiyecek
olarak kabul etmislerdir. Yunanlilar askerleri gii¢lendirmek i¢in mantarlar1 besin
kaynagi olarak kullanmiglardir. Cinliler hayatin iksiri olarak betimlemislerdir [48] ve
bazi mantarlarin, 6zellikle Amanita muscaria ve Psilocybe tiirlerinin psikoaktif ve

haliisinojenik 6zelliklerini tasimis ve eski dini inan¢ ve uygulamalara dahil etmistir.

Diinya tizerinde 15.000 yakin mantar tiirii bilinmektedir ve bu mantarlarin
700°den fazla tiirlinlin tibb1 6zelligi belirlenmistir. Bunlardan potansiyel tibbi 6zelligi
sahip oldugu diisiiniilen 1800 mantar tirii oldugu disiiniilmektedir [48]. Cesitli
hastaliklarin tedavisinde mantarlarin ve metabolitlerinin kullanimi1 kesfetmek ig¢in
bircok ¢alisma yapilmistir [49]. Mantarlar, dogal gidalarin sagliga yararli oldugu
bilinmesinden sonra diyet takviyeleri olarak, ayn1 zamanda tibb1 yararlarindan dolay1
da gida olarak kullanilmaktadir [48]. Son galismalarda bilim adamlari mantarin ve

metabolitlerinin antineoplastik etkileri {izerinde yogunlagmislardir [50].

Son on yilda in vivo ve in vitro model olarak tibb1 mantarlar tizerinde birgok
aragtirmalar yapilmistir. Birgok biyoaktif maddeler bu son yapilan ¢alismalarda izole
edilmistir. Bu ¢aligmalar sonucu tibbi mantarlarin polisakkaritler, glikoproteinler
(lektinler), triterpenoidler, fungal immiin modiilator proteinler, yiiksek molekiil
agirlikli polsakkaritler ve diisiik molekiil agirlikli polisakkaritler igerdigi belirlenmistir
[48].

Son calismalarda bilim adamlar1 tibbi mantarlarin bagisiklik sistemini ve ayni
zamanda viicut savunma sistemini gelistirdigi gézlemlemislerdir. Mantar metobolitleri
adaptojenler ve immunostimiilanlar olarak kullanilarak en yararli antitimor ajanlari
olarak diistinlilmiistiir [49]. Bunun yani1 sira allerjik astim [51,52], gida alerjisi [53]
[54], atopik dermatit [55], romatizmal artrit [56,57], ateroskleroz [58], hiperglisemi
[59], tromboz [60], romatoid artrit [54], immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu
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[61,62], listeriyoz [63], tiiberkiiloz [64], septik sok [65] ve kanser [66-76] gibi
hastaliklarin muhtemel tedavilerinde olasi islevsel 6zelliklerin kesfedilmesi igin bir¢ok

bilimsel aragtirma yapilmistir.

1.2.1 Ganoderma lucidum

Insanlar modern zamanin getirmis oldugu teknoloji ile hastaliklarin devasinin
aranmasinda caresiz kalindigi zaman bitkisel tedaviye yonelmislerdir. Uzun yillar
boyunca bitkiler tedavi amagh kullanilmasina ragmen mantarlarin kullanimi son
yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir. Ornegin, G. luteum steyaert, G. atrum, G. tsugae,
G. applanatum, G. capense, G. tropicum [48] ve Cin, Japonya, Tayvan ve diger Asya

tilkelerinde tinlii medikal mantar olan Ganoderma lucidum sayilabilir [77,78].

G. lucidum (Curt: Fr.) P. Karst Kore’de Youngzi Cin’de Lingzhi, Reishi,
Mannentake ve Japonya’da Sachitake olarak bilinen ve Aphyllophorales sinifindaki
Polyporaceae ailesinin (veya Ganodermataceae'ye ait olan) Basidiomycetes sinifinin
bir tiirtidiir [48,78-80]. Ganoderma ciiriiyen kiitiikler veya agag kiitiiklerinde yetisen
bir polipore makrofungi cinsidir [81]. Diinya ¢apinda, 250'den fazla Ganoderma tiirii
tanimlanmistir. Yapilan terapdtik uygulamalarda ve literatiirdeki atiflarda, Lingzhi

(Ganoderma) genellikle G. lucidum tiiriine atifta bulunmaktadir [48].

Ganoderma tiirlerinin sapka kisimlari kalin ve sert oldugu igin yenilebilir
mantar gruplar1 arasinda yer almaz, ¢iinkii bu mantarlar yenilebilir mantarin doku
ozelligine sahip degildirler [82]. Bu mantarlar dogrudan yenilmese de tedavi edici tibbi

mantarlar arasinda diinya {izerinde oldukga popiilerdir [83,84].

2000 yil1 agkin siiredir G. lucidum tibb1 mantar olarak kullanilmakta ve 6nemli
tedavi edici ozellikleri gegmis kaynaklarda belgelenmektedir [85]. Geleneksel tipda,
cesitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde yardimei olarak kullanilan mantarin

Ozellikleri yapilan bilimsel ¢aligmalar dogrultusunda teyit edilmistir [86].

G. lucidum uzun yillar boyunca alternatif tip olarak uykusuzluk, kronik hepatit,
anoreksiya kabizlik, astim, gastrik, migren ve bas donmesi gibi ¢esitli rahatsizliklarin

tedavisinde potansiyel tedavi edici olarak kullanilmistir [80,87-89].
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Bununla birlikte modern teknolojilerin gelismesi ile birlikte yapilan bir¢ok
calismada G. lucidum’un antialerjik, antifungal, antitlimor, antioksidan, antidiyabetik,
kardiyovaskiiler, hipertansif ve hipotansif, bronsit 6nleme, kan sekerini, kolestrol ve
tansiyonu diisiirme, viicut direncini arttirma (immiino-modiilatif), antihidrojenik,
antibakteriyel, antiviral ve antiherpesviriis gibi ¢esitli hataliklarin tedavisindeki

basaris1 arastirmalarla kanitlanmigtir [90-100].

1.2.1.1 Ganoderma lucidum Bilesenleri

Genel olarak mantar tiirlerinin %90°1 sudan olusmasi ile birlikte geriye kalan
%10’un igerigi; %10-40 protein, %2-8 yag, %3-28 karbohidrat, %3-32 lif, %8-10
sodyum karbonat ve bazi vitaminleri, potasyumlari, mineralleri, selenyum, ¢inko,
magnezyum, demir, bakir, kalsiyum ve fosfor olusturmaktadir [101]. G. lucidum’un
ugucu olmayan bilegenleri olarak %26-28 karbohidrat, %3-5 ham yag, %1,8 sodyum
karbonat, %59 ham lif ve %7-8 saf protein vardir [102]. Bunun yani sira steroidler,
fenoller, polisakkaritler, niikleotidler ve tiirevleri, glikoproteinler ve terpenoidler gibi
cok cesitli biyoaktif molekiiller igerir. Mantar proteinleri, tiim gerekli amino asitleri
igerir. Ayrica lisin ve 16sin bakimimdan oldukca zengindir. Ozellikle doymamis yag
iceriginin yiiksek olmasi insan sagligi acisindan olduk¢a onemlidir [91,94]. G.
lucidum’da bulunan triterpenler, polisakkaritler ve peptidoglikanlar en Onemli

bilesenleridir [85].

G. lucidum’un mevcut kimyasal bilesenleri arasindaki sterol esterleri ergosterol
(% 0.3-0.4) ve ergosterol peroksit, beta-sitosterol, 24-metilkolesta-7, 22-dien-3-b-ol
ve tlirevleri, asit proteaz, laktaz, seliilaz, amilaz vb. enzimler. Suda ¢oziinen protein,
polipeptitler; amino asitler; trehaloz ve diger seker tiirevleri; manitol; betain; adenosin;
alkanlar tetrakozan ve hentriacontan ve tetrakazanoik, stearik, palmitik vb. yag asitleri
mevcuttur [103].

G. lucidum’da bulunan ganoderyum asitleri A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L,
M,N,O,P,Q,R,S, T,U,V,W, X, Y, Z DM, LM2, SP1, beta, gamma, delta, epsilon,
zeta, eta, teta ve digerleri [104], lusidenik asit A, B, C, D, E, F, G, O, P, Q ve [105],
ganolusidik asit A, B, C, D ve E [106], ganoderiyol A, B, C, D, E, F, G, Hve I [107],
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lusidones A, B ve C [106] ve digerleridir.Suda ¢oziinen polisakkarit
arabinoksiloglukan bulunmaktadir [108].

Mevcut ugucu yagi olan hidrodistilatin ana bilesenleri; trans-anetol, R-(-)-
linalol, S-(+)-karvon, ve alfa-bisabolol’diir. Ayrica Ca, Zn, Mg, Cu, Na, Mn, Fe ve
Ge gibi inorganik elementler bulunmaktadir [109].

1.2.1.2 Ganoderma lucidum Bilesenlerinin Farmasotik Etkileri

G. lucidum’da bulunan triterpenler ve polisakkaritler nrolojik fayda sagladigi
diisiiniilmektedir. Eski kaynaklarda belirtildigine gore eski ¢aglardan beri analjenik ve
kas gevsetici 6zellikleri i¢in kullanilmaktadir [110]. G. lucidum’un su ile 6ziitii (yani
suda c¢oziinen polisakkaritler) iizerinde arasgtirma yapan Matsuzaki ve ark., G.
lucidum’un antidepresan benzeri sakinlestirici bir etkisi oldugunu si¢anlar iizerinde
gostermislerdir. Fakat bu 6zelligin insan tlizerindeki etkisi heniiz belirlenmemistir

[111].

G. lucidum triterpenleri antikanser ajani olarak gérev yapmaktadir. Bu anti
kanser ajanlar1 G. lucidum’un misel ve sapka oziitlerinden elde edilmektedir. In vitro
calismalarda misellerden alindan ganoderik asit T, V, W, X, Y ve Z hepatoma hiicreleri
tizerinde sitotoksik aktiviteler gostermistir. Bunun yani sira mantarda bulunan bazi
lanostanoidlerinde tiimor hiicreleri {izerinde giiglii bir inhibisyon etki gosterdigi
bilinmektedir [48].

G. lucidum polisakkaritlerinin hem insan hem de hayvan iizerinde yapilan
calismalarinda bagisiklik sistemini gelistirdigi ayn1 zamanda bagisiklik fonksiyonunu
diizenledigi gosterilmistir [112]. Makrofaj ve lenfosit hiicreleriyle iliskili olan immiin
hiicrelerine G. lucidum oziitlerinin uygulanmasiyla hiicre aktivitelerini ve yasam
stirelerinin uzamasimi saglayan bagisiklik hiicrelerinden sitokinlerin saliniminin
artmasini sagladigi goriilmiistiir [113]. Ayrica bu poliskkaritler sitotoksit T-lenfosit ve
dogal oldiiriicii hiicrelerin aktivitesini arttirarak tiimore karst bagisiklik sistemini
giiclendirdigi bilinmektedir [114]. Bunun yan1 sira mantardan elde edilen
polisakkaritlerin, viral ve kanser bagisiklik sistemini gelismesini saglayan melanoma
hiicre disizindeki biiylik histokompatibilite kompleksinin ekspresyonunu arttirdigi
tespit edilmistir [115].
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G. lucidum’da bulunan ganodermik asit F’nin giiglii bir tansiyon diisiirme
etkisinin olmasinin yani sira ganoderik asit B, D, H ve Y gibi diger terponoidlerin

etkisinin daha diisiik oldugu rapor edilmistir [116].

G. lucidum iizerinde yapilan arastirmalar gram pozitif ve/veya negatif
bakterileri inhibe eden antibakteriyel bilesenleri icerdigini belirtmektedir [117].
Antibakteriyel 6zellik meyve kisimlarinda bulunan polisakkaritlerden elde edildigi
bilinmektedir [118]. G. lucidumun polisakkaritlerinin kaynar su ile 6ziiniin ¢ikarildig
bir ¢alismada Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger ve
Rhizopus nigricans gibi mikroorganizma tiizerindeki antimikrobiyal etkinligi
incelenmistir. Polisakkarit 6ziitiinii B. subtilis ve B. cereus iizerinde giiglii, E. coli ve
A. niger tizerinde ise zayif bir bir antibakteriyel etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.
Calismada pokisakkarit ozitii R. nigricans flizerinde higbir antifungal etki

gostermemistir [81].

1.3 Biyouyumluluk

Implante biyomalzemelerin doku ile reaksiyonunun incelenmesi dair
calismalar 1940’lar da ortaya ¢ikmustir. ilk kez 1970 yilinda R. J. Hegyeli, C. A.
Homsy ve arkadaslari tarafindan ‘Biyouyumluluk’ terimi kullanilmistir, bunu takiben
bircok bilim adami tarafindan kullanilmaya baglanmis ve farkli tanimlar ortaya
konmustur. Bunlarin arasinda en yaygin bilinen tanimi ‘Biyouyumluluk
biyomalzemenin istenilen amaca uygun, konak¢i canlida istenmeyen lokal veya
sistemik etki yaratmayan ve en etkili hiicresel veya doku yanitini iiretme kabiliyetine
sahip olmasidir’ ifadesidir. [119].

Biyouyumluluk degerlendirilirken genellikle 2 kategori goz Oniine alinir.
Bunlardan ilki biyomateryalin canli hiicre veya organizma tizerindeki etkisi ve ikincisi

biyomalzemenin canli organizmaya implantasyonun degerlendirilmesidir [120].
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1.3.1 Biyouyumluluk Testlerinin Se¢ilmesi

Biyouyumluluk testleri, biyomalzemenin degerlendirilmesi ve viicut ile temas
ettiginde  kaynaklanabilecek  toksisitesinin  belirlenmesi  amaciyla  yapilir.
Biyomalzemenin istenilen biyolojik etkiyi gostermesinin yani sira herhangi bir lokal
veya sistemik bir etki olusturmamasi, kanserojen, toksik, immiinojenik, tahris edici

olmamasi veya istenmeyen bir yan etki gostermemesi aranan 6zelliktir [121].

Biyouyumluluk testlerinde, bir biyomalzemenin in vitro ¢alismalarinda
biyomalzeme ile temas eden farkli hiicre tiplerinin yasama kabiliyeti ol¢iilmektedir.
Bu amagla MTS testi, hiicre proliferasyonu, DNA sentezi ya da membran biitiinligilinii
inceleyen testler uygulanir [122]. Doku hasart veya hiicre 6liimleri dikkate alinarak
toksisite mekanizmalarinin da incelenmesi gerekebilir [123]. Bunun yani sira
biyomalzemenin hiicre ile olan temasi ve par¢alanma sonucu olusabilecek tirlinlerin
etkinligini de test etmek Onemlidir [124]. In vivo ¢alismalar ise biyomalzemenin

biyouyumluluklarinin anlasilmasi igin esastir [125].

Biyouyumlu malzemelerin etkinligi biyomalzeme ile implante edilen canlilar
arasinda farklilik gosterebilir. Yas, cinsiyet, fiziksel aktivite, genel saglik ve yasam
tarzi biyouyumlulugun degismesine etkendir. Ayrica mikroorganizmalarin ve
endotoksinlerin varligi da biyouyumluluk iizerinde dnemli rol oynamaktadir [121].
Bununla birlikte bir biyomalzemenin boyutu, sekli, fiziksel ve kimyasal 6zelligi 6rnek

olarak bir yaranin iyilesmesinde ve iltihaplanma siirecinde 6nemli rol oynar [126].

14 X-1511 kirimim (XRD)

X-1s11 kirmimi (XRD), kristalin malzemelerin karakterizasyonu i¢in giiclii ve
tahribatsiz bir tekniktir. Bir malzemenin yapisini, fazlarini, tercih edilen kristal
yonelimlerini (doku), ortalama tanecik boyutlarini, Kristalliklerini, gerinimlerini ve
kristal kusurlar1 gibi diger yapisal parametreleri hakkinda bilgi saglar. X-1sin1 kirinim
tepeleri, bir numunedeki kafes diizlemlerinin her kiimesinden belirli agilarla sagilmis
monokromatik bir X-1sm1 demetinin yapici etkilesimi ile tiretilir. Zirve yogunluklari
kafes i¢indeki atom dagilimi ile belirlenir. Sonug olarak, X-1g1n1 kirmim modeli, belirli

bir materyaldeki periyodik atom diizeninin parmak izidir [127].
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15 FTIR-ATR

FTIR-ATR  spektroskopisi, organik veya inorganik bilesliklerin
karakterizasyonlarini belirlemede kullanilan bir ara¢tir [128]. Atomlar arasindaki
baglarin titresimi ile olusan frekanslara karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile 6rnegin
parmak izi belirlenmektedir [129]. Her maddenin kendine 6zgii bir spektrumu vardir.
Organik bilesiklerin spekturumlarmin 2000 cm™ sonra bulunan kism1 daha ayrintilidir.

Bu kisim parmak izi bolgesi olarak tanimlanmistir. Boylece maddenin &zelligi

hakkinda ayrintili bilgi elde edinilmektedir [130].

1.6 SEM (Scanning Electron Microscope)

Taramal1 Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope ‘SEM’)
yiiksek ayrim giicii olan ve goriintii ile numune analizini birlestirme gibi 6zelligine
sahip olmasi nedeniyle arastirmalarda ¢ok sik sekilde kullanilmaktadir [131]. SEM,
orneklerin igerisindeki elektrik yiiklerinin hareketliligi hakkinda bilgi saglamaya
yarayan bir cihazdir [132]. SEM, tip, anatomi, biyokimya gibi bir ¢ok alandaki
numuneleri 100.000 kez biiyiiterek maddelerin ylizey yapilarinin gbzlemlenmesini

saglar [133].

1.7 JuLl ve Tripan Mauvisi Testi

JuLl tam otomatik hiicre fonksiyonlarini es zamanli olarak gdsteren ve
kaydeden goriintilleme cihazidir. JuLI’nin ¢esitli canli hiicre deneylerini optimize
etmek icin ¢ok kanalli floresan renkleri, ¢oklu objektif lensleri ve hassas filtre tabanl
optikleri bulunur. JuLI otomatik olarak alinan goriintiileri film dosyalarina (.avi)
dontistiiriilebilen ardisik zaman atlamali parlak goriintiiler yakalayabilir. Genel olarak
JuLI’nin, canli hiicre goriintiileme (zaman atlamali), hiicre biiyiimesini izleme, hiicre
kiiltiiri kalitesini kontrol etme, kok hiicre gelisimi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre

sitotoksisitesi gibi uygulama alanlar1 vardir.

Tripan mavisi testinde kullanilan, tripan mavisi biitiinliigli bozulmus yani 6li

hiicrelerin sitoplazmasini boyar ve mavi renk meydana getirirken, canli hiicrelerin
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sitoplazmasi boyanmaz. Tripan mavisi ve hiicreler karistirildiktan sonra goriintiileme
slaytina yiiklenir ve JuLI cihazina yerlestirilir. Boylelikle canli ve 6lii hiicrelerin

sayisin1 ayni zamanda yiizdelik oranini es zamanli gérmeyi ve kaydetmeyi saglar.
[134,135].

1.8 MTS Testi

MTS (3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-5(3carboxymethoxyphenyl)2(4sulfophenyl)
-2H-tetrazolyum), sitotoksisite testlerinde canli hiicrelerin oranini belirlemekte
kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. MTS tetrazolyum bilesigi doku kiiltiiri
ortaminda hiicreler tarafindan ¢6ziinerek renkli bir formazan {iriiniine doniisiir. 490
nm'de alinan dlgtimdeki formazan {iriin miktari ile kiiltiirdeki canli hiicre sayis1 dogru

orantili olarak degismektedir.

OCH,COOH SO; OCH,COOH
N-N d:\ :
\( ; CHz \( CH;
h J/
CHa CH,
MTS > Formazan

Sekil 1.2:MTS ve formazan’in molekiil yapisi: [136].

Metabolik olarak aktif olan hiicrelerde dehidrogenaz enzimler tarafindan
iretilen NADH ve NADPH’lar tarafindan formazan {iriinline donilismesi
gerceklestirilir. Soluk sar1 renkli MTS boyasi, tetrazolyum halkasinin pargalanmasi

sonucu mavi-mor formazan tiriiniine dontistir.
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1.9  Hemouyumluluk

Biyouyumluluk testinin énemli bir par¢ast olan hemouyumluluk testi, yabanci
bir materyalin konak canlinin kan ve kanda bulunan komponentler ile etkilesime
girmesi sonucu kaynaklanabilecek olumsuz etkilerin arastirilmasi i¢in yapilan
deneylerdir [137]. Bu olumsuz etkilesimin en 6nemli nedeni kan bilesenlerini farkli
bir sekilde etkilemesidir [138]. Kanla temas eden materyallerin biyouyumluluk
Ozelligi, esasen materyallerin yol ag¢tig1 eritrositlerin hiicre zarinin pargalanmasi
sonucu hemoglobin molekiiliintin disar1 ¢ikip ¢itkmamasi ile ilgilidir. Hemouyumlu
cihazlarin veya materyallerin iiretilmesinin amaci, hemoliz reaksiyonlarini en aza

indirmek veya 6nlemektir [139].

1.10 Literatiir Ozeti

Chin-San Wu ¢alismasinda biyouyumlu olan Ganoderma lucidum lifleri (GLF)
ile poli(hidroksialkanoat)(PHA) ve akrilik asit ile asilanmis PHA(PHA-g-AA)’dan
yapilmis kompozit malzemelerin karakterizasyonunu incelemistir. GLF yogunlagsma
reaksiyonu yardimiyla PHA(PHA-g-AA) matrisi igerisinde homojen olarak
dagitilmistir. Daha sonra PHA(PHA-g-AA)/GLF kompozitleri ile PHA/GLF
kompozitlerini kiyaslanmistir. Karsilastirma sonucunda GLF/PHA(PHA-g-AA)
kompozitlerinin PHA/ GLF kompozitlerine gore mekanik karakterizasyonunun arttig
goriilmistiir. Ayrica PHA(PHA-g-AA)/GLF kompozitlerinin suya dayanikliligi
artmistir. Biyolojik uyumluluk calismalar1 insan foreskin fibroblast (FB) tizerinde
gerceklestirmis ve bunun sonucunda PHA/GLF kompozitlerinde biiyliyen hiicre
sayisinin, PHA-g-AA/GLF kompoziti iizerinde biiyiiyen hiicre sayisindan daha fazla

oldugunu gézlemlenmistir[140].

Chin-San Wu tarafindan yapilan bir diger aragtirma da ise polilaktik asit (PLA)
ve Ganoderma lucidum lifinin (GLF) olusturdugu kompozit materyallerinin, mekanik,
termal ve biyouyumluluk ozellikleri arastirilmistir. PLA/GLF kompozitlerinin
mekanik 6zelliklerini gelistirmek i¢in maleik anhidrat ile agilanmig PLA(PLA-g-MA)
kullanilmigtir. PLA-g-MA/GLF kompozitleri, PLA/GLF kompozitlerine kiyasla daha
iistlin bir mekanik etki gostermistir. PLA-g-MA/GLF kompozitlerinin daha digiik

sicakta erimesi nedeniyle PLA/GLF’den daha kolay islenmesini saglamistir. Ayrica
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insan foreskin fibroblastlar1 (FB) iizerinde yapilan biyouyumluluk deneylerinde
PLA/GLF kompozitleri PLA/g-MA/GLF kompozitlerine goére daha uyumlu oldugunu
belirtmistir [141].

C. P. Dhanalakshmi ve arkadaslar1 farkli agirlik yiizdelerine sahip poli(etilen
glikol) (PEG) ve hidroksiapatit (Hap) nanaokompozitlerini olusturmuslardir.
Kompozitlerin analizlerini X-ismm1 kirimi  (XRD), fourier doniisimi kizilGtesi
spektroskopi  (FITR) testleri ile yapmuglardir. Biyouyumluk testlerinden
antimikrobiyal aktivite analizi gergeklestirmislerdir. Sonu¢ olarak HAp
nanopartakiillerinin  boyutunun ve kristallerinin, bilesik igerisindeki PEG
konsantrasyonun artis1 ile azaldigini gézlemlemislerdir. Farkli agirlik oranlarinda
degisen kompozitlerin PEG-60/Hap’mn E.coli’e karsi en iyi aktivite gosterdigini ve
PEG-20’nin S. aureus’a karsi en iyi aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir [142].

Sadaf Quereshi ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada farkli ekstratlarla
hazirlanan ~ Ganoderma  lucidum  oziitlerinin  antimikrobial  aktivitelerini
arastirmiglardir. Yapmis olduklar1 g¢alismada asetonla hazirlanan ekstratin K.
pneumoniae tizerinde en fazla etkisi oldugunu gozlemislerdir. Ayni 6ziitiin E. coli, B.
subtilis ve S. typhi tizerinde etkisininin esit miktarda oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde etkisinin olduk¢a az oldugunu gozlemlemislerdir.
Ganoderma lucidum’un metanol ile hazirlanan 6ziitiinde, tiim bakteri soylari tizerinde
ayni oranda antibakteriyel etkinin devam ettigini belirtmislerdir. Etanol ve su ile
hazirlanan tim suslarda antibakteriyel etkinin fazla olmadigini gézlemlemislerdir

[143].

T. Akizawa ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada modifiye edilmis
membranin (NMC) diyalik etkinligi ve biyouyumluluklart incelemislerdir. NMC,
seliloz memran (OC) yiizeylerine poli(etilen glikol) (PEG) asilanmasi ile elde
edilmistir. Caligmalarinda PEG zincirlerinin rastgele hareketi ile kan hiicreleri ve
biliylik plazma proteinlerinin membran yiizeyine temas etmesini engellemeye
calismiglardir. Arastirmacilar NMC’nin, OC ye gore biyouyumlulugunun ve
antitrombojenik etkisinin arttirdigini rapor etmislerdir [144].

Zhijiang Cai ve Jaehwan Kim yapmis olduklar1 ¢alismada bakteri seliiloz
(BC)/Poli(etilen glikol) (PEG) kompozitini 1slak BC zarin1 sulu PEG soliisyonuna

daldirma ve bunu takiben dondurarak kurutma yontemi ile gerceklestirmislerdir.
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BC/PEG kompozitlerinin morfolojisini taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
incelemislerdir. SEM goriintiileri, PEG molekiiliiniin BC fibril yiizeyi {izerinde
kaplanmis olmasinin yani sira, BC fibril aglarina da niifuz ettigini gozlemlemislerdir.
Kompozitin ~ biyouyumlulugunu  3T3  fibroblast  hiicreleri  kullanilarak
degerlendirmislerdir. BC/PEG kompozitlerinde 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin, saf
BC’den daha biyouyumlu oldugunu belirtmislerdir [145].

Rodman T. H. Chan ve arkadaslar1 polihidroksibutirat (PHB) polimerini farkli
molekiil agirligina sahip poli(etilen glikol) (PEG) ile karistirarak kompozit elde
etmiglerdir. Yalnizca polihidroksibutirat (PHB) kullanimi materyalde kirilganligi
arttirdigini belirtmislerdir. Farkli oranda PEG ve PHB karigim1 sonucu dogal-sentetik
kompozit filmler iiretmislerdir. PEG/PHB kompozitlerinde, PHB’e filmlerine oranla
esneklikliginin arttig1 rapor etmislerdir. Hiicre bitylime hizinin, PHB filmlerine oranla
arttigini, mitokondriyal aktivite ile test yapildiginda biyouyumluluk diizeyinin arttigin

gozlemlemislerdir [146].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu ¢aligsmada kullanilan kimyasallar Sigma sirketinden temin edilmistir. E. coli
ATTC-8739 ve S. aureus ATCC-6538, Microbiologics firmasindan ve Ganoderma
lucidum ticari olarak toz halinde satin alinmistir. Calismada kullanilan kan 6rnekleri
ise sigara igmeyen saglikli donodrlerden caligma Oncesi taze olarak EDTA’ tiiplere

alinmustir.

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

»  Poli(etilen glikol) Ma: 8400 g/mol
»  Poli(etilen glikol) Ma: 2250 g/mol
«  Poli(etilen glikol) Ma: 1400 g/mol
«  Ganoderma lucidum

*  Fetal Bovine Serum

*  Penisilin / Streptomisin

*  Ficoll-Paque Plus

*  RPMI 1640 Besiyeri

*  Phytohemoglutinin

*  Tripan Mavisi

«  Etil Alkol
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihazlar.

Analitik terazi

Denver Instrument

Ultrasonik su banyosu Elma Sonic

Manyetik karistirici Heidolph
Homojenizator IKA T-25 Ultra-Turrax
Etliv Memmert

X-ray difraktometre cihazi

Analytical Philips X Pert-Pro

Spektrofotometre

Perkin Elmer Spektrum 100

Saf su cihazi

Human Power |

Biyogiivenlik kabini Labconco
CO2’li inkiibator Nuaire

Faz kontrast mikroskobu Olympus
Mikropipet seti Eppendorf
Buzdolabi (+4) Regal
Otoklav Hirayama
Well plate Hirayama
Canl1 hiicre goriintiileyicisi (JuLl) Nano Entek

Sogutmal1 santrifiij

Hettich Rotina 380R

Sem cihaz1

Zeiss EVO LS 10

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Thermo Scientific

Eleme cihazi
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2.2 Metot

PEG /GANODERMA kompozitleri g¢esitli konsantrasyonlarda, c¢oziici
ortaminda etkilestirme yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan kompozitlerin

karakterizasyonu FTIR-ATR, XRD ve SEM cihazlari ile gergeklestirilmistir.

2.2.1 PEG/GANODERMA Kompozitlerinin Hazirlanmasi

Calismada farkli molekiil agirliklarana sahip PEG polimerleri ile %1, %2.5 ve
%5 oraninda Ganoderma lucidum igerecek sekilde ¢6ziicii ortaminda etkilestirme
yontemiyle hazirlanmistir. Ticari olarak elde edilen toz halindeki Ganoderma lucidum
Retsh AS200 marka eleme cihazinda, 25 mikronluk elekte elenmistir. Ganoderma
lucidum’un, ¢ozelti igerisinde ultrasonik banyo ve homejenizator cihazi ile
dispersiyonu saglandiktan sonra 24 saat boyunca homojenizasyon i¢in manyetik
karistiricida karistirilmistir. PEG ise ¢oziicii igerisinde homojen bir sekilde ¢oziinmesi
icin 24 saat boyunca manyetik karigtiricida kanstirtlmistir. Coziinme islemi
tamamlanmis olan PEG ve homojen bir sekilde disperse olan Ganoderma lucidum tek
bir erlende birlestirilerek 24 saat boyunca aralarinda etkilesim gerceklesmesi amaci ile
manyetik karistiricida karigtirilmistir. Siire sonunda teflon kaplara dokiilmiis ve 37
°C’lik etiivde biitiin ¢oziicii uzaklasana kadar bekletilmistir. Bu islemler biitiin

kompozitler i¢in tekrarlanmistir.

2.2.2 PEG/GANODERMA Kompozitlerin Karakterizasyonu

Saf PEG, Ganoderma lucidum ve hazirlanan kompozitlerin karakterizasyonu
FTIR-ATR, XRD ve SEM cihazlari ile gerceklestirilmistir.

2.2.2.1 XRD Analizleri

Analytical Philips X-Pert-Pro X-ray diffraktometre cihazi ile XRD sonuglari
alinmistir. Basangig pozisyonu [°2Th.] 5° ve bitis pozisyonu [°2Th.] 80° araliginda
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olacak sekilde, adim boyu [°2Th.] 0.02°, tarama siiresi 0.5s ve 25 °C sicaklikta bakir
elektrotu kullanilarak A=1.54 nm 30 mA ve 40 kV de tarama gergeklestirilmistir.

2.2.2.2 FTIR-ATR Analizleri

FTIR-ATR, kimyasal yapilar1 karakterize etmek i¢in tercih edilen bir yoldur.
Ozellikle kompozitlerin konformasyonunun ve kristalizasyonunun arastirilmasinda
kullanilir. Orneklerin FTIR-ATR spektrumlarr Perkin Elmer Spektrum 100 model
Fourier Transform Infrared spektroskopisi kullanilarak 650-4000 cm™ dalga boylari

arasinda analizi yapilmistir.

2.2.2.3 SEM Analizi

Zeiss EVO LS 10 taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazi kullanilarak
kompozitlerin analizleri yapilmistir. Plaka 6rnekler 2x2 mm? boyutlarinda toz drnekler

ise kaplama olarak karbon bant {izerine yapistirilmis ve goriintii alinmistir.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Islemleri

2.2.3.1 Kiiltiirde Kullanilacak Besiyerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak olan besiyerini hazirlamadan 6nce -20 °C’de muhafaza
ettigimiz FBS ve Penisilin/Streptomisin 37°C ultrasonik banyoda eritilmistir. Besiyeri
hazirlanmasinda 392.5 mL RPMI 1640 mediumun igerisine lenfositler i¢in biiyiime
faktorii bulunduran 100 mL FBS ilave edilmistir. Kontaminasyonlara karsin 2.5 mL
Penisilin/Streptomisin ve boliinmeyi tesvik edecek olan 5 mL phtohemaglutinin besi
ortamina eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 50 mL’lik steril falkonlara boliinerek -20°C

de kullanilmak tizere kaldirilmistir.
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2.2.4 Sitotoksisite Testleri

Sagliklt bireyden alinan kandan izole edilen lenfosit hiicreleri iizerine
kompozitlerin sitotoksisiteleri etkileri MTS testi ve canli hiicre goriintiileme sistemi

(JuLI) ile belirlenmistir.

2241 MTS

MTS, tetrazolium maddesinin hiicre iginde renkli formazan {iriiniine
indirgenmesini temel alir. Bu degisimin, metabolik olarak aktif olan hiicrelerdeki
mitokondriyal bir enzim olan dehidrogenaz enzimleri tarafindan iiretilen NADPH veya
NADH sayesinde ger¢eklestigi bilinmektedir. Tetrazolyum halkasinin canli hiicrelerde
pargalanmas1 sonucunda sar1 bir rengi olan MTS, mavi-mor bir renge dontigmektedir.
490 nm’de almman Olglim sonucunda tetazolyum orani ile canli hiicre oram

kiyaslanmaktadir.

Hiicre kiiltiirinde kullanilan tim malzemeler, 120 °C'de, 20 dakika (1.02 atm
basingta) boyunca otoklavda steril edilmistir. Hiicre kiiltlirii laboratuvari ve
biyogiivenlik kabini ile ¢alismaya baslanmadan Once ve c¢alisma bittikten sonra

dezenfektanlar ve UV lamba ile sterilize edilmistir.

Onceden hazirlanan besiyerlerini ultrasonik banyoda 37°C’de erittikten sonra
15 mL steril falkonlara 5 mL olacak sekilde boliniirek kiiltiir ortamlar
olusturulmustur. 15 mL steril falkonlara boliinen kiiltiir ortamina 0.5 mL olacak
sekilde saglikli bireylerden alinan kan eklenmis falkonlarin igerisine 2x2 cm?

boyutlarinda film kompozitler ilave edilmis ve CO2’li inkiibatore kaldirilmigtir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 10 mL steril serum fizyolojik soliisyonu
(% 0.9 NaCl) ile sulandirilmigtir. Daha sonra steril falkonlara 2.5 mL Ficoll-Paque
eklenmistir ve iizerine serum fizyolojik ile sulandirilmis olan kanli 6rnekleri Ficoll-
paque ile karigsmayacak sekilde ¢ok yavas eklenmistir ve 15 dakika boyunca 1500
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda orta fazda toplanmis olan lenfositler
dikkatlice bagka bir steril falkon tiipe alinmistir. Lenfositler tekrar serum fizyolojik

soliisyon ile karigtirildiktan sonra 10 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij edilmistir.
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Santrifiij sonunda siipernatant atildiktan sonra dipte toplanan lenfositler RPMI’l1
besiyeri ile sulandirilmistir. 96’11k well plate 3 tekrarli olacak sekilde her bir kuyucuga
100 pL eklenmistir (2 X 10° hiicre/mL). Uzerlerine 20 uL MTS reaktifi eklenerek 4
saat inkiibasyondan sonra 490 nm de 6l¢tim alinmistir. Bu islem her bir 6rnek icin 24,

48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda tekrarlanmistir.

2.2.4.2 JuLl- Hiicre Yasamhihig1 Testi

JuLl, canli hiicre analiz ve goriintiileme cihazi kullanilarak hiicre yasamlilig
testi gerceklestirilmistir. Lenfositlerden 10 pL alinarak ependorf tiiplere konulmustur.
Uzerine %0.4 tripan mavisi eklenmis ve iyice karistirilmistir. Hiicre sayim aparatina
10 pL lenfosit tripan mavisi igeren karisimdan eklenmistir. Cihaza yerlestirilen hiicre
sayim aparat1 10 pL hiicredeki % canlilik orani belirlenmis ve hiicrelerin goriintiileri

elde edilmistir.

2.2.5 Hemouyumluluk Testi

Hemouyumluluk testi Motlag ve arkadaslarinin (2006) yontemi modifiye
edilerek uygulanmistir [147]. 20 mL’lik falkon tiipe %0.9 NaCl izotonik ¢ozelti
konulmus Ve iizerine 400 uL kan eklenmistir. Isimlendirilen her bir ependorf tiipe 24
saat boyunca UV 1sik altinda steril ettigimiz 0.5 cm? olacak sekilde kesilen
kompozitler ilave edilmis ve igerisine 1 mL %0.09 NaCl izotonik ile seyreltigimiz
kandan eklenmistir. Negatif kontrol olarak isimlendirdigimiz bos ependorf tiip ise 1
mL %0.9 NaCl tuzlu kan karisimi eklenmis ve kompozit konulmamistir. Bagka bir
falkon tiipe 10 mL distile su ve tizerine 200 pL kan eklenmis bundan 1 mL alip bos
ependorf tiipe konularak pozitif kontrol olarak isimlendirilmistir. Epondorf tiiplerin
hepsi 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibatorde bekletilmistir. 2 saatlik siire sonunda
ependorf tiipler 1000g°de 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda stte kalan
stipernatant kisimdan her bir kuyucuga 200 pL olacak sekilde ve 3 tekrar halinde 96’11k
well plate kuyucuklarina eklenmistir. Spektrofotometrede 545 nm de absorbans

Olctimii alinmustir.
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% Hemoliz oran1 denklem (2.1)’de verilen formiil ile hesaplanmustir;

0 . Absorbansyest potimeri — AbsorbansNegatif Kontrol
YoHemoliz =

x100 (2.1
Absorbanspositif kontrot &

2.2.6 Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel ¢alisma i¢in disk difiizyon metodu kullanilmistir. Antibakteriyel
aktivite analizleri biri gram negatif bakterisi olan Escherichia coli ve digeri gram
pozitif bakterisi olan Staphylococcus aureus olmak tizere iki bakteri tiirii uygulanarak
yapilmistir. Ekim igin hazirlanan bakteriler 10° CFU/mL olarak hazirlanmustir.
Bakteri kolonileri acrobik ortamda 37°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra
hesaplanmustir. Saf polimerlerin ve her bir kompozitin antibakteriyel etkileri triptik
soy agar besiyerinde her bakteri tiirline ait kolonilerin bloklanmasi sonucu

belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1 PEG/GANODERMA Kompozitlerinin Karakterizasyonu

PEG /GANODERMA kompozitleri farkli molekiil agirliklarina sahip PEG
polimeri ve farkli konsantrasyondaki Ganoderma lucidum dolgu maddesi ¢ozelti
ortaminda etkilestirme metodu kullanilarak hazirlanmistir.  Hazirlanan PEG
/GANODERMA kompozitlerinin karakterizasyonu XRD, FTIR-ATR ve SEM

analizleri yapilarak ger¢eklestirilmistir.

3.1.1 XRD Analizleri

Hazirlanan PEG /GANODERMA kompozitlerinin XRD karakterizasyonu
Analytical Phililps X-Pert-Pro X-ray difraktometre cihazi ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1°de 1400 molekiil agirligina sahip %1, %2.5 ve %5’lik PEG
/GANODERMA kompozitlerinin ve saf Ganoderma lucidum’un XRD desenleri, Sekil
3.2’de 2250 molekiil agirhgina sahip %1, %2.5 ve %5’lik PEG /GANODERMA
kompozitlerinin ve saf Ganoderma lucidum’un XRD desenleri, Sekil 3.3’de 8400
molekiil agirligina sahip %1, %2.5 ve %5’lik PEG /GANODERMA kompozitlerinin ve
saf Ganoderma lucidum XRD desenleri verilmistir. Kompozitlerin karakterizasyonu

yapilirken karakteristik pikler goz oniine alinmustir.
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M PEG/GANODERMA (%5)
PEG/GANODERMA (%2.5)
-
- PEG/GANODERMA (%1)
PEG 1400
k Ganoderma lucidum
5 20 35 20 50 65 80
—— GAN PEG 1400 PEG/GAN (%1) PEG/GAN (%2,5) —— PEG/GAN (%5)
Sekil 3.1: 1400 molekiil agirligina sahip PEG/GANODERMA kompozitlerinin XRD
desenleri.
PEG/GANODERMA (%5)
PEG/GANODERMA (%2.5)
-
< PEG/GANODERMA (%1)
~ PEG 2250
N Ganoderma lucidum
5 20 35 50 65 80
20
— GAN ——— -PEG 2250 PEG/GAN (%1) PEG/GAN (%2.5) ——— PEG/GAN (%5)

Sekil 3.2: 2250 molekiil agirligina sahip PEG/GANODERMA kompozitlerinin XRD

desenleri.
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PEG/GANODERMA (%5)

PEG/GANODERMA (%2.5)

AU

PEG/GANODERMA (%1)

PEG 8400

v‘ Ganoderma lucidum

5 20 35 16 50 65 80

— GAN PEG 8400 PEG/GAN(%]1) PEG/GAN(%2,5) PEG/GAN(%5)

Sekil 3.3: 8400 molekiil agirligi sahip PEG/GANODERMA kompozitlerinin XRD desenleri.

3.1.2 FTIR-ATR Analizleri

PEG /GANODERMA komporzitlerinin ve saf PEG’lerin FTIR-ATR
spektrumlari, Perkin Elmer Spektrum 100 modeli kullanilarak 650-4000 cm™ dalga
boylar1 arasinda analizi yapilmistir. Sekil 3.4’de Ganoderma lucidum’a, Sekil 3.5-
3.7°de Saf PEG’lere ait FTIR-ATR spekturumlar verilmistir. PEG /GANODERMA
kompozitlerinin FTIR-ATR pikleri ise Sekil 3.8-3.10’da verilmistir.
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Sekil 3.4. Ganoderma lucidum’a ait FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.5: 1400 molekiil agirhigina sahip PEG’in FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.6: 2250 molekiil agirhigina sahip PEG’in FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.7: 8400 molekiil agirligina sahip PEG i FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 3.8: 1400 molekiil agirhigma sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin FTIR-ATR

spekturumu.
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Sekil 3.9: 2250 molekiil agirhigina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.10: 8400 molekiil agirhigina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin FTIR-ATR

spektrumu.

3.1.3 SEM Analizleri

PEG /GANODERMA kompozitlerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiileri Sekil 3.11-3.19°da gosterilmistir.

34



> P
EHT=10.00kV  Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.11: 1400 molekiil agirligina sahip %1°lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

EHT =10.00 kV Signal A = SE1
‘WD = 8.0 mm Mag= 1.00KX

Sekil 3.12: 1400 molekiil agirligina sahip %2.5’lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

EHT=1000kV  Signal A= SE1
WD = 8.0mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.13: 1400 molekiil agirligina sahip %2.5’lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisi.
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EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.14: 2250 molekiil agirligina sahip %1°lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.15: 2250 molekiil agirhigina sahip %2.5’lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

»

A -y e b A s
EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 1.00KX

Sekil 3.16: 2250 molekiil agirligina sahip %5°lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisti.
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EHT =10.00KkV  Signal A= SE1
WD = 8.0 mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.17: 8400 molekiil agirligina sahip %1°lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag = 250K X

Sekil 3.18: 8400 molekiil agirhigina sahip %2.5’lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.

EHT =10.00kV  Signal A= SE1
WD = 8.0mm Mag= 2.50 KX

Sekil 3.19: 8400 molekiil agirligina sahip %5°lik PEG /GANODERMA kompozitinin
SEM goriintiisii.
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3.2 Sitotoksisite Testleri

PEG /GANODERMA kompozitlerinin lenfosit hiicreleri iizerine olan
etkilerinin belirlenmesi igin MTS testi uygulanmis ve hiicre canlilik oranlar1 JuLI ve

thoma laminda sayilarak belirlenmistir.

3.2.1 MTS testi

Lenfosit hiicrelerinde gergeklestirilen bu test % 1, % 2.5 ve % 5 oranlarindaki
PEG /GANODERMA kompozitlerinin lenfosit hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonu sonucu MTS degerleri Sekil 3.20-3.22°de verilmistir.
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Sekil 3.20: 1400 molekiil agirhgima sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin MTS degerleri.
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Sekil 3.21: 2250 molekiil agirhigina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin MTS degerleri.
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Sekil 3.22: 8400 molekiil agirligina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin MTS degerleri.
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3.2.2 JuLI Goriintiileme Cihazi

JuLl goriintiileme cihazinda belirlenen canli ve 6lii hiicre oranlart Sekil 3.23-

3.25’de verilmistir;
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Sekil 3.23: 1400 molekiil agirligima sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin JuLl degerleri.

100

% Yasamlilik

" «"f IR
& O RN Rl
Vo O GO
G E S
RS \6 0\6
& M
Q

Sekil 3.24: 2250 molekiil agirligina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin JuLl degerleri.
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Sekil 3.25: 8400 molekiil agirligima sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin JuLI

degerleri.

3.3  Hemouyumluluk Testi

PEG/ Ganoderma lucidum iizerinde yapilan hemouyumluluk testi sonuglari
Sekil 3.26° da verilmistir.
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Sekil 3.26: PEG /GANODERMA kompozitlerinin hemouyumluluk degerleri.
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Tablo 3.1: PEG /GANODERMA kompozitlerinin % hemoliz degerleri.

PEG/GANODERMA Kompozitleri : Hemoliz Orani
PEG 1400 : 3.17
PEG /GANODERMA - 1400 - % 1 : 2.68
PEG /GANODERMA — 1400 - % 2.5 : 2.52
PEG /GANODERMA —1400-% 5 : 2.81
PEG 2250 : 1.96
PEG /GANODERMA — 22500 - % 1 : 1.26
PEG /GANODERMA — 22500 - % 2.5 : 1.57
PEG /GANODERMA — 22500 - % 5 : 1.12
PEG 8400 : 1.21
PEG /GANODERMA — 8400 - % 1 : 0.50
PEG /GANODERMA - 8400 - % 2.5 : 0.44
PEG /GANODERMA —8400 - % 5 : 0.83

3.4  Antibakteriyel Testi

Kompozitlerin E. coli ATTC-8739 ve S. aureus ATCC-6538 bakterileri

tizerindeki etkisinin sonuglar1 Sekil 3.27 ve 3.28’de goriilmektedir.

Sekil 3.27: PEG /GANODERMA kompozitlerinin E. Coli’ye kars1 antibakteriyel aktiviteleri.
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Sekil 3.28: PEG/GANODERMA kompozitlerinin S. aureus’a kars1 antibakteriyel aktiviteleri.

Sekil 3.27°de ki fotografda gosterilen 1. bolge 1400 molekiil agirligina sahip
saf PEG, 2. bolge 1400 %1°lik PEG /GANODERMA, 3. bolge 1400 %2.5’luk PEG
IGANODERMA, 4. bolge 1400 %5’lik PEG /GANODERMA, 5. bolge 2250 molekiil
agirligina sahip saf PEG, 6. bolge 2250 %1 PEG /GANODERMA, 7. bolge 2250
%2.5’luk PEG /GANODERMA, 8. bolge 2250 %5’lik PEG /GANODERMA, 9. bolge
8400 molekiil agirligina sahip saf PEG, 10. bolge 8400 %1°lik PEG /GANODERMA,
11. bolge 8400 9%?2.5’luk PEG/GANODERMA, 12. bolge 8400 %5’lik
PEG/GANODERMA kompozitlerinin E. coli’ye karsi antibakteriyel aktivite

gortintiileridir.

Sekil 3.28’de ki fotografta gosterilen 1. bolge 1400 molekiil agirligina sahip
saf PEG, 2. bolge 1400 %1°lik PEG /GANODERMA, 3. bolge 1400 %2.5’luk PEG
IGANODERMA, 4. bolge 1400 %5°lik PEG /GANODERMA, 5. bolge 2250 molekiil
agirh@ina sahip saf PEG, 6. bolge 2250 %1 PEG /GANODERMA, 7. bolge 2250
%2.5’1luk PEG /GANODERMA, 8. bolge 2250 %5’lik PEG /GANODERMA, 9. bolge
8400 molekiil agirligina sahip saf PEG, 10. bolge 8400 %]1’lik PEG /GANODERMA,
11. Dbolge 8400 9%?2.5’luk PEG/GANODERMA, 12. bolge 8400 %51k
PEG/GANODERMA kompozitlerinin S. aureus’a karsit antibakteriyel aktivite

gorintiileridir.
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4. SONUC VE ONERILER

4.1 PEG/GANODERMA Kompozitlerin Karakterizasyon Sonuclari

Kompozit olusumunu, XRD desenleriyle agiklamak igin matris ve dolgu
maddesinin XRD deseninden elde edilen karakteristik piklerin degerlendirilmesi
gerckmektedir. Aym1 polimer farkli molekiil agirligina sahip olsa da karakteristik
pikleri yaklasik olarak aynidir. Kompozitlere ait XRD desenlerinde hem polimer hem
dolgu maddesine ait karakteristik piklerin yaninda farkli yeni piklerin gdzlenmesi de
olasidir. Sekil 3°de 1400 molekiil agirligi sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin
XRD desenleri, Sekil 3.2°de 2250 molekiil agirligi sahip PEG /GANODERMA
kompozitlerinin XRD desenleri ve Sekil 3.3’de 8400 mol agirhgr sahip PEG
/GANODERMA kompozitlerinin XRD desenleri verilmistir. Desenlerden goriildigi
tizere artan dolgu maddesi miktar: ile piklerin siddetinde de bir azalma meydana

gelmistir ve XRD desenleri kompozit olusumunu desteklemektedir.

Bu calismada farkli molekiil agirliginda PEG matrisinin kullanilma nedeni

biyolojik 6zellikler {izerine molekiil agirliginin etkisinin aragtirilmasidir.

FTIR spektroskopisi, kizil6tesi 1sinlarla uyarilmasi ile baglarda meydana gelen
titresimlerimlerin  belirlenmesi yontemine dayanir. Baglarda meydana gelecek
titresimler biyolojik malzemeler i¢in ‘parmak izi’ gibi goriinen kizil 6tesi absorpsiyon

spekturumu tiretir. Bu spektrumlar malzemenin tanimlanmasinda kullanilir [148].

Sekil 3.5-3.7°deki PEG’e ait FTIR-ATR spektrumu litaratiirde elde edilen
spektrumla kiyaslandiginda benzer bantlar gozlenmistir. PEG’e ait 3502 cm™’de ¢ikan
-OH gerilme titresimine, 2916 ve 2848 cm™’de ¢ikan —CH3-CH; gerilme titresimine,
yine 1472 cm™’de goriilen band —~CH> egilme titresimine atfedilmektedir. 1344 ve
1280 cm™’de ¢ikan bandlar ise C-O gerilmelerine aittir. 963 ve 842 cm™’de ¢ikan

gerilme titresimlerine ait bantlar ise C-C gruplarini atfetmektedir.

Sekil 3.4’deki Ganoderma lucidum’a ait FTIR-ATR spektrumu litaratiirde elde
edilen spektrumla kiyaslandiginda. 3296 cm™'de cikan band N-H fonksiyonel
gruplarma ve triterpenlerdeki —OH gruplarma, 2922 cm™'de ¢ikan bandlar CHs ve
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CHz’nin asimetrik ve simetrik gerilmelerine, 1630 cm™'de ¢ikan band C=0 amit
karboniline ve 1147 cm™¥de cikan band, protein ve karbohidratlardaki —C-O

fonksiyonlariin gerilmelerine ait oldugu goriilmiistiir.

Kompozit olusumunun FTIR-ATR ile belirlenmesinde matrisin (polimer) IR
spektrumundaki kii¢iik degisiklikler, titresimlerdeki birka¢ cm™’lik kaymalar kanit
olarak kabul edilmektedir. Bunun nedeni matrisin ortamdaki miktarinin ¢ok fazla
olmast ve dolgu malzemesinin (mantar) c¢ok az olmasindandir. Spektrumlar

incelendiginde bu kaymalar agik¢a goriilmektedir.

SEM, incelenen maddenin atomlar1 ile hizlandirilmis elektronlar arasindaki
etkilesim temeline dayanan metottur. Yiiksek gerilim altinda hizlandirilan elektronlar

ile 6rmegin tiim yiizeyi taranir ve ti¢ boyutlu yiizeysel yapilari incelenir [149].

SEM yiiksek biiyiitme oranlarina sahip olan morfolojik yapinin incelenmesini
saglayan goriintiileme cihazidir. Calismadaki PEG /GANODERMA kompozitlerinin

morfolojileri, 10 kV potansiyel altinda ¢esitli biiylitme oranlarinda incelenmistir.

Sekil 3.11-3.13’de 1400 molekiil agirligmma sahip PEG /GANODERMA
kompozitlerinin %1, %2.5 ve %5’lik SEM goriintiileri, 3.14-3.16’da 2250 molekiil
agirh@ina sahip PEG /GANODERMA kompozitlerinin %1, %2.5 ve %5’lik SEM
gortntiileri, 3.17-3.19’de 8400 molekiil agirhgma sahip PEG /GANODERMA
kompozitlerinin %1, %2.5 ve %5’lik SEM goriintiileri verilmistir. Fotograflar da
goriilen parcacikli yapilar Ganoderma lucidum’a, koyu renkli katmanlar halindeki
kisim ise PEG polimerlerine aittir.

SEM analizi sonucuna goére, Ganoderma lucidum dolgu maddesinin PEG
polimer matrisi igerisinde homojen dagilimi goriilmistiir. Bu da PEG /GANODERMA
kompozitlerinin 1400, 2250 ve 8400 molekiil agirhigma sahip %1, %2.5 ve %5°1lik

kompozitlerinin ¢galismanin amacina uygun olarak olusturuldugunu géstermistir.
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4.2  Sitotoksisite Testinin Sonuglar:

Bu calismada, farkli konsantrasyonlarda (%1, %2.5 ve %35) hazirlanan PEG
/GANODERMA kompozitlerinin lenfosit hiicrelerinin yasamliligina etkisinin olup

olmadig arastirilmustir.

Sekil 3.20-3.22°de farkli molekiil agirligina sahip PEG’ler ile hazirlanmis
kompozitlerin MTS testi sonucunda verdikleri absorbans degerleri gosterilmistir. Bu

sonuclara gore;

Sekil 3.20°de molekiil agirhigt 1400 olan PEG’in kullanildigt PEG
/GANODERMA kompozitlerinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda, artan
miktarda eklenen Ganoderma lucidum konsantrasyonlariyla dogru orantili bir
absorbans artis1 goriilmektedir. Ozellikle PEG /GANODERMA %5’lik 6rnekler ile
muamele edilen hiicrelerde en yiiksek absorbans degeri gozlemlenmistir. Negatif
kontrolle kiyaslandiginda saf PEG 1400 molekiill agirligina sahip polimerin
absorbansinda 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda bir diisiis tespit edilmistir. Ancak bu

diisis Ganoderma lucidum eklenmesiyle diizeldigi agik¢a goriilmektedir.

Sekil 3.21°de molekiil agirlig1 2250 olan PEG’in kullanildig1 kompozitler ile
24, 48 ve 72 saatlik inkiibe edilen hiicreler i¢in %5’lik PEG/GANODERMA
kompozitlerinin en iyi absorbans gosterdikleri gozlemlenmistir. Tiim inkiibasyon
periyotlar1 incelendiginde molekiil agirligit 2250 olan saf PEG polimerinin

absorbansinin negatif kontrole en yakin oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 3.22°de molekiil agirligi 8400 olan PE