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OZET

PVP/GANODERMA LUCIDUM KOMPOZITLERININ HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BAZI BiYOLOJIiK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
IREM AKINCI
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

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

Bu ¢alismada, polivinilpirolidon (PVP) polimerinin matriks ve Ganoderma
lucidum mantarinin dolgu maddesi olarak kullanildigi biyokompozit filmler
sentezlenmistir. Kompozitlerin eldesi ¢dziicii ortaminda etkilestirme yontemi
kullanilarak saglanmigtir. Sentezlenen kompozitlerin igerdigi dolgu maddesi
oranlari %1, 2.5, 5 ve 10 olarak belirlenmistir. Kompozit filmlerinin
karakterizasyonu XRD, FTIR-ATR, SEM, Optik Temas Agisi cihazlan ile
yapilmigtir. XRD desenleri, Optik Temas Agisi ve SEM goriintiilerine gore
mantarin PVP matriksi igerisinde homojen bir dagilim gosterdigi belirlenmistir.
FTIR-ATR spektrumlarindaki kompozitlere ait degisimler dolgu maddesi ve
matriksin etkilesime girdigini gostermektedir. Ayrica, saglikli bireylerin kanlar
ve bu kanlardan izole edilen lenfosit hiicreleri kullanilarak sentezlenen
kompozitlerin hemouyumluluk ve sitotoksisite analizleri in vifro olarak
yapilmistir. PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin hemoliz oranlarina gore
hemouyumlu oldugu gozlenmistir. Polimer ve kompozitlerin lenfosit hiicreleri
{izerindeki sitotoksisite tayini MTS ve tripan mavisi testi kullanilarak JuLI hiicre
goriintiileyicisi ile belirlenmistir. Caligmada kullamilan kompozitlerin higbirinin
sitotoksik etki gostermedigi elde edilen deneysel veriler ile saptanmugtir.

ANAHTAR KELIMELER: Kompozitler, polivinilpirolidon, Ganoderma

lucidum, hemouyumluluk, sitotoksisite.




ABSTRACT

PREPERATION, CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF
SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF PVP/GANODERMA LUCIDUM
COMPOSITES
MSC THESIS
IREM AKINCI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN )

BALIKESIR, MARCH 2018

In this study, polyvinylpyrolidone (PVP) was used as a matrix and
Ganoderma lucidum was used as a filling material to synthesize biocomposite
films. The synthesis of the composites was performed by the method of activation
in solvent medium. The composites were prepared with 1, 2.5, 5 and 10 % of filler
materials. Characterization of the composite films were performed by XRD,
FTIR-ATR, SEM and Optical Contact Angle devices. According to XRD patterns,
Optical Contact Angle results and SEM images, it was observed that mushroom
was homogeneously dispersed in PVP matrix. The changes in FTIR-ATR spectra
of the composites showed that there is an interaction between the matrix and filler
material. In addition, hemocompatibility and cytotoxicity of the synthesized
composites were analyzed using in vitro healthy human blood and isolated
lymphocytes. Hemolysis % of the PVP/Ganoderma lucidum composites showed
that all of the synthesized composites are hemocompatible. Cytotoxicity analysis
of pure polimers and composites on lymphocyte cells was performed by MTS
Assay, tryphan blue test and live cell imaging system (JuLI). In conclusion, it was
determined that none of the composites used in this study showed a cytotoxic
effect.

KEYWORDS: Composites, polyvinylpyrrolidone, Ganoderma lucidum,

hemocompatibility, cytotoxicity.
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1. GIRIS

Giintimiizde Biyomiihendislik, Malzeme Bilimi, Immiinoloji, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik, Kimya, Biyoloji ve Tip bilim alanlarim1 kapsayan pek ¢ok
malzeme iiretilmektedir. Malzeme bilimindeki hizli gelismeler ile 6zellikle insanin
yasamsal unsurlarina bagl yapisal ¢oztimler giderek artmaktadir. Bu yapisal
¢oziimlerde de insan yapisina uyumluluklari nedeni ile en ¢ok kullanilan malzeme
grubu biyomalzemelerdir. Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en Onemli
ozelligidir. Biyomalzemeler basta saglik alan1i olmak {izere veterinerlik
uygulamalarinda, sanayi  uygulamalarinda, ozellikle polimer teknoloji

uygulamalarinda yer bulmaktadir [1].

1.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, canli sistemlerdeki dokularin iglevlerini yerine getirebilmesi
ve desteklenebilmesi amaciyla kullanilan dogal veya sentetik malzemelerdir.
Bilimsel agidan yeni bir calisma sahasi gibi goriinse de aslinda uygulamada
biyornalzemelérin kullanimi tarihin ¢ok eski zamanlarina kadar dayanmaktadir. 19.
yiizyiln ikinci yarisina kadar olan stiregte tahta, fildisi gibi metal olmayan
malzemeler ile altin, giimiis ve bakir gibi yaygin olarak bulunan metaller malzeme
olarak kullanilmistir. Giiniimiiz uygulamalarinda da genis bir yer tutan iskelet sistemi
uygulamasi basarili olan ilk biyomalzeme uygulamasidir. Yaklasik 30 yildir
malzemelerin canli sistemler ile etkilesimlerinin anlagilmasi i¢in yeni malzemelerin
gelistirilmesinde hatir1 sayilir bir ilerleme kaydedilmistir [2]. Yiizyillar boyunca
cerrahi teknikler, sterilizasyon yontemleri ve sentetik malzemelerdeki gelismeler pek
¢ok yonden biyomalzemelerin kullanimasim tetiklemistir. Giinlimiizde pek c¢ok
biyomalzeme kalp yetmezligi, isitme kayiplari, implantlar ve tibbi cihazlar islevini
kaybetmis ya da dejenerasyona ugramis doku veya organlarda biyomalzeme olarak
kullanilmakta ve boylece yasam Kkalitelerini yikseltmektedir. En 6nemli 6zellikleri
biyolojik ortamlarda &zellikleri bozulmadan devamliligini stirdiirebilmeleridir.

Biyomalzemeler, viicut sivilari ile temas ederler ve mekanik etkilere maruz kalirlar




[3]. Bu sebeple, tasarlandigi ve uygulandigi alana gore uygun kayganlik ve
elastikligin yaninda kimyasal ve 1s1l dayanima sahip olmalidir ve temasta oldugu
doku ve viicut sivilarina zarar vermemelidir. Bir biyomalzeme uygun
tasarlanmadiginda uygulandig bolgede beklenmedik hasarlara sebep olabilir. Onemli
diger ozellikleri de yorulma dayamimi, ideal yogunluk ve dizayn, steril edilebilirlik,

uzun siireli dayaniklilik ve islenebilirliktir [4].

Tablo 1.1: Doku ve organlarda meydana gelen hasarlar i¢in tiretilen biyomalzemeler.

Organ / Doku Ornekler
Kalp Kalp pili, yapay valf, yapay kalp
Goz Kontankt lens, intraokiiler lens
Kulak Yapay tizengi kemigi, koklea implanti
Kemik Kemik plakalari, eklem protezleri, kemik ¢imentosu
Bobrek Diyaliz makineleri
Mesane Katater ve stent
Kas Dis iplikleri, kas uyaricilar
Kan Dolagimi Yapay kan damarlari
Deri Yanik sargilari, yapay deri
Endokrin Enkapsiile edilmis pankreatik adacik hiicreleri

1.1.1 Biyomalzemelerin Smiflandirilmasi

Biyomalzemeler 4 farkli sinif altinda toplanmaktadirlar;

s Seramik Biyomalzemeler
4+ Metalik Biyomalzemeler
-+ Polimerik Biyomalzemeler

+ Kompozit Biyomalzemeler

1.1.1.1 Seramik Biyomalzemeler

Viicudun zarar goren veya iglevini yitiren organlarinin onarilmasi, yeniden
yapilandirilmasi veya yerini almasi amaciyla 6zel olarak tasarlanan seramiklere

biyoseramikler denir. Seramikler sert, kirtlgan ve gozenekli bir yapiya sahiptirler.

2




Genellikle sert iskelet dokularini onarmak ve dokularin yerini almak amaciyla
biyomedikal alanlarda kullanilmaktadirlar. Seramik biyomalzemeler biyoaktif,
biyoinert ve emilebilir olmalari ile 3 temel gruba ayrilabilirler. Viicut dokular ile ¢ok
iyi uyum gostermeleri biyoseramikleri cazip kilar ancak kirilgan, islenmesi zor,
diisiik mekanik dayanima sahip, esnek olmayan ve yiiksek yogunluga sahip yapida
olmalar1 nedeniyle dezavantaj da go&stermektedirler. Biyoseramikler arasinda
Aliimina (ALO3), Pirolitik karbon, Zirkonya (ZrO;), Cam seramikler, Kalsiyum

fosfatlar en yaygin kullanilan malzemelerdir [2].

1.1.1.2 Metalik Biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler, kristal kafes yapilarinin ve atomlar arasi saglam
metalik baglarinin olmasi sayesinde tstiin mekanik 6zelliklere sahiptirler. Mekanik
ve elektriksel 6zellikleri ve termal iletkenliklerinden dolayr biyomalzeme olarak
kullanilmaktadirlar. Bunun yaninda kolay sterilize edilmeleri, belirli sinirlarda, agir,
uzun siireli, degisken ve ani yiiklemelere karsi 6zelliklerini kaybetmeden
dayanabilmeleri nedeniyle de biyomateryal olarak tercih edilmektedirler [5, 6].
Metalik biyomalzemelerin korozyon dayanimi olduk¢a iyidir ve kalga-diz
eklemlerinde, omurga ve diste kirik bolge vida ile birlestirilerek iyilesme siirecine
katkida bulunurlar. Kas ve iskelet sistemimizin kosullarina en iyi uyumu da metalik
biyomalzemeler gostermektedir. Bu sebeplerle kalca, diz gibi yiik tasiyan bolgelerde
ve dis implantlarinda yaygin bir sekilde kullanmilmaktadirlar. Paslanmaz celikler,
titanyum ve titanyum alasgimlari, Co-Cr alagimlar, altin ve giimiis metalik
biyomalzemeler igerisinde en fazla tercih edilenleridir. Giimiis bazli metalik
biyomalzemeler, anti mikrobiyal 6zellikleri sayesinde mikrobiyal enfeksiyon riskinin
yiiksek oldugu bolgelerde kullanilmaktadirlar. Metalik biyomalzemeler, canli doku
ve organlarda biyomalzeme olarak kullanildiklar1 i¢in viicut sivilariyla stirekli temas
halindedirler ve bazi nedenlerle istenmeyen korozyon iiriinlerinin olustugu durumlar
meydana gelebilir. Farkli metaller birbirleri ile temas ettiklerinde viicut sivisi
icerisinde galvanik pil olusturarak galvanik korozyon meydana getirirler [7].
Dolayisiyla da biyouyumluluk agisindan uyumsuzluk gozlenebilir. Bu gibi

durumlarda metalik biyomalzemenin viicut igerisinden g¢ikarilmasi gerekmektedir ve




bu nedenlerle yapilan ¢aligmalar bu malzemelerin biyouyumlulugunun gelistirilmesi

tizerinedir.

1.1.1.3 Polimerik Biyomalzemeler

Polimerler kiigiik, tekrarlanabilen birimlerden olusan uzun zincirli
molekiillerdir. Polimerler elde edildikleri yere gore ¢esitlilik gosterirler;
kendiliginden dogada var olanlar dogal polimerler, yapay olarak sentezlenenler ise
sentetik polimerler olarak isimlendirilmektedir. Polimerlerin ozellikleri yap: taglari
olan monomerlerine gére biiyiik farklilik gostermektedir. Bu sebeple, uygulama
alanina yonelik uygun biyomalzeme segimi dikkatlice yapilmalidir. Polimerik
biyomalzemeler sentezlenirken katki maddeleri eklenmektedir ve bu maddelerin
polimerik yapidan salgilandiklarinda ortamdaki hiicreler {izerinde toksik bir etki
yaratmamasi beklenmektedir [8]. Polimerik biyomalzemeler kolay islenebilirlik,
farkli sekillerde iretilebilme, modifiye edilebilme, istenilen mekanik ve fiziksel
ozelliklerin kazandirilabilmesi gibi ozellikleri sayesinde malzeme alaninda
kullanilmaktadir. Medikal uygulamalarda biyouyumluluk, biyobozunurluk, hiicre
etkilesimi ozelliklerine dikkat edilerek uygun malzeme segimi yapilmaktadir.
Polimerler biyomalzeme olarak giiniimiizde ilag salimim sistemlerinde, kontak ve goz
ici lenslerinde, gogiis protezlerinde, diyaliz sistemlerinde, kalp damarlar1 ve yapay

organ pargalarinda kullanilmaktadir [9].

1.1.1.4 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit malzemeler, fiziksel ve kimyasal olarak birbirinden farkli en az iki
maddenin belirli bir amaca yonelik bir araya getirilmesiyle olusan malzemelerdir.
Malzemenin iistiin dzelliklerinden yararlanilmak {izere bir araya gelerek ihtiva ettigi
malzemelerden daha {istiin 6zelliklere sahip yeni malzemeyi olusturmalar1 kompozit
malzemelerin esas Ozelliklerindendir [10]. Biyomalzeme alani ig¢in tasarlanan
kompozitlerde de bilesenleri biyolojik ve mekaniksel agidan iistiin kilan &zelliklerden
yararlanmak esastir [11]. Biyoaktif seramikler ve bozunabilir polimerleri birlestiren

kompozit stratejisi, sert doku rejeneratif malzemelerin tasarimi ve devamliligi i¢in




umut verici bir yaklagimdir. Kompozit malzemeler, matriks (regine) ve takviye
bilesenlerinden olugur. Bu bilegenler birbirleri i¢inde ¢oziinmezler ya da birbirlerine
karismazlar. Kompozit malzeme, ‘matriks’ igerisine ¢esitli gli¢lendirici malzemelerin
eklenmesiyle hazirlanmaktadir. Giiglendirici olarak genellikle cam, karbon ya da
polimer lifler, mika ve gesitli toz seramikler kullanilmaktadir. Matriks olarak da
cesitli polimerler tercih edilmektedir. Bir biyokompozit malzeme viicut igerisinde
veya temas halinde olan biyomedikal uygulamalarda kullanilir. Kompozitler yiiksek
dayanikliliga ve diisiik elastik 6zellige sahip olduklarindan o6zellikle ortopedik
uygulamalarda tercih edilmektedir. Ortopedik cerrahide biyomalzemelerin
kullanilmasiyla ilgili bazi problemlerle karsilagilmaktadir. Bu problemlerin en
baginda kullamilan implantlarin sertlik derecelerinin uyumsuzlugu gelmektedir.
Implantlarin viicut i¢erisinde temasta oldugu doku ve organlarla sertlik derecelerinin
ayn1 olmasi gerekir ve aksi bir durumda deformasyonlara sebep olur. Her gegen giin
geligtirilen ~ biyomalzeme c¢alismalar1 ile ve kompozitlerde polimerlerin

kullanilmasiyla bu olumsuzluklarin giderilmesi amaglanmaktadir [11].

1.1.1.4.1 Kompozit Malzemelerin Bilesenleri

1.1.1.4.1.1 Matriks
1.1.1.4.1.1.1 Polivinil pirolidon (PVP)

Polivinilpirolidon, PVP, poli (N-vinil-2-pirolidon), Polividon, Povidon,
Albigen, Isoplasma gibi isimlerle bilinen sentetik bir polimerdir ve lineer 1-vinil-2
pirrolidon gruplarindan olugur. Polivinilpirolidon (PVP), suda ¢oziinme &zelligine
sahip kullanim alan1 genig ve kullanilmasi FDA tarafindan onayli olan bir polimerdir
ve su disinda bir ¢ok organik ¢6ziiclide de (etanol, metanol, kloroform) ¢6ziiniir [12].
Yapisi proteinlere benzediginden dolayr PVP, biyolojik ac¢idan biiyiik bir 6neme
sahiptir ve bilimsel ¢aligmalarda basit bir model teskil etmektedir. Sekil 1.1°de
PVP’nin agik yapisi gosterilmistir. Kristal bir yapiya sahip, beyaz veya krem renkli,
kokusuz bir tozdur ve cilde temas ettiginde herhangi bir irritasyona sebep olmaz.
Olduk¢a biyouyumlu, toksik olmayan, kimyasal agidan inert, pH’a ve 1siya karsi
dayanikli, iyonik olmayan bir polimerdir. PVP, ilk olarak Almanya’da Ikinci Diinya

Savas: sirasinda gelistirilmistir. Periston olarak adlandirilan %2.5°Iuk tuz ¢ozeltisi,




kan yoklugunda kan yerine verilebildiginden; Almanya’da savas esnasinda kanin %
50°si yerine bu ¢ozelti uygulanmigtir. PVP, biyomedikal uygulamalarda kullanilan
bir polimerdir ve farmasotik ilaglarda, yara ortiisii i¢in hidrojellerde ve kan
plazmasimin yerini tutmakta baglayici olarak kullamilmaktadir [13]. Sentetik bir
hammadde olan PVP, gida sanayinde kivam artirici olarak, dolgu maddesi,
stabilizator olarak kullanilir ve ayrica kozmetik, ilag sanayinde ve endiistriyel
tirtinlerde de kullanilmaktadir. Yapistiricida dolgu maddesi olarak, bitki koruma ve
tohum kaplama gibi uygulamalarda kaplayici olarak, dis beyazlatma jellerinde
koyulastirma ajami olarak kullamilmaktadir. Surup gibi bazi ilaglarda ¢dziintirligi
arttirict madde olarak uygulanirken, kapsiil ilaglarin yumusak jelatin kismini da
olusturmaktadir. Bunun yaninda 1950’lerden sonra, travma kurbanlarina kan plazma

hacmi genisletici olarak kullanilmaya baslanmistir [14, 15].
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Sekil 1.1: Polivinil pirolidon (PVP)’un kimyasal yapisi.

1.1.1.4.1.2 Dolgu Maddesi

1.1.1.4.1.2.1 Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum, Hymenomycetes sinifinin, Aphyllophorales takiminin,
Polyporaceae familyasina dahil bir Basidiomycetes mantar tiiriidir. Cin, Japonya ve
diger Asya iilkelerinde saglik ve 6mrii arttirmaya yonelik ¢ok uzun bir gegmisi
vardir. Yiiksek derecede degerli ve nadir bulunan bir mantardir. Fiziksel olarak
parlak dig goriiniige ve odunsu bir dokuya sahip, genis, olduk¢a dayanikli ve koyu
renklidir. Ormanlik alanda canli agaglar {izerinde ve ¢ok nemli, igerisine az 151k
gegiren yogun bir sekilde agagli ormanlarin iginde bulunan ¢iirlimeye yiiz tutmus

mese, kestane, kaym, erik gibi agag¢ kiitiikkleri iizerinde yetisir. Cin’de ‘lingzhi




mantar1’ olarak bilinirken, Japonya’da familya adi ‘reishi’dir [16]. Ganoderma
lucidum’un uzun ve saglikli bir yasamin sirrim barindirdig iddia edilmektedir. Bu
mantarin suyunu, asirlar 6nce Cin'de ve Japonya'da sadece hanedan iiyelerinin ve
cocuklarinin igebildigi, halktan birisinin mantar1 bir aga¢ altinda buldugunda bile
saraya gotiiriip teslim ettigi soylenmektedir. Teslim etmeyenlerin cezalandirildigini
belirten yiizlerce resmi kayda rastlanmaktadir. Bébrek seklinde, sapkali bir mantar
olan Ganoderma lucidum (Sekil 1.2), dogada alt1 farkli renkte bulunur, fakat kirmiz1
cesidi Giiney Amerika, Cin, Tayvan, Japonya ve Kore'de en yaygin bigimde
kullanilan1 ve ticari olarak yetistirilenidir. Cin Seddini yaptiran SHIH-HUANG
(M.0.259-210) bu mantari kullanan ilk imparator olarak bilinmektedir. Ganoderma
lucidum, koroner kalp hastaligi, arteryoskleroz, hepatit, artrit, nefrit, bronsit,
hipertansiyon, kanser ve mide iilseri tedavisinde geleneksel Asya tibbinda kullanilan
bir mantardir [15]. Ganoderma’min analjezik, anti-alerjik, bronsit onleyici, anti-
bakteriyel, anti-oksidant, antitiimor, kan basicim diistirticti etkileri de igine alan gok
sayida farmakolojik etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir. Bu sebeple o6zellikle
migren ve bas agrisi, yiiksek tansiyon, bronsit, astim, istahsizlik, gastrit, hemoroit,
yiiksek kolesterol, nefrit, kabizlik, deri veremi, kalp damar problemleri ve 16semi
dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda bu
etkiler i¢in in vitro degerlendirmeler halen siirmektedir. Caligmalarin en yogun
devam ettigi alan ise anti-kanser ve anti-mikrobiyal ¢aligmalardir [15, 17]. Hiicrenin
cekirdeginde DNA sentezini arttirarak hiicre bolinmesini tesvik ettigi ve indirekt
olarak bu yolla da yaslanmay1 yavaglatmis oldugu vurgulanmaktadir. Ganoderma
lucidum’da  800-2000 ppm diizeyinde organik germanyum bulunmaktadir.
Germanyum c¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Germanyum, organizmanin bagisiklik
sistemini gii¢lendirdigi gibi viicudun toksinlerden arinmasini saglamakta, yaslanmay1
geciktirmekte, adaptojen ozelligiyle kandaki pH, potasyum, kalsiyum, trigliserit,
bilirubin ve {irik asit seviyesini normallestirmekte, tiroit bezinin diizgiin ¢aligmasini

ayarlamakta ve damarlarin titkanmasini engellemektedir.
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Sekil 1.2: Genoderma lucidum.

1.1.1.4.2 Kompozit Malzemelerin Hazirlanmasi

Polimer kompozitlerini hazirlamak i¢in en ¢ok bu 3 yontem kullanilmaktadir
[18];

1) Polimerizasyon yontemi

2) Eritme yontemi

3) Cozelti ortaminda etkilestirme yontemi.

1.1.1.4.2.1 Polimerizasyon Yontemi

Polimerizasyon yonteminde, polimerizasyon 1s1 veya uygun bir baslatici ile
baglatilir. Dolgu maddeleri arasina monomer difiizyonu saglanir. Boylelikle zincir
biiyiime reaksiyonlariyla elde edilen polimer igerisinde dolgu maddesinin tamamen
disperse olmasi sonucunda kompozit olusur. Sekil 1.3’de polimerizasyon yontemi ile

kompozit sentezi sematik olarak gosterilmistir [19].
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Sekil 1.3: Polimerizasyon yontemi ile kompozit sentezi.




1.1.1.4.2.2 Eritme Yontemi

Eritme yonteminde, dolgu maddesi dogrudan erimis polimer ile
karistirllmaktadir. Hazirlanan karisim, polimerin camsi gegis sicaklig izerindeki bir
sicaklikta 1sitilip sogutularak sertlestirilir ve boylece kompozit elde edilir. Sekil

1.4’de eritme yontemi ile kompozit sentezlenmesi sematik olarak gosterilmistir [19].
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Sekil 1.4: Eritme yontemi ile kompozit sentezi.

1.1.1.4.2.3 Cozelti Ortaminda Etkilestirme Yontemi

Bu yontemde, ¢oziicli veya ¢oziicti karisimi dolgu maddesi disperse etmek ve
polimer matriksini ¢6zmek i¢in kullamilir. Coziicli ortaminda etkilestirmenin ilk
adim1 ¢6ziicli ortaminda dolgu maddesini tamamen disperse etmektir. Uygunlugu
bilinen bir ¢oziicii ile ¢dziinen polimer siispansiyona eklenerek polimer zincirlerinin
dolgu maddesi arasinda dagilmasi saglanir. Daha sonra da ¢oziicii uzaklastirilarak
kompozit olusumu gergeklestirilir. Sekil 1.5°de ¢ozelti ortaminda etkilestirme

yontemi ile kompozit sentezi sematik olarak gosterilmistir [19].
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Sekil 1.5: Cozelti ortaminda etkilestirme yontemi ile kompozit sentezi.

1.2  Polimerik Kompozit Malzemelerin Karakterizasyonu

PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin yapisini karakterize etmek icin
kullanilan baglica teknikler X-iginlart difraksiyonu ve elektron mikroskobu

(TEM)’dir. XRD’de polimer ve dolgu maddesi arasindaki etkilesim en iyi sekilde




incelenebilmekte ve kompozitler hakkinda yorum yapilabilmesine imkan

tanimaktadir. TEM ise taneciklerin dispersiyonu hakkinda kesin bilgiler verir [20].

1.3 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin doku veya fizyolojik sistem iizerindeki
yan etkilerini, aym zamanda fizyolojik g¢evrenin de biyomalzeme iizerindeki
etkilerini birlikte incelenmesidir. Biyouyumluluk konusundaki geleneksel yaklasim,
biyomalzemeyi gevreleyen biyolojik ortamla uyumlu bir etkilesim sergileyecek
yapida ki materyallerin segilmesi veya tretilmesidir [21, 7]. Biyomalzemeler
tasarlanirken dikkat edilmesi gereken hususlarin baginda fiziksel, kimyasal ve
biyolojik agidan uyumlu olmasi ve uzun yasam siiresine uygun olmasi kriterleri
gelmektedir. Dokuya uyumlu biyomalzemelerin bagisiklik siteminde tepkiye,
mutasyona, kansere ve toksik reaksiyonlara sebep olmamasi gerekmektedir. Kan ile
uyum gosteren materyallerin ise kanda pihtilagmaya, hiicre tahribine, plazma proteini
ve enzimlerinde degisime sebep olmamast istenilen bir etkidir [22]. Istenen biyolojik
ozellikleri tasimayan biyomateryalin bagarisindan séz etmek imkansizdir. Bir
biyomateryal veya implantin bagaris1 biiyiik oranda implantin 6zelli§i ve
biyouyumluluguna, kullanicinin durumuna ve uygulamay1 yapan kisinin becerisine
baghdir. Polimerlerin canli doku ve organlara uygulanisi doku-polimer etkilesmesini
de beraberinde getirmektedir. Bu konuda bir ¢ok arastirma yapilmis ve ¢aligmalarin
odak noktasi da istenmeyen doku etkilesimlerinin nasil ortadan kaldirilip en aza
indirilebilecegi olmustur. Bu sebeplerle, kimyasal ve fiziksel yonden inert ve de
biyouyumlu polimerlerin tasarlanmasi énemlidir. Biyouyumluluk; polimer varlifinda
doku etrafinda hig bir sekilde bir reaksiyon olusmamasi demektir ve dinamik, devam
eden bir durumdur. Viicut, hastalik veya yaslanmanin etkisiyle, materyalde
korozyon, yorulma ve dis kuvvetlerinin etkisiyle stirekli degismektedir. Bu degisim,
viicut ve materyal arasindaki cevaba da farklilasma kazandirmaktadir. Yukaridaki
sartlarin degismesiyle baslangigta biyouyumlu olan bir materyal, zamanla uyumsuz
hale gelebilmektedir. Materyal, viicut ve fonksiyon arasindaki etkilesim siirekli

oldugundan materyale karg1 olusan cevap da stireklilik gostermektedir [23].
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1.3.1 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirti, dokudan direk izole edilen ya da mekanik ve enzimatik
yollarla ayristirilan hiicrelerin, uygun in vitro kosullar olusturularak yasamasinin ve
{iremesinin saglanmasi olarak adlandirilir. Hiicre kiiltiirii kisaca hiicrelerin kontrol
altinda olmak kaydi ile ¢ogaltilmasi demektir ve bu yontemle hiicrelerin ¢cok daha
hizli bir sekilde yetistirilmesi saglanmaktadir. Dinyada tibbi arastirmalar
kapsaminda en fazla yer edinen c¢alismalardan birtanesi de hiicre kiiltiirtidiir.
Insanlarda olusan hastaliklarin nedenlerini bulmak amagli yapilan hiicre kiltiirleri
sayesinde kiside bulunan hastaligin iglevleri hakkinda bilgiler elde edilmektedir. Bu
durum tipta olduk¢a olumlu etkiler meydana getirerek giiniimiiz tibbinin daha da
gelismesini  saglamaktadir. Cok uzun yillardan beri giiniimiize gelmis hayvan
hiicreleri iizerinde yapilan hiicre kiiltiiri artik gelisen tip ile birlikte neredeyse insan
hiicreleri iizerinde bile uygulanabilmektedir. En uygun ayristirma kosullarimi
belirleyebilmek i¢in miimkiin oldugu kadar ¢ok kontrollii deneylerin yapilmasi
gerekmektedir. Hiicre kiiltiirii ayn1 zamanda tiim hiicreler i¢in ortak olan olaylar veya
ozellesmis hiicre fonksiyonlarinin toksisite tayini i¢in kullanabilmektedir. Karaciger
kanseri hiicreleri, HeLa hiicreleri ve fibroblastlar gibi bir ¢ok hiicre tipi i¢in; test
edilecek olan maddenin biyolojik aktivitesinin belirlenmesini saglayan toksisite

testleri uygulanabilmektedir [24].

In vitro sitotoksisite testleri, molekiiler olaylar sonucunda esas olarak cesitli
makromolekiillerin  sentezlenmesinin  engellenmesini  ve  dolayisiyla da
hiicre fonksiyonlarinda ve yapisinda goriinen hasarlar meydana gelmesinin
incelenmesini temel almaktadir. Bu testler arastirma kapsaminda genel olarak, hiicre
canlilign ve 6liimii, hiicre membrani ve organelleri, protein veya DNA sentezi ve
hiicre boliinmesi ile ilgili detayli bilgiler edinme imkani vermektedir [25].
Test edilecek olan malzemenin morfolojik 6zelligi ve hiicreler ile baglant1 yontemi
olduk¢a dnemli olmakla birlikte hiicre ile malzemenin baglantist ekstrat yolu, direkt
ya da indirekt olarak ger¢eklestirilebilmektedir. Sitotoksisite testleri ile ayn1 anda ¢ok
sayida 6rnek, kisa zamanda test edilebilmektedir ve deneyler sonucunda kantitatif

sonuglara ulasilmaktadir [26].
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1.3.1.1 MTS Testi

MTS, canli hiicrelerin hassas bir sekilde ol¢tilmesi igin gergeklestirilen
kalorimetrik bir yontemdir. Yontem, MTS tetrazolyum bilesiginin [3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)2H-terazolyum, MTS],
hiicre kiiltiirii ortaminda ¢oziinebilen renkli bir bilesik olan formazan bilesigine, canli
hiicreler tarafindan indirgenmesine dayanmaktadir. MTS, tetrazolyum bilesiginin
metabolik olarak aktif olan hiicrelerin, dehidrogenaz enzimlerinin {rettigi
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) veya indirgenmis nikotinamid

adenine dintikleotit fosfat (NADPH) tarafindan indirgendigi diisiiniilmektedir [27].
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Sekil 1.6: MTS tetrazolyum ve formazan tirtinii [28].

1.3.1.2 Tripan Mavisi ve JuLLl

Tripan mavisi testi, tripan mavisi gibi 6lii hiicrelerin boyanmasini saglayan
boyalar aracilifiyla belirli bir stispansiyon igerisindeki canli ve 6lii hiicreleri
belirleyerek canli hiicre sayisimi saptamak amaciyla yapilan bir testtir. Hiicre
canlihig, bu boyalarin % 0,9°’luk tuzlu suda hazirlanmis soliisyonlarinin hiicre
siispansiyonuna eklenmesi sonucunda ¢ok kiigiik hacimdeki hiicre stispansiyonunun
icerdigi canli hiicrelerin toma lami gibi bir hemositometre araciligiyla mikroskop
yardimiyla sayilmasi ile belirlenir. Eger hiicre siispansiyonundaki serum miktar1 %
1’den fazla ise bu metodun dogrulugu azalabilir [29]. Bu test kapsaminda olii
hiicrelerin hiicre zarlarinda bozulma meydana geldigi i¢in boyayi igine alarak mavi

renkte canli hiicrelerin ise seffaf olarak goriindiigii belirtilmektedir. JuLl ise standart
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tripan mavisi testini ve yar1 otomatik odaklanma teknolojisini kullanabilen, hiicre

sayimi i¢in tasarlanan bir cihazdir [30].

1.3.2 Hemouyumluluk

Kanla etkilesim deneyleri, kan veya kanin herhangi bir bileseni ile materyal
arasinda meydana gelen ve kan, doku veya organlar1 etkileyen etkilesimleri
incelemek maksadiyla yapilmaktadir. Bununla birlikte nano partikiiller, tedavi edici
ve goriintileme maddesi olarak kullanilir ve dogrudan damarlar ile etkilesim
halindedir [31]. Bu deneyler kapsamindaki hemouyumluluk testi, hemolitik
maddenin kanla temasiin eritrosit kaybi / hasar1 yapmast sonucu serbest plazma
hemoglobin seviyesinde meydana getirdigi artisin tespit edilmesidir. Bu amagla,

hemoglobin diizeyleri spektrofotometrik olarak kargilastirilir [32].

1.3.3 Antibakteriyel Aktivite

Giintimiizde insan viicudunda kullanabilecegimiz, aym zamanda giinliik
hayatta etkilesim iginde bulunabilecegimiz en ¢ok istenilen 6zelliklerden bir tanesi
malzemenin antibakteriyel dzellik tasiyip tasimamasidir. Antibakteriyel, bakterilerin
yasamasinin durdurulmasi veya iiremesinin Onlenmesi anlamina gelmektedir ve
bunun i¢in ¢esitli aktivite yontemleri bulunmaktadir. Antibakteriyeller, birgok
malzemeye kalite ve giliven kazandirmalari sebebiyle akademik ve endiistriyel
arastirmalarin ilgisini gekmektedir. Eger bir malzeme viicut igerisinde kullanlacaksa
herhangi bir iltihaplanmaya sebep olup olmayacag: antibakteriyel aktivite tayini ile
ongoriilebilir. Milkemmel antibakteriyel aktiviteyi bagarabilmek i¢in implant yiizeyi
modifiye edilebilen antibakteriyel malzemelerin gelistirilmesi onemli goriilmektedir.
Bu kapsamda yapilan polimerlerin gelistirilmesine iliskin ¢aligmalar, gerek akademik

gerekse endiistriyel uygulamalar yoniinden biiylik 6neme sahiptir [33].
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14 Literatiir Ozeti

Bu ¢alisma kapsaminda PVP ve Ganoderma lucidum’un kullanilmasiyla elde
edilen herhangi bir kompozit ¢alismasina literatiirde rastlanilmamistir. Asagida konu

ile alakal1 oldugu diisiiniilen ¢alismalarin kisa bir 6zeti verilmektedir.

Schlichting ve arkadaslari, biyouyumlu implantlar ile ilgili bir ¢alisma
yayinlamiglardir. Karigim implantlardaki biyouyumlulugun arttirilmas: ile ilgili
arastirmalarinda seramik pargaciklarin kullanimi {izerine yapilan deneysel ¢alismalar
anlatilmistir [34]. Punke ve arkadagslari ¢ok gozenekli yeni bir hidroksilapatite
(HA) seramiginin genis agik mastoid g¢ukurlarimi yok etmede kullamlabilirliligi
tizerine klinik caligmalar yapmislar ve nanokemigin hastalarin agik mastoid
oyuklarii yok etmede kullamlabilecek yeterlilikte bir materyal olup olmadigim
aragtirmuslardir [35]. Sionkowska ve arkadagslari yapay karaciger uygulamalar ile
ilgili alanda kollajen-kitosan matrikslerini gelistirdikleri bir ¢aligma yapmuslar ve
sonug olarak orta mekanik dayaniklilik, yiiksek biyouyumululuk ve hepatosit uyumu
gosterdiklerini  belirlemislerdir [36]. Gong J. ve arkadaslari, adsorban olarak
kullandiklar1 polistiren reginelerini divinilbenzeni ¢apraz baglayici olarak kullanarak
stispansiyon polimerizasyonu teknigi ile hazirlamislardir. Reginenin polarhigini
polimerizasyon sistemine metil metakrilat ya da metakrilat monomerleri ekleyerek
ayarlamislardir. Sentezlenen reginenin gozenek boyutunun ve ylizey alammn
adsorpsiyon prosesi iizerinde fazlasiyla etkili oldugunu belirtmislerdir [37]. Kazarian
ve arkadaslari, ibuprofen ilag hammaddesi, PVP K30 polimeri ile scCO2 ortaminda
islenerek film tabakasi halinde iiriin elde etmislerdir. Impregnasyon islemi sirasinda
IR bandlarindaki degisim in-stu yontemi ile anlik olarak gézlenmistir. Calismada
PVP'ye ait C=0 gruplariyla etkilesen ibuprofenin polimer matriks igerisinde
dagildign gozlenmistir. Raman ve IR spektroskopisinde elde edilen bulgularin
birbirini destekledigi belirtilmistir [38]. Liu X ve arkadaglari, PVP, poli (etilen
glikol) ile karsilastirilabilen umut verici bir zehirli boya yiizey degistiricisi olarak
goriilmektedir. Bu derlemede, PVP ile modifiye edilmis yiizeyler tasarlanmis ve
hazirlanmistir. PVP ile modifiye edilmis malzemelerin potansiyel biyomedikal
uygunlugu belirtilmistir [39]. Jin X ve arkadaslar1, kanser teshisi konulan hastalarda
Ganoderma lucidum mantarinin etkisini aragtirmiglardir. Caligma 16kosit hiicreleri ile

gerceklestirilmigtir. Meta-analiz sonuglari, G. lucidum ile birlikte kemoterapi ve
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radyoterapi  verilen hastalarin tek bagina kemoterapi / radyoterapi ile
karsilastirildiginda daha olumlu yamt verdigini gostermektedir [40]. Bao ve
arkadaslar, Ganoderma Iucidum’un sporlarindan kompleks bir glukana ait yapisal
ozellikleri tammlamaya ve fareler tizerinde yaptiklari ¢aligmalarla da bu glukana ait
bagisiklik diizenleyici aktiviteyi tespit etmeye caligmislardir. Sonugta pargalanmisg
polisakkaritin mono-, di- ve trisakkarit i¢erdigi sonucuna varmslardir [41]. Hsieh ve
arkadaslari, Ganoderma lucidum’un polisakkaritlerinin ~ farkli  ortamlardaki
olusumunu ve hiicre biiyiimesini anlamaya g¢alismiglardir. Bu ¢aligmada, ti¢ farkli
derisimde karbon, azot, fosfat, magnezyum kaynagi ve ¢Oziinmiis oksijen
kullanilmistir. Bu ¢alismada fermantasyondaki glukoz iyon degistirici kolona sahip
RI dedektorlii bir HPLC sistemi ile belirlenmistir [42]. Wang ve arkadaslari,
Ganoderma lucidum’daki alt1 triterpenoidin, ganoderik asit Co, B, AMi, K, H ve D
ve ilgili tiirlerinin, kantitatif belirlemesi i¢in ters-faz sivi kromatografisini
gelistirmislerdir. Calisma metodu, Ganoderma lucidum ve ilgili tirlerinin 36 farkli
orneginde triterpenoit bilegenlerinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in uygulanmustir.
Sonuglar, gelistirilmis metodun kalite kontrol metodu olarak kullanilabilirligini

gOstermigtir [43].

1.5 Amac ve Kapsam

Biyomateryaller, insan viicudunda doku ve 'organlarm islevlerini yerine
getirmek ya da desteklemek amaciyla kullamlan malzemelerdir ve dogal veya
sentetik formda bulunabilirler. Her malzemenin kendine 6zgli uygulama alam
mevcuttur. Biyomalzemeler genellikle viicut igerisinde kullamldigindan ve siirekli
temas halinde bulundugundan biyouyumluluklarinin oldukga yiiksek olmasi beklenir.
Biyomalzemeler ile temas eden hiicrelerin tepkileri ¢ok farkli olabilmektedir.
Hiicreler bazen biyomalzemeye karsi inflamatér olarak karsilik verirken bazen de
kendi dokusu gibi yanmit verebilmektedir. Biyouyumluluk seviyesi iyi olan PVP de
malzeme alaninda siklikla kullanilan polimerlerden bir tanesidir. Biitiin geleneksel
coziiciilerde ¢dziinebilmesi, hidrofobik ve hidrofilik yiizeylere egilimli olmas, film
olusturma kapasitesine sahip olmasi, yapistirici ve baglayici 6zelliklerinin bulunmasi
bakimindan PVP uygulamada avantaj saglar. Tagtyici polimer yapr i¢in endiistride de

yaygin olarak kullamlmaktadir. PVP, kimyasal yapisindan dolayr farmasotik aktif
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maddeler de dahil birgok madde ile kompleks olusturabilmektedir. Damardan
uygulandiginda viicut polimeri tamamen metabolize edemeyip yliksek molekiil
agirhgma sahip polimerik kisimlar viicutta kalabilmektedir ve bu problem agiz
yoluyla yapilan uygulamalarla ortadan kaldirilmaktadir.  Polivinilpirolidon
higroskopik ozellikte olan polimerdir. Bu 6zelligi uygulamaya gore fayda veya zarar
saglamaktadir. Higroskopik 6zelliginin ¢ozelti ya da siispansiyon halindeki diger
uygulamari {izerine herhangi bir etkisi bulunmamaktadir [16]. Ganoderma lucidum
ise tedavi ve beslenme icin yiiksek degere sahiptir. Ik Cin endiistriyel ilag iiretimi
calismalarinda aci bir tadinin oldugu fakat viicudu yapilandirici, hastaliklarin
onlenmesinde organlarin fonksiyonlarini  gelistirici ve yasami uzatmak da
giiclendirici rol oynadifi gozlenmistir. Ganoderma Ilucidum mantari yapisinda
baslica steroidleri, laktonlari, alkoloidleri, polisakkaritleri ve ftriterpenleri
bulundurmaktadir. Yetisme evresine ve ¢evresine bagl olarak bir ¢ok farkli tedavi

edici dzelliklere sahiptir [44].

Bu calismada farkli molekiiler agirliktaki PVP  polimerleri ile farkli
oranlardaki Ganoderma lucidum kullanilarak sentezlenen kompozitlerin saglikli
insanlarin lenfosit hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin bulunup
bulunmamasi ve antibakteriyel dzelliginin olup olmamast in vitro olarak farkh testler
uygulanarak arastinlmistir. Ayrica kompozitlerin kanda hemolize neden olup

olmadig belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

= Ganoderma lucidum

= Polivinilpirolidon (PVP)
= RPMI 1640 Besiyeri

= Fetal Bovin Serum

= Penisilin / Streptomisin
» Ficoll-Paque PLUS

= Tripan Mavisi

= MTS reaktifi

= Etil Alkol

= NaOH

= NaCl

S. aureus ATCC-6538
E. coli ATCC-8739

17



2.1.2

Calismada Kullamilan Cihazlar

Magnetik karigtiric
Analitik terazi

Saf su cihazi

pH metre

Sogutmali santrifiij
Biyogiivenlik kabini

Etiiv

Co2’li inkiibator

Su banyosu

Otoklav

Faz kontrast mikroskobu
Mikropipet seti
Mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre

Canl1 hiicre goriintiileyicisi
(JuLl)

Cift vidali mikro ekstruder
Spektrofotometre

X-ray diffraktometre cihazi
Buzdolab1 (+4° C)
Buzdolab1 (-20° C)

: Heidolph

: Denver Instrument

: Human Power |

: Hanna Instruments

: Hettich Rotina 380R
: Labconco

: Memmert

: Nuaire

: Elma Sonic

: Hirayama

: Olympus
: Eppendorf
: Thermo Scientific

: Nano Entek

: DSM Explore

: PerkinElmer Spektrum 100
: Analytical Phililps X’Pert-Pro

: Regal
: Altus
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2.2 Metot

2.2.1 Kompozitlerin Sentezi

Bu calismada, diisiik erime noktasina sahip olan PVP tercih edildigi igin
¢oziicli  ortaminda etkilestirme yontemi kullamilarak kompozitlerin  sentezi

yapilmistir.

Bu yontem ile kompozit sentezlemenin esasinda uygun bir ¢dziicii segimi yer
almaktadir. Calisma kapsaminda ¢oziicii olarak saf su kullanilmigtir. Tercih edilen
¢oziicii ile polimer ¢dziilmiistiir ve yine ayni ¢oziicti ile dolgu maddesi (mantar) (%1,
2.5, 5 ve 10) disperse edilmistir. Tablo 1°de kompozitlerin oranlar1 verilmistir. Farkli
erlenlerde olusturulan polimer ve mantar soliisyonlar: magnetik karistiricilarda belirli
bir siirede karistirilmistir. Mantar soliisyonu ultrasonik banyoda ve homojenizatdrde
tutulmustur ve tekrar magnetik karigtiriciya alinmistir. Polimer ¢oziildiikten ve
mantar disperse olduktan sonra polimer ¢6zeltisi mantar igerisine aktarilarak en az 24
saat siiresince magnetik karigtiricida bekletilmigtir. Ardindan ¢6zelti uygun petri
kabina alinmis ve ¢dziicii tamamen uzaklagincaya kadar ilk once vakumlu etiivde
daha sonra da etiivde bekletilmistir. Coziicli tamamen uzaklastiktan sonra film

seklindeki kompozitler elde edilmistir.

Tablo 2.1: PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin oranlar1.

Mantar  PVP
S S e ) C BRI R lg
N L W BT T e
T T T
e e BT
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2.2.2 Kompozitlerin Karakterizasyonu

Sentezlenmis  olan  film  geklindeki  biyouyumlu  kompozitlerin
karakterizasyonlar1 XRD, FTIR-ATR, SEM, Optik Temas Agis1 cihazlarn ile
yapilmistir.

2.2.2.1 XRD Analizleri

Kompozitlerin yapilari, XRD deseninin yogunlugundan, pozisyonundan ve
seklinden yola ¢ikilarak belirlenebilmektedir [45]. XRD analizleri, oda sicakliginda
Analytical Philips X ’Pert-Pro X-ray difraktometre cihaz1 ile A=1.54 nm dalga
boyunda bakir elektrot kullanilarak yapilmistir.

2.2.2.2 FTIR-ATR Analizleri

FTIR-ATR, kimyasal yapilarin karakterizasyonu i¢in kullanilan ydntemlerden
biridir. Kompozitlerin FTIR-ATR analizleri, Perkin Elmer Spektrum 100 model
Fourier transform infrared spektroskopisi ile 4000-650 cm™ dalga boylar1 arasinda

alinmastir.

2.2.2.3 SEM Analizleri

Sentezlenen biyokompozit ©rneklerinin morfolojik 6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir. SEM analizleri i¢in 6rnekler, karbon
bant iizerine yapigtirilmis kompozit malzemelerin 15 mA akim altinda 15 sn

stiresince tutularak, Au-Pd kaplanmasi ile hazirlanmigtir.
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2.2.2.4 Optik Temas Ac¢is1 Analizleri

Biyokompozit filmlerinin, polimerin ve mantarin temas agisi dlglimleri oda
sicakliginda  Attension Theta Lite cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ol¢iim

alinirken saf su kullanilmagtir.

2.2.3 Hemouyumluluk

Bu arastirmanm temel amaglarindan birisi de kan hiicrelerinin polimer ve
kompozitler ile etkilesime ugradiklarinda hemoliz olup olmadiklarimin tespit
edilmesidir. Motlag ve arkadaglarinin yontemi modifiye edilerek hemouyumluluk
testi gerceklestirilmistir [46]. Kompozit 6rnekleri esit boyutlarda olacak sekilde
hazirlanmistir. %0.9’luk 20 mL NaCl ¢ozeltisi i¢erisinde 400 pL antikogiilantl kan
seyreltilmistir. 2 mL’lik eppendorf tiipleri igerisine UV 1sik altinda steril edilmis
kompozit 6rnekleri konulmus ve tizerlerine 1 mL seyreltilen kandan ilave edilmistir.
200 pL antikogiilanth kan 10 mL steril ultra saf su igerisinde seyreltilerek igerisinden
1 mL almip ve bos bir tiipe eklenerek pozitif kontrol olarak belirlenmistir. Negatif
kontrol olarak belirlenen tiipe ise NaCl ¢ozeltisi i¢erisinde seyreltilmis olan kandan 1
mL eklenmistir ve igerisine kompozit konulmamustir. Hazirlanan tiim tiipler 37 °C’de
2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire bitiminde inkiibatorden alinan 6rnekler 1000
g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Supernant kismi alinarak 96 kuyucuklu plakanin her
bir kuyucuguna 200 pL olacak sekilde eklenmistir. 545 nm’de mikroplaka

okuyuculu spektrofotometrede absorbans dl¢timii yapilmigtir.
Asagidaki formiil kullanilarak % hemoliz orani hesaplanmustir;

Absorbans(test polimeri)— Absorbans (negatif kontrol )]

% Hemoliz = [ x100
[Absorbans (pozitif kontrol )]
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2.2.4 Hiicre Kiiltiirii Asamalari

2.2.4.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Hiicre kiiltiirii laboratuvari, deneye baslamadan dnce ve deney stiresince her
kullanimdan 6nce UV lamba ile sterilize edilmistir. Biyoglivenlik kabini, ¢alismaya
baslamadan &nce g¢aligtirilarak kiiltiir ortaminin sterilizasyonu saglanmigtir. Deney
siiresince kullanilan santrifiij tiipleri ve pipet uglari, 121 °C’de 20 dk (1.02 atm
basingta) otoklavda steril edilmistir. Caligma kabini, ¢alismaya baglamadan 6nce ve
sonra ¢amasir suyu ve % 70°lik etil alkol ile temizlenmistir. Disardan kabin igerisine
alinan steril durumdaki tiim materyaller % 70’lik etil alkol ile temizlenerek

kullanilmistir.

2.2.4.2 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak olan besiyerinin hazirlanmasindan 6nce -20 °C’de
muhafaza edilen fetal bovine serum (FBS) ve penisilin/streptomisin’in 37 °C’ye
ayarlanan ultrasonik banyoda ¢6ziinmesi saglanmistir. Besiyeri hazirlanmasinda
392.5 mL RPMI 1640 mediumun igerisine lenfositler igin biiylime faktorii
bulunduran 100 mL FBS ilave edilmistir. Bakteriyel kontaminasyonlara karsin 2.5
mL Penisilin/Streptomisin ve hiicre bolinmesini tesvik edecek olan 5 mL
Phtohemaglutinin besi ortamina eklenmigtir. Hazirlanan besiyeri +4 °C’de

saklanmigtir.

2.2.4.3 Kandan Lenfosit Hiicrelerinin Eldesi

Onceden hazirlanmis olan besiyeri 15 mL’lik falkonlara bsliinmiistiir. Kiiltiir
ortami igerisine goniillii ve saglikli bireylerden alinan kan 0.5 mL olacak sekilde
eklenmistir. Uzerlerine bir gece ncesinden UV 1g1k altinda bekletilerek sterilize
edilen esit boyutlardaki film kompozitler ilave edilmistir ve etiketlenerek CO2’li
inkiibatore kaldirilmistir. 24 saat sonunda kiiltiirler 10 mL steril serum fizyolojik

cozeltisi ile sulandirlmigtir. Daha sonra yeni etiketlenen temiz tiiplerin igerisine 2.5
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mL Ficoll-Paque konularak iizerlerine serum fizyolojik ile sulandirilmis olan kandan
eklenmistir. Bu islem, Ficoll-Paque ile kan karigmayacak sekilde yavasca
uygulanmustir. Ornekler 15 dk 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
orta fazda bulunan lenfositler dikkatli bir sekilde pipetlenerek yeni temiz tiiplere
almmstir. Temiz tiipe alinan lenfositler tekrar serum fizyolojik soliisyonu ile
yikandiktan sonra 10 dk 1500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifi
sonucunda supernatant kismi atilmistir ve pellet besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Gerekli

say1da hiicre thoma lami kullanilarak sayilmistir.

Hiicre sayimi i¢in hiicre siispansiyonundan ve tripan mavisinden 10’ar uL
alinarak bir eppendorf igerisinde iyice karigmasi saglanmistir. Thoma lami distile su
ve % 70’lik etil alkol ile temizlenmistir. Eppendorf igerisindeki kariggmdan 10 pL
alinarak thoma lamina koyulmustur ve mikroskopta dort alanda hiicre saymmi
yapilmustir. Belirlenen say1 sulandirma kat sayisi ile ¢arpilarak, 1 mL besiyerinde ne

kadar hiicre bulundugu hesaplanmistir.
Hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir:

Thoma sayma sonucu
4

x2x10*

Toplam canli hiicre sayis1 / mL =

2.2.5 Sitotoksisite Testleri

2.2.5.1 MTS Testi

Bu test (MTS Assay) tetrazolium maddesinin hiicre i¢inde renkli farmazon
{irliniine indirgenmesini temel alir. Bu degisimin metabolik olarak aktif olan
hiicrelerdeki mitokondriyal bir enzim olan dehidrogenaz enzimleri tarafindan iiretilen
NADPH veya NADH sayesinde gergeklestigi bilinmektedir. Tetrazolyum halkasinin
canli hiicrelerde pargalanmasi sonucunda sari bir rengi olan MTS, mavi-mor bir
renge doniismektedir. 490 nm’de alinan 6lgiim sonucunda tetazolyum orani ile canli

hiicre orani kiyaslanmaktadir.
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Esit boyutlardaki kompozitler petri kaplari igerisinde bir gece UV 151k altinda
bekletilerek sterilize edilmistir. Taze olarak izole edilen lenfositler her bir kompozit
tizerine 1 x 10* hiicre/mL olacak sekilde thoma lamu ile sayilarak eklenmistir. Negatif
kontrol olarak kullanilan lenfosit ¢dzeltisine hi¢bir kompozit ilave edilmemistir. Tim
ornekler ve kontrol gruplari 37 °C’de % 5°lik CO; ortaminda 3 giin inkiibe edilmistir.
24., 48. ve 72. saatlerin sonunda lenfosit hiicreleri 96 well plate igerisine her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Uzerlerine 20 pL MTS reaktifi
eklenmistir ve 4 saat inkiibasyon siiresinden sonra mikroplaka okuyuculu

spektrofotometre ile 490 nm’de 6l¢iim alinmagtir.

2.2.5.2 JuLI — Hiicre Yasamlihg: Testi

Tripan mavisi metodunu temel alan ‘JuLl — Hiicre Goriintiileyicisi’, hiicre
yasamliliginin tespiti i¢in gerceklestirilmisitir. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda
kompozitler ile inkiibe edilen lenfositlerden ve kontrol gruplarindan 10’ar pL
alinarak bir eppendorf igerisine aktarilmuistir. Uzerlerine % 0.4 tripan mavisi
eklenerek iyice karigmasi saglanmigtir. Daha sonra cihazin kendisine ait &zel hiicre
sayma aparatina hazirlanan karigim eklenmistir ve cihazm hiicre sayma modu
ayarlanmistir. Béylece her bir 6rnegin % canlilik orani ve hiicrelerin goriintiileri

belirlenmistir.

2.2.6 Antibakteriyel Aktivite

Aktivite tayini, disk difizyon metodu kullanilarak yapilmistir. Antibakteriyel
aktivite analizini gerceklestirebilmek i¢in gram-negatif Escherichia coli ve gram-
pozitif Staphylococcus aureus bakterileri kullanilmigtir. Stok kiiltiirler besiyerine
ekilerek {iiremeleri saglanmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon siiresinden sonra

bakteri kolonileri belirlenerek hesaplanmustir.

24




3. BULGULAR

3.1 Kompozitlerin Karakterizasyon Sonuglar:

PVP polimeri ve farkli oranlardaki Ganoderma Ilucidum dolgu maddesi
kullanilarak PVP/Ganoderma lucidum kompozitleri sentezlenmistir. Sentezlenen
kompozitler XRD, FTIR-ATR, SEM, Optik Temas Agis1 ile karakterize edilmistir.

Bu boliimde karakterizasyon analizlerinden elde edilen sonuglar yer almaktadir.

3.1.1 XRD Analiz Sonuglar:

PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin ve kullanilan saf PVP polimerinin
XRD desenleri de Sekil 3.1°de verilmigtir. Polimer ve dolgu maddesi
etkilestirildiginde, matriks igerisinde dolgu maddesi tamamen disperse olmus ise
XRD verilerinde dolgu maddesine ait karakteristik piklerin goriilmesi beklenir ve bu

pikler goz 6niinde bulundurularak kompozitlerin olusumu tartisilacaktir.

Sasiaaty AT i ATV g e kot TS vt

—— PVP G. lucidum 1% 2,50% —5% ——10%

Sekil 3.1: PVP ile hazirlanmig kompozitlerin XRD deseni.
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3.1.2 FTIR-ATR Analiz Sonuclar:

Ganoderma lucidum ve sentezlenen kompozitlere ait FTIR-ATR spektrumlari
sirast ile Sekil 3.2 ve 3.3’de verilmistir. Kompozitlerin FTIR-ATR analizleri

degerlendirilirken kullanilan polimerin spektrumu baz alinir. Orneklere ait

karakteristik pikler spektrumlar tizerinde belirtilmistir.

100.0 -
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Sekil 3.2: Genoderma lucidum un FTR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.3: PVP matriks ve PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin FTIR-
ATR spektrumu.

T
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3.1.3 SEM Analiz Sonuclari

Sekil 3.4’de Ganoderma lucidum’a ait, Sekil 3.5-3.8’de ise sentezlenmis olan

kompozitlere ait SEM goriintiileri verilmektedir.
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EHT=10.00kV  Signal A = SE1
WD = 8.5 mm Mag= 1.00KX

EHT=10.00kV  Signal A = SE1
WD = 9.5mm Mag= 5.00KX

Sekil 3.5: PVP/Genoderma lucidum (%1) kompozitinin SEM goriintiisii.
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EHT=1000kV  Signal A = SE1
WD = 9.6 mm Mag= 5.00KX

EHT=10.00kV  Signal A= SE1
WD = 95 mm Mag= 5.00KX

Sekil 3.7: PVP/Ganoderma lucidum (%5) kompozitinin SEM goriintlisii.




2pm EHT=10.00kV  Signal A= SE1
H WD = 9.5mm Mag= 5.00KX )

Sekil 3.8: PVP/Ganoderma lucidum (%10) kompozitinin SEM goriintiisii.

3.1.4 Optik Temas Ag¢isi1 Analiz Sonuglar:

Polimer ile PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin ( % 1, 2.5, 5 ve 10)
temas ag1s1 6l¢lim sonuglar1 Tablo 3.1°de verilmektedir. Sekil 3.9°da PVP’nin temas
agis1 olgiim fotografi Sekil 3.10°da da kompozitlerin goriintiileri sunulmustur. Saf
PVP ve kompozitler bulundurduklar1 yiizey gruplarina  gore farkli temas

acilar1 gostermistir.

Tablo 3.1: PVP ve kompozitlerin optik temas agis1 dl¢iim verileri.

Ornekler Temas A¢isi(°)
- PVP 73.87
PVP/Ganoderma lucidum (%1) 72.44
PVP/Ganoderma lucidum (%2.5) 78.41
PVP/Ganoderma lucidum (%5) 83.79
PVP/Ganoderma lucidum (%10) 94.07

30




Sekil 3.9: PVP’ye ait temas ag1s1 goriintiisii.

(a) W (b) L

() (d)

Sekil 3.10: PVP/Ganoderma lucidum (%]1) (a), PVP/Ganoderma lucidum
(%2,5) (b), PVP/Ganoderma lucidum (%5) (c) ve PVP/Ganoderma

lucidum (%10) (d) kompozitlerine ait temas agis1 fotograflar:.
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3.2 Sitotoksisite Test Sonuglar:

Bu c¢alisma kapsaminda sentezlenen = PVP/Ganoderma  lucidum
kompozitlerinin hiicrelerde toksik etki olusturup olusturmadigi MTS testi ve JuLIl

cihaz ile gergeklestirilen analizler ile arastirilmigtir.

3.2.1 MTS Testi Sonuglan

Sentezlenen kompozitler ile inkiibe edilen lenfosit hiicrelerinin belirli bir
inkiibasyon siiresinden sonra gergeklestirilen MTS testinin sonucunda 490 nm’de

verdikleri absorbans degerleri belirlenmistir.

3.2.1.1 Ganoderma Iucidum Konsantrasyonuna Goére MTS Testi

Sonuglari

Farkli konsantrasyonlardaki Ganoderma Lucidum dolgu maddelerinin MTS

testi sonucuna olan etkileri sekil 3.11, 3.12 ve 3.13’de verilmistir.

0,3000
fé 0,2500
=
< 0,2000
AN
-
=
& 0,1500
[+
-~
e 0,1000
2
< 0,0500
0,0000
Negatif PVP/ PVP/ PVP/ PVP/
Kontrol Ganoderma Ganoderma Ganoderma Ganoderma

lucidum % 1 lucidum %2.5 Tucidum % 5 lucidum % 10

Sekil 3.11: Kompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen

absorbans verileri.
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Sekil 3.12: Kompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen
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Sekil 3.13: Kompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen

absorbans verileri.
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3.2.2 Jull Hiicre Goériintiileyici Sonuglari

Sentezlenmis olan kompozitler ile inkiibe edilmis lenfosit hiicrelerinin %
canlilik oranlar1 JuLl analizi sonucunda elde edilen veriler ile belirlenmistir.
Kompozitlerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon periyotlarinin JuLI analizi verileri

Sekil 3.14°de verilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

NK PVP %1.0 %2.5 9%5.0 %10.0

PVP/G. PVP/G. PVP/G. PVP/G.
lucidum  [ucidum lucidum lucidum

m24h m48h m72h

Sekil 3.14: Kompozitlerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda JuLI
cihaziyla elde edilen % canlilik oranlar.

3.3 Hemouyumluluk Analizi Sonuclar:

Kompozitlere ve polimere ait hemouyumluluk degerleri Tablo 3.2’de

verilmistir.

Tablo 3.2: Kompozit 6rneklerinin hesaplanan % hemoliz degerleri.

PVP/ PVP/ PVP/ PVP/
Ganoderma Ganoderma Ganoderma Ganoderma
PVP i A : 5
lucidum lucidum lucidum lucidum
| (%1) (%2,5) (%5) (%10)
% Hemoliz 0.38 | 0.45 0.25 0.70 0.69
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3.3  Antibakteriyel Aktivite Sonuglarn

Kompozitlerin gram-negatif Escherichia coli ve gram-pozitif Staphylococcus
aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel aktiviteleri Sekil 3.15’de fotograflar ile
gosterilmistir. Kompozitlerin bu bakterilere karsi antibakteriyel 6zellik gosterdikleri

kolonilerin durumundan anlagilmaktadir.

E. coli

Kompozit

S. aureus

Kompozit

Sekil 3.15: PVP/Ganoderma lucidum (%1, 2.5, 5 ve 10) kompozitlerinin
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi

antibakteriyel aktiviteleri.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Kompozitlerin Karakterizasyon Sonuglari

4.1.1 PVP/Ganoderma lucidum Kompozitlerinin XRD Sonuclari

X-Isim1 Kirinim yontemi (XRD), her bir kristalin fazin kendine 6zgii atomik
dizilimlerine bagli olarak, X-isinlarin1 karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi
esasina dayanan bir yontemdir. Bu metot, analiz sirasinda numuneyi tahrip etmez ve
¢ok az miktardaki numunelerin dahi analizlerinin yapilmasina olanak verir.
Isin kinmnim  cihazi  ile kayaglarin, kristalin malzemelerin, ince filmlerin ve
polimerlerin nitel ve nicel incelemeleri yapilabilir. Kompozit olusumunu
XRD desenleriyle agiklamak i¢in matriks ve dolgu maddesinin XRD deseninden elde
edilen karakteristik piklerin degerlendirilmesi gerekmektedir. Kompozitlere ait XRD
desenlerinde hem polimer hem de dolgu maddesine ait karakteristik piklerin
yaninda farkli yeni piklerin gézlenmesi de olasidir. Sekil 3.1°de XRD deseni ve
elde edilen veriler gosterilmektedir. Sentezlenen kompozitlerin PVP ve mantar
partikiillerinden farkli yapilar oldugu gozlenmektedir. Malzemelerde meydana gelen
farklilagmanin sebebi de mantarin PVP’nin aralarina girmesidir. Turhan, Y.’de
yaptig1 bir caligmada aralanmig yapidaki nanokompozitlerin XRD deseninde
yeni bazal yansimalar ile piklerin olustugunu belirtmistir [47]. Bu ¢alismadaki XRD
desenlerinin kompozit olusumunu destekledigini sdyleyebiliriz. Kompozitlerin XRD
desenlerinin, polimerlerin XRD desenine benzemesi, eklenen dolgu maddesinin
polimer matriks igerisinde aglomera olmadan dagildigini gosterir. Bu desenlerde de
benzer durum s6z konusudur. (PVP) matriksi igerisinde, (Ganoderma lucidum)
dolgu maddesinin homojen bir sekilde dagilmasindan dolayr desende fakli pikler

goriilmemektedir.
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4.1.2 PVP/Ganoderma lucidum Kompozitlerinin FTIR-ATR Sonuglar:

FTIR-ATR spektrumu, sivi veya kati maddelerin i¢erdigi kimyasal baglarin
analizi amaciyla kullamlan bir karakterizasyon y&ntemidir. 650 em™ ile 4000
cm ! dalga boyu araliginda 6lglim yapan cihaz ile hizli ve yiiksek ¢oziiniirliikte
spektrumlar elde edilebilmektedir. FTIR-ATR spektrumu ile kimyasal bag analizi ve
s1v1 veya kat1 malzemelerdeki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi islemleri gergekles-
tirilmektedir. Polimerler, malzeme bilimleri, kimya ve seramik sektorlerinde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Sekil 3.2°de verilen Ganoderma lucidum Omegine ait FTIR-ATR
spektrumuna gore; literatiir incelendiginde, 3296 cm? de c¢ikan band N-H
fonksiyonel gruplarma ve triterpenlerdeki —OH gruplarma, 2922 cm™ de g¢ikan
bandlar CH3 ve CHy’nin asimetrik ve simetrik gerilmelerine, 1630 cm™ de ¢ikan
band C=0 amit karboniline ve 1147 cm™ de ¢ikan band protein ve karbohidratlardaki

—C-0 fonksiyonlarinin gerilmelerine ait oldugu goriilmistiir.

Kompozit olusumunun FTIR ile belirlenmesinde matriksin (polimer) IR
spektrumundaki kiigiik degisiklikler, titresimlerdeki birkag cm’! lik kaymalar kamt
olarak kabul edilmektedir. Bunun nedeni de matriksin ortamdaki miktarinin ¢ok fazla
olmas1 ve dolgu malzemesinin (mantar) ¢ok az olmasidir. Lineer polivinilpirolidon
numunesinin FTIR spektrum sonuglari ile mantar numunesinin spektrum
sonuglarinin aym oldugu, farkli pik gozlenmedigi bilinmektedir [16]. Sekil 3.3’de
verilen FTIR-ATR spektrumuna gore; PVP polimerine ait spektrum incelendiginde
3406 cm’de cikan bandin -OH gerilmesine (nemden kaynaklanan) ait oldugu
gozlenmektedir. PVP numunelerinin nem ¢ekici 6zelliginin oldugu bilinmektedir
[16]. Ayrica, 2952 cm™ CHj ve CH; gerilme titresimlerine (alifatik CH), 1646 cm™
C=0 amit karboniline (prolidon halkasi), 1460 cm’ CHs ve CH»
egilme titresimlerine ve 1286 cm™ de ¢ikan band C-N fonksiyonel gruplarmin
gerilme titresimlerine aittir. Kompozit olusumu ile bu bandlardaki kaymalar agik¢a

goriilmektedir.
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4.1.3 PVP/Ganoderma lucidum Kompozitlerinin SEM Analiz Sonuclari

Elektron mikroskoplar1 temelde, bir elektron kaynagindan salinan
elektronlarin numune ile etkilesimleri sonucunda elde edilen verilerin algilayicilar
tarafindan islenerek goriintii olusumunu saglar. Guniimiizde de SEM bir ¢ok alanda
goriintli ve numune analizi yapmak tizere kullanilmaya devam etmektedir [48].
Yiiksek ¢oziiniirlikte ve cesitli biiyiitmelerde goriinti alir. Bu ¢aligmada 10 kV
potansiyelde, cesitli biylitme degerlerinde Ganoderma lucidum ve kompozitlerin

morfolojileri arastirilmigtir.

Sekil 3.4’de, yaklasik 6000 biyiitme oranlarinda elde edilen mantar
orneklerine ait SEM fotografi goriilmektedir. Goriintliler mantarin kiiresel yapisini

dogrulamaktadir.

SEM goriintiileri, matriks igerisinde dolgu maddelerinin dagilimi hakkinda
kesin sonuglar vermektedir. PVP/Ganoderma lucidum (%1, 2.5, 5 ve 10)
kompozitlerine ait SEM goriintiileri Sekil 3.5-3.8°de verilmektedir. Fotograflardan
goriildiigi gibi, mantar PVP matriksinde homojen bir sekilde dagilmaktadir.
Goriintiideki aydinlik kiireler mantari, koyu bolgeler polimeri gostermektedir. Sonug
olarak PVP ve Ganoderma lucidum ile hazirlanan kompozitlerin SEM
goriintiilerinden dolgu maddesinin polimer iginde homojen bir sekilde dagildif:

goriilmektedir.

4.1.4 PVP/Ganoderma lucidum Kompozitlerinin Optik Temas Agisi

Sonuclary

Coziictiniin kati  pellet  lizerindeki davranigi sonucu temas agisi dlglilerek
hesaplanan ~ bir  yontemdir.  Sivinin kati pellet  ile  temas derecesi ©<90°
ise hidrofilik 6zellikte, ©>90" ise hidrofobik 6zellikte bir 6rnek oldugu tespit edilir.
PVP’ye ait optik temas agisi goriintiisii Sekil 3.9°da, sentezlenen kompozitlerin
yiizey Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen optik temas agilarinin
goriintiileri Sekil 3.10°da ve orneklerin temas agilarina ait veriler Tablo 3.1°de
verilmistir. Bu veriler incelendiginde dlgtimlerin 73,87 ile 94,07° arasinda degisiklik

gosterdigi gozlenmistir. Kompozitlere eklenen mantar oranmi arttifinda temas
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acilarinin da arttign gériilmistiir. Buna dayanarak da kompozitlerin saf PVP’ye gére
hidrofobikliginin arttig1 gozlenmistir. Hidrofobiklik, sentezlenen malzeme suda
hemen ¢oziinmeyip kolay dafilmayacafi igin yara ortli malzemesi olarak

kullanildi@inda istenilen bir 6zelliktir.

4.2  Kompozitlerin Sitotoksisite Sonuglary

Bu ¢aligmada, sentezlenen kompozitler goniillii ve saglikli bireylerden temin
edilen kandan izole edilerek elde edilen lenfosit hiicreleri ile belirlenen bir siire
araliginda muamele edilmistir. Boylece hiicre canlilig1 belirlenerek hiicrelerin yasam

periyodunda herhangi bir degisime ugrayip ugramadig: arastiriimigtir.

Sekil 3.11, 3.12 ve 3.13°de sentezlenen kompozitlerin lenfosit hiicreleri ile
olan inkiibasyon periyotlar1 sonrasinda gerceklestirilen MTS testi sonucunda
elde edilen absorbans verileri goriilmektedir. PVP/Ganoderma lucidum kompozitleri
ile muamele edilen hiicrelerde, tiim kompozitlerin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon periyodu sonucunda Ganoderma lucidum yiizde oranminin (%1, 2.5, 5 ve
10) artmasi ile dogru orantili olarak yasamliligin arttifi gézlenmistir. Ozellikle %2.5
ve %5 Ganoderma lucidum katkili kompozitlerin etkisi ile hiicrelerde canlilifin
onemli oranda devam ettigi goriilmiistir. Ornekler negatif kontrol ile
karsilastirildiginda, absorbans verilerinde ¢nemli bir artis goriilmektedir. PVP’nin
negatif kontrol ile hemen hemen ayni olan grafik degerine bakilarak gdstermis
oldugu az da olsa toksisitesinin mantar takviyesi ile giderildigi kompozitlerin
durumundan anlasilmaktadir. JuLl hiicre goriintiileyicisi ile yapilan % canlilik
verileri igin de benzer sonuglar elde edilmistir. Sekil 3.14’de sentezlenen
kompozitlerin inkiibasyon siiresinin devaminda JuLI hiicre goriintiileyicisi ile yapilan
test sonuclar1 verilmistir. Elde edilen verilere gore %1, %2.5, %5 ve %10 mantar
katkili kompozitlerin hiicre canliliginda anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmistir.
Calismada elde edilen sonuglar, kompozitlerin hiicrelere sitotoksik etkisinin
olmadigim  gostermistir.  Ayrica, PVP/Ganoderma Ilucidum kompozitlerinin
biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Bu ¢aligmada
ulagilan sonuglar literatiirde yer alan ¢aligmalar ile uygunluk gostermektedir.
Ornegin, Bojana D. ve arkadaslari ilag salimimi ve biyomalzeme iizerine yaptiklari

calismalarinda  fibroblast  hiicrelerini  kullanarak  sitotoksisite  deneyleri
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gerceklestirmislerdir. Kontrollii ilag salinimi alaninda kullanilmak tizere PVP katkili
hidrojel sentezlemislerdir. Aragtirma sonucunda PVP katkili hidrojel numunelerinin
fibroblast hiicrelerinde hiicre yasamlihigimi arttirdigini ve hiicrelerin biiylimesini
tesvik ettigini One stirmiiglerdir [49]. Priyadarshini ve Fawzy de giimiis
nanopartikiillerinin, antibakteriyel etkisini giiglendirmek amaciyla yaptiklari
calismalarinda PVP kaplamasi ile mezensimal kok hiicrelerinde MTS deneyleri
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar sekil, yiizey yiikii, partikiil boyutu gibi gesitli
faktorlerin giimiis nanopartikiillerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmistir.
Calismalar, gergeklestirilen MTS testine gore, PVP takviyesi ile mezensimal kok
hiicrelerinde 1.5 saatlik tedaviden 48 saat sonra >% 70 canlilik ile sonuglandigim
gostermistir. Nano-giimiis birlesimli PVP kaplamali antibiyotiklerin daha etkili olup
yakin gelecekte onemli terapdtik etkilere sahip olabilecegini dne siirmiislerdir [50].
Yi-Zhen Xie ve arkadaslari, Ganoderma lucidum'un, kanser hiicre ¢ogalmasmi ve
hiicre olimiinii etkileyip etkilemedigini analiz etmek amaciyla insan gogiis
karsinoma hiicrelerini  kullanarak sitotoksisite deneyleri gergeklestirmistir.
Ganoderma lucidum sporlarinin énceden hazirlanmis olan farkli ilag formlari, kanser
hiicrelerine 1 mg/mL konsantrasyonlarda ilave edilerek kiiltirler iki giin inkiibe
edilmistir. Mantar ile gergeklestirilen tedavi sonucuna gore, tiimor hiicrelerinin doku
kiiltiirii plakalarindan ayrilarak 6liimle sonuglandigi ve yapisik hiicrelerin de
cogalmasmin engellendigi belirtilmistir. Deneyler, Ganoderma lucidum'un Kanser
hiicrelerinde biiyiimeyi onleyici etkilerine, enzimatik ve fiziksel yontemlerle kirilan
mantar sporlarinin sebebiyet verdigini gostermistir. Bu sonuglar, tripan mavisi ve
MTT tahlili ile teyit edilmistir [51]. YT Chen ve arkadaslari’nin g¢alismalarinda,
Omphalia lapidescens’den saflagtirilan protein ve polivinilpirolidon (PVP)
kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi ile pPeOp sentezlenmistir. pPeOp'un insan
gastrik tiimor hiicrelerinde (MC-4 ve SGC-7901) ve normal hiicrelerde (MC-1) in
vitro antitiiméor aktivitesini degerlendirmek i¢in MTT testi ve FCM testi kullanilarak
hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler, hiicre canlilifi, hiicre 6lim hizi ve hiicre
apoptoz oranlari tahmin edilmistir. Deney sonuglari, PVP katkisiyla hazirlanan
materyalin tiimor hiicrelerinin hiicre yasayabilirligini konsantrasyona bagli bir
sekilde 6nemli Olgiide azaltabilecegini gostermis ve FCM tahlillerinde, pPeOp'un
apoptosise neden olan etkilerini belirten, tiimor hiicrelerinin hiicre 6lim hizinda ve
hiicre apoptoz hizinda belirgin bir artig gézlenmistir. Benzer sonuglar morfolojik

gozlemde de tespit edilmistir. Ayrica sonuglar, pPeOp'un her MC-1 hiicreleri
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tizerinde belirgin bir etkisinin olmadigini, buna dayanarak da pPeOp'un normal
hiicreler iizerinde toksik etkisinin olmadigimi gostermistir. Arastirmacilar, kanser
ozellikle de mide kanseri i¢in tedavide temel olusturabilecegini 6ne stirmiislerdir
[52]. Maykel Gonzélez-Torres ve arkadaslar1 da yaptiklari ¢alismalarinda radyasyona
bagli  kollajen-polivinilpirolidon-PEG  hidrojellerinin  biyolojik  aktivitesini
arastirmislardir. Gama radyasyonuna bagli bir Collagen-PVP-PEG hidrojellerini
sentezlemisler ve fibroblast hiicrelerinin yapisimi, morfolojisini ve hiicre
yasayabilirliini degerlendirmiglerdir. Hidrojellerin in vitro degerlendirmesi, C-PVP
haricinde tiim &rnekler i¢in kollajen varliginin hiicre yasayabilirligini azalttigim
gostermis ve kollajene PEG ve PVP eklendiginde, hiicre canliifimin kollajen

Ornegine gore arttig1 belirtilmistir [53].

43  Kompozitlerin Hemouyumluluk Testi Sonuglar:

Kompozit 6rneklerinin hemoliz testi sonucunda 545 nm’de elde edilen
absorbans verileri ile hesaplanan % Hemoliz oranlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.
Shanthini G. ve arkadaslari, malzemelerin neden olduklar1 hemoliz oranlarmi %
5’ten kiigiik ise olduk¢a hemouyumlu, % 10°a kadar hemouyumlu ve % 20’den fazla
ise hemouyumlu olmayanlar olarak nitelendirmislerdir [54]. Tablo 3.2°de ki verilere
bakildiginda tiim PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin % hemoliz degerleri %
5’ten kii¢iik oldugu i¢in hemouyumlu malzemeler sinifina dahil edilebilirler. Elde
edilen sonuglar literatiir incelendiginde daha once ki calismalar ile uyum
icerisindedir. Ciinkii PVP, biyomedikal uygulamalarda kullanilan ve toksik olmayan
bir polimerdir ve farmasétik ilaglarda, yara Ortlisii igin hidrojellerde ve kan
plazmasinin yerini tutmakta baglayici olarak kullanildig: bilinmektedir [55]. Ortama
mantar eklenmesinin polimerin bu 6zelliklerine herhangi bir zarar vermedigi,
hemoliz degerlerine bakildiginda da polimer gibi kompozitlerin de hemouyumlu
oldugu goriilmektedir. Bu durum sentezlenen kompozitlerin viicut igerisinde
kullanilabilecegini gdstermektedir. Yilmaz B. ve arkadaslari ¢alismalarinda farkli
molekiiler agrhifindaki PMMA polimerleri ile %1, 2.5 ve 5 oranlarindaki
hidroksiapatit nanopartikiillerini kullanarak PMMA/Nanohidroksiapatit
nanokompozit filmleri sentezlenmistir. Insan kam lenfosit hiicreleri ile sitotoksisite

ve hemouyumluluk testleri yapmustir. Biyouyumluluk ve hemouyumluluk
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analizlerini mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Caligma
bitiminde, polimerlerin molekiil agirliklarimin hemouyumlulugu etkilemedigi ve
sentezlenen tim PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitlerinin  oldukga

hemouyumlu oldugu sonucuna ulagilmistir [56].

4.4 Kompozitlerin Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Kompozitlerin bakterisit etkileri E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi test
edilmistir. Her iki bakteri tiiriine karst % 1 % 2.5, % 5 ve % 10 oranlarindaki
kompozitlerin antibakteriyel aktivite tayinleri $ekil 3.15°de gosterilmistir. Farkli
oranlardaki kompozitlerin iki bakteri tiiriiniin gelisimini engelledigi gdzlenmistir.
Kompozitlerin antibakteriyel aktivitesi artan Ganoderma lucidum orani ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Ozellikle E. coli bakterilerine karsi % 5 ve % 10
oranlarindaki kompozitlerin ¢ok daha etkili zon olusturduklar1 gézlenmistir. Jennifer
Quirés ve arkadaslari, 6nciil maddeler olarak giimiis, bakir nitratlar ve ¢inko asetat
ile polivinilpirolidon (PVP) nanofiberlerini kullanarak antimikrobiyal elektrospun
hazirlanmas: {izerine ¢alisma yapmiglardir. Giimiis nanopargaciklar ve ¢dziinmeyen
bakir ve ¢inko formlari, PVP kullamilarak kapak ajan olarak dagitilmigtir. PVP’nin,
dar capli dagilim gosteren diizgiin lifler olusturdugu gézlenmistir. Mor 6tesi 1ginlama
ile capraz baglama teknigi kullanilarak g¢oziinmeyen bir aga doniistiirilmistir.
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi etkinligi, koloni
olusturan birimlerin inhibisyonunu 6lgmek, metabolik canlilik ve zararli membranlar
icin floresan problarla isaretleyerek farkli metal yiiklemeleri igin test edilmistir.
Calisma sonucunda, giimiis yiiklii fiberler i¢in mikroorganizmalar {izerinde gliglii bir
inhibisyona isaret ettigi belirtilmistir. Bakir ve ¢inko yiiklii malzemelerin daha az
etkinlik gostermesine ragmen metabolik aktiviteyi ve hiicre canhilifmi azalttii

gbzlenmigtir [57].
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5. SONUC VE ONERILER

1. XRD desenleri, Temas Agis1 ve SEM goriintiileri, Ganoderma lucidum
partikiillerinin PVP polimeri igerisinde homojen bir sekilde disperse oldugunu ve

kompozit olusumunun meydana geldigini gostermektedir.

2. FTIR-ATR cihazindan elde edilen kompozitlere ait spektrumlar
Ganoderma lucidum * un IR spektrumu ile kiyaslandiginda matriks ile dolgu maddesi
arasinda bir etkilesme oldugu yeni piklerin olusumu ve bazi bantlardaki kaymalardan

gbzlenmistir.

3. PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin % hemoliz degerleri % 5’ten
kiiciiktiir. Buna bagli olarak bu caligmada sentezlenen tiim kompozitler olduk¢a

hemouyumlu materyaller sinifina dahil edilebilirler.

4. In vitro olarak degerlendirdigimiz bu c¢aligmada PVP polimerinin
kullanildig1 PVP/Ganoderma lucidum kompozitlerinin biyouyumlu oldugu ve kiiltiir

ortamindaki hiicrelerde hi¢bir toksik etkisinin bulunmadig1 sonucuna ulagilmastir.

5. Antibakteriyel aktive sonucuna gore kompozitlerin bakteriler lizerindeki
etkileri olusturduklar1 zonlar ile belirlenmistir. E. coli bakterisi lizerinde daha etkili

oldugu gozlenmistir.
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