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OZET

POLIKATYONIK HiDROJELLERIN SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
ANTIMIKROBIYAL ETKILERINIiN iINCELENMESI

Arzu PALANTOKEN

Kimya Mihendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Sabriye PiSKIN
Es Danisman: Prof. Dr. Tarik EREN

Gunlmuzde saglik problemlerinin dnemli bir kismini enfeksiyonlar olusturmaktadir. Bu
nedenle yeni antimikrobiyal malzemelerin sentezlenmesi igin ¢ok cesitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Ayrica, bu malzemelerin modifikasyonunda, antimikrobiyal 6zellik
gosteren ancak distk toksisiteye sahip malzemelerin sentezi 6nem kazanmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, iki farkh Uretim yontemine goére hidrojel gruplari
belirlenmistir. Birinci grup hidrojel formilasyonunda, ROMP esash katyonik polimer
kullanilmistir. Su bazh hidrojeller, serbest radikal polimerizasyon yontemi kullanilarak
Akrilamid (AAm), N’'N’ Metilenbisakrilamid (BAAm), Polietilen glikol diakrilat (PEGDA)
ve Halka Acgilma Metatez Polimerizasyonu (ROMP) polimerlerinin farkli oranlarda
karistirilmasi ile elde edilmislerdir.

ikinci grup hidrojellerin {retiminde, antimikrobiyal o6zellik gdsteren katyonik
Polietilenimin (PEI) ve glimUs nitrat (AgNOz) kullaniimis ve sinerjistik (cift yonla) etkileri
incelenmistir. Bu c¢alismanin ilk boéliminde PEl, UV ile kirlesebilen vyapiya
donistiridlerek metil iyodir ile katyonik gruplar elde edilmistir. Hidrojeller,
fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak UV ile kiirlesebilen PEI, AgNOs;, AAm ve
BAAmM’in belli formilasyonlarda kullanilmasi ile UV baslatici varliginda hazirlanmistir.

Sentezlenen hidrojellerin karakterizasyonlari, antimikrobiyal etkinlik ve in vitro
toksisite calismalari yapilarak gergeklestirilmistir.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
ANTIMICROBIAL EFFECT OF POLYCATIONIC HYDROGELS

Arzu PALANTOKEN

Department of Chemical Engineering

Ph.D. Thesis

Adviser: Prof. Dr.Sabriye PiSKIN
Co-Adviser: Prof. Dr. Tarik EREN

Nowadays infections constitute a significant portion of health problems. Therefore,
there have been several studies on the synthesis of new antibacterial materials.
Moreover, in modification of these materials, low toxicity and high antibacterial
properties gain importance for the synthesis of materials.

The scope of this study, the hydrogel groups were determined according to two
different manufacturing methods. In the first method, ROMP based cationic polymer
was used in hydrogel formulation. Water based hydrogels were synthesized by free
radical polymerization method including AAm, BAAm, PEGDA and ROMP polymers
with different amounts. Antimicrobial cationic PEl and AgNOs were used for the
investigation of synergistic (two sided) effects in second group hydrogels production.

In the first part of this study, polyethyleneimine (PEI) was converted into a structure
capable of curing UV PEI, cationic groups are obtained with methyl iodide.

Hydrogels were prepared by photopolymerization method with using UV-curable
cationic polyethyleneimine, AgNO3;, AAm and BAAm in the presence of UV initiator.

Antimicrobial activity and in vitro toxicity studies were performed for characterization
of the synthesized hydrogels.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

insan viicudunda bununan bakteri sayisi, insan hiicresi sayisinin on kati kadardir.
Bunlarin blyik bir cogunlugu bagisiklik sisteminin koruyucu etkisiyle zararsiz
kilinmustir. Ayrica bakterilerin bir kismi yararh (probiyotik) olsalar da, bir kismi patojen
olup enfeksiyon hastaliklarina neden olmaktadirlar. Bu enfeksiyonlarin olusturdugu
hastaliklar ise glinimiizde 6nemli bir saghk problemi olusturmus ve insan olimleri igin

de yaygin bir neden haline gelmistir [1].

Enfeksiyonlara yol agan mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi da
bakteri ve enfeksiyonlara karsi micadelede biylik bir problem olusturmaktadir. Bu
artisin devam etmesi tim diinyada, saglk harcamalarina, basarisiz tedavilere ve
Olimlere neden olmaktadir. Arastirma sonuglarina gore, Avrupa Birligi'nde yillik,
antibiyotik direncli bakteriyel enfeksiyonlardan kaynaklanan 6lim sayisinin 25.000 kisi
Uzerinde oldugu tespit edilmistir [2]. Hastane enfeksiyonlarindan kaynaklanan
Olimlerin ise yilda 5 milyar dolardan fazla ekonomik maliyeti oldugu tahmin
edilmektedir [3]. Bu nedenle, AB toplulugu arastirma faaliyetleri ve tim AB Uye
Devletleri’'nin oybirligi ile enfeksiyonlar ve antibakteriyel direng, ortak strateji
gerektiren biyilk bir uluslararasi sorun olarak kabul edilmistir "Mikrobiyal Tehdit"
Avrupa Birligi Konferansi, Eyliil 1998, 1, Kopenhag Oneriler Raporu" [4, 5]. Buna bagli
olarak gelistirilen "Antimikrobiyal ila¢ Direnci" stratejisinin hedefi; multidisipliner bir
yaklasim ile Avrupa ve diinyanin geri kalaninda, mikrobiyal ila¢ direnci patojenlerini

kontrol etmek ve onlarla miicadeleyi saglamaktir. Ancak genel hijyen standartlari ¢ok


http://tr.wikipedia.org/wiki/Probiyotik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen_bakteriler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen_bakteriler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enfeksiy%C3%B6z_hastal%C4%B1k

duslktir, ozellikle kateter, tibbi cihazlar ve implant kullanan hastalarda enfeksiyonlara
ve yiksek 6lim oranlarina rastlanmaktadir. Diinyada, 50000’den fazla hastayi 6ldiren
sekonder enfeksiyonlar, yilda 500 milyondan fazla kullanilan implant malzemeler
sayesinde bulasmaktadir [6]. Bu nedenle antimikrobiyal malzemeler ve ylizey
uygulamalarinin gelistirilmesi, saglk ve biyomedikal cihaz sanayi, gida sanayi ve kisisel
hijyen sektoriinde o6nem kazanmistir [7-10]. AMP'ler, glimis iyonlari, ya da
polikatyonik gruplar gibi maddeler, emprenye (emdirme) yontemi ile malzeme
ylizeyine antimikrobiyal 6zellikler kazandirabilmektedir [11, 12]. Ornegin; giimiis,
antimikrobiyal amonyum bilesikleri, antibiyotikler, aktif klorin veya triklosan gibi biyosit
yukli yizeyler, mikrobiyal enfeksiyonlarin yayilmasini inhibe etmek igin alternatif bir

yoldur [13].

Gumislin antimikrobiyal aktivitesi ylzyillardir bilinmektedir. Toksik olmayan ve glivenli
bir inorganik antibakteriyal madde olan gimius, biyolojik uygulamalarda genis bir
kullanima sahiptir. Antifungal, antibiyotiklere karsi direngli bakteriler igin,
enfeksiyonlarin 6nlenmesi, yara iyilestirme ve anti-inflamatuar gibi kullanma alanlar

yer almaktadir [14-17].

Gumislin antimikrobiyal etkinlik mekanizmasi; bakteri hicrelerinin  solunum
enzimlerinde bulunan tiyol gruplariyla etkilesmesiyle agiklanmaktadir [18]. Bu, tiyoller,
karboksilatlar, amidler, imidazoller, indoller, hidroksiller gibi elektron verici gruplari

koordine eden DNA ve hiicresel enzimlerini devre disi birakmaktadir [19, 20].

Literatirde gimisin antimikrobiyal aktivitesinden faydalanan pek cok calisma yer
almaktadir. Ornegin, Ag nanopartikiil iceren hidrojeller, akrilamit ve bisakrilamidin UV
istkla uyarilmis kopolimerizasyonu sirasinda stabilize edici madde olarak sitrat
molekillerinin varliginda giimis nitratin indirgenmesi yoluyla basaril bir sekilde
hazirlanmistir [21]. Iyi disperse olmus Ag NP iceren bu hidrojeller énemli bir

antibakteriyal aktivite gostermislerdir.

Santamaria ve arkadaslari, gozenek duvarlarina bagh giimis nanopartikilleri ile
beraber, gozenekler lzerinde adsorbe olan perasetik asit ile gozenekli silis tarafindan
saglanan sinerjistik bir bakterisidal hareket ile nano yapili tasiyiciyr serbest birakan

uzun siireli bir antimikrobiyal etkiyi saglamislardir [14]. Gim{s iyonlari ve gimis bazl



bilesiklerin, bakteri hiicre duvarinda gecirgenligin artmasi ve hiicre 6limine yol acan
cukurluklari olusturdugu c¢ok iyi bilinmektedir [22-24]. Ancak etkin bir antimikrobiyal
Ozellige sahip olmasina karsin zamanla ylizeyden salim yapmasi ile bu 6zellik giderek

yok olmaktadir.

Uzun sireli aktif o6zellik gdsteren, ylzeyden salim yapmayan molekillerin sentezi ve
uygulanmasi 6nemli ¢alismalarin basinda gelmektedir. Bu kapsamda dogal ve sentetik
polimerler antimikrobiyal malzeme gelistirilmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Ayrica,
kuaterner amonyum ve fosfonyum, tersiyer siilfonyum ve guanidinyum fonksiyonlarina
sahip polikatyonik antimikrobiyal polimerler, antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi i¢in
umut verici adaylardir [8, 25]. Genel olarak mikrobiyal hiicreler, ylizey de negatif bir
net ylke sahiptirler. Bu nedenle, polikatyonlarin ¢ekilmesi ve bir amfifilik karaktere
sahip olmasi durumunda, dis zari bozarak hiicre 6limu ile sonuglanan hiicre lisizine

(htcrenin erimesine) neden oldugu belirtilmistir [26, 27].

Literatlirde bildirilmis bircok calisma bulunmasina ragmen, yizeye bagh katyonik
polimerlerin antibakteriyel etki mekanizmasinin net bir agiklamasi heniz
bulunmamaktadir [28]. Onerilen mekanizmalardan birine gére; yiizeye bagl katyonik
polimerin, sitoplazmik membranda hasara neden olmasi igin hiicre duvarina yeterli
sirede nifus ettirilmesi gerekmektedir [11, 29, 30]. Diger bir hipotezde ise, hiicre
biyomembranlari icindeki polikatyonlarin pozitif yikler ve yapisal acidan énemli mobil
katyonlar (Ca** ve Mg2+) arasindaki iyon degisimini iceren mekanizmayi 6ngérmektedir

[31].

PEl'ler gen terapisinde iletim vektorleri ve kanitlanmis antimikrobiyel etkisi ile bircok
uygulamada kullanilabilir bulunan, katyonik polimerlerdir. Ornek olarak; yardimci
madde, flokiilant, kenetleme monomeri, anyon degistirme, elektrolitler ile kullanim ve
atiksu aritimi gibi kullanimlari verilebilir [32, 33]. Bakteriyel hiicre zarlarinin
parcalanmasinda da etkili olan PEl tirevleri, cihaz ve vylzeylerin antimikrobiyel

kaplamasi i¢in onerilmistir [29, 34-38].

Klibanov ve arkadaslari, mikrobiyel yizey kaplamalari olusturmak icin yeni bir strateji
onermiglerdir. Bu strateji, Gram-pozitif (S.aureus) ve Gram-negatif (E.coli) bakterilere

karsi, yizey uzerindeki canli bakteri sayisinda 10° kat azalmaya kadar énemli bir



antibakteriyel etkiye sahip N-heksil, metil-polietilenimin temelli uzun hidrofobik
polikatyonik zincirler ile kovalent bir kaplamayi igermektedir. Olusturulan N-alkil-
PEI'nin bakterileri oldiirirken memeli (maymun bobregi) hicreleri icin de zararsiz
oldugu belirlenmistir [34]. Domb ve Weiss ise ¢alismalarinda, alkilasyon derecesinin ve
kuaterner amonyum PEI nanopartikillerinin N-metilasyonunun, reaktifin antibakteriyel

aktivitesinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir [36].

Antimikrobiyal maddelerin sollisyon ve kati ylizeyde etkinliklerinin yani sira hidrojel
formilasyonunda kullanilmasi calismalari da devam etmektedir. Hidrojeller,
antimikrobiyal malzeme muhendisligi icin oldukga kullanish bir baslangi¢ noktasidir. Bu
nedenle bu biyomalzemeler, ilag ve biyomedikal mihendisliginin farkli alanlarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir [39]. Potansiyel uygulamalari; yara bandajlari, tibbi
cihazlarda kaplama malzemesi ve yenileyici tip uygulamalarini icermektedir. Ayni
zamanda, temizleyiciler ve dezenfektanlar olarak kisisel bakim trinlerinin kullaniminda

da kullanilabilmektedirler.

Koh ve arkadaslari, N, N'-metilenbisakrilamid varliginda bir redoks baslatici sistemi ile
serbest radikal polimerizasyonu kullanarak, pluronik ve poli(akrilamit)’den olusan yari-
ic ice gecmis ag hidrojellerini sentezlemislerdir. Bu c¢alismada hidrojeller, sodyum
borhidririn glimis nitrati indirgemesi yolu ile glimls nanopartikilleri Gretmek igin
taslyici sistem olarak gérev yapmistir. Antimikrobiyal PEI kapli gimls nanopartikiiller,
istikrarli bir kolloidal dispersiyonda sentezlenmis, S.aureus ve Klebsiella pneumoniae
karsi iyi bir antibakteriyel aktivite gostemistir [40]. Ag nanopartikilleri iceren cok
katmanli PEI'nin iyi salim ve temasla bakteri suslarina karsi oldirme ozelligi ile
aciklanmistir [37]. Disk diflizyon ve solisyon testi, Ag nanopartikil yliklenmesinin,

temas halinde 6ldiirme 6zelligini gelistirmis oldugunu desteklemektedir.

ROMP, disik agirlik dagilimlari (PDI) ve kontrolli bir molekdl agirhg ile iyi tanimlanmis
makromolekiiler maddelerin sentezlenmesi icin genis c¢apta uygulanabilir bir
yontemdir. Ozellikle Tew ve arkadaslari, ROMP mekanizmasi ile sentezledikleri yiiksek
secicilik gosteren antimikrobiyal polimerler ile molekiler vyapi kiti yaklasimi
olusturmuslardir. Calismalarinda amfifilik oksanorbornen tiirevi monomerlerin bircok

farkli cesit sentezini gerceklestirmislerdir [41].



Eren ve arkadaglari, yan zincir farkli kuaterner piridinyum tuzlari ile amfifilik
polinorbornen sentezlemislerdir. Cesitli alkil yan zincirleri ile bu polimerlerin
antibakteriyel verimliligi blylime inhibisyon deneyleri ile belirlenmistir. Yan zincirde
daha uzun alkil zincirinin bulunmasiyla, bu polimerlerin toksisite ve etkinliginin arttig

gosterilmistir [42].

Amin tuzlarinin polinorbornen tiirevleri sentezlenmis ve aktivite degerlerinin 6l¢imi
ise ilker ve arkadaslarinin yaptigi calismalar ile belirlenmistir. Polimer zincirlerinin
Uzerinde hidrofobik yapinin artisina bagh olarak antibakteriyel ve toksik 6zelliklerin

arttigi goérulmustir [26].

Sonuc olarak, enfeksiyon problemlerinin Ustesinden gelen, biyosidal malzemelerin
Uretimi icin pek c¢ok alternatif yaklasimlar kullaniimaktadir. Yapilan c¢alismalarda,
materyal ylzeylerinin kaplandigi, patojenik ve antibiyotik direngli suslari da iceren, su
ve hava bazl bakteri ve mantarlarla temas ettiginde kalici antimikrobiyal etkiye sahip

cesitli polimerik maddeler incelenmistir [6, 29, 43-46].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez galismasinin amaci, segici 6zellik gosteren (toksik ve yan etkisi bulunmayan),
bunun yani sira genis spektrumlu, mantar (fungi), maya (yeast), Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteri gibi zararli mikroorganizmalari etkili bir sekilde yok edebilen yeni

malzemelerin (hidrojellerin) sentezlenmesidir.

Tez calismasinin diger bir amaci ise literatlirde ilk defa yer alacak sentezlenmis
polimerlerin, antibakteriyel vyizeylerde kullanilabilmesini amaclayan hidrojel

sistemlerinin olusturulmasi ve uygulamasinin incelenmesidir.

1.3 Hipotez

Literatlr arastirmalari sonucunda, artan bakteri ve azalan antibiyotik direnci nedeniyle
antibakteriyel yuzeylerin gelistiriimesine ihtiyac oldugu gorilmuistir. Bu kapsamda
gelistirilen antibakteriyel malzemelerin baslica 0Ozellikleri; genis spektruma sahip
olmasi, uzun siire ortam sartlarina dayanikli olmasi, ucuz olmasi ve o6zellikle viicut

icerisinde kullanilan implant malzemelerin ya da bandaj, yara bandi gibi malzemelerin



toksik ozellik gostermemesidir [47]. Bu kapsamda o6zellikle viris ve bakterilere karsi

miucadelede bir¢ok antibakteriyel malzemeler gelismekte ve kullaniilmaktadir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen birinci grup calismada, norbornen monomerlerlerinin
ROMP ile olusturulan sentetik katyonik polimerlerin ylzeyde antibakteriyel etkinliginin
incelenmesi amaglanmaktadir. Polinorbornen tiirevlerinin, ¢ozelti iginde yogun bir
sekilde galisilirken, bu polimerlerle kaplanan ylzeylerin ¢ok iyi bilinen antibakteriyel
aktiviteleri sinirhdir.  Ayrica, c¢Ozelti icinde ve vyiizey Uzerindeki bakterisidal

etkinliklerinin karsilastirilmasi eksiktir.

Projede sentezlenen cift ylike sahip ROMP polimerleri, hidrojel formilasyonunda
kullanilmistir.  Cift yUkli polimerin, 0zellikle negatif yukli bakteri ceperi ile
etkilesmesinin daha fazla olacagl, sonug itibari ile bakteri hiicre g¢eperinin yapisini

etkileyerek bakterinin 6liimiine sebep olacagl 6ngorilmustiir.

Tez kapsaminda planlanmis ikinci grup c¢alismada, UV ile kirlesebilen katyonik
polietilenimin ile icerisinde gomili olarak AgNOs iceren, kuvvetli ve cift yonli
antibakteriyel etkinlik gosteren hidrojel Uretimi gerceklestirmektir. Calismanin ilk
boélimiinde, polietilenimin (PEI), omurgasindaki metakrilik islevini gelistirmek igin 3-
(akriloiloksi)-2-hidroksipropil metakrilat (ACOM) ile reaksiyona sokulmustur. UV ile
kiirlesebilen PEI, ayrica metil iyodir ile birlikte N-metilasyon yoluyla kuaternize
edilmistir. Yeni modifiye edilmis, UV ile kurlesebilen katyonik PEI/AgNOs; temelli
hidrojellerin hazirlanmasi fotopolimerizasyon teknigi ile gerceklestirilmistir. Hazirlanan
hidrojellerin Gram-pozitif insan patojenleri (Staphylococcus aureus) ve Gram-negatif
bakterileri (E.coli) 6ldlrebilen antimikrobiyal 6zelliklere sahip olacagi distintilmektedir.
Antimikrobiyal ozellikler, bakteri hiicrelerinin sulu slispansiyonlarinin yiizeylere
puskirtilmesi, bunu takiben hava ile kurutma ve yasayabilen hiicrelerin sayilmasi
(baylyen koloni yetenegine sahip) ile degerlendirilecektir. Elde edilen hidrojel
ylzeyleri, jel formulasyonu icindeki UV ile kirlesebilen katyonik polietilenimin (Quy-
PEI) icerigine bagli olarak, hidrojel ylizeyine puskirtilen E.coli ve S. aureus hiicrelerinin
blyidk bir %'sini oldirecegi beklenmektedir. Ayrica antimikrobiyal etkinligin, biyosidal
Quv-PEl ve hidrojelden serbest birakilan Ag”* iyonlarinin ayarlanmasi ile gerceklesecegi

tasarlanmistir. Bu kapsamda elde edilecek hidrojele, Ag" iyonlari salimi ile



antimikrobiyal etkinlik gostermesinin yanisira Quy-PEl ile de yiizeyde etkinlik gdsteren
cift yonlu bir 6zellik kazandirilacaktir. Hidrojellerin in vitro hiicre toksikoloji calismalari
yapilarak malzemelerin toksik o6zellikleri hakkinda bilgi elde edilecektir. Bilgisayar
programi ile yapilacak éngorili toksikoloji tahmin ¢alismasinin in vitro hiicre toksisite

calismalarina oncilik yapmasi planlanmaktadir.

Bu gruptaki hidrojellerin, biyomedikal ve genel kullanim uygulamalarinda, ¢ok ¢esitli
antimikrobiyal malzeme olarak potansiyel kullanima sahip olacag tasarlanmistir. PEI
esasli hidrojellere Ag nanopartikillerinin dahil edilmesi, sadece yapisan bakterilere
karsi antimikrobiyal dzelligi arttirmayacak ayrica, Ag/Ag"”’nin, cevreye uzun siireli salim
ile slispansiyon kiltiriinde bulunan bakterilerin bliyimesinin inhibisyonuna neden

olmasi bakimindan 6zglin bir ¢alisma olacaktir.

Sonuc olarak, ilk defa cift ylike sahip katyonik esasli antimikrobiyal 6zellik gosteren
ROMP polimer iceren hidrojeller ile katyonik polimer PEI/AgNOs temelli hidrojellerin
sentezlenmesi, antimikrobiyal etkinlik ve hiicre toksikoloji 6zelliklerinin incelenmesi

tezin 6zglin bir ¢alisma olmasini saglamaktadir.



BOLUM 2

BAKTERILER ve ENFEKSIYON

2.1 Bakteriler

Bakteri, tek hicreli mikroorganizma grubudur. Tipik olarak birka¢ mikrometre
uzunlugunda olan bakterilerin, kiresel, spiral ve c¢ubuksu gibi farkli sekilleri
bulunmaktadir. Yerytziindeki her ortamda bakteriler mevcuttur. Sekil 2.1’de Gram-
pozitif bakterinin hiicre yapisi goriilmektedir.

Kapsiil

Huicre duvari
Plazma zari

Sitoplazma

Ribozomlar
Plazmid

Pili

Bakteriyel kamci
DNA {Niikleoid)

Sekil 2. 1 Gram pozitif prokaryot hiicre yapisi [48].

insan viicudunda bulunan bakteri sayisi, insan hiicresi sayisinin on kati kadardir.
Ozellikle deride ve sindirim yolu icinde cok sayida bakteri bulunmaktadir [49]. Bunlarin

cok biyuk bir cogunlugu bagisiklik sisteminin koruyucu etkisiyle zararsiz kiinmis, ayrica


http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikrometre
http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%BCre
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0nsan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Deri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sindirim_yolu
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ba%C4%9F%C4%B1%C5%9F%C4%B1kl%C4%B1k_sistemi

bir kismi da yararli (probiyotik) olsalar da, bazilari patojen bakterilerdir ve enfeksiyona

neden olurlar.

Bakterilerin yapisinda, hiicre zari ve onun Uzerinde protein, lipit ve polisakkarit
molekdillerinden yapilmis seliiloz icermeyen bir hiicre duvari mevcuttur (Sekil 2.1) [50].
Bakteriler sekillerine, oksijen ihtiyaglarina, Gram boyasi ile boyanma 0zelligine ve
beslenme sekline gore gruplandirilmaktadir. Ayrica Gram-pozitif ve Gram-negatif
olmak Gzere iki ¢ceside ayrilmistir. Gram-pozitif bakterilerde duvar kalin gosterisli iken,
Gram-negatif’'lerde ince ve lipopolisakkaritten olusmus bir dis zar ile kaphdir (Sekil 2.2).
Gram-negatif ceperde bulunan lipopolisakkaritler insan ve hayvanlara karsi zehirli bir

etki gosterdigi icin endotoksin adi verilmistir.

Gram pozitif

Plazma zari

Periplazmik
bogluk

Peptidoglikan

Plazma zari

Periplazmik
bosluk

Peptidoglikan

Chg zar

liponolisakkarid
ve protein

Gram negatif

Sekil 2. 2 Gram pozitif ve negatif bakterilerin farklh hiicre duvari yapilari [51].

Hiicre zarinin secici gecirgen olmasini saglayan, biyolojik membranlarin en 6nemli
bilesenlerinden olan fosfolipitler gliserol alkoliin ve daha kompleks bir alkol olan
sfingozinin tlrevleridirler. Gliserolden tiretilen fosfolipitlere fosfogliserid adi verilir
[52].

Fosfolipitler notral, asidik ve bazik olmak Uzere lic ana katagoriye ayrilmaktadirlar.

Fosfolipitler polar ve iyonik yapida olup yag asitleri gibi amfipatiktirler yani hidrofilik bir

bas (fosfat gurubu ve ona bagli olan serin, etanolamin, kolin gibi) ve uzun hidrofobik
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kuyruga sahiptirler. Gliserofosfolipitler ve sfingozin igeren sfingomyelin hiicre zarinin

bilesenidir.

2.2 Enfeksiyon

Enfeksiyon; herhangi bir yolla insana ge¢me 6zelligindeki hastalik yapici mikroplarin
veya parazitlerin viicuda girmesiyle ortaya cikan hastalik tablosudur. Bu hastaliklar, bir
bireyden digerine veya bir tlirden digerine gecebilmelerinden dolayi genellikle bulasici

hastalik olarak tanimlanirlar.

Hastaligi yapan organizmalar, virlsler, bakteriler, riketsialar, mantarlar olabilmektedir.
[53-55]. Ornegin; sirotik hastalardaki bakteriyel enfeksiyonun, morbidite ve mortaliteyi
onemli 6lctide olusturdugu bilinmektedir [56, 57]. Sirotik hastalarin 6lim nedenlerinin

%25’in bakteriyel enfeksiyonlardan kaynaklandig tespit edilmistir [57].

Enfeksiyonlara neden olan patojen mikroorganizmalara ¢ok genis bir spektrumda
rastlanabilmektedir. Ornegin; c¢esitli medikal cihazlarda, ilaclarda, hastane
yuzeylerinde, dis uygulamalarinda, ameliyat malzemelerinde, saglik Urlinlerinde, su
saflastirma sistemlerinde, tekstil, gida paketleme ve saklama vb. alanlarda karsimiza

¢ikmaktadirlar [8, 10, 58-61].

Mikroorganizmalarin bir ylizeye yapisarak kendi Urettikleri polimerik yapida jelsi bir
tabaka icinde yasayarak olusturdugu topluluk biyofilmler olarak tanimlanabilir [62].
Ozellikle kalp ic zar iltihabi, periodontit, kistik fibrozis gibi hastaliklara neden olan
biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile enfeksiyon hastaliklari arasinda kuvvetli bir

iliski bulunmaktadir [63].

Son yillarda, 6zellikle hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda genis bir yere sahip olan
MRSA’larin, antimikrobiyallere karsi gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari nedeniyle,
onemi giderek artmistir [64]. Penisiline direngli S.qureus’un neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak Gzere gelistirilen metisilin ve diger penisilinaz
direncli penisilinlerin kullanima girmesiyle tedavi basarisi saglanmis ancak, bir sire
sonra metisiline direngli S.aureus (MRSA) suslari ortaya ¢ikmistir. Bu durum oncelikle
hastane enfeksiyonlarinda, daha sonra toplumda kazanilmis enfeksiyonlarda etken

olarak kendini gostermistir [65]. MRSA, hafif cilt enfeksiyonlarindan, ciddi yara
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infeksiyonlarina ve bakteriyemiye kadar degisen geniglikte klinik vakalara neden

olabilmektedir [66, 67].

Hastane enfeksiyonu veya bir diger ismiyle "Nozokomiyal Enfeksiyon"; genel olarak
enfeksiyon disinda bir nedenle hastaneye basvuran hastada gelisen enfeksiyon olarak
tanimlanmaktadir. Hasta, hastaneye yattigi zaman kulucka doneminde degilse veya o
enfeksiyonun belirti ve bulgulari yoksa, hastanede ortaya ¢ikan enfeksiyonlar "Hastane
Enfeksiyonu" olarak degerlendirilir [68]. Ayrica saglik calisanlarinda gelisen mesleki

enfeksiyonlar da saglik hizmeti iliskili enfeksiyon olarak kabul edilmektedir.

Hastane enfeksiyonlari tim diinyada hasta givenligini tehdit eden énemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir. Glinimuzde hastane enfeksiyonlarinin dnlenmesi
icin gelistirilen "Enfeksiyon Kontrol Programlar" hastanelerin yerine getirmek zorunda
olduklari rutin hizmetlerdendir. Ayni zamanda bu programlarin kalitesi hastanenin
kalitesinin de bir gostergesi kabul edilmektedir. Saglikta kabul edilen standartlara uyma
iddiasindaki her hastane standart bir siirveyans yontemi (hastane enfeksiyonlarini
sistematik olarak toplanmasi, analizi ve yorumu) kullanarak ve risk faktorlerini dikkate
alarak enfeksiyonlari engellemek icin gerekenleri yapmak zorundadir [69]. GliniimUuzde
hastane hizmetlerinde, ilag, tibbi malzeme-arag¢ ve cihaz endistrisindeki gelismelerle
tani ve tedavi amacli girisimler ve invaziv ara¢ kullanimlari artmis bulunmaktadir. Ote
yandan daha cok, yasl hastalar ile karsilasiimaktadir. Gelisen imkanlara ve vyash
nifusun artisina da bagh olarak yogun bakim ihtiyaci olan veya bagisiklik sistemi

baskilanmis hasta sayisinin artisi ile hastane enfeksiyonu gelisme riski artmaktadir.

CDC sadece ABD’nde wyillik 1,7 milyon saghk hizmeti iliskili enfeksiyon ve bu
enfeksiyonlara bagli 99.000 oliim gelistigini bildirmistir. Bu enfeksiyonlarin %32’sinin
uriner sistem enfeksiyonlari, %22’sinin CAE, %15’inin akciger enfeksiyonlari (pnémoni)
ve %14’inin kan dolasimi enfeksiyonlari oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle,
enfeksiyon &nleme ve kontrol (IPC) ekipleri 1950'lerde ingiltere'de IPC hemsirelerinin
tanitilmasi ile klinik mikrobiyoloji calismalarini desteklemek icin olusturulmustur [70].
Ayrica ABD’de 1970’li yillarda kurulan ulusal hastane enfeksiyonlari siirveyans sistemi
bu alanda birgok gelismeye katki saglamistir. Bu sistem kuruldugu tarihten itibaren tlke

genelinde 300’den fazla hastaneden topladigi verileri siirekli olarak analiz ederek
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sirveyans programlarinin standartlarini olusturmustur. Turkiye’de yapilan ¢alismalarda
ise (43 farkli merkez, 133 yogun bakim dnitesi, 1030 olgu) bir nokta prevalans
calismasinda yogun bakim Unitesinde kazanilmis enfeksiyon prevalansi %21 olarak
tespit edilmistir. En sik gorilen enfeksiyonlar: pnémoni (%45,5), kan dolasimi

enfeksiyonu (%26) ve Uriner sistem enfeksiyonu (%18) olarak bildirilmistir [69].

Yapilan arastirmalar sonucunda, gelismekte olan llkelerde hastane enfeksiyonu etkeni
olan mikroorganizmalarda antimikrobiyal ilaglara direng sorununun ¢ok ciddi boyutlara

ulastigi dikkati cekmektedir.

2.3 Sterilizasyonda Kullanilan Metotlar

Sterilizasyon, herhangi bir cismin veya maddenin, birlikte bulundugu tim
mikroorganizmalarin her tirli canli formundan temizlenmesi amaciyla uygulanan

fiziksel veya kimyasal islemdir.

Sterilizasyon isleminde mikroorganizmalarin (zerine olan etki mekanizmasi, kullanilan
sterilizasyon aracina ve ydntemine goére degisiklik géstermektedir. islem sonunda
mikroorganizmalar 6lmekte veya bulunduklari ortamdan tamamen ayrilmaktadirlar
[71]. Sekil 2.3’de yer alan sterilizasyon yontemleri kullanilarak pek cok malzemenin

sterilizasyon islemi gergeklestiriimektedir [47].

STERILIZASYON YONTEMLERI
| | | |

Kimyasal maddeler Siizme Isi Isinlama
[ I [ | | I I |
Swvilar Gazlar Kurulst Nemlilsi  Yakma UVisini  Xlsint & lsini
|
| |
Buhar Sicak Su
Basingh Basingsiz

Kaynatma Tindalizasyon

Sekil 2. 3 Sterilizasyon yontemlerinin siniflandiriilmasi [47].

Hastanelerde uygulanabilecek en pratik ve en etkili korunma ydontemlerinden biri el
yikamadir. Patojen organizmalar kolonize ve enfekte hastalardan personelin ellerine
gecer ve bu durum hastane icinde yayllmanin 6nemli yollarindan biridir. Ellerin

dekontaminasyonu Uge ayrilmaktadir.
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e Sosyal El Yikama:

Orta derecede kirli ellerin sadece sabunla ve su ile yikanmasidir. Ozellikle yiyeceklere
temastan 6nce, hastayl yedirmeden 6nce, tuvalet sonrasi, hasta bakimina baslamadan,

ellerin her kirlenmesinde, hastayla ylizeysel temastan sonra yapilmaktadir.
e Sosyal ve Hijyenik El Yikama:

Ellerin antiseptik bir deterjan ile veya alkol ile dezenfekte edildigi durumdur. Ozellikle
invaziv islemden 6nce, enfeksiyona yatkin hastalarla temastan 6nce, yaralara ve lretral
kateterlere dokunmadan Once ve sonra, eldiven takmadan once ve sonra, kanli
¢ikartilarla temas veya mikrobik kontaminasyon olabilecek diger durumlardan sonra

yapilmalidir.
e Cerrahi El Yikama:

Gegici florayr uzaklastirmak ve eldiven hasar gordigli zaman yaranin kontamine
olmasini dnlemek icin tiim cerrahi islemlerden 6nce yapiimaldir.

Bunlara ek olarak, saglk personelinin korunmasi igin genel ©nlemlerin alinmasi
gerekmektedir. ise baslarken ise giris muayeneleri ve personel saghk kayitlar
yapilmalidir. Her personel igin hazirlanan kayit formunda bagisiklik durumlari ve asilari
kaydedilmelidir. igne batmasi ve kesikler gibi kazalarda durum sorumlu kisiye
bildirilerek kaydedilmeli ve gerekli énlemler alinmahldir. Ellerdeki bitin yaralar su

gecirmeyen bir bant ile kapatilmalidir.
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BOLUM 3

ANTIMIKROBIYAL HiDROJELLER

Hidrojeller, su icerisinde c¢oziinmeden sisebilme 06zelligine sahip, cevresel uyarilara
duyarli (pH, sicaklik, iyonik kuvvet, elektrik alan ve enzim varhg, vb.), (ic boyutlu,
capraz bagh polimer aglardir [72, 73]. Hidrojelin gapraz bagh yapisinin yer aldigi Sekil
3.1’de, "A"; dort fonksiyonlu, "B"; ¢ok fonksiyonlu c¢apraz baglari, "C" ve "D"; zincir
uclarini, "E"; dolasmis ve birbirine karismis zincirleri, "F"; iki zincir takilmasini, "G";
¢apraz baglanmamis kiiclik zincirleri, "H"; difizlenme icin uygun olan capraz baglar
arasindaki boslugu, "e"; capraz baglar arasindaki bosluklara diflizlenen ¢oziclyi

gdstermektedir. iki capraz bag merkezi arasindaki zincirin molekdil kiitlesi ise "Mc" ile

ifade edilmistir.

Sekil 3. 1 Capraz bagh hidrojel yapisi [74].
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Literatlirde hidrojeller hazirlama yéntemlerine bagh olarak; homo polimer, kopolimer,
yari-IPN ve IPN olarak siniflandiriimaktadir. Homopolimerler, yapisinda baska bir
polimer zinciri olmayan tek bir hidrofilik monomerin ¢apraz baglanmasiyla olusmus
yapilardir [75]. Kopolimer hidrojeller, sisebilecek hale getirmek igin en az bir tanesinde
hidrofil grup olmak Uzere iki veya daha fazla monomerin ¢apraz-baglanmasi

gerekmektedir [76].

Hem dogal hem de sentetik polimer komponentleri iceren IPN hidrojeller; diger
polimerin mevcudiyetinde hemen capraz baglanan veya sentezlenen en az bir
polimerin oldugu, iki polimerin 6zel kombinasyonu olarak tanimlanmaktadir [77].
Gapraz bagh IPN bilesenlerinin kilitlenmis yapisinin, kitle ve ylzey morfolojisinin
istikrarini sagladigina inanilmaktadir [78, 79]. ila¢ tasiyici sistem olarak genellikle IPN
hidrojelleri kullanilmaktadir [80]. Yari-IPN hidrojeller ise, IPN hidrojelleri olusturan iki
polimerik komponentten birisinin ¢capraz bagli olmasina karsin digerinin diiz zincirli

olmasiyla meydana gelmektedir [81].

Hidrojeller, antimikrobiyal malzeme mihendisligi icin oldukg¢a kullanish bir baslangi¢
noktasidir. Sismis halde, canli dokulara benzeyerek mikemmel bir biyouyumluluk
gosteren, yumusak ve lastiksi yapida bulunmaktadirlar [82]. Bu nedenle bu
biyomalzemeler, ila¢ ve biyomedikal miihendisliginin farkli alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir [39]. Potansiyel uygulamalari; yara bandajlari, tibbi cihazlarda kaplama
malzemesi ve yenileyici tip uygulamalarini icerir. Ayni zamanda, temizleyiciler ve
dezenfektanlar olarak kisisel bakim Grinlerinin kullaniminda da kullanilabilmektedirler.
Antimikrobiyal ve antiviral 6zellik gosteren bilesikler (hidrojeller), antibiyotikler ve
antiviral ilaclar ile ilag olmayan sirfaktan, yaglar, polimerler ve nanopartikdilleri

icermektedir [59, 83].

3.1 Hidrojellerin igeriklerine Gore Siniflandiriimasi

3.1.1 Antimikrobiyal Polimer igerikli Hidrojeller

Antimikrobiyal polimerler, 1965’de Cornell ve Dunraruma’nin 2-metakriloksitropo
non’dan hazirlanan polimerler ve kopolimerlerin bakterileri o6ldirdiginin

belirlenmesinden bu yana bilinmektedir [84]. Glnlimizde, bu makro molekillerin

15



blyik bir kisminin bilinmesine ragmen etki mekanizmalari her zaman anlagilamamistir.
Bununla birlikte, son on yilda FDA onayh dezenfektan polimerlerin sayisindaki artis,

alternatif antibiyotiklere ve cevresel dezenfektanlara olan ihtiyaci géstermektedir [13].

Polimerlerin, molekil agirhg), hidrofobikligi, yik ve amfifilisitesi antimikrobiyal
Ozelliklerini etkilemektedir. Antimikrobiyal peptitlere benzer sekilde, antimikrobiyal
polimerler pozitif yikli olma egilimlidirler. Bu o6zellikleri negatif yukli bakteri

membranlari ile baglanmayi ve kirilmayi kolaylastirmaktadir [10, 85].

Sonug olarak, polimerin antimikrobiyal o6zellikleri; yiuk yogunlugu, yik dagihmi,
elektrostatik ve hidrofobiklik arasindaki etkilesim etkileri, polimerin icerisindeki pozitif

yukli kalintilarin ve karsi iyonlarin yapisi gibi parametrelere baglidir [59].
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Sekil 3. 2 Antimikrobiyal polimerlerin genel calisma prensipleri a) Polimerik biyositler,
b) Biyosidal polimerler, c) Biyosit salan polimerler [13].

Literatir calismalarinda, antimikrobiyal polimerler; polimerik biyosidler, biyosidal
polimerler ve biyosit-salan polimerler olarak ¢ genel grupta toplanmaktadirlar (Sekil
3.2). Polimerik biyositler; biyoaktif tekrarlayan birimlerden olusan disik molekiil
agirlikh bilesiklerdir. Biyosidal polimerlerde ise biyoaktif kisim bitiin makromolekiil ile
yaptlandirilmistir. Yiksek konsantrasyonlardaki biyositlerini hlicrenin yakinina kadar

salabilmeleri nedeni ile biyosit salan polimerler ise en aktif sistemlerdir [13].

Polimerlerin tim bu oOzelliklerinin yani sira capraz baglayiciliklari antimikrobiyal

hidrojellerin performansini etkileyebilmektedir. Ornegin, Andrews ve arkadaslari;
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poli(allilamin)in iki hidrofobik aldarik asit tirevleri (dietil L-tartrat ve N, N, 0-bis
(metoksikarbonilmetil)-D-glucaramide) ile  capraz  baglamasiyla hidrojeller
hazirlamiglardir. Her iki capraz baglayici ajan ile olusturulan hidrojeller, capraz
baglanmayan poli(allilamin) ile hazirlanan hidrojellere oranla, Gram-negatif E.coli ve
P.aeruginosa, Gram-pozitif S.aureus ve mantarlar C.albicans’lara karsi oldukca yiksek

antimikrobiyal etkinlik gostermistir [86].

Hidrofobik capraz baglama maddelerinin dogrudan antimikrobiyal etkilerinin yani sira,
hidrojellerin  antimikrobiyal aktivitesini etkileyen ikinci unsur; blnyesindeki
antimikrobiyal malzemenin serbest salimina olan etkisidir [59]. Buna 6rnek olarak,
Pavlukhina ve arkadaslarinin yapmis oldugu, antmikrobiyal ila¢ etkeni Gentamisin ve
antimikrobiyal peptid L5 (PAWRKAFRWAWRMLKKAA) iceren hidrojel kaplamalar
verilebilir [87]. Ozellikle, bu calismada, iki capraz baglayici, iclerinde en hidrofobik olan
adipik asit dihidrazid (AADH) ile etilendiamin (EDA) karsilastiriimistir. Hidrofilik
gentamisinin, iki ¢apraz baglayici ajan ile olusturulmus mikrojellerden salimi ayni
olmustur. Burada hidrofobiklik capraz baglanmadan bagimsizdir. Amfifilik L5 peptid ise,
daha hidrofobik AADH capraz baglayiclyi ihtiva eden hidrojelden ¢ok daha dislik
salinmistir. Calisma sonucunda, aktif gruplarin salimina bagl olarak, L5 yikliG AADH
iceren hidrojeller, EDA iceren hidrojele oranla daha disik antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ayrica AADH igceren hidrojelin antimikrobiyal aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Son zamanlarda sadece antimikrobiyal degil ayni zamanda antifouling (ylzeyde
kayganlastirici) hidrojeller hakkinda da calismalar yer almaktadir. Liu ve arkadaslari,
antimikrobiyal polikarbonat (polikarbonat iceren kuaterner amonyum gruplari) iceren,
PEG esasli hidrojellerin (katyonik formdaki PEG-APS) Uretimini tanimlamislardir. Bu
jellerin, S.aureus, E.coli ve Calbicans'a karsi kuvvetli antimikrobiyal aktivite gosterdikleri

tespit edilmistir [88].

Zwitteriyonik hidrojellerin  kayganlastirici  6zelliklerinden esinlenerek, Cao ve
arkadaslari, poli(2-((2-hidroksietil)(2-(metakriloiloksi)etil)(metil) amonyum) asetat)
(pCBOH1) ve poli(2-(bis(2-hidroksietil)(2-(metakriloiloksi)etil) amonyum) asetat)

(pCBOH?2) esasli, notr ya da bazik ¢ozelti kosullarinda zwitteriyonik olarak bulunan iki
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hidrojel gelistirmislerdir. Cevre pH degeri asidik oldugunda, bu jellerin katyonik yapiya

donlslp bakteri membranina hasar vererek 6liimiine sebep oldugu belirlenmistir [89].

3.1.2 Yiizey Aktif Madde ve Yag icerikli Hidrojeller

Ozellikle lipozomlar olmak tiizere, polar lipidler tarafindan olusturulan yapilarin,
antimikrobiyal ve antiviral tedaviler icin; az ¢ozlnr ilaglarin ¢d6zUnlrlGgini arttirma,
ilaglardaki hidrolizi azaltma, ilag salimini kontrol etme ve biyoyararlanimini gelistirmek
gibi bir ¢ok avantajlari Drulis-Kawa ve Dorotkiewicz Jach tarafindan belirtilmistir [90].
Polimer-siirfaktant sistemleri, antimikrobiyal ve antiviral hidrojeller gibi benzer firsatlar

sunabilmektedir.

Bu etkilere ek olarak, bazi stirfaktanlar ve polar yaglar, kendi kendilerine antimikrobiyal
etki gbostermektedirler. Ornegin, en katyonik yiizey aktif maddeler, anyonik lipid zarlar
ve bakteriyel zarlardaki diger 6nemli bilesenlerle kolaylikla baglanarak membran

lizizinine ve bakteri 6limine sebep olabilmektedirler [59].

Yang ve arkadaslari, laurik asit (C1.0), palmitik asit (C16.0), ve oleik asit (C1s.1) gibi, farkli
alkil zincir uzunluklarindaki yag asitlerinin antimikrobiyal etkinliklerini incelemislerdir.
Bunlar arasindan, P. acnes’e karsi en giliclii bakterisidal aktiviteyi daha kisa olan laurik

asitin verdigi bulunmustur [91].

3.1.3 Metal ve Metal Oksit NPs igerikli Hidrojeller

Gumis NPs, bilinen antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle, bakteri ve mantarlara karsi
biyomedikal uygulamalarda genis bir yelpazede kullaniimaktadirlar [92-96].
Antimikrobiyal etki mekanizmalarinin, tam olarak anlasilmamasina ragmen, reaktif
oksijen tilirlerinin olusumu ve bakterinin hicre zarina baglanmasini iceren bir
mekanizmayla, hicre zarina zarar verdigi gorilmastir [22-24]. Ayrica gimdis
iyonlarinin, elektron verici gruplar olan N, O veya S atomlari ile reaksiyona girerek
antimikrobiyal etkinlik gdstermesi amacglanmistir. Ornegin; bakterideki protein veya
DNA’daki amino, imidazol, fosfat, karboksil, veya tiyol gruplari gibi [97]. Tiyol gruplari

ile etkilesime girdiginde, bakteriyal inaktivasyonda énemli bir rol oynadigi goérilmustur
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[19, 20, 98]. Buna ek olarak Ag’nin partikiil boyutu kiictldikce etkinliginin arttig tespit
edilmistir [22, 94, 99-102].

Antimikrobiyal hidrojel-Ag NPs sistemlerini hazirlamak igin, hidrojellerin farkl
kompozisyonlari kullaniimistir. Bunlar; PVA, PVP ve poli (akrilamid-ko-akrilik asit) gibi
sentetik polimerlerin yani sira jelatin ve alginat gibi dogal polimerlerden hazirlanan
hidrojellerdir [103-106]. Ornegin, Murthy ve arkadaslari, 3-5 nm boyutta Ag NPs iceren,
PVP ve PAM temelli yari-IPN hidrojeller sentezlemislerdir. Antibakteriyal etkinlik

sonuclari gelecek vaat edici bulunmustur [107].

NP yukla jeller Gretmek icin daha yaygin bir strateji, dogrudan jel agi icerisine giimus
nitratin indirgenmesidir [104-109]. Bu c¢alismada hidrojel, nitrat ¢ozeltisi igerisine
daldirihr. Gimus nitrat yukli jeller daha sonra sodyum borhidrir gibi bir indirgeme
maddesi ile muamele edilerek Ag NP ¢coktlirtlir ve jel agina yayilir. Bazi jel sistemleri,
nanopartikillerin  sekil ve boyutunu kontrol etmeyi saglayan bir sablon
olusturabilmektedirler [110]. Ag NPs’nin partikll sekil ve boyutlarinin antimikrobiyal

etkinlik Gzerine etkisinin gosterilmesi olduk¢a 6nemlidir [105, 111].

Ornek olarak Gils ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada, baglatici APs, capraz
baglayici MBA, katalizor CuSO,/glisin selat kompleksi varliginda, arap sakizi ve ¢apraz
baglanmis kopolimer poli(2-hidroksietil metakrilat-ko-akrilik asit)’in yari i¢ ice gecmis
ag polimerleri sentezlemislerdir. Son olarak, indirgeyici ajan (NasCgHs07) kullanilarak
AgNOs’lin indirgenmesi ile olusan Ag nanopartikilleri jel agina yayilmistir. Partikdl
boyutu stabil olan Ag NPs iceren hidrojelin, mikemmel bir antimikrobiyal etkinlik

gosterdigi tespit edilmistir [112].

Altin NPs'nin de antibakteriyal 6zellik gosterdigi yapilan calismalarla belirlenmistir [93,
113]. Gumis NP icerikli antibakteriyel hidrojellerin Gretimindeki benzer yaklasim (Au)

partikilleri-hidrojel sistemleri icin de kullanilmistir [114, 115].

Reddy ve arkadaslari, glimis ve altin NPs'nin bilinen antimikrobiyal 6zelliklerinden
yararlanarak; Ag-Au NPs icerekli (bimetalik)akrilamid/2-akrilamido-2-metil-1-
propansiilfonik asit hidrojellerini tanimlamislardir [115]. Bu bimetalik (iki madenden bir
araya gelmis) hidrojelin antibakteriyal aktivitesinin, metal NPs’nin tek basina

olusturdugu jel sistemlerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur.

19



Ag ve diger metal nanopartikillere benzer olarak, antimikrobiyal/antiviral etkinlige
sahip hidrojeller, metal olmayan NPs’nin bir araya getirilmesiyle olusturulabilmektedir.
Cok sayida metal oksit ve bunlarla ilgili NP 6rnegin, TiO,, ZnO, CeO,, CdSe, FeOx, ve ZnS
gibi bilesiklerin antimikrobiyal ve hatta antiviral 6zellikler gosterdigi bulunmustur [116-
125]. Ozellikle TiO,’nin morfolojisine, kristal yapisina ve kristal boyutuna bagl olarak,
fotokatalitik dogasina ve seffaf iletkenligine gore cesitli uygulamalarda yogun olarak
incelenmistir. TiO2'nin yakin UV 1sinina maruz kaldiginda, anataz formunda gugli

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur [116].

Schwegmann ve arkadaslarinin  yapmis oldugu c¢alismada, demir oksit
nanopartikillerinin bakteri zarina dogrudan onemli bir etkisi oldugu gosterilmistir

[123].

3.1.4 Antiviral ve Antimikrobiyal Bilesiklere ve ilaglara Sahip Hidrojeller

Literatirde, hidrojel vyapilari igerisine antimikrobiyal ve antiviral ilaglarin dabhil
edilmesine yonelik pek cok calisma bulunmaktadir. Ornegin, Zumbuehl ve arkadaslari
genis spektrumlu antifungal ilag Amfoterisin B(AmB) iceren dekstran tabanli hidrojeller
hazirlamislardir. Hidrojellerin, etkili bir sekilde iki saat icinde C.albicans’lar 6ldirdigi
ve en az 53 gin silre ile bu etkiyi korudugu bulunmustur. Ayrica, AmB-ylkli
hidrojellerin, kanda hemolize neden olmadigl ve umut verici biyouyumluluk gosterdigi
bulunmustur [126]. Ayni dogrultuda, Hudson ve arkadaslarinin yaptigl arastirmada,
mantar enfeksiyonlarinin lokal enjektabl tedaviler icin benzer Urin olan AmB-
yiklenmis hidrojeller hazirlanmistir. immiin sistemi baskilanmis hastalarda verimli bir

antifungal etki yakalanmistir [127].

3.1.5 Peptid icerikli Hidrojeller

Antimikrobiyal hidrojeller, sentetik polielektrolitlerin olusumuna benzer sekilde,
katyonik peptidler ile de olusturulabilmektedirler. Ornegin, Salick ve arkadaslar iki
farkli peptidden hidrojeller sentezlemislerdir. Bu hidrojellerin, S.aureus’a karsi gicli
antimikrobiyal etki gosterirken memeli hiicreleri Gzerinde ise disuk toksisiteye sahip

oldugu gozlenmistir [128].
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Antimikrobiyal hidrojeller ayni zamanda, antimikrobiyal peptidlerin birlesmesinden de
meydana gelebilmektedir. Antimikrobiyal peptitler ve mikrojeller arasindaki
etkilesimin, ¢ogunlukla elektrostatik etkilesim yolu ile olustugu ispatlanmistir. Bu
etkilesim, mikrojel ve peptid yik yogunlugu, iyonik kuvvet ve pH gibi faktérlere baghdir
[129-134].

3.2 Hidrojeller ve Biyouyumluluk

Hidrojellerin biyouyumlulugu ve toksik 6zelligi, biyomedikal alanda uygulanabilmesi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Bu amag icin kullanilan ¢cogu polimerler, sitotoksisite ve in vivo
toksisite testlerini ge¢mek zorundadirlar. Sentetik hidrojel polimerizasyonunda
kullanilabilir toksik kimyasallar, donlisiim %100 olmadiginda biyolojik uyumluluk igin
sorunlara neden olabilmektedir. Bunun disinda, polimerizasyon ve hidrojel sentezinde
kullanilan capraz baglayicilar, organik c¢oziciler, stabilize edici ajanlar, emiilsifiye
ediciler, reaksiyona girmemis monomerler ve baslaticilar, dokularda ya da kapstllenmis
hiicrelerde disari sizmalari halinde konukcu hticrelere karsi toksik olabilmektedir [73].
Ornegin, cok sayida serbest radikal fotopolimerizasyonda kullanilan tipik bir
fotobaslatici olan Irgacure 2959, %0.1 konsantrasyonun Uzerinde kullanildiginda hiicre
canlihgini azalttigr belirlenmistir [135]. Hazirlanmis hidrojellerden tehlikeli kimyasal
maddeleri uzaklastirmak icin, solvent yikama veya diyaliz gibi cesitli saflastirma

islemleri yapilmaktadir.

Hidrojellerin biyouyumluluklarini degerlendirmek igin kullaniimis ¢ temel hiicre
kiltiirt testleri bulunmaktadir: Elisyon (ekstrakti seyreltme), dogrudan temas ve agar
difizyonu. Bu testler ABD Farmakopisi ve Uluslararasi Standartlar Organizasyonu
tarafindan tanimlanmistir. Bu calismalar morfolojik deneylerdir ve hiicre

morfolojisindeki degisikliklerin gbzlenmesiyle sonuclar elde edilmektedir.
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BOLUM 4

HALKA ACILMA METATEZ POLIMERIZASYONU

Tezin ilk asamasinda ROMP esasli jel Uretimi gerceklestirilmistir. ROMP son vyillarda
kullanilan 6nemli polimerizasyon yontemlerinin basinda gelmektedir. Molekil
agirhginin  ve dagihminin kontrol edilebilir olmasi, farkli fonksiyonel gruplarin

eklenmesi, uygulama kapsaminda énemli bir avantajdir.

4.1 Kontrollii Polimerizasyon

Yasayan polimerizasyon reaksiyonlari olarak da bilinen kontrolll radikal polimerizasyon
mekanizmalari, polimer zinciri molekllinin kontrolli biiyimesini saglayan ve istenilen
molekil agirhigini elde etmeye yarayan farkh polimerizasyon mekanizmalarindan
olusmaktadir. Kontrolli polimerizasyon bitiin monomerler tilkeninceye kadar devam
etmektedir. Bu ylizden molekil agirligi polimer dénlisimu ile dogru orantilidir. Boylece

istenilen molekil agirhig elde edilebilmektedir.

Yasayan polimerizasyonla olusan polimerik materyaller genellikle cok dar molekiler
agirlik dagihmina sahiptir. Boylece monodisperse yakin, dar bir molekdl agirligi elde
edilir. Bu dagihimlar genellikle asagida verilen denklemde, 6rnegin polidispersite

indeksinin (PDI) belirlenmesiyle hesaplanmaktadir.
(PDI) = [Mw]/[Mn] =[1] / [1 + DP] (4.1)
Mw; Agirlikca ortalama molekil agirligini,

Mn; Sayica ortalama molekdl agirligini,
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DP; Polimerizasyon derecesini (polimer zinciri bagina monomer birimlerinin ortalama

sayisl) belirtmektedir.

Yasayan polimerizasyon genellikle, polimerin molekil agirhgr degisiminin zamanin
ve/veya monomer donlsiimiinin bir fonksiyonu olarak analiziyle, kondenzasyon ve
kinetik olarak kontrollii (serbest radikal) polimerizasyondan ayirt edilebilmektedir

[136].

4.2 Olefin Metatez Polimerizasyonu

Son vyillarda, karbon-karbon cift baglarinin kirilmasi ve yeniden diizenlenmesi icin
kullanilan gecis metali ile katalizlenmis metatez tepkimeleri 6nem kazanmistir. Halkal
olefinler, diolefinler ve diz zincirli olefinler uygun katalizor varliginda metatez
reaksiyonu varhginda farkli Grlnler olusturmaktadir [137]. Olefin metatez
polimerizasyonu, ¢ift bag iceren bir monomerden yine cift bag iceren polimer sentezine
olanak saglamaktadir. Sekil 4.1’de yan gruplari farkli olan olefinin tepkimeye girerek

yan gruplarini degistirdigi gosterilmektedir

Sekil 4. 1 Olefin metatez polimerizasyonu sematik gésterimi [138].

Olefein metatez polimerizasyonu (metatez polimerizasyonu), asiklik dien metatez
polimerizasyonu (basit olefin metatez polimerizasyonu) ve halka agilma metatez
polimerizasyonu (ROMP) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Polimerizasyon sirasinda WClg,
WOCls, MoOs gibi gecis metal bilesikleri ve EtAICl,, AIR3;, Sng tirli katalizorler
kullanilmaktadir [138].

4.2.1 Asiklik Dien Metatez Polimerizasyonu (ADMET)

Asiklik dien metatez polimerizasyonunda bir asiklik dienle baslanip yan uriin olarak gift
bag iskeletine sahip bir polimerik {irlin ve etan gazi yan (riini elde edilmektedir (Sekil
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4.2). Bu gruba en iyi 6rnek 1,5-hekzadienin polimerizasyonudur. Burada iki tane 1,5-
hekzadien molekillli birbirine baglanarak 1,5,9-oktatrien olusturmaktadir. 1,5,9-
oktatrienin uglarindaki ¢ift baglar korunur ve ayrica molekil icerisinde de bir ¢ift bag
bulunur [138].

HC=—CH, K\CH CHy

S (I

HC—CH2 CH CH,

:/_/ _/_/

1,5,9-oktatrien
Sekil 4. 2 Asiklik dien metatez reaksiyonu [138].

1,5,9-oktatrien daha sonra uclarindaki cift baglar tzerinden ileri tepkimeye girerek
daha bulyuk bir molekile doénisir. Benzer adimlarla yinelenen metatez tepkimeleri
sonucu Sekil 4.3’de yapisi verilen ve ana zinciri tGizerinde ¢ift baglar bulunan bir polimer

elde edilebilmektedir [139].

N /\/\/ : \{/\A%}f\

1,5-hekzadien

Sekil 4. 3 Asiklik dien metatez polimerizasyonu reaksiyon mekanizmasi [139].

4.2.2 Halka Agilma Metatez Polimerizasyonu (ROMP)

Polimer kimyasi alaninda yeni ve son yillarda artan bir ilgi ile calisiimakta olan halka
acilma metatez polimerizasyonu (ROMP), makromolekiler maddelerin sentezlenmesi

icin genis alanda uygulanabilir bir ydontemdir [140-146].

ROMP, siklik olefin karisiminin polimerik materyallere dontstlrildigli bir zincir
bliyiimesi polimerizasyon prosesidir. Sekil 4.4’de halka a¢ilma metatez polimerizasyonu

genel 6rnegi yer almaktadir [139].
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ROMP
— o

Sekil 4. 4 ROMP reaksiyon mekanizmasi genel 6rnegi [149].

Polimerizasyon mekanizmasi, essiz bir metal aracili karbon-karbon cifte bag degisim
islemi olan olefin metatezine dayanir [150, 151]. Sonug¢ olarak, bir monomerle ilgili
herhangi bir doymamis polimere donustlirtldigiinde de korunmus olur. ROMP’u tipik
olefin eklemeli polimerizasyonlardan ayiran en dnemli dzelliktir. Ornek olarak; etilen-

polietilen verilebilir.

Sekil 4.5’"de ROMP igin verilen genel mekanizma Chauvin’in onerisine dayanmaktadir
[140]. Baslama mekanizmasi, siklik olefinlere gegis metali alkiliden kompleksinin
koordinasyonu ile gerceklesmektedir. Daha sonra blylyen polimer zincirinin
baslangicini etkili bir sekilde meydana getiren dort Gyeli ara metalsiklobitan [2+2] siklo
yapisi meydana gelmektedir. Bu ara madde yeni metal alkiliden meydana getirmek igin
siklorevizyon reaksiyonuna ugramaktadir. Ortaya cikan kompleks boyutu biylimesine
ragmen (monomerlerin birlesmesinden dolayi), baslaticinin siklik olefinlere karsi
aktifligi aynidir. Bu nedenle benzer islemler polimerizasyon bitene kadar gelisme
asamasinda tekrar eder. Boylece tim monomerler tikenir, reaksiyon dengeye ulasir

veya reaksiyon sonlandirilir.

Yasayan ROMP reaksiyonlari genel olarak, 6zel reaktiflerin disaridan eklenmesiyle
sonlandirilir. Blylyen zincirin sonundaki gecis metalini kaldirmak, metalin yerine
bilinen bir fonksiyonel grubun gecmesini saglamak, bu reaktifin fonksiyonunu

olusturmaktadir.
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Sekil 4. 5 Tipik ROMP reaksiyonunun genel mekanizmasi [140].

4.2.2.1Yasayan ROMP icin Katalizérler

ROMP’daki gelismeler; cok sayidaki arastirmacinin, iyi tanimlanmis katalizorlerin
gelistirilmesi konusundaki buylk cabalariyla saglanmistir. Gelistirilen ilk katalizor
sistemleri genellikle hava ve neme karsi asiri hassas, karakterize etmesi zor, sistematik
olarak c¢alismasi ve en iyi sekilde kullanimi neredeyse imkansiz olan heterojen
karisimlardir. Olefin metatezinin istenen potansiyeline ulasmasi icin, iyi belirlenmis
yapidaki katalistlerin gerekli oldugu anlasilmistir [136]. Ayrica Grubbs katalistlerinin,
diger olefin metatezi katalistlerine kiyasla, alkendeki diger fonksiyonel gruplari tolere
etmesi, havaya karsi dayanikli olmasi ve genis yelpazedeki ¢oziicllerle uyumlu olmasi
nedeniyle 6zellikle 6Gnemlidir [152, 153]. Sekil 4.6'da ¢esitli Grubb’s katalistleri de dahil

olmak lizere rutenyum esasl katalizorler gosterilmektedir.
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Sekil 4. 6 Rutenyum esasl katalistler [154].

Ayrica Yves Chauvin, Robert H. Grubbs ve Richard R. Schrock, bugline kadar yliksek
etkili ve secici olan bircok katalist buluslarindan dolayi 2005 yilinda Nobel Oduli’nii

kazanmislardir [155].
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BOLUM 5

DENEYSEL CALISMALAR

Deneysel galismalarda, iki farkli Gretim ydntemine gore, hidrojel sentez gruplari
belirlenmistir. Bu iki grup hidrojellerin Gretimi igin iki farkli yontem ile sentezlenmis

katyonik polimer kullanilmistir.

Birinci grup hidrojellerin yapisinda kullanilan polimer; halka agilma metatez
polimerizasyonu (ROMP) metodu ile elde edilen katyonik polimerdir. Polimer (ROMP
esasli katyonik polimer) sentezinde, oncelikli olarak katyonik grup iceren
okzanorbornen monomer yapilari sentezlenmis ve daha sonra ROMP teknigi ile
polimerlestirilmistir. Elde edilen polimer, serbest radikal polimerizasyonu ile Uretilen
birinci grup hidrojellerin yapiminda kullaniimistir. Suda ¢6ziinen bu polimer AAm,
BAAm, PEGDA, ortaminda farkli oranlarda kullanilarak, APS/TEMED baslatici/katalizor
sistemi ile oda sicakliginda jel yapilmistir. Bu gruptaki hidrojeller ROMP-Jel X kisaltmasi
ile verilecektir. Bu gruptaki hidrojellerde, capraz bagli kopolimerlerin Gretiminde
monomer olarak AAm, yardimci monomer olarak BAAm kullanilmistir. Capraz baglayici
olarak PEGDA (Mn=700), baslatici olarak APS ve hizlandirici olarak TEMED kullanilarak

capraz bagh kopolimer Uretimi gerceklestirilmistir.

ikinci grup hidrojellerin yapisinda Ag nanopartikiilleri ve katyonik polimerlerin ortak
kullanildig! bir hidrojel yapisi elde edilmistir. Kullanilan polimer kapsaminda, dncelikle
polietilenimin katyonik ve akrilat grup iceren yapiya donstirilmustir. Antimikrobiyal
Ozellik gosteren UV ile kiirlesebilen bu polimer (kuaternize amonyum PEIl) daha sonra
AAm, BAAm, PEGDA ve AgNOs; kullanilarak fotobaslaticili polimerizasyon ile hidrojel

yapisi olusturulmustur. Bu grupta Uretilen hidrojeller, 6zel olarak tasarlanan Rayonet
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merry-go round tipi UV-fotoreaktdr cihazinda ve fotobaslatici olarak Irgacure 2959
kullanilarak sentezlenmistir. Bu hidrojellerin tanimlamasi Qq.-PEl-Jel X olarak

verilecektir.

Uretilen her iki katyonik polimerlerin kimyasal analizleri, XRD, FTIR ve NMR cihazlari ile
incelenmistir. Serbest radikal polimerizasyonu ve fotobaslaticili polimerizasyon
teknigine dayanarak hazirlanan hidrojel gruplarinin fiziksel ve yapisal tayinleri SEM,
FTIR, XRD, ICP, UV-Spektrofotmetre ve TGA cihazlar ile incelenmistir. Ayrica
sentezlenen capraz bagh kopolimerlere, oda sicakhiginda (sabit 21°C’'de) su tutma

testleri uygulanmistir.

5.1 Kimyasal Malzemeler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan kimyasal malzemeler ve genel o6zellikleri Cizelge

5.1’de verilmektedir.

Cizelge 5.1 Kimyasal malzemeler ve genel 6zellikleri

KIMYASAL MALZEME MARKASI |SAFLIGI KULLANILDIGI ASAMA
SODYUM HIDROJEN KARBONAT MERCK | 70995 ROMP ESASLI KATYONIK
(NaHCO3) 100.5 POLIMER URETIMI
3-BROMOPROPYLAMIDE ALFA %98 ROMP ESASLI KATYONIK
HYDROBROMIDE (Br(CH;)sNH,-HBr) | AESAR ° POLIMER URETIMI
- CARLO ROMP ESASLI KATYONIK
>0 . .. P
DIETILETER (CH3CH,OCH,CHs) ERBA > %99.8 POLIMER URETIMI
ROMP ESASLI KATYONIK
>9 . .. L
SODYUM ASETAT (CH3;COONa) MERCK | >%99 POLIMER URETIMi
ROMP ESASLI KATYONIK
0,
KLOROFORM (CHCl3) MERCK | %99 POLIMER URETIMi
SIGMA- ROMP ESASLI KATYONIK
>9 . .. L
HEGZAN (CHs(CHa)aCHs) ALDRICH | 79° POLIMER URETiIMi
. SIGMA- ROMP ESASLI KATYONIK
>0 . .. L
SODYUM KLORUR(Nacl) ALDRICH |~ %99.5 POLIMER URETIMI
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Cizelge 5.2 Kimyasal malzemeler ve genel 6zellikleri (devami)

KiMYASAL MALZEME MARKASI | SAFLIGI KULLANILDIGI ASAMA
, ROMP ESASLI KATYONIK
0,
TETRAHIDROFURAN (C4HgO) MERCK | %99 POLIMER URETIMI
METANOL (CH30H) MERCK ;rgi)lz)sé H,0 | ROMP ESASLI KATYONIK
’ 70522 T2 pOLIMER URETIMI
icerigi)
o ROMP ESASLI KATYONIK
0,
ASETONITRIL (CH3CN) MERCK | %99.8 POLIMER URETIMI
Lo ROMP ESASLI KATYONIK
0,
ETILVINILETER (C4HsO) ALDRICH | %99 POLIMER URETIMi
GRUBBS iKiINCi JENERASYON
KATALlSTl(C46H65CL2N2PRU)
(TRISIKLOHEKZILFOSFIN) i
o N ALDRICH | > %99 ROMP ESASLI KATYONIK
(1,3-DIMESITILMiIDAZOLIDIN-2- POLIMER URETIMI
LIDIN) BENZILIDENERUTHENYUM
KLORUR
. ) . SIGMA- ROMP ESASLI KATYONIK
> 9 . .. ..
N,N DIMETILFORMAMID (CsH,NO) | oo 1 | 2 %99 POLIMER URETIMI
KiMYASAL MALZEME MARKASI | SAFLIGI KULLANILDIGI ASAMA
Lo SIGMA- |, ROMP JEL X ve Quy-PEI-JEL X
AKRILAMIT (AAm, C3HsNO) ALDRICH | %9° ORETIMI
N’N-METILENBISAKRILAMIT SIGMA- | o oo |ROMPJELX ve QuyPEIELX
(BAAM, C1,H1604) ALDRICH |~ 777 URETIMI
POLIETILEN GLiKOL DIAKRILAT SIGMA- .
MW:700 (PEGDA 700) ALDRICH | ROMP JEL X URETIMI
AMONYUM PERSULFATE SIGMA- L
>98% ROMP JEL X URETiMi
(APS, (NH4),5,05) ALDRICH
N,N,N’,N’-TETRAMETILENDIAMIN | SIGMA- .
N >999 ROMP JEL X URETiMi
(TEMED, (CH3)NCH,CH,N(CHs),) ALDRICH %
GUMUS NITRAT (AgNOs) SIGMA- | 595 Quy-PEI-JEL X URETIMI
gN%s ALDRICH ' uv
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Cizelge 5.3 Kimyasal malzemeler ve genel 6zellikleri (devami)

KIMYASAL MALZEME MARKAS!| | SAFLIGI KULLANILDIGI ASAMA
2-HYDROXY-4-2(2-
HYDROXYETHOXY)-2- SIGMA-
METHYLPROPIOPHERONE ALDRICH %98 Quy-PEI-JEL X URETIMI
(IRGACURE 2959,
HOCH,CH,0C¢H,COC(CH3),0H )
o SIGMA- | Mw:600 L
POLIETILENIMIN (C,HsN -PEI-JEL X URETIMI
0 (CHsNn, ALDRICH |g/mol Quy-PEI-JELX U
SIGMA- . .
ETANOL (CH3CH,0H) ALDRICH |” %99.8 Quv-PEI-JEL X URETIMI
[YODOMETAN (CHj3l) FLUKA > %99 Quv-PEI-JEL X URETIMI
3-(ACRYLOYLOXY)-2-
HYDROXYPROPYL SIGMA- L
>70.0 9 -PEI-JEL X URETIMI
METHACRYLATEH,C=C(CH3)CO,CH, |ALDRICH 0.0% Quy-PEI-] v
CH(OH)CH,0,CCH=CH,
ROMP ESASLI KATYONIK
FURAN (C4H.0) FLUKA > %99 POLIMER URETIMI (BILESIK 1
SENTEZI)
SIGMA- ROMP ESASLI KATYONIK
MALEIK ANHIDRIT (C4H,03) ALDRICH |2 %99 POLIMER URETIMI (BILESIK 1

SENTEZI)

5.2 Enstriimantal Analiz Cihazlar

5.2.1 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

ROMP metodu kullanilarak sentezlenen katyonik polimerlein ve UV ile kirlesebilen

katyonik ve metakril fonksiyonlu polietilenimin polimerlerinin kimyasal yapisinin

belirlenmesinde Yildiz Teknik Universitesi NMR Laboratuarinda bulunan Bruker Avance

[l 500 MHz marka NMR cihaz kullaniimistir. Cézici olarak d-DMSO, CDCls ve standart

olarak TMS kullanilarak elde edilen niikleer magnetik rezonans spektrumlari *H NMR

(500 MHz) deneysel sonuglar boliminde verilmektedir.
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5.2.2 Fourier Transform Infrared (Kizil6tesi) Spektrometresi (FTIR)

Uretimi gergeklestirilen polimerlerin ve hidrojellerin yapisal analizi, 4000-650 cm™
dalga boylari arasinda Perkin Elmer Spectrum One marka FTIR spektrometre cihazi ile
gerceklestirilmistir. Ornekler Universal ATR ekipmani kullanilarak analiz edilmislerdir.

Elde edilen FTIR spektrumlari deneysel sonuglar bolimiinde verilmektedir.

5.2.3 indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektrometresi (ICP/OES)

Fotobaglaticili polimerizasyon ile iretilen hidrojellerin icerigindeki Ag® iyonu ile bu
jellerden suya gecen Ag® iyonunun tayini Perkin Elmer marka Optima 2100 DV model
ICP/OES spektrometresi ile yapimistir. Jel ve su numuneleri oOncelikli olarak
¢Ozliimlendirme islemine tabi tutulmustur. Cozimlendirme, yaklasik 0.1 g kurutulmus
jel ve 5 ml su numuneleri alinarak Berghof marka MWS3+ model mikrodalga yakma
Unitesinde gergeklestirilmistir. Mikrodalga yakma kaplarina yerlestirilmis numunelerin
Uzerine 3 ml HNO3 (%65 saflikta) ve 7 ml HCl (%37 saflikta) eklenerek 20 dk ceker
ocakta bekletilmistir. Sire sonunda kaplarin kapaklari kapatilarak mikrodalga yakma
cihazina yerlestirilmistir. 1 saat sliren yakma islemi sonunda kaplar c¢ikartilarak 20 dk
ceker ocakta sogumaya birakilmis ve kapagi gevsetilerek basinci azaltilmistir. Soguyan
kaplarin igerigi huni yardimi ile 25 ml’lik balon jojelere aktarilarak ultra saf su ile

hacmine tamamlanmistir.

Cizelge 5. 2 ICP-OES cihazinin galisma kosullar

PARAMETRELER OLCUM DEGERLERI
GUC 1.45 kW

PLAZMA AKIS HIZI (Ar) 15L/dk.

YARDIMCI GAZ AKISI (Ar) 0.20 L/dk.

SISLESTIRICi GAZ AKISI (Ar) | 0.80 L/dk.

RF JENERATORU 50/60 Hz

POMPA HiZI 1.5 ml/dk
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Cihaz parametrelerine ve kalibrasyon c¢ozeltisine gore analizi gerceklestirilen
numunelerin Ag icerikleri belirlenmistir. Elde edilen veriler deneysel sonuglar
boliminde verilmektedir. ICP-OES cihazinda gergeklestirilen analize ait ¢alisma

parametreleri Cizelge 5.2’de yer almaktadir.

5.2.4 Diferansiyel Termal Analiz/Termogravimetri Cihazi (DTA/TG)

Fotobaslatici ile fotoreaktérde lretilen hidrojellerin termal 6zellikleri TA Instrument
TGA Q500 termogravimetri cihazinda incelenmistir. Analizler 10°C/dk 1sitma hizinda,
30-500°C sicaklik araliginda, 60 ml/dk’lik azot atmosferi altinda aliminyum kroze

kullanilarak gergeklestirilmistir.

5.2.5 X-Isinlari Difraktometresi (XRD)

Fotobaslatici ile fotoreaktorde Uretilen hidrojellerin kristalografik 6zellikleri X i1sinlarinin
45 kV ve 35 mA degerlerinde CuKa tupilnde iUretildigi Rigaku Ultima IV X-Ray
Diffractometer marka XRD cihazi ile incelenmistir. Toz haldeki numuneler, aliminyum
numune kabina bosaltilmis ve diz bir yizey elde edilmesine dikkat edilerek analize
hazirlanmislardir. Analizi gerceklestirilen jel numunelerinin XRD analizleri; 2°/dakika
tarama hizi, 3.0°-80.0° arasinda degisen difraksiyon acilarinda kaydedilmistir. Elde

edilen XRD diyagramlari deneysel sonuclar bélimiinde yer almaktadir.

5.2.6 UV-VIS Spektrofotometre

Hazirlanan hidrojellerin kuarterner amonyum gruplarinin yizey yogunlugu, floresan
komplekslesme ve UV-VIS spektroskopisine goére kolorimetrik ydntemle tayin

edilmistir.

5.2.7 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Silika jel 60 F254 TLC aliiminyum plakalar uygun boyutlara getirilerek kullaniimistir. TLC
plaka analizinde "Camag 254 / 366 nm" UV lamba kullaniimistir.
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5.2.8 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal elektron mikroskopu calismalari Bogazici Universitesi ileri Teknolojiler Ar-Ge
Merkezi Laboratuarlarinda FEI Philips XL 30ESEM FEG marka cihazda 10 kV vakum
modu altinda analiz edilmistir. SEM gorintileri deneysel sonuglar bélimiinde yer

almaktadir.

5.2.9 Liyofilizator

Hazirlanan hidrojellerin taramal elektron mikroskobu calismasi 6ncesi numune
hazirlama asamasinda, istanbul Universitesi Orman Fakiltesi Laboratuvarlarinda

bulunan Christ marka Freeze Dryer Alpha 1-2 LD plus cihazi kullaniimistir.

5.3 Ekipmanlar

5.3.1 254 ve 300 nm Lambali Fotoreaktor Cihazi

Fotobaslatilmis polimerizasyon yontemi ile (retilen hidrojeller, Kerman Laboratuvar
Cihazlari San. ve Tic. Ltd. Sti. firmasi tarafindan 6zel olarak tasarlanan Rayonet merry-
go-round tipi UV-fotoraktor cihazinda sentezlenmistir. Cihazda, 7 adet seffaf (254 nm-
UV I) ve 6 adet beyaz (300 nm-UVII) lamba yer almaktadir. Her bir lamba 220V ve 6 W
giicindedir. Fotoreaktér icerisinde cam tiipliik yer almaktadir. iki dalga boyunda ayri
ayri calisma vyapilabilen fotoreaktor hava sogutmali fan sistemi ile birlikte

tasarlanmistir.

UV fotoreaktorde Uretilen hidreojellerden bir kismi icin fotoreaktor icerisine IKA marka
manyetik karistirici yerlestirilmistir. Bu ¢alismaya ait deney diizenekleri Sekil 5.1’de yer

almaktadir.
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Sekil 5. 1 Rayonet merry-go round tipi UV-fotoraktor cihazi

5.3.2 Fotoreaktor Cam Tiipler

Fotobaslaticili polimerizasyon ydntemi ile iiretilen hidrojellerin iiretiminde ildam Cam

A.S. tarafindan 6zel olarak tasarlanan kuvartz cam tipleri kullaniimistir.

5.4 Deneysel Yontemler

5.4.1 ROMP Polimeri ve ROMP jel X Uretimi, Karakterizasyonu, Antimikrobiyal

Etkinlik ve Toksikoloji Calismalari

5.4.1.1 Monomer Sentezi

Monomer sentezinde 6ncelikle; furan ve maleik anhidritin oda sicakliginda Diels-Alder
katilmasi sonucunda beyaz okzanorbornen monomeri (Bilesik 1) elde edilmistir. Daha
sonra 3-bromopropil amin ile imid transformasyonu yapilarak Bilesik 2 elde edilmistir.
Bilesik 2’ de bulunan brom grubu DABCO yapisindaki tersiyer amin ile oda sicakliginda

reaksiyona girmis ve mono katyonik tuz elde edilmistir (Bilesik 3). Cift katyonik yiklQ
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monomer sentezi i¢in Bilesik 3 metil iyodiir ile reaksiyona sokularak metanol-THF (7:3
v/v) karisiminda ¢okmesi ve saflastirilmasi saglanmistir. Monomer ve polimer sentezleri

Sekil 6.1’de verilmektedir.

Bilesik 1: Ekzo-7-okzabisiklo [2.2.1] hept-5-en-2,3-dikarboksilik anhidrit sentezi: 63.0
g (642 mmol) maleik anhidrit, tetrahidrofuran icerisinde ¢o6zildiikten sonra 48 mL (660
mmol) furan pipet ile ortama eklenerek 5 dakika karistirildiktan sonra reaksiyon
durdurularak oda sicakliginda 4 gin bekletilmistir. Bekleme isleminin sonunda
ortamda, maleik anhidrit furan Griini olan beyaz okzanorbornen kristallerinin (Bilesik
1) olustugu gorilmistir. Kristaller soguk THF ile yikanarak saflastirilmistir. Reaksiyon

verimi %78 ve Diels-Alder Grliniin tamami ekso-norbornen olarak elde edilmistir.

Bilesik 2: (3aR,4S,7R)-2-(3-bromopropyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7epoxyisoindole-
1,3(2H)-dione] sentezi: 2.7 gr (25 mmol) sodyum bikarbonat (NaHCOs) beher icerisine
konulduktan sonra lizerine 30 mL saf su ilave edilerek magnetik karistiricida ¢6zilmesi
saglanmistir. Bu ¢ozelti lzerine 7.13 gr (32 mmol) 3-bromopropilamin HCI ilave
edilerek ¢oziinmesi beklenmistir. Berrak ¢ozelti olustuktan sonra lizerine havanda toz
haline getirilmis 5 gr (51 mmol) Bilesik 1 ilave edilmistir. Karisim bir saat oda
sicakliginda karistirildiktan sonra filtrelenerek beyaz kristal yapida malzeme elde
edilmistir. Elde edilen kati maddeler 20 mL saf su ve 20 ml dietileter ile birer kez
yikanmistir. Kurutma islemi icin bir gece ceker ocak altinda bekletilmistir. Sentezin

ikinci kisminda kullanilmak lzere hazir hale getirilmistir [156].

0.36 gr (4 mmol) sodyum asetat tek boyunlu balon icerisine konulduktan sonra tzerine
8 ml asetonitril ilave edilmis, magnetik karistiricida isitilarak ¢ozlilmesi saglanmistir.
Sicaklk 90°C’ye geldiginde birinci asamada hazirlanan Uriniin hepsi ilave edilmis, kalan
maddeler az miktarda asetik anhidrit ile yikanmis ve balon septumla kapatilarak 90°C

sicaklikta ¢ saat karistirilmaya birakilmistir.

Cozelti, icerisinde buz bulunan 250 mL’lik behere aktariimis, tizerine 200 ml kloroform
ilave edilerek ¢oktirme islemi yapilmistir. Olusan karisim, ayirma hunisine alinarak
fazlarin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Maddenin bulundugu kloroformlu kisim
daha yogun oldugundan alt fazi olusturmustur. Alt faz alinarak %10’luk sodyum

bikarbonat, tuzlu su ve su ile yikanmistir. Referans uriine karsi TLC'de karsilastiriimal
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analizi gercelestirilerek trinin olustugu belirlenmis ve saflastirma islemine gecilmistir.
Etilasetat: Hekzan (1:1) ile kolon kromatografisinde Urlinin saflastiriimasi
gerceklestirilmistir. Kolondan alinan c¢ozelti doner buharlastiricida ¢6ziiclsiinden
uzaklastirildiktan sonra petrolyumeter ilave edilerek siirekli ¢alkalanmistir. Calkalanma
sirasinda kristallerin hizlica olustugu goézlenmistir. Olusan kristaller (Bilesik 2) petrol

eteri ile Ui¢ kez yikanmis, petrol eteri uzaklastirilarak vakum etliviinde kurutulmustur.

Bilesik 3 (Tek yuklii DABCO): (1-(3-((3aR,4S,7R)-1,3-dioxo-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-
4,7-epoxyisoindol-2(3H)-yl)propyl)-1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan-1-ium bromide)
sentezi: 0.46 gr DABCO (0.0041 mol) tek boyunlu reaksiyon balonuna konulduktan
sonra Uzerine 5 ml etilasetat ilave edilerek magnetik karistiricida ¢ozilmesi
saglanmistir. Bu ¢ozelti Gzerine 8 ml etil asetat icerisinde ¢oziinen 0.85 gr (0.00297
mol) Bilesik 2 ¢ozeltisi damla damla ilave edilmis ve oda sicakliginda reaksiyon bir giin
suireyle sdrdirilmustir. Olusan acik sari renkteki kati madde santrifiij yontemi

kullanilarak etilasetat ile 5 kez yikanarak azot altinda kurutulmustur.

Bilesik 4 (Cift yuklii DABCO): (1-(3-((3aR,4S,7R)-1,3-dioxo-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-
4,7-epoxyisoindol-2(3H)-yl)propyl)-4-methyl-1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane-1,4 diium
bromide iodide) sentezi: 0.1096 gr (0.000275 mol) Bilesik 3 (tek yiikli DABCO) tek
boyunlu reaksiyon balonuna konulduktan sonra Ulzerine 10:3 (v/v) oraninda
metanol:tetrahidrofuran ilave edilerek magnetik karistiricida ¢6zilmesi saglanmistir.
Bu ¢ozelti lGzerine metiliyodirin (0.014 mol) metanoldeki (1 ml) ¢ozeltisi damla damla
ilave edilerek oda sicakliginda aliminyum folya ile sarili sekilde 2 giin bekletilerek
reaksiyon devam ettirilmistir.  Santrifij yontemiyle 12:8 (v/v) oraninda

metanol:tetrahidrofuran karisimi ile 6 kez yikanarak azot altinda kurutulmustur.

5.4.1.2 ROMP Polimer (Teorik Molekil Agirhig 10,000 g/mol) Sentezi

ROMP lJel X Gretiminde kullanilan katyonik okzanorbornen polimerlerinin sentezinde
once DABCO esasli okzanorbornen monomeri (Bilesik 4) sentezlenmistir.
Polimerizasyon metotu olarak kontrolli polimerizasyon yontemi ROMP uygulanmistir.

Monomer ve polimerin sentez semasi Sekil 6.2’de gosterilmektedir.
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Polimerizasyon igin Grubbs ikinci jenerasyon katalisti kullaniimistir. Ayrica elde edilen
polimerizasyonun verimine gore Grubbs lg¢linci jenerasyon katalisti literatlre gore
sentezlenerek uygulanmistir [157]. Grubbs (Ill) katalist bromopiridin ile ticari olan
Grubbs ikinci jenerasyon katalistin karistirilmasi ve pentanda ¢oktirilmesi ile elde
edilmektedir. Her iki katalist fonksiyonel grup, oksijen ve havaya dayaniklidir. En
onemli farklari, baslatici hizlari monomerde bulunan fonksiyonel gruplara gore farklilik

gostermesidir. Bu fark polimer zincir uzunluklari ve dagilimina etki etmektedir.

0.1 gr (0.00018 mol) Bilesik 4, 15 mL agzi kapakli cam siseye konulduktan sonra Ulizerine
2 mL N,N-Dimetilformamit ilave edilerek magnetik karistiricida ¢6ziinmesi saglanmistir.
Bu ¢ozelti Gzerine Grubbs (111) (0.00001 mol) diklorometandaki (0.5 mL) ¢ozeltisi ilave
edilmis ve reaksiyon 3 saat oda sicakliginda surdirilmustir. Reaksiyon siiresi bitiminde
polimerizasyonu sonlandirmak amaciyla 1:1 oraninda etilvinileter:metanol ilave
edilerek 30 dakika magnetik karisticida karistirilmaya devam edilmistir. Cozelti 200 mL
dietileter icerisinde ¢oktlirtilmuis, santriflj islemiyle lic kez dietileter ile yikanarak azot

altinda kurutulmustur.

5.4.1.3ROMP Jel Uretimi

Bu grupta hazirlanan hidrojellerin sentezinde ROMP metodu kullanilarak sentezlenen
katyonik polimer kullanilmistir. Hidrojeller; AAm, BAAm, PEGDA (Mn=700), APS ve
TEMED’in farkl konsantrasyonlarda hazirlanan sulu ¢o6zeltilerinin farkli oranlarda

karistirilmasi ile hazirlanmistir.

Ornek jel formiilasyonu (ROMP Jel B) kati iceriginde %10 katyonik ROMP polimeri
bulunmaktadir. 100 ml su iceriginde 12.5 g AAm, 1.5 g BAAm, 0.2 g PEGDA (Mn=700)
ve hizlandirict TEMED’den 20 ml yer almaktadir. 40 g/100 ml baslaticc amonyum
persilfatin ilavesi ile 10 saniyede jel olusumu gercgeklesmistir. ROMP esasl hidrojellerin

iceriklerine ait degerler Cizelge 6.1’de verilmistir.

38



5.4.1.4ROMP Jel Antibakteriyal Etkinlik Calismasi

Katyonik polimer esash hidrojellerin antimikrobiyal etkinlik ¢alismasinda kullanilan
E.coli (ATCC 25922), S.aureus (ATCC 29213) ve C.albicans (ATCC 90028) bakterileri
Acibadem Universitesi Arastirma Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan, kullanilan tim

kimyasallar ise Salubris Microbiological Culture Media® (SMCM®)’dan temin edilmistir.

Bu calismada, notralizasyon broth hazirlanarak otoklavlanmistir. Kullanilacak her
mikroorganizmadan taze pasaj alinmis ve bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir. Ureyen
mikroorganizmalardan PBS iginde 0.5 McF bulanikliginda slispansiyon hazirlanmistir.
Hidrojeller, c¢alisilacak mikroorganizma sayisina gore tek tek petri kaplarina
konulmustur. Petriye konulan hidrojellerin lGzerine mikroorganizma slispansiyonundan
10 ul eklenmistir. Petrinin kapagl kapatilarak 1 saat 37°C'de inkibe edilmis, 1 saat
sonunda herbir hidrojel ayri ayri mikrosantriflij tlplerine aktarilarak {zerlerine
reaksiyonu durdurmak igin 1 ml noétralizasyon broth eklenmistir. Ters yliz yaparak
notralizasyon broth ile hidrojelin etkin bir sekilde temasi saglanmistir. Bu asamadan
sonra her farkli hidrojel ve mikroorganizma icin 6 tipe 200 ul PBS eklenmis ve
(notralizayon broth + hidrojel) bulunan tiipten 200 ul alinarak 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32
ve 1/64 olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Seyreltme isleminden sonra her bir
mikroorganizma icin Luria Bertani agara (LB agar) hazirlanan 7 tlipten ekim yapilmistir.
Bir gece 37°C'de inklbe edilerek ertesi giin sonuglar degerlendirilmistir. Hidrojeller
antimikrobiyal etkinlik calismasi icin, 0.8 cm capinda ve 0.5 cm kalinlikta kesilerek

hazirlanmistir.

5.4.1.5ROMP Jel in Vitro Toksisite Calismasi

ROMP jel grubuna ait hidrojellerin in vitro calismalari, Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Bolimi Laboratuarlar’nda gerceklestirilmistir. in vitro toksisite
calismalari, farkh konsantrasyondaki jellerin farkli zaman dilimlerindeki hiicre canlilig
Uzerine etkisi olup olmadigini arastirmak ve etki mekanizmasini belirlemek Uzere ISO
EN 10993-5:2009 standartlarina uygun olarak MTS yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir [158].
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Calismalarda, insan gobek kordon ven endotel hiicre kiiltlri-insan umbilikan ven
endotel hiicreleri (HUVEC) Amerikan Tip Kultlir Koleksiyonu’ndan (ATCC-CRL-1730,
Virginia, USA) ticari olarak elde edilmistir. Hidrojellerin sterilizasyon islemi 15 dk UV

15181 altinda gergeklestirilmistir.

Deneysel ¢alismalar sirasinda Dulbecco Eagle Minimum Essential Medium (L-Glutamine
iceren DMEM, Gibco) kullaniimistir. Besiyeri ortamina enfeksiyonlari 6nleyici penisilin-
streptomisin (Pen Strep, Gibco) veya antimikotik (Anti-Anti (100X), Gibco) ilave
edilmistir. Sigir cenin serumu Gibco firmasindan temin edilmistir. Dulbecco’nun fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (DPBS; w/o: kalsiyum, w/o: magnezyum) PAN Biotechte’ten
GmbH, dimetil silfoksit Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir. Ayrica, tetrazolyum tuzu
(MTS) Promega sirketinden temin edilmistir (CellTiter 96® Sulu MTS reaktif tuzu).
Calismada Biosciences marka Cell Proliferation Cytotoxicity CCK-8 Assay kiti kullanilarak
toksisite testi yapilmis ve kitin icinde belirtilen dalga boylarinda spektrum alinmistir

(Sekil 5.2).

(a) (b)

Sekil 5. 2 Hiicre proliferasyon sitotoksisite deneyi kiti-CCK-8 sematik gosterimi.
a)Numune hazirlama, b)inkiibasyon ve c)Absorbans 8l¢ciimii [159].

Hiicre Kultiirli: HUVEC ticari olarak temin edilmis ve yuksek glikoz icerikli (4.5 g/L)
%10FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 antimikotik iceren DMEM (1X) igerisinde
biyatalmdistir. Hicreler logaritmik bliyime fazina gelene kadar 37°C sicaklikta, %5

CO, ve %95 hava ortaminda bulunan inkiibatérde muhafaza edilmistir.

Hiicre Canlihk Testi: Polimerik malzemenin in vitro sitotoksisite c¢alismasinda,
tetrazolyum tuzu tabanli [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-ulfophenyl)-2H-tetrazolium, i¢ tuzu (MTS)] hiicre canliigini degerlendirmek icin bir
renk 6lgiim teknigi kullanilmistir. Hicre canhligini degerlendirmek igin yapilmis olan

MTS testinde, 96-kuyulu plakalarin her bir kuyucugunda 100 pl 5x103 hiicre ekilmis ve
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24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, %1.25 konsantrasyona kadar 50 pl
polimer siispansiyon ¢ozeltisi ortama eklenip farkli kuyularda 24 saat ve 72 saat inkube
edilmistir. Farkli tip polimerlerin in vitro toksisite testi igin belirli hicre ¢ozelti
konsantrasyonlari (12.5, 8 ve 4 mg/mL) uygulanmistir. Herbir zaman araligi igcin MTS
Olcimi yapilmis, stpernatant (Ust faz) dikkatlice alinarak, 110 pL MTS c¢ozeltisi

plakalara eklenmis ve 2 saat daha inklbe edilmistir.

MTS testi sonuglari, her bir numune icin 4 ardisik tekrar yapilarak ve her deney 2 defa
tekrar edilerek elde edilmistir. Canh hicreler MTS c¢o6zeltisini, PMS varliginda
mitokondrilerine alarak mitokondriyon aktivitesini 6lcen mavi formazan kristallerinde
metabolize etmektedirler. Daha sonra, manyetit-MTS iceren hiicrelerin absorbans

degeri kontrol hiicrelerinin degerlerinden c¢ikarilarak gercek sonuglar elde edilmistir.

Degerlendirme yapabilmek icin negatif kontrol olarak toksik oldugu bilinen %20’lik
DMSO ve hidrojel uygulanmayan %100 canh kabul edilen pozitif kontrol grubu
kullanilmistir. 24 ve 72 saatlik inklibasyon sonrasi Biosciences marka Cell Proliferation
Cytotoxicity CCK-8 Assay kiti kullanilarak toksisite testi yapilmis ve kitin icerisinde

belirtilen dalga boylarinda spektrum alinmistir.

Hidrojel uygulanan hiicrelerdeki sonuclar % hiicre canllik olarak ifade edilmistir ve
hidrojel uygulanmayan, %100 canli kabul edilen pozitif kontrol grubu (Maksimal
Viabilite, Max V) ile %0 canli kabul edilen, %20’lik DMSO uygulanan negatif kontrol
grubuna (Minimal Viabilite, Min V) gore esitlik 5.1’de verilen formul kullanilarak

hesaplanmistir [160].

% Hucre canlilik = [(Test — Min V) / (Max V — Min V) x 100 (5.1)

5.4.2 UV ile Kiirlesebilen Katyonik Qu-PEl Polimeri, Qu.-PEl-Jel Uretimi,

Karakterizasyonu, Antimikrobiyal Etkinlik ve Toksikoloji Calismalari

5.4.2.1 UV ile Kiirlesebilen Katyonik ve Metakril Fonksiyonlu Polietilenimin Sentezi

ve Karakterizasyonu

UV ile kirlesebilen katyonik ve metakril fonksiyonlu polietileniminin (PEI) sentezinde,

PEI oncelikle ACOM ve Michael katilmasi ile reaksiyona sokularak UV ile fonksiyonel
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hale getirilmistir. Michael reaksiyonu primer amin ile akrilat gift baglarinin katilmasi
sekilde olmaktadir. Reaksiyon stokiyometrisine dikkat edilerek polietilenimindeki amin
gruplarinin hepsinin akrilat ile reaksiyona girmemesi saglanmistir. Serbest kalan amin
gruplari daha sonra metil iyodir ile reaksiyona sokularak katyonik tuzun elde

edilmesinde kullanilmistir.

PEI (1.0 g, 16.6 mmol monomer birimi) ve ACOM (1.0 gr, 4 mmol), icerisinde 15 ml
etanol bulunan 100 ml’'lik reaksiyon balonuna eklenerek karistirilmigtir. Balon azotla
temizlendikten sonra, sisenin agzi septum ile kapatilarak gece boyunca oda sicakliginda
karistinlmistir. Daha sonra ¢ozicli donerli buharlastiricida uzaklastirilarak, metakril

fonksiyonlu PEI daha c¢ok nicel bir verimde viskoz bir trin olarak elde edilmistir.

5.4.2.2 Q,-PEl-Jel Uretimi ve Karakterizasyonu

Bu grupta olusturulan hidrojellerde c¢ift yonli antimikrobiyal etki hedeflenmistir.
Kullanilan polimer ve kimyasal olarak ¢oktirllen Agl ile etkinligin artmasi planlanmistir.
Hidrojeller; UV ile kirlesebilen polietilenimin esash polimer, AAm, BAAm, AgNO3 ve
fotobaslatici Irgacure 2959’un farkl konsantrasyonlarda hazirlanan sulu ¢ozeltilerinin

farkl oranlarda karistiriimasi ile hazirlanmistir.

Ornek formiilasyon Qu,-PEl-Jel 2’nin hazirlanisi; kati madde iceriginin agirlikca %9’u
olacak sekilde polimer (0.2 g UV ile kirlenmis katyonik polietilenimin), AAm (2.0 g),
BAAm (0.025 g), AgNOs (0.01 g), 4 ml su iginde ¢ozlilmistir. Daha sonra hazirlanan
cozeltiye fotobaslatici Irgacure 2959’un stok c¢ozeltisinden ilave edilerek (0.08 gr.
Irgacure 2959, 20 ml saf suda coziilerek) UV reaktorde reaksiyon baslatiimistir.
Jellesme N, altinda, oda sicakliginda 1 saatte gerceklesmistir. Jel formilasyonlarina ait

bilgi Cizelge 6.9’da yer almaktadir.

Hazirlanan Qu,-PEl-Jellerinin karakterizasyonu icin; FT-IR, XRD, TG/DTA, su tutma testi

ve katyonik gruplarin tayini gerceklestirilmistir.
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5.4.2.3 Q,-PEl-Jel Antibakteriyal Etkinlik Calismasi

Bu calismada kullanilan E.coli (ATCC25922) ve S.aureus (ATCC25923) bakterileri Yildiz
Teknik Universitesi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya B&limi Tekstil-

Antimikrobiyal Laboratuvari Kiltlr Koleksiyonu’ndan, temin edilmistir.

E.coli ve S.aureus 37°C'de gece boyunca inkiibe edilmis ve nutrient agar besiyeri
ortaminda muhafaza edilmistir. Bakteriyel ¢ozelti konsantrasyonlari standardizasyonu
icin 590 nm (OD590)'da absorbans degeri okunmustur [161]. 0.1 M PBS tamponda
hazirlanan E.coli ve S.aureus slispansiyonundan (pH 7.0, 10" CFU/ml) 100 ml ahnarak,
steril erlenmayerde bulunan 50 ml nutrient broth (sivi besi ortami) igerisine
eklenmistir. Hiicreleri, 10° CFU/mL'lik bir konsantrasyon elde etmek icin %0.9’luk NaCl
¢Ozeltisinden 10 ml eklenerek sispanse edilmistir. Hidrojel kaplanmis ylizeylerin
antibakteriyel etkinligini incelemek igin Airborne Test ve Disk Diflizyon ydntemi

kullanilmistir.

Airborne test icin, E.coli ve S.aureus doymus sispansiyonu, 5 dakika boyunca 4000
rom'de oda sicakhginda santrifiij edilmistir. Hiicreler, 10° CFU/mL'lik bir konsantrasyon
elde etmek icin % 0.9’luk NaCl iceren saf su icinde yeniden siispanse edilmistir. E.coli
(10° hiicre/mL) slspansiyonu test yizeyleri (hidrojel numuneleri) (zerine
puskirtiulerek yaklasik 5 dakika kurutulmak lizere bekletilmistir. Daha sonra, lzerine
bakteri uygulanmis test 6rnekleri bos steril polistiren petri kaplari (VWR, 100 mm x 15
mm) icine yerlestirilmistir. Otoklavlanip, 37°C'ye sogutulmus nutrient agar, 6rneklerin
Uzerinden petriye dokilmis ve 37°C'de bir gece boyunca inkibe edilerek daha
sonrasinda koloniler sayllmistir. Kontrol olarak Ag nanopartikili ve Quy-PEI polimeri

icermeyen jel 6rnekleri kullaniimistir.

Sonuclar asagidaki denkleme gore ifade edilmistir;

Kontrol koloni sayimi — test lizerindeki koloni sayisi
05 lim = : x 100 (5.2)
Kontrol koloni sayimu

Disk difizyon yonteminde, bakteri stok cozeltisi (10° CFU/mL) 100 puL nutrient agar
dokilmus petri Gzerine eklenmistir. Jel numuneleri besi ortamina temas edecek sekilde
yerlestirilmis ve 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
hidrojel numunelerinin etrafinda olusan zone ¢aplari incelenmistir.
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Hidrojellerin, E.coli ve S.aureus Uzerindeki antimikrobiyal etkinlik ¢alismalari, herbir
hidrojel numunesi icin Ug¢ tekrar yapilarak gergeklestirilmistir. Sonuglar bu tekrarlarin

ortalamasi alinarak elde edilmistir.

5.4.2.4 Q,-PEl Jel Toksisite Calismasi

Qu.-PEl-Jel grubuna ait hidrojellerin insan viicuduyla olan uyumunun belirlenebilmesi
icin yapilan in vitro toksisite calismalari Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomuhendislik Bolliimi Laboratuarlar’nda gerceklestirilmistir. Test prosediirii bolim

5.4.1.5 ROMP jelin in vitro toksisite ¢alismasi kisminda agiklanan prosediir ile aynidir.

5.4.3 Hidrojel Yiizeylerindeki Katyonik Gruplarin Tayini

ROMP esasli ve Quy-PEI polimerlerini iceren hidrojellerin katyonik grup tayini sodyum
floresein kullanilarak yapilmistir. Calismada, 1 cm c¢apinda ve kalinhginda kesilen
hidrojeller ilk olarak 10 dakika distile su icinde hazirlanan %1 floresein sodyum tuzu
¢Ozeltisi icinde daldirilmistir. Bu kosullar altinda, floresan molekiiller negatif
yuklerinden dolayr katyonik gruplara giicli bir sekilde baglanmaktadir. Reaksiyona
girmemis boyar molekiller distile su ile iyice durulanarak uzaklastirilmistir. Bagl
floresan molekilleri daha sonra tek degerlikli setiltrimetilamonyum klorir
soliisyonuna, (setiltrimetilamonyum kloriir, C1gHs2N'Cl™, %0.25 damitiimis su icinde),
9mL'de daldiriimis ve 15 dakika siireyle sonikasyon uygulanmistir. Bu uygulamadan
sonra cam ylzeyler ¢ozelti icerisinden c¢ikarilmis ve bu c¢ozelti tzerine 1 ml fosfat
tampon c¢ozeltisi (100 mM, pH 8) ilave edildikten sonra elde edilen sollisyonun
absorbans degeri 501 nm'de dlcilmustir. Floresein konsantrasyonu, yok olma katsayisi
icin 77000 M~*.cm™ bir deger alinarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyon degerlerinden
sonra katyonik gruplarin yogunlugu elde edilmistir [43]. Olciilen yiikler floresein ile
iyonik bir kompleks olusturma yetenegine sahip kuaterner amonyum gruplarina karsilik

gelenlerdir.

5.4.4 Hidrojellerin Sigme Testleri

Hazirlanan hidrojellere, oda sicakliginda (sabit 21°C’de) su tutma testleri uygulanmistir.

Bu amacla kuru hidrojeller hassas terazi yardimiyla tartilarak icerisinde damitik su
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bulanan behere konularak sismeye birakilmistir. Hidrojel 6érneginin suya birakildigi an
t=0 olarak alinmis ve belirli zaman araliklarinda sudan ¢ikarilan hidrojelin dis
ylzeyindeki su kurulanarak ayni duyarliikla tartilmistir. Sabit kitle degerleri elde
edilene kadar tartima devam edilmis ve degismeyen degerler elde edildiginde sismenin
dengeye geldigi kabul edilerek deney sonuclandirilmistir. Denge durumuna

ulasildiginda sismis hidrojelin en biyilk sisme degerine sahip oldugu kabul edilir.

Hidrojellerin %su tutma miktarlari Esitlik 5.3’e gore gravimetrik olarak hesaplanmistir

[162, 163].
%Su tutma = [(my—m,) / my ] x 100 (5.3)

Bu esitlikte, m; (g) herhangi bir zamandaki tartilan hidrojel agirligini; mg (g) ise,

baslangictaki kuru hidrojelin agirhigini gostermektedir.

5.4.5 Derek Nexus Programi ile Ongoriilii Toksisite Calismasi

Sentezleri gerceklestirilen ve antimikrobiyal etkinlik ¢alismasi yapilan hidrojellerin in
vitro hicre toksikoloji galismalarina baslamadan 0Once, Lhasa firmasina ait Derek
(Deductive estimate of risk from existing knowledge-riskin mevcut bilgiden yola ¢ikarak
timdengelim tahmini) Nexus bilgisayar programi ile antimikrobiyal polimerlerin

toksikoloji tahmin galismalari gergeklestirilmistir.

Lhasa firmasi (Leeds, Yorkshire, UK) ilag, kozmetik ve kimya endistrilerine veri
paylasimi yaparak projelere destek olan bir kurulustur. Firma, olusturdugu bilgi tabanli
sistemler ile kullanicilara yardimci olmaktadir. Lhasa Limited’in kimya, ilag ve bu
alanlarla ilgili bilimler tizerinde daha 6zel odaklanma yapan bilgi yonetimi, bilgi tabanli
destekler ve iliskili veri tabanlarinda genis arastirmalari mevcuttur. Uriinlerinin siirekli
gelisimi icin endistri, akademi ve dizenleyici kisilerle ortak projeler yiriitmektedir. Bu

amag icin gelistirilmis yazilimlar ve ¢alisma alanlari asagidaki gibidir;

e Derek Nexus; toksisite tahmin sistemi,

e Sarah Nexus; mutajenite tahmini icin istatistiksel sistemi,
e Vitic Nexus; kimyasal data ve bilgi yonetimi,

e Meteor Nexus; metabolik akibet tahmin sistemi,

e Zeneth; zorlanmis bozunma Urinleri tahmini sistemidir.
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Derek Nexus programi, ilgili bilesikteki potensiyel toksisitenin erken bulunmasini
saglamaktadir. Program, yapinin toksisitesi hakkinda bilgi vermek icin; kompleks
bilesikler, geliskili veriler ve muhakeme kurallari konusunda uzman kisiler tarafindan
hazirlanmistir. Genel olarak Derek programi; molekiillerin, toksisite, hassasiyet etkileri,

potansiyel deri ve g6z tahrisi tahmini icin kullanilmaktadir [164].

Derek Nexus tarafindan verilen tahminler; yapi aktivite iliskisinin grafiksel agiklamasi,
gelisim icin gerekge, bilinen toksisite verisi ve anahtar referanslar ile desteklenmistir.
Saglam ve gerekgeli tahminler olusturmanin yani sira kullanici bilgilerini tamamlayici

ozelligi de bulunmaktadir.

Derek Nexus programi yaygin olarak; GTI (genotoksik safsizlik) degerlendirmesi ve GTI
yonetimi icin ila¢ sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Derek Nexus kuruluslarin

ICH M7 gereksinimlerinin yarisini saglamakta ve desteklemektedir.

Derek Nexus programinin iki asamali islem o6zelligi bulunmaktadir. Bunlardan ilki
yuksek seviyeli ongorim, ikincisi ise derinlemesine kalite saglama ozelligidir.
Uygulamada, kullanicilarin basit bir potansiyel toksisite tahmininde bulunarak
baslamalarini saglamaktadir. Ayrica kullanicilarin ihtiyag duymasi halinde daha detayli

bilgi iceren uzman 6zeti icin sorgulama yapabilmektedirler.

Hidrojel formulasyonlarinda kullanilan polimerlerin (ROMP esash ve Quy-PEl) toksisite
Ongoru calismasi Derek Nexus programi deneme slirimi versiyon 4.0.5 (LHASA
Limited, Leeds, UK, Derek KB 2014 1.0) ile gerceklestirilmistir. Programin tahmin
calismasi, benzer molekillerin insan, E.coli ve Salmonella typhimuriu (zerindeki
sonuclari arasinda gerceklestirmistir. Cilt ve goz tahris potansiyeli, genotoksisite ve

Uremeye etkileri degerlendirilmistir.

5.4.6 Istatiksel Degerlendirmeler

in vitro toksisite testi sonucunda secilen veriler arasindaki yizde canlilik
degerlendirmesi ve ilgili ortalamanin standart hatasi (om: Standart Error of Mean-

ortalamanin standart hatasi) MS Excel (MS Office 2007) kullanilarak hesaplanmistir.
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BOLUM 6

DENEYSEL SONUCLAR

6.1 ROMP Polimeri ve ROMP Jel X Uretimi, Karakterizasyonu, Antimikrobiyal

Etkinlik ve Toksikoloji Calismalari

6.1.1 ROMP Esasli Monomer ve Polimerlerin Sentez ve Karakterizasyonu

ROMP esasli monomer ve polimer sentezi sirasinda 6ncelikle, Furan ile Maleik Anhidrit
Diels-Alder reaksiyonu sonucu ekzo-7-okzabisiklo[2.2.1]hept-5-en-2,3-dikarboksiklik
anhidrid (Bilesik 1) olusturulmus ve beyaz kristaller elde edilmistir. Karakterizasyon
kapsaminda 'H NMR analizi yapiimis ve analiz sonucu elde edilen iriiniin ekzo yapida
oldugu gorilmustiir. Monomer sentezi kobalt asetat prosediri ile 3-bromopropilamin
reaksiyona sokularak imid transformasyonu yapilmis ve Bilesik 2 sentezlenmistir. Sekil

6.1’de monomer ve polimerlerin sentez semalari yer almaktadir.
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Sekil 6. 1 Calisma kapsaminda gergeklestirilen ROMP monomer ve polimerlerin sentez

semasi
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Molekil agirhgr ve dagilimi kullanilan katalist ve monomer konsantrasyonuna goére
ayarlanabilmektedir. Calisma kapsaminda 10.000 ve 3.000 gram/mol agirhiginda
polimerler sentezlenmistir. Ancak 3.000 molekil agirhgindaki polimerler ile istenen
ozellikte hidrojel elde edilememistir. 10.000 molekul agirhg1 sentezi igin katalist miktari
ve monomer konsantrasyonu ile polimerizasyon derecesinin hesaplanmasi asagida

verilmektedir.

10.000 g.mol™ ortalama molekil agirligina sahip olan Bilesik 4 iceren monomerin
molekil agirhgr hesaplanmasi asagidaki gibidir. Bu kapsamda 6ncelikle polimerizasyon
derecesi (PD) hesaplanmistir. PD, belirledigimiz molekil agirhgina sahip polimer
zincirindeki monomerlerin ortalama sayisini vermektedir. 10.000 g.mol™ ortalama

molekil agirligina sahip olan Dabco esasli polimerin PD degeri;
Bilesik 4 iceren monomerin molekdil agirhgi (Ma) = 539,94 g.mol'1

Grubbs 1l katalistinin molekiil agirligi (Ma) = 884,98 g.mol™

Polimerin molekiil agirhgi(ij

PD = mol. (6.1)

Monomerin molelkil a@rl:g:{%}

PD = 10000 / 539,94 (6.2)
PD = 18,520 ~ 18 (6.3)

Sentez i¢in dabco grubu iceren okzanorbornen monomerinden 0,2 g (0,475 mmol) elde
ettigimiz PD degerinden vyola c¢ikarak sentez Bilesik 4 iceren okzanorbornen
monomerinden 0.1 gr (0,00018 mol) alinmistir. Elde edilen PD degerinden yola ¢ikarak
kullanilacak olan Grubbs Il katalist miktari belirlenmis ve 10.000 g.mol™ molekiil

agirligindaki Bilesik 4 iceren polimer icin gerekli miktarlar hesaplanmistir;

PD = (monomer) / (katalist) (6.4)
18, 520 = 0,00018 / (katalist) (6.5)
[katalist] = 0,000010 mol (6.6)
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Kullanilacak olan Grubbs (ll1) katalist miktari (g) ;

Eullanilacak olan Grubbs IIT katalist miktar (g)
894,98 (g/mol)

0,000010 = (6.6)

Kullanilacak olan Grubbs (l11) katalist miktari (g) = 0,0088 g olarak hesaplanmistir.

ROMP esasl polimerlerin yapisal ve fiziksel analizlerinin belirlenebilmesi amaci ile FTIR

ve NMR analizleri yapilmistir.

10.000 g.mol'1 ortalama molekil agirligina sahip olan polimerin 4000-650 cmt dalga
boylari arasindaki fonksiyonel bag grup ozellikleri FT-IR analiziyle incelenmistir. Sekil
6.2’de verilen FTIR spektrumlari incelendiginde; 3441 cm™“de (N-H) gerilme, 2929 cm™
de (C-H) gerilme, 1698 cm™de (C-N) [47] alkan egilme, 1253 cm™de (C=N®) [165],
1179 cm™* ve 851 cm™de (C-0), 1094 cm™de (C-N) gerilme ve 659 cm™ (C-Br) gerilme
[166] yapilari gbzlenmektedir.
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Sekil 6. 2 ROMP esasli katyonik polimerin FTIR spektrumu

Dabco-okzanorbornen monomeri ve polimerinin *H NMR spektrumu Sekil 6.3’de yer
almaktadir. 'H NMR spektrumu  incelendiginde, okzanorbornen halkasi

polimerlestiginde, 5.0 ve 6.2 ppm’de gelen monomer olefin proton pikleri kaybolmus,
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polimer yapisinda bulunan olefin proton sinyalleri 5.8-5.6 ppm’de genis olarak geldigi

gozlemlenmistir [167].
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Sekil 6. 3 Dabco-okzanorbornen monomeri ve polimerinin *H NMR spektrumu.
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6.1.2 ROMP Jel Uretimi

ROMP esasli katyonik polimer igeren gruba ait hidrojellerin sentezi serbest radikal
polimerizasyonu yontemi kullanilarak oda kosullarinda gergeklestirilmistir. Sekil 6.4’de

jel formulasyonunun sematik olarak gdsterimi yer almaktadir.

Bu gruptaki hidrojellerin hazirlanmasinda; monomer olarak AAm, yardimci monomer
olarak BAAm, capraz baglayici olarak PEGDA (Mn=700), baslatici olarak APS ve
hizlandirici olarak TEMED kullaniimistir. APS stok ¢ozeltisi (4.0 g APS/20 ml) ve TEMED
stok ¢ozeltisi (4.0 ml TEMED/20 ml) distile suda hazirlanmistir. Cizelge 6.1’de verilen
hidrojel iceriklerinde; AAm (xg/100ml), BAAm (x10'3g/100ml), PEGDA 700 (xg/100ml),
APS (xg/100ml), TEMED (xml/100ml) katsayilarina goére verilmistir. Tum hidrojeller

baslatici amonyum persiilfatin eklenmesi ile 10 saniye icinde jellesmistir.

Cizelge 6. 1 ROMP esasli hidrojellerin igerikleri

POLIMER | aam  |BAAm | o0 |Aps | TEMED
HIDROJEL KODU | %KATI (Mn=700)

icErik | (8) (8) (8) (ml)

(g)

ROMP JEL A 100 |125 |15 i 400 |20.0
ROMP JEL B 100 |125 |15 0.2 400 |20.0
ROMP JEL C 2.5 125 3.0 0.1 400 |20.0
ROMP JEL D 100 |250 |30 0.1 400 |20.0
ROMP JEL E i 125 |15 0.1 400 [20.0
ROMPJELB1 |5.0 125 |15 0.2 400 [20.0
ROMPJELB2 |125  |125 |15 0.2 400 [20.0
ROMPJELB3 |100  |125 |15 0.2 400 [20.0
ROMPJELD1 |10.0  [250  [3.0 i 400 |20.0

Cizelge 6.1’de yer aldig1 gibi Romp Jel B 3’ln igerik ve hazirlanisi Romp Jel B ile aynidir.
Ancak Romp Jel B 3 jel formunda hazirlandiktan sonra 40°C'de vakum etiviinde
blnyesindeki tim su uzaklasip sabit tartima gelene kadar bekletilmistir. Hazirlanan bu
jel ile bunyedeki suyun ve jellerde bulunan gézenek yapisinin antimikrobiyal etkinlik
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Uzerine olan etkisini karsilastirmak hedeflenmistir. Calisma sonugclarina ait detaylh

bolim 6.1.4 Romp Jel antimikrobiyal etkinlik sonuglari kisminda verilmistir.

Sekil 6. 4 ROMP Jel olusumunun sematik gosterimi.

Farkl goriiniim ve yapidaki ROMP hidrojellerine ait goruntiler Sekil 6.5'de verilmistir.

Sekil 6. 5 Katyonik polimer (ROMP) esasli bazi hidrojellerin gérintisi. (a)Romp Jel A(b)
Romp Jel B 1, (c)Romp Jel B 2, (d)Romp Jel B 3 ve (e)Romp Jel D 1
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6.1.3 ROMRP Jel Karakterizasyonu

ROMP esasli  katyonik polimerlerle sentezlenen birinci grup hidrojellerin
karakterizasyonu igin; FT-IR, su tutma testi, katyonik gruplarin tayini, antimikrobiyal

etkinlik ve hicre toksisite calismalari gergeklestirilmistir.

6.1.3.1FT-IR Analizi

Hazirlanan hidrojellerin  kimyasal yapisini aydinlatmak igin gerekli spektroskopik
incelemeler FT-IR spektrometresi ile yapilmistir. Bu amagla ¢apraz bagli kopolimerlerin

spektrumlari 4000-650 cm™ dalga sayisi araliginda alinmistir.

ROMP esasli  hidrojellerin  karsilastirmali  FTIR  spektrumlari  Sekil 6.6’da
gosterilmektedir. FTIR spektrumlari incelendiginde; 3329.66 cm™ ve 3193.19 cm™de
(O-H) ve (N-H) gerilme, ayrica 3000-3600 cm arasindaki genis bant (N-H) gerilmelerini
gbstermektedir [74]. 2869.34 cm™ de (C-H) gerilme [168], 1726.76 cm“de (C=0),

1087.14 cm™ ve 946.73 cm™ de (C-0) yapilari gézlenmektedir.

a Romp Jel B2
T Romp Jel C
¢ Romp Jel E

40000 3600 3100 1800 2400 2000 _1 1800 1s00 1400 1200 1000 800 650,0
cm

Sekil 6.6 ROMP hidrojellerin karsilastirmali FT-IR spektrumu. a)Romp Jel B2, b)Romp Jel
C ve c)Romp Jel E
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6.1.3.2Sisme Testi

ROMP lJellerin sisme davranislarinin incelenmesi icin hidrojellere sabit sicaklikta su
tutma testleri uygulanmistir. Kuru hidrojellerin suya birakilma ani "0" olarak alinmistir
ve belirlenmis sire araliklarinda sudan alinan 6rneklerin yizeyindeki su kurulanarak

tartimlari gergeklestirilmistir.

ROMP Jel grubuna ait hidrojellere uygulanan sisme testleri sonucunda hidrojeller
dengeye gelerek sabit bir sisme degerine ulasmislardir. Olusturulan sisme izotermleri,

elde edilen sonuglar ile % su tutma-t grafikleri gizilerek Sekil 6.7’de gosterilmistir.

1200
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[4+] | | |
£ 800
)
2 .||
S 600 |
n |
N ' » o0 o . IS
400 [IT] oo n X
200
0m
0 2000 4000 6000 8000 10000
Zaman (dk)
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< ROMP Jel D “ ROMP Jel E ROMP Jel D1

Sekil 6. 7 ROMP hidrojellerinin sisme 6zelliklerinin zamanla degisimi

Sekil 6.7’de gorildigi gibi tim hidrojeller ilk saatlerde hizli sismis, sisme 8 saat sonra
yavaslamistir. Jellerdeki kltlece artis 5280 dakikadan 8280 dakikaya kadar gecen
zaman araliginda ciddi bir degisime ugramamistir. Hazirlanan tim jel sistemlerinde bu
durum ayni sekilde gozlenmistir. Cizelge 6.2’de ROMP esasli hidrojellerin icerikleri ile

denge anindaki %sisme degerleri yer almaktadir.

Cizelge 6.2 incelendiginde, sisme degerlerinin %350 ile %500 arasinda degistigi
gorulmektedir. Ancak ROMP esasli katyonik polimeri icermeyen hidrojelde (ROMP Jel
E) % sisme degerinin digerlerinden farkli olarak %994.7 oldugu tespit edilmistir. Ayrica
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hidrojel sistemlerinde artan ROMP esasli polimerin icerigi ile %sisme degerinin azaldig
gorlilmektedir. Polimerin yapiya girmesi, jel sistemindeki ¢apraz bag yogunlugunu
arttirarak suyun absorbsiyonunun azalmasina sebep olmustur [169]. Literatlirde yer
alan calismalarda, ¢apraz bag yogunlugundaki artisin yapiya gegen su kitlesi miktarini

azalttigi belirtilmistir [170].

AAm ve BAAmM miktarlarinin iki katina g¢ikarildigr ROMP Jel D hidrojelde elde edilen
dengedeki %Sy degeri ROMP Jel B ile yakin oldugu tespit edilmistir. Ayrica PEGDA
icerikli hidrojelin (ROMP Jel B) PEGDA icermeyen hidrojele (ROMP Jel A) oranla daha
disik sisme gostermesi, hidrojelin yapisinda bulunan PEGDA molekillerinin suyun
hidrofilik gruplarla etkilesimini engellemesi ve c¢apraz bagh yapinin gézeneklerinde
bulunan PEGDA nedeniyle suyun difiizlenebilecegi bosluklarin azalmasi seklinde

aciklanabilmektedir [171].

Cizelge 6. 2 ROMP esasli hidrojellerin igerikleri ile %sisme degerlerinin karsilagtirmali

verileri
HiDROJEL KODU Egm\:ER AAM SAAM (P,\E,,i[:joo) %SISME
. (g) (g) DEGERI
%(ag/ag) (8)
ROMP JEL A 10.0 12.5 1.5 - 477.8
ROMP JEL B 10.0 12.5 1.5 0.2 381.2
ROMP JELC 2.5 12.5 3.0 0.1 345.1
ROMP JELD 10.0 25.0 3.0 0.1 381.0
ROMP JELE - 12.5 15 0.1 994.7
ROMPJELB 1 5.0 12.5 15 0.2 *
ROMP JEL B 2 12.5 12.5 15 0.2 *
ROMP JELB 3 10.0 12.5 15 0.2 *
ROMPIJELD 1 10.0 25.0 3.0 - 304.4

*Belirtilen jeller igin sisme testi gerceklestirilememistir.
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Suda bekletilen hidrojellerin sisme testleri sonucunda dengeye gelerek sabit bir sisme

degerine ulastiklari zamanda alinan gorintileri Sekil 6.8’de verilmektedir.

Sekil 6.8’de gorildigi Gizere, ROMP Jel A, ROMP Jel B, ROMP Jel C, ROMP Jel D, ROMP
Jel E ve ROMP Jel D 1 hidrojellerininin oldukga saglam ve kararli bir yapida olmalari

kullanilabilirlikleri agisindan olumlu bir durumdur.

Sekil 6. 8 ROMP hidrojellerinin sisme sonrasi gorintileri (a)ROMP Jel A, (b)ROMP Jel B,
(c)ROMP Jel C, (d)ROMP Jel D, (e)ROMP Jel E ve (flROMP Jel D 1.

ROMP hidrojel grubunda su tutma testinde, bazi hidrojeller belli sire sistikten sonra
parcalanmislardir. Romp Jel B 1 ve Romp Jel B 2'nin 30 dk., ROMP Jel B 3’iin ise 60 dk.
sonunda pargalandig tespit edilmistir. Bu hidrojellere ait gorintiler de Sekil 6.9’da yer

almaktadir.

Sekil 6. 9 Su tutma testi sonucu pargalanan ROMP hidrojellerinin goriintileri (a) ROMP
Jel B 2, (b) ROMP Jel B 3 ve (c) ROMP Jel B 1

Sisme testi sirasinda Romp Jel B 1, B 2 ve B 3 yapilarinda suyun blinyeye girmesi ile
catlaklarin olustugu gozlemlenmistir. Capraz bag yogunlugunun artmasi ile jel yapisinda

daha fazla gatlak ve deliklerin olustugu incelenen SEM verileri ile de belirlenmistir. Jel
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icerisinde olusan stres ve baski nedeniyle bu jellerde parcalanma ve kopmalar

gozlemlenmistir.

Biyomedikal uygulamalarda (ilag tasiyici sistem, yonlendirilmis doku rejenersyonu vb.)
kullanilmak Gzere olusturulan hidrojellerde, yapisal bozunmanin kontrol edilebilmesi
ve saglam fiziksel 6zellikler énemli bir parametredir. Hidrojel yapisinin bozunma
mekanizmasi, sadece kimyasal bilesimine degil ayni zamanda polimerik ag yapilarina da

baglh oldugu kabul edilmis karmasik bir prosestir [172].

ROMP Jel B %381 sisme gosterirken, ayni icerikli ancak 40°C’de kurutulduktan sonra
sisme testi uyulanan ROMP Jel B 3 igin sisme test sonucu elde edilememistir. Hidrojelin
suyunu kaybettikten sonra kararsiz yapida oldugu ve mukavemet degerlerinin diistigu

ongorulmektedir.

6.1.3.3SEM Analizi

ROMP hidrojellerin ylizey go6zenekliligi hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla SEM
goriantileri alinmigtir. SEM gorintilerinin elde edilmesinde sismis haldeki hidrojel
ornekleri kullanilmistir. Sismis haldeki o6rnekler (-86)°C’'de dondurulduktan sonra
liyofilizator cihazinda (-20)°C’de suyu uzaklastirilmistir. Farkh blylUtme olcekleri

kullanilarak alinan gorintiler Sekil 6. 10’da verilmektedir.

Sekil 6.10(a)’da ROMP jel B’ye ait 250, Sekil 6.10(b)’de ROMP jel B’ye ait 10000, Sekil
6.10(c)’de ROMP jel D’ye ait 250, Sekil 6.10(d)’de ROMP jel D’ye ait 10000, Sekil
6.10(e)’de ROMP jel E’ye ait 250, Sekil 6.10(f)’de ROMP jel E’ye ait 10000 bliylitmede

elde edilen kesit goruntileri sunulmustur.

SEM analizinde ROMP Jel B, ROMP Jel D ve ROMP Jel E hidrojelleri serinin icerisinden

secilerek incelenmistir. Jellerin agirlikh olarak incelenme nedenleri;

e ROMP Jel B igin; yiksek oranda ROMP polimeri icermesi, seri icerisinde en fazla
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunun tespit edilmesi ve iyi bir sisme ozelligi

gostermesi,
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Sekil 6. 10 ROMP hidrojellerine ait farkli blyitmelerde elde edilmis SEM gorintdleri.
(a)ROMP Jel B, x250, (b)ROMP Jel B, x10000, (c)ROMP Jel D, x250, (d)ROMP Jel D,
x10000, (e)Romp Jel E, x 250 ve (f)ROMP Jel E, x10000.

Romp Jel D igin; sadece C.albicans’a karsi antimikrobiyal etkinlik gdstermesi,
yuksek oranda ROMP polimeri icermesi ve sisme degerinin ROMP jel B’ninkine

yakin olmasi,

Romp Jel E igin; kasilastirmada kontrol jel olarak hazirlanmasi, higbir

mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etkinlik géstermemesi, yapisinda ROMP
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polimerinin yer almamasi ve seri igerisinde en fazla sisme Ozelligi gostermis

olmasidir.

Sentezlenen hidrojellerin kesitlerine ait SEM goriintlleri, capraz baglanmalar

sonucunda olusan gozenekler hakkinda gorsel fikir vermistir.

ROMP Jel B’nin Sekil 6.10(a)’daki 250 bliyitmede verilen SEM gorintisiinde ylizeyde
genel olarak homojen diiz yapi goriinirken seyrek olarak gozenekli yapinin oldugu
gozlenmistir. Ayni jelin 10000 biyutmedeki goriintisiinde (Sekil 6.10(b)) gbzeneklerin

daha belirgin ve sik bir sekilde yerlestigi belirlenmistir.

Sekil 6.10(c)’de verilen ROMP Jel D’nin 250 bilyitmesine ait SEM gorintisiinde
ylizeyde heterojen yapili catlaklar tespit edilmistir. Jelin 10000 blylUtmedeki

gorintistnde (Sekil 6.10(d)) yuzeyde yuvarlak sekildeki cukurluklara rastlanmaktadir.

ROMP Jel E’nin Sekil 6.10(e)’'de 250 blyltmede verilen SEM goriintisinde ise ylizeyde
deliklere ve su kabarcigl goriintiisiine rastlanirken 10000 biyutmede (Sekil 6.10(f))

gozeneksiz, kiriksiz ve homojen bir yapisi oldugu belirlenmistir.

Elde edilen SEM ylizey morfolojilerine gore, ¢apraz bag yogunlugu arttikca jel yapisinda
daha fazla catlak ve deliklerin arttigi goriilmistir. Bu durum, direk olarak jel icerisinde
olusan stres ve baskidan kaynaklanmaktadir. Bu tlr gézenekli yapilar, su molekillerinin

polimer agl boyunca kolayca diflizyonunu saglamaktadir [170].

6.1.3.4Katyonik Grup Tayini

Antimikrobiyal malzemelerde yilzeydeki yik miktarinin dnemli bir parametre oldugu
yapilan calismalarla belirlenmistir [11, 31, 173]. Bu konuda Tiller ve arkadaslari
yaptiklari calismada kuaterner gruplarin ylizey yogunlugunu floresan komplekslesme
ve UV-VIS spektroskopisine dayanan kolorimetrik yontemle olglilmuslerdir [31, 43].
Calismamizin bu boliminde, sentezlenen hidrojellerin yiizeylerinde bulunan katyonik
yik vyogunlugu floresan komplekslesme ve UV-VIS spektroskopisine dayanan
kolorimetrik yontemle o6l¢lilmUstiir. Romp polimer icerigi farkl olan hidrojel ylizeylerin
boyanmasiyla, floresein baglanmasinin stokiyometrisi, yaklasik 71.0-72.6 nmol.cm™
arasinda oldugu saptanmistir. Katyonik polimer miktarinin hidrojel formiilasyonlarinda

artmasi ile elde edilen absorbans degerlerinde artis gozlenmistir. Bu galisma 15181
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altinda yuk yogunlugu ve antibakteriyel aktivite arasinda iliski gdzlenmistir, ancak
floresan komplekslesme yontemi ile ylizey lzerinde bulunan polimer tabaka igindeki

tim yukler belirlenemeyebilir.

6.1.4 ROMP Jel Antimikrobiyal Etkinlik Sonuglari

Antimikrobiyal testler icin ROMP esasli hidrojeller 0.8 cm ¢apinda ve 0.5 cm kalinliginda
kesilerek hazirlanmis ve testler Acibadem Universitesinde gerceklestirilmistir.
Hazirlanan numunelere ait gorintiler Sekil 6.11’de yer almaktadir. ROMP esasli
katyonik polimer icerikli hidrojel grubunun antimikrobiyal etkinlik ¢alismasi sonuclari
mikroorganizmalara karsi %06lim degeri olarak tespit edilmistir. Cizelge 6.3’de

hidrojellerin mikroorganizma lizerine olan %6lim degerleri verilmektedir.

Sekil 6. 11 ROMP hidrojellerin antimikrobiyal etkinlik analizleri igin hazirlanan bazi
numunelere ait gorintiler (a) ROMP Jel A, (b) ROMP Jel B 1, (c) Romp Jel B 2, (d)
ROMP Jel B 3, () ROMP Jel D 1.

Birinci hidrojel grubundan elde edilen tim sonuglar degerlendirildiginde uygulanan
mikroorganizmalar Uzerine en etkili olan jelin ROMP Jel B oldugu tespit edilmis
olmasina ragmen Gram (+) bir bakteri olan S.aureus Uzerine olan etkisinin %50’de
kaldigi gortlmustir. Gram (+) bakteriler daha kalin bir peptidoglikan tabakaya sahip
olduklari igin, hiicre duvari, Gram (-) bakterilere goére daha dayaniklidirlar. Jel

kesitlerinin etkinligi hiicre zari lzerinden olmaktadir. Bu sebeple, burada Gram (-)
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bakterileri hiicre duvarina gére daha dayanikli bir bariyer olusturmakta ve bu sebeple

de maddeler Gram (+) bakterilerin hiicre zarina ulasamamaktadirlar.

Cizelge 6. 3 ROMP esasli hidrojellerin mikroogranizmalara karsi %0lim degerleri (Grup

1)

HiDROJEL KODU

MIKROORGANIZMALAR

C. albicans E. coli S. aureus
ROMP JEL A 0 100 0
ROMP JEL B 100 100 50
ROMP JELC 0 0 0
ROMP JEL D 75 0 0
ROMP JEL E (KONTROL) |0 0 0

Sekil 6.12’de ROMP esasli 1l.grup hidrojellerin mikroogranizmalara karsi %0lim

histogramlari yer almaktadir.

100 - B E.coli
B S.aureuns

80 1 C.albicans

60 -
.5 40 A
2
=

20 -

D T T T T 1
Kontrol RompJelA FRompJelBE RompJelC  RompJelD
{(Romp JelE)

Sekil 6. 12 ROMP hidrojellerin mikroogranizmalara karsi %0lim histogrami (Grup 1)

ROMP Jel C'nin, deneysel sonuclarina gore, bu jelin tim mikroorganizmalar icin etkisiz
oldugu belirlenmistir. Romp Jel D’nin etkinlik sonuglari incelendiginde, bir maya olan
C.albicans lzerinde inhibe edici aktiviteye sahipken, Gram (+) ve Gram (-) bakterilere

karsi herhangi bir inhibe edici aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir.
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Hazirlanan ikinci grup hidrojellerin etkinlik galismalarinda kullanilan yéntem birinci
grup jellere uygulanan yontem ile aynidir. Bu calismada ROMP Jel B 3 numunesi kuru
ve yas olarak hazirlanarak hidrojelin biinyesindeki suyun etkinlik Gizerindeki etkisinin
belirlenmesi amacglanmistir. Kuru numune, 40°C’'de vakum etliviinde sabit tartima
gelene kadar blnyesindeki su uzaklastirilarak hazirlanmistir. Ayrica ROMP Jel A’nin

baslangig ve 8 ay beklemis numunelerinin etkinlik sonuglari da elde edilmistir.

Gizelge 6.4’de goruldugu gibi maddelerin birgogunun C.albicans (izerine inhibisyonu
diger organizmalara gore oldukcga yiksektir. ROMP Jel A-baslangic olarak adlandirilan
numunenin sadece E.coli’ye olan ylksek etkisi ve ROMP Jel A-8ay ile olan stabilite farki

oldukga dikkat ¢ekicidir.

ROMP Jel D 1 olarak adlandirilan maddenin ise tim mikroorganizmalara etkili olmasi
bu madde icin diger deneylere bir an 6nce gecis yapilmasi gerektigini gostermektedir.
Tum deneysel sonuglar incelendiginde, hidrojellerin mikro organizmalar Gzerine farkli
degerlerde etkin oldugu gorilmektedir. Bu durumun mikro organizmalarin farkli hiicre
membranina sahip olmasindan kaynaklanmasi ve sonug olarak etki mekanizmalarinin

farkl olmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 6. 4 ROMP esasli hidrojellerin mikroorganizmalara karsi %6lim degerleri (Grup

2)

MiKROORGANIZMALAR
HiDROJEL KODU

C. albicans E. coli S. aureus
ROMP JEL A* 0 0 0
ROMP JEL A (BASLANGIC) (O 100 0
ROMP JELB 1 100 0 0
ROMP JELB 2 100 100 0
ROMP JEL B 3 (KURU) 100 85 0
ROMP JEL B 3 (YAS) 100 45 0
ROMPJELD 1 100 100 100

* 8 ay sonra galisilan numune.
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Sekil 6.13'de ROMP esasli 2.grup hidrojellerin mikroorganizmalara karsi %0lim

histogramlari verilmektedir.
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Sekil 6.13 ROMP hidrojellerin mikroorganizmalara karsi %06lim histogrami (Grup 2)

Sekil 6.14’te ROMP esash hidrojellerden ROMP Jel B 3 ve Romp Jel D 1’in
mikroorganizmalara (C.albicans, E.coli ve S.aureus) karsi etkinlik fotograflari yer

almaktadir. Goriintiler incelendiginde katyonik esasli ROMP polimerinin arttigi hidrojel

formulasyonunda antimikrobiyal etkinligin arttigi gozlemlenmistir.

Sekil 6. 14 ROMP hidrojellerin mikroorganizmalara karsi etkinlik gérintileri. (a) ROMP
Jel B 3-C.albicans, (b) ROMP Jel B 3-E.coli, (c) ROMP Jel B 3-S.aureus, (d) ROMP Jel D 1-
C.albicans, () ROMP Jel D 1-E.coli ve (f) ROMP Jel D 1-S.aureus.
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Katyonik biyositlerin oldiirticii etkinligi mekaniksel olarak oldukc¢a karmasiktir. Etki
mekanizmalari; biyosit hedef bolgeleri; bakteriyel hiicrelerin sitoplazmik membranlari
ve takip eden prosesler olarak belirlenmistir. Bu prosesler asagidaki sira ile

gerceklesmektedir;

e  Bakteriyel hiicre ylzeyi lizerine adsorpsiyon,

e Hucre duvarindan difiizyon,

e Stoplazmik zara baglanma,

e Stoplazmik membranin bozulmasi,

e K'iyonu, DNA ve RNA gibi stoplazmik bileseni serbest birakma
e Hicrenin o6lima [174, 175].

Katyonik biyositlerdeki ylk yogunlugunun artisi, negatif yikli bakterinin hiicre
ylizeyine adsorpsiyonunu arttirmaktadir. Bu nedenle, mono katyonik antimikrobiyal
ajanlara kiyasla DABCO tabanli QACs’In bakteriyel hiicre ylizeyine adsorpsiyonu daha
yuksek yada kuvvetli oldugu belirlenmistir. Negatif yikli bakteri ceperi ile (+) yukla
hidrojelin elektrostatik etkilesmesi sonucu bakteri ¢ceperinde deformasyon olusmakta

ve bakteri 6limu gerceklesmektedir [176].

6.1.5 ROMP Jel Toksikoloji Calismalari

ROMP Jellerinin biyouyumluluk ¢alismasi, hiicre canhligini tayin etmek icin kullanilan
MTS (administered 3-(4, 5-dimethyl thiazol- 2-yl)-5-(3-carboxymethoxy phenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) testi ile gerceklestirilmistir [177]. Stotoksisite
calismalari  kapsaminda temel olarak farkli hidrojellerde, belirlenen jel
konsantrasyonlari kullanilmistir. Numunelerin sterilizasyon islemi 15 dk UV 1sig1 altinda
tutularak gerceklestirilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra hidrojeller dogrudan

hiicreler ile etkilestirilerek HUVEC hiicre hattinda tGreme davranislari incelenmistir.

Sekil 6.15’de MTS yontemi kullanilarak gerceklestirilen ROMP jellerine ait hiicre canlilik
sonuglari goriilmektedir. Uc farkl jel konsantrasyonuna karsilik gelen %hiicre canlilik

degerleri 24 saat sonunda tespit edilmistir.
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Gizelge 6.5’de farkli konsantrasyonlardaki ROMP jellerinin 24 saat sonundaki ortalama

%hicre canlilik ve ortalama standart hata degerleri yer almaktadir.

Cizelge 6. 5 Farkli konsantrasyonlardaki ROMP esasli hidrojellerin 24 saat sonundaki
ortalama %hiicre canlilik ve ortalama standart hata degerleri

1. GUN SONUCLARI
ROMP JEL
KODU %0.4 %0.8 %1.25
%HUCRE CANLILIK (ORT) + (o)
ROMPJELA | 93.4%3.0 93.1+4.4 85.6+4.3
ROMPJELB | 94.845.5 91.242.3 119.4+7.0
ROMPJELC | 84.945.38 51.145.8 45.143.9
ROMPJELD |80.242.5 76.7+4.8 73.743.9
ROMPJELE | 113.34.2 88.846.1 78.3+2.8
ROMP JELB 1 | 103.0+3.0 73.16.2 33.74¢8.4
ROMPJELB2 |111.2¢5.4 73.043.7 63.243.7
ROMPJELB 3 | 86.1+2.8 77.244.0 59.8+2.4
ROMPJELD 1 | 98.1+4.7 92.1+2.4 115.148.1

66



140,0 -

1.Giin MTS Sonuglari
120,0
100,0
B Romp Jel A
80,0 m Romp Jel B
]
= [ |
E 60,0 Romp Jel C
@ W Romp Jel D
L=
2 40,0 B Romp Jel E
S
~ 200 m Romp Jel B1
= Romp Jel B2
0,0
® Romp Jel B3
0,4 0,8 1,2
Romp Jel D1

Konsantrasyon (% ag.:ag.)

Sekil 6. 15 Farkh konsantrasyonlara karsilik ROMP hidrojellerinin 24 saat sonundaki
MTS grafikleri

ROMP hidrojellerin 24 saat sonunda HUVEC Uzerinde elde edilen %hucre canhlik
sonuclar incelendiginde; ROMP Jel A, B ve D 1’in tim konsantrasyonlarda hiicre
canhlik degerlerinin oldukga iyi sonug¢ verdigi gorulmustir. 24 saat sonunda %1.25
konsantrasyonda ROMP Jel C'nin %45.1 ve ROMP Jel B 1'in %33.7 ile en duslk hiicre

canlihgini gosterdigi belirlenmistir.

ROMP C’nin yapisinda bulunan katyonik polimer miktarinin az olmasi ve jel yapisindan
BAAmM’den donisemeyen monomer sayisinin etkisi ile yilksek konsantrasyonlarda

uygulandiginda, hiicre lizerine toksik etki gdstermis oldugu disiinlilmektedir.

ROMP Jel D, E, B 2 ve B 3’lin %0.4 konsantrasyonda yiiksek hiicre canliligina sahip iken,
%0.8 konsantrasyonda bu degerlerin %70-90 araligina, %1.25'de ise 55-80 araligina
diistugl tespit edilmistir.

ROMP Jel B 1'in, ROMP Jel B’ye oranla lg¢ farkh konsantrasyonda 24 saat sonunda
%canlilik degerleri daha disik sonug vermistir. Bu durum, ROMP Jel B 1’in polimer
iceriginin daha dusuk olmasi, buna bagh olarak donlismeyen monomer ve PEGDA

miktarinin fazla olmasina bagl oldugu distintlmektedir.
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Cizelge 6.6°'da ROMP jel iceriklerinin 24 saat sonundaki ortalama %hicre canlilik

degerleri ile karsilastirilmasi yer almaktadir.

Cizelge 6. 6 ROMP jel igeriklerinin 24 saat sonundaki ortalama %hicre canllik degerleri
ile karsilastiriimasi

%0.4 | %0.8 | %1.25 | JELICERIKLERI
ROMP JEL . PEGDA
KObU %HUCRE CANLILIK (ORT) I;?<ZITN|I i (BSAm (Mn=700)
icerik | (8) @
ROMPJELA  |93.4 |93.1 |856 |10.0 125 |15 |-
ROMP JEL B 948 |91.2 |119.4 |100 125 |15 |02
ROMP JEL C 849 |511 |451 |25 125 |30 |01
ROMPJELD |802 |76.7 |737 |100 250 [30 |01
ROMP JEL E 1133 [888 |783 |- 125 |15 |01
ROMPJELB1 [103.0 |73.1 |33.7 |50 125 |15 |02
ROMPJELB2 |111.2 |73.0 |63.2 |12.5 125 |15 |02
ROMPJELB3 |86.1 |77.2 |59.8 |10. 125 |15 |02
ROMPJELD1 [98.1 |92.1 |1153 |10.0 250 |30 |-

ROMP Jel’lerinin biyouyumluluk ¢alismasinda hiicre canhlik degerleri 72 saat sonunda
yeniden incelenmistir. Bu c¢alismaya ait sonuglar, Cizelge 6.7'de farkl
konsantrasyonlardaki ROMP jellerinin 72 saat sonundaki ortalama %hticre canhlik ve
ortalama standart hata degerleri olarak verilmistir. Sekil 6.16’da ise ROMP jellerine ait

72 saat sonunda hiicre canhlik sonugclari goriilmektedir.

ROMP hidrojellerin 72 saat sonunda HUVEC (zerinde elde edilen sonuglar
incelendiginde; ROMP Jel B, D ve D 1’in tim konsantrasyonlarda %hiicre canlilik
degerlerinin oldukga iyi sonug verdigi gorilmustlir. ROMP Jel A’'nin 72 saat sonunda
%0.4 konsantrasyonda %93.4, %0.8 konsantrasyonda %103.0 ve %1.25

konsantrasyonda ise %74.6 hiicre canlilik degeri gosterdigi belirlenmistir. Belirlenen en
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yuksek konsantrasyonda 72 saat sonunda ROMP Jel A’nin toksik ozellik gosterdigi

tespit edilmistir.

Cizelge 6. 7 Farkli konsantrasyonlardaki ROMP esasli hidrojellerin 72 saat sonundaki
ortalama %hiicre canlilik ve ortalama standart hata degerleri

3. GUN SONUCLARI
ROMP JEL
KODU %0.4 %0.8 %1.25
%HUCRE CANLILIK (ORT) % (owm)
ROMP JEL A 93.445.2 103.0+7.6 74.646.1
ROMP JEL B 101.742.0 97.7+3.4 96.4+2.1
ROMP JEL C 98.8+5.8 27.5%6.2 22.7+1.5
ROMP JELD 101.3+4.0 105.0%3.6 105.5+3.8
ROMP JELE 117.5+2.1 67.8+5.5 82.9+7.3
ROMP JELB1 | 66.5+7.5 61.3+8.6 43.3#5.1
ROMP JELB2 | 101.5#6.0 21.6%1.5 22.5+1.6
ROMP JELB 3 | 102.8%3.1 71.9+6.4 34.6+8.4
ROMPJELD 1 | 109.2+3.4 107.442.4 102.1#1.7

Yapisinda katyonik ROMP polimerinin en az yer aldigi ROMP Jel C’'nin 72 saat sonunda
%0.4 konsantrasyonda hiicre canhligi %98.8 degerde bulunmustur. %0.8 ve %1.25
konsantrasyonlarda ise sirasiyla %27.5 ve %22.7 degerleri ile hiicre canliiginin dustigu
belirlenmistir. ROMP Jel C yapisindaki polimer miktarinin az olmasi ve buna bagh
monomer miktarindaki artis ile ylksek konsantrasyonda toksik sonuc¢ elde edildigi

dislintimektedir.

ROMP Jel E, 72 saat sonunda %0.8 ve 1.25 konsantrasyonda sirasi ile %67.8 ve %82.9
degerleri ile toksik bulunurken, %0.4 konsantrasyonda %117.5 hicre canhligina

sahiptir.
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Sekil 6. 16 Farkl konsantrasyonlara karsilik ROMP hidrojellerinin 72 saat sonundaki
MTS grafikleri

ROMP Jel B 1’in 72 saat sonunda tiim konsantrasyon degerlerinde %hiicre canlilik
degerleri distk bulunarak toksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bu toksik
degerin, jel yapisindaki distk katyonik polimer miktarina bagl olarak artan monomer

ve PEGDA’In toksik etkisinin neden oldugu distiniimektedir.

ROMP Jel B 2, 72 saat sonunda %0.4 konsantrasyonda %101.5 hiicre canliligina
sahipken, %0.8 konsantrasyonda %21.6 ve %1.25 konsantrasyonda %22.5 degerleri ile

toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

ROMP Jel B 3’Un 72 saat sonundaki %canlilik degerleri incelendiginde; en dusik
konsantrasyonda yiiksek bulunurken konsantrasyon degeri arttik¢a bu degerin giderek

distugl ve toksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 6.8’'de ROMP jel igeriklerinin 72 saat sonundaki ortalama %hiicre canlilik

degerleriile karsilastirilmasi yer almaktadir.
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Cizelge 6. 8 ROMP jel iceriklerinin 72 saat sonundaki ortalama %hiicre canlilik degerleri
ile karsilastiriimasi

%0.4 | %0.8 | %1.25 | JELICERIKLERI
%HUCRE CANLILIK (ORT) | %KATI (Mn=700)
iCERIK (8) (8) @

ROMPJELA |93.4 |103.0 [74.6 |10.0 125 |15 -
ROMPJELB |101.7 |97.7 [96.4 |10.0 125 |15 0.2
ROMPJELC |98.8 275 |[227 |25 12.5 |3.0 0.1
ROMPJELD |101.3 |105.0 |105.5 |10.0 250 |3.0 0.1
ROMPJELE |1175 |67.8 [829 |- 125 |15 0.1
ROMPJELB1 | 66.5 |61.3 [433 |50 125 |15 0.2
ROMPJELB2 |101.5 |21.6 |225 |125 125 |15 0.2
ROMPJELB3 |102.8 |71.9 |[34.6 |10.0 125 |15 0.2
ROMPJELD1 | 109.2 |107.4 |102.1 |10.0 250 |3.0 -

ROMP hidrojellerinin belirlenen miktarlardaki konsantrasyonlari ile %hucre canhlik
degerleri incelendiginde 24 ve 72 saat sonunda, ROMP Jel B ve D 1'in tim
konsantrasyonlarda toksik olmayan sonuc¢ verdigi belirlenmistir. ROMP Jel D 1’in tim
konsantrasyon ve sirelerde %canlilik degerlerinin ylksek olmasi poliakrilamidin

biyouyumlulugundan kaynaklanmaktadir [178].

ROMP Jel B’nin tim konsantrasyon ve siirelerde %canhlik degerleri yiksek
bulunmustur. Buna jel yapisindaki déniismeyen monomer sayisinin dislik ve katyonik
polimer miktarinin yiksek olmasindan kaynaklandigi duslinilmektedir. Ayrica
yapisinda katyonik polimer yer almayan ROMP Jel E'nin 24 ve 72 saat sonunda tim

konsantrasyonlardaki ytizde canhlik degerleri toksik bulunmamustir.

ROMP Jel yapilarinda bulunun akrilamidin, nérotoksin olmasinin yani sira insan sagligi
icin stupheli bir kanserojen ve teratojen etkisinin oldugunu bilinmektedir. Deri ve

solunum yollarinin her ikisi ile viicuda alimi miimkiindir [179]. Daha biylk bir molekdil
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olan, deri ve solunum yoluyla niifus etmesi kolay olmayan bisakrilamid ise stipheli bir
mutajen ve teratojen olmasina karsin akrilamit ile ayni tehlike diizeyinde olmadigi
bilinmektedir [180]. Ancak akrilamit ve bisakrilamidin polimerizasyonu sonrasinda
olusan polimerin yapisinda, reaksiyona girmemis kalinti monomer olmadig siirece
toksik etkisi bulunmamaktadir [181]. Literatiirde, akrilamidin polimerizasyonu sirasinda
reaksiyona girmemis monomerlerinin toksik etkilerine ait bulgular yer almaktadir [182-

184].

6.1.5.1 ROMP Polimeri Toksikoloji Tahmin Calismasi

ROMP esasli hidrojellerin in vitro hiicre toksikoloji ¢alismasi yapilmadan 6nce
antimikrobiyal etkinligi belirlenen ROMP esash katyonik polimerin Lhasa firmasinin
gelistirmis oldugu Sarah ve Derek Nexus programlari ile toksikoloji ve mutajenite
tahmini galismalari gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada ROMP esasl katyonik polimerin

yapisal olarak toksisite ve mutajenite tahminleri incelenmistir.

Sekil 6. 17 Toksikoloji ve mutajenite tahmini yapilan ROMP esasli katyonik polimerdeki
tekrarlanabilir kismin (monomer) kimyasal yapisi.

Nexus 1.7.5 yazilimi ile kimyasal yapisi cizilen ROMP esasl katyonik polimerdeki
tekrarlanabilir kismin (monomer) toksisite ve mutajenite tahmini Derek Nexus 4.0.5 ve
Nexus 1.7.5 program deneme versiyonu ile gerceklestirilmistir (Sekil 6.17). Ayrica
polimerin salmonella/mikozom mutajenite (AMES) tahmini Sarah Nexus programi 1.1.2

deneme versiyonu ile gergeklestirilmistir. Mutajenite tahmin g¢alismasi da toksisite
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tahminininde oldugu gibi Sekil 6.17'de gosterilen polimerdeki katyonik grup lzerinde

gerceklestirilmistir.

ROMP esash katyonik polimerin toksikoloji tahmin galismasi veri tabanindaki E.coli,
insan ve Salmonella typhimurium tzerinde yapilmistir. ROMP esasli katyonik polimerin,
DEREK tahmini sonucuna gore, kuaterner amonyum tuzu olarak bilgi bankasindaki
taramasinda insan goz ve deri tahrisi icin toksisitesi makul sinirlar icinde bulunmustur.
E.coli ve Salmonella typhimurium Uzerindeki mutajenite tahmini icin programdan
karsilastirma sonucu elde edilememistir. Clinki karsilastirma icin daha once bilgi
bankasina girilmis bu molekdil yapisina yakin bir mutajenite verisi bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bakteriler Gzerine in vitro AMES mutajenite testi igin tahmin

gerceklestirilememistir.

6.2 UV ile Kiirlesebilen Katyonik Qu,-PEI Polimeri ve Qu.-PEl-Jel X Uretimi,

Karakterizasyonu, Antimikrobiyal Etkinlik ve Toksikoloji Calismalari

6.2.1 UV ile Kiirlesebilen Katyonik Q,.-PEl Polimer Uretimi

UV ile kirlesebilen Qu-PEl polimerinin Uretiminde, PEI 6ncelikle ACOM ile Michael
katilmasi reaksiyonu vermektedir. Michael reaksiyonu, primer amin ile akrilat cift
baglarina katilmasi sekilde olmaktadir. Reksiyon sonunda PElI'de bulunan serbest amin

gruplari daha sonra CHsl ile reaksiyona sokularak kuaterner gruplar elde edilmistir.

Sekil 6.18’de gosterildigi gibi, Michael katilmasi, ACOM’un akrilat islevselligine birincil
amin (PEIl) ilave edilmesini kapsayan bir genel sentetik rotaya gore hazirlanmistir.
Reaksiyon, herhangi bir katalizatér eklenmeden, oda sicakliginda etanol igerisinde
gerceklestirilmistir. Birincil aminlerin ilavesinin oranlari genellikle yiksektir ve
reaksiyon, oda sicakhiginda 15-45 dakika icinde tamamlanmistir. Bununla birlikte,
reaksiyona, tam donlisimu saglamak Uzere, oda sicakliginda 24 saat devam edilmistir
[185]. Reaksiyon sonunda acik sari renkte viskoz bir sivi elde edilmistir. Metakril
fonksiyonlu PEI monomeri distk bir miktar UV iceren, siradan bir 1sik varliginda jel
verebilmektedir. Bu nedenle, sentezlenen yeni polimerler UV ile kiirlesebilen monomer
varligi nedeniyle, erken polimerizasyonu ve ¢apraz baglanmayi 6nlemek icin, karanlkta

ve N; altinda, etanol ¢6zeltisi iginde depolanmistir.
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Sekil 6. 18 PEI'in UV ve katyonik fonksiyonal hale getirilmesi
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6.2.2 UVile Kiirlesebilen Katyonik Quy-PEIl Polimer Karakterizasyonu

UV ile kurlegebilen Quy-PEI polimerinin karakterizasyonunda kuaterner gruplari tayini
NMR ve FT-IR teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica sentezlenen polimerin

termal 6zellikleri TG/DTG analzi ile incelenmistir.

6.2.2.1FT-IR Analizi

Quv-PEl'ye ait FTIR spektrumu Sekil 6.18(c)’'da gosterildigi gibidir. FTIR spektrumlari
incelendiginde; 3384 cm™de (N-H) gerilme, 2969cm™ de (C-H) gerilme, 1723 cm™ de
(C=0), 1636 cm™ de (C-C) halka ve 1197 cm™ de (C-O) yapilari gbzlenmektedir. PEVin
ACOM ile reaksiyonu sonucu 1717 cm™de (C=0), (C=C) metakrilat/akrilat cift bag

gerilmeleri gozlenmistir.
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Sekil 6. 19 Karsilastirmali FTIR spektrumlari (a)PEI, (b)ACOM ve (c)Quv-PEl.

FTIR spektrumu, 1636 cm™ de ACOM’da bulunan metakrilat ve akrilat C=C gruplarinin

karakteristik bir absorpsiyon bandini gdstermektedir (Sekil 6.19(b)).

PEI'nin FT-IR spektrumu, 3288 ve 1646 cm ~de bulunan amin gruplarinin karakteristik
absorpsiyon bantlarini gostermektedir (Sekil 6.19(a)). PEI'nin alkilasyon derecesinde,
amin titresim grubunda (3288 ve 1646 cm?) azalma ile C-H germe ve titresim

bantlarindaki deformasyonda artis, kalitatif olarak gézlemlenmistir. 917 cm™de C-N®
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gerilmesinde artis gozlemlenmistir (Sekil 6.19(c)). Kurlesme sonrasi 1636 cm™

metakrilat ¢ift baglarinin azalmis oldugu gozlenmistir.

6.2.2.2NMR Analizi

ACOM ile PEI reaksiyon verimi 'H NMR analizi ile belirlenmistir ve %93 tespit edilmistir.
Qu-PEl polimer sentezi sirasinda ACOM’da bulunan akrilat piklerinin kaybolmasi ve
metilen karbona gelen yeni sinyallerin gérinimu '"H NMR spektrumu ile gézlenmistir

(Sekil 6.20).

'H-NMR spektrumu 2.2-3.0 ppm'de akrilat karbonundan ve 4.0 ppm'de ester grubunun
metileninden olusturulan metilenler icin protonlar géstermektedir. 5.6 ve 6.1 ppm
pikleri, metakrilatin ¢ift bag protonlarina gelmektedir. Kiirlesme sonucunda FTIR
spektrumunda akrilat ¢ift bagarinin yok oldugu goézlenmistir. Kirlesen jeller ¢ozlicu

icinde ¢6ziinmediginden dolayi NMR analizi yapilamamistir.
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Sekil 6. 20 UV ile kiirlesebilen katyonik PEI (Quy-PEI) polimerinin *H NMR spektrumu

Metil iyodir ile PEl amino gruplarinin reaksiyonu sonucu elde edilen kuaterner
aminlerin karakterizasyonu *H-NMR spektroskopisi ile analiz edilmistir. §3.05 ppm'deki
singlet, dort bagli nitrojen atomlarina baglanmis olan metil gruplari karsilik gelmistir

(CH3-N@®). 63.31 ppm'de ortalanmis genis rezonans, dogrudan dortli azot atomuna (-
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CH,-N@®) baglanmis metilene karsilik gelmistir. Kuaterner nitrojen atomundaki metilen
protonlari 61.75 ppm'de genis bir rezonans vermektedir (-CH,CH,N@®). Katyonik

(quaternizasyon) verimi NMR ile tespit edilmis ve %65 verim oldugu bulunmustur.

6.2.3 Q,-PEl-Jel Uretimi

Qu.-PEl-Jel Uretiminde 10 mm ¢apinda kuvartz cam tipler kullaniimistir. Elde edilen
polimer cozeltileri azot atmosferinde, 6zel olarak tasarlanmis Rayonet merry-go round
fotoreaktérde, UVII (300 nm) dalga boyunda UV isik ile yaklasik 1 saat slreyle
etkilestirilerek serbest-radikal fotopolimerizasyonuyla polimerizasyon

gerceklestirilmistir [21].

Sekil 6.21’de jel formilasyonunun sematik olarak gosterimi yer almaktadir. Reaksiyon,
oda sicakliginda 1 saatte gerceklestirilmistir. Olusturulan hidrojellere ait isimlendirme

ve icerik bilgileri Cizelge 6.9’da yer almaktadir.

AAm BAAm AgNOs m
UV ile kiirlegebilen katyonik

o 0 0 it
\)J\NH, \)J\NANJK/ Ag O‘)t‘\‘o
i } —
PEl polimer

Irgacure 2959
= e dndi 1Saat '

NEo, Quv— PEI-Jel

Sekil 6. 21 Quy-PEl-Jel olusumunun sematik gésterimi

Deneysel calismalarin baslangicinda hazirlanan hidrojellerde, Agl’'nin  ¢6kmesi
nedeniyle dipte ¢okeltiler olustugu gozlenmistir. Agl’nin hidrojelin icerisinde homojen
dagitilmasi icin manyetik karistirici temin edilerek fotoreaktor icerisine yerlestirilmistir
ve jellesme siiresi boyunca karistirma devam etmistir. Ayrica fotobaslatici miktari
arttirilarak jellesme siiresi kisaltilmistir. Boylece daha hizli bir sekilde homojen

gortinimli jeller elde edilmistir.
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Hidrojeller Cizelge 6.9’da yer alan igeriklere gére hazirlanmistir. Belirtilen miktarlardaki
Qu-PEI polimeri, AAm, BAAm ve AgNOs 4 ml su icinde ¢ozilmistir. Daha sonra
hazirlanan tim c¢ozeltilere UV baslatici Irgacure 2959’un stok c¢ozeltisinden ilave

edilerek (0.08 gr. Irgacure 2959, 20 ml saf suda ¢ozllerek) UV reaktorde reaksiyon

baslatilmistir.

Cizelge 6.9 Qu,-PEl-Jel hidrojel formulasyon igerikleri
HIDROJEL Qu-PEI AgNO3 AAm BAAmM
KODU FOLI!\{IFR

iCERIGi (g) | (8) (g) (g)
Qu-PEI-JEL 1 - 0.01 2.0 0.025
Quv-PEI-JEL 2 0.20 0.01 2.0 0.025
Qu-PEI-JEL 3 0.20 - 2.0 0.025
Q,-PEI-JEL4 0.10 0.01 2.0 0.025
Qu-PEI-JEL 5 0.05 0.01 2.0 0.025
Q,-PEI-JEL 6 0.40 0.01 2.0 0.025
Quv-PEI-JEL 7 0.20 0.05 2.0 0.025
Qu-PEI-JEL 8 - - 2.0 0.025

Reaksiyon ¢ozeltisi, 100 rpm'de bir manyetik karistirici plaka Uzerinde 15 dakika
boyunca karistirilmistir. Irgacure 2959’u ekledikten hemen sonra ¢ozelti 10 mm
capindaki cam tlplere aktarilmistir. Tlpler N, altinda kapatildiktan sonra oda
sicakliginda 1 saat boyunca 300 nm’de, nominal i1sik yayan 6 lambanin daire bicimde
icinde bulundugu Rayonet merry-go round fotoreaktoriinde isinlandiriimistir.
Reaksiyon, sert bir jel elde etmek icin gece boyunca bekletilmistir. Cizelge 6.9’da

formiilasyonlari verilen jellerin goriintileri Sekil 6.22'de verilmistir.
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Sekil 6. 22 Fotobaslaticili polimerizasyon ile hazirlanan hidrojellerin gortntuleri (a)Quy-
PEl-Jel 1, (b)Qyuy-PEl-Jel2, (c)Quy-PEI-Jel 3, (d)Quy-PEI-Jel4, (e)Qyy-PEI-Jel5, (f)Quy-PEl-Jel
6, (g)Quv-PEI-Jel7 ve (h)Quy-PEI-Jel 8.

6.2.4 Quy-PEl Jel Karakterizasyonu

Fotobaslaticili polimerizasyon yontemi ile sentezlenen ikinci grup hidrojellerin
karakterizasyonu igin; FT-IR, su tutma testi, katyonik gruplarin tayini, antimikrobiyal

etkinlik ve hiicre toksisite calismalari gerceklestirilmistir.

6.2.4.1FT-IR Analizi

Quv-PEl-Jel 1-3-8" in karsilastirmali FT-IR spektrumlari Sekil 6.23’te gosterilmektedir. FT-
IR spektrumlari incelendiginde; 2930 cm™ civarinda yer alan absorbsiyon bandi, AAm
veya BAAm’nin CH, gruplarindan, simetrik ya da asimetrik gerilme titresimine isaret

etmektedir.

3400 ve 1645 cm™ civarindaki bandlar BAAmM’deki NH-grubu veya AAm’de bulunan —
CONH, grubu gerilme titresimlerini gostermektedir [186]. 1448 cm “de bulunan
absorbsiyon bandi ise AAm’de yer alan C-N gerilme titresimlerini isaret etmektedir

[168].
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Sekil 6. 23 Fotobaslaticili hidrojellerin karsilastirmali FTIR spektrumlari.(a)Quy-PEl-Jel 1,
(b)Quy-PEIl-Jel8 ve (c) Quy-PEI-Jel 3

6.2.4.2Sisme Testi

Quv-PEl-Jel’lerin sisme davraniglarinin incelenmesi icin hidrojellere sabit sicaklikta su
tutma testleri uygulanmistir. Kuru hidrojellerin suya konulma ani "0" olarak alinmistir
ve belirli stre araliklarinda sudan alinan orneklerin ylzeyindeki su kurulanarak

tartimlari gerceklestirilmistir.

Quv-PEl-Jel grubuna ait hidrojellere uygulanan sisme testleri sonucunda hidrojeller
dengeye gelerek sabit bir sisme degerine ulasmislardir. Olusturulan sisme izotermleri,

Sekil 6.24’te gosterilmistir.
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Sekil 6. 24 Quy-PEI-Jel’lerinin sisme Ozelliklerinin zamanla degisimi

Sekil 6.25'te goruldiugi gibi; tim hidrojeller ilk 8 saatte hizli sismis, sisme daha sonra
yavaslamistir. Jellerdeki kitlece artis 5280 dakikadan 8280 dakikaya kadar gecen
zaman araliginda kitlelerinde ciddi bir degisim godzlenmemistir. Hazirlanan tim jel
sistemlerinde bu durum goézlenmistir. Cizelge 6.10’da Quy-PEl-Jel’lerinin igerikleri ile

denge anindaki % sisme degerleri yer almaktadir.

Cizelge 6.10 incelendiginde, sisme degerlerinin %400 ile %700 arasinda degistigi
gorilmektedir. Ancak UV ile kiirlesebilen katyonik Quy-PEl polimer ve AgNOs
icermeyen kontrol hidrojelde (Quy-PEl-Jel 8) % sisme degerinin digerlerinden farkh
olarak %672.5 oldugu tespit edilmistir. Ayrica hidrojel sistemlerinde Qy,-PEl polimer ve

AgNO3 miktarlarinin % sisme degerine olan etkisi net olarak agiklanamamistir.
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Cizelge 6. 10 Quy-PEl-Jel’lerin formulasyon igerikleri ile %sisme degerlerinin
karsilastirmali verileri

HiDROJEL KODU Sgl:iPI\EIIER ABNOs AAM BAAM %siUSMl.E
iCERIGI (g) (g) (g) (8) DEGERI
Qu-PEI-JEL1 - 0.01 2.0 0.025 519.4
Quv-PEI-JEL 2 0.20 0.01 2.0 0.025 385.7
Quv-PEI-JEL 3 0.20 - 2.0 0.025 496.6*
Qu-PEI-JEL 4 0.10 0.01 2.0 0.025 440.8
Quv-PEI-JEL 5 0.05 0.01 2.0 0.025 502.1
Qu-PEI-JEL 6 0.40 0.01 2.0 0.025 477.7*
Quv-PEI-JEL7 0.20 0.05 2.0 0.025 616.3
Qu-PEI-JEL 8 - - 2.0 0.025 672.5

Quv-PEl-Jel grubunda su tutma testinde Quy-PEIl-Jel 3 ve Quy-PEl-Jel 6 kodlu hidrojeller
son zaman noktalarinda (3840.dk ve 4380.dk) sistikten sonra parcalanmislardir. Bu

hidrojellere ait goriintiler de Sekil 6.26’da yer verilmektedir.

Sekil 6. 25 Quy-PEl-Jel’lerin sisme testi sonrasi goruntileri (a)Quy-PEl-Jel 1, (b)Quy-PEI-
Jel 2, (c)Quy-PEl-Jel 4, (d)Quy-PEI-Jel 5, (e)Quy-PEI-Jel 7 ve f)Quy-PEl-Jel 8

* Sisme testinde pargalanan hidrojeller.
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Sekil 6. 26 Su tutma testinde pargalanan Quy-PEl-Jel’lerine ait gorintiler (a)Quy-PEl-Jel
3, (b)Quy-PEI-Jel 6

6.2.4.3SEM Analizi

Hazirlanan hidrojellerin yiizey gozenekliligi hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla SEM
goruntileri alinmistir. SEM gorintilerinin elde edilmesinde sismis haldeki hidrojel
ornekleri kullanilmistir. Farkli blayitme 6lgekleri kullanilarak alinan goérintiler, Sekil
6.27’de verilmistir. SEM gorintileri, capraz baglanmalar sonucunda olusan gozenekler

hakkinda gorsel fikir vermektedir.

Gorintller incelendiginde yilzeylerde mikrometre Olceginde gozenek, ice dogru
ilerleyen kanal ve bosluklar izlenmektedir. Quy-PEl-Jel 7 numunesi SEM analizi 6ncesi

platin ile kaplanarak analize hazir hale getirilmistir.

Sekil 6.27(a)’da verilen Quy-PEl-Jel 7’ye ait SEM-EDS goriintliisi 10.0 kV operasyon
modunda acgik ve koyu alanda incelenmistir. A¢ik alana ait elementel kompozisyon
%32.64 C, %10.16 O, %17.34 Ag ve %39.86 |, koyu alana ait elementel kompozisyon ise
%66.86 C, %31.00 O, %0.70 Ag ve %1.44 | olarak belirlenmistir (Sekil 6.27(b)).

Quv-PEl-Jel 2 numunesine ait SEM gorintileri ise (Sekil 6.27(c) ve Sekil 6.27(d)) farkh
blyutmelerde verilmektedir. Hidrojel formulasyonunda AgNO;5; olmadigi SEM sonuglari

ile de gosterilmistir.

Quv-PEl-Jel 6 numunesine ait SEM goriintileri ise farkh biylitmelerde Sekil 6.27(e) ve

Sekil 6.27(f)’'de yer almaktadir.
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Sekil 6. 27 Quy-PEl-Jel’in farkh blyltme ve operasyon modlarinda elde edilmis SEM
gorintileri. (a)Quy-PEI-Jel 7, 10.0 kV, (b)Quv-PEl-Jel 7, 15.0 kV, (c)Quy-PEI-Jel 2, x250,
(d)Quy-PEI-Jel 2, x5000, (e)Quy-PEI-Jel 6, x500 ve (f)Quv-PEI-Jel 6, x2000.

6.2.4.4Katyonik Grup Tayini

Sentezlenen Quy-PEl-Jel’lerinin ylizeylerinde bulunan katyonik yik yogunlugu floresan
komplekslesme ve UV-VIS spektroskopisine dayanan kolorimetrik ydntemle
Ol¢tlmustiir. Quy-PEI polimer ve Ag icerigi farkli olan hidrojel ylzeylerin boyanmasiyla,

floresein baglanmasinin stokiyometrisi, yaklasik 52.5-60.1 nmol.cm™ arasinda oldugu
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saptanmistir. Katyonik polimer miktarinin hidrojel formiilasyonlarinda artmasi ile elde
edilen absorbans degerlerinde artis gozlenmistir. Bu ¢alisma 1sig1 altinda yik yogunlugu
ve antibakteriyel aktivite arasinda iliski gozlenmistir, ancak floresan komplekslesme
yontemi ile vylzey Gzerinde bulunan polimer tabaka igindeki tim yikler

belirlenememektedir.

6.2.4.5TG/DTG Analizi

Quv-PEl polimer ve Ag iceren hidrojellerin termal Ozellikleri azot atmosferi altinda
10°C/dk’lik 1sitma hizinda, 60 mL/dk azot akisinda, 30-500°C araliginda
gerceklestirilmistir (Sekil 6.28). Hidrojellere ait termal analiz egrileri incelendiginde
200°C ve 500°C araliginda polimer matriksine ait keskin kitle kaybi oldugu

gozlenmistir.

icerisinde Quy-PEI polimer ve AgNOs; bulunmayan kontrol hidrojelin (Quy-PEI-Jel 8)’in
bozunma sonucundaki kalinti miktari %19.58 olarak tespit edilmistir. Farkli polimer ve
AgNOs iceren hidrojellerin kalinti miktarlari incelendiginde, AgNO3; miktari arttik¢a

analiz sonucunda elde edilen kil miktarinin da arttigi gézlenmistir.
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Sekil 6. 28 Quy-PEl-Jel’lere ait termal analiz egrileri
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Hidrojellere ait yapilan TG/DTG calismalarina ek olarak, Quy-PEIl polimerin termal
ozellikleri de incelenmistir. Calisma azot atmosferi altinda 10°C/dk isitma hizinda 30-
500°C araliginda gergeklestirilmistir (Sekil 6.29). TG/DTG egrilerine gore UV ile
kirlesebilen katyonik Quy-PEIl polimerinin kitle azalmasinin tek kademede olustugu
belirlenmistir. 10°C/dk 1sitma hizina ait TG/DTG egrisi icin 30-500°C sicakhgl arasinda

olusan kutle azalmasi %92.46 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 6. 29 Quy-PEI polimerinin termal analiz egrisi

6.2.4.6 ICP-OES Analizi

Quv-PEl-Jel numunelerinde yer alan Ag icerigi ve Ag’nin suya salimi ICP-OES cihazi ile
incelenmistir. Secilen jel numuneleri 24 ve 48 saat distile suda bekletilmis ve daha

sonra su fazi analiz edilmistir.

En yiksek AgNOs icerigine sahip Quy-PEl-Jel 7 numarali jel ile gerceklestirilmis calisma
sonucunda 2425 ppm (%0.2425 ag.), teorik olan agirlikca %1.4 Ag degerine yakin
bulunmustur. Ayrica Quy-PEl-Jel 7’den 48 saat sonunda suya salinan Ag® iyonu 0.50

ppm olarak hesaplanmistir.
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6.2.4.7 XRD Analizi

Quv-PEl-Jel formilasyonlarndaki ylizeydeki Ag tayini SEM analizinin yani sira XRD
calismalari ile de yapilmistir. Quy-PEl-Jel 4’Gn XRD diyagramina gére amorf yapi elde
edilmistir (Sekil 6.29). Deneysel galismanin ve cihazin kontroll igin agirlikca %10 Ag
iceren kontrol UV ile kirlesebilen hidrojeli sentezlenerek XRD diyagrami incelenmistir
(Sekil 6.30). Analiz sonucuna gore agirlikca %10 Ag iceren kontrol hidrojelin yapisinda

karakteristik Ag pikleri goriilmektedir.

Kontrol hidrojelin yapisinda yer alan Ag iyonlari XRD analizi ile tespit edilmesine
ragmen kantitatif olarak karsilastirma yapilamamistir. Bu durum, XRD analizinde
aranan bilesenin agirlikca %5’in altinda olmasindan kaynaklanmaktadir [187]. Bu
kapsamda sentezlenen hidrojellerin yapisinda yer alan Ag miktarlari XRD teknigi ile
kantitatif olarak tespit edilememistir.
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Sekil 6. 30 Quy-PEI Jel 4’Gn XRD analiz diyagrami
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6.2.5

Fotobaslaticili polimerizasyon yontemine gore hazirlanan ikinci grup hidrojellerin
antimikrobiyal etkinlik analizleri Yildiz Teknik Universitesi Kimya Béliimi’nde
gerceklestirilmistir. Sekil 6.32’de bu analizler icin hazirlanan numunelere ait gorintiler

yer almaktadir. Numuneler 1 cm capinda ve 0.5 cm kalinhiginda kesilerek analize hazir
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Sekil 6. 31 Kontrol hidrojeline ait XRD diyagrami

Quv-PEl-Jel Antimikrobiyal Etkinlik Sonuglari

hale getirilmistir.
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Sekil 6. 32 Quy-PEl-Jel’'lerin antimikrobiyal etkinlik analizleri icin hazirlanan numunelere
ait goruntdler. (A)Quv-PEl-Jel 1, (B)Quy-PEl-Jel 2, (C)Quy-PEl-Jel 3, (D)Qyuy-PEl-Jel 4,
(E)Quv-PEl-Jel, (F)Quv-PEI-Jel 6, (G)Quy-PEI-Jel 7 ve (H)Quy-PEI-Jel 8 (kontrol)

Antimikrobiyal etkinlik disk diflizyon testi sonucglarina gore; en yiksek Ag icerigine
sahip hidrojelde (Quy-PEl-Jel 7) en biylik zone capinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica

ICP calismasi ile de hidrojelin suya Ag salimi yaptigi ispat edilmistir.

Cizelge 6. 11 Quy-PEl-Jel’'lerinin karsilastirmali MIC zone gaplari

HIDROJEL KODU ZONI? GCAPI (mm) ZONE GAPI (mm)
E.coli S.aureus

Quyv-PEI-JEL 1 3 1

Quv-PEI-JEL 2 2 -

Quv-PEI-JEL 3 - -

Quv-PEI-JEL 4 3 1.5

Quv-PEI-JEL 5 4 2

Quv-PEI-JEL 6 1 -

Quv-PEI-JEL 7 5 35

Quv-PEI-JEL 8 - -
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Yapisinda AgNO3 bulunmayip Quy-PEI polimeri bulunan hidrojelde (Quy-PEI-Jel 3) ise
beklendigi gibi, zone c¢api olusmamistir. Zone ¢apinin olusmamasi hidrojel
formiilasyonunda reaksiyona girmeyen monomerlerin eser miktarda oldugu ve bakteri
icin oldlricl etkisinin olmadigi gorilmektedir. Ag'nin bakteriler Gizerinde yayilim etkisi

gostermesi Ag icerikli hidrojellerde olusan zonlar ile dogrulanmistir.

Cizelge 6.11’de Quy-PEI-Jel’'lerinin E.coli ve S.aureus’a karsi karsilastirmali MIC zone gap
degerleri verilmistir. Cizelge 6.12’de ise Quy-PEl Jel'lerinin E.coli ve S.aureus’a karsi

karsilastirmali %bakteri 6lim degerleri yer almaktadir.

Cizelge 6. 12 Quy-PEl Jel’lerinin E.coli ve S.aureus’a karsl %06lim degerleri

HiDROJEL KODU %OLUM (E.coli) %OLUM (S.aureus)
Quv-PEI-JEL 3 90 87

Quv-PEI-JEL 1 92 90

Quv-PEI-JEL 2 99 96

Quv-PEI-JEL 4 98 94

Quv-PEI-JELS 94 90

Quv-PEI-JEL 6 99 95

Quv-PEI-JEL 7 99 96

Quv-PEI-JEL 8 (KONTROL) | 0 0

Sekil 6.33'de Quy-PEl-Jel’lerinin E.coli ve S.aureus’a karsi antimikrobiyal etkinlik
histogramlari verilmistir.
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Sekil 6. 33 Quy-PEIl-Jel’lerinin E.coli ve S.aureus’a karsl antimikrobiyal etkinlik
histogramlari (Grafikteki hata ¢ubuklari n=3 icin standart sapmayi temsil etmektedir)

Sekil 6.34’de Quy-PEI-Jel 7 kodlu jelin E.coli’'ye karsi MIC testi sonucunda olusturdugu
zone cap! kirmizi okla isaret edilerek gosterilmistir. Sekilde de gorildigi gibi kontrol
hidrojelde (yapisinda AgNOs ve antimikrobiyal Quy-PEI polimeri bulunmayan) herhangi
bir zone olusmazken Quy-PEl-Jel 7 nolu jelin ¢evresinde 5 mm’lik bakteri Gremeyen bir

zone olustugu gorilmastir.
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Quw — PEl-Jel 7

Sekil 6. 34 Quy.PEI-Jel’lerinin antimikrobiyal etkinlik gériintileri (inhibisyon bolgesi
oklarla gosterilmigstir. Quy-PEI-Jel 7 kodlu jel E.coli’ye karsi en bliylk zone gapini
olusturmustur)

Sekil 6.35’de Quy-PEl-Jel 2, Quy-PEl-Jel 4 ve kontrol hidrojellerinin E.coli'ye karsi
airborne testi sonucunda olusan etkinlik goriintileri yer almaktadir. Bu calismada
hidrojellere E.coli hiicrelerinin sulu stispansiyonlari (10° hiicre/mL) puskirtildiukten
sonra 5 dk kurutulmak UGzere bekletilmis, % 1 nutrient agar altinda 37°C’'de bir gece

boyunca inkiibe edildikten sonra etkinlikleri incelenmistir.

Kontrol Quv—-PEl-Jel 4 Quv = PEl-Jel 2

Sekil 6. 35 Kontrol (soldaki), Quy-PEl-Jel 2 (sagdaki) ve Quy-PEI-Jel 4 (ortadaki) jellere ait
gorintdler. Jellerin Gzerine 10° hiicre/mL konsantrasyondaki E.coli slispansiyonu
puskdrtuldd, 5 dk kurutulmak Gzere bekletildi ve % 1 nutrient agar altinda 37°C'de bir
gece boyunca inkilibe edilmistir.

Sekil 6.35’de kontrol jel (soldaki) yuzeyi Uzerindeki bakteri hiicreleri beyaz spot
seklinde gorilmektedir. Quy-PEl-Jel 2 (sagdaki) ylizeyinde bakteri Uremedigi
gozlenirken E.coli hicrelerinin %99’unu 6ldirdugi tespit edilmistir. Quy-PEl-Jel 4

(ortadaki) yuzeyinde olusan hicre kolonilerinin kontrol hidrojele goére oldukca az
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oldugu gozlenirken E.coli hiicrelerinin %98’ini 6ldirdigu belirlenmistir.

Sekil 6.36’de Quy-PEI-Jel 4 ve kontrol hidrojellerinin S.aureus’a karsi airborne testi
sonucunda olusan etkinlik goérintileri yer almaktadir. Hidrojellere S.aureus
hiicrelerinin sulu slispansiyonlari (10° hiicre/mL) puskirtildikten sonra 5 dk
kurutulmak Uzere bekletilmis, %1 nutrient agar altinda 37°C'de bir gece boyunca
inkibe edildikten sonra etkinlikleri incelenmistir. Quy-PEI-Jel 4 (sagdaki) ylzeyindeki
beyaz spot ile gorilen hiicre yogunlugunun kontrol (soldaki) hidrojele oranla daha az
oldugu goriulmektedir. Quy-PEl-Jel 4’Un airborne test sonucunda S.aureus hiicrelerini
%94 oranda oldirdiglu belirlenmistir. Jellerin  S.aureus’a daha dugsik etkinlik
gostermesinin sebebi, hiicre ¢eperinde bulunan lipopolisakkaritten kaynaklanmaktadir.
Katyonik polimer fosfolipit membran ile etkilesmesi Gram (+) bakterilere goére daha
zayif olmaktadir. Bu sebeple elektrostatik etkilesme azalarak bakteriye karsi etkinligi

daha dustk olmaktadir.

Kontrol Q.. — PEl-Jel 4

Sekil 6. 36 Kontrol (soldaki), Quy-PEl-Jel 4 (sagdaki) jellerine ait gorintiler. Jellerin

tizerine 10° hiicre/mL konsantrasyondaki S.aureus stispansiyonu puskurtildd, 5 dk

kurutulmak tzere bekletildi ve % 1 nutrient agar altinda 37°C'de bir gece boyunca
inklibe edilmistir.

Airborn testi sonucuna gore; en dislk etkinlik sonucu, yapisinda antimikrobiyal
polimerin yer aldigi, AgNOs’in bulunmadigi Quy-PEl-Jel 3 kodlu jelde gozlenmektedir.
En yiiksek antimikrobiyal etkinlik ise yapisinda sadece Agl NPs’'nin yer aldigi Quy-PEl-Jel
1 kodlu hidrojelde oldugu gozlenmistir. AgNO3 ve Quy-PEl polimerin yiksek oranda

kullanildigi jellerde %99 bakteri 6limine rastlanmaktadir (Cizelge 6.12).
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6.2.6 Quv.PEl-Jel Toksikoloji Calismasi

Quv-PEI-Jel’lerinin biyouyumluluk ¢alismasi, hiicre canhligini tayin etmek igin kullanilan
MTS (administered 3-(4, 5-dimethyl thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy phenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) testi ile gergeklestirilmistir [177]. Stotoksisite
calismalari kapsaminda gerceklestirilen calismalarda temel olarak, farkh hidrojellerin
belirlenmis konsantrasyonlari kullaniimistir. Numune sterilizasyon islemi 15 dk UV 118l
altinda tutularak yapilmistir. Bu amaca uygun olarak hidrojeller sterilizasyon islemi
sonrasi dogrudan hiicreler ile etkilestirilerek, HUVEC hiicre hattinda lireme davranislari

incelenmistir.

Sekil 6.37’de MTS yontemi kullanilarak gergeklestirilen Quy-PEl-Jel’lerine ait hiicre
canhilik sonuglar gériilmektedir. Ug farkl jel konsantrasyonuna karsilik gelen %hiicre

canhlik degerleri sirasiyla 24 saat sonunda tespit edilmistir.
Cizelge 6.13'de farkli konsantrasyonlardaki Quy-PEl-Jel’lerinin 24 saat sonundaki

ortalama %hicre canlilik ve ortalama standart hata degerleri verilmistir.

Cizelge 6. 13 Farkli konsantrasyonlardaki Quy-PEl-Jel’lerinin 24 saat sonundaki ortalama
%htcre canlilik ve ortalama standart hata degerleri

1.GUN SONUGLARI
Quv-PEI-JEL
KODU %0.4 %0.8 %1.25
%HUCRE CANLILIK (ORT) * (om)
Quv-PEI-JEL1 | 106.9 7.2 108.9+7.0 103.5+7.7
Quv-PEI-JEL2 | 115.8 £13.7 90.8+8.4 90.3+11.6
Quv-PEI-JEL3 | 105.5+3.1 109.6 + 4.3 101.4+3.8
Quv-PEI-JEL4 | 95.3+3.0 105.2 +3.8 96.5+2.1
Quy-PEI-JEL5 | 106.4 £5.7 110.7 £+ 4.0 110.4+3.8
Quv-PEI-JEL6 | 110.8 +3.3 100.4 + 8.3 105.7 + 6.5
Quy-PEI-JEL7 | 107.1+6.2 121.3+2.1 120.3+5.1
Quv-PEI-JEL8 | 96.9 £6.5 95.3+6.6 102.8 +4.2
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Sekil 6. 37 Farkli konsantrasyonlara karsilik Quy-PEl-Jel’lerinin 24 saat sonundaki MTS
grafikleri

Cizelge 6.14’de Quy-PEl-Jel iceriklerinin 24 saat sonundaki ortalama %hicre canlilik

degerleriile karsilastiriimasi yer almaktadir.

Cizelge 6.14. Quy-PEl-Jel iceriklerinin 24 saat sonundaki ortalama %hiicre canlilik
degerleriile karsilastirilmasi

%0.4 %0.8 %1.25 | JEL ICERIKLERI
Quv-PEI-JEL
KODU %HUCRE CANLILIK (ORT) %IJEVF;:)éEiI-(JgE)L AgNOs(g)
Quv-PEI-JEL 1 106.9 |108.9 |1035 |- 0.01
Quu-PEI-JEL 2 115.8 | 90.8 90.3 0.2 0.01
Quv-PEI-JEL 3 1055 |109.6 |101.4 |0.2 -
Quy-PEI-JEL 4 95.3 105.2 | 96.5 0.1 0.01
Quy-PEI-JEL 5 106.4 |110.7 |110.4 |0.05 0.01
Quy-PEI-JEL 6 110.8 |100.4 |105.7 |0.4 0.01
Quu-PEI-JEL 7 107.1 | 1213 |1203 |0.2 0.05
Quy-PEI-JEL 8 96.9 95.3 102.8 |- -
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Sonuglar incelendiginde, Quy-PEl-Jel’lerinin %0.4, %0.8 ve %1.25 konsantrasyonlari igin
HUVEC hicrelerine karsi 24 saat sonunda yuzde canhlik sonuglarinin %90-120
araliginda yer aldig1 belirlenmistir. 24 saat sonunda belirlenmis (¢ konsantrasyon
degeri icin toksik etkinin olmadigl gozlenmistir. Calisma 72 saat sonundaki %hiicre

canlilik degerleri icin ayni parametrelerle tekrarlanmistir.

Sekil 6.38’de MTS yontemi kullanilarak gergeklestirilen Quy-PEl-Jel’lerine ait hiicre
canlhk sonuglari gérilmektedir. Ug farkl jel konsantrasyonuna karsilik gelen %hiicre
canhlik degerleri sirasiyla 72 saat sonunda tespit edilmistir. Ayrica Cizelge 6.15’de farkh
konsantrasyonlardaki Quy-PEl-Jel’lerinin 72 saat sonundaki ortalama %hticre canllik ve

ortalama standart hata degerleri verilmistir.

Cizelge 6. 15 Farkl konsantrasyonlardaki Quy-PEl-Jel’lerinin 72 saat sonundaki ortamala
%htcre canlilik ve ortalama standart hata degerleri

3.GUN SONUCLARI
Quv-PEI-JEL
KODU %0.4 %0.8 %1.25
%HUCRE CANLILIK (ORT) * (om)
Qu-PEI-JEL1 | 1153+3.5 [107.3+3.6 |100.4+2.1
Quu-PEI-JEL2 |39.7+3.7 |4.0+2.0 1.3+0.4
Quv-PEI-JEL3 | 107.3+2.9 |105.8+4.6 |95.7+3.3
Quv-PEI-JEL4 | 100.2+7.9 |66.6+2.6 |13.6+0.6
Quy-PEI-JEL5 | 115.4+2.7 |117.7+2.4 |113.1+4.0
Quv-PEIJEL6 | 103.1+3.2 |446+65 [9.5+29
Quy-PEI-JEL7 | 108.6+2.7 |109.6+3.0 |96.6+2.5
Quv-PEI-JEL8 | 119.6+2.9 | 118448 |1145%5.2

Quv-PEI-Jel’lerinin 72 saat sonunda %hiicre canlilik degerleri incelendiginde; Quy-PEI-
JEL 2’ nin tim konsantrasyon degerlerinde duisiik oldugu ve HUVEC hiicrelerine karsi
toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Quy-PEI-JEL 6’ya ait sonuclarla karsilastirildiginda,

Quv-PEI-JEL 2’nin ylizde hiicre canlilik degerlerinin daha ylksek olmasi beklenmektedir.
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Jel yapisinda AgNOs’lin homojen olarak dagilamamasi ve uzaklasgtirilamayan eser
miktarda monomerlerin kalmis olmasinin hiicre canlilik degerlerine etkide bulundugu

duslintimektedir.

140,0 -
3.Gun MTS Sonuclari
120,0
100,0
e
TE 80,0
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m QUV-PEI-Jel 6
0,0 = QUV-PEI-Jel 7
0,4 08 . . 1,25
Konsantrasyon (%ag.:ag.) ™ QUV-PEI-Jel 8

Sekil 6. 38 Farkh konsantrasyonlara karsilik Quy-PEl-Jellerinin 72 saat sonundaki MTS
grafikleri

%0.4 jel konsantrasyonunda Quy-PEI-JEL 2 hari¢ diger tim jellerin 72 saat sonunda

%hucre canlilik degerleri toksik etkinin olmadigini gdstermektedir.

Jel yapisinda Quy-PEI ve AgNOs'lin yer almadigi kontrol jel Quy-PEI-JEL 8'in, 24 ve 72

saat sonunda tiim konsantrasyonlarda beklendigi gibi toksik etki gdstermemistir.

Jel igeriginde AgNOs’lGn bulunmadig Quy-PEI-JEL 3, 72 saat sonunda toksik etki
gostermemistir. Ayrica en yliksek AgNOs; miktarina sahip Quy-PEI-JEL 7, 72 saat
sonunda tim konsantrasyonlarda %hicre canlihk degerleri %96-110 araliginda

bulunmustur.

En yuksek Quy-PEl polimer miktarina sahip Quy-PEI-JEL 6’nin 72 saat sonunda %0.4
konsantrasyonda yilizde hiicre canliik degeri %103.1 iken, %0.8 konsantrasyonda
%44.6 ve %1.25 konsantrasyonda %9.5’e kadar dliismustir. Bu konsantrasyonlar icin

toksik etki tespit edilmistir.

97



En disliik Quy-PEIl polimer miktarina sahip Quy-PEI-JEL 5’in 72 saat yizde hiicre canlilik

degerleri tim konsantrasyonlarda toksik olmayan sonug vermistir.

Quv-PEI-JEL 4’Gn 72 saat sonundaki sonuglari incelendiginde %0.8 ve %1.25
konsantrasyonlarda ylzde hiicre canlilik degerlerinin yiksek olmasi beklenmektedir.
AgNOs’in homojen olarak dagilamamasi ve eser miktarda monomerlerin jelin

yapisinda kalmasinin sonuglardaki farklihga neden oldugu distinilmektedir.
Cizelge 6.16’da Quy-PEl-Jel iceriklerinin 72 saat sonundaki ortalama %hicre canlilik

degerleri ile karsilagtirilmasi yer almaktadir.

Cizelge 6.16 Quy-PEl-Jel igeriklerinin 72 saat sonundaki ortalama %hiticre canlilik
degerleri ile karsilastiriimasi

%0.4 | %0.8 | %1.25 | JEL iCERIKLERI
Quv-PEI-JEL
KODU %HUCRE CANLILIK (ORT) %’EVF;iPC;"(JgE)L AgNOs(g)
Qu-PEIJEL1 | 1153 |107.3 |1004 |- 0.01
Quv-PEIJEL2 | 39.7 4.0 1.3 0.2 0.01
Quv-PEIJEL3 | 107.3 | 105.8 |95.7 0.2 -
Quv-PEI-JEL4 | 100.2 | 66.6 13.6 0.1 0.01
Quv-PEI-JEL5 | 1154 [117.7 |113.1 |0.05 0.01
Quv-PEI-JEL6 | 103.1 | 446 9.5 0.4 0.01
Qu-PEIFJEL7 | 108.9 |109.6 |96.6 0.2 0.05
Quv-PEIFJEL8 | 119.6 |118.4 |1145 |- -

Quv-PEI-Jel grubuna elde edilen tiim in vitro toksikoloji sonuglari incelendiginde, jel
iceriginde yer alan Quy-PEl polimerinin ve Ag'nin belirlenmis miktarlarinin HUVEC
hiicrelerine karsi 24 saat sonunda toksik etki gostermedigi belirlenmistir. 72 saat
sonunda jel icerigindeki Quy-PEl polimeri ve Ag miktarlarinin artisi ile jelin yiksek

konsantrasyonlarinda toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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6.2.6.1 Quy-PEI Esasli Polimerin Toksikoloji Tahmin Calismasi

Antimikrobiyal etkinlik sonuglari belirlenen Quy-PEl-Jel’lerin in vitro toksikoloji
calismalari 6ncesinde ©6ngoéri ve arastirma icin bilgisayarli program ile toksikoloji
tahmin calismalari yapilmistir. Quy-PEI polimer toksisite tahmini Derek Nexus 4.0.5,
Nexus 1.7.5 program deneme versiyonu ile polimerdeki katyonik grup Uzerinde
gerceklestirilmistir. Ayrica polimerin mutagenisite (AMES) tahmini Sarah Nexus
programi 1.1.2 deneme versiyonu ile gergeklestirilmistir. Mutajenite tahmin ¢alismasi
da toksisite tahiminininde oldugu gibi Sekil 6.39’da gosterilen polimerdeki katyonik
grup  Uzerinde  gergeklestiriimistir.  AMES testi olarak da adlandirilan
Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve
mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallarla gegerliligi en fazla kabul edilmis

bakteriyel test sistemlerinden biridir [188].

—./
/ |

Yam1 Yam 2

Sekil 6. 39 Toksikoloji ve mutajenisite tahmini gerceklestirilen Quy-PEIl polimerdeki

kimyasal yapilar.

Toksikoloji ve mutajenite tahmini yapilan ROMP esash katyonik polimerdeki
tekrarlanabilir kismin (monomer) kimyasal yapisi Yapi-1 i¢cin, DEREK tahmini sonucuna
gore, kuaterner amonyum tuzu olarak bilgi bankasindaki taramasinda insan goz ve deri
tahrisi icin toksisitesi makul sinirlar icinde bulunmustur. E.coli ve Salmonella
typhimurium Uzerindeki mutajenisite tahmini icin bilgi bankasindaki hicbir veri ile
karsilastiramamistir. E. coli ve Salmonella typhimurium Gzerindeki mutajenite tahmini

icin programdan karsilastirma sonucu elde edilememistir. Karsilastirma icin daha 6nce
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bilgi bankasina girilmis Yapi-1'in molekil yapisina yakin bir mutajenite verisi
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bakteriler lzerine in vitro (AMES) mutajenite testi igin

tahmin gergeklestirilememistir.

Yapi-2 i¢in, E.coli ve Salmonella typhimurium Gzerindeki mutajenisite tahmini igin bilgi
bankasindaki higbir veri ile karsilastiramamistir. Sonug olarak Yapi-2 igin de bakteriler

Uzerine in vitro (Ames) mutajenisite testi icin tahmin yapilamamistir.
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BOLUM 7

GENEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu tez galismasinda, iki farkli Gretim yontemine goére hidrojel gruplari belirlenmistir.
Birinci yontemde, ROMP esasli katyonik polimer hidrojel formilasyonunda
kullanilmistir. Hidrojeller, AAm, BAAm, PEGDA ve ROMP polimeri ile farkh oranlarda

karistirilarak su bazli serbest radikal polimerizasyon yontemi ile elde edilmislerdir.

ikinci grup hidrojellerin Gretiminde, antimikrobiyal 6zellik gésteren katyonik PEl ve
AgNO3 kullanilarak sinerjistik (cift yonlld) etkileri incelenmistir. Calismanin ilk
boliiminde, polietilenimin UV ile kirlesebilen yapiya donistirilmis, metil iyodir ile
katyonik gruplar elde edilmistir. UV ile kirlesebilen PEI, AgNO3;, AAm ve BAAm belli
formulasyonlarda kullanilarak UV baglatici varliginda fotopolimerizasyon yontemi ile
hidrojeller hazirlanmistir. Sentezlenen hidrojellerin karakterizasyonlari, antimikrobiyal

etkinlik ve in vitro toksisite calismalari gerceklestirilmistir.
Deneysel calismalar sonucunda asagidaki sonuclar elde edilmistir;
A) ROMP esasli polimer ve hidrojeller igin;

e ROMP esash monomer ve polimer sentezinde elde edilen Bilesik 1'in

karakterizasyon analizleri sonucu ekzo yapida oldugu,

e Sentezlenen 10000 ve 3000 gram/mol agirhigindaki ROMP esasl polimerlerden

3000 molekil agirhgindaki polimer ile istenen hidrojel 6zelliginin elde edilemedigi,

e 10000 molekdl agirhigina sahip ROMP esasli polimerin, polimerizasyon derecesinin

18.520 ~ 18 oldugu,
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e ROMP esasl katyonik polimer iceren hidrojellerin serbest radikal polimerizasyonu
yontemi kullanilarak oda kosullarinda, APS (baslatici) eklenmesi ile birkag saniye icinde

gerceklestigi,

e ROMP Jel sisme testinde; tiim hidrojellerin ilk saatlerde hizh sistigi, sismenin 8 saat
sonra yavasladigl, jellerdeki kiitlece artisin 5280-8280 dakika zaman araliginda ciddi bir
degisime ugramadigi, sisme degerlerinin %350 ile %500 arasinda degistigi,

e ROMP esasli katyonik polimeri icermeyen hidrojelde (ROMP Jel E) %sisme

degerinin digerlerinden farkh olarak %994.7 oldugu,

e ROMP hidrojel sistemlerinde, yapida ROMP esasl polimer artikca % sisme
degerinin azaldigi, polimerin artisinin jel yapisinda ¢apraz bag yogunlugunu arttirarak

suyun absorbsiyonunu azalttigi,

e (Capraz bag yogunlugunun artmasi ile jel yapisinda daha fazla catlak ve deliklerin
olustugu, olusan stres ve baski nedeniyle bu jellerde parcalanma ve kopmalarin

meydana geldigi,

e ROMP Jel'lerin elde edilen SEM yilizey morfolojilerine gbre, ¢apraz bag yogunlugu
arttikca jel yapisinda daha fazla catlak ve deliklerin arttigi, bu durumun direk olarak jel
icerisinde olusan stres ve baskidan kaynaklandigi, bu tiir gozenekli yapilarin, su

molekillerinin polimer ag1 boyunca kolayca difuzyonunu sagladigi,

e Romp polimer icerigi farkli olan hidrojel ylizeylerin boyanmasiyla, floresein

baglanmasinin stokiyometrisi, yaklasik 71.0-72.6 nmol.cm™ arasinda oldugu,

e ROMP esasli hidrojellerin yapisinda katyonik polimer miktarinin artmasi ile yik

yogunlugu ve antibakteriyel aktivite arasinda dogru bir orantinin oldugu,

e ROMP esasl hidrojellerin antimikrobiyal etkinlik testi sonucunda; tiim sonuglar
degerlendirildiginde uygulanan mikroorganizmalar Uzerine en etkili olan jelin Romp Jel
B oldugu tespit edilmis olmasina ragmen Gram (+) bir bakteri olan S.aureus lizerine

olan etkisinin %50’de kaldigi,
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e Romp Jel A-baslangi¢ olarak adlandirilan numunenin sadece E.coli'ye karsi %100
etkili oldugu, ayni jel numunesinin 8 ay sonunda E.coli'ye karsi %0 etki ile stabilite

farkinin oldukga dikkat gekici oldugu,

e ROMP esash hidrojellerin tim antimikrobiyal etkinlik sonuglari incelendiginde,
hidrojellerin organizmalar Uzerine farkli degerlerde etkin oldugu, bu durumun

organizmalarin farkli hiicre membranina sahip olmasindan kaynaklandigi,

e ROMP esasli hidrojellerin 24 saat sonunda HUVEC (zerinde elde edilen % hiicre
canhlik sonuglari incelendiginde; ROMP Jel A, B ve D 1’in tim konsantrasyonlarda
oldukga iyi sonug verdigi, %1.25 konsantrasyonda Romp Jel C’'nin %45.1 ve Romp Jel

B1’in %33.7 ile en duglk hiicre canhhigini gosterdigi,

e ROMP Jel D, E, B 2 ve B 3’lin 24 saat sonunda %0.4 konsantrasyonda yliksek hiicre
canliligina sahip iken, %0.8 konsantrasyonda bu degerlerin %70-90 araligina, %1.25de
ise 55-80 araligina dustugd,

e ROMP Jel B 1'in, ROMP Jel B'ye oranla Ug¢ farkh konsantrasyonda 24 saat sonunda
%canlilik degerleri daha dusik sonug vermesinin ROMP Jel B 1’'in polimer igeriginin
daha diisik olmasi, buna bagh olarak donlismeyen monomer ve PEGDA miktarinin

fazla olmasina bagh oldugu,

e  ROMP Jel'lerin 72 saat sonundaki %hiicre canlilik degerleri incelendiginde; ROMP
Jel B, D ve D 1’in tim konsantrasyonlarda oldukga iyi sonug verdigi, 72 saat sonunda
%0.4 konsantrasyonda Romp Jel A’nin %93.4, %0.8 konsantrasyonda %103.0 ve %1.25

konsantrasyonda ise %74.6 hiicre canliigi degeri gosterdigi,

e Yapisinda katyonik ROMP polimerinin en az yer aldigi ROMP Jel C'nin 72 saat
sonunda %0.4 konsantrasyonda hicre canlihg %98.8, %0.8 ve %1.25
konsantrasyonlarda ise sirasiyla %27.5 ver %22.7 degerleri ile hicre canliliginin
dustiigine, ROMP Jel C vyapisindaki polimer miktarinin az olmasi ve buna bagh

monomer miktarindaki artis ile yliksek konsantrayonda toksik sonuc elde edildigine,

e ROMP Jel E'nin, 72 saat sonunda %0.8 ve 1.25 konsantrasyonda sirasi ile %67.8 ve
%82.9 degerleri ile toksik bulunurken, %0.4 konsantrayonda %117.5 hiicre canliligina

sahip olduguna,
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e ROMP Jel B 1'in 72 saat sonunda tiim konsantrasyon degerlerinde %hiicre canlilik
degerlerinin, jel yapisindaki disiik katyonik polimer miktarina bagli olarak artan

monomer ve PEGDA’In toksik etkis ile diisik elde edildigine,

e ROMP Jel B 2’'nin, 72 saat sonunda %0.4 konsantrasyonda %101.5 hiicre canliligina
sahipken, %0.8 konsantrasyonda %21.6 ve %1.25 konsantrasyonda %22.5 degerleri ile
toksik etki gosterdigi,

e ROMP Jel B 3’Gin 72 saat sonundaki %canlilik degerleri incelendiginde; en diisik
konsantrasyonda yiiksek bulunurken konsantrasyon degeri arttikca bu degerin giderek

distigi ve toksik etki gosterdigi,

e  ROMP hidrojellerinin belirlenen miktarlardaki konsantrasyonlari ile %htcre canlilik
degerleri incelendiginde 24 ve 72 saat sonunda, ROMP Jel B ve D 1'in tim
konsantrasyonlarda toksik olmayan sonug verdigi, ROMP Jel D 1’in tim konsantrasyon
ve slirelerde %canlilik degerlerinin yiksek olmasinin, jel yapisinda reaksiyona girmemis

monomerlerden 6zellikle PEGDA, AAm, BAAmM’in blyik 6l¢lide etkili oldugu,

e ROMP Jel B'nin tim konsantrasyon ve siirelerde %canlilik degerlerinin yiksek
bulunmasinin, jel yapisinda yer alan yliksek miktardaki katyonik polimere bagl disik

monomer miktari ile iliskili oldugu,

e Ayrica yapisinda katyonik polimer yer almayan ROMP JEL E’'nin 24 ve 72 saat

sonunda tim konsantrasyonlardaki ylizde canhlik degerlerinin toksik olduguna,

e  ROMP esasli katyonik polimerin, Derek Nexus 4.0.5, Nexus 1.7.5 programi deneme
tahmini sonucuna goére, kuaterner amonyum tuzu olarak bilgi bankasindaki

taramasinda insan goz ve deri tahrisi icin toksisitesi makul sinirlar icinde oldugu,
B) Quy-PEI polimer ve Quy-PEI-JEL igin;

e UV ile kirlesebilen Quy-PEIl polimerinin Uretiminde, PEI’ nin ACOM ile Michael
katilmasi reaksiyonu sonunda PEl'de bulunan serbest amin gruplarinin CHsl ile

reaksiyonu ile kuaterner gruplarin elde edildigi,
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e Qu-PEl-Jel Uretiminde, kuvartz cam tiplerde, polimer ¢ozeltilerinin azot
atmosferinde, Rayonet merry-go round fotoreaktérde, UVII (300 nm) dalga boyundaki

UV isik ile yaklasik 1 saatte, serbest-radikal fotopolimerizasyonuyla gergeklestigi,

e Quy-PEl-Jel'lerin sisme testinde; tim hidrojellerin ilk 8 saatte hizli sistigi, sismenin
daha sonra yavasladigl, jellerdeki kitlece artisin 5280 dakikadan 8280 dakikaya kadar
gegcen zaman araliginda ciddi bir degisime ugramadigi, sisme degerlerinin %400 ile

%700 arasinda degistigi,

e UV ile kirlesebilen katyonik Quy-PEl polimer ve AgNOs3; igcermeyen kontrol
hidrojelde (Quy-PEI-Jel 8) %sisme degerinin %672.5 oldugu,

e Quy-PEl-Jel 7’ye ait SEM-EDS goriintlisi 10.0 kV operasyon modunda acik alana ait
elemental kompozisyonun%32.64 C, %10.16 O, %17.34 Ag ve %39.86 |, koyu alana ait
elemental kompozisyonun ise %66.86 C, %31.00 O, %0.70 Ag ve %1.44 |1 oldugu,

e  Quv-PEIl polimer ve Ag icerigi farkli olan hidrojel ylizeylerin boyanmasiyla, floresein
baglanmasi stokiyometrisi, yaklasik 52.5-60.1 nmol.cm™ arasinda oldugu, ancak
floresan komplekslesme yontemi ile ylizey lizerinde bulunan polimer tabaka icindeki

tim yiklerin belirlenemedigi,

e  Quy-PEl-Jel grubunda igerisinde Quy-PEl polimer ve AgNOsz bulunmayan kontrol
hidrojelin (Quy-PEI-Jel 8) bozunma sonucundaki kalinti miktari %19.58 oldugunu, farkh
polimer ve AgNOs iceren hidrojellerin kalinti miktarlari incelendiginde, AgNO3 miktari

arttikca analiz sonucunda elde edilen kil miktarinin da artigi,

e  Quy-PEl-Jel grubunda en yiksek AgNOs icerigine sahip Quy-PEI-Jel 7 numaral jelin
ICP/OES calismasi sonucunda 2425 ppm (%0.2425 ag.), teorik olan agirlikca %1.4 Ag
degerine yakin bulundugu, ayrica Quy-PEI-Jel 7’den suya salinan Ag" iyonu igeriginin 48
saat 0.50 ppm oldugu, suya salinan Ag’ iyonu miktarinin antimikrobiyal etkinlik

testindeki zone caplariile iliskili oldugu,

e  Quy-PEl-Jellerin yapisinda yer alan Ag miktarinin agirlikca %5’in altinda kalmasi

nedeniyle XRD teknigi ile kalitatif olarak tespit edilemedigi,

e Quy-PEl-Jel'lerin antimikrobiyal etkinlik disk diflizyon testi sonuglarina gore; en

biyilk zone ¢apinin en yiiksek Ag icerigine sahip hidrojelde (Quy-PEI-Jel 7) oldugu (E.coli
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icin: 5mm, S.aureus igin: 3.5mm), yapisinda AgNO3 bulunmayip Quy-PEI polimeri iceren
hidrojelde (Quy-PEl-Jel 3) ise beklendigi gibi, zone ¢api olusmadigi (E.coli ve S.aureus
icin zone olusumu yok), Ag’nin bakteriler Gzerinde yayillim etkisi gostermesi Ag igerikli

hidrojellerde olusan zonlar ile dogrulandigi,

e Quy-PEl-Jel'lerin antimikrobiyal etkinlik airborn test sonucuna goére; en disuk
etkinligin antimikrobiyal polimer igerirken AgNOs; bulunmayan jelde gozlendigi (Quy-
PEI-Jel 3), en yiksek antimikrobiyal etkinligin ise yapisinda sadece Ag NPs’nin yer aldig
hidrojelde (Quy-PEI-Jel 1) oldugu, AgNOs; ve Quv-PElI polimerin yiliksek oranda

kullanildigi jellerde %99 bakteri 6limunin gerceklestigi,

e  Quy-PEI-Jel'lerinin %0.4, %0.8 ve %1.25 konsantrasyonlari icin HUVEC hiicrelerine
karsi 24 saat sonunda ylizde canlilik sonuclarinin %90-120 araliginda yer aldigi, 24 saat

sonunda belirlenmis ¢ konsantrasyon degeri igin toksik etkinin olmadigi,

e  Quy-PEl-Jel'lerinin 72 saat sonunda %hicre canlilik degerleri incelendiginde; Quy-
PEI-JEL 2’nin tim konsantrasyon degerlerinde disiik oldugu ve HUVEC hiicrelerine

karsi toksik etki gdsterdigi,

e Quy-PEI-JEL 6’ya ait sonuglarla karsilastirildiginda, Quy-PEI-JEL 2’nin ylizde hiicre
canlilik degerlerinin daha yiiksek olmasinin beklendigi ancak jel yapisindaki AgNOs’lin
homojen olarak dagilamamasi ve uzaklastirilamayan eser miktarda monomerlerin

kalmis olmasinin hiicre canlilik degerlerine etkide bulundugu,

o Jel iceriginde AgNOs’lin bulunmadigl Quy-PEl-Jel 3, 72 saat sonunda toksik etki
gostermedigi, ayrica en yliksek AgNO3; miktarina sahip Quy-PEl-Jel 7, 72 saat sonunda

tim konsantrasyonlarda % hiicre canhlik degerleri %96-110 araliginda bulundugu.

e En yuksek Quy-PEI polimer miktarina sahip Quy-PEI-JEL 6’nin 72 saat sonunda %0.4
konsantrasyonda ylzde hiicre canliik degeri %103.1 iken, %0.8 konsantrasyonda

%44.6 ve %1.25 konsantrasyonda %9.5’e kadar diistigu,

e En dislik Quy-PEIl polimer miktarina sahip Quy-PEl-Jel 5'in 72 saat ylizde hiicre

canlilik degerleri tiim konsantrasyonlarda toksik olmayan sonug verdigi,
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e Quy-PEl-Jel 4’Gn 72 saat sonundaki sonuglari incelendiginde, %0.8 ve %1.25
konsantrasyonlarda ylizde hicre canlihk degerlerinin beklenenden disik olmasinin

yapidaki AgNOs’iin homojen olarak dagilamamasindan kaynaklandigi,

e  Quy-PEl-Jel grubuna elde edilen tiim in vitro toksikoloji sonuglari incelendiginde, jel
iceriginde yer alan Quy-PEl polimerinin ve Ag’lin belirlenmis miktarlarinin HUVEC
hiicrelerine karsi 24 saat sonunda toksik etki gostermedigi, 72 saat sonunda jel
icerigindeki Quy-PEl polimeri ve Ag miktarlarinin artisi ile jelin yiksek

konsantrasyonlarinda toksik etki gosterdigi,

e UV ile kirlesebilen katyonik Quy-PEI polimerinin Derek Nexus 4.0.5, Nexus 1.7.5
program deneme versiyonu ile polimerdeki katyonik grup Uzerinde gergeklestirilen
toksisite tahmininde; Yapi-1 igin, kuaterner amonyum tuzu olarak bilgi bankasindaki
taramasinda insan g6z ve deri tahrisi icin toksisitesinin makul sinirlar iginde

bulunduguna,

e UV ile kirlesebilen katyonik Quy-PEI polimerinin Yapi-1 icin Sarah Nexus programi
1.1.2 deneme versiyonu ile gerceklestirilen E.coli ve Salmonella typhimurium
Uzerindeki mutagenisite (AMES) tahmininde; bilgi bankasindaki hicbir veri ile
karsilastirllamadigi, dolayisiyla bakteriler (izerine in vitro (AMES) mutajenisite testi icin

tahminin gergeklestirilemedigine,

e UV ile kirlesebilen katyonik Quy-PEl polimerinin Yapi-2 igin Sarah Nexus programi
1.1.2 deneme versiyonu ile gerceklestirilen E.coli ve Salmonella typhimurium
Uzerindeki mutagenisite (AMES) tahmininde; bilgi bankasindaki hicbir veri ile
karsilastirilamadigi, dolayisiyla bakteriler Gizerine in vitro (AMES) mutajenisite testi icin

tahminin gerceklestirilemedigine,

Sonug olarak, ilk defa sentezlenen cift yiike sahip katyonik esasli antimikrobiyal 6zellik
gosteren ROMP ve katyonik polimer PEI/AgNOs; temelli hidrojellerin biyomedikal ve
genel kullanim uygulamalarinda, ¢ok cesitli antimikrobiyal malzeme olarak potansiyel
kullanima sahip olacagi  onerilmektedir. Quy-PEI esasli  hidrojellere Ag
nanopartikillerinin dahil edilmesi ile ¢ift yonli antibakteriyel 6zellik elde edilecektir.
Jelin yiizeyinde bulunan Ag/Ag’ iyonlar ve katyonik PEl yapisi, yiizeye yapisan
bakterilerin 6lmesine yardimci olacaktir. Ayrica, Ag/Ag”nin, cevreye salim yapmasi ile
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bolgesel olarak antibakteriyel etkinlik kazanilacaktir. Bu kapsamda sinerjistik etki ile

antimikrobiyal ylzeyler icin genis kullanim alani saglanmis olacaktir.
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