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beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak tiim ahlaki ve

hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.
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ONSOZ

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, ii¢ boyutlu olarak elde edilen kitinlerin doku
miihendisligi, agir metal giderimi gibi alanlarda alternatif biyo-malzeme olarak
kullanimi 6nem kazanmistir. Fakat kitinin tiirevi olan kitosandan ii¢ boyutlu olarak
tiretimi olmamistir. Kitosanin sahip oldugu, biyo-uyumluluk, biyo- bozunabilirlik,
toksik olmama, termal kararlilik, yiiksek antitiimor, antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite gibi oOzelliklere sahip olmasi ve kaynaga bagli olarak farkli kullanim
alanlarinda tercih edilen elverisli bir biyo-materyal yapmaktadir. Son yillarda
kitosana olan ilginin artmasi ile kitosanin antimikrobiyal, antitimor aktivisinin diger

materyallere gore Ustlinliigiinii ortaya koymustur.

Bu ¢alismada ise ilk kez kirkayakgillerden Julus terrestriscden 3D Kitin ve kitosan
halkalarin eldesi gergeklestirilmistir. J. terrestris oOrnekleri Bakirdagi, Develi,
Kayseri’den 29.01.2015 tarihinde toplanmustir. Elde edilen 3D Kkitin ve Kkitosan
halkalar, fiziko-kimyasal karakterizasyonlart yapilmis ve ticari kitin ve kitosan ile
karsilastirilmistir. Ayrica J. terrestris’den elde edilen kitosanin DNA etkilesimi,
HelLa ve L929 hiicre hatlar1 iizerine antitiimOr aktivitesi, sitotoksisitesi ve bazi
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Analiz sonuglarinda, 3D
kitin ve kitosanin yiiksek termal kararliliga ve porlu yiizey yapisina sahip oldugu
belirlenmistir. 3D kitosanin sahip oldugu diisiik molekiil agirhigr (4.31 kDa)
sayesinde, hiicre hatlari tizerine antiproliferatif ajan olarak kullanilabilecektir. Ayrica
kitosanin kitine gore daha yiiksek antimikrobiyal 6zellige sahip olmasindan dolay1

3D kitosanlarin gida, medikal ve tip gibi alanlarda tercih edilebilecektir.
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OZET

DIPLOPOD VUCUT SEGMENTLERINDEN 3 BOYUTLU KIiTOSAN
URETIMIi VE BiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

Ticari olarak elde edilen kitin ve farkli kaynaklardan izole edilen kitin (mantar,
bocek, yengec, karides ve kerevit) toz, graniil veya yaprak seklinde literatiirde rapor
edilmistir. U¢ boyutlu (3D) olarak iiretilen kitinin ise sadece siingerden elde edildigi
bilinmektedir, fakat {i¢ boyutlu kitosan heniiz rapor edilmemistir. Bu ¢alismada,
diplopod olarak bilinen kirkayakgillerden bir tiiriin (Julus terrestris) govde
segmentlerinin yapisi korunarak halka seklinde ilk kez 3D kitin ve Kkitosan
tretilmistir. Elde edilen 3D kitin ve kitosan halkalarin FT-IR, SEM, TGA, XRD ve
Elemental Analiz cihazlar1 kullanilarak karakterizasyonu yapilmistir ve kitosanin
molekiil agirligr belirlenmistir. Karakterize edilen 3D kitin ve kitosan ticari kitin ve
kitosan ile karsilastirilmistir. Elde edilen kitosan halkalarin asetik asitte (% 1°lik)
coziinmesiyle elde edilen kitosan ¢dzeltisi; plazmid DNA etkilesimi, antitimor
aktivitesi ve antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. J. terrestris’
den elde edilen kitosan ¢ozeltisi plazmid DNA ile etkilesimi igin farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin (0.04, 0.4 ve 4mg/mL) konsantrasyonu arttik¢a tutma
kapasitesini artirdig1 gozlenmistir. Elde edilen kitosan ¢ozeltisi HeLa ve L1929 hiicre
hatlar1 izerine, diisiik sitotoksisitesi ve antiproliferatif aktivitesinin yiiksek oldugu
gozlenmistir. J. terrestris’ den elde edilen kitosanin antimikrobiyal aktivitesi 12
mikroorganizma {izerine arastirilmigtir ve yaygin olarak bulunan insan patojeni
Staphylococcus aureus igin yiiksek inhibisyon (15.6£1.154mm) gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HeLa hiicre hatt1, miliped, biyopolimer, sitotoksisite.



ABSTRACT

PRODUCTION OF 3 DIMENSIONAL CHITOSAN FROM BODY
SEGMENTS OF DIPLOPODA AND ITS BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATIONS

Commercially available chitins and the chitin isolates (from mushrooms, insect
cuticles, shells of shrimp, crab and crayfish) reported in the literature are in forms of
powder, flake or granule. Three-dimensional chitins have been only known from the
sponges but still three-dimensional chitosan has not been reported yet. In this study,
we produced three-dimensional chitin and chitosan rings from the body segments of
diplopod Julus terrestris. Obtained chitin and chitosan rings were characterized by
FTIR, SEM, TGA, XRD, Dilute solution viscometry and Elemental Analysis and
compared with commercial chitin and chitosan. The interactions chitosan with
plasmid DNA was studied at varying concentrations (0.04, 0.4 and 4mg/mL).
Antitumor activity tests were conducted (L929 and HeLa) and low cytotoxicity and
high antiproliferative activity was observed. Antimicrobial activities of J. terrestris
chitosan were investigated on twelve organisms and highest growth inhibition was
recorded for common human pathogen Staphylococcus aureus.

Keywords: HeLa cell line, millipede, biopolymer, cytotoxicity.

vi
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KISALTMALAR DiZiNi

BHI Brain Heart Infusion

BSA Bovin Serum Albumin

CO; Karbondioksit

Crl Kristalinite

DA Deasetilasyon Derecesi

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DTGmax Maksimum Bozunma Sicakligi

EtOH Etil alkol

FT-IR Fourier Doniistimli Kizilotesi Spektroskopisi
HCI Hidroklorik Asit

MIC Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
NaClO Sodyum Hipoklorid

NaOH Sodyum Hidroksit

pH Hidrojen Potansiyeli

SD Standart Sapma

SEM Taramali1 Elektron Mikroskobu

TGA Termal Gravimetrik Analizi

XRD X-151m1 Kirinimi Y éntemi

3D Ug Boyutlu



1. GIRIS

Cesitli kaynaklardan izole edilen kitin genellikle toz, yaprak ve graniil halde
bulunmaktadir. Ancak son yillarda siingerlerden iki veya tli¢ boyutlu yapilar
korunarak izole edilen kitinler rapor edilmistir (Brunner vd., 2009; Ehrlich vd., 2013;
Ehrlich vd., 2007; Ehrlich vd., 2010a; Wysokowski vd., 2013a.;Wysokowski vd.,
2013b). Fakat ham madde olarak siingerlerden baska bir canlinin yapisindan {i¢

boyutlu Kitin ve kitosan iiretimi literatiirde bulunmamaktadir.

Kitin ve kitosan, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu, antimikrobiyal ve
antitimor ozellikleri (Rinaudo, 2006) sayesinde tip, eczacilik, biyomiihendislik ve su
aritma gibi alanlarda cazip biyopolimerler haline gelmistir (Anitha vd., 2014; Park ve
Kim, 2010; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003; Wysokowski, vd., 2015; Zhao, vd.,
2010). izole edilen iki ya da iic boyutlu kitin, basarih bir sekilde doku
mithendisliginde kullanilmistir ve ayrica kompozit iiretimi, zirkonyum depolama,
uranyum adsorpsiyonu ve biyomimetik i¢in (Ehrlich, vd., 2010b; Bazhenov vd.,
2015; Wysokowski vd., 2013a; Wysokowski vd., 2013b Wysokowski vd., 2013c;
Wysokowski, vd., 2015) onerilmistir. Kaynak organizmadan ii¢ boyutlu kitin/ kitosan
tiretimi nispeten yeni bir alan olup, potansiyelini ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla

arastirma gerektigi goriilmektedir.

Diplopod, Arthropoda’nin en biiyiik smiflarindan biridir ve 80.000 kadar tiirii
bulunmaktadir (Sierwald ve Bond, 2007). Juliformia ve Polydesmida takimindaki

diplopodlarin, segmentli olan silindirik dis iskeletleri kitinden olusmaktadir (Blower,

1951; Cong, vd., 2009).

Mevcut c¢alismada ise diinya genelinde ilk kez {i¢ boyutlu kitosan iiretimi
yapilacaktir. Bu ¢alismada diplopod olarak bilinen kirkayakgillerden bir tiirtin (Julus
terrestris) govde segmentlerinin yiiziik seklindeki ti¢ boyutlu yapisini1 koruyarak yeni
bir kitosan malzemesi iiretilecektir. Calismanin 6n denemesi yapilmis ve bu {iretimin

basarili bir sekilde yapilabildigi ortaya konmustur. Elde edilen {i¢ boyutlu kitin ve



kitosan ornekleri FT-IR, SEM, TGA, XRD ve elemental analiz ile karakterize
edilerek hem deasetilasyon derecesi (DA) hem de molekiil agirligi belirlenip ticari
Kitin ve kitosan ile kiyaslanacaktir. Sonraki asama olarak fizikokimyasal 6zelligi
belirlenen kitosanin antimikrobiyal o6zelligi c¢esitli insan patojenlerine karsi
belirlenecektir. izole edilen kitosanlarmn, uygun besiyerinde gogaltilmasi saglanan 6
farkli gram-negatif, 5 farkli gram-pozitif ve bir maya mikroorganizmalar: iizerine
etkili olup olmadig1 disk diflizyon yontemi ile kontrol edilecektir. Ayrica kitosan
konsantrasyonlarmin  MIC  (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degeri
belirlenecektir. Bu kitosanin antimikrobiyal etki gosterebilmesi icin gerekli olan
minimum konsantrasyon belirlenecektir. Bdylece bu dogal biyopolimerler 6zellikle
saglik ve gida alanlarinda kullanilma firsatt bulacaktir. Bu calisma ile diinya
genelinde farkli disiplinlerde genis kullanim alanina sahip kitosan biyopolimerinin
yeni bir formu (ii¢ boyutlusu) sentezlenecektir. U¢ boyutlu (3D) kitosanin diger toz
haldeki orneklere gore avantaji; daha biiylik yapida ve yliziikk seklinde olmasi, ii¢

boyutlu hiicre kiiltiirline model olmasi ve sitotoksik etkisinin diisiik olmasidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Kitin ve Kitosan

Kitin, N-Asetil-D-glukozamin monomerlerinin -(1,4) baglanmasi ile olusan, ilk kez
1881°te Brannot tarafindan mantarlarda kitin varligi tanimlanan dogal bir
biyopolimerdir. Boceklerde ise ilk kez Odier 1823’ te kitinin varligini ispat etmistir.
Kitin yapisal olarak 3 forma sahiptir; o form (anti-paralel zincirler), p form (paralel
zincirler) ve y form (paralel ve anti-paralel zincirlerin kompozit)’ dur (Jang vd.,
2004). Dogada dominant olarak bulunan formu (a kitin) ise boceklerde, deniz
kabuklularinda ve mantarlarda, siingerlerde bulunmaktadir (Kaya vd., 2016a; Al
Sagheer vd., 2009; Abdou vd., 2008; Ifuku vd., 2011; Ehrlich vd., 2007). B formu ise
kalamar ve deniz diatomlarinda bulunmaktadir (Lavall vd., 2007; Brunner vd.,
2009).

Kitinin deasetillenmesi sonucu biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan,
antibakteriyel, antitimor gibi O6zelliklere sahip olan Kkitosan elde edilir. Bu
ozelliklerinden dolay1; doku miihendisligi (Hutmacher, 2000), kontrollii ila¢ salinimi
(Agnihotri vd., 2004), protein ve boya adsorpsiyonu (Wong vd., 2003), gen terapisi
(Jayakumar vd., 2010), tekstil (Jayakumar vd., 2011), agir metal giderimi (Rorrer
vd., 1993) gibi genis kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Son yillarda farkli 6zelliklere

sahip kitin ve kitosanin yeni uygulamalarda da kullanim1 giderek artmaktadir.

2.2 Farkh Canhlardan Kitin ve Kitosan Eldesi ve Uygulama Alanlari

Genellikle kitin denildigi zaman ilk olarak Arthropoda subesi ve Mantarlar alemi
akla gelmektedir. Fakat son ¢aligmalara bakildiginda farkli subelere ait canlilarin da
kitin igerdigi belirlenmistir. Kaya ve ark. (2015a), ilk kez farkli bir subenin
(Bryozoa) kitin icerdigini belirlemislerdir ve yine ilk kez kitin izolasyonu ig¢in

Bryoza subesinden (Plumatella repens), Arthropoda subesinden (Palomena prasina)



ve mantarlar aleminden (Fomes fomentarius) birer tiir segilerek karakterize etmisler
ve elde edilen kitinlerin fizikokimyasal ozellikleri karsilagtirmiglardir. Analiz
sonuglarma bakildiginda; FT-IR spektrumlarina gore elde edilen {i¢ kitinin de o
formu i¢in karakteristik oldugunu belirlemislerdir. XRD analizi verilerine gére Crl
degerleri sirasiyla; P. prasina (% 84.9), P. repens (% 60.1) ve F. fomentarius (%
58.5) olarak kaydetmislerdir. TGA sonuglari ise termal kararliligi en yiiksek bocek
kitini (386 °C) oldugu belirlemis ve bunu sirasiyla bryozoan kitini (355 °C) ve
mantar Kitininin (334 °C) takip ettigini gozlemislerdir. SEM analizinde ise yiizey
morfolojinde bryozoan ve bdcek kitinin nanofiber ve porlardan olustugu, mantarin ise
fiber ve por icermedigi gozlenmistir. P. repens, P. prasina ve F. fomentarius igin
kitin iceriklerinin ise sirasiyla % 13.3, % 10.8 ve % 2.4 oldugu kaydedilmistir.
Broyoza subesinde yer alan tiirlerinde kitin igeriklerinin yiliksek oldugu ve alternatif
bir kitin kaynagi olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Kitinin fizikokimyasal 6zelliginin kaynaga gore degistigi bilinmektedir. Fakat bir
canlinin farkli viicut boélgelerindeki kitinin igeriginin ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
ne sekilde degistigi bilinmemektedir. Kaya ve ark. (2015b), bal arisim1 bes farkli
bolgeye (kafa, boyun, karin, ayak ve kanat) ayirarak kitin izolasyonu yapmistir ve
herbir bolgeden elde edilen kitinleri FT-IR, SEM ve TGA cihazlar kullanilarak
fizikokimyasal ozellikleri karsilastirilarak belirlemiglerdir. Bes farkli bolgeden elde
edilen kitinlerin a forma sahip oldugu bulunmustur. SEM analizi sonucunda sadece
karin bolgesinden elde edilen kitinin ti¢ farkli yiizey morfolojisine (normal fiber,
sadece por ve sadece yap1 iskelesi seklinde) sahip oldugu gozlenmistir. Kanatdan
izole edilen kitin ise yogun ve diiz bir yiizeye sahipken kafa ve ayakdan elde edilen
kitinler ¢ok fiberli ve nadir porlu bir yiizey morfolojisine sahip oldugu gozlenmistir.
Boyun kisminda ise diger kisimlara gore ¢ok farkli bir yilizey morfolojisi (siral {ist
iste cakisan kefe seklinde diiz ylizey ve kirik fiberler) bulunmustur. DTGmax
degerleri sirasiyla; karin (367 °C), kafa (360 °C), ayak ve kanat (359 °C) ve boyun
(308 °C) olarak kaydedilmistir. En yiiksek kitin icerigi ayak (% 13.25)’ ta iken en
diisiik boyun (% 6.79) bolgesinde oldugunu gérmiislerdir. Bu sonuclara bakildiginda
fizikokimyasal 6zelliklerin sadece kaynaga bagli olmadigini bir canlinin farkli viicut

bolgelerine de bagli oldugu bu ¢alisma ile kanitlanmistir.



Kitinin gelisimsel siiregte fizikokimyasal ozelliklerinin ve kitin igeriklerinin ne
sekilde degistigi kesin olarak bilinmemektedir. Kaya vd., (2016b), Vespa crabro’ nun
larva, pupa ve yetiskin gelisimsel siirecinde kitinin fizikokimyasal 6zelliginin ve kitin
iceriklerini belirlenmesi ile literatiirdeki bosluga 1sik tutmuslardir. Kitinaz testi ile
elde edilen kitinlerin saf oldugunu belirlemislerdir. Yapilan deneyler sonucunda Kitin
iceriginin gelisimsel siiregte (larva % 2.2, pupa % 6.2 ve yetiskin % 10.3) kademeli
olarak arttig1 gozlenmistir. Yiizey morfolojileri ise farklilik gosterdigi ve yetiskin
kitinde dort farkli yiizey (mikropor (3-4um), diiz yiizey, balik pulu seklinde nanofiber
yiizey, nanopor ile birlikte sik1 fiberler ve nano por ile birlikte ayrilmis fiberler), pupa
kitininde iki farkli ylizey (altigen seklinde nanofiberli yiizey ve nanofiber ile
nanoporlu yiizey) ve larva kitinin de iki farkli ylizey (por ve fiberli ylizey ve fiberli
porsuz yiizey) morfolojisine sahip oldugu goézlenmistir. FT-IR analizi sonucu tiim
kitinlerin o forma sahip oldugu bulunmustur. Larva, pupa ve yetiskin kitinlerin
DTGmax degerleri sirastyla; 384.8 °C, 381.7 °C ve 382.4 °C oldugu belirlenmistir.
Bu analizler sonucu gelisimsel siirecin kitinin ylizey morfolojisinde farkli degisimlere
neden oldugu ve kitin iceriginin de gelisimsel siire¢ ilerledikge arttiginm

belirlemislerdir.

Kitinin eklembacaklilarin gérme sisteminin bir par¢asi oldugu bilinmektedir fakat
korneal kitinin detayli karakterizasyonu arastirilmamistir. Yapilan bir calisma ile
yusufeuk boceginin (Sympetrum fonscolombii) bilesik gézlerinin korneal lensinde
bulunan kitinin izolasyonu ve karakterizasyonu (FT-IR, XRD, SEM, TGA ve kitinaz
testi) yaparak S. fonscolombii’nin korneal lensinin kitin igerigi % 20.3+0.85 olarak
belirlemislerdir. Kitinaz testi sonucunda elde edilen kitinin saf oldugu belirlenmistir.
Analiz sonuglarina bakildiginda, korneal lens kitinin a forma sahip oldugu,
kristallinitesinin % 96.4 oldugu, DTGmax degerinin ise 369.2 °C oldugu
gozlenmistir. SEM analizi sonucunda ise yiizey morfolojilerinde farklilik
gozlenmistir. Korneal lens kitinin i¢ kismi aralikli altigen sekle sahip kisa
nanofiberlerden, dis kismi ise sira halinde dizilmis altigen sekle ve uzun fibrillere
sahip oldugunu goézlemislerdir (Kaya vd., 2016c). Kaya ve ark. (2016¢) tarafindan
yapilan bu calisma ile bir canlinin sahip oldugu bilesik gozlerindeki korneal lens

kitini karakterize edilerek biyomalzemeye farkli bir bakis agist getirilmistir.



2.3 U¢ Boyutlu Kitin izolasyonu ve Uygulama Alanlari

Kitin genellikle toz ve graniil halinde elde edilmektedir ve ticari olarak satilmaktadir.
Fakat son zamanlarda Kitin izolasyonunda {i¢ boyutlu kitin elde edilmesi ilgi
cekmektedir. ik olarak 3D Kkitin, siingerlerden (Porifera) 2010 yilinda izole
edilmistir. izole edilen 3D Kkitinler; biyomedikal, doku miihendisligi ve materyal

bilimi gibi kullanim alanlarinda uygulanmstir.

Ehrlich ve ark. (2010a) denizel siingerlerin Verongida sinifinda yer alan 5 farkli A.
crassa, A. aerophoba, A. cauliformis, A. cavernicola ve A. fulva’ nin yapisal ve
fizikokimyasal 6zelliklerini detayli bir sekilde arastirmiglardir. Bu ¢aligma ile ilk kez
slingerin yapi iskeleti korunarak {i¢ boyutlu kitin elde etmislerdir. Karakterizasyonlar
sonucunda 3D kitinlerin katmandan olustugu ve fiberli bir yapiya sahip oldugu 151k
mikroskobu ve SEM ile gozlenmistir. Kitinaz testi ile kitinin saf oldugu
belirlenmistir. Biitiin kitinlerin o formda oldugunu ispatlamislardir. 5 farkli
stingerden elde edilen 3D kitin iskelet malzemelerinin doku miihendisliginde
kullanilabilirligi arastirilmistir (Ehrlich vd., 2010b). Yapilan aragtirmalar sonucunda
ise elde edilen 3D Kitinlerin hiicre kiiltiirii i¢in olduk¢a uygun oldugunu tespit

etmislerdir.

Kaya ve Sargin (2016), yaptiklar1 ¢alismada ilk kez Oniscus sp’ nin viicut seklini
koruyarak 3D kitin izolasyonu yapmislardir ve FT-IR, XRD, TGA, SEM ve Kkitinaz
testi kullanarak karakterize etmiglerdir. Oniscus sp’den elde edilen 3D Kkitinin, kitinaz
testi sonucunda yiiksek saflikta ve kitin icerigi % 29.6+4.2 oldugunu belirlemislerdir.
FT-IR analizi sonucu a forma sahip oldugu, XRD analizi sonucu diisiik kristaliteye
(Crl: % 51) sahip oldugu, TGA analizi sonucu ise diisiik termal kararlikta (DTGmax
degeri 328.8 °C) oldugu, SEM analizi sonucunda ise 3D kitinin, nanofiber (9—17nm)
ve nanopor (23—-47nm)’ lu bir yiizey morfolojisine sahip oldugunu gézlemlemislerdir.
Karakterize edilen 3D kitinin bovin serum albiimin (BSA) proteni ile etkilesimi farkli
pH (4.0-6.0 10mM asetat buffer ve 7.0- 8.0 10mM fosfat buffer)’da test etmisler ve
3D kitinin seklinden ve fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 pH 4.0 ve 5.0’in pH 6.0

ve 8.0’e gore daha yiiksek protein etkilesimi gosterdigini belirlemisdir.



Ehrlich ve ark. (2013), siingerden (A. Cauliformis) 3D olarak izole ettikleri boru
seklindeki Kitin matriksi ekstrem sartlar (150 °C) altinda zirkonyum dioksit
nanofazlarin olusumunda kullanmiglardir. 3D kitin matriksin yiiksek termal
stabilitesi, onun hidrotermal sentez ¢alismasinda kullanilmasina olanak saglamistir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, biyouyumlu zirkonyum-kitin kompozitinin kemik ve

dis implant1 gibi alanlarda kullanilabilecegini 6ngormiislerdir.

Schleuter ve ark. (2013), Verongida sinifinda yer alan denizel bir siingerden (A.
aerophoba) mekanik olarak kararli ve esnek ozelliklere sahip 3D Kitinin uranyum
adsorbsiyonu i¢in ilk kez calismislardir. Bu 3D kitin olduk¢a etkin (288 mg/g)
uranyum adsorpsiyonu oldugu ve uranilin % 90’11 seyreltilmis HC1 kullanarak

desorbe edebildigi gozlemlemislerdir.

Norman ve ark. (2014), spongin i¢eren denizel siinger olan Hippospongia communis’
den 3D Kitin izole edilmis ve fiberli yiizeyi sayesinde karmen boya (C.I. natural red
4) adsorbsiyonu i¢in kullanmislardir. Bu ¢alisma ile, boya konsantrasyonu, zaman,
sicaklik ve pH’nin etkisi gibi parametreler arastirilmigtir. Adsorpsiyon kinetik
sonuglarinin  (r?=0.979-0.999), psddo-ikinci-dereceden kinetik modele uydugu
gortilmiigtiir. 3D Kitin ve karmen boyasi arasindaki hidrojen baglar1 ve elektrostatik
etki ile saglandigi diisiiniilmektedir. Sonuglara bakildiginda, boya adsorsiyonu igin
boya-biyopolimer hibrid materyalinin etkinligini yiiksek oldugu ve kullanilabilirligini

gostermistir.

2.4 Kitosanin DNA ile Adsorpsiyon Kapasitelerin belirlenmesi

Kitosanin anyonik DNA molekiilii ile etkilesimi, polielektrolit kompleks olusumuna
baglidir. Polikatyonik kitosan, anyonik DNA molekiiliiniin ylizeyine baglanmaktadir
(Hu vd., 2014; Sarkar ve Kundu, 2012). Kitosanin polimerik halkalar1 {izerinde
bulunan amino gruplar, DNA molekiilleri ile etkilesimini gostermistir (Kurita, 2006).
Daha oOnceki calismalar kitosanin ila¢ tasinimi (Yadollahi vd., 2015), doku
miithendisligi (Kim vd., 2015) ve gen taginimi (Nam ve Nah, 2016) gibi biyomedikal

uygulamalarda kullanilmaistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712008806

2.5 Kitosanin Sitotoksisite ve Antitiimor Aktivitesinin Belirlenmesi

Younes ve ark. (2016), kitosanin molekiil agirliginin mesane kanseri hiicreleri
tizerine etkisinin olmadigini fakat kitosanin DA’nin artmasiyla antitiimér aktivitenin
arttigini bulmuslardir. Ayrica antitimor aktivitenin diisiik pH’ da yiiksek pH’ ya gore
daha yiiksek aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Shen ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada diisiik molekiil agirliga sahip kitosan
oligosakkaritlerin Hep G2 tizerinde onemli bir anti-tiimor aktiviteye sahip oldugunu

bulmuslardir.

Daha onceki calismalarda ideal o6zelliklere sahip biyouyumlu kitosan tiirevleri,
birincil normal insan epidermal fibroblastlar ve keratinositler tizerine test edilmistir
(Lim vd., 2006; Rasad vd., 2010).

Maeda ve Kimura (2004), Sarkoma 180 hiicre hatt1 lizerinde farkli molekiil agirligina
sahip kitosanin antitimor aktivitesini incelemislerdir. Diisiik molekiil agirliklt

kitosanin daha yiiksek antitiimor aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Park ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada ise, kitosanin molekiil agirligi ve
DA’nin ¢ farkli insan timor hiicre hatlari (Hep G2, A549 ve PC3) iizerinde belirgin

bir etkiye sahip oldugunu bulumuslardir.

Jiang ve ark. (2011), MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde iki farkli kitosan tiirevinin (siilfatl
Kitosan ve siilfatli benzaldehid kitosan) antitiimor aktivitesi analiz etmislerdir.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda siilfatli kitosanin yiiksek antitimor aktiviteye sahip

oldugunu bulumuslardir.

2.6 Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Kitin ve kitosan, genis bir yelpazede yosun, bakteri, maya ve mantar gibi hedef
organizmalara karst antimikrobiyal bir ajan olarak arastirilmistir. Cesitli
kaynaklardan {iretilen kitin ve kitosan farkli fiziko-Kimyasal, antimikrobiyal

aktiviteler sergilemistir.



Chien ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada bir mantar (shiitake stipes) ve yengeg
kabuklarindan kitosan elde etmis ve bunlarin antimikrobiyal o6zellikleri
karsilastirmistir. Mantar ve yenge¢ kabuklarindan elde edilen kitosan, 3 Gram pozitif
(B. cereus, L. Monocytogenes ve S. aureus) ve 5 gram negatif (E. coli,
Flavobacterium sp., P. aeruginosa, S. typhimurium ve V. parahaemolyticus) patojen
bakteri tiiriine karst mitkemmel antimikrobiyal aktivite (0.5 mg / ml'de 11.4-26.8
mm'lik inhibisyon zon) sergiledigini belirlemislerdir. Shiitake kitosanin yengeg

kitosanina kiyasla daha iyi antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilirligi gésterilmistir.

Tsai ve Su (1999), farkli DA’sine sahip {i¢ ¢esit kitosanin (% 50, 75 ve 95)
antimikrobiyal etkisini B. cereus, L. monocytogenes, S. dysenteriae, S. aureus, V.
cholerae, V. parahaemolyticus ve C. albicans patojenleri iizerine biiyiime
inhibisyonu tizerine arastirmiglardir. DA’s1 yiiksek olan kitosanin daha yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir



3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Diplopod Orneklerin Toplanmasi

Tez danismaninin 6zel bahgesinden (Bakirdagi, Develi, Kayseri, 29.01.2015)
Diplopod ornekleri (Julus terrestris) toplanmistir ve tizerindeki herhangi kir veya
toprak kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in distile su ile defalarca yikanmigstir. Daha sonra
ornekler, 2 giin boyunca 50 °C' de etiivde kurutulmustur. Ardindan % 70 lik EtOH

soliisyonu igerisinde oda sicakliginda saklanmistir.

3.2 Kullanilan Materyaller

J. terrestris’den elde edilen ii¢ boyutlu (3D) kitin ve kitosanin tanimlanmasi ve
karsilastirilmasi igin ticari karides kabugu kitini; Sigma-Aldrich (kodu: 1001416772)
ve diisiik molekiiler agirlikli kitosan; Sigma-Aldrich (448869-50G, CAS: 9012-76-
4)’ den satin alinmistir. Kitin ve kitosan izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar;
Sodyum hipoklorid (NaClO) yerel marketten, sodyum hidroksit (NaOH) ve etanol,
Sigma-Aldrich' den; metanol, kloroform ve hidroklorik asit (HCI), Brain Heart
Infusion (BHI) Broth besiyeri, Sabouraud dextrose agar ise Merck' ten temin
edilmistir. DNA etkilesimi i¢in plazmid DNA ise pGL4.13 (Promega, Madison, WI)

kullanilmastir.
3.3 Kitin Izolasyonu
Julus terrestris orneklerinden Kkitin izole etmek igin bir seri kimyasal islemden

gecirilerek saf olarak kitin elde edilmistir. Yapilan kitin izolasyon yontemi asagida

detayl bir sekilde agiklanmistir.



3.3.1 Beyazlatma islemi

[lk olarak koyu renkli diplopod 6rnekleri iizerine % 4’ liikk NaCIO ¢ozeltisi eklenerek
70 °C’ de 20 dakika bekletilmistir. Ardindan saf su ile pH notr oluncaya dek yikama
yapilmistir. Bu islemde diplopod oOrneklerinin rengi beyazlamig ve viicut

segmentlerinin gekli korunarak birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir.

3.3.2 Minerallerin uzaklastirilmasi

Rengi beyazlamis ve halka sekline sahip olan viicut segmentleri ayrilmis olan
orneklerin tlizerine 2M HCI c¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 10 dakika
bekletilerek yapidaki minerallerin uzaklastirilmasi saglanmigtir. Ardindan saf su ile
pH notr oluncaya kadar yikama yapilmistir. Bu iglem sonrasinda da halka seklindeki

orneklerin yapis1 korunmustur.

3.3.3 Proteinlerin uzaklastirilmasi

Demineralize olmus halka seklindeki 6rneklerin yapisindan proteinleri uzaklastirmak
icin 2M NaOH ¢ozeltisi 100 °C’ de 20 dakika boyunca reflux edilmistir. Ardindan,
saf su ile yikama yapilmistir. Elde edilen 3D kitin 6rnekleri oda sicakliginda

kurutulmustur.

3.4 Kitosan Eldesi

Ug boyutlu kitin érneklerinin iizerine % 60’ Itk NaOH ¢ozeltisi eklenerek 150°C° de
3 saat boyunca kitinin deasetilenmesiyle ii¢ boyutlu yapist korunmus olan kitosan

tiretilmistir. Elde edilen 3D kitosan ornekleri oda sicakliginda kurutulmustur. 3D

kitin ve kitosan tiretimi Sekil 3.1. ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Julus terrestris diplopod’un viicut segmentlerinden 3D Kitin ve kitosan

halkalarin izolasyon basamaklari.
3.5 Karakterizasyon

Ug boyutlu kitin ve kitosan drnekleri ve Sigma-Aldrich kitin ve kitosan 6rnekleri;
Fourier doniistimli infrared spektrometre (FT-IR), Taramali elektron mikroskobu
(SEM), Termogravimetrik analiz (TGA), X-Isim Kirinim yontemi (XRD) ve
Elemental analiz cihazlar1 kullanilarak fiziko-kimyasal o6zellikleri karakterize

edilmistir ve kitosanin molekiil agirligi belirlenmistir.
3.5.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

Kitin ve kitosan halkalarin FT-IR spektrumlari, Perkin-Elmer FT-IR spektrometre
cihazi kullamlarak 4000-625cm™ frekans araliginda kaydedilmistir. Ayrica ticari
kitin ve kitosan Orneklerinin de FT-IR bantlar1 belirlenerek J. terrestris * den elde

edilen 3D kitin ve kitosan halkalarla karsilastirmasi yapilmastir.

3.5.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

3D kitin ve kitosan halkalarin genel goriiniimii ve yiizey 6zelliklerini belirlemek i¢in
ilk olarak Gatan Hassas Graviir Kaplama Sistemi kullanilarak numunelerin altin

kaplamast yapilmistir. Ardindan Quanta FEG 200 marka taramali elektron

mikroskobu cihazi ile 6rneklerin yilizey morfolojileri incelenmistir.
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3.5.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

3D kitin ve kitosan halkalarin termogramlari, inert bir azot atmosferinde 25 °C’ den
650 °C' ye kadar ve dakika basina 10 °C’ lik sicaklik artis1 ile EXSTAR S11 7300
cihazi kullanilarak kaydedilmistir.

3.5.4 X-Istm1 Kirimim yontemi (XRD)

XRD difraktogramlardaki kitinin iki keskin piki yaklasik 9 ve 19° civarinda ve 12,
21, 23 ve 26°' de gorillen dort genis pikin o Kitin icin karakteristik oldugu
bilinmektedir. Diger taraftan, kitosanin difraktograminda ise iki keskin tepe noktasi
yaklasik 9 ve 19°' de goriilmektedir. XRD tepe noktalarinin yogunluklari kitin ve
kitosanin yiizde kristallinitesini hesaplamay: saglar. Asagidaki ifade Kkristalinite

indeksini hesaplamak i¢in kullanilmstir:

Crly10 (%) = [(l120 — lam) / 1110] X 100 (1)
Crl= % ytizde kristaliniteyi gosterir; 1119 20 20° maksimum siddeti degeri; lam

ise 20 13°" de amorf pikinin maksimum siddetini gosterir.

3.5.5 Molekiil agirhg belirleme ve elemental analiz

3D kitosan halkalarin viskozite-ortalama molekiil agirligi, yaygin bir prosediir
izlenerek Ubbelohde Seyreltme Viskometresi ile belirlenmistir (Roberts ve Domszy,
1982; Wang, vd., 1991). Bes farkli konsantrasyonda hazirlanan kitosan soliisyonu, 25
°C' de bir ¢oOziicii sistemi (0.IM Asetik asit ve 0.2M Sodyum kloriir, 1:1
hacim/hacim) kullanilarak molekiil agirligin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Her
prosediir ii¢ tekrar ile yapilmistir. Mark-Houwink-Sakurada denklemi 3D kitosanin

molekiil agirligini belirlemek igin kullanilmistir (Jung ve Zhao, 2012):

[n] =k (M)* )

[n] esas viskoziteyi gosterir, Mv viskozite ortalama molekiil agirligi, k (1.81 x

107%) ve o (0.93) sabiti gosterir.
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Elemental analiz (FLASH-2000), 3D kitosan halkalarmm C, H ve N igerigini
belirlemek igin kullanilmustir. Kitosanin DA’s1 asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir (Abdou, vd., 2008):

DA (%) = [(6.857 — C/N) / 1.7143] x 100 3)

3.6 Kitosan Cozeltisi Hazirlama

Elde edilen 3D kitosan halkalar (4 mg), 1 mL’ lik asetik asit ¢ozeltisinde (% 1)
¢oziilmistiir ve bu ¢ozelti, Kitosanin tam olarak ¢Oziinmesini saglamak igin bir
calkalayicida 48 saat karistirilmigtir. Elde edilen kitosan soliisyonu DNA etkilesimi,

antitimor ve antimikrobiyal etki ¢alismalarinda kullanilmistir.
3.7 J. terrestris Kitosanin DNA Etkilesim Kapasitesinin Belirlenmesi

1 pg/uL konsantrasyondaki plazmit DNA pGL4.13 (Promega, Madison, WI)’ iin 10
uL’si, degisen konsantrasyonlarda hazirlanan kitosan ¢ozeltisinin (0.04, 0.4 ve 4
mg/mL) 40 pL’ sinin i¢ine konulmustur. Kontrol testleri, ayrica kor 6rnekler ile 40
uL saf su igerisine 10 pL plazmid DNA eklenmesiyle gerceklestirilmistir. Karigimlar
vortex edilerek, 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 2 dakika
boyunca 5000rpm' de santrifiij edilmistir. Siipernatant kismin ig¢indeki DNA
konsantrasyonu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
3.8 J. terrestris Kitosanin Sitotoksisitesi ve Antitiimor Etkisi

J. terrestris kitosanin HeLa ve fibroblast L929 hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkisi
ve antitimor aktivitesi Mosmann (1983) tarafindan tanimlanan MTT [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] metodu kullanilarak
belirlenmistir. Hiicreler, 96 kuyulu plateler i¢ine kuyucuk basma 5x10° olacak
sekilde ayr1 ayr1 ekim yapilmistir ve % 5’ lik CO, atmosferinde 37 °C' de inkiibe
edilmistir. Sonra, hiicreler 37 °C' de gece boyunca inkiibasyona birakilarak tist faz

uzaklastirilmigtir ve 200uL gelistirme besiyerinde (DMEM) ve kitosan ¢ozeltilerin
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farkl1 konsantrasyonlar1 her bir kuyucuga ilave edilmistir. Ornekler ayrica fazladan
24 saat ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saat ve 48 saat inkiibasyondan sonra
besiyeri (iist faz) uzaklastirilarak ve MTT’ nin 5 mg/mL igceren serumsuz besiyeri
100 uL olacak sekilde her bir kuyucuga eklenmistir. Karanlikta 37 °C sicaklikta
inkiibasyonun 4 saat sonrasinda, reaksiyona girmemis MTT iceren besiyeri dikkatlice
uzaklastirilarak, 100 pL izopropil alkol, formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in her
bir kuyucuga ilave edilmistir. Plateler, 10 dakika boyunca c¢alkalanmistir ve
absorbansi plaka-okuma spektrofotometresi (Biochrom EZ Read 400) ile 570 nm' de
Olciim alinmistir. Muamele edilen hiicrelerin absorbansi kontrol ile karsilagtirilmistir
ve yalnizca normal bir besiyerine maruz kalan hiicreler % 100 canli olarak kabul
edilmistir.

Tim deneysel veriler ortalamatstandart sapma (SD) olarak temsil edilmistir.
Grafikler, Y-ekseninde % hiicre canlilig1 ve X-ekseninde ise 6rnegin konsantrasyonu
kullanilarak ¢izilmistir. Veriler istatistiksel anlamlilik gosteren p <0.01 ile 6grenci t-
testi veya Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. Deneyler en az ii¢ tekrar ile

gerceklestirilmistir.

3.9 J. terrestris Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bu tez ¢alismasinda, Escherichia coli ATCC (American Type Culture Collection)
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,Candida albicans (ATCC 10231),
Pseudomonas aeruginosa 27853, Salmonella typhimurium 14074, Bacillus subtilis
6633, Staphylococcus epidermidis wt, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes,
Enterobacter aerogenes organizmalari kullanilmigtir. Bakteriler BHI Broth
besiyerinde, maya tiirii Sabouraud dextrose agar besiyerlerinde uygun inkiibasyon
kosullarinda iiretimleri gergeklestirilmistir. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi CLSI
(Wikler) tarafindan tanimlanan agar disk diflizyon yontemi ile aragtirilmistir. Kisaca,
taze 24 saatlik kiiltiriin 100 pL’ si Mueller-Hinton Agar iizerine ekiivyon g¢ubukla
inokiile edilmistir ve ardindan 20 dakika siire ile kurumaya birakilmistir. Steril
kosullar altinda kiiltiir plateleri icine diskler yerlestirilerek her bir disk i¢in
hazirlanan kitosan c¢ozeltisi 20pl olarak yiiklenmistir ve 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Deneyler {i¢ tekrar olarak yapilmistir. Ortalama inhibisyon

zon ¢ap1 mm olarak ol¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Yeni iiretilen J. terrestris Kitosaminin essiz 6zellikleri

Normalde kitin 6rnegini kitosana g¢evirirken yiiksek sicaklikta bazik bir ortam gibi
zorlu sartlar gerekmektedir. Zorlu deasetilasyon islemi boyunca kitinin orijinal
seklini korumasi ¢ok zordur. Bu ¢alismada, kitin halkalarindan kitosan halkalarinin
tiretimi sert deasetilasyon kosullarina ragmen basarilmistir. Bu da organizmadaki J.

terrestris'deki kitinin dogasindan kaynaklanmaktadir.
42 FT-IR

J. terrestris 3D kitin ve ticari kitinin amid Il band1 (N-H, C-N gerilimi) 1551cm™
olarak kaydedilmistir. J. terrestris 3D kitin ve ticari kitinin diger bantlar1 sirasiyla
3437 ve 3448cm™! (O-H gerilimi); 3265 ve 3254cm ™" (asimetrik N-H gerilimi); 1151
ve 1154cm™' (C-O-C asimetrik gerilimi); ve 1113 ve 1115cm™' (C-O-C simetrik

gerilimi) olarak gozlenmistir.

Kitinin deasetillenmesinden sonra 1620cm ™" band1 kaybolmustur ve 1550cm ™" band
1590cm " bandina déniismiistiir (Al Sagheer vd., 2009). Bu ¢alismada ise J. terrestris
3D kitosan ve ticari kitosan igin karakteristik bantlar sirasiyla 1646 ve 1647cm™'
(amid I, karbonil v(C = 0)); 1593 ve 1586cm' (amid II, amin v(NH,)) olarak
kaydedilmistir. Sekil 4.1.c,d’ de goriildiigi tizere J. terrestris 3D kitosan ile ticari
kitosanin tiim bantlar1 birbirine ¢ok yakin bantlara sahip oldugu kaydedilmistir. Bu
sonuglara gore J. terrestris’ den elde edilen 3D Kkitinin basarili bir sekilde

deasetillenerek 3D kitosan elde edildigi kanitlanmistir.



Sekil 4.1: FT-IR spektrumlart: a) J.terrestris 3D kitin halkalar, b) Sigma-Aldrich
kitin, c) J. terrestris 3D kitosan halkalar ve d) Sigma-Aldrich kitosan.

4.3 SEM goriintiileri

J. terrestris” den elde edilen 3D kitin halkalarin SEM goriintiileri Sekil 4.2. te
gosterilmistir. Islak kitin ornekleri esnek yapiya sahip olduklarindan (Sekil 4.2.a,b)
kolayca sekil verilebilmistir (Sekil 4.2.c,d). Ayrica 3D kitosanlar da 1slak formda
esnek yapiya sahiptir (Sekil 4.2.e,f).
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Sekil 4.2: SEM goriintiileri: a, b, ¢ ve d) J. terrestris’in viicut segmentlerinden elde

edilen 3D Kitin; e, f) J. terrestris’in viicut segmentlerinden elde edilen 3D kitosan.

SEM goriintiisiinde 3D kitin halkalarin iki tip kenart vardir; (1) i¢ katlanmis kisim
(Sekil 4.3.a), (2) dis diiz ylizeyli kisim (Sekil 4.3.b). Dis diiz yiizey, nanofiber ile
birlikte diiz bir yapiya (Sekil 4.3.e,f) sahipken i¢ katlanmis kisim nanofiber igeren
pliriizli bir yapiya (Sekil 4.3.c,d) sahip oldugu gozlenmistir. 3D kitin halkalar gibi
3D kitosan halkalar da iki tip kenara sahip oldugu bulunmustur; (1) i¢ katlanmis
puriizlii yiizey (Sekil 4.4.a) ve (2) dis diiz yiizey (Sekil 4.4.b), fakat kitinden farkl
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olarak kitosan halkalarin 2 tipinde de c¢ok fazla por oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.4.c,d). Kitin halkalarda bulunan nanofiberlerin boyutu 14.3-38.4 nm araliginda
oldugu belirlenirken kitosan halkalarin ise 7.9-33.1 nm araliginda oldugu
belirlenmistir.

3D halkalarin ¢aplar1 0.35+1.4 mm olarak 6l¢iilmiistiir. 3D halkalar 2 farkli boyuta
sahiptir. Ilki, dar boyut 19.8+87 pm araliginda (Sekil 4.2.a,c,d,f) iken ikincisinin
genis boyutu 36.2+139 um araliginda degisen (Sekil 4.2.b,e) boyutlara sahip oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.3: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin halkalarin SEM resimleri: a, b, ¢ ve

d) i¢ katlanmis kisim; e, f) dis diiz kenar.
Bu calismada J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin, fiberli bir yiizey sergilemistir ve

bu tip ylizey morfoloji daha onceki ¢alismamizda da rapor edilmistir (Kaya vd.,

2014). Diger taraftan 3D kitosan halkalarin fiber ve porlu bir ylizeye sahip oldugu
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gbzlenmistir. Bu ¢esit yiizey morfolojileri de dnceki calismamizda kaydedilmistir

(Kaya vd., 2014).

50 um

e - e . — - e

Sekil 4.4: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitosan halkalarin SEM resimleri: a, b, ¢

ve d) i¢ katlanmis kisim; e, f) dis diiz kenar.
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44 TGA

J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin ve kitosanlarin termal bozunmalari 2 basamakta
gerceklesmistir. 11k basamakta biyopolimerin yapisindaki suyun buharlasmasi, ikinci
basamakta ise biyopolimerin termal bozunmasi ile ilgili oldugu Tang ve arkadaslar
tarafindan 2005 yilinda kaydedilmistir (Tang vd., 2005). DTGmax degeri, 3D kitin i¢in
389 °C, ticari kitin igin ise 391 °C olarak bulunmustur (Sekil 4.5.a,b). 3D kitosanin
ve ticari kitosanin DTGpax degeri sirasiyla 308 °C ve 297 °C olarak gozlenmistir
(Sekil 4.5.c,d).
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Sekil 4.5: TGA egrileri: a) J. terrestris 3D kitin halkalar, b) Sigma-Aldrich kitin, c)

J. terrestris 3D kitosan halkalar ve d) Sigma-Aldrich kitosan.

Kitin ve kitosanin termal kararliligi kullanilan kitin temelli 6rnegin 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanish bir yontemdir (Wysokowski vd., 2013c). Kitin ve
tirevlerinin kiitle kaybinin iki basamakta oldugu daha onceki ¢aligmada rapor

edilmistir (Paulino vd., 2006). Literatiire bakildiginda, kitinin DTGax degeri 380 °C
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civarinda ve kitosanin DTGmax degeri ise 300 °C civarinda oldugu rapor edilmistir
(Jang vd., 2004; Paulino vd., 2006). Bu sonuglar g6z oniine alindiginda 3D Kkitinin
DTGax degerinin ticari kitin ile 3D kitosanin ise ticari kitosan ile DTGmax degerinin

cok yakin oldugu bulunmustur.

4.5 XRD

3D kitinin XRD pikleri 9.58, 13.04, 19.46, 20.98, 23.66 ve 26.62° olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.6.) ve Jang ve arkadaslarina (2004) gore tiim bu piklerin a-
kitin i¢in karakteristiktir (Jang vd., 2004). 3D kitosanin XRD pikleri ise 9.86 ve
19.66° olarak bulunmustur (Sekil 4.6.) ve tiim pikler Al Sagheer ve arkadaslarina
(2009) gore 10° ve 20° civarindaki piklerin kitinden basarili bir sekilde kitosan elde
edildigini gostermektedir (Al Sagheer vd., 2009).

3D kitin ve kitosanin Crl degerleri sirastyla % 64.7 ve % 50.4 olarak hesaplanmistir.
Onceki calismalarda, farkli kabuklularm kabugundan elde edilen kitin érneklerinin
Crl degerleri % 80-90 araliginda kaydedilmistir (Al Sagheer vd., 2009; Sajomsang ve
Gonil, 2010). Bu calismada 3D kitin ve kitosanlarin Crl degerleri 6nceki
calismalardaki sonuglar ile daha diisiik bulunmustur. 3D kitosanin Crl degerinin 3D
Kitine gore daha diisiikk olmasi kitinin deasetilasyonundan kaynaklanabilir. Kitin
deasetillendikten sonra tabakalar arasi hidrojen baglarinin arasindaki bozulmasinin

bir sonucu olarak kristalinite azalmaktadir (Al Sagheer vd., 2009).
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Sekil 4.6: XRD kirinim goriintiisii; a) J. terrestris’in viicut segmentlerinden elde

edilen 3D kitin ve b) J. terrestris’in viicut segmentlerinden elde edilen 3D kitosan.
4.6 Kitosamin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi ve Elemental Analizi

Kitosan, molekiil agirligi bakimindan ii¢ gruba ayrilmaktadir; (1) diisiik molekiil
agirlikl kitosan (50 kDa’ dan daha diisiik), (2) orta molekiil agirlikli kitosan (50-150
kDa), (3) yiiksek molekiil agirlikli kitosan (150 kDa’ dan daha yiiksek) (Goy vd.,
2009). Bu calismada yeni elde edilen 3D kitosanlarin molekiil agirligi 4.31 kDa
olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ 3D kitosanlarin diisitk molekiil agirligina sahip
oldugunu gostermistir. Aranaz ve ark. (2009), diisiik molekiil agirlikli kitosanlar, gen
tasima, gida kaplama ve yara iyilesmesi gibi uygulama alanlari i¢in tercih edilmeye
uygun oldugunu gostermistir (Aranaz vd., 2009). Disiik molekil agirlikli
kitosanlarin ayrica elektrospinleme ile nanofiber iretiminde kullanilmistir
(Homayoni vd., 2009). Elemental analiz sonuglarina bakildiginda 3D kitosanin, N, C
ve H icerigi sirastyla % 7.96, % 45.12 ve %6.52 olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar
kullanilarak 3D kitosanin DA’s1 % 69.13 olarak hesaplanmaistir.
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4.7 J. terrestris Kitosan ile Plazmid DNA Etkilesimi

Anyonik plazmid DNA’nin katyonik polisakkaritler ile bag yapabilme kapasitesi
yiiksektir. Katyonik bir biyopolimer olan kitosan gen transfeksiyonu igin DNA
polimer kompleksi iiriinlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (de Ilarduya vd.,
2010). Bu calismada ise cesitli konsantrasyonlarda (0, 0.4, 0.04 ve 4 mg/mL)
hazirlanan J. terrestris kitosan c¢ozeltileri test edilmistir ve plazmid DNA
konsantrasyonu sonunda her bir kitosan ¢ozeltisi i¢in 10 dakika inkiibasyon sonunda
sonuclar; 0 mg/mL (kontrol): 199.5+£8.6, 0.04 mg/mL: 174.9+5.6, 0.4 mg/mL:
81.6£16.5, 4 mg/mL: 47.1+12.1 ng/uL olarak kaydedilmistir. En yiiksek kitosan
cozeltisi (4 mg/mL) i¢in kontrole goére plazmid DNA konsantrasyonu 4 kat
azalmistir, plazmid DNA i¢in kitosan yiiksek aktivite gostermistir.

Bu calismada ise J. terrestris’ den elde edilen kitosanin DNA etkilesimi igin
kullanilabilir oldugu ve bu kitosanin biyomedikal miihendisliginde uygulanmak i¢in

bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.

4.8 J. terrestris Kitosanin Sitotoksisitesi ve Antitimor Etkisi

J. terrestris kitosanin fibroblast hiicreleri (L929) igin nantoksik oldugu bulunmustur.
Fibroblast (L929) hiicrelerinin 24 ve 48 saat kitosan ¢ozeltisi ile maruz birakilarak
sitotoksisite sonuglart Sekil 4.7.a” da gosterilmistir. L929 hiicrelerine karsi test edilen
tiim kitosan ¢ozeltileri 24 ve 48 saat maruz birakildiklarinda yiiksek canlilik seviyesi
(% 80) sergilerken yiiksek oranda hiicre canliligini korudugu belirlenmistir.
Kitosanin antitiimdr aktivitesini incelemek i¢in invitro HeLa hiicre hattina karst MTT
analizi kullanilmistir. 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerin ¢ogalmaya karsi
aktivitesi 10-500 pg/mL araliginda kullanilan kitosan konsantrasyonunun hiicre hatti
tizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 4.7.b). J. terrestris kitosanin 500 pg/mL
konsantrasyonu, 48 saatin sonunda kontrol ile karsilastirildiginda HeLa hiicrelerinin

biiylimesinde 6nemli bir sekilde azalma gostermistir (Sekil 4.7.b).
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Sekil 4.7: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitosanin 24 ve 48 saat igin a) L929 hiicre
hattinin hiicre yasayabilirligi, b) HeLa hiicrelerinin MTT sonuglari. Sonuglar, en

azindan ti¢ tekrarli olarak ortalama+SD ortalamas olarak gosterilir (** p <0.01).

Onceki calismalarda kitosanin farkli kanser hiicre hatlarina 6nemli bir antitimor
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Kitosanin antitimor aktivitesi tizerine; molekiil
agirhgl, DA, pH ve kitosanin elde edildigi kaynak gibi dort farkli karakteristik

ozeligi vardir.

Chien ve ark. (2016), yenge¢ kabugu ve mantardan kitosan elde etmislerdir ve
ikisinden elde edilen kitosanlarin antitimor etkilerini analiz etmislerdir. Mantardan
elde edilen Kkitosanin antitimér aktivitesinin yenge¢ kabugundan elde edilen
kitosandan biraz daha yiiksek oldugunu gormislerdir. Bu sonu¢ da kitosanin
antitimor aktivitesinin kaynagina gore degistigini gostermektedir. Ayrica, diisiik
molekiil agirhigma sahip kitosanin yiiksek molekiil agirlikli kitosana goére daha
yiiksek bir anti-timor aktiviteye (Hep G2 iizerine) sahip oldugunu bulmuslardir. Bu
calismalar, genellikle disiik molekiil agirlikli kitosanin yiikksek molekiil agirlikli

kitosana gore daha yiiksek antitiimoraktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
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Bu tez ¢aligmasi ayn1 zamanda diplopod viicut segmentlerinden elde edilen diisiik
molekiil agirhikli kitosanin (4.31 kDa) HelLa hiicre hatti {izerine yiiksek
antiproliferatif etkinligi oldugunu gostermistir. Diisiik sitotoksisite, J. terrestris

kitosanin HeLa hiicrelerine karsi1 onemli bir antiproliferatif ajan oldugu gostermistir.

4.9 J. terrestris Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesi

J. terrestris Kitosanin 11 bakteri ve bir maya (C. albicans) iizerine antimikrobiyal
aktivitesi aragtirillmistir ve J. terrestris kitosanin en yiikksek S. aureus 29213
(15.6+1.154mm) ve K. pneumoniae 700603 (6.3+0.574mm)’ e karsi en disik
aktivite gostermistir. E. coli 25922, E. faecalis 29212, P. vulgaris ve L.
monocytogenes 19117 {izerinde antimikrobiyal aktivite gbzlenmemistir. J. terrestris
kitosanin diger organizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin inhibisyon zon
caplarindaki azalmaya gore sirasiyla su sekilde kaydedilmistir; E. aerogenes
(14.3+1.154mm), S. epidermidis wt (14+1mm), B. subtilis 6633 (13+0.577mm), S.
typhimurium 14074 (12.6+0.577mm), C. albicans 10231 (12.3+0.577mm) ve P.
aeruginosa 27853 (9+1.732mm).

S. aureus, insanlarda sik sik enfeksiyonlara neden olan yaygin bir insan patojendir
(Campanile vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda kullanilan diisiik molekiil agirhikli J.
terrestris kitosan (4.31 kDa)’ nin S. aureus bakterisine kars1 ¢ok etkili oldugu dikkat
cekicidir. Bu sonuglarin aksine dnceki calismada yiiksek molekiil agirligina sahip
kitosanin (>300 kDa) S. aureus bakterisine karsi c¢ok yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Zheng ve Zhu, 2003). Ayrica J. terrestris
kitosan diisik DA (% 69.13)’ya sahip oldugu bulunmustur. Onceki yapilan bir
calisma ile S. aureus' a kars1 diisiik DA’ ya sahip kitosanin daha etkili oldugu rapor
edilmistir (Hongpattarakere ve Riyaphan, 2008).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1. Bu tez ¢alismasinda, 3D Kitin ve kitosan halkalarin tretimi ilk kez J. terrestris

diplopod’un viicut segmentlerinden elde edilmistir.

2. Elde edilen triinlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ¢esitli analitik
cihazlar (FT-IR, SEM, TGA, XRD, seyreltilmis ¢ozelti viskometre ve elemental
analiz) kullanilarak yapilmistir ve sonuglar 3D kitin ve kitosan halkalar ile ticari

olarak temin edilen Kitin ve kitosan ile karsilastiriimistir.

3. Bu tez ¢alismasinin 6nceki ¢alismalardan farkli olarak ilk kez Diplopoda tiirtinden
basit bir islem uygulanarak belirgin bir sekle sahip 3D kitosan halkalarin iiretilmesi

olmustur.

4. 11k kez elde edilen J. terrestris kitosan ile plazmid DNA (pGL4.13)’ nin etkilesimi

belirlenmistir.

5. J. terrestris kitosan ile fibroblast 1L.929 ve HeLa hiicre hatlar lizerinde sitotoksisite

ve antiproliferative aktivitesi belirlenmistir.

6. 3D kitosanin sahip oldugu diisiik molekiil agirhigi (4.31 kDa) nedeniyle hiicre
hatlar1 (HeLa ve L929) iizerine antiproliferatif ajan olarak kullanilabilir bir

biyomalzeme oldugu bu tez ¢alismasi ile belirlenmistir.

7. J. terrestris kitosanin disk difiizyon yontemi kullanilarak Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes, Enterobacter
aerogenes suglari ile antimikrobiyal aktivitelerinin nasil oldugu bu tez calismasi

kapsaminda arastirilmistir.



8. Daha onceki ¢alismalarda siingerden elde edilen 3D kitinlerin doku miihendisligi,
hiicre kiiltiirii  ¢aligmalari, uranyum adsorpsiyonu ve zirkonyum depolamasi
calismalarinda kullanilarak 6nemli sonuglar alinmistir ve 3D kitin malzemenin elde

edilmesine zemin saglamistir.

9. Ayrica kitosanin kitine gore daha yiiksek antimikrobiyal 6zellige sahip olmasindan
dolay1 3D kitosanlarin gida, medikal ve tip gibi mikrobiyal olusumun istenmedigi

alanlarda tercih edilebilecektir.

10. 3D kitosanin sahip oldugu yiizey morfolojisinin siki nanofiber ve nanoporlu

yapisindan dolayi filtreleme ve adsorpsiyon ¢aligmalari icin uygun isleve sahiptir.
Calismanin sonuglarina bakildiginda, uygulama alanlarinda yeni, kullanish ve etkisi

yiikksek olan 3D kitosan iiretimi farkli canlilar kullanilarak ileriki ¢aligmalar igin

temel saglayabilecegi ongoriilmektedir.
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