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OZET

Bazi bitkilere zararli olarak kabul edilen bocekler, bitki koruma amacl toplandiktan
sonra biyo-atik olarak kabul edilmektedir. Bu biyo-atiklar1 yakmak yerine teknolojik
malzemelere doniistiirmek endiistriyel agidan ¢ok 6nemlidir. Caligula japonica, ceviz,
kestane, elma gibi bir¢ok bitkiye zarar vererek meyve verimini diigiirmekte hatta
agacin 6lmesine neden olmaktadir.

Bu ¢alismada, dogadan bol miktarda toplanan C. japonica pupa kafa yapisindan ti¢
boyutlu dogal kitin filmi tiretilmistir. FTIR analizi sonucu, iiretilen filmlerin alfa kitin
formunda oldugu ve SEM analizine gore de cok net bir sekilde goézlenebilen
nanofiberlerden olustugu ortaya konmustur. Elde edilen kitin filmin maksimum
bozulma sicakligmim 367,8°C oldugu 6lgiilmiistiir. XRD analizi sonucu kitin igin
karakteristik olan 9,42° ve 19,52" de iki keskin pik kaydedilmistir. L929 fare fibroblast
hiicre hattinda gergeklestirilen sitotoksisite analizine gore, kitin filmin 24, 48 ve 72
saatlerde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak, bu tez
calismasi kapsaminda ileriki biyomedikal uygulamalarda kullanilmak tizere, dogal, {i¢
boyutlu, nanoliflerden olusan ve biyouyumlu ozelliklere sahip bir film iretimi
gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: C. japonica, Kitin Film, Karakterizasyon, Biyomalzeme,
Biyouyumluluk.

Ocak, 2022; 31 sayfa
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ABSTRACT

Insects considered harmful to some plants become bio-waste after they are collected
for plant protection purposes. It is very important industrially to transform these bio-
wastes into technological materials rather than incineration. Caligula japonica
damages many plants such as walnut, chestnut, apple, reduces fruit yield and even
causes the tree to die.

In this study, a three-dimensional natural chitin film was produced from the head of
the C. japonica pupa, which is collected in large quantities from nature. As a result of
the FTIR analysis, it was revealed that the produced films were in the form of alpha
chitin and consisted of nanofibers that could be observed very clearly according to
SEM analysis. The maximum degradation temperature of the resulting chitin film was
measured to be 367,8°C. As a result of XRD analysis, two sharp peaks were recorded
in 9,42° and 19,52° which are characteristic for chitin. The cytotoxicity analysis
performed on the L929 mouse fibroblast cell line revealed that the chitin film did not
have any cytotoxic effect at 24, 48 and 72 hours. As a result, a natural, three-
dimensional, nanofiber film with biocompatible properties was produced to be used in
future biomedical applications.

Keywords: C. japonica, Chitin Film, Characterization, Biomaterial, Biocompatibility.

January, 2022; 31 pages
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1.GIRIS

Kitin, glikozidik baglant1 geometrisinde lineer bir B-1,4 bagl N-asetil D-glukozamin
polimeridir (Shamshina vd., 2019). Bu polimer sahip oldugu gii¢lii antimikrobiyal,
antioksidan aktivitesi, non-toksitite ve biyobozunurluk gibi 6zellikleri sayesinde tip,
eczacilik, doku miihendisligi, biyoteknoloji, biyomedikal endiistrisi, gida, besin katki
maddesi olarak kullanim gibi genis uygulama alanlarina sahiptir (Casadidio vd. 2019).
Kitin basta mantarlarin hiicre duvarinda bulunmakla birlikte; diinyada Arthropoda,
Bryozoa, Mollusca gibi subelerde yer alan canlilarin %70’inden fazlasinin yapisinda
bulundugu bilinmektedir. Literatiirde yer alan pek cok calismada kitinin, yengec,
karides ve 1stakoz gibi canli gruplarinin dis kabuklarindan; mantar ve bazi alglerin
hiicre duvarindan; bazi canli gruplarinin (mercan, siinger ve bocekler gibi) ise tiim
viicut yapisindan izole edildigi bildirilmistir (Barikani vd., 2014; Kaya vd., 2015;
Shamshina vd., 2019). Calismamizda yer alan dev ipek bocegi pupa kafa yapisi kitin

kaynag1 olarak kullanilmistir.

Onceleri Dictyoploca japonica, Saturnia japonica ve Dictypoea japonica olarak
adlandirilan Caligula japonica (C. japonica), Caligula, Lepidoptera: Saturniidae
cinsine aittir (Kawaguchi vd., 2003; Chen vd., 2020). Bu yerli bocek zararlisi, Cin’in
yan1 sira Japonya, Kuzey Kore ve Rusya’da yaygin olarak dagilim gostermektedir
(Youzhong, 2009; Xu vd., 2014).

C. japonica, 30 cins ve 20 familyaya ait genis bir 38 konukgu bitki yelpazesine
sahiptir. Konukgu bitkiler arasinda ceviz yer almaktadir (Yang vd., 2008; Liu ve Feng,
2013) ve C. japonica larvalar1 gogunlukla ceviz yapraklariyla beslenir. Bu zararlinin
istilas1 bolgesel olarak tarim sektoriinde ciddi sorunlara ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir, daha da yayilma olasilig1 vardir (Yang vd., 2008; Liu ve Feng, 2013). Su
anda, bu zararliy1 kontrol etmek i¢in kullanilan en yaygin yontem kimyasal pestisitler
olsa da, bu yontemin olas1 kisitlamalarindan dolay1 zararlinin kontrolii i¢in giivenli ve
etkili 6nlemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Tiim bu nedenlerle, C. japonica ile yapilan
aragtirmalarin ¢ogu, ontogenezi ve lireme Ozellikleri gibi biyolojisine odaklanmigtir

(Yang vd., 2008; Youzhong, 2009).

Cin'de, bir sonraki yilin agustos ayindan nisan ayma kadar yumurta olarak kis

gecirdikleri i¢in bu haserenin yilda sadece bir nesli meydana gelir (Yang vd., 2008).



Bu hasere, Nisan ortasindan Haziran sonuna kadar larva asamasinda bulunur, pupa
asamast Haziran sonundan Eyliil ortasina kadar gergeklesir ve yetiskinler Longnan
Bolgesi’nde Temmuz aymin sonundan Eyliil ayinin sonuna kadar ortaya ¢ikmaktadir
(Xu vd., 2014). Yumurta parazitoitleri 6nemli 6lim faktorleri olabileceginden, C.
japonica'nin baskin yumurta parazitoitleri toplu olarak iiretilirse, C. japonica'nin
kontroliinde pestisitlere bir alternatif saglayabilecegi tahmin edilmektedir (Chen vd.,
2020). Bu zararli ile miicadele i¢in bolgesel ceviz yetistiricilerinden C. japonica kozasi
toplanarak yakilarak ya da gomiilerek bertaraf edilmistir (Xu vd., 2014). Ancak bu,
kontrol i¢in zahmetli ve maliyetli bir yaklasimdir ve pek ¢ok acidan ¢evreye zararlidir.
Bu nedenle, C. japonica canlisinin atik yapisinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
calismalar onemlidir. Chen ve arkadaslar1 2021°de yapmis oldugu calismada bu
bdceklerin viicut yapisindan dogal kitin film elde edilmis, elde edilen filmlerin ayrintili
karakterizasyonu gergeklestirilerek yiizey morfolojileri belirlenmistir. EK olarak
filmlerin her iki yiizeyinin (dorsal ve ventral) SERS aktivitesi ¢alisilmis, bu yapinin
malzeme bilimine katki saglayacagi ongoriilmiistiir. Bununla birlikte bu kitin filmin

hiicresel biyouyumlulugu ¢alisilmamustir (Chen vd., 2021).

Bu caligmada ilk kez C. japonica tiiriiniin pupa kafa yapisindan kitin film izole
edilerek, biyomalzeme FT-IR, TGA, XRD, elemental analiz ve SEM yontemleri
kullanilarak karakterize edilmis, malzemenin biyouyumlulugu L929 fare fibroblast
hiicrelerinde MTT yontemi ile test edilmistir. Bu sayede izole edilen yapinin saf kitin
olup olmadigi, kristal yapisi, termal kararlilig1 ve yiizey morfolojileri net olarak ortaya

konularak biyouyumlulugu belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Kitin ve Ozellikleri

Kitin seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan bir biyo-polisakkarittir. Kitinin a,  ve
v olmak lizere li¢ allomorfik formu bulunmaktadir. Kitin, karides, yenge¢ ve 1stakoz
gibi canlilarm kabuklarinda, yumusakgalar ve istakozlarin dis iskeletlerinde ve

boceklerin yani sira bazi mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunur.

Kitinin kimyasal yapisi, birkag yiiz ila binden fazla B-1,4 baglantihi D-glikoz
biriminden olusan seliilozunkine ¢ok benzerdir. Kitin yapisinda seliillozun C-2

konumundaki hidroksilinin yerini bir asetamid grubu almistir (Periayah vd., 2016;
Alam ve Qiao, 2020).

OH 1 oH
OH
HO o oﬂ”o O/ﬁ/OH
O HO
OH OH n

Sekil 2.1. Seliiloz polimerinin kimyasal yapis.

Seliilozdan farkli olarak, kitinde asetillenmis amin gruplar1 biciminde %5-8 azot igerir,

bu da Kitini aminlerin tipik reaksiyonlar1 i¢in uygun hale getirir (Kurita, 2001).

Sekil 2.2. Kitin kimyasal yapisi.

Kitinde amin gruplarinin varligi, farkli biyolojik fonksiyonlarmm yani sira
modifikasyon reaksiyonlarinin uygulanmasini miimkiin kildig: i¢in biiyiik bir avantaj
saglar (Jayakumar vd., 2009). Bu polisakkaritlerin biyouyumluluk, biyobozunurluk,

biyoaktivite, biyoemilebilirlik, toksik olmama ve iyi adsorpsiyon ozellikleri gibi



miikemmel 6zellikleri, bu malzemeleri ¢ok uygun ve temel biyomalzemeler yapar ve
sentetik polimerlere olas1 alternatifler olarak biiyiik dlclide endiistriyel dikkat ceker

(Croisier ve Jérome, 2013; Kaya vd., 2014).

Kitin, ¢ok yonlii uygulamalar i¢in uygun kilan bazi 6zel 6zelliklere sahiptir. Kitinin
tip ve ilag sektoriinde kullanimi hizla artmistir ve gliglii antibakteriyel etki,
biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik olmama ve yiiksek nem gibi
ilging Ozelliklerinden dolay1 su anda diinya ¢apindaki arastirmacilardan biiyiik ilgi
gormektedir (Periayah vd., 2016). Ayrica analjezik, antitimor, hemostatik,
hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve antioksidan ozellikler gibi diger biyolojik

Ozellikler de bazi son c¢alismalarda cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir

(Koide, 1998; Jayakumar vd., 2009).

Biyolojik 6zelliklerin ¢ogu, biyomedikal uygulama icin kitinin fizikokimyasal
ozellikleri ile dogrudan iliskilidir. Kitinin fizikokimyasal ozellikleri arasinda

molekiiler kiitle, asetilasyon derecesi ve nem igerigi miktar1 yer alir (Periayah vd.,

2016).

2.2 Kitin Uygulama Alanlar:
2.2.1 Doku miihendisligi

Doku miihendisligi, malzeme miihendisligi ile biyotibb1 birlestiren bir bilim dalidir;
hasarli dokuda ileri rejeneratif siirecleri ikame edebilen ve uyarabilen malzemelerin
dretimi ile ilgilenir. Viicudun kusurlu veya hasarli kisimlarinin islevini yerine
getirecek veya destekleyecek sekilde laboratuvarda yetistirilen hiicrelerin, dokularin
veya organlarin biiyiitiilmesi ve manipiilasyonu, doku miihendisliginin ana islevidir
(Dutta vd., 2004). Viicuda implantasyon i¢in biyolojik araglar gelistirmek ve dokularin
aktif bir sekilde yeniden sekillenmesini saglamak i¢in hiicre dis1 ortamlar araciligiyla
veya genetik olarak manipiile edilen canli hiicrelerin kullanimini igerir. Doku
miihendisliginin amaci, belirli bir doku veya organin islevini onarmak, degistirmek,
stirdirmek veya gelistirmektir (O'brien, 2011). Doku miihendisliginin potansiyel
uygulamalari, diz, kikirdak, tendon ve vaskiiler replasmanda mevcut teknolojinin
gelisimini veya devrimini igerir. Viicudun hasarli bolgesinin yerine otolog veya
sentetik bir greft implantasyonu, doku miihendisliginin ¢agdas uygulamasidir. Viicut

icinde implant, fonksiyonel ve mekanik stabilitenin yan sira biyouyumluluk ile ilgili



gereksinimleri kargilamalidir (Dutta vd., 2004). Birgok malzeme viicut ile uyumlu
reaksiyona girebilmekte ancak viicudun uzun siireli mekanik, geometrik ve
fonksiyonel ihtiyacim1 karsilayamamaktadir. Bu nedenle doku miihendisligi
teknolojisi, modiile edilmis hiicrelerle dogal ve sentetik polimerler dahil olmak iizere
farkli yapi iskelesi malzemeleriyle birlestirerek dogal dokulari taklit edebilen yapay
dokular olusturmak icin gelismistir. Bu malzemeler arasinda polilaktid (PLA),
poliglikolid (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan polilaktid-ko-glikolid (PLGA),
biyolojik olarak pargalanabilirlikleri ve biyouyumluluklari nedeniyle doku
miithendisligi i¢in uygun adaylar olarak biiyiik ilgi gormiistir (Ravichandran vd.,
2012).

Doku miihendisligi i¢in polimer yapi iskelelerinin tasarimi, aragtirmacilar tarafindan
yaygin olarak kabul edilen birka¢ temel gereksinimi karsilamalidir. Bir iskele, uygun
bir gozenek boyutu dagilimi ve yiiksek bir ylizey alani ile yiiksek bir gézeneklilige
sahip olmalidir. Biyobozunurluk, neo-doku olusum hiziyla eslesen bozunma hiziyla
birlikte baska bir gerekliliktir. Ayrica, yeni doku olusumu sirasinda iskele
gozeneklerinin ¢okmesini 6nlemek i¢in iskele, uygun mekanik ozelliklerle gerekli
yapisal biitiinliige sahip olmalidir. Son olarak, yapi iskelesi hiicreler i¢in toksik
olmamali ve biyouyumlu olmali, hiicre yapismasini, c¢ogalmasini, gociini ve
farklilasmis hiicre fonksiyonunu tesvik etmek icin hiicrelerle pozitif etkilesim i¢inde

olmalidir (Yildirim vd., 2015).

Kitini doku miihendisligine uygun hale getirmek igin birtakim ¢aligmalar
yapilmaktadir. Hiicre proliferasyonunun desteklenmesi i¢in hazirlanan kitinlerde en
¢ok denenen yontemlerden biri, once tipik bir jel olan Onciiliiniin olusturulmasi,
ardindan ¢esitli liyofilizasyon stratejilerinin  gergeklestirilmesidir. Chow ve
arkadaglari, kitin c¢ozeltilerinden kitin jelleri iireterek ve ardindan gozenekli kitin
matrisleri vermek {izere liyofilizasyon yaparak bir dizi gozenekli kitin matrisi
gelistirmiglerdir (Chow vd., 2001). Liyofilizasyondan 6nce kitin jellerinin ¢esitli n-
muamele prosediirlerine bagli olarak 100 ila 500 mm arasinda degisen matris gozenek
boyutlar: elde edilebilmistir. Bu kitin matrislerine maruz birakilan fare ve insan
fibroblast hiicre kiiltiirlerinin, dokular1 yenilemek i¢in hiicre transplantasyonu
uygulamalari i¢in bu gozenekli kitin matrislerini kullanmanin fizibilitesini gosterilmis

hiicrelerin ilgili yiizeylerde biiylimekte ve ¢ogalmakta oldugu bulunmustur. Benzer



sekilde, Wang ve arkadaslari, kitin-plazma piiskiirtiilen kalsiyuam HA matrislerinin
hazirlandigini gostermistir. Liyofilizasyon ile elde edilen kitin matrisleri i¢in 500
mm’lik {ist gozenek boyutu sinirin1 genisletmek amaciyla Chow ve arkadaslari, agik
ve bliylik gozenekli kitin matrisleri vermek icin "i¢ kabarciklanma islemi" (IBP) olarak

adlandirilan yeni bir yontem gelistirmistir (Chow vd., 2001).
2.2.2 Yapay bobrek membram

Son zamanlarda tekrarlayan hemodiyalizleri miimkiin kilan ve kronik bobrek
yetmezligi olan hastalarin yasamlarin1 siirdiirmelerini saglayan yapay bobrek
membrant gelistirilmistir. Ticari olarak rejenere edilmis seliilloz veya kupropan, iyi
gecirgenligi ve mekanik mukavemeti nedeniyle yapay bobregin yart gecirgen zari
olarak kullanilir (Seving Ozakar, 2010). Daha iyi hemodiyaliz zarlarmin gelistirilmesi,
tirik asit ve benzerleri gibi orta ve biiylik boyutlu molekiiller icin daha fazla secicilik
ve daha yiiksek diyaliz hizlar gerektirir. Diyaliz uygulamalarinin gereksinimlerini
karsilamak i¢in mevcut polimerik membranlarin modifikasyonu veya yeni polimerik
membranlarin sentezi igin bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Yoon ve Jhon, 1982;
Matsuyama vd., 1997). Bu asamada kitin kullanimi; Kitinin, iire ve iire gecirgenligine
ek olarak kendine 6zgii yliksek mekanik 6zellikleri nedeniyle yapay bobrek zar1 olarak
kullanimda avantaj saglamistir. Ayrica, bu zarlar serum proteinlerine karsi

gecirimsizdir.
2.2.3 Yara iyilestirme/Yara pansumani

Yaranin kisa siirede iyilesmesi her hasta i¢in arzu edilen bir durumdur; ancak seker
hastalig1 olan hastalarda iyilesme son derece yavastir. Kitinin olas1 yara iyilestirici
aktivator olarak uygulanmasi, bircok arastirmaci tarafindan uzun siiredir
calistimaktadir (Nishimura vd., 1986; Ataman, 2014). Kitin ve tiirevleri insanlara
oldugu kadar hayvanlara da giivenle uygulanabilir. Ince bdliinmiis toz, dokunmamis
kumaslar, gézenekli boncuklar, liyofilize yumusak yiinler veya jeller, lamine levhalar
ve seffaf filmler gibi tibbi uygulamalar i¢in gelistirilmis c¢esitli kitin bazli {iriinler

mevcuttur (Yang, 2011).

Kitinin yara iyilestirici 6zelliklerinin en iyi orneklerinden biri, Dung ve digerleri

tarafindan 8. Uluslararasi Kitin ve Kitosan Konferansi'nda rapor edilmistir (Islam vd.,



2017). Vinachitin TM adli kitin zarlari, piring tarlast yenge¢ kabuklarinin
kristallestirilmesiyle hazirlanmistir. Derin yaniklar, ortopedik, travma ve iilser
durumlar i¢in 300'den fazla hastay1 tedavi eden 3 yillik klinik deney ¢alismasindan

1yl sonuglar bildirilmistir.
2.2.4 Suni deri

Atese maruziyet nedeniyle yogun cilt kayiplarina maruz kalan kisiler biiylik
enfeksiyona ya da ciddi sivi kaybina yenik diisme tehlikesi altindadir. Hastalar
genellikle derin, sekil bozuklugu yaratan yara izleri ve sakat birakan kontraktiirlerden
kaynaklanan rehabilitasyon sorunlariyla bas etmek zorundadir. Yannas ve Burke,
neodermal doku i¢in biyolojik olarak pargalanabilen bir sablon olarak islev goren
antijenik olmayan bir zara odaklanarak, uzun siireli kronik kullanima uygulanabilir
yapay deri i¢in bir tasarim 6nermistir (Yannas ve Burke, 1980). Kifune ve arkadaslar
ise yakin zamanda, klinik uygulamada faydali oldugu bulunan dokusuz kitin kumastan
olusan ticari bir iirlin olan Beschitin W adli yeni bir yara pansuman malzemesi

gelistirdi (Islam vd., 2017).
2.2.5 Kemik hasari

Kemik, baslica hidroksiapatit [Ca10(PO4)s(OH)-] ile birlikte kolajen, kondroitin siilfat,
keratin siilfat ve lipidler gibi diger bazi maddelerden olusur. Son yillarda, kemik
dokusunun kaybi veya yetersizliginin tedavisi igin 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Hasar veya kirik kemigin tedavisi, iskeletin kusurlu bolgelerine veya kayip kemik
bolgelerine yerlestirilen gecici bir iskelet gdrevi goren biyolojik olarak parcalanabilen
malzemeler kullanilarak gergeklestirilir. Bu gegici iskelet kemik dokusu
rejenerasyonunu destekler ve uyarir. Bundan sonra yavas yavas bozulurlar ve yeni
kemik dokusu ile degistirilirler. Hem biyoaktif seramikler hem de polimerler, doku
miithendisligi yap1 iskeleleri olarak kullanilmak tizere gelistirilmis ve analiz edilmistir
(Roether vd., 2002). Biyoaktif seramikler, osteogenezin olugsmasina izin veren ve
konak¢1 kemikle kemik temasi veya baglari saglayabilen dogal kemige kimyasal
olarak benzerdir (Hench ve Wilson, 1984). Ancak bu biyoseramiklerin ana sinirlamast,
kirllganligin  ve  diisik  biyo-bozunabilirligidir. Kemik implantlarinin  bu
dezavantajlarinin tistesinden gelmek icin bir dizi dogal ve sentetik polimer {izerinde

calistimustir. Ozellikle kitosan, kiiltiirde osteoblastlar tarafindan biiyiimeyi ve mineral



acisindan zengin matris birikimini tegvik etme kapasitesinin gozlemlenmesinden sonra
kemik dokusu miihendisliginde de kapsamli bir sekilde incelenmistir (Kim vd., 2008).
Son zamanlarda, bu kompozitlerin mekanik mukavemetini arttirmak i¢in karbon
nanotiiplerle asilanmis kitosan dogal polimeri dahil edilmistir. Karbon nanotiipler,
silindirik nano yapiya sahip karbon allotroplaridir ve uzunluk-¢cap orani
28.000.000:1’e kadardir. Bu silindirik karbon molekiilleri, yiikksek Young modiilii
(1,0-1,8 TPa), yiiksek gerilme mukavemeti (30-200 GPa) ve yiiksek kopma uzamasi
(%10-30), son derece kii¢iik boyut (yaklasik 1-10 nm) gibi baz1 yeni Ozelliklere
sahiptir. Cap olarak, yiiksek en-boy orani (1000), yiiksek yapisal ve kimyasal kararlilik
ve sertlik (Dresselhaus vd., 2001; Samal ve Bal, 2008), bu da onlar1 nanoteknoloji,
elektronik, optik ve malzeme bilimlerindeki bir¢ok uygulamada potansiyel olarak
faydali kilar. Karbon nanotiip ile kitosan kombinasyonunun, kompozitin mekanik

mukavemetinde muazzam bir artisa yol agtig1 gdzlemlenmistir (Wang vd., 2005).

2.2.6 Eklem kikirdag:

Eklem kikirdagi, diartrodial eklemlerin oldukc¢a 6zellesmis bag dokusudur. Diisiik
stirtiinme katsayist ile yiiklerin iletimini kolaylastirir. Eklem kikirdagi, in vitro olarak
genisletilebilen ve daha sonra ekim ve daha sonra eklem i¢ine implantasyon i¢in
biyouyumlu bir matris veya yap1 iskelesine ekilebilen eklem kondrositlerinin veya
oncii  hiicrelerinin izolasyonundan olusur (Suh ve Matthew, 2000). Kikirdak
onariminin basarili olmasi i¢in en 6nemli faktor biyomateryal se¢imidir (Grande vd.,
1997). Miikemmel hiicre tasiyict madde, eklem kikirdak matrisinin dogal ortaminda
benzer olmalidir. Kollajen ve glikozaminoglikanlar gibi kikirdaga 6zgii hiicre dis
matris (ECM) bilesenlerinin, kondrositik fenotipin ekspresyonunun diizenlenmesinde
ve in vitro oldugu kadar in vivo kondrojenezin desteklenmesinde kritik bir rol oynadig:
gosterilmistir (Goessler vd., 2004; Varghese vd., 2008). Mattioli-Belmonte ve
arkadaslari, N,N-dikarboksimetil kitosan ile iligkili kemik morfogenetik proteini
“BMP-7"nin tavsanlarda yapay kikirdak lezyonlarinin onarimini indiikledigini veya
kolaylastirdigint ve bunlarin karsilik gelen biyolojik sonuglarinin bir sinerjizm

olusturdugunu gosterdi (Mattioli-Belmonte vd., 1999).



2.2.7 Karaciger

Karaciger sorunu yasayan hastalar her gegen giin artmaktadir ve bu hastalarin tedavisi
oldukca 6nemlidir. En akut sorunlardan biri, ortotopik karaciger nakli i¢in dondr organ
eksikligidir. Bu faktér simdi ciddi ve uzun siireli karaciger hastaligi i¢in yeni
tedavilerin gerekliligini artirmistir (Kim vd., 2008). Biyoyapay karaciger (BAL) ile
fulminan karaciger yetmezliginin (FHF) tedavisi doku miihendisliginin umut verici
uygulamalarindan biridir (Detry vd., 2000). Temel amag, hasta plazmasinin metabolik
olarak aktif karaciger hiicrelerini barindiran bir biyoreaktor araciliiyla viicut disinda
dolastirildig1 bir biyoyapay karaciger cihazi gelistirmektir. Biyoyapay karaciger
cihazlari i¢in 6nemli konulardan biri, birincil hepatositler, karaciger hiicre dizileri ve
karaciger kok hiicreleri gibi hiicre kaynaklarinin dogru se¢imidir. Pek ¢ok arastirmaci,
hepatositlerin miimkiin oldugu kadar ¢ok faaliyette bulunabilmeleri i¢in optimal olarak
muhafaza edildigi biyoyapay karaciger cihazlari gelistirmeye ¢alismaktadir (Hoekstra
ve Chamuleau, 2002). Biyoyapay karaciger cihazlari, hepatosit kiiltiirii igin uygun bir
hiicre dig1 matris (ECM) gerektirir, ¢iinkii hepatositler ankraja bagimli hiicrelerdir ve
canliliklariin ve farkli fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi i¢in hiicre dist matris ortamina
oldukg¢a duyarlidir (Kang vd., 2005). Uygun bir biyomateryal olan kitosan, karaciger
doku miihendisliginde uygulanabilir. Hepatosit kiiltiirii i¢in bir yap1 iskelesi olarak
kitosan segilmesinin nedenlerinden biri, yapisinin karaciger hiicre disi matrisinin
bilesenleri olan glikozaminoglikanlara benzer olmasidir (Lindahl ve Hook, 1978; Li
vd., 2003).

Chupa ve arkadaslari, glikozaminoglikanlarla kitosan ve kitosan komplekslerinin,
vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin in vitro ve in vivo aktivitelerini modiile
edebilen yeni bir biyolojik olarak aktif biyomateryal tasarimi i¢in Onemli bir
potansiyele sahip oldugunu bildirmistir (Chupa vd., 2000). Diger ¢alismalar, gozenekli
yap1 iskelelerinin mikro yapisinin, hiicrelerin yapigsmasi i¢in genis bir yiizey alani
sagladigini ve besin ve oksijen taginmasini kolaylastirdigini ortaya koymustur (Li vd.,
2003). Implante edilebilir biyoyapay karaciger, karaciger fonksiyonlarini eski haline
getirebilir, koruyabilir veya iyilestirebilir veya kalic1 karaciger replasmani olasiligi

sunabilir.



2.2.8 Yapay tendon

Tendonda kirik veya hasar, kitin ve tiirevlerinin kullanimiyla ¢oziilebilecek baska bir
zorluk tiriidiir. Kitin-NWF (kitin bazli biyomateryaller), fetlock ekleminde egilme
deformitesi olan buzagilar i¢in kullanilir (Itoh vd., 2003). Fetlock eklem deformitesi
durumunda, uzama tekniginde tendon ikamesi olarak kitin-NWF kullanilir. Yiizeysel
ve derin dijital fleksor tendonlar kesilip fetlock eklemi normal pozisyona
uzatildiginda, kesilen parcalar iki fleksor tendonun kasilma derecesine orantili olarak
ayrilir. Fetlock eklemin fleksor deformiteleri tiim olgularda komplikasyonsuz olarak

tamamen iyilesir.
2.2.9 Kan antikoagiilasyonu

En yaygin kullanilan kan antikoagiilanlarindan biri heparindir; ancak maliyeti ¢ok
yiiksektir. Maliyeti azaltmak i¢in sentetik pihtilastirict hazirlamak i¢in bir¢ok ¢alisma
yapilmustir; ancak higbiri heparin kadar non-toksik degildir. Seliiloz ve nisasta siilfiirik
asit esterlerinin toksik oldugu, kitin disiilfiirik asidin ise daha az toksik oldugu
bildirilmigstir. Kitin igeren materyal daha yiiksek hayvanlarin dokularina enjekte
edildiginde, kitin protein kisminin inflamatuar yanittan sorumlu oldugu da

bildirilmistir.
2.2.10 Fitik uygulamalari

Kitin gobek fitig1 tedavisinde kullanilir. Levha formuna sahip kitin-NWF (kitin bazl
biyomateryaller) uygulanarak tedavi gerceklestirilir ve protez olarak fitik halkasinin
dikisleri i¢in deri alti1 kismina gdémiiliir ve tabakanin periferik kismi bir igne ile
sabitlenir. Gobek fitigimin tedavisi herhangi bir komplikasyon olmaksizin belirtilen
yontemle basarilmistir (Itoh vd., 2003). Kitin-NWF, bir kopekte perine fitiginin
azaltilmasi i¢in de uygulanmistir. Kitin tarafindan tesvik edilen deri alt1 yaginin hizlh
organizasyonunun etkisinden yararlanilmistir. Bu Kitin-NWF teknigi, geleneksel
tekniklerle karsilastirildiginda 20 dakikadan daha kisa bir operasyon siiresi gerektirir
ve tekrar ortaya ¢ikma belirtisi olmaksizin, ameliyat sonrasi ilk giin diskeziya ortadan

kalkar (Shigemasa ve Minami, 1996).
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2.2.11 Antimikrobiyal uygulamalar

Kitin ve tlirevleri, bakteri ve mantarlara kars1 koruma saglayan gii¢lii antimikrobiyal
aktivitelere sahiptir. Son zamanlarda yapilan bir dizi ¢alisma ayrica kitosanin birgok
mikroorganizmaya kars1 antibakteriyel aktivitesini gostermektedir (Chung vd., 2003;
Jayakumar vd., 2010). Evans ve Kent kitosanin ¢ok ¢esitli mikrobiyal hiicre tiplerini
aglutine edebildigini gosterebildiler (Evans ve Kent, 1962). Kitosanin ¢esitli
mikroorganizmalara karst mikrobiyal hiicre baglama 6zelliklerini arastirdilar.
Caligma, kitosan maruziyeti iizerine mikroorganizmalarin biiylimesinde 6nemli bir
azalma oldugunu ortaya koydu. Tekstil lifinde kitosan varlig1 nedeniyle S. aureus ve
K. pneumoniae’nin bakteriyel biliyiimesinin baskilandigi gézlenmistir (Bhuiyan vd.,
2017). Incelenen diger materyaller arasinda, kitosan laktat ve glutamat gibi ticari
olarak temin edilebilen bazi kitosan tiirevleri yer alir ve E. coli, S. aureus ve S.
cerevisiae'ya karsi antagonistik etkiler gosterir. Kitosan ayrica gidalarin muhafazasi
icin de kullanilabilir (Youzhong, 2009).

2.3 Kitin Film

Kitin, biyolojik avantajlar1 nedeniyle biyomedikal uygulamalarda kullanilmak igin
film formuna doniistiriiliir. Ancak, kitinin sert kristal yapisi nedeniyle yaygin
¢oziiciilerde ¢oziilmesi ¢ok zordur. Bazi ¢oziicii sistemler kullanilarak kitinin hidrojel
formu elde edilmistir. Kitinin belirli ¢oziiciiler kullanilarak film formuna
dontismesiyle karakteristik 6zelliklerinin ¢ogunu kaybettigi bilinmektedir (Nagahama
vd., 2008).

Duan ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada, kitin soliisyonu elde etmek icin
kitini dondurma —30°C’de dongiilerle ¢ozdiirme yapilip %11 NaOH, %4 iire
soliisyonunda c¢Oziindiiriiliip, ardindan kitin film hazirlamak i¢in etanol veya
dimetilasetamid pihtilastiricilarla rejenere edilerek seffaf saf kitin filmler elde
edilmistir. Organik pihtilagtiricidaki kitin soliisyonunun yavas rejenerasyon sebebiyle
kitin zincirlerinin homojen bir yap1 olusturmasi i¢in diizenli hizalanmas1 ve yeniden
yapilandirilmasi gerekmektedir. Ayrica baz-asit ndtralizasyonu ve kitin ¢ozeltisi ile
sulu siilfiirik asit pihtilastirict arasindaki hizli degisim nedeniyle, kitin zincirleri
gevsek bir hibrit yap1 olusturmak {izere hizla bir araya gelmesiyle kusurlu zayif

mekanik ozelliklere sahip kitin filmi olusumuna yol agar. Bu nedenle, pihtilastirict

11



tiirleri, kitin filmlerinin olusumunu, yapisini ve 6zelliklerini etkilemistir (Duan vd.,

2013).
2.4 Caligula japonica

Calismamizda yer alan dev ipek bocegi pupa kafa yapist kitin kaynagi olarak

kullanilmustir.

Caligula japonica (C. japonica), Caligula, Lepidoptera: Saturniidae cinsine aittir
(Kawaguchi vd., 2003; Chen vd., 2020). Bu bocek, Cin’in yani sira Japonya, Kuzey
Kore ve Rusya’da yaygin olarak dagilim gostermektedir (Youzhong, 2009; Xu vd.,
2014). C. japonica, 30 cins ve 20 familyaya ait genis bir 38 konukcu bitki yelpazesine
sahiptir. Konukgu bitkiler arasinda ceviz yer almaktadir (Yang vd., 2008; Liu ve Feng,

2013) ve C. japonica larvalari ¢ogunlukla ceviz yapraklariyla beslenir.

Bu tez ¢alismasinda canlinin pupa kafa yapisindan kitin izolasyonu ve bu yapinin

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 2.3. C. japonica kafa yapisinin farkli bitytitmelerdeki mikroskobik goriintiisii.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Malzeme Temini

C. japonica 6rnekleri, Jilin Ziraat Universitesi'nden alindi ve kafa bdlgesi ayrildi.
Ornekler kitin izolasyonuna kadar 1s1 ve 151k maruziyeti olmaksizin izole sekilde kuru
materyal olarak saklandi. Kitin izolasyonu sirasinda kullanilan tiim kimyasallar Sigma

Aldrich’ten temin edildi. Calisma boyunca distile su kullanildi.
3.2 Kitin izolasyonu

Numuneler, kitin ekstraksiyonu Oncesi istlerinde bulunan olas1 kirliliklerin
uzaklagtirllmasi amaci ile seri distile su yikamalarindan gegirildi, ardindan etiivde
50°C’de 3-4 giin boyunca kurutuldu. C. japonica pupa kafa &6rneklerinin
demineralizasyonu manyetik karistiric1 kullanilarak 6 saat boyunca 50°C’de 2 M’lik
HCI (50 ml) ¢ozeltisi ile gergeklestirildi. Asit muamelesinden sonra drnekler notral
pH’ya ulasincaya kadar saf su ile yikand1 ve etiivde 50°C’de 3 giin boyunca kurutuldu.
Kurutulan 6rnekler, yapilarindaki proteinin uzaklastirilmasi igin 2M’lik NaOH (50 ml)
¢ozeltisine aktarildi ve 100°C’de 8 saat boyunca manyetik karistirict ile karistirilds.
Daha sonra drnekler seri bir sekilde distile su ile nétr pH’ya gelene kadar yikanda.
Izolasyon sonunda C. japonica pupa kafa yapisinin 3 boyutlu sekli korundu ve dogal
bir kitin film olusturuldu. Ornekler son olarak analiz i¢in oda sicaklifinda bir hafta
boyunca kurutuldu. C. japonica pupa kafa 6rneklerinin ilk agirliklari izolasyondan
once belirlendi. Izolasyon asamalarindan sonra tekrar tartilarak asagidaki formiil ile

kitin igerigi belirlendi.
Kitin icerigi (%) = (-2%) x 100 (3.1)
ilk
Mson: Ornegin izolasyondan sonraki saf kitin ilk kiitlesi

Mik: 6rnegin izolasyondan onceki kiitlesi
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3.3 Karakterizasyon Calismalari

3.3.1 Filmlerin kahinhgi ve goriiniimii

C. japonica pupa kafa yapisindan izole edilen kitin filmin goriintiileri bir 1s1k
mikroskobu yardimi ile ¢ekildi (Leica Z6 APO). Filmlerin kalinliklar1 dijital
mikrometre Mitutoyo (Coolant Proof Micrometer-293) kullanilarak 6l¢iildii. Filmlerin
kalinligi, 10 farkli pargadan alinan 6lgtimlerin ortalamasi ile hesaplandi. Kitin filmin
kalinlig1 0.120 = 0.0034 mm olarak 6l¢iildii.

3.3.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

C. japonica pupa kafa kitin izolatlarinin kizil 6tesi spektrumlari, Bruker/Vertex 70
HYPERION Spektrometresi kullanilarak 4000-600 cm™ araliginda ve 64 scan, 8 cm™
rezoliisyonda kaydedildi.

3.3.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

C. japonica pupa kafa yapisindan izole edilen kitin 6rneklerinin termal stabilitesi,
yapidaki su igerigi ve kil igerigi analiz edildi (TGA Exstar-TG/DTA 7300
Instruments). Ornekler, azotlu bir atmosfer altinda 30°C’den 700°C’ye kadar 10°C

min~! sabit sicaklikta 1sitilarak test edildi.
3.3.4 X-Isim difraktometresi (XRD)

Orneklerin karakteristik atomik dizilimlerine bagl olarak X-1gmlarmi 6zgiin bir diizen
igerisinde kirmasi temelinde ¢alisan bu analizin ¢ekim islemleri 45 kV ve 30 mA
degerinde 5-45° araliginda Panalytical/ Empyrean ile gerceklestirildi (Bruker AXS D8
Advance). XRD analizi sonucu elde edilen piklerin siddetlerinden yararlanarak %

kristalinitesi belirlendi. Kristalinite hesaplanirken asagidaki formiil kullanildz;

IllO—Iam)
1110

Cri110 = ( x 100 (3.2)

Crl = % kristalinite degeri,
1110 =26 20° deki maksimum siddet degeri,

Iam = 26 13° de amorf pikinin maksimum siddet degeri
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3.3.5 Elemental analiz

Orneklerin yapisinda bulunan C, N ve H element yiizdelerinin yiiksek hassasiyette
belirlenmesi i¢in Thermo Flash 2000 ile bu analiz gergeklestirildi. Belirlenen %

element igeriklerine drneklerin DA derecesi asagidaki formiil ile hesaplandi;

C

)

DA =2 % 100 (3.3)

1,72

C:N karbon nitojen oranina igaret etmektedir(w/w).
3.3.6 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Kitin orneklerinin ylizey morfolojileri SEM analizi ile 5 kV ve 500X-30.000X
araligindaki farkli biyiitmelerde SEM analizi ortaya konuldu (JEOL JSM-6335F).
Ornekler analizden dnce altin/paladyum ile kaplandi (JEOL JFC-2300 HR).

3.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.4.1 MTT analizi

C. japonica pupa kafa materyalinden izole edilen kitin film Orneginin,
biyouyumlulugunu belirlemek i¢in, L.929 (Fare fibroblast, HUKUK, Sap Enstitiisii)
hiicreleri kullanildi. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS), penisilin (100 tinite/ml)
ve streptomisin (100 pg/ml) ile desteklenmis Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle
ortaminda (DMEM) biiyiitiildii. MTT analizi igin; hiicreler, kuyucuk basina 1 x 10*
hiicre (96 kuyucuklu) ekildi ve kiiltiir plakalart %5 COz’de nemlendirilmis bir
inkiibatorde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saat sonra, her kuyuya sterilize
(%70 Etanol ve UV kombinasyonu ile) 2 mm capinda biyomateryal ilave edildi ve
kiiltiirler, ortam degisikligi yapilmadan inkiibasyon siireleri boyunca (24, 48 ve 72
saat) daha once belirtilen kosullardaki inkiibatérde tutuldu. Islem gdrmemis
(biyomateryal icermeyen) kontrol hiicreleri de biiyiime inhibisyonunu karsilastirmak
i¢in muhafaza edildi. C. japonica pupa kafa materyalinden izole edilen kitin yapisinin
hiicreler {izerindeki sitotoksisitesi, klasik MTT testi ile degerlendirildi.
Kuyucuklardaki biyomateryal inkiibasyon siiresinden sonra ¢ikarildi ve tiim uygulama
ve kontrol kuyucuklarma MTT soliisyonu (0.5 mg mL™?) ilave edildi ve plakalar 3 saat

37°C’de karanlikta bekletildi. Daha sonra lizat uzaklastirildi ve formazan kristallerini
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¢ozmek i¢in kuyucuklara DMSO ilave edildi. Rengin stabilizasyonu i¢in 5 dakika
beklendikten sonra, 492 nm’de ChroMate®ELISA okuyucu ile okundu. Biyomateryal
icermeyen, islem gérmemis hiicrelerin canliligi %100 olarak kabul edildi. Hiicrelerin

canlilik yiizdesi (%) asagidaki parametre baz alinarak hesaplandi.

Aornek - Ablank

% Canlilik Yiizdesi =
/OC n uzaest Akontrol — Ablank

x 100 (3.4)

3.4.2 istatistiksel analiz

Veri analizi, GraphPad Prism yazilimi siiriim 8 (GraphPad Software®) kullanilarak
yapildi. Veriler ortalama ile birlikte ortalamanin standart hatasini temsil eder.
Istatistiksel farkliliklar, two-way ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni ile
degerlendirildi. * istatistiksel olarak fark olarak kabul edildi (p < 0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

C. japonica pupa kafa yapisindan izolasyon yapilarak elde edilen kitin film elde
edilmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen Kitinin dogada bulunan a, B ve y olmak tizere ii¢
kristal kitin formundan hangi forma ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen kitin filmin
FT-IR, TGA, XRD, SEM, elemental analiz ile karakterizasyonu ger¢eklestirilmis olup

MTT analizi ile sitotoksisitesi degerlendirilmistir.
4.1 Materyalin Kitin Icerigi

Bu calismada, C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitinin igerigi
demineralizasyon ve deproteinizasyon asamalarindan sonra %79,7 olarak

belirlenmistir.
42 FT-IR

FT-IR spektroskopisi biyomalzemelerin tamimlanmasi Ve karakterizasyonu,
fonksiyonel gruplarin tespiti igin kullanilan bir analiz yontemidir. Malzeme bilimi,

kimya, polimer testi, ila¢ ve adli analizlerde de bu analiz yontemi kullanilmaktadir

(Noishiki vd., 2003).

C. japonica pupa kafa yapisindan izole edilen kitinin FT-IR spektrumu Sekil 4.1°de
verilmistir. Kitin karakterizasyonunda 6nemli olan iki pik bulunmaktadir, bunlar Amid

I civarinda

I ve Amid Il’dir. Literatiirde yer alan bilgilere gore 1660 ve 1620 cm™
béliinmiis keskin iki pik, kitinin a-formunu, 1640 cm™! civarinda béliinmemis bir pik
kitinin B-formunu isaret etmektedir (Jang vd., 2004; Magnacca vd., 2018). C. japonica
tiiriiniin pupa kafa yapisindan elde edilen kitin izolatinin FTIR spektrumunda Amide
I bandinin ikiye boliindiigli acik¢a gozlenmektedir. Amid I piki kitin izolatinin
spektrumda literatiirle uyumlu sekilde 1654,48 ve 1619,49 cm™!"de keskin bir sekilde
kendini gostermektedir (Sekil 4.1). Kitin karakterizasyonunda énemli bir diger pik ise
Amide II bandidir. Bu pik saf bir kitin i¢gin 1552 cm™! civarinda gériilmektedir. C.
japonica tiiriiniin pupa kafa yapisindan elde edilen kitin izolat1 i¢in kaydedilen Amide
II band1 1552,00 cm ™ ’dur. Amide II band: da literatiirle uyumlu olarak belirlenmistir

ve tiim bu spektrum verileri C. japonica pupa kafa yapisindan izole edilen kitinin

safligin1 ortaya koymaktadir.
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Kitin yapisina karakteristik Amid I band1 ikiye ayrilmis bir sekilde 1619 cm™!"de ve
1654 cm™!"de (C-O gerilme) olarak goriilmektedir. Kitin yapisina karakteristik diger
bantlar olan Amid II band1 1552 cm ’de (C-N gerilme ve N-H egilme) ve Amid III
band1 1306 cm ’de (C-N gerilme ve N-H egilme) goriilmektedir.

C. japonica pupa kafa yapisindan izole edilen kitinin FTIR spektrumu incelendiginde
3434 cm™! (O-H gerilme), 3261 cm™! (N-H titresimleri) ve 3100 cm™!' (C-H gerilme)
goriilmektedir (Chen vd., 2015; Hong vd., 2018). Yapinin FTIR analizine iliskin

sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir.

Transmittance [%]
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1 1
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———

326716 ——
310085 ——
295632 ——
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284880 ——
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenurmber cm-1

Sekil 4.1. C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitin 6rneklerinin FT-IR

spektrumu.

43 TGA

Bu calismada C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitin 6rneklerinin
sicaklikla olan bozulmalarini ortaya koymak icin gergeklestirilen TGA analizine ait
termogramlar Sekil 4.2°de verilmistir. Isitma hizi artik¢a diferansiyel termogravimetri

(DTG) termogramlart ¢ikarilmigtir. Bu DTG egrisinde termal bozunmayla iki
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basamakta yapidan kiitle kayb1 oldugu gozlendi. ik basamakta 0-100°C araligindaki
kiitle kayiplar1 biyopolimerin molekiiller arasi hapsolmus suyun uzaklagsmasindan
kaynaklanmaktadir (Jang vd., 2004). Burada kiitle kayb1 goriilmemistir. ikinci
basamakta x-y araliginda gozlenen kiitle kaybinin ise kitin yapisinin ve asetillenmis
kitin birimlerinin bozulmas1 ve sakkarit halka dehidrasyonundan kaynaklandigi
bilinmektedir (Wanjun vd., 2005; Paulino vd., 2006). Bu asamadaki kiitle kayb1
ise %65 olarak belirlenmistir. Farkli organizmalardan izole edilen kitinin mevcut
caligmadaki gibi iki asamada kiitle kayb1 oldugu daha once yapilan c¢alismalarla
literatiire kaydedilmistir (Jang vd., 2004; Paulino vd., 2006; Jayakumar vd., 2009;
Ifuku vd., 2010; Kaya vd., 2014; Shankar vd., 2015; Magnacca vd., 2018).

Bu sonuglar C. japonica pupa kafa yapisindan kitinin basarili bir sekilde tiretildigini
destekler niteliktedir. Literatiirde o-kitinin maksimum bozunma sicakliginin
350°C’nin iizerinde oldugu rapor edilmistir (Paulino vd., 2006; Abdou vd., 2008).
Mevcut ¢alismada C. japonica kafa kitin érneginin sahip oldugu DTGmax ('C) degeri
367,8°C’dir. Bulunan deger literatiir ile uyumludur. Termal bozunma sicaklig1 arttikca
kitinin stabilitesi artar ve kitin gibi bir biyopolimerin uygulama alani segilirken dikkat
edilen en 6nemli parametrelerden biri termal kararliliktir (Wysokowski vd., 2015).

Materyalin TGA termogrami Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitin 6rneklerinin TGA
termogrami.
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4.4 Elemental Analiz

C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitinin elemental analiz sonuglar1 ve
asetilasyon derecesi (DA) Cizelge 4.1’de verilmistir. Kitin izolatlarmin N
icerigi %6,74, C icerigi %48,23 ve H icerigi %6,84 olarak belirlenmistir. Saf kitin i¢in
teorik N yiizdesinin %6,89 oldugu literatiirde belirtilmistir (Kaya vd., 2014). C.
japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitin i¢in kaydedilen N degeri literatiir ile
oldukca uyumludur. Elemental analiz verileri dikkate alinarak ince kitin filmin
asetilasyon derecesi (%DA) %87,29 olarak belirlenmistir. Elde edilen asetilasyon
derecesi, saflastirma islemleri, analitik yontemler ve kitin kaynaklar1 gibi faktorlere
baglidir (Kaczmarek vd. 2019). Asetilasyon derecesi ve N igerigi izole edilen Kitin
iceriginin saflifin1 ortaya koymaktadir. Daha oOnce yapilan kitin ¢aligmalar ile
asetilasyon dereceleri uyumlu bulunmustur (Liu vd., 2006; Kaya vd., 2014; Han vd.,
2015). Tliskili sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitinin elemental analiz ve
asetilasyon derecesi.

Kitin Numunesi %N %C %H % DA
C. japonica pupa 6,74 48,23 6,84 87,29
kafa

4.5 XRD

C. japonica pupa kafa yapisindaki kitin molekiillerinin {i¢ farkli allomorfik formunu
(a-, B- ve y-kitin) ayirt etmek amaci ile XRD kullanildi. Analiz standart toz kirinim
prosediirleri ile gergeklestirilmis olup 20 cinsinden 5-90° ag1 aralifinda yapildi.
Literatiir incelendiginde saf kitin i¢in XRD analizinde karakteristik pikler vardir.
Bunlar 9" ile 19° civarinda iki major pik; 21° ile 23°, civarinda da keskin olmayan iki
tane mindr pikleridir (Demir ve Seyyar, 2020).

C. japonica pupa kafa yapisindaki kitinin XRD analiz sonuglari Sekil 4.3’te
gosterilmistir. izole edilen kitin ince filmin XRD kirinim major pikleri 9,42° ve 19,52°

’de kaydedilmistir. Bu pikler literatiir ile birebir uyumludur ve izole edilen kitinin
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safligin1 destekler niteliktedir (Kaya vd., 2014). Elde edilen kitin 6rnegi Crl degerleri

formiile gore hesaplandiginda %79,73 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. C. japonica pupa kafa yapisindan elde edilen kitin 6rneklerinin X-ray
difraksiyon egrisi.

4.6 SEM

Literatiir incelendiginde kitin ylizeylerinde, izole edilen canli grubuna gore farkliliklar
oldugu rapor edilmistir. Kitinin kdéken aldig1 canliya gore, bir kisminin nanofiber
yapida oldugu, bazi canlilarda hem nanofiber hem de nanoporlara sahip oldugu, az bir
canlt grubunda ise nanofiber, nanopor ve mikroporlarin beraber bulundugu ve bunlara
ek farkli kombinasyonlarin varlig1 da yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir. Tyi bilindigi
gibi, nanofiberler kitin i¢in karakteristiktir; ancak piiriizlii kitin yiizeyi literatiirde de
rapor edilmistir. Bu calismada, dogal kitin filmin nano Olcekte cift yiizey ozelligi
gosterebilecegi literatiire kazandirilmistir. Kitin filmin her iki tarafinda gézlemlenen
bu varyasyonlar, daha sonraki ¢alismalarda malzeme uygulamalari i¢in kullanilabilir

(Kaya vd., 2015).
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C. japonica’nin kafa yapisindan izole kitinin yiizey morfolojileri SEM araciligiyla

detayli olarak incelenmistir.

Sekil 4.4. C. japonica pupa kafa yapisinin SEM goriintiileri. a,b,c) C. japonica pupa
kafa yapisindan elde edilen kitin dorsal yandan goriinisleri. d,e,f) C.
japonica pupa kafa yapisindan elde edilen Kitin ventral yandan
goriiniigleri.

4.7 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

4.7.1 MTT analizi sonuglari

C. japonica’nin pupa kafa yapisindan izole edilen kitin filmin sitotoksik aktivitesini
degerlendirmek i¢in MTT testi yapildi. Filmin 1929 hiicre hatti {izerindeki
sitotoksititesini degerlendirmek ve hayatta kalan hiicrelerin yilizdesini belirlemek igin
kolorimetrik yontem kullanildi. MTT testi, tetrazolyum tuzlarinin, suda ¢dziinmeyen
formazan kristaline doniistiiriilmesi esasina dayanir. DMSO ilave edildikten sonra
formazan kristali ¢oziiliir ve elde edilen renk bir ELISA okuyucu ile 6lgiiliir.

Absorbans, yasayan hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir.

MTT testi sonucunda hiicre canlilig1 film igermeyen kontrol ve film i¢eren uygulama
gruplarinda 24 saat igerisinde sirasiyla %100 ve %90,68 olarak kaydedilmistir. 48. ve
72. saatlerde canlilik yilizdeleri ise sirasiyla %84,86, %82,08 olarak belirlenmistir.
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Hiicre canliligr sonuglart 2x2 mm boyutunda C. japonica’nin pupa kafa yapisindan
izole edilen kitinin belirtilen saatlerde L929 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin
olmadig1 sonucuna varilmistir (U¢ zaman diliminde de 1929 hiicrelerinin canlilik

yiizdeleri %70’in lizerindedir).
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Sekil 4.5. C. japonica pupa kafa materyalinden elde edilen kitin filmlerin 24, 48 ve
72. saatteki sitotoksisite grafigi (Bar, hiicre canliliginin ortalamasini temsil
eder £ SEM; n=3 istatistiksel fark, * p<0.05 olarak gosterilmistir).
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5. SONUC VE ONERILER

C. japonica tiiriiniin pupa kafa yapisindan basarili bir sekilde kitin izolasyonu
gergeklestirilmistir. Yapilan FTIR analizi ile izole edilen kitinin a formda oldugu ve
literatiirle olduk¢a uyumlu pikler sergiledigi belirlenmistir ve bu piklerin keskinligi
kitinin saf bir sekilde izole edildigini gostermistir. Kafa yapisindan izole edilen kitin
yiiksek termal stabilite sergilemistir. TGA analizi kitinin a formda oldugunu
desteklemistir. Elemental analiz ile belirlenen N igerigi ve hesaplanan DA derecesi
kitinin safligin1 ortaya koymustur. Kitinin o formda oldugu ve saf bir sekilde izole
edildigi XRD analizi ile de desteklenmistir. SEM analizi ile izole edilen kitinin
fiberlerden ve porlardan olustugu ortaya konmustur. Yapilan sitotoksitite analizlerine
gbre materyalin hiicreler icin toksik olmadigi, biyouyumlu oldugu belirlenmis olup;
bu avantajlar1 goz oniine alindiginda medikal alanda etkin olarak kullanilabilecegi

Ongorilmiistiir.
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