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OZET

Sunulan ¢aligsmada, farkh bilesimlerde akrilamid (AAm), akrilik asit (AA),
akrilik asit/krotonik asit (AA/CA), akrilik asit/itakonik asit (AA/IA),
akrilamid/krotonik asit (AAmM/CA), akrilamid/itakonik asit (AAmM/IA) ve
kitosan (Cs) temelli hidrojeller, amonyum persulfat
(APS)/sodyummetabisiilfit [[NH4).S,0s/Na,S,0s5] kimyasal basglatici gifti
ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) capraz baglayicisi kullanilarak
serbest radikal polimerlestiriimesi ile sentezlenmistir. Oncelikle elde
edilen hidrojellerin DMEM besiyeri ortaminda sisme davraniglari ve
ortam pH’sina etkileri incelenmigtir. Hidrojellerin besi ortamindaki
sisme degerlerinin birbirine yakin oldugu tesbit edilmistir. Genel olarak
AA temelli hidrojellerin ortam pH’sini1 asidik bolgeye kaydirirken AAm
temelli hidrojellerin bazik bolgeye kaydirdiklan gozlenmistir. L929 fare
fibroblast hucrelerinin lGreme davranisi g¢aligmalari yapiimigs ve 3.
glinden sonra logaritmik tureme fazina gecgtikleri ve 9. glinde Ulreme
yuzeyini tamamen kapladiklari gorilmustiur. Biyouyumluluk ¢aligmalari
icin L929 fare fibroblast hiicre kulturi kullanilarak in vitro kosullarda
sitotoksisite caligmalan yapilmistir. Sitotoksisite ¢aligsmalari ISO 10993

standardina uygun olarak gergeklestirilmistir. Caligmada hiicre canliligi



3-[4, 5-dimetilthiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromur (MTT) yontemi ile
24, 48, 72, 96 ve 120 saatlerde belirlenmis, ayrica ¢aligma siresince
hucrelerin morfolojik durumlari incelenmistir. Sonugta hidrojellerin hig
biri toksik etki gostermemis ve hiicre morfolojilerinde de herhangi bir
bozulma meydana gelmemistir. AAm temelli hidrojellerin ve Cs’nin tim
calisma siiresince daha iyi biyouyumluluk gosterdigi gozlenmistir.
Akrilik asit temelli hidrojellerin biyouyumluluklarinin ilk 48 saatte
yuksek oldugu ve ayni zamanda ozellikle ilk 48 saatte butiun hidrojel
ekstraktlarinin hiicre uremesini artirici etki yaptiklari goézlenmistir.
Sonug olarak test ettigimiz biitiin hidrojellerin biyomalzeme olarak

kullanilmasinda herhangi bir sakinca olmadigi dugtinilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, acrylamide (AAm), acrylic acid (AA), acrylic acid/crotonic
acid (AA/CA), acrylic acid/itaconic acid (AA/IA), acrylamide/crotonic
acid (AAm/CA), acrylamide/itaconic (AAm/IA) acid and chitosan (Cs)
based hydrogels were prepared in different compositions by using
ammonium persulphate (APS)/sodium metabisulfide
[(NH4),S,08/Na2S,0s5] as initiator and ethylene glycol dimethacrylate
(EGDMA) as cross linker via free radical polimerization. First of all,
swelling behaviour of hydrogels in DMEM medium and effects of the
hydrogels on medium pH were investigated. The swelling values of
hydrogels in DMEM were determined in paralel. In general it was
observed that while the hydrogels based on AA made medium pH
asidic, the based on AAm made medium pH basic. The multiplification-
graphic studies of L929 mause fibroblast cells were carried out and
three days later the cells went on logarithmic multiplification phase and
at the day of nine the multiplification layer was covered by the cells
completely. The cytotoxicity studies for determining of biocompatibility

were performed in vitro conditions by using L929 mouse fibroblast.



vii

Cytotoxicity tests were carried out according to ISO 10993 standard. In
this study, cell viability was determined 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method at 24, 48, 72, 96 and 120
hours. Also cell morphology was investigated during the study. As a
result, non of the hydrogels showed toxic effect and change in cell
morphologies was not observed. Especially in the first 48 hours, it was
observed that hydrogels affected the cell proliferation. It is thought that
there is not inconvenience in the use of all tested hydrogels as a

biomaterial.

Science code :201.1.117

Key Words : Hydrogels, acrylic acid, acrylamide, itaconic acid,
crotonic acid, chitosan, biocompatibility, cytotoxicity

Page Number : 90

Adviser : Prof. Dr. Mehlika PULAT



viii

TESEKKUR

Calismalarim boyunca degerli yardim ve katkilariyla beni yodnlendiren
danigman hocam Sayin Prof. Dr. Mehlika PULATa sonsuz saygl ve

tesekkdrlerimi sunarim.

Yine yardim ve destegini esirgemeyen Hacettepe Universitesinden Sayin

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERLIOGU’na sayg! ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim suresince beni azimlendiren her anlamda ve her zaman
yanimda olan sevgili esim Veteriner Hekim Ahu Kader KARA’ya sonsuz sevgi

ve tesekkurlerimi sunarim.

Calismalarimda destegini ve yardimini esirgemeyen kiymetli arkadagim Nur

TAN’a tesekkUrlerimi sunarim.

Calismalarimda Ankara Sap Enstitisu olanaklarindan faydalanmama imkan
saglayan enstiti midirt Sayin Dr. Recep ERGUL’e sayg! ve tesekkdirlerimi

sunarim.

Hlcre kulturd calismalarimda bilgisini, destegini ve Ozverisini esirgemeyen
Hlcre Bankasi laboratuari sefi Biyolog Sayin Sukran YILMAZ ve Y.Kimyager
Evrim Banu SAGLAM a ézellikle ve ayni laboratuardaki diger arkadaslarima

yardimlarindan dolayi sonsuz tegekkurlerimi sunarim.

Calismalarima yardimi olan enstitideki diger calisma arkadaslarima ve

katkisi olan herkese tesekkUrlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET oottt ettt sttt bbbttt iv
N 1SN I 7 O PR Vi
TESEKKUR ...ttt sttt viii
ICINDEKILER......o.oeieeeeeeeete ettt sttt iX
CIZELGELERIN LISTES . .cuiteicteeeeeeeeeeeeeee et XixXi
SEKILLERIN LISTES ..ottt Xiii
RESIMLERIN LISTES | ...ttt Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR ..ottt saesaens o XV
1. GIRIS VE AMAG ...ttt e 1
2. GENEL BILGILER ...ttt nae s 3
P2 I 1o [ (01> 1T TSR 3
2.1.1. Hidrojellerin sinifland irillmasi........cccceevieeie e 4
2.1.2. Kimyasal ¢gapraz baglanma ile hidrojellerin hazirlanmasi .......... 8
2.1.3. Hidrojellerde suyun KONUMU ......ccooiieiiiiiiieiie e 9
2.1.4. Hidrojellerin SISMESI .....occcvviiiiiece et 10
2.1.5. Hidrojellerin kullanim yerleri ..........ccooevevieieene e 11
2.2. BIYOUYUMIUIUK ...ttt 16
2.2 1. MTT YONMEMI i 19
2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler .........c.coviiiiiiinnieeeese e 22
2.3.1. AKIIlIK @SIt (AA) ..ot seenas 22
2.3.2. AKrilamid (AAM) ..o 23

2.3.3. HAKONIK @SIt (IA) ... es st 24



Sayfa
2.3.4. KrotoniK @sit (CA) ....eoceeiieeiee ettt ste e nnee 26
2.3.5. KItOSAN (CS) covieiiciesieeie ettt nne s 27
2.3.6. Fibroblast hUCIe ... 29
3. DENEYSEL CALISMA ...ttt 31
3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar ............cccooeviviieiieiieiecceceen, 31
3.2. Hidrojellerin HazZIrlanmas ... 32
3.2.1. AA, AAm, |A ve CA temelli hidrojelleriinin hazirlanmasi .......... 32
3.2.2. Kitosan hidrojelinin hazirlanmasi..........ccoccoveiiniiienieieceeee 34

3.3. Hidrojellerin Sisme Degerlerinin ve Ortam pH'sina Etkilerinin
INCEIENMESI ... s 34
3.4. Hicre KUItUri CaliSmalari.........cccoceeveiieeieese e 35
3.4.1. Hicre kKUltirinUn hazirlanmasi.. ... 35
3.4.2. L929 Ureme davraniginin inCelenmMesi ........cccoceeveveeneenieneeneenes 36
3.5. Sitotoksisite Calismalart ...........cccooveiiie i 37
3.5.1. Dogrudan temas yontemi (Direct contact method).................... 37
3.5.2. Dolayli temas yontemi (Indirect contact method)....................... 39
4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM .....cccoiiiiiiiieieniee e 41
4.1. Hidrojellerin Sisme Degerleri ve Ortam pH’sina Etkisi...........ccc.......... 41
4.2.1.929 Ureme DAVIANIS| ......ccvvceeeeereeeeeeeeesetsseeeeseestesessssssessssesessnsesaneneas 42
4.3. Dogrudan Temas Yontemi SONUGIATT ........cccoveveieneninieece e 45
4 4. Dolayli Temas Yontemi SONUGIArL. .......cccceiieieeie i 47
5. SONUGLAR. ..ottt e e ne e s e e senensenens 56

KAYNAKLAR .. e r e snnene s 58



Xi

Sayfa
EKLER . ..ottt e bbb bbb 70
EK-1 Dogrudan temas yontemi spektrofotometre verileri .............cccooevenee. 71
EK-2 Dolayl temas yontemi spektrofotometre verileri ..., 73
EK-3 Kitosanla yapilan galismada alinan absorbans degerleri. ..................... 86

[04c] (0] Y 1< 90



Cizelge

Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 2.6.

Cizelge 3.1.

Cizelge 4.1.

Xii

CIiZELGELERIN LIiSTESI

Sayfa
Hidrojellerin siniflandiriimalart ... 5
AA’'nin kimyasal yapisi ve bazi 6zelliKleri..........ccccovninininennne. 22
AAm in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri............ccceovevvieeneennnn 23
IA nin kimyasal yapisi ve bazi 6zelliKleri ..., 24
CA ninkimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri ..., 26
Kitosanin 6zellikleri ve uygulamalari ...........cccoveiiniiinnnncnene 28

Hidrojellerin hazirlandig1 monomer ¢dzeltilerindeki AA, Am,
A Ve CA MOl Oraniart ......ocooeiieiiieee e 33

Hidrojellerin ortalama % $ degerleri ve ortam pH’si.................... 41



Sekil

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Xiii

SEKILLERIN LISTESI

Hidrojelin sematik olarak gosteriliSi..........ocveriiinininiene e 3

Hidrojeller icindeki dort temel molekuler etkilesimin siste matik
olarak goSterimeSi........ccooiiiiiiie 4

Tampon iceren sisme ortamindaki ince bir iyonik hidrojel

diskin sisme kinetiginin sematik gosterimi.........cccoccovoveeeveeneeceeeene 8
Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma gesitleri ..., 9
Sulu ortamda farkli davranig gdsteren polimer zincirlerinin

jel ve hidrojel olusturmasi -- @- kovalent gapraz baglari -- O-
polimer zincirleri arasindaki karisiklikla olusan gergek

olmayan ¢capraz baglar ... 11
MTT den formazan kristalleri oluSumU.........cccccoeceveveccece e 20
Kitinden Kitosan elde edilis tepkimesi .........ccccoceiriinieniiicieee, 27
L929 hicrelerine ait MTT sonuglart .......ccccecevceivii i 42
L929 hucrelerine ait sayim sonuglart.........cccoceevevicceccesceceece e 43
Dogrudan temas yonteminde bagil canhlik degerlerinin
p2=]0.0F= Vg1 = W0 [=To 111 o USRS 46
Dogrudan temas yonteminde bagil canhlik degerlerinin

Zamanla degiSIMi ......cocceiiiiiiececee e 48



Xiv

RESIMLERIN LISTESI

Resim Sayfa
Resim 2.1. Fibroblast hucreler (a) ve Olugan formazan kristalleri (b)............. 21
Resim 2.2. Fare fibroblast hUCreleri........covviiiiiiiineeceee e 30

Resim 4.1. Kultir kabindaki L929 hicrelerinin  invert  mikroskop
goéruntaleri (x20); a) 1. gun, b) 3. gun, c) 5. gun, d) 9.gln.......... 44

Resim 4.2. 96. saatte MTT uygulamasi sonunda olusan formazan
krisatlleri; a)PAA, b)P(AA-co-IA), c)P(AA-co-CA), d)PAAmM,
e)P(AAm-co-CA), f)P(AAm-co-IA), g)Kitosan, h)H.Kontrol.......... 49

Resim 4.3. Oli hicrelerin bulundugu ortamda MTT sonucu formazan
kristallerinin olusmadig1 gozlenmektedir..........cocvoeveiiniieneceenns 50

Resim 4.4. 24. saatte hlcrelerin mikroskop goruntileri; a)PAA, b)P(AA-
co-1A), c)P(AA-co-CA), d)PAAmM, e)P(AAm-co-CA),
HP(AAmM-co-IA), g)Kitosan, hyH.Kontrol..........ccccccceeeevviieiieceenen, 51

Resim 4.5. 48. saatte hlcrelerin mikroskop goéruntuleri; a)PAA, b)P(AA-
co-IA), c)P(AA-co-CA), d)PAAm, e)P(AAm-co-CA),
HP(AAmM-co-1A), g)Kitosan, h)H.Kontrol..........c.ceceeieiininineeee 52

Resim 4.6. 72. saatte hlcrelerin mikroskop géruntdleri; a)PAA, b)P(AA-
co-IA), c)P(AA-co-CA), d)PAAm, e)P(AAm-co-CA),
HP(AAmM-co-IA), g)Kitosan, hyH.Kontrol..........ccccccvveeviveieiinseenens 53

Resim 4.7. 96. saatte hlcrelerin mikroskop goéruntuleri; a)PAA, b)P(AA-
co-1A), c)P(AA-co-CA), d)PAAm, e)P(AAm-co-CA),
HP(AAmM-co-IA), g)Kitosan, h)H.Kontrol.........cccceevreenininniennennnns 54

Resim 4.8. 120. saatte hicrelerin mikroskop goéruntuleri; a)PAA,
b)P(AA-co-1A), c)P(AA-co-CA), d)PAAmM, e)P(AAm-co-CA),
HP(AAmM-co-1A), g)Kitosan, h)H.Kontrol..........cccceceeiininineneeneee 55



XV

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullaniimig bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklama

AA Akrilik asit

AAM Akrilamit

APS Amonyum perslfat

CA Krotonik asit

Cs Kitosan

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium
EGDMA Etilen glikol dimetakrilat

FBS Fetal bovine serum

IA itakonik asit

MTT 3-(4, 5-dimetilthiazol-2-il)-dife niltetrazolyumbromur
PBS Fosfat buffer saline

HUKUK Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu

ISO International Organization for Standardization



1. GIRIS VE AMAC

Hidrojeller, capraz bagh ve igerisinde kendi hacminin % 20’sinden daha fazla
su tutabilme oOzelligine sahip, suda ¢ozunmeyen, U¢ boyutlu ag yapidaki
homo veya kopolimerlerdir [1, 2]. Hidrojeller, kimyasal (kovalent veya iyonik)
veya fiziksel c¢apraz baglarin (kristalinite) varligi nedeniyle suda
¢ozlinmezdirler. Hidrojeller genellikle hidrofilik polimer molekullerinden
olugurlar. Kopolimerlerden olusan hidrojellerin en azindan bir bilesenlerinin
hidrofilik 6zellie sahip olmasi gereklidir. Hidrojellerin G¢ boyutlu yapisi
kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van
der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri

araclligiyla gergeklesir [3].

Hidrojeller, tibbi uygulamalar agisindan sahip olduklari Ustin o6zellikler
nedeniyle son 30 yidir ilgi odagdi durumundadr. Hidrojeller,
biyouyumluluklari, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle tipta ve
farmasoétik alanda pek ¢ok uygulama alani bulmustur [4 - 7]. Kontak lens,
biyosensorler igin membran, yapay kalp, kas ve deri materyalleri, kontrolli
ilagc salim sistemleri ve enzim immobilizasyonlari igin destek materyal olarak

kullanimlari bu uygulamalardan bazilaridir [8 - 10].

Tip amacgh hidrojel formulasyonlarinda siklikla yer alan hidrojellere
poli(akrilamid) (PAAm), poli(akrilik asit) (PAA), Poli(2-hidroksi etil metakrilat)
(PHEMA), poli(N-vinil-2-pirolidon) (PNVP), poli(metakrilik asit) (PMAA) ve
poli(metil metakrilat) (PMMA) o6rnek verilebilir. Ayrica, istenilen ozelliklerin

kazandirilabilmesi amaciyla hidrojeller ¢esitli malzeme lerle birlestirilebilir.

Hidrojellerin bu kadar Ustun Ozelliklere sahip oldugu g6z 6nune alindidinda
biyomalzeme olarak kullanilabilmeleri ve biyouyumlu olmalari 6nem
kazanmistir. Arastirmacilar, “biyomalzeme” ve “biyouyumluluk” terimlerini,
malzemelerin biyolojik performanslarini belirtmek icin kullanmislardir.

Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en &énemli 6zelligi olup, viacut ile



uyusabilirlik olarak tanimlanabilir. Biyomalzemeler, kendilerini ¢evreleyen
dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler
(iltihaplanma, pihtt olusumu vb.) olusturmayan malzemelerdir. Bazi
arastirmacilar, biyouyumluluk terimini biraz genisleterek, biyomalzemenin
yapisal ve yuzey uyumlulugunu ayri ayri tanimlamislardir [11]. Yuzey
uyumlulugu, bir biyomalzemenin vicut dokularina fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olarak uygun olmasidir. Yapisal uyumluluk ise, malzemenin vicut

dokularinin mekanik davranigina sagladigi optimum uyumdur.

Sunulan g¢alismada serbest radikal polimerlesmesi yoluyla kitosan (Cs), AA,
AAm, krotonik asit (CA), itakonik asit (I1A) temelli hidrojellerinin hazirlanmasi
ve bu hidrojellerin biyouyumluluklarinin belirlenmesi amaglandi. Kimyasal
baslatici olarak amonyum persulfat (APS)/sodyummetabisulfit
(NH4),S,05/Na,S205) ve capraz baglayici olarak da etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) segildi. Biyouyumluluk testleri icin in vitro hicre kalttird ortaminda
sitotoksisite galismasi yapilmasina ve hucrelerin morfolojik durumlarinin
invert 1Sk mikroskobuyla gézlenmesine karar verildi. Hucre canliiginin tespit
edilmesi amaciyla belirlenen sdreler sonunda hucrelere 3-(4,5-
dimetilthiazol-2-il)-dife niltetrazolyum bromur (MTT) testi uygulanmasi ve elde
edilen degerlerin ayni islemlerin uygulandigi kontrol htcre degerleriyle
kargillastirilmasi1 yoluyla biyouyumluluklari hakkinda karar verilmesi

amacland.i.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde calisma konumuzla ilgili genel bilgiler alt basliklar halinde

sunulmustur.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su igerisinde ¢ozunmeden sisebilme Ozelligine sahip, ¢apraz
bagli, i¢ boyutlu ag yapili polimerlerdir [12, 13]. Su igerigi kendi kitlesinin
%2100 Unden fazla olan hidrojellere super absorbant adi verilir [14, 15]. Su
diginda ¢dziculerde en az % 20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller ise
kserojel olarak adlandirilir [16, 17]. Hidrojellere ait genel bir sematik gosterim

Sekil 2.1’de sunulmustur.

O Monomer
=1
® _apraz bad noktasi

Sekil 2.1. Hidrojelin sematik olarak gosterilisi

Hidrojellerin U¢ boyutlu yapisi; kimyasal baglar ya da iyonik etkilegsimler,
hidrojen baglari, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciliyiyla gergeklesir. Bu etkilesmeler
Sekil 2.2’de sunulmustur [3]. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel ¢apraz bag

benzeri etkilesimler oldugundan jelin sisme davranigini dogrudan



etkilemektedir. Fiziksel ¢capraz bagl jellerin dig ¢evre degisimine fazlaca
duyarh olduklari bilinmektedir [3, 18 - 22].
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Sekil 2.2. Hidrojeller icindeki dort temel molekller etkilesimin siste matik
olarak gosterilmesi

Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurmalari, yumusak ve
esnek vyapilari gibi tasidiklari bircok fiziksel 6zellikler agisindan canli

dokularla kargilastirild klarinda buyuk bir benzerlik gostermektedir [ 5 - 7].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama yontemlerine, iyonik yuklerine, fiziksel
yapilarina ve ¢apraz baglanma durumlarina bagl olarak siniflandirilabilirler
[3, 23, 24]. Bu siniflandirma Cizelge 2.1'de sematik olarak gosterilmis ve

onemli hidrojel turlerinden bazilari alt basliklar halinde agiklanmigtir.



Cizelge 2.1. Hidrojellerin siniflandiriimalari

Hazirlama yéntemine gbre :

Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks) hidrojeller

icerdikleri yan gruplara gére :

Notral (iyonik olmayan) hidrojeller
iyonik hidrojeller

- Anyonik (negatif yuklt) hidrojeller
- Katyonik (pozitif yukld) hidrojeller
- Poliamfolitik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gbre :

Amorf hidrojeller

Yar! - kristalin hidrojeller
Hidrojen bagli hidrojeller
Fiziksel hidrojeller
Kimyasal hidrojeller

Kaynaklarina gére

Dogal hidrojeller
Sentetik hidrojeller

Su iceriklerine gére

Diiglik sisme dereceli (20-50 %)
Orta sisme dereceli (50-90 %)
Yiiksek sisme dereceli (90-99,5 %)
Stiper-absorbant (>99,5 %)

Kimyasal kararllliklarina gére

Biyobozunur
Biyobozunmayan




Homopolimer hidrojeller

Tek tur hidrofilik monomerden olusturulan hidrojellerdir. PHEMA, poli(gliseril
metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat) iceren poli(hidroksi alkil
metakrilat)'lar bu tar hidrojellere verilebilecek 6rneklerdendir [30]. Yumusak
kontak lens yapimi ve kontrolll ila¢ salim aparatlari gibi énemli uygulama

alanlari vardir [25].

Kopolimer hidrojeller

iki komonomerin ¢apraz baglanmasi ile hazrrlanirlar; ancak monomerlerden
en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz
baglanma kovalent ya da iyonik olarak gergeklesebilir [26]. En ¢ok arastirilan
kopolimerik hidrojellere poli(HEMA-ko-AA) ve poli(HEMA-ko-MMA) 6rnek
olarak verilebilir [27, 28].

IPN tipi hidrojeller

Capraz bagl iki polimerik 6rgunin fiziksel olarak birlesmesi ile olusur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya gapraz baglanir
[29]. Omegin polioksietilen ve PAA den hazirlanan IPN yapilar mevcuttur.
Oncelikle capraz bagl polioksietilen hazirlanir, daha sonra bu 6rgii AA,
baslatici ve capraz-baglayici iceren karigimda sisirilirken polimerizasyonda
gerceklesir [30]. IPN'yi olusturan iki polimerik drglinin birbiriyle uyumiu

olmasi IPN olusumunu artirir, faz ayrimini engeller.

Yari-IPN tipi hidrojellerde ise polimerlerden biri capraz bag icerirken digeri
dogrusal yapidadir [26, 31, 32]. Bu tur hidrojellerde misafir polimer zincirleri,
ev sahibi ag yapinin iginde kovalent bagli veya kovalent bagsiz olarak yer

alabilirler.



lyonik olmayan hidrojeller

Yapilarinda yUkli gruplar bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik
notr hidrojellerdir. Cézicunin ozmotik basinci yan zincirin gerilme enerijisi ile
dengelendigi zaman denge degerine kadar siserler. Bu hidrojellerin sisme ve
bluzusme durumlari genellikle cevre sicaklijindaki degisimin bir sonucu

olarak meydana gelir [24, 33].

lyonik hidrojeller

Polielektrolitler olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUKIG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer yuklerinin pozitif ya da
negatif olmasina gore katyonik ve anyonik hidrojeller olarak adlandiriliriar.
Ayrica poztif ve negatif yuklerin her ikisinin de bir arada bulundugu
poliamfolitik hidrojeller de mevcuttur [34, 37]. lyonik hidrojellerin ana
zincirinde yUkIU gruplarin bulunmasi uyarilara duyarhlliklarint artirir [38, 39].
Bu iyonik ag yapilar hem asidik hem de bazik gruplar igerirler. Uygun pH ve
iyonik siddetteki sulu ortamda bu gruplar iyonize olur ve jelde sabit yukler
olugsur. Bu vyuklerin elektrostatik itme kuvvetlerinin sonucunda ag yapi
icerisine daha ¢ok ¢ozucu girebilir ve sisme dereceleri artar [23]. Bu durum
Sekil 2.3’'de gosterilmistir [39]. Anyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan monomerlerden bazilari AA, CA, IA, katyonik hidrojellerin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan monomerlerden bazilari ise 4-vinil

piridin, aminoetil metakrilat ve turevieridir [24].
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Sekil 2.3. Tampon igeren sisme ortamindaki ince bir iyonik hidrojel diskin
sisme kinetiginin sematik gosterimi

2.1.2. Kimyasal ¢apraz baglanmayla hidrojellerin hazirlanmasi

Kimyasal ¢apraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi, dogrusal veya dallanmig
homopolimer ya da kopolimerin az miktarda ¢apraz baglayici kullanilarak
dogrudan gapraz baglanmasi ile gerceklestirilir [40]. Bu tepkime ¢ozelti iginde
(genellikle biomedikal uygulamalar igin sulu ¢ozelti) suspansiyon
polimerizasyonu ile yuratulir. Capraz baglayici olarak, hidroksil grubu ile
birlikte iki ya da daha fazla fonksiyonel grup iceren maddeler kullanilir. En
¢ok kullanilan ¢apraz baglayicilara gluteraldehit, formaldehit ve asetaldehit
gibi aldehitler, maleik asit, okzalik asit, dimetilire, poliakrolein,
diizosiyanatlar, divinilstlfat, EGDMA, etilenbisakrilamid, seryum igeren
redoks sistemler, 1,3-butandiol diakrilat ve N,N-metilen bisakrilamid ornek

olarak verilebilir.

Kimyasal capraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasinda basglatici olarak
anyonik ve radikalik baglaticilarin her ikisi de kullanilabilir. En yaygin
kullanilan baslaticilar, APS/sodyummetabisulfit, azobisizobutironitril (AIBN)
ile benzoil ya da kimil peroksit gibi peroksitlerdir [3]. Kimyasal yolla hidrojel

hazirlanmasi dort basamakta olusur. Bunlar; baslama, zincir bluylimesi ve



capraz baglanma, birlesme veya bolinme ve sonlanma basamaklaridr. ik
once capraz baglayicilar varliginda birbirine kimyasal olarak baglanan
monomerler polimerleri olusturur ve daha sonra monomerlerin bazilarinin
capraz baglayici ile yer degistirip polimer zincirlerinin birbirine baglanmasiyla

da hidrojel olusur [41].

2.1.3. Hidrojellerde suyun konumu

Bir jelin hidrojel olabilmesi igin yapisinda —OH, -NH;, -COOH, -COOR vb. gibi
polar ve su sever fonksiyonel gruplari icermesi gerekir [39, 41 - 44]. Bu
gruplar su ile etkileserek hidrojen bagdlarini olustururlar. Bagli durumuna
gecen su ile gevrilen, hidrofilik gruplardan jelin hacmi ve kutlesi artar ve jel
sismeye baslar. Bir jeldeki su sever gruplarin fazlalig1 sismeyi daha da artirir
[41]. Sismis bir hidrojelde Sekil 2.4’de gosterildigi gibi G¢ tur su bulunmaktadir
[45].

Serbest su

Bagli su

Hidrofobik
gruplar

Sekil 2.4. Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma cesitleri

X/

s Bagli su: Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglari yapan sudur.

*

s Ara yizey suyu: Polimerin hidrofobik grubu ¢evresinde toplanan sudur.

Bagl su gibi sikkica bagl degildir.
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% Serbest yada kiitle suyu: Polimerin gozeneklerini dolduran bu su normal
su gibi davranir ve polimerle etkilesmez.

Bir sismig hidrojelin yuzeyi ¢ok farkli davranis gosterir. Bu yuzey bdlgesi;

yuksek zincir hareketliligi, degisim gradienti, heterojen zincir uzunluklari,

dipolar 6zellik ve degisik su yapisi ile karakterize edilir. Bu 6zellikler hidrojel

ylUzeylerinin analizini ve karakterizasyonunu zorlastirir [16, 46, 47].

2.1.4. Hidrojellerin gsigsmesi

Sisme kuguk molekdllt bir sivinin polimer yapisinda bir degisme ile birlikte bir
polimer tarafindan sogurulmasi prosesidir. Sisme neticesinde ¢dzlcu icerigi
artarken, polimer yapisi yavas yavas birbirinden ayrilir ve ¢ozeltide iginde
¢6zlcu bulunan oynak bir polimerik ag yapi meydana gelir [41]. Sisme,
polimerik ag vyapilarinin karakteristik bir Ozelligidir. Capraz baglanma
miktarina bagli olarak polimerik aglar ¢ozinmeden ¢ok yuksek miktarda sivi

absorplayabilirler [47].

Sisme sinirli veya sinirsiz olabilir. Sinirsiz sisme kendiliginden ¢ozeltiye
donusen sismedir. Boyle bir olaya ¢6zinme denir. Sinrrli sisme de ise
sivilarin polimer tarafindan tutulma asamasi sinirlanarak ¢ézinmesi onlenir.
Ayrica capraz bagl polimerler ¢ézinmezler, jel olusturarak siserler. Bir
polimerik jelin sisme yetenegini icerdigi fonksiyonel gruplarin birbiriyle ve
¢ozlcuyle etkilesimi belirlemektedir [21, 45, 48]. Bir polimerin sismesi ve

¢ozunmesi arasindaki fark asagidaki Sekil 2.5’de gosterilmigtir.
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Sekil 2.5. Sulu ortamda farkli davranig gosteren polimer zincirlerinin jel ve
hidrojel olusturmasi
8 kovalent capraz baglar
~ - polimer zincirleri arasindaki karigiklikla olusan kovalent
olmayan ¢apraz baglar

2.1.5. Hidrojellerin kullanim yerleri

Hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimlarindaki avantajlari asagidaki gibi
verilebilir [30].

s Hidrojeller suda c¢6ziunen maddeler igcin gecirgen olduklarindan atik
monomerler, baslaticilar, katalizorler, stabilizatorler ve diger safsizliklar
yapidan kolaylikla ayrilabilir.

>

« Hidrojeller, vucut sivilarina kargi az ya da ¢ok gegirgen olduklarindan,

besin, oksijen gibi yararli maddelerin gegisine engel olusturmazlar.
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% Hidrojeller yumusaktir. Hidrojel implant etrafinda olusan doku, kapsul
(tabaka) ince ve dayanklidir, kalinlasma egilimi yoktur. Hidrojellerin
cevredeki dokularla surtinmesi azdir. Bu, 6zellikle fazla miktarda su
iceren hidrojeller igcin gegerlidir. Hidrojeller siserek sadece hacimlerini
artirmazlar, ayrica absorpladiklari su, plastiklegtirici gibi davrandigindan
daha yumusak olurlar. Bu Ozellikten, hidrojellerin proses edilmesi

surecinde veya implant yerlestiriimesinde yararlanilabilir.

« Hidrojeller, mukoza zari ve dokulara dusUk yapisma gdsterirler.

« Kuru hidrojeller, bazi yollarla, belli miktarda su absorplayabilirler. Bu

ozellik, asiri miktardaki vacut sivilarinin atilmasinda kullanilmaktadir.

s Sismis hidrojellerdeki suyun bir kismi, polimer yapida belli bayuklukteki
molekdller (6zellikle ilaglar) icin difzyon yollari saglar. Ayni zamanda
polimerik yap1, sahip oldugu 6rgu nedeniyle buyuk molekdller, hicreler

ve bakteriler igin bariyer gibi davranmaktadir.

Hidrojeller; iyonik siddet, elektromagnetik 1s1ma, pH ve sicaklik gibi dig gevre
kosullarindaki degisimlere hacimlerini ylzlerce kat artirip azaltarak kontrolll
bir sekilde cevap verebilmeleri sayesinde biyomedikal, farmasotik, teknoloji

ve tarimsal alanda genis kullanim alanlari bulmustur [5, 23, 25].

Hidrojeller, endustriyel agidan son derece onemli olan seyreltik sulu
¢Ozeltilerden buyidk molekillerin ayrilmasinda da kullaniimaktadirlar. Sismis
bir jel; suyu emerken, su igersinde ¢6zunmus maddeleri digarida tutar.
Ayrica hidrojeller, jel elektroforezi ve jel kromatografisi gibi molekiler ayirma

islemlerinde “molekuler elek” gorevini Ustlenirler [49].

Robotlarla c¢aligilan bilim dalinda uyari-cevap hidrojelleri, ylUk kaldirma
fonksiyonunu yerine getirmek amaciyla kullaniimaktadir. Uyari-cevap

hidrojelleri gesitli sinyallere cevap olarak buzuslr veya siserken bir kuvvet
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uretir. Boylece bu hidrojeller, robotu harekete gegirici veya sensor olarak
robot teknolojisinde kullanim alani bulur [50]. Hidrojellerin, iskelet kaslariyla

kiyaslanabilir bir gu¢ urettikleri gozlenmistir [30].

“Smart jel” adiyla 1996 yilinda piyasaya surllen ticari jel, oda sicakliginda
yumusak ve esnek olup, vicut isisina maruz birakildiginda katilasan bir
yapidir. Bu jel, ayakkabilarin (6zellikle patenlerin) igine yerlestirilerek, ayaga

gerekli destegi ve konforu saglamak amaciyla kullaniimaktadir [51].

Hidrojeller yuksek oranda su tutucu olmalari ile pegete, gcocuk bez gibi
temizlik GrUnlerinin yapiminda kullanilirlar [20]. Yine gUbrelerin ve tarim
ilaglarinin denetimli salimlarinda kullaniimaktadirlar [10,12]. Endustride yag
ve petrol igerikli sulu atiklardan saflastirma ve suyun uzaklastirimasi
islemlerinde ve hastane atiklarindan suda ¢ozulebilen ya da hidrojele uyumliu
olarak sogurulabilecegi bazi fizyolojik (kan ve ddre vb.) sivilarin

sogurulmasinda da kullanilirlar [52 - 54].

P(AAmM/MA) hidrojeli de sulu ¢ozeltilerden bazi agr metal iyonlarinin
adsorpsiyonunda kullaniimaktadir [55]. Ayrica bu hidrojeller ve P(AAmM/IA)
hidrojelleri sulu ¢ozeltideki bazi bazik boyalarin adsorpsiyonunda ve tekstil
endustrisinin onemli gevresel problemlerinden biri olan ¢ézme igleminde de
kullanilirlar [3, 56].

Hidrojellerin, dikis islemleri i¢in kaplama uygulamalari, elektrot, elektroforez
hicre ve yapay organ yapimi, kornea, dogustan gelen kemik hastaliklarinin
tedavisi gibi uygulama alanlari vardir. Ayrica homojen materyal olarak; kulak
zar tikaci, sentetik kikirdak, safra ve yemek borusu yapimi gibi biyotip
alanlarinda, biyomuhendislik, eczacilkk, veterinerlik, gida enduUstrisi ve

denetimli salim teknolojisinde kullanilirlar [10, 12, 57, 58].

Hidrojellerin sensor olarak kullanimina dayali gesitli ¢alismalar da vardir.

Biyoaktif tabakasi duyarl bir hidrojel olan ve iletkenlik 6lgimune dayali olarak
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calisan bir biyosensor gelistirilmistir [59]. Sensor olarak kullanima bir bagka
ornek ise Sun-Tek firmasi tarafindan gelistirilen “isiga duyarl pencereler” dir.

Bu hidrojeller sicaklik yukselince opaklasma gostermektedir.

GUnUmuzde biyoteknolojik alanda Uzerinde en ¢ok durulan konulardan biri
hidrojellerin enzim ve hucre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanimina
yonelik calismalardir [10]. Fiziksel enzim tutuklama yontemi igin kullanilan
capraz bagli PAAm bunlar igin iyi bir drnektir. Normal ya da kimyasal olarak
modifiye edilmis kalsiyum aljinat hidrojel de bu tir materyallere bir diger

ornegi olugturmaktadr.

Hidrojellerin kontrolli ilag salmi igin tasiyici olarak kullanildigr cesitli
uygulamalarda geligtiriimistir [60]. Bu tur sistemlerde hidrojelin, uyarici
bayUkligu ile orantili sisme-blzusme cevabi, salim sisteminden ilag ¢ikis
hizinin ayarlanmasi amaciyla kullaniimaktadir. Kontrolll ila¢ salim alanindaki
en gug ama en ilging problem kendi kendine ayarlanan (6z ayarh) insulin
salim sistemleridir. Kendi kendine ayarlanan insulin salim sistemleri, glukoz
algilama kabiliyeti ve otomatik kesme mekanizmasi gerektirirler [12]. Bunun
icin en iyi ornek, Horbett tarafindan seker hastalari icin gelistirilen insdlin
salim sistemleridir. Bu sistem insllin rezervuarini ¢evreleyen ve bir uyari-

cevap hidrojelinden yapilmig membrandan olusmaktadir.

laclarin sisteme verilis yolu olarak en dikkat ceken ydntem kontrollii salim
sistemleridir. Kontrolli salim sistemlerinde etken maddenin tek bir uygulama
ile uzun sure etkin duzeyde kalmasi saglanir. Bu sistemlerde hidrojellerin
sisme-blUzisme, mekanik, morfolojik, kimyasal vb. gibi pek ¢ok
dzelliklerinden yararlaniimaktadir. Ozellikle ortam pH sinin degisimlerine en
azindan belirli oranlarda cevap verebilen hidrojeller, gesitli vicut bdlgelerinde
ila¢ serbestlestirmek icin 6nem arz etmektedir. Cs ve AA bu tur sistemlerde

sikklikla bagvurulan ve biyouyumlu oldugu belirlenmis olan polimerlerdir [61].
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Metilseluloz hidrojelleri, cilt testlerinde alerjen salimi i¢in kullanilirlar. Test
alerjenleri hidrojel icine salinir boylece cildin tahris olma olasiligi duger.
PHEMA hidrojelleri, antibiyotik ve antitumor ilaglarinin denetimli saliminda,
yumusak kontak lens, Uureter protezlerinde, hemodiyalizde, kornea
cerrahisinde, hucre yuzey caligmalarinda kauguk tabakasi olarak
kullanilabilmektedirler [16, 62].

Biyouyumlu ve dogal bir polimer olan Cs, ¢oktirme, nem tutma, film
olusturma, antimikrobiyal etki, enzim immobilizasyonu gibi ¢ok c¢esitli
fonksiyonlari nedeniyle ilag, kozmetik, tip, tarim gibi cesitli endustrilerde
sinirsiz kullanim alanlarina sahiptir. Karaciger bagirsak sindirim kolesterol
gibi fonksiyonlari duzenlemesi ve kilo kaybini desteklemesi gibi 6zellikleriyle
diyetetik olarak kullanilmaktadir [63 - 67]. Ayrica sarap, meyve suyu, bira gibi
iceceklerde bulanikhgi gidermek igin ve atk su aritiminda ¢okturlcu ajan
olarak kullanim alani mevcuttur [68 - 70]. Yine gida alaninda, gidalarin
tazeligini korumasi igin film halinde kaplama olarak ve antimikrobiyal etkisi
nedeniyle gidalarin raf Oomrinin uzatimasinda olduk¢ga yaygin olarak

kullanim alani bulmustur [71 - 73].

Ayrica Cs porozite, tasiyicilk, adezyon, biyobozunurluk, elastiklik 6zelliklerini
tasimasi nedeniyle doku muhendisliginde uygulama alani bulmustur [74, 75].
Dogal bir polimer olan Cs biyogec¢imli, biyoparcalanabilir, nontoksik olmasi,
allerji yapici ve iritasyona yol agici olmamasi ve antibakteriyel, antiviral, yara
ve kemik iyilesmesini hizlandirici, immunostimulan, hemostatik gibi 6nemli

biyoaktif 6zellikleri nedeniyle veteriner alanda da kullanim yeri bulmustur [76].

Biyomedikal oneme sahip diger bir hidrojel, PAAm’dir. Kopecek ve
arkadaslar1 tarafindan 1973 de PAAm ve bazi N-substitie tlrevierinin
hidrojelleri incelenmis ve AAm ve N,N-dimetilakrilamidin divinil benzenle olan
capraz bagl kopolimeri agr metal iyonlarinin uzaklastiriimasinda

kullaniimistir.
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PVA yaygin olarak fitik tedavilerinde, kalp-damar ve plastik cerrahide “lvalon”
ismi ile kullaniimaktadir. PVA-heparin hidrojelleri hemodiyaliz membran
olarak kullanilirlar. PVA/PAA nin ise yapay kas, sensor, kemomekanik
sistemler ve ila¢ salim sistemlerinde kullanim alanlari mevcuttur [77]. PNIPA-
PAAm hidrojelleride “Jel el” olarak adlandirilan ve sicaklik degisimi ile gesitli
nesnelerin tutulmasi amaciyla kullanilan bir tir cimbizdir. Laboratuvar
cimbizlarinin yaklagik milyonda biri boyutunda olan bu jel tutucular sulu
¢cozeltilerden goremeyecegimiz kadar kiguk nesneleri almak icin son derece

uygun aletlerdir [51].

2.2. Biyouyumluluk

Son 30 yil icinde biyomalzeme/doku etkilesimlerinin anlagiimasi konusunda
dnemli bilgiler elde edilmistir. Ozellikle canli ve cansiz malzemeler arasinda
cok buyuk farkhiliklar oldugu saptanmis durumdadir. Arastirmacilar,
‘biyomalzeme” ve “biyouyumluluk” terimlerini, malzemelerin biyolojik
performanslarini belitmek igin kullanmiglardir. Biyouyumlu olan malzemeler,
biyomalzeme olarak adlandiriimig ve biyouyumluluk; uygulama sirasinda
malzemenin viucut sistemine uygun cevap verebilme yetenegi olarak
tanimlanmistir. Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en Oonemli 6zelligidir.
Biyouyumlu, yani “vicutla uyusabilir’ bir biyomalzeme, kendisini gcevreleyen
dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler
(iltihaplanma, pihti olusumu, vb) meydana getirmeyen malzemelerdir.
Wintermantel ve Mayer bu terimi biraz genisleterek biyomalzemenin yapisal
ve yuzey uyumlulugunu ayri ayri tanimlamislardir [11]. Ylzey uyumlulugu, bir
biyomalzemenin vicut dokularina fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak uygun
olmasidir. Yapisal uyumluluk ise, malzemenin vicut dokularinin mekanik

davranigina sagladigi optimum uyumdur.

Biyomedikal Urdnlerde kullanilacak malzemelerin, biyolojik sistemlerle
etkilestiginde uyum saglayabilmeleri ve yan etki olugsturmamalari igin yogun

caba harcanmaktadir. Gun gectikce 6nemi ve uygulama alani artan
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biyouyumlu, guvenilir ve etkin olan biyomalzemeler, insan vicudundaki organ
ya da dokularin iglevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla
kullanilan malzemeler olup, slrekli olarak veya belli araliklarla vicut sivilari
ile temas halindedirler. Bir malzemenin biyouyumlu olmasi i¢in bulundugu
canlidaki fizyolojik ortam tarafindan kabul edilmesi gerekir. Direkt kanla
temas edecek malzemeyle, direkt kemikle temas edecek malzemenin

biyouyumluluk tanimlari birbirinden ¢ok farklidir [4].

Biyouyumluluk; bir malzemenin biyomalzeme olabilmesi icin, malzemede
aranmas! gereken en temel Ozelliktir. Bir malzeme canl bir ortama
konulunca bu malzemeyi (canli ortamin dedisen parametrelerinden dolayi )
bekleyen sartlar vardir. Malzeme bu sartlara dayanikli olmalidir ayrica bu
sartlara dayanirken biyouyumlulugunu da korumalidir. Diger yandan canli
ortamin bu malzemenin varlidinda bu malzemeyi kabul etmesi ve tepki
vermemesi gerekir. Ama pratikte bilinir ki en uyumlu malzemede bile

malzemeye karsi verilen tepkilerden s6z etmek mumkundur.

Biyomalzemeler, insan vicudunun cok dedisken kosullara sahip olan
ortaminda kullanilirlar. Ornegin viicut sivilarinin pH degeri farkli dokulara
gére 1 ila 9 arasinda degisir. Gunluk aktivitelerimiz sirasinda kemiklerimiz
yaklasik 4 MPa, tendonlar ise 40 - 80 MPa degerinde gerilime maruz kalir.
Bir kalgca eklemindeki ortalama yuk, vicut agirhginin 3 katina kadar ¢ikabilir,
sicrama gibi faaliyetler sirasinda ise bu deger vicut agirhginin 10 kati kadar
olabilir. Vicudumuzdaki bu gerilimler ayakta durma, oturma ve kosma gibi
faaliyetler sirasinda surekli tekrarlanir. Biyomalzemelerin tim bu zor

kosullara dayanikli olmasi gerekir [51].

Biyomalzemeler piyasaya ¢ikariimadan once, vucut icerisinde istenilmeyen
bir etkiye neden olmamalari amaciyla detayli biyolojik testlere tabi
tutulmaktadirlar. ilk olarak viicut disinda daha sonra viicut icerisindeki testler
yapilmakta, bunu takiben klinik denemelerle malzemenin biyolojik gtvenilirligi

ve performansi tespit edilmektedir. Polimerlerin biyouyumlulugu ise genellikle
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hidcre kultird ortamlarinda yaratalen, in vitro sitotoksisite incelemeleri ile

arastirilmaktadir [78].

Biyolojik  dokularda  kullanilacak  malzemenin  zararli  etkilerinin
arastirimasinda kullanilan yontemlerin prensibi, malzeme ile biyolojik
sistemin temasi sonucunda canli hlcredeki fonksiyonel ve yapisal
degismenin niteligini ve dlglsund belirlemektir. Bir bagka deyisle bu etkinin,
biyolojik sistemin yapisinda belirgin bir degisiklik seklinde olup olmadigini ve
etkinin tersinir olup olmadigini ortaya ¢ikarmaktir. Her maddenin biyolojik
sistemde etki gosterdigi bir derigsim aralidi vardir. Canli sistemin maddeye
verdigi cevap kantitatif olarak degerlendirilebilir. Biyolojik etkilerin
incelenmesinde “ayni fonksiyonu ve ayni biyokimyasal metabolik yollari olan
hicreler belirli bir kimyasal maddeye kargi ayni etkiyi gosterir’ prensibi blyuk
onem tasir. Bu prensip farkli tarlerde hicreler iginde tersi seklinde gegerlidir.
Materyal biyolojik aktivite acisindan incelenirken kullanim amaci da g6z
onunde bulundurulmalidir . Biyomalzemelerin biyolojik olarak incelenmesinde
¢ok sayida teknik sunulmustur. Biyouyumlulugun aragtiriimasinda standart,
basit ve kisa surede sonug¢ veren bir test yonteminin kullanimi tercih

edilmelidir.
Biyomalzemelerin incelenmesi:

- in vitro deneyler (birincil ya da eleme testleri),
- In vivo hayvan deneyleri (ikincil testler),
- insanlarda klinik calismalar

olmak Uzere U¢ basamakta yUrutulmektedir.

Sonuglarinin in vivo kosullarin sonuglari ile bagintisinin kurulmasi gig olsa
bile, kontrolli olmasi ve tekrarlanabilirligi ile in vitro hucre kultarl deneyleri,
potansiyel biyolojik zararlarin analizine dayanmaktadir. in vivo hayvan
deneyleri, malzemenin subkutan (deri altl)), kas ya da kemik igerisine
yerlestirdikten sonra doku cevabinin incelenmesine dayanir. in vitro hiicre
kUltari deneyleri, hayvan deneyleri ile yer degistiremez ancak 6n eleme

yaparak kullanimi hayvan deneylerine olan ihtiyaci azaltabilir [78].
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insanlarda yUrutilen klinik calismalar ise birinci ve ikinci basamak testlerde
guvenilir bulunan materyalin klinik kullanim ve tepkiler agisindan
deg@erlendirilmesidir. Zaman, ekonomi ve etik problemler yeni malzemelerin
timinin bu basamaklarin  hepsinden gegcirilerek test edilmesini
zorlagtirmaktadir. Malzemenin biyolojik aktivite mekanizmasinin in vitro

deneylerle 6grenilmesi 6zelliklerinin geligtiriimesini saglar.

in vitro hiicre kiiltirii deneylerinde hiicrelerin yasatiimasi icin acik sistem ya
da kapali sistem inkUbatoru kullaniimaktadir. Acik sistemde kdultir ortami ile
inkUbator igindeki hava iliskidedir. Bu tur inkUbatorlerde ortama bagli olan bir
tipten CO; gelir, hiicre ve dokularin yasatilmasi igin genellikle 37 °C, % 5
COy ‘li ve % 95 nemli ortam saglanmig olur. Uzun sureli kultUrlerde mutlaka
ack sistem kullaniimali ve birka¢ gun ara ile kultir besiyeri yenilenmelidir.
Bu, metabolizma artklarinin uzaklastirilip yeni gelisim ve besleyici faktorlerin
saglanmasiigin yapilmaktadir. Kapali sistemde kultir kaplarinin agizlari hava
almayacak sekilde kapatilir bu ylizden ortama CO; gazi verilmesine ihtiyag

yoktur ve bu sistemler daha ¢cok kisa sureli kultirlerde kullanilir [78].

2.2.1. MTT yontemi

Sitotoksisite c¢alismalarinda en sk kullanilan in vitro enzimatik test MTT dir.
MTT testini ilk Mosmann Kullanmistir [79]. MTT ydntemi ile bir hicre
toplulugundaki  canli  hdcreler  kolorimetrik  ve  kantitatif  olarak
saptanabilmektedir. Bu test mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesini
Olger. MTT nin ana bileseni 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazoliumbromid’dir. Ozel bir ¢éziici ile ¢dzindirilen MTT sari renklidir.
Canli hicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri MTT nin tetrazolyum
halkasini pargalayarak suda ¢dzinmeyen mor-mavi renkli formazan
kristallerini olustururlar (Sekil 2.6) [80]. Bu kristaller asitlendirilmis izopropanol
icinde ¢ozinurler. Sonugta elde edilen mor sollsyon spektrofotometrik olarak

Olgulur. Hlcre sayisindaki artma veya azalma, hicre sayisiyla baglantili
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olarak olusan formazan miktarinda degismeye neden olur [81].
Spektrofotometrik dlcim sonucu elde edilen deger test edilen malzemenin
toksisitesini belirler. Bu ydntem diger sitotoksisite test yontemlerine gére ¢ok
daha hassastir ve tekrarlanabilir sonuclar vermektedir, ayrica uygulamasi
kolay ve hizli bir metottur [82]. Sekil 2.7’de MTT testinden elde edilebilecek
genel bir gorantlu géruilmektedir [83].

T

o |
- | mitokondriyal
M rediiktaz
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Sekil 2.6. MTT' den formazan kristalleri olusumu
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Resim 2.1. Fibroblast hticreler (a) ve olusan formazan kristalleri (b)
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.3.1. Akrilik asit

AA oda sicakliginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su ve birgok organik
¢ozlcu ile karisabilir. AA ticari agidan iki sinifta incelenir. Esterlesme
tepkimeleri igin olan teknik sinif (% 94’lUk) ve suda ¢bzinen regine Uretimi
icin olan derisgik sinif (kUtlece % 98,0 - 99,5 ve kitlece maksimum % 0,3’U su)

tir.

AA slya, 1s1ga veya metallere maruz birakildiginda ¢ok kolay polimerlesir. Bu
yuzden kuvvetli bir ekzotermik polimerlesmeden korunmak igin ticari AA
icerisine polimerlesme inhibitdérl eklenir [84]. AA’nin kimyasal yapisi ve bazi

Ozellikleri Cizelge 2.2’de sunulmusgtur.

Cizelge 2.2. AA’nin kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi CH; =CHCOOH
Molekul agirlig (g/mol) 72,0

Donma noktasi (°C) 13,5

Yogunluk (g/mL) 1,045 (25,0 °C)
Normal kaynama noktasi (°C) 141,0

Refraktif indeksi 1,4185 (25,0 °C)
Kinematik viskozitesi (cks) 1,1 (25,0 °C)

AA Kkolayca polimerlesmesi ve hidrofilik o6zelliklerinden dolayr pek c¢ok
uygulama alanina sahiptir. AA'nin kullanim alanlarina; Tekstil malzemelerinin
modifiye edilmesinde, plastiklerde, k&git imalatinda, dis cephe boyalarinda,
zemin cilalarinda, zemin ve duvar kaplamalarinda, otomobil, arag-gere¢ ve
mobilya verniklemede, eczacilikta kontrolll ilag salim sistemlerindeki gibi

ornekler verilebilir.
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Bioadhesive hidrojel olarak hem mukozaya yapisan hemde viskozite artiran
polimer olarak PAA jelleri hiyolUronikasit sodyum tuzudur. PAA jelleri genel
olarak insertlerden daha rahat kullanilir ve gozde merhemler gibi bulaniklik
yapmaz [85]. Vajinal lezyonlarin tedavisi amaciyla PAA, metilsellloz,
karboksi metilsellloz, hidroksi propil sellloz ve hidroksipropil metil sellloz
kullanilarak asiklovir iceren bioadhesive tabletler hazirlanmistir. Bioadhesive
polimer olarak PAA ve hidroksipropil metil selliloz kullanilan tabletlerin laktik
¢cozeltisi ve distile suda 6 saat boyunca sistigi ve etkin madde saliminin 8

saatten daha fazla oldugu gorulmustar.

PAA, sodyum karboksimetilsellloz ve c¢inkosulfat iceren vajinal tabletler bu

konuda verilebilecek drnekler arasinda bulunmaktadir [86 - 90].

2.3.2. Akrilamid

Renksiz ve kokusuz bir madde olan AAm oda sicakliginda kristal yapidadir.
Su, metanol, etanol, dimetil eter ve aseton igerisinde c¢6zinebilirken
benzende ve heptanda ¢ozinmez. Monomeri erime noktasinda veya UV 15131
altinda aninda polimerlesir. Kati akrilamid oda sicakliginda kararli haldeyken,
eridiginde veya yuUkseltgen ajanlarla etkilestirildiginde siddetle polimerlesir.
Ayrigtirmak igin isitildigr zaman akrilamid, zehirli bir gaz, keskin duman ve
cesitli NO gazlari yayar. Eger yUksek sicakliklara kadar isitilirsa patlayabilir

[91]. AAm’in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.3’de sunulmustur.

Cizelge 2.3. AAm’in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi CH>,=CHCONH;
Molekul agirlig (g/mol) 71,1

Erime noktasi (°C) 85

Yogunluk (g/mL) 1,13 (25 °C)
Normal kaynama noktasi (°C) 125

Sudaki ¢ozunurlugd (g/100mL) 216
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AAm akrilonitrilin sulfurik asitle tepkimesinden elde edilir.

AAm banyo uretiminde, yapistiricilarda, kagit ve tekstil sanayinde, atik aritma
islemlerinde, cevher islemede, cesitli tepkimelerde capraz baglayici olarak
kullanilir [92]. Cesitli polimerlerin modifikasyonlarinda agi kopolimer olarak
yer almaktadir [93, 94]. Ayrica kontrollU ila¢ salim sistemlerinde ¢ok genis bir

uygulama alanina sahiptir [95].

2.3.3. itakonik asit

Kokusuz ve beyaz kristalin bir madde olan IA nin diger ismi metilen siksinik
asittir. Oda sicakliginda kati olup suda, etanolde ve asetonda rahatlikla
¢ozundr. 1A, kuf ya da cgesitli karbonhidratlarin fermantasyonundan elde edilir
[96]. Reaktif Ozellikleri nedeniyle polimerlesme icin son derece oOnemli

ajanlardan biridir.

IA nin kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.4’de sunulmustur.

Cizelge 2.4. IA nin kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

CH2:C|:—COOH

Kimyasal yapisi C|3H2
COOH

Molekdl agirlig1 (g/mol) 130,1
Erime noktasi (°C) 165 - 168
Yogunluk (g/mL) 15-16
Normal kaynama noktasi (°C) 125
Sudaki ¢ozinarlug i (%) 8,0-9,5




A

*
°e

X/
L X4

X/

X/
°e

25

nin siklikla kullanildigr alanlar sunlardir [97]:

IA akrilik elyaflarin Uretiminde UglUnci monomer olarak kullanildiginda
elyafa kolay boyanabilme ve iyi temas edilebilme gibi 6zellikler katar.
Akrilik elyaflarin Uretiminde uluslararasi standart miktar bellidir (% 1.3 -
1.8).

IA, dolgu maddesi olarak kullanilabilir. Plastiklerin ve paltoluk kumaslarin
uretiminde 1A % 1 - 5 arasinda kullanildidinda urine kolay boyanabilme,
izolasyon, su gecirmezlik ve korozyon Onleyici Ozellikler katar. Kagit
yuzeylerinde, halilarin désemesinde bulundugu gibi ytksek dayanikhlikta

plastik ve cam elyafin yapiminda kullanilir.

Tutkal materyali olarak kullanilir. 1A dan yapilan akrilik asit emulsiyonu
dokuma olmayan elyaflar icin kusursuz bir yapistiricidir. 1A igeren
monomerik poli (vinil klorur) (PVC) tutkal, kagit ve sellloid igin en iyi

yapistiricidir.

¥ Discilige ait yapigkanlarin Uretiminde de IA kullanilabilir. Cok degerlikli

metal oksitlere sahip olan ve AA/IA’'nin ¢apraz baglanmasindan olusan
discilige ait yapiskanlar basinca dayanikl ve fizyolojik uyarlanabilir

Ozelliktedir.

IA iceren polimerler parlak ve saydam o6zellikteki 6zel lenslerle ve yapay

kiymetli taglarin yapimiigin uygundur.

Lekelerin ¢ikariimasinda ajan olarak kullanilabilir. IA/AA polimeri bir gesit
yuksek molekulli selatlastiricidir. Bu polimer buhar kazaninda veya
temizleme iglerinde kullanilan aletlerin sogutulmasinda, sudaki alkali
magnezyum ve alkali kalsiyum Kirlerinin olusumuna karsi 6zel bir etkiye

sahiptir.
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s Cesitli kopolimerlesme tepkimelerinde, regine eldesinde kullanilir.

¢ Plastiklestirici ve yag Uretiminde katki maddesi olarak da uygulama

alanina sahiptir [92].

s Eczacilkta ise kontrolli ilag salim sistemlerinde denenmektedir [98, 99].

2.3.4. Krotonik asit

Beyaz, kristalin bir kati olan CA, cis ve ftrans izomerleri halinde
bulunmaktadir. Cis formu 15,0 °C de erir ve izokrotonik asit olarak da
adlandirilir. Trans formunun erime sicakligi ise 72,0 °C dir. Genel olarak su,

etanol, toluen ve asetonda ¢dzUundr.

CA ninkimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.5’te sunulmustur.

Cizelge 2.5. CA ninkimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

CH3 —CH=CH

Kimyasal yapisi
COOH

Molekul agirlig: (g/mol) 86,09
Erime noktasi (°C) 70-73
Yogunluk (g/mL) 0,543
Normal kaynama noktasi (°C) 185-199,5
Sudaki ¢ozinarltg (g/L) 6,2 (20 °C)

olan krotonik asit, krotonaldehitin oksidasyonu ile elde edilir. Cesitli
recinelerin, polimerlerin, plastiklestiricilerin ve ilaclarin sentezinde kullanilir
[100].
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2.3.5. Kitosan

Cs, kitinin N-asetillenmig turevidir [101]. Kitin; uzun ve dallanmig yapiya sahip
bir polisakkarittir. Kitin, selllozun ikinci karbonunda bulunan —OH grubunun
-NHCOCHS; grubu ile yer degistirmis tirevi olarak dusunulebilir. Kitin, genel
olarak bazi deniz kabuklularinin, yumusakgalarin ve bdceklerin kabuklarinda
yer almaktadir [102 - 104].

Kitin, poli(N-asetil-2-amino—2-deoksi-B-D-glikopiranoz) olarak adlandirilir ve
burada N-asetil-2-amino-2-deoksi-B-D-glikopiranoz (veya glikozamin) gruplari
(1—4) B baglari ile baglanir [105, 106]. Cs, kitinin alkalin deasetilasyonu ile
elde edilen bir poliaminosakkariddir ve amorf yapidadir. Kitinden kitosan elde

tepkimesi Sekil 2.7°de sunulmustur.

CHo CHo
| |
E:_EI E:_EI
CHZDH CHEDH
CHaOH CHoOH
l:l_cI i
C Ha b<itin C Ha
MlacH
FMatCHzZ oo
CHaOH N Ha CHaOH N Ha
] (m]
OH oH OH oOH
-0 (] o (] o iz
= CHaOH HH 2 CHaOH
Fitosan

Sekil 2.7. Kitinden Kitosan elde edilis tepkimesi

Cs amorf yapida kati bir polimerdir. Cs pratik olarak suda hemen hemen hig

¢cozunmez, formik asit ve asetik asit gibi organik asitlerin sulu ¢ozeltilerinde
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¢Ozunur. Suda ¢ozmek igin hafif asidik ortamlar olusturulmaktadir [107, 108].
Cs ve suda ¢Ozunen turevi hidroksipropil Cs toksik olmayan ve vicutta

enzimatik olarak pargalanabilen bir polimerdir [109].

Cs’nin 6zellikleri N-asetil grubunun substitisyon derecesine, polimerizasyon
derecesine ve Uretim prosesi ile kullanilan kitinin 6zelliklerine bagh olarak

olarak degismektedir.

Cs kontrolli salim sistemlerinde ¢ok kullanilir ve bu amagla mikrokure,
implant ve insertleri hazirlanmigtir [110]. Cs kullanimini cazip kilan bazi
Ozellikleri ve bu 6zelliklerle ilgili uygulamalari Cizelge 2.6’da 6zetlenmistir
[111,112].

Cizelge 2.6. Kitosanin 6zellikleri ve uygulamalari

Alan Uygulamalar

Atk su aritimi, boyalar igin baglayici, degisik ayrma

S membranlari, ultrafilitrasyon, gaz ve sivi ayirma;
Fizikokimyasal i o .
kromatografik destek materyali; fiber; kagitimalati

Parcalanabilen sutureller; yapay deri ve bobrek
membranlari; sert ve yumugsak lens; ameliyet

ambalajlari; hicre kalturG; immobilize enzim destek

Biyomedikal . e . ,
materyali; yara-yanik ortu  materyali; spesfik
protein/enzim adsorpsiyonu; dis kompozitleri
Geciktirilmig salim materyali; tablet baglayici, stablizer

Farmasotik .
gibi katki

Bes Besin antistaling ajan; besin katkilari; tohum kaplama,

esin

toprak iyilestirme; kozmetik GrUnleri
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2.3.6. Fibroblast hiicre

Olgun bag dokuda sayica engok bulunan ve bag dokusunun fibrillerini, amorf
maddesini sentezleyip salgilayan hucrelerdir. Bu nedenle bag dokusunun
ana hucreleri diye anilirlar. Dlizensiz dallanmalar yapan uzantilari, 6kromatik
fakat nispeten yodun kromatinli ¢ekirdedi, protein sentezi yapan hicrelere
0zgu gelismis granulli endoplazmik retikulumu ve genis golgi kompleksi ile
bazofilik stoplazmasi bu hucrelerin tipik 6zellikleridir. Fibroblastlarin aktif
olmayan yani fibril ve ara madde sentezlemeyen inaktif sekillerine ise fibrosit
denmektedir. Fibrositler de uzantili fakat fibroblasta gore ¢ok az sitoplazmali
hacrelerdir. Bu nedenle mikroskopta sadece cekirdekten ibaretmis gibi
gorultrler. Her iki hucrenin de sekli duzensizdir. Genellikle yassi-uzun ya da
ovalimsidirler; govde kisimlarindan stoplazmik uzantilar ¢ikar. Cekirdekleri
genellikle limon gibi ovaldir. Bu hucreler birbirlerine donusebilirler. Mitotik
yetenekleri sinirh olmakla beraber, doku yaralanmalarinda fibroblasta
gereksinim arttigindan bolunerek c¢ogalabilirler. Boylece doku kaybinin ara
madde ve fibril senteziyle tamiri saglanir. Ayni sekilde normalde fagositoz
yetenegi olmamakla beraber, surekli uyarilar sonucu gerektiginde fagositoz
yapabilmektedirler. Son yillarda gerektiginde intrastoplazmik kontrakiil
elemanlar ve hdcre membraninda baglanti kompleksleri kazanarak
myofibroblast olarak adlandirilan hicrelere doénustikleri gosterilmistir. Fare
fibroblast hucrelerinin invert mikroskop altindaki goruntisid Sekil 2.9'da
sunulmustur [113, 114].

L929 fare fibroblast hlcresi monolayer olarak yani bir yizeye tek tabaka
halinde tutunarak ureyen bir hucredir. Bu hucrelerin dublikasyon suresi
denilen yani baslangigtaki sayisinin iki katina ulastigi ikilenme suresi oldukga
kisadir ve elde edilen Urunde kalitelidir. Bu hucreler bir yuzeye tutunduklari
icin besi ortaminin degistiriimesi olduk¢a kolaydir bu da ¢alismalarda buyuk
kolayllk saglamaktadir. Bu hicrelerin  biyouyumluluk g¢aligmalarinda
kullanilma nedenlerinin en onemlisi 6zelligi ise hassasiyetlerinin ok yuksek

olusudur. Ortamdaki degisikliklere gok hizli cevap verirler. pH 7,2 - 7,5,
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sicaklik 35-37 °C ve % 5 CO; li ortam optimum Ureme kosullarini saglar
[115]. L929 hicre kllturd birgok uluslar arasi standart kurulusu tarafindan

sitotoksisite ¢alismalari igin dnerilmektedir [116,117].

Resim 2.2. Fare fibroblast hiicreleri
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu bdélimde surdUrulen deneysel galigmalar ayrintilari ile agiklanmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

% Cs, (Aldrich), (FM6300000, 75-85% deacetylated)

% AA, (Aldrich)

s AAm, (Aldrich)

% CA, (Sigma, ABD)

% 1A, (Sigma, ABD)

% EGDMA, (Aldrich)

s Sodyum bi sulffit, (Merck)

s Amonyum persdulfat, (BDH)

s Sodyum bikarbonat, (Sigma, ABD)

s Etilalkol, (Sigma, ABD)

s Asetik asit, (Merck)

% Tripan mauvisi, (Sigma, ABD)

s FBS (Fdétal si§ir serumu), (PAA, Avusturya)

< Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, (DMEM, Sigma Co., Germany)
s Tripsin/lIOmM EDTA (Etilendiamintetraasetat), (Sigma, ABD)
s PBS (fosfat buffer saline), (Sigma, ABD)

%  [zopropanol:HCI (0,1 M), (Sigma, ABD)

< Etdv, (Ultralab U-120)

% Santrifuj, (Ultralab)

% Teraz, (Scaltec)

¢ Subanyosu, (Memmert)

% Manyetik karistirici, (Simsek Laborteknik)

s UV / Visible Spektrofotometre, (UNICAM UV2 — 100)

s  Spektrofotometre, (Versa max tunable microplate reader, USA)
« Elisa pleyt okuyucu, (ASYS Hitech UVM 340 Plate Reader)

% Laminar akis kabin, (Bioair, Type Il Laminar Flow Cabinet, italya)
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s UV sterilator, (Phlihips)

s Karbondioksitli etliv, (Heraus Instruments, Almanya)

s Isik mikroskobu, (Olympus CK2, Japonya)

s Isik mikroskobu, (Olympus CH, Japonya)

% Invert mikroskop, (Oympus IX71, Japonya)

+« Dijital kamera, (Olympus C-4000, Japonya)

s Hemasitometre, (Burker hemositometre, Almanya)

% 96 gozlu hicre kalttr kabi, (Nunc, Almanya)

% Hucre kultura flasklari, (Nunc, Almanya)

s 0,2 ymfiltreler, (Sartorius)

s Santriftj tpleri, (Nunc, Almanya)

% MTT, 3-(4, 5-dimetilthiazol-2-il)-dife niltetrazolyum bromur, (Sigma)
s L929 Fare fibroblast htcresi, (No: 92123004, Sap EnstitisU, Ankara)
% Mikropipetler, (Scaltec, Almanya)

s Pipetler, (Costar steripipette, ABD)

s Petri kaplari, (Orange Scientific)

% Cesiti Cam Malzeme

s Cesitli plastik malzeme

3.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

Yapillan galismada kullanilan PAA, PAAmM, P(AA-ko-CA) , P(AA-ko-1A),
P(AAm-ko-CA), P(AAm-ko-lA) ve Cs hidrojellerinin hazirlanmasi asagida
sunulan alt basliklarda ayrintilariyla anlatildi. Kullanilan tum hidrojeller

radikalik polimerlesme yontemiyle hazrrlandi [107, 118, 119].

3.2.1. AA, AAm, IA ve CA temelli hidrojellerinin hazirlanmasi

Cizelge 3.1’de sunulan mol oranlarinda tartilan AA, AAm, CA ve IA
monomerleri, toplam hacim 7,5 mL olacak sekilde saf suda c¢6zuldikten
sonra iglerine gapraz baglayici olarak 0,1’'er mL EGDMA ilave edildi. Daha
sonra bu c¢ozeltiler, iclerinde (NH;) 2S;0s/Na;S;0s (0,5 g/0,5 g) redoks
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baslatici giftlerinin bulundugu 1,0 cm c¢apli cam tupler igerisine hizli bir
sekilde aktarildi ve capraz baglanma tepkimesinin tamalanmasi igin 24 saat
oda sartlarinda bekletildi. Tepkime sonunda silindir bloklar seklinde elde
edilen hidrojeller cam tuplerin igerisinden tupleri kirmak suretiyle ¢ikarildilar
ve 0,5 cm kalinhginda diskler halinde kesilerek sabit tartima gelinceye kadar
once oda sartlarinda, daha sonra 37,0 °C de etivde 48 saat kurutuldular
[120]. Elde edilen bitin hidrojeller,  biyouyumluluklarinin belirlenmesi
amaclyla hucre Kkultira ile calismalara baglamadan 6nce toksik etki
yapabilecedi duslncesiyle ve saflastirmak amaciyla tepkimeye girmemis
monomerlerin uzaklastiriimasiigin ylkkama igslemine tabi tutuldular. Bunun igin
hidrojeller 10 gin sureyle ve hergln sulari dedistirilerek saf su iginde

tutuldular. Yikama islemi sonunda hidrojeller oda sartlarinda kurumaya
birakildilar.

Cizelge 3.1. Hidrojellerin hazirlandid1 monomer ¢ozeltilerindeki AA, AAm, 1A
ve CA miktarlari (M)

Monomer

Hidrojo AA CA IA AAM Yorum

PAA 6 - - - Saglam
P(AA-ko-CA) 5 1 - - Saglam
P(AA-ko-1A) 5 - 1 - Saglam
PAAM - - - 6 Saglam
P(AAm-ko-CA) - 1 - 5 Saglam
P(AAm-ko-IA) - - 1 5 Saglam
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3.2.2. Kitosan hidrojelinin hazirlanmasi

2,5 g kitosan tartilip % 1’lik asetik asit ¢ozeltisinde manyetik karistirica
¢ozuldu. 3,0 cm capindaki cam petrilere 1.0 cm yuksekliginde konuldu ve
once oda sartlarinda, daha sonra 37,0 °C de etlvde 48 saat kurutularak ince
film halinde Cs elde edildi saf suda yikanarak hucre kultir ¢alismalarina hazir

hale getirildi.

3.3. Hidrojellerin Sigsme Degerlerinin ve Ortam pH‘sina Etkilerinin

incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi 37 °C’de 48 saat sureyle
incelendi. Etuvde kurutulup sabit tartima getirilen disk seklindeki kuru
hidrojeller ilk tartimlari alindiktan sonra (mg), 30,0'ar mL DMEM igeren
kaplara konuldu. Belirli araliklarla ortamdan alinan hidrojeller, ylzeyleri hafif
bir sekilde kagitla kurulanarak tartildi (m) ve tekrar sisme ortamina konuldu.
Bu isleme hidrojeller denge sisme degerine ulagincaya kadar devam edildi
ve disklerin kutlelerindeki degisimler kaydedildi.

Her bir hidrojelin ylzde sisme (% $) degeri Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplandi

[121,122].

% Sisme = —x 100 (3.1)

Mo

m = Sigirilmis disk kutlesi,

mg = Kuru disk kutlesi

Ayrica sitotoksisite galigmalarinda jeller besi ortamina konuldugunda ortamin

pH degerini etkilemis olabilir dislncesi ile, tum jeller 25’er mL hucre
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calismalarinin yapilacagi DMEM besi ortamina atildi. 24 saat sonunda ortam

pH'lari élcllerek baslangi¢c pH degerine goére farki takip edildi.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Caligmalari

Calismanin bu boéliminde sentezlenen PAA, P(AA-ko-CA), P(AA-ko-IA),
PAAM, P(AAm-ko-CA), P(AAm-ko-1A) ve Cs hidrojellerinin
biyouyumluluklarinin aragtiriimasi1 amaciyla yapilan sitotoksisite deneylerinde
kullanilacak hicre kultirandn hazirlanmasi ¢aligmalari anlatildi. Calismalarin
bu bolimu Ankara Sap Enstitust Mudurligu Hucre Kulturd Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

3.4.1. Hiicre kiltirianiin hazirlanmasi

Bu baslik altinda biyouyumluluk ¢caligmalari icin referans alinan ISO 10993/
EN 30993 (International Organization for Standardization, 1999),
standartlarinda belirtilen hicre sayisina ulasmak amaciyla yapilan hucre
¢ogaltma islemleri anlatildi. Hucre kultar ¢aligmalari, hicre bankasi - hicre
kiltirt koleksiyonundan (HUKUK) saglanan L929 fare fibroblast hicreleri ile

yuratalda.

Ampuller igerisinde -80 °C’de dondurulmus olarak saklanan hucreler hizli bir
sekilde 37 °C’deki su banyosuna alinarak ¢dzuldi ve santrifijlendikten (4
dakika, 1000 rpm) sonra DMEM besi ortami icerisine alindi. DMEM igerisine
daha 6nceden uretme gucunu artrmak amaciyla % 10 FBS ve ortamin
pH'sini ayarlamak amaciyla % 1 oraninda NaHCO; (% 7,5 ‘ lik) ilave edildi.
Daha sonra bu hicreler kultir kaplarinda 37 °C ‘deki % 5 CO; iceren etlivde
inkibasyona birakildi. Logaritmik Greme fazinda bulunan, aktif ve ylzeyi %
90 - 95 oraninda kaplamis hucreler, % 0,01 tripsin/I0 mM EDTA ¢ozeltisi

kullanilarak tripsinize edildi ve 37 °C inkubatorde 5-10 dakika inkubasyona

birakildi. Bu sire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen
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hdcrelerin kultdr kab1 yizeyinden ayrildigi goruldu. Yuzeyden ayrilan hicreler
bir miktar besi ortamiile 5 dakika santriftij edildi (800-1000 rpm); sUpernatant
(Ustteki sivi) kismi atildiktan sonra santrifij tupundeki hicreler, dnceden
sicaklig1 37 °C ye getirilen DMEM besi ortami ile homojenize edildi ve sayim
icin 6rnek alindi. 0,9 mL hucre suspansiyonu Uzerine 0,1 mL % 1’lik tripan
mavisi ¢ozeltisi ilave edildi ve hemasitometre kullanilarak sk mikroskobu
altinda hlcre sayimi yapildi. Ayni zamanda hucrelerin canliigi ve morfolojik
durumlari da incelendi. Canli hicreler boyayr membranlarindan gegirmezken,
Olu hdcreler boyayi iclerine almaktadir. Standartta belirtilen sayiya ulasincaya
kadar hucre c¢ogaltma iglemi devam ettirildi. Hucreler ile yapilan ve steril
ortam gerektiren tum iglemler laminar akis Unitesinde gergeklestirildi.
Hucrelere ait goruntller invert mikroskop altinda dijital kamera ile alindi. Bu

goéruntiler Bélim 4.4’te sunulmustur.

3.4.2. L929 Uiireme davraniginin incelenmesi

L929 Ureme davranigi calismasinda kullanilan L929 hicrelerinin pasajlama
islemleri, %10 FBS iceren DMEM ortaminda, 37 °C’lik inkUbatorde (% 5
CO2, % 95 nemlilik) gergeklestirildi.

Hucre dreme davranigi ¢aligmalari icin ¢cok gozlu polistiren kultur kaplari ve
40 mm’lik petri kaplan kullanildi. Hicreler, tripsinle muamele edilerek aktif
olarak uredikleri kultir kabi ylUzeylerinden kaldirildi ve ¢ok gozlu kultar
kaplarina ekildi. MTT c¢alismalari igin, 24 gdzlUu kdltir kaplarinin her bir
goziine 1 mL, 1x10° hiicre/mL derisiminde ekim yapildi. Kiiltiriin 1, 2 ,3, 5, 9
ve 12. gunlerinde hucrelerin Uzerindeki kultur ortami ¢ekilip 24 g6zlu kabin
her bir gozine 600 pl taze DMEM ve 60 yL MTT (2,5 MTT/1 mL PBS)
eklendi. Ornekler, 37 °C’de 3 saat bekletildikten sonra, ortam uzaklastirildi ve
her goze 400 puL HCl/izopropanol ¢ozeltisi eklenerek olusan mor formazan
kristallerinin ¢bézliinmesi saglandi. Elde edilen ¢ozelti, 96 gozIu elisa pleytine

aktarildi ve pleyt okuyucu kullanilarak 570 nm’de absorbans 6lguma yapildi.
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Hlcre sayim testleri ise 12 go6zlu polistiren kultir kaplarinda gergeklestirildi.
Bu calisma igin, 12 goézli kiltir kabinin her bir gdziine 1x10° hiicre/mL
derisiminde hucre ekimi yapildi. Kdltardn 1, 2 ,3, 5, 9 ve 12. gunlerinde
hldcrelerin Uzerindeki kultir ortami c¢ekildi ve hdcreler tripsinize edildi.
Hlcreler tamamen kalktktan sonra, elde edilen hiicre sUspansiyonu tripan

mavisi ile boyanip Neubauer lami kullanilarak hucre sayimi yapildi.

Hucrelerin yapisma, yayllma ve Ureme karakteristikleri, 40 mm’lik petrilerde,
invert mikroskop kullanilarak gézlemlendi. TUm Ornekler igin, ortam, her Ug¢

gunde bir yari yariya taze besi ortamiyla degistirildi.
3.5. Sitotoksisite Caligmalari

Biyouyumluluk igin sitotoksisite testlerinde ISO 10993‘te Onerilen, 1;
Dogrudan temas yontemi (Direct contact method), 2; Dolayli temas yontemi
(Indirect contact method) yontemleri uygulandi. Her iki yontem igin de

uygulanan basamaklar asagidaki alt bagliklarda sunuldu.

3.5.1. Dogrudan temas yontemi (Direct contact method)

ISO 10993/ EN 30993‘e standardina uygun sekilde, tartilan hidrojeller dnce
30 dakika % 70‘lik etanolde ve sonra 15 dakika UV altinda steril edildi [123].
Diger yandan % 10 FBS ve % 1 NaHCOj3 igeren DMEM:‘in mililitresinde 4x10*
tane hicre olacak gsekilde hicre suUspansiyonu hazrlandi. Bu
suspansiyondan 96 gozlu hucre kultir kabinin her goztune 100°er pyL eklendi.
Bu sekilde 3 hucre kultir kabi hazirlanarak 37 °C ‘deki % 5 CO, igeren
etlvde 24 saat inkubasyona birakildi. Bu sure sonunda hucre kultur kaplari
IsIk mikrokobuyla incelemeye tabi tutuldu. Hucrelerin kultdr kabi1 gézlerinin
tabanlarina tutunduklari gézlendi. Kultir kaplarindaki besi ortami bosaltilip
gbzlere, dnceden steril edip hazirladigimiz hidrojellerden 10‘ar mg konuldu,
uzerlerine 100‘er pL taze besi ortami ilave edildi. Bundan sonra kultur

kaplari 24 , 48 ve 72 saat inkUbasyon sonunda igik mikroskobu altinda
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morfolajik olarak incelendi ve daha sonra MTT ydntemiyle mitokondriyal

aktivitelerine bakildi.

MTT icin belirlenen zamanlarda (24, 48, 72 saat) inkubatorden alinan kaltar
kaplarinin iclerindeki besi ortami bosaltildi; yerine 100 uL taze besi ortami ve
0,13 pL MTT c¢ozeltisi (5 mg MTT/1 mL PBS) eklendi. Bu iglemler oda
sicakhginda, steril ve karanlik kosullarda yUratlldu. Kualtir kaplar isik
almamasi igin alimunyum folyo ile sarildiktan sonra 37 °C‘deki % 5 CO;
iceren etlvde 4 saat sureyle inkube edildi, Uzerlerindeki ¢ozelti alindi. Olugan
formazan kristallerinin gozinmesi igin 0,1 M izopropanol/HCI ¢ozeltisi eklendi
ve elde edilen ¢dzeltinin spektrofotometrede 570 nm’de absorbans degeri
okundu [124, 125]. Her bir hidrojel ve kontrol hdcresi igin elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi. Higbir madde eklenmeyen kontrol
kiltdrlerinden elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi da alindi1 ve bu
deger % 100 kabul edildi [126, 127 - 128]. Yuzde bagil canhlik degerleri
Esitlik 3.2 kullanilarak hesapland.

[Altest
Bagil canli hicre (%) = — x100 (3.2)

[A] kontrol

[Alest :Madde eklenmis olan kiltirlerden elde edilen absorbans

[Alkontrol : Higbir madde eklenmemis kulturlerden elde edilen absorbans

Her bir jel i¢in hesaplanan ylzde canli hiicre degerleri zamana karsi grafige

gegirildi.
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3.5.2. Dolayli temas yontemi (Indirect contact method)

Calismanin bu boélumu de yine ISO 10993/ EN 30993 standartlari referans
alinarak gerceklestirldi. Dolayli temas yonteminde hidrojellerin igerisinde
bekletildigi besi ortamindan ekstraklar alinarak deneyler yuyurutlilmektedir.
Bunun igin 20 mL besi ortamina 100 mg olacak sekilde hidrojeller hassas
terazide tartildi; 6nce 30 dakika % 70°lik etanolde ve sonra 15 dakika UV de
bekletilerek steril edildi. Daha sonra da igerisinde % 10 FBS ve % 1 NaHCO3
iceren DMEM besi ortamina aktarildi. 24 saat 37 °C deki etivde inkube
edildikten sonra hidrojeller besi ortamindan alindi. Geride kalan bu besi
ortami dolayli temas yonteminde kullanacagimiz ekstrakttir. Bu ekstrakt 0,2

pm goézenek capli enjektor filtrelerden gegirilerek steril hale getirildiler.

Diger taraftan % 10 FBS ve % 1 NaHCOjz igeren DMEM‘in mililitresinde 3x10*
tane hucre olacak sekilde hucre suUspansiyonu hazirlandi. 96 gozlu kualtar
kabina bu suspansiyondan 100’er pL eklendi ve 37 °C ‘deki % 5 CO; igeren
etivde 24 saat inkUbasyona birakidi. Bu sure sonunda kultir kaplari
inkibasyondan alinarak 1s1k mikrokobuyla incele meye tabi tutuldu. Hicrelerin
klltar kabi g6zlerinin tabanlarina tutunduklari gézlendi. Kiltir kaplarindaki
besi ortami bosaltildi ve mikropipetle daha dnceden suzerek hazirladigimiz
ve sicakligini 37 °C’ye getirdigimiz ekstraklardan her géze 100‘er uL eklendi.
Kontrol gozlerine ise 100°‘er yL taze besi ortami eklendi. Daha sonra bu kultar
kaplar1 37 °C‘deki % 5 CO- iceren etlvde tekrar inkUbasyona birakildi. 24,
48, 72, 96 ve 120 saat inkUbasyon sonunda her gin 5 kdltar kabi olmak
uzere 1Kk mikroskobu altinda hem morfolojik olarak incelendi ve hem de

MTT yontemiyle mitokondriyal aktivitelerine bakild.

MTT calismasi 3.5.1’de anlatildigi gibi yapildi. Her bir ekstrakt ve kontrol
ortamiigin elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinip zamana kargi
grafige gegcirildi. Ayrica elde edilen absorbans degerleriyle Esitlik 3.2
kullanilarak yuzde canli hicre degerleri hesaplandi ve her bir jel igin bulunan
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yuzde canli hucre de@erleri zamana karsi grafige gegcirildi. Ayrica hergin

hicrelerin goruntileri invert mikroskop altinda dijital kamera ile alind1.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM

Bu bolimde deneysel kisimda anlatilan ¢aligmalarda elde edilen bulgular,

grafikler ve resimler yorumlanarak sunulmustur.

4.1. Hidrojellerin Sigme Degerleri ve Ortam pH’sina Etkisi

Hidrojellerin sitotoksiste ¢aligmalarinin yapildigi besi ortami DMEM igindeki
sisme degerleri Bolim 3.3’te acgiklandidi sekilde ydrutilen deneylerden
saptanmistir. Hidrojellerin denge sisme degerine 24 saat sonunda eristikleri
gbzlenmis ve sonuglar, cesitli literatirlerde yer alan PBS igerisindeki
ortalama sisme deerleri ile beraber Cizelge 4.1’de sunulmustur. DMEM
icindeki sisme sonuglari incelendiginde, Cs’nin en disuk sisme dederine
sahip oldugu gorulir. Bu durum Cs’de iyonlasabilecek gruplarin azhgi ile
acklanabilir. AA iceren tum hidrojeller beklendigi gibi yuksek sisme degerine
sahiptir. DMEM ortaminin pH deg@erleri incelendiginde bu sisme davraniglari
daha rahat acgiklanabilir. AA iceren jellerin besi ortaminda beklemesi ile
ortam pH si asidik bélgeye kaymaktadir. Bu durumda —COOH gruplarinin
iyonlasmasi ve anyonik hidrojel yapinin sismesi gerceklesmektedir. AAm
iceren jeller ise ortam pH'sini bazik bolgeye kaydirmakta, katyonik yapidaki
jelin sismesi gozlenmektedir. DMEM ortaminin baglangic pH degeri 7,33

olarak OlgulmuUstar.

Cizelge 4.1. Hidrojellerin ortalama % $ degerleri ve ortam pH’si

Hidrojel P(AA- P(AA- P(AAm- | P(AAm-
PAA PAAM Cs
ko-CA) ko-1A) ko-CA) ko-1A)
% 9
2142,15 | 2249,22 | 2426,17 | 1984,25 | 1837,60 | 1730,40 | 985,09
(DMEM iginde)
pH
6,86 6,88 6,76 8,42 8,46 8,12 7,88
(DMEM 24,
saat)
% S

2300,80 | 2100,80 | 2250,25 | 1830,60 | 1900,40 [ 1776,50 | 960,10
(PBS iginde)
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Yapilan g¢alisma sonucu elde edilen MTT ve sayim degerleri, Sekil 4.1 ve

Sekil 4.2°de verilmistir. Bu tablolardan da gorulebilecedi gibi, hicreler

kdlturan 3. gununde logaritmik Ureme fazina gegmiglerdir.

L929 MTT Sonugclari
4,55
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c 3 . .
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Sekil 4.1. L929 hucrelerine ait MTT sonuglari
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L929 Hiicre Sayisi Grafigi
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Sekil 4.2. L929 hicrelerine ait sayim sonuglari

Invert mikroskop altinda hicrelerin ginliik gdzlemleri yapilmig; hiicrelerin 1,

3, 5 ve 9. gunlerdeki morfolojileri ve yayilimlari Resim 4.1’de verilmistir.
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Resim 4.1. Kiltdr kabindaki L929 hucrelerinin invert mikroskop géruntileri
(x20); a) 1. gun, b) 3. guin, c) 5. glin, d) 9.giun

Resim 4.1’de acgikca goruldigu gibi hicreler dlizglin fibroblastik morfolojiye
sahiptirler. Birinci giin sonunda hucrelerin ¢cogu ylzeye yapisip yayilarak
fibroblastik morfolojilerini kazanmiglardir. ilerleyen zamana bagli olarak
hicreler arasi bosluklar tamamiyle dolmus ve 9. gunde “confluent kulthr”

olusmustur. Bundan sonra 6lum fazi baglamistir.
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4.3. Dogrudan Temas Yontemi Sonuglari

Bu yontemde daha dnce anlatildigi gibi, hicre kultiri ve hidrojeller ayni
ortamda iken caligsmalar yapilmistir. Isik mikrokobu ile 24, 48 ve 72 saat
sonunda yapilan incelemelerde hucrelerin morfolojik durumlarinin normal
oldugu, tutunduklari ylUzeyden ayriimalarinin s6z konusu olmadigi ve
hidrojellerin hicrelere herhangi bir toksik etki yapmadiklari gdzlenmigtir. Bu

durum hidrojellerin biyouyumlulugu hakkinda olumlu fikir vermigtir.

Ancak dogrudan temas yonteminde hidrojellerin hem hucre kultir kabinin
tabanina ve kenarlarina ve hem de hicrelere vyapistigi gdozlenmistir. Ayrica
uremesine devam eden hucrelerin hidrojellerin gozeneklerine girebilme
ihtimali de s6zkonusudur. Spektrofotometrede dogru okumalar yapilabilmesi
icin MTT ile canli hucrelerin mitokondriyal aktivitelerinin incelenmesi
asamasindan 6nce hidrojellerin kultir kabindan alinmalari gerekmektedir. Bu
asamada hidrojeller kultur kaplarindan alinirken hem gozeneklerindeki canh
hiucreleri hem de yapistigi yuzeylerdeki bir kisim canli hicreleri beraberinde
goturdugu yapilan mikroskobik incelemede gobzlenmigtir. Bunun yani sira
yapisan hidrojeller kultr kabi gozlerinin ylzeylerinden tamamen
temizlenememistir. Batin bu olumsuz durumlar g6z o6nine alindiginda
okunan absorbans degerlerinde hatalar olabilecegi ac¢iktir. Buna ragmen
durumu gdzleyebilmek amaciyla MTT testi gergeklestiriimistir. Bu teste ait
570 nm‘de 24, 48, ve 72 saat sonunda okunan absorbans degerleri EK-1’de
sunulmustur. Ortalama absorbans degerleri Esitlik 3.2'de kullanilarak
hesaplanan yizde bagil canli hiicre degerlerinden elde edilen sutun grafigi
de Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. Dogrudan temas yonteminde bagil canlilik degerlerinin zamanla
degisimi

Sekil 4.3 incelendiginde, bagil canlihk degerlerinin AA igeren tim hidrojeller
icin dustk ¢ktigi gozlenmektedir. Saf AAm igeren hidrojel igin ise bagil canlik
genel olarak daha yuksektir [129]. Ancak AAm icerisine CA ve |A gibi
karboksilli asit gruplari iceren bilesenler kondugunda, canliligin goéreceli
olarak dustugu belirlenmigtir. Bu durumda asidik gruplarin hicre Uremesine
olumsuz etki yaptigi1 sdylenebilir ve bu beklenen bir durumdur [130]. Cizelge
4.1 tekrar ele alindiginda bu durum daha da anlamli olmaktadir. Besi
ortaminin pH’sinin, AA iceren hidrojellerle temas ettiginde asidik bdlgeye
kaymasinin hdcre Uremesini goreceli olarak dusurduigu soylenebilir. AAm
iceren hidrojellerle temas eden DMEM ortami ise bazik pH degerlerine

sahiptir ve bu da hicre Uremesini daha olumlu etkile migtir.

Cs iceren hidrojel ortamlarindaki hicre canliliginin dustk ¢ikmasi anlamli
degildir. Cinku Cs dogal bir polimerdir. Bu durumda hucre canlihgi degerleri
sisme degerleri ile mukayeseli yorumlanabilir. Cs tum hidrojeller icinde en az

sisen yapidadir ve bu da hlcrenin Ureyecegi yuzey alaninin digerlerine goére



a7

dUsuk olmasi demektir. Boylece bagil canhlik degerleri Cs’li hidrojeller igin %
30’lar civarinda kalmistir. Yine de bu degerler Cs icin beklenenden daha
dUsuktdr. Bu da, dogrudan ydontemde yukarida s6z edilen sikintili dlgim

surecinin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Tum hidrojeller igin bagil canhlidin sure ile degisimi incelendiginde, 48 saat
civarinda bir dusUs ve daha sonra tekrar yukselis gortlmektedir. Bu durum
hicrenin ortama uyum sureci ile baglantil olabilir. Calistigimiz hicrelerin
ureme grafigi calismasinda elde edilen ikilenme sureleri dikkate alinirsa, bu

sekilde davranig gostermis olmalarinin normal oldugu sdylenebilir.
4.4. Dolayli Temas Yontemi Sonuglari

Dolayli temas yonteminde olusturulan ekstaktlarda uretilen hicreler igin hem

MTT testleri hem de mikroskobik incelemeler yurutalmastar.

TUm hidrojel ekstraktlari 570 nm‘de 24, 48, 72, 96 ve 120 saatleri igin
yuratilen MTT analizlerinden elde edilen absorbans degerleri EK-2’de
sunulmustur. Ortalama absorbans degerlerinden Esitlik 3.2’de kullanilarak
hesaplanan yuzde bagil canli hicre degerleri Sekil 4.4’'de sUtun grafigi
seklinde sunulmustur. Bu grafik incelendiginde tiUm hidrojeller ekstraktlarinin
oldukca yuksek bagil canlilik degerleri verdigi gorulur. Cs ekstrakti i¢in elde
edilen veriler tum degerlerden daha yuksek ¢ikmigtir. Dogal bir polimer olan
Cs icin bu beklenen bir sonuctur. Genel olarak 24 saatteki canlilik
yuzdelerinin daha yuksek oldugu, sonraki saatlerde ise kontrol degerine daha
fazla yaklastiklari s6ylenebilir [131]. Hidrojel ekstraklarinin pH degerleri 6,76
ile 8,46 arasinda degismektedir. Optimum Ureme pH degerinin 7,2-7,4
civarinda olmasina ragmen 6.37 (+ 0.05) ile 7.78 (+ 0.08) arasindaki pH
degerlerinde hucrelerin Uremeye devam ettikleri ve hdcre  canlihginin
goreceli olarak etkilendigi literatir bilgilerinde yer almaktadir [132].
Dolayisiyla hidrojel ekstraklarinda pH degerlerinin hucre canlihigini olumsuz

etkilemedigi sOylenebilir.
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Sekil 4.4. Dolayll temas yonteminde bagill canlilik dederlerinin zamanla

degisimi

MTT testi sirasinda olusan formazan kristallerine ait invert mikroskop

goérunteleri de Resim 4.2’de sunulmustur. Bu gorUntulerde tum yapilarda

yogun kristal olusumu rahatlikla belirlenmektedir. Resim 4.3'te hucrelerin

¢ogunun oldugu bir ortama konulmus MTT den herhangi bir kristal

olusumunun gerceklesmedigi gézlenir. iki resim kiyaslandijinda formazon

kristallerinin varhig1 ve yoklugu arasindaki fark acgikga tesbit edilebilir [133].
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9)

Resim 4.2. 96. saatte MTT uygulamasi sonucunda olugan formazan
kristalleri; a) PAA, b) P(AA-ko-1A), c) P(AA-ko-CA), d) PAAm,
e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-IA), g) Cs, h) Kontrol
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100 pm

Resim 4.3. Oli hicrelerin bulundugu ortamda MTT sonucu formazan
kristallerinin olusmadig1 gézle nmektedir

24, 48, 72, 96 ve 120 saat sonunda ISk mikroskobuyla yapilan incelemede
hicrelerin morfolojik durumlarinin normal oldugu, tutunduklari ylzeyden
kalkmadiklar1 ve Uremeye devam ettikleri géruimuUstir. Bu metotta ekstraklar
kullanildigindan dolayli temas yonteminde karsilasilan olumsuz durumlarin
higbirisiyle karsilasiimamistir. Dolayisiyla okunan absorbans degerleri ¢ok

daha dogru oldugu gibi ¢alisma da ¢ok daha rahat bir sekilde yurutalmustar.

invert mikroskop altinda dijital kamera ile alinan hiicrelerin gériintiileri Resim
4.4, Resim 4.5 ve Resim 4.6 Resim 4.7, Resim 4.8'de sunulmustur. Bu
goruntller Sekil 4.4'deki situn grafik sonuglari ile uyumludur. Ornegin 48.
saat goruntllerine bakildiginda, en yuksek bagdil canhligin PAA hidrojeli igin
elde edildigi ve bu durumun invert mikroskop goruntuleri ile uyumlu oldugu
belirlenir. Yine 72. saat sonuglarina bakinca, bu sefer de Cs’li ortamin daha
fazla hicre Uremesini sagladigi tespit edilir.
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9) h)

Resim 4.4. 24. saatte hucrelerin mikroskop goéruntuleri; a) PAA, b) P(AA-ko-
IA), c) P(AA-ko-CA), d) PAAmM, e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-
lA), g) Cs, h) Kontrol




9) h)

Resim 4.5. 48. saatte hucrelerin mikroskop goéruntuleri; a) PAA, b) P(AA-ko-
lA), c) P(AA-ko-CA), d) PAAm, e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-
IA), g) Cs, h) Kontrol
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9) h)

Resim 4.6. 72. saatte hucrelerin mikroskop goéruntuleri; a) PAA, b) P(AA-ko-
lA), c) P(AA-ko-CA), d) PAAmM, e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-
IA), g) Cs, h) Kontrol
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9) h)

Resim 4.7. 96. saatte hucrelerin mikroskop goéruntileri; a) PAA, b) P(AA-ko-
[A), c) P(AA-ko-CA), d) PAAmM, e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-
IA), g) Cs, h) Kontrol
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h)

Resim 4.8. 120. saatte hucrelerin mikroskop goéruntileri; a) PAA, b) P(AA-ko-
IA), c) P(AA-ko-CA), d) PAAmM, e) P(AAm-ko-CA), f) P(AAm-ko-
lA), g) Cs, h) Kontrol
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SONUGLAR

AA, AAm, CA, IA ve Cs temelli hidrojeller hazirlanmis ve c¢alismada
kullanilacak saglamlikta olduklari géralmustar. Mekanik olarak en saglam
hidrojellerin PAA ve P(AA-ko-CA) oldugu, bu iki hidrojelden sonra PAAm,
P(AA-ko-1A), P(AAm-ko-CA) seklinde mekanik dayankliigin azaldigi ve
en dayaniksiz hidrojelin P(AAm-ko-IA) oldugu gozlenmigtir.

PAA, P(AA-ko-CA), P(AA-ko-IA), P(AAm-ko-CA), P(AAm-ko-IA) ve Cs
hidrojellerinin  DMEM besi ortaminda 37 °C de sisme davranislari
incelenmistir. Besi ortaminda AA temelli hidrojeller en ¢ok, Cs ise en az
sisme goOstermistir. Sisme davranislarinin bu sekilde olmasi hidrojellerin

iyonlasma ozellikleri ile agiklanabilir.

Hidrojellerin DMEM besi ortaminin pH'sina etkilerine bakimis ve AA
temelli jellerin pH’y1 asidik bolgeye AAm temelli jellerin ise bazik bdlgeye
kaydirdig1 gézlenmistir. Bu durum hidrojellerin sahip oldugu fonksiyonel

gruplardan kaynaklanmaktadir.

L929 fare fibroblast hicrelerinin Greme grafigi ¢alismalarinda hcrelerin
logaritmik Ureme fazina 3. glnde gegtikleri, 9. ginde ise Ureme yuzeyini

tamamen kaplad klari goralmustur.

Dogrudan temas yonteminde 24, 48 ve 72 saat sonunda yapilan morfolojik
incelemelerde hacrelerin morfolojik goruntllerinde toksik etkiye dayali
herhangi bir bozulma, parcalanma vb. durum s6z konusu olmadiginin
g6zlenmesi hidrojellerin biyouyumlulugu hakkinda olumlu fikir vermistir.
AA, CA ve |IA gibi karboksilli asit gruplari iceren hidrojellerin hucre
uremesini olumsuz etkiledigi, buna karsilik AAm temelli hidrojellerinin
uremede c¢ok iyi sonuglar verdigi gézlenmigtir. Bu durum ortam pH sini

degistirmeleri acgisindan ele alindiginda anlamli bulunmustur. Cs bazl
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hidrojellerdeki uUremenin beklenenden az olmasinin sisme degerlerinin

dUsUk olmasina bagl oldugu dugunulmektedir.

«» Dolayll temas yonteminde calismalar ¢ok rahat bir sekilde yuritulmas,
hem mikroskopla morfolojik incelemeler hem de MTT analizi problemsiz
gerceklestiriimistir. Hlcrelerin morfolojilerinin dogrudan temas yonteminde
oldugu gibi normal oldugu gdzlenmistir. MTT analiz sonuglari da bu
durumu desteklemistir. BUtin hidrojel ekstraktlarinda yiksek canlilik
oranlar1 goérulmekle beraber en yuksek canlilik oranlari Cs ekstraktinda
go6zlenmigtir. PAAm ve P(AAm-ko-CA) ekstraktlari c¢alisma suresince

kontrol hiicresinden daha fazla hlicre Uretmistir.

“ Netice olarak uyguladigimiz bu in vitro sitotoksisite calismalariyla PAA,
P(AA-ko-CA), P(AA-ko-IA), PAAM, P(AAm-ko-CA), P(AAm-ko-IA) ve Cs

hidrojellerinin biyouyumlu oldugu ortaya konulmustur.
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EK — 1 Dogrudan temas yontemi spektrofotometre verileri

71

Cizelge 1.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (24.
saat)
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,1978 |0,2208 |0,1986 0,3998 |0,2944 0,1465 0,2832 [0,6631
0,1952 |0,2006 |0,221 0,6372 |0,5111 0,1807 0,1938 |0,5852
Cizelge 1.2. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat)
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,1797 |0,1901 |0,2158 0,6774 |0,5571 0,2364 0,2299 |1,2762
0,1983 |0,2047 |0,2824 0,5577 |0,5359 0,2383 0,383 |1,2273
Cizelge 1.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.
saat)
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA  [IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,2523 [0,2362 | 0,2382 0,6473 | 0,5496 0,2179 0,2205 |0,8712
0,2349 |0,2831 |0,2827 0,7352 | 0,4899 0,2055 0,1758 (0,888




EK —1 (Devam) Dogrudan temas yontemi spektrofotometre verileri

Cizelge 1.4. Hidrojellerin 570

72

nm dalga boyunda absorbans dederleri

ortalamasi

idrojel
Zam P(AA- P(AA- P(AAmM- | P(AAm-

PAA ko-1A) ko-CA) | PAAm | ko-CA) ko-1A) Cs Kontrol
24.

0,1965 | 0,2107 | 0,2098 | 0,5185 | 0,40275 | 0,1636 0,2385 | 0,6242
saat
48.

0,1890 | 0,1974 | 0,2491 | 0,6176 | 0,5465 0,2374 0,3065 | 1,2518
saat
72.
. 0,2436 | 0,2597 | 0,2605 | 0,6913 | 0,5198 0,2117 0,1982 | 0,8796
saa

Cizelge 1.5. Hidrojellerin Esitlik 3.1. kullanilarak hesaplanan yuzde bagil

canhliklar
idrojel P(AA- | P(AA- P(AAm- | P(AAm-
zama PAA ko-IA) | ko-CA) | PAAm | ko-CA) ko-1A) Cs Kontrol
24.saat | 31,482 | 33,757 | 33,613 | 83,073 | 64,527 26,211 | 38,211 | 100
48.saat | 15,098 | 15,769 | 19,900 | 49,334 | 43,658 18,961 24,481 | 100
72.saat | 27,694 | 29,519 | 29,610 | 78,586 | 59,089 24,067 22,527 | 100




73

EK -2 Dolayli temas yontemi spektrofotometre verileri

Cizelge 2.1.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (24.
saat) pleyt 1

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAM CA) IA) Cs Kontrol
0,4126 |0,2348 0,2351 0,2241 |0,1914 0,1957 0,121 0,1904
0,2439 |0,281 0,2635 0,2929 |0,4354 0,2263 0,1241 |0,1971
0,2591 | 0,2845 0,2847 0,2579 |0,2315 0,2301 0,126 0,2664
0,242 0,2846 0,301 0,3042 |0,4527 0,2794 0,1432 |0,2738
0,3204 |0,4138 0,4041 0,2712 |0,2834 0,2549 0,1572 |0,2162
0,3645 |0,4704 0,4247 0,2891 | 0,2937 0,2561 0,1712 |0,3908
0,2622 |0,4014 0,2647 0,3692 |0,3204 0,4263 0,2173 |0,3268
0,297 0,3288 0,2939 0,2671 |0,2815 0,2475 0,2162 |0,3084

Cizelge 2.1.2 Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt 2

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM |CA) 1A) Cs Kontrol
0,6476 |0,5864 0,5163 0,5606 | 0,3104 0,2531 0,2272 |0,2563
0,5698 |0,6061 0,5624 0,6681 |0,6439 0,439 0,2207 |0,2729
0,6136 |0,6033 0,6048 0,6248 |0,6113 0,6851 0,2199 |0,2319
0,6858 | 0,6606 0,6105 0,5978 |0,6156 0,5975 0,1146 |0,2856
0,5805 0,5525 1,3147 0,6107 0,5489 0,6803 0,2207 0,2474
0,6964 |0,537 0,555 0,7028 |0,5254 0,6605 0,2275 |0,3274
0,6337 |0,6007 0,5677 0,6714 |0,591 0,6118 0,2033 |0,3166
0,5288 | 0,6068 0,5528 0,5494 |0,5729 0,7012 0,1794 |0,334
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EK - 2 (Devam) Dolayl temas yontemi spektrofotometre verileri

Cizelge 2.1.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.
saat) pleyt 3

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAmM-ko-
AA 1A) CA) PAAmM CA) I1A) Cs Kontrol
0,631 0,6305 0,6423 0,4485 | 0,464 0,4558 0,3435 |0,4535
0,5477 |0,571 0,6352 0,6171 |0,6517 0,568 0,2176 |0,3344
0,6411 0,623 0,6232 0,692 0,6179 0,5254 0,2496 0,4029
0,6368 |0,5926 0,6482 0,6582 |0,6373 0,5717 0,2359 |0,4413
0,7294 |0,6967 0,6377 0,7364 |0,7264 0,6722 0,2332 | 0,4254
0,6918 0,6698 0,7443 0,7971 0,7102 0,6867 0,2484 0,6056
0,7422 |0,6577 0,6557 0,7255 |0,7463 0,6919 0,2607 | 0,6254
0,7264 |0,5947 0,6685 0,843 0,7047 0,7549 0,2554 | 0,7069

Cizelge 2.1.4. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.
saat) pleyt 4

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
0,2797 10,3983 0,2843 0,2802 |0,2569 0,2177 0,2073 |0,3247
0,3133 |0,5188 0,4536 0,3033 | 0,3469 0,3994 0,1805 |0,3049
0,5514 0,5244 0,521 0,3339 0,2599 0,4463 0,1585 0,2398
0,5361 |0,4831 0,567 0,5696 |0,3796 0,4218 0,1205 |0,2509
0,5167 |0,3468 0,3626 0,4251 |0,272 0,4569 0,1007 |0,2787
0,6253 |0,5177 0,4865 0,5363 |0,5026 0,5636 0,1842 |0,3194
0,5785 |0,6539 0,4871 0,5662 |0,4649 0,574 0,2453 |0,3046
0,5909 |0,5649 0,5563 0,584 0,6128 0,5848 0,2171 |0,3945
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EK - 2 (Devam) Dolayl temas yontemi spektrofotometre verileri

Cizelge 2.1.5. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (24.
saat) pleyt5
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAM [ CA) IA) Cs Kontrol
0,6241 |0,6352 |0,4252 0,4865 | 0,5289 0,4377 0,1611 | 0,492
0,5023 |0,5392 |0,45 0,6392 |0,4635 0,4796 0,1438 |0,5461
0,4774 |0,5639 | 0,4897 0,5679 |0,6457 0,4975 0,2383 | 0,4975
0,5639 |0,5795 | 0,5666 0,666 0,6142 0,4795 0,1902 |0,5232
0,493 0,6312 | 0,4875 0,6618 [0,6311 0,5026 0,2346 | 0,5545
0,5392 |0,5256 | 0,5294 0,6194 |0,6374 0,546 0,2064 | 0,7281
0,5012 |0,6532 |0,5399 0,6737 | 0,5906 0,9556 0,1488 | 0,5906
0,5506 |0,6243 | 0,5886 0,612 0,5735 0,6085 0,1856 |0,6052
Cizelge 2.2.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans dederleri (48.
saat) Pleyt 1
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM [CA) IA) Cs Kontrol
0,3985 |0,3368 |0,3122 0,287 0,3006 0,3195 0,1076 |0,3542
0,4017 |0,3681 |0,2935 0,3379 |0,3237 0,2982 0,1412 |0,3757
0,6614 |0,4225 |0,2944 0,3274 0,357 0,296 0,1258 |0,3406
0,5625 |0,3422 |0,2738 0,3359 0,39 0,3086 0,116 0,3094
0,5659 |0,5102 |0,4931 0,2879 |0,3591 0,346 0,1882 |0,3303
0,5312 |0,4091 |0,3302 0,3175 |0,3439 0,3402 0,1162 |0,3302
0,6413 |0,5445 |0,3869 0,4023 |0,3653 0,2792 0,1807 |0,3599
0,4515 |0,3924 |0,2613 0,4763 |0,3166 0,3142 0,136 0,2828
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Cizelge 2.2.2. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt 2

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAmM CA) IA) Cs Kontrol
0,3806 |[0,4796 0,5741 0,3948 |0,3694 0,2663 0,1109 0,327

0,4803 [0,6164 0,5267 0,523 0,3026 0,4679 0,1592 ]0,3389
0,7259 [0,6453 0,387 0,4024 0,589 0,5454 0,1431 |0,3065
0,7281 [0,6724 0,684 0,3398 |0,3738 0,5317 0,1873 ]0,3699
0,6019 [0,5557 0,6188 0,3578 |0,4838 0,3595 0,2593 |0,3671
0,7463 [0,4925 0,6053 0,5146 |0,4263 0,5528 0,2587 |0,3324
0,6228 |[0,3905 0,5954 0,4146 |0,7063 0,4727 0,1264 |0,3478
0,7222 [0,4662 0,4369 0,4934 10,8613 0,3398 0,1109 10,3391

Cizelge 2.2.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt 3

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM CA) I1A) Cs Kontrol
0,4561 [0,3269 0,3075 0,3172 |0,3183 0,2768 0,1257 ]0,3228
0,7427 (0,5101 0,362 0,3174 |0,3445 0,3981 0,1219 |0,3407
0,3847 [0,3317 0,3224 0,4003 |0,3091 0,5336 0,1327 |0,3569
0,7952 [0,4454 0,281 0,2714 10,3274 0,3491 0,1089 |0,3553
0,7217 [0,4394 0,3417 0,3347 |0,3374 0,308 0,0989 |0,3768
0,7055 [0,6106 0,2804 0,306 0,3462 0,3549 0,1172 ]0,5448
0,7792 [0,6206 0,4351 0,3502 |0,3414 0,3237 0,1274 ]0,346

0,824 0,4832 0,4508 0,3598 [0,3818 0,3851 0,107 0,4011
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Cizelge 2.2.4. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt 4

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM |CA) IA) Cs Kontrol
0,5393 [0,2941 0,3498 0,269 0,3014 0,2165 0,152 0,3272
0,5984 |[0,566 0,409 0,2799 |0,3239 0,3048 0,1421 |0,3738
0,6709 (0,3731 0,2762 0,2821 |0,3308 0,3087 0,1203 |0,3903
0,5813 [0,3962 0,3917 0,2878 |0,3647 0,3616 0,1316 |0,3483
0,4166 |0,4187 [0,4782 0,4047 0,328 0,3336 0,096 0,3085
0,5255 |0,3802 (0,4911 0,4284 |0,3456 0,3372 0,1184 |0,299

0,6082 [0,4719 [0,3274 0,3383 [0,3108 0,3106 0,2521 {0,394

0,4957 |0,4376 [0,2852 0,3335 |0,3852 0,3078 0,1154 |0,3974

Cizelge 2.2.5. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt5

P(AA-ko- P(AA-ko- P(AAm-ko-
PAA |IA CA) PAAmM [ P(AAm-ko-CA) | IA) Cs [ Kontrol
0,3054 |0,3364 [0,2475 0,2745 |0,2574 0,251 0,117 0,2703
0,4624 |0,4601 |[0,3237 0,3394 0,332 0,31 0,1106 |0,2748
0,4167 [0,3474 10,2897 0,3036 [0,308 0,3091 0,1015 [0,2908
0,5824 |0,3668 [0,3373 0,3417 |0,3144 0,3436 0,137 0,3238
0,5972 (0,2844 0,3019 0,3491 10,3273 0,3146 0,0898 |0,2491
0,3617 [0,3793 [0,321 0,3194 [0,3566 0,3295 0,1073 [0,2907
0,527 0,341 0,2944 0,324 0,2843 0,3171 0,0995 |0,2992
0,6069 |[0,3556 0,4959 0,2423 |0,3168 0,3077 0,1452 |0,3027
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Cizelge 2.3.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.

saat) pleyt 1

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
0,6968 |0,7061 |0,6556 0,6269 0,4533 0,1865 | 0,756

0,7767 |0,6564 0,7066 0,7769 0,6711 0,2817 |0,8278
0,7425 |0,6707 |0,6689 0,7291 0,5003 0,2252 |0,8956
0,6372 |0,7657 0,6741 0,7494 0,7393 0,2174 ]0,8143
0,6812 |0,6517 |0,636 0,8622 0,7671 0,1921 |0,8003
0,7108 |0,7342 0,7114 0,8755 0,6824 0,2267 |0,8147
0,6507 |0,7429 |0,6994 0,8158 0,7578 0,2512 |0,6226
0,722 0,8464 0,6651 0,747 0,7416 0,2664 |0,7956

Cizelge 2.3.2. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.

saat) pleyt 2

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,8081 |0,7362 |0,6241 0,8189 |0,8478 0,7819 0,2589 |0,7869
0,7203 |0,7931 |0,7149 0,9223 |0,8416 0,8109 0,2825 |0,7573
0,6545 | 0,659 0,6828 0,9569 |0,9472 0,7766 0,2925 |0,7813
0,6067 | 0,668 0,7167 0,8851 |0,8111 0,8433 0,197 0,8477
0,6355 |0,6781 |0,7492 0,7904 |0,8487 0,84 0,1366 |0,9305
0,7145 |0,6862 |0,7293 0,983 0,8715 0,893 0,2838 | 0,9094
0,6821 |0,6798 |0,7318 0,9339 |0,9267 0,8374 0,2486 |0,8512
0,8176 |0,8391 |[0,7332 1,0781 |0,9401 0,7479 0,2285 |0,9108
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Cizelge 2.3.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.
saat) pleyt 3

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
0,8343 |0,6468 0,6462 0,657 0,6257 0,5237 0,2763 |0,6273
0,7784 |0,6479 |0,612 0,7445 0,874 0,7623 0,2556 |0,8223
0,7512 |0,691 0,7831 0,8324 |0,8417 0,7789 0,3216 |0,7182
0,7764 |0,6606 |0,7086 0,9152 |0,9421 0,7946 0,228 0,5586
0,7571 |0,6262 |0,7164 0,8216 |0,9062 0,8659 0,2921 |0,7185
0,7397 |0,6935 |0,6621 0,9833 |1,0331 0,8152 0,2719 |0,7983
0,7839 |0,6567 |0,7214 0,8993 |0,8892 0,9008 0,263 0,7458
0,7973 |0,67 0,6721 0,9006 1,0614 0,7067 0,2849 10,8718

Cizelge 2.3.4. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.
saat) pleyt 4

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,7209 |0,7019 |0,6935 0,8238 |0,8308 0,6111 0,2697 |0,8341
0,6472 |0,7318 |0,8268 0,9853 |0,8633 0,7725 0,2511 |0,7047
0,7201 |0,7109 |0,7426 1,0374 |0,9826 0,8273 0,2634 |0,8566
0,661 0,7346 |0,815 1,0224 | 0,808 0,8409 0,2784 |0,9784
0,7302 |0,7759 |0,6912 0,8703 |0,8313 0,8292 0,368 0,9231
0,7487 |0,7492 |0,6686 0,9393 |0,8999 0,8701 0,2616 |0,8514
0,6805 |0,6523 |0,7236 0,9444 |0,8202 0,804 0,2864 |0,9876
0,7514 |0,6583 |[0,7742 0,9146 |0,8239 0,8434 0,2692 |0,9244
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Cizelge 2.3.5. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.

saat) pleyt5

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
0,7973 |0,6597 0,6326 0,9405 10,8598 0,7506 0,3142 |0,8752
0,8017 |0,7369 |0,8536 1,0362 |0,7787 0,7324 0,2719 |0,9623
0,7575 |0,8339 0,8255 1,119 0,9353 0,8185 0,2828 1,001

0,7437 |0,8072 |0,9288 1,1694 |0,9274 0,8593 0,271 0,9916
0,7866 |0,7157 |0,8449 0,933 0,9923 0,8493 0,2794 |0,8352
0,7591 |0,8141 |0,8845 0,9376 | 1,003 0,8754 0,2426 |0,8629
0,7535 |0,8499 |0,8641 1,0608 |0,9522 0,8231 0,2455 |1,0541
0,7471 |0,8008 0,7642 1,102 0,9516 0,845 0,2603 1,0632

Cizelge 2.4.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.

saat) pleyt 1

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAm | CA) IA) Cs Kontrol
1,0531 (0,9898 0,9158 1,2489 |1,0555 1,0258 0,1955 | 0,7904
1,416 |0,9306 1,0235 1,2768 |1,1693 0,8616 0,1779 | 1,2347
1,1129 (1,1616 1,0192 1,29 1,2292 1,1078 0,2184 | 1,2371
1,1832 (0,9427 1,0446 1,1753 |1,0923 1,0936 0,188 1,2894
1,0993 |0,8838 1,0208 1,1225 |1,1311 1,078 0,1811 | 1,2258
1,2478 |[1,0665 1,1925 1,26 1,139 1,2128 0,2931 | 1,4225
1,1705 {0,9308 1,0065 1,1419 |1,1467 1,119 0,1847 | 1,2459
1,1601 (0,9203 1,0572 1,2567 |1,2463 1,2038 0,1746 | 1,436
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Cizelge 2.4.2. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.
saat) pleyt 2

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
1,1562 |1,0254 1,0819 1,3449 |1,2183 1,1626 0,2433 | 1,4794
1,1705 |1,0169 0,9268 1,271 1,3178 1,056 0,2175 | 1,4397
1,2262 |0,9982 0,9746 1,1482 (1,151 1,0581 0,2108 | 1,3164
1,0785 |1,0017 1,0415 1,1791 |(1,1066 1,1644 0,1903 | 1,593

1,0453 [1,0253 0,9019 1,1767 |1,1098 1,0254 0,1861 |1,3581
1,1403 |1,1022 1,0705 1,1589 |1,2251 1,0037 0,1877 |1,5184
0,7737 |1,0465 1,0623 1,1767 | 1,1686 1,2188 0,2332 |1,3847
1,0806 |1,0558 0,9412 1,3713 |1,3042 1,183 0,1816 | 1,4595

Cizelge 2.4.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.
saat) pleyt 3

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAmM-ko- P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
0,9063 |0,9323 0,9817 1,0811 |1,0649 1,0917 0,2418 | 1,532

0,9011 |0,8637 1,1503 0,9818 | 1,2672 1,1295 0,2253 | 1,3514
0,875 |0,7143 0,6081 1,0399 |1,1368 1,2174 0,2194 | 1,1951
0,928 |0,763 1,0292 1,128 1,3605 1,0566 0,225 1,2462
0,9091 |0,649 1,0486 0,8875 | 1,0964 0,9281 0,2266 | 1,0611
0,7027 |0,4905 0,853 0,8767 | 0,9166 0,9268 0,2192 | 0,9504
0,5526 |0,6242 0,806 1,224 ]0,8911 0,973 0,1994 | 0,9486
0,8066 |0,5895 0,7861 0,7299 |0,8855 0,8461 0,1895 | 1,0448
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Cizelge 2.4.4. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.
saat) pleyt 4

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- P(AAm-ko-

PAA IA) CA) PAAM | CA) IA) Cs Kontrol
0,8927 |0,8568 0,6282 1,0569 | 0,9384 0,8876 0,2175 | 1,2726
0,8026 |0,55 0,8201 1,192 |1,191 1,0063 0,2017 | 1,345

1,0581 |0,9049 0,8544 1,0263 | 1,1561 0,9917 0,2192 |1,3211
0,8564 |0,9425 0,848 1,0201 | 1,0661 0,8878 0,2118 | 1,2636
0,854 |0,7469 0,793 1,0037 |0,8591 0,7855 0,1845 | 1,2602
0,8346 |0,7975 0,7678 1,0903 | 0,9642 0,9948 0,216 | 1,3157
0,7974 |0,8222 0,7257 0,9611 |0,9554 0,8851 0,2135 |1,3164
0,9944 |0,8805 0,7062 1,0921 | 0,9001 0,8269 0,1986 | 1,446

Cizelge 2.4.5. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.
saat) pleyt5

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAmM-ko- P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
1,3896 |0,9318 0,9071 1,3404 |1,1661 1,3064 0,2552 | 0,9539
1,4151 [1,0943 1,0464 1,2921 |1,2829 1,1918 0,2266 | 1,1038
1,2655 (1,1522 1,0224 1,2173 |1,1712 1,2011 0,2307 | 1,0665
1,3821 [1,1308 1,1568 0,9092 | 1,3096 1,1892 0,2279 | 1,0015
1,2064 (1,0275 1,1655 1,1598 |0,9947 1,209 0,2162 | 0,9643
1,0209 |1,2339 1,2888 1,1583 |1,2098 1,3119 0,217 1,0294
1,1014 (1,0324 0,9751 1,2162 | 1,168 1,2128 0,2758 | 0,9753
1,0262 (0,914 1,1787 1,2092 | 1,215 1,2917 0,2452 | 1,2016
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Cizelge 2.5.1. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (120.

saat) pleyt 1

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol

1,1922 |1,0279 1,0437 [0,9282 0,9889 0,2146 |0,9393
1,1757 [1,0412 [1,1175 1,1502 [1,1336 1,1197 0,2315 |1,1654
1,207 1,2471  [1,231 1,2327 | 1,0902 1,0211 0,2027 |1,0462
1,2948 [1,2815 [1,1362 1,1965 |1,0822 1,1728 0,2035 [1,2052
1,2473 [1,2952 | 1,0665 1,1581 |1,0839 1,0576 0,1679 |1,1566
1,1969 |1,1187 |1,0825 1,1479 0,9998 0,1675 |1,2554
1,2559 [1,2472 |1,1327 1,1613 |1,067 1,2813 0,1825 |1,1008
1,3003 |[1,3724 | 1,3099 1,1667 |1,0839 1,2562 0,1794 |1,2708
Cizelge 2.5.2. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri

(120. Saat) pleyt 2

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAM CA) IA) Cs Kontrol
0,9561 [0,7998 [1,0633 1,124 1,0477 0,3507 |1,0497
1,0658 |0,8277 |1,0767 1,1092 |1,0648 1,1702 0,1626 [1,1221
1,0834 [0,8303 [0,9629 1,1456 1,0853 0,1784 [1,1142
1,0673 [0,8598 [1,0367 1,1603 [1,1021 1,0517 0,719 |1,2056
1,1382 0,9733 1,1406 | 1,0433 1,0688 0,718 |1,1852
1,3251 [0,9577 [0,9283 1,1108 [1,1077 1,2093 0,1781 |1,0847
1,1502 [0,98 1,1286 1,2283 [ 1,1776 1,2152 0,1764 |1,1649

1,182 1,2462 1,2405 [1,271 1,339 0,2022 |1,2473
Cizelge 2.5.3. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri

(120. saat) pleyt 3

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- [ P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
1,275 0,988 0,896 1,1834 [1,0345 1,398 0,2109 [1,3216
1,2227 [1,1792 |0,9499 1,181 1,284 1,3426 0,1946 |1,1669
1,3205 | 1,146 0,9767 1,1887 [1,1284 0,1992 |1,2968
1,2174 [1,1877 [1,1202 1,228 1,1404 1,2318 0,1851 |1,0929
1,2347 [1,0906 |1,0551 1,1242 [ 1,1273 1,2198 0,773 |1,2089
1,2752 [1,1039 |1,1064 1,217 1,2192 1,3037 0,1792 |1,0153
1,2002 [1,0716 |0,9817 1,1773 [1,1574 1,271 0,1792 |[1,09
1,2642 [1,0899 |0,8804 1,1992 |1,2384 1,3645 0,1555 |1,1674
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Cizelge 2.5.4. Hidrojellerin
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570 nm dalga boyunda absorbans degerleri
(120. saat) pleyt 4

P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAmM-ko-
PAA IA) CA) PAAmM | CA) IA) Cs Kontrol
1,3373 [1,1127 [1,3104 1,1714 |1,1409 1,2597 0,2047 [1,1479
1,1969 [1,1358 [1,0558 1,2377 |1,0762 1,2277 0,3589 [1,2577
1,2664 [1,0442 [1,0857 1,0491 |0,9808 1,1288 0,2107 [1,2615
1,1864 [1,2039 [1,0679 1,0722 |1,0557 1,0313 0,1897 [1,2621
1,0648 [1,1531 [1,0121 1,0483 | 1,0046 1,0469 0,2006 | 1,2666
1,3421 [1,1015 1,067 1,0379 0,9852 0,2051 [1,255
1,1228 [1,1669 [1,2007 1,1109 1,1024 0,1899 [1,305
1,0927 [1,1577 [1,0909 1,221 1,092 1,1692 0,1848 [1,2447
Cizelge 2.5.5. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri
(120. saat) pleyt 5
P(AA-ko- | P(AA-ko- P(AAm-ko- | P(AAm-ko-
PAA IA) CA) PAAmM [ CA) IA) Cs Kontrol
0,1415 [0,2892 |[0,2796 0,1885 0,3001 0,0588 |[0,8833
0,1665 [0,21 0,1861 [0,2233 0,2224 0,0814 [0,2424
0,1878 [0,2433 [0,1548 0,1528 [0,1511 0,1105 0,0583 [0,1091
0,1359 [0,1729 [0,1883 0,1366 |0,23 0,1214 0,0556
0,138 [0,2049 [0,0974 0,1421 {0,1193 0,1151 0,0591
0,1184 [0,1881 [0,1736 0,1306 |0,1166 0,1182 0,0635 |0,2479
0,1015 [0,1667 [0,1079 0,1605 [0,2857 0,2841 0,0559 |0,1999
0,124 [0,1145 [0,11 0,1113 [0,1154 0,1237 0,0634 [0,3446
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Cizelge 2.6. Hidrojellerin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri

ortalamasi
gjel P(AA- | P(AA- P(AAM- | P(AAm-
Zamal PAA ko-IA) | ko-CA) | PAAm [ ko-CA) ko-1A) Cs H.Kontrol

24.Saat 0,5237 | 0,5312 | 0,5206 | 0,5326 | 0,4987 0,4961 0,1964 | 0,3848

48.Saat | 0,5732 | 0,4405 | 0,3869 | 0,3497 | 0,3691 0,3483 0,1361 | 0,3399

72.Saat | 0,7321 | 0,7185 | 0,7289 | 0,9362 | 0,8663 0,7736 0,2596 | 0,8417

96.Saat | 1,0398 | 0,9186 | 0,9607 | 1,1373 | 1,1245 1,0731 0,2142 | 1,2399

120.Saat | 1,1961 | 1,1039 | 1,0754 | 1,1560 | 1,1012 1,1746 0,1990 | 1,1773

Cizelge 2.7. Hidrojellerin Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanan yuzde bagil

canhliklar
Hidrojel
P(AA- | P(AA- P(AAmM- | P(AAm- Kont
Zaman PAA ko-lA) | ko-CA) | PAAm ko-CA) | ko-1A) | cCs rol

24 saat 144,292 | 146,035 | 144,335 | 143,969 | 134,436 | 135,093 | 54,547 | 100

48.saat 168,451 | 129,665 | 114,337 | 103,496 | 109,120 | 102,865 | 40,235 | 100

72.saat 87,738 85,712 86,815 109,825 | 103,581 | 92,323 | 31,055 | 100

96.saat 85,332 75,093 78,911 92,762 91,923 88,175 | 17,589 | 100

120saat | 101,734 | 93,789 91,428 98,369 93,713 | 99,939 | 16,894 | 100
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Cizelge 3.1.1. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (24.

saat) pleyt 1

Cs Cs Kontrol
1,3654 1,2409 0,7826
1,4993 1,5391 0,6853
1,2043 1,3293 0,8947
1,1826 1,2434 1,4489
0,9247 0,9537 1,605
1,1722 1,047 1,6318
1,0133 0,8048 1,3368
0,6921 0,7796 1,1268

Cizelge 3.1.2. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (24.

saat) pleyt 2

Cs Cs Kontrol
0,8432 0,9639 0,7415
0,7393 1,1229 0,6604
0,8955 0,9354 0,7459
0,6294 1,1295 1,5065
0,6333 0,7373 1,5655
0,4569 0,5414 1,7059
0,4593 0,5695 1,3627
0,4008 0,4663 1,0826

Cizelge 3.2.1. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.

saat) pleyt 1

Cs Cs Kontrol
0,5825 0,606 0,4804
0,5108 0,6094 0,5028
0,4292 0,6139 0,4793
0,7558 0,644 0,5305
0,6714 0,6023 0,426
0,7371 0,6407 0,4521
0,8474 0,7196 0,4752
0,8128 0,6716 0,4593
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Cizelge 3.2.2. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (48.
saat) pleyt 2

Cs Cs Kontrol
0,5252 0,525 0,4266
0,4138 0,5212 0,4677
0,4095 0,5349 0,4459
0,6796 0,5581 0,499
0,6067 0,5012 0,4396
0,6656 0,5419 0,4633
0,7659 0,6204 0,463
0,7184 0,5643 0,4602

Cizelge 3.3.1. Kitosanin 570 nm dalga

boyunda absorbans degerleri (72.

saat) pleyt 1

Cs Cs Kontrol
0,8358 0,6033 0,5567
0,6008 0,6765 0,5885
0,895 0,7931 0,5988
1,0371 0,7924 0,5875
0,9878 0,8793 0,5542
1,2576 0,947 0,6598
1,4605 0,9884 0,6834
1,6046 1,2541 0,839

Cizelge 3.3.2. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (72.
saat) pleyt 2

Cs Cs Kontrol
1,0246 0,7553 0,609
0,7832 0,8552 0,6441
1,214 0,9953 0,6406
1,3703 1,0095 0,6288
1,2204 1,1598 0,6015
1,6895 1,2823 0,8076
1,6951 1,3284 0,8911
1,8361 1,6937 1,0254
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EK — 3 (Devam) Kitosanla yapilan ¢alismada alinan absorbans degerleri

Cizelge 3.4.1. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.

saat) pleyt 1

Cs Cs Kontrol
1,098 1,0302 0,8356
1,0154 1,2376 0,957
1,0306 1,3353 0,8902
1,0682 1,1959 0,9337
1,1227 1,2111 0,9261
1,0168 1,2243 1,0343
1,2211 1,2055 0,9501
1,0072 1,0565 0,7405

Cizelge 3.4.2. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (96.

saat) pleyt 2

Cs Cs Kontrol
1,1583 1,0897 0,8792
1,0788 1,3225 1,0202
1,0907 1,4315 0,9625
1,1306 1,263 0,9866
1,1896 1,3153 0,9795
1,0679 1,3028 1,0884
1,2946 1,2629 1,042
1,0597 1,118 0,8432

Cizelge 3.5.1. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri  (120.

saat) pleyt 1

Cs Cs Kontrol
1,4922 1,5529 1,3069
1,9053 1,7293 1,3422
1,9736 1,8616 1,3056
1,8582 1,8198 1,3603
1,8507 1,9055 1,427
1,916 1,9683 1,5704
1,9442 1,8207 1,4352
1,953 1,9067 1,4913
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EK — 3 (Devam) Kitosanla yapilan ¢alismada alinan absorbans degerleri

Cizelge 3.5.2. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri (120.

saat) pleyt 2

Cs Cs Kontrol
1,5972 1,686 1,3731
1,9836 1,8896 1,442
2,0107 1,981 1,3455
1,8823 1,9452 1,4096
1,8966 1,9712 1,5208
1,9766 1,9692 1,635
2,0945 1,9609 1,4916
1,9351 1,9611 1,5741
Cizelge 3.6. Kitosanin 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri ortalamasi
Hidrojel Cs Kontrol
Zaman
24.Saat 1,0470 1,1150
48.Saat 0,6127 0,4670
72.Saat 1,1102 0,6823
96.Saat 1,1641 0,9418
120.Saat 1,8812 1,4394

Cizelge 3.7. Kitosanin Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanan yuzde bagil

canliliklar
Zaman Hidrojel Cs Kontrol
24.Saat 93,9068 100
48.Saat 131,2171 100
72.Saat 162,7244 100
96.Saat 123,6049 100
120.Saat 130,6931 100
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