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OZET

Yiksek Lisans Tezi
ORTAK EKSENLI ELEKTRO-EGRILMIS SIGIR SERUM ALBUMIN
NANOLIFLERINDEN AMPISILININ KONTROLLU SALIMI
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Danisman: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
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Bu ¢alismada, dogal bir protein olan sigir serum albiimin (SSA) kullanilarak
kontrollii ilag salim platformu gelistirilmistir. ilag yiiklii amiloid benzeri Si1g1r Serumu
Albiimini (AL-SSA) nanoliflerinin tiretimi, modifiye ortak eksenli elektro-egirme
islemi ile gergeklestirilmistir. Model ilag olarak ise hidrofilik bir yapiya sahip olan
ampisilin - (Amp) secilmistir. Kabuk ve ¢ekirdek ¢ozeltileri belirli oranlarda
hazirlandiktan sonra, lif iiretimi igne ucunu tikamadan, sorunsuz ve siirekli olarak
gerceklestirilmistir. Elektro-egirme sistemine sadece ¢ekirdek ¢ozeltisi beslenerek
tekli (C) membranlar diretilmistir. Kabuk-¢ekirdek seklindeki CS1 ve CS2
membranlari ise ortak eksenli elektro-egirme yontemi ile iiretilmstir. Glutaraldehit, C
membran yiizeyinde, ani salimi azaltmak i¢in ¢apraz baglayict ajan olarak
kullanilmigtir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri; C, CS1 ve CS2
nanoliflerin yiizeylerinin piiriizsiiz ve homojen oldugunu gostermistir. Gegirimli

elektron mikroskobu (TEM) ise liflerin kabuk-gekirdek yapisina sahip oldugunu



dogrulamistir. Fourier doniisimlii  kizilotesi  spektroskopisi (FTIR), AL-SSA
nanolifinin, ilag ile matris arasinda hidrojen bagi olusmasi nedeniyle ampisilin ile
uyum sagladigini gostermistir. Temas acgis1 Ol¢imleri sonucunda ise AL-SSA
membranlarinin hidrofobik karakterde oldugu goriilmiistiir. In vitro ilag salim
testleri, C ve GA-C membranlarinin Fick taginimina gore sifirinci dereceden kinetik
denklemine daha uygun oldugunu; CS1 ve CS2 membranlarinin ise baglangi¢ ani
salim asamasi ve sonrasindaki siirekli salim asamalar ile tipik iki fazli salim
davranig1 Sergiledigini gostermistir. AL-SSA kapli kabuk-cekirdek yapisindaki
membranlar tekli elektro-egrilmis membranlarla karsilastirildiginda, ani salim
oranlarinin daha az, ila¢ salim siirelerinin ise daha uzun oldugu gorilmiistiir.
Antimikrobiyal aktivite testleri, ilag yiiklii nanoliflerin gram pozitif Staphylococcus
aureus ve gram negatif Escherichia coli‘ye karsi inhibisyon bolgeleri olusturmasi
sonucu, elektro-egirme islemi sonrasi ilag etkinliginin bozulmadigini ve membranlar
igerisine yiiklenen ila¢ miktarinin bakteri inhibisyonu igin yeterli oldugunu

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ortak eksenli elektro-egirme islemi, Amiloid protein, Capraz

baglama, Fick tasinimu, Iki fazli salim



ABSTRACT

Master of Science of Philosophy
CONTROLLED RELEASE OF AMPICILLIN FROM COAXIALLY
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In this study, a controlled drug release platform was developed by using natural
protein, namely bovine serum albumin (BSA). Drug-loaded amyloid-like Bovine
Serum Albumin (AL-BSA) nanofibers were prepared by modified coaxial
electrospinning process. A hydrophilic drug, ampicillin (Amp) was selected as a
model drug. After the shell and core solutions prepared at certain rates, fiber
production has been carried out smoothly and continuously without any plugging on
the needle tip. By single-needle electrospinning of the core, core (C) membranes
were produced and two types of core/shell membranes were produced via coaxial
electrospinning: Core/shell 1 and Core/shell 2 (CS1 and CS2). Glutaraldehyde was
used as a cross-linking agent for C membrans ( GA-C) to reduce the burst release.
Scanning electron microscopy (SEM) images demonstrated that C, CS1 and CS2
nanofibers were smooth and homogeneous. Transmission electron microscopy
(TEM) verified that the membranes consisted of nanofibers with core-shell structure.
Fourier transform infrared spectra (FTIR) of drug-loaded AL-BSA nanofiber showed
that both the shell and the core matrix had good compatibility with Amp due to the
formation of hydrogen bond between drug and matrix. The contact angle

Vi



measurements showed that AL-BSA membranes were hydrophobic character. In
vitro Amp release tests showed that C and GA-C followed Fickian transport, which
was close to zero-order Kinetics whereas CS1 and CS2 showed typical biphasic
release behaviors, including the initial burst release and the sustained release stages.
Nanofibers produced by core-shell electrospinning compared to single
electrospinning, AL-BSA coated core-shell nanofibers had less initial burst release
and longer drug release periods. The results from the zone of inhibition test of the
AL-BSA against both  gram-positive Staphylococcus aureusand  gram-
negative Escherichia coli indicated that the released ampicillin retained its
effectiveness after the electrospinning process and the amount of drug in the AL-

BSA membrane was sufficient for bacterial inhibition.

Keywords: Coaxial electrospinning, amyloid-like protein, cross-linking, Fickian
transport, biphasic release.
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1. GIRIS

1.1  Giris ve Calismanin Amaci

Ilag salim sistemleri kimyasal bir uyartya cevap olarak ilacin serbest birakildig
sistemlerdir. Bu sistemler, ilag etken maddesi ve etken maddenin salimim
diizenleyen destek malzemesi olmak iizere iki ana bilesenden olusmaktadir.
Kontrollii salim sistemleri ise etkin maddenin bolgesel veya sistematik olarak
onceden belirlenmis oranlarda ve belirli zaman araliklarinda salim yapmasini

saglamaktadir [1-4].

Gegmis yillarda, ilag salim Sistemlerinde kolay islenebilme, enzimatik proseslerden
etkilenmeme vb. gibi 6zellikleri nedeniyle, destek malzemesi olarak polikaprolakton,
polilaktik-ko-glikolik asit, polietilenglikol, polivinilalkol ve poliiiretan gibi

biyobozunur sentetik polimerler tercih edilmistir [5].

Fakat giiniimiizde, destek malzemesi olarak biyoaktif/biyofonksiyonel olmalari,
biyolojik ve kimyasal olarak dogal dokulara benzerlikleri, toksisiteye sahip
olmamalar1 nedeniyle aljinat, jelatin, nisasta, kollajen, kitin ve kitosan gibi

biyobozunur dogal polimerler tercih edilmektedir [5, 6].

Dogal polimerlerin ilag salim ¢alismalarina kullanilmasi; sulu ¢ozelti igerisinde
dondurarak kurutma/capraz baglama veya elektro-egirme ile lif tretimi gibi sinirh

sayida teknik ile miimkiin olmaktadir [7].

Elektro-egirme yontemi, cesitli polimer ¢ozeltilerinden lif elde etmeye yarayan basit
bir tekniktir. Bu yontem ile tiretilen lifler, klasik egirme islemleri ile elde edilen lifler
ile karsilastirildiginda daha ince lif ¢apina; bunun sonucunda ise daha biiyiik yiizey
alanina sahip oldugu goriilmektedir [8-12]. Lif ¢apinin azalmasi, ilag boyutlariin

yiizey alanlarinin artisini saglamakta olup, ilag molekiillerinin ¢6ziinme hizlarini



arttirmaktadir. Ayrica ilaglar ya da aktif bilesenler, tasiyici polimerlere elektro-
egirme yontemi ile kolaylikla yiiklenebilmektedir [13].

Elektro-egrilmis lifler ile yapilan bir¢ok ilag salim ¢alismasi, tekli elektro-egirme ile
tiretilen liflerin, yiizeylerinde yiiksek oranda ila¢ bulundurmalari nedeniyle, ani
salimin orantisal olarak yiiksek oldugunu ortaya koymustur [14, 15]. Bununla
birlikte, modifiye bir yontem olan ortak eksenli elektro-egirme yontemi i¢ ice gegmis
igneler ile polimerin kabuga, etken maddenin ise ¢ekirdege beslenerek kabuk-
cekirdek yapisinda lif iiretimi saglamaktadir. ilag bir kabuk tarafindan cevrelendigi
icin, ortak eksenli elektro-egirme ile dretilen lifler, ani salimi biiyiikk Olglide
azaltmaktadir [16]. Ani salimin engellenmesinde, toksisite ve biyolojik uyumlulugun
azaltilmasit gibi bazi1 dezavantajlarina ragmen kullanilan bir bagka yontem ise

membran yiizeylerinde ¢apraz bag olusturulmasidir [17].

Bu tez ¢alismasinda ortak eksenli elektro-egirme yontemi ile iiretilen membranlarin
ilag salim davraniglar1 incelenmis ve elde edilen sonuglar, tekli elektro egirme ile
iiretilen normal ve yiizeyinde ¢apraz bag olusturulmus membranlarin ila¢ salim
davraniglart ile karsilastirilmistir. Ortak eksenli elektro-egirme isleminde destek
malzemesi olarak tamamen dogal bir protein olan Sigir Serum Albumin (SSA); etken
madde olarak ise hidrofilik bir antibiyotik olan Ampisilin kullanilmigtir. Normal
sartlarda elektro-egrilme 6zelligi olmayan SSA, ¢esitli ¢oziiciilerle amiloid forma
doniistiiriilmiis ve ardindan elektro-egirme islemi gerceklestirilmistir. Uretilen
membranlardan salinan ilag miktarlart UV spektrofotometre ile belirlenmistir. Elde
edilen veriler Ritger ve Peppas denkleminde yerine konularak, membranlarin ilag
salim davranislari incelenmistir. Salinan ilaglarin aktiviteleri, biri gram negatif digeri
gram pozitif olan Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi test

edilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1  Kontrollii fla¢ Sahm

2.1.1 Kontrollii salim sistemlerinin tanimi

Canli i¢in gerekli olan etken maddenin hedef bolgeye, salim hizini kontrollii olarak
ulastiran sistemler “kontrollii salum sistemleri” olarak adlandirilir. Bagka bir deyisle,
kontrollii salim sistemleri ilaci tasiyan ve tasidiklari ilaci salim hizini ve siiresini
cesitli degiskenler yardimiyla kontrol eden uygulamalardir. Bu sistemlerin temel
amact; ilag dozunu minimuma indirmek, doz alim araligimni uzatmak, hastanin ilacin
sahip oldugu yan ve zararl etkilerden minimum diizeyde etkilenmesini saglamak ve
hastanin yagsam kalitesini arttirmaktir [18]. Klasik ilag kullanim sekillerinde ortaya
cikan sorunlarin giderilmesi icin bu alanda yapilan arastirma ve gelistirmeler hiz
kazanmistir. Bunun sonucunda ise gelistirilen bu sistemler kisa zaman igerisinde
kardiyoloji, oftalmoloji, endokrinoloji, onkoloji ve immiinoloji dahil olmak iizere

tibbin birgok alaninda kullanilmaktadir.

Ilag salim sistemlerinin son yillarda bu denli hizli gelismesinin nedeni sahip oldugu
avantajlarin yaninda yeni ila¢ arayislarinin gelistirme siirecinin ¢ok uzun olmasindan
da kaynaklanmaktadir. Yeni bir ilag¢ {izerindeki ¢alismalar ve patentinin alinmasinin
10 yildan daha uzun siirmektedir ki bu durum da ila¢ firmalar1 arastirmacilarini, var
olan ilaglarin kullanim 6mriinii ve etkinligini uzatmaya yonlendirmistir. Bu alanda
iiretilen ilk ticari tiriin olan Spansules®’dir. 1950’li yillarin basinda gelistirilen bu
ilag oral yolla alinan ilaglarin etki siiresini uzatmak i¢in tasarlanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda ila¢ kaplama kalinliklar1 degistirilerek, kaplama yapilan ilacin salim
stiresinin degistirilebildigi gosterilmistir ve elde edilen formiilasyon ‘“geciktirilmis

salim tiriinler1’’ olarak adlandirilmistir [19].



2.1.2 Kontrollii salim sistemi

Tabletlerin agizdan alimi ya da enjeksiyon seklinde viicuda verilmesi siklikla
kullanilan ilag alim yontemleridir. Bu tip ilag alimlar ile plazmadaki ilag seviyesi
sabit bir diizeyde tutulamamaktadir. Bunu engellemek icin ise ilacin sik ve
tekrarlanan dozlarda alinmasi gerekmektedir. Kandaki ilag diizeyinin zamana karsi

degisimini gosteren Sekil 2.1°deki grafik incelendiginde;

tek seferde yiiksek dozda alinan ilacin plazmadaki seviyesi “a” egrisi ile
gosterilmektedir. flag alimm takiben, baslangicta kandaki ilag derisiminin zamanla
artarak toksik seviyeye gectigi goriilmektedir. Daha sonra ise derisim zamanla
azalmaya baglar. Alisilmis dozaj sekillerinde alinan ilacin plazmadaki durumu ise
“pb” egrisinde gosterilmektedir. Ilag ilk alindiginda plazmadaki orami yavas yavas
artar, daha sonra derisim diismeye baslar. Yeni doz uygulamasiyla beraber oran
tekrar artmaya baslar ve etkin madde-plazma diizeyi etkili alanda tutulmaya calisilir,
tedavi ancak bu islemin birgok defa tekrarlanmasiyla saglanabilir. Bu tip alimlarda
toksik seviyeye gegilmesini engellemek igin bir sonraki dozun zamanlamasinin ¢ok
iyi yapilmasi gerekmektedir. “c” egrisi ise kana direkt verilen enjeksiyon ile alimi

gostermektedir.

Derisimin diisme siiresi, ilacin metabolize edilme, par¢alanma ya da etki alanindan
uzaklasma gibi nedenlerle viicuda yararsiz hale gelme hizina baghdir, bu
nedenlerden dolayi ilacin kan plazmasindaki derisimi etkin diizeyin altina diisebilir

veya giivenilir diizeyin (toksik bolge) tizerine ¢ikabilir.

Minimum toksik derisiminin istiinde yer alan bolgeler kullanilmamig ilag miktarini

ifade etmektedir ki bu durum, hastada istenmeyen yan etkilere neden olur [19].



Toksik Derigim

_____ 0 S S S S 0 D 0 S

Minimum Etkin Derigim

Plazmadaki ila¢ Konsantrasyonu

Zaman

Sekil 2.1 : Kandaki ilag derisiminin zamanla degisiminin
karsilagtirilmasi; a) ani salim, b) klasik dozaj alim sekli, ¢) enjeksiyon
yontemiyle alim, d) kontrollii salim sistemleri [20].

Klasik alim yontemlerinin aksine kontrollii salim sistemlerinde ilag, belirli bir dozda
alindiktan sonra etkin madde, siirekli olarak sisteme salindig1 i¢in plazma diizeyinde
istenilen siirede sabit kalir. Bu sayede tedavi sonlanincaya kadar ikinci bir uygulama
yapilmasina gerek kalmaz. Plazmanin etkin madde diizeyi degismedigi igin de tedavi

diisiik dozda ve ayni seviyedeki aktif madde ile saglanmis olur.
2.1.3 Kontrollii salim sisteminin temeli

Kontrollii ila¢g salimi teknolojinin ve bilimin hizla gelisen ve yenilenen bir alanidir.
Biyoloji, fizik, kimya, tip ve malzeme bilimlerin derinlemesine anlasilmasini igeren
bir sentez bu alan igin gereklidir. ilagtan faydali yararlanimi artirdiklar ve toksik
etkiyi azalttig1 i¢cin kontrollii ilag salimi geleneksel ilag alim yontemlerinden daha
avantajlidir. Yapay polimerler bu sistemlerde siklikla ilag tasiyicis1i olarak
kullanilmaktadir. Kontrollii ilag saliminin ortak ilkesi ve temel hedefi ila¢ kullanimin
etkinligini artirmaktir. ilag ve tasiyicist olarak kullanilan polimer ve lipozom vb.
birimler arasindaki uyumluluk kontrollii ilag¢ tasima sistemlerinin basarisini etkileyen

en temel etmenlerden biridir. Bu etkilesimler incelendiginde, birincil bagmntilarin
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iyonik, kovalent ve metalik baglar gibi giiglii oldugu goriiliir [21]. Uyumluluk ise
esasen ila¢ ve tasiyicist arasindaki ikincil bagintilara isaret eder. Bu ikincil
etkilesimler birincil etkilesimler ile karsilastirildiklarinda bag kuvvetleri oldukga

zayiftir. Bu ikincil etkilesimlerin birgok tiirii vardir [22, 23] :

Iyonik Etkilesimler: fyonlar veya molekiiller birbirleri arasinda tam kalic1 yiikler
olusturduklarinda katyon (pozitif yiiklii parcacik) ile anyon (negatif yiiklii pargacik)
arasindaki ilgi ile olusur. Elektronlar paylasilmadigi veya elektron aligverisi

yapilmadig1 i¢in iyonik bag veya kovalent bag olarak nitelendirilemez.

Van der Waals Kuvvetleri: Farkli atomlardaki tekdiize olmayan yiik dagilimlarinin
bir neticesi olarak goézlemlenir. Bir atomun elektron dagilimindaki anlik rastgele
dalgalanmalarin bir sonucu dipol olusumudur. Dipol olusumu London Dagilim
Kuvvetlerini, uyarilmis dipol-dipol etkilesimlerini ve dipol-dipol etkilesimlerini
iceren bir yapilanmadir. Dipol-dipol etkilesimleri molekiillerdeki kalic1 dipoller
arasinda olusur. Uyarilmis dipol-dipol etkilesimleri kalici bir dipol olmayan
kutuplanmamis bir molekiil ile bir kalici dipol olusturmus bir molekiil arasinda
olusur. Bu tiirden bir etkilesimde kutuplanmamis olan molekiil kalict dipol yoniinde
veya aksine kutuplanarak uyarilmis olur. London Dagilim Kuvvetleri ise iki

uyarilmis dipol molekiil arasinda olusan kuvvetlerdir.

Hidrojen Ba@i: Bir elektron paylasimi veya aligverisi olmamasma ragmen bag
olarak adlandirilir. Lakin bir kimyasal bag degil, ikincil etkilesimlerin bir alt tlirtidiir.
Elektro negativitesi yiiksek flor, oksijen, klor, azot ve siilfiir gibi atomlar ile yar1
pozitif olarak nitelendirilebilecek hidrojen atomu arasinda olusan 6zel bir tiir dipol-

dipol etkilesimdir.

Hidrofobik etkilesimler: Kutuplasmamis molekiiller arasinda olusan herhangi bir
dipole momenti veya iyon etkisi igermeyen etkilesimlerdir. Diger bir deyisle
kutupsuz molekiillerin sulu ¢ozeltilerde suyu disa iterek birbirlerine dogru birikme

egilimidir [23].

Kontrollii ila¢g salim sistemleri ile ilacin salim yeri veya salim periyodu
diizenlenebildigi gibi iki avantaj birlikte de kullanilabilir. Bir bagka deyisle ilag

salim1 uzaysal ve/veya zamansal olarak kontrol edilebilir. Salim periyodunun



kontrolii i¢in; ilacin etken maddesinin korunarak, etken maddenin hasta biinyesinde
hizla ¢oziilerek metabolize olmasi veya viicuttan uzaklastirilmasinin 6niine gegilmesi
ornek verilebilir. ilacin etken maddesinin korunmasi hem ilacin difiizyonunun
yavaslatilmast hem de ¢oOziilmesinin geciktirilmesi seklinde olabilir. Hizh
metabolizmaya ugrayan veya viicuttan atilan ilaclar i¢in salimin periyodunun
genisletilmesi faydalidir. Ilacin salim yerinin kontrolii igin ise ilacin salimmin
viicudun belli bir yerine hedeflenmesi amaciyla ila¢g salim mekanizmasi igeren
implantin ilgili bolgeye yerel olarak yerlestirilmesi 6rnek verilebilir [24]. Doku
iskeleri de ila¢ salim sistemlerinde kullanilmak {izere uygun bir sekilde tasarlanip
degerlendirilebilir. Bu iskeleler, bir yandan dokuya mekaniksel destek verip dokunun
biiyliylip gelismesine yardim ederken, diger yandan bu tedaviyi destekleyecek
ilaglarin veya biiyiime faktorlerinin salimi i¢in kullanilabilir [25]. Bu uzaysal ve
zamansal kontrolii saglayabilmek i¢in kontrollii salim mekanizmalarinin

derinlemesine incelenmesi gerekmektedir.

2.2 Kontrollii Salim Mekanizmalari

Salim siireci bir takim mekanizmalar ile agiklanabilir. Yiiksek basarimli bir ilag
tasima sisteminin tasarlanmasi i¢in bu mekanizmalarin ve bu mekanizmalari
etkileyen parametrelerin tanimlanmasi ve anlamlandirilmas1 gerekmektedir. ilacin
salim siirecinde genellikle birden fazla mekanizma etkin rol alir. Salim siirecinin
farkli periyotlarinda farkli mekanizmalar salimin karakteristiginde baskin etki
gosterebilir [26]. Bu mekanizmalar kovalent baglarin kopmasi, sisme, geri donebilir

ilag-polimer etkilesimleri veya difiizyon olarak temelde siralanabilir [27].

2.2.1 Difiizyon kontrollii sahm sistemleri

Ilag saliminda kullanilan matriks porlu bir yapiya sahipse ve bu porlar ilacin iig
boyutlu molekiiler yapisindan daha biiyiik ise diflizyon katsayisi ilacin salim
mekanizmasinda oldukga etkin ve baskin bir rol alir. Diger yandan matriks porsuzsa
veya porlar ilacin molekiiler yapisindan kii¢iik ise ilacin difiizyon yolu uzayacagi i¢in

difiizyon katsayis1 azalir ve difziiyonun ilacin salim siirecindeki etkisi zayiflar.



Eger ki sistem ilacin polimer igerisine kiliflanmasi seklinde ve sistem kararli yapida
ise (steady state), Fick’in ilk difiizyon kanunu ilacin membrandan salim profilini

tanimlamak icin kullanilabilir.

dC

=-D —
/ dx (2.1)

J: Qlacin akist [mol/(m%)], D: Difiizyon katsayisi (m?%/s), x: Konum (m) ve

C: Ilacin konsantrasyonu (mol/mg) olarak tanimlanmustir.

Eger ki sistem ilacin polimer igerisine hapsedilmesi seklinde, ilag tekdiize dagilim
gostermis ve ilag konsantrasyonu zaman ile degismekte ise (Unsteady state), Fick’in
ikinci difiizyon kanunu ilacin membrandan salim profilini tanimlamak igin

kullanilabilir [27].

ac(x,t)  0%C
at o0x2 (2.2)

t:  Zaman (s), D: Difiizyon katsayist (m%s), x: Konum (m) ve

C: Ilacin konsantrasyonu (mol/m3) olarak tanimlanmistir [27].

Egerki ilacin salim hiz1 ilacin konsantrasyonuna bagli degil ise sifirinct dereceden
difiizyon kinetigi ilacin membrandan salim profilini tanimlamak i¢in kullanilabilir.

Sifirinci dereceden ilag salim esitligi asagida verilmistir [28].

C: Salinan ila¢ miktari (mol/m3), Co: Baslangigta ortamdaki ila¢g miktari (mol/mS)
(genellikle sifirdir), Ko: Sifirinct dereceden kinetik sabiti [mol/(m?s)], t: Zaman (5)
[28].

Egerki ilacin salim hiz1 ilacin konsantrasyonuna bagl ise birinci dereceden difiizyon
kinetigi ilacin membrandan salim profilini tanimlamak i¢in kullanilabilir. Birinci

dereceden ilag salim esitligi asagida verilmistir [29].

In(C) = ln(CO) —kt 2.4)



C: Salinan ila¢ miktar1 (mol/m®), Co: Baslangicta ortamdaki ilag miktari (mol/m®)
(genellikle sifirdir), k: Birinci dereceden kinetik sabiti [mol/(m®s)], t: Zaman (5)
[29].

Higuchi esitligi diflizyona bagh ila¢g salim profilini tanimlamak i¢in kullanilabilir
[30].

& — KH t1/2
Mo, (2.5)

M; Belirli bir zamana kadar salman ila¢ miktar1 (mol/m®) t. Zaman (),

M..: Salinan tiim ilacin miktar1 (mol/m®) ve Ky: Higuchi sabiti (sV/2) [30].

Son olarak, Korsmeyer-Peppas esitligi diflizyona baghh ila¢ salim profilini

tanimlamak i¢in kullanilabilir [31].

Mo om

" (2.6)
My Belirli bir zamana kadar salman ilag miktar1 (mol/m® t: Zaman (s),
M,: Salinan tiim ilacin miktar1 (mol/m3), n: Ilag salimm mekanizmasini isaret eden
salim sembolii ve k: Sistemi tanimlayan yapisal/geometrik bir sabit (s™) [30]. lac
salim matriksleri i¢in ayrik salim mekanizmalarina ve geometrilerine sahip ¢esitli n
degerleri mevcuttur [27]. Korsmeyer-Peppas esitligi i¢in ilacin homojen olarak
dagildig1 kabul edilmektedir. Ayrica optimum salim ortami ve sabit difiizyon akisi
diger kabuller arasindadir [31, 32].

Difiizyon kontrollii ila¢ saliminda salinan ilag miktarini ve salim hizini birgok etmen
etkiler. En belirgini ilag ve tasiyict polimer arasindaki birincil ve ikincil
etkilesimlerdir. Bir digeri ise ilag salim sisteminin kullanilacagi ortamin ilag salim
sistemi icerisine yayilma kabiliyetidir. Son olarak ilacin salindigr ortamdaki

coziilebilme yetenegi dnemlidir [33].

2.2.2 Sisme kontrollii salim sistemleri

Ilag salim sistemlerinde kullanilan camsi faz 6zelliginden kauguksu faz 6zelligine

gecis gosterirken sisme kontrollii davranan polimerler olabilirler. Kaucuksu fazda
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ilac molekiilleri hizli difiizyon yapabilirken, camsi1 fazda ila¢ molekiilleri
hareketsizdir. Bu tiir sistemlerde, salim profili jelin sisme hizina baglidir. Sistem
difiizyon kontrollii iken ilacin difiizyon periyodu, hiz sinirlayict basamaktir. Sistem

sisme kontrollii iken ise gevseme [relaxation (A)] hiz sinirlayict basamaktir.

Eger sistem hem difiizyon kontrollii hem de sisme kontrollii ise Korsmeyer-Peppas

esitliginin bir uyarlamasi sistemi tanimlamak i¢in uygun olabilir.

M, )

— =k tM 4k, t"

M, (2.7)
M Belirli bir zamana kadar salman ila¢ miktar1 (mol/m® t Zaman (),
M,: Salinan tim ilacin miktar (mol/m3), ki*t™ Ilac salim mekanizmasia

difiizyonun etkisi ve kz*tzm: llac salim mekanizmasma sismenin etkisi k; ve ko:

Sistemi tanimlayan yapisal/geometrik birer sabit (s™) [27].

2.2.3 Kimyasal kontrollii salim sistemleri

Diflizyon ve sisme kontrolii genellikle ilacin salinacagi ortam ile ayni polariteye
(karakteristige)sahip oldugu kontrollii ila¢ salim sistemlerinde baskin olan
mekanizmalardir. Ilacin salinacagi ortam ile karakteristiginin farkli oldugu
durumlarda ilacin salinacagi ortamda ¢oziilmesi zorlasir. Bu tarz durumlarda ilacin
saliminda baskin olan mekanizma ilaci tagiyan polimerin kimyasal bozunmasi siireci

olmaktadir [33].
Kimyasal kontrollii ilag salimi temelde iki tiire ayirmak miimkiindiir.

Kinetik kontrollii salim: Bu mekanizmada diflizyonun etkisi yok denecek kadar az

kabul edilir ve polimerin bozunmasi hiz belirleyici basamaktir.

Reaksiyon-Difiizyon kontrollii salim: Bu mekanizmada difiizyonun etkisi ihmal
edilmez, boylece hem difiizyon hem de polimerin bozunmasi hiz belirleyici

basamaklar olarak kabul edilir [27].

Hopfenberg esitligi matriks erozyonuna bagli sistemlerde salim profilini

tanimlamada kullanilabilir. Bu esitlik yilizeyden bozunan (surface eroding) silindirik
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matrikslerin salim profilini tanimli bir baslangi¢c boyutunu (ap) kullanarak tanimlar

[27].

% = (1 ke tn)
Moo CO ag (28)

M; Belirli bir zamana kadar salman ila¢ miktar1 (mol/m®) t. Zaman (),
M.,.: Salinan tim ilacin miktar1 (mol/m®), n: ilacin dik salim dogrultular1 sayisi,
Co: Baslangictaki ila¢ konsantrasyonu (mol/ms), k.. Bozunma Sabiti, ao. ila¢ salim
matrixinin baslangi¢ boyutu (kiiresel veya silindirik geometri i¢in yarigap; plaka i¢in

yari kalinlik) [27].

2.3  Elektro-Egirme Sistemi

Elektro-egirme sistemi, lif yapidaki ilag salim sistemlerinin iretiminde kullanilan
yontemlerden birisidir. ilag yiiklii polimer ¢ozeltiler, uygulanan elektriksel kuvvet
yardimiyla nanometre c¢apinda liflere déniistiiriiliir. Uretim, diisiik sicakliklarda

gerceklestirilir ve ilave 1slak-kimya islemlerine ihtiyag duyulmaz [34].

2.3.1 Elektro-egirme sisteminin ¢alisma prensibi

Bu yontemde, polimer ¢ozeltisi veya polimer eriyiginden olusan sivi damlaciklarina
yiiksek gerilim uygulanir. Uygulanan gerilim sivi damlaciklar1 arasinda elektrostatik
bir itme kuvvetine neden olurken; sivi damlacigi ile zit yiiklii toplayici arasinda
elektrostatik bir ¢ekme kuvveti olusturur. Uygulanan voltaj arttirildikga, meydana
gelen bu kuvvetler, yiizey gerilimini yenebilecek biiyiikliige ulasir ve igne ucunda
Taylor konisi olusumuyla sonuglanir. Taylor konisinden toplayiciya dogru lif jeti
olusur ve lif iizerinde kalmis olabilecek ¢ozelti, lif jeti toplayiciya ulasincaya kadar
buharlagir. Sonug olarak, kati formdaki nano boyutlardaki polimer lifleri toplayict

uzerinde birikir.

Sekil 2.2'de, yatay konumlandirilmis elektro-egirme diizenegi gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 : Elektro-egirme kurulumunun sematik gosterimi.

Bu o6l¢ekteki biyomalzemelerin basit bir sekilde iiretilmesi, doku miihendisligi ve ilag

salim uygulamalarinda elektro-egirme yontemine ilgi duyulmasina neden olmustur

[35].

2.3.2 Elektro-egirme islemini etkileyen parametreler

Islem parametreleri, ¢ozelti parametreleri ve cevresel faktdrler elektro-egirme

islemini etkileyen baslica faktorlerdir.

2.3.2.1 islem parametreleri
Liflerin kalitesini etkileyen islem parametreleri su sekilde siralanabilir;

Uygulanan Voltaj: igne ucuna uygulanan voltaj Taylor konisi olusumunu etkiler.
Voltaj biyiikligii kritik gerilimden diisik oldugunda, Taylor konisi, bunun
sonucunda ise lif jeti uygun sekilde olusturulmaz. Voltaj biiyiikligi kritik voltaj
degerinin ¢ok tlizerinde ise Taylor konisi dengesizlesir ve lif olusumu yerini partikiil
olusumuna birakir. Voltaj etkisinin lif morfolojisi lizerine etkisi incelendiginde ise

artan voltaj ile lif capinin azaldig1 gézlenmistir [36].
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VOLTAJ ARTISI

Sekil 2.3 : Taylor konisinin voltaj artisina bagli degisimi [37].

Akis Hizi: Islem sirasinda Taylor konisinin siirekliligi i¢in sisteme beslenen polimer
cozeltisi yeterli miktarda olmalidir. Akis hizi optimum degerden fazla ise igne

ucunda tikanmalar meydana gelmektedir [36].

igne Ucu ile Toplayicr Arasindaki Mesafe: Mesafe c¢oziiciiniin tamamimin
buharlagsmasi igin yeterli uzunlukta olmalidir. Mesafe artis1 lif ¢apinda azalmaya
neden olmaktadir. Bununla birlikte, lif yapis1 boncuklu ise mesafenin artmasi liflerin

tizerinde daha biiyiik boncuklar olusmasina neden olur [38].

Igne Capi: Kritik voltaj degeri ve igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe gibi

Taylor konisi olusum parametrelerini etkilemektedir. [39].

Toplayicimin Etkisi: Lifleri toplamak i¢in iletken yiizey olarak islev goren birkag tiir
toplayict vardir. Diizlem plaka toplayici, tamburlu doner toplayict ve 1zgara tipi
toplayic1 bunlardan bazilaridir. Toplayicinin seklinin ve boyutunun, elektro-egirme
islemi sirasinda tiretilen liflerin gapina, dizilimine ve yapisinda etkisi oldugu yapilan

calismalar sonucu belirlenmistir [40].
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2.3.2.2 Cozelti parametreleri

Polimer Konsantrasyonu: Polimer konsantrasyonunda meydana gelen artig, daha
biiyiik ¢apli lif iiretimine neden olmaktadir. Ayrica, yapilan calismalarda yiiksek
polimer konsantrasyonuna sahip c¢ozeltilerin, sahip olduklar1 yiiksek viskozite
nedeniyle elektro-egirme islemi swrasinda lif olusumunun engellendigi
gozlemlenmistir. Cozeltinin konsantrasyonunun ¢ok diisiik olmasi ise lif yerine

partikiil olusumuna neden olmaktadir [36].

Polimerin Molekiil Agirhigi: Lif capmin polimerin molekiiler agirhig: ile arttigi
bildirilmistir. Bunun yani sira, diisiikk molekiil agirligina sahip polimerlerin dairesel
kesitli; yiikksek molekiil agirligina sahip polimerlerin ise yassi lifler olusturdugu

yapilan ¢alismalar sonucu gozlemlenmistir [41].

Ayrica, ¢ozeltinin viskozitesi, iletkenligi ve yiizey gerilimi, elektro-egirme islemini
etkilemektedir ve kararli Taylor konisi olusumu igin belli deger araliklarda olmalari
gerekmektedir. Bu araliklar polimer ¢o6zeltisine gore farklilik gostermektedir.
Viskozite ve yiizey gerilimi ¢0ziicli oranlarinin degistirilmesi sonucu diizenlenebilir.

Ancak iletkenlik dogrudan ¢oziicii ve polimer ile iligkili bir durumdur [42, 43].

2.3.2.3 Cevresel faktorler

Sicaklik: Coziiclinlin buharlagsma hiz1 sicaklik arttikga artar, diger yandan sicaklik

arttik¢a viskozite azalir [44].

Nem: Ortamdaki nem, ¢ozeltideki ¢Oziictiniin buharlagsma oranini belirler. Nemin lif
capina etkisi ise polimerin ve ¢ozeltinin kimyasal ve molekiiler etkilesimine baglidir

[44].

Atmosfer Cesidi: Havada bulunan gazlar yliksek elektrik alan altinda farkli davranis
gosterecegi icin genel olarak, tek tip lif iiretimi i¢in ortamdaki gaz gesitliligi sabit

tutulmalidir [44].

Basing: Ortam basincindaki degisiklik sivi viskozitesini degistirecegi icin elektro-
egirme islemi sirasinda olusan jette kararsizliklara neden olmaktadir. Jet olusumunun

ise lif olusumu ve yapisi iizerine etkisi bulunmaktadir [42].
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2.3.3 Elektro-egirme tiirleri

Tek Eksen Elektro-Egirme: Tek bir igne ve siringa pompasinin kullanildigi

geleneksel elektro-egirme yontemidir.

Ortak Eksen Elektro-Egirme: Bu tip elektro-egirme sisteminde i¢ ice gegmis iki
basliktan olusan nozzle (igne ucu ve haznesi) iki polimer ¢ozeltisine baglidir. Biri
kabuk polimer ¢ozeltisi i¢in digeri ise ¢ekirdek polimer ¢ozeltisi i¢in olmak tizere iki
siringa pompasi kullanilmaktadir. Tekli elektro-egirme sistemine gére daha karmasik

bir yapis1 vardir ve islem optimizasyonu i¢in gereken siire daha fazladir.

Tek Siringa
Pompasi

iki Sirnga
(A) Pompasi (B)

Gii¢
Kaynagi

Tek Eksenli

Ortak
Eksenli Igne

— = @

Sekil 2.4 : (A) emiilsiyon elektro-egirme islemi ve (B) ortak eksenli
elektro-egirme isleminin sematik gosterimi [45].

Emiilsiyon Elektro-Egirme: Kabuk-cekirdek yapili nano lif iiretiminin tekli elektro-
egirme diizenegi kullanilarak elde edildigi sistemlerdir. Bunun ig¢in, ¢alisma sivisi
olarak iki polimer ¢ozeltisinin emiilsiyonu hazirlanmalidir [46]. Sekil 2.4'te,
emiilsiyon elektro-egirme ve ortak eksenli elektro egirme sistemleri sematik olarak
gosterilmektedir. Emiilsiyon elektro-egirme sisteminde, tek bir nozzle kullanilir.
Buna karsilik, ortak eksenli elektro egirme sisteminde iKi girisi olan ortak eksenli bir
nozzle gereklidir. Emiilsiyon elektro-egirme sisteminde ¢ekirdek ve kabuk ¢ozeltisi,
emiilsiyon olusturabilecekleri sekilde karisabilir olmamalidir. Ote yandan, ortak
eksenli elektro egirme sistemi i¢in hem karisabilir hem de karistirilamaz ¢ekirdek ve

kabuk ¢6zeltileri kullanilabilmektedir.
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Eriyik Elektro-Egirme Sistemi: Bu tip sistemlerde, polimeri ugucu ¢oziiciiler
icinde ¢ozmek yerine ¢ozelti olarak dogrudan polimer eriyikleri kullanilir [47].
Geleneksel elektro-egirme islemine bir alternatif olmasina ragmen, genellikle ¢aplari

on mikron olan mikro boyutlarda lifler elde edilmektedir [48, 49].

2.4  Ortak Eksenli Elektro-Egirme Sistemi

2.4.1 Calisma prensibi

Ortak eksenli elektro-egirme sisteminin genel kurulumu, tekli elektro-egirme igin
kullanilan sisteme olduk¢a benzerdir. Aralarindaki fark, kullanilan nozzle tipinden
kaynaklanmaktadir. Ortak eksenli konfigiirasyon elde etmek i¢in daha kiigiik bir i¢
capa sahip igne ucu, daha biiyiik bir i¢ ¢apa sahip olan igne ucu i¢ine yerlestirilmistir
ve bu iki igne es merkezli olarak ayarlanir. Dis igne ucu, kabuk ¢ozeltisini i¢eren
siringaya baglanir ve igteki igne ¢ekirdek ¢ozeltisini igeren ikinci bir siringaya
baglanir [50]. Farkli kanallar yardimiyla sisteme beslenen iki polimer ¢ozeltisi,
kabuk-gekirdek yapisindaki liflerin iiretimi igin, ayn1 anda elektro-egirme islemine
tabi tutulur [51]. Ayr1 ayr1 hazirlanan gekirdek ve kabuk g¢ozeltileri farkli siringa
pompalarina yerlestirilmistir. Cozeltilerin akis hizi, sabit Taylor konisi olusturacak
sekilde islem sirasinda ayarlanir. Uygulanan gerilim, toplayici ile igne arasindaki
mesafe gibi geriye kalan tim parametreler geleneksel elektro-egirme kurulumunda
yapilana benzer sekilde ayarlanir. Sistem kurulumu yatay veya diisey sekilde
ayarlanabilir [52].

Sekil 2.5'de ortak eksenli elektro-egirme diizenegi gosterilmektedir. Sekilde de
goriildiigii gibi sistem yiiksek voltaj kaynagi, siringa pompalari, toplayict ve ortak

eksenli igne ucundan olusmaktadir [50].
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Sekil 2.5 : Ortak eksenli elektro- egirme islemi kurulumunun sematik
gosterimi [50].

Ortak eksenli elektro-egirme isleminde geleneksel yontemde oldugu gibi birgok
polimer kullanilabilmektedir. Bu polimerler arasinda dogal malzemeler, sentetik
malzemeler ve sentetik biyolojik olarak parcalanabilir polimerler bulunmaktadir.
Elde edilen kabuk-¢ekirdek seklindeki lifler ila¢ salim ¢alismalar1 basta olmak tizere,
doku miihendisligi i¢in tretilen iskelelerde ve yara bandaji {iretiminde
kullanilmaktadir. Biyomedikal uygulamalara ek olarak, bu {iriinler sivi, gaz ve
molekiiler filtreler olarak, fotovoltaik sistemlerde, LCD cihazlarda, termomekanik ve

biyokimyasal sensor cihazlarinda da kullanilmaktadir [50].

Ortak eksenli elektro egirme isleminde ¢ekirdek ve kabuk cozeltileri arasindaki
etkilesim onemlidir. Hem ¢ekirdek hem de kabuk ¢ozeltileri hazirlamada kullanilan
coziiciileri secerken dikkat edilmesi gereken nokta, iki c¢ozelti igne ucunda
bulustugunda; ¢oziciiler, diger ¢ozeltideki polimerin ¢oziiniirliigiine zarar
vermemelidir [53]. Diger bir nokta ise ¢ekirdek ve kabuk ¢ozeltileri arasinda
meydana gelen ara yiizey gerilimi, Taylor konisinin dengede kalmasi igin miimkiin
oldugunca diisiik olmalidir [54]. Sekil 2.6'da ortak eksenli igne ucunda Taylor konisi

olusumunun bir ¢izimi gosterilmektedir.

17



igne Ucu

+ +

+4 +

Sekil 2.6 : Ortak eksenli elektro-egirme isleminde Taylor konisi
olusumu [50].

2.4.2 Ortak eksenli liflerin ila¢ salim ¢alismalarinda kullanimi

Ortak eksenli elektro-egirme islemi, kabuk ile ¢evrelenmis tiriin elde etmek i¢in tek
asamalt bir yontemdir. Ortak eksenli liflerin kabuk-c¢ekirdek yapisi sayesinde,
kullanilan malzemeler birbirine karistirilmadigi i¢in islem oncesinde sahip olduklar

ozelliklerini koruyabilmektedirler.

Elektro-egirme yoluyla kabuk-g¢ekirdek nano lif iretimi, biyomedikal uygulamalar
icin biiylik bir gelisme olmustur. Yeni yapilar i¢eren kabuk-gekirdek nano lifleri
tiretilerek bir¢ok farkli galisma gerceklestirilmistir. Tasiyic1 olarak kabuk-¢ekirdek
yapilt lifler kullanilarak stirekli salim yapan ilag sistemlerinin tasarlanmasi da bu

caligmalar arasindadir [55].

Kontrollii ilag salim sistemleri disinda, kabuk-gekirdek nano liflerinin biyomedikal

uygulamalarda kullanimi1 su sekildedir [13, 56, 57];

» Kararsiz bir bileseninin, oldukga reaktif bir ortamda bozunmasini engellemek

i¢in izolasyonunun saglanmasi

» Bir malzemenin mekanik 6zelliklerini gelistirmek i¢in giiclendirilmesi
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» Biyouyumlulugu diisiik olan malzemelerin, biyolojik olarak uyumlu bir

polimer tarafindan ¢evrelenerek doku miihendisligi i¢in iskele liretimi

Ortak eksenli lifler, ilag salim sistemlerine ek olarak; plazmid DNA'nin, peptitlerin
ve bliyiime faktorlerinin ve doku yenilenmesinde kullanilan diger biyomolekiillerin
tek adimda kapsiillenmesi ve kontrollii salinmasi i¢in kullanilabilmektedir[16, 58].
Elektro-egirme islemi, sert kosullar ya da organik ¢oziiciilerle etken maddelerin
dogrudan temasindan kaynaklanan hasarlari Onlemektedir [59]. Kabuk katmani,
¢ekirdek igerisindeki molekiillerin ani salimin1 6nlemede bariyer gorevi gormektedir
[60]. Kapsiillenmis ajanlarin salimi, nano liflerin kompozisyonu ve yapisinin

degistirilmesi ile kontrol edilebilmektedir.

2.5 Kullanilan Polimer ve Aktif Ajan

2.5.1 Biyomalzemeler

Insan viicudundaki herhangi bir organ, doku veya fonksiyonel bdlgenin tedavi
edilmesi ya da tamamen degistirilmesi i¢in kullanilabilen dogal veya sentetik
malzemeler biyomalzeme olarak adlandirilir [61]. Biyomalzeme,  belli bir
fonksiyonu yerine getirmek amaciyla canli viicuduna belirli bir siire temas eden

malzeme ve cihazlarin genel adidir [62]. Biyomalzemeler;
» Biyolojik sistemle uyumlu olma,
» Safsizlik oran1 diisiik olma ve iyi bir sekilde sterilize edilme,

» Kullanilacagi yere gore gerekli fonksiyonel 0Ozelliklere (gecirgenlik,
elastikiyet, elektrik ve termal o6zellikler, vb.), yeterli biyomekanik dayanima
(¢cekme, baski ve carpma), istenilen fiziksel 6zelliklere (kristalinite, vb.) sahip

olma
gibi ozellikleri tagimali ve bu 6zelliklerini islem siiresi boyunca stirdiirmelidirler.

Malzeme sec¢imi, gectigimiz yillarda malzemenin fiziksel ve mekanik 6zelliklerine
gore yapilmaktaydi. Ancak giiniimiizde malzemenin sahip oldugu biyolojik

uyumluluk, malzeme sec¢iminde belirleyici etkendir. Bu durum, biyolojik

19



uyumlulugu yiiksek, fonksiyonellik kazandirilmis dogal yapilarin (proteinler,
polisakkaritler ve biyokompozitler) biyomalzeme olarak kullanimi1 yayginlagmistir
[62-64].

Yapilan c¢aligmalar, nano boyuta inildik¢e malzemenin mekanik o6zelliklerinin
gelistigini gostermistir. Ayrica lif ve kiiresel yapili proteinlerin biyoaktif ajanlar igin
koruyucu oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar bir araya getirildiginde,
protein yapilar saf halde ya da sentetik polimerlerle birlikte kullanilarak,
iyilestirilmis mekanik o&zelliklere sahip lif yapisinda biyokompozit malzemeler
tiretilmistir. Sahip olduklar1 biyouyumluluk ve biyofonksiyonellik 6zellikler
sayesinde, Tlretilen biyokompozit malzemeler biyomedikal alandan doku

miithendisligine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir [62-66].

2.5.1.1 Sigir serum albiimin ve amiloid doniisiimii

Kiiresel bir protein olan sigir serum albiimin (SSA), 17 tane molekiil ici disiilfid
bagina sahiptir (Sekil 2.7.). Molekiil agirhigi, yaklasik 66.5 kDa’dir.  Sudaki
¢oziinlirliigli oldukga yiiksektir (>100 mg/mL) ve ¢apraz baglanmaya imkan
tanimaktadir. Sahip oldugu bu Ozellikler nedeniyle, SSA biyoteknolojik
uygulamalarda model protein olarak tercih edilmektedir. Bunun yaninda, biyoaktif
ajanlart  koruyup, bu yapilarin stabilitesini arttirmast SSA’nin  biyosensor

uygulamalarinda kullanilmasini saglamaktadir [65, 66].

Sekil 2.7 : Sigir Serum Albiimin [67].
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SSA’ in belirtilen uygulamalarda kullanimi, genellikle sahip oldugu {igiinciil yap1
formunun, ikincil yapiya indirgenmesiyle miimkiindiir. Yapilan ¢alismalarda SSA’in
sahip oldugu tigiincii yap1, f-ME kullanilarak acilmakta, ardindan flor grubuna sahip
alkoller (HFIP, TFE vb.) kullanilarak elde edilen alt form sabitlenmektedir [68]. Bu
sekilde amiloid ad1 verilen, mekanik 6zellikleri giiglendirilmis, dogal yapida ve suda

¢oziinmeyen kararli bir biyomalzeme elde edilmektedir [65, 66, 68, 69].

Elde edilen bu amiloid yapi, elektro-egirme yontemi kullanilarak lif formuna
doniistiiriilebilmektedir. Uretilen lifler, yiiksek yiizey alani/hacim orani ve gelismis
mekanik ozelliklere sahip olmalart nedeniyle biyolojik tabanli ¢aligmalarda siklikla

kullanilmaktadir.

2.5.1.2 Aktif ajan olarak ampisilin

349.405 g/mol molekiil agirhigina ve Ci6H19N3O4S formiilasyonuna sahip olan
ampisilin, bakterisidal etkinlige sahip genis spektrumlu, yari sentetik bir beta-laktam
penisilin antibiyotiktir (Sekil 2.8.). Etki mekanizmasi su sekildedir; bakteriyel hiicre
duvarinin i¢ zarinda bulunan penisiline baglanan proteinlere (PBP) baglanir ve
bunlar1 inaktive eder. PBP'lerin inaktivasyonu, bakteri hiicre duvarinin mukavemeti
ve saglamhigi i¢in gerekli olan peptidoglikan zincirlerinin capraz baglanmasin
etkiler. Bu, bakteri hiicre duvar sentezine miidahale eder ve bakteri hiicre duvarinin

zayiflamasina ve hiicre yikimima neden olur [70].
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Sekil 2.8 : Ampisilinin kimyasal yapis1 [70].
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Ampisilin, c¢esitli beta-laktamazlar tarafindan gerceklestirilen hidrolize karst
dayanikli oldugu igin, birgok gram-pozitif ve gram-negatif enfeksiyonlarinda
kullanilir [70]. Sistemik tedavide ve mide-bagirsak enfeksiyonlarinda lokal olarak
kullanilir. Asitlere karsi direnglidir ve bu nedenle agizdan verilebilir. Biyolojik

olarak yart dmrii 0.75-1.5 saat arasinda degisir [71].

Ampisilin uygulanmasini daha etkili hale getirmek i¢in arasgtirmalar, siirdiiriilebilir ve
kontrollii salimi1 i¢in tasarim formiillerine yoneltilmistir. Bu amacgla bu c¢alismada

model olarak ampisilin secilmistir.
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3. DENEYSEL GEREC VE YONTEMLER

3.1  Gerecler

3.1.1 Kimyasal maddeler

Elektro-egirme isleminde kullanilan, beta-merkaptoetanol (B-ME), 2,2,2
trifluoroetanol (TFE), Ampisilin sodyum tuzu (Amp) ve phosphate-buffered saline
(PBS) tabletleri (pH:7.4) Sigma (ABD) firmasindan; Sigir serum albiimin (SSA) (Ma
~ 66000 Da) ise Acros Organics (ABD) firmasindan temin edilmistir. Elektro-egirme
islemi sonrasi capraz baglayict ajan olarak kullanilan gluteraldehit’in temini ise
AppliChem (Almanya) firmasindan yapilmistir. Tiim deneylerde damitilmig su
kullanilmustir. Tlag aktivitesinin kontrolii i¢in kullanilan Staphylococcus aureus (S.
aureus) (ATCC:25923) ve Escherichia coli (E. coli) (ATCC:25922) kiiltiirleri, Refik
Saydam Hifzissihha Enstitiisii (Tiirkiye)’nden temin edilmistir. Kiiltiir gelisiminin
saglandigr Brain Heart Agar (BHA) ve Brain Heart Broth (BHB) besiyerlerinin

temini Merck (Almanya) firmasindan yapilmistir.

3.1.2 Aletler ve cihazlar

3.1.2.1 Ortak eksenli elektro-egirme sistemi

Ortak eksenli nanoliflerin tliretimi i¢in iki siringa pompasiin (NE-1000, New Era
Pump Systems, Farmingdale, NY, ABD) yiiksek voltaj DC gii¢ saglayict (MCH
303D2; Gamma High Voltage Research Inc., Ormond Beach, FL, ABD) ile modifiye

edildigi laboratuvar 6l¢eginde elektro-egirme sistemi kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 : Ortak eksenli elektro-egirme diizenegi.

Kabuk-gekirdek bigiminde lif eldesi igin iki farkl girisi olan ortak eksenli paslanmaz
celik igne ucu (Inovenso, Tiirkiye) kullanilmustir. Ust tarafta bulunan ilk giris 0.7
mm i¢ ¢apa sahip olup cekirdek ¢ozeltisinin; sol tarafta bulunan 1.2 mm i¢ ¢apa sahip
olan ikinci giris ise kabuk c¢ozeltisinin sisteme beslenmesi icin kullanilmaktadir
(Sekil 3.2). Sisteme beslenen iki farkli ¢ozelti igne ¢ikisinda kabuk-gekirdek seklini

alarak, tek bir ¢ikis ile sistemden uzaklagsmaktadir.
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Sekil 3.2 : Ortak eksenli igne taslagi.

(A)

Sekil 3.3 : Ortak eksenli elektro-egirme ignesi (A) Yandan goriiniim
(B) Alttan goriiniim.
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3.1.2.2 Ultraviyole-goriiniir bolge spektrofotometresi (UV-Vis)

Nanoliflerden salinan ila¢ miktarint incelemek i¢in belirli zaman araliklarinda salim
haznesinden alinan ¢ozelti 5 ml lik kuvars kiivetlere konularak 204 nm’de UV-Vis
spektrofotometre (Hitachi U-5100, Japonya) ile absorbans degerleri olgiilmiistiir.

Ampisilin kalibrasyon grafiginden salinan ampisilin miktarlar1 hesaplanmstir.

Soomam

S

Sekil 3.4 : UV-Goriiniir spektrofotometre cihazi.

3.2 Yontemler

3.2.1 On cahsmalar

Bu ¢alismada, SSA’in ilag salim davranisi incelenerek, dogal polimer ile iretilen
kontrollii ila¢ salim sisteminin olusturulmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
kabuk polimeri olarak “amiloid protein” ve etken madde olarak “ampisilin”
kullanilarak ortak eksenli elektro-egirme islemi ile farkli kabuk ¢apina sahip ilag

yiiklii lif tiretimi gerceklestirilmistir.
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Calisma sirasinda su basamaklar takip edilmistir;
1. Cozelti hazirlama,

2. Tek ve ortak eksenli elektro-egirme islemi ile lif tiretimi igin islem

parametrelerinin belirlenmesi,

3. Tekli elektro-egirme islemi ile liretilen membranlarin yiizeyinde ¢apraz bag

olusturulmasi,
4. Uretilen liflerin karakterizasyonu,
5. Uretilen membranlarin ilag salim davranislariin incelenmesi,
6. Membran igerisindeki ilag aktivitesinin test edilmesi.

Yukarida verilen basamaklara ait ayrintilar ve elde edilen sonuglar, tezin ilerleyen

boliimlerinde sunulmustur.

3.2.1.1 Cozelti hazirlama asamasi

Normal kosullarda elektro-egrilme o6zelligi olmayan SSA, fiziksel yapisi
degistirilerek elektro-egrilebilir forma doniistiiriilmistiir. Protein ¢ozeltisi hazirlama
asamasinda, dogal halde kiiresel olan SSA, agirlik¢a %12 olacak sekilde ve oda
sicakliginda bulunan (25 °C) PBS tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiis sonrasinda
tctlinciil yapinin agilmasi, S-S baglarmin agilmasi, i¢in 10 esdeger bag pB- ME
eklenmistir. Agilan baglarin sabitlenmesi igin ise ¢ozeltiye (1.5:1 (v:v) TFE:PBS)
olacak sekilde TFE eklenmistir [19]. Elde edilen amiloid benzeri SSA (AL-SSA)
¢ozeltisi manyetik karistiricida, 800 rpm hizla karistirilarak homojenize edilmistir.

Elde edilen ¢6zelti dogrudan kabuk ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

Cekirdek ¢ozeltisi ise hazirlanan ¢6zeltiye 1:2 (w:w) Amp:SSA oraninda olacak
sekilde ampisilin (ilag) eklenerek elde edilmistir. Kabuk ¢ozeltisinde yer alan ilacin
lyice ¢ozlinmesi igin ¢ozelti 4 saat boyunca 400 rpm’de karistirilmistir. Hazirlanan

cozeltiler 5 mL’lik siringalara koyularak siringa pompalarina yerlestirilmistir.
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3.2.1.2 Ortak eksenli elektro-egirme islemi ve membran iiretimi asamasi

Elektro-egirme sistemi diizeneginde, toplayici olarak 10 x 10 cm? alaninda kesilen
aliminyum folyo yiizeyler kullamilmistir. Gili¢ kaynagindan ¢ikan pozitif elektrot
(anot) siringa ignesine, topraklanan diger elektrot (katot) ise toplayici levhaya
baglanmistir. Cekirdek ¢ozeltisine ait pompa dikey, kabuk ¢ozeltisine ait pompa
yatay konumdaki destek tizerine kiskaglar yardimiyla sabitlenerek diisey konumlu bir

sistem kurulmustur (Sekil 3.1).

Oncelikle ortak eksenli nanoliflerin kabuk ve cekirdek bolgelerini olusturacak
polimerlerin tekli olarak elektro-egirme islemi gerceklestirilmis, daha sonra ortak

eksenli nanoliflerin elektro-egrilme ¢alismalarina gegilmistir.

Optimizasyon calismalar1 sirasinda, sabit bir Taylor koni olusumu ve diizgiin bir
nanolif dagiliminin olusumu hedeflenmistir. Islem parametrelerinin iyilestirilmesi
asamasinda, diisey olarak konumlandirilan sistemde igne ucu toplayici arast mesafe
5.5 cm’de sabit tutularak; akis hizi 0.1-0.5 ml/saat araliginda, gerilim 13-22 kV

araliginda degistirilerek bu iki degiskenin lif olusumu iizerindeki etkisi incelenmistir.

AL-SSA liflerinin ila¢ salimi iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla, iki farkli
sekilde lif eldesi gergeklestirilmistir. Bunlardan ilki g¢ekirdek c¢ozeltisinin tekli
elektro-egrilmesi ile elde edilen lifler, ikincisi ise ilagli ¢ozeltinin gekirdekte, ilagsiz
¢ozeltinin ise kabuk kisminda yer aldigi ortak eksenli elektro-egrilmis liflerdir.
Kabuk- ¢ekirdek seklindeki liflerin kabuk kisminin ilag salimi tizerindeki etkisinin
acikca goriilebilmesi ortak eksenli elektro-egirme islemi sirasinda kabuk ¢ozeltisinin
hiz1 degistirilerek kabuk kalinligi farkli olan iki ¢esit membran tretilmistir. Tekli lif
iretimi sirasinda sadece g¢ekirdek ¢ozeltisi 0.3 ml/saat hizla sisteme beslenerek tekli
membranlar (C) tiretilmistir. Ortak eksenli lif {iretimi sirasinda ise ¢ekirdek akis hizi
0.1 ml/saat olarak sabitlenip; kabuk ¢dzeltisinin hiz1 0.2 ml/saat ve 0.3 ml/saat olarak
ayarlanarak ortak eksenli membran 1 (CS1) ve ortak eksenli membran 2 (CS2)

tretilmistir.

Optimizasyon kosullar1 belirlendikten sonra, ilag salim caligmalarinda kullanilmak
amaciyla 4’er saatlik islem siiresi boyunca toplayicida biriktirilen lif 6rnekleri

aliminyum folyolardan ¢ikarilarak elektro-egrilmis membranlar elde edilmistir.
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3.2.2 Yiizeyde capraz-bag olusturulmasi asamasi

On calismalarda gozlemlenen tekli eksenli membranlarda (C) meydana gelen hizli
salimin Onlenmesi i¢in yiizeyde ¢apraz bag olusturulmasi disiiniilmistiir. Bu hedef
dogrultusunda ¢apraz baglayici ajan olarak glutaraldehit (GA) kullanilmistir [12]. 1:2
(w:w) Amp: SSA igeren tekli elektro-egrilmis membranlar % 5°lik (v:iv) GA
buharinda 4 saat bekletilerek ¢apraz bagli membranlar (GA-C) elde edilmistir.
Capraz baglama isleminden sonra, tiim Ornekler, ii¢ kere PBS (pH 7.4) ve iki kez
damitilmis su ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Tiim deneyler, 25 °C'lik sabit

sicaklikta gergeklestirilmistir.

3.2.3 Nanoliflerin karakterizasyonu

Elektro-egirme yontemi ile elde edilen lifler nano boyutlarinda olduklarindan,
karakterizasyonlart i¢in ileri goriintiileme teknikleri kullanilmaktadir. Caligsma
stirecinde ilerlemelerin ¢alisma ile paralel yiiriimesi i¢in 6n ¢alisma sonuglart TOBB
Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Teknoloji Merkezinde
bulunan optik (1s1k) mikroskobu; elde edilen nanoliflerin karakterizasyonlar1 igin ise
Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'nde (UNAM) biinyesinde bulunan elektron
mikroskobu tekniklerinden; elektron demetinin yiizeyi taramasi ile nanoliflerin
goriintlilenebildigi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve SEM’e gore daha
yiiksek ¢oziiniirliige ve biiylitme oranlarina sahip, elektron demetlerinin malzeme

icerisinden gecirildigi Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)’den faydalanilmastir.

3.2.3.1 Optik (1s1k) mikroskop analizi

Elektro-egirme on caligmalar1 siiresince, islem parametrelerinin lif olusumu ve
morfolojisi lizerine etkisinin incelenmesi, mikroskop lamlar1 iizerinde toplanan
orneklerin optik mikroskop (Nikon Eclipse, LV100, ABD) altinda gézlemlenmesi ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar degiskenlere baglh olarak degerlendirilmis

ve lif tiretiminde kullanilacak parametreler bu sonuglara gore belirlenmistir.
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3.2.3.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Elektro-egirme islemi gergeklestirilen tiim nanolif topluluklarinin morfolojilerini
incelemek iizere Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu (e-SEM; FEI-Quanta 200
FEG, ABD) kullanilmistir.

Aliiminyum folyo 1iizerine toplanan nanolif numuneleri, tarayict elektron
mikroskobunda goriintii alinmak {izere numune tutuculara ¢ift tarafli karbon bant
yapistirilarak  yerlestirilmistir.  Ornekler, goriintii alinmadan &nce elektrik
iletkenligini saglamak i¢in argon atmosferinde altin kaplama islemine tabi

tutulmuslardir.

e-SEM goriintiileri alindiktan sonra, drneklerin lif ¢aplar1 ImageJ® Goriintiileme ve
Olgiimleme Yazilim1 (NIH, MD, ABD) kullanilarak 50 farkl1 lokasyondan alinan cap
dl¢iimlerinin ortalamasinin alinmast ile l¢iilmiistiir. Ug membran grubunun (C, CS1
ve CS2) lif ¢aplari, OriginLab v.6 kullanilarak karsilastirilmistir. Sunulan tiim veriler

ortalama = SD olarak hesaplanmustir.

3.2.3.3 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Uretilen ortak eksenli nanoliflerin kabuk-cekirdek morfolojilerinin acik bir sekilde
incelenmesi amaciyla Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM, FEI Tecnai, G2-F30,
OR, ABD) kullanilmugtir.

TEM analizi 80 kV altinda gergeklestirilmistir. Kabuk-cekirdek polimerleri
arasindaki diisiik kontrastin iistesinden gelmek i¢in kabuk ¢ozeltisini degistirmeden,
cekirdege beslenen polimer ¢ozeltisi bir “TEM stain” (Bromfenol Mavi) kullanilarak
boyanmistir. Bu sayede liflerin kabuk ve ¢ekirdek yapilari arasinda optik kontrast
yakalanmistir. TEM goriintiisii almak i¢in hazirlanan polimer ¢ozeltilerinin elektro-
egirme islemi dogrudan Holey karbon film kapli 300-mesh TEM grid {iizerine
gerceklestirilmistir. Elde edilen liflerin grid {izerine kalin tabaka olusturmamasi i¢in

islem 2 saniyelik araliklarla tiim gridler i¢in tekrarlanmistir.
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3.2.3.4 Fourier transform infrared spektroskopi- Azaltilmis toplam yansima
(FTIR-ATR) analizi

Hazirlanan membranlarin yiizeylerinde bulunan fonksiyonel gruplar, FTIR (Perkin
Elmer Spectrum, 100, ABD) cihaz1 kullanilarak 650- 4000 cm™ aralifinda 4 cm™

¢Oziiniirliikte tanimlanmugtir.

3.2.3.5 Termal analiz

Saf ampisilin (Amp), Amp-SSA membrani ve ampisilin igermeyen AL-SSA
membraninin 1s1l bozunma sicakliklar1 ve kiitle kayiplar1 termal gravimetrik analiz
(TGA) (TA Instruments Co., DE, ABD) ve diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
(TA Instruments system, DE, ABD) cihazlar1 kullanilarak incelenmistir. Termal
analizler 20-600 °C araliginda, 10 °C/dk tarama hizinda, 40 mL/dk’lik akis hizinda
azot gazi1 ortaminda gerceklestirilmistir. TGA analizi i¢in 2-5 mg; DSC analizi i¢in
ise 5-6.5 mg agirliginda secilmis olan 6rnekler 1s1l bozunma sicakliklari agisindan

degerlendirilmistir.

3.2.3.6 Temas acis1 analizi

Membran yiizeyleri arasindaki farklilik temas agis1 6lgme cihazi (KSV Instruments
Ltd., Finlandiya) kullanilarak incelenmistir. ~10 pl hacimdeki deiyonize su
damlatma teknigi ile mikroskop lami iizerine toplanan ornekler iizerine damlatilarak
damlanin yiizeyle yaptig1 temas agis1 dl¢iilmiistiir. Olgiimler membran yiizeyinin en

az li¢ farkl noktasinda yapilmis ve sonuglar ortalama =+ SD olarak verilmistir.

3.2.4 Tla¢ sahm cahsmalar

In vitro ilag salim testleri 48 saatte gegeklestirilmis olup, belirlenen zaman

araliklarinda alinan 6rnekler ile toplam ilag salim miktar1 belirlenmistir.

Ampisilinin, elektrospin membranlardan salinim profili, fosfat tamponu (PBS, pH
7.4) ¢ozeltisine salinan ampisilin konsantrasyonunun, UV-Goériiniir spektrofotometre

ile dl¢lilmesiyle incelenmistir.

Ampisilin salinim profilini incelemek i¢in ilk olarak, satin alinan ampisilin PBS
icinde cozdiiriilerek maksimum absorbansi incelenmis ve 204 nm dalga boyunda
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olustugu tespit edilmistir. PBS icerisinde belirli konsantrasyonlarda hazirlanan ilag
¢oOzeltisinin absorbans degerleri, bu dalga boyunda olgiilerek, kalibrasyon egrisi
olusturulmustur (Sekil 3.5). Elde edilen kalibrasyon egrisi daha sonra PBS

¢ozeltisine salinan ampisilinin konsantrasyonunun belirlenmesi igin kullanilmustir.
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Sekil 3.5 : Ampisilinin kalibrasyon egrisi.
Aliiminyum folyo iizerinde toplanan membranlar 1 cm? boyutlarinda kareler seklinde
kesilmistir. Yaklagik 100 mg agirligma sahip olan bu membranlar, aliiminyum
folyodan ayirildiktan sonra iizerlerinde kalmis olabilecek ¢dzeltinin uzaklastirilmasi

icin bir gece desikatorde bekletilmistir.

PBS ¢ozeltisini (pH:7.4) hazirlamak igin 1 adet PBS tablet 200 ml saf su igerisinde

¢Oziilmiis ve hazirlanan ¢ozelti +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Desikatérden alinan membranlar, amber sise icerisindeki 5 ml PBS c¢ozeltisine
daldirilarak ¢alkalama hizi 50 rpm olan 36.5 °C'deki inkiibatore (Innova®™ 40, ABD)
yerlestirilmistir. Kontrol gurubu olarak ilag icermeyen membranlar kullanilmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda (1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48 saat olmak iizere)
ortamdan 1 mL ¢o6zelti alinip yerine 1 mL taze PBS eklenmistir. Ortamdan alinan
¢ozelti icerisindeki ilacin absorbansi 204 nm’de UV-Goriiniir spektrofotometre ile
Olclilmiistiir. 48 saatin sonunda test sonlandirilmistir. Salim testleri 5 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.
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3.2.5 Antimikrobiyal aktivite analizi

% 50 oraninda ilag igeren C, GA-C, CS1 ve CS2 nanoliflerin antimikrobiyal
aktiviteleri Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram pozitif), Escherichia coli
ATCC 25922 (Gram-negatif)’ye karsi degerlendirilmistir. -20 °C’de stok halinde
saklanan bakteriler, Brain Heart Broth (BHB) besiyerine ekilerek 37 °C ‘de 24 saat
inkiibe edilerek canlandirilmistir. Aktif hale gelen mikroorganizmalar % 0,85 NaCl
cozeltisi ile seyreltilmistir. Bu seyreltme isleminden sonra, test organizmalarinin

baslangi¢c mikroorganizma siispansiyonu elde edilmistir .

Elde edilen siispansiyondan 100 er pl alinarak Brain Heart Agar (BHA) besiyerine
yilizeye yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Her bir nanolif 6rneginden 1 cm?lik
alanlar kesilerek BHA besiyerlerinin merkezine yerlestirilmis ve 37 °C ‘de 24 saat
inkiibasyona birakilmstir. Ilag yiiklenmemis nanolifler ise kontrol nanolifleri olarak

kullanilmustir.

Baslangi¢c mikroorganizma silispansiyonunun icerdigi bakteri sayisinin belirlenmesi
icin ise siispansiyon 10° seviyesine kadar seyreltilerek BHA besiyerlerine tek koloni
diisiirme yontemi ile ekim yapilmistir. Tim ¢aligmalar steril kosullar altinda

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  On Cahsmalar Kapsaminda Ulasilan Sonuglar

4.1.1 Protein ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve amiloid formun elde edilmesi

Dogal halde kiiresel yapida bulunan SSA, elektro-egrilebilir degildir. Elektro-egirme
isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in bu yapidaki proteinlerin dordiinciil ve iiciinciil
yapilarinin acilmasi1 ve daha alt formlara (o sarmal, B yaprak) indirgenmesi

gerekmektedir [72].

Yapilan bu ¢alismada. tersiyer formun indirgenerek amiloid benzeri yapiya
donilismesi i¢in, tampon ¢ozeltide tamamen ¢ozdiiriilmiis SSA’in icerdigi disiilfid
baglar1 B-Merkaptoetanol yardimiyla kirtlmistir. Kirilan distilfid baglarinin tekrar
olusmasini engellemek ve elektro-egirme islemini daha kararli hale getirmek icin ise
elde edilen cozeltiye agilan S baglarina baglanacak flor grubuna sahip 2,2,2

Trifluoroetanol ilavesi gergeklestirilmistir.

Elde edilen ¢6zeltinin amiloid yapisinin incelenmesi, literatiir caligmalarinda yer alan
prosediire gore yapilmistir [73, 74]. Kongo kirmizisi ile yapilan boyama sonucu

¢ozeltinin amiloid yapida oldugu belirlenmistir [37].
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Sekil 4.1 : AL-SSA ¢ozeltisiyle hazirlanan membranin Kongo
kirmizisi boya ile boyama dncesi (@), sonrasi (b) goriintiileri ve dogal
haldeki SSA ¢ozeltisinin Kongo kirmizisi boya ile boyama goriintiisii

(c) [37].

4.1.2 Ortak eksenli elektro-egirme islemi ile Amp-SSA membranlarinin

iiretimi

Ortak eksenli elektro-egirme islemi i¢in, daha 6nceki labortuvar ¢aligmalari sonucu
elde edilen parametreler (% 12 (w:v) SSA, 10 esdeger bag B-ME, 3:1 (v:v)
TFE:PBS) ile SSA ¢ozeltisi hazirlanmistir [37]. Hazirlanan ¢ozelti kabuk beslemesi
icin dogrudan kullanilirken, c¢ekirdek beslemesi i¢in igerisine ampisilin 1:2 (w:w)

Amp:SSA eklenmistir.

Ortak eksenli nanoliflerin c¢ekirdek bolgelerine ampisilin ilave edilmeden
gercgeklestirilen elektro-egirme islemi ile testlerde kontrol grubu olarak kullanilacak

olan ortak eksenli nanoliflerin iiretimi yapilmistir.

Hazirlanan ¢ozeltiler pompalara yerlestirildikten sonra dikey konumlandirilmis
elektro-egirme sistemi ile islemler gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). Sistem
parametrelerini degistirerek yapilan 6n ¢alismalar, boncuksuz, siirekli ve homojen

yapida lif elde edilinceye kadar devam ettirilmistir.
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Sekil 4.2 : Calismada kullanilan ortak eksenli elektro-egirme
sisteminin sematik gosterimi.

Kullanilan ilk parametreler Taylor konisi olusumuna gore ile belirlenmistir ve koni
stirekliligi saglanarak farkli sistem parametrelerinin lif olusumu ve yapisi iizerine

etkisi incelenmistir.

Elektro-egirme isleminde ¢o6zeltideki ¢oziiciiniin toplayiciya ulasincaya kadar
sistemden uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu da akis hizi ile uygulanmasi gereken
voltaj degeri arasinda olusturulacak dogrusal iliski ile miimkiin olmaktadir. On
caligmalar sirasinda bu durum goéz Oniinde bulundurulup igne ucu-toplayici
arasindaki uzaklik sabit tutularak (5.5 cm), degistirilen voltaj (12-23 kV) ve akis

hizinin (0.1-0.5 ml/saat) lif morfolojisi izerine etkisi incelenmistir.

Elde edilen sonuclara gore, ¢ekirdek ¢ozeltisi akis hiz1 0.1 ml/saat’ten kiiciik olmasi
durumunda liflerin igerisine yiiklenen ila¢ miktar1 azalmakta olup UV-
spektrofotometre ile yapilan Olgiimlerin hassasiyeti dismiistir. Bu durumu

engellemek icin ¢ekirdek ¢ozeltisi akis hiz1 0.1 ml/saat olarak belirlenmistir.

Kabuk c¢ozeltisinin hizi 0.2 ml/saat’ten kii¢iik olmasi durumunda c¢ekirdek
¢Ozeltisinin etrafi tamamen sarilamadigi i¢in sabit bir Taylor konisi olusturulamamis

ve dolayisiyla ortak eksenli elektro-egirme islemi gerceklestirilememistir.
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Kabuk ve ¢ekirdek akis hizlari toplaminin 0.4 ml/saat’ten biiyiik olmasi durumunda
iIse uygulanan tiim voltaj degerlerinde ¢oziicli sistemden uzaklastirilamamis ve

damlama g6zlenmistir.

Uygulanan voltajin etkisi incelendiginde ise 12 kV’un altindaki degerlerde
olusturulan elektrik alan, ¢ozelti ylizey gerilimi iistesinden gelmek icin yetersiz
oldugundan Taylor konisi olusturamamistir. 12-17 kV araligindaki voltaj
degerlerinde ise ¢oziiclinliin tamami buharlastirilamadigi i¢in boncuklu ve kalin lif
olusumu gozlenmistir (Sekil 4.3-Al). 20-22 kV araligindaki voltaj degerleri ise
liflerde kopmalara sebep olarak, kilgikli ve ¢ok ince yapida lif olusmasina neden
olmustur (Sekil 4.3-A2). Voltaj degeri 23 kV’un iizerine ¢ikildiginda ise ¢ozelti
molekiillerinin yiiksek orandaki polarizasyonundan kaynakli olarak Taylor konisi
istenilen yapida olusturulamamis ve c¢oklu jet olusumu gozlenmistir. Diger bir
deyisle, elektro-egirme islemi yerine piiskiirtme islemi meydana gelmistir. Istenilen
homojen yapili, boncuksuz lif tiretimi ise sisteme uygulanan 18-19 kV voltaj
degerleri ile elde edilebilmistir (Sekil 4.3-A3).

-
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Sekil 4.3 :Voltajin lif gapina ve dagilimina etkisine ait optik
mikroskop goriintiileri (a) 15 kV, (b) 21 kV, (c) 18 kV.

Sonug olarak, tekli elektro-egirme yontemi ile iiretilen C membranlari i¢in akis hizi
0.3 ml/saat; ortak eksenli elektro-egirme yontemi ile iretilen CS1 ve CS2
membranlarinin kabuk akis hizlar1 ise sirasiyla 0.2 ml/saat ve 0.3 ml/saat olarak

ayarlanmigtir. CS1 ve CS2 membranlarinin g¢ekirdek akis hizlari ise 0.1 ml/saat
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olarak sabitlenmistir. Her li¢c membran grubu 6n g¢alismalar sonucunda belirlenen

parametrelere gore tiretilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Membran iiretimi i¢in kullanilan elektro-egirme parametreleri ve ¢ozelti

viskoziteleri
Membran Islem Akis Hiz1 (ml/saat) Mesafe Voltaj Viskozite
Cesidi Cekirdek  Kabuk (cm) (kV) (cP)
Akast Akist
S - - - - - 28.6
C Tekli 0.3 - 55 18 51.1
Cs1 Ortak 0.1 0.2 55 18 -
Eksenli
CS2 Ortak 0.1 0.3 55 18 -
Eksenli

Viskozitenin elektrospun membranlar tizerindeki etkisini gozlemlemek i¢in ¢ekirdek
ve kabuk ¢ozeltilerinin viskozite degerleri 6lgiilmustiir. Cizelge 4.1'den de goriildiigi
gibi ilacin AL-SSA ¢ekirdek soliisyonuna ilavesi, viskozitede 28.6 cP'den 51.1 cP' ye
belirgin bir artisa neden olmustur. Cozeltideki kat1 madde igerigi arttigi igin elde

edilen nanoliflerin morfolojik 6zellikleri de degistirmektedir [75].

4.2  Gluteraldehit ile Capraz Bag Olusturma Calismasi Sonuglari

% 5°lik GA buharinda 4 saat bekletilen C membranlarinin SEM goriintiisii Sekil
4.4°te gosterilmektedir. SSA lif yilizeylerinde yiiksek oranda bulunan aktif bolgeler,
aldehit gruplar1 ile birbirine baglanarak liflerin birbiri ile kaynasmasina sebep
olmustur. Kaynasmanin meydana geldigi bolgelerde, yiizeydeki ilaglar hapsedildigi
ve difiizyon yolu arttig1 i¢in GA-C membranlarinda ani salim orani azalmis ve ilag
salim hiz1 dismistiir. Bu sonuglar Cizelge 4.2°de ve Sekil 4.14’de karsilastirmali

olarak sunulmustur.
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Sekil 4.4 : Capraz bag olusturulmus C membranlarina ait SEM
goruntusu.

4.3  Nanoliflerin Yap1 ve Morfolojisi

4.3.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analiz sonuglar:

C, CS1, CS2 membranlarinin morfolojik yapist Taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak farkli biiyiitme oranlar1 ile incelenmistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).
Elde edilen goriintiler C, CS1, CS2 membranlarinin, homojen bir lif dagilimina
sahip oldugunu gostermistir. Bunun yaninda, kabuk-gekirdek liflerinin SEM
gorntiileri, liflerin piiriizsiiz bir yiizeye sahip oldugunu; bu da ampisilinin lifler
icerisine bagariyla yiiklendigini ve lif morfolojisinin bundan zarar gérmedigini

gostermistir.
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Sekil 4.5 : C membranlarina ait SEM goriintiisii @) 20 000X,
)10 000X, c) 5 000X ve d) lif ¢ap1 grafigi.
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Sekil 4.6 : CS1 membranlarina ait SEM goriintiisii a) 20 000X,
b)10 000X, c) 5 000X ve d) lif ¢cap1 grafigi.
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Sekil 4.7 : CS2 membranlarina ait SEM goriintiisii a) 20 000X,
)10 000X, c) 5 000X ve d) lif cap1 grafigi

C, CS1 ve CS2 membranlar i¢in ortalama lif ¢aplar sirastyla 175 = 47 nm, 217 + 44
nm ve 245 + 40 nm olarak OSlgiilmiistiir (Sekil 4.8). Elde edilen sonuglar, lif
caplarmin elektro-egirme isleminde kullanilan akis hiz1 ile iligkili oldugunu agikca
gostermistir. Toplam akis hizi en az (0.3 ml/saat) olan C membralarinin en ince
nanolif ¢ap dagilimina sahip oldugu yapilan hesaplamalar sonucu belirlenmistir.
Ortak eksenli membranlar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, CS2
membranlarinin daha yiliksek kabuk akis hizina (0.3 ml/saat) sahip olmasi sonucu
CS1 membranlarina gore daha kalin ¢apa sahip oldugu gorillmiistiir. Membranlar
arasinda genel bir karsilastirma yapildiginda ise, CS1 ve CS2 membranlarinin, C
membranlaria gore daha kalin liflerden meydana geldigi goriilmiistiir. Akis hizi
etkisinin yaninda Cizelge 4.1'den da goriildiigii gibi degisen ¢ozelti viskozitesinin de

bu sonug tizerinde etkisi oldugu diisiiniilmektedir [75-77]. Tim membranlar igin
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standart sapmalar kabul edilebilir bir aralikta bulunmustur ve kiiciik sapmalarin,
elektro-egirme islemi sirasinda olusan kisa siireli ¢oklu jetlerden kaynaklandigi

distintiilmektedir.

300
250
200
150

100

Membran Gapi (nm)

50

Cc cs1 CS2
Membran Tiiri

Sekil 4.8 : Membranlarin lif ¢aplart.

4.3.2 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analiz sonug¢lar:

Ortak  eksenli  elektro-egirme  nanoliflerin  kabuk-gekirdek  yapilarini
gozlemleyebilmek icin yontem kisminda belirtilen sekilde hazirlanan gridler iizerine

toplanan liflerin TEM goriintiisti Sekil 4.9°da verilmistir.

€)) 200 nm

Kabuk : 107 nm Kabuk : 123 nm

Cekirdek: 74 nm Cekirdek: 66 nm

Sekil 4.9 : Membranlara ait kabuk-¢ekirdek yapisini gosteren TEM
goriintiileri a) CS1 , b)CS2.
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Kullanilan Bromfenol Mavisi ile kabuk ve g¢ekirdek polimerleri arasinda yiiksek
kontrast saglanabilmistir. Lif eksenleri boyunca diizgiin dagilmis bir ¢ekirdek yapisi
gozlemlenmistir. Ayni c¢ekirdek akis hizi ile iiretilmis CS1 ve CS2 yapilarn
karsilastirildiginda liflerdeki ¢ekirdek c¢aplarinin yaklasik olarak esit oldugu
goriilmiistiir. Aradaki kiiglik fark ise ayni biiytikliikteki elektrostatik kuvvettin 0.3
ml/saat ve 0.4 ml/saat akis hizlarina sahip olan farkli miktardaki ¢ozeltiler lizerine

uygulanmasindan kaynaklanmaktadir.

4.3.3 Fourier transform infrared spektroskopi (FTIR) analiz sonuglari

AL-SSA ve Amp arasindaki hidrojen bagi, hidrofobik ve elektrostatik etkilesim gibi
ikincil etkilesimlerin  olusumu; membran ve ila¢ arasindaki uyumlulugu
gostermektedir ve ilacin diflizyon davranisini dogrudan etkilemektedir. Tekli ve
ortak eksenli elektro-egirme yontemi ile elde edilen membranlarda meydana gelen bu
etkilesimler, ATR-FTIR spektrumu ile incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil

4.10'da gosterilmistir.

AL-SSA membrani igin, 3292 cm™ dalgaboyunda elde edilen bant, -OH ve -NH
(amid A) gerilmelerini gdstermistir. Ayrica 3064, 1652, 1539 ve 1240 cm™deki
karakteristik bantlar sirasiyla amid B, amid I, amid II ve amid IIl'e karsilik
gelmektedir [78]. Amp ornekleri icin -OH ve -NH gerilmeleri 3306 cm™ de
goriilmiistiir. Amp i¢in karakteristik bant, 1759 cm™ (CO gerilme bandi), 1598 cm™
(fenil halkasinin C-C gerilmesi ve C-H deformasyonu) ve 1126 cm™ (-COO grup
deformasyonu)’dur [79-81]. Ilagcli C ve CS1 membranlarinda meydana gelen 3306
cm™de -OH bandimnin artis; SSA de bulunan azot atomlari ile ampisilin igerisindeki
hidrojen atomlar1 arasindaki etkilesimin neden oldugu hidrojen bagi olusumu
gostermistir. Meydana gelen bu ikincil etkilesim, CS2 membranlart i¢in
gozlenmemistir [79]. CS2 membranlarinin kabuk kisinlart CSl'e kiyasla daha
kalindir. Kabuk kalinligindaki artisin, membran igerisindeki ampisilin ve AL-SSA
arasindaki meydana gelen hidrojen baglarinin goriintiilenmesini  engelledigi

diistiniilmektedir.

Cekirdek ¢ozeltisi ile iiretilen C membranlarinda 1765 cm™de meydana gelen bant;

ilacin membran i¢inde hepsedilemedigini, bir kisminin membran yiizeyine sizdigim
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gostermistir. CS1 ve CS2 membranlarinda ise herhangi bir karakteristik bant
gozlenmemistir. Bu membranlar ortak eksenli elektro-egirme yontemi ile iiretildigi
icin ilag¢ cevresinde bir kabuk bulunmakta ve bu kabuk ilacin yiizeye ulagmasini

engellemistir. Ilacin membranlar igerisine hapsedilmesi basari ile sonuglanmustir.

Amp _/-\""‘\
AL-SSA

cC— 00— J\’w

CS2 e ity

I ' I ' I ' I ' I ' I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga Boyu (cm™)

Sekil 4.10 : Saf Amp, AL-SSA, C, CS1 ve CS2 membranlarinin
FTIR-ATR spektrumu.

4.3.4 Termal analiz sonuclar:

Amp, AL-SSA ve % 50 (w: w) Amp-SSA membranlarnin termal kararliliklart TGA
analizi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.11°de gosterilmistir. Tim
ornekler i¢in 30 - 150 °C araliginda dehidrasyon ve ¢oziicii buharlagsmasindan
kaynakli olarak, baglangi¢ termal gegis degisimi gézlenmistir. Saf ampisilin =~ 240-
600 °C sicaklik araliginda tek basamakli bozunma gostermis ve kiitle kayb1 yaklagik
% 90 olarak bulunmustur. Amp-SSA ve AL-SSA membranlar i¢in ise agirlik kaybi
iki basamakta gerceklesmis olup, elde edilen TGA egrileri yiiksek oranda benzerlik
gostermistir. AL-SSA ve % 50 (w: w) Amp-SSA membraninin ilk agirlik kaybi =180
°C'de gergeklesmistir. Ancak en biiylik agirlik kayb1 =305 °C de gergeklesen ikinci
bozunmada meydana gelmistir. % 50 (w: w) Amp-SSA membran i¢in, i¢erdigi ilacin
bozundugu liciincli bir adimin elde edilmesi beklenmistir. Ancak bu basamak elde
edilen TGA egrilerinde gozlemlenememistir. Bu karakteristik bozunma adiminin

yoklugu, ilagsiz kabuk icerisinde yer alan ilagh ¢ekirdek bolgesinin, tim membrana
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oranla diisiik ampisilin icerigi nedeniyle kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Ampisilin oraninin diisiik olmasi {iclincii adimin ayirt edilememesine neden

olmustur.
e AL-SSA
e AL-SSA
(a) 5 — Amp-SSA (b) = Amp-SSA
— Amp 3 = Amp
T ‘] 2
% £ f\
8 31 2 / \
> § /
< 5 e, el NS
2 “ 3
14 -]
2
T TTm m W @ % e (SR T A A " "
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(C) f\_‘\y\/—/-
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— Amp
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Sekil 4.11 : AL-SSA, Amp-SSA ve Amp ornekleri igin a) TGA,
b) DTGA, c¢) DSC egrileri.

Amp, AL-SSA membrani ve % 50 Amp-SSA i¢in TGA grafiginden elde edilen kiitle
kayb1 tlirevlerine (DTGA) ait egriler Sekil 4.11b° de gosterilmistir. DTGA toplu
kiitle azalisinin meydana geldigi sicakliklar hakkinda bilgi vermektedir. Elde edilen
sonuglar, maksimum agirlik kaybinin Amp i¢in =259 °C’ de, AL-SSA ve % 50 (w:w)
Amp-SSA membranlar i¢in ise =312 °C' de gergeklestigini gdstermistir.

DSC ile yapilan termal analiz sonuglari ise Sekil 4.11¢'de gosterilmistir. DSC egrileri
Amp igin, 100-150 °C arasindaki dehidrasyondan kaynaklandig: diisiiniilen, genis bir
endoterm gdstermistir. Amp icin hal degisimini gosteren endotermik pikler 221 °C
ve 240 °C'de meydana gelmistir. = 214.36 °C'de olusan keskin endotermik pik ise
AL-SSA igin, erime sicakligini (Tr,) temsil eden etmektedir. Amp-SSA DSC egrisi,
Amp'nin AL-SSA membranina eklenmesinin; membranin erime sicakliginda artisa

(=219 °C) neden oldugunu gostermistir. Erime sicakliginda meydana gelen bu
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artisin, ampisilin ilave edildikten sonra hidrojen bagi olusumundan kaynaklandigi
diistintilmektedir [82-84].

4.3.5 Temas acis1 ol¢iim sonuclari

Temas agis1 analizi, ampisilinin AL-SSA membran yapisina etkisini incelemek
amaciyla yapilmigtir. AL-SSA, C, CS1 ve CS2 membranlari i¢in elde edilen sonuglar
Sekil 4.12'de gosterilmistir.

Sonuglar incelendiginde, AL-SSA membranlarinin hidrofobik o6zellik gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu durumun nedeni daha once yapilan caligmalarda da bildirildigi
gibi amiloid formdan lif olusumunun, proteindeki B-tabakalar1 arasindaki hidrofobik

etkilesimler sonucu meydana gelmesidir [78].

254 MW

= 1 o
~ O

110 -

- -
. .L/{
' ¢

90 -

Temas Agcisi (°)

85 T T T T T
AL-SSA Cc Cs1 Cs2

Membran Tiiru

Sekil 4.12 : AL-SSA, C, CS1 ve CS2 membranlarina ait temas agist
sonuglart.

Ampisilin ilavesi sonrasi tekli elektro-egirme islemi ile iiretilen C membranlarin ait
sonuglarinda ise temas agisinin azaldigr goriilmiistiir. Bu durum, yiizeyde bulunan

yiiksek miktardaki ampisilin nedeniyle yiizeyin hidrofobik karakterinin azalmasindan
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kaynaklanmigtir. Ortak eksenli elektro-egirme islemi ile tretilen CS1 ve CS2
membranlarinda ise bu durumun etkisi nispeten daha az goriilmiistiir. Bu membranlar
i¢cin temas agis1 degerleri, kabuk benzerligi nedeniyle birbirine yakin ol¢iilmiistiir ve
dis yiizeylerinde ila¢ icermeyen bir AL-SSA kabuk oldugu i¢in C membranlarina
gore hidrofobiteleri daha yiiksektir. Ancak yine de yapida bulunan ilacin, egirme
islemi sirasinda kabuk ile yapmis oldugu temas, membranlarin AL-SSA

mebranlaria gore daha diisiik temas agis1 sonucu vermesine neden olmustur.

4.4  Salm Testi Sonuclari

C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin in vitro ilag salim profilleri, UV-Goriiniir
spektrofotometresi kullanilarak elde edilen ilag derigimlerinin zamana karsi grafige
gegirilmesi ile elde edilmis, GA modifikasyonu ve kabuk-¢ekirdek olusumunun ilag
salim1 tizerine etkisi bu profiller tizerinden incelenmistir. Elde edilen amiloid benzeri
yapilarin, sisme yetenegi olmamasi ve PBS igerisinde siirli bir bozunma hizina
sahip olmast nedeniyle sisme kontrolli veya kimyasal kontrollii ilag salim
mekanizmalar1 ortadan kalkmistir. Bu durumda, AL-SSA membranlarinin salim

mekanizmasinin difiizyon kontrollii oldugu varsayilmaktadir [81, 83, 85].

PBS ortamina salinan ampisilin miktarini belirlemek i¢in 6nce bilinen ampisilin
konsantrasyonlarinin UV absorbans degerleri Ol¢iilerek; konsantrasyon ve absorbans
arasindaki baglantiyr gosteren bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu amagla kullanilan
kalibrasyon egrisi Deneysel Gere¢ ve Yontemler boliimiinde gosterilmektedir. Amp
konsantrasyonu (mg/mL) C, ve 204 nm' de ¢ozelti absorbansi A olmak iizere,

kalibrasyon egrisinden tiiretilen formiil su sekildedir;
€=0.024 A - 2.19*103 (4.1)

C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin in vitro ilag salim profilleri ve her

membrandan ampisilinin toplam salim yiizdeleri Sekil 4.13'de gosterilmistir.

50



% de Salim

o] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 i | 4,5
Siire(saat)
——C GA-C —e—(CS1 —e—CS2

Sekil 4.13 : C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin ilk 4 saat boyunca
in vitro ilag salim profili.

Ilag salim ¢alismalarmnin ilk asamasinda, tekli elektro-egirme yontemi ile elde edilen
C membranlarinin ilag salim davranislar1 incelenmistir. Sonuglar, ilacin % 80'inden
fazlasini ilk bir saat igerisinde serbest birakan C membranlar ani salim oraninin en
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni ise yiiksek miktarda (% 50 w:w)
Amp kullanilarak hazirlanan ¢ekirdek ¢ozeltisinin, C liflerinin iiretimi ig¢in
kullanilmast nedeniyle, tasiyici sistemin ilacin tamamini hapsedememesi sonucunda

ilacin biiytik bir kisminin tastyici ylizey tlizerinde birikmesidir.
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Sekil 4.14 : C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin 48 saatlik in vitro
ilag¢ salim profil..
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Ikinci asamada ise C membranlardaki ani salimi azaltmak igin, yiizeyinde
glutaraldehit ile ¢apraz bag olusturulan GA-C membranlari incelenmistir. Sonuglar,
capraz bagli GA-C membranlarinin ani salim oranim1 %80’den %75’e diislirdiiglinii
gostermistir. Ani salim oraninin gorece olarak azalmasi, membran yiizeyinde
olusturulan amin gruplar1 arasinda ¢apraz baglanma sonucu Amp diflizyonunun

yavaglatilmasindan kaynaklanmaktadir.

Son asamada ise membranlardan salinan ila¢ miktarinin hizini kontrol edebilmek
igin, ortak eksenli elektro-egirme islemi ile tretilen, ilacin bir kabuk ile ¢evrelendigi,
kabuk-gekirdek seklinde CS1 ve CS2 membranlarinin ilag salim davraniglart
incelenmistir. Tekli elektro-egirme yontemi ile iiretilen C ve GA-C membranlarinin
aksine, CS1 ve CS2 membranlari iki fazli bir salim mekanizmasi1 gostermistir [86].
[k basamakta sirasiyla % 64 ve % 37'lik ani salim ve ardindan yavaslayan bir salim
davranigi gozlenmistir. CS2 membranlarinin ani salim oraninin daha az ve ikinci
bolgedeki ilag salim mekanizmasinin daha yavas oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni,
daha yliksek kabuk akis hizi ile iiretilmesi, dolayisiyla da kabuk kalinliginin daha
biiyiik olmasi olarak agiklanabilmektedir (Kabuk kalinligi; CS1: 107 nm, CS2: 121
nm). Artan kabuk kalinlifi membran igerisindeki ilacin diflizyonunu

giiclestirmektedir.

Salim davranislarim analiz etmek icin, Ritger ve Peppas denklemi (Q = kt")
kullanilmistir; burada Q zamanla salinan toplam ilag yiizdesini, k emisyon sabitini ve
n salim mekanizmasini temsil etmektedir [84]. Silindirik sistemlerde, salim bileseni
(n) 0.45'¢ esit veya daha diisiik oldugunda ilag salimi Fick yasasi ile kontrol
edilmektedir. Bu deger sifir oldugunda ise sistem, sifirinci derece kinetik
gostermektedir. Bu durum n degeri sifira yakin olan C ve GA-C membranlarinda
goriilmektedir. Bir saatlik ani salim sonras1 yapida kalan ilag, sifirinct derece kinetik
ile sistemden uzaklagsmaktadir. CS1 ve CS2 membranlarinda ise n degeri sirasiyla
0.327 ve 0.137 olarak hesaplanmistir. Bu membranlarda ani salim sonrasi ila¢ salimi
kontrol mekanizmasi n degeri 0.45 den kiiglik olmasi nedeniyle Fick yasasina
uygundur. C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin ilag salim denklemleri Cizelge

4.2’de listelenmistir.
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Cizelge 4.2. C, GA-C, CS1 ve CS2 membranlarinin regresyon denklemleri ve
korelasyon katsayis1 (R?).

C GA-C Cs1 CS2

R® 0.992 0.989 0.988 0.996

Q 0.007xt*%° 0.003xt*% 0.003xt>%*" 0.002xt**¥

Ampisilin'in - AL-SSA kabuk-gekirdek membranlarindan salim mekanizmasi su
sekilde acgiklanmaktadir: Baslangigta, PBS tampon ¢ozeltisi Amp-SSA lifleri
boyunca yayilmaya baslar. Once lif yiizeyindeki ilag molekiillerini eritmektedir ve bu
durum sistemde ani salim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonra ise ilag¢ iceren
cekirdek kismina ulagsmaktadir ve burada bulunan ilaglar ¢oziinmeye baslamaktadir.
Konsantrasyon farkindan kaynakli olarak ¢Ozlinen ampisilin, daha az yogunluga
sahip lif disina ¢ikmak i¢in kabuga dogru difiizlenmektedir. Difiizyon hiz1 mesafe ile
yakindan iliskili oldugundan, kabuk kalinligi ila¢ salim mekanizmasi iizerinde
dogrudan rol oynamaktadir. Elektro-egirme sistemi ve ¢ozelti parametreleri, liflerin
kabuk  kalinligimi, dolayisiyla salim  mekanizmasim  degistirmek  i¢in

ayarlanabilmektedir [87].

4.5 Nanoliflerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Ilag igermeyen negatif kontrol (NC) ve % 50 oraninda ilac iceren C, GA-C, CS1,
CS2 membranlarinin antimikrobiyal aktivitesi tipik klinik patojenler olan E.coli ve

S.aureus’a karsi test edilmistir.

Tek koloni diisiirme yontemi ile ekim yapilan agarlardan alinan sayim sonucu E.coli
ve S.aureus baslangic siispansiyonlariin igerdigi bakteri sayisinin sirasiyla 108

cob/ml ve 10" cob/ml oldugu belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite test sonuclari, membranlar igerisine yiiklenmis olan ilacin
membran disia difiizlenerek, bakteri gelisimini engelledigini gdstermistir. Agar

yiizeyinde bulunan bos, koloni gelisiminin ger¢eklesmedigi, alanlar inhibisyon
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bolgesi olarak tanimlanir ve bu bdlgenin alani bakterilerin direnci ile ters orantilidir

[88].

Sekil 4.15 : NC membranlarina ait antimikrobiyal test goriintiileri a0)
S.aureus, b0) E.coli.

NC membranlarinin test sonuglarina gore agar yiizeyinde inhibisyon bolgelerinin
olmamasi, ilagsiz membranlarin herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip

olmadigimi gostermistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.16 : C membranlarina ait antimikrobiyal test goriintiileri al)
S.aureus, bl) E.coli.
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Membranlar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda iki bakteri grubu i¢in de en genis
inhibisyon bolgesi C membranlarinda gozlenmistir (Sekil 4.16). Nedeni ise bu
membranlarin tekli elektro-egirme ile iiretilmesi sonucu, yiizeylerinde yiiksek oranda
ila¢ bulundurmasi olarak agiklanmaktadir. Elde edilen bu sonug ila¢ salim sonuclar
ile de paralellik gostermekte olup C membranlarinin yiiksek orandaki ani salimindan

kaynaklanmustir.

Sekil 4.17 : GA-C membranlarina ait antimikrobiyal test goriintiileri
a2) S.aureus, b2) E.coli.

Capraz baglanmis GA-C membranlarinin analiz sonuglarma bakildiginda ise
inhibisyon bolgelerinin C membranlarina gore daha kiiciik oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.17). Bunun nedeni nanolifler yiizeylerinde olusturulan capraz baglarin agar

yiizeyine difiizlenen ila¢ miktarin1 azaltmasi ile agiklanmaktadir.
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Sekil 4.18 : CS1 ve CS2 membranlarina ait antimikrobiyal test
goriintiileri a3) CS1 i¢in S.aureus, a4) CS2 i¢in S.aureus, b3) CS1 igin
E.coli, b4) CS2 igin E.coli.

CS1 ve CS2 membranlarinin inhibisyon bolgeleri incelendiginde ise gorece olarak en
kiiciik alana sahip olduklari goriilmiistiir (Sekil 4.18). Ortak eksenli elektro-egirme
isleminden kaynakli olarak bu iki membran grubunun kabuk-gekirdek yapisina
sahiptir. Bunun sonucu olarak ise dista bulunan ilagsiz kabuk c¢ekirdekteki ilacin
diflizyonunu zorlastirip agar ylizeyine salinan ila¢g miktarint azalmasina neden
olmaktadir. Salinan ilag miktarinin diisiik olmasi CS1 ve CS2 membranlarinin

inhibisyon bolgelerinin daha kiiclik olmasina neden olmustur.

E.coli’ye karst olusturulan inhibisyon bolgeleri S.aureus’a karst olusturulan

inhibisyon bolgelerinden daha kiigiiktiir. Bu durum ekim yapilan E.coli sayisinin
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S.aureus sayisindan fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. E.coli’ye karsi olusturulan
inhibisyon bdlgelerinin daha kiigiik olmasinin diger bir nedeni ise gram negatif
bakterilerin, gram pozitif bakterilere goére ampisiline kars1 daha diren¢li olmasidir
[88, 89]. Antimikrobiyal test sonuglari ampisilin ilag aktivitesinin elektro-egirme
islemi sonrasi kaybolmadigini gostermistir. Ayrica membranlar igerisindeki ilag
miktarinin baslangi¢ mikroorganizma siispansiyonlarinin igerdigi 10" cob/ml ve 10°

cob/ml yogunlugundaki bakteri inhibisyonu igin yeterli oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢aligmada dogal destek malzemesi ile dretilen ilag salim sistemlerinin
tasarlanmas1 amac¢lanmistir. Bu amagla model ilag ampisilin, ortak eksenli elektro-
egirme islemi ile AL-SSA lifleri icerisine yiiklenmis ve islem sonucu elde edilen
kabuk-gekirdek yapisindaki mebranlarin ilag salim davranislari incelenmistir. Bu
islemin etkinligi, tekli elektro-egrilmis lifler (C) ve yiizeylerinde ¢apraz bag

olusturulmus C membranlar1 (GA-C) ile karsilastirilarak belirlenmistir.

SEM goriintiileri sonucu elde edilen veriler, ilag ile SSA arasindaki uyum sayesinde
puriizsiiz ylizeye sahip liflerin tretildigini ve elde edilen liflerin homojen bir
dagilima sahip oldugunu gostermistir. Lifler iizerinde yapilan dlgiimler sonucu C,
CS1 ve CS2 membranlarinin sirasiyla 175 + 47 nm, 217 + 44 nm ve 245 + 40 nm lif

capina sahip oldugu goriilmiistiir.

TEM analizi ile ortak eksenli yapiya sahip nanoliflerin basarili bir sekilde tretildigi
ortaya konmustur. Ortak eksenli nanoliflerin TEM analizinde kabuk-cekirdek
morfolojisinin gozlenmesi, ¢ekirdek ¢ozeltisine uygun boya (stain) ilavesi ile kabuk
ve cekirdek arasinda yeterli kontrast yaratilmasiyla miimkiin olmustur. Yaratilan
kontrast sayesinde kabuk ve g¢ekirdek ¢aplar1 ayr1 ayr1 dlgiilmiis ve kabuk akis hizi

artisinin, kabuk gapini arttirdigi belirlenmistir.

FTIR spektrumlari, ampisilindeki hidroksil gruplari ile AL-SSA'daki amin gruplari
arasinda olusan hidrojen baglarin1 sayesinde ila¢ ile destek malzemesi arasinda

yiiksek uyumlulugun oldugunu gostermistir.

TGA/DSC analiz sonucunda, ampisilinin AL-SSA membranina eklenmesi sonrasi,
ilag ile protein arasinda meydana gelen etkilesimlerden kaynakli olarak membranin

erime sicakliginin arttig1 goriilmiistiir.
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Temas agis1 analizleri, membranlarm hidrofobik karakterde oldugu gdstermistir. ilag
yiiklemesi sonrasi 6zellikle C membranlarinda yiizeyde yliksek oranda ila¢ varligi
hidrofobik karakterde azalmaya neden olmustur. CS1 ve CS2 membranlarinda ise
yiizeylerinde ilagsiz bir kabuk bdlgesine sahip olmalar1 nedeniyle bu azalma oraninin

cok daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

In vitro salinim testleri C ve GA-C'nin yiiksek oranda ani salim olusturduktan sonra
sifir hiz kinetigini izledigini, CS1 ve CS2'nin ise diisiik oranda ani salim sonrasi ve
siirekli salim safhalar1 olmak iizere tipik iki fazli salinim davraniglar1 gosterdigini
ortaya koymustur. Kabuk kalinligindaki artisin difiizyon siiresini geciktirdigi ve bu

sayede ila¢ salim siiresinin uzatilabildigi gorilmistiir.

Ilag yiiklii nanoliflerin tipik klinik patojenler olan E.coli ve S.aureus Kkarsi
gosterdikleri antimikrobiyal etki, elektro-egirme islemi sonrasi ilag etkinliginin
bozunmadigimi ve membranlar igerisine yiiklenen ilag miktarinin bakteri inhibisyonu

icin yeterli oldugunu gostermistir.
Gelecek calismalarda ise;

» Kabuk sivisinin konsantrasyonunu ve akis oranini degistirerek geciktirilmis

ila¢ salim profillerinin elde edilmesi,

» Hidrofobik veya hidrofilik ilaglar disinda, peptitler, proteinler, biiylime
faktorleri ve plazmid DNA gibi biyolojik ajanlarin  kontrollii salim

caligmalarinin yapilmasi,

» In vitro olarak elde edilen sonuglarin, in vivo kosullarda kullanilabilirliginin

arastirilmasi

onerilmektedir.
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