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1. OZET

Farkhh Konsantrasyonlarda Siite Eklenen Fluoksetinin Polikaprolakton Esash

ve Immiinosorbent Ozellikli Filtre Aracihg ile Uzaklastirllmasi

Ogrencinin Adi: Hava Dudu TASLAK
Damsmani: Prof. Dr. Tugba TUNALI-AKBAY
Anabilim Dali: Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali

Amag: Bu ¢alismanin amaci; anne siitii araciligi ile bebege gegen ve bebekte uyku
bozuklugu, aglama krizi, beslenme yetersizligi ve kolik olusumuna neden olan
fluoksektinin, polikaprolakton esasli biyoaktif nanofiber araciligi ile siitten
uzaklastirilmasidir. Calismanin ikincil amaci da; bu islem sirasinda siitiin
kompozisyonunun degisip degismediginin tespit edilmesidir.

Gerec ve Yontem: Polikaprolakton esasli nanofibere fluoksetin antikoru immobilize
edilerek biyoaktif nanofiber elde edilmistir. 25, 50, 75, 100 ng/mL
konsantrasyonlarda siit 6rneklerine eklenen fluoksetin biyoaktif nanofiber ile inkiibe
edilerek siitten uzaklagtirllmigtir. Biyoaktif nanofiberin fluoksetini siitten
uzaklagtirma verimi siit orneklerinde ELISA yontemi ile fluoksetin 6l¢limii yapilarak
tayin edilmistir. Inkiibasyon &ncesi ve sonrasi siit drneklerinde total protein tayini,
laktoz tayini ve yag tayini sirasiyla Bradford, Khramov ve arkadaslari ve Lucas ve
arkadaglarmin yontemleri kullanilarak yapilmistir. Siit 6rneklerinde ayrica pH
Olctimii yapilmis ve siitiin enerji degeri hesaplanarak bulunmustur.

Bulgular: Siite eklenen fluoksetinin ortalama % 93,6’s1 biyoaktif nanofiber
kullanilarak uzaklagtirilmistir. Calisilan konsantrasyonlar arasinda en yiiksek verim
100 ng/mL fluoksetin 6rneginde goriilmiistiir. Inkiibasyon oncesi ve sonrasi siit
orneklerindeki total protein, laktoz, yag , pH ve enerji degerleri karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Sonu¢: Anne siitiine gecen ilaclarin ve kimyasal maddelerin uzaklastirilmasina
yonelik hazirlanan bu filtrenin endiistriyel iiretiminin gelecek nesil sagliginin
korunmasinda énemli bir adim olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Fluoksetin, polikaprolakton, nanofiber, siit



1. SUMMARY

Added Fluoxetine in Different Concentrations by Polycaprolactone Based-

Immunosorbent Filter

Student’s Name: Hava Dudu TASLAK
Supervisor: Prof. Dr. Tugba TUNALI-AKBAY
Department: Departmant of Biochemistry, Faculty of Pharmacy

Aim: The aim of this study is to remove fluoxetine from milk by the
polycaprolactone-based bioactive nanofiber which passes to the infant through the
breastmilk and causes sleep disturbance, crying crisis, malnutrition and colic
formation Also, the secondary aim of the study is to determine whether the
composition of the milk changes during this process.

Materials and Methods: Bioactive nanofiber was obtained by immobilizing
fluoxetine antibody on to the polycaprolactone-based nanofiber Fluoxetine added to
the milk samples at concentrations of 25, 50, 75, 100 ng / mL was removed from the
milk by incubating with bioactive nanofiber. The fluoxetine removal efficacy of the
bioactive nanofiber was determined by ELISA in milk samples. Before and after the
incubation; total protein, lactose and fat levels were determined in milk samples by
the methods of Bradford, Khramov et al and Lucas et al respectively. In milk

samples, pH was also measured and the energy value of milk was calculated.

Results: An average of 93.6 % fluoxetine that was added to the milk was removed
from the milk by bioactive nanofiber. The highest efficiancy was observed in 100 ng
/mL fluoxetine samples. There was no statistically significant difference between the
total protein, lactose, fat, pH and energy values of milk samples before and after the

incubation.

Conclusion: It is thought that the industrial production of this filter, which is
prepared for the removal of the drugs and chemical substances that pass into the

breast milk, will be an important step in the protection of the next generation health.

Key Words: Fluoxetine, polycaprolactone, nanofiber, milk



3. GIRIS ve AMAC

Biyosensor adi verilen algilayicilar bir ortamdaki hedeflenen maddeyi
yapilarinda bulunan antikorlar, enzimler, niikleik asitler, mikroorganizmalar,
organeller veya biyolojik membranlara yerlestirilen kimyasal reseptorler araciligi ile
taniyip hedeflenen maddeye baglanarak onun tespitinde ve ol¢timiinde kullanilirlar.
Gliniimiizde in vitro sartlarda meydana gelen degisikliklerin algilanmasi ile
degisiklige neden olan etmenin Ol¢lilmesi ve uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Bu
calismanin temel amaci antikor igeren bir algilayic1 gelistirmek ve bu algilayiciy1
slite gecen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in model olarak kullanmaktir. Antikorlar
yiiksek spesifiklikleri nedeniyle enzimlerden sonra en ¢ok kullanilan biyoaktif
algilayic1 bilesendir. Viicuda giren yabanci maddelere karsi iiretilirler ve
glikoprotein  yapisindadirlar. In vivo sartlarda antikorlar, bagladiklari yabanci
maddeleri viicuttaki savas¢1 hiicreler igin isaretleyip etkisiz hale getirirler. In vitro
sartlarda ise antikorlar bagladiklar1 yabanci maddenin tespitinde veya ol¢iimiinde

kullanilmaktadir (Metkar ve Girigoswami, 2019).

Antikorlar organizmada membrana bagli veya serbest sekilde bulunur. Bu
calisgmamizda B lenfositlerin membranina bagli antikorlar model olarak alinmig ve

polikaprolakton (PCL) esasli nanofiberin iizerine antikor immobilize edilmistir.

Polikaprolakton biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan polimerlerden
biridir. Medikal malzeme dretiminden, ila¢ tretimine, doku iskelesi
uygulamalarindan, ilag tekstil sanayisine ve boyalara kadar ¢ok genis bir uygulama
alanina sahiptir. Toksik olmayan ve viicut ile uyumlu oldugu bilinen PCL, Amerikan
Gida ve Ilag Idaresi’nin (FDA) onay verdigi az sayida polimerlerden biridir. Iyi bir
biyouyumlu polimer olmasi biyolojik amagli kullanim alanini ¢ogaltmistir. Uretim
maliyetinin diisiik olmasinin yaninda biyouyumlu ve biyobozunur olmasi bu
polimerin sahip oldugu avantajlari arasinda yer almaktadir (Mano ve ark., 2004).
Calisgmamizda PCL esasli nanofiber yilizeyine antikor immobilizasyonu yapilarak
biyoaktif nanofiber elde edilmis ve farkli konsantrasyonda siite eklenen fluoksetinin

uzaklagtirilmasi i¢in kullanilmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818118306650#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818118306650#!

Fluoksetin, santral néronlarda serotonin geri alimini inhibe ederek antidepresan
etkinlik gosteren bir psikotropik ilag ham maddesidir (Hussiena ve ark, 2011; Wong
ve ark, 1995) ve dogumdan sonraki 2. ve 3. haftalarda sinsice baslayan ve iki yila
kadar uzayabilen depresif duygu durum bozuklugu olarak tanimlanan post-partum
depresyon tedavisinde kullanilmaktadir (Erdem ve Bez, 2009). Anne siitiine gegen
ilaglar arasinda yer alan fluoksektin, bebekte uyku bozukluguna, aglama krizine,
beslenme yetersizligine ve kolik olusumuna neden oldugu i¢in emzirme doneminde

kullanimi kontrendikedir (Berle ve Spigset, 2011; Hendrick ve ark, 2001).

Bu bilgilerin 151¢1nda ¢alismamizin amaci; anne siitiine en yakin bilesime sahip
oldugu bildirilen kegi siitline, anne siitiine gecen konsantrasyon araliginda fluoksetin
ekleyerek, bunu polikaprolakton esasli biyoaktif ~ nanofiber  araciligi ile
uzaklastirmak ve bu sirada siit kompozisyonunda degisiklik olup olmadigini tespit

etmektir.

Son yillarda emzirme ile ilgili bircok 6zendirici bilgilendirmeler yapilmasina
ragmen anne siitiine gegen ilaglar ve bunlarin bebek iizerindeki yan etkileri
hakkindaki calismalar hala c¢ok siirli sayidadir. ilaglarin anneler tarafindan
bilingsizce kullaniminin veya yan etkileri hakkinda bilgi eksikliginin neden oldugu
birgok hastalik geng nesilleri etkilemekte ve sonraki yillarda olusabilecek birgok
hastaligin temellerini atmaktadir. Saglikli bir nesil olusumu i¢in bu konu ile ilgili
caligmalarin hizlanmasi giiniimiiz yasam sartlar1 agisindan Onem tasimaktadir.
Diinyada ve iilkemizde anne siitiinii istenmeyen kimyasal maddelerden arindiran bir
malzeme veya filtre heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alismada kullanilan yontem ile bir
cok kimyasal madde veya ilaca spesifik biyoaktif nanofiber hazirlanarak bebek
sagligini tehdit eden her tiirlii kimyasal madde ve ila¢ i¢in devam niteliginde yeni

iriinler gelistirilebilir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Immobilizasyon

Biyolojik olarak fonksiyonel olan bir molekiiliin veya hiicrenin, tastyict bir
yiizey ilizerinde sabitlenmesine immobilizasyon denir. Biyolojik olarak fonksiyonel
olan yapilar enzim, antikor, DNA, olabildigi gibi hiicre de olabilmektedir.
Immobilize kompleks yap1 fiziksel olarak tasiyici yiizeyin 6zellgini tasir, ancak
immobilize edilen molekiilin veya hiicrenin temel aktivitesine sahip olur.
Immobilizasyon sonras1 tastyic1 yiizeye tutunan molekiiliin veya hiicrenin yapisi veya
karakteristigi degisime ugramamaktadir. Immobilizasyon tekniginin kullanildig
teknolojik sistemlerde tip, kimya, biyoloji ve miihendislik alanlarini i¢ine alan
multidisipliner ¢calisma olanaklari ortaya ¢ikmaktadir. Giiniimiizde enzim, antikor ve
hiicre immobilizasyonu teknikleri  biyoteknlojide sikliklikla  kullanilmaya

baslanmustir (Makaraviciute ve Ramanaviciene, 2013) (Sekil 1).
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Sekil 1. Nanofibere antikor immobilizasyonu
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4.1.1. immobilizasyon tarihgesi

1916 yilinda Nelson ve Griffin, odun komiirii {izerine adsorbe edilmis olan maya
invertaz enziminin sukrozun hidrolizini katalizledigini gézlemlemislerdir (Nelson ve
Griffen, 1916). Bu gelismenin ardindan fizyolojik olarak aktif proteinlerin kovalent
baglanma ile gesitli tasiyicilar {izerine immobilizasyonu konusunda ¢ok sayida rapor
yaymlanmistir. Buna ragmen immobilizasyon islemi; 1953 yilinda Grubhofer ve
Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz gibi enzimleri kovalent
baglanma metoduyla diazolanmis poliaminostiren recinesi iizerine immobilize
etmelerine kadar pratik olarak kullanilmamistir. Daha sonra, 1956 yilinda katalaz
enziminin dietil-amino-etil  (DEAE) seliiloz iizerine iyonik baglanmayla
immobilizasyonu, 1963 yilinda tripsin, papain, amilaz ve riboniikleazin, tutuklama
yontemiyle poliakrilamit jel i¢erisine immobilizasyonu, 1964 yilinda karbosipeptidaz
A enziminin gluteraldehitle ¢apraz baglanmasi1 ve karbonik anhidraz enziminin
mikrokapsiillenmesi, 1971 yilinda ise amiloglukoSidaz igeren lipozomlarin

hazirlanmasi ¢alismalar1 yapilmistir (Rao ve ark., 1998).

1969 yilinda fungal amino agilaz enzimini DEAE Sephadex iizerine iyonik
baglanma metodu ile immobilize eden Chibata ve arkadaslari, immobilize enzimlerin
endiistriyel uygulamalarinda basarili olan ilk kisilerdir. 1973 yilinda da Chibata ve
arkadaglar1  mikrobiyal hiicrelerin = immobilizasyonunun  ilk  endiistriyel
uygulamalarmi gergeklestirmislerdir. Yiiksek aktiviteye sahip aspartaz iceren
Escherichia coli hiicrelerinin poliakrilamit jel igine tutuklanmasini saglayarak,

amonyum fumarattan L-aspartat tiretmislerdir (Rao ve ark., 1998)

4.1.2. immobilizasyon yontemleri

Kat1 tasiyic1 yiizeyler iizerine fonksiyonel molekiiliin veya hiicrenin
immobilizasyonu iki sekilde yapilmaktadir. Bunlardan biri elektrostatik kuvvetlerin
etkisi altinda gergeklesen fiziksel adsorpsiyon ve digeri fonksiyonel molekiil ile
tasiyic1 ylizey arasinda meydana gelen kovalent baglanma sonucu gerceklesen

immobilizasyondur. Kati tasiyict yiizeyler; silika yapili gozenekli mikro boncuklar,



seliiloz igerikli materyaller ve nanofiberler sayilabilir. Son yillarda immobilizasyon

islemlerinde tasiyici ylizey olarak nanofiberlerin kullanimi artmistir.

Sekil 2’de immobilizasyon yontemleri gorilmektedir. (Hartmeier, 1968;
Telefoncu, 1986; Wiseman, 1975).

Tutuklama Capraz Baglama
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Adsorpsiyon Kovalent Baglama
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Sekil 2. Immobilizasyon yontemleri

4.1.2.1. Tutuklama yéntemi

Bu yontem, polimerik matriks yapisinda veya yar1 gecirgen membranlarda
mikrokapsiilleme ve miseller ile immobilize edilecek molekiiliin hapsedilmesine
dayanir (Arica ve Hasirci, 1987). Polimer olusumu ve/veya capraz baglanma 1s1yla,
gama radyasyonu veya UV isinlan ile baslatilir ve olusan hidrofilik polimer iginde
immobilize edilecek olan molekiil hapsedilir (Arica ve Hasirci, 1987). Bu yontem,
her ¢esit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitlin hiicreleri veya farkli captaki
mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in kullanilabilir (Dumitriu, 1988). Tutuklama
yonteminde sadece tek bir enzimin degil ¢coklu enzimlerin, hiicresel organeller de
immobilize edilebilir. Bu yontemde tasiyicilarin yeniden elde edilmesi oldukca
zordur ve yiiksek molekill agirligindaki substratlarin enzime  tutunmasi zor

olmaktadir (Tanaka and Kawamoto, 1999).



Tutuklama yontemi bes ana grupta siniflandirilabilir:

» Kafeste (polimer martikste) Tutuklama; Enzimler, polisakkarit, protein
yapili veya sentetik yapili ¢esitli polimerlerden birinin jel matriksi i¢ine
tutuklanir (Tanaka and Kawamoto, 1999). Enzim veya antikor
molekiilleri fiziksel olarak polimer matriksi igerisinde tutulur ve jel
matriksin digina ¢ikamaz, fakat substrat ve iirlin bu matriks yapisinina

stirekli olarak girip ¢ikabilirler.

» Mikrokapsiilasyon;_Bu yontem enzimlerin ¢esitli sekillerdeki yari
gecirgen membranlar igerisine konularak kaplanmalariyla gergeklestirilir.
Mikrokapsiilasyonda herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan

enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir (Inam et al., 2001).

» Lipozom tipi; Bu yontemde enzim, fosfolipitlerden hazirlanan lipozom

denilen s1ivi membranlarda tutuklanirlar.

» Membran tipi; Enzimler, reaksiyon ¢o6zeltisinden mikroultrafiltrasyon

membranlariyla ayrilirlar (Tanaka and Kawamoto, 1999).

» Ters misel tipi; Ters misel tipinde biyokatalizor, yiizey aktif madde ile bir
organik ¢oziicii karisimi ile olusturulan ters miseller igine tutuklanmistir

(Tanaka and Kawamoto, 1999).

4.1.2.2. Capraz baglama yontemi

Biyomolekiillerin tasiyic1 yiizey iizerindeki fonksiyonel gruplara baglanmasi
sonucunda ¢apraz baglanma meydana gelir. Capraz baglanma ile biyomolekiillerin
(antikor, enzim v.s.) immobilizasyonu ¢ok Dbasit olmasina ragmen

biyomolekiillerdeki  6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz  baglayici  olarak



kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve olusturulmasi zordur (Sanjay ve

Sugunan, 2006).

Capraz baglayici olarak immobilizasyonda kullanilan ¢ok fonksiyonlu maddeler,
diazobenzidin, 1,5-diflor-2-4-dinitro benzen, glutaraldehit, Klorformat,
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-
benzokinon, ge¢is metal iyonlar1 epiklorhidrinler, triklor-S-triazin, hekzametilen

diizosiyanat, 2,4- diizotiyosiyanotoluendir (Gtirsel ve ark., 2003).

4.1.2.3. Tasiyiciya baglama yontemi

Tasiyict baglama metodu en eski immobilizasyon yéntemidir. Immobilize
edilecek olan molekiilii suda ¢oziinmeyen tasiyicilara kovalent bag, iyonik bag,
fiziksel adsorpsiyon veya biyospesifik etkilesimler ile baglanmasina dayanan bir
yontemdir. Bu yontemde baglanan enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi
enzimin aktivitesi tagiyicinin yapisina baglidir. Tasiyic1 sec¢iminde; partikiil
biiyiikliigii, toplam yiizey alani, hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara orami ve
tastyicinin kimyasal bilesimi gibi 6lgiitler esas alinmaktadir (Tanaka and Kawamoto,
1999).

Molekiiliin baglanmasina gére bu yontem {ii¢ alt siifta incelenmektedir (Telefoncu,

1986):

a) Fiziksel Adsorpsiyon
b) Iyonik Baglanma

c) Kovalent Baglanma

a) Fiziksel adsorpsiyon yontemi

Fiziksel adsorpsiyon yontemi, immobilize edilecek olan molekiiliin kat1 matriks
tizerinde fiziksel adsorpsiyonuna dayanir. Fiziksel adsorpsiyon yontemi en eski ve

basit immobilizasyon yontemidir (Nelson ve Griffen, 1916). Suda ¢dzlinmeyen



tastyicilarda bu adsorpsiyon yontemi immobilizasyon igin kullanilmaktadir. Fiziksel
adsorbsiyon yonteminde; yiizeyi aktif suda ¢oziinmeyen bir tasiyici immobilize
edilecek molekiiliin ¢ozeltisi ile karistirilir ve enzimin baglanmayan kismi yikanarak
ortamdan uzaklastirilir. Fiziksel adsorbsiyon ile immobilizasyon ydntemi, proteinin
yiikli gruplart ile destek materyalinin karsit yiikleri arasindaki ¢ekim kuvvetlerine
dayanir. Bu yontemde, immobilizasyondan sorumlu kuvvetler tasiyici ve enzim
arasindaki hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir
(Chen ve ark, 2015). Fiziksel adsorpsiyon yonteminde pH, ¢oziicii, iyon siddeti,
enzim adsorban orani ve sicaklik gibi faktorler etkilidir. En ¢ok kullanilan tasiyicilar;
aktif karbon, nisasta, anyon ve katyon degistiricili regineler, sentetik polimerler,

silikajel ve killer, alumina, gézenekli camlar ve seramiklerdir (Uhlig, 1998).

Adsorpsiyonun en biiyiik avantaji genellikle bag yapici ekstra bir kimyasal
maddeye ihtiya¢ duymamasi ve aktivasyon basamaklarinin minimum olmasidir. Bu
immobilizasyon islemi basit sekilde gergeklesir ve molekiillerin aktiviteleri iizerine
olumsuz etkileri olmamaktadir. Degisik bicim ve yiikteki tasiyicilar1 se¢gme olanagi
saglar. Uygun bir tagiyictyla bu metot basit ve ucuz bir sekilde uygulanabilir. Ayrica
bu yontemde kullanilan tasiyici yenilenerek tekrar kullanilabilir (Bickerstaft, 1997).

Fiziksel adsorpsiyon yontemi bazi1 dezavantajlara sahiptir. Molekiil tasiyiciya
zayif baglarla baglanir ve bundan dolayr adsorbe olmayan molekiil, reaksiyon
ortamina kagarak {iriinii kontamine edebilir. Optimum immobilizasyon kosullarin
saptanmas1 gii¢ olabilir ¢iinkii fiziksel etkilesimler iyonik baglardan daha zayiftir ve
protein yapili molekiiller, sicaklik ve ¢oziinen madde derisimi gibi ¢evresel faktorlere
kars1 daha duyarli durumdadir. Fiziksel adsorpsiyonda baglanma spesifik degildir,
immobilizasyon esnasinda protein olmayan maddeler ya da diger proteinler de
tasiyiclya baglanabilir. Bunun sonucunda immobilize molekiiliin 6zellikleri

degisebilir (Bickerstaff, 1997).

b) Iyonik baglama yontemi

Iyonik baglanma metodu, immobilize edilecek molekiiliin iyon degistirici ajanlar
igeren ve suda ¢Ozlinmeyen bir tasiyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir.

Yontem cok basittir ve tagiyicinin yenilenmesi ve enzimin tekrar kullanilabilirligi
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daha yiiksektir. Immobilizasyon kosullari konformasyonel yapisinda ve aktif
bolgelerinde ¢ok az degisiklik gdzlenir. Iyonik baglanmada enzim ve tastyic
arasindaki baglar; fiziksel adsorpsiyona gore daha giiclii, kovalent baglanma

yontemindeki baglara kiyasla daha zayiftir (Chibata ve ark, 1972).

c) Kovalent baglama yontemi

Protein yapili molekiil ile suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda
kovalent bag olusumu molekiiliin immobilizasyonu i¢in oldukg¢a sik kullanilan bir
tekniktir. Bu yontem enzimin veya antikorun suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya
kovalent olarak baglanmasina dayanmaktadir. Genellikle baglanma, enzimin veya
antikorun  niikleofilik  grubuyla tasiyicinin  fonksiyonel grubu arasinda
gerceklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (NHy),
karboksil grubu (CO2H), siilfhidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH), imidazol
grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur (Uhlig, 1998).
Kovalent baglanmada immobilze edilecek molekiil ve tasiyici arasindaki baglar diger
immobilizasyon yontemlerindekine goére daha kuvvetlidir. Bu teknik enzim
tiirevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye gegmesini engeller (Carr and
Bowers, 1980). Ayrica enzim veya antikor tasiyicinin {izerine tutturulmus

oldugundan, immobilize edilmis molekiil substratla cok kolay baglanti kurabilir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Birinci
basamak tasiyicinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent baglanmasi
seklindedir. Tasiyici; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar
tasimalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina bagli olarak epiklorhidrin,
glutaraldehit, karbodiimit, siyaniirik kloriir gibi cesitli aktifleyici maddeler
kullanilabilir (Dogan, 2008).

Immobilizasyon yonteminin segiminde oncelikle enzimin veya antikorun
baglanacagi destek materyalinin yapisi dikkate alinmalidir (D‘Souza and Godbole,
2002). Basarili bir immobilizasyon i¢in asagidaki faktorler goz Oniinde

bulundurulmalidir:
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v Destek materyalinin mekanik 6zellikleri

v Enzimin, reaksiyon kosullarinda kararli olmasi.

v Capraz baglayici ajanin, enzimin veya antikorun aktif ucuna niifuz etmemesi
i¢in olabildigince biiyiik olmasi.

v Immobilizasyonda, baglanmamis molekiilii uzaklastirmak icin uygulanan
islemin molekiilii etkilememesi,

v Immobilize molekiiliin bazi kimyasal tepkimelerde devaml1 katalizér olarak

kullanilmast durumunda immobilizasyon yOntemini se¢meden &nce

tepkimenin dogas1 géz dniinde bulundurulmalidir (Mosbach, 1976).

4.2. Antikorlar ve Yapilar

Antikorlar, antijenler olarak bilinen viicuda yabanci maddelere maruz kalmaya
yanit olarak omurgalilarda tiretilen ve dolasimda bulunan proteinlerdir. Antikorlar,
humoral bagisikligin aracilaridir; yabanct molekiiler yapilari tanima konusunda
cesitlilik gosterirler ve spesifiktirler. Bu proteinler ilk olarak, difteri toksinine karsi
koruma saglayan serum molekiilleri olarak kesfedildiginden baslangigta “antitoksin”
olarak adlandirilmistir. Benzer proteinlerin sadece mikrobik toksinlere degil birgok
maddeye Kkarsi iiretilebilecegi kesfedilince bu molekiillere genel olarak “antikor” ismi
verilmistir. Antikorun iiretimine yol a¢an veya antikor tarafindan taninan madde daha

sonra antijen olarak adlandirilmistir (Abbas ve ark, 2014).

Plazma veya serum proteinleri elektroforezle ayrildiginda ¢ogu antikor gama
globulinler ad1 verilen, globulinlerin ti¢lincii en hizli go¢ eden grubunda yer alir.
Antikor i¢in kullanilan diger bir isim olan “immiinoglobiilin (Ig)”, serumdaki gama
globulin fraksiyonun bagisiklik kazandirma boliimiine atifta bulunan bir

adlandirmadir. Ig ve antikor terimleri birbirlerinin yerine kullanilirlar (Abbas ve ark,
2014).

Antikorlar, {yeleri O6nemli yapisal ve islevsel oOzellikleri paylasan bir
glikoprotein ailesidir.. Islevsel olarak, hem antijenlere hem de bagisiklik sisteminin
0zel hiicrelerine veya proteinlerine baglanma yetenekleri ile karakterize edilebilirler.

Yapisal olarak antikorlar, Y sekli olarak goriilebilen karakteristik birimin bir veya
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daha fazla kopyasindan olusur. Her Y dort polipeptid igerir; agir zincir (H) olarak
bilinen bir polipeptitin iki 6zdes kopyast ve hafif zincir (L) adi verilen bir
polipeptitin iki 6zdes kopyas1 vardir (Harlow ve Lane, 1988) (Sekil 3). Monomerik
tinite, zincirlerin kollarda hafif ve agir zincir arasinda, goévdede iki agir zincir
arasinda (ki govde zaten sadece agir zincirlerden meydana gelir) olusan disiilfit
baglariyla birbirine baglanmasiyla olusur. Hafif zincirler k (kappa) veya A (lambda)
olmak iizere sirasiyla 2. ve 22. kromozomlar iizerinden kodlanmaktadir. Agir
zincirin, timi 14. kromozomda kodlanan p (mii), o (delta), y (gama), € (epsilon) ve a
(alfa) olarak adlandirilan 5 tipi vardir (Bereli, 2010; Doan ve ark., 2012). Antikorlar,
icerdikleri agir zincir polipeptit tiiriine bagli olarak bes sinifa; IgG, IgM, IgA, IgE ve
IgD’ye ayrilir (Harlow ve Lane, 1988) (Sekil 3).

N Fy N\ EE /' 0 D
N, N\ 4 \ £
H ‘ Fet
IsM
Disiilfid bag1 & b
] IgA
{ &
sr‘ = & g :
Baglant: zinciri ,"'n A v
- ] ;1 - Baglanti zinciri Salgisal protein

Sekil 3. Antikor siniflari

(http://www.onlinebiologynotes.com/antibody-structure-classes-functions/, Erisim tarihi : 04.12.2018)

Hafif ve agir zincirler degisken bolge (VH, VL) ve sabit bolgeye (CH, CL)
ayrilirlar. Bir antikorun kollarinda bulunan L ve H zincirlerinin bir uglar1 —-NH: ile
(amin uglar1) bir uglart -COOH ile (karboksil uglar) sonlanir. Her polipeptit
zincirinin amino ucuna yakin kisimlart aminoasit sirasi agisindan zincirin kalan
kismina gore degiskenlik gosterdiginden degisken bolge adimi alir. Ig molekiiliiniin
tic boyutlu yapis1 molekiiliin diimdiiz olmadigin1 gostermektedir. Her zincir iizerinde
disiilfit baglariyla ilmiklenmek suretiyle olusturulan bdlgeler bulunur. Bu bolgeler
domain (biikliim) olarak adlandirilir. Hafif zincir domainleri VL ve CL; agir zincir

domainleri ise VH ve birleserek CH ad1 verilen sabit bolgeyi olusturan CH1,CH2,
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CH3tiir. IgM ve IgE globiilinlerinde CH4 domaini de bulunur. Her domain yaklasik
110 aminoasitten meydana gelmistir (Bereli, 2010) (Sekil 4).

Hafif ve agir zincirdeki degisken biikliimler birlikte Ig’nin antijen baglanma
bolgesini meydana getirirler. 2 hafif ve 2 agir zincir es oldugundan, Ig’de bulunan iki
antijen baglanma bolgesi de estir. Degisken bolgelerin aminoasit dizilerindeki
cesitlilik, bir B hiicresinden digerine olusan agir ve hafif zincirin rastgele eslesmesi
ile birlikte ¢ok sayida farkli epitoplari tantyabilen bir baglanma boélgesi havuzu

olusturur (Doan ve ark., 2012).

Antikorlarin 6nemli yapisal Ozelliklerinin bircogunu, yalnizca bir yapisal Y
birimi i¢eren ve ayni zamanda serumda en bol olan IgG antikorlarini g6z Oniine
alarak tartismak kolaydir (Harlow ve Lane, 1988). IgG molekiilii, papain enzimi ile
proteolitik olarak kesildiginde kesim Y ’nin kollarinin gévdeye birlestigi yerden olur
ve yaklagik olarak esit boyuttaki {i¢ parcaya boliiniir (Fab, Fab, Fc). Bu ii¢ par¢adan
ikisi Fab (antijen baglayan parca) olarak adlandirilan ve antikorun antijene spesifik
olarak baglanma yetenegini tasiyan bolgedir. Fab, parca olarak tek baslarina
cozeltiden antijen baglayamaz; sadece biitiin bir antikor molekiiliinde islevseldir.
Uciincii fragman Fc (kristalize olabilen parga) antijen baglayamaz; antikor
molekiiliiniin Fab boliimiine baglanma gergeklestikten sonra molekiiliin biyolojik
islevlerinden sorumludur. Fab parcalarinda hem H hem de L polipeptit zincirleri
bulunurken Fc parcasinda yalniz H bulunur (Bereli, 2010; Coico ve Sunshine, 2009;

Doan ve ark, 2012) (Sekil 4).

Pepsin enzimi ise Ig molekiiliinii kollarin hemen altinda bulunan mentese adi
verilen ve ¢ok esnek olan bir bolgeden keser. Kesim sonucunda olusan iki koldan ve
kiigiik bir govde pargasindan olusan dimerik yap1 F(ab)’ olarak adlandirilir (Sekil 1)
(Bereli, 2010; Coico ve Sunshine, 2009; Doan ve ark, 2012; Edelman, 1970).
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Antijen baglama

Sekil 4. Antikor yapisi

(http:/Avww.onlinebiologynotes.com/antibody-structure-classes-functions/, Erigim tarihi 04.12.2018)

4.2.1.Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar antijenin degisik determinantlarindan belli bir epitopa 6zgiil
olarak baglanabilen ve tek tip immiinoglobiilin yapis1 gosteren molekiillerdir.
Monoklonal antikorlar, hiicre kiiltiiriinde iiretilen ayn1 B hiicre toplulugu (bir klon)
tarafindan sentezlenen antikorlardir. Monoklonal antikorlar homojendir ve hepsi aynm

epitopu tanimaktadirlar (Harlow ve Lane, 1988).

Antikorlarin spesifik olarak antijenini baglamas1 6zelligi pratik uygulamalarda
oldukga yagim olarak kullanildigindan giinimiiz teknolojisi ile istenilen miktarlarda

sentezi yapilabilmektedir.

Monoklonal antikor teknolojisi ile antikorlarin saf halde ve oldukga biiyiik
miktarlarda tiretilmesi olanakli hale gelmistir. Bu yontemde once istenen antikorlari
dogal olarak iireten hiicreler elde edilir. Daha sonra bu hiicrelere sonsuz boliinme
yetenegi kazandirilir ve kiiltiir ortaminda, istenen antikoru tiretecek hibrid hiicreler
gelistirilir. Monoklonal antikor tekniginde, secilen hibrit hiicreler tek bir tip spesifik

antikor iretirler. Monoklonal antikorun epitopa &zgiilliigii sayesinde, poliklonal
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antikor ile tanimlanmasi miimkiin olmayan antijenlerin  tanimlanmasi

saglanabilmektedir (Bereli, 2010; Coico ve Sunshine, 2009; Doan ve ark., 2012).

4.2.2. Poliklonal antikorlar

Poliklonal antikorlar, bir hayvana enjekte edilen protein yapili veya proteine bagl
olan antijene cevap olarak bircok farklt B lenfositleri tarafindan iiretilir. B lenfosit
toplulugundaki hiicreler, antijenin i¢indeki farkli epitoplara 6zgiil olarak baglanan
antikorlar iiretir. Boylece poliklonal preparasyonlar, proteinin farkli boliimlerini

tantyan bir antikor karisimini igerir. Serumda “poliklonal antikorlar” olusur.

Hibridoma teknolojisinin ortaya ¢ikmasi ile poliklonal antikorlarin yarattig
problemler azaldigi gibi miktar ve duyarlilik yoniinden daha verimli olan bu
teknoloji immiinoloji, biyoloji, tip, veterinerlik sahalarindaki arastirmalara yeni bir

boyut kazandirmaktadir.

Poliklonal antikorlar, viicutta B hiicrelerinin yabanci bir antijenle uyarimlar1 sonucu
meydana gelen ve degisik aktivitelere sahip olan 1gG, IgM ve IgA antikor izotipleri
iceren hetorojenik Ozelliklerinden dolay1 spesifiteleri zayiftir. Poliklonal antikor
kesimleri ¢apraz tepkime, diisiikk 6zgiinliik gibi istenmeyen 6zelliklere sahiptir. Elde
ediliglerinde bir siireklilik olmamasi ile birlikte bir canlidan digerine farklh
Ozelliklerde poliklonal antikor karisimlarinin olusmasi pratik ac¢idan uygunluk

gostermemektedir (Harlow ve Lane, 1988; Abbas ve ark, 2014).

4.2.3.Antijen-antikor etkilesimi

Bir antijenin bir antikora kovalent olmayan baglarla baglanma kabiliyeti
“antijenite” olarak isimlendirilir. Antikor, makromolekiiler bir antijene baglandiginda
antijenin molekiiler yiizeyinin yalnizca bir kismiyla dogrudan bag kurar. Antikorun
veya T-hiicresi reseptoriiniin antijenle bag kuran kismi “antijen baglanma bolgesi”
veya paratop olarak adlandirilir. Karsilik olarak paratop ile bag kuran antijen

bolgesine ise “antijenik determinant” veya epitop denir (Rich, ve ark., 2012).
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Antijen ile antikor arasindaki bimolekiiler iliski, enzim substrat
etkilesimindekine benzerdir; ancak bu etkilesim dogada tersinirdir yani antikor veya
antijende geri dondiiriilemez bir kimyasal degisiklige yol agmaz. Antijen-antikor
etkilesimi kovalent degildir; iyonik bag, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim ve Van
der Waals etkilesimleri ile olusturulur. Biitiin bu etkilesimler bir kovalent bagdan
zayif oldugundan, ¢ok kiiciik bir mesafe (1x10” mm) iginde etkilidirler. Bu nedenle
giiclii bir antijen-antikor etkilesimi, antijen ve antikor arasindaki yakinliga baglidir.
Antijen-antikor etkilesimlerinin tersinir olmasinin sebebi de kovalent olmayan baglar

sonucunda meydana gelmeleridir (Bhattacharya, 2006).

Antijen-antikor birlesmesinde anahtar-kilit modeli gegerlidir. Antijen-antikor
etkilesiminin X-151m1 kristalografisi analizi, antijenik determinantin antikorda antijen
baglama bolgesi tarafindan iiretilen bir bosluga yerlestigini géstermistir. Bu bosluga
4-7 aminoasit veya seker kalintis1 sigabilmektedir. (Bhattacharya, 2006). Antijen
baglama bolgesi antikorda agir ve hafif zincirdeki degisken bdlgeler tarafindan
olusturulur. Iki degisken bdlge yakindan iliskilidir ve birbirleriyle kovalent olmayan
etkilesim icindedirler. Agir ve hafif zincirlerin geri kalanimnin olusturdugu diger
bolgeler antijen baglanmasina katilmaz. Antijen baglanma bdlgesini olusturan
aminoasitler, hem agir hem hafif zincirlerin ¢ok degisken bdlgelerinin amino
asitleridir. Cok degisken bolgeler, tamamlayicilik belirleme bolgeleri olarak bilinir
(Bhattacharya, 2006; Harlow ve Lane, 1988).

Antijen-antikor baglanmasini tanimlamak igin afinite ve avidite onemli iki
belirleyicidir. Afinite, bir antikor tizerindeki tek bir antijen baglama yeri (paratop) ile
tek bir epitop arasindaki baglanmanin giiciidiir. Yiiksek afiniteye sahip antikorlar,
antijeni daha siki baglarlar ve antijenle ayrismazlarken diisiik afiniteli antikor
antijene zayif bir sekilde baglanir ve kolayca ayrigir. Avidite, ¢ok sayida antijenik
determinanta sahip antijenlerle multidegerlikli antikorlar arasindaki baglanmanin
toplam giiciidiir. Hem antijenin hem antikorun degerligi aviditeyi etkiler. Avidite,

bireysel afinitelerin toplamindan daha biiyiiktiir (Harlow ve Lane, 1988).

17



4.2.4.Antikor immobilizasyonu ve Uygulamalari

Antijen ve antikor arasindaki etkilesimlerden yararlanilarak giiniimiizde
immunolojik testler gelistirilmistir. Bu testler antikorlarin ve antijenlerin molekiiler
taninmasina dayanan; proteinler, hormonlar ve ilaglar gibi biyomolekiillerin yani sira
mikroorganizmalarin da hassas sekilde algilanmasini saglayan uygulamalardir. Son
yillarda bu yontemlerin uygulama pratikliklerinde ve oOzgiilliiklerinde gelismeler
kaydedilmistir. Optik analizler, hizli sinyal iiretimi ve okunmasi ve optik sinyaller
kullanmanin basitligi nedeniyle biyoanaliz i¢in en popiiler protokollerden biridir.
Enzim bagli immunosorbent testi (ELISA), kemiliiminesans immiinotesti (CIA),
floresan immiinotesti (FIA), yiizey plasmon rezonans tabanli immiinotest (SPR) ve
elektrokemilliminesans immiinotest (ECL) yaygin olarak kullanilan optik
immiinotestlerdendir. Bu immiinolojik esasa dayali testler giivenilirligi, duyarliligi,
seciciligi ve optik sinyaller kullanmanin basitligi nedeniyle klinik immiinoloji, gida

endiistrisi ve ¢evresel analiz alanlarinda kullanilmaktadir (Yu ve ark, 2015).

Antikorun saglam bir destek iizerine immobilizasyonu optik immiinotestlerin
uygulanmasinda ¢ok oOnemli bir adimdir. Tam islevsellige ulagsmak igin,
immobilizasyon sirasinda antikorlarin konformasyonlar1 degistirilmemelidir ve aktif
bolgeleri kapanmamalidir. Immobilizasyonda kuvars, cam, altin, demir oksit, silika
ve polimerler gibi destek materyalleri kullanilmaktadir. Bu materyallerin ylizeyleri
genellikle antikorlarin dogrudan baglanabilecegi yeterli aktif gruptan yoksundur. Bu
yiizden, immobilizasyonu kolaylastirmak i¢in yiizeyde, antikorun Fab veya Fc
kismindaki spesifik kisimlarla reaksiyona girebilen organik baglayici noktalar
olusturmak gerekir. Antikor immobilizasyonunda en Onemli noktalardan biri,
antikorlarin baglanma bdlgelerinin numune ¢ozeltisi ile  etkilesecek sekilde
yonlendirilmesidir. Bu nedenle, antikor immobilizasyonundaki en hassas nokta
antikorlar1 {i¢ boyutlu yapilarini, islevlerini ve baglanma yerlerini koruyarak

immobilize etmektir (Yu ve ark., 2015).

Giintimiizdeantikor immobilizasyonunda kullanilan antikorlarin stabilitesini ve

aktivitesini arttirdig1 i¢in nanofiberlere protein immobilizasyonunun avantajh
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oldugu belirtilmektedir (Demirkan ve ark, 2011). Elektrogekim (elektro egirme,
elektrospin) ile iiretilen nanofiberlerin yiizeyine antikorlar immobilize edildiginde
bu avantaj daha da artmaktadir, bunun nedeni spesifik yiizey alanin fazla olmasi ve

daha fazla antikorun yiizeye immobilize edilebilmesidir.

4.3. Kegci Siitii

4.3.1. Kegi siitiiniin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Yetistirildigi iilke ve irklara gore degismekle birlikte kegi siitiiniin bilesimi inek
ve anne siitii ile karsilastirmali olarak Tablo 1°de verilmistir (Haenlein ve ark., 1984;
Jenness ve ark.,1980). Kegi siitii laktoz, yag ve protein icerigi acisindan inek siitiine
benzerken, anne siitii bu ikisine gore laktozdan zengindir ve daha diisiik protein
icermektedir (Haenlein ve ark., 1984; Jenness ve ark.,1980). Ancak kegi siitliniin

protein yapis1 anne siitiiniin protein yapisina biiylik benzerlik géstermektedir

Kegi siitiiniin yilizey gerilimi inek siitiiniinkine yakin olmakla birlikte viskozitesi
daha yiiksektir. Ozgiil agirligi 1,0264-1,0425g/cm?® arasinda degismektedir (Adam,
1980; Altun ve Sarici, 2017).

Inek ve kegi siitlerinde yag, protein ve laktoz sirasiyla % 50, % 25 ve % 25
oraninda enerji katkis1 saglarken, ayni besin dgeleri insan siitiinde sirasiyla % 55, %

7 ve % 38 oraninda enerji saglamaktadir (Park, 2007).

4.3.2. Kegi siitii karbohidrat icerigi

Keci siitiiniin ~ karbohidrat igeriginin  biiylikk bir kismini laktoz
olusturmaktadir. Bunun disinda oligosakkaridler de siitiin karbohidrat iceriginde yer

almaktadir.

Laktoz: Siit sekeri olan laktoz siitiin de temel karbohidratidir. Laktoz meme
bezinde siit proteini a-laktoalbuminin aktif katilimi ile glukoz ve galaktozdan sentez

edilen bir disakkarittir (Larson ve ark, 1994). Laktoz kalsiyum, magnezyum ve
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fosforun bagirsaktan emilimine ve D vitamininin kullanimina yardim ettigi i¢in
degerli bir besindir (Campbell ve ark, 1975). Siitlin sentezi ve alveolar liimen ile
duktal sisteme sekresyonu boyunca, kan akimi ve meme bezindeki alveolar hiicreler

arasindaki osmotik denge korunur (Larson ve ark, 1994).

Foklar hari¢ tiim memelilerin siitiinde degisik miktarlarda bulunmaktadir. Kegi
stitliniin laktoz icerigi inek siitiinden yaklasik % 0,2 - 0,5 daha azdir (Chandan ve ark,
1992). Kegi siitii laktoz disinda az da olsa diger bazi karbonhidratlar
(oligosakkaritler ve niikleotid sekerleri) igermektedir (Larson ve ark, 1994). Fakat
bunlarin fonksiyonel Ozelliklerine dair az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Siit
oligosakkaritleri 6nemli antijenik ozelliklere sahiptir ve yenidoganin intestinal

florasinin biiyiime ve farklilasmasi i¢in 6nemlidir (Park, 2007).

Oligosakkaritler: Memeli hayvanlarin siit igerikleri karsilagtirildiginda oligosakkarit
icerigi en yiiksek olan tiir insandir (700-1200 mg/100 mL). Kegi siitii (25-30 mg/100
mL), inek siitiiyle (2-3 mg/100 mL) karsilastirildiginda oldukga yiiksek oligosakkarit
icerigine sahip olup, bu o6zelligi bakimindan anne siitiine daha yakin bilesime
sahiptir. Kegci siitiinde bulunan oligosakkaritler miktar olarak fazla olmalarinin yani
stra, ¢esitlilik acisindan da inek ve koyun siitiine gore daha zengindir (Martinez-

Ferez ve ark, 2006).

Tablo 1. Ana besin 6gelerinin keg¢i siitii, inek siitli ve anne siitiindeki yiizde olarak

dagilimlar1 ( Hainlein, 1984; Jennes, 1980; Altun ve Sarici, 2017).

Laktoz (%0) 4,1 4,7 6,9
Yag (%) 3,8 3,6 4
Protein (%) 3.4 3,2 1,2
Kazein/whey 80/20 80/20 40/60
Protein olmayan azot (%) 0,4 0,2 0,5
Kalori (kcal/100 ml) 70 69 68
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4.3.3. Kegi siitii yag icerigi

Yaglar siit liriinlerinin beslenme ve fiziksel 6zellikleri bakimindan en 6nemli
bilesenidir. Triagilgliseroller (TAG) yaklasik % 98 ile en biiyiik grubu olusturur ve
yiiksek miktarlarda esterlesmis yag asitlerini igerir. Keg¢i siitliniin lipit icerigi TAG ile
birlikte diger basit lipitler (monoagilgliserol, diagilgliserol, kolesterol esterleri),
kompleks lipitler (fosfolipitler) ve yagda ¢6ziinen bilesiklerdir (steroller, kolesterol
esterleri, hidrokarbonlar) (Haenlein ve ark, 2006). Kegi siitii ile inek siitiindeki yag
kiireciklerinin biiyiikliigli ayn1 sinirlar arasinda degisim gostermektedir. Fakat keci
stittinde kiigiik ¢apl (<3.5 um) yag kiirecikleri daha yiliksek oranda bulundugu i¢in
(% 63’c karst % 43) daha homojen yap1 kazanmakta ve sindirimi daha kolay
olmaktadir (Coskun ve Ondiil, 2004). Ayrica keci siitii daha fazla yag asidi
icermekte, daha yiiksek oranda kisa ve orta zincirli yag asitleri (% 36)
bulundurmaktadir, bu durum inek siitline gore daha yogun bir tat ve kokuya sahip
olmasina katkida bulunur. Lipaz bu yag asitlerine daha kolay etki ettiginden, kegi
yagt digerlerine gore daha kolay sindirilir. Ayrica inek siitiinden farkli olarak kegi
siitii  agliitinin icermedigi i¢in yiizeyinde yag birikimi olmaz, bu durum da
homojenize olmasina katki saglar, sindirimi ve emilimi kolaylastirir (Haenlein ve

ark, 2006).

Son yillarda trans yag asitlerinin fazla tiiketimi koroner kalp hastaligi ile
iligkilendirilmistir. Mevsime, annenin beslenmesine ve tiire bagli olmakla birlikte
total yag asitleri igerisinde trans yag asidi oran1 % 2,5 ile % 5 arasinda degismekte
olup (kegi siitii % 2,7, inek siitii % 3,0, koyun siitii % 3,6), ke¢i siitii diger siitlere
gore nispeten daha diisiik oranda trans yag asidi icermektedir (Park, 2007).

Siit yaginin icermis oldugu yag asitleri ve membran lipitlerinin direkt ya da
parcalanma yoluyla agiga c¢ikan antimikrobiyal etkileri bulunabilmektedir.
Sfingolipitler ve bunlarin aktif metabolitleri olan seramitler ve sfingozinlerin Listeria
monocytogenes gibi bazi patojen bakteriler ilizerine bakterisidal etkileri oldugu
bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda deney hayvanlarinda sfingolipit igerikli

beslenmenin kolon kanserini gerilettigini, serum LDL kolesterol diizeyini
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diistirdiigiinii ve immun sistemi diizenledigini ileri stirmiislerdir (Akalin ve ark,

2006).

Fosfolipidler: Fosfolipidler metabolitler, iyonlar, hormonlar, antikorlar ve diger
hiicrelerin  aligverisini saglayarak hiicre membran islevini yiiriitmektedirler
(Weihrauch ve Son,1984; Park 2009). Kegi siitiinde bulunan lipitlere ait fosfolipit
fraksiyonlarinin kantitatif analizinde bilesenler; % 35,4 fosfatidil ethanolamin, % 3,2
fosfatidil serin, % 4,0 fosfatidil inositol, % 28,2 fosfatidil kolin (lesitin) ve % 29,2
sfingomiyelin olarak tanimlanmistir. Herhangi bir siit tiiriniin fosfolipit icerigi
memeli tiirtine, laktasyonun donemine ve beslenme faktorlerine gore farklilik

gostermekle birlikte tiim memeli siitleri birbirine yakin benzerlikte fosfolipit

icerigine sahiptir (Park, 2009).

Konjuge Linoleik Asit (KLA) ve Butirik Asit: Onemli doymamis yag asitlerinden
olan KLA, keci siitiiniin onemli biyoaktif bilesenlerinden birisi olarak kabul
edilmektedir. Koyun, inek ve kegi siitiinde bulunan KLA oranlarin1 sirasiyla % 1,08,
% 1,01 ve % 0,65 olarak bildirmislerdir (Jahreis ve ark.,1999). Hayvan deneylerinde
KLA’nin karsinogenez ve diyabeti gerilettigi, ateroskleroz olusumunu azalttigi ve
immiin sistemi gili¢lendirdigi gosterilmistir (Akalin ve ark., 2006). Kisa zincirli bir
doymus yag asidi olan butirik asit, hiicre biiylimesi ve farklilagmasin1 arttirici, kolon
kanserini geriletici etkiye sahiptir. Butirik asit oranlar1 siit tiirleri igerisinde anlamli
farklilik gostermemektedir (Akalin ve ark., 2006).

Kolesterol: Keg¢i, inek ve insan siitiiniin kolesterol miktar1 sirasiyla 11, 14 ve 14
mg/100 ml olarak bildirilmistir (Weihrauch ve Son, 1984). Kegi siitii toplam lipit
igerigi acisindan inek siitinden daha yiiksek degere sahip olmasina ragmen,
kolesterol igerigi agisindan inek ve diger tiirlerin siitlerine gore daha diisiik kolesterol
oranina sahiptir (Weihrauch ve Son, 1984; Rodrigues ve ark, 2014). Ancak bu
diisiikliik, serum kolesterol diizeylerinin korunmasinda ¢ok daha dikkatli olunmasi
gereken koroner arter hastalikli bireylerde bile anlamli etki olusturacak diizeyde bir

farklilik olarak gériinmemektedir.
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4.3.4. Keci siitii protein icerigi

Siit bilesenleri arasinda, proteinler diyetin en 6nemli yap1 taslarindan biri olarak
onemli besinsel, biyolojik ve islevsel 6zelliklere katkida bulunurlar. Protein igerigi
tiirler arasinda olduk¢a degiskendir ve dogurma, laktasyon donemi, beslenme, iklim,
dogum sayis1 mevsim ve memenin saglik durumu gibi etmenlerden etkilenmektedir.
Ortalama protein igerigi anne siitiinde % 1,6, inek stitiinde % 3,3 iken keci siitiinde %

4,6’dir (Adam, 1972).

Bu oran bir bebegin giinliik olarak gereksinim duydugu enerjinin karsilanmasi
icin gerekli olan protein miktarindan fazladir. Keg¢i, inek ve anne siitiindeki minor
proteinlerin karsilastirilmasi Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Kegi, inek ve anne siitiindeki baz1 minor protein igerikleri (Qian ve ark,
1995; Baltzell ve Bazer, 1984; Altun ve Sarici, 2017)

Kegi siitii Inek Siitii Anne Siitii
Proteinler
Laktoferrin (ng/mL) 20-200 20-200 <2000
Transferrin (ng/mL) 20-200 20-200 <50
Prolaktin (ng/mL) 44 50 40-160
Folat baglayan protein 12 8 -
Immiinglobiilinler
IgA (siit: pg/mL) 30-80 140 1000
IgA (kolostrum: mg/mL) 0,9-24 3,9 17,35
IgM (siit: pg/mL) 10-40 50 100
IgM (kolostrum: mg/mL) 1,6-5,2 4,2 1,59
IgG (siit: pg/mL) 100-400 590 40
19G (kolostrum: mg/mL) 50-60 47,6 0,43
Protein-olmayan azot (%) 0,4 0,2 0,5

Her ii¢ siit ¢esidi de ihtiya¢ duyulan amino asitleri Diinya Saglik Orgiitii ve
Diinya Tarim Orgiitii’niin énerdigi giinliik alim diizeylerinin iizerinde igermektedir.
Buna karsin keci siitli protein bilesimi bakimindan anne siitiine daha yakindir
(Coskun ve Ondiil, 2004). Siit proteinleri iki farkli fazda olusur. Birincisi

kazeinlerden olusan kararsiz miseler faz; kalsiyum, fosfat ve az miktarda
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magnezyum, sodyum, potasyum ve sitrat tarafindan birlestirilir ve siite opak beyaz
goriiniim saglayan kisimdir. Digeri ise serum (whey) proteinlerinden olusan
¢oziinebilir fazdir. Kazeinler oda sicakliginda pH 4,6’da ¢okerken serum proteinleri

ayn1 sartlar altinda ¢dziinebilir kalirlar (Coskun ve Ondiil, 2004).

Serum ve kazein proteinleri en yiiksek biyolojik degere sahip, sindirimi kolay
(% 98) ve hizli emilip kullanilan kaliteli proteinler olarak adlandirilir. Ozellikle de
kazein dolasima yavas ve devamli amino asit salinimi sagladigi i¢in beslenmede
Oonemli bir role sahiptir (Posati ve Orr, 1976; Schaafsma, 2000). Anne siitiindeki
serum/kazein oran1 60/40 iken inek ve keci siitiinde bu oran 20/80’dir (Fox ve ark,
2000).

4.3.4.1. Kegci siitii kazeinleri

Keci siitiindeki temel kazeinler, inek ve koyun siitlindekine benzer olmakla
birlikte, asi-kazein, asy-kazein, B-kazein ve k-kazein’den olusmaktadir.. Amino asit
yapist ve dizilimi DNA analizi tarafindan belirlenir (Martin ve ark., 2003). Kazein
yapisi kazein tiirlerinin DNA iizerindeki yerinin genetik polimorfizmden etkilenir.
asi1-kazeinin polimorfizmi en ilgi duyulan ve biiyiikk oranda galigilandir. Ilgili
mutasyonlarin tipleri; tek niikleotid degisimi, delesyonlar veya genis insersiyonlardir

(Grosclaude ve ark, 1987; Roncada ve ark, 2002).

Kegci siitii kazein igerigi 16-26 gr/L arasindadir. Inek siitiinde a-kazeinler daha
fazla bulundugu halde, anne ve kegi siitlerinde B-kazeinler ana proteinlerdir. Kegi
stitli daha az kazein igerir ve siklikla asz, asi’den daha fazla oranlardadir (Mora-
Gutierrez ve ark., 1991). asl-kazein protein olma 6zelliginin yan1 sira peynir pihti
olusumunda 6nemli bir rol iistlenmektedir ve peynire act bir tat verir. Keg¢i siitlinlin
asi-kazein igerigi diisiik oldugundan asitle pihtilagtirmada daha kirilgan yapida pihti
olusturmaktadir (Chandan ve ark.,1992). Buradan yola c¢ikilarak daha kirilgan
yapiya sahip olan pihtiya sindirim sistemi enzimleri tarafindan daha etkin bir sekilde
etki edilecegi ve bu nedenle de daha kolay sindirilebilir 6zellikte olacagi sonucuna

varilmaktadir (Telli ve Dogruer, 2014). k-kazein ve dzellikle B-kazein oranlari kegi
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siitiinde daha yiiksektir (Clark ve Sherbon, 2000). Boylece kegi siitiinden yapilan

peynirlerin sindirilebilirligi daha fazla olur.

Inek siitiindeki kazeinlerin %55’i a-kazein, %30’u B-kazein ve %15’ k-kazein
seklindeyken, ke¢i siitiinde %19 asl-kazein, %21 as2-kazein ve %60 B-kazein
bulunur. Kegi siitii kazeini inek siitliine gore en ¢ok glisin aminoasidini, en az arjinini

ve daha az siilfiir igeren amino asitleri igermektedir (Clark ve Sherbon, 2000).

4.3.5. Kegi siitii mineral icerigi

Keci ve koyun siitiiniin mineral icerigi anne siitlinden oldukca fazladir. 100 g
keci siitii yaklasik 134 mg kalsiyum ve 121 mg fosfor icermektedir, insan siitli bu iki
temel mineralin sirasiyla sadece 1/4 ve 1/8’ini icermektedir. Biiyiik minerallerin
diizeyleri fazla degismemekle beraber dogum, diyet, laktasyon evresi ve meme

sagligina bagl olarak farkliliklar gosterebilir (Park ve Chukwu, 1988).

Kegi siitii inek siitiine gore daha fazla kalsiyum, potasyum, magnezyum, fosfor,
klor, bakir ve manganez igermektedir. Ke¢i ve anne siitii, inek siitiine gore daha fazla
selenyum (13,3 ng/ml) icermektedir (Remeuf ve Lenoir, 1986). Fakat sodyum,

demir, siilfiir, ¢inko ve molibden yoniinden inek siitiine gore fakirdir (Tablo 3).

Bu nedenle islem gérmeden dogrudan bebek beslenmesinde kullanimi uygun
goriilmemektedir. Ham keci siitii ile beslenen yedi aylik bir bebekte ciddi elektrolit
dengesizligi, hipernatremi (serum sodyum 176 mmol/L), azotemi ve renal
disfonksiyon gelisimini tanimlamislardir (Basnet ve ark, 2010). Kegi siitii 100 ml’de
50 mg sodyum ve 3,56 gr protein igermektedir (anne siitiiniin (17 mg ve 1,03 gr/100
mL) yaklasik ii¢ kat1) (Kleinman, 2009). Alt1 aydan kiiclik bebekler i¢in dngdriilen
sodyum ve protein ihtiyaci sirasiyla 100-200 mg/giin ve 9-11 g/giin’diir (Herd ve ark,
2007). Sodyum atilim kapasitesi glomeriil filtrasyon hizindan daha yavas olgunlasir
ve hayatin ikinci yilina kadar tam kapasiteye ¢cikmaz (Aperia, 1975). Bundan dolay1
ham islenmemis keci siitii ile beslenen bebekler 6zellikle dehidratasyon varsa
hipernatremi ve azotemi agisindan risk altindadir. Bu durum diffiiz ensefalopati,

intraparankimal kanama veya trombozu igeren santral sinir sistemi bulgular ile

25



sonuclanabilir (Basnet ve ark, 2010). Ayrica diliie edilmemis kegi siitii ile beslenen
bebeklerde metabolik asidoz gelistigi de bildirilmistir (Jorquera ve ark, 1999; Pulina
ve Becini, 2004). Kegi siitliniin yliksek protein igeriginin bu duruma katki sagladigi

uzerinde durulmaktadir.

Laktoz igerigi ile ke¢i ve diger tiir siitlerin sodyum ve potasyum toplam igerigi
arasinda yiiksek diizeylerde bir ters iliski vardir (Park ve Chukwu, 1988). Klorun
potasyum ile pozitif, laktoz ile negatif iligkili oldugu gosterilmistir. Kegi siitiiniin
potasyum igeriginin 1,5-1.8 gr/L oldugu ve sitrat diizeyi laktasyon siiresince
diiserken potasyum diizeyinin laktasyonun evresinden etkilenmedigi bildirilmigtir
(Konar ve ark., 1971). Kegi siitiiniin eser mineral igerigi ise diyet, dogum ve
laktasyonun evresinden etkilenmektedir (Park ve Chukwu, 1988). Kegi siitiindeki
ortalama mangan, bakir, demir ve ¢inko diizeyleri Tablo 3’te verilmistir. Eser
mineraller icerisinde ¢inko daha fazla miktarlardadir, kegi ve inek siitii anne siitiine
gore daha fazla ¢inko igermektedir (Park ve Chukwu, 1988). Keci ve inek siitiindeki
demir icerigi anne siitiinden belirgin diizeylerde daha diisiik iken, iyot icerigi belirgin
diizeylerde daha yiiksektir (Tablo 3). Bu durum tiroid hormonlarinin fizyolojik
islevlerinden dolay1 6nemlidir (Underwood, 1977).

Tablo 3. Kegi, inek ve anne siitiiniin 100 g’indaki mineral ve vitamin igerikleri
( Park ve ark, 2007; Altun ve Sarici, 2017).

Mineral ve Vitaminler Kegi siitii inek Siitii Anne Siitii
Mineraller
Kalsiyum (mg) 134 122 33
Fosfor (mg) 121 119 43
Magnezyum (mg) 16 12 4
Potasyum (mg) 181 152 55
Sodyum (mg) 50 58 17
Klor (mg) 150 100 60
Siilfiir (mg) 28 32 14
Demir (mg) 0,07 0,08 0,20
Bakir (mg) 0,05 0,06 0,06
Mangan (mg) 0,032 0,02 0,07
Cinko (mg) 0,56 0,53 0,38
iyot (mg) 0,022 0,021 0,007
Selenyum 1,33 0,96 1,52
Aliiminyum (mg) - - 0,06
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Vitaminler

A vitamini (1U) 185 126 190
D vitamini (1U) 2,3 2,0 1,4
Tiamin (mg) 0,068 0,045 0,017
Riboflavin (mg) 0,21 0,16 0,02
Niasin (mg) 0,27 0,08 0,17
Pantotenik asit (mg) 0,31 0,32 0,20
Bs vitamini (mg) 0,046 0,042 0,011
Folik asit (ng) 1,0 5,0 5,5
Biyotin (ng) 15 2,0 0,4
B12 vitamini (ng) 0,065 0,357 0,03
C vitamini (mg) 1,29 0,94 5,00

Siitte bulunan bazi enzimler, radikal olusumunu engelleyebilmekte ya da
radikalleri ve hidrojen peroksit ile diger peroksitleri uzaklastirabilmektedir. Ayrica
bu enzimler, enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezi ya da yenilenmesi
reaksiyonlarim1 da katalizlemektedir. Siitteki antioksidan etkiye sahip enzimlerden
birisi olan glutatyon peroksidaz keci siitiinde daha fazla miktarlarda bulunur.
Glutatyon peroksidaz ile iliskili total peroksidaz aktivitesi keg¢i siitlinde %65

olmasina karsin anne siitiinde % 29, inek siitiinde % 27°dir (Park ve ark, 2007).

4.3.6. Keci siitii vitamin icerigi

Kegi siitiinde A vitamini miktar1 inek siitiine gore daha fazladir (Tablo 3).
Kegiler siitte bulunan biitiin karoteni A vitaminine ¢evirdiginden dolay1 kegi siitlii ve
tereyagl inek siitiinlinkine gore daha beyazdir. Kegi siiti bebek icin yeterli
miktarlarda A vitamini ve niasin destegi saglayabilmesinin yani sira tiamin,
riboflavin ve pantotenik asit i¢cin de fazlaliga sahiptir (Shetty, 2005). Bu nedenle
bebek ilk alt1 ay yalniz kegi siitii ile beslenirse, protein, kalsiyum, fosfor, A vitamini,
tiamin, riboflavin, niacin ve pantotenik asit acisindan Diinya Saghk Orgiitii
gereksinimlerine gore asir1 yiiklenmis olur. Inek siitii ile karsilastirildiginda kegi siitii
folik asit ve vitamin B12 acisindan énemli diizeylerde yetersizdir. Inek siitiindeki

miktar kegi siitiinden bes kat daha fazladir (Shetty, 2005).
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Avrupa’da 1920-1930 yillar1 boyunca kegi siitii ile beslenen bebeklerde goriilen
makrositik  hiperkromik megaloblastik anemi “ke¢i siitii anemisi” olarak
adlandirilmigtir. Anne siitiindeki folik asit diizeyi 50 pg/L iken kegi siitiinde 6
png/L’dir. Alt1 aydan kiiciik bebekler i¢in giinliik folat gereksinmesi 65 pg’dir ve bu
miktar yasla birlikte artmaktadir (Kleinman ve Ronald, 2009). Kegi siitii folik asitle
zenginlestirilmedigi veya bebege oral folik asit destegi verilmedigi stirece, folik asit
eksikligine bagli megaloblastik anemi gelisebilir. Hem keg¢i siitii hem de inek siitii
piridoksin, vitamin C ve D agisindan yetersizdir ve tiim bu eksik vitaminlerin bebek

beslenmesi agisindan desteklenmesi gereklidir (McClenathan ve Walker, 1982;

Turck, 2013).

4.4. Dogum Sonrasi Depresyonu

Dogum sonu donem olarak tanimlanan siire, bebegin dogumuyla baslayan ve
gebelik sirasinda kadin viicudunda olusan degisikliklerin, gebelik 6ncesi duruma geri
dondiigii 6-8 haftalik siireyi icermektedir (Tezel, 2005). Dogumdan sonra ilk 2-3
haftalarda sinsice baslayan ve iki yila kadar uzayabilen depresif duygu durum
bozuklugu dogum sonrasi depresyon olarak tanimlanmaktadir (Kara ve ark., 2001).
Dogum sonras1 depresyon, kendini lizgiin, endiseli, umutsuz ve yalniz hissetme gibi
duygularla karakterize bir durumdur (Tezel, 2006). Dogum sonrasi depresyonu
“anneligi c¢alan bir hirsiz” olarak tanimlanmistir. Dogum sonrasit depresyonunu
yasayan anneler bu durumu ‘“yasamaktan korkmak” ve “Oliime 1sinma” donemi

olarak ifade etmislerdir (Beck, 2002).

4.4.1. Dogum sonrasi depresyonun tedavisi

Dogum sonrast depresyon tedavisinde psikoterapi, farmakoterapi, ya da
elektrokonvulzif tedavi kullanilabilir. Se¢imli serotonin geri alim inhibitorleri,

trisiklik antidepresanlar ve bipolar hastalarda kullanilan lityum tedavisine en az 6 ay
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devam edilir (Davidson ve ark, 2012; Wieland ve ark, 2006). Antidepresan kullanan
annelerin emzirmeye devam etmeleri konusunda fikir birligi heniiz saglanmamistir
(Wieland ve ark, 2006). Ciinkii biitiin antidepresif ajanlar anne siitiine gegmektedir
(Davidson ve ark, 2012). Emzirmenin sakincali olmadigini diisiinenler, hem bebegin
bliyime ve gelismesi hem de annenin iyilesmesi agisindan faydali oldugunu
savunmaktadirlar (Bozkay ve Unsal, 2006). Bunun yani sira, pek cok trisiklik
antidepresanin, paroksetin, nortriptilin ve sertralin’in emzirme siirecinde giivenli
oldugu bildirilmistir (Bozkay ve Unsal, 2006; Davidson ve ark, 2012; Kim ve ark,
2014). Karacigerde metabolize edilen ilaglarin hepatotoksik etkileri nedeniyle 10
haftadan biiylik bebeklerde kullanilan ilaglarin serum konsantrasyonlart takip
edilmektedir. (Bozkay ve Unsal, 2006; Davidson ve ark., 2012; Kim ve ark, 2014).
Oksepin ve fluoksetin yenidogan saglig1 iizerine olumsuz etki gosterebilmektedir

(Hendrick ve ark, 2001).

4.5. Fluoksetin

N-metil-8-14-(trifluorometil) fenoksil benzen propanamin olan fluoksetin ¢ok
bilinen bir antidepresandir. Fluoksetin, major depresyon, obsesif kompulsif
bozukluk, sinirsel anoreksiya, bulimia, otizm, panik bozukluklar, obezite, alkolizm,
geriatri ve kokainin deintooksiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Giinliik 20-60 mg
dozlarinda kapsiiller, tabletler veya oral soliisyonlar halinde verilir (Hussiena ve ark,
2011). Secici serotonin geri alim inhibitorlerinden (SSRI) fluoksetinin kimyasal

yapist Sekil 5’te gosterilmistir (Jacob ve Leonard, 2003).

CH,
0 NH

Sekil 5. Fluoksetinin molekiiler yapisi
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4.5.1. Anne siitii ve fluoksetin iliskisi

Anne siitii, bir bebegin hayatinin ilk aylar1 i¢cin en uygun ve mucizevi bir
besindir (Beaudry, 1995). Diinyada emzirelemedigi i¢in her yil bir milyondan fazla
bebek hayatin1 kaybetmektedir. Tiirkiye’de ilk 6 ay sadece anne siitii verilme orani
2008 yilinda ise % 41,6°dir. Ancak 2013 yilinda ise ilk 6 ay sadece anne siitii
verilme oram1 % 30 olarak bilinmektedir. Bu oranin diislisiinde annelerin tedavi
amach ilag¢ kullanmak zorunda olmalarimin biiyiik rol oynadig: bilinmektedir (Tetik,

2017).

Emziren bir annenin kullandigi ilaglarin biiyiik bir kismi annenin plazmasina ve
oradan da anne siitiine gecer. Anne siitiine gecen kisim siit proteinlerinin miktaria
baglidir. Alinan ilacin siite gegmesini, ilacin iyonize olabilme 6zelligi etkilemektedir.
Iyonize olmayan ilaglarin anne siitiine, iyonize olan ilaclardan daha az miktarda
gectigi bilinmektedir. Plazmanin ve interstisyel sivinin ortalama pH degeri 7,4 tiir.
Zay1f asit ilacglar, alkali stvida ¢ok daha kolay ¢oziindiikleri ve proteinlere daha giiclii
bir sekilde baglandiklar1 i¢in plazmada siitte oldugundan daha yiiksek
konsantrasyonda kalirlar. Dolayisiyla zayif alkali olan ilaglar siite daha ¢ok gecerler

(Lawrence ve Lawrence, 2015).

[lag molekiiliiniin molekiil agirhig: ve biiyiikliigii de ilacin siite gegisini etkileyen
faktorlerdendir. Molekiil agirligi 100 g/mol’iin {izerindeki ilaglar zardan siite
gecemez. Ornegin; heparin ve insiilin molekiil biiyiikliikleri fazla oldugu igin siite

gegmemektedirler (Tetik ve Tekinemre, 2017).

Bir ilacin anne siitiine gegisini etkileyen faktdrlerden birisi de molekiiliin
¢cOziinlirligidiir. Lipit ¢oziniirliigli yiiksek ilaclarin siitten eliminasyonu plazmaya
benzer sekildedir. Ancak; lipit ¢ozlniirliigii diisiik olan ilaglarin, anne siitii i¢inde
eliminasyon hizi yavastir ve daha uzun siire siit i¢inde kalmaktadir (Lawrence ve

Lawrence, 2015).

Siite gecen ilacin bebege gecen miktari, annenin hangi ilac1 aldigi, ilac1 ne
sekilde aldigi, a¢ tok kullanim, bebegin bagirsagindaki enzim aktivitesi gibi pek ¢cok
faktorden etkilenmektedir. Bebegin ilaca olan toleranst bobrek ve karacigerinin

gelisimine bagli olarak degismektedir. Cok diisiik seviyede siite gegse de bazi ilaglar,

30



bebekler tarafindan iyi bir sekilde viicutta elimine edilemeyip organlarinda birikebilir

ve bu toksisite agisindan olduk¢a onemlidir (Tetik ve Tekinemre, 2017).

Postpartum depresyonu olan bir¢ok anne emzirme doneminde fluoksetin,
sertralin ve sitalopram vb. antidepresanlar kullanmaktadir. Fluoksetin kullanan
annelerin bebekleri 6zellikle ilk 6 ay beslenme giigliigii, uyku bozukluklari, sinirlilik,
asir1 aglama, kusma, sulu digki, kolik, biiyiime geriligi gibi olumsuz durumlarla karsi

karsiya kalmaktadir (Hendrick ve ark, 2001).

4.5.2. Fluoksetinin temel farmakolojisi

Fluoksetin, birgok iilkede klinik olarak kullanima sunulan ilk SSRI’dir
(Preskorn, 1996). -enansiyomer ve R-enansiyomerin rasemik karisimidir. Her iki
bilesik de demetilizasyon ile aktif metabolitleri olan nor-fluoksetine cevrilirler
(Gram, 1994). Fluoksetin ve norfluoksetin viicuttan yavas yavas atilirlar. Ana
bilesigin yarilanma omrii 1 ile 10 giin, aktif metabolitin yarilanma dmrii ise 3 ile 30
giin arasinda degisir. Fluoksetin, oral kullanimi sonrasi iyi absorbe edilir ve 40mg’lik
tek bir dozdan 6-8 saat sonra 1555 ng/ml arasinda degisen maksimal plazma
diizeyine ulasir. % 94.5 oraninda serum proteinlerine baglanir. Sabit doz
uygulamasiyla ilacin plazma kararli durum konsantrasyonuna, tedaviye baslandiktan
haftalar sonra ulasilir. Diger lipofilik ilaglara benzer bir sekilde, fluoksetin 14 ile 100
L/kg arasinda degisen genis bir dagilim hacmine sahiptir ve bu da fluoksetinin

dokularda yiiksek oranda biriktigini gosterir. (Catterson ve Preskorn, 1996).

4.5.3. Fluoksetin metabolizmasi

Fluoksetin, norfluoksetin ve ¢ok sayidaki diger metabolitlerine doniisebilmek
i¢in oldukga uzun bir yol ile 6nce karacigerde metabolize edilerek aktif metaboliti
nor-fluoksetine ve diger tanimlanmamis metabolitlerine doniisiir. Sonra bobreklerden

atilarak uzaklastirilir. Fluoksetin, oral uygulamadan sonra temel olarak iirin seklinde,
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% 10’dan daha az bir kismi degisime ugramadan veya fluoksetin N-glukuronid
olarak atilir (Benfield ve ark,1986).

4.6. Polikaprolakton

4.6.1. Polimerik malzemelere genel bakis

Polimerler C, N, O, Si gibi atomlarin birbirleri ile kovalent bag yapmalari ile
meydana gelir (Bastan, 2012). Polimer biyomalzemelerin mekanik &zellikleri ¢ok

diisiik, siireklik ve tokluk degerleri ise yiiksektir (Bahadir, 2008).

Biyomedikal amacli polimerlerin genellikle biyolojik ortamda bozunmadan
kalmalar1 istenirse de baz1 uygulamalarda bunun tam terside istenmektedir. Ornegin,
kalga protezlerinin eklem bdlgesindeki seramik ve metal kisimlarin birbirine zarar
vermesini Onlemek ve siirtlinmeyi azaltmak amaciyla kullanilan polimerlerin bigim
ve yapisini hastanin yasami boyunca korumasi istendigi halde; kirik tedavisi amaci
ile kullanilan polimer bir vidanin kirik iyilestikten sonra ya da viicuda uzun siireyle
ilag salmak amaciyla yerlestirilen kontrollii ilag salimim sistemlerinin igerdikleri
ilacin bitmesi ile islevlerinin sona ermesinin ardindan viicuttan ¢ikarilmadan
olduklar1 yerlerde kontrollii bir bicimde pargalanmasi tercih edilmektedir. Bu sebeple
kalga protezlerinde viicutta pargalanmayan, yiiksek yogunluklu polietilen kullanilir.
Oysa diger orneklerde poliaktid, poliglikolid, polihidroksibiitirik asit gibi viicutta
bozunan polimerler secilir (Bahadir, 2008).

Cok cesitli maddeler, hasarli ya da tramvaya ugramis kemik dokularinin tamir ve
replasmani i¢in kullanilmistir. Bu malzemeler, metaller, seramikler, polimerler
(dogal ve sentetik) ve bunlarin kombinasyonlarini igerir. Metaller ve seramikler doku
miithendisligi uygulamalari i¢in iki onemli dezavantaja sahiptir: biyolojik ortamda
parcalanabilme yetersizlikleri vardir ve islenebilirlikleri ¢ok sinirlidir. Tersine,
polimerler ¢ok iyi tasarim esnekligine sahiptir ¢linkii kompozisyonu ve yapisi1 6zel

ihtiyaclara gore gelistirilebilir. (Liu ve Ma, 2004).
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Polimerlerin olumsuzlugu ise bu malzemeler iiretilirken viicut ortaminda
bozunmamalar1 i¢in yapim ortamlarina ilave edilen kimyasallarin yani sira iiretim
sirasinda iclerinde kalan bazi reaksiyon baglatict malzemelerin ve iiretim kolayligi
icin kullanilan bazi maddelerin zamanla viicut ortamina sizabilmeleridir. Bunu
onlenmek icin biyomedikal polimerler ve onlardan yapilan cihaz ve sistemler
biyouyumluluklarinin tespit edilmesi amaciyla laboratuvar ortaminda veya viicut
stvist igerisinde klinik deneme protokollerine uygun olarak ¢esitli kosullarda
denenmektedir (Bahadir, 2008).

4.6.2. Polikaprolaktonun tarihgesi

PCL, 1930’larin basinda Carothers Group tarafindan sentezlenen ilk
polimerlerdendir (Van Natta ve ark., 1934). Ancak ticari olarak yayginlasmasi
sentetik polimerlerin mikroorganizmalar tarafindan bozundurulmasimnin ortaya
¢ikmasindan sonra olmustur. Ozellikle de Sekil 5°de goriildiigii {izere son 20 yilda
PCL liizerinde yapilan caligmalarin sayisinda hizla bir artis meydana gelmistir
(Woodruff ve ark, 2010). Bu artista PCL’nin iyi bir kopolimer veya karisim

malzemesi olmasi da 6nemli rol oynamuistir.

POLIKAPROLAKTON 7,
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Sekil 6. Polikaprolaktonun yillara gére yayin sayist dagilimi

PCL’nin  biyouyumlu ve biyobozunur olmasi medikal uygulamalarda
kullanilmasini saglamaktadir. Cerrahi amagli tiretilen ipliklerde, ilag salinim sistemi

gibi biyolojik alanlar ve kolay sekil almasindan dolay: naylon katkili malzemelerin
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icinde ve ambalajlamada kullanilmaktadir. Ancak PCL, biyobozunurlugu cesitli
malzeme veya kopolimer yapilariyla degistirilebilir, kolay sekillenebilir ve farkli
gozenek boyutunda iiretilebilir olmasindan dolay1 diger biyopolimerlere gore daha

avantajlidir (Woodruff ve ark., 2010).

PCL, iki farkli monomerle ve farkli reaksiyonlarla sentezlenebilmektedir.
Bunlardan birincisi ve en yaygin olan sentez mekanizmasi biyolojik veya kimyasal
katalizorler yardimiyla halka agilmasi ve polimerizasyonu; digeri ise 2-metil-1,3-
dioksepan ile serbest radikal halka agilmasi ve polimerizasyonudur (Chasin ve
Langer, 1990).

4.6.3. Polikaprolaktonun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

PCL monomeri ¢-kaprolakton olan, hidrofobik, yar1 kristalin yapida bir
homopolimerdir ve camsi gegis sicakligi - 60 °C, erime noktas1 59 °C ile 64 °C
arasindadir. Kristalin yapist ve diisiik erime sicakligi kolay sekil alabilir olmasini
saglamaktadir. Molekiil agirligt 3.000 g/mol’den 100.000 g/mol’e kadar
degismektedir (Woodruff ve ark,2010).

Molekiil agirligina kristal yap1 ters orantili olarak etki etmektedir. Ornegin,
PCL’nin % 40 kristal haldeyken molekiil agirlig1 100.000 g/mol iken kristal yap1 %
80’e yiikseldiginde molekiil agirligr 5.000 g/mol’e diismektedir (Chasin ve Langer,
1990).

PCL oda sicakliginda kloroform, diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen,
toluen, siklohekzan ve 2-nitropropan gibi ¢oziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliige; aseton,
2-biitanon, etil asetat, dimetilformamid ve asetonitril gibi ¢oziiciilerde diisiik
¢Oziiniirliige sahipken; alkol, petrol eteri ve dietil eter gibi ¢oziiclilerde ise hig
coziinmemektedir (Woodruff ve ark,2010). Yapisal olarak PCL zincirinin goriiniimii
Sekil 7°de goriinmektedir. Lineer zincir yapist monomerdeki oksijen baginin koparak

acilmasi sonucu olugmaktadir.
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Sekil 7. Polikaprolakton zincirinin goriiniimi

PCL’nin bir diger 6nemli 6zelligi de bir¢ok farkli polimerle karistirilarak hibrid
yapilar elde edilebilmesidir. Seliilloz propiyonat, seliilloz asetat, polilaktik asit ve
polilaktik asit-ko-glikozit ile PCL harmanlar1 gerilim ve kirilma direnci yiiksek,
boyanabilirligi arttirllmig ve adezyon kuvvet oOzelligi giiclendirilmis yapilar
olmaktadir. Bunlarin yani sira PCL-politiretan (PU) karisimlari kardiyovaskiiler
uygulamalarda, PCL-kitosan karisimlari doku miihendisligi ve ilag tasinim
sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. PCL’nin diger fiziksel 6zellikleri Tablo

4’te verilmektedir.

Tablo 4. Polikaprolaktonun fiziksel 6zellikleri

Yogunluk (60 °C) 1,1 g/lcm?®
Viskozite (100 °C) 1.500.000 mPa.s
Erime Noktasi (°C) 59-64

Parlama Noktasi (°C) 275
Parc¢alanma Sicakhgi (°C) 200

4.6.4.Polikaprolakton biyomalzemelerin 6nemi ve tipta kullanim

Polikaprolakton biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan biyoparcalanabilir
polimerlerden biridir. Rolatif olarak diisiik sicakliklarda (Tm = 60°C) diisiik maliyet,
yilksek dayaniklilik ve islenebilmesinden dolay1 son zamanlarda daha
fazlakullaniimaktadir. PCL, toksik olmadigi ve osteoblastlarla olduk¢a uyumlu
oldugu igin uzun siireli implant uygulamalarinda kullanilmaktadir (Mano ve ark.,

2004). FDA tarafindan medikal implantlar ve ilag salim cihazlari tiretmek igin
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onaylanmis bir polimerdir. Bakteriyal enfeksiyon medikal cihazlarin kullanimi ile

iligkili major medikal komplikasyondur.

Polikaprolakton yiiksek derecede kristallik ve hidrofobisite ile yari-Kristal
alifatik poliesterdir. Hidrofobisitesi yiizey erezyonuna yol agabilir (Xu ve ark, 2006).
Polimerin tamamen yikilmasi kristallik derecesine bagli olarak 2 yillik bir periyod

icinde meydana gelir (Prabhakar ve ark, 2005).

36



5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir ve Sigma-Aldrich,

Fluka, Merck, Randox, Alfa Aeser ve Bioo Scientific firmalarindan temin edilmistir.

Kullanilan kimyasal maddelerden bazilar1 asagida belirtilmistir.

e Norfluoksetin Antikoru (Randox, Cat. No: PAS 10027)

e Fluoksetin HCI (Sigma-Aldrich, Cat. No: PHR1394)

e Dimetilsuberimidat dihidroklorit (Alfa Aeser Cat. No: 43244)
e PCL nanofiber (Nanofiber Solutions, Z694509-6EA),

e Fluoxetine ELISA Test Kit (Bioo Scientific, Cat. No: 5051)

5.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Calismamizda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Kullanilan Cihazlar ve Markalari

Cihazlar

Markalar

Buzdolabi

Argelik

Distile-deiyonize su cihazi

Elga, PURELAB Option Q DV25

Elektronik Terazi

Ohaus

Elisa Rayto RT-2100C
Etiiv Niive EN 400
Manyetik Karistirict Janke & Kunkel, IKA Labor Technic

Otomatik pipetler

Rainin

pH metre

Mettler Toledo

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Phenom World, Phenom Prox SEM

Sogutmal1 Santrifiij

Hettich Mikro 220 R Mikro Santrifiij

Spektrofotometre

Rayleigh-UV-1800

Su Banyosu (100 °C)

Niive, BT 400

Vortex

Janke & Kunkel, IKA Labor Technic

37




5.3. Gere¢ ve Yontemin Asamalari

Calismamizin gere¢ ve yonteminin asamalar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Y6ntemin Asamalari

Farkl1 konsantrasyonda fluoksetin igeren siit 6rneklerinin hazirlanmasi

\Z

PCL esasli nanofibere antikor immobilizasyonu ve biyoaktif nanofiber eldesi

\Z

Inkiibasyon 6ncesi kegi siitii 5rneklerinde total protein, laktoz, yag ve pH tayini

\Z

Nanofiber ve kegi siitliniin inkiibasyonu

\Z

Inkiibasyon sonras1 siitte fluoksetin dl¢iimii ve biyoaktif nanofiberin
verimliligin hesaplanmasi

\Z

Inkiibasyon sonras1 kegi siitii drneklerinde total protein, laktoz, yag, pH
Olgtimleri

5.3.1. Fluoksetin iceren kegi siitii 6rneklerinin hazirlanmasi

Giinlik kegi siiti ornekleri her giin Baltali firmasindan taze olarak temin
edilmistir. Kegi siitii 6rneklerine 25, 50, 75, 100 ng/ml olacak sekilde fluoksetin ilave

edilerek 4 farkli konsantrasyon denemesi i¢in numuneler hazirlanmistir.

Kegi siitii 6rneklerinde; deneylere baslamadan 6nce, fluoksetin eklendikten sonra
ve fluoksetin siitten biyoaktif nanofiber ile uzaklastirildiktan sonra total protein,
laktoz, yag ve pH tayinleri yapilmistir ve siit Orneklerinin enerji degeri

hesaplanmustir.
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5.3.2. Polikaprolakton esash nanofibere antikor immobilizasyonu

PCL esasli nanofiber, Nanofiber Solutions firmasindan satin alinmistir (Sekil 8).

Garcinuno ve arkadaslarinin immobilizasyon metodu temel alinarak nanofibere

fluoksetin antikoru immobilize edilmistir. (Garcinuno ve ark., 2000).

Sekil 8. PCL esasli nanofiber

Gerekli Cozeltiler

e Stok Fosfat Tamponu (0,2 M PBS, pH=7,2) : 9,36 g NaH2P04.2H,0, 19,87
g NaHPOg, ve 87,75 g NaCl ayr ayri tartilir, biraz distile suda ¢ozdiiriiliir ve
hacmi 1 litreye distile su ile tamamlanir. (Hacim 1 L’ye tamamlanmadan
once pH kontrol edilir, pH 7,2’ye ayarlanir).

e Fosfat Tamponu (0,02 M PBS pH=7,2) : Stok fosfat tamponundan 100 mL
alinir ve distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanir.

e Borat Tamponu (0,1 M, pH=8) : 5,87 g borik asit ve 1,91 g sodyum tetra
borat ayr1 ayr tartilir, biraz distile suda ¢ozdiirtiliir hacmi 1 litreye distile su
ile tamamlanir. (Hacim 1 L ye tamamlanmadan &nce pH kontrol edilir, pH
8’e ayarlanir).

e Dimetil Siiberimidat Cozeltisi (0,02 M): 0,5 g Dimetil siiberimidat
dihidrokloriir tartilir ve hacmi 100 mL’ye borat tamponu ile tamamlanir.

e Potasyum Tiyosiyanat Cozeltisi (0,05 M KSCN) : 1,215g KSCN tartilir ve

250 mL’ye distile su ile tamamlanir.
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5.3.3. Nanofiber iizerine antikor immobilizasyonu ve biyoaktif nanofiber eldesi

Immobilizasyonda kullanilan antikorun konsantrasyonu 6n deneme calismalari ile

belirlenmistir.

5.3.3.1. Nanofiber-antikor muamelesi
Nanofiberin iizerinde 20 pg olacak sekilde antikor seyreltilerek eklenmis ve oda

sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

5.3.3.2. Iki saat inkiibasyon sonrasinda yapilan yikama islemleri
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde nanofiber yiizeyine baglanmayan antikorlari
uzaklastirmak i¢in antikora fosfat tamponu ve daha sonra Borat Tamponu ile

yikanmistir.

5.3.3.3. Nanofiber-antikor baglanmasim giiclendirme asamasi
Dimetilsiiberimidat ¢ozeltisinden nanofiber lizerine eklenerek tiipler oda sicakliginda

5 saat inkiibe edilmistir.

5.3.3.4. Inkiibasyon sonrasinda yapilan yikama islemleri
Bes saatlik inkiibasyon sona erdiginde nanofiber, antikora spesifik fosfat tamponu ile

yikanmugtir.

5.3.3.5. Baglanmayan antikorlar1 uzaklastirma asamasi
Immobilizasyon islemleri sirasinda baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla
nanofiberin tizerine KSCN c¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 24 saat inkiibe

edilmistir.
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5.3.3.6. Inkiibasyon sonrasi yapilan yikama islemleri
Yirmidort saatlik inkiibasyon sona erdiginde antikora spesifik fosfat tamponu ile

nanofiber yikanmistir.

5.3.3.7. Hazirlanan biyoaktif nanofiberin saklanmasi

Yikama asamalarinin ardindan nanofiber antikora spesifik fosfat tamponu iginde

+4°C saklanmustir.

5.3.4. Biyoaktif nanofiber ile fluoksetin iceren siit 6rneklerinin inkiibasyonu

25, 50, 75, 100 ng/mL olacak sekilde kegi siitiine eklenen fluoksetin, antikor

immobilizasyonu yapilmis olan nanofiber ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi

(Sekil 9).
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Sekil 9. Biyoaktif nanofiber ile siitten fluoksetinin uzaklastiriimasi

5.3.5. Bioaktif nanofiber kullanarak siitten fluoksetinin uzaklastirilmasi

25, 50, 75, 100 ng/mL fluoksetin igeren siit drnekleri ve biyoaktif nanofiber oda
sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra nanofiber siit ¢cikarilmas

ve siit orneklerinde kalan fluoksetin konsantrasyonu, ELISA test kiti kullanilarak

Olclilmiistiir.
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5.3.3. Antikor immobilizasyonu ve siit inkiibasyonu sonrasi taramah elektron

mikroskobu (SEM) ile nanofiber karakterizasyonu

PCL esasli nanofiberin karakterizasyonu antikor immobilize edilmeden dnce, antikor
immobilize edildikten sonra ve nanofiberin fluoksetin igeren siit ile inkiibasyonundan

sonra PhenomWorld marka, Phenom Prox model SEM sistemi ile belirlenmistir.

5.3.5. Kegi siitii total protein tayini

Kegi siitii 6rneklerinde protein tayini inkiibasyon 6ncesi ve sonrasinda Bradford

yontemi kullanilarak yapilmistir.

Prensip: Bradford yonteminde; Coomassie Brillant blue (CBB) boyasinin
proteinlere baglanmasi ile 365-595 nm arasinda maksimum absorbans olusmaktadir
(Bradford, 1976). Asidik boya genel olarak arjinin ve lizin kalintilarina baglanir,
serbest aminoasitlere baglanmaz. Bu olglimde olusan renk bir saat kadar stabildir.
Proteine boya baglanma islemi 2 dakika i¢inde tamamlanir. Bu yontemin 6l¢iim

araligi: 5-1500 mg/L ve alt 6l¢tim siniri: 5 mg/L’dir.

Gerekli ¢ozeltiler:

e Stok CBB Cozeltisi: 1 g Brilliant Blue G-250 tartilir, biraz distile su ile ¢oziliir

ve hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

e CBB Cozeltisi Reaktifi: Stok CBB cozeltisinden 1 mL aliir. Uzerine 4,75 mL
etanol (% 95), 10 mL o-fosforik asit (% 85) eklenip ¢o6ziiliir ve hacim 100 mL’ye
distile su ile tamamlanir. Bu ¢ozelti her protein tayini dncesinde taze hazirlanip
kullanilir. Tayin sirasinda bu ¢ozelti 1/5 oraninda distile su ile seyreltilerek

kullanilir.

e Serum fizyolojik (% 0,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢oziiliir ve hacmi 100

mL’ye distile su ile tamamlanir.
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Stok Protein Standarti Cozeltisinin Hazirlanmasi (% 100 mg hk albumin

¢ozeltisi): 100 mg albumin biraz serum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100

mL’ye serum fizyolojik ile tamamlanir.

Protein calisma standart cozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %

5, 10, 15, 20 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek

hazirlanir.

Total protein tayini Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Total protein tayini yontemi

Kor Numune Stl St2 St3 St4
(K) (N) %5mg | %10mg | %15mg | % 20 mg
Albumi | Albumin | Albumin | Albumin
n
Albumin (% - - 5ul 10 pl 15wl 20
100mg)
Kegi Siitii (1:200) - 100 ul - - - -
Serum Fizyolojik | 100 ul - 95 ul 90 ul 85 ul 80 ul
CBB Reaktifi 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
(1:5)

Tiim ¢ozeltiler eklendikten sonra 2 dk beklenir

Vortekste karistirilir

Karanlikta (ben¢ dolabinda) 5 dk bekletilir

hesaplanir

595 nm’de absorbans 6lgiiliir. Standart grafigi cizilir ve slitteki protein miktari

*Standart grafigi ¢gizilerek hesaplama yapilir.
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5.3.6. Kegi siitii laktoz tayini

Kegi siitii 6rneklerinde inkiibasyon Oncesi ve sonrasi laktoz tayini Khramov ve

arkadaglarinin yontemi kullanilarak yapilmistir (Khramov ve ark, 2008).

Prensip: Bu test indirgeyici sekerlerin, sar1 renkli pikrik asit ¢6zeltisini koyu

kirmizi renkli pikramik asite ¢gevirmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 10).

NO, Na,CO; NH;,
NO, OH + Glukoz — NO; OH
NO, Isi NO,

Pikrik asit Pikramik asit

Sekil 10. Laktoz tayini tepkimesi

Gerekli ¢ozeltiler:

e Sodyum Karbonat Cozeltisi (% 20 g Na2CO3): 20 g Na,COs biraz suda ¢6ziiliir

hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

e Pikrit Asit Cozeltisi (% 5 g Pikrik Asit): 5 g pikrik asit tartilir biraz suda
¢oziiliip distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanir. Coziinmeyen kisim filtre

edilir. Filtrat, oda sicakliginda karanlikta saklanir.

e Laktoz Standarti Cozeltisinin Hazirlanmasi (% 10 mg’hik laktoz ¢ozeltisi): 10
mg laktoz bir miktar % 5 pikrik asit ¢ozeltisinde ¢oziildiikkten sonra hacmi 100

ml’ye tamamlanir.

e Laktoz Calisma Standart Cozeltileri: Stok laktoz standartindan ¢ozeltiden
uygun hacimler alinarak % 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg laktoz ihtiva edecek sekilde % 5

pikrik asit ile seyreltilerek hazirlanir.

44



e Laktoz Tayini i¢in Siit numunesinin hazirlanmasi: 0,1 mL siit tipe alinir ve

tizerine 9,9 mL % 5 pikrik asit ¢ozeltisi ilave edilip 5 dk beklenir ve siizgeg

kagidi kullanilarak siiziiliir . Deney sirasinda numune olarak hazirlanan bu filtrat

kullanilir.

Laktoz tayini Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Laktoz tayini yontemi

Stl St2 St3 St4 St4 St4
Kor | Numune | o | op2 | %d | %6 | %8 | %
(K) (N) mg mg mg mg mg 10mg
Laktoz | Laktoz | Laktoz | Laktoz | Laktoz | Laktoz
% 5’lik 1000
Pikrik Asit | = - 990 1l | 980 ul | 960 ul | 940 ul | 920 ul | 900 wl
Cozeltisi H
Siit
Numunesi i 1000 pl ) ) B ) i i
Laktoz
Standarty 10 ul 20 ul 40 ul 60 ul 80 ul 100 ul
- - u u n n n u
(% 100
mg)
% 20 1000 1000 ul 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Na2COs3 ul H ul ul ul ul ul ul

Su banyosunda 100°C’de 20 dk kaynatilr.

Su banyosundan alinan tiipler sogutulur ve lizerine 8 mL distile su eklenir.

520 nm’de absorbans 6lgiiliir.

*Standart grafigi ¢gizilerek hesaplama yapilir.
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5.3.7. Keci siitii yag tayini

Keci siitii orneklerinde yag tayini inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda siite

uyarlanmis Lucas ve arkadaslarinin yontemi kullanilarak yapilmistir (Lucas ve ark,
1978).

Prensip: Siit orneklerinin yag igeriginin Ol¢iimii i¢in gelistirilen bu mikro
metodun prensibi siit orneklerinin heparinsiz hematokrit tiipii igerisinde santrifiij

edilmesine dayanmaktadir.

Deneyin Yapihisi
Tablo 9. Yag tayini yontemi

Siit 6rnekleri heparinsiz kilcal tiip i¢ine alinir ve bir ucu kapatilir.

12000 rpm’de 40 dk boyunca santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda tiipiin ucundaki yag tabakasinin yiiksekligi bir biiyiite¢ yardimi

ile 6lgiiliir.

Hesaplama: % Krematokrit = _Krema tabakasinin yiiksekligi x100
(Krema+S1v1) tabakasinin ytiksekligi

5.3.8. Siit orneklerinin biyoaktif nanofiber ile inkiibasyonu sonrasinda
yapilan fluoksetin tayini

Inkiibasyon sonrasi biyoaktif nanofiberin iizerine baglanmayan fluoksetin siit

orneklerinde ELISA yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Testin prensibi: Fluoksetinin spesifik antikorlar tarafindan tanindigi yarismali
ELISA teknigidir. Fluoksetin konsantrasyonu 450 nm’de elde edilen sinyalin miktari

ile orantilidir.

Deneyin yapilis1 Tablo 10°da gosterilmistir.
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On Hazirhklar
» 1X HRP-baghh antikor 1:99 oraninda Antikor seyreltme c¢ozeltisi ile
seyreltilir.
» 1 Hacim 10X PBS 9 hacim distile su ile 1X'lik PBS hazirlanir.

» 1 Hacim 20X'lik yikama tamponu 19 hacim distile su ile seyreltilerek 1X

yikama tamponu hazirlanir.

Standartlarin Hazirlanmasi

e 1X'lik PBS kullanilarak 1000 ng/ml'lik fluoksetin standart ¢ozeltisinden
gerekli miktarlarda alinarak 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 20 ng/mL standartlar
1:5 seyreltilmis giinlik kegi siitiiyle hazirlanir.1:5 seyreltilmis giinliik keci

suti kor olarak kullanilir.

Tablo 10. Fluoksetinin ELISA yontemi kullanilarak 6l¢iilmesi

1- 100 pl hazirlanan fluoksetin standartlar1 kuyucuklara konur.

2- 100 pl 6rnekler kuyucuklara yiiklenir.

3- 100 pl fluoksetin antikoru kuyucuklara eklenir ve 1 dk. calkalanir.
4- Oda Sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakilir.

5- 3 kez 250 pl yitkama tamponu ile yikama yapilir.

6- 150 pl 1X HRP-bagl antikor eklenir.

7- Oda Sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakilir.

8- 3 kez 250 pl 1X yikama tamponu ile yikama yapilir.

9- 100 ul TMB eklenir ve 1 dk karistiricida ¢alkalanir.

10- Oda Sicakliginda 10-30 dk inkiibasyona birakilir.

11-100 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

12-450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu kullanilarak absorbans degerleri okunur.

TMB: 3,3',5,5'-tetrametil benzidin, HRP: Horse Radish peroksidaz
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5.3.9. Kegi siitii pH 6lciimii

Stit orneklerinde pH oOlgiimii; Mettler Toledo marka pH oOlgiim elektrodu

kullanilarak yapilmistir.

5.3.10. Enerji degerinin hesaplanmasi

Enerji veren maddelerin birer gramimin oksitlendiginde viicuda sagladig:
ortalama enerji miktarlari:

Protein : 4,0 kal, Karbonhidrat : 4,0 kal, Yag : 9,0 kal

Siit 6rneklerinin enerji degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir
(Baysal, 2009).
Enerji (kcal) = (Yag x 9) + (Protein x 4 ) + (Karbohidrat x4)

5.3.11. Biyoaktif Nanofiberin Verimliligin Analitik Dogrulamasi

Biyoaktif nanofiberin etkinligi, Analitik Kimyacilar Dernegi’nin (AOAC,
Association of Official Analytical Chemists) kilavuzu dogrultusunda incelenmistir.
Biyoaktif nanofiberin bagil standart sapmasi (%RSD ve tekrarlanabilirlik limiti
(r)’nin hesaplanmasi i¢in her fluoksetin konsantrasyonu (25, 50, 75, 100 ng/mL)
basina 10 kez deneme yapilmmuistir. Biyoaktif nanofiberin ortalama verim degerleri
kullanilarak ~ geri  kazanim  sonuglar1  belirlenmistir. ~ Tekrarlanabilirlik,
laboratuvarimizda yapilan tekrar Olglimlerden elde edilmis olup ayni gere¢ ve

yontem Kullanilarak kisa bir zaman araliginda ayni kisi tarafindan yapilmistir.
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5.3.12. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz, GraphPad Prism 5.0 (Graph Pad Yazilimi, San Diego; CA;
ABD) kullanilarak gercgeklestirilmistir ve tiim veriler ortalama ve standart sapma
olarak sunulmustur. Farkli fluoksetin konsantrasyonlarinin siitten uzaklastirilma
verimleri ANOVA testi ve ardindan Tukey c¢oklu karsilagtirma testleri kullanilarak

yapilmustir. p <0,05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Antikor immobilizasyonu ve siit inkiibasyonu sonrasi taramal elektron

mikroskobu (SEM) ile nanofiber karakterizasyonunun degerlendirilmesi

Polikaprolakton esasli nanofiberlerin ¢ap1 700 nm’dir ve fiber yapilart %90 nin
tizerinde poroziteye sahiptir. Fiber tabakasinin kalinligi ise 20 mikrondur. PCL esash
nanofibere ait antikor immobilizasyonu sonrasi ve siit inkiibasyonu sonrasina ait
SEM goriintiileri Sekil 8’de sunulmustur. SEM goriintiilerinden boncuksuz, rastgele
kiviimli ve seyrek atimli bir nanofiber oldugu gozlenmektedir. Fluoksetin
antikorunun immobilizasyonu, PCL esasli nanofiberin ylizey morfolojisini

degistirmemistir (Sekil 10).

x5000

Sekil 11. Nanofiberin SEM goriintiileri

(A) orijinal PCL nanofiber (B) Antikor immobilizasyonu sonra PCL nanofiber (C) Fluoksetin igeren siit ile
inkiibasyon sonras1 PCL nanofiber
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6.2. Keci siitiinden fluoksetin uzaklastirilmadan once ve uzaklastirildiktan

sonra siit bilesimi

Biyoaktif nanofiberin 25, 50, 75 veya 100 ng / mL fluoksetin i¢eren siit 6rnekleri ile
inkiibasyonu, siitiin toplam protein, yag, laktoz, enerji ve pH degerlerini istatiksel

olarak anlamli derecede degistirmemistir (Tablo 11, 12, 13 ve 14).

6.3. 25 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin kompozisyonu ile ilgili sonuglar

25 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin total protein, laktoz, yag, pH ve enerji
diizeylerinde biyoaktif nanofiber ile inkiibasyon 6ncesi ve sonras1 arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (Tablo 11).

Tablo 11. 25 ng/mL fluoksetin eklenen siit Orneklerinin biyoaktif filtre ile

inkiibasyonu dncesi ve onrasi siitiin kompozisyonu

Siitte Fluoksetin Filtre Oncesi Filtre Sonrasi
Konsantrasyonlari (n=10) (n=10)

(25 ng/mL) Mean SS Mean SS
Protein (g/mL) 2,56 0,08 2,54 0,11
Laktoz (g/mL) 4,65 0,07 4,67 0,10

Yag (g/mL) 3,32 0,06 3,32 0,07

Enerji (kcal/mL) 58,7 0,80 58,6 0,07
pH 6,75 0,27 6,75 0,27

SS: Standart sapma
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6.4. 50 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin kompozisyonu ile ilgili sonuc¢lar

50 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin total protein, laktoz, yag, pH ve enerji
diizeylerinde biyoaktif nanofiber ile inkiibasyon oncesi ve sonrasi arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamigtir (Tablo 12).

Tablo 12. 50 ng/mL fluoksetin eklenen siit Orneklerinin biyoaktif filtre ile

inkiibasyon oncesi ve sonrasti siitiin kompozisyonu

Siitte Fluoksetin Filtre Oncesi Filtre Sonrasi
Konsantrasyonlari (n=10) (n=10)

(50 ng/mL) Mean SS Mean SS
Protein (g/mL) 2,70 0,07 2,65 0,08
Laktoz (g/mL) 4,50 0,07 4,54 0,08

Yag (g/mL) 3,31 0,08 3,31 0,08

Enerji (kcal/mL) 58,6 0,70 58,6 0,08
pH 6,92 0,20 6,83 0,26

SS: Standart sapma

6.5. 75 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin kompozisyonu ile ilgili sonuclar

75 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin total protein, laktoz, yag, pH ve enerji
diizeylerinde biyoaktif nanofiber ile inkiibasyon dncesi ve sonrasi arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 13).

Tablo 13. 75 ng/mL fluoksetin eklenen siit Orneklerinin biyoaktif filtre ile
inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasi siitiin kompozisyonu

Siitte Fluoksetin Filtre Oncesi Filtre Sonrasi
Konsantrasyonlari (n=10) (n=10)

(75 ng/mL) Mean SS Mean SS
Protein (g/mL) 2,75 0,08 2,69 0,09
Laktoz (g/mL) 4,47 0,15 4,46 0,13

Yag (g/mL) 3,33 0,06 3,33 0,06

Enerji (kcal/mL) 58,9 0,90 58,6 0,90
pH 6,92 0,20 6,92 0,20
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6.6. 100 ng/mL fluoksetin eklenen siitiin kompozisyonu ile ilgili sonuc¢lar

100 ng/mL fluoksetin eklenen siitliin total protein, laktoz, yag, pH ve enerji

diizeylerinde biyoaktif nanofiber ile inkiibasyon dncesi ve sonrasi arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 14).

Tablo 14: 100 ng/mL fluoksetin eklenen siit Orneklerinin biyoaktif filtre

inkiibasyonu 6ncesi ve sonrasi siitiin kompozisyonu

ile

Siitte Fluoksetin
Konsantrasyonlari

Filtre Oncesi

Filtre Sonrasi

(n=10) (n=10)
(100 ng/mL) Mean SS Mean SS
Protein (g/mL) 2,23 0,07 2,27 0,11
Laktoz (g/mL) 4,13 0,24 4,23 0,15
Yag (g/mL) 3,34 0,05 3,34 0,08
Enerji (kcal/mL) 55,4 0,9 55,4 0,91
pH 6,83 0,36 6,83 0,26

SS: Standart sapma
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6.7. Biyoaktif nanofiberin 25, 50, 75 ve 100 ng/mL fluoksetin iceren

inkiibasyonundan sonra elde edilen verim sonuclari

siit ile

Bioaktif nanofiber ile siite eklenen 25, 50, 75 ve 100 ng/mL fluoksetinin

uzaklastirilmasi ile elde edilen % verim sonuglar1 Sekil 12°da gOsterilmistir.

Biyoaktif

nanofiber kullanilarak siitten fluoksetinin ortalama uzaklastiriima

etkinligi % 93,6 olarak bulunmustur. Biyoaktif nanofiber ile siitte 25 ve 50 ng/mL

fluoksetinin uzaklastirilmasi, 100 ng/mL fluoksetinin uzaklastirilmasindan anlaml

6l¢iide daha diisiik bulunmustur (p<0.05; Sekil 12, Tablo 15).

100+

Verim (%)
e 3 2888823288

(+): 100ng/mL fluoksetin igeren siite gore anlamli; p<0.05

P

S
~
$ © &

Fluoksetin Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 12. Biyoaktif nanofiberin filtrasyon sonrast % verim degerleri

Tablo 15. Biyoaktif nanofiberin filtrasyon sonrasi % verim degerleri

Siitte Fluokseti 25 ng/mL 50 ng/mL 75 ng/mL 100 ng/mL
utte Huoksetin Fluoksetin Fluoksetin Fluoksetin Fluoksetin
Konsantrasyonlari
n=10 n=10 n=10 n=10
(ng/mL)
Ort SS Ort SS | Ort SD | Ort SD
. 96,63 +
% Verim 90,64 + 3,94 | 91,07 + 3,94 | 93,82 + 2,54 184

Degerler ortalama (Ort) ve standart sapma (SS) bigiminde verilmistir.
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6.8. Siit orneklerinde nanofiber verimliligin analitik dogrulamasi

Farkli konsantrasyonlarda siite eklenen fluoksetin biyoaktif nanofiber ile birlikte
siitten uzaklastirllmistir. Sonuclarin tekrarlabilir olmasi i¢in bagil standart sapma
yiizdesinin (% RSD) 20’nin altinda olmas1 ve tekrarlanan sonuglar arasindaki farkin
tekrarlanabilirilik limitinin (r) altinda olmas1 gerekir. Caligmamizda elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda tekrarlanabilirlik ~ kabul edilebilir sinirlar igerisinde
bulunmustur (Tablo 16).

Tablo 16 ayn1 zamanda % geri kazanim degerini gostermektedir. % geri kazanim
degerleri biyoaktif nanofiberin ¢aligma etkinligini gosteren verim yiizdesi degeri ile

ayni degerdir.

Tablo 16. Sitte Kullanilan Biyoaktif Nanofiberin Geri Kazanim ve

Tekrarlanabilirligi
Eklenen Tekrarlanabilirlik | Tekrarlanabilirlik Geri
Fluoksetin (RSD) % limiti (r) kazanmim
Konsantrasyonu (%)
(ng/mL)
25 4,35 17,7 91
50 4,33 17,7 91
75 2,70 11,4 94
100 1,90 8,3 97

RSD: Bagil Standard Sapma, r: Tekrarlanabilirlik limiti, n= 10.
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7. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda yapilan c¢alismalarda kimyasal ve biyokimyasal bilesiklerin
taninmasinda kullanilan nano boyutlu malzemelerin gelistirilebilir 6zellige sahip
olduklar1 belirtilmistir. Bu nedenle nano boyutlu malzemelerin biyo-algilamada
kullanilmak {izere sentezlenmesi, karakterizasyonu ve gelistirilmesi konular1 6ne
¢ikan arastirma alanlari arasinda kabul edilmektedir. Nanopartikiiller 100 nm’den
kiiciik ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere (elektron tutucu etki, gecici miknatislik
ozelligi, yilizey plazmon rezonansi gibi) sahip bilesiklerdir. Boyutlar1 ve bu
ozellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilirler (Coulet, 2010;
Mulchandani 1991; Yegenoglu 2013). Elektro ¢ekim yontemi kullanilarak hazirlanan
nanofiberler ise esnek ve saglam yapili nano malzemelerdir. Biikiilerek veya
kivrilarak yapilart bozulmadigi i¢in istenilen boyut ve sekilde kullanilabilmektedir.
Ayrica fiber kalinliginin ayarlanabilir olmast nanofiberlerin uygulama kolayligini
artirmaktadir. Kim ve arkadaslar1 (2010) protein immobilizasyonu islemlerinde 3
boyutlu nanoyiizeylerin diiz ylizeylere gore daha piiriizsiiz ve genis bir alan
olusturdugunu ve bu yolla 5 kat daha fazla proteinin nanoyilizeye immobilize
edilebilecegini belirtmislerdir. Nanofiberlerin genis yiizey alanina ve yiiksek
yiizey/hacim oranina sahip olmasindan dolayr iic boyutlu ag yap1 igerisinde
antikorlar olduk¢a kuvvetli bir sekilde baglanmaktadir. Calismamizda siitteki
fluoksetini uzaklastirmak i¢in antikor immobilizasyonu yapilarak PCL esash

nanofiber biyoaktif ylizey haline getirilmistir.

PCL, son yillarda 6zellikle kontrollii ilag salinim sistemlerinde, biyomedikal
alanlarda, emilime ugrayan cerrahi dikis ipliklerinde, doku miihendisliginde ve {i¢
boyutlu (3-D) doku iskelelerinde kullanimi ile dikkat ¢eken bir sentetik alifatik bir
poliesterdir (Dash ve Konkomella, 2012). PCL'nin FDA tarafindan onaylanmig bir

polimer olmasi tibbi malzeme olarak kullanimini giin gectikge arttirmaktadir.

Bu ¢alismamizda PCL esasli nanofiberlere antikor immobilizasyonu Garcinuno
ve arkadaslarinin metodu kullanilarak yapilmistir. Gacinuno ve arkadaglar silika
yapili ve gozenekli kiireciklerin iizerine antikor immobilizasyonunda kovalent
baglama ajam1 olarak karbodiimid, dimetilpimelidat, dimetilsuberimidat ve

glutaraldehid kullanmiglar ve en iyi antikor immobilizasyonunun suberimidat
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kullanilarak yapilan antikor immobilizasyonu oldugunu belirtmislerdir (Garcinuno ve
ark., 2000).

Garcinuno ve arkadaslarinin calismalarima benzer sekilde bu calismada PCL
esaslt nanofibere antikor immobilizasyonunda dimetil stiberimidat kovalent baglayici
ajan olarak kullanilmigtir. Tunali-Akbay ve arkadaglar1 (2018) polivinil
alkol/poliakrilik  asit esasli  nanofiber iizerine fluoksetin  antikorunun
immobilizasyonunda da dimetilsuberimidat kullanarak yiiksek etkinlige sahip
biyoaktif nanofiber hazirlamiglardir. Tunali ve arkadaslar1 ayni ¢aligmada fluoksetini
inek siitiinden % 94, anne siitinden % 98 oraninda uzaklagtirmistir. Tunali ve
arkadaslar1 bir bagka c¢aligmalarinda siit Orneklerindeki teofilini gozenekli cam
kiirecikler tizerine immobilize ettikleri teofilin antikoru aracigi ile % 96 oraninda
uzaklagtirmiglar ve daha sonra uzaklastirdiklari teofilini spektrofotometrik olarak

6lgmek i¢in metot gelistirmislerdir. (Tunali-Akbay T, baskida).

Saallaha ve arkadaglarinin calismasinda PVA ile birlikte su igerisinde
¢cozdiiriilmiis  siklodekstrin  glukanotransferaz enzimlerinden elektro ¢ekim
yontemiyle nanofiberler elde edilmis ve nanofiberler gluteraldehit ile isleme tabi
tutularak enzimlerin nanofiber igerisinde ¢apraz baglanma yontemiyle immobilize
olmas1 saglanmistir. Bu sekilde yapilan enzim immobilizasyonu ile enzimin

aktivitesi % 31 oraninda arttirilmistir (Saallaha ve ark. 2016).

Elektro ¢ekim yontemi ile iiretilen kitosan/PVA nanofiberlerinden, PVA 0.5 M
sodyum hidroksit (NaOH) ile muamele edilerek nanofiberden ayrilmistir. Elde edilen
yiiksek ylizey alanm1 ve gozenege sahip Kkitosan nanofiberlere lipaz enzimi,
gluteraldehit kullanilarak immobilize edilmistir. Yapilan analizler sonucunda kitosan
nanofiber yiizeylerinin enzim stabilizasyonunu arttirdigi gésterilmistir (Huang ve
ark. 2011).

Poliamid (PA) 6,6 nanofiber yiizeyleri proteaz ile modifiye edildikten sonra
lakkaz enzimi immobilize edilerek immobilizasyon verimliligi test edilmistir (Silva
ve ark. 2007). Kolay bulunabilir ve ucuz bir malzeme olan PA 6,6’dan elde edilen
nanofiberlerin enzim immobilizasyonu i¢in uygun bir malzeme olabilecegi

bildirilmistir.
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Song ve arkadaglar1 (2012) PCL nanofiberlere lipaz enziminin
immobilizasyonu sonucunda enzim aktivitesinin su ve organik ¢oziiciiler i¢inde

arttigin belirtmislerdir.

Zhang ve arkadaslar1 (2016), gozeneksiz seliiloz asetat (SA) nanofiber, organik
montmorillonit katkili gézeneksiz SA nanofiber, gdzenekli SA nanofiber ve organik
montmorillonit katkili  gdzenekli SA nanofiber olmak iizere dort farkli tipte
hazirladiklar1  nanofiberlerin  enzim immobilizasyonunda kullanilabilirliligini
aragtirmiglardir. Organik montmorillonit eklenmesinin ~ gdzenekli olusan SA
nanofiberlerde immobilize enzimlerin depolanma ve kullanim stabilitelerini

arttirdigini belirtilmislerdir.

Calismamizda PCL daha onceki kullanim alanlarinin disinda, bir ilk olarak,
slitten istenmeyen bir maddenin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilmistir.  Biyoaktif
nanofiber ile inkiibasyon siitiin biyokimyasal kompozisyonunu degistirmemistir. Bu
calisma ile PCL esasli biyoaktif nanofiber hazirlama metodunu gelistirilmis ve siitten
istenmeyen maddenin uzaklastirilmast saglanmistir. Siitten uzaklastirilmasi istenen
madde olarak kullanilan fluoksetin model ila¢ olarak secilmistir, ancak siitten
fluoksetinin uzaklastirilmasi ayrica klinik 6neme de sahip bir bulgudur. Antikoru
olan tiim kimyasal maddelerin veya ilaclarin ayni yontem kullanilarak siitten
uzaklastirilmast mimkiindir. Biyoaktif nanofiber denemelerinde ilk defa bu
calismada kullanilan keci siitii, anne siitline en yakin bilesime sahip oldugu icin

tercih edilmistir.

Emziren annelerin akut ve/veya kronik hastaliginin tedavisi sebebiyle ilag
kullanmas1 bebeklerinin sagligi icin bir risk olusturmaktadir. Bununla birlikte
annenin ilact kullanmay1 birakmasi da kendisi ve dolayisiyla bebeginin sagligi i¢in
tehdit olusturmaktadir (Lansa ve Wisner, 2009; Cornish ve ark., 2005). Anne siitii
araciligiyla bebege gecen fluoksetin bebekte uyku bozuklugu, aglama krizi, beslenme

yetersizligi ve kolik olusumuna neden olmaktadir (Hendrick ve ark., 2001).

Yapilan literatiir arastirmasinda PCL'nin ¢esitli 6zelliklerini ve uygulamalarini
belirten ¢alismalar olmasina ragmen, PCL esasli nanofiberlerin siitteki kimyasal
maddeleri uzaklastirma etkinligini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Biyoaktif

PCL esasli nanofiberin etkinligi antikorunun nanofiber yiizeye immobilazyonuna,
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nanofiberin yeterli yiizey alanina sahip olmasina ve antijen yakalama potansiyeline

baglidir.

Biyoaktif nanofiberin etkinligi, 25, 50, 75 ve 100 ng/mL fluoksetin igeren kegi
sitii ile belirlenmistir. Kegi siit Orneklerine eklenen bu fluoksetin miktarlari,
antidepresan tedavisi altinda anne siitiinde bulunan fluoksetin konsantrasyon araligi

gb6zoniinde bulundurularak belirlenmistir.

Biyoaktif nanofiberin ortalama fluoksetin uzaklastirma verimi % 93,6 olarak
bulunmustur ve fluoksetin konsantrasyonunun artmasiyla fluoksetinin siitten
uzaklastirilma veriminin arttigi tespit edilmistir. Siitiin biyokimyasal igeriginin
biyoaktif nanofiber ile inkiibasyon sonrasinda degisip degismediginin belirlenmesi
igin siitte total protein, yag, laktoz, enerji ve pH degerleri tayin edilmis ve biyoaktif

PCL esasli nanofiberin siitiin biyokimyasal igerigini degistirmedigi gosterilmistir.

Biyoaktif PCL esasli nanofiberin siit ile inkiibasyonu nanofiberin ylizey
morfolojisini degistirmemistir. Yaptigimiz 6n denemelerde biyoaktif PCL esashi
nanofiber, 4 °C'de paketleme yapilmadan saklandiginda en az 3 ay boyunca

etkinligini kaybetmemektedir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda yapilan validasyon analizinde kabul
edilebilir tekrarlanabilirlik (% RSD) ¢alisilan konsantrasyonlar i¢in ortalama % 3,32
olarak bulunmustur. Bu sonu¢ nanofiberin iyi bir tekrarlanabilirlik ile fluoksetin
uzaklastirilmast igin kullanilabilecegini gostermektedir. Biyoaktif nanofiberin
dogruluk analizi; 25, 50, 75, 100 ng/mL’lik fluoksetin konsantrasyonlarinda geri
kazanim degerleri belirlenerek tespit edilmistir. Biyoaktif nanofiberin ortalama geri

kazanimi % 91 ile % 97 arasinda bulunmustur.
Sonug olarak,

1. Calismamizda, fluoksetin antikoru kullanilarak siitten farkl
konsantrasyonlarda fluoksetinin spesifik ve etkili bir sekilde uzaklastiriimasi
icin, PCL esasli biyoaktif nanofiber gelistirilmistir.

2. Gelistirilen biyoaktif nanofiber sayesinde fluoksetin bagarili bir

sekilde kegi siitiinden uzaklastirilmistir.
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3. Biyoaktif nanofiber kullanilarak fluoksetinin uzaklastirilmasi sirasinda

stitlin temel biyokimyasal bilesenlerinin konsantrasyonlari degismemistir.

Calismamiz bebek sagligini tehdit eden her tiirlii istenmeyen kimyasallar ve ilaglar
icin devam niteliginde yeni aragtirmalar i¢in Oncii niteliginde olup, literatiire 151k

tutmaktadir.
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9. EKLER

EK-1. Tez Konusu ile Ilgili Poster Bildirisi

Bio-Active Polycaprolactone Nanofibers As a Potential Fluoxetine Filter
P.07-051-Wed
H. Taslak!, 0. Ozcan!. B. Giirel-Gokmen!, T. Tunali-Akbay!

DNarmara University, Istanbul, Turkey

Fluoxetine 1s a widely used serotonin reuptake inhibitor for the treatment of postpartum depression. Adverse effects such
as colic, fussiness, and drowsiness have been reported in some breastfed infants of fluoxetine using mothers. In this study,
bio-active polycaprolactone nanofiber was developed for the removal of fluoxetine from the milk. The efficiency of the
fluoxetine filter was tested by using spiked goat milk samples. Goat milk is used instead of breastmilk, as its content is
nearly similar to the breastmilk. Fluoxetine was added to the goat milk in 25, 50, 75 and 100 ng‘mL concentrations. Filter
is incubated with the spiked milk samples for fluoxetine removal. Lactose, creamatocrit and protein levels were also
measured to determine the milk composition before and after the incubation. Within-run repeatability was tested with the
same branded goat milk for ten days. Fluoxetine levels were determined with ELISA method following incubation. The
fluoxetine filter effectively removed fluoxetine from milk and did not significantly change the milk composition. As a
conclusion, different types of bio-active nanofibers can be developed for the sensing of chemicals found in the breastmilk

B CERTIFICATE
D ATTENDANCE

THIS IS TO CERTIFY THAT

PARTICIPATED IN

THE 43< FEBS CONGRESS
JULY 7 — 12, 2018, PRAGUE, CZECH REPUBLIC
BIOCHEMISTRY FOREVER
PRAGUE 20100

75



10. OZGECMIS

Ad1 Hava Dudu Soyadi TASLAK
Dogum Yeri | Istanbul Dogum Tarihi 11.06.1992
Uyrugu T.C Tel
E-mail havataslak@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Yiiksek Lisans Marmara Universitesi-Biyokimya (Ecz) Devam ediyor.
Yiiksek Lisans Istanbul-Cerrahpasa Universitesi-Organik Kimya (Miih.) Devam ediyor
Lisans Sakarya Universitesi (Kimya Béliimii) 2014
Lise Erdem Bayazit Anadolu Lisesi 2010
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Orta Orta Orta
Yabanci Dil Sinav Notu #
YDS YOKDIL | UDS IELTS TOEFL | TOEFL TOEFL | FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
66,25

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 69.48
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Programlari yi
GraphPad Prism lyi

Katildig1 Seminer, Kurs, Sempozyum, Kongre Bilgileri

Deney Hayvam Kullamim ve Etik Yaklasimi Kursu, Marmara Universitesi DEHAMER,2015

GHP: lyi Hijyen Uygulamalar1, TSC Yo6netim Sistemleri Akademisi,2015

GMP: Iyi Uretim Uygulamalari, TSC Yénetim Sistemleri Akademisi,2015

GLP : Iyi Laboratuvar uygulamalari, TSC Yonetim Sistemleri Akademisi, 2015

iSO 22716: 2007 Kozmetik lyi Uretim Uygulamalari, TSC Yonetim Sistemleri Akademisi,2015

43rd Federation of European Biochemical Societies Congress (FEBS), Cek Cumhuriyeti-Prag 2018

International Symposium on Graduate Researches in Science, Istanbul 2018

EK: Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildirisi vs.)

Hava Taslak , Begiim Giirel, Ozan Ozcan , Tugba Tunali-Akbay,

Bio-Active Polycaprolactone

Nanofibers As A Potential Fluoxetine Filter, 43rd Federation of European Biochemical Societies
Congress (FEBS), Cek Cumhuriyeti-Prag 2018 (Poster sunumu)

76






