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OZET

Gunumuzde anne sutu ile beslenme bebek beslenmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak ilaglarin emziren anneler tarafindan bilingsizce kullanimi veya yan
etkileri hakkinda bilgi eksikligi nedeniyle bir ¢ok hastallk gen¢ nesillerde sorun
olusturmaktadir. Ayrica gunlik yasamda yiyeceklerle alinan birgok katki maddeleri, tarim
ilaclari, tatlandiricilar, tatiin ve titin Grdnleri, alkol, ilaglar vs. veya bunlarin yikim Grdnleri
anne sultine gecerek bebegin sagligini tehdit etmektedir. Anne farkinda bile olmadan site
gecen ilaclar veya kimyasal maddelerin bebekte otizm, hiperaktivite, kanser gibi hastaliklara

neden olbilmektedir.

Bu calismanin amaci; anne sutline gegen zararli maddeleri uzaklastiran sistemi
gelistirmektir. Bu amagla 6ncelikle elektro spinning metodu kullanilarak poli(vinil alkol)-
poli(akrilik asit) esasl nanofiber Uretilmistir. Nanofiberler FTIR ve SEM yoéntemleri ile
karakterize edilmistir. Uretilen nanofiberin (izerine kotinin, fluoksetin ve siklosporin
antikorlarinin her biri ayri ayri immobilize edilerek immunosorbent fiber olusturulmustur.
Kotinin, fluoksetin ve siklosporin eklenmis fosfat tamponu, inek ve anne sitlinden, eklenen
ilaclar immunosorbent fiber kullanilarak uzaklastirilmistir. Uzaklastirmanin etkinligi, ELISA
yontemi ile tespit edilmistir. immunosorbent nanofiberin etkinligi cam nano partikiiller ile
karsilastiriimistir. Proje kapsaminda hazirladigimiz spesifik nanofiberin ginimuizde herhangi

bir prototipi bulunmamaktadir.

Proje kapsaminda gelistirilen immunosorbent nanofiber ile fluoksetin % 98, kotinin %94,
siklosporin %94 verim ile anne sitinden uzaklastirilmistir. Bu asamada nano dokuda
hazirladigimiz immunosorbent 6zelliklli fiberin kimyasal algilamada kullaniimasinin verimli

oldugu goérilmektedir.
Sonug olarak; proje kapsaminda antijen-antikor iligkisi kurularak gelistirilen nano dokuya

sahip immunosorbent fiberler ile anne sutinden bebede gecebilecek bir gok zararli

maddenin uzaklastiriimasi igin bir Gretim aginin yolu agiimistir.

Anahtar Kelimeler: anne sutu, nanofiber, kotinin, fluoksetin, siklosporin



ABSTRACT

Nowadays breastfeeding is accepted as the gold standard for baby feeding. However, the
unconscious usage of drugs by nursing mothers or the lack of information about the side
effects of drugs generates health problems in young generation. Further more, many
additives that are taken with food in our daily life, pesticides, flavors, tobacco products,
alcohol, drugs, etc. or their degradation products are threatening the baby's health through
excretion into breast milk. Drugs or chemicals that are excreted into breast milk may cause
diseases in infant such as autism, hyperactivity and cancer without even aware of the

mother.

The aim of this study is to develop a system that removes the harmful substances that are
excreted in to breast milk. For this purpose, the poly (vinyl alcohol) -poly (acrylic acid) -based
nanofiber is produced by using electro-spinning method. Nanofibers are characterized by
FTIR and SEM methods. Immunosorbent fiber was developed by immobilizing the cotinin,
fluoxetine and cyclosporin antibodies seperately on to the nanofiber. Cotinine, fluoxetine and
cyclosporine that are added to the phosphate buffer, cow's milk and breast milk was removed
by immunosorbent fiber. The removal efficiency was determined by using ELISA. The
efficiency of the removal was compared with the glaa nano particles. Today, there was no
prototype of this spesific nanofiber thatis created at this project.

With the immunosorbent nanofiber that is produced at this project, the efficiency of removal
of fluoxetine, cotinine and cyclosporine from breast milk were 98%, 94 % and 94 %
respectively. At this stage, the immunosorbent featured fiber that is developed atthis project

seems to be efficient for chemical sensing.
In conclusion, with this project, the production network way was opened forthe removal of
many kinds of harmful substances from the breast milk with the nano-sized immunosorbent

fibers by establishing a relationship between antigen-antibody.

Keywords:breastfeeding, nanofiber, cotinin, fluoxetine, cyclosporin



GIRiS

Anne sutd, yenidogan ve sit ¢cocuklari icin ilk 6 ay tek basina yeterli olan en dogal besindir.
iginde yag, protein, karbonhidrat gibi enerji kaynaklarinin yani sira yag asitleri, aminoasitler,
vitaminler, mineraller ve eser elementler gibi blyime ve gelismenin saglanmasi igin gerekli

maddeler bulunur.

Anne sitl ile beslenmenin hem bebek, hem de anne igin, basta beslenme olmak Ulzere,
saghk, bagisiklik, gelisimsel, psikolojik, sosyal ve ekonomik ydnden ¢ok sayida yararlari
vardir (Samur, 2008).

Yasamlarinin ilk alti ayi igerisinde bebeklere verilebilecek en ideal besin anne sutudiar. WHO
ve UNICEF’in diinya capinda yuruttikleri cocuk sagligi ve herkes icin saglik programlarinda
anne sutu ile beslenme, temel saglik onerileri icinde anahtar bir 6ge olarak yer almaktadir.
World Health Organization(2015)

Saglikli bir toplum olusumunda erken ¢ocukluk dénemindeki buyime-beslenme iliskisi ¢ok
onemlidir. Bebeklerin dogumdan sonraki ilk alti ayinda anne sutlyle beslenme esastir. Anne
sutd ile beslenme oranlari glinimuzde artis gdstermesine ragmen, annenin zorunlu olarak
kullandid1 ilaclar nedeniyle birgok anne bebegine sit verememektedir. Anne saglikh olsa bile
farkinda olmadan sit yoluyla, bebegine zararli gesitli kimyasal maddeleri (kafein, nikotin,
pestisid, aflatoksin vs) gecirmektedir. Anne sutu ile bebede gecen bu maddeler sonraki
dbénemlerde bebeklerde uyku bozukluklari, hiperaktivite gibi istenmeyen durumlara ve otizm,
bronsit, kanser gibi hastaliklara neden olabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci dogum sonrasi
depresyonlarda doktor kontrolinde ya da kendiliginden alinan fluoksetin iceren
antidepresanlara, siklosporin iceren ilaglara ve gunlik hayatta annenin kullandi§i sigara ile
alinan nikotinin sute gegen metaboliti kotinine spesifik nano boyutlu immunosorbent fiber
olusturmaktir.Projemizde hazirlanan nanofiberler elektro-egirme (electro-spinning) metodu

kullanilarak Uretilmigstir.

Elektro egirme yontemiyle, farkh fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip polimerlerden, farkli
ylzey kimyalarina ve fiziksel Ozelliklere sahip nanofiberler Uretmek mumkindur.
Nanofiberlerin ylksek ylzey alani, ylzey kimyasinin fonksiyonalize edilmesindeki esnek
imkanlar, yuksek mukavemet ve mikroorganizmalar gibi kuguk boyutlu organizmalarin

ayrilmasinda bariyer 6zelligi gdsterebilmesi  onlarin birgok alanda kullaniimasinin basglica



sebepleridir. Bu avantajlar, nanofiberlerin birgok endustri alanina rahatlikla girmesine ve

kendisine potansiyel kullanim alani saglamasina izin vermektedir.

ElektroUretim streci ayni zamanda iki veya g farkli polimerin birlikte egrilmesine de olanak
saglamakta ve olugsan fiberlerin 0Ozelliklerini kontrol etmenin yollarini arttirmaktadir.
Elektrouretim yonteminin bir diger avantaji da polimerik nanofiberlerin iglerine ¢ézinmeyen
ilag veya biyoaktif molekulerin (antikor, enzim) yerlestirilebilmesidir. Caligmalar elektrouretim
sureci sirasinda fiberlerin icerisine yerlestiriimis biyomolekdllerin biyolojik etkinliklerinin
korunmasinda nanofiberlerin dnemli bir roli oldugunu gdstermistir. Cesitli enzimlerin biyolojik
aktivitelerini nanofiber yapisi icinde koruduklari tespit edilmistir(Ramakrishna vd.,
2006).Yapilan arastirmalar, nanofiberlerin biyoaktif molekdileri ve ilaglari tasimada uygun

tasiyicilar oldugu dogrultusundadir (Merrell vd., 2009).

Yuksek ylzey alani ve gozenekli yapisi sayesinde nanofiberlerden olusturulmus dokusuz
yuzeylerin filtrasyon icin kullaniimasi bircok yenilik ve avantaj saglamakta olup bu ylzeyler
hava, su, kan gibi akiskanlardan, 1 mikrondan kulglk parcaciklarin filtrelenmesine olanak
saglamaktadir. ince partikiiller (<0.3 um boyutunda olanlar) nanofiber yapilarinda kolaylikla
tutulabilirler ve filtrasyon verimliligini geligtirebilirler. Nanofiberler ile elde edilen malzemeler
yapist 100 nm’den daha kiguk parcaciklari veya damlaciklari sividan veya gazlardan

uzaklastirlabilir.Bu da nanofiberlerin filtrasyon amacli kullanimini saglar (Cakmak, 2011).

Proje kapsaminda antijen-antikor iligkisi kurularak gelistirilen nano boyutlu immuanosorbent
fiber ile anne sutinden bebege gecen zararli maddelerin uzaklastirilarak bebek ve gelecek

nesil saghgi agisindan énemli bir adim atildigi disinidimektedir.



1. LITERATUR OZETi

1.1 Nanofiberler
Nanofiberler, caplari 1 mikrondan daha kiglk olan ipliksi gérinime sahip nano yapili
malzemelerdir (Sekil 1).Boyutlarin nano mertebesinde olmasi son Uriine cesitli 6zellikler

kazandirir.
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Bu d6zellikler (Li vd., 2004);
e Yiizey alani/hacim oraninin gok yiiksek olmasi (mikrofiberlerin 10° kati),
o Sertlik ve cekme gerilimlerinin artmasi,
e Daha hafif ve daha dayanikli olmasi,
e Uretimde daha az malzeme kullaniimasi,
e Filtrelemede yuksek performansa sahip olmalaridir.
Nanofiberlerin hazirlanmasi igin kullanilan 5 genel teknik vardir.
v" Kendiliginden birlesme yontemi
v Kalip sentez yontemi
v' Cekme yontemi
v' Faz ayrimi yontemi
v Elektrospinning
Bu ydntemler arasinda basit, hizl, sirekli ve blylk miktarlarda Uretime imkan saglayan
“elektrospinning” yontemi hemen hemen her polimerden nanofiber Uretilimesinde

kullanilir. Tablo 1’de nanofiber Uretim yéntemlerinin avantaj ve dezavantajlari yer almaktadir.



Tablo1. Nanofiber tretim yontemlerinin karsilastiriimasi

. , _ Lif cap1 | Lif
Yontem Avantaj Dezavantaj .
uzunlugu
Sureksiz bir | 2-100 10 mikron
Cekme Minimum donanim gereklidir. _
prosestir. nm
. . Lif boyutlarinin ve 100nm | 10 mikron
Farkli caplara sahip lifler | _
Kalip sentez dizenlemesi
hazirlanabilir.
sinirhdir.
Minimum donanim gereklidir. 3 _ 50-500 Gozeneki
. . . Kullanilan polimerler | apl
Faz ayrimi boyutlu gobzenekli ylzeyler y
sinirhdir.
hazirlanabilir.
Kendiliginden o . | Uretim  asamalar | 7-100 1-20 mikron
Klguk nanolifler hazirlanabilir. nm
Birlesme karmasiktir.
3-1000 Cesitli
Ucuz bir yontemdir. Uzun ve
Elektrospining o Y _ - Toksiksolventler nm uzunluklarda
surekli nanolifler hazirlanabilir. (m)

1.2 Elektrospinning Yontemi
1.2.1 Tarihsel Gelisimi
Elektrospin igleminin temeli elektro pUskirtme denilen, bir sivi damlasina elektrik
uygulanmasi iglemine dayanir.Kapilerin ucunda bulunan yari kiresel damlaya elektrik
verildiginde; damlanin ylzey gerilimini yenerek bir koni seklini aldigi ve hemen ardindan da
ufak damlalara ayrilan bir jet halinde kapilerden ayrildidi belirlenmigtir (Lyons, 2004).

1800 yillarinda Larnor, elektrik alandaki dielektrik sivinin hareketini elektrodinamik teorisiyle

acgiklamistir (Larmor, 1898).

1745'te Bose; elektro-hidrodinamik atomizasyonu tanimlamigtir (Lewin ve Sello, 1985).
1882’ de Rayleigh, ince sivi jetlerinin elektrik alanindaki davraniglarini ve onlarin kararlilik
kriterlerini incelemistir.Rayleigh, elektriksel olarak yUkli bir damlacik, yuzey geriliminin

Ustlinde bir deger aldiginda kararsiz bir hal aldigini ve par¢calanmanin gergeklestigini tahmin
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etmistir. Ayni zamanda bu damlacigi etkileyen 2 kuvvet bulundugunu; bu kuvvetlerden birinin
elektrik kuvveti oldugunu digerinin ise elektrik kuvvetine zit ydénde damlayi etkileyen yilizey
gerilimi kuvveti oldugu gorulmustur.Bu elektrik kuvvetinin, yuzey gerilimi kuvvetini yendigi

anda damlanin daha ince jetlere ayrildigi gozlenmistir (Raleigh, 1882).

Elektrospun liflerle ilgili ilk patent 1934 yilinda Formhals tarafindan basiimigtir.Bu patentte
Formhals sellloz asetatin etilen glikoldeki ¢ozeltisine 5-10 kV potansiyel uygulayarak fiberler
hazirlanmistir.Formhals daha sonraki yillarda daha farkl cihaz tasarimlari yaparak cesitli

patentler almistir (Anton, 1934).

1960 yillarina gelindiginde Simons hafif ve ¢ok ince yapiya sahip fiberleri hazirlamayi
basarmistir. Seliiloz esterler ve eterler, vinil, akrilik, polistiren, politretan ve polikarbonatlar
gibi cok cesitli polimerler kullanilarak farkh yapilarda fiber aglari hazirlamistir (Simons, 1966).
1994-1969 vyillarinda Taylor elektrik alan etkisindeki bir sivi damlacigin hareketini
matematiksel olarak modellemistir. Bu modelde, bir sivi damlasini koni sekline déonlustirmek
icin gereken kritik elektrik gerilime ait durumu belirlemistir. Ayrica koninin, elektrik alan ve
yuzey gerilimi kuvvetlerinin etkisi igerisinde oldugunu ve fazla ydklerin sivi damlacigin

ucundan disa dogru yénlenecegini gostermistir.

1970’li yillar igerisinde Martin, Cockshott ve Fildes, elektrospin ydntemiyle elde edilen fiber

yapilarin tibbi amagclarla kullanilabilecegini kanitlamiglardir (Martin vd., 1977).

1982 de Bornat PTFE, PU, PA, PAN, PEO, PVA ve PVP gibi biyouyumlu olarak kabul edilen
polimerlerden elektrospin yontemiyle elde edilen tlip seklinde malzemeler hazirlamiglardir.
Bu malzemelerin suni kan damar ve idrar kanall olarak medikal alanlarda kullanilabilecegi
iddia edilmistir. Bornat bu ¢alismalarla ilgili 1982 ve 1987 yillarinda c¢esitli patentler almistir
(Mohan, 2002).

GlUnumuze kadar geliserek gelen elektrospin sistemiyle dodal ve sentetik bircok polimerden
nanofiberler hazirlanabilmektedir. Bu alanda yapilan g¢alisma, patent ve yayinlarin sayisi gin
gectikgce artmaktadir (Sekil 2).
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Sekil2. Nanofiber Uretiminin tarihsel sireci

Yayin sayisi
:

Yillara Gore Dagilim

1999-
2000

2001-
2002

2003-
2004

2005-
2006

2007-
2008

2009-
2010

2011-
2012

2013-
2014

‘ B Yayin sayisi

212

504

1390

2770

5070

7900

12100

15300

Sekil 3.Ylllara gére yayin sayisi dagilimi (Google Scholar, 2015).




1.2.2 Elektrospinning Yonteminin Teorisi
Elektrospinning, polimerik nanofiberlerin elde edilmesinde kullanilan basit ve etkin bir
yontemdir. Bu yontem, bir polimer ¢bzeltisinin (veya erimis haldeki polimerin) uygulanan
elektrik alanin etkisi ile kati fiberler elde edimesi temeline dayanir (Ustiindag, 2009).
Elektrospinning cihazi 4 temel bilesenden meydana gelir. Bunlar,

v' Otomatik pompa,

v" Pompanin bagli oldugu bir diize sistemi,
v" Nanofiberlerin toplanacagi yiizey,
v

Yuksek gerilim gu¢ kaynagi.

Elektrospinning yonteminde, glc¢ kaynadi ile toplayici bir uclarindan toprak baglantil
olduklarindan sistem kapali devre konumundadir. Siringanin arka kismina yerlestirilmis olan
otomatik pompa, siringa icerisindeki polimer ¢ozeltisini kontrolli olarak siringa ucuna dogru
iter.Polimer ¢ozeltisine guc kaynagi tarafindan uygulanan elektrik akimi ile elektrik olusturulur
ve slvl yuzeyinde yuzey gerilimine zit yonde bir kuvvet olusturur. Uygulanan bu elektriksel
alan siddetinin artmasi ile siringanin ucundaki kiresel sivi konik bir sekle dontsur. Bu sekil

literatirde “Taylor konisi” olarak gegcmektedir (Sekil 4).

Taylor konisi

Kapiler

Sekil 4. Taylor konisi olugsumu

Sivi ylzeyindeki elektriksel alan yuzey gerilimini yendiginde sivi topraklanmig toplayici
yuzeye dogru bir jet olusturur. Olusan bu jet toplayiciya dogru hareket ederken elektrostatik
kuvvetler jetin uzamasina sebep olur. Uzamig olan bu jet polimer,topraklanmig olan toplayici
yluzeye dogru yonlenir ve fiberlerin toplayici yuzey Uzerinde olugsmasini saglar. Sekil 5'de
elektrospinning sistemini gematik gosterimi yer almaktadir. Yapilan hesaplamalar sonucunda
yuksek gerilim altinda fiber tretim hizinin, sesin havadaki yayillma hizi (340 metre/saniye)
kadar oldugu tespit edilmigtir(Shin, 2001).



v Toplayici
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Sekil 5. Elektrospinningsisteminin sematik gosterimi

Elektrospinning tekniginde c¢oklu veya tekli dize sistemleri kullanilir.Nanofiber Uretim
miktarina gore dize sistemi secilir.Fazla miktarlarda nanofiber hazirlanmasi igin ¢oklu
diuzeler tercih edilir. Ayni zamanda az miktarlarda nanofiber hazirlanmasi igin tekli dize de
tercih edilebilir.

Sekil 6.Elektrospin cihazinda kullanilan diize sistemleri

Toplayici Unitesi elektrospinnning sisteminin diger bir bilesenidir. Toplayici tzerinde, olusan
nanofiberler toplanir. Sekil 7’de topraklanmis ddnen silindir ve diz plaka toplayicilar
goriulmektedir. Ayrica toplayicilar sabit veya hareketli olabilir (eksen boyunca ve dénme
hareketi). Dénen silindirtoplayici kullanilarak nanofiberlerin istenilen yénde oryante olmalari

saglanir.



Sekil 7. Farkl toplayici yuzeyleri (A) dénen silindir, (B) diz plaka

Sekil 8'de ddner silindir toplayici ve 3’li dizeden olusan electrospinning sisteminin dijital

gorintisi yer almaktadir.

Sekil 8. Elektrospinning cihazi

Elektrospinning yénteminde cesitli parametrelerin degistiriimesi ilef arkli morfolojilere sahip
nanofiberler hazirlanabilir.Nanofiberlerin ¢apini, dagiimini  ve morfolojisini etkileyen
parametreler asagida belirtiimektedir (Huang, 2003).

1. Polimerin molekul agirligi, molekul agirigr dagilimi ve yapisi (lineer veya dallanmig),
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Viskozite, iletkenlik ve ¢ozeltinin yuzey gerilimi,
Uygulanan potansiyel, akis hizi ve konsantrasyon,
Duze ile toplayici arasindaki mesafe,

Sicaklik, nem, atmosfer gibi ortam degiskenleri,

o gk~ w N

Toplayici ylzeyin sekli ve hareketi (sabit yada déner olmasi gibi),

Tablo 2.Nanofiber olusumunu etkileyen parametreler

Cozelti parametreleri islem parametreleri Ortam parametreleri
Yizey gerilimi Uygulanan voltaj Sicaklik
Molekuler agirlik ve Viskozite Cozelti akis hizi Nem
Cozicunun dielektrik sabiti Toplayici-diize mesafesi Basing
Cozeltinin iletkenligi Siringa capi Atmosfer cinsi

1.3 Nanofiberlerin Kullanim Alanlari

Nanofiberler fiber ¢ekimi sonrasinda toplayici bir ylzey Uzerinde toplanarak dokusuz bir
yluzey haline getiriimektedirler. Bu duruma ek olarak tek tek fiber veya bu fiberlerin
olusturdugu ipliklerin de elde edilmesi mumkuindir (Frank, 2004; Li ve Xia, 2004). Cesitli
kimyasal ve fiziksel yontemlerle hazirlanan nano yapilar ile karsilagtirildiginda, nanofiberler
oldukg¢a uzundur. Elektrospinning kesintisiz bir yontem oldugu icin kilometrelerce uzunlukta
fiberler hazirlanabilir (Frank, 2004).

Nanofiberlerden olusturulan yapilarin, birim agirlikta saglanan yiksek alan 6zelligi, yumusak
tutumu, iyi mukavemet/birim agirlik 6zelligi ve mikroorganizmalar ile ince pargaciklara bariyer
olusturmasi gibi 6zellikleri, nanofiberlerin birgok alanda kullaniimasinin baslica sebepleridir.
Ayrica, elektrospinning yontemi ile elde edilen nanofiberler kiiglk boyutlarda ¢aplara sahip
olduklari icin, elde edilecek nanofiber membranlarin kalinh§i da disiuk olacaktir.Bu
Ozelliklerinden dolayi nanofiberlerézel uygulamalara sahip membranlarin gelistiriimesinde
son yillarda giderek 6nem kazanmaktadirlar.

Endustriyel ve bilimsel alanlarda nanofiberler ile ilgili c¢esitli  g¢alhigmalar
yurutilmektedir.Nanofiberler, biyomedikal,yara ortuculer, ilag-salinim uygulamalari, enzim
immobilizasyon, filtrasyon,ve senséruygulamalarinda kullaniimaktadir.

1.3.1 Biyomedikal Uygulamalar

Doku muhendisliginin temel amaci onarmak, yenilemek ve oldugu gibi devam etmesini
saglamakyada Ozelliklerini iyilestirmektir.Bu amaci gergeklestirebilecek ¢ alan ortaya
cikmaktadir; hicre teknolojisi, doku iskelesi yapim teknolojisi ve in-vivo kullanim igin

teknolojiler (Nerem ve Saltzman, 1995).
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Basarili bir doku iskelesi, 6ncelikle yluksek gdzeneklilikte ve genig bir yuzey alanina sahip
olmalidir.Ayni zamanda doku iskelesi toksik olmamali ve hucrenin tutunmasina ve
¢ogalmasina olanak saglayacak sekilde biyouyumlu olmalidir (Ma vd., 2005).Nanofber doku
iskeleleri nanoboyutlardafibroz ekstra selller matris (ECM) proteinlerine yapisal olarak
benzemektedirler. Bu ozelliklerinden dolayr ECM yapisina mukemmel bir seklide taklit
edebilirler(Izadifar vd., 2012).

Polimeriknanofiberler kemik, kalp, atardamar, kikirdak ve sinir dokulari icin yapay doku
iskelesi olarak kullaniimaktadir. Kitosan,poli(vinil alkol) (PVA), kollajen, poli laktik asit(PLA),
poli(laktik-ko-glikolik  asit) (PLGA) gibi pek c¢ok polimer kullanilabilir.PVA gibi
hidrofiliknanofiberlerin bulunmasi, hiicre kiltiri boyunca sivi besin absorpsiyonunu arttirarak
yapisma, cogalma, go¢ ve nifuz etme kapasitesini arttirir bunun igin PVA-kitosan,PVA-
Poli(vinilprolidon) polimer karisimlaridoku iskelesi uygulamalarinda kullaniimaktadir
(Shakumon vd., 2009; Fang vd., 2011; Subramanian vd., 2014).

Sekil9. Nanofiberlerin doku mihendisligi uygulamalari (Arslan vd., 2014)

1.3.2 Yara Ortiicii

Yara ortisunin gorevi yarayl koruyarak yara boélgesinden fazla vicutsivilarinin digari
atilmasini, dig mikroorganizmalarin bulasmasini dnlemek, yaranin gérinimunu duzeltmeyi
ve bazende yaranin daha hizl iyilesmesini saglamaktir.Yara értlici fiziksel bir bariyer olmali
ancak ayni zamanda da oksijen venemin gegisine izin vermelidir (Marler vd., 1998).Bu
gorevler hepsini birden yerine getirebilmek igin nanofiber materyaller ¢cok uygundur.

Deri yaralarinin iyilesmesinde elektrospin edilmis nanofiberler ekstraselller matriks yapisi
taklit etmelidir.Bunun igin cesitli calisalar yapilmaktadir.Ozellikle epidermal blyiime faktori

(EGF) ile modifiye edilen nanofiberler yara iyilesmesinde olumlu sonuglar gostermektedir.
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1.3.3 Enzim tasiyici sistemler

Enzimler immobilizasyonunda, ylzeyin morfolojik yapisi ve kompozisyonu enzimin baglanma
performansinda etkilidir. Genis ylzey alanlarina sahip gbézenekli silika, nanopargaciklar,
nanotipler ve nanofiberler gibi nano yapili malzemelerin birgogu enzim baglanmasi ve
stabilizasyonunda tercih edilir .Gozenekli silika, i¢ yapisindan dolayl enzimin substurat
icerisine diflzyonunu sinirlar. Nanotiip ve nanopargaciklarda ise enzim dispersiyonu ve
enzimin tekrar kullanilabilirligi sinirhdir (Wang vd., 2009). Enzime daha genis baglanma
imkani sunan nanofiberler enzim immobilizasyonunda daha etkin olarak kullanilabilirler (Fang
vd., 2011; Oktay vd., 2015).

1.3.4 Filtrasyon

Yiksek ylzey alani ve gozenekli yapilarindan dolayi, 6zellikle sivi ve kati filtrasyon sistemleri
icin nanofiberler iyi bir malzeme grubuna icerisindedir. Endistriyel anlamda ilk nanofiber
esasll filtreler Donaldson sirketi tarafindan 1982 yilinda Ultra-Web®ticari adiyla
elektrospinining yontemiyle hazirlanmistir. Bu membran hava filtresi, otomotiv filtresi, sivi

filtrasyon, toz toplayici filtre olarak kullaniimistir (Meinke vd., 2008).

1.3.5 Biosensor

Sensorler; gevre korumasi, sanayi proses kontroll, tibbi teghis, glvenlik vesavunma
uygulamalari icin kullanilmaktadir. lyi bir sensér yiiksek segicilik, hassasiyet ve giivenilirlik
gibi 6zelliklere sahip olmahdir. Ayni zamanda kiguk boyutlarda, ucuz Uretilebilen ve cok

fonksiyonel olmalidir (Gibson vd., 2001).

Nanofiberlerin G¢ boyutlu yapilari, c¢esitli duyarl gruplarin immobilizasyonunda daha genis

baglanma alani ve daha fazla ylkleme olanagi sunmaktadir[28].

Poli(akrilik asit) nanofiberlerinden hazirlanmis bir amonyak absorpsiyonunu élgen bir sensor
gelistiriimistir. Gaz absorbsiyonunun sebep oldugu agirlik artigi dlgulere, havadaki ppb
seviyesindeki amonyok tespit edilebilmigtir (Ding vd., 2005). Poliakrilonitril ve polietilen oksit,

poli(vinilidenflortr) esash nanofiberler ile gesitli sensoér galismalari gergeklestiriimektedir.
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1.4 Poli(vinil alkol)-Poli(akrilik asit) Esash Sistemler

Poli(vinil alkol) (PVA)(Sekil 10), endustriyel olarak poli(vinil asetat)in kismi hidrolizi ile
sentezlenir (Zhang vd., 2005). Yapisinda bulunan yogun hidroksil (-OH) gruplarindan dolayi
yuksek hidrofilikdzellik gosterir. Ayni zamanda suda ¢ozindr, biyoyumlu, biyobozunur ve
kendisi ve parcalanma uriinleri toksik dzellik gdstermeyen sentetik bir polimerdir. Ustiin
mukavemet,gucli kimyasal direng, yiksek su absorpsiyonu ve su tutma o6zellikleri gosterir
(Aghdam vd., 2014).

OH

Sekil 10.Poli(vinil alkol) kimyasal yapisi

Poli(akrilik asit) (PAA) (Sekil 11), akrilik asitin polimerizasyonu ile sentezlenir. Nétral pH
degerinde, PAA yan zincirleri protonlarinin ¢odunu kaybederek negatif yuk ile yuklenip
anyonik 6zellik gosterirler. Bu durum PAA’e polielektrolit 6zellik kazandirir. Su absorplama ve
su tutma kapasitelerini arttirarak kendi hacimlerinden birka¢ kez daha fazla sisebilirler
(Orwoll ve Yong, 1999).

O OH

Sekil 11.Poli(akrilik asit) kimyasal yapisi

Elektrospin edilmis PVA ve PAA biyouyumluluklari, yliksek sisme derecesi ve iyi mekanik
Ozelliklerinden dolayi 6zellikle biyomedikal uygulamalarda buyik bir gelecek vaat etmektedir
.PVA-PAA sistemlerinde polimerler arasi hidrojen baglari ile molekiler dizeyde karigabilirlik
saglanir (Shin vd., 1997). PVA zincirlerindeki hidroksil gruplari ile PAA yapisindaki
karboksilik asit gruplarinin arasinda termal esterifkasyon reaksiyonu sonucunda yeni guglu
bir baglanma meydana gelir (Chen vd., 2002).

PVA-PAA sistemlerinden i¢ ice gecmis matris yapisi olusturularak, gesitli molekillerin matris

icerisinde tutulma veya matristen salinma kontrol edilebilir (Shin vd., 1997).
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Sekil 12.PVA ile PAA capraz baglanma reaksiyonu semasi

1.5 immobilizasyon

Proteinlerin bir taslyiciya baglanip ya da bir matrikse hapsedilip kullaniimasi son
zamanlarda Ozellikle endustriyel acidan 6nem kazanmig ve bu ydntemin teknolojik

uygulamalarina énem verilmigtir (Es vd., 2015).

Protein teknolojisinin (enzim, antikor) hizla gelisen yollarindan birisi de immobilizasyondur.
immobilizasyonun kelime anlami "tutuklanmig, hareketi sinirlandirimis, ¢dziinmez hale
getiriimis" demektir. immobilizasyon, proteinlerin (enzim, antikor) ya da mikroorganizmalarin
fiziksel velveya kimyasal ydntemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar ve surekli
kullanimini saglamak amaciyla organik veya inorganik tagiyicilara tutturulmasidir. Bunun

sonucunda immunosorbent 6zellikli yuzeyler olugturulur(Sassolas vd., 2012).

immiinosorbent ylizey, bir gozelti veya siispansiyondan antijeni uzaklastirmak amaci ile

spesifik antikorun ¢gbziinmeyen ylzeye baglanmasi ile olusturulur (Sekil 13).
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Sekil 13.Antikor immobilizasyonu(Noland, 2015)

1.5.1 Antikorlarin Genel Yapisi

Antikor, spesifik bir antijeni tanima 06zelligi kazanmis olan biyomolekuldir ve “Ab” ile
simgelenir. Antijen ise bir immin yanita neden olan ve vicut tarafindan yabanci olarak
taninan herhangi bir molekiler maddedir ve “Ag” ile simgelenir.

Antikorlaragir ve hafif zincirlerden olusan Fab (antijen baglayici bdlge) pargasindan, antijenle
spesifik olarak birlesir (Sekil 14).Y seklindeki molekilin boyun kisminda bulunan Fc almag
bolgesiyse immin sistemin hiicreleriyle etkilesir ve bu sekilde antijenlerin yok edilmesini
saglarlar (Chames vd., 2009; Daves ve Metzger, 1983). Poliklonal ve monoklonal olarak iki

esit antikor vardir.

Antijen baglama

f\\ bdlgesi
\_‘}

/ Hafif zincir

Antijen baglama

balgesi degisken

Agir zincir

Sekil 14. Antikor Yapisi(The Biology Project, 2015)
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Antikorlar girigim etkileri varliginda uygun bir antijenin taninmasina imkan veren yuksek
derecede spesifiklige sahip oldugundan, biyolojik tanima elementi olarak ¢ok fazla tercih
edilir. Antikorlar, disik molekul agirhklh haptenlerden bakteri gibi buyldk hacimli maddelere

kadar genis bir alanda antijeni tanima yetenegine sahiptir.

1.5.2 Poliklonal (¢ok kolonili) antikorlar

Bir antijen (bakteri, virus, hicre veya molekul) “epitop” adi verilen bir¢cok antijenik bolge
icerir.Her epitop ayri bir antikor tipi tarafindan taninir.Bir antijen organizmaya girdiginde her
epitop icin bir grup B-lenfosit hlcresi 6zgul antikor Uretmeye ve béllinerek cogalmaya
baslarlar.Boylece her epitop icin 6zgul antikor Ureten bir B-lenfosit kolonisi olusur. Bir
antijene karsi degisik B-lenfosit kolonileri olustugu igin elde edilen antikora poliklonal (cok

kolonili) antikor adi verilir (Cirakoglu, 2002).

1.5.3. Monoklonal (tek kolonili) antikorlar

Tek bir antikor olusturan B-lenfositten tlrevlenirler.Monoklonal antikorlar tedavi, tani ve
arastirma amagcli kullanilirlar. En yaygin kullanilan ligand olan antikorlar, viicut tarafindan
antijene karsi kolayca uretilirler ve genellikle belli bir antijene kargi ylksek 6zgunlik ve
baglanma kapasitesi gosterirler (Reichert vd., 2005).

1.5.4. Antikor-Antijen baglanma giicu

Antikor-Antijen birlesmesi 6zguldur.Bu 6zguillik elde ikisinden birisinin bulunmasi halinde,
onu bir ayira¢ olarak kullanarak digerini arastirmak, saptamak ve tanimak olanagini

verir.Makro molekuller antikor yanitina sebep olurlar.

Antikor-Antijen birlesmesi kimyasal bir reaksiyondur. Kovalent olmayan baglar rol oynar.Bu
baglar kuvvetli degildir.Bu kuvvetler; hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, Van der

Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir.

Elektrostatik etkilesimler, polaritesi yiksek molekuller arasinda dipol-dipol etkilesimleri veya

yuklu molekduller arasinda ya itici ya da c¢ekici kuvvetler olabilirler.

Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller arasinda meydana
gelir. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen, birgok etkilesimden meydana geldigi

icin toplam baglanma siddetinin % 50’sini olusturabilir

Hidrofobik etkilesimler, polar olmayan molekdller ve su arasinda meydana gelen itici
glglerdir ( Abbott vd., 2014).
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1.5.5. Antijen—Antikor baglanma kinetigi

immiinosorbent yiizey olusturmak igin kullanilan antikorlar tipik olarak bir kati ylizey Uizerine
immobilize edilirler. immobilizasyon antikorun yapisina gore degisebilir ve bdylece baglanma
kinetigini etkileyebilmektedir (Abbott vd., 2014).

1.5.6. Antikorlarin immobilizasyon Yontemleri

Biyolojik materyallerin bir nanofiber ylzeyine basarili bir sekilde tutturulmasi immuanosorbent
ylizey gelistiriimesinde en kritik adimdir.immobilizasyon asamasinin kimyasal islem sireci,
ylzey immunosorbent performansinda son derece etkili oldugundan bu durum beklenen bir
sonugtur. immobilizasyon adimlarinin basarili olmasi biyosensérlerde oldugu gibi
immunosorbent yluzeyin saklama suresi, cevap zamani, tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklerinin

istenilen kriterlere uygunlugunu etkilemektedir (Andreescu ve Sadik, 2004).

immobilizasyon ylizeyinin yapisina ve fiziksel durumuna bagli olarak birgok immobilizasyon
yontemi kullaniimaktadir. Enzimler icin uygulanan immobilizasyon yodntemleri, protein

yapisindaki biyoreseptorler icin de uygulanabilmektedir (Sekil 15).

1.5.6.1 Taslyiciya baglama yontemi

immobilizasyonda kullanilan en eski yontemdir. Bu metotta immobilizasyondan sonraki
aktivite ve tasiyiciya bagl proteinin miktari tasiyicinin yapisina baglidir. Biyomolekiil
immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar silika jel, bentonit, aktif karbon, seliloz, dekstran,

jelatin, polistiren tlrevleri,poliakrilamiddir.
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Sekil 15.immobilizasyon Yéntemleri (Tischer ve Wedekind, 1999).

1.5.6.2 Fiziksel adsorpsiyon

Suda ¢odziunmeyen bir tasiyici yuzey uzerine proteinlerin fiziksel adsorpsiyonu timeline
dayanir. Bu yontemde enzimde veya antikorda konformasyon degisikligi ¢ok azdir ya da
yoktur ve fiziksel adsorpsiyon genellikle reaktif gerektirmez, sadece minimum aktivasyon
adimi gerektirir. Diger yontemlere gore basit ve ucuz bir yontemdir. Bitun bu avantajlarin
yani sira proteinler pH, iyonik siddet degisimlerinden etkilendigi icin desorbe olurlar ve
spesifik olmayan bir yontemdir (Kim vd., 2004).

1.5.6.3 iyonik baglanma

Bu metot, ylzeyinde iyon degistirme yetenedine sahip gruplar bulunduran, suda
¢dzinmeyen taslyicilara proteinlerin iyonik baglanmasi esasina dayanir. Sartlarinin kovalent
baglanmaya gére daha kolay olmasi bu ydntemi avantajli kilar. Ayrica biyomolekulin aktif
bdlgesinde ve konformasyonunda klglk capta degisiklikler olur ve bu yéntem ylksek

aktiviteye sahiptir. Buna karsin, iyonik baglama yontemde pH degisimleri olan veya ylksek
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iyonik siddetli ¢ozeltilerde biyomolekilin tasiyicidan kopmasi meydana gelebilir (Kim vd.,
2004).

1.5.6.4 Kovalent baglama

Suda ¢bzunmeyen taglyicilara proteinlerin kovalent baglanma yoluyla baglanmasi esasina
dayanir. Proteinlerin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta,
baglanmanin protein aktivitesi i¢gin zorunlu gruplar Uzerinden olmamasi ve baglanma
sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir. Bunun bir
sonucu olarak aktif molekilde aktivite kaybi meydana gelebilir. Kovalent baglanma diger
yontemlere gore karmasik islemler igerir ve pahalidir. Kovalent baglanma kullanilarak
hazirlanan bir immunosorbent ylzey, sicaklik, pH, iyonik siddet degisikliklerine karsi
direnclidir. Ayrica baglanma metodu ve tasiyici materyallerin segiciliginden dolay! kovalent

baglanma yontemi genis bir secim araligina imkan saglar (Tischeriand ve Wedekind, 1999).

1.5.6.5 Gapraz baglama
Bu metot, bir ya da daha fazla fonsiyonel gruplar kullanilarak tasiyici ile biyomolekiil
arasinda kovalent baglanma esasina dayanir (Sekil 16). En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama

reaktifleri suberdiimidat, glutaraldehit, karbonildiimidazol, heterosiklik halojentrler vb.

maddelerdir.
= Ab .
, Ab
- | Tab)
| Ab Y
: Ab
Ab

Sekil 16. Capraz baglama yonteminin sematik gosterimi

Bu yontemde biyomolekil kuvvetli bir sekilde baglandigindan desorpsiyon ¢ok dusuktir veya
yoktur. Capraz baglama diger metotlardan birisiyle konjugasyonda kullanilir. Capraz baglama
reaksiyonu nispeten sert kosullarda gergeklestiginden bazi durumlarda, proteinin aktif

bdlgesinde degisikliklere neden olabilir.

1.5.6.6 Tutuklama yontemi
Bu yontemin esasi protein molekulunu belirli bir ortamda durmaya zorlamaktir. Biyomolekdl

bulundugu c¢evreden disariya c¢ikamaz.Tutuklama ydntemi, mikrokapsulleme ve polimer

19



matriks igine kafesleme olmak Uzere iki sekilde gercgeklestirilir. Bu ydntemi kovalent baglama
ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en dnemli 6zellik, biyomolekulin fiziksel ya
da kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir (Tischeriand ve Wedekind,
1999).

1.5.6.7 Kafes tipi (Polimer matriks i¢gine tutuklama)

Bu ydntem yiksek derecede capraz bagli bir polimerde, protein molekdllerinin gapraz bag
arasinda tutuklanmasi esasina dayanir. Polimer matriks icerisine tutuklama yontemi, ¢cok
kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok az miktarda biyomolekdl ile
gergeklestirimesi yonunden avantajli bir yontemdir. Ayrica kimyasal bir baglanma

olmadigindan yUklu tasiyiciya gerek duyulmamaktadir.

immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok siki bagimh olusu ve
immobilize biyomolekullin ancak kig¢uk molekullu substratlara karsi iyi aktivite gostermesi bu

yontemin dezavantajidir (Tischeri ve Wedekind, 1999).

immobilizasyon yénteminin temel kullanim alani biyosensérlerdir. Teknolojinin gelisim siireci
boyunca ucuz, basit, hizli, spesifik ve duyarli analitik cihazlara ihtiya¢ duyulmasinin bir
sonucu olarak biyosensorler cevre, klinik, tarim, gida ve savunma amacli uygulamalarda
farkli maddelerin, kalitatif ve kantitatif tayini igin dnemini koruyan ve geligsimini surduren bir

teknoloji olarak ortaya ¢ikmistir (Andreescu ve Sadik, 2004).

Biyoafinite esasli biyosensoérlerde en ¢ok kulanilan biyoreseptdrler antikorlar/antijenler ve
reseptdr hlcrelerdir. Biyoreseptdr olarak antijen/antikor c¢iftinin kullanildigi biyosensérler
“immiinosensdr’ olarak adlandiriir. immiinosensérlerde reseptdér tabakaya immobilize
edilmis spesifik bir antikora, antijenin (analit) baglanmasiyla immuanokimyasal bir reaksiyon
meydana gelir. Bu reaksiyon son derece spesifik bir reaksiyondur ve genellikle baglanma ve
afinite sabiti gok buylk oldugundan, bu gibi sistemler ya tersinir degildir (tek kullanimlik
biyosensorler) ya da gerekli tampon ¢ozeltiler kullanilarak kompleksin ¢ézinmesi yoluyla

sistemin tekrar kullanimi saglanabilir (Thevenot vd., 1999; Parkinson ve Pejcic, 2005).

imminosensorler gabuk ve ylksek duyarlilikli imminolojik yanit verebilmeleri nedeniyle tani
alaninda oldukga ilgi ceken bir konudur .Antikorlarin, ilgili antijenlerine olan ylksek affiniteleri
ve segicilikleri, onlarin radyoimmdinotest ve enzim-bagli immuinosorban test (Enzym-Linked
Immunosorbant Assay, ELISA) gibi testlerin yaygin olarak kullanimlarini saglamistir. Bu

nedenle fotometrik, kromatografik ve diger dedeksiyon teknikleri kullanilarak klasik ELISA
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formatinda pek ¢cok immunosensor gelistirilmistir (Kalab ve Skladal, 1997; Rishpon ve Rosen,
1997).

1.6 Bebek Beslenmesinde Anne Siitii
Anne sutu, hayatin ilk 4-6 ayinda bebegin tim besin gereksinimini kargilamaktadir.Anne sutu
sadece bir besin olmayip, bebegi yasamin getirecedi ¢esitli risklerden korumakta ve hayata

saglikh, sorunsuz bir baslangi¢ yapmasini saglamaktadir (Severin ve Wenshui, 2005).

1.6.1 Anne Siitiiniin Biyokimyasi

Anne sutu icerdigi tim besin o6geleri acgisindan formilalardan Ustlindir. Satan igerigi
anneden anneye degdisebilecegi gibi ayni annenin suti de her zaman ayni 6zelliklere sahip
degildir. Anne sutinin bir emzirme surecinde aylara goére hatta gln igindeki 6gunlerde

iceriginin degistigi gosterilmistir.Glnlik miktari ¢cok buyuk degisiklikler gostermekle birlikte
ortalama 650-850 ml arasinda degismektedir.(Quarles vd. 1994).

Anne sutl cok sayida faydali 6zelligi olan ve yeterli miktarda protein, yag, karbonhidrat,
mineral ve vitaminden olugan bir gidadir. Sit meme dokusunda epitellerde ve sekretuar
alveolar hlcrelerde sentezlenir. Daha sonra da kanalikuler sistem aracilidi ile digariya verilir.
Anne sutlinin %80’ini su olmasina ragmen dnemli miktarda protein ve yag ihtiva etmektedir.
Kolostrumda protein ve mineral seviyeleri ylksek iken yag konsantrasyonu daha duguktur.
Ayrica anne situndeki yagin da diurnal varyasyonu vardir. Bu da ilaclarin baglanmasini ve
bebede gecisini etkileyen faktdérlerden biridir. Ayrica proteinlere baglanan veya hidrofobik
veya lipofilik 06zelligi olan bir c¢ok ilag anne sitinde ylksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir.

Annenin farmokokinetigi (absorpsiyon, distrubisyon, metabolizma ve eliminasyon ) anne
sutinme gegen ilacin itrahini etkileyecektir. ilaglarin dagilimini memedeki kan akimi
plazmanin pH’si (7,45), anne sutinun pH’si (7,08), meme dokusunun kompozisyonu anne
sutiinin kompozisyonu ilacin fizikokimyasal 6zellikleri, plazmanin ve anne sutlinin ilag

baglama kapasitesi anne sutu yapim hizi etkiler.

Anne sutl, Whey proteini agirlikhidir ve buyik kismini a-laktalbimin ve laktoferrin olugturur.
inek sitli ve formilalarda ise anne sitinde bulunmayan, antijenik reaksiyonlara neden
olabilen f-laktoglobulin egemendir. Anne sutl, bebegi enfeksiyonlardan koruyan ve

kolostrumda daha fazla bulunan IgA, laktoferrin, lizozim gibi koruyucu proteinlerden
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zengindir. inek sitinin %80'nini anne sitiinin ise %20-40’Ini olusturan kazein anne

sutiinde daha kolay sindirilir bir yapidadir (Severin ve Wenshui, 2005).

Anne si0tinin ana karbonhidrati laktozdur ve bebegin gunluk enerjisinin %40’Ini
saglar.Laktozun blyuk kismi enterosit laktazi tarafindan sindirilir.Sindirilemeyen ve kolona
gecen kismi ise buradaki bakteriler tarafindan sindirilir. Sindirilemeyen ve kolona gegen
kismi ise buradaki bakteriler tarafindan laktat ve kisa zincirli yag asitlerine dénustaralir ve
emilir. Bu sekilde fazladan enerji kaynagi saglanirken, kolonik pH asidik tarafa kayar ve
kalsiyum emilimi olumlu yénde etkilenir.

Anne sUtl laktozu bagirsakta laktobasil florasi olusumuna katkida bulunarak bagirsak
enfeksiyonlarina karsi koruyucu 6zellik saglar. Bagirsak enfeksiyonlari sirasinda formiila ile
beslenen bebekler laktozu sindiremezken, anne sutu ile beslenenlerde sorun yasanmaz.
Anne sutu cesitli oligosakkaritleri ylksek konsantrasyonlarda icerir.Miktari ortalama 15 g/l
dolayindadir.Bunun %40’1 digki, %1-2’si ise idrarla atilir. Geri kalani intestinal flora tarafindan
metabolize edilerek bir gesit diyet lifi fonksiyonu goérir. Bu bilesikler ayni zamanda virUsler,
bakteriler ve toksinlere karsi koruyucu o6zellik tasir.Ayrica oligasakkaritler kolon florasinin,

laktobasil florasi seklinde gelisimine de yardimci olurlar (Severin ve Wenshui, 2005).

Anne sutunin enerji yogunlugu 67 kcal/100 ml olup, bunun %50’si yaglardan saglanir. Her
emzirmenin baglangicindaki sit daha fazla laktoz ve su igerirken, yad miktari azdir.
Emzirmenin sonuna dogru yag ve dolayisiyla enerji miktari artar, sut daha az akigkan hale
gelir. Bebegin enerji gereksinimi icin bu dénem ¢ok dnemli oldugundan, st akiskanhginin
azaldig ve bebegin emme hizinin dustugu gézlenmeden emzirme sonlandirilmamalidir.
Anne sitl doymamis yaglardan zengindir ve esansiyel yag asit igerigi yUksektir. Anne
sutindeki uzun zincirli yag asitleri (LCPUFA) inek sitiinden daha iyi emilmektedir. Bu yag
asitleri bebegin normal nérolojik gelisimi ve kortikal gérme fonksiyonlari igin gok énemlidir.
Yasamin ilk aylarinda bebekler esansiyel yad asitlerini LCPUFA’lara vyeteri kadar
donustiremezler. Bu dénemde en 6nemli LCPUFA kaynadi anne sutudir (Severin ve
Wenshui, 2005).

1.6.2 Anne Siitiiniin Bebek igin Yararlari
> Ishal sikhdinin ve siresinin azalmasi
» Solunum yolu enfeksiyonlarindan korunma
» Otitis media sikliginin azalmasi
» Neonatal nekrotizan enterokolit, bakteriyemi, menenijit ve idrar yolu enfeksiyonundan

korunma
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Otoimmun hastalik riskinin azalmasi

Ani gocuk dlimi sendromu riskinin azalmasi

inek siitl alerjisi riskinin azalmasi

Gec cocukluk caginda obesite riskinin azalmasi
Gorsel ve psikomotor gelisimin en iyi sekilde saglanmasi

Cene gelisiminin daha iyi olmasi, maloklizyonun énlenmesi

1.6.3 Anne Siitiiniin Anne igin Yararlar

>

V V.V V VYV V

1.6.4 A
Etkileri

1.7 Em

Emzirmenin erken baslamasi ile uterus involisyonunun hizlanmasi, ve maternal
mortalite riskinin azalmasi

Kan kaybinin azalmasi ile viacut demirinin kaybinin azalmasi

Dogdum sonrasi kontrasepsiyon

Kilo kaybinin hizlanmasi ve dogum 6ncesi boyutlara hizli donus

Premenapozal meme kanseri riskinin azalmasi

Over kanseri riskinin azalmasi

Kemik mineralizasyonunun diizelmesi ve postmenapozal kirik riskinin azalmasi

nne Siitiine Gegen ilag Ve Toksik Maddelerin Bebek Uzerindeki Genel Olumsuz

Eklem bozuklugu Kemik iligi bozuklugu
Tiroid harabiyeti Bdbrek bozuklugu
Noétropeni Diyare

Karaciger bozuklugu immiin sistem hasari
Jinekomasti Huzursuzluk
Sedasyon Uyku bozuklugu
istah bozuklugu Solunum bozuklugu

ziren Annede ilag Kullanimi

Anne sutu alan bebeklerin annelerine herhangi bir ila¢g baslandiginda hekimlerin ve diger

saglik personelinin egilimi genellikle anne sutine ara vermek seklinde olmaktadir. Buradaki

dusunce tarzinin altinda yatan fikir genellikle gebelikte teratojen oldugu varsayilan ilaglarin

anne sutune gegctiginde de ayni toksik etkileri yapacagi endisesidir (Ito ve Lee 2003).

1.8 Anne Siitiine ilaglarin Gegisi

Anne sutlu ile beslenmenin dnemi her gegen glin artmakta, anne siatinin o6zellikleri

tanimlanmakta ve vyenidodan igin vazgecilmez bir besin oldugu kabul edilmektedir
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(Michaelsen vd., 2000). Metabolik hastaliklar ve ilag kullanimi anne sutundn enerji ve besin
6geleri dizeyini atkileyen faktorlerdir. Yenidogan igin ¢gok dnemli olan anne sitindn verilmesi
suresince; annenin kullanmak zorunda oldugu ilaglarin se¢imi bu ilaglarin anne sitline gegis
yollari, kisa ve uzun zaman periyodunda bebege olan etkileri arastirmacilari bu konuda
calismaya yonlendirmistir (Gégmen vd., 1992). ilag alinip anne plazmasina gegtikten sonra,
plazma proteinlerine baglanarak ya da serbest olarak meme kapiler kan damarlarina gelir.
Buradan prealveolar interstisyuma gegerler. ilaglar 6zelliklerine gdére ya serbest kalir ya da
ekstraselller sivi proteinlerine baglanir (Giocoia ve Catz, 1979; Kayaalp, 1984).

Anne tarafindan alinan ilaglar sit proteinlerine baglanarak ya da yad globulleri icinde
tasinirlar. Ancak maternal plazmadan ilaclain site ge¢mesi icin meme alveolar hicre
membranini gecmesi gerekmektedir. Bu gegis birka¢c mekanizma ile olmaktadir (American
Academy of Pediatrics, 2001; Ito ve Lee, 2003; Sachs, 2013).

1- Pasif Difuzyon Transfer
a) Meme alveolar hiicre membranini difizyon ile gecis en sik olan ilag gecis
mekanizmasidir. Maternal plazmadaki ilag konsantrasyonu, ilacin lipidde
¢bzunurlGga, ilacin molekul agirhd:, maternal plazmadaki ilacin proteine
baglanma derecesi ilaglarin site difizyonunu etkilemektedir.
b) Filtrasyon yoluyla pasif diffizyon (molekdl agirligi 100-200 daltonun arasinda
olan iyonize ve suda eriyen ilaglarin porlardan su katlesi ile birlikte gegisidir.
2- Ortak Tasliyici ile Gegis
ilacin alveolar hiicre membraninin bir tarafindan diger tarafina tasiyi bir protein ile
tasinmasidir.
3- Interselliler difizyon
ilacin maternal plazmadan dogrudan alveolar hiicreler arasindaki interselliiler
bosluklari gecerek sute gecisidir.
4- pH farkhhk Teorisi
Zayif bazlar asidik ortamda daha fazla iyonize olduklarindan plazmaya goére pH’si
daha dusuk olan sute iyonize olur ve lipid membrani tekrar gegemediklerinden sutte
kalirlar. Zayif asitler ise bazik ortamda daha iyi iyonize olduklarindan plazmada sutten

daha yuksek konsantrasyonda bulunurlar.
Sat veren anne tarafindan terapétik dozlarda alinan ilaglarin gogu site gegerler. Ancak

gecen miktar en fazla alinan dozun yaklasik % 2 ‘si kadar olmaktadir. Ozellikle yenidogan

bebeklerin ilaglari detoksifiye mekanizmalari daha blylk bebeklere oranla yetersizdir.
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Hepatik ve renal fonksiyonlarin immatir olusu disiuk dozlarda absorbe edilen bir ilag bile

yeni dodanin plazmasinda birikebilir.

Gunimuzde emziren annelere yonelik bazi Oneriler gindemdedir. Kesin olarak
gerekmedikce emziren anneye hicbir ilag verilmemelidir. ila¢g gerekiyorsa yan etkileri
agisindan en fazla calisilan en etkili ila¢ secilmelidir. Emziren anne ilaci almak zorunda
oldugunda anneye iaci hemen emzirmeden sonra almasi dnerilerek, bebegin ilaca maruz
kalma sidresi minimale indirilebilr ve emzirmeye 4 saat kadar ara vermesi
onerilmelidir(Sokucu, 1987).

Anne sutune gecen ilaglarin bebek Uzerindeki etkilerini minimize etmek igin gunumuzde
dnerilen genel yaklagimlari siniflandirdigimizda bunlar; ilacin kullanilmamasi, ilag tedavisinin
ertelenmesi, slte az gecgen ilaclarin kullaniimasi, alternatif uygulama yolu secilmesi, sut ilag
konsantrasyon yuksek oldugu zamanlarda emzirmekten kaginilmasi veya emzirmeye gegici
ara verilmesidir.

1.9 Proje Kapsaminda Kullanilan Antijenler Ve Antikorlar
1.9.1 Kotininve Kotinin Antikoru

Kotinin, nikotinin pirolidin halkasinin C ve N atomlarindan oksitlenmesiyle olusan
metabolitidir (Sekil 17).
Wy

Sekil 17.Kotinin ((5 S )-1-metil-5-(3-piridil) pirolidin-2-on) yapisi

Calismamizda nikotin antikoru yerine kotinin antikoru kullaniimistir.Bunun nedeni kotininin
yarilanma édmrinin nikotinden fazla olmasi ve site gegen miktarinin nikotinden daha fazla
olmasidir.Nikotinin sutteki yarilanma émri 2 saat iken kotininin yarilanma émri 15-20 saat
arasindadir.®Anne siitiindeki nikotin konsantrasyonu serumdaki konsantrasyonundan
fazladir. Anne sutlindeki nikotinin serumdaki nikotin konsantrasyonuna orani 1,09 - 2,92

arasindadir. Nikotinin serumdaki konsantrasyonu 1-28 ng/ml iken sutteki konsantrasyonu 2-
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62 ng/ml'dir. Nikotinin metaboliti olan kotininin anne siutlindeki konsantrasyonu ise 12-222
ng/ml arasindadir. Kotininin serumdaki konsantrasyonu 16-330 ng/ml'dir (Mennella vd
2007).

Calismamizda kullandigimiz Kotinin antikoru koyun kaynakli poliklonal bir antikordur.
(Randox, Anti-Cotinine PAS10081, ingiltere). Konsantrasyonu 7,9 mg/ml'dir.

1.9.2 Fluoksetin ve Fluoksetin Antikoru

Fluoksetin 1987°'de ABD’de ilk piyasaya cikan serotonin geri alim Inhibitoridir (Sekil
18).Major depresyon, obsesif kompulsif bozukluk, bulimiya nevroza, adet Oncesi
sendromunun tedavisinde kullaniimaktadir. Kadinlarin %10-15'inde dogum sonrasi donemde
depresyon gorulmektedir.Anneler doktor kontrollinde veya kendi segimleri olarak fluoksetin
iceren piyasadaki ilaglari kullanmaktadir.Fluoksetinin yarilanma omru tek dozda 1-3 gln
uzun sdreli kullaniminda 4-6 gundir.Fluoksetinin aktif metaboliti olan Norfluoksetinin

yarilanma omru ise 16 gunddr.

FaC O—CHCH;CHzNHCHx

Sekil 18. Fluoksetinin (N metil 3 Fenil 3-(a,a,a - tri floro-p-tolioksi) propilamin) yapisi

Fluoksetin ile ilgili calismalarda® fluoksetin antikoru yerine norfluoksetin antikoru
kullaniimaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda fluoksetin antikoru olarak norfluoksetin antikoru
kullanilmistir. Anne sitindeki fluoksetin konsantrasyonu 17,4-293 ng/ml arasindadir.
Fluoksetin metaboliti olan norfluoksetinin ise anne sutlindeki konsantrasyonu 23-279 ng/ml
arasindadir. Emzirme sonunda bebede gecen fluoksetinin bebeklerde huzursuzluk, uyku

bozuklugu, kusma ve sulu digkilamaya neden oldugu gozlenmigtir (Davanzo vd 2011).

1.9.3 Siklosporin ve Siklosporin Antikoru

Siklosporin, ‘Tolypocladium inflatum Gams’ isimli fungustan elde edilen, nétral, lipofilik, sikhk
bir polipeptiddir (Sekil 19). immiinosiipresyon yapan (immiin sistemi baskilayan) ilaclar
arasinda glukokortikoidler, antiproliferatrif ilaglar, siklosporin ve takrolimus bulunmaktadir.
Halen kullanilan immunosiipresif ilaglar arasinda etkinligi en yiiksek olanidir. ° Siklosporin

mide-bagirsak kanalinda kismen absorbe edilir, bu nedenle agizdan alinabilir. Bioyararlanimi
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az ve fazla degiskendir. Siklosporin plazmada, disik, orta ve yuksek dansiteli lipoproteinlere
ve silomikronlara baglanmis olarak tasinir. Bazen de plazmada serbest halde dolagabilir.
Siklosporinin dokularda depolanma miktari kisiden kisiye degisiklik gostermektedir. Karaciger
ilacin baslica deposu olmakla birlikte pankreas, kalp, boébrekler, sinir ile kas dokularinda ve
yag dokusu hlcrelerinde bulunmaktadir. Siklosporin kullanimina bagh olarak olusan yan
etkiler arasinda nefrotoksisite, hepatoksisite, hipertansiyon, gingival hiperplazi, noérolojik

komplikasyonlar ve digerleri yer almaktadir (Osadchy ve Koren 2011).

Sekil 19. Siklosporinin yapisi

Siklosporin, transplantasyon sonrasi organ reddinin énlenmesinde, otoimmin hastaliklarda,
nefrotik sendromlarda, romatoid artrit gibi hastaliklarda kullanilir.*°Siklosporinin serumdaki
konsantrasyonu 123-273 mg/l arasindadir.Anne sutiine gecen siklosporinin konsantrasyonu
ise 79-286 mg/l arasindadir.

Calismamizda kullandigimiz siklosporin antikoru fare kaynakli monoklonal bir antikordur.
(Abcam, Anti-Cyclosporin A (CSZ.22).(AB8312), ingiltere). Konsantrasyonu 2 mg/ml'dir.

Proje kapsamindakotinin, fluoksetin ve siklosporinin site eklenecek konsantrasyonlari

secilirken anne sitiine gegen konsantrasyonlari géz éninde bulundurulmustur.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1 Deneylerde Kullanilan Spesifik Kimyasal Maddeler

Poli(vinil alkol), Poli(akrilik asit), Kotinin,
Fluoksetin, Siklosporin, TEMED (N,N,N',N'-

Tetrametil etilen diamin), Suberdiimidat

Akrilamid, Bisakrilamid, Coumassie Brillant Blue,Poncaue S

Albumin, Tetrahidrofuran

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
1,1’-Karbonil diimidazol

PVDF membrane

Controlled Pore Glass (CPG)

Kotinin antikoru

Norfluoksetin antikoru

Siklosporin antikoru
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Sigma-Aldrich

Fischer Scientific

Merck
Thermo-Scientific
Fluka

Bio-Rad

Milipore

Randox

Randox

Abcam



2.2 Deneylerde Kullanilan Arag ve Geregler

Laboratuar tipi Elektrospin Cihazi

FourierTransform Infrared spektroskopi

Termogravimetrik Analiz (TGA)
Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)
Taramal Elektron Mikroskopu (SEM)

Vortex
Ultra saf su cihazi

Derin dondurucu (-20 °C)
Hassas terazi
Otomatik pipetler

Spektrofotometre

Su banyosu (100 OC)
pH-metre

ELISA

Calkalayici

Elektroforez Sistemi
Western Blot Tranfer Sistemi

Liyofilizator
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Inovenso, NE 20
Perkin—Elmer
Spectrum100

Perkin ElmerPyris 1
Perkin EImer
Philips XL30 ESEM-
FEG/EDAX

Janke& Kunkel,IKA
LABOR TECHNIK
Purelab, Option Q,
DV 25

Arcelik

Shimadzu AUX 220
Gilson

Ray Leigh UV-1800

Nuve,BT 400

Mettler Toledo FE 20
Rayto RT-2100 C
IKA KS 130 Basic
Bio-Rad

Bio-Rad

Virtis, Benchtop3L



2.3 Deneysel Yontemler

Calismanin ilk asamasinda PVA ve PAA c¢ozeltileri kullanilarak 5 degisik proses
parametresinde capraz bagh nanofiberler hazirlandi.Hazirlanan ¢apraz bagl nanofiberlerin

yapisal, morfolojk ve termal 6zellikleri incelendi.

2.3.1 Poli(vinil alkol) (PVA) ve Poli(akrilik asit) (PAA) Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Toz haldeki 5 g PVA polimeri, 95 ml destile su icerisinde 80 °C sicaklikta 6 saat boyunca
manyetik karigtiricida karistirildi.Kitlece %5’lik konsantrasyona sahip homojen bir ¢ozelti
elde edilmistir. Bu ¢dzelti kullaniimadan 6nce oda sicakliinda 24 saat bekletilmistir.

Toz haldeki 5 g PAA polimeri, 45 ml destile su icerisinde oda sicakhdinda manyetik
karisticida 6 saat boyunca karistirilarak kutlece %10 konsantrasyona sahip PAA ¢ozeltisi

hazirlanmigtir. PAA ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce oda sicakliinda 24 saat bekletilmigtir.

2.3.2 PVA ve PAA Gozeltilerinden Spin Cozeltisinin Hazirlanmasi

PVA ve PAA c¢odzeltilerinin karisimindan elektrospinning islemi icin spin c¢dzeltileri
hazirlanmigtir.

50 ml PVA c¢ozeltisi icerisine 5 ml PAA eklenerek kiutlece 10:1 (PVA: PAA) oranina sahip spin
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiler manyetik karistirici ile homojen bir ¢ozelti elde
edilinceye kadar karistiriimistir ve kullanilmadan 6énce oda sicakliginda 24 saat boyunca

bekletilmigtir.

2.3.3 PVA-PAA Gézeltilerinin Elektrospin Cihaziyla Spin iglemi

Kitlece 10:1 oranina sahip PVA-PAA c¢ozeltilerinden farkli toplayici tipi ve toplayici

yuzeylerine sahip elektrospin dizeneklerinde spin yapilmistir.

2.3.3.1 Birinci Seri Nanofiberlerin Hazirlanmasi

Katlece 10:1 oranina sahip spin ¢ozeltisi, 50 ml PVA ¢ozeltisi ile 5 ml PAA ¢ozeltilerinin
karistinimasiyla hazirlandi ve siringaya yuklendi. Otomatik pompa, siringa iceresinde
bulunan spin ¢ozeltisini dizelere saatte 3 ml ¢dzelti gbnderecek sekilde ayarlandi.
Nanofiberlerin rastgele dizenlenmesini 6énlemek amaciyla dizeler ile karsihkh gelecek

sekilde toplayici ylzeyi olusturulmustur. Dizeler ile arasinda 16 cm mesafe bulunan toplayici
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yuzeyi Al folyo ile kaplanmistir. Yiksek voltaj gli¢ kaynagi kullanilarak spin ¢dzeltisine 25 kV
elektrik akimi uygulanarak elektriksel alan olusturulmustur. Sistemde surekli olarak var olan
25 kV'luk elektriksel alan, duze ucundaki polimer ¢ozeltisinin yuzey gerilimini yenerek zit
yukle yuklenmis olan toplayiciya dodru yonlenmesi saglar. Bu ydnlenme sonucunda toplayici
yluzeyinde nanoboyutlara sahip fiberler elde edilir. Polimer ¢odzeltisinin tUmU tlkeninceye
kadar spin iglemine devam edilmistir. Spin iglemi normal atmosfer basincinda ve oda

sicaklhiginda gerceklestiriimigstir.

Uygulama parametreleri

Ortalama Nanofiber ¢api (nm) 190
Akis hizi (ml/h) 3
Toplayici-duze mesafesi (cm) 16
Voltaj (kV) 25
Toplayici tipi Dénen silindir
Toplayici ylzeyi Al folyo

2.3.3.2 ikinci Seri Nanofiberlerin Hazirlanmasi

50 ml PVA c¢ozeltisi ile 5 ml PAA ¢ozeltisinden hazirlanan kiatlece 10:1 (PVA:PAA) oranina
sahip spin ¢ozeltisi elektrospinning cihazinin siringa sistemine yuklenir. Otomatik pompa
siringa igcindeki polimer ¢ozeltisini dizelere saatte 3 ml gdnderecek sekilde ayarlanmigtir.
Toplayici yuzey olarak donen silindir kullaniimigtir ve toplayici yuzeyi stuzgec¢ kagidiyla
kaplanmistir. Dlzeler ile toplayici ylizeyi arasindaki mesafe 16 cm olarak ayarlanmigtir.
Elektrospinning sistemine surekli olarak 25 kV potansiyel uygulanarak elektrik alan

olusturulmustur. Spin ¢ozeltisinin tiimu bitinceye kadar spin islemine devam edilmistir.

Uygulama parametreleri:

Ortalama Nanofiber ¢api (nm) 180
Akis hizi (ml/h) 3
Toplayici-duze mesafesi (cm) 16
Voltaj (kV) 25
Toplayici tipi Donen silindir
Toplayici ylzeyi Suzgeg kagidi
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2.3.3.3 Ugiincii Seri Nanofiberlerin Hazirlanmasi

50 ml PVA c¢ozeltisi ile 5 ml PAA ¢ozeltisinden hazirlanan kutlece 10:1 (PVA:PAA) oranina
sahip spin ¢ozeltisi elektrospin cihazinin siringa sistemine yuklendikten sonra polimer
cOzeltisini dlzelere saatte 3 ml gonderecek sekilde ayarlanmigtir. Toplayici diz plaka yuzeyi
stizgec¢ kagidiyla kaplanmistir. Dizeler ile toplayici ylzeyi arasindaki mesafe 16 cm olarak
ayarlanmistir. Elektrospin sistemine surekli olarak 25 kV potansiyel uygulanarak elektrik alan

olusturulmustur. Spin ¢ozeltisinin timu bitinceye kadar spin islemine devam edilmistir.

Uygulama parametreleri:

Ortalama Nanofiber ¢api (nm) 150
Akis hizi (ml/sa) 3
Toplayici-duze mesafesi (cm) 16
Voltaj (kV) 25
Toplayici tipi Duz plaka
Toplayici ylzeyi Slzgec kagidi

2.3.3.4 Dorduinci Seri Nanofiberlerin Hazirlanmasi

50 ml PVA c¢ozeltisi ile 5 ml PAA ¢ozeltisinden hazirlanan kutlece 10:1 (PVA:PAA) oranina
sahip spin c¢ozeltisi elektrospin cihazinin siringa sistemine yuklendikten sonra polimer
¢cozeltisini duzelere saatte 5 ml gonderecek sekilde ayarlanmistir. Toplayici ylzey olarak
donen silindir kullanilmigtir ve toplayici yuzeyi stuzge¢ kagidiyla kaplanmistir. Dizeler ile
toplayici yuzeyi arasindaki mesafe 17 cm olarak ayarlanmigtir. Elektrospin sistemine surekli
olarak 26 kV potansiyel uygulanarak elektrik alan olusturulmustur. Spin ¢dzeltisinin tumu

bitinceye kadar spin islemine devam edilmistir.

Uygulama parametreleri:

Ortalama Nanofiber ¢api (nm) 130
Akis hizi (ml/sa) 5
Toplayici-duze mesafesi (cm) 17
Voltaj (kV) 26
Toplayici tipi Donen silindir
Toplayici ylzeyi Suzgeg kagidi
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2.3.4 PVA-PAA NanofiberlerininTermal Olarak Capraz Baglanmasi

Elektrospinning yontemiyle hazirlanan PVA-PAA esasl nanofiberlerin yapisinda bulunan
hidroksil gruplari nedeniyle fiberler hidrofilik 6zellik gostermektedirler. Nanofiberlerin su ve
diger solventlerde ¢ézunurligind engellemek amaciyla, fiberler 6nce 30 dakika boyunca 100
°C de daha sonra 2 saat boyunca 140 °C de bekletilmistir. PVA ana zincirine bagli bulunan
hidroksil gruplari (-OH) ile PAA yapisinda bulunan karboksil gruplari (COOH) arasindaki
molekdller arasi etkilesim ile termal ve hidrolitik kararlihgi daha fazla olan ester bagi
olusmustur. Termal esterifikasyon reaksiyonu sonucunda nanofberler ¢capraz baglanarak su,

sut ve diger ¢ozlculerde ¢ozinmemesi saglanmistir.

HO, 257
HO7/“OH
7
S
HO r /4
1lon
|

HS

Poli(vinilalkol) Poli(akrilik asiz)
P4 PAa4)

Sekil 20. Polivinil alkol ve poliakrilikasitinesterlesme reaksiyonu dizini

2.3.5 N,N-Karbonil diimidazol (CDI) ile Gapraz Bagh PVA-PAANanofiberlerinin Yiizey
Modifikasyonu

Calismamizin baslangicinda antikorlarin nanofiberlere kovalent olarak bagdlanmasini
saglamak amaciyla N,N-Karbonil diimidazol (CDI) kullanildi. Bunun i¢in asagidaki yontem
izlendi. Antikorlarin nanofiber yuzeylerine kovalent olarak baglanmasi iki basamakta
gerceklesir. Oncelikle CDI, nanofiber yiizeyinde bulunan hidroksil gruplari ile etkileserek
yuzeyde N-acilimidazolfonksiyonel gruplarini olusturdu. Aktiflestiriimis olan bu ylzeylere
fonksiyonel grubu bulunan spesifik antikorlarin kovalent olarak baglanmasi saglandi.

Bu amagla ¢apraz bagh nanofiberler 24 saat boyunca 30 °C de vakum altinda kurutuldu. 10
g CDI 50 ml THF igerisinde manyetik karistirici ile homojen bir ¢ézelti elde edinceye kadar
oda sicakliginda karigtirildi. Azot girigi ve geri sogutucu ile donatilmig ¢ boyunlu bir balon

icerisinegapraz bagl nanofiber konuldu ve 50 ml CDI ¢o6zeltisi eklendi. 24 saat boyunca 40
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°C de galkalandi. 24 saatin sonunda N-acilimidazolmodifiye edilmis nanofiberler elde edildi
ve nanofiberler 4 °C de saklandi. Yiizey modifikasyonu daha sonra immobilizasyon asamasi

ile birlestirilip suberdiimidat ¢ozeltisi kullanilarak yapildi.

2.3.6 FourierTransform Infrared Spektroskopi (FT-IR)

Hazirlanan nanofiberlerin kimyasal yapisinin belirlenmesinde Perkin—Elmer Spectrum100
ATR-FTIRspektrofotometre cihazi kullanildi. Spektrumlar 400-4000 cm™ dalga boyu
araliginda kaydedildi.

2.3.7 Termogravimetrik Analiz (TGA)
Hazirlanan nanofiber malzemelerin termo-oksidatif kararliliklari dlgmek amaciyla, Perkin
ElmerPyris 1 model TGA cihazi kullanildi. Olgimler hava atmosferinde 10 °C /dak Isitma

hiziyla 30 °C-750 °C sicakliklari arasinda yapilmistir.

2.3.8 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Hazirlanan nanofiberlerden10 mg numuneler alindi. Program basamaklar;30 °C’'den 200
°C’ye kadar 10 °C/dk hizi ile 1sitildi. 200 °C’de 1 dk boyunca bekletildi.. Bu sicakliktan 30
°C’ye kadar 100 °C/dk hiz ilehzli sogutma yapildi.30 °C’de 1dk boyunca bekletildi. 30 °C’den
200 °C’ ye kadar 10°C/dk hiz ile i1sitildi. Tum basamaklar 20 mg/dk hiz ile azot gazi gegisinde
gerceklestirildi.

2.3.9 Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)
Hazirlanan nanofiberlerin morfolojisi ve c¢aplarinin boyutu Philips marka XL30 ESEM-

FEG/EDAX ile incelenmistir. Bogazici Universitesinden hizmet alimi yapiimistir.

2.3.10 Nanofiber Uzerine Antikor immobilizasyonu

Garcinuno ve arkadaslarinin CPG kullanarak yaptigi immobilizasyon baz alinarak metod
nanofibere uyarlanacak sekilde modifiye edilmistir.">Modifikasyon sartlari 6én deneme

calismalari ile tayin edilmigstir.
2.3.11 Nanofiber— Antikor Muamelesi

3cm-3cm kesilen polimer nanofiber Gzerine 20ug’a denk gelecek sekilde antikor eklenerek

oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir."®
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2.3.12 2 Saat inkiibasyon Sonrasinda Yapilan Yikama islemleri

inkiibasyon siiresi sona erdiginde Polimerik Nanofiber yiizeyine baglanmayan antikorlari
uzaklastirmak igin antikora spesifik fosfat tampon (6 mL) ile 3 kez ve 0,1 M Borat Tamponu
(6 ml) ile 1 kez ykama yapilmistir. Her yikama asamasinda petri kaplari hafifce

calkalanmistir.
2.3.13 Nanofiber - Antikor Baglanmasini Giiglendirme Asamasi

0,1 M Borat Buffer ile hazirlanan 0,02 M Dimetilsiprimidat ¢dzeltisinden c¢okeltilerin

(Nanofiber - Antikor) tizerine 6 ml eklenerek tiipler oda sicaklijinda 5 saat inkibe edilmistir.
2.3.14 5 Saat inkiibasyon Sonrasinda Yapilan Yikama islemleri

5 saatlik inkiibasyon sona erdiginde Nanofiber-antikorlar, antikora spesifik fosfat tamponu (6

mL) ile 2 kez yikanmistir. Her yikama asamasinda petri kaplari hafifge ¢alkalanmistir.
2.3.15 Baglanmayan Antikorlan Uzaklastirma Asamasi

immobilizasyon islemleri sirasinda baglanmayan antikorlari uzaklastirmak amaciyle
¢okeltinin(Nanofiber - Antikor) tzerine 6 ml 0,05 M KCN c¢ozeltisi eklenmistir. Tupler oda

sicakliginda 24 saat inkiibe edilmistir.*®
2.3.16 24 Saat Sonunda Yapilan Yikama iglemleri

24 saatlik inkibasyon sona erdiginde tlpler 6 ml antikora spesifik fosfat tamponu ile 2 kez

yikanmigtir. Her yikama asamasinda petri kaplari hafifge ¢alkalanmistir.
2.3.17 Nanofiber Uzerine immobilize Edilen Antikorlarinin Saklanmasi

24 saatlik ylkama asamalarinin ardindan siUpernatantlarindan ayrilan Nanofiber — Antikor
kompleksi lzerine 6 ml hacimde antikora spesifik fosfat tamponu eklenerek +4°C

saklanmistir.

2.3.18 Anne Siitii Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda kullandidimiz anne siti érnekleri hem tedavi veya takip amaciyla Zeynep
Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Kilinigine basvurmus olan gonullilerden hem de gevremizdeki emziren anneler-

den temin edilmistir. Calismamiz igin gerekli olan anne sutu toplanmasi igin gerekli olan etik
onay Marmara Universitesi Tibbi Etik Kurulundan alinmistir. Ayrica siit érneklerinin Zeynep
Kamil Kadin ve GCocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesinden toplanmasi igin de

gerekli izinler alinmistir.
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2.3.19 inek siitii 6rnekleri
Calismalarimiz sirasinda Sutas marka cam sisede gunlik sut kullaniimigtir.
2.3.20 Antikor immobilizasyonu Yapilmis Olan CPG ve Nanofibere Antijen Muamelesi

Antijenler Tablo 3’'de belirtilen konsantrasyonlarda fosfat tampon, inek sutu ve anne sutu
icerisinde hazirlanarak antikor immobilizasyonu yapilmis olan CPG ve nanofiber ile muamele
edildi. Antijen eklenen tupler oda sicakliginda 80 rpm g¢alkalama hizinda 1 saatlik

inkibasyona birakilmistir.

Tablo 3: CPG veya Nanofiber ile Muamele edilen Antijen Konsantrasyonlari

ANTIJENLER KONSANTRASYONLAR
Fluoksetin HCL | 25ng/mi 50 ng/ml 75 ng/ml | 100 ng/ml | 150 ng/ml
Kotinin 10ng/ml 25 ng/ml 50 ng/ml | 100 ng/ml -
Siklosporin - 100 ng/ml 200 ng/ml | 300 ng/ml -

2.3.21. Antijen Muamelesinin Ardindan Yapilan Tayin Agsamalari

inkiibasyon sonrasi Nanofiber-antikor kompleksi (izerine baglanmayan kotinin, siklosporin

ve fluoksetin miktarlari ELISA yéntemi kullanilarak dlgiimustar.

2.3.21.1 Kaotinin Tayini i¢in Kullanilan ELISA Yéntemi

Testin prensibi:Kotininin spesifik antikorlar tarafindan tanindigi direkt yarigmali ELISA
teknigidir.

Numunede bulunan kotinin ve kotinin-HRP analogu ¢6zeltideki tavsan anti kotinin antikorlarinin

baglanma bdlgeleri icin yarigirlar.

Calismalarimiz sirasinda kotinin tayini igin takip edilen adimlar Tablo 4’ te gdsterilmistir.
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Tablo 4. Kotinin tayini icin kullanilan ELISA Yéntemi

KOTININ ELISA
ONCE Baslamadan 6nce Elisa Kiti oda sicakhigina getirilir.
ONCE 5X Wash Buffer 1:5 oraninda distile su ile seyreltilir.
1 50ul 6rnekler kuyucuklara yuklenir.
2 50ul enzim konjugat kuyucuklara yuklenir.
3 50ul antibody solution kuyucuklara yuklenir.
Ust yiizey kaplanir. El ile glizelce galkalanir. 30 sn.
4 60 dk oda sicakliginda inkUbasyona birakilir.
Kuyucuklar bosaltilir.
c 4 kere 250 pl 1X'lik Wash Buffer ile yikama yapilir. Plate en
sonunda kurulanir.
5 100ul substrat/color solution eklenir ve 30dk karanlikta ve oda
sicakhdinda inklbasyona birakilir.
7 100pI Stop Solution eklenir.
8 450nm'de 15 dk iginde hemen okunur.
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2.3.21.2. Fluoksetin Tayini i¢in Kullanilan ELISA Yontemi

Testin prensibi: Fluoksetinin spesifik antikorlar tarafindan tanindigi yarigmali ELISA teknigidir.
450 nm’de elde edilen sinyalin miktari ile direkt olarak orantilidir.

Calismalarimiz sirasinda fluoksetin tayini igin takip edilen adimlar Tablo 5’ te gosterilmistir.

Tablo 5: Fluoksetin Tayini igin Kullanilan ELISA Ydntemi

FLUOKSETIN ELISA
1 100 ul Fluoxetine Standartlar disik konsantrasyondan yiksege
kuyucuklara konur.
2 100 pl érnekler kuyucuklara yuklenir.
3 100 pl Antibody 1 kuyucuklara eklenir ve 1 dk shaker'da ¢alkalanir
4 Oda Sicakhginda 30dk inkiibasyona birakilir.
c 3 kez 250l 1X Wash Buffer ile yikama yapilir.(son yilkamadan
sonra kurula)
6 150ul 1X HRP-Conj Antibody?2 eklenir.
; Oda Sicakliginda 30dk inkiibasyon (Folyo ile plate sarilir,igiktan
koru)
8 3 kez 250l 1X Wash Buffer ile yikama yapilir.(son yilkamadan
sonra kurula)
9 100ul TMB eklenir ve 1dk shaker'da galkalanir.
10 Oda Sicakhiginda 10-30dk inktibasyon (Folyo ile plate
sarilir,igiktan koru)
11 100ul Stop Buffer eklenir.
12 450nm'de hemen okunur.
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2.3.21.3 Siklosporin Tayini i¢in Kullanilan ELISA Yéntemi

Testin prensibi:Yarismali enzim baglama immunotest teknigine dayal ELISA metodududur.
Kuyucuklar siklosporin antikoru ile kaphdir. Reaksiyon sirasinda drnekteki veya standarttaki

siklosporin biotin ile isaretli siklosporin ile yarigir.

Calismalarimiz sirasinda siklosporin tayini icin takip edilen adimlar Tablo 6'da gésterilmistir.

Tablo 6: Siklosporin Tayini icin Kullanilan ELISA Yéntemi

SIKLOSPORIN ELISA

1 Dilte standart, blank, sample 50 pl eklenir.
2 50 ul Detection Reagent A eklenir. Plate sealer ile kaplanir.
3 1 saat 37°C'de inkiibasyona birakilir.

4 3 defa 400 ul 1X wash buffer ile yikanir. Her yikama asamasinda 1-2 dk beklenir.

5 100 ul Detection Reagent B eklenir. Plate sealer ile kaplanir.

6 45 dk 37°C'de inklibasyona birakilir.

. 5 defa 400 pl ile 1X wash buffer ile yikanir. Her yilkama asamasinda 1-2 dk
beklenir.

8 90 pl Substrate Solution (TMB) eklenir. Yeni sealer ile kaplanir.

9 15-30 dk 37°C'de karanlikta inkiibasyona birakilir. (30 dk'nin asilmamasi gerekir.)

10 50 pl Stop Solution eklenir. (sari renk meydana gelir)

11 450 nm de okuma yapllir.

39



2.4. immobilizasyon sonrasi antikor aranmasi

immobilizasyon islemi sonrasi toplanan yikama sular elektroforeze tabi
tutulmadan once biriktirilip liyafilizatorde fazla sulari uzaklastirildi ve geriye kalan
kuru kisim dilie edilerek SDS-PAGE elektroforezi islemine tabi tutuldu. Daha
sonra Western Blotting yontemi kullanilarak daha az miktarda olabilecegi

dusundlen antikorlar tespit edilmeye c¢alisildi.
2.5. SDS-POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Kullanilan Cozeltiler

. Tris ¢Ozeltisi (1.5M , pH:8.8)

. Tris-HCI Cozeltisi (1M , pH: 6.8)

. SDS ¢ozeltisi (Sodyum dodesil silfonat) (%10 g)

. Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi ((30g/0.8g)/dL)

. Amonyum perstulfat ¢ozeltisi ( %10 g, taze hazirlanip kullanildi.)
. TEMED (orjinal giseden alinarak kullanildi.)

. Gliserin

. 2-Merkaptoetanol (Orjinal siseden alinarak kullanildi.)

© 00 N o ok~ W0ON -

. Bromfenol blue ¢ozeltisi (%1 g).

10. Boyama c¢ozeltisi ; 2,5 g Commasie Brillant Blue , 454 mL distile su icinde
¢ozuldi.Uzerine 454 mL metanol ve 92 mL glasiyal asetik asit ilave edildi. lyice
karistirildi.Koyu renkli sisede agzi sikica kapatilarak saklandi.

11. Boya c¢ikarma ¢ozeltisi:Asetik asit ¢ozeltisi (%10 g) (v/v)

12. PAGE tamponu; 3g Tris,15g glisin ve 1g SDS ayrn ayri distile suda
¢ozuldikten sonra karistirildi.

Hacim 1000 mL' ye tamamlandi(1 g SDS yerine %10 g SDS ¢d6zeltisinden 10 mL
alinabilir).

13. PAGE yukleme tamponu

1M Tris ¢ozeltisi (pH:6,8) 1 mL
Gliserin 1.6 mL
%10 g SDS ¢ozeltisi 2 mL
2-merkaptoetanol 0.4 mL
Distile su 8 mL

karistinlarak hazirlandi (uzun sure dayanir).
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2.5.1. SDS-PAGE i¢in jellerin hazirlanmasi

SDS-PAGE igin jellerin hazirlanmasi sirasinda alt ve Ust jelin hazirlanmasi sirasinda

izledigimiz igslem sirasi Tablo 7 ve Tablo 8 de gdsterilmistir

Tablo 7. SDS-PAGE Alt jel Hazirlanmasi

Alt Jel (%10'luk) 4 JEL 2 JEL
1 Distile Su 12,1 ml 6,05 ml
2 1,5 M Tris Cozeltisi 7,5 mi 3,75 ml
3 Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi 309/0,8g -dlI 10 ml 5ml
4 Amonyum Perstilfat Cozeltisi-%10'luk 0,1 ml 0,05 ml
5 SDS cozeltisi - %10'luk 0,3 ml 0,15 ml
6 TEMED 0,05 ml 0,05 ml
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Tablo 8. SDS-PAGEUst Jel Hazirlanmasi

Ust Jel (%4,5'luk) 4 JEL 2 JEL

Distile Su 7,5 ml 3,75 ml
1 M Tris Cozeltisi 1,25 mi 0,625 ml
Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi 30g/0,8g 1,5ml 0,75 mi
Amonyum Perstilfat Cozeltisi-%10'luk 0,1 ml 0,05 ml
SDS c¢ozeltisi - %10'luk 0,1 ml 0,05 mi

TEMED 0,05 ml 0,05 ml

42




2.5.2. PAGE i¢in numunelerin hazirlanmasi

Her numune PAGE yukleme tamponu ile karigtirildi. 5 dakika 90-1000C'da 1sitildr.
Sogumasi beklendi. Bu sekilde denature edilen antikorornekleri kuyulara tatbik
edildi (Sekil 21).

Sekil 21. Numunelerin slab jele ylklenmesi

Bir slab jel basina 30 mA'lik akim uygulandi. Boya jelin alt kismina 0,5-1cm
yaklagincaya kadar elektroforeze devam edildi.. Elektroforez tamamlaninca
icindeki jeller bir spattl yardimi ile alinarak boyama ¢ozeltisinde 15-20 dakika
bekletildi. Daha sonra boya ¢ikarma ¢dzeltisine alindi. Bir gece veya daha fazla

tutularak protein bandlarinin iyice belirginlestiriimesi saglandi.

2.6. Western Blotting islemi

Calismamizda modifiye Western Blooting yontemini kullanildi.  Western blot
analizi yénteminde Towbin vd., (1979) calismasi referans alinmistir. immiino
sorbent ylzey hazirlamak i¢in kullandigimiz antikorlar Western blotting isleminde
kullanilan primer antikor oldugu icin primer antikor ile inkibasyon asamasi

atlanarak diger asamalarda degisiklik yapilmadan yénteme devam edilmistir.
1- SDS-PAGE’ den sonra antikor transfer solusyonu icerisinde PVDF
membrana aktif olarak 25V’ da30 dakika suresince transfer edilmistir (Sekil

22).
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Sekil 22. Western Blot membrana transfer islemi

http://cdn.rasayanika.com/wp-content/uploads/2014/03/imgres-1.jpeg

Transfer tamamlandiktan sonra membran TBST (50 mM Tris, pH 7.5, 150
mM

NaCl, %0.05 Tween 20) ile 3 kez yikanmigtir

%3 suttozu iceren TBST ile oda sisinda 1,5 saat bloke edilmistir.

4 kez TBST ile yikandiktan sonra sekonder antikor olarak fluoksetin,
kotinin ve siklosporin antikorlarinin kaynagina spesifik horse radish
peroksidaz enzimi ile  (Thermo Scientific Rockford, IL, USA) ile 1:3000
dilusyonunda bloklama solusyonu icerisinde oda isisinda 1 saat inklibe
edilmigtir.

Sekonder antikor sonrasi membran 4 kez TBST ile yikanmistir. Membran
SuperSignal West Pico Substrate kiti (Pierce) ile Ureticinin direktiflerine

gbre boyanmistir.

Goruntileme Biorad 1708280EM ChemiDoc MP sistemi ile Marmara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi , Biyokimya Laboratuvarinda yapilmistir.

2.7 Istatiksel Analiz

Graph Pad 6.0 paket programi kullanilarak istatiksel degerlendirmeler yapildi.
Anova varyans analizi, student "t" testi, Krusskal-Wallis testi, Dunntesti uygulandi.
Gruplarin toplam deneme sayisi 30’dan az ise degerlendirmelerde non parametrik
testler, 30’dan fazla ise parametrik testler kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 NanofiberlerinYapisal Karakterizasyonu

FourierTransform Infrared spektroskopi (FT-IR) teknigi kullanilarak tim
nanofiberlerin yapisal karakterizasyonu gercgeklestirildi. PVA ¢dzeltisine ait FT-IR
spektrumu (Sekil 23) incelendiginde 3233 cm™ ve 1090 cm™ de PVA ana zincirine
bagh hidroksil (-OH) gruplarinin absorpsiyon bantlari ve 2902 cm-1 ve 1417 cm-1

de alkil gruplarina ait —CH gerilmeleri gorilmektedir.
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Sekil 23. PVA polimerinin FT-IR spektrumu
PAA polimerinin FT-IR spektrumu (Sekil 23) incelendiginde 1702 cm™ de karbonil

grubunun (C=0) keskin absorpsiyon bandi ve 3400- 3000 cm™ arasindaki bélgede
PAA yapisinda hidroksil (-OH) grubuna ait gerilme bandi gorulmektedir (Sekil 24)
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Sekil 24. PAA polimerinin FT-IR spektrumu

Termal olarak islem gérmas fiberlerin FT-IR spektrumu (Sekil 25) incelendidinde,
esterlesme dncesinde yapida bulunan hidroksil gruplarinin gigli molekdller arasi
hidrojen bagindan dolayr 3400-3200 cm™ de hidroksil absorpsiyonu
gbzlenmektedir. Ayrica 1714 cm™ de gbzlenen ester yapisina ait karbonil
titresim bandi, 1100-1000 cm™ arasinda C-O ve C-O-C geriimeleri gériilmektedir
(Arndt vd., 1999).
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Sekil 25.Termal islem uygulanmis nanofiberinesterlesme sonrasindaki FT-IR spektrumu

CDI ile aktiflestiriimis nanofiber yuzeylerinin Sekil 26 deki FT-IR spektrumu

incelendiginde, imidazol halkasina ait 1610 cm™ de olusan yeni C=N bandi ve
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1560 cm™ de C=C bandi gézlenmektedir. Ayni zamanda 1713 cm-1
poliakrilikasitin (PAA) karbonil gruplariyla ¢akisik yeni imidazol halkasina ait
karbonil gerilmesi gériilmektedir. C=0 diizlem disi egilme piki ise 769 cm™ de
gOzlenmistir.
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Sekil 26.CDl ile aktiflestirilmis capraz bagli nanofiber FT-IR spektrumu

3.2 Nanofiberlerin Morfolojik Karakterizasyonu
Tdm nanofiberlerin  morfolojik incelemeleri Goruntlli  Elektron Mikroskopisi  (SEM)

gerceklestirildi.

3.2.1 Birinci Seri Nanofiberlerin Karakterizasyonu
Nanofiberlerin SEM gérintist (Sekil 27) incelendiginde, PVA-PAA ¢dzeltisinden
elektrospinning yontemiyle ortalama 190 nm c¢apinda, dizgin yapida ve

boncuksuz morfolojiye sahip nanofiberler elde edildigi gorulmektedir.
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Sekil 27. 190 nm fiber ¢apina sahip birinci seri nanofiber SEM goérintisu
3.2.2 ikinci Seri Nanofiberlerin Karakterizasyonu

Nanofiberlerin SEM gérintlist (Sekil 28) incelendiginde, ortalama 180 nm

boyutlarina sahip, dizgln dagilimli ve boncuksuz bir morfoloji sergiledigi

W
ength: 199.95 nm

g6rilmektedir.

Sekil 28.ikinci seri nanofiberlere ait SEM goriintiisii
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3.2.3 Ugiincii Seri Nanofiberlerin Karakterizasyonu
Ortalama 150 nm boyutlarina sahip, dizgin dagilimh ve boncuksuz bir morfoloji

sahip Ugunucu seri nanofiberlerin SEM gortnitsu Sekil 29 ‘de yer almaktadir.

ength: 109.55 ni

Acc.VuSpot Magn Det
5.00 kV 2. x SE

Sekil 29. Ortalama 150 nm fiber ¢apina sahip nanofiberler

3.2.4 Dordiincii Seri Nanofiberlerin Karakterizasyonu
Doérduncu seri nanofiberlerin ortalama 130 nm c¢apinda, duzgun dagihmh ve

boncuklanma géstermeyen bir morfolojiye sahip oldugu gérilmektedir. (Sekil 30)

ength: 121. 53’

ength: 118.87 Nl

Working Distance
5.6 mm

Sekil 30. Dorduncu seri nanofiber SEM goruntisi
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3.2.5 Termal Olarak Capraz Bagli Nanofiberler
100 ve 140 °C’de gergeklestirilen termal esterifikasyon reaksiyonu sonucunda
nanofiberlerin birbirleriyle ¢capraz baglanarak ¢apraz bagli ag yapi olusturduklari

SEM géruntusiunden gézlenmektedir (Sekil 31).
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Sekil 31. Capraz baglanmis nanofiberlerin SEM géruntuleri

3.3 Nanofiberlerin Termal Karakterizasyonu

Termal islem o&ncesinde ve sonrasinda nanofiberlerin gakisik TGA
termogramlari$ekil 3.10’da yer almaktadir. Termogramda, 3 ana kutle kaybi
g6zlenmektedir (Chirowodza ve Sanderson, 2010). 100 °C altinda g6zlenen kutle
kayiplariyapi bulunan nemin uzaklasmasiyla, diger kutle kayiplarinin ise polimer
ana zincirlerinin degredasyonundan meydana geldigi dusunulmektedir. Termal
islemin nanofiber yapisinin termal kararhhigini arttigi TGA termogramindan net bir
sekilde gbzlenmektedir.
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Esterifikasyon éncesi

~——— Esterifikasyon sonras:
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Sekil 32. Termal islem 6ncesinde ve sonrasinda nanofiberlerin ¢akisik TGA termogramlari

Nanofiberlerin  esterifikasyon dncesinde ve sonrasinda c¢akislk DSC
termogramlarindan, esterifikasyon sonrasinda c¢apraz bagh PVA-PAA
nanofiberinin daha ylksekTg degerine sahip oldugu gérilmektedir (Sekil 32).
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Sekil 33. Nanofiberlerin ¢akisik DSC grafikleri

NanofiberlerinTGA ve DSC sonuglarindan, PVA ve PAA zincirlerinin birbirleriyle

capraz baglanmalari sonucunda termal kararliiginin arttigi géralmektedir (Sekil

33).
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3.4 PBS, inek siiti ve anne siutiine farkli konsantrasyonlarda eklenen
fluoksetinin,
norfluoksetin antikoru immobilize lizerine

edilmis CPG baglanma

verimlerinin karsgilagtiriimasi

25, 50, 75, 100 ve 150 ng/mL konsantrasyonlarinda PBS, inek siti ve anne
sutiine eklenen fluoksetinin CPG ylzeyine baglanma verimleri Tablo 9 da
gOsterilmistir.

PBS’e eklenen 25 ng/mL fluoksetinin CPG’ye baglanma verimi 50 ve 75 ng/ mL
fluoksetin iceren PBS’e gore anlamli derecede ylksek bulunmustur (Tablo 9).
inek siitiine eklenen 75 ng/mL fluoksetinin CPG’ye baglanma verimleri 100 ng/mL
fluoksetin iceren PBS’e gore anlamli derecede dusik bulunmustur (Tablo 9).

Anne sitline eklenen 50 ng/mL fluoksetinin CPG’ye baglanma verimleri 75 ve 150
ng/mL fluoksetin iceren PBS’e gdre anlamli derecede diustk bulunmustur (Tablo

9)

Tablo 9. PBS, inek siti ve anne sutline farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG

Uzerine baglanma verimlerinin karsilagtiriimasi

25 ng/mL 50 ng/mL 75 ng/mL 100ng/ ml 150 ng/mL | p
Fluoksetin | Ort SD Ort SD Ort SD Ort SD Ort SD degeri
PBS 69.30 0.41 | 62.70 0.83 | 63.14 0.33 | 64.60 0.47 | 68.30 0.37 | 0.0002
AAA, »
inek siitii | 83.20 0.77 | 82.70 1.30 | 81.40 1.40 |85.30 1.21 |83.60 1.52 | 0.0112
**
Anne siitii | 82.40 0.49 |81.20 0.87 | 84.80 1.58 | 83.10 0.97 | 85.30 1.13 | 0.0009

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: FosfatTampon

*: p<0.05,
++: p<0.01,

75 ng/mL ile karsilastirma **: p<0.01,100 ng/mL ile kargilastirma
150 ng/mL ile karsilagstirma  AAA : p<0.001, 50 ng/mLile kargilastirma
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Sekil 34’de goéruldagu Gzere en disik verim ile CPG’ye baglanma PBS’e eklenen fluoksetin

orneklerinde gozlenmistir.
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Sekil 34. Farklh konsatrasyonlardaki fluoksetinin CPG’ye PBS, inek sutu ve anne sitl

icerisindeki baglanma verimlerinin karsilastiriimasi
3.5 PBS, inek Siitii ve anne siitiine farkl konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin,

norfluoksetin antikoru immobilize edilmis nanofiber Gizerine baglanma verimlerinin

karsilasgtiriimasi

25, 50, 75, 100 ve 150 ng/mL konsantrasyonlarinda PBS, inek suti ve anne

sutline eklenen fluoksetinin nanofibere baglanma verimleri Tablo 10 gosterilmigstir.

PBS’e eklenen 25 ng/mL fluoksetinin nanofibere baglanma verimleri 150 ng/ mL
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fluoksetin iceren PBS’e gore istatiksel olarak anlamli derecede dusik
bulunmustur. Yine 50 ng/mL fluoksetin iceren PBS &Orneklerindeki fluoksetinin
nanofibere baglanma verimi 100 ve 150 ng/mL fluoksetin iceren PBS’ye gore

istatiksel anlamli diguk bulunmusgtur. (Tablo 10).

inek sitiine eklenen 25 ng/mL fluoksetinin nanofibere baglanma verimleri 100
ve150 ng/ mL fluoksetin iceren inek sutiine goére anlaml derecede dusik
bulunmustur. Yine 50 ng/mL fluoksetin iceren inek sutindeki fluoksetinin
nanofibere baglanma verimi 100 ve 150 ng/mL fluoksetin iceren inek sitline gore

anlamh disutk bulunmustur (Tablo 10).

Anne sutline eklenen fluoksetin 6rneklerinin  nanofibere baglanma verimleri

aralarinda anlamli bir farkhlik bulunmamistir (Tablo 10).

Tablo 10. PBS, inek sutu ve anne sutune farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin

nanofiber baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Fluoksetin | 25 ng/mL 50 ng/mL 75 ng/mL 100ng/ ml 150 ng/mL P
Ort SD | Ort SD | Ort SD | Ort SD | Ort degeri

PBS 65.80 1.09 |61.40 1.27 |68.20 0.84 | 74.30 1.58 | 76.90 0.82 | 0.0001
+ *k, HHF

ineksiitii 9240 140 |[93.70 1.61 |93.10 0.79 | 95.20 0.98 | 96.10 1.29 | 0.0001
Sk, FHE ++ o

Anne sutu | 97.60 1.12 |97.36 1.06 |97.60 1.58 |98.70 0.74 | 98.70 0.62 | 0.0112

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: FosfatTampon

+ : p<0.05, ++:p<0.01, +++, 150 ng/mL ile karsilastirma * p<0.05, ** :p<0.01, 100 ng/mL ile karsilagtirma

Sekil 35'de goéruldugu UGzere en dusuk verim ile nanofibere baglanma PBS’e
eklenen fluoksetin orneklerinde gd6zlenmistir. En yiksek verim ile nanofibere

baglanma ise tim fluoksetin konsantrasyonlarinda anne sutl icerisinde olmustur.
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Sekil 35. Farkl konsantrasyonlardaki fluoksetinin nanofibere PBS, inek sutu ve

anne sutd icerisindeki baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

3.6 PBS’e farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

PBS’e farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere
baglanma verimlerinin karsilastiriimasi ile ilgili sonuclar Tablo 11’de belirtilmisitir.
Tablo 11’e gbre PBS igerisindeki fluoksetinin 25 ve 50 ng/mL disindaki diger
konsantrasyonlarda nanofibere CPG’ye gére anlamli derecede daha ylksek
verim ile baglandigi gérulmektedir.25 ng/mL fluoksetin CPG’ye nanofibere gore
anlamli derecede yuksek verimle baglanmistir. 50 ng/mL fluoksetinin CPG ve

nanofibere baglanmalari arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
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Tablo 11. PBS tamponuna farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Fluoksetin CPG Nanofiber P degeri
(ng/mL)

Ort SD Ort SD
25 69.30 0.41 65.80 1.09 0.079
50 62.70 0.83 61.40 1.27 NS
75 63.14 0.33 68.20 0.84 0.012
100 64.60 0.47 7430 1.58 0.012
150 68.30 0.37 76.90 0.82 0.012

ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass

Sonuglar Ortalama (Ort)

3.7 inek siitiine farkh konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

inek siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere baglanma

verimlerinin karsilastiriimasi ile ilgili sonuglar Tablo 12’de belirtilmisitir.
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Tablo 12. inek sitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve
nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Fluoksetin CPG Nanofiber p degeri
(ng/mL)
Ort SD Ort SD

25 83.20 0.77 92.40 1.40 | 0.0016
50 82.70 1.30 93.70 1.61 | 0.0016
75 81.40 1.40 93.10 0.79 | 0.0043
100 85.30 1.21 95.20 0.98 | 0.0043
150 83.60 1.52 96.10 1.29 | 0.0016

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass

Tablo 12 ‘ye gbre inek sutindeki fluoksetin tim konsantrasyonlarinda nanofibere

daha yuksek verim ile baglanmistir.
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3.8 Anne siitiine farklh konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve

nanofibere baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Anne sutune farkh konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi ile ilgili sonuglar Tablo 13’de belirtiimisgitir.

Tablo 13. Anne siutine farkh konsantrasyonlarda eklenen fluoksetinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin kargilastiriimasi

Fluoksetin CPG Nanofiber p degeri
(ng/mL)
Ort SD Ort SD

25 82.40 0.49 97.60 1.12 0.0027
50 81.20 0.87 97.36 1.06 0.0027
75 84.80 1.58 97.60 1.58 0.0027
100 83.10 0.97 98.70 0.74 0.0026
150 85.30 1.13 98.70 0.62 0.0026

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass

Tablo 13 ‘e gdre anne sltlndeki fluoksetin tim konsantrasyonlarinda nanofibere

daha yuksek verim ile baglanmistir.
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3.9 PBS, inek Siitii ve anne siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen
kotininin, kotinin antikoru immobilize edilmis CPG’ye baglanma verimlerinin

karsilagtiniimasi
10, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarinda PBS, inek sutl ve anne sutune

eklenen kotinin CPG’ye baglanma verimleri Tablo 14’de gdsterilmigtir.

Tablo 14. PBS, inek sitl ve anne sutine farkli konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG’ye

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Kotinin 10 ng/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100ng/ ml
p

Oort SD Ort SD Ort SD Ort SD degeri

PBS 57.00 1.28 |61.60 041 62.40 0.71 |65.70 0.74 | 0.0005
A, *%

ineksiitii 80.40 0.62 [84.42 1.16 82.00 0.84 |87.50 0.88 | 0.0006

*k%k *

Anne situ | 81.20 0.78 | 85.10 1.13 84.30 1.26 |86.40 0.92 | 0.0032

**

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: FosfatTampon
A : p< 0.05 50 ng/mL ile karsilagtirma ** : p<0.01, +++, 100 ng/mL ile karsilastirma
*** : p<0.001 100 ng/mL ile karsilagtirma

PBS’e eklenen 10 ng/mL kotinin nanofibere baglanma verimi 50 ve 100 ng/ mL

kotinin iceren PBS’e gore anlamli derecede yuksek bulunmustur (Tablo 14).

inek siitiine eklenen 10 ng/mL kotininin nanofibere baglanma verimi 100 ng/mL

kotinin iceren PBS’e gére anlamli derecede dusik bulunmustur (Tablo 14).

Anne sutune eklenen kotinin miktarlari kargilastirildidinda en yiuksek verim ile
nanofibere baglanma 100 ng/mL kotininde olmustur. PBS’e eklenen 10 ng/mL

kotininin nanofibere baglanma verimleri 100 ng/mL kotinin iceren PBS’e gore
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anlamli derecede duguk bulunmusgtur (Tablo 14).

Sekil 36’ de goéruldugu Uzere en disuk verim ile CPG’ye baglanma PBS’e eklenen

kotinin drneklerinde gdzlenmistir
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Sekil 36. Farkli konsatrasyonlardaki kotininin CPG’ye PBS, inek sutiu ve anne

sutd icerisindeki baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

3.10 PBS, inek Siitii ve anne siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen
kotininin, kotinin antikoru immobilize edilmig nanofibere baglanma

verimlerinin karsilagtiriimasi

10, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarindaPBS, inek sitlu ve anne sitine

eklenen kotinin nanofibere baglanma verimleri Tablo 15’de gosterilmigtir.
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Tablo 15. PBS, inek siUtl ve anne sutine farkl konsantrasyonlarda eklenen

kotininin nanofibere baglanma verimlerinin kargilastiriimasi

Kotinin 10 ng/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100ng/ ml
p degeri

Oort SD Oort SD Ort SD Oort SD

PBS 7138 139 | 7850 1.05 |8250 0.71 [83.40 0.92 | 0.0008
A, *%

ineksiitii 88.20 0.76 |87.30 1.12 |94.10 1.07 |94.60 1.13 | 0.0001
AAA, *k*k AAA, *k*k

Anne siitii 91.20 2.13|93.10 2.86|95.70 2.28 |96.20 3.22 | 0.0004
AA, *k%k

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: FosfatTampon

A :p<0.05, AA:p<0.01
: p<0.01,

*% p<001 *kk

PBS’e eklenen 10 ng/mL kotinin nanofibere baglanma verimi 50 ve 100 ng/ mL

AAA : p<0.001, 50 ng/mLile karsilastirma
100 ng/mL ile kargilastirma

kotinin iceren PBS’e gére anlamli derecede yuksek bulunmustur (Tablo 15).

PBS’e eklenen 10 ve 25 ng/mL kotinin nanofibere baglanma verimleri 50 ve 100

ng/mL kotinin iceren PBS’e gore anlaml derecede dusuk bulunmustur (Tablo 15).

PBS’e eklenen 10 ng/mL kotininin nanofibere baglanma verimleri50 ve 100 ng/mL

kotinin iceren PBS’e gdre anlamli derecede dusuk bulunmustur (Tablo 15).

Sekil 37°’da goéruldigu Uzere en disuk verim ile nanofibere baglanma PBS’e

eklenen kotinin érneklerinde goézlenmigtir
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Sekil 37. Farkh konsatrasyonlardaki kotininin nanofibere PBS, inek sitl ve anne

sutd icerisindeki baglanma verimlerinin karsilastiriimasi
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3.11 PBS’e farkli konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

PBS’e farkh konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve nanofibere baglanma
verimlerinin kargilastiriimasi ile ilgili sonuglar Tablo 16’da belirtiimisitir. Tablo 16’ya
gbére PBS’e eklenen 10, 25, 50, 100 ng/mL kotininin CPG ve nanofibere
baglanmalan kargilastirildiginda kotininin nanofibere anlamli derecede yuksek

verim ile baglandigi tespit edilmigtir.

Tablo 16. PBS tamponuna farkli konsantrasyonlarda eklenen kotinin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Kotinin CPG Nanofiber P degeri
(ng/mL)

Ort SD Ort SD
10 57.00 1.28 71.38 1.39 0.0079
25 61.60 0.41 7850 1.05 0.0075
50 62.40 0.71 8250 0.71 0.0079
100 65.70 0.74 83.40 0.92 0.0079

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass
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3.12 inek siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve
nanofibere baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

inek stiine farkll konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve nanofibere
baglanma verimlerinin karsilastiriimasi ile ilgili sonuclar Tablo 17°de belirtilmigitir.
Tablo 17’ye gore PBS’e eklenen 10, 25, 50, 100 ng/mL kotininin CPG ve
nanofibere baglanmalari kargilastirildiginda kotininin nanofibere anlamli derecede

yuksek verim ile baglandigi tespit edilmistir.

Tablo 17. inek sutlnefarkll konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve
nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Kotinin CPG Nanofiber P degeri
(ng/mL)

Ort SD Ort SD
10 80.40 0.62 88.20 0.76 0.0016
25 84.42 1.16 87.30 1.12 0.0053
50 82.000.84 94.10 1.07 | 0.0043
100 87.50 0.88 | 94.60 1.13 0.0016

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass

3.13 Anne siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve

nanofibere baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Anne sitine farkli konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve nanofibere
baglanma verimlerinin karsilastiriimasi ile ilgili sonuglar Tablo 18’de belirtilmisgitir.
Tablo 18’e goére PBS’e eklenen 10, 25, 50, 100 ng/mL kotininin CPG ve nanofibere
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baglanmalan kargilastinildiginda kotininin nanofibere anlamli derecede yuksek

verim ile baglandidi tespit edilmigtir.

Tablo18.Anne sutinefarkh konsantrasyonlarda eklenen kotininin CPG ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Kotinin CPG Nanofiber P degeri
(ng/mL)

Ort SD Ort SD
10 81.20 0.78 |91.20 2.13 0.0007
25 85.10 1.13 |93.10 2.86 0.0007
50 84.30 1.26 | 95.70 2.28 0.0027
100 86.40 0.92 |96.20 3.22 0.0007

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass

3.14 PBS eklenen siklosporinin, siklosporin antikoru immobilize edilmis

CPG’ye baglanma verimlerinin karsilagtiriimasi

Siklosporin antikorunun az miktarda olmasi ve pahali olmasi nedeniyle CPG

Uzerine baglanma verimleri sadece PBS igeririsinde dl¢ulmustir (Tablo 19).
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Tablo 19 . PBS icindeki siklosporin CPG (izerine baglanma verimlerinin
karsilastiriimasi
Siklosporin 100 ng/mL 200 ng/mL 300 ng/mL

p degeri
Ort SD Oort SD Oort SD

PBS 53.70 091 |54.30 1.81 |56.10 0.95 |NS

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: fosfat Tampponu

Tablo 19 ‘a gére PBS’e farkli konsantrasyonlarda eklenen siklosporinin CPG

Uzerine baglanma verimleri arasinda anlamh bir farklilik bulunmamistir.

3.15 PBS, inek Siitii ve anne siitiine farkli konsantrasyonlarda eklenen
siklosporinin, siklosporin antikoru immobilize edilmis nanofiber iizerine
baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

100, 200 ve 300 ng/mL konsantrasyonlarindaPBS, inek suti ve anne sitlne

eklenen siklosporinin nanofibere baglanma verimleri Tablo 20’de gosterilmistir

Tablo 20. PBS, inek sitli ve anne sutine farkli konsantrasyonlarda eklenen
siklosporinin nanofibere baglanma verimlerinin kargilastiriimasi
Siklosporin 100 ng/mL 200 ng/mL 300 ng/mL

p degeri
Ort SD Ort SD Ort SD
PBS 80.20 0.71 |82.80 1.19 (8250 0.46 | 0.0092
A *
ineksiitii 91.30 191 |91.70 0.93 [90.70 1.76 | NS

Anne st 93.10 2.02 |94.70 1.92 |94.00 0.70 | NS

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. PBS: FosfatTampon
A :p <0.05 200 ng/mL ile karsilastirma * : p< 0.05 300 ng/mL ile karsilastirma
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PBS’e eklenen 100 ng/mL siklosporinin nanofibere baglanma verimleri 200 ve
300 ng/ mL siklosporin iceren PBS’e gore istatiksel olarak anlamli derecede diusik

bulunmustur(Tablo 20).

inek sitiine eklenen siklosporin miktarlari karsilastirildi§ginda aralarinda anlamli bir
farklilik bulunmamigtir (Tablo 20)..

Anne sutline eklenen fluoksetin 6rneklerinin  nanofibere baglanma verimleri

aralarinda anlamli bir farkhlik bulunmamistir (Tablo 20).

3.16 PBS’e farkli konsantrasyonlarda eklenen siklosporinin CPG ve

nanofibere baglanma verimlerinin karsilagtiriimasi

PBS tamponuna farkli konsantrasyonlarda eklenen siklosporinin CPG ve
nanofiberebaglanma verimlerinin karsilastirildiginda nanofibere anlamli derecede

yuksek verimle baglandigi tespit edilmstir.

Tablo 21. PBS tamponuna farkli konsantrasyonlarda eklenen siklosporinin CPG
ve nanofibere

baglanma verimlerinin karsilastiriimasi

Siklosporin CPG Nanofiber P degeri
(ng/mL)

Ort SD Ort SD
100 53.70 0.91 80.20 0.71 0.0079
200 5430 1.81 82.80 1.19 0.0079
300 56.10 0.95 82.50 0.46 0.0075

Sonuglar Ortalama (Ort) ve standart sapma (SD) seklinde sunulmustur. CPG: Controlled pore glass
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3.17 Fluoksetin antikorlarinin denatiire edilen ve edilmeyen formlarina

uygulanan elektroforez iglemi

Antikorlarin denature ve denature olmayan halleri elektroforeze tabii tutularak
goruntileri elde edildi ve elektroforez standarti olarak kullanildi (Sekil 38 ve Sekil
39).

Sekil 38. Denatire edilmeyen fluoksetin antikorunun kuyucuk bagina 2-1-0,5-0,25
Mg yuklenmis SDS-PAGE goruntisu

Denature edilen fluoksetin antikorunda 0,25 pg fluoksetin denature edilmeyene

gbére daha net goraldu (Sekil 38) .

Denature edilmis fluoksetin antikoruna SDS-PAGE uygulandiginda ise kuyucuk
basina 0,5 pg yuklemeye kadar tespit edilmistir bu miktarin altinda antikor tespiti
yapilamamistir (Sekil 38).

immobilizasyon islemi sonrasi toplanan yikama sularinda bulunabilecegini
disundigumiz fluoksetin antikoru elektroforeze tabi tutulmadan énce yikama
sulari biriktirilip liyafilizatérde fazla sulari uzaklastirildi ve geriye kalan kuru kisim
elektroforeze uygulanacak sekilde dilie edilerek bu kismlara elektroforez
uygulandi. Elektroforez islemi ile yikama sularinda herhangi bir fluoksetin antikoru
tespit edilmedi. Dolayisiyla uyguladigimiz immobilizasyon asamasinda 0.25 ug

kadar bile antikor olmadigini tespit ettik. Daha az miktarda bir fluoksetin antikoru
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varliginin tespiti icin uyguladigimiz Western blotting islemlerinde de fluoksetin

antikoru tespit edilmemistir (Sekil 40).
Sekil 39°'da denatire edilen fluoksetin antikorunun 4 farkli konsantrasyonda (2-1-

0,5-0,25 ug) yuklenmis SDS-PAGE goruntisi yer almaktadir.

Sekil 39. Denature edilen fluoksetin antikorunun 3 farkli konsantrasyonda elde

edilen (2-1-0,5 ug) SDS-PAGE goéruntusu

Sekil 40. Western Blotting yontemi ile immobilizasyon yikama sularinda fluoksetin

aranmasi
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3.18 Kotinin antikorlarinin denatiire edilen ve edilmeyen formlarina
uygulanan

elektroforez iglemi

Standardizasyon c¢aligmalari igin kotinin antikor Orneklerinin bilinen miktarlari
denatiire edilerek ve edilmeyerek iki ayri sekilde elektroforez islemi uygulandi
(Sekil 41 ve Sekil 42).

Sekil 41. Denature edilmemis kotinin antikorunun kuyucuk basina 2-1-0,5-0,25 ug
olarak yUklenmis SDS-PAGE jel goruntis;

Denattre edilmeyen numunelerde 0.25 ug kotinin antikoru net olarak gérilemedi.
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Sekil 42. Denature edilen kotinin antikorunun kuyucuk basina 2-1-0,5-0,25 pg
olarak yUklenmis SDS-PAGE jel goruntis;

Elektroforez iglemi ile yikama sularinda herhangi bir kotinin antikoru tespit
edilmedi. Dolayisiyla uyguladigimiz immobilizasyon asamasinda 0.25 ug kadar
bile antikor olmadigini tespit ettik. Daha az miktarda bir kotinin antikoru varliginin
tespiti icin uyguladigimiz Western blotting islemlerinde de kotinin antikoru tespit
edilmemistir (Sekil 43).

Sekil 43. Western Blotting yontemi ile immobilizasyon yikama sularinda kotinin

aranmasi
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3.19 Siklosporin antikorlarinin denatiire edilen ve edilmeyen formlarina
uygulanan

elektroforez iislemi

Standardizasyon galismalari igin siklosporin antikor érneklerinin bilinen miktarlar
denatiire edilerek ve edilmeyerek iki ayri sekilde elektroforez islemi uygulandi
(Sekil 44).

Sekil 44. Denatlre edilmis ve edilmemis siklosporin antikorunun kuyucuk basina
2-1-0,5-0,25 pg olarak yuklenmis SDS-PAGE jel goruntusu;

Elektroforez islemi ile ylkama sularinda herhangi bir siklosporin antikoru tespit
edilmedi. Dolayisiyla uyguladigimiz immobilizasyon asamasinda 0.25 ug kadar
bile antikor olmadigini tespit ettik. Daha az miktarda bir kotinin antikoru varliginin
tespiti icin uyguladiimiz Western blotting islemlerinde de kotinin antikoru tespit
edilmemistir (Sekil 45).
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Sekil 45. Western Blotting yontemi ile immobilizasyon yikama sularinda

siklosporin aranmasi
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TARTISMA

Son yillarda kimyasal ve biyokimyasal bilesiklerin algilanmasinda kullanilan nano
boyutlu malzemelerin ayarlanabilir ve birgok gelistirilebilir 6zellige sahip olduklari
ispatlanmigtir. Bu nedenle nano boyutlu malzemelerin biyo-algilamada kullaniimak
Uzere sentezlenmesi, karakterizasyonu ve geligtiriimesi konulari en 6énemli
arastirma alanlarindan biri olmustur. Nanopartikiller 100 nmden kiglik ve
boyutlarina 6zgul dzelliklere (elektron tutucu etki, gecici miknatislik 6zelligi, ylizey
plazmonrezonansi gibi) sahip bilesiklerdir. Boyutlari ve bu 6zellikleri nedeniyle
biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilirler (Coulet, 2010; Mulchandani 1991
Yegenoglu 2013). Nano boyutlu malzemelerin Uretim yontemlerinden biri de

elektrospinnig (elektro egirme) yontemidir.

Elektrospinning yontemi kullanilarak hazirlanan nanofiberler esnek ve ¢ok saglam
yapili malzemelerdir. BukUlerek veya kivrilarak yapilari bozulmadigi icin istenilen
boyutlardaki sekillerde kullanilabilir. Ayrica bu énemli avantajlarin yaninda filtre

kalinhidinin ayarlanabilir olmasi uygulama kolayligini artirmaktadir.

Bu proje kapsaminda gelistirilen PVA-PAA esasli nanofiberlerin genis ylzey alani
ve ylksek vylzey/hacim orani sahip olmasindan dolayl, immobilizasyon
¢alismalarin sonuglarinda gdzenekli polimerik yapilar ile (mikro kireler gibi)
karsilastirildiginda daha iyi sonuglar elde edildigi gézlenmektedir. Capraz bagh Ug
boyutlu ag yapi icerisinde biyomoleklller daha etkin baglanma verimlerine
sahiptirler. Ayni zamanda PVA-PAA esasli nanofiber filtrenin hidrofilik yapisi sulu/
fizyolojik ortamlarda kolayca siserek protein esasli biyomolekullerin baglanma

yuzdesini artirmaktadir.

Kim ve arkadaslari (2010)protein immobilizasyonu islemlerinde 3 boyutlu
nanoyuzeylerin duz ylzeylere gore daha purussuz ve genis bir alan olugturdugunu
ve bu yolla 5 kat daha fazla proteinin nanoylizeye immobilize edilecegini

belirtmislerdir.

Antikorlarin substrata immobilizasyonunun avantajlari kendi ligand molekulleri ile
oldukcga spesifik etkilesime girmeleri, hedef protein veya liganda geri donusumsuz

olarak baglanmalardir. Antikorlar daha once farkli ylzeylere baglanmistir. Bunlar
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kati yuzeyler (Dixit 2011) mikro fluidik platformlar (Feyssa 2013), karboksil
yuzeyler (Pei 2010), mikro arrayler (Peluso 2003), ultraflat polistrene ylzeyler
(Qian 2000), altin parcaciklari (Karyakin 2000), kitosan mikro tanecikleri (Custodio
2013), kitosan yuzeyler (Costodio 2012) dir. Substarata antikor
immobilizasyonunun en 6nemli roli hicre ve protein adhezyonu igin spesifik
bdlgeler olusturmasidir.

Bu proje kapsaminda PVA-PAA esasli nanofiber elektrospinning yontemi
kullanilarak uretilmis, daha sonra nanofibere fluoksetin, kotinin ve siklosporin
antikorlari immobilize edilmistir. Antikor immobilize edilmis nanofiberin etkinligi
PBS, inek sutlu ve anne sutu icerisindeki fluoksetin, kotinin ve siklosporin ile tayin

edilmigtir.

Calismamizda anne sitinden fluoksetin, kotinin ve siklosporini uzaklastirmak icin
gelistirdigimiz PVA-PAA esasli antikor immobilize nanofiberin etkinligini yine nano
boyutlu Prosep - VA Ultra Plus Chromatograpy Media (Milipore, DS-
DS2234ENOQ0) ticari ismi ile bilinen ¢aplari 75-125 ym araliginda olan Protein A

immobilize edilmis cam boncuklar (controlledporeglass, CPG) ile karsilastiriimigtir.

Yaptigimiz literatir arastirmamizda anne sitlinden fluoksetin, kotinin ve
siklosporin uzaklastiriimasi amaci ile immobilizasyon teknikleri ve nano ylzeyler

daha 6nce kullanilmamistir. Projemiz bu alanda yapilan ilk ¢galismadir.

Anne sitl bebek yasaminin ilk alti ayi i¢cin vazgecilmez bir besin oldugu i¢in her
anne bebegdine sit vermeyi istemektedir. Saglik nedeniyle zorunlu fluoksetin veya
siklosporin iceren ilaglari kullanan anneler ve bebege zarar verdiginin farkinda
olmadan sigara kullanan annelerin sitlerine her U¢ madde gecgerek bebek
Uzerinde cesitli olumsuz etkiler olusturmaktadir. Calismamizda anne sitiinden
uzaklastiriimasini hedefledigimiz fluoksetin, kotinin ve siklosporine karsi 3 ayri
immunosorbent 6zellikli nanofiber geligtiriimistir. Gelistirilen ylUzey fluoksetin,
kotinin ve siklosporini miknatis gibi kendine ¢ekerek bulundugu PBS, inek sutu ve

anne sutu ortamlarindan uzaklastirmaktadir.

Fluoksetinin nanofibere baglanma verimi PBS igerisinde inek suti ve anne
sutine gore daha dusuk bulunmustur. Anne sutine eklenen bes ayri
konsantrasyondaki (25, 50, 75, 100 ve 150 ng/mL) fluoksetinin anne sutlinden

uzaklastinilma verimleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Anne
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sutinden fluoksetin %98 oraninda uzaklastiriimistir.

Fluoksetinin PBS, inek sutu ve anne sutunden CPG veya nanofiber aracih
uzaklastiriimasi karsilastirildiginda nanofiber CPG’ye gdre her Ug¢ sivi igerisinden
de fluoksetini istatiksel olarak anlamli derecede ylksek verimle uzaklastirmistir.

En yuksek baglama verimi yine anne situ ve nanofiber ile elde edilmigtir.

Bu sonugclar dogrultusunda anne sutuntn daha 6nce bilinmeyen bir 6zelligi daha
tespit edilmistir. Bu da anne situnin, fosfat tamponu veya inek sutine goére
antikor-antiien baglanma kapasitesini arttirdigidir. Anne sutinin bu etkisi

arastirmaya acik bir konudur.

Kotininin nanofibere baglanma verimi PBS igerisinde inek sitl ve anne sutlne
gore daha dusuk bulunmustur. Anne sutline eklenen dort ayri konsantrasyondaki
(10, 25, 50 ve 100 ng/mL) kotinin anne sutunden uzaklastirilma verimleri
karsilastirildiginda sadece 10 ng/mL kotininin uzaklastirilma verimi 50 ve 100
ng/mL’ye gore anlamli derecede diusuk bulunmustur. Konsantrasyon artisi
baglanma verimini yaklasik % 4-5 oraninda etkilemistir. Genel olarak bakildiginda
kotinin anne sitinden nanofiber kullanilarak uzaklastiriima verimi yaklasik % 94

olarak tespit edilmistir.

Kotininin PBS, inek s0tl ve anne sitinden CPG veya nanofiber aracili
uzaklastiriimasi karsilastirildiginda nanofiber CPG’ye gére her U¢ sivi igerisinden
de kotinini istatiksel olarak anlamli derecede yuksek verimle uzaklastirmistir. En

yuksek baglama verimi yine anne sitl ve nanofiber ile elde edilmigtir.

Galismamiz kapsaminda sigara icen anne bulmak hastane ortamlarinda mimkun
olmamistir. Cevremizde yaptidimiz arastirmalarda emziren ve sigara igen iki
anneden elde ettigimiz sut ornekleri ile deneme yapilmistir. Ancak 2 numuneden

elde edilen sonuglar istatiksel olarak degerlendirilemedidi i¢cin sunulmamigtir.

Siklosporinin  nanofibere baglanma verimi PBS igerisinde inek sutl ve anne
sutine gobére daha dusuk bulunmustur. Anne sutine eklenen U¢ ayn
konsantrasyondaki (100, 200, 300 ng/mL) siklosporinin anne sutinden
uzaklastiriima verimleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiki olarak anlamli bir
fark bulunmamistir.  Siklosporinin anne sutinden nanofiber kullanilarak

uzaklastiriima verimi yaklasik % 94 olarak tespit edilmigtir.
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SONUG

1125138 no’lu “Anne sutine gegen bazi ilaglarin ve toksik maddelerin

uzaklastiriimasi” isimli projemizden elde ettigimiz sonuglar;

1-

2-

PVA-PAA esasli nanofiber elektrospinning yontemi kullanilarak basgarih bir
sekilde Uretilmigtir.

Uretilen nanofiberin (izerine fluoksetin, kotinin ve siklosporin antikorlarin
immobilize edilmistir.

Gelistirdigimiz bu immunosorbent 6zellikli nanofiber ile fluoksetin anne
sutiinden yaklasik olarak %98 oraninda uzaklastiriimistir.

Kotinin yaklasik % 94 oraninda anne sutiinden uzaklastirilmistir.

Siklosporin de yaklasik % 94 oraninda anne sutinden uzaklastiriimistir.

Anne sUtliniin antikor-antijen baglanma reaksiyonunu PBS ve inek sttiine goére

arttirdig1 tespit edilmistir.

Calismamizin sonuglari dogrultusunda daha dnce dinyada bir 6rnedi olmayan bir arastirma

tamamlanmistir. Gelistirdigimiz yéntem ve materyaller Uretime yoneliktir. Proje ekibi olarak bu

calisma ile elde edilen prototip filtrenin sanayi ile ortak olarak yeni ¢alismalar ile gelistiriimesinin

bilimsel alanda ulkemize katma deger saglayacagini diginmekteyiz.

Bu sekilde yolumuza devam edersek bebeklerin beslenmesinde altin kriter olarak kabul edilen

anne sutlinun tadini bebeklerin doyasiya ve yan etkisiz ¢ikarmasini saglayabiliriz ve gelecek

nesil saglhigina katkida bulunabiliriz.
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Glnlmuizde anne sutu ile beslenme bebek beslenmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak ilaglarin emziren anneler tarafindan bilingsizce kullanimi veya yan etkileri
hakkinda bilgi eksikligi nedeniyle bir ¢gok hastalik geng nesillerde sorun olusturmaktadir.
Ayrica gunlik yasamda yiyeceklerle alinan birgok katki maddeleri, tarim ilaglari, tatlandiricilar,
tutlin ve tattn urdnleri, alkol, ilaglar vs. veya bunlarin yikim Uriinleri anne sutiine gegerek
bebegin saghgini tehdit etmektedir. Anne farkinda bile olmadan siite gecgen ilaglar veya
kimyasal maddelerin bebekte otizm, hiperaktivite, kanser gibi hastaliklara neden olbilmektedir.

Bu galismanin amaci; anne sitiine gegen zararli maddeleri uzaklastiran sistemi gelistirmektir.
Bu amagla dncelikle elektro spinning metodu kullanilarak poli(vinil alkol)-poli(akrilik asit) esasli
nanofiber Uretilmistir. Nanofiberler FTIR ve SEM ydntemleri ile karakterize edilmistir. Uretilen
nanofiberin tzerine kotinin, fluoksetin ve siklosporin antikorlarinin her biri ayri ayri immobilize
edilerek immunosorbent fiber olusturulmustur. Kotinin, fluoksetin ve siklosporin eklenmis
fosfat tamponu, inek ve anne sitiinden, eklenen ilaglar immunosorbent fiber kullanilarak
uzaklastinimistir. Uzaklastirmanin etkinligi, ELISA yontemi ile tespit edilmistir.
immunosorbent nanofiberin etkinligi cam nano partikiiller ile kargilagtiriimistir. Proje
kapsaminda hazirladigimiz spesifik nanofiberin glinimuzde herhangi bir prototipi
bulunmamaktadir.

Proje kapsaminda gelistirilen immunosorbent nanofiber ile fluoksetin % 98, kotinin %94,
siklosporin %94 verim ile anne sutiinden uzaklastiriimistir. Bu asamada nano dokuda
hazirladigimiz immunosorbent 6zelliklli fiberin kimyasal algilamada kullaniimasinin verimli
oldugu gorilmektedir.

Sonug olarak; proje kapsaminda antijen-antikor iliskisi kurularak gelistirilen nano dokuya
sahip immunosorbent fiberler ile anne sitinden bebege gegebilecek bir ¢ok zararli maddenin
uzaklastiriimasi icin bir tretim aginin yolu aciimistir.
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