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OZET

Kitin,  N-asetil-D-glukozamin  bilesenlerinden  (poli  (B-(1->4)-N-asetil-D-
glukozamin)) olusan bir polisakkarittir, dilnyada en ¢ok bulunan ikinci biyopolimerdir.
Bu 6nemli biyopolimerin dogada esas olarak omurgasizlar, eklembacaklilar, bocekler,
algler, mantarlar ve Okaryotik mayalarda bulundugu bildirilmektedir. Dogada en
yaygin kitin kaynaklar1 kabuklu deniz iiriinleri ve suda yasayan omurgasizlar olarak
belirtilmektedir. Kitinin deasetillenmis tiirevleri kitosandir. Bu calismada, kitin ve
kitosan Bradyporus sp.'den izole edildi. (Orthoptera, Insecta). Elde edilen kitosan 3
boyutlu film yapisi FTIR, TGA, XRD, SEM, elementel analizlerle bozulmadan
karakterize edildi. Kitosanin sitotoksik etkilerini belirlemek icin MTT testi yapildi.
Optimum ve asir1 doz araliklarinda uygulanan kitosan, HEK293 hiicrelerine 24, 48 ve
72 saat siireyle uygulandi. Kitosan FTIR spektrumlart 4000 ile 400 cm™ frekans
araliginda karakteristik bantlar gostermistir. TGA/DTG analizinden kitosanin
DTGmax degeri 297,5 °C olarak belirlendi. XRD analizinde iki maksimum pik elde
edildi (26=10.9, 26=19.6). SEM analizi sonrasinda yiiksek biiylitme giiclinde
gozenekli ve mikrofibriler yap1 gozlendi. Element analizinde kiikiirt tespit edilmezken
~%41,10 karbon, ~%7,46 nitrojen ve ~%6,67 hidrojen tespit edildi. MTT sitotoksisite
testinde kitosan'mn ICso dozu 24. saatte 1427 uM, 48. saatte 808.9 uM ve 72. saatte
611.6 uM olarak belirlendi. Kitosan yapisiyla karakterize edilen bu tombul ¢ekirge
tiiri, ¢esitli teknolojik ve endiistriyel amaglar i¢in potansiyel bir kitin ve kitosan
kaynag olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, HEK293, Sitotoksisite, Bradyporus sp.

Aralik, 2023; 56 sayfa
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Bradyporus sp. (Orthoptera, Insecta) CHITIN AND CHITOSAN FILM
PRODUCTION AND INVESTIGATION OF THEIR CYTOTOXICITY ON
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ABSTRACT

Chitin, a polysaccharide composed of N-acetyl-D-glucosamine components (poly (B-
(1->4)-N-acetyl-D-glucoseamine)), is the second most abundant biopolymer in the
world. It is reported that this important biopolymer is found in nature mainly in
invertebrates, arthropods, insects, algae, fungi and eukaryotic yeasts. Although the
most common sources of chitin in nature are indicated as shellfish and aquatic
invertebrates. The deacetylated derivatives of chitin are chitosan. In this study, Chitin
and chitosan were isolated from Bradyporus sp. (Orthoptera, Insecta). The obtained
chitosan 3D film structure was characterized by FTIR, TGA, XRD, SEM, elemental
analysis without deteriorating. MTT test was performed to determine the cytotoxic
effects of chitosan. Chitosan administered at optimal and overdose intervals was
applied to HEK293 cells for 24, 48 and 72 hours. Chitosan FTIR spectra showed
characteristic bands in the frequency range between 4000 and 400 cm™. DTGmax
value of chitosan was determined as 297.5 °C from TGA/DTG analysis. Two
maximum peaks were obtained in XRD analysis (260=10.9, 26=19.6). After SEM
analysis, porous and microfibrillar structure was observed at high magnification
power. While no sulfur was detected in elemental analysis, ~41.10% carbon, ~7.46%
nitrogen and ~6.67% hydrogen were detected. In the MTT cytotoxicity test, the ICso
dose of chitosan was 1427 uM at 24 hours, 808.9 uM at 48 hours, and 611.6 uM at 72
hours. Characterized by their chitosan structure, this plump grasshopper species can
be used as a potential source of chitin and chitosan for various technological and
industrial purposes.

Keywords: Chitin, Chitosan, HEK293, Cytotoxicity, Bradyporus sp.

December, 2023; 56 pages
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1. GIRIS

Kitin, 1811'de Fransiz Profesor Henri Braconnot tarafindan "mantar" ve 1823'te
Antoine Odier tarafindan "kitin" olarak biliniyordu. Kitin, masif, kristalimsi nitrojen
polisakkaritleri icerir. N-asetilglukozamin zincirleri polisakkaritler iiretir (Bastiaens

vd., 2019).

Kismi deasetilasyona tabi tutulmus bir kitinin tiirevi olan kitosan, gelismis suda
¢Oziiniirliik ve gelismis islenebilirlik sergiler. Bu nedenle kitosan, 6zellikle 1 ila 10
kDa arasindaki daha kii¢iik oligomerler, tarim, su ve atik su aritimi, kisisel bakim,
yiyecek ve igecekler, kimyasallar, yem ve kozmetik alaninda umut vaat etmektedir
(Muzzarelli vd., 2012). Ek olarak, biyoaktif kitosan oligomerleri yara iyilesmesinde
ve kozmetik bilesimlerde kullanim agisindan timit vericidir. Kitin ve kitosan ¢ok yonlii
biyomateryallerdir ancak kitinin ekstraksiyonu, saflastirilmast ve kitosan'a
(oligomerler) doniistiiriilmesi zor ve zaman alicidir. Bu prosediirler, yeterince
kullanilmayan kitinin kiiresel kullanimini engellemektedir (Younes ve Rinaudo,

2015).

Porifera, Algler, Anthozoa, Mantarlar, Nematoda, Annelida, Insecta ve Mollusca,
Crustacea ve Arachnida'da kitin bulunur. Kitin, seliiloz benzeri dogal bir
polisakkarittir. Bol miktarda bulunur ve tarim, saglik, biyoteknoloji, kozmetik ve
biyoilhamli malzeme arastirmalarinda kullanilir. Ticari kitin, en bol bulunan ikinci
dogal polimer ve hayvan dis iskeletidir, ancak bunu yapmak icin yalnizca birkag
yengeg, karides ve kril kullanilir. Bu nedenle kitin arastirmalarimin ¢ogu bu
organizmalara odaklanmistir (Mujtaba vd., 2019). Cesitli kozmopolit bocek tiirlerinde

kitin ve kitosan igerigi aragtirllmistir (Kaya vd., 2015).

Kitin ve kitosan malzemelerini karakterize etmek i¢in spektrum analizi, X-151m1
kirinimi, element analizi, FTIR, SEM ve DSC kullanildi. XRD, kitin ve kitosanin
kristal yapida oldugunu gostermektedir. Fourier Doniisimii Kizilotesi (FTIR)
spektrumlari, O-H, N-H ve CO baginin gerilmesi ve titresiminden kitinle iligkili tepe
noktalar1 gostermektedir. Kumari vd. deasetilasyonu (DD) 6lgmek icin element

analizi, potansiyometrik titrasyon ve FTIR" kullanmistir (Kumari vd., 2015).

Insan embriyonik bdbrek hiicre hattt HEK 293, biyofarma, temel tibbi arastirma ve

terapotik miidahale gelistirmede kullanilmaktadir. Hiicre hatti 1973 yilinda insan

1



embriyonik bobrek hiicrelerinden olusturuldu. Siirekli laboratuvar gelistirmeleri ve
transfeksiyonlar1 nedeniyle bu hiicreler popiilerdir. Hiicre yiizeyi proteinleri hiicrelerin
plakalara yapismasma yardimci olur. Sagliksiz hiicreler, esit olmayan yiizey
baglanmasi nedeniyle siipernatantta asili kalir. Tan vd. 6len hiicrelerin saglikli
olanlardan daha kiiciik ve daha koyu oldugunu buldu (Tan vd., 2021). Bu arastirma,
Bradyporus sp.'den tiiretilmis kitin ve kitosan filmlerini ilk kez FTIR, TGA, XRD ve
SEM kullanarak karakterize edecektir. MTT testi, bu filmlerin insan embriyonik

bobrek hiicrelerini (HEK 293) etkileyip etkilemedigini tespit etmektedir.

Hipotez Bradyporus sp. kitin ve kitosan, H. abietis, C. johni ve ticari olarak temin
edilebilen tiirlere benzer fizikokimyasal Ozelliklere sahiptir. Gliglii deasetilasyona
sahip diisiik molekiiler agirlikli kitosan, HEK293 {izerinde konsantrasyona bagli
sitotoksik etkiye sahiptir.

Kanserli olmayan insan embriyonik bobrek hiicrelerinden iiretilen HEK-293T,
hiicresel model olarak yaygin kullanimi nedeniyle secilmistir. Bunlar, klinik 6ncesi ve
arastirma nedenleriyle terapotik proteinler ve viral vektorlerin iiretilmesini ve
antikanser ila¢ seciciliginin ve bdbrek toksisitesinin degerlendirilmesini igerir.
Etkinligi degerlendirmek i¢cin HEK-293T hiicre hatt1 siklikla kullanilir. Boroda vd.
HEK-293T hiicrelerinde Bradyporus sp.'den tiiretilmis kitin ve kitosan't epitel bariyeri
boyunca test etmistir (Boroda vd., 2022).

1.1 Cahismanin Amaclari
Bu calismanin amaglar ise soyledir;

e Kitinin Bradyporus sp.’den ekstraksiyonu

e Kitosan filmin iiretiminde, 3 boyutlu film yapisinin FTIR, TGA, XRD, SEM,
elementel analizlerle bozulmadan karakterizasyonu

e Kitosanin insan hiicreleri (HEK293 hiicreleri) iizerinde toksik etkisinin olup

olmadiginin belirlenmesi



2. LITERATUR OZETi
2.1 Kitin ve Kitosan Kaynaklari
2.1.1 Kitin

Modifiye glikoz molekiilleri biiyiik bir polimer olan kitini olusturur. Boceklerin sert
dis iskeletlerini ve tirtillarin yumusak govdelerini olusturur. Cesitli tiirler farkli
miktarlarda kitin igerir (Bastiaens vd., 2019). N-asetilglukozamin kalintilari, biiyiik bir
amino polisakkarit olan Kitini olusturur (Sekil 2.1). Diinyadaki en biiyiik ikinci dogal
makromolekiil olarak seliilozdan sonra gelir. Kitin kelimesi Fransizca kaplama
anlamia gelen kitinden gelmektedir. Kitin siklikla protein olarak yanlis teshis edilir.
Kitinin nitrojen yapisi buna neden olur. Kitin amino sekerlerden, proteinler ise amino
asitlerden olusur. Bu nedenle yapisal olarak seliiloza, islevsel olarak da keratine

benzemektedir (Kaya vd., 2015).

Kitin organizmalara yapisal destek ve koruma saglar. Yumusak viicut dokularini
kaplayarak hayvanlar1 zarar goérmekten korur. Ayrica hayvanlari formda tutar ve

dokular1 nemlendirir. Kalin kitin dis iskelet, hayvanlar1 yirtict hayvanlardan korur

(Younes ve Rinaudo, 2015).
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Sekil 2.1. Kitin, N-asetil glukozamin birimlerinden yapilmis modifiye bir
polisakkarittir (Bastiaens vd., 2019).

Kitin biyosentezi siireci, kitin sentaz olarak bilinen enzimin kolaylastirdig1 bir dizi
katalitik siireci kapsar. Bocekler ve eklembacaklilar, sert bir dis iskelet olusturmanin
bir yolu olarak kitin iretirler. Kitin, Kaya vd. tarafindan tartisildigi gibi
eklembacaklilardan kimyasal ve biyolojik ekstraksiyon yontemleriyle endiistriyel

olarak sentezlenir (Kaya vd., 2015).



2.1.2 Kitosan

Kitosan, rastgele diizenlenmis [-(1—4)-baglhi D-glukozamin ve N-asetil-D-
glukozamin birimlerinden olusan dogrusal bir polisakkarittir (Sekil 2.2). Bu
kimyasalin tiretimi, sodyum hidroksit gibi alkalin bir bilesigin, karides dahil kabuklu
hayvanlarin kitin dis iskeletlerine uygulanmasini igerir. Kitosanin dogal biyokontrol
kapasitesini giibrelerin veya pestisitlerin bitkiler ve ¢evre tizerindeki etkilerinden

ayirmak onemlidir (Mujtaba vd., 2019).

Kitosan aktif biyopestisitler, tarim ve bahgecilik sektorlerinde biyolojik kontrol
stratejilerinin uygulanmasi i¢in yeni ve ekonomik agidan uygun bir yaklasim olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Kumari vd. kitosanin bitki yapraklarina veya topraga uygulanmasi
biyokontrol mekanizmasini tetikler (Kumari vd., 2015). S6z konusu siire¢ bitkilerde
i¢sel savunma mekanizmalarini ortaya ¢ikarir, boylece patojenler, bocekler ve toprak
kaynakli hastaliklar gibi ¢esitli organizma tiirleriyle miicadele etmelerini saglar.
Kitosanin bitki fizyolojisinin ¢esitli yonleri lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Fotosentez siirecini gili¢lendirdigi, bitki gelisimini kolaylastirdigi, besin
alimin tesvik ettigi, ¢imlenmeyi ve filizlenmeyi tesvik ettigi ve genel bitki gliciinii
arttirdig1 gozlemlenmistir. Pamuk, misir, tohumluk patates, soya fasulyesi, seker
pancari, domates, bugday ve diger ¢esitler dahil olmak iizere ¢esitli tarimsal tirlinlerde
tohum muamelesi veya tohum kaplamasi olarak kullanildiginda, gelisen kok
sistemlerinde igsel bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarir. Bu bagisiklik tepkisi, faydali
nematodlar1 ve diger organizmalari korurken parazitik kist nematodlarimi etkili bir

sekilde ortadan kaldirir (Mujtaba vd., 2019; Tan vd., 2021).

Kitosan, zayif asitlerde (pH<6) ¢6ziiniirliigiine ve metal iyon kompleksleri olusturma
kapasitesine yol agcan amino gruplarinin varligina dayanarak kitinden ayirt edilebilir.
Yukarida belirtilen 6zellikler, kitosani, atik su aritimi ve saflastirma dahil ancak
bunlarla sinirli olmamak {izere ¢esitli uygulamalar i¢cin uygun bir malzeme haline
getirmektedir. Ote yandan, kitinin fiili kullanimi, eger varsa, siirl ¢oziiniirliigii
nedeniyle onemli Olgiide smirlandirilmistir. Kitosanin sudaki ¢oziiniirliigiiniin,
yumusak kosullar altinda islenebilirligini miimkiin kilan ¢6zeltinin pH'indan

etkilendigini belirtmekte fayda vardir (Ardean vd., 2021).
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Sekil 2.2. Kitosanin kimyasal yapis1 dogrusal bir polisakkarittir (Hudson ve Jenkins,
2021).

2.1.3 Kitin ve Kitosan kaynaklari

Kitinin bir asirdan fazla bir siiredir ¢esitli organizmalarda bulundugu bilim insanlar1
tarafindan belgelenmistir. Ilk asamalarda zoologlar, genellikle kimyasal analizler
yapmadan tiim kati sari-kahverengi olusumlara "kitin" terimini atadilar. Bu uygulama
zaman zaman yanlis veya aldatici verilerin tiretilmesiyle sonuglanmistir (Bastiaens
vd., 2019). Su anda, biyosferde iiretilen kitinin 6nemli bir kisminin deniz ortamlarinda
bulundugu yoéniinde yaygin bir tahmin bulunmaktadir. Entoprocta, Cnidaria
(mercanlar), Phoronida (at nal1 kurtlar1), Brachiopoda (lamba kabuklar1), Ectoprocta,
Bryozoa, Mollusca ve Porifera (siingerler) dahil olmak iizere bir¢ok su filumu bu
Ozellige sahiptir. Kitin, mantarlar (mantarlar ve mayalar gibi), algler (diyatomlar,
koralin algler ve yesil algler dahil), Onychophora (genellikle kadife solucanlar olarak
bilinir) ve protozoa dahil olmak {izere ¢esitli organizmalarda bulunur (Kaur ve Dhillon,
2014). Araknidler (6riimcekler ve akrepler), bocekler, kabuklular (karides, kril, yengec
ve istakoz) ve cok ayaklilar (kirkayaklar ve ¢iyanlar) gibi Arthropoda'nin dis
iskeletleri, en kolay erisilebilen kitin kaynaklarini temsil eder. Kitin, boceklerin dis
iskeletlerinde ve beslenme kanal1 ve trakeanin i¢ kiitikiiler astarlarinda bulunur (Sekil
2.3). Bocek Kkiitikiilleri, yenge¢ dis iskeletlerinin aksine katekolaminler, Kkitin,
proteinler, lipitler ve mineraller icerir (Kaya vd., 2014; Haryati vd., 2019).

Kitosan oncelikle kitinin kismen deasetillenmis bir tiirevi olarak taninir; bununla
birlikte biyokiitlenin belirli formlarinda dogal olarak olustugu da gozlemlenmistir.
Bazi mantarlar, yasam dongiilerinin farkli agamalarinda hiicre duvarlarinin 6nemli bir
bileseni olarak kitosan igerir. Mucor, Cunninghamella Absidia, Benjaminiella,

Rhizopus ve Gongronella gibi taksonlari igeren Zygomycetes sinifi, kitosan liretimine
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onemli katkilarindan dolayi iyi bilinmektedir. Al-Rooqi vd. kuru biyokiitle bazinda
kitosan igeriginin %1 ila %10 arasinda degistigini ve buna %83 ila %94 arasinda
degisen bir deasetilasyon derecesinin eslik ettigini ortaya ¢ikarmistir (Al-Rooqi vd.,
2022). Kitosan dogrudan yollarla sentezlenmez; daha ziyade kitinden kitosan'a ¢ok
etkili bir doniisiim siirecinden geger. Bu siirecin kolaylastirilmasi, bir deasetilaz
enziminin varligiyla arttirilir. Deasetilasyon enzimlerinin, kitinin plazma zariyla
kesistigi yerlere yakin bir yerde bulundugunu 6ne siiren bir hipotez vardir. Kitin
sentezi islemi sirasinda, deasetilazin enzimatik etkisi, kitinin kitosan'a doniistimiinii
kolaylastirir. Gelecekte mantar, daha az titiz tekniklerle izolasyon potansiyeli

nedeniyle limit verici bir kitosan kaynagi olarak ortaya ¢ikabilir (Parhi vd., 2020).

Ayrica bakterilerin kitini enzimatik olarak deasetilasyon yetenegine sahip oldugu ve
bdylece mantarlara benzer sekilde kitosan haline doniistlirdiigii belgelenmistir. Kaur
vd. toprak orneklerinden bakterileri (yani Bacillus sp. ve Serritia sp.) basariyla geri
kazanmistir. Bu bakteriler kitin deasetilaz iiretir ve kitosan salgilar. Bu teknik, kitinin
dogal olarak pargalanmasina yardimci olur, ancak c¢oziinmezligi, kullanishligin
smirlar. Ustelik bu bakterilerin hizli gogalmasi ve enzimlerinin ekstraksiyonu,

biyolojik kitosan sentezinin ilerlemesi i¢in degerli bir kaynak sunar (Kaur vd., 2014).

Yenilenebilir kaynaklar Kitosan uygulamalan

: Ii L Enzimimmobilizasyonu
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Sekil 2.3. Kitin ve kitosan kaynaklar1 (Bastiaens vd., 2019).



2.2 Biyofilm

Biyofilm, kendilerinin {irettikleri bir matrisin i¢ine siki bir sekilde baglanan birgok
bakterinin karmasik ve karmasik bir toplulugu olarak tanimlanabilir. Bu matris,
canlilara veya cansiz yiizeylere baglanma araci olarak hizmet eder. Biyofilmler
yiizeylere yapisan karmasik mikrobiyal topluluklardir. Bu topluluklar hareketsiz
bakteri ve/veya mantar hiicrelerinden olusur ve hiicrelerin kendilerinin olusturdugu bir
matris ile c¢evrelenirler. Matris polisakkaritler, DNA ve diger ¢esitli bilesenlerden
olusur. Siispansiyon halinde bulunan hiicreler olan planktonik hiicrelerle
karsilastirildiginda, sapsiz hiicreler antimikrobiyal maddelere kars1 daha fazla direng
gosterir. Bu artan direng, biyofilmle iliskili enfeksiyonlarin yonetimini 6nemli dl¢tide
etkiler. (Bastiaens vd., 2019; Bao vd., 2022). Antimikrobiyal tedavinin basarisizlig
siklikla, tiim enfeksiyonlarin %65-80'ini olusturdugu tahmin edilen biyofilmle iligkili
enfeksiyonlarin yiiksek prevalansi nedeniyle 6nemli bir sorun teskil eden biyofilmlerin

gelisimine baglanmaktadir (Meneses vd., 2023).
2.3 Kitin ve Kitosan Film Yapim ve Uygulamalari

Kitin bazen selillozun bir tlirevi olarak da goriiliir; ancak seliiloz iireten
organizmalarda bulunmaz. Kitin ve tiirevlerinin N-deasetilasyonunun ortak bir adi
yoktur. Kitosan ve kitin %6,89 nitrojene sahiptir, ancak sentetik olarak degistirilmis
seliiloz tiirevleri yalnizca %1,25 nitrojene sahip olabilir. Seliiloz, dekstran, pektin,
aljinik asit, agar, agaroz ve karragenan gibi dogal polisakkaritler ndtr veya asidiktir.
Kitosan temel bir polisakkarittir. Kitin ve kitosan polioksi tuzlar, filmler,
biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik olmama ve molekiiler
adsorpsiyon Tlretebilir. Cok sayida makale, amino gruplarmi kimyasal olarak
degistirerek fonksiyonellestirilmis kitosan tlirevlerinin sentezini agiklamaktadir.
Bununla birlikte, yalnizca sinirl sayida bilesik, dogal veya ikili solvent sistemlerinde
yiiksek derecede ¢Oziiniirliikk sergiler. Lodhi vd. organik c¢oziiciilerde daha fazla
¢cOziinebilen, kimyasal olarak modifiye edilmis kitin ve kitosan tiirevlerini

bulmuslardir (Lodhi vd., 2014).

Kitosanin asit ¢oziinmesinden tiiretilen kitosan filmleri, bir dizi avantajh
fizikokimyasal ve biyolojik 6zellik sergiler (Bastiaens vd., 2019). Gozlenen 6zellikler,

filmlerin diger bilesenlerle birlestirilmesi amaglandiginda, asetilasyon derecesi, ¢ozelti



viskozitesi, kurutma sicakligi, asit ¢oziinme yiizdesi ve spesifik kompozit tiirii dahil
olmak ftizere ¢esitli faktorlere yanit olarak dnemli degiskenlik sergiler (Cizelge 2.1).
Yukarida belirtilen parametreler, gerilme mukavemeti, gerinim, bariyer 6zellikleri,
1slanabilirlik, termal stabilite, plriizliliigiin yan1 sira antibakteriyel ve antioksidan
Ozellikler de dahil olmak {iizere 6nemli fizikokimyasal ve biyolojik ozelliklerin
cesitliligini etkilemede 6nemli bir rol oynar (Kerch ve Korkhov, 2021). Ustelik
yukarida bahsedilen 6zellikler, kitosan bazli filmlerin, gida paketleme, adsorpsiyon
arastirmalari, tibbi uygulamalar (yani yara tedavisi) ve tarim dahil ancak bunlarla

sinirli olmamak tizere kullanim buldugu ¢esitli alanlar1 tanimlamaktadir (Zhong ve Li,

2021).

Cizelge 2.1. Kitosan film tiretimi (Zhong ve Li, 2021).

Matriks Faktor/kosullar Ozellikler (arttirildi/azaltild)
Deasetilasyon derecesi Artirillmis gekme mukavemeti
Kurutma sicakligi Artirilmig mekanik 6zellikler
Bagil nem Artirilmig bariyer 6zellikleri
Asetik asit/oda Daha yiiksek ¢gekme mukavemeti
sicakliginda
depolama
Kitosan Laktik, malik veya sitrik asit | Daha diisiik gekme mukavemeti
Film Oleik asit Daha diisiik plastiklestirme
verimliligi
Gliserol Daha yiiksek plastiklestirme
verimliligi
Etanol Kitosanin yag zincirleriyle
etkilesimini kolaylastirir
Tannik asit Artirilmis ¢ekme mukavemeti

2.3.1 Kitin ve kitosan biyomedikal uygulamalar:
2.3.1.1 Doku miihendisligi

Doku miihendisligi, daha sonra insan viicuduna implante edilebilecek doku
ikamelerini olusturmak amaciyla, hiicre dis1 ortamlarinda manipiilasyona ve
diizenlemeye tabi tutulan canli hiicrelerin kullanimini kapsar (Elieh vd., 2016). Doku
mihendisliginin temel amaglari, belirli bir doku veya organin islevselliginin
onarilmasi, degistirilmesi, korunmasi veya arttiritlmasi olarak siniflandirilabilir. Kitin
bazli malzemeler, boru seklinde yapilar halinde sekillendirilebilme 6zelligine sahiptir,
bu da onlan sinirler ve kan arterleriyle ilgili doku miihendisligi uygulamalarinda

kullanima uygun hale getirir ve boylece hiicresel biiylime i¢in bir iskele gorevi goriir.
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Kitin bazli iskeleler yiiksek derecede cok yonliiliik sergiler ve ¢ok cesitli rejeneratif
uygulamalar i¢in etkili bir sekilde optimize edilebilir. Doku miihendisligi i¢in polimer
iskelelerin yapiminda kitin ve kitosan kullaniminin etkili oldugu kanitlanmustir.
Polimer yap1 iskelelerinin tasarimi, gbézenek boyutlarinin uygun bir dagilimi ile
karakterize edilen yliksek gozenekliligin varligi da dahil olmak {lizere bir¢cok temel
kriteri gerektirir. Ek olarak, iskele, neo-doku olusumu hiziyla uyumlu bozunma
orantyla biyolojik olarak pargalanabilirlik sergilemelidir. Neo-doku olusumu
siirecinde iskele gozeneklerinin ¢okmesini 6nlemek i¢in yapisal biitiinliikk de ¢ok
onemlidir. Ayrica iskelenin hiicreler i¢in toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi ve
hiicre yapismasini kolaylastirmak i¢in hiicrelerle etkilesime girebilmesi gerekir. Son
olarak iskele, cogalmayi, gocli ve farklilagmay1 kapsayan hiicre fonksiyonunu

desteklemelidir (Venkatesan vd., 2014).
2.3.1.2 Yara iyilestirme

Madhumathi vd. yaralarin iyilesmesine yardimci olmak igin kullanilabilecek a-
kitin/nanoglimiis kompozit destekleri olusturmustur (Madhumathi vd., 2020). Bilim
insanlart bu yap1 iskelelerinin S. aureus ve E. coli mikroplarin1 dldiirebildigini ve
ayrica kanin pihtilasmasina da yardimci olabilecegini kesfetti. Bu nitelikleri nedeniyle

onlardan yapilan nanopartikiiller yaralarin iyilesmesine yardimci olabilir.
2.3.1.3 Kanser teshisi

Kuantum noktalar1 olarak da bilinen yar1 iletken nanokristaller, ¢esitli biyolojik tanima
ligandlartyla biyokonjugatlar olusturma kapasitesine sahiptir. Sonug olarak, immiin
boyama uygulamalar1 ve malign hiicre ve dokularin biyogoriintiilenmesi baglaminda
geleneksel organik floresan boyalarin yerine gegme potansiyeline sahiptirler. Bununla
birlikte kuantum noktalari, sitotoksik ve potansiyel olarak tehlikeli ozellikler
sergileyebilecek digerlerinin yani sira kadmiyum sitilfit, kadmiyum selenit, ¢inko
selenit gibi agir metallerden olusur. Katkili ¢inko siilfiirden (ZnS) olusan parlak bir
kuantum noktast (QD), agir metaller kullanilmadan basariyla sentezlendi. QD daha
sonra kanser hiicrelerinin hedefe yonelik goriintiilenmesini saglamak icin kanser
hedefleyici bir ligand olan folik asit (FA) ile islevsellestirildi. Folat reseptdrleri, cok

sayida kanser hiicresinde yiiksek ekspresyon seviyeleri sergiler ve bu onlarin, folat-



konjuge nanopartikiiller ile etkilesime girdikten sonra reseptor aracili endositozu

kolaylastirmasini saglar, dolayisiyla hiicre i¢i alim1 kolaylastirir. (Elieh vd., 2016).
2.3.1.4 Antibakteriyel ozellikler

Kitosanin aktibakteriyek o0zellikligi literatiirde ispatlanmistir. %0,025'1 asan
konsantrasyonlarda kitosan varliginda Escherichia coli'nin ¢gogalmasi engellenmistir.
Kitosan, Fusarium, Alternaria ve Helminthosporium dahil olmak {izere birgok
mikrobiyolojik tiiriin cogalmasini engelleme kapasitesine sahiptir. Kitosanin igerdigi
pozitif yiikkli amino gruplarinin bakteriler {izerindeki negatif yiikli gruplarla
etkilesime girmesi ve dolayisiyla biiyimelerini engellemesi muhtemeldir (Kumar vd.,
2020).

2.3.1.5 Yaslanma karsiti-kozmetik

Morganti vd. fosfatidilkolin ve linoleik asitten, hyaluronan ve kitin nanofibrilleriyle
nanokomplekslenmis blok kopolimer nanopartikiiller (BPN) olusturdular.
Nanoyapilar kapstillenmis kolesterol, kreatin, kafein, melatonin, E ve C vitaminleri ile
glisin ve arginin igerir. Konsept, kurucu bilesenlerin her birinin bu alanda belirli bir
etkinlik gosterdigi géz Oniline alindiginda, bu nanotasiyicilarin cildin yenilenmesi
amaciyla kullanilmasini igeriyordu. Yiiklii BPN tasiyan kitin nanofibrillerin cildine
uygulanan deneklerden olusan deney grubu, bir aylik tedavi periyodunun ardindan
artan yumusaklik ve hidrasyon seviyeleri sergiledi. Morganti vd. gore, BPN iceren
enjekte edilebilir aktif kitin nanofibrilinin uygulanmasi, tedavinin ilk 15 giinii i¢inde
hem ince kirigikliklarda hem de kirisiklik ¢izgilerinde 6nemli bir azalmayla sonuglandi
(Morganti vd., 2021). Ek olarak, telanjiektazi varliginda gozle goriiliir bir azalma
olmus, bu da yaslanma déneminde genel yiiz goriiniimiinde belirgin bir iyilesmeye yol

acmistir.
2.3.1.6 As1 adjuvan

Fareler ve kobaylar iizerinde yapilan arastirmalar, intranazal kitosan glutamat
uygulamasinin, difteri antijenine yanit olarak antikor iiretimini etkili bir sekilde
artirabildigine dair kanitlar gostermistir. CRM197 olarak bilinen bu antijen, ¢apraz
reaktivite sergileyen, difteri toksininin toksik olmayan bir ¢esididir. Mann vd. canli

viriis tehdidinin uygulandigi insan gribi i¢in klinik 6ncesi model olarak gelinciklerin
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kullanimini igeren bir ¢alisma yiriitmiistiir. Mann vd. kitosan glutamat ve N,N,N-
trimetillenmis kitosanin inaktive edilmis bir alt birim antijeni i¢in adjuvanlar olarak
potansiyelini incelemistir (Mann vd., 2014). Calismada kullanilan alt birim antijeni,
influenza antijeni A/Vietnam/1194'ten iretildi. Bu c¢alisma, Mills vd. tarafindan

arastirildigr gibi, kitosan adjuvaninin bir difteri asisinin etkinligi {izerindeki etkisini

incelemektedir (Mills vd., 2023).
2.4 Bradyporus sp. (Orthoptera, Insecta)
2.4.1 Bradyporus sp. *nin bilimsel simiflandirilmasi

Ust Alem  : Eukaryota

Alem : Animalia
Sube : Arthropoda
Siif . Insecta
Takim : Orthoptera

Alt takim : Ensifera

Aile : Tettigoniidae
Alt aile : Bradyporinae
Oymak : Bradyporini
Cins : Bradyporus
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Sekil 2.4. Bradyporus sp.’nin viicut yapis: (URL-1).

Bradyporus cinsinin giineydogu Avrupa'nin yani sira bati1 ve orta Asya bolgelerinde
de yasadig1 bilinmektedir (Sekil 2.4). Yukarida bahsedilen taksonomik siniflandirma,
onu Bradyporinae alt ailesi ve Bradyporini kabilesi i¢indeki tip cinsi olarak belirtir.
Bocekler, diyapoz olarak bilinen fizyolojik bir mekanizma yoluyla olumsuz iklim
kosullarinda hayatta kalabilmektedir (Duan vd., 2019). Bu siire¢ yumurta, larva, nimf,
pupa veya yetiskin asamalar1 dahil olmak iizere ¢esitli asamalarda gerceklesebilir ve
zorunlu veya istege bagl ozellikler sergileyebilir. Cogu bocekte, olumsuz cevresel
durumlara kars1 gii¢lii uyum saglama yeteneklerini gosteren asamalarin olusumu tipik
olarak gozlemlenir. Orthoptera bocek familyasinda diyapoz olusumu agirlikli olarak
embriyonik diapoz olarak bilinen embriyonik asamada gozlenir ve yetiskin donemi
boyunca ara sira diyapoz ornekleri goriiliir. Orthoptera tiirleri arasinda yumurtanin
dinlenmesi seklindeki diyapozun hakim bir 6zellik olmasi dikkat ¢ekicidir. Bahsedilen
fenomen, embriyonik gelisimin cesitli donemlerinde ortaya cikabilen embriyonik
diyapoz olarak bilinir (Haghighian vd., 2017). Tettigonidae ailesi, potansiyel olarak
bir, iki veya ii¢ yil siiren ve tek bir neslin olusmasina neden olan ¢esitli diyapoz
modelleri sergiler. Tettigonidlerin embriyonik gelisimi, toplam 26 asamadan olusan
bir dizi sekiz farkli agsamayla karakterize edilir. Diapoz olgusu embriyogenezin hem
erken gelisimini hem de son asamalarini etkileme potansiyeline sahiptir. Diapoz,
gelisimin gecici olarak durdurulmasina neden olan, dolayisiyla olgun embriyonun
ilerlemesini kesintiye ugratan bir olgudur. Tettigonidae'nin yasam dongiisii, baslangic
ve nihai diyapozun olusmasiyla belirlenir (Tougeron, 2019). Avrupa tettigoniidlerinin

yasam dongiisli, yumurta diyapoz doneminin uzunluguna gore belirlenen {i¢ gruba
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ayrilir. Birinci tip yillik yasam dongiisiinii kapsar. Bir organizmanin yillik veya iki
yilda bir gerceklesen yasam dongiisiini belirtir. Bitkiler veya hayvanlar gibi belirli
organizmalarin yasam dongiisii her iki yilda bir veya daha uzun bir siirede gerceklesir.
Birinci tiirde baslangigta diyapoz olusmaz. Ikinci tipte yumurtalar, istege bagl olarak
diisiik sicaklik ve/veya ebeveynin yasadigi kisa fotoperiyodun neden oldugu baslangig
diyapozuna girme potansiyeline sahiptir. Ugiincii tipte, hem erken hem de son
diyapozlar sergiler; yasam dongiisiiniin uzatilmis siiresi oncelikle uzun siireli ilk
diyapoza atfedilir. Bir¢ok bocekte yumurta asamasinda diyapozun meydana gelmesi,
kislama 6ncesi distik sicaklik, yaz boyunca yiiksek sicaklik ve annenin fotoperiyod
faktorii dahil olmak iizere cesitli faktorlerden etkilenir. Dollerde diyapozun
diizenlenmesi dogas1 geregi cogunlukla anneseldir ve hem fotoperiyottan hem de
sicakliktan etkilenir. Annenin fotoperiyodunun veya ebeveynlerin yasadigi
fotoperiyodun diyapozun olusumu ve orani iizerindeki etkisi bliylik 6nem tasimaktadir

(Haghighian vd., 2022).
2.5 Boceklerden Kitin ve Kitosan Ekstraksiyonu

Kitin, bocekler, kabuklular ve eklembacaklilar gibi cesitli eklem bacaklilar1 kapsayan
cok ¢esitli canlilarin dis iskeletlerinde bulunur. Kitin, seliiloz ile yapisal benzerlikleri
paylasan, dogal olarak olusan bir polisakkarittir. Dogada yaygin olarak bulunmaktadir
ve kozmetik, tarim, saglik, biyolojik malzeme biliminin yan1 sira biyoteknoloji gibi
cesitli alanlarda yaygin kullanim alani bulmaktadir. Cesitli canli organizmalarin dig
iskeletinin yapisal bileseni olarak hizmet veren kitin, en bol bulunan ikinci dogal
polimer olmasina ragmen, ticari kitinin tiretimi ¢cogunlukla yengeg, karides ve kril gibi
siurli sayida organizmaya dayanir. Sonug olarak, kitin ve 6zellikleri {izerine yapilan
onceki aragtirmalar dncelikle bu organizmalara odaklanmistir (Ehrlich vd., 2013; Kaya
vd., 2015).

Bal aris1 (Apis mellifera), ipekbocegi, bocek larvasi kiitikiil, karasinek ve yaban arisi
dahil olmak {izere yaygin olarak dagitilan Insecta tiirlerinin kitosan ve Kkitin
kompozisyonunu degerlendirmek i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bununla
birlikte, kitin bilesimi ve 6zellikleri heniiz tam olarak incelenmemis 6nemli sayida
sosyal organizma bulunmaktadir. Bazi tiirler diinyanin farkli bolgelerinde goriilen asir
iireme desenleri nedeniyle tarim alanlar1 i¢in tehdit olusturmaktadir. Ayrica bu tiirler

erken oliimlere yol agarak cevre kirliligine de katkida bulunmaktadir. Yenge¢ ve

13



karideslerin  kiiresel ~ekonomik  sOmiiriisii  ¢ogunlukla  kitin  igeriinden
kaynaklanmaktadir (Majtan vd., 2017). Son yillarda, tiim boceklerin kiitikiillerini
olusturan kitinin ortak 6zelligi ile Insecta'nin yaklasik iki milyon farkl tiirii kiiresel
olarak taninmaktadir. Bununla birlikte, kitin ekstraksiyonu i¢in bocek somiiriistiniin

kapsamli incelemesi mevcut literatiirde yeterince arastirilmamistir (Ai vd., 2018).

Son yillarda, bir grup bilim insani g¢esitli boceklerin tirnak etleri iizerinde bir analiz
gerceklestirmistir. Liu vd. bir bocek tiirii olan Holotrichia paralela'nin kitin ig¢erigini
degerlendirmek icin bir ¢alisma yapmis ve yaklasik %15 oraninda kitin igerdigini
kesfetmistir. Bulgular1, bu spesifik bocek tiiriiniin 6nemli bir kitin kaynagi olarak
hizmet etme potansiyeline sahip oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte, bu sosyal
tiirlerin toplanip degerli bir kitin kaynagi olarak kullanilma potansiyeli vardir. Bu
organizmalarin sosyal dogasi, kitin ve tiirevlerinin iiretiminde olas1 uygunluklarina

dair kanit saglar (Liu vd., 2012).

Kitosanin antibakteriyel, antikanser ve hemostatik niteliklerin yani sira yara iyilesme
stirecini hizlandirma yetenegi gibi bir dizi 6nemli biyolojik 6zellige sahip oldugu tespit
edilmistir. Salmabi ve Seema'ya gore Kitosan, diger dogal antimikrobiyal formlarla
karsilastirildiginda ¢ok sayida avantaja sahiptir (Salmabi ve Seema, 2013). Bu faydalar
arasinda artan antimikrobiyal aktivite, daha genis bir etkinlik araligi, daha hizlh
mikrobiyal yok etme ve daha diisiik memeli hiicre toksisitesi yer alir. Iki ¢ekirge
tiriiniin kitinlerinin analizi alfa konformasyonunu gosterdi. Bu 6nemli maddenin
alternatif saglayicilari arasinda bu ¢ekirge tiirleri bulunmaktadir. Bu ¢alismada iki siirii
halinde yasayan g¢ekirge tiiriinlin kitosan ve kitin igerigi incelenmistir. Son yillarda
kitosan tiirevlerinin antioksidan yeteneklerini inceleyen c¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Calismalarda kullanilan kitosan Ornekleri karides, yengeg ve
mantarlardan alinmistir. Ortopteran kitosan'in antioksidan 6zelliklerini ¢ikaran ve

degerlendiren ¢aligmalar da literatiirde mevcuttur (Charernsriwilaiwat vd., 2020).
2.6 Kitosan Film Uretim Teknikleri

Kitosan filmleri, aglikon geniposidik asit ile ¢apraz baglanma (Mi vd., 2006), Gg¢li
kitosan-glukomann-nisin sistemleri (Mi vd., 2016), nisasta kitosaninin ferulik asitle
harmanlanmasi1 (Mathew vd., 2018) ve sarimsak yagi, potasyum sorbat ve nisinin

entegrasyonu dahil olmak ftizere birgok yontem kullanilarak iiretilebilir. Dogal
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diinyada en yaygin ikinci polisakkarit olan kitosan, toksik olmama, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ve antibakteriyel 6zellikler gibi dikkate deger 6zelliklere sahiptir. Bu
Ozellikler paketleme uygulamalar1 alaninda biiyiik ilgi géormiistiir. Kitosan, kitinin
deasetilasyonu islemiyle elde edilen dogal olarak olusan bir polimerdir. Kitinin
kendisinin ¢ogu ¢oziiciide ¢oziinmedigi bilinmektedir. Kullanicinin metni akademik
anlamda yeniden yazilacak herhangi bir bilgi icermemektedir. Meyve yiizeyinde ince
bir film olusturmasi, nem ve aroma kaybini Onlemesi, oksijenin bitki dokusuna
niifuzunu engellemesi veya mikroorganizmalarin biiylimesi ve uygulama giivenligi
gibi olumlu 6zelliklerinden dolay1 kitosan kaplamanin kullanimi biiyiik ilgi gdrmiistiir.
Iki toplu Orthoptera tiirii, Khubiev ve digerleri tarafindan gosterildigi gibi FTIR, TGA,
XRD, SEM tekniklerinin kullanimiyla etkili bir sekilde izole edilebilen ve

tanimlanabilen kitin ve kitosan yapilarina sahiptir (Khubiev vd., 2017).
2.6.1 Kizilotesi analiz (FTIR)

Fourier Dontisiimii, frekans alanindaki fonksiyonlart ve sinyalleri analiz etmek igin
kullanilan matematiksel bir tekniktir. Bir fonksiyonu veya sinyali kizilGtesi
spektroskopiye ayristirir, alternatif olarak “FTIR analizi” veya “FTIR spektroskopisi”
olarak da anilir, organik bilesikler, polimerler ve bazen de inorganik maddeler de dahil
olmak {izere birgok malzeme tiirlinii tanimlamak amaciyla kullanilan bilimsel bir
yontemdir. FTIR analiz teknigi, test numunelerini sorgulamak ve kimyasal
ozelliklerini aragtirmak i¢in kizilotesi radyasyon kullanir (Griffiths vd., 2020). Fourier
Déniisiimii Kizildtesi (FTIR) cihazi, yaklasik 10.000 ila 100 cm™ araliginda kiziltesi
radyasyon yayar ve bu daha sonra belirli bir numune araciligiyla iletilir. Bu islem
sirasinda radyasyonun bir kism1 numune tarafindan emilirken geri kalan kismu iletilir.
Gelen radyasyon, numunede bulunan molekiillerle etkilesimler yoluyla donme ve/veya
titresim enerjisine donistiiriiliir. Dedektorde gézlemlenen sinyal, tipik olarak 4000 cm”
!jla 400 cm™ araligimi kapsayan ve analiz edilen numunenin molekiiler parmak izi
gorevi goren bir spektrum olarak ortaya c¢ikar. Her molekiil veya kimyasal yapi
tarafindan iiretilen benzersiz spektral parmak izi, FTIR analizini kimyasal tanimlama

icin degerli bir teknik haline getirir.

Dogal olarak olusan kitinin {i¢ farkli kristal formu vardir: o, B ve y (Liu vd., 2020).
Fourier Doniistimii Kizil6tesi (FTIR) spektral analizi, kitinlerin kristal yapisina iliskin

degerli bilgiler vermektedir. B-Kitinin FTIR spektrumu 1650 ve 1550/cm?'de bantlara
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sahipken, o yapist 1650 ve 1620/cm?de farkli bantlarla ayirt edilir. Dogal kitinin
baskin formu a-kitindir. C. barbarus'tan elde edilen kitinin FTIR spektrumlari, 1652
ve 1621/cm dalga sayilarinda goriilen zirvelerle (tepe pik noktasi) kanitlandigi gibi, a

formunun gostergesi olan bantlar sergileyerek de kanitlanmistir (Gomes vd., 2018).
2.6.2 Termogravimetrik analiz (TGA/DTG)

Termogravimetrik analiz (TGA), termal stabiliteyi belirlemek ve ucucu bilesenleri
Olcmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Bu yontem, kontrollii 1sitma sirasinda numune
agirhi@indaki degisiklikleri izler. Hizi, maliyeti ve kullanim kolayligi nedeniyle TGA,
lignoseliilozik biyokiitle kompozisyon analizi i¢in umut verici bir yontemdir. Gomes
vd. o-seliiloz ve hemiseliiloz miktarlarimi 6lgmek i¢in TGA'nin 1slak kimyasal
yontemlerden daha dogru oldugunu &ne siirmiislerdir (Gomes vd., 2018). On islemden
sonra Avicel, kayin agaci, alkali lignin, dalli otu ve misir sobas1 lignin de seliiloz ve
hemiseliilloz agisindan TGA kullanilarak test edilmistir. Termogravimetrik analiz,
yiilksek verimi nedeniyle lignin degerlendirmesi i¢in idealdir. Bu yontem zarar

vericidir ve sicakligin artmasi polimer analitlerini degistirebilir (Lupoi vd., 2015).
2.6.3 XRD teknikleri

Yaygin olarak XRD olarak adlandirilan X-1s1m1 kirinim analizi, malzeme bilimi
alaninda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Temel amaci belirli bir malzemenin
kristalografik yapisini tespit etmektir. XRD, bir malzemenin gelen X 1sinlarina maruz
birakilmasini ve ardindan malzemeden yayillan X isinlarinin yogunluklarinin ve
sacgilma agilariin analiz edilmesini igeren bir tekniktir. C. barbarus ve O. dekorus'tan
elde edilen alfa kitinler, 26 = 5° ila 45° agisal araliginda X-1s11 kirinim olgtimlerine

tabi tutulmustur (Kaya vd., 2015).
2.6.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM) teknikleri

Taramali elektron mikroskobu (SEM), miligramlarca malzeme kullanarak parcacik
boyutunu, seklini ve dokusunu analiz eder. SEM, numuneyi paralel kanallar boyunca
hareket ettirmek i¢in dar bir elektron 1sin1 kullanir. Bosch vd. C. barbarus ve O.
dekorus kitin ve kitosanin yiizey morfolojilerini incelemistir. Her iki tiiriin kitinleri de
piiriizsiiz yiizeylere sahiptir (Bosch vd., 2023). Buna karsilik, her iki tiirden elde edilen

kitosanlarin gézenekli, gozenek caplar1 100 ila 200 nm arasinda degisen degerlere
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sahiptir ve nanofibriler, fibril boyutlar1 10 ila 60 nm arasinda degisen bir yiizey yapisi
goriilmektedir. O. Decorus'tan elde edilen kitosan nanoliflerinin berrakliginin, C.
barbarus'tan elde edilen nanoliflerden daha iistiin oldugu goriilmiistiir. iki Ortoptera
tiirlinden elde edilen kitosan ve kitinlerin SEM goriintiileri diger organizmalarda

gozlenenlerle benzerlikler gostermistir (Kaya vd., 2015).
2.7 Kitosan Filmlerin Biyomedikal Uygulamalar:

Kitosanin antibakteriyel film iiretiminde kullanilmasi dikkat g¢ekici bir uygulama
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kritchenkov vd. yaptig1 ¢alismada bahsedilen filmler
gida ambalaj malzemesi olarak hizmet vermektedir (Kritchenkov vd., 2019). Baslica
islevleri, gidanin bozulmasindan sorumlu bakterilerin ¢cogalmasini engelleyerek gida
iriinlerinin raf dmriinli uzatmaktir. Ayrica, kitosan bazli filmlerin tibbi alanda yaralar
sarmak i¢in bir ara¢ olarak kullanildigr gozlemlenmektedir, bu nedenle bakteriyel
enfeksiyonlar1 engelleme ve yara iyilesme siirecini hizlandirma kabiliyeti sergiler

(Munoz-Tebar vd., 2023).

Kitosan filmleri, antibiyotiklerin veya diger tibbi maddelerin kontrollii salinimin
kolaylastiran ilag dagitim sistemleri olarak hizmet etme potansiyeline sahiptir. Kitosan

filmlerin biyomedikal uygulamalar1 asagidaki gibi listelenebilir.

1. Kitosanin Kimyasal Yapisi ve Sentezi: Kitosanin molekiiler bilesimine genel bakis,
temel fonksiyonel gruplart ve polimerizasyon derecesinin vurgulanmasi. Ayrica,
kitosan sentezi i¢in kullanilan cesitli teknikler, kitinin deasetilasyon prosesinin yani
sira belirli enzimlerin veya mikroorganizmalarin kullanimini da kapsamaktadir (Tang

vd., 2023).

2. Kitosanin Antibakteriyel Ozellikleri ve Etki Mekanizmalart: Molekiiler agirlik,
deasetilasyon derecesi ve c¢evresel faktorler dahil olmak iizere antimikrobiyal
aktivitesini etkileyen gesitli faktorlerin incelenmesi. Kitosan ayrica hiicre zarlarim
parcalayarak, besin maddelerini selatlayarak ve gen ifadesine miidahale ederek

bakterileri 6ldiiriir (Tavakoli vd., 2023).

3. Antibakteriyel kitosan filmlerin siniflandirilmasi: Kitosan, metal nanopartikiiller,

metal oksit nanopartikiiller, grafen, fulleren veya tiirevleri ve bitki 6zlerinden yapilmis
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filmler incelenmektedir. Khubiev vd. gesitli filmlerin sentezini, 6zelliklerini ve tibbi

ve gida uygulamalarini arastirmaktadir (Khubiev vd., 2023) (Sekil 2.5).

4. Gida endiistrisinde kitosan bazl filmlerin kullanimi, gida glivenligini ve kalitesini
artirma potansiyelleri ag¢isindan arastirilmaktadir. Tavakoli vd. bu filmlerin,
mikrobiyolojik kontaminasyonu 6nleme, oksidasyonu azaltma ve mekanik ve bariyer
niteliklerini gelistirme yeteneklerini igeren cesitli uygulamalarini arastirmistir

(Tavakoli vd., 2023).

5. Tang vd. kitosan filmin tibbi kullanimlarin1 arastirmistir. Yara pansumanlarinda,

ilag dagitiminda ve doku miihendisligi iskelelerinde kullanilir (Tang vd., 2023)

C KITOSANIN ISLENMESI )

Enzlmatlkdeasetllasvu:rn

I’ Alkali deasetilasyon ] @\r Mlkru:rhl‘,ralfermantasvu:rn]
@ < fre?

rj;p KITOSAN Q;\_\J

Solvent dékim LBL montaji

C KITOSANIN HAZIRLANMASI )

Sekil 2.5. Kitosanin islenmesi ve kitosan bazli filmlerin hazirlanma yontemleri
(Khubiev vd., 2023).

2.8 Insan Hiicre Hatti (HEK293) ve Insan Hiicre Hatlarinda Kitosanin
Sitotoksisite Testi

2.8.1 insan hiicre hatti (HEK293)

Insan embriyonik bdbreginden elde edilen oliimsiizlestirilmis hiicreleri iceren
HEK?293 hiicre hatti, bilimsel ¢caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhou vd.,
2022). 1970'lerdeki baslangicindan bu yana, bu direngli ve hizla genisleyen hiicre hatt1
ve varyantlari, reseptor sinyalleme ¢aligmalarinda, kanser arastirmalarinda ve biiyiik
Ol¢ekte protein lretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Giintimiizde CRISPR-

tabanli genom miihendisligine iliskin arasgtirmalarda da siklikla kullanilmaktadirlar.
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Hiicre hatti, soyu agiklanmayan, yalniz, saglikli, goniillii olarak kiirtajla alinmig bir
disi fetiisten tiiretilmistir. HEK hiicre hattinin 6liimsiizlestirilmesi, AdS5, E1A ve E1B
genlerinin genomuna dahil edilmesiyle saglandi; bu, sirasiyla hiicre dongiisi
diizenlemesinin bozulmasina ve apoptozun inhibisyonuna yol acti. Ad5'in dahil
edilmesi, 6zellikle CMV promotdriinii kapsayan plazmit vektorleri iginde barindirilan
proteinler durumunda, yiiksek miktarlarda rekombinant protein sentezinin elde
edilmesini kolaylastirir. Bu hiicre hattinin yaygin kullanimi, Malm vd. tarafindan
vurgulandig1 gibi, rekombinant proteinlerin yiiksek verimli {liretim kapasitesine

atfedilebilir (Malm vd., 2020).
2.8.2 HEK?293 hiicre morfolojisi

HEK?293 hiicrelerinin morfolojisi epitelyal olarak karakterize edilir. Bununla birlikte,
fetal bobrekten tiiretilen spesifik hiicresel soy, dliimsiizlestirilmesinden 6nce kapsamli
bir karakterizasyon eksikligi nedeniyle tanimlanamamistir. Ad5'in hiicresel genoma
entegrasyonu, hem hiicrenin fenotipi hem de genlerinin ekspresyonu iizerinde 6nemli

bir etki yapmis olabilir (Gudmundsson vd., 2020).

Embriyonik bobrekler agirlikli olarak endotel, epitel ve fibroblast hiicrelerinden
olusur. Bu nedenle HEK293 hiicrelerinin bu hiicresel kategorilerden birine ait olmasi
kuvvetle muhtemeldir. Bununla birlikte, bu hiicrelerin kimligine iliskin baz1 mRNA
ve gen lrilinlerinin tespiti nedeniyle ndronal hiicreler olabilecegini 6ne siiren

varsayimlar mevcuttur (Malm vd., 2020).
2.8.3 Kitosamin sitotoksik ozellikleri

Kitosan biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu ve toksik olmayan 6zellikleriyle
taninmaktadir ve bu da onu ilag ve gida endiistrilerinde kullanim i¢in uygun bir
malzeme haline getirmektedir (Wimardhani vd., 2015). Egusa vd. yaptigi bir
aragtirmaya gore, kitosanin tiimor hiicreleri iizerinde otonom etkiler gosterdigi ve
hiicresel metabolizmay1 bozarak apoptozu tetikledigi bulunmustur (Egusa vd., 2015).
Yara iyilesmesi ve osteogenezin desteklenmesiyle iliskili bir bilesik olan hyaluronik
asit ile benzerlik gdsteren bir madde olan kitosan'in kimyasal bilesimine 6nemli dl¢iide

odaklanilmistir.
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Kitosan mikrokiireleri, mukoadezif ajanlar olarak potansiyellerini, yani canlilarda
bulunan mukoza zarlarma yapisma yeteneklerini degerlendirmek amaciyla
karakterizasyona tabi tutulmustur. Aktiflestirilmis makrofajlar ve notrofillerde
bulunan ve ayrica karaciger, akciger, tiroid bezi, kalp ve mide gibi bircok organda
ifade edilen kitinazlar, insan viicudundaki kitini hidrolize etme yetenegine sahiptir
(Ohno vd., 2023). Arastirmalar, insan makrofajlarindaki kitinin bozulmasinin, istilact
patojenlerin kitindz dig koruma yapilarina kars1 bir bagisiklik tepkisi olarak kitosan'in
tahrip olmasina yol agtigin1 gostermistir. Canli organizmalarin kitini ve kitosani
pargalama yetenegi, bunlarin tibbi uygulamalarinda, 6zellikle de canli bir organizma
icinde yeni olusan dokunun yeniden sekillenmesinde ve degistirilmesinde ¢ok dnemli

bir rol oynar (Pradines vd., 2015; Li vd., 2021).

Kitosan konsantrasyonu ile malign ve kanserli olmayan hiicrelerin davraniglari
arasindaki iliskiyi incelerken iki {istel yasa gozlemlenebilir. Ek olarak Cheng vd.
kitosan i¢in ¢oziicii olarak asetik asit kullaniminin hayatta kalan fraksiyonlar tizerinde
onemli bir etkisinin olmadigini belirtmistir (Cheng vd., 2016). Diisiik molekiil agirlikli
kitosan filmlerinin sitotoksik etkisi konsantrasyona baglidir. Hiicre kiiltiirii siireci
boyunca elde edilen normal ve seyrek koloniler olmak tizere iki farkli hiicre kolonisi
tirii vardir. Yalnizca kitosan filmleri seyrek niifuslu koloniler sergilemistir. Ayrica
diisiik kitosan konsantrasyonlarinda hiicre boliinmelerinin  meydana  geldigi
gbézlemlenmistir. Bu durumlarda hiicreler, hiicre bilesenlerinin "tomurcuklanma"
olarak bilinen bir silire¢ yoluyla apoptotik cisimlere parcalanmasi gibi herhangi bir
apoptoz belirtisi gostermezler. Bunun yerine hiicreler Petri kaplarinin yiizeylerinde
aktif olarak ¢ogalir ve go¢c eder. Yukarida belirtilen gozlemler, kitosan
sitotoksisitesinin birincil nedeninin yapiskanlik eksikligi olmadigini diisiindiirebilir.
Ancak daha sonraki aragtirmalar, apoptoza benzeyen nekroz ve hiicre oliimii
orneklerini ortaya ¢ikarmistir. Li vd. pozitif yiiklere sahip kitosan molekiilleri ile
negatif yiiklere sahip hiicre zarlar1 arasindaki etkilesime atfedilebilecek hiicre zarinin
kirilmasindan kaynaklanan hiicre i¢i igerik sizintisinin olusumunu destekleyen kanitlar
sunmustur (Li vd., 2021). Ek olarak, nekrozun, 6zellikle malign hiicrelerde, kitosan
nanopartikiillerinin varliginda hiicresel 0&liime katkida bulunan altta yatan

mekanizmalardan biri olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Pradines vd., 2015).
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Baz1 calismalar kitosan'in normal hiicrelere karsi toksik olmayan veya daha az toksik
yapisini vurgulamistir (Pradines vd., 2015). Diisiik kitosan konsantrasyonlarinin hiicre
kiltiirleri lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig literatiirde gosterilmistir. Ancak
yiiksek konsantrasyondaki kitosanin hem kanserli hem de normal hiicreler {izerinde
zararli etkiye sahip olabilecegi gozlenmistir. Sikica paketlenmis membran
lipitlerindeki birincil baglanma mekanizmasi, agirlikli olarak kitosan molekiillerinin
NH3+ gruplann ile fosfolipidlerin negatif yiiklii fosforil gruplar1 arasindaki
elektrostatik etkilesimlere atfedilir. Cheng ve digerlerine gore, fosfolipid igeriginin
hiicresel dontigim ve tiimdrlerin ilerlemesi ile birlikte artis egilimi gosterdigi
gosterilmistir (Cheng vd., 2016). Onceki yillarda, meme kanseri dokusundan elde
edilen Ornekler iizerinde yapilan lipit testleri, kanserli olmayan komsu saglikli meme
dokusuyla karsilastirildiginda fosfolipit seviyelerinde kayda deger bir artis oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. Kanser hiicrelerinin fosfolipid igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
normal hiicrelere gore kitosan'a kars1 daha fazla hassasiyet gosterdigi ileri siiriilebilir.
Ancak normal hiicrelerin kitosan soliisyonlarina tamamen duyarsiz oldugu iddia

edilemez (Oberemko vd., 2019).
2.9 Kitosamin insan Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkileri

Kitosan nanopartikiilleri, diger nanopartikiil ¢esitleriyle birlikte kanser hiicrelerine
karsi sitotoksik ozellikler gdsterirken normal hiicrelere karsi sinirli toksisite sergiler.
Gozlemlenen fenomen, kitosan nanopartikiillerinin kanser tedavileri i¢in bir dagitim
sistemi olarak kullanilmasina yonelik bazi ¢ikarimlar sunmaktadir. Zebra baligindaki
nanopartikiillerin sitotoksisitesi, stvinin konsantrasyonu, maruz kalma stiresi ve pH"
gibi faktorlerden etkilenebilir. Nanoparcaciklara maruz kalmanin, farkl hiicre dizileri

arasinda cesitli derecelerde toksisite ortaya ¢ikardigi bulunmustur (Zoe vd., 2023).

Son donemlerde bir¢cok deneysel ¢aligmanin ¢ok sayida hiicre hatti boyunca farkl
parametrelerin  incelenmesini, ¢esitli  bilesiklerin  kitosan nanopartikiillerine
yiiklenmesini ve kitosan nanopartikiillerinin birden fazla formunun test edilmesini
kapsamasi dikkat ¢ekicidir. Toksik, toksik olmayan veya belirlenemeyen dahil olmak
tizere toksisite seviyelerinin siniflandirmasi, toksisitenin goriildiigii testlere yonelik
baglamsal agiklamalarla birlikte atanir (Sahariah vd., 2017). Belirli bir deneyin
hiicresel etkileri bulurken agikca toksik olmadigini iddia ettigi durumlarda, deney

yalnizca yazarlarin gézlemlenen toksisitenin 6nemsizligini géstermek i¢in istatistiksel
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bir analiz yapmasi durumunda "toksik olmayan" olarak smiflandirilabilir. Ozetle,
incelenen organlar arasinda gozler ve agiz en diisiik diizeyde toksisite sergilemektedir.
Calismalarda sunulan bulgular, kitosan'in sadece gozleri tahris etmeyen bir dagitim
sistemi olarak umut vaat ettigini, ayn1 zamanda degistirilmis bir salim formiilasyonu
olarak da potansiyel gosterdigini gostermektedir. Bu fenomenin kalp i¢in de gegerli
oldugu 6ngoriilmektedir. Bununla birlikte, bu toksisiteyi destekleyen kanitlar, in vivo
bulgular sunan okiiler ¢alismalarin aksine, esas olarak in vitro arastirmalardan
kaynaklanmaktadir. Karaciger, kolon, kaslar, akcigerler ve beyin durumunda, bir¢ok
organizma arasinda bulgularda farkliliklar bulunmaktadir ve bu durum, toksisite
kaliplarim1  agikliga kavusturmak igin daha fazla aragtirma yapilmasini

gerektirmektedir (Aranaz vd., 2018).
2.9.1 Kitosamin HEK insan hiicreleri iizerindeki toksik etkileri

Modifiye edilmis nanopartikiiller alanindaki hizlandirilmis ilerlemeler, bunlarin 6zel
olarak tasarlandiklari ¢esitli patolojik bozukluklar: ele almadaki dogal etkinliklerine
atfedilebilir. Ancak yarattiklar1 olumsuz etkileri de g6z ardi etmemek gerekir.
Yiiriitiilen bir calisma, kurkumin (CU) igeren fosfatidilserin (PS) kapli kitosan (CS)
nanopartikiillerinin (NP'ler) etkisini arastirirken, bu nanopartikiillerin daha sonra insan
embriyonik bobrek hiicreleri (HEK 293) iizerindeki potansiyel sitotoksik ve
genotoksik etkilerini degerlendirmektedir. Degerlendirmeler genellikle insan
embriyonik bobreklerinden tiiretilen HEK 293 hiicre hatlar {izerinde kalorimetrik bir
teknik olan MTT tahlili kullanilarak gergeklestirilmektedir. Metodolojinin temelindeki
mekanizma, canli hiicrelerin MTT'yi1 farkl bir renk sergileyen formazana doniistiirme
yeteneginde yatmaktadir. Uretilen formazan miktar hiicre canliligmin bir gdstergesi

olarak hizmet etmektedir (Zheng vd., 2016).

Dogal olarak tiiretilmis bir polimer olan kitosan, nanopartikiillerin (NP'ler) iiretiminde
kullanilmistir. Bu NP'ler, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, azaltilmig
toksisite, hazirlanma kolayligi ve etkili ilag dagitim sistemleri (DDS'ler) olarak hizmet
edebilme yetenegi gibi arzu edilen 6zelliklere sahiptir. Ayrica kitosan'in Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve ilag idaresi (ABD FDA) tarafindan Genel Olarak Giivenli
Olarak Kabul Edilen (GRAS) olarak siniflandirildigini da belirtmek gerekir. Kitosan
nanopartikiilleri (NP'ler), oral, oftalmik, pulmoner, nazal, mukozal, bukkal ve vajinal

uygulama dahil olmak {izere c¢esitli yollarla ilag dagitimi i¢in kullanilmistir. Ayrica
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gen transferi, as1 uygulamasi ve ileri kanser tedavisindeki potansiyel kullanimlari
tizerine kapsamli arastirmalar yapilmistir. Kitosan nanopartikiillerinin (NP'ler) viral
enfeksiyonlarla miicadelede yenilik¢i terapotik ajanlar olarak hizmet etme
potansiyeline sahip oldugunu goésteren ¢ok sayida bilgi bulunmaktadir (Boroumand
vd., 2021).

CH bilesigi, sert ve esnek olmayan, farkli uzunluklarda ve molekiil agirliklarinda
nitrojen i¢eren polisakkarit zincirlerinden olusan beyaz bir toz formunda elde edilebilir
(Badawy ve Rabea, 2011). Ayrica CH bilesigi, dogal toksik olmayan yapisi, dogal
olarak bozunma kapasitesi ve kendine 6zgii antibakteriyel yeteneklere sahip olmasi
nedeniyle ¢ok ¢esitli uygulamalara sahiptir. CH bilesigi biyomedikal preparatlar,
genetik miihendisligi, tarim sektorii, cevre kirliligi yonetimi, gida isleme, kagit
iretimi, fotograf¢ilik ve su aritma gibi ¢esitli alanlarda uygulama alani bulmustur
(Cheba, 2011). Ingle ve digerlerinin belirttigi gibi, CHNP'lerin kii¢iik boyutu ilgi
¢ekici arayiiz ve yiizey etkilerine yol agmaktadir (Ingle vd., 2008). Bir¢ok ¢alisma,
karbon-hidrojen nanopartikiillerinin (CH NP'lerin) viral enfeksiyonlarla miicadelede

yeni terapotik miidahaleler olarak umut vaat ettigini 6ne stirmektedir.
2.9.2 Kitosan antimikrobiyal verimliligi

Kitosanin 6zellikle sulu ortamlarinda belirgin olan dogal antibakteriyel 6zelliklere
sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Kitosanin antibakteriyel aktivitesi,
pozitif yiiklii kitosan molekiilleri ile negatif yiiklii bakteri zar1 arasindaki etkilesimle
aciklanabilir, bu da bakteri hiicresinin par¢alanmasina ve ardindan 6liimiine yol acar
(Muyjtaba vd., 2017). Disk difiizyon testinden elde edilen bulgulara dayanarak,
kitosan/CNC kompozit filmlerin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644'e karsi
bakterisidal etki gosterdigi gdzlenmistir. Buna karsilik bu filmlerin Escherichia coli
ATCC 35218 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923'ye karsi bakteriyostatik etki
gosterdigi gorilmistiir (Devlieghere vd., 2014). Degisen konsantrasyonlarda CNC
iceren kitosan kompozit filmler hem insan hem de gida patojenlerine kars1 6,31 ila
16,05 mm arasinda degisen inhibisyon bdlgesi degerleri sergilemistir. Mujtaba vd.
(2017), CS numunesinde L. monocytogenes ATCC 7644'e karsi gozlemlenen
inhibisyon boélgesinin bulunmadigint rapor etmislerdir. Ancak incelenen diger

numuneler farkli inhibisyon boélgeleri sergilemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
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ampisiline maruz birakildiginda degerlendirilen patojenik bakterilerin hig¢birinde
inhibisyon bolgesi gozlenmemistir. Gézlemlenen sonug, ampisiline karsi teste tabi
tutulan tiim bakterilerin direng¢ kazanmasma baglanabilir. CS30CNC filmi,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853'e karsi en giiglii antibakteriyel etkiyi
sergilemistir ancak Listeria monocytogenes ATCC 7644'e karsi etkinligi nispeten daha
diisiiktiir. CS'den olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda, degisen oranlarda (%5,
%10, %20 ve %30) CNC iceren diger numuneler, antibakteriyel etkinliklerinde
giderek artan bir artis sergilemistir. Ouattara vd. keten seliiloz nanokristallerinin dahil
edilmesinin, kitosan kompozit filmlerin antibakteriyel etkinligini onemli Ol¢ilide

arttirdigini belirtmektedir (Outtara vd., 2020).
2.9.3 Kanser hiicrelerine karsi kitosan nano polimerleri

Nanopolimerler, dncelikle agiz yoluyla alinimi takiben gastrointestinal sistemdeki
yiikksek emilebilirlikleri nedeniyle, kanser tedavisinde ila¢ tastyicilari olarak hizmet
etmek i¢in umut verici bir segenek olarak ortaya ¢ikmistir (Shanmuganathan vd.,
2019). Kanser terapétikleri, kapsiilleme veya dogrudan baglanma yontemleriyle
ChNP'lere dahil edilebilir. Ilaclar tamamen kitosan c¢ozeltisi ile birlestirilir ve daha
sonra kendi kendine birlesmeye izin verilir. ChNP'ler, karisimin emiilsifikasyon
islemiyle kapsiiller, kiireler veya miseller gibi yapilar olugturmak i¢in kendi kendine
bir araya gelir. Kitosan nanosferi, hidrofobik ilaglar1 barindiracak sekilde 6zel olarak
tasarlanmis kat1 bir g¢ekirdek ile karakterize edilir. Sekil 2.6’da gosterildigi gibi,
kitosan nanokiirelerinin dahil edilmesi, gelismis stabilite, homojen boyut ve
diizenlenmis ila¢ hedefleme yetenekleri ile sonu¢lanir. Bazi durumlarda ChNP'lerin
hassasiyeti ve segiciligi daha fazla aritma yoluyla artirilabilir. Polietilen glikol (PEG),
hedefleme ligandlar1 ve pH'a duyarli veya hipotermik polimer konjugatlarinin
eklenmesinin gegerli bir yaklasim oldugu gosterilmistir (Fu vd., 2016). Kanser
ilaglarinin kitosan polimerinden salinmast hem dis uyaranlarla (1s1k, ultrason,
manyetik alan ve mekanik stres gibi) hem de i¢ uyaranlarla (pH veya sicakliktaki
degisikliklerin yan1 sira biyomolekiiler aktiviteler dahil) kolaylastirilir (Key vd.,
2017). Cevredeki yukarida bahsedilen degisiklikler, sistemden bir tepki ortaya ¢ikarir
ve kanserli hiicreleri hedef alan farmasotik ajanlarin daha sonra salinmasina yol agar.
ChNP'leri igeren kanser tedavisi sirasinda kitosan, hiicresel metabolizmayr ve

proliferasyonu bozarak tiimoriin neden oldugu hiicreleri spesifik olarak hedef alir ve
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sonucta tiimor hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesine yol agar. Buna ek olarak
kitosanin agiz yoluyla uygulanmasinin kolon kanserli bireylerde kanser Oncesi
lezyonlarin gelisimini azalttigi bulunmustur (Shanmuganathan vd., 2019). Onceki
arastirmalardan elde edilen bulgular, diisiik molekiiler agirlikli kitosan ve Kito
oligosakaritlerin kullanimiyla kanser hiicrelerinin uyarilmasinin goézlemlendigini
gostermektedir. Nanopartikiiller genellikle insan antikorlar1 tarafindan ekzojen
varliklar olarak kabul edilir. Ozellikle kan plazmasi ve lipoproteinler ve immiinolojik
proteinler gibi diger doku bilesenleriyle iliskili olarak adsorpsiyon siireci,
retikiiloendotelyal sistemin tanima yeteneklerini arttirir. ChNP'ler makrofajlar
tarafindan fagositoza ugrar ve daha sonra salindiktan sonra kan dolagimina girer.
ChNP'lerin  yiizey yiikii, plazma proteinlerinin adsorpsiyonunu kolaylastirir,
dolayisiyla bunlarin makrofajlar tarafindan tespit edilmesine yardimer olur (Fu vd.,
2016). Bu siireg, ilaglarin tiimor dokusuna etkili bir sekilde sizmasini kolaylastirir.
Yiiksek yiizey potansiyeli, belirgin polarite ve amfipatik veya hidrofilik 6zellikler
sergileyen ChNP'ler, hiicresel alim ve dokularda uzun siireli tutulma i¢in ytiksek bir

egilim gostermektedir (Azhdarzadeh vd., 2016).
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Sekil 2.6. Antikanser ilaclarinin kitosan nanotasiyicilarindan dis veya i¢ uyaranlara
yanit olarak salinmasi.

2.9.4 Kitosan bazh nanopartikiillere dayah uyaranlara duyarh malzemeler

Son zamanlarda, diizenlenmis bir salim profili sergileyen hedefe yonelik ila¢ dagitim
sistemlerinin gelistirilmesinde ilerlemeler olmustur. Bununla birlikte, bu yontemlerin
in vivo etkinligi, kimyasal ajanlarin kanserli hedef hiicreye erken ve yetersiz salinmasi
gibi belirli sinirlamalar nedeniyle engellenebilir (Herdiana vd., 2021). Belirli dig veya

i¢ uyaranlara yanit olarak ilaclarin kontrollii saliniminit miimkiin kilmak ve istege bagl
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ilac uygulamasina izin vermek ic¢in bir dizi gelismis ilag dagitim sistemi
olusturulmustur (Akhtar vd., 2017). Kitosanin akilli nanotastyicilar olarak hizmet etme
kapasitesi, polimerik matrisindeki fonksiyonel gruplarin varligina atfedilebilir ve bu
da onu umut verici bir se¢im haline getirir. CS tabanli hedefleme nanosistemlerinin
konfigiirasyonu hem pasif hem de tetiklenen hedefleme mekanizmalarinin
edinilmesine olanak taniyarak endojen veya harici uyaranlarin eszamanli olarak tespit
edilmesini saglar. Herdiana vd. (2021), belirli ¢esitli uyaranlara yanit olarak kargo ilag
molekiillerini kontrollii bir sekilde salma yetenegi sergileyen, bilgisayar bilimi temelli,
hedefe yonelik bir nanotasiyicinin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Bu uyaranlar
arasinda pH seviyeleri, redoks gradyanlari, ultrason, 1s1k, sicaklik, manyetik alanlar ve

ikili (dual) uyaranlar yer alir.

Kitosan nanopartikiilleri (ChNP)'lerin teknolojisi, hem in vitro hem de in vivo olarak
kanser hiicreleri i¢inde ila¢ birikimini arttirmayi, hiicresel alimi kolaylastirmayzi,
sitotoksisiteyi arttirmayi ve normal hiicrelere karsi segiciligi gelistirmeyi amaglayan
ilag gelistirme alaninda cesitli degisiklikleri kapsar (Sekil 2.7). Kitosan bazh
nanopartikiillerin kullaniminin, aktif hedefleme bileseninin yani sira arttirilmis
gecirgenlik ve tutma (EPR) etkilerini de hesaba katarak istenen hedeflere etkili bir
sekilde ulasabilecegini belirtilmektedir (Thorat vd., 2014). ChNP'ler, antikanser
ilaglarini, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), insan epidermal
reseptorli 2 (Her2) ve ticli negatif meme eksprese edenler dahil olmak iizere cesitli
meme kanseri hiicrelerine etkili bir sekilde tasima potansiyeline sahiptir. Kitosan bazli
nanopartikiil teknolojisinin kullanimi, meme kanseri hiicrelerine yonelik antikanser
ilaclarmin uygulanmasinda arttirtlmis gegirgenlik ve tutma (EPR) etkilerinin ve aktif
hedefleme bileseninin birlesik etkisini arttirdigini gostermektedir. Baslangi¢ olarak,
nanopartikiillerin (NP'ler) boyutundaki azalmanin, ilacin ¢oziiniirliigii ve stabilitesi
baglaminda bir¢ok faydali etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ek olarak, Qian ve
digerlerinin bildirdigi gibi, NP'lerin yiizey ylikiiniin arttig1 ve bunun kan dolasimi
sirasinda ila¢g korumasinin artmasina yol agtigr gézlemlenmistir. (Qian vd., 2013).
Dahasi, NP'lerin kiigiiltiilmesi, 6zellikle kanser hiicrelerinde ilaglarin emiliminin
artmasiyla iligkilendirilmistir. Ayrica biyolojik ligandin entegrasyonu, NP'lerin belirli
kanser hiicrelerine hedeflenmesini kolaylastirir. Onerilen miidahalenin, kanser
hiicrelerinde ila¢ birikimini artirmasi, hiicresel emilimi artirmasi ve sitotoksik etkileri

yogunlastirmast beklenmektedir. Buna karsilik, kitosanin dogal olarak olusan bir
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polimer olarak kullanilmasi, akis P-gP pompalarmin aktivitesini engeller. Hu ve
digerlerine gore, c¢esitli fonksiyonel gruplarin kitosan'a dahil edilmesi, cesitli
degisikliklere izin verir (Hu vd., 2013). Kitosanin degistirilmesi, c¢esitli kanser
hiicrelerinin pH gradyani, sicaklik gradyani ve redoks gibi benzersiz 6zelliklerini
gelistirme potansiyeline sahiptir (Tekade vd., 2015). Kitosan, belirlenmis bir
konumdaki spesifik dig uyaranlara yanit vererek, kanser teshisi amaciyla bir kontrast
fotoakustik ajanin segici olarak iletilmesi ve salinmasi i¢in kullanilabilen bir
biyomateryaldir. Bu nedenle, kitosan bazli nanopartikiil formiilasyonlarinin kullanima,
yukarida belirtilen kisitlamalarin, yani yetersiz suda ¢oziiniirlik 6zelliklerinin ve
belirli hiicreleri hedefleme agisindan antikanser ajaninin simirlt segiciliginin ele

alinmasi i¢in potansiyel bir ¢6zlim olarak ortaya ¢ikmaktadir (Butt vd., 2016).
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Sekil 2.7. Kitosan polimeri ile kapsiillenmis antikanser ilaglarinin hazirlanmasinin
sematik gosterimi

2.10 Degistirilmemis (Modifiye Edilmemis) Kitosamn Gidayla Tlgili

Uygulamalan

Kitosan bircok gida endiistrisindeki uygulamalarda kullanilabilmektedir. Orijinal
olarak kullanilabilir veya kullanim amacina gore degistirilerek kullanilabilir. Gidayla
ilgili bir¢ok kullanimda, kitosan dogrudan kullanimi kimyasal yapilarinda herhangi bir

degisiklik yapilmadan gerceklesir (Mujtaba vd., 2019).

Kitosanin bu 6zelligi, kuru kiirlenen etlerin kitosanla kaplanmasi, duyusal 6zelliklerin
arttirtlmasi, nem diislislerinin azaltilmas1 ve hafif kesme kuvveti degerlerinde
antioksidan etkilerin yer aldigr bir calismada ¢emenle kaplanarak kullanilmistir
(Abdelmalek vd., 2019). Polisakkarit, B-kitin yapilar1 gosteren kalamarm (Loligo

vulgaris) kaleminden alinir ve deasetilasyondan sonra kitosan haline doniistiiriiliir
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(Abdelmalek vd., 2017; Abdou vd., 2018). Bu ¢alismanin iirettigi kitosan, in vitro
analizlerde goriildii ve bulgular, onu gidalardaki alternatif olarak uygun dogal
antioksidan ve antimikrobiyal bilesenler haline getiren iyi antioksidanlar ve
antimikrobiyal aktiviteler gostermistir. Ayrica elma suyundaki berraklastirma
kabiliyeti acgisindan kitosan oranmin yiiksek olmasi nedeniyle, olumlu sonuglar
meyve suyunun genel beslenmesini koruyan kitosanin iyi berraklastirma kabiliyetini

gostermistir (Abdallah vd., 2017).

Mikroorganizma biyofilmleri bazi hiicre dis1 polimerik maddelere sabitlenmis
mikroplardan olugur. Bu bilesim, bakterilerin siddetli bir ortamda yasamaya
uygunlugunu arttirdig1 ve son olarak antimikrobiyal maddelerin bakteriyel direnglerini
yogunlastirdigr i¢in halk saglig1 acisindan kritik bir risk tasimaktadir. Xie, Liao, Lei,
Fang, Wang ve Zhong, gida yoluyla dogan Onemli bir patojen olan Vibrio
parahaemolyticus i¢in anti-biyofilm (antiquorum sensing) kitosanin etkilerini
incelemislerdir (Xie vd., 2017).

Kitosanin minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) 1,25 mg/mL'ye ulasmaktadir.
Kitosanin alt MIK'i biyofilm olusumunu 6nemli Ol¢lide Onleyebilir; metabolik
aktiviteleri ve hiicre dis1 polisakkarit (EPS) salgilanmasini azaltir. Bulgulara gore,
biyofilm biliylimesinin engellenmesi, halihazirda gelismis ve olgunlasmis V.
parahaemolyticus biyofilmlerini de (%85,06) kitosan1 ortadan kaldirmaktadir
(Mujtaba vd., 2019).

2.10.1 Kitosan iceren dogal ekstraktlar

Kitosanin tek basma saf formda kullanilmasi disinda, fizyokimya ve biyolojinin
tyilestirilmesi i¢in bariyer (buhar, oksijen ve su gegirgenligi) olabilecek kitosan bazli
polimerik filmlerin iyilestirilmesi i¢in ¢esitli dogal ekstrakt tiirlerini mekanik (geng
modiil, cekme mukavemeti vb.) birlestirmeden bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Souza,
Fernando, Pires, Rodrigues, Lopes ve Fernandes dogal antioksidan elementlerin (bes
temel madde: biberiye, zencefil, ¢ay agaci, adacay1 ve kekik) gibi yaglar ve alt1 hidro-
alkolik) cesitli etkilerini incelemislerdir (Souza vd., 2017). Siyah ¢ay, zencefil,
adacay1, yesil cay, biberiye ve kenaf yapraklari gibi ekstraktlarin (HAE) (hem yag hem
de su bazli dahil) kitosan matrisinde harmanlanmasi yoluyla kitosan kompozit

filmlerine uygulandigi ¢calismalar da mevcuttur (Mujtaba vd., 2019).
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Kitosan matrisine her tiirlii katki maddesinin eklenmesinin genel film kalinlig
tizerinde 6nemli bir etkisi yoktur (kompozit filmler; 52—71 um, kitosan kontrol filmi;
67 um) (Souza vd., 2018). Esansiyel yaglarin renk iizerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 ve kontrol filmleriyle hemen hemen ayni oldugu ancak HAE ile yapilan
filmlerin daha doygun ve daha az parlak oldugu goriilmiistiir. Takviyelerin, kitosan
filminin EO gegirgenligi ve o6zellikle HAE'leri {izerinde 6nemli etkileri olmustur
(kontrol filmlerine kiyasla % 15-80 oraninda azalmistir), kitosan filmine oksidasyona
kars1 daha fazla koruyucu kalkan saglayan daha fazla 1s1ik bariyerine sahip filmlerle
sonuglanmistir. Ortalama olarak, olusturulan filmin gerilme mukavemeti 20 MPa'dan
26 MPa'ya yiikselmistir (Abdou vd., 2018).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bradyporus sp. (Orthoptera, Insecta) (Sekil 3.1a) ornekleri Aksaray, Tiirkiye'den
toplanmistir. Toplanan Orneklerin tiirleri stereo mikroskopla dogrulandiktan sonra
viicut parcalari olas1 kirlenmeye karsi %96°lik alkolde tespit edilerek bu ¢aligsma i¢in
sakland1. Yapisan tiim kirletici parcaciklar gévdeden ayrildi ve dis yiizeyden alkol ile

durulanda.

Sekil 3.1. Bradprous sp. yan profil gériiniimii ve kitin yapisi. a) Bradyporus sp. yan
taraf. b) ve c) Bradyporus sp.'den iiretilen 3D Kkitinin yapisi. d), e) ve f)
Kitinden tiretilen 3 boyutlu kitosanin yapist.

3.1 Kitin ve Kitosan izolasyonu

Tim numuneler IM HCI soliisyonunda 24 saat siireyle demineralize edildi. Numuneler
pH nétr olana kadar dH2O ile yikandi. Daha sonra 1M NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak 6
saat boyunca 150°C'de geri akitildi. Deproteinizasyon islemi, numunelerin dH20 ile
ndtr pH'a kadar yikanmasi ve 60 °C'deki bir inkiibatorde 4 saat siireyle kurutulmasiyla

tamamlandi. Renk giderimi i¢in kloroform, metanol ve dH>O (1:2:4) igeren soliisyonla
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1 saat inkiibe edildikten sonra numuneler pH nétr olana kadar tekrar dH20 ile yikandi.
Kitosan izolasyonu ise 50 °C'de 48 saat siireyle inkiibatérde kurutulan kitin
orneklerinin, 150 °C'de 6 saat %60'lik NaOH c¢ozeltisi ilave edildikten sonra
deasetilasyonuyla elde edildi (Sekil 3.1).

Literatiirde, demineralizasyon adiminda seyreltik hidroklorik asit HCI ¢ozeltisi icinde
gerceklestirilir; kabuklularin dis iskeletinin ana inorganik bilesigini olusturan
kalsiyum karbonat ve kalsiyum kloriiriin ortadan kaldirilmasini igerir. Parcalama
reaksiyonu sirasinda, CO2 gazi emisyonu az ¢ok mineral madde igeriginin 6nemli bir
gostergesidir. Ortaya ¢ikan malzemeler daha sonra filtrelenir, damitilmis su ile notr

olarak yikanir ve daha sonra bir gece firinda kurutulur.

Deproteinizasyon adiminda proteinleri uzaklastirmak i¢in seyreltik sodyum hidroksit
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak alkali islem kullanilarak gerceklestirilir. Karisim siiziiliir,
fazla NaOH'yi uzaklastirmak icin birkag kez deiyonize su ile yikanir ve daha sonra bir
gece firinda kurutulur. Elde edilen iiriin, saflastirilmis kitin olarak tanimlanir. Karides
kabugu atiklarindan elde edilen proteinlerin miikemmel bir hayvan yemi kaynagi

olabilecegi bulunmustur (Benhabiles vd., 2013).

Deasetilasyon adimi son adimdir ve asetil grubunun ¢ikarilmasiyla kitinin kitosan'a
dontistiiriilmesini igerir. Kitosanin hazirlanmasi genellikle konsantre sodyum veya
potasyum hidroksit NaOH c¢ozeltisi ile ylikseltilmis sicaklikta isleme tabi tutularak
gerceklestirilir. Reaksiyondan sonra, iiretilen malzeme ndtr hale gelinceye kadar

birka¢ kez damitilmis su ile yikanir ve daha sonra bir gece etiivde kurutulur.
3.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskobu (FT-IR)

Elde edilen kitosan numunelerinin IR spektrumlari 625-4000 cm™ araliginda, bir
Perkin-Elmer FTIR spektrometresi ile elde edildi. Kitinlerin asetilasyon derecesi
(DA), DA: [(A1ess/Aszss0) x 100] /1,33 (Jang vd, 2004) olarak hesaplanmistir.
Kitosanlarin deasetilasyon derecesi (DD), DD (%) olarak hesaplanmistir: 100-
[A1es8/Asaso) x 115] (Felse ve Panda 1999; Kaya vd., 2014).

3.3 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Numunelerin dinamik bozunma caligmalar1 (artan sicakliga ve zamana bagl olarak

degisecek agirlik degisimleri, su igerigi ve kiil igerigi) Hitachi EXSTAR S11 TG/DTA
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7300 termal analiz cihazinda es zamanli TGA/DTG (isitma hizi: 10°C dk™?) ile
gerceklestirildi. Numuneler nitrojen atmosferi altinda 30°C'den 700°C'ye 1s1tild1.

3.4 X-Isim1 Kirinim Yoéntemi (XRD)

X-151m1 toz kirmim &lgiimleri, Rigaku D max 2000 sistemi (Harran Universitesi,
HUMEL) kullanilarak 40 kV, 30 mA ve 20'da 5° ila 45° tarama agistyla elde edildi.
Bradyporus sp.'den izole edilen kitosanin kristal indeksleri (Crl) Crlio = [(li0—
lam)/l110] % 100 olarak hesaplandi (Rinaudo, 2006; Kaya vd., 2014). 1110=206=20°'de

maksimum yogunluk, lam=20=13°'de amorf kirinim yogunlugu dikkate alindi.
3.5 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Elde edilen 3D kitosan film 6rnekleri elektriksel olarak iletken ¢ift tarafli yapiskan
bant ile aliiminyum bir tabla iizerine yapis1 bozulmadan yapistirildiktan sonra altin
kaplamasi1 Sputter Coater (Cressingto Auto 108) ile yapildi. Yiizey morfolojileri EVO
LS 10 ZEISS taramali elektron mikroskobu ile 5.000-40.000X biiyiitmede
gorsellestirildi.

3.6 Elementel Analiz (CHNS Analizi)

Kitosan nanoliflerinin amino grubunun DS degerleri, elemental analiz verisindeki C,
S, N, O ve H igeriklerinden elemental analiz cihazi (Elementar Vario EL I,
Elementar) kullanilarak hesaplandi. Yanici olarak oksijen gazi, tastyici olarak ise

helyum gazi kullanilarak, 950-1000°C sicaklikta ~2 mg’lik numuneler analiz edildi.
3.7 Hiicre Kiiltiirii

Amerikan Hiicre Hatti Merkezi'nden (ATCC) elde edilen HEK293 (insan embriyosu
bobrek) hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS: Fetal Bovine Serum), %l
Penisilin/Streptomisin antibiyotik ¢o6zeltisi, %5 CO2 i¢eren Dulbecco'nun Modifiye
Eagle ortami1 (DMEM) kiiltiir ortaminda ve 37°C'lik nemli bir inkiibat6rde kiiltiirlendi.
Kiiltiir esnasinda hiicreler T25 ve T75 filtreli flasklarin yiizeyini doldurunca, Tripsin-
EDTA soliisyonu ile {izerini kaplayana kadar muamele edildi. 5 dk boyunca etiivde
bekletilen adherent hiicreler kaldirildi. Ardindan toplam hiicre siispansiyonu 1500
rpm’de 5 dk boyunca 15 ml falkon tiipler igerisinde santrifiij edildi. Hiicreler, taze

DMEM mediumu ile yeniden siispanse edildikten sonra pasajlandi.
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3.8 MTT Sitotoksisite Testi

Kitosanin sitotoksisitesi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT; M2128, Sigma) boyasi kullanilarak analiz edildi. Hiicreler (~1x10% hiicre) 96
oyuklu plakalarda farkli stirelerde (24, 48, 72 saat) ve farkli konsantrasyonlarda (0-
1000 ve 1000-5000 pg/ml) kitosan ile inkiibe edildikten sonra ortam uzaklastirildi.
Inkiibasyona 10 uL MTT (5 mg/mL) boya siispansiyonu ile 37°C'de 3-4 saat devam
edildi. 100 uL DMSO (AppliChem, Almanya) eklendikten sonra formazan
kristallerinin ¢oziinmesi ile absorbans, CLARIOstar mikroplaka okuyucusunda 570
nm'de Olciildii. Hiicre canliligr yiizdesi su formiil kullanilarak hesaplandi: [Hiicre
canlilig1 %= (Islem gormiis hiicreler/islem gdrmemis kontrol hiicreleri) x 100] (Abdel-

Moneim vd., 2020).
3.9 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi, GraphPad Prism 5.0 yazilimi (GraphPad Software®) kullanilarak
yapildi. Veriler, ortalama-standart hatas1 ile gosterilmistir. Istatistiksel farkliliklar
One-way ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi (%95 giliven aralify) ile
degerlendirildi. p <0.05 anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Kitin ve Kitosan Izolasyonu

Bu calismada toplanilan tombul ¢ekirge tiirlerinin dis iskeletinden 6nce kitin daha
sonra da basari ile kitosan izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.1). Genellikle kitin ve
kitosan iki tlir ekstraksiyon islemiyle elde edilir: kimyasal ve biyolojik yontemler.
Kimyasal yontemler, sirasiyla kalsiyum karbonatlar1 ve proteinleri ¢é6zmek i¢in giiglii
asitlerin ve bazlarin kullanimini igerir (EI Knidri vd., 2018). Kimyasal yontemlerin
birgok avantajina ragmen, hizli ekstraksiyonu, onu hala ticari olarak en yaygin

kullanilan tedavi haline getirmektedir.

Sekil 4.1. Bradyporus sp.’den izole edilen kitosan 6rnekleri.

Literatiirde,  kitosanin ~ kimyasal  ekstraksiyon islemi, demineralizasyon,
deproteinizasyon ve deasetilasyon gibi {i¢ ana adimu igerir. Istege bagh bir adim olan
renk giderme islemi, sodyum hipoklorit, aseton ve hidrojen peroksit gibi ¢esitli organik
ve inorganik ¢oziicliler kullanilarak basta Astaksantin ve beta-karoten olmak tizere
pigmenti ortadan kaldirmak igin eklenebilir (Kumari vd., 2015; Kumirska vd., 2010;
Abdulkarim vd., 2013; Arancibia vd., 2014; Srinivasan vd., 2018).

Demineralizasyon adiminda seyreltik hidroklorik asit HCl ¢ozeltisi i¢inde
gerceklestirilir; kabuklularin dis iskeletinin ana inorganik bilesigini olusturan
kalsiyum karbonat ve kalsiyum kloriiriin ortadan kaldirilmasini igerir. Pargalama
reaksiyonu sirasinda, CO2 gazi emisyonu az ¢ok mineral madde igeriginin 6nemli bir
gostergesidir. Ortaya ¢ikan malzemeler daha sonra filtrelenir, damitilmis su ile notr

olarak yikanir ve daha sonra bir gece firinda kurutulur.

34



Deproteinizasyon adiminda proteinleri uzaklastirmak i¢in seyreltik sodyum hidroksit
NaOH ¢ozeltisi kullanilarak alkali islem kullanilarak gerceklestirilir. Karigim siiziiliir,
fazla NaOH'yi uzaklastirmak icin birka¢ kez deiyonize su ile yikanir ve daha sonra bir
gece firinda kurutulur. Elde edilen iiriin, saflastirilmis kitin olarak tanimlanir. Karides
kabugu atiklarindan elde edilen proteinlerin miikemmel bir hayvan yemi kaynagi

olabilecegi bulunmustur (Benhabiles vd., 2013).

Deasetilasyon adimi son adimdir ve asetil grubunun ¢ikarilmasiyla kitinin kitosan'a
dontstiiriilmesini icerir. Kitosanin hazirlanmasi genellikle konsantre sodyum veya
potasyum hidroksit NaOH c¢ozeltisi ile yiikseltilmis sicaklikta isleme tabi tutularak
gerceklestirilir. Reaksiyondan sonra, iiretilen malzeme notr hale gelinceye kadar

birkac kez damitilmis su ile yikanir ve daha sonra bir gece etlivde kurutulur.

Cevreye son derece zararli olan asidik ve alkali islemlerden kacinmak icin biyolojik
tedaviler, kitin ve kitosanin ekstraksiyonuna alternatif bir yol sunar. Laktik asit iireten
bakteriler ve bakterilerden proteazlar, sirasiyla demineralizasyon ve deproteinizasyon
adimlar1 i¢in kullanilmigtir. Kitin deasetilasyonu, Kitindeasetilaz ile enzimatik
yontemler kullanilarak gerceklestirilirse daha g¢evreci ve biyolojik bir yaklagim

sergilenmis olur.
4.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskobu (FT-IR)

FT-IR spektroskopisi genellikle organik numunelerin tanimlanmasinda kullanilir
(Dukor vd., 1999; Story vd., 1999). Kitinin alfa, beta ve gama olmak iizere ii¢ kristal
formu vardir ancak gama formu hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Jang vd., 2004).
FT-IR spektrumlari, amid I bandinin varlig1 veya yoklugunu kullanarak a-formu ile -
formu arasinda ayrim yapilmasina yardimci olur (Mohan vd., 2020). a-formunda amid
I band: yaklasik 1650 ve 1620 cm™'de iki banda ayrilirken (Wang vd., 2013), -
formunda ise 1656 cm™'de sadece bir amid I bandi bulunmaktadir (1 bélge). Beta
kitinler kalamar kalemlerinde bulunur (Jang vd., 2004), alfa kitin ise Arthropoda
takiminda bulunur (Al Sagheer vd., 2009; Sajomsang ve Gonil, 2010). Holotrichia
parallela (Liu vd., 2012), Zophobas morio (Shin vd., 2019), Periplaneta americana
(Kaya vd., 2015), Hermetia illucens (Wasko vd., 2016) ve Apis mellifera (Kaya vd.,
2015), amid I band1 sirastyla 1654 cm™!, 1663 ve 1618 cm™!, 1647 ve 1654 cm™!, 1654
ve 1621 cm™!, 1654, 1617 ve 1550 cm™! ve 1656 cm "’de boliinmiistiir. Squilla,
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yengeg, konus kabugu, kril, 1stakoz ve karidesten elde edilen kitosanin amid I bandinin
FT-IR spektrumlari sirastyla 1643 cm™?, 1634 cm™, 1625 cm™, 1628 cm™'e ve 1667
cm e béliinmiistiir (Anand vd., 2014; Mohan vd., 2019; Sayari vd., 2016; Srinivasan
vd., 2018; Wang vd., 2013). Bu sonuglar kabuklu hayvan kabuk atiklarindan ve

bdceklerden izole edilen kitin ve kitosanin a-formunda oldugunu gostermektedir.

FTIR, simetrik COO" toplama genisleyen titresime gore -NH> grubuna karsilik gelen
farkli bantlara dayanarak, Varma ve Vasudevan'a benzer sekilde kitosan1 karakterize
etmek i¢in kullanilmistir (Varma ve Vasudevan, 2020). Calismamizda kitosan FTIR
spektrumlar1 4000 ile 400 cm™ frekans araliginda karakteristik bantlar gdstermistir. Bu
bantlar 552,32 cm™ (diizlem dis1 biikiilme NH, diizlem dis1 biikiilme C—O) ve 892,29
cm? (diizlem dis1 biikiilme NH) degerlerinde diizlem dis1 biikiilmeler olarak
goriiniirken; 1149,07 cm™ (C-O—C bag), 2875,83 cm! (CHzbag1) ve 3361,29 cm 'de
(—OH bagi) keskin pikler halinde kendini gosterdi. Ayrica amid C=O baginin titresim
modu 1586,30 cm-1'de belirlendi (Sekil 4.2a). Literatiirde kitosan i¢in; 1640 cm™!
(Amid I, C = O) (Chatterjee ve digerleri 2005), 1590 cm™' (Amid I, NH2) (Peng vd.,
1994) pikler karakteristik olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Kitosan spektrum analiz sonuglari. a. Bradyporus sp.'den hazirlanan kitosan
FTIR ve TGA/DTG spektrumlari. b. XRD kirinim analizinden sonra
verilerle ¢izilmis yogunluk/26(°) grafigi. c. Bradyporus sp.'den hazirlanan
kitosanin TGA spektrumlari. d. Veri DTG analiziyle ¢izilmis DTG
(%omin)/Sicaklik (°C) grafigi.
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4.3 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Bradyporus sp.'nin gévde kismindan elde edilen kitosan film 6rneklerinin ii¢ boyutlu
yapist bozulmadan TGA ile termal stabilitesi analiz edildi. 30°C - 650°C sicakliklar1
arasinda sicaklik her 1 dakikada 10°C artirilarak numunelerin 1s1l dayaniklilig: ile

yapidaki su ve kiil igerigi test edildi.

Birinci fazdaki kiitle kaybi (30 ile 73,3°C arasi) suyun buharlagtigini géstermektedir.
Kitosan membranlarinin su igerigi %4,7 olarak belirlendi. Bu kayip, toplam nem
igeriginin polimerik yapidan buharlasmasiyla ilgilidir (Sekil 4.2¢). Bu bozulma, su
molekiillerinin kaybina baglanabilir ¢iinkii kitin ve kitosan yapilart suya ve kursun

dehidrasyonuna kars1 gii¢lii bir afiniteye sahiptir.

Ikinci asamadaki kiitle kaybi (100 ila 599°C arasi1), karbonhidratlarin ve diger
molekiillerin bozunmasmi gosterir. Ikinci bozunma, kitin ve kitosanin termal
ayrismasina aittir. Hazirlanan kitin ve kitosan benzer termal bozunma egrileri egilimi
gosterse de kitin, kitosanla karsilastirildiginda daha biiyiik ayrisma hizina sahiptir
(Abdou vd., 2008). Bu bozunma araliginda c¢aligmamizda kitosanin agirlik
kayb1 %56,3 olarak kaydedildi. Kitosanin bozulmamis fraksiyonu (kiil igerigi olarak
bilinir) %38,1 olarak kaydedildi. Kitosanin maksimum bozunma sicakligr (DTGmax)

300,5°C olarak belirlendi (Sekil 4.2d).

Yenilebilir boceklerden elde edilen kitin ve kitosan igeriklerinin DTGmax degerleri
strastyla kitin i¢in 328,7°C, yemek kurdu ve ticari kitosan i¢in 314,7°C ve 301,8°C
olmustur (da Silva Lucas vd., 2021). Onceki calismalarda yedi cekirge tiiriinden
(Orthoptera tiirii) izole edilen kitinin DTGmax degerlerinin 381-385°C araliginda
oldugu gosterilmistir (Kaya vd., 2015). Alt1 farkli suda yasayan omurgasizdan
(Leptinotarsa decemlineata tiirii) elde edilen kitinin DTGmax aralig1 (350-393°C),
kitosanin DTGmax araligi (208-308°C)'dir (Kaya vd., 2014).

4.4 X-Isim1 Kirimmm Yo6ntemi (XRD)

Kitosan drneklerinin benzersiz atom dizilerine dayanarak kristallik yapisini belirlemek
tizere XRD analizi yapildi. Bu analiz ile tombul ¢ekirgelerden iiretilen kitosan
orneklerinin pik degerleri belirlendi. Kitosanin XRD analizi sonucunda 26=10.2-10.9

ve 20=19.5-19.7 araliginda iki pik tespit edilmistir (Sekil 4.2b). XRD grafiginde ilk
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tepe noktasi ikinci tepe noktasindan daha zayiftir. Bu zirveler 26=10.9 ve 26=19.6’da
maksimuma ulagmistir. Literatiire bakildiginda, ¢ogu XRD kitosan modelinin
genellikle 26=10 ve 26=20 civarinda olmak iizere iki karakteristik piki vardir (Yen vd.,
2009). Bu tepe noktalar siklikla alfa kitin i¢in referans tepe noktalar1 olarak kullanilir
ve ticari kitosanin tepe noktalari ile benzerlik gostermektedir (Abdou vd., 2008;
Ramasamy vd., 2014; Kaya vd., 2014). Calismamizda elde edilen XRD sonuglari
literatiirle uyumludur. Ayrica calismamizdan elde edilen kitosanin artan bir 20
noktasinda tigiincii bir pik noktasini vermemesi, alfa kitinin zayif bir yansimasinin
olmamasinin gostergesidir ve bu durum kitinin kismi bir deasetilasyonun olmamas ile

iligkilendirilebilir.

Bradyporus sp.'den izole edilen kitosanin kristal indeksleri (Crl), 1110=26=20°de
maksimum yogunluk, [am=20=11°de amorf kirtnim yogunlugu dikkate alinarak

asagidaki Denklem 4.1 (Rinaudo, 2006; Kaya vd., 2014) kullanilarak hesaplanmistir.
Crl110 = [(I110— Iam)/I110] x 100 4.2)

Kitosanin Crl indeksi %45 olarak bulunmustur.

4.5 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Farkli organizmalardan elde edilen kitin ve kitosan igeriklerinin yiizey morfolojileri
farklilik gosterebilmektedir. SEM goriintiilerine gore yilizey morfolojileri sadece
mikrofibriler yapida olabilecegi gibi mikrofibriler yapida ve gdzenekli/gdzeneksiz
formda da olabilir (Kaya vd., 2014). Calismamizda elde edilen kitosan film
orneklerinin ylizey morfolojileri farkli biiyiitmelerde (5.000-40.000X) SEM analizi ile
detayl1 olarak incelenmistir. Baz1 bolgelerde piiriizlli, diizensiz membran catlaklari,
diizensiz desenli, gozeneksiz ve kitosan nanopartikiilleri igermeyen piiriizsiiz yiizeyler
de tespit edildi. Ote yandan bazi1 bolgelerde (yiiksek biiyiitme giiciinde) diizensiz mikro
yap1 ve ¢ok kiigiik gbzeneklerin varligi da goriilmektedir. Elde edilen kitosan icerigi
Bradyporus sp.min viicut bdlgesinden alindigindan homojen olmayan yiizey

morfolojileri tespit edilebilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. SEM analizi sonucunda elde edilen goriintiiler. a. 5.000X biiyiitme giicti ile
elde edilen goriintii, b. 20.000X biiyiitme giicii ile elde edilen goriintiiler, c.
20.000X biiyiitme giicii ile elde edilen goriintiiler, d. 40.000X biiyiitme
giiciiyle elde edilen goriintiiler, e. 40.000X biiyilitme giicii ile elde edilen
gorintiiler, f. 40.000X biiyiitme giicii ile elde edilen goriintiiler.

4.6 Elementel Analiz (CHNS Analizi)

Elde edilen kitosanin yapisindaki karbon (C), kiikiirt (S), nitrojen (N), hidrojen (H)
elementel yiizdelerinin yiliksek hassasiyetle belirlenmesi i¢in element analizi
kullanildi. Kitosanin igeriginde kiikiirt bulunmazken ~%41,10 karbon, ~%7,46
nitrojen ve ~%06,67 hidrojen tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Kitosanin igerigindeki
~%7.46 nitrojen literatiirle tutarlidir (Muzzareli vd., 1972) ve kitinden daha fazla

bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Kitosan elementel analiz sonuglari.
Polimer %N %C %H %S
Kitosan 7.469594479 | 41.10246277 | 6.670635223 0

Literatiirde, Portunus pelagicus’dan elde dilen kitin ve kitosan ile ilgili yapilan bir
elemental analiz sonucunda kitin ve kitosan karbon yiizdeleri sirasi ile %77,67
ve %73,93 olarak bulunmustur (Ahyat vd., 2017). Karbon yiizdesinin kitosanda
azalmasi ve ¢aligmamizda ise daha az oranda bulunmasi kitinin yapisindaki asetil
gruplarinin uzaklagtirllmasindan kaynaklanmaktadir. Kaya vd. saf Kkitinin N
yiizdesini %6.9 olarak bulmuslardir (Kaya vd., 2014). Calismamizda bulunan N
orant %7.4 olup, bu ¢aligmaya yakin bir degere sahiptir. N degerinin nispeten yliksek

olmasi 6rneklerde protein kalintisinin varligina isaret edebilir.

Ayrica elemental analizde C ve N ylizdelerini belirlemek deasetilasyon diizeyi (DD)
yiizdelerini belirlemek agisindan degerlidir. DD ise asagidaki Denklem 4.2 (Younes
vd., 2014) kullanilarak hesaplanabilir.

DD% = [(6.857 — C / N) / 1.7143] x 100 (4.2)

Yukarida verilen formiile gore calismamizdaki DD oran1 %79 olarak bulunmustur. Bu
durum izole edilen kititm kitinin kismen olmamakla birlikte basarili bir sekilde

deasetile oldugunun gostergesidir.
4.7 Hiicre Kiiltiirii

Calismanin bir sonraki adiminda kullanilacak olan HEK293 hiicre hatti, %10 fetal sigir
serumu (FBS: Fetal Bovine Serum), %21 Penisilin/Streptomisin antibiyotik
cozeltisi, %5 CO2 igeren Dulbecco'nun Modifiye Eagle ortami (DMEM) kiiltiir
ortaminda ve 37°C'lik nemli bir inkiibatorde kiiltiirlendi. Kiiltiir sonucunda hiicrelerin
morfolojileri invert mikroskop ile kayit alina alindi. HEK293 hiicre hatt1 basarili bir

sekilde ve kontaminasyona ugramadan kiiltiire edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. HEK293 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. a. 4x biiylitme
giiclindeki goriintili, b. 10x biiylitme giiclindeki goriintii ¢. 20x bliylitme
giiclindeki goriinti.

4.8 MTT Sitotoksisite Testi

Karakterizasyonu tamamlanan kitosan''n HEK293 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla optimal doz (0-1000 ug/ml) ve asirt doz (1000-5000
ng/ml) araliginda farkli konsantrasyonlarda MTT testi yapildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. HEK-293 hiicrelerinin absorbans (570 nm) ve normalize absorbans (%)
grafigi. a., b., ¢.) asir1 doz araligy; d., e., f.) optimal doz araligs; g., h., i.) O-
5000 pg/ml doz araliginda ICsp degerleri.
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Optimum doz araliginda 24 saatte higbir IC50 inhibisyonu gozlemlenmezken (Sekil
4.5d), asir1 doz araliginda (1427 puM, Sekil 4.5g) 1000-2000 pg/ml'lik bir baslangic
IC50 degeri tespit edildi. IC50 degerleri sirasiyla 48. ve 72. saatlerde optimal doz
araliklarinda (800-1000 pg/ml, 808,9 uM) ve (600-800 pg/ml, 611,6 uM) belirlendi
(Sekil 4.5h ve Sekil 4.51).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bocekler erisim kolaylig1 nedeniyle iyi bir kitin ve kitosan kaynagidir. Ancak her
bocek tiirliniin kitin ve kitosan igerikleri birbirinden oldukc¢a farklidir. Genellikle
kitosanin kimyasal ekstraksiyon islemi, demineralizasyon, deproteinizasyon ve
deasetilasyon gibi ii¢ ana adimi igermektedir. Bu tez calismasinda ele alinan
Bradyporus cinsi govde tombul c¢ekirge tiirlerinden kitosan elde edilmis ve farkli
yontemlerle bu kitosan karakterize edilmistir. Organik kitosan ekstraklarinin
tanimlanmasinda kullanilan FTIR, simetrik COO- toplama genisleyen titresime gore -
NH2 grubuna karsilik gelen farkli bantlara dayanarak, literatiirle uyumlu sekilde
kitosan1 karakterize etmek ic¢in kullanilmistir (Varma ve Vasudevan, 2020).
Calismamizda kitosan FTIR spektrumlar1 4000 ile 400 cm-1 frekans araliginda
karakteristik bantlar gostermistir (552,32 cm-1, 892,29 cm-1, 1149,07 cm-1, 2875,83
cm-1, 3361,29 cm-1). Ayrica amid C=0 baginin titresim modu 1586,30 cm-1'de

belirlenmistir.

TGA analizi ile 30°C - 650 °C sicakliklar1 arasinda sicaklik her 1 dakikada 10 °C
artirtlarak numunelerin 1s1l dayanikliligi test edilmistir. Birinci fazdaki kiitle kayb1 (30
ile 73,3°C arasi1) suyun buharlastigin1 gostermekle birlikte, kitosan su igerigi %4,7
olarak tespit edilmistir. Bu bozulma, kitin ve kitosan yapilarinin suya ve kursun
dehidrasyonuna kars1 giiclii bir afiniteye sahip oldugu ile iliskilendirilmistir. Kitosanin
maksimum bozunma sicaklig1 (DTGmax) 300,5 °C olarak tespit edilmistir. Elde edilen
DTGmax degeri, literatiirdeki diger bocek ve ¢ekirge tiirlerinin DTGmax degerlerine

yakindir.

Kitosan orneklerinin (Crl indeksi=%45) kristalografik yapisini belirlemek iizere
yapilan XRD analizinde, 26=10.2-10.9 ve 20=19.5-19.7 araliginda iki pik tespit
edilmistir. Bu durum, kitosanin literatiirdeki 26=10 ve 20 degerlerindeki iki
karakteristik piki ile yakin degerlerdedir. Ayrica, artan bir 20 noktasinda {i¢iincii bir
pik noktasint vermemesi, alfa kitinin zayif bir yansimasimin olmamas: ile

iliskilendirilmistir.

Kitosan orneklerinin SEM analizinde, bazi bolgelerde piiriizlii, diizensiz membran
catlaklari, diizensiz desenli, gozeneksiz ve kitosan nanopartikiilleri igermeyen

plriizsiiz yiizeyler tespit edilmistir. Kitosan 6rneklerinin yiizey morfolojileri sadece
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mikrofibriler yapida olabilecegi gibi mikrofibriler yapida ve gozenekli/gdzeneksiz
formda da olabilir. Ayrica elemental analiz sonrasinda da, kitosan ekstrakti igeriginde
kikiirt bulunmazken ~%41,10 karbon, ~%7,46 nitrojen ve ~%6,67 hidrojen tespit
edilmistir Bu oranlar literatiir ile uyumlu bulunmus olup, N degerinin nispeten yiiksek

olmas1 drneklerde protein kalintisinin varligina igaret edebilir.

MTT analizine dayanarak, elde edilen kitosan optimal dozlarda 24 saatte sitotoksik
etki gostermemistir. Bu agidan bakildiginda elde edilen kitosan polimerinin doz agimi
araligina kadar sitotoksik olmadigini, biyouyumlu oldugunu ve biyomedikal alanda
kullanim potansiyeline sahip oldugunu sdylemek miimkiindiir. Sonug olarak, kitosan
yapilart karakterize edilen bu tombul ¢ekirge tiirli, kontrollii bir sekilde kiiltiire
edilebilir ve ¢esitli teknolojik ve endiistriyel amaglar i¢cin potansiyel bir kitin ve kitosan

kaynag1 olarak kullanilabilir.
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