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OZET

GUMUS NANOPARTIKUL ICEREN POLI VINIL ALKOL VE KITOSAN
NANOLIFLERININ ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE VE AMOKSISILIN SALINIM
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Kardelen ECEVIT
Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos, 2018

Danisman: Dog. Dr. Sibel EMIR DILTEMIiZ

Polimer temelli ilag verme sistemleri, iyilestirilmis terapotik etki, azaltilmig
toksisite gibi avantajlara sahip oldugu i¢in biyomedikal uygulamalarda kullanimi
olduk¢a umut vericidir. Amoksisilin, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan,
gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi bakterisidal etki goOsteren genis
spektrumlu bir f-laktam antibiyotiktir. Kitosan, yara iyilestirme 6zelligi, antimikrobiyal
ve antiinflamatuar aktivite gibi 6zelliklere sahip dogal bir polimerdir. Poli vinil alkol
(PVA) ise suda ¢oziinebilirlik, kimyasal direng, yiiksek erime noktasi ve biyolojik
uyumluluk gibi 1y1 kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip toksik olmayan bir polimerdir.
Antibiyotik iceren yara sargilarinin tedavisi ile yara enfeksiyonu azaltilabilir. Giimiis
nanopartikiilleri ¢ok etkili bir antimikrobiyaldir ve yara sargilarinda kullanilmaktadir.
Bu tez calismasinin ilk asamasinda Amoksisilin i¢eren nanolifler hazirlanmis ve uygun
capraz baglanma siiresi ve ilag miktar1 tespit edilmistir. ikinci asamada, elektro ¢ekim
yontemi i¢in uygun glimiis miktar1 belirlenmis ve giimiis yiiklii Amoksisilin nanolifleri
hazirlanmistir. Son asamada ise salimim ve antimikrobiyal aktivite caligsmalari
yapilmistir. Nanoliflerden salman ila¢ miktar1 HPLC yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Nanoliflerin karakterizasyonu, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Kizilotesi Spektrometre (IR), Enerji Difraksiyon X-1s1n1 Analizi (SEM / EDX) ve X-
1511 difraksiyonu (XRD) ile yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Elektro ¢ekim, Ila¢ salinimi, Amoksisilin, Giimiis Nanopartikiiller,

Antimikrobiyal Aktivite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND AMOXICILLIN
RELEASE PROPERTIES OF POLYVINYL ALCOHOL AND CHITOSAN
NANOFIBERS CONTAINING SILVER NANOPARTICLES

Kardelen ECEVIT

Department of Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, August, 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel EMIR DILTEMIZ

Polymer-based drug delivery systems as they have advantages such as improved
therapeutic efficacy, reduced toxicity are quite promising to use in biomedical
applications. Amoxicillin is a broad-spectrum B-lactam antibiotic that is used in the
treatment of bacterial infections and has a bactericidal action against gram-negative and
gram-positive bacteria. Chitosan is a natural polymer with properties such as wound
healing properties, antimicrobial and antiinflammatory activity. Poly vinyl alcohol
(PVA) is a non-toxic polymer with good chemical and physical properties such as water
solubility, chemical resistance, high melting point and biological compatibility. The
treatment of wound dressings containing antibiotics can decrease wound infection.
Silver nanoparticles are highly effective antimicrobials and are used in wound
dressings. In the first step of this thesis, amoxicillin-containing nanofibers were
prepared and the optimum cross-linking time and drug amount were determined. In the
second step, the optimum amount of silver for the electrophoresis method was
determined and silver loaded amoxicillin nanofibers were prepared. Finally, the drug
releasing and antimicrobial activity studies have been carried out. The amount of drug
released from nanofibers was determined using the HPLC method. Characterization of
nanofibers was performed by Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared
Spectroscopy (IR), Energy Diffraction X-ray Analysis (SEM / EDX) and X-ray
Diffraction (XRD).

Keywords:Electrospinning, Drug release, Amoxicillin, Silver nanoparticles,

Antimicrobial activity
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait 6zgilin bir ¢alisma oldugunu, ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigin1 ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Kardelen ECEVIT

Vi



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI i
JURI VE ENSTITU ONAYI iii
OZET iii
ABSTRACT iv
TESEKKUR v
ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI vi
ICINDEKILER .....ueeeeeceeeenenenenenenesenesesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssses vii
SEKILLER DiZiNi X
TABLOLAR DIZiNi xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI xivv
1.GIRiS 1
2. GENEL BILGILER 4
2.1. Antibiyotikler 4
2.1.1. Antibiyotiklerin siniflandirilmasi 4

2.1.2. B-Laktam antibiyOtiKIer .......ccccccceesseccssnccssenccssencsssanesssanessancsssanesssassssnns 5
2.1.2.1. Penisilin 6

2.1.2.2. Amoksisilin 7

2.1.3. p-Laktamlarin etki mekanizmasi 7

2.14. pB-Laktamlara karsi direng gelisim mekanizmasi 10

2.1.5. Antibiyotiklerin yan etkileri 10

2.1.6. Antibiyotiklerin hedefi 11

2.2. Kontrollii la¢ Sahnim 12
2.3. Yara lyilestirici Bantlar 14
2.4. Nanolifler 16
2.5. Elektro Cekim Yontemi 19
2.5.1. Elektro cekim yonteminin tarihi 20

2.5.2. Calisma prensibi 22

2.5.3. Nanolif iiretimini etkileyen parametreler 22
2.5.3.1. Cozelti parametreleri 23

2.5.3.1.1. Derisim w23

2.5.3.1.2. Molekiiler agirhk 24

2.5.3.1.3. Viskozite 24

vii



2.5.3.1.4. Yiizey gerilimi 25

2.5.3.1.5. iletkenlik 25

2.5.3.2. islem parametreleri «25

PRSI 20 U VA1) - ) RS 25

2.5.3.2.2. Akis hiza 26

2.5.3.2.3. Toplayic1 26

2.5.3.2.4. Toplayic ve siringa ucu arasindaki uzaklk......... 26

2.5.3.3. Ortam parametreleri 27

2.5.3.3.1. Nem 27

2.5.3.3.2. Sicakhk 27

2.5.4. Elektro cekim yonteminde kullanilan polimerler 27
2.5.4.1. Dogal polimerler...........ccceviivvennsurissnrnsnnssnissnncsnnssnncsnscsssesanns 28

2.5.4.2. Sentetik polimerler 29

3. METARYAL VE METOT 31
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler...........ccccevieseissninsunissnnssnncsssissancsssssssncsssssanens 31
3.2. Kullanilan Arag ve Geregler .......iccnnnericcscsnnecssssssscssssassesssssssssssssssssssssssssecs 31
3.3. Elektro Cekim icin Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi 32
3.3.1. PVA/Kitosan/Amoksisilin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi .......cccccceeeeecnnnee 32
3.3.2. PVA-Kitosan/Amoksisilin/Ag cozeltilerinin hazirlanmasi.................. 32

3.4. Elektro Cekim Islemi 33
3.4.1. Nanoliflerin ¢apraz baglanmasi 33

3.5. Karakterizasyon Calismalari 33
3.5.1. FTIR analizi 33
3.5.2. Antimikrobiyal ¢caliymalar w33
3.5.2.1. Nanolif disklerin hazirlanmasi..........ccceeveicsercsceinsnncssnncsnncnnes 33

3.5.2.2. Bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesi 34

3.5.2.3. Besiyerinin hazirlanmasi 34

3.5.3. Sisme testi 34
3.5.4. Temas acis1 olciimleri 35
3.5.5. X-isim kirimmmi (XRD) analizi 35
3.5.6. Morfolojik ¢alISMAlAL .....ccoveierrrnicssnnecssnnecssrnessssnesssssessssesssasesssasesssaseses 36
3.5.7. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi 36
3.5.8. Ila¢ salimim cahsmalar 37

viii



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. FTIR Analizi
4.2. X-1511 Kirinimi (XRD) Analizi
4.3. Temas Acisi

4.4. Sisme Testi

4.5. Kalibrasyon Grafigi

4.6. Antimikrobiyal Calismalar

4.7. ila¢ Salimm Cahsmalari

4.7.1. Capraz baglanma siiresinin ila¢c salinim iizerine etkisi
4.7.2. Amoksisilin miktarinin ila¢ salinim iizerine etkisi

4.7.3. pH’1n ila¢ salinimu iizerine etkisi

oooooooooooooooooooooo

4.8. Giimiis yiiklii PVA/Kitosan/Amoksisilin Nanoliflerinin Morfolojileri ........

4.9. Giimiis yiiklii PVA/Kitosan/Amoksisilin Nanoliflerinin Ila¢ salimmu .........

5. SONUCLAR

KAYNAKCA

OZGECMIS

39
39
42
44
46
47
47
55
55
57
58

60
63



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. B-Laktam halkast........cccoecuieiiiiiiiiiieiiiciieeeese et 5
Sekil 2.2. Amoksisilin’in moleKiler yap1St ......cccveeecveeiriieeriieeiieeieeee e 7
Sekil 2.3. B-Laktamlara karst etki mekanizmasi..........cccceevviieiiiieeniieeiieeeieceee e 9
Sekil 2.4. Etki mekanizmalarina gore bazi antibiyotiklerin sematik gdsterimi.............. 12
Sekil 2.5. Nanoliflerin uygulama alanlari..........c.ccccveeriiieniiieniieeieeeeeceee e 18
Sekil 2.6. Elektro ¢cekim cihazinin sematik gOSterimi ........cceeeueenieiiiienieniieeniecieenees 19
Sekil 2.7. Elektro ¢ekim CINAZI...........coocuiiiiiiiiiiiiicciie e 20
Sekil 2.8. Taylor KOnisi OIUSUMU........cccvieriieiiiiiieeiieie ettt saee e 20

Sekil 2.9. Verilen yillarda 'Electrogekim' anahtar kelimesiyle yayinlanan makale

T 7 1) PRSP 21
Sekil 2.10. Elektro ¢ekim sematik @OSterimMi.......eeeveerueeriieriieeiierie e esereeiee s e 22
Sekil 2.11. Elektro ¢ekim sirasinda artan derisim ile {iriinlerin SEM goriintiileri.......... 24
Sekil 2.12. Kitosanin moleKGler yapisi.........cocueeeeriiriiiniinieiinicieeicneesieeeeeeeie e 29
Sekil 2.13. PVA’nin moleKUler yapist.......cceecuiriiriiriiiniiiiieiceicieeiesieeieeeeeieeie e 30
Sekil 3.1. 80 pg/ml Amoksisilin ¢ozeltisi HPLC kromatogrami...........cccceceevevennicnnnene 37
Sekil 3.2. Amoksisilin kalibrasyon grafigi.........cccceeceviiiiniiinicniiniineneccececeeene 37
Sekil 4.1. Nanoliflerin IR spektrumlart ..........cocceeiviiiiiiiiiiniiiiecee e 40

Sekil 4.2. PV A/Kitosan/Amoksisilin ve PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin IR

01510 1001 1 5 D USRS 40
Sekil 4.3. Nanoliflerinin XRD spektrumlart.........ccccoceveiviniiniiniiniiniieiienecccicnene 43
Sekil 4.4. Nanoliflerin temas agilart ...........ccceeeeiiiiiiieiiiiiiecee e e 44
Sekil 4.5. Gluteraldehit ile kitosanin ¢apraz baglanma mekanizmast ..........c..cccceeceenee. 45



Sekil 4.6. Gluteraldehit ile PVA’nin ¢apraz baglanma mekanizmast ...........ccceevveecvvennnnnne 45
Sekil 4.7. Nanoliflerin sisme orani-zaman grafifi...........ccoecceeviieiiieniiniienieeieerie e 46

Sekil 4.8. 250 ul Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanoliflerinin S. Aureus bakterisine

ve E.coli bakterisine karsi antibakteriyel aktivitesi.........coeeeevveeiiienieenieenieenen. 48
Sekil 4.9. 1000 pul Amoksisilin igeren nanoliflerin antibakteriyel aktivitesi...................... 48
Sekil 4.10. PV A ile giimiigiin reaksiyon meKanizmast..........ccccueevueerieeriienieenieenneenieennens 52
Sekil 4.11. Kitosan ile giimiislin reaksiyon meKanizmasl ............ccceceveeeveereeerveenvesnneenneans 53
Sekil 4.12. Amoksisilin ile giimiis arasindaki reaksiyon mekanizmast............cccccecueeneenne 54

Sekil 4.13. PVA, kitosan ve Amoksisilin ile giimiis arasindaki dngoriilen etkilesimler.... 54
Sekil 4.14.Nanoliflerin SEM goriintiileri ve ¢ap histogramlart.........c.cccoceeveeviinienenncnnns 55
Sekil 4.15. PV A/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinin SEM goriintiileri..........cccceevueeneenn. 56

Sekil 4.16. Farkl: siirelerde ¢apraz baglanan 250 pul Amoksisilin igeren PVA/Kitosan

nanoliflerinin salinim Grafigi ........cccevveeviriiiniiiiiiee e 56

Sekil 4.17. Farkli miktarlarda Amoksisilin igeren PV A/Kitosan nanoliflerinin ilag
SAINIM GAfIGT couveeiiiiiiiieee et 57

Sekil 4.18. Farkli pH’larda 1000 pl Amoksisilin igeren PV A/Kitosan nanoliflerinin ilag
SAINIM GLATIET .vveeiiiiiiii et 58

Sekil 4.19. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin ¢apraz baglanma oncesi (a);

capraz baglanma sonrasi (b) SEM goriintileri.......cccceevveenciieeniieenciieeniieeen, 59

Sekil 4.20. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin ¢apraz baglanma oncesi (a);

capraz baglanma sonrast (b) ¢ap histogramlari..........c.ccceeeeveercieencieenceeennenn. 59
Sekil 4.21. Nanoliflerin EDX SpeKtrumul ..........ccccovviiiiiiiiieniieeiiecieeereeeee e 60

Sekil 4.22. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin sudaki ilag salinim grafigi ........ 61

Xi



Sekil 4.23. Farkli pH’larda PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin ila¢ salinim

xii



Tablo 2.1.

Tablo 2.2.

Tablo 3.1.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

TABLOLAR DIZiNi
Enfeksiyon bolgesine gore f-Laktam antibiyotiklerin kullanimi ..................... 6
Elektro ¢ekim nanoliflerinin morfolojisini etkileyen faktorler....................... 23

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlarin adi, marka ve modeli ve

kullanim amaglarti..........cc.eoocuiiiiiiiieeiie e e e 31
Nanoliflerin temas ac¢1s1 GIGUMICTI .......cccviieiiiieiiieeieeciee e 43
S. Aureus bakterisine karst Amoksisilin ve glimiis icerikli disklerin

inhibisyon halkast ¢aplart .........c.cccoeeviiriiiiniiniiniccece e 49

E. Coli bakterisine kars1 Amoksisilin ve glimiis icerikli disklerin inhibisyon

halkast CaAPIATT ..o..eeeiiiieeiiieee e e 49

Disklerde bulunan Amoksisilin ve glimiis miktarinin karsilagtirilmast ......... 50

xiii



PVA
Ag
SEM
FT-IR
UV-Vis
HPLC
EDX
E. Coli

S. Aureus

ng
ng

PBP
PBS

O0.D

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Poli vinil alkol

: Glimitis

: Taramal1 Elektron Mikroskobu
: Fourier Dontigiimlii KizilGtesi

: Mor Otesi-Gériiniir Bolge

: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
: Enerji yayilimli X-151n1 analizi
: Escherichia Coli

: Staphylococcus Aureus

: Mikrolitre

: Mikrogram

: Nanogram

: Penisilin baglayici proteinler

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

: Optik yogunluk degeri

Xiv



1.GIRIS

Nanotip, yeni ilaglari, ilag salinim sistemlerini, biyosensorleri ve molekiiler teshis
sistemlerini gelistirmek i¢in ilaglar1 ve nanoteknolojiyi birbirine yaklastiran bir alandir
[1]. Biyoaktif malzemeler kullanilarak gelistirilen yara sargilari, kronik olarak
iyilesmeyen yaralarin tedavisi i¢in giincel bir arastirma alanmidir [2]. Yara iyilesmesi,
kayip veya yaralanmig bir dokuyu onarmayir amaclayan, hasardan hemen sonra tiim
dokularda meydana gelen karmasik bir siirectir [3]. Ideal bir yara sargisi, gaz
degisimine izin vermeli, nemli bir ortam saglamali, yarayr mikroorganizmalardan
korumali, fazla siviyt ve yara eksiidasini sizinti veya yapisma olmaksizin absorbe
etmelidir [4]. Faz ayirma ve elektro ¢ekim gibi farkli teknikler yara sargisi olarak

kullanilmak {izere mikro ve ya nano boyutta lifler tiretmek i¢in kullanilmaktadir.

Bir ilag verme sistemi, viicutta terapotik bir maddenin sokulmasini saglayan ve
viicut igindeki serbest birakma hizini, zamanin1 ve bolgesini kontrol ederek etkinligini
ve giivenligini arttiran bir formiilasyon veya bir cihazdan olusur. Bu sistem, yeterli bir
siire boyunca yeterli miktarda ilacin verilmesini ve tutulmasini amacglamaktadir ve
ayrica, viicutta serbest birakilmamis ilaglarin bozulmasin1 6nlemesi beklenmektedir.
Son yillarda, polimerik mikro ve nano yapili ilag dagitim sistemleri olarak biiyiik ilgi
gormektedir. Polimerik mikro/nano yapilar1 kullanarak ila¢ salinimi, ilag tasiyicisinin

arttirtlmis ylizey alaninin ilag ¢ézlinme hizini arttirdig1 prensibine dayanmaktadir [5].

[la¢ saliniminda, iskeleler ila¢ salinim oranini kontrol etmek, hiicre davranisini
diizenlemekve yaralanmig dokular1 yeniden olusturmak i¢in ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Elektro ¢cekim yontemiyle olusturulan lifli iskeleler genis ylizey alani-
hacim orani, yiiksek gozeneklilik, elyaf boyutunda homojenlik, bilesimdeki c¢esitlilik,
birlestirilmis yapidaki esneklik ve biyoaktif molekiiller ile fonksiyonellestirme kolayligi

gibi farkli 6zellikleri nedeniyle ila¢ salinim sistemlerinde biiyiik avantajlar sunmaktadir

[6].

B-laktam antibiyotikler, hem gram-pozitif hem de gram-negatif organizmalara
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri gdstermektedir. Bu antibiyotikler, cilt, kulak, solunum
yolu ve idrar yollarmin bakteriyel enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [7]. Antibiyotikler genellikle cesitli cerrahi miidahalelerden 6nce ve



sonra hastalara sistemli olarak verilir. Alternatif bir yaklasim, antibiyotiklerin lokal
olarak uygulanmasidir. Boylece ila¢ cerrahi bolgeye hedeflenir ve bu alandaki mevcut
bakterileri yok etmek i¢in baslangicta yliksek derisimde ilaci serbest birakarak uzatilmis
serbest birakma siiresi ile yeniden enfeksiyonu onlemek i¢in antibiyotik kontrollii bir

sekilde serbest birakilir [8].

Amoksisilin, B-laktam ailesine ait genis spektrumlu yar1 sentetik bir penisilindir
ve genis bir antimikrobiyal aktivite, bakterisidal etki, yliksek bir terapdtik indekse
sahiptir. Ayrica tonsillit, pndmoni, bronsit, gonore, kulak enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlart ve cilt enfeksiyonlar1 gibi c¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu hastaliklara Helikobakter pilori ad1 verilen gram negatif tiirii bir
bakteri neden olmaktadir. Genel olarak, bu bakteri mide mukozasi tabakasinda veya
epitel hiicre yiizeylerinde bulunur. Bu nedenle, midede Amoksisilin derigimi ve
bulunma siiresi, Helikobakter pilori bakterisinin tamamen yok edilmesi i¢in etkili

olmalidir [9].

Geleneksel Amoksisilin kapsiilleri, kisa biyolojik yar1 émrii nedeniyle ve mide
kaninda daha az derisimle sonuglanan mide asidinde parcalanabileceginden antibiyotik
etkili miktarlarda ve tam aktif formlarda enfeksiyon yerine ulastirilamayabilir. Bu
problemlerin {istesinden gelmek i¢in Amoksisilin tipik olarak, sistemik toksisiteleri, yan
etkiyi ve tedavi maliyetini arttirdig diisiinlilen ytliksek dozda ve siklikla uygulanir. Bu
nedenle, gastrik epitel hiicre ylizeylerinde Amoksisilin’in etkinliginin arttirilmas1 ve

bulunma siiresinin uzatilmasi oldukca istenen bir 6zelliktir [10,11].

Stirekli salinim, uzun bir siire boyunca ilag veren bir ¢esit kontrollii salinim
sistemidir. Bagka bir deyisle, siirekli salinim sistemi hedef dokudaki ila¢ derisimini
kontrol eder [12]. Amoksisilin’in siirekli ve kontrollii salinimi, kisa biyolojik yar1 dmrii
nedeniyle istenir. Amoksisilin hizli bozunmasi nedeniyle, kanda terapotik dozunu daha
uzun bir sire muhafaza eden siirekli salimimli bir dozaj formu gerekmektedir.
Farmasotiklerin  formiilasyonunda, ilaglarin salimmimini kontrol etmede polimerin

kullanim1 bu yiizden giderek daha 6nemli hale gelmistir [13].

Glimiis 1yi bilinen bir metaldir ve benzersiz 6zelliklerinden dolay1 tibbi amaglar
icin kullanilmaktadir. Glimiisiin terapotik yararlart uzun yillardan beri bilinmektedir.

Glimiis bazli lokal kremler, yara iyilesmesinde patolojik enfeksiyonlara kars: etkili bir
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antimikrobiyaldir. Nano boyutlu giimiis lokal uygulamalarda makro boyuta gore daha
etkilidir. Bu durum mikroorganizmalarin daha biiyiik yiizey alanlarina maruz
kalmasindan kaynaklanir [14]. Nano glimiis polivalent baglanmada konformasyonel
entropi Ozelliklerine sahiptir. Bu da esnek polimerik zincirlerle antibiyotiklere
baglanmasin1 kolaylagtirir [15]. Kimyasal olarak, metalik halindeki giimiis inerttir,
ciltten nemle ve ya bir yaradan sivi ile etkilestigi zaman, giimiis iyonize olur ve
antimikrobiyal etkilere yol acar. Iyonize giimiis yiiksek oranda reaktiftir, doku
proteinlerine baglanir ve bakteriyel hiicre duvar1 ile hiicre i¢i ve ¢ekirdek
membranlarinda yapisal degisikliklere neden olur, sonugta hiicresel bozulmaya ve
canlilik kaybina yol acar. Ayrica giimiis iyonu bakteriyel DNA ve RNA'ya baglanarak
ve denatiire edilerek bakteriyostatik Ozelliklerini sergiler ve bdylece bakteriyel

replikasyonu inhibe eder [16].

Elektro ¢ekim yontemi, mikro ve ya nano boyutta ¢aplara sahip polimerler de
dahil olmak iizere g¢esitli materyallerin elektrik yiikli bir jet kullanilarak lif olugmasini
saglayan bir islemdir. Nanolifler yiiksek go6zeneklilige ve cok kiiciik gozenek
boyutlarina sahip oldugu i¢in genis bir ylizey alanina sahiptirler [17]. Bu lifli yapilar
cesitli uygulamalarda 6zellikle yara sargilari, ilag verme sistemleri ve antibakteriyel
uygulamalar gibi biyomedikal uygulamalar icin biiylik potansiyel gostermektedir.
Elektro ¢cekim yontemi polimer ¢ozeltilerinden nanolifler iiretmek i¢in nispeten basit ve
diisiik maliyetli bir yontemdir [18]. Bu yontemde kullanilan polimerler, biyo-uyumlu,
biyo-bozunur ve mekanik olarak saglam oOzellikleri nedeniyle yara sargilarinda

kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin ilk asamasinda Amoksisilin iceren PVA/Kitosan nanolifleri
elektro ¢cekim yontemiyle hazirlanmis ve antimikrobiyal aktivite ve salinim i¢in uygun
ilag miktar1 belirlenmistir. Daha sonra nanoliflerin salinim ortamindaki mekanik
dayaniklihgini saglamak icin uygun c¢apraz baglanma siiresi bulunmustur. Ikinci
asamada, elektro ¢ekim yontemi i¢in Amoksisilin iceren PVA/Kitosan ¢ozeltisindeki
uygun giimiis miktar1 belirlenmis ve glimilis yiikli Amoksisilin nanolifleri
hazirlanmistir. Son asamada ise bu nanoliflerin farkli pH degerlerinde salinim ve
antimikrobiyal aktivite calismalar1 yapilmistir. Nanoliflerden salinan ila¢ miktar1 HPLC

yontemi kullanilarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler cogunlukla bitki mikroorganizmalar1 tarafindan iiretilen dogal
bilesiklerdir. Mikroorganizmalara karst segici biyolojik aktiviteleri ve dislk
toksisiteleri nedeniyle mikroplar1 yok etmek icin antibiyotikler kullanilmaktadir [19].
Antibiyotikler bakterilerin biiyiimesini yavaglatan veya onlar1 o6ldiiren ilaglardir.
Antibiyotikler; anti-viral, anti-fungal ve anti-parazitik ilaclar1 da igeren daha biiylik bir

grup olan antimikrobiyallerin bir sinifidir [20].

Bakteriler, virlisler ~ve mantarlar dahil olmak {izere, patojenik
mikroorganizmalarin neden oldugu bulasici ve paraziter hastaliklar, insan sagligina
yonelik biiyiik tehditlerdir. Genellikle hastaliklar  Staphylococcus aureus ve
Streptococcus pneumoniae gibi gram pozitif bakterilere ve Escherichia Coli ve

Helicobacter pylori gibi gram negatif bakterilere maruz kalmaktan kaynaklanir [21].

Antibiyotikler, modern tibbin en sik regeteli ilaglar1 arasindadir. Bazi
antibiyotikler 'bakterisidal', yani bakterileri 6ldiirerek calisirlar. Diger antibiyotikler ise
bakteriyostatiktir, yani bakterilerin ¢ogalmalarini durdurarak etki ederler. Her farkl
antibiyotik tiirii farkli sekillerde farkli bakterileri etkiler. Ornegin bir antibiyotik, bir
bakterinin glikozu enerjiye c¢evirme kabiliyetini veya hiicre duvarim1 olusturma
kabiliyetini engelleyebilir. Bu oldugunda bakteri tiremek yerine oliir. Baz1 antibiyotikler
ise cok cesitli enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilir ve 'genis spektrumlu'
antibiyotikler olarak bilinir. Digerleri sadece birkag bakteri tiiriine kars1 etkilidir ve “dar

spektrumlu” antibiyotikler olarak adlandirilir [22].

2.1.1. Antibiyotiklerin siniflandirilmasi

Antibiyotiklerin elde edildigi {i¢ ana kaynak vardir.

1. Mikroorganizmalar: Ornegin, bazi Bacillus tiirlerinden bakitrakin ve polimiksin
elde  edilir; Streptomyces  tiirlerinden  streptomisin, tetrasiklinler;
Micromonospora Purpurea'dan gentamisin; griseofulvin ve Aspergillaceae
familyasinin bazi cinslerinden bazi penisilinler ve sefalosporinler elde edilir

2. Sentez: Kloramfenikol genellikle sentetik bir iglemle iiretilir.



3. Yan sentetik: Molekiiliin bir kisminin, uygun mikroorganizma kullanilarak bir
fermantasyon islemi ile iiretildigi ve iriiniin daha sonra bir kimyasal islemle
daha da modifiye edilmediyle elde edilir. Bir¢cok penisilin ve sefalosporin bu

sekilde iiretilmektedir.

Glinlimiizde ytizlerce farkli tiirde antibiyotik var, ancak bunlarin ¢cogu genis bir

sekilde 10 gruba ayrilabilir;

B-Laktam antibiyotikler

Tetrasiklin grubu antibiyotikler
Rifamisinler

Aminoglikozid-aminosikliol antibiyotikler
Makrolidler

Linkozamidler

Streptograminler

Polipeptit antibiyotikler

A ST L I S A .

Glikopeptit antibiyotikler

[S—
S

Antifungal antibiyotikler [23].

2.1.2. p-Laktam antibiyotikler

Penisilinler gibi B-laktam antibiyotikler, fermantasyon ile iiretilen en eski ve en
genis kullanima sahip endiistriyel iiriinler arasindadir [24]. B-Laktam halkasina sahip
cogu bilesik antimikrobiyal aktiviteye sahiptir [25]. p-laktam antibiyotikler,
insanlardaki ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Penisilin, sefalosporin, karbapenem ve monobaktam alt siniflar1 olarak
siniflandirilabilmelerine ragmen, hepsi B-laktam halkasi olarak adlandirilan kimyasal bir
yapiya sahiptir ve penisilin baglayan proteinlere baglanarak ve bakteriyel peptidoglikan

hiicre duvarinin sentezini inhibe ederek bakterisit aktivitesi gerceklestirirler [26].

Jui

@)

Sekil 2.1. B-Laktam halkas:



Tablo 2.1°de goriildigi gibi B-Laktam antibiyotikler faranjit, siniizit, kemik ve

karm i¢i enfeksiyonlar1 gibi cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Tablo 2.1. Enfeksiyon bélgesine gore [-Laktam antibiyotiklerin kullanimi [27]

Enfeksiyon Bolgesi B-Laktam Kullanimi

Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 Penisilin, karbapenem

Dis enfeksiyonlar: Penisilin

Faranyjit Penisilin, sefalosporin

Menenjit Sefalosporin,karbapenem

Siniizit Sefalosporin, penisilin

Alt solunum yolu enfeksiyonlari Sefalosporin,karbapenem, penisilin

idrar yolu enfeksiyonlari Sefalosporin,karbapenem  (Ozellikle ¢ok ilaca

direngli gram negatif basiller nedeniyle gelisen

enfeksiyonlar igin), penisilin, monobaktam

Karin i¢i enfeksiyonlar Sefalosporin (anaerobik aktivitesi olan bir madde
ile kombinasyon halinde), karbapenem, B-Laktam

inhibitorlii ureidopenisilin

Kemik ve eklem enfeksiyonlari Sefalosporin, penisilin

Enfektif endokardit Sefalosporin, penisilin

2.1.2.1. Penisilin

Penisilin ve ilgili B-laktam ilaglar en eski ve en yaygmn kullanilan antibiyotik
siiflarindan  biridir.  B-laktamlarin  6ldiiriicii  aktivitesinin, esas olarak hiicre
parcalanmasiyla  birlikte  duvar  biitiinliiglinlin =~ kaybindan  kaynaklandig
diisiiniilmektedir. En yaygin olarak kabul edilen modele gore, beta-laktam tedavisini
takiben hiicre duvari hasari, hiicre duvar1 sentezleri ve hidrolazlarin aktiviteleri
arasindaki ilaca bagl bir dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Hiicre pargcalanmasi i¢in
engellenen genetigi degistirilmis Streptococcus pneumoniae’larda B-laktam tedavisi

parcalanan hiicrelere benzer kinetikleri ile hiicre Oliimiiniine neden olmaktadir.



Escherichia Coli'de B-laktamlar, beklenmedik bir sekilde, hiicre par¢calanmasindan 6nce

lipid baglantil1 hiicre duvar onciillerinin tilkenmesine neden oldugu gosterilmistir [28].

2.1.2.2. Amoksisilin

Amoksisilin, kimyasal olarak a-amino hidroksil benzil penisilin, B-laktam ailesine
ait genis spektrumlu yar1 sentetik bir penisilindir ve genis bir antimikrobiyal aktivite,

bakterisidal etki ve yiiksek bir terapotik indekse sahiptir.

HO
- S
B CH3
NH, H :l/:NjCHS

o
Ho X0

zZ

Sekil 2.2. Amoksisilin’in molekiiler yapisi

Amoksisilin nispeten ucuzdur, Diinya Saglik Orgiitii'niin temel ilaclar listesinde
yer alir ve insan viicuduna oral, kas i¢i veya intravendz uygulama yoluyla sokulursa
giivenlidir. Ayn1 zamanda viicut dokularinda ve akiskanlarinda da ¢ogu zaman kabul
edilebilir diizeyde antibakteriyel aktiviteye sahiptir ve ilag dagitim sistemlerinde
kullanilmak iizere Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmustir. Amoksisilin’in
dezavantajlar1 ise serumun icine eklendiginde 1 saat kadar kisa biyolojik yar
Omiirlerivardir. Ayrica sulu ve tamponlu ¢ozeltilere eklendiginde kararli degildir.
Amoksisilin, sulu ¢ozeltilerdeki ve tamponlardaki bozunma orani farkli pH degerleri
(1,0-9,0) arasinda degisebilmektedir ve 4,0-7,0 pH araliginda en kararli halindedir
[29,30].

2.1.3. p-Laktamlarin etki mekanizmasi

Beta-laktam antibiyotikler duyarli bakterileri o6ldiirebilir. Bakterilerin hiicre
duvarlar1 normal biiyiime ve gelisme i¢in dnemlidir. Peptidoglikan, bakteriyel hiicrelere
kars1 sert mekanik kararlilik saglayan hiicre duvarinin 6nemli bir bilesenidir.
Peptidoglikan, N-Asetil glukozamin igeren glikan zincirleri ve peptit zincirleriyle
capraz baglanan N-Asetil muronik asitten olusur. Peptidoglikanlar 3 asamada olusur.
Birinci asamada peptidoglikan Onciileri iiridin difosfat (UDP)-Asetil muramil penta

peptit hiicrede birikir. Ikinci asamada UDP-Asetil muramil penta peptit ve UDP-Asetil
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glukozamin uzun polimer zincirleri olusturur. Uciincii asamada capraz baglanmanin
tamamlanmas1 ve transpeptidasyon reaksiyonlart ger¢eklesir. Yani transpeptidaz enzimi
amino asitleri ¢capraz baglayarak peptidoglikanlar1 olusturur. Bu son asamada B-Laktam
antibiyotikleri tarafindan hiicre duvarinin inhibisyonu gergeklestirilir. Transpeptidaz
enzimi, penisilin baglayict proteinler olarak da bilinir.p-Laktam antibiyotikleri
bakteriyal hiicre membraniyla iligkili ¢esitli penisilin baglayici proteinlere (PBP) sikica
baglanir. Bu proteinler, bakteriyal hiicre duvari sentezindeki bazi terminal reaksiyonlari
katalize eden transpeptidaz ve karboksipeptidazlardir. B-Laktam antibiyotikler,
reseptorlere eklendiginde transpeptidaz reaksiyonu inhibe ederek peptidolikan sentezini
engeller [31]. Hiicre duvari sentezini inhibe ederek, bakteri hiicresi zarar goriir. Gram
pozitif bakteriler yliksek i¢c ozmotik basinca sahiptirler. Normal, rijit bir hiicre duvari
olmaksizin, bu hiicreler, cevredeki ortamlarin diisiik ozmotik basincina maruz
kaldiklarinda patlar. Ayn1 zamanda, antibiyotik-penisilin baglayici protein kompleksi,
mevcut hiicre ¢eperini sindirebilen otolisinlerin salinmasii uyarir. Beta-laktam

antibiyotikler bu nedenle bakterisidal ajanlar olarak kabul edilir [31,32].



N-Asetil Muramik Asit
Amino Asit Zincirleri Peptidoglikan
N-Asetil Glukoz Amin
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Sekil 2.3. p-Laktamlara kars: etki mekanizmast



2.1.4. p-Laktamlara kars1 diren¢ gelisim mekanizmasi

B-Laktam antibiyotikler, penisilin baglayici proteinler (PBP'ler) olarak bilinen
hiicre duvart sentez enzimlerine baglanarak etki ederler, bdylece peptidoglikan sentezini
inhibe ederler. PBP'lerin inhibisyonu hiicre duvarimi zayiflatir. Hiicre biiylimesinin
inhibe edilmesine ve siklikla hiicre Oliimiine neden olur. B-laktam direnci ii¢

mekanizmaya sahiptir.
1. PBP'lere erisimi azaltmak,
2. PBP baglanma afinitesini azaltmak

3. B-laktamaz (B-laktamlar1 baglayan ve hidrolize eden enzimler) ekspresyonu

yoluyla antibiyotigin tahrip edilmesidir.

Pozitif bakteriler, antibiyotikler PBP'lerin bulundugu bakteriyel sitoplazmik
membrana serbest erisime sahiptir. Gram-negatif bakterilerde, bakteriyel dis zar (gram-
pozitif bakterilerde bulunmayan) hem B-laktam girigini kisitlayabilir hem de B-laktamaz
molekiillerini deristirebilir. Eger B-laktam molekiilleri, bu periplazmik alandan, kisitl
giris veya fazla akinti ile yeterince digarida birakilirsa ve B-laktamaz molekiilleri
yogunlagirsa, nispeten zayif bir B-laktamaz bile yiiksek diizeyde direng saglayabilir
[33].

2.1.5. Antibiyotiklerin yan etkileri

Antibiyotikler mikrobik kaynakli bulasici hastaliklara karst bir 6n tedavidir.
Bircok antibiyotigin insanlarda c¢esitli yan etkilere neden oldugu bilinmektedir.
Ribozomal RNA (rRNA), protein sentezini inhibe eden ana antibiyotiklerdir.
Endosymbiont teorisine gore, mitokondriler, bakteriyel orijinlidir ve protein ekspresyon
sisteminin molekiiler ve yapisal bilesenleri hemen hemen aynidir. Mitokondriyal
rRNA'daki mutasyon oranmin g¢ekirdek rRNA'ninkine kiyasla daha yiliksek oldugu
gbzlenmistir. Bu mutasyonlarin varligi prokaryotik rRNA yapisini taklit edebilir ve
bakterilerin ribozomlarmi hedef alan antibiyotiklere baglanabilir. Mitokondriyal
fonksiyonlar tehlikeye girer ve bu nedenle antibiyotik tedavisi sirasinda yan etkiler

gozlenebilir [34].
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Her bireyin farkli genetik yapisi nedeniyle, antibiyotik yan etkileriher hasta i¢in
farkli olabilir ve reaksiyonlar hafif alerjik reaksiyonlardan zayiflatici tibbi sorunlara

kadar degisebilmektedir.
Ortak Yan Etkiler

e Ishal

e Mantar enfeksiyonlari

¢ Hafif mide rahatsizliklar

e Kusma

e Karin kramplari

o Alerjik reaksiyon (nefes darligi, kurdesen, dudaklarin sismesi, bayilma)

¢ Dil {izerinde beyaz lekeler
Nadir Yan Etkiler

e Bobrek tas olusumu

¢ Anormal kan pihtilagsmasi
e Giinese duyarlilik

e Kan hastaliklar

e Sagirlik [35,36].
2.1.6. Antibiyotiklerin hedefi

Antibiyotikler, bakteriyel fizyoloji ve biyokimyay1 hedef alir, mikrobiyal hiicre

6liimiine veya biiylimenin durmasina neden olur. Antibiyotiklerin bes ana hedefi vardir.

Bunlar;
1. Bakterinin hiicre duvari,
2. Hiicre zar1,
3. Protein sentezi
4. DNA ve RNA sentezi
5. Folik asit (vitamin B9) metabolizmasidir.

Bu bakteriyel hedefler, 6karyotik hiicrelerde (insanlar dahil olmak tizere) farkli

olanlar veya bulunmayanlardir. Ornegin penisilinler, sefalosporinler ve karbapen gibi -
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laktam antibiyotikler, bakteriyel hiicre duvarmin sentezini bloke eder. Bu yapi, daha
yiiksek organizmalarda yoktur, ancak bakteriyel sagkalim i¢in gereklidir. Bakteriyel
ribozom tetrasiklin, aminoglikozit, makrolid ve diger antibiyotiklerin hedefidir ve

capraz inhibisyonun meydana gelmedigi dkaryotik ribozomdan yeterince farklidir[37].

Hiicre Duvari Sentezini inhibe Eden Antibiyotikler
*Penisilinler
+Sefalosporinler Protein Sentezini inhibe Eden Antibiyotikler
*Basitrasin *Kloramfenikoller
*Vankomisin *Eritromisinler
*Tetrasiklinler
l *Streptomisin

l

Transkripsiyon Translasyon

vod
mENA: Protein
Replikasyon
Enzim
Niikleik asitlerin Aktivitesi,

Tranksripsiyonunu ve EsansiyelMeta
Replikasyonunuinhibe Eden bolitlerin
Antibiyotikler Sentezi
*Kinolonlar

*Rifampisinler

E ivelMetabolitleri
inhibe Eden Antibiyotikler
*Siilfanilamidler

Plazma Membranmna Zarar *Trimetoprimler

Veren Antibiyotik
*Polimiksin

Sekil 2.4. Etki mekanizmalarina gére bazi antibiyotiklerin sematik gésterimi
2.2. Kontrollii ila¢ Salmimm

Gliniimiizde ilaglarin klinik uygulamada kullanilmasini saglayan zorunlu kriterler

sunlardir:

o Etkinlik
e Giivenlik

o Kalite

Bu parametreler, ornegin biyoesdegerlik, farmakolojik, toksikolojik ve klinik
arastirmalar ve in vitro arastirmalar gibi uygun arastirmalarin sonuclariyla belirlenir.
Farmasoétiklerin etkinligi ve giivenligi, belirli bir hiicresel hedef iizerindeki etkilerinin

etkinligi ve yiiksek diizeyde in vivo aktivitelerini siirdiirebilmeleriyle ilgilidir [38]
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Polimerik bir ilag verme sisteminden ila¢ salinim hizi, ilag maddesinin partikiil
biiyiikliigii, polimerin hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri, oral dozaj formundaki diger
fonksiyonel yardimc1 maddeler ve son dozaj formunu iiretmek i¢inuygulanan metot gibi

bir¢ok faktérden etkilenebilir [39].

Kimyasal olarak kontrollii ila¢ salinim sistemlerinde, farmakolojik olarak aktif bir
maddenin salinmasi1 genellikle sulu ortamda bir veya daha fazlasi mekanizma ile

gergeklesir. Bunlar;

e Birilaci igeren polimer matrisinin agamali olarak biyodegradasyonu,
e ilacin polimer matrisine baglandig1 kararsiz baglarin biyodegradasyonu

o Enjekte edilebilir ve biyo-bozunabilir mikro yapilardan bir ilacin diflizyonudur.

Mekanik ve ozmotik sistemlerin aksine, bu tiir biyolojik olarak pargalanabilen
sistemlerin avantajlari, cerrahi miidahaleyle c¢ikarilmaya gerek kalmamasi, kiigiik
boyutlar1 ve diisiik maliyetleridir. Ayrica, tiim biyolojik olarak ¢oziinebilen iiriinler ve
bunlarin metabolitleri toksik, kanserojen, teratojenik olmamalidir. Biitiin bunlar kolayca

kargilanamamaktadir ve dikkatli bir incelemeye tabi tutulmalidir.

Birinci tipte bir sistemde, ila¢ ya biyobozunabilir polimer matrisinde dagilir ya da
icinde kapsiillenir, bunun i¢inden kontrollii oranlar ile biyolojik ortama salinir. Bu
kinetik aktivite, polimerin kimyasal bilesimine, ilacin polimerin i¢indeki ¢oziiniirliigline
ve polimer matrisinin preparatif yonlerine baglidir. Polimerin, biyobozunma tiriinlerinin
hicbirinin toksik olmamasi1 dnemlidir. Ayrica, tiim bozunma iirlinleri viicutta asir1 veya
stirekli birikim olmaksizin tamamen metabolize edilmeli ve atimalidir. Bu
gereksinimler, 6zellikle ila¢ salinimi parametreleriyle birlestirilmesi gerektiginde, ¢esitli

zorluklar dogurmaktadir [40].

Elektro ¢ekim yontemiyle elde edilen ilag yiiklii nanolifler antibiyotikler ve diger
antimikrobiyal ajanlar i¢in tasiyict matriks olarak kullanimi son yillarda artmigtir.
Nanolifler, yliksek ila¢ ylikleme kapasitesi, yiliksek kapsiilleme verimliligi, cesitli
terapotiklerin eszamanli uygulanmasi, calisma kolayligi ve uygun maliyet saglar.
Benzer sekilde, yiiksek ylizey alani ve nanoliflerin kisa diflizyon siiresi diger sistemlere

gore daha yiiksek ila¢ salinim hiz1 saglar. Ayrica, nanoliflerin modifiye edilmesiyle, tek
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ve ya ¢oklu ilaglarin lifli yapilara kolaylikla yiiklenebilmesi ve ila¢ saliniminin kontrol

edilebilmesi miimkiindiir [41].

2.3. Yara lyilestirici Bantlar

Yara, normal anatomik yap1 ve islevde hasar veya bozulma olarak tanimlanir.
Yaralar, ilgili organa disaridan veya igeriden baslayan patolojik siireclerden
kaynaklanabilir. Kazara veya kasith bir etiyolojiye sahip olabilirler ya da bir hastalik
siirecinin sonucu olabilirler. Yaralanma, sebebi ne olursa olsun dokuya zarar verir ve
icindeki dogal ortami bozar [42].Yara iyilesmesi siireci karmasik olan ve bir takim
faktorler tarafindan tehlikeye sokulabilen bir siirectir. Bakteriyel enfeksiyonlar yaralarin
iyilesme siirecini dnemli Ol¢iide tehlikeye atabilir ve bazi durumlarda yara iyilesmesini
onleyebilir. Enfeksiyonlari tedavi yontemlerinden biri de antibiyotik kullanimidir. Her
ne kadar antibiyotiklerin, yara enfeksiyonlarina karsi cok yararli oldugu kanitlanmig
olsa da, bunlarin kullanimi bobrek ve karacigerde toksisitesi ve ilaca direngli
bakterilerin ortaya c¢ikmast gibi komplikasyonlara neden olabilir. Kronik yara
yaralanmalaria sahip hastalar; Genellikle, sistemik antibiyotiklerle, yara igerisinde
mevcut olan bakteriyel yiikii azaltma girisimi ile tedavi edilir. Bununla birlikte,
graniilasyon dokusunda bol miktarda kan kaynagina ragmen, sistemik uygulamalarin,
graniile edici dokuda genellikle kayda deger miktarda antibiyotik tretmedigi
bilinmektedir. Dahasi, kiigiik graniilasyon dokusu olan iskemik yaralar da sistemik
olarak uygulanan antibiyotiklerle zayif penetrasyona sahiptir. Bu nedenle, topikal
uygulamanin etkili bir yaklasim oldugu kamtlanmistir. Ideal durumda, antibiyotik,

enfeksiyon yerinde ve enfeksiyon siiresi boyunca uygun miktarlarda kullanilir [43].

Bir yara sargisinin amaci, doku rejenerasyonu siirecini tesvik ederken, aym
zamanda c¢evresel tehditlerden ve mikroorganizmalarin yaraya niifuz etmesini
engellemektir [29]. Gec¢miste, yaralarin iyilesmesi i¢cin degisik derecelerde emicilik
gosteren dogal veya sentetik bandajlar, pamuk yiinii, tifttk ve gazli bezler gibi
geleneksel sargi bezleri kullanildi. Temel islevleri, yara eksiidanlarinin buharlagmasina
ve yara i¢ine zararli bakterilerin girmesini Onleyerek yarayr kuru tutmaktir. Bu
pansumanlar, saglikli dokularin yumusayarak soyulmasindan korunmak icin sik sik

degistirilmelidir.
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Gazli bez sargilar1 daha az maliyetlidir ancak asir1 yara drenajimna bagh olarak,
pansumanlar 1slanir ve ¢ikarildiginda agrili hale getirerek yaraya yapisir. Geleneksel
pansumanlar yaraya nemli ortam sagladigindan, daha gelismis formiilasyonlarla modern

pansumanlarla degistirilmistir [44,45].

Ideal bir yara pansumani, nemi muhafaza etme, mikroorganizmalara kars1 hareket
etme, toksik olmayan, yapiskan olmayan ve yara iyilesmesini destekleme yetenegine
sahip olmalidir. Modern yara pansumanlari, yara yiizeyinde eksiida emilimi ve optimal
ylizey nemi arasinda dinamik dengeyi saglamalidir. Ayrica, yaraya yeterli oksijeni

saglamak icin gaz degisimi yapabilmelidir [46].
Ideal bir yara pansumaninin dzellikleri sdyle olmalidir;

e Yiiksek nemlilik saglamali

e Agsiri yara eksiidasinin ¢ikarilmasi

e Is1 yalitimina ve gaz degisimine izin vermeli

e Yara yiizeyine uygun olmali

e Gerektiginde 6lii dokunun temizlenmesini kolaylastirmali
e Yara izi kalmasini en aza indirgemeli

e Yabanci bakterilere kars1 gegirgen olmamali

e Toksik olmamali

¢ Yapiskan olmamali, rahat ve uyumlu olmalidir [47].

Polimerik  nanoliflerin ~ {iretim  yontemleri {izerine arastirmalar, yara
pansumanlarindaki en 6nemli konulardan biri olmaya devam etmektedir. Elektro ¢ekim,
eriyik tflemeli, faz ayrimi gibi ¢esitli teknikler, yara pansumanlari i¢in uygun polimer
nanoliflerinin iiretilmesinde kullanilmistir. Bunlar arasinda elektro ¢ekim en popiiler
olanidir. Elektro ¢ekim, hem dogal hem de sentetik kdkenli polimerlerden kontrollii
gozenekli yapiya sahip nano Olgekli lifli matlar iiretmek i¢in basit ve etkili bir
yontemdir. Bu teknik, ¢ok yonliiliigli, tekrarlanabilirligi, hacim-ylizey oran1 ve mikron

alt1 aralig1 nedeniyle ¢ok dikkat cekmektedir [48].

Yara sargilart kokenleri sentetik veya dogal olan farkli tiplerde polimerler
kullanilarak gelistirilmistir. Poli (Metakrilatlar), polivinil pirolidin vb.'den yapilmis

sentetik pansumanlar vardir. Bu pansumanlar, hastalarin islem yapmasini zorlastiran
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diistik mekanik dayaniklilik saglarlar. Sentetik pansumanlar iyi bir anti enfeksiyoz
Ozellik kazandirsa da, bozunma triinleri cilde zarar vermemelidir. Bu durum sentetik
polimerler ile karsilanamamaktadir. Enfekte yaralar, uygunsuz iyilesme ile asir1 eksiida
formasyonu varlig1 ile karakterizedir. Enfeksiyon, etkilenen pargalarin cerrahi olarak
cikarilmasina yol acan hizli bir sekilde diger doku pargalarina yayilir. Bu tiir yaralarin
tedavisi, yara bakimi alaninda biiyiik bir giicliiktiir. Bu nedenle, dogal polimerlerden
gelistirilen pansumanlar1 6ne c¢ikarmak i¢in c¢ok fazla arastirma yapilmistir. Dogal
polimerlerden elde edilen pansumanlar, sadece mikrobiyal yiikii ortadan kaldirmakla
kalmayip ayn1 zamanda yara izi kontrolii, iltihapli aktivitelere aracilik etme, vb. diger

iyilestirici faaliyetlere de yardime1 olan etkili yontemlerdir [49].

[lag salic1 yara pansumanlari, yara iyilesmesi siirecine dogrudan veya dolayl
etkilerinden dolayr geleneksel olanlara gore tercih edilir. Onlar, yaraya antibiyotik
verilmesi i¢in daha iyi secenekler ve sistemik antibiyotik verilisiyle iligkili bazi
dezavantajlarin iistesinden gelirler. Verimli dozda antibiyotik dozlarini azaltirlar ve bu
da sistemik toksisite riskini azaltir ve diyabetik ayak iilserleri gibi zayif kan dolasimi
olan yaralara antibiyotik saglarlar [50]. Genellikle, enfekte olmus yaralarin ¢gogunlugu
polimikrobiyaldir ve genellikle ¢evrede bulunan patojenler, yani mukoza zarlarinda
yasayan endojen mikroplar ve bitisik deri iizerinde bulunan mikroflora tarafindan
kirletilir. Kronik yara olusumunun ilk asamalarinda, gram-pozitif organizmalar,
ozellikle S. aureus baskindir. Daha sonraki asamalarda, gram-negatif E. coli ve
Pseudomonas tiirleri gézlenir ve derin doku katmanlarina niifuz etme egilimi gosterir ve
bu da 6nemli doku hasarina neden olur. Giiniimiizde, pansumanlarin antimikrobiyal
ozelliklerini gelistirmek i¢in, yapilarina farkli ajanlar dahil edilmistir. Bu antimikrobiyal
maddeler esasen antibiyotikler (0rnegin tetrasiklin, siprofloksasin, gentamisin ve
stilfadiazin), nanopartikiiller (6rnegin glimiis nanopartikiiller) ve dogal iiriinler (6rnegin

bal, esansiyel yaglar ve kitosan) dir [51,52].

2.4. Nanolifler

Nanomalzeme diinyasi, olaganiistii fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olan ¢ok gesitli
ilgi ¢ekici materyaller icerir. Bu materyaller, sifir boyutlu nanopartikiiller veya kuantum
noktalari, tek boyutlu nanoteller, nano ¢ubuklar, nanolifler ve nanotiipler ve iki boyutlu

nanolevhalar icerir. Genis potansiyel uygulamalara sahip nanomalzemeler olarak kabul
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edilen nanolifler, nanomateryallerin geri kalan1 arasinda 6ne ¢ikmaktadir. Nanoliflerin
en dikkat ¢ekici 6zelliklerinden biri, son derece yiiksek yiizey alanindan hacim oranina
ve yiikksek gozeneklilige sahip olmalarindan dolayi, bir¢ok gelismis uygulama igin
saglam ve c¢ekici bir aday haline gelmektedir. Bugiline kadar nanolifler, dogal
polimerler, sentetik polimerler, karbon bazli nanomateryaller, yar1 iletken
nanomalzemeler ve kompozit nanomateryaller gibi ¢esitli malzemelerden hazirlanmigtir

[53].

Nano oOlgegi literatiirde 1-100 nm araliginda bir Ol¢iim seviyesi olarak
tanimlanmistir [54]. Nanolifler, ekstraselliiler matriks (ECM) ile benzerliklerinden
dolay1 nanotip alaninda 6zel ilgi gostermektedir. Nanopartikiiller gibi, daha yiiksek
yiizey-hacim oran1 ve sentezde kullanilan polimerlerin ayarlanabilirligi iistiin

Ozellikleridir [55].
Nanoliflerin iiretim yontemleri;

e Elektro ¢ekim,

e (Cizim teknigi

e Kendiliginden montaj (Self-assembly),
e Sablon sentezi

e Lif Orgii teknigi

e Lif-baglama teknigi

e Eriyik tifleme teknigi

e Faz ayrimu gibi gesitli teknikler kullanilarak iiretilebilir.

Bunlar arasinda elektro c¢ekim yontemi, biiylik Olcekli iiretim, nispi imalat
kolaylig1 ve ayarlanabilir yapiya sahip olma yeteneginden dolayi, en yaygin kullanilan

yontemdir [56].
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Sekil 2.5. Nanoliflerin uygulama alanlar

Nanolifler, biyouyumluluk, biyobozunabilirlik, miikemmel mekanik 6zellik ve
sterilite gibi benzersiz Ozelliklerinden dolay1 kontrollii salinim sekli, ilacin yam sira
hiicre dagitimi i¢in ideal bir adaydir. Nanolifler ayrica miikemmel gozeneklilikleri ve
gozenekler arasi baglantilarindan dolay: hiicre yapismasini destekler, bu nedenle doku
rejenerasyonu ve doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilir. Nanoliflerin yerlerini

diger dagitim sistemlerinden ayiran bazi essiz ve dnemli 6zellikleri vardir. Bunlar;
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> Islenebilirlik
» Kontrolli salinim davranisidir [57].

2.5. Elektro Cekim Yontemi

Giliniimiizde nanolifler, nanoteller, nanotiipler ve nanorodlar gibi tek boyutlu (1D)
nanoyapili malzemeler, benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 yogun ilgi
gormektedir. Nano elyafli malzemelerin hazirlanmasinda sablon destekli sentez,
kimyasal buhar biriktirme, kendinden montajli, 1slak kimyasal sentez ve elektro ¢ekim
gibi cesitli yontemler uygulanmistir. Diger yontemlerle karsilagtirildiginda, elektro
cekim yontemi basitlik, yiiksek verimlilik, diisiik maliyet ve yiiksek tekrarlanabilirlik

esasina sahiptir [58].

Elektro c¢ekim yontemi, hem dogal hem de sentetik polimerlerin polimer
cozeltileri ile elektriksel kuvvet kullanilarak ¢aplari 2 nm ile birka¢ mikrometre arasinda

degisen nanolif liretim yontemidir [59].

, Polimer Cozeltisi

Siringa Pompasi

Metal Toplayict
Levha

Yiiksek Voltaj Giig
Kaynagi

Sekil 2.6. Elektro ¢ekim cihazinin sematik gosterimi

19



Sekil 2.7. Elektro ¢ekim cihazi

2.5.1. Elektro ¢ekim yonteminin tarihi

Elektro ¢ekimin bir lif egirme teknigi olarak kullanilmasimin kdkeni, 1930'larin
baslarina dayanmaktadir. 1934 yilinda, Anton Formhals, elektrostatik kuvvet kullanarak
polimer filamanlarinin {iretimi i¢in deneysel bir diizeni tanimlayan bir dizi patent
yayinlamistir. Elektrik alani kullanarak yapay iplik iiretme yontemi, uzun bir siire
denenmis olmasma ragmen, elyaf kurutma ve toplama gibi daha Onceki ¢ekim
yontemlerindeki bazi teknik zorluklardan dolayr Formhals'nin bulusuna kadar 6nem
kazanmamistir. Ilk patentinde Formhals, ¢dziicii olarak aseton kullanarak seliiloz asetat
liflerinin ¢ekimlenmesini bildirmistir [60,61]. Sir Geoffrey Ingram Taylor, 1964 ve
1969 yillar1 arasinda elektro ¢ekimin teorik temelini olusturulmustur. Arastirmalari,
elektrik alanmin etkisi altinda sivi damlaciklarinin olusturdugu koninin seklini
matematiksel olarak modellemek suretiyle elektro ¢ekimlemeye katkida bulunmustur
[62]. Bu karakteristik damlacik sekli artik Taylor konisi olarak bilinmektedir. Taylor
konisi elektro ¢ekim, elektrosprey ve hidrodinamik sprey proseslerinde gozlenen ve

yiiklii bir parcaciklarin bir esik voltajinin iistiinde yayildigi koniyi ifade etmektedir.
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Sekil 2.8. Taylor konisi olusumu

Elektro ¢ekim yontemi, 1995 yilinda, elektrospreylemeyi incelerken, nanometre
Olgeginde caplart ile kolaylikla olusturulabildigini gézlemleyen Doshi ve Reneker
tarafindan potansiyel bir nano yapili malzeme kaynagi seklinde yeniden kesfedilmistir
[63]. Reneker ve arkadasi, 5 pm'den daha kiiclik ¢aplt lifler iliretmek i¢in polimer
dispersiyonunu sarj etmek icin yiiksek voltaj kullanilmistir. Cesitli kesit sekillerine ve
boyutlaria sahip olan lifler, farkli polimerlerden tiretilmistir. Bu liflerin ¢ap1 0.05 ile 5
mikron arasindaydi ve calismalarinda elektro ¢ekim islemi, islem kosullari, [if

morfolojisi ve elektro ¢ekim liflerinin bazi olasi kullanimlar1 agiklanmaktaydi [64].

Sekil 2.9’da 1995'den giinlimiize kadar elektro ¢ekim ile ilgili yayin sayisini
gostermektedir. Bu yontem ile ilgili uygulama arastirma aktivitelerinde dnemli bir artig

oldugu goriilmektedir.

3000
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500

Yayinlanan Makale Sayisi

O -
1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017

Yil

Sekil 2.9. Verilen yillarda 'Elektro ¢ekim' anahtar kelimesiyle yaymlanan makale sayisi
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2.5.2. Calisma prensibi

Elektro ¢ekim yonteminin temeli, giiglii bir elektrik alaninin uygulanmasina
dayanir. Polimer ¢ozeltisi veya eriyigi bir siringa icerisine konur ve besleyici iiniteye
yerlestirilir. Siringanin ucuna yiliksek voltaj uygulandiginda, genellikle 1 ile 30 kV
arasinda, siringa ucunda polimer damlasi olusur. Ignenin ucundaki polimer damlasi
kritik bir voltaj degerine kadar, ylizey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden dolayi,
kiiresel bir bigimde bulunur. Uygulanan potansiyel fark bir esik degerine ulastig1 anda,
elektrostatik kuvvetler yilizey gerilimi kuvvetleriyle esitlenir. Bu noktada polimer
damlas1 sekil degistirerek koni bigimini alir. Bu koniye “Taylor konisi” denir. Voltaj
belli bir esik degerini gectiginde, elektrik kuvveti damlacigin ylizey gerilimini asar ve
¢oOzeltinin bir veya c¢oklu jetleri elektrik alan siddeti iizerine bagli olarak ignenin
ucundan firlatilir. Jet, topraklanmis ve belli bir uzakliktaki toplayici metal levhaya
(kars1 elektrot) dogru hareket ederken ¢oziicii buharlagir ve metal levhada nanolifler

olusur [65,66].

Toplayici
Levha

%

Taylor Jet
Konisi

H=1%
Ciizeltisi /+

Sirnga

!l 11
/1 1 1 1

Yiiksek Voltaj
Gii¢ Kaynain

Sekil 2.10. Elektro ¢cekim sematik gosterimi

2.5.3. Nanolif iiretimini etkileyen parametreler

Polimer ¢oOzeltisinin egrilmesini etkileyen ¢esitli parametreler vardir. Bu
parametreler, genel olarak c¢ozelti parametreleri, islem parametreleri ve ortam

parametreleri gibi {i¢ kisma ayrilabilir. Parametrelerin her biri, liflerin morfolojilerini
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etkileyebilir ve bu parametrelerin uygun kontrolii sayesinde, istenilen morfolojileri ve

caplar1 olan elektro ¢ekim lifleri {iretilebilir.

Tablo 2.2.Elektro ¢ekim nanoliflerinin morfolojisini etkileyen faktorler

Cozelti Parametreleri Islem Parametreleri Ortam Parametreleri
4 )
Konsantrasyon Voltaj
Nem
Molekiiler Agirlik
Akis Hizi
\. J
Viskozite
4 )
Toplayici
Yiizey Gerilimi
Sicaklik
. ] Toplayici ve Siringa Ucu
[letkenlik Arasindaki Uzaklik
\. J

2.5.3.1. Cozelti parametreleri
2.5.3.1.1. Derigim

Polimer c¢ozeltisinin derisimi, elektro c¢ekim islemi sirasinda lif olusumunda

onemli bir rol oynar. Diigiikten yiliksege dogru dort kritik derisim vardir.

1. Derisim ¢ok diisiik oldugunda, polimerik mikro (nano) parcaciklar elde edilir.
Bu sirada, diisiik viskozite ve ¢ozeltinin yiiksek ylizey gerilimleri nedeniyle
elektro ¢ekim yerine elektrosprey olusur [67].

2. Derisim biraz daha yiiksek oldugunda, boncuk ve lif karisimi elde edilecektir
[68].

3. Derisim uygun oldugunda, diizgiin nanolifler elde edilebilir.

4. Derigsim cok yiiksekse, nanokaliteli olmayan lifler, sarmal sekilli mikro seritler

goriilecektir [69].
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Genellikle, ¢ozeltinin derisiminin arttirilmast, ¢ozelti derisimini elektro ¢ekim igin
uygun ise lif capr artacaktir. Ayrica c¢ozelti viskozitesi de ¢oOzelti derisiminin

ayarlanmasi ile ayarlanabilir [70].

Sekil 2.11. Elektro ¢ekim sirasinda artan derigim ile elde edilen yapilarin SEM goriintiileri
[67,71,72]

2.5.3.1.2. Molekiiler agirlik

Belirli molekiiler agirliktaki polimerin elektro ¢ekim sirasinda, lifli yap: sadece
kritik bir derisimin {izerinde ve viskoziteyi smirlayan islemin altinda kararh
olabilmektedir. Molekiiler agirlik ayrica viskozite, ylizey gerilimi, iletkenlik ve
dielektrik dayanim gibi reolojik ve elektriksel 6zellikler lizerinde de 6nemli bir etkiye

sahiptir [73].

Yiiksek molekiillii agirliktaki polimerler daha yiiksek seviyede zincir dolanmasi
ve dolayisiyla daha diisiik eriyik akis indeksine sahiptir. Sonug olarak, bu polimerlerden
daha kalin lif ¢aplar1 olusturulacaktir. Yapilan ¢alismalarda molekiiler agirlik siirekli

olarak azaldikga, lif capinin azaldigini goriilmektedir [74,75].

2.5.3.1.3. Viskozite

Cozelti viskozitesi, lif morfolojisinin belirlenmesinde kritik anahtardir. Yiiksek
viskoziteli bir ¢ozelti i¢in, elektriksel yiikler, lifleri olusturmak i¢in ¢bzeltiyi germek
icin yeterli dayaniklilig1 saglamayabilir. Bir ¢6zelti ¢ok viskoz ise, ¢ozeltinin derisimini
azaltmak gerekebilir. Bununla birlikte, belirli bir derisimin altinda, elektro ¢ekim jeti

damlaciklara ayrilabilir ve lif olugmaz.
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Viskozite, polimer derisimi ve polimerin molekiil agirligi birbiriyle iligkilidir.
Daha yiiksek molekiil agirlikli bir polimerin veya daha yiiksek ¢ozelti derisimi
viskozitede ve lif ¢apinda artisa yol agar. Viskozite arttikga, egirme islemini baslatan
yiikler polimer ¢ozeltisinin istenen lif ¢apina gerilmesi i¢in yetersiz olabilir. Diisiik
viskozite ¢ozeltisi i¢in, ylizey gerilimi baskin faktordiir ve sadece boncuklar veya
boncuklu elyaf olusur. Cozelti uygun viskoziteye sahipse, siirekli lifler elde edilebilir

[70,76].

2.5.3.1.4. Yiizey gerilimi

Yiizey gerilimi, birim uzunluk basina yiizey diizleminde uygulanan kuvvet olarak
tanimlanir. Elektro ¢ekim islemi sirasinda, uygulanan voltajin, nanolifler iiretmek igin
egirme ¢ozeltisinin yiizey gerilimini asacak kadar yiiksek olmasi gerekir. Coziiciiler
yiizey gerilimini bir dereceye kadar degistirebilir. Farkli ¢oziiciiler farkli ylizey
gerilimine neden olur. Daha Onceki calismalarda derisimi degistirmeden c¢ozeltinin
yiizey gerilimini azaltarak boncuklu liflerin diiz liflere doniisebilecegi gosterilmistir

[77,78].

2.5.3.1.5. Iletkenlik

Cozeltinin elektro ¢ekim sirasinda besleme {initesinden polimere yiik aktarimi
¢oziiciiniin iletkenliine baghdir. Iletkenlik ne kadar yiiksek olursa, polimer molekiilleri
tizerinde o kadar fazla iyon olusur. Daha sonra itme artisi daha baskin bir etkiye
doniistiikge daha ince lifler olusmaktadir. Iletkenligi gelistirmek igin farkli calismalar
yapilmis ve iyonik tuzlarin eklenmesiyle iletkenligin arttirilmasinin daha kiigiik bir

baslangi¢ jet capindan daha ince lifler {irettigini gézlemlenmistir [79].

2.5.3.2. Islem parametreleri
2.5.3.2.1. Voltaj

Jet caplant ve lif caplari, uygulanan voltaj ile belirli bir dereceye kadar kontrol
edilebilir. Ancak polimer sistemi ile kuvvetli bir sekilde degisir. Ornegin, akrilik
nanoliflerinin elektro ¢ekimlenmesi i¢in jet capmin baslangigta artan voltaj ile
azalabildigi, fakat voltajin daha da artmasiyla tekrar arttigi gézlemlenmistir. Bu durum
elektrik alanin siringadan ¢ikardigi polimer ¢ozeltisinin miktarindaki kuvvetli artistan

kaynaklanmaktadir [80,81].
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2.5.3.2.2. Akis hizi

Cozeltinin uygulanan basingla akisi, akis hizi olarak adlandirilir. Yiiksek akisg
hizlarinda, ortalama lif ¢aplarinit ve boncuk boyutunu arttiran daha biiylik damlaciklar
olusur. Yiiksek akis hizlarinda, lif ¢apinin artirilmasi ile bir sinirlamaya sahiptir, ¢iinkii
uygulanan voltaj ve akis oranlar1 es zamanl olarak artmamistir. Diger yandan, ¢oziicii
buharlagsma i¢in yeterli zamana sahip olacagi icin, daha diisiik akis oranlar1 daha fazla
tercih edilmektedir. Bununla birlikte, akis hizi yiiksek oldugunda, igne ucundan daha
bliyiik bir ¢ézelti hacmi c¢ekilir, bu da kurumasi i¢in daha uzun bir zamana ihtiyag
duyar. Bu durumda, artik ¢oziicii liflerin bir araya toplanmasini ve lifler yerine aglar

olusturmasini saglayabilir [82].

2.5.3.2.3.Toplayict

Elektro ¢cekim yonteminde toplayict malzeme iletken olmalidir. Toplayici, igne ve
toplayict arasindaki uygun potansiyel farki yaratmak icin topraklanmis olmalidir. Ancak
toplayicinin degistirilmesi durumunda, daha yiliksek yogunluga sahip, siki bir sekilde
paketlenmis liflerin olusmasi s6z konusudur. Gozenekli toplayici, gozenekli olmayan
plakaya kiyasla daha diisiik yogunluga sahip lifler saglar. Gozenekli toplayici plakada
yiizey alanmi arttirilir, boylece artik ¢oziicli molekiilleri, gdzenekli olmayanlara kiyasla
hizla buharlasir. Doner toplayici, ¢oziicliniin buharlagsmasi i¢in daha fazla zaman
sagladig icin kuru liflerin elde edilmesini saglar. Doner toplayici i¢in, donme hizinin

kuvveti lifleri uzatir, bu da hizalama ve ¢apta azalma ile sonuglanir [83].

2.5.3.2.4. Toplayict ve siringa ucu arasindaki uzaklk

Toplayic1 ile siringanin ucu arasindaki uzaklik lif c¢apini ve morfolojisini
etkilemektedir. ki elektrot arasindaki mesafenin kisaltilmasi, igne ile hedef arasindaki
elektriksel alan kuvvetinde bir artisa neden olur ve elektro ¢ekim teknigini hizlandirir.
Fakat bu durum ¢d6ziicii buharlasmasi i¢in mevcut olan zamani azaltir. Mesafe c¢ok
fazlaysa, boncuklu lifler elde edilebilir. Ayrica iki elektrot arasindaki bosluk arttiginda

nanoliflerin ¢ap1 azalir [84].
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2.5.3.3.0rtam parametreleri
2.5.3.3.1. Nem

Elektro ¢ekim yonteminin uygulanmasinda nem, polimer hidrofobikligine, ¢oziicii
ucuculuguna ve su ile karisabilirligine baglh olarak nanoliflerin ¢apini ve morfolojisini
etkileyen dnemli bir parametredir. Polimer ¢ozeltisi siringa ucundan belli bir uzakliktaki
toplayict metal levhaya dogru hareket ederken ¢oziicii buharlasir ve metal levhada
nanolifler olusur. Diigiik nem, hizl1 ¢6ziicli buharlagsmasina neden oldugu i¢in daha kalin
nanolifler olusur. Yiksek nem ise daha yavas ¢Oziicli buharlasmasina neden olur ve

daha ince nanolifler olusur [85].

Hidrofilik polimerlerde diisiik nem degerlerinde piiriizsiiz nanolif ylizeyleri elde
edilir. Fakat nem arttikca yiizeydeki piiriizliiliik artar. Clinkii hidrofilik polimerler su
molekiillerini kolayca adsorbe ederler. Bu nedenle biiyiik su damlaciklar1 gozlenemeyen
biiylik girintiler olusturmazlar. Hidrofobik polimerlerde ise diisilk nem degerlerinde
gozenekli nanolifler olugsmaktadir. Ancak nem arttikga lifler tizerindeki porozite artar ve
yiiksek nemde nanoporozite olusur. Bunun nedeni hidrofobik polimerlerde nanolifler
suyla daha az islanir. Su molekiilii arttik¢a bunlar su damlaciklarina doniisiir ve daha

sonra lif ylizeyinde nano girintileri birakacak kadar biiyiik olurlar [86].

2.5.3.3.2. Sicaklhik

Yiiksek sicaklik, yiizey gerilimini ve viskoziteyi azaltir fakat c¢oziicliniin
buharlagma hizin1 arttirir  Coziiclinlin - buharlagsmasindaki artis  ve ¢ozeltinin
viskozitesindeki azalmanin iki uygulama mekanizmasi tarafindan yapilmasi, her ikisinin

de ortalama lif ¢apinin azalmasina neden olmaktadir [87,88].

2.5.4. Elektro ¢cekim yonteminde kullanilan polimerler

Elektro ¢ekim yontemi ilag salinimi, doku miihendisligi gibi pek ¢ok alanda hem
dogal hem de sentetik polimer ve proteinlerden biyomimetik iskeleler iiretmek ig¢in
etkili bir yaklasim saglar [89]. Bir ilag salinim sisteminin tasarlanmasinin amaci, ilacin
kontrollii bir sekilde istenen siire boyunca salinmasini saglamaktir. Elektro c¢ekim
yontemi, ¢esitli nano yapili ilag verme sistemleri tiretmek icin basit ve ¢cok yonli bir
teknik sunar. Igerdigi nano &lcekli morfoloji, genis yiizey alanlari, diisiik ilag

rekristalizasyonu ve ¢oklu kompleks ilag sistemlerinin benzersiz ylizey kimyasi, yiiksek
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ila¢ yiikkleme kapasitesi, ince ayarlanmis ila¢ salinim profili, hedeflenen veya lokalize
ila¢ uygulamasina izin verir [90]. Polimerler, biyobozunma dahilolmak iizere cesitli
Ozelliklere sahip bir matris gérevi gorebilir. Biyobozunur polimerler dogal polimerler ve
sentetik polimerler olmak {tizere ikiye ayrilirlar. Dogal polimerler, polisakkaridleri
(nisasta, aljinat, kitin / kitosan, hilauronik asit tiirevleri) veya proteinleri (soya, kollajen,
fibrin jelleri, ipek) ve lignoseliilozlar gibi cesitli biyolifleri igeren biyopolimerlerdir.
Dogal polimerler ¢ogunlukla yiiksek diizeyde organize edilmis yapilara sahiptir ve
hiicre reseptorleri ile baglanmasi gereken ligand olarak adlandirilan hiicre dis1 bir
madde icerebilir. Dogal polimerler genellikle hiicrelerin gelisimin ¢esitli asamalarinda
biliylimesine yol gosterebilen yiiksek diizeyde organize edilmis yapilara sahiptir [91].
Poliglikolik asit, polilaktik asit, poliakrilik asit, poli-p-kaprolakton, poli vinil pirrolidon,
poli vinil alkol, polietilen glikol gibi sentetik polimerler ise in vivo ve in vitro yara
iyilestirme Ozellikleri sergiler ve yeniden epitelizasyonu giiclendirir. Biyolojik
uyumluluklari, biyo-bozunabilirligi, kendine 6zgii yapisi ve iyi mekanik ozellikleri
nedeniyle hiicre ¢ogalmasi, gogii ve farklilasmasi i¢in optimal bir mikro ortam saglarlar

[92].

2.5.4.1. Dogal polimerler

Elektro ¢ekim yontemi, proteinler (jelatin, kolajen ve ipek fibrinojen vb) ve
polisakkaritler (aljinat, seliiloz, kitin, kitosan, hiyaluronik asit, nisasta, dekstran ve
heparin, ipek, jelatin ve fibrinojen) dahil olmak tizere farkli dogal biyopolimerleri
kullanarak nanolifler iiretmek i¢in kullanilanilabilir. Sentetik polimerlerin aksine, bu
materyaller, hiicre ¢ogalmasi i¢in dogal bir yol gostericidir. Biyolojik olarak bozunur
olarak kabul edilirler, ancak kullanimlarindan 6nce biyogiivenlik saglanmalidir. Diger
taraftan, dogal polimerler polimerlerin biitiinliigiinii tehlikeye atmayan sinirl1 bir ¢oziicii
secimi oldugundan, daha az ¢ok yoOnliidiir. Ayrica mekanik o6zelliklerin kontroliini,
sonucta ortaya ¢ikan iskelenin tasarimini ve biyolojik olarak parcalanabilmesini sinirlar
[32]. Kitosan biyobozunabilirlik ve immiinolojik, antibakteriyel ve yara iyilestirici
aktivite gibi miikemmel biyolojik 6zellikler sunan kitin alkali deasetilasyonu ile elde

edilen dogal bazli bir polimerdir [93].
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Sekil 2.12. Kitosanin molekiiler yapisi

Kitosan bir ila¢g tasiyict olarak kullanildiginda, kitosan-ilag kompleksleri
mevcuttur. Polisakkaritler arasinda kitosan, enzimatik depolimerizasyona, katyoniklige,
hiicre aktive edici oligomerlerin beslenmesine ve diger biyopolimerlerin yeniden
yapilandirilmast i¢in N-asetilglukosamin arzina yatkinligi bakimindan dikkat
cekmektedir [94]. Biitlin bunlarin yaninda kitosanin sadece birkag seyreltik asit
¢ozeltisinde ¢Oziinmesi uygulamalarint sinirlar. Suda, alkali sistemlerde ¢oziinmez.
Inorganik asitlerdeki ¢oziiniirliigii oldukga smirli olmasina ragmen, kitosan seyreltik
sulu asetik asit, formik asit ve laktik asitler gibi organik asitlerde ¢oziiniir. Sinirl
miktarda asit varliginda, kitosan suda, metanol, etanol ve aseton karisimlarinda
cozlinebilir. Kitosan ayrica, 2 ile 6 arasindaki pH degerinde pozitif yiikli bir
polielektrolit olan ve kitin ile karsilastirildiginda daha yiliksek ¢oziiniirliige katkida
bulunan serbest amino gruplarina sahiptir. Bu 6zellik kitosan ¢ozeltilerini oldukga
viskoz hale getirir ve elektro ¢ekim islemini zorlastirir [95]. Bu yiizden polietilen oksit,
poli vinil alkol gibi sentetik polimerle birlikte daha kolay nanolif yapilar

olusturabilirler.

2.5.4.2. Sentetik polimerler

Elektro c¢ekim islemi ila¢ salimimi, doku miihendisligi gibi biyomedikal
uygulamalar i¢in lif iiretiminde kullanilmaktadir. Dogal polimerler hiicre biiylimesini ve
farklilasmasin1 saglamaktadir ancak zayif mekanik o6zellikleri klinik kullanimi
sinirlandirmaktadir. Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA), polivinil alkol (PVA),
polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimer bazli iskeleler daha etkili mekanik
ozelliklere sahiptir. Bu iskelelerin mekanik 6zellikleri, malzemenin kimyasi gibi yapisal
faktorler ve yapi taglarmmin boyutu gibi digsal faktorler tarafindan belirlenir [96].
Sentetik polimerler molekiiler yapiya, morfolojiye, ortalama molekiiler agirliga, vb.

bagl olarak, birka¢ hafta ile birka¢ ay icinde hidroliz yoluyla toksik olmayan son
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tirtinlere in vivo olarak degrade olurlar [97]. Sentetik polimerler su gibi ¢oziiciilerle
kullanilarak elektro c¢ekimlenmesiyle nano boyutta lifler iiretilmektedir. Bu durum

liretim oranini arttiran 6nemli bir avantajdir.

Bu calismada kullanilan polivinil alkol (PVA) iyi termal ve kimyasal kararliliga
sahip yar kristal bir polimerdir [98]. PVA suda ¢6ziinebilirlik, kimyasal direng, yiiksek
erime noktas1 ve biyolojik uyumluluk gibi iyi kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden dolay1
biyomedikal polimer olarak kullanilir. Ayrica, hidroksil gruplarmma bagli olarak
islevselligi miimkiin kilan yiiksek gerilme mukavemetine ve esneklige sahip ucuz,
toksik olmayan bir malzemedir [99]. PVA, kontakt lensler, yara iyilesmesi, doku

miithendisligi ve ilag salinimi1 gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

OH

Sekil 2.13. PVA 'nin molekiiler yapisi
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3. METARYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Augmentin® tabletleri (tablet basina 500 mg Amoksisilin ve 125 mg klavulanik
asit icerir) GlaxoSmithkline'dan temin edildi. Poly (vinyl alcohol) (PVA- M, 85,000-
124,000), kitosan (karides kabuklarindan, >75 deasetile edilmis), sodyum fosfat
monobazik dihidrat (NaH,PO4-2H,0), Glutaraldehit sulu ¢ozeltisi (%25 kiitlece)
Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edildi. HPLC analizi i¢in metanol Merck

KGaAfirmasindan ( Darmstadt, Almanya) satin alindi. Glimiis nitrat Merck Millipore;

Dipotasyum hidrojen fosfat VWR Chemicals’dan temin edildi.

3.2. Kullanilan Aracg ve Gerecler

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Tez calismast kapsaminda kullanilan cihazlarin adi, marka ve modeli ve kullanim amaglar

Cihaz Ad1

Marka ve Model

Kullanim Amaci

Elektro Cekim Cihazi

Plus Electronic

Nanolif tiretimi igin
kullanilmistir.

pH Olgiimleri

Seven Excellence model Mettler
Toledo

pH odl¢timleri i¢in kullantlmustir.

Yiksek Performansl Sivi
Kromatografisi (HPLC)

Agilent 1100 Series

Ilag¢ salmimi analizlerinde
kullanilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM)

Zeiss Ultra Plus

Sentezlenen nanoliflerin
morfolojilerini incelemek i¢in
kullanilmistir.

Fourier Dontisiimlii Kizilotesi
Spektrometresi (FT-IR)

Perkin Elmer Spectrum 100 FT-
IR spektrometresi

Nanoliflerin karakterizasyon
calismalarinda kullanilmigtir.

X-Isin1 Kirmnimi Cihazi (XRD)

XRD Difraktogrami D8
Advance

Nanoliflerin karakterizasyon
caligmalarinda kullanilmigtir.

Temas Agist Olgiimleri

Attension, Biolin Scientific
Cihazi

Capraz baglanma Oncesi ve
sonrasi hidrofilisiteyle ilgisi
bilgi almak i¢in kullanilmistir.

Saf su

Sartorious (SartoriusArium
Comfort [-1-UV-T)

Ultra-saf su temin edilmesinde
kullanilmistir.

Laminar Hava Kabini

Niikleon-NLF Series

UV sterilizasyon i¢in
kullanilmigtir
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Tablo 3.1. (Devam) Tez ¢alismast kapsaminda kullanilan cihazlarin adi, marka ve modeli ve kullanim

amaclar

Ultrasonik banyo Bandelin Sonorex Coziiniirlestirme iglemlerinde
kullanilmistir.

Santrifiij Cihazi Centrifuge MPW-251 Salinim analizlerinde ve
¢oOzeltilerin hazirlanmasinda
kullanilmistir.

Manyetik karistirict ISOLAB Karistirma iglemlerinde
kullanilmistir.

Vorteks Karistiric JEIO TECH VM-96B flag salmim ¢alismalarinda
kullanilmistir.

Analitik terazi OHAUS Tartim islemlerinde
kullanilmistir.

3.3. Elektro ¢ekim i¢cin Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.3.1. PVA/Kitosan/Amoksisilin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Bu amagla oOncelikle 20 mg/ml Amoksisilin sulu ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Amoksisilin ¢ozeltisinin pH’1 0,1 M HCI ¢ozeltisiyle 1,2’ ye ayarlanmistir. Cozelti
14000 rpm de santrifiijlenerek c¢ozelti kismi ayrilmistir. Kiitlece %10 PVA sulu
cozeltisikapakli bir sisede manyetik karistiricida 3 saat 60 °C’de karistirllmistir. Cozelti
oda sicakligina geldikten sonra toplam hacim degismeyecek sekilde 50, 250 ve 1000 pL
Amoksisilin ¢ozeltileri eklenmistir. Kiitlece %2,5’luk kitosan %2 (hacimce)’lik asetik
asit sulu ¢ozeltisi icerisinde oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirilmistir. Son

olarak PV A-Amoksisilin:Kitosan ¢ozeltileri hacimce 4:1 oraninda 4 saat karistirilmistir.

3.3.2. PVA-Kitosan/Amoksisilin/Ag ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Oncelikle 20 mg/ml Amoksisilin sulu ¢6zeltisi hazirlanmistir.  Amoksisilin
cozeltisinin pH’1 0,1 M HCI ¢ozeltisiyle 1,2° ye ayarlanmistir. Cozelti 14000 rpm de
santrifiijlenerek ¢ozelti kismi ayrilmistir. Kiitlece %10 PVA sulu ¢ozeltisi kapakli bir
sisede manyetik karistiricida 3 saat 60 °C’ de karigtirllmistir. Cozelti oda sicakligina
geldikten sonra 5 ve 10 mg AgNO; eklenmistir. Daha sonra toplam hacim
degismeyecek sekilde 50, 250 ve 1000 pL Amoksisilin ¢ozeltileri ilave edilmistir.

Kiitlece %2,5’luk kitosan %2 (hacimce)’lik asetik asit sulu ¢ozeltisi icerisinde oda
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sicakliginda manyetik karistiricidda  karistirnmigltir. Son olarak PV A-Amoksisilin-

Ag:Kitosan ¢ozeltileri hacimce 4:1 oraninda 4 saat karistirilmistir.

3.4. Elektro Cekim Islemi

Bu calismadaki nanolif iiretimi, oda sicakliginda ve normal atmosfer basinci
altinda gergeklestirilmistir. Polimer c¢ozeltileri plastik siringaya yerlestirildikten sonra,
metal siringa ignesi 13 kV voltaj ile yiiklenmistir. Toplayict levha ve siringa ucu
arasindaki mesafe 14 cm’dir. Akis hizi 0,5 ml/sa olarak belirlenmistir. Nanolifler

aliiminyum folyo lizerinde toplanmistir.

3.4.1. Nanoliflerin ¢capraz baglanmasi

Nanoliflerin suda ¢oziinmesini engellemek veya asiri capraz baglanarak ilag
saliimin1 azaltmasini engellemek amaciyla farkli capraz baglanma siireleri denenmistir.
50 uL Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanolifleri optimum capraz baglanma siiresini
belirlemek amaciyla 6, 24 ve 48 sa gluteraldehit buhariyla vakum desikatoriinde ¢apraz

baglanmistir. Belirlenen optimum siire diger ¢alismalarda kullanilmastir.

3.5. Karakterizasyon Calismalari
3.5.1. FTIR analizi

Nanoliflerin Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrometresi ile Fourier
doniistimlii kizilotesi (FTIR) analizi yapilmistir. IR analizi i¢in, 0,5 mg nanolif 50 mg
KBr ile iyice karistirilmis ve vakum altinda pelet haline getirilmistir. Daha sonra
peletler 400 ile 4000 cm™ arasinda analiz edilmistir. FTIR analizi, elektro ¢ekim
yontemi 1ile hazirlanan nanoliflerin kimyasal gruplarinit karakterize etmek igin

kullanilmistir.

3.5.2. Antimikrobiyal ¢alismalar
3.5.2.1. Nanolif disklerin hazirlanmast

PVA-Kitosan, 1000 pL. Amoksisilin igeren PVA-Kitosan, 5 g giimiis igeren PVA-
Kitosan ve 1000 g Amoksisilin, 5 g giimiis igeren PVA-Kitosan polimer ¢ozeltilerinin
0,5 ml’si plastik siringaya yerlestirilmis ve nanolifler, elektro ¢ekim yontemiyle 14x11
cm aliiminyum folyo {izerinde toplanmistir. Aliiminyum folyo elektro ¢ekim isleminden

once %70’lik etanol ¢ozeltisiyle yikanarak sterilize edilmistir. Daha sonra 12 mm
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capindaki diskler haline getirilmis ve 30 dakika UV sterilizasyonu yapilmistir. Polimer
¢ozeltisi igerisindeki 20 mg/mL derisimindeki Amoksisilin ¢ozeltisi polimer ¢dzeltisinin
hacmi olan 2,5 ml’ye seyreltilmis daha sonra bu ¢ozeltiden 11 pL alinarak 12 mm
capindaki dairesel siizge¢ kagidina damlatilmistir. Ayni prosediir Amoksisilin ve glimiis

iceren c¢ozeltiyle tekrarlanarak Amoksisilin/Ag diskli hazirlanmigtir.

3.5.2.2. Bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesi

Staphylococcusaureus (Gram +) ve Esherichiacoli (Gram -) bakterilerinden 50mL
Nutrient Broth besiyerine ekimi yapilmistir. Ekim yapilan erlenler 37°C’de bir gece
calkalamal1 etiivde bekletilmistir. SOmL Nutrinet Broth besiyerine bakteri kiiltiirlerinden
100 pl ekim yapildiktan sonra erlenler 37°C’de calkalamali etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Bakteri kiiltlirlerinin gelisimi spektrofotometri de dl¢iim yapilarak takip
edilmistir. Spektrofotmetrede 600 nm’de optik yogunluk degeri (O.D) dl¢iilmiistiir. Kor
olarak NutrientBroth besiyeri kullanilmistir. O.D. 0,6-0,8’e ulasinca bakteri kiiltiirleri

ekim i¢in kullanilabilir duruma gelmistir.

3.5.2.3. Besiyerinin hazirlanmasi

Nutrient Agar besiyeri hazirlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmigstir. Sterilizasyon sonras1 besiyerinin sicakligi 55°C’ye diisiince petrilere ince bir
tabaka olusturacak sekilde dokiilmiistiir. Nutrient Broth hazirlanmis ve igerisine
derisimi NutrientAgar’in yarisi olacak sekilde agar eklenmistir ( 7,5 g/L. agar). Nutrient
yumusak agarbesiyeri 1siticida kaynama noktasina gelene kadar 1sitilmis ve tiiplere SmL
olacak sekilde paylastirilmistir. Tiipler 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Otoklavdan ¢ikan tiipler 45°C su banyosuna konmustur.

Deney tiiplerindeki besiyeri 45°C sicakliga gelince deney tiipili igerisine ekim
yapilacak bakteriden 100 ul aktarilmistir. Tiipiin icerigi, yavasca, besiyeri igeren petri
lizerine dokiilmiistiir. Bakteri ekiminden sonra, nanolif diskleri besiyeri {izerine pens

yardimiyla yerlestirilmistir. Petriler 37°C’de 18 saat etiivde bekletilmistir.

3.5.3. Sisme testi

Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi, sisme Olgiimleri i¢in salinim ortami olarak
kullanilmak tizere secilmistir. Cozelti, 8 g NaCL,0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO4 ve 0,24 g
KH,P04'1m 800 ml damitilmis suda ¢oziiniip 0,1 M HCIl ile pH 7,4 ayarlanarak 1 L’ye
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tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Sigme orani, 1000 pL Amoksisilin igeren PVA-
Kitosan ve giimiislii 1000 pL Amoksisilin igeren PV A-Kitosan nanoliflerinin ¢apraz
baglanma &ncesi ve sonrasi gravimetrik yontem kullanilarak 6lgiilmiistiir. Onceden
tartilan kuru nanolifler tampon ¢ozeltisine konmustur. Belirli araliklarla numuneler
alimmig ve tartilmadan Once asir1 sisme ortaminin uzaklastirilmasi igin bir filtre
kagidinin lizerine konulmustur. Bu islem, tekrar eden ii¢ 6l¢iimde sabit kiitleye ulasilana

kadar stirdiiriilmiistiir.

Olgiimler 24 saat arayla yapilmistir ve sisme oranmna (%) zaman grafikleri
seklinde elde edilmistir. Her bir numunenin sisme orani (% S) asagidaki denklem ile
hesaplanmustir.

(W, — W)

S(%) =Tx 100
0

W,, sismenin ardindan numunenin agirligidir. Wy baslangigtaki kuru agirliktir.

3.5.4. Temas acisi olciimleri

Capraz baglanma Oncesi ve sonrast PVA-Kitosan-Amoksisilin ve PV A-Kitosan-
Amoksisilin-Ag nanoliflerinin hidrofilisite derecesi, bir video-tabanli optik temas agisi
Olcer (Attension, Biolin Scientific Cihazi) yardimiyla belirlenmistir. Aliiminyum folyo
tizerindeki nanoliflerden kiiclik parcalar (4 x 4 cm) kesilmistir. Folyo diizenek {izerine
yerlestirilmis ve numune yiizeyine damla su bilgisayar kontrollii bir islemle nanolif
tizerine damlatilmis ve goriintiiler hemen alinmustir. Damlaligin sol ve sag taraflarindaki

temas agis1 Ol¢lilmiistiir. Her numune i¢in ortalama 6lgiim alinmustir.

3.5.5. X-151m1 Kirinima (XRD) analizi

Elektro ¢ekim nanoliflerinin X-1s11 kirmnimi (XRD) analizi, 40 kV ve 40 mA'da
1,54 nm dalga boyunda Cu Ka karakteristik radyasyonu ile bir X-151m1 difraktometresi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tarama hiz1 0,4°/dk, tarama aralig1 5° ile 60° aralifinda

yapilmistir.

3.5.6. Morfolojik ¢calismalar

Elektro ¢ekim nanoliflerinin ylizey morfolojisi, Carl Zeiss marka taramali elektron

mikroskobu (SEM) cihaz1 ile incelenmistir. Numuneler 50 mA akim ile 1 dakika
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boyunca 15 nm kalinliginda altin ile kaplanmis ve degisen biiylitmelerde incelenmistir.

Glimiis varligini belirlemek i¢in EDAX dedektor kullanilmistir.
3.5.7. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

Tim kromatografik ayrimlar, 20 pl'lik numune haznesi ve UV-vis detektore sahip
Agilent 1100 Serisi HPLC cihazinda gerceklestirilmistir. HPLC sisteminde kullanilan
analitik kolon olarak ters fazli bir Inertsil ODS-3 (150 x 4 mm LD, 5 pm) kullanilmistir.
Standart Amoksisilin ¢ozeltileri ultra saf su ile hazirlanmistir. Mobil faz olarak 0,057 M
NaH,PO4-2H,0 sulu ¢ozeltisi: Metanol (95:5) kullanilmigtir. Akis hiz1 1,0 ml/dk; dalga
boyu 230 nm olarak ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi 10 dk olarak belirlenmis ve tim

analizler oda sicakliginda yapilmstir.

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmast igin 1000 ppm Amoksisilin olacak sekilde
Augmentin® tabletlerinden stok Amoksisilin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden
suyla seyreltilerek 0,08-320 pg/mL derisim araliginda 12 tane standart Amoksisilin

¢ozeltileri hazirlanmistir.

Amoksisilin salinim miktar1 230 nm'de standart Amoksisilin ¢ozeltileriyle
hazirlanan pik alami derisim kalibrasyon egrisine dayanilarak kiimiilatif olarak
hesaplanmistir. 1000 ppm stok Amoksisilin sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyon
grafigi icin 0,08; 0,2; 0.4; 2; 4; 8; 24; 80; 120; 160; 240 ve 320 pg/mL standart

Amoksisilin ¢ozeltilerinin HPLC analizi yapilarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir.

HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogram ve standart Amoksisilin
cozeltilerinin analizi sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi sekil 2.3 de verilmistir. 4,7

dakikada gelen pik kluvanik asite; 8,3 deki pik ise Amoksisilin’e aittir.

MAD1 D, $4ge230,10 Ret300, 100 (AMOIGOMBRO1 0)

st

Klavulanikas % Amoksisilin
» it i

Sekil 3.1.80 ug/ml Amoksisilin ¢ozeltisi HPLC kromatogrami
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Kantitatif analiz, kalibrasyon grafigi yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Amoksisilin’in bilinen derisimlerine karsi pik alani grafigi ile lineer regresyonu
denklemi ile kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Bilinmeyen numunelerin derisimi,

numunenin pik alan1 lineer regrasyon denkleminde yerine konularak bulunmustur.

Kor ¢ozelti olarak deiyonize su kullanilmistir ve beser defa analizleri yapilarak

gozlenebilme (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) belirlenmistir.

6000

y=15,15x - 0,848

5000
R*=0,999

4000

3000

Pik Alam

2000

1000

0 50 100 150 200 250 300 350

Amoksisilin Derisimi (ng/ml)

Sekil 3.2. Amoksisilin kalibrasyon grafigi

3.5.8. fla¢ salimm ¢alismalari

Salinim deneyleri i¢in tiim nanoliflerden 25 mg tartilmistir ve 20 ml ultra saf su
icinde, 200 rpm'lik bir karistirma hiziyla oda sicakliginda vorteks karistiricida
karistirilmistir. Onceden planlanan zaman araliklarinda, her bir siseden 500 pl ¢dzelti
alinmis ve esit hacimde taze ¢ozelti eklenmistir. pH incelemeleri i¢in pH 4, 7 ve 10'lik
0.1 M fosfat tamponlar1 hazirlanmistir. 0,1 M KH,PO4, 0,1 M H;PO, ile pH=4'e
ayarlanmistir. 0,1 M KH,POy4, 0,1 M KOH ile pH=7"ye; 0,1 M K,HPO,4,0,1 M KOH ile
pH=10’a ayarlanmistir.

Amoksisilin ylikli nanoliflerden ilag¢ salinimini incelemek i¢in HPLC ydntemi
gelistirilmistir. Amoksisilin miktar1, bilinen derisimlerde Amoksisilin ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilen bir kalibrasyon egrisi kullanilarak yapilmistir. Lineer dogru
denklemi: y = 15,15x — 0,848 (y = pik alani; x = ila¢ derisimi pg/ml). Dogrusal
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regresyon degeri: R* = 0,999°dur. Calisma araligi 0,08-320 pg/mlderisimlerinde

incelenmistir. Salinan ila¢ miktar1 kumiilatif hesaplamalarla belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. FTIR Analizi

Kizilotesi spektroskopi, PV A/Kitosan/Amoksisilin ve
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin yapisinda giimiis varligini belirlemek i¢in
kullanilmistir. Nanoliflerin FTIR spektrumlari, Sekil 4.1'da gosterilmistir. 3200-3550
cm'deki genis bantlar molekiil i¢i ve molekiiller arasi hidrojen baglarindan
kaynaklanan O-H gerilmesini, 3462 cm™ civarindaki absorpsiyon bantlart N-H gerilme
titresimlerini, 2910 cm™"'deki zirveleralkil gruplarindan gelen C-H gerilmesini, 1730 ve
1660 cm™ arasindaki pikler C=0 ve C-O gerilmelerini, 1376-1430 cm "'deki pikler, CH3
simetrik deformasyon titresimini, 1330-1377 cm'deki pikler C-H grubunu, 1095,57
cm'deki genis absorpsiyon bantlari, kitosanin C-O gerilme titresimlerini, 1260 ve 1328
cm'deki pikler C-H grubu titresimlerini gostermektedir. 844 ve 1151 cm™ civarindaki
bantlar kitosanin sakkarit yapisina (kitosanin tekrar eden birimi olarak) iliskin

karakteristik zirvelerdir.

Nanolifler i¢in benzer spektrumlar elde edilmistir. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag
nanoliflerinin spektrumu glimiisiin, fonksiyonel gruplarda bozulmaya sebep olmadan

nanoliflerde iyi dengelendigini gostermektedir.
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Sekil 4.1. Nanoliflerin IR spektrumlari
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Sekil 4.2. (a)PVA/Kitosan/Amoksisilin; (b)PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin IR spektrumlari

Sekil 4.2°deki FTIR spektrumlarinda PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerine
giimiis ilave edildiginde 1656 cm™’deki C=0 pikinin daha diisiik dalga boyuna kaydig
gostermektedir (1659'dan 1649 cm'ye). C=0 absorpsiyon pikinin daha diisiik dalga
boyuna kaymasimin nedeni giimiis lizerindeki bos orbitallere Amoksisilin yapisindaki
oksijenin ¢iftli elektronlarmin verilmesi nedeniyle bagmn zayiflamasidir. C=0O
absorpsiyon bandinin kirmiziya kaymasi, Amoksisilin, PVA ve kitosan molekiillerinde
giimiis iyonlar1 veya metalik glimiis ile karbonil grubunun oksijen atomlar1 arasinda bir

koordinasyonun meydana gelebilecegini gostermektedir.
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1263 cm™ deki C-N absorpsiyon titresim bandinda herhangi bir degisme yoktur. Ag
ve O arasindaki kimyasal baglarinPVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerini bir arada
tuttugunu gostermektedir. Biitiin bu sonuglar glimiisiin basarili bir sekilde

PV A/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerine yiiklendigini gostermektedir.

4.2. X-151m1 Kiritnima (XRD) Analizi

X-151m1 Kirinmmi (XRD), giimiis kristal yapisinin varligint dogrulamak igin

kullanilir. Giimiis nanopartikiillerin olusumunu dogrulamak i¢in XRD kullanilmistir.

Elektro ¢ekim yontemiyle elde edilen nanoliflerin XRD spektrumlarinda genis
pikler gbézlemlenmektedir. Bunun nedeni elektro ¢ekim yonteminin liflerin kristalli
mikro yapisinin gelismesini engelleyen kristalizasyon siirecini engellemesidir.
Kristalizasyonun azalmasinin nedeni elektro ¢ekim sirasinda, liflerin toplayici levha
tizerinde hizla katilagsmasidir. Bu durum kristallerin olusumunu 6nemli 6l¢iide engeller
clinkii gerilmis molekiiler zincirler, toplayici levha {izerinde katilasmadan 6nce uygun

kristalli mikro yapilar olusturmak i¢in yeterli zamana sahip degildir.

Sekil 4.3, PVA (a); Kitosan (b); PVA/Kitosan (c); PVA/Kitosan/Amoksisilin (d);
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag (e) Nanoliflerin XRD modellerini gdstermektedir. PVA
nanolifleri i¢in, gili¢lii molekiiller aras1 ve molekiil i¢i hidrojen baglanmasina bagh
yaklasik 19,5°1ik (20) onemli bir kristal piki goézlemlenmistir. Kitosan nanolifleri
19,8°'de yar kristalin polimer olarak giiclii bir pik goézlemlenmistir. PV A/Kitosan
nanolifinde ise kitosan ve PVA molekiilleri arasinda gii¢lii bir etkilesim oldugunu i¢in
kitosan pikinin siddeti azalmistir. PVA/Kitosan/Amoksisilin nanolifleri, PVA ve
kitosanin spektrumlarinin bir kombinasyonudur ve daha diigiik bir kristalligi ortaya

koymaktadir.

PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri, PVA/Kitosan/Amoksisilin lifleriyle
kiyaslandiginda 26=19,5°"deki pikin siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Glimiis iceren
nanoliflerde PVA, kitosan ve Amoksisilin’in kristalinitesinin azalmasi temel olarak
bunlarin molekiiler zincirlerinin yonelim diizeninin bozulmasindan ve glimiis
nanopartikiillerin ¢evresinde sekilsiz bagli tabakalarin olusmasindan kaynaklanir.
Boylece, PVA ve kitosan matriksine Amoksisilin ve glimiis dahil edildiginde kitosanin

genel kristallik derecesi azalmaktadir.
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Sekil 4.3. (a)PVA; (b)Kitosan,; (c)PVA/Kitosan, (d)PVA/Kitosan/Amoksisilin;
(e)PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin XRD spektrumlar
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4.3. Temas Acisi

Nanoliflerinin ¢apraz baglanma Oncesi ve sonrasi hidrofilikligini gézlemlemek
icin temas acilar1 Ol¢lilmiistiir. Nanoliflerin temas agis1 goriintiileri Sekil3.4; temas
acilar1 ise Tablo 4.1°de gosterilmistir. PVA ve kitosan ¢ok fazla hidroksil (-OH) grubu
icerdigi i¢in suda ¢oziinebilir polimerlerdir. Capraz baglama isleminde bu hidroksil
gruplart ile gluteraldehit arasinda asetal baglari ve imin baglari olusur ve nanoliflerin
suda ¢oziiniirliigli engellenir. Yani nanolif yapilarinin suya toleransini arttirir. Hem
gliimiis iceren hemde igermeyen nanoliflerin ¢apraz baglanma sonrasinda temas
acilarinda artma goriilmektedir. Temas acisindaki artis, elektro ¢ekim liflerinin

hidrofobisitesindeki artis1 gosterir.

(a) i » |

© B (d)

. A

Sekil 4.4. (a) PVA/Kitosan/Amoksisilin nanolifinin ¢apraz baglanma éncesi; (b)PVA/Kitosan/Amoksisilin
nanolifinin ¢apraz baglanma sonrasi; (c)PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifinin ¢apraz
baglanma dncesi; (d)PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifinin ¢apraz baglanma sonrast temas

actlar.
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Tablo 4.1. Nanoliflerin temas agist 6l¢iimleri

Numune Adi Temas acis1
PVA/Kitosan/Amoksisilin capraz baglanma 6ncesi 29,1£7,0°
PVA/Kitosan/Amoksisilin capraz baglanma sonrasi 76,2+8,2°
PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag ¢capraz baglanma 6ncesi 33,5+5,2°
PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag ¢capraz baglanma sonrasi 57,9+£10,9°

Kitosanin gluteraldehitle ¢apraz baglanmasi, glutaraldehidin aldehit gruplari, bir
Schiff reaksiyonu yoluyla bitisik ¢ift etilen baglari ile olusturulan rezonansa bagl olarak

kitosanin amino gruplari ile kovalent imin baglar1 olusturmasiyla gergeklesir [100].

HOR,C, HOH,C, HOH,C, HOH,G, HOH,G, HOR.C

0 o 0 0 0 O
MO Nk, HE Hfg KON HO  NH g h O\,
HC HE
+ - (?Hz)s (CHy)s
GH CH
H-C
HzN HoN g N H,N ‘;l] HoN
o] 0 ] o o] (0] 0
MO GHoH HO buon MO Ghon MO GHoH HO Gron MO byon
Kitosan Gluteraldehit

Sekil 4.5. Gluteraldehit ile kitosanin ¢apraz baglanma mekanizmasi

PV A’nin ¢apraz baglanmasi, gluteraldehitin aldehit gruplari ile PVA yapisindaki

hidroksil gruplar1 arasinda asetal baglar1 olugsmasiyla gergeklesir.

oHo oOH

N1/
OH OH OH H H c
+ ,:C(CH2)3C/\\ = (HoC)s (Asetal)
0 |
A OH
OH OH OH R

{

PVA Gluteraldehit

Sekil 4.6. Gluteraldehit ile kitosanin ¢apraz baglanma mekanizmasi
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4.4. Sisme Testi

Nanoliflerin  sisme  kapasitesi, antibakteriyel aktivitede, yara iyilesme
kapasitesinde ve yiikksek su/coziicii tutma kapasiteleri nedeniyle biyomedikal
uygulamada Onemli bir rol oynar. Nanoliflerin sismesi yaranin hizli iyilesmesine

yardimci olarak yaradaki ekslidanlarin bir miktarini emebilir.
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PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag-Capraz Baglanma Oncesi
——PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag-Capraz Baglanma Sonrasi

Sekil 4.7. Nanoliflerin Sisme orani-Zaman Grafigi

Capraz baglanma 6ncesi PV A/Kitosan/Amoksisilin nanolifleri 4. Giiniin sonunda
%1006; capraz baglanma sonrast ise %810 maksimum sisme gostermistir.
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri ise 4. glinde ¢apraz baglanma oncesi %709;
capraz baglanma sonrasi %590 maksimum sigsme gerceklestirmistir. Capraz baglanmis
nanolifler suda ¢oziinmez ancak sulu ortamda siserler. Capraz bagh nanolifler, capraz
baglanmamis nanolifler ile karsilastirildiginda daha az sisme gostermistir. Capraz
baglama, hidrofilisiteyi azalttigi icin belirli bir dereceye kadar su emilimini
engellemektedir.  Capraz  baglanma  Oncesi PVA/Kitosan/Amoksisilin  ve
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri hidroksil ve amino gruplari igerdigi i¢in suyu
kolayca emer. Bu yiizden daha fazla siserler. Glimiis iceren nanoliflerdeki sisme miktar1
giimiis icermeyen nanoliflere gére daha azdir. Bu sisme kapasitesindeki azalma,

PVA/Kitosan /Amoksisilin’de bulunan hidroksil ve amin gruplarindaki ‘O’ ve ‘N’
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atomlarinin elektronlart ile glimis nanopartiikiillerin ~ baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu durum ek baglar olusturur ve suyun emilimini azaltir. Dis ortam
ve ag yapisi arasindaki ozmotik basinci azaltan PBS’deki iyonik kuvvetlerin varligindan

dolay1 PBS’deki sisme orani suya gore daha azdir.

4.5. Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigi i¢in 0,08; 0,2; 0,4; 2,4; 8; 24; 80; 120; 160; 240 ve 320 ng/mL
standart Amoksisilin ¢ozeltilerinin HPLC analizi yapilarak kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Elde edilen dogru denklemi y=15,15x-0,848’dir. Ortalama pik alani ve
derigsim arasindaki kalibrasyon dogrusu, Amoksisilin i¢in 0,999 korelasyon katsayisi ile
dogrusal iliski gostermistir. Lineer kalibrasyon araligr 1,35 ng/ml ile 320 pg/ml’dir.
Kalibrasyon egrisinin dogrusalligl, yontemin genis bir derisim araliginda uygunlugunu
gostermektedir. Bir maddenin tayininde analitik yontembasit, spesifik ve saglam
olmalidir. Gelistirilen yontemde LOD ve LOQ degerleri Amoksisilin i¢in 0,4ng/ml ve

1,35ng/ml’dir. Bu yontem yayinlanmis diger metotlara gore ¢ok daha duyarhdir.

4.6. Antimikrobiyal Calismalar

Kat1 ortamda bir model bakteri olarak Staphylococcus aureus(S. Aureus) ve
Escherichia Coli (E. Coli) kullanilarak Amoksisilin ve glimiis yiikli nanoliflerin in
vitro antibakteriyel aktivitesini aragtirllmistir. Farkli miktarlarda Amoksisilin iceren ve
giimiis ylkli nanoliflerin bakteriyel inhibisyon etkinligi, disk difiizyon yontemi

kullanilarak (Sekil 4.8) nitel analizle daha ayrintili olarak incelenmistir.

Sekil 4.8, PVA/Kitosan nanoliflerini(1), 250 pl Amoksisilin iceren polimer
¢Ozeltisinden elde edilen PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerini (2), Amoksisilin
cozeltisi damlatilmis filtre kagidini (3)gdstermektedir. S. aureus gram pozitif; E.coli ise
gram negatif bakteri tiirtidiir. Sekil (a) S. Aureus bakterisine (b) E.coli bakterisine ise
kars1 antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi amaciyla yapilmistir. Amoksisilin
icermeyen PVA/Kitosan nanolifi (1) kontrol 6rnegidir ve bakteriyel inhibisyon halkasi
gostermesi beklenmez. Fakat deney sonuglarinda lifli disk igeriginden yaklasik 3 kat
fazla Amoksisilin iceren filtre kagitlar1 disinda ilagli nanoliflerde bakteri inhibisyon
halkas1 gbézlemlenmemistir. Bu da 250 uL Amoksisilin ¢dzeltisi igeren nanoliflerin

bakteri inhibisyonu i¢in yeterli miktarda olmadigini1 gostermektedir.
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Sekil 4.8. 250 ul Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanoliflerinin (a) S. Aureus bakterisine ve (b) E.coli

bakterisine karst antibakteriyel aktivitesi

Sekil 4.9, 1000 pl Amoksisilin ¢ozeltisi iceren polimer ¢ozeltisinden elde edilen
nanolifleri gdstermektedir. ilag igermeyen PVA/Kitosan (1); PVA/Kitosan/Amoksisilin
nanoliflerini(2); Amoksisilin ¢6zeltisi damlatilmis filtre kagidini (3); PVA/Kitosan/Ag
(4); PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag (5); Amoksisilin/Ag (6) nanoliflerinin antimikrobiyal
aktivitesi S.Aureus bakterisine (a ve c) ve E.coli bakterisine (b ve d) kars1 incelenmis

ve inhibisyon halkalarinin ¢aplar1 belirlenmistir.

Sekil 4.9. Ag ve Amoksisilin iceren PVA/Kitosan nanoliflerinin (a ve c) S. Aureus bakterisine ve (b ve d)
E.coli bakterisine karst antibakteriyel aktivitesi
*PVA/Kitosan(1); PVA/Kitosan/Amoksisilin (2); Amoksisilin (3); PVA/Kitosan/Ag (4);
PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag (5); Amoksisilin/Ag (6)
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S. Aureus bakterisine karst Amoksisilin ve glimiis igerikli disklerin inhibisyon

halkasi ¢aplart;

Tablo 4.2. S. Aureus bakterisine karsi Amoksisilin ve giimiis icerikli disklerin inhibisyon halkasi ¢aplart

Ornek ig: Cap (cm) Dis Cap (em) Cap Farki (cm)
PV A/Kitosan 1.2 i i
PV A/Kitosan/Amoksisilin 1,2 2.4 1,2
Amoksisilin 1,2 5 3,8
PVA/Kitosan/Ag 1,2 1,3 0,1
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag 1,2 1,8 0,6
Amoksisilin/Ag 1,2 5,4 4,2

E.coli bakterisine kars1t Amoksisilin ve giimiis icerikli disklerin inhibisyon halkas1

caplart;

Tablo 4.3. E.coli bakterisine karsi Amoksisilin ve giimiis icerikli disklerin inhibisyon halkasi ¢aplart

Ornek ic Cap (cm) Dis Cap (cm) Cap Farki (cm)
PVA/Kitosan 1,2 - -
PV A/Kitosan/Amoksisilin 1,2 - -
Amoksisilin 1,2 2,9 1,7
PVA/Kitosan/Ag 1,2 - -
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag 1,2 - -
Amoksisilin/Ag 1,2 2,8 1,6
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Tablo 4.4. Disklerde bulunan Amoksisilin ve giimiis miktarinin karsilastiriimasi

Diskteki Diskten Diskten | Inhibisyon | Inhibisyon
. o Saliman | Cap Farki | Cap Farki
.. Amoksisili Salinan Giimii (cm) (cm)
Disk I¢erigi n Miktar1 | Amoksisilin s
mg | Miktan (ug) | Mortan
(ng) A B
PVA/Kitosan - - - - -
PVA/Kitosan/Amoksisilin 29 8,2x107 - - 1,2
Amoksisilin 88 88 - 1,7 3,8
PVA/Kitosan/Ag - - 7,3 - 0,1
PVA/Kitosan/Amoksisilin 29 7,7x107 7.3 - 0,6
/Ag
Amoksisilin/Ag 88 88 22 1,6 4,2

A: E.coli bakterisine karst Amoksisilin ve giimiis icerikli disklerin inhibisyon halkasi ¢aplari

B : S.Aureus bakterisine karsi Amoksisilin ve giimiis icerikli disklerin inhibisyon halkasi ¢aplar

E. Coli bakterisine karst antibakteriyal aktivitesi Sekil 4.9. a ve c¢ de
gosterilmektedir. Amoksisilin icermeyen PV A/Kitosan (1) nanolifi kontrol 6rnegidir ve
bakteriyel inhibisyon halkalar1 gostermez.

Tablo 4.4°de disklerde bulunan Amoksisilin ve giimiis miktarlar1 ile S. Aureus ve
E.Coli bakterilerine kars1 olusturduklari inhibisyon halkalarinin caplar1 verilmistir.
PV A/Kitosan/Amoksisilin nanolif diskinde 29 pg Amoksisilin bulunmaktadir. Fakat
ilag salinimi caligmalarindan elde edilen sonuglara gore belirli miktardaki lif suya
kondugunda 18 saat sonra Amoksisilin’in %0,029’unu suya vermektedir. Buda disk
icerigindeki Amoksisilin’in tamaminin salinmadigint géz oOniinde bulundurmamizi
gerektirir. Aynm1 sekilde PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleride 18 saat sonunda
Amoksisilin iceriginin %0,026’sin1 sulu ortama vermektedir. Nanoliflerden az miktarda
salinan Amoksisilin’in S.Aureus bakterisine karsi etkili oldugu goriilmektedir. Fakat

E.coli bakterisine karsi etkili olamamistir. Bunun nedeni Amoksisilin molekiilleriyle
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giimiisiin metal selat olusturarak giimiis iyonlarinin ve Amoksisilin’in saliniminin
azalmasidir.

Amoksisilin (3) ve Amoksisilin/Ag (6) ¢ozeltilerini igeren diskler bakterilerle
dogrudan etkilestigi ve miktar olarak nanolifli disklerden daha fazla ilag igerdigi i¢in
inhibisyon halkast gostermesi olduk¢a normaldir. Bu diskler Amoksisilin’in E. Coli’ye
kiyasla S.aureus bakterisine karsi daha etkili oldugunu ve glimiisiin Amoksisilin’in
antibakteriyal etkisini arttirdigin1 géstermektedir. E. Coli bakterisi Amoksisilin’e kars1
yiiksek direng gosteren bir antibiyotik tiirtidiir.

PVA/Kitosan/Ag igeren diskler (Sekil 4.9. ¢ ve d (4))S. Aureus bakterisine karsi
antimikrobiyal aktivite gostermis fakat E.Coli bakterisine karsi1 etkili olamamustir.

PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri S.Aureus bakterisine kars1 antibakteriyal
aktivite aktivite gostermektedir. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolif diskinin
inhibisyon halkas1 PVA/Kitosan/Ag ile karsilastirildiginda giimiis ve Amoksisilin
arasinda sinerjik etkilesim oldugu ve bu yiizden S. Aureus bakterisine karsi aktivite
gosterdigi sonucuna varilabilir. Literatiirdeki caligmalarda glimiis iceren Amoksisilin
cozeltilerinin E. Coli bakterisi i¢in antibakteriyel aktivitesinin S. aureus'tan daha diisiik

oldugu bildirilmistir [101].

Ag nanopartikiilleri giiclii antibakteriyel o6zelliklere sahiptir. Cilinkii Ag
nanopartikiilleri hiicre duvarlarina yapisir ve hiicre duvar1 gegirgenligini ve hiicresel
solunumunu rahatsiz eder. Nano boyutlu lifler, bakteri ile temas edecek nispeten daha
biiyiikk yiizey alanlar1 saglar. Giimiis yiiklii Amoksisilin nanoliflerin bakteriyel
inhibisyon etkinligi sadece Amoksisilin igeren nanoliflere gore azalmistir.
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag  nanoliflerinin ~ bakteriyel = inhibisyon  halkasi,
PV A/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinden daha kiiciiktiir, bu da daha diisiik derisime
baghdir. Ilag salinim grafiklerinden de goriildiigii gibi PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag
nanoliflerinden saliman Amoksisilin olduk¢a diisiik bir salinnm oranina sahiptir.
Kantitatif analiz verileri ile birlikte ele alindiginda, glimiisiin PV A/Kitosan/Amoksisilin
nanoliflerin igerisine yliklenmesi, antibakteriyel aktivitesini degistirmez ve yavas
salimim hiziyla stirekli salinim olmasi uzun stireli antibakteriyel etkinin korunmasinda

yardimec1 olur.

Sulu ¢o6zeltide glimiis tuzu iyonlarina ayrisir ve PVA, kitosan ve Amoksisilin ile

etkilesime girer.
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. HO
AgNO; —=— Ag + NO;

Bu PVA, kitosan ve Amoksisilin bilesikleri AgNO3’ii Ag”a indirgeyen elektron
verici gruplara sahiptir. PVA ile giimiisiin etkilesim mekanizmast sekil 4.10°da
gosterilmistir. Yapisinda ¢ok fazla hidroksil grubu bulunduran PVA ortaklanmamis
elektrona sahip hidroksil ve olusturulan karbonil gruplariyla glimiisiin oksidasyon
yoluyla indirgenmesini saglar. Ayrica PVA molekiilleri, AgNO;’in iyonlarina

ayrilmasimi ve Ag''dan Ago’ ya indirgenmesini saglar [102].

H2 H H2 H2 H H2
— = |
OH OH OH o°
= - n-1 n-1

H Hy H,
C —C C —CH2 C —C C —CHO
| | +Ag) + HY
OAg OH

n-1

H
AT 81— coon
+Agt —> +Ag’
OH OH

Sekil 4.10. PVA ile giimiisiin reaksiyon mekanizmasi

Oksijen agisindan zengin kitosan, elektropozitif metal katyonu Ag" ile etkileserek
Ag"tin olusmasim saglar. Sulu ortamda elektropozitif Ag® ile kitosanm hidroksil

gruplart arasindaki mekanizma Sekil 4.11 'da gosterilmistir.
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Sekil 4.12°de Amoksisilin ve giimiis arasindaki

+Ag + H*
o~ +Ad°
n

CH,OH CH,OH
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o) (0]
NH
AgO 2
NH, g

Sekil 4.11. Kitosan ile giimiisiin reaksiyon mekanizmasi

etkilesim gosterilmistir.

Amoksisilin’in elektro ¢ekim islemi icin hazirlanan ¢6zeltisi pH 1,2°ye ayarlanmistir.

Amoksisilin tizerinde ortaklanmamis elektron bulunduran birgok molekiile sahiptir.

Asidik ortamdaki Amoksisilin oksijen ve kiikiirte gore daha elektropozitif olan azot

atomundan protonlanir ve kararsiz ara iirlin olusturur. Bu tautomerik halden daha kararh

bir hale gecer. Glimiis iyonlar1 bos d orbitallerine sahip oldugu i¢in ortaklanmamis

elektron ¢ifti olan oksijen,

azot ve kiikiirte baglanir.

Amoksisilin ¢ok fazla

ortaklanmamis elektrona sahip atoma sahip oldugu i¢in giimiis iyonlarin1 tutar. Bu

yiizden Amoksisilin igeren nanoliflerden az miktarda ila¢ salinmaktadir.
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Sekil 4.12. Amoksisilin ile giimiis arasindaki reaksiyon mekanizmasi

Ag”m olusumuna yol acan Ag® ile PVA, kitosan ve Amoksisilin arasindaki olas

etkilesimler Sekil 4.13'de gosterilmistir.

Hy H
¢
0

Sekil 4.13. PVA, kitosan ve Amoksisilin ile giimiis arasindaki éngériilen etkilegimler
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4.7. Tla¢ Salinm Cahsmalari

Amoksisilin salinim ¢aligmalar1 50, 250 ve 1000 pl Amoksisilin iceren nanolifler
ile yapilmistir. Capraz baglanma oOncesi lif morfolojileri ve c¢aplart Sekil 4.14’de
verilmistir. PVA/Kitosan nanoliflerinin lif ¢ap1, 92-137 nm aralifinda ortalama 105 nm
olarak bulunmustur. 50 ul Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanoliflerinin lif ¢cap1 116-
205 nm araliginda ortalama 150 nm'dir. 250 pl Amoksisilin iceren PVA/Kitosan
nanoliflerinin lif ¢ap1 91-285 nm araliginda ortalama 160 nm'dir. 1000 pl Amoksisilin
iceren PVA/Kitosan nanoliflerinin lif ¢ap1 ise 84-200 nm araliginda ortalama 175

nm'dir. Amoksisilin miktar1 arttik¢a ortalama lif ¢apinda artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.14. (a) PVA/Kitosan;(b)50;(c) 250 ve (d) 1000ul Amoksisilin i¢eren nanolifler ve bunlarin ¢ap

histogramlari

4.7.1. Capraz baglanma siiresinin ila¢ salinim iizerine etkisi

Nanolifleri tiim ¢oziiciiler i¢inde ¢oziinmez hale getirdigi ve mekanik 6zelliklerini
arttirdig i¢in ¢apraz baglanma nanolifler icin 6nemlidir. Nanolifler fazla siirede ¢apraz
baglayici ajana maruz birakildiginda nanolifleri asir1 derecede ¢apraz baglayarak ilag
salinimina engel olabilir. Cok kisa siire maruz birakma ise ¢apraz baglanma isleminin

tamamlanmamasina sebep olur.

50 pl Amoksisilin iceren PVA/Kitosan nanolifleri 6, 24 ve 48 saat gluteraldehit
buhart ile vakum desikatdriinde ¢apraz baglanmis ve lif morfolojileri taramali elektron

mikroskobuyla (SEM) incelenmistir.
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Sekil 4.15. PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinin(a) ¢capraz baglanma oncesi; (b)6 sa; (c)24 sa; (d) 48

sa ¢apraz baglanma sonrasi SEM gériintiileri

Sekil 4.15 (a) da ¢apraz baglanma oOncesi lif morfolojisi goriilmektedir. 48 saat
sonunda (d)liflerin fazla c¢apraz baglandigi goriilmektedir. Nanoliflerin ¢apraz
baglanmasi i¢in optimum siire 6 (b) ve 24 (c) saat olarak bulunmus ve ila¢ salinim

calismalar1 yapilmistir ve salinim miktarlart HPLC’de analiz edilerek belirlenmistir.

1 R?=0,955

0,9 = = N
03 ;j‘i':_f—_.——‘»*
0.7 R?=0,92

0,6
05
0,4
03
0,2
0.1
0

Amoksisilin Salinim (pg/ml)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
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@ 6 sa Capraz baglanma M 24 sa Capraz Baglanma

Sekil 4.16. Farkl: siirelerde ¢apraz baglanan 250 ul Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanoliflerinin

salimim grafigi
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Capraz baglanma siiresinin salinim tizerine etkisini degerlendirmek igin elde
edilen grafiklerden 250 ul Amoksisilin iceren PV A/Kitosan nanoliflerinin 6 saat ¢apraz
baglanmasi sonucu maksimum salinimi 0,82 pg/ml; 24 saat ¢apraz baglanmasi sonucu
maksimum salmim ise 0,86 ug/ml olarak bulunmustur. Salinim degerleri birbirine ¢ok
yakindir. Bu kiigiik  farklilik  lifler igerisindeki ~ Amoksisilin  miktarindan
kaynaklanmaktadir. Daha sonraki salinim ¢alismalarinda nanolifler 6 saat c¢apraz

baglanarak yapilmistir.

4.7.2. Amoksisilin miktarinin ila¢ salinim iizerine etkisi

[lag miktarmmn salimm {izerine etkisini incelemek ve optimum ila¢ miktarmi
bulmak i¢in 50, 250 ve 1000 ul Amoksisilin ¢dzeltisi iceren PV A/Kitosan nanoliflerinin
6 saat capraz baglandiktan sonra ultra saf su ortaminda salinimi incelendi. 50ul
Amoksisilin liflerininultra saf su ortaminda yapilan salinim c¢alismasinda HPLC
piklerinin alan1 ¢ok kiicliik gelmistir. Bunun nedeni ila¢ miktarinin az miktarda

olmasidir.
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Sekil 4.17. Farkli miktarlarda Amoksisilin iceren PVA/Kitosan nanoliflerinin ila¢ salinim grafigi
250 ve 1000 pul Amoksisilin igeren liflerin bir haftalik salinim grafigi Sekil
4.17°da verilmistir. 250 pul Amoksisilin igeren nanolifler antimikrobiyal calismalarda

yeterince bakteri inhibisyonu gostermedigi i¢in 1000 pul Amoksisilin i¢eren nanolifler

ile galismalara devam edilmistir.
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4.7.3. pH’1n ilac¢ salinim iizerine etkisi

Bu calismada, pH'in, Sekil 4.18'de gosterilen salinim kinetigi aracilifiyla analiz
edilen Amoksisilin’in kontrollii salimimi (pH 4, pH 7 ve pH 10) iizerindeki etkisi
incelenmistir. pH 4 i¢in PV A/Kitosan/Amoksisilin nanolifleri, 6,71 pg/ml maksimum
salinim gostermistir. pH 7'de gergeklestirilen calismada bu deger 1,2 pg/ml; pH 10’ da
ise 1,11 pg/ml’dir. Belirli bir siire sonra ila¢ salinim oraninin yaklasik olarak sabit
olmasi beklenir. pH 4'de doygunluga ulasan ¢ozelti 15 gilin sonunda sabit bir sekilde
salinim yapmaktadir. Ancak pH 7 ve 10’ da Amoksisilin salinimi az miktarlarda
gerceklestigi i¢in salimim artarak devam etmektedir. Nanolifler pH 4'de en fazla
miktarda ilag salmistir. PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinin elde edilmesi igin
hazirlanan polimer ¢ozeltisindeki Amoksisilin ¢ozeltisi pH 1,2’ye ayarlanmistir. Bu
durum “Benzer benzeri ¢ozer” ilkesinden yola ¢ikarak protonlanmis Amoksisilin asidik
ortama daha fazla gececektir. Bu yiizden Amoksisilin pH 4 ortaminda daha fazla

saliim gergeklestirmistir.
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Sekil 4.18. Farkli pH’larda 1000 ul Amoksisilin iceren PVA/Kitosan nanoliflerinin ilag salinim grafigi
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4.9. Giimiis yiiklii PVA/Kitosan/Amoksisilin Nanoliflerinin Morfolojileri

Gumis yiikli PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinin SEM  goériintiilerine

bakildiginda lifli morfolojilerinin ¢apraz baglanma sonrasi degismedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.19. PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin (a) ¢apraz baglanma dncesi; (b)¢apraz baglanma

sonrasi SEM gériintiileri
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Sekil 4.20. PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin (a)¢apraz baglanma oncesi;(b) ¢apraz baglanma

sonrast ¢cap histogramlart

Sekil 4.19(a)'te goriilebilecegi gibi, PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin
capraz baglanma oOncesi lif capi, 94-376 nm aralifinda ortalama 155 nm olarak
bulunmustur; ¢apraz baglanma sonrast lif ¢capt 120-305 nm aralifinda ortalama 190
nm'dir. Capraz baglanma sonrasi nanoliflerin (Sekil 4.19 (b)) ortalama caplarinda artis
meydana gelmistir ancak yinede lifli yapilarinda bir degisiklik olmamistir. Cap artiginin
nedeni nanoliflerin i¢indeki gluteraldehit emilimiyle iliskili olabilir. Bu da gluteraldehit

buhartyla ¢apraz baglamanin basarili bir yontem oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin(a)SEM goriintiisii, bu nanoliflerin (b)EDX

spektrumu, (c)nanoliflerdeki karbon atomlari, (d)oksijen atomlari, (e)Ag atomlart

Sekil 4.21°de, PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin SEM gdriintiisiinii (a),
bu nanoliflerin EDX spektrumlarin1 (b), nanoliflerdeki karbon atomlarini (c), oksijen
atomlarm1 (d), Ag atomlarmin (e) homojen bir sekilde lif ylizeyine dagildigini
gostermektedir. Glimiis yiiklii Amoksisilin nanolifleri elektro ¢ekim yontemi ile basarili

bir sekilde elde edildigi goriilmektedir.

4.9. Giimiis Yiiklii PVA/Kitosan/Amoksisilin Nanoliflerinin ila¢c Salinim

PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri su ortaminda 2,4 pg/ml maksimum
salinim gostermistir. Salimim calismast on giin boyunca siirdiiriilmiistiir ve 10 giiniin
sonunda lif i¢erisindeki Amoksisilin’in %0,03’i salinmistir. PV A/Kitosan/Amoksisilin
nanoliflerinin sudaki saliniminda ise ilacin 10 giin sonunda %0,029’u salinir. Giimiis

ilag salinimi ¢ok az bir miktarda azaltmistir.
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Sekil 4.22. PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin sudaki ila¢ salimim grafigi

Bu calismada, pH'm, Sekil 4.23'de gosterilen salinim kinetigi araciligiyla
Amoksisilin’in kontrollii salinim1 (pH 4, pH 7 ve pH 10) {lizerindeki etkisi incelenmistir.
pH 4 icin PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanolifleri, 2,7 pg/ml maksimum salinim
gostermistir. pH 7'de ise bu deger 1,26 pg/ml; pH 10’ da ise 0,76 pg/ml’dir. Salinim
caligmalar1 10 giin boyunca yapildi. Nanoliflerden pH 4'de en fazla miktarda ilag
salmimi gerceklesmistir. pH 7 ve 10 da ilag salinimi artan miktarlarda devam
etmektedir. Bunun nedeni PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinde oldugu gibi
nanoliflerin elde edilmesi i¢in hazirlanan polimer ¢dzeltisindeki Amoksisilin ¢ozeltisi
pH 1,2°ye ayarlanmustir. “Benzer benzeri ¢ozer” ilkesinden yola ¢ikarak protonlanmis
Amoksisilin asidik ortama daha fazla salimim yapacaktir. Fakat bu salinim
PVA/Kitosan/Amoksisilin nanoliflerinin salinimiyla karsilastirildiginda pH 4’°de
yaklasitk 3 kat daha az salinnm yapmistir. Bunun nedeni giimiisiin Amoksisilin

molekiilleriyle olusturdugu gii¢lii baglanmalar olabilir.
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Sekil 4.23. Farkli pH’larda PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin ila¢ salimim grafigi
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5. SONUCLAR

Amoksisilin bakteriyel enfeksiyon tedavisi icin etkili olan B-Lactam ailesine ait
yar1 sentetik bir antibiyotiktir. Geleneksel Amoksisilin kapsiilleri, kisa biyolojik yar1
Oomrii nedeniyle ve mide kaninda daha az derisimle sonuglanan mide asidinde
parcgalanabileceginden antibiyotik etkili derisimlerde ve tam aktif formlarda enfeksiyon
yerine ulastirilamayabilir. Bu nedenle, gastrik epitel hiicre yilizeylerinde Amoksisilin’in
etkinliginin arttirilmast ve bulunma siiresinin uzatilmasi oldukga istenen bir 6zelliktir.
Ilaglarin salinimini kontrol etmede polimerin kullanimi1 bu yiizden giderek daha dnemli

hale gelmektedir.

Bu caligmada Amoksisilin’in asidik mide ortami gibi ortamlarda bile uzun ve
kontrollii salinimi icin PVA ve kitosan polimerleri kullanilarak elektro ¢ekim
yontemiyle nanolifleri elde edilmistir. Salinim c¢alismalarinda Amoksisilin miktarini
belirlemek amaciyla HPLC yontemi kullanilmistir. Gelistirilen yontemde LOD ve LOQ
degerleri 4x10™* ng/ml ve 1,35 ng/ml araligindadir. Bu yontem yaymnlanmis diger

metotlara gére daha duyarli ve tistlindiir.

Glimis nanopartikiiller antibakteriyel 6zelliklere sahiptir. Bu yiizden nanoliflerin
antibakteriyel 6zelligini arttirmak amaglanarak giimiis nanopartikiil iceren Amoksisilin
nanolifleri hazirlanmigtir. Capraz baglayici ajan olarak gluteraldehit ¢ozeltisi
kullanilmistir. Optimum ¢apraz baglanma siiresini belirlemek amaciyla nanolifler 6, 24
ve 48 saat gluteraldehit buharina vakum desikatdriinde maruz birakilmistir. Ilag salinim
caligmalariyla birlikte degerlendirilerek optimum siire 6 saat olarak bulunmustur. Etkili
bir ilag salinimi gergeklestirmek i¢in farkli miktarlarda Amoksisilin igeren nanoliflerin
ilag salinimi incelenmistir. 50 pl Amoksisilin i¢eren nanoliflerin salinim calismasinda
HPLC kromatogramlarinda pik siddeti ¢ok az oldugu i¢in 250 pl ve 1000 pl

Amoksisilin i¢eren nanolifler ile ¢calismaya devam edilmistir.

Elde edilen nanoliflerin antibakteriyel Ozellik gostermesi gerekmektedir.
Antibakteriyel aktivite deneylerinde gram pozitif bakteri olarak Staphylococcus aureus
(S. Aureus); gram negatif bakteri olarak Escherichia coli (E. Coli) kullanilmigtir. 250 pl
Amoksisilin igeren PVA/Kitosan nanolifleri her iki bakteri tiirline kars1 etkili
olamamigstir ve inhibisyon halkalar1 gézlemlenmemistir. 1000 ul Amoksisilin igeren

PVA/Kitosan nanolifleri ise S. Aureus bakterisine karsi etkili olmustur. E.coli
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bakterisinin, S. Aureus bakterisine kiyasla Amoksisilin’e karsi daha fazla direng
gosterdigi literatiirdeki c¢alismalarda goriilmektedir. Bu yiizden lif igerisindeki
Amoksisilin miktar1 E. Coli bakterisine kars1 aktivite gostermek i¢in yeterli miktarda

olmadig1 belirlenmistir.

Gilimiis (Ag) nanopartikiilleri ve Ag iyonlar1 diger metallere gére daha yliksek
antibakteriyel Ozelliklere sahiptir. Bu yiizden Amoksisilin yiikli nanoliflerin
antibakteriyal 6zelliklerini arttirmak amaciyla polimer ¢ozeltilerine 5 ve 10 mg AgNO;
eklenmistir. 10 mg Ag iceren Amoksisilin polimer ¢ozeltisi ¢ok viskoz oldugu icin
elektro c¢cekim yontemiyle nanolifler elde edilememistir. 5 mg Ag igeren
PV A/Kitosan/Amoksisilin nanolifler elektro ¢ekim yontemiyle basariyla elde edilmistir.
EDAX spektrumlar1 ile nanolif yapisindaki giimiis nanopartikiillerin homojen bir

sekilde dagildig: tespit edilmistir.

PVA/Kitosan/Amoksisilin/Ag  nanoliflerinin  ilag  salinimi  ¢aligmalarinda
PV A/Kitosan/Amoksisilin salinimina kiyasla daha az salimm yaptigi; antibakteriyel
aktivite deneylerinde ise daha az aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Ayni sekilde
PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin antibakteriyel aktivitesi E. Coli bakterisine
kiyasla S. Aureus bakterisine karsi daha kuvvetlidir. Bu iki bakteri tiirline karsi
antibakteriyel aktivitesindeki farklilik, hiicre membranindaki yapisal ve kimyasal
farkliliklar ile iligkili olabilir. PV A/Kitosan/Amoksisilin/Ag nanoliflerinin salinim
calismast on giin ile sinirlandirilmistir fakat nanolifler ortama Amoksisilin vermeye
devam etmektedir. Amoksisilin yliklii nanoliflere giimiisiin dahil edilmesi ilacin ilk anda
Amoksisilin’in bllylik miktarinin serbest birakilmasin1 énemli dl¢lide zayiflatmaktadir.
Uzun siireli terapotik aktivite gerektiren biyomedikal uygulamalar i¢in Amoksisilin’in

salinim hizin1 yavaglatmak etkili bir stratejidir.

Nanoliflerden ila¢ salinim calismalarinda pH’in etkisi incelenmistir. Her iki
nanolifde pH 7 ve 10 ile kiyaslandiginda pH 4’de daha fazla Amoksisilin salinimi
gostermistir. Bu durum kisa biyolojik yar1 6mrii olan Amoksisilin’in gastrik epitel hiicre
yiizeylerinde yliksek dozlarda uygulanmasina gerek kalmadan siirekli ve kontrollii bir

sekilde ila¢ salinim1 gergeklestirmesini saglamaktadir.
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