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OZET

Kitin B- (1 — 4) baglantil1 iki N- asetil D Glukozamin birimlerinden meydana gelen
polisakkarit esasli bir biyopolimerdir. Seliilozdan sonra diinya genelinde en bol
bulunan polimerdir. Kitosan ve tiirevleri; antikanser, toksik olmama, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, antioksidan, biyouyumlu, antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde tip
alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Dermestes ater, Dermestidae ailesine ait bir
bocek tiiriidiir. Siyah larder bocegi olarak da bilinen bu bocekler hayvansal kaynakli
organik maddeyle beslenirler. Melanom, bilinen adiyla cilt kanseri yiiksek 6liim
oranina, yiikksek ¢oklu ilag direncine ve diigiik hayatta kalma oranina sahip bir kanser
tirtidir.

Yapilan bu ¢aligmada, belirli oranlarda asit ve alkali muamelesi yapilarak D. ater
bocegi pupa kabugundan kitin izole edilmistir. Izole edilen kitin &rnekleri
termogravimetrik analiz (TGA), taramali elektron mikroskobu (SEM), X-1smi1
difraktometresi (XRD), Fourier doniistimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ve
elemental analiz yontemleri ile karakterize edilmistir. Karakterize isleminden sonra
kitin yapisindan kitosan eldesi gerceklestirilmistir. Elde edilen kitosan da FT-IR,
XRD, SEM, TGA ve elementel analiz yontemleri ile karakterize edilmistir. Bu
karakterizasyonlarin sonucunda, elde edilen kitin ve kitosanin literatiirde ki veriler ile
es deger oranlarda oldugu ortaya koyulmustur. Bu calismada Dermestes ater
pupasindan kitin ve kitosan elde edilerek detayli karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica
elde edilen kitosan A-375 ve L9209 hiicre hatlarina uygulanarak cilt kanseri ve saglikli
fare fibroblast hiicrelerinin canlilig: etkisi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, Dermestes ater, Karakterizasyon, Kanser,
Melanom.

Haziran, 2021; 45 sayfa
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ABSTRACT

Chitin is a polysaccharide-based biopolymer comprising - (1 — 4) linked N- acetyl-
D-glucosamine units. It is the most abundant polymer worldwide, after cellulose.
Chitosan and its derivatives; thanks to anticancer, non-toxicity, biodegradability,
antioxidant, biocompatibility, antimicrobial properties are widely used in the medical
field. Dermestes ater is a species of insect that belongs to the Dermestidae family. Also
known as the black larder beetle, these insects feed on the organic matter of animal
origin. Melanoma, known as skin cancer, is a type of cancer with a high mortality rate,
high multi-drug resistance, and a low survival rate.

Herein, chitin was extracted from D. ater beetle pupa shell with certain amounts of
acid and alkali treatment. Chitin samples were characterized by thermogravimetric
analysis (TGA), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffractometer (XRD),
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), and elemental analysis methods.
After the characterization process, chitosan was obtained from the chitin structure. The
obtained chitosan was also characterized by FT-IR, XRD, SEM, TGA, and elemental
analysis methods. As a result of these characterizations, it was revealed that the
obtained chitin and chitosan were similar to the data in the literature. In the present
work, chitin and chitosan were isolated from Dermestes ater pupa, and detailed
characterization was made. The effect of the obtained chitosan on cell lines A-375 and
L.929 on skin cancer and viability of healthy mouse fibroblast cells was examined.

Keywords: Chitin, Chitosan, Dermestes ater, Characterization, Melanoma Cancer.

June, 2021; 45 pages
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1. GIRIS

Biyopolimerler; canli organizmalarin yasam siirecinde kendiliginden meydana gelen
polimerlerdir. Dogada en bol bulunan biyopolimer seliillozdur. Kitin ise seliilozdan
sonra dogada en bol bulunan ikinci polisakkarittir. Kitin, poli B- (1 — 4) baglantil1 iki
N- asetil D Glukozamin birimlerinden olusan bir polimerdir (Gortari ve Hours, 2013).
[k olarak mantarlarin hiicre duvarinda kesfedilen kitin daha sonra yengeg, karides,
1stakoz, kerevit gibi canlilarin atik kabuklarinda gozlenmistir. Son yapilan
incelemelerde ise kitin boceklerin de i¢inde yer aldigr tiim arthropoda subesinde,
oriimceklerde, slingerlerde, mercanlarda, tardigradlarda, nematodlarda ve alglerde
bulundugu ortaya konmustur (Al Sagheer vd., 2009; Ehrlich vd., 2010; Kaya, vd.,
2014; Rinaudo vd., 2006). Kitin, biyolojik uyumluluk, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ve toksik olmama gibi birgok 6zellige sahiptir (Kumar vd., 2000).
Elde edildigi kaynaga gore 3 farkli kristal formda bulunur. Bunlar a, B ve y’ dir
(Aranaz vd., 2018). Bu formlar arasinda dogada en ¢ok a- formunda kitin bulmaktadir
ve bu form kitinin en stabil formudur (Struszczyk vd., 2019). Kitin kristal yapisi geregi
hidrofobiktir, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinemez. Kitinin birgok uygulama
alanina sahip oldugu bilinmektedir. Bunlar; atik su aritimi, gida endiistrisi, tarim,
kozmetik malzemeleri ve biyomedikal uygulamalar seklinde belli basliklar altinda
toplanir (Jayakumar vd., 2010). Metal iyonlarinin aritiminda kullanilmaktadir
(Saravanan vd., 2013). Boyalarin ve pigmentlerin aritma islemlerinde (El-Sawy vd.,
2001). Kolesterol ve yag baglama uygulamalarinda (Kong vd, 2011). Ambalaj
yapiminda sik¢a kullanilmaktadir (Srinivasa ve Tharanathan, 2007). Koruyucu ve gida
katki maddesi olarak bir¢cok gida igerisinde kullanilmaktadir (Agullé vd., 2003).
Tohum ve giibre kaplama ile topraga kontrollii gilibre salinimini saglamaktadir
(Shamshina vd., 2020). Kontrollii ilag salimimi c¢alismalarinda da sik¢a
kullanilmaktadir (Dev vd., 2010). Nemlendirici, viicut kremleri ve losyonlarin
iceriginde yer almaktadir (Aranaz vd., 2018). Doku miihendisligi calismalarinda
yogun ¢alisilmaktadir (Jayakumar vd., 2011). Yara bantlarinin yapimi ve kanser teshisi
gibi ¢ok ¢esitli ¢alisma ve uygulama alanina sahip oldugu goriilmektedir (Bouhenna
vd., 2015).

Kitin ¢ok sayida kullanim alanina sahip olsa da kristal yapisindan dolay1 cogu

¢Oziiclide ¢oziinememektedir ve bu durum kitinin kullanim alanini kisitlamaktadir. Bu
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dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in uzun yillardir kitinin deasetillenmis formu olan

kitosan tercih edilmektedir.

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir polimerdir. Kitosanin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin de§ismesi birka¢ parametreye baglhidir. Bunlar; deasetilasyon
derecesi ve molekiil agirligidir. Bu parametreler ise; kitinin elde edildigi kaynaga,
izolasyon sirasinda uygulanan 1sitya ve kitin izolasyon g¢esitlerinden hangisinin
kullanildigina bagh olarak degisim gostermektedir (Guo vd., 2002). Kitin yapisi
deastillenerek kitosana doniistiigiinde molekiil agirligi diiser ve kitosanin ortalama
molekiiler agirligi 5 ila 2000 kDa arasinda oldugu bilinmektedir. Kitosanin viskozitesi
deasetilasyon derecesi ile dogru oranda artis gostermektedir (Dash vd., 2011).
Deasetilasyon derecesini artistyla kitosan zinciri daha esnek bir yapiya sahip olur ve
viskozitesi artar. Bununla birlikte viskozite konsantrasyona da baglidir.
Konsantrasyonun artmasi da viskoziteyi artiran bir bagka faktordiir. Sicaklik ise
kitosan ¢ozeltisinin viskozitesini diisiiren etmenler arasinda yer alir (Kofuji vd., 2005).
Kitin ile kitosanin arasindaki en belirgin fark ¢ozinirlikleridir. N - asetilasyon
derecesi bu iki polimer arasindaki ¢oziiniirliikk farkinin belirleyen bir parametredir.
Kitosanin deasetillenmesi sonucunda kitin yapisina gére daha aktif bir forma sahip
olur. Iki biyopolimerin yapisinda da hidroksil ve amino gruplar1 bulunmaktadir.
Kitinin deasetillenmesi sonucu amino gruplarinin artmasiyla birlikte kitosan zinciri
boyunca asitler tarafindan protonasyonuna bagli olarak olusan ¢ok sayida katyonik
bolge, hem polariteyi hem de elektrostatik itme derecesini artirarak ¢oziinlirliiglinii
arttirir. Bu durum kitosanin ¢ok daha fazla kullanim alanina sahip olmasina yol acar
(Bakshi vd., 2020). Kitosan, su ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinemezken kitinin aksine
diisiik konsantrasyonlardaki asetik ve sitrik asit gibi seyreltik asitlerde ¢oziiniirler.
Kitosan ve tiirevleri, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, toksik olmama
ve analjezik, anti tiimor, hemostatik, hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve
antioksidan ozellikleri gibi rekabetci biyolojik 6zellikleri sayesinde tibbi ve farmasotik

alanlarda yogun bir seklide ¢alisilmaktadir (Kim vd., 2018).

Dermestes ater, Dermestidae ailesine ait bir bocek tiirtidiir. Siyah larder bocegi olarak
da bilinen bu bocekler hayvansal kaynakli organik maddeyle beslenirler (Kumara vd.,
2009). Peynir, kiimes hayvanlari, deri, balik vb. depolanan gidalara ciddi zarar

verdikleri i¢in bu canli tiiriinlin genel 6zellikleri detayli tanimlanmistir (Charabidze



vd., 2014). D. ater bocek tiirii lizerinde literatiirde kitin izolasyonu, karakterizasyonu

ve kitosan eldesi ile ilgili ¢alismalara rastlanilmamastir.

Kanser, viicudun diger bolgelerine yayilma, istila etme potansiyeline sahip olan
hiicrelerin anormal olarak biiyiimesiyle meydana gelen bir hastaliktir. Giinlimiizde
kanser hastaliginin tedavisinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Cilt kanseri diinya
genelinde ¢ok yaygin olarak goriilen bir kanser tiiriidiir. Yiiksek 6liim ve diisiik hayatta
kalma oranina sahip olan bu kanser tipinin bunlara ek olarak ¢oklu yiiksek ila¢ direnci
de gosterdigi bilinmektedir (Rengifo vd., 2019). Deri kanserine yakalanmanin genetik
ve c¢evresel olmak lizere bircok nedeni oldugu bilinse de en yaygin sebebinin
ultraviyole (UV) 1sinlarina uzun slire maruz kalinmasindan kaynakli oldugu
bilinmektedir (Craythorne ve Al-Niami, 2017). Bu kanser tipi genel olarak iki gruba
ayrilir. Bunlar; melanom ve melanom dis1 deri kanseri seklinde adlandirilir. Melanom,
deri, goz gibi bolgelerde pigment iireten hiicrelerin yani melanositlerde genetik
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanir (Domingues vd., 2018). Melanom deri
kanserinin en saldirgan tiiriidiir. Bu sebepten 6tiirli kanser tiirlerinde erken teshis ve
ona uygun tedaviyi se¢mek kanserin ilerleyen siirecleri i¢in ¢ok onemlidir. Cilt
kanserinin tedavisinde kullanilan bir¢ok yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda en
giincel tedavi yontemleri; cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, fotodinamik terapi,
immiinoterapi, biyokemoterapi ve hedefe yonelik tedavidir (Domingues vd., 2018). Bu
tedavi yontemleri arasindan hangisinin uygulanacagini belirlemek tiimoriin bulundugu
bolgeye ve hangi evrede olduguna baghdir. Uygulanilan bu tedavi metotlarinin
avantajlarina ek olarak dezavantajlar1 da vardir. Baz1 tedavi yontemlerinin ciddi
oranda yan etkisi bulunmaktadir. Tedavi yontemlerinden bazilar1 ¢ok uzun siireli
oldugu icin hastanin viicut direnciyle beraber psikolojik agidan da yiiksek oranda
etkilenmesine sebep olmaktadir. Son yillarda kanser tedavi yontemlerine ek olarak
alternatif tedavi metotlari {izerine de bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birkag1
da kitosan ve kitosan temelli yapilarin cilt kanseri tizerindeki etkisi ve mekanizmasina
bakilarak kanserin tedavisi tizerine yapilan ¢aligmalardir (Rengifo vd., 2019; Balan
vd., 2020). Kitosan ve tiirevlerinin antitlimor, antikanser 6zelliklerinden faydalanarak
kanser tedavisi lizerine yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Nam ve Shon, 2009;
Zhang vd., 2016). Cilt kanseri lizerine de kitosan ve kitosan bazli malzemeler ile tedavi

yontem ve teknikleri {izerine yapilan literatiirde bircok caligma yer almaktadir (Balan
vd., 2020; Giacone vd., 2020).



Bu tez ¢aligmasinda D. ater pupasindan ilk kez kitin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen kitin 6rnekleri Fourier déniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR),
termogravimetrik analiz (TGA), X-isim1 difraktometresi (XRD), taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve elemental analiz yontemleri ile karakterize edilmistir.
Karakterize isleminden sonra kitin yapisindan kitosan eldesi gerceklestirilmistir. Elde
edilen kitosan da FT-IR, XRD, SEM, TGA ve elementel analiz yontemleri ile
karakterize edilmistir. Bu karakterizasyonlarin sonucunda, elde edilen kitin ve
kitosanin literatiirdeki veriler ile uyumlu 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Bu
calismada D. ater pupasindan kitin ve kitosan elde edilerek detayli karakterizasyonu
yapilmigtir. Ayrica, kitosanin cilt kanseri tizerine anti-proliferatif aktivitesini
belirlemek i¢in A-375 ve saglikli hiicre hattinda sitotoksik olup olmadigini belirlemek

saglikli fare fibroblast hiicrelerinin canliligr hiicre hatt1 L929 ile ¢alisiimistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Kitosanin Ozellikleri ve Uygulamalari

Kitosan kitinin deasetillenmesi sonucu ortaya c¢ikan yapidir. Kimyasal yapisina
bakildiginda B- (1 — 4) -2-asetamido-D-glikoz ve B- (1 — 4) -2-amino-D-glikoz
birimlerinden olustugu goriilmektedir. Kitosanin kimyasal yapist incelendiginde ¢ok
fazla 6zellige sahip bir polimer oldugu goriilmektedir. Capraz baglama ve kimyasal
aktivasyon i¢in reaktif gruplardan olugmasi, yliksek viskozitesi sayesinde seyreltik
sulu asidik ¢ozeltilerde ¢oziinmesi, organik ve inorganik asitlerle tuzlar olusturmasi,
metal selatlama 6zelligi, yiiksek yiik yogunluguna sahip katyonik bir biyopolimer
olmasi, film olusturma yetenegi gibi gesitli 6zellikleri bulunmaktadir (Zargar vd.,
2015). Bunlara ek olarak biyouyumlu, biyoaktif, toksik olmama, biyolojik olarak
pargalanabilirlik, antimikrobiyal aktivite (mantarlar, bakteriler, virisler),
hipolipidemik aktivite ve antikanser aktivite gibi benzersiz Ozelliklere sahip bir
biyopolimerdir. Kitosan; biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik
olmama ve analjezik, antikanser, gibi 6zellikleri sayesinde son yillarda ¢ok fazla
calisilmaktadir (Aranaz vd., 2018; Struszczyk vd., 2019; Balan vd., 2020). ilac
endistrisinde, antiasit ve iilser onleyici 6zelligi sayesinde midede ilag iritasyonunu
Onler. Midenin rahatlamasinda gorev alir ve ayrica serbest mide asidini baglar.

Kozmetik ve eczacilikta ise emiilgator olarak kullanilmaktadir (Baldrick vd., 2010).
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Sekil 2. 1. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi.

Kozmetik alaninda, hemen hemen ¢ogu {iiriinde kitosan yer almaktadir. Makyaj
malzemeleri, cilt losyonlari, kremler gibi cogu sa¢ ve cilt lirliniin i¢erigindedir. Kitosan
cilt ylizeyine uygulandiginda nemlendirme ve koruyucu bir tabaka olugturmasindan
otiirii birgok kozmetik iiriiniin vazgecilmez nemlendirme ajani olarak gorev alir. Sag
spreylerinin ic¢inde sa¢ sekillendirici polimer olarak kullanilir. Bunlara ek olarak;
giines kremleri, dudak nemlendiricisi, antimikrobiyal o6zelliklerinden dolay1

deodorantlarda aktif bilesen olarak kullanilmaktadir (Tzaneva vd., 2017).

Yara izi tedavisinde, Birgok c¢alismanin sonucunda kitosanin yara izlerinin
tyilesmesini  hizlandirdigi, acik yaralarin tedavisinde diizenli kullanimda iz
birakmadan cilt yenilenmesini sagladigi goriilmiistiir (Patrulea vd., 2015; Dai vd.,
2011). Timor nekroz faktorii gibi bazi enzimlerin salgilanmasinda gorev almasindan
kaynaklt kanser caligmalarinda etki mekanizmalar1 iizerine arastirilmalarin

yapilmasini saglayan bir polimerdir.

Bunlarla beraber kitosan; yesil kimya, biyoteknoloji, atik su aritimi, ¢evresel koruma,
tarim, tekstil ve kagit endiistrisi, doku miihendisligi, tibbi uygulamalar, kontrollii ilag

salinimi gibi bir¢ok alanda aktif olarak kullanilmaktadir.



2.2 Dermestes ater De Geer, 1774

D. ater tiirii ekonomik agidan bir¢ok gidaya zarar veren hasereler arasinda yer alir.
Menezes ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada Bombyx mori ipek kozalari ile
beslenen D. ater tiiriiniin ipek kozalarina hasar vererek ekonomik agidan ipek tiretimi
tizerindeki ciddi tehdit olusturdugunu bildirmislerdir (Menezes vd., 2006).
Charabidze ve ekip arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise Dermestidae ailesine ait
boceklerin insan kadavralari tizerinde gelisimini incelenmistir (Charabidze vd., 2014).
Hayvansal kaynakli organik madde ile beslendikleri i¢in D. ater canlisinin gelisim
evrelerine bakilarak bir canliya ait cesetin 0limiinden sonra ne kadar siire gectigine
dair bilgi edinilmesine olanak sagladig i¢in adli entomoloji alaninda 6nemli bir yere

sahiptir.

Sekil 2. 2. D. ater pupasinin mikroskop goriintiisii.

D. ater bocek tiirii iizerinde yapilan literatiir taramasinin sonucunda bu canliya ait;
gelisim asamalari, lireme donemleri, beslenmeleri ve canlinin ekonomik agidan énemi
ile ilgiyi yapilan ¢alismalar oldugu gozlemlenmistir (Menezes vd., 2006; Charabidze
vd., 2014). Yapilan tarama sonucunda bu canliya ait pupadan kitin izolasyonu,
karakterizasyonu ve kitosan eldesi ile ilgili ¢alismalara rastlanilmamistir. Bu tez
caligmasinda ilk kez canlinin pupasindan kitin izolasyonu, kitosan eldesi ve bu

yapilarin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

2.3 Kitosan ve Antikanser Etkisi

Kitosan, biyouyumlu, biyobozunur, antikanser, antioksidan, toksik olmama gibi bir¢ok

biyolojik aktiviteye sahip bir yapidir. Kitosanin antikanser etkisini belirleyen birkag



parametre bulunmaktadir. Bunlardan birisi 6ncelikle kitinin kaynagidir. Kitinin hangi
canlidan izole edildigi ve bundan elde edilecek kitosanin deasetilasyon derecesi,
molekiil agirligi ve pH’s1 elde edilen kitosanin hem antimikrobiyal hem de antikanser
aktivitesini etkileyen parametreler oldugu 6nceki ¢alismalarda kanitlanmistir (Chien

vd., 2016).

Kitosanin antikanser etkisi ile ilgili; Howling ve arkadaslari, ¢esitli deasetilasyon
seviyeleri ve polimer uzunluklarina sahip kitin ve kitosan orneklerinin (kitin i¢in;
Kitin-50, Kitin-50A. Kitosan i¢in; CL311, CL311A, CL313, CL313A), in vitro olarak
insan dermal fibroblastlarinin proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemistir. Hem
Oliimsiizlestirilmis bir insan keratinosit hiicre hatt1 (HaCaT) hem de 1sinlanmis
fibroblast besleyici katmani olmadan kiiltlirlenen birincil insan keratinositlerini
kullanarak kitin ve kitosanin keratinosit proliferasyonu iizerindeki etkisini in vitro
olarak aragtirmistir. Kitin ve kitosanlarin fibroblast proliferasyonu iizerindeki etkisi
farkli konsantrasyonlarda (baslangigta 5-500 pg/mlL) arastirilmistir. Kitosan kloriir
numuneleri CL313 ve daha kisa zincir uzunlugundaki fraksiyonu CL313A, test edilen
tiim konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu lizerinde en giiclii uyarici etkilere sahip
oldugu rapor edilmistir. Daha yiiksek seviyelerde deasetilasyon igeren kitosan
ornekleri, deasetillenme dereceleri daha diisiik kitin ve kitosan Orneklerine gore
fibroblast proliferasyonunu daha fazla uyarmistir. Daha diisiik molekiiler agirlik formu
CL313A, daha yiiksek proliferatif aktivite sergilemistir. Sonug¢ olarak bu ¢alismada;
kitosan CL313A’nin, fibroblast proliferasyonu iizerinde uyaric1 etkiler gosterdigi
rapor edilmistir ve bunun sebebinin ise daha yiiksek asetillenme derecesine sahip
olmasina atfedilmistir. Kitin-50A (%37 deasetile edilmis) higbir etki gostermezken
CL313A (%89) proliferasyonu inhibe etmistir. Kitosanin keratinositler tizerindeki

etkisinin deasetilasyon derecesi ile ilgili oldugu belirtilmistir (Howling vd., 2001).

Qi, Li-Feng ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada kitosan nanopartikiillerini
insan mide karsinom hiicre hattt MGC803 iizerindeki etkilerini ve ilgili mekanizmalari
incelemistir. Hazirladiklar1 kitosan nanoparitkiillerinin 6ncelikle zeta potansiyeli ve
boyutlari belirlenmistir. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100 ug/mL)
kitosan nanopartikiilleri ile muamele edilmistir. Bu isleme 24 veya 48 saat boyunca
devam edilmistir. Hiicre canliligini belirlemek i¢cin MTT testi ile Olglilmistiir.
Hiicrelerin kitosan nanopartikiilleri ile muamelesi sonucunda hiicre canliliginin

inhibisyonu, doza ve zamana bagli olarak degisim gosterdigi bildirilmistir. Bu
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calismanin sonucunda Qi, Li-Feng ve arkadaslari, kitosan nanopartikiillerinin
MGCS803 hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigini rapor
ederek kitosanin insan karsinomuna karsi yararli bir ajan olarak kullanilabilecegini

belirtmistir (Qi vd., 2005).

Gibot vd. (2015), yaptiklar1 ¢aligmada kitosanin kanser hiicreleri tizerinde; uyum,
proliferasyon ve apoptozunu detayli olarak arastirmistir. Kitosanin etki mekanizmasi
tizerinde durarak insan melanomu tlizerindeki antikanser etkisin aragtirmak icin A-375,
SKMEL28 ve RPMI7951 hiicre hatlar1 {izerinde proliferasyon ve apoptotik etkisini
incelemistir. Calismada; hiicre canliligl, baglanma kinetigi, biiyiime hizi, yayilma
orani, apoptoz indiiksiyonu, kaspaz aktivitesi, apoptozun spesifik inhibisyonu gibi
parametrelere bakilmistir. Arastirmalar sonucunda; kitosanin, melanom A-375 hiicre
hattinin yapigsmasini azalttigi rapor edilmistir. Bununla beraber kitosanin melanom
SKMEL28 hiicre hattinin proliferasyonunu azalttigi gézlenmistir, ancak kitosanin
metastatik melanom hiicre hatt1 olan RPMI17951'e kars1 giiglii pro-apoptotik etkilere
sahip oldugu rapor edilmistir. Sonug olarak, kitosanin melanomu hedef alan antitimor
tedavilerinde daha ileri degerlendirmeler i¢in umut verici bir ajan olabilecegini

bildirmislerdir (Gibot vd., 2015).

Kaya vd. (2016) yaptiklart ¢alismada, diplopod tiirii olan Julus terrestris’ten iig
boyutlu kitin ve kitosan halkalar1 elde etmistir. Bu halkalarin karakterizasyonunu
yaparak farkli konsantrasyonlardaki kitosanin antikanser etkisini HeLa ve L929 hiicre
hattinda test etmistir. Ilk olarak kitin izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu asamadan
sonra elde edilen kitin halkalar1, 3 saat boyunca 150 °C'de %60°lik NaOH ¢ozeltisi
icerisinde kitosan haline getirilmistir. MTT testi icin; kuyucuk basma 5x10° gelecek
sekilde hiicreler ekilmistir. Farkli konsatrasyonlardaki kitosan eklenip 24 ve 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, J. terrestris tiiriinden elde
edilen kitosanin 1929 hiicrelerine kars1 toksik olmadigi bildirilmistir. J. terrestris
kitosaninin 500 pg/mL konsantrasyonunda, 48. saatin sonunda kontrol grubuna

kiyasla HeLa hiicre biiylimesinde énemli oranda azalmanin oldugu rapor edilmistir

(Kaya vd., 2016).

Chien vd. (2016), yengeg¢ kabugu ve mantardan kitosan elde ederek her ikisinin de
antikanser etkilerini IMR 32 ve Hep G2 hiicreleri {izerinde incelemislerdir. Mantardan
elde edilen kitosanin antikanser aktivitesinin, yenge¢ kabugundan elde edilen kitosana

gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada diisiik molekiiler
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agirlikli kitosanin Hep G2 iizerinde, yiiksek molekiiler agirlikli kitosana gére daha ¢cok
antikanser aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Chien vd., 2016).

Srinivasan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada dev kaplan karidesi olarak da bilinen
Penaeus monodon tiirline ait olan karides kabuklarindan elde ettikleri kitin ve
kitosanin yumurtalik kanseri hiicre hattinda (PA-1) antikanser etkisini arastirmustir. Ilk
olarak karides kabuklarindan kitin izolasyonu gergeklestirildikten sonra elde ettikleri
kitini, 90 °C'de %50’lik NaOH ile birlikte bir saat boyunca muamele edilmistir. MTT
testi igin; kuyucuk basina 1x10° gelecek sekilde hiicreler ekilip uygun sartlar altinda
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklara taze besiyeri ile beraber
farkli konsantrasyonlardaki (5-50 upg/mL) kitin ve kitosan eklenip 24 saat inkiibe
edilmistir. Sonug¢ olarak, kitinin 50 ug/mL konsantrasyonunun ve kitosanin 10
pg/ml'de diisik konsantrasyonun PA-1 tiimér hiicrelerinin biiylimesini bastirma

potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Srinivasan vd., 2018).

Abedian vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada ise; ti¢c kanser hiicre hatti iizerinde yiiksek
molekiiler agirhikli (HMWC) ve diisiik molekiiler agirlikli olan kitosanin (LMWC)
farkli konsantrasyonlarinin antikanser etkisi arastirilmistir. Farkli histolojik kokene
sahip MCF-7 (insan meme kanseri), HeLa (insan epitelyal rahim agz1 kanseri) ve Saos-
2 (osteosarkom). %75 - %85 deasetilasyon derecesine sahip iki farkli MW: 600-800
kDa ve 100-300 kDa kitosan kullanilmistir. LMW ve HMW kitosan, %2’lik kitosan
cozeltisi kullanilmistir. MTT testi i¢in; kuyucuk basina 5x10° gelecek sekilde hiicreler
ekilip uygun sartlar altinda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saat sonra hiicre
kiiltiirti ortami, ayr1 ayr1 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/mL konsantrasyonlarda HMW ve LMW
kitosan iceren taze bir ortam ile degistirilmistir. HMW ve LMW kitosanin artan
konsantrasyonu ile beraber inhibisyon orani artmistir ve hiicrelerin canliligi 6nemli
Ol¢tide azalmistir. HMW kitosanin Saos ve HeLa tlizerindeki etkisi LMW kitosan'dan
daha fazla oldugu rapor edilmistir. Sonu¢ olarak bu caligmada, farkli molekiiler
agirliklara ve deasetilasyon derecesine sahip iki tip kitosanin, kanser hiicre hatlar1 olan;
Hela, Saos-2 ve MCF-7'ye kars1 biiylimeyi onleyici etkiler sergiledigi bildirilmistir.
Kitosanin daha az yan etkiye sahip olmasindan dolay1 kanser tedavisinde umut verici

bir segenek olabilecegi diisiiniilmektedir (Abedian vd., 2019).

Park vd. (2011) ise, kitosanin molekiiler agirlig1 ve deasetilasyon derecesinin, ti¢ farkli
insan tiimor hiicre hatt1 (Hep G2, A549 ve PC3) iizerinde belirgin bir sekilde etkili
oldugunu bildirmislerdir (Park vd., 2011).
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Younes vd. (2016), kitosanin molekiiler agirliginin mesane kanseri hiicreleri tizerinde
etkisi olmadigimi ve kitosanin deasetilasyonu arttik¢a antikanser aktivitesinin arttigini
bulmuslardir. Ayrica antikanser aktivitenin diisiik pH‘da yiiksek pH kosullarina gore
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Younes vd., 2016).
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Malzeme Temini

D. ater pupasi, Mamasin Baraj Golii (Aksaray) yiizeyi {izerinde biriken Daphnia
magna ve D. longispina su pirelerinin toplanmasindan sonra Aksaray Universitesi
Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi, Genel Biyoloji Laboratuvarinda
kiiltiire edilen su pirelerinin bulundugu kaplar icerisinde kendiliginden gelisim
gostermistir. D. ater canlisina ait yumurtalar da su pirelerinin igerisinden ayrilarak

baska bir kapta kiiltiire edilmistir.

Sekil 3. 1. Kiiltiire edilmis Dermestes ater pupasi.

3.2 Kitin ve Kitosan Eldesi

Dermestes ater pupasindan kitin izolasyonunu gerceklestirmek i¢in 6rnekler tizerinde
demineralizasyon ve deproteinizasyon asamalar1 uygulanmstir. izole edilen kitinden

ise deasetilasyon iglemi ile kitosan elde edilmistir.
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3.2.1 Demineralizasyon islemi

Demineralizasyon, canlilarin yapisinda bulunan minerallerin uzaklastirilmasi igin
kullanilan bir agsamadir. Pupa 6rnekleri ilk 6nce temizleme islemine tabii tutulduktan
sonra ilk kuru agirlig1 hassas teraziyle tartilmistir. Bu islemden sonra 4 saat boyunca
50 °C'de 2M’lik HCI ¢ozeltisi igerisinde karistirilmistir. HCl muamelesinden sonra pH
notr olana kadar saf su ile yikanmistir. Yikanan ornekler etiivde 50 °C’de 3 giin

boyunca kurutulmustur.

3.2.2 Deproteinizasyon islemi

Deproteinizasyon, yapida bulunan proteinin uzaklagtirilmasini saglayan asamadir. Bu
asamada genellikle NaOH ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Asit islemiyle minerallerinden
uzaklastirilan 6rneginin kurutulmasindan sonra deproteinizasyon isleminden &nce
kuru agirlig1 hassas terazi ile tartilmistir. 2M’lik NaOH ¢6zeltisi icinde kuru halde
bulunan ornekler bu ¢ozeltiye eklenerek 24 saat boyunca 1sitmali karistiricida NaOH
ile muamele edilmistir. Bu islemden sonra pH notr hale gelene kadar saf su ile
yikanmistir. Son olarak yikanan Ornekler etiivde 50 °C’de kuruma islemine

birakilmistir. Kuruyan kitin 6rnekleri tartilarak % kitin oran1 belirlenmistir.

Protein ve minerallerinden uzaklastirilmis 6rnekler renk giderimi i¢in %10’luk etil

alkol ile muamele edilmistir.

3.3 Kitosan Eldesi

Kitosan, kitinin alkali sartlar altinda yiiksek sicaklikta deasetilasyonu ile elde edilir.
Bu asamada, elde ettigimiz kitinin ilk olarak kuru agirhigi tartildiktan sonra
hazirlanilan %60’lik NaOH ¢ozeltisinde, 100 °C’de, 5 saat boyunca bir refluks
sisteminde karistirilarak elde edilmistir. Daha O6nceki asamalarda oldugu gibi bu
asamada da pH noétr hale gelene kadar yikama islemine tabii tutulmustur. Yikanan
ornekler etiivde, 50 °C’de kurumaya birakilmistir. Kuruyan 6rnekler hassas teraziyle
tartilarak % Kitosan orani belirlenmistir. Tiim asamalar sonucunda elde edilen kitin ve

kitosan karakterizasyon islemlerine tabii tutulmustur.
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Sekil 3. 2. Kitin ve kitosan eldesi.

3.4 Karakterizasyon

Kitin film Ornekleri: FT-IR, TGA, XRD, SEM ve Elemental analiz cihazlari

kullanilarak karakterize edilmistir.
3.4.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Dermestes ater oOrneginden elde edilen kitin ve kitosan Orneklerinin yiizey
morfolojileri, Sputter Coater (Cressingto Auto 108) tarafindan altin / paladyum ile
kaplanarak SEM (Zeiss, GEMINI 500) analiziyle goriintiileri ¢ekilmistir.

3.4.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

FT-IR spektroskopisi kitinin kristalin formunu belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir.
Dermestes ater oOrneginden elde edilen kitin ve kitosan Orneklerinin FT-IR
spektrumlarini dlgiilmek i¢in 600-4000 cm™ dalga boyunda Thermo Fisher FT-IR
Spektrometre kullanilmustir.

3.4.3 Termogravimetrik analiz (TGA), diferansiyel taramal kalorimetre (DSC)

Elde edilen kitin ve kitosan 6rneklerinin termal 6zellikleri termogravimetrik analiz ile
N2 atmosferi altinda ve 10 °C/dk bir 1sitma hizinda ger¢eklesmistir. DSC analizleri ise;
argon atmosferi altinda, SETERAM DSC 131 EVO cihazi kullanilarak 30 ila 550 °C

sicaklik araliginda gergeklestirilmistir.
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3.4.4 X-Isim difraktometresi (XRD)

XRD, X-isinlarinin karakteristik bir diizen igerisinde kirilmasi esasina dayanarak
yapinin kristalligini belirleyen bir analizdir. XRD spektrumlar, GNR APD 2000 PRO
X- 1s1mm difraktrometresi kullanilarak 40 kV, 30 mA ve 5° < 20 < 45 den kirilma
araliginda kaydedilmistir. Elde edilen kitin ve kitosanin kristallinite indeksi, asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Cr1110 (%) = [(I1110 - Iam) /1110] x 100
Crl: % ytizde kristaliniteyi gosterir,
l110: 20 20° maksimum siddeti degerini,
lam: 20 13° de amorf pikinin maksimum siddetini gosterir.
3.4.5 Elemental analizi (EA)

Elemental analiz, Kitin ve kitosan izolatlarinin N, H, C ve O icerikleri belirlenmek i¢in

Thermo Flash 2000 kullanilmistir. Asagida yer alan formiille hesaplanmistir.

DA (%) = [(C/N-5.14) / 1.72] x 100

3.5 Kitin I¢eriginin Belirlenmesi

D. ater pupasindan elde edilen kitinin igeriginin belirlenmesi i¢in ilk olarak canlinin
islem gérmenden 6nceki kuru kiitlesi belirlenmistir. Izolasyon islemlerinden sonra
kurutulan kitin kiitlesi tartilarak belirlenmistir. Kitin igeri bu iki veri arasindaki

farklara gore asagida verilen formiil ile hesaplanmistir.

Kitin Igerigi (%) = (mson/Mii) * 100
Mison: Islem gérmeyen D. ater kitinin kiitlesi,

Mii: izolasyondan sonra kurutulan D. ater kitinin kiitlesi.
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3.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.6.1 Hiicre hatlar

Calisma kapsaminda D. ater ve LMW kitosan ¢ozeltilerinin aktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in A-375 ve L1929 hatlari kullamlmistir. Insan cilt malign
melanomdan tiiretilen hiicre hatt1 A-375 (ATCC No. CRL-1619) ve fare fibroblast
hatt1 olan L929 (HUKUK, Sap Institute, Ankara, Turkey), %10 FBS (Fetal Sigir
Serumu), %1 penisilin / streptomisin ig¢eren yiiksek glukoz DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) besiyerinde (Sigma, Katalog No. D6429) kiiltiir edilmistir.

3.6.2 Kitosan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

D. ater ve LMW kitosan 6rnekleri %0.25 (v/v) glasiyel asetik asitte 8 mg/ml stok
konsantrasyonda hazirlanmis ve partikiillerin dagilimi i¢in 50°C’de gece boyu
¢Oziindiiriilmiistiir. Ardindan stok ¢ozeltiler 0.2 um’luk polikarbonat filtre ile sterilize
edilmis ve kullanim i¢in DMEM besiyerinde seyreltilmistir (4 mg/mL - 1 ug/mL

araliginda).
3.6.3 Hiicre sitotoksisite deneyi

Hiicre canlilig1 deneyi, hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenazin aktivitesini 6lgen
MTT testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hiicre uygulamasi i¢in, her iki hiicre hatti
da 96 well plate’e 1x 10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve plate %5 CO2 37 °C'de inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra hiicre kiiltiir ortami 4 mg/mL - 1 pg/mL araliginda D. ater ve
LMW kitosan igeren taze besiyeri ortamiyla degistirilmistir. Kontrol kuyucuklarinin
besiyerleri de degistirilerek tazelenmistir. 24, 48 ve 72 saat sonra taze hazirlanmis
MTT solisyonu (5 mg/mL) final konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde
hazirlanmis ve her bir kuyucuga eklenmistir. Inkiibasyondan ii¢ saat sonra, olusan
formazan kristalleri DMSO igerisinde ¢ozlindiiriilmiis ve elde edilen renk, 492 nm'lik
dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir (ChroMate® ELISA reader). Her
deney, li¢ kopya halinde gerceklestirilmistir. Her iki tip kitosanin uygulanmadig:
kuyucuklar kontrol gorevi gormiis, yiizde hiicre canliligi, kontrol grubuna gore

kiyaslanarak asagidaki formulasyonla belirlenmistir.

% Canlilik = ((A6rnek — Ablank)/(Akontrol — Ablank)) x100

16



A kontrol kontrol kuyusunun absorbansini, A smek Kitosan uygulama kuyu absorbansini,

A biank ise hiicre igermeyen besiyeri absorbansini ifade etmektedir.

3.6.4 istatiksel analiz

Elde edilen veriler GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak istatiksel olarak
degerlendirildi. Tim c¢alismalar {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Gruplar
arasindaki farkliliklar Two-way ANOVA ve Bonferroni posthoc test ile
degerlendirilmistir. Istatistiksel fark ortalama ve ortalamanm standart hatas
(mean+SEM) olarak verilmistir. p > 0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamasini ifade ederken, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 ifadeleri de

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.6.5 XCELLigence gercek zamanh hiicre analiz cihaz ile hiicre proliferasyonun

belirlenmesi

A-375 ve 1929 hiicreleri, 1x 10* hiicre olacak sekilde 100 pl besiyeri igeren bir 16
kuyulu plakalara (ACEA Biosciences, San Diego, CA) ekilmis ve xCELLigence
Gergek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi ile izlenmistir. Hiicreler log fazina girdigi zaman
kuyulara 1 - 2 mg/mL konsantrasyonlarinda D. ater ve LMW kitosan ilave edilmistir.
Calisma kapsaminda kitosan uygulamasi yapilmayan kontrol grubu da kullanilarak
degerlendirme bu gruba gore yapilmistir. Hiicreler 96 saat malzeme ile muamele
edilerek ve 37 °C’de %5 CO2’li ortama sahip inkiibatérde proliferasyonlart 15
dakikalik araliklarla takip edilmistir. Konsantrasyonlarin hiicre proliferasyonlar

tizerindeki etkisi RTCA Software Lite yazilimi ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

D. ater canlisina ait pupadan kitin eldesi yapilarak FT-IR, TGA, XRD, EA ve SEM
analizleri ile fizikokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Izolasyonu yapilip
karakterize edilen kitin yapisindan kitosan eldesi gerceklestirilmistir. Elde edilen
kitosan FT-IR, TGA, XRD, EA ve SEM analizleri ile karakterize edilmistir. Bu
calismada D. ater canlisinin pupasindan ilk kez Kitin izolasyonu ve kitosan eldesi
yapilarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon igslemlerinden sonra, kitosan MTT
testine tabii tutulmustur. Toksisitesine bakilan kitosan daha sonra A-375 ve L929
hiicre hatlar1 tizerinde kiiltiire edilerek kitosanin deri kanseri iizerindeki proliferatif

aktivitesi tespit edilmistir.
4.1 Kitin Icerigi

Bu calismada, D. ater pupasindan elde edilen kitinin igerigi demineralizasyon ve
deproteinizasyon asamalarindan sonra %14.35 olarak belirlenmis, yapidaki mineral ve

proteinler uzaklastirildiktan sonra toplam kiitle kayb1 %80 olarak hesaplanmustir.
4.2 Elemental Analiz

D. ater pupasindan elde edilen Kitin ve kitosana ait asetilasyon derecesi (DA) ve kitin
elemental analiz verileri asagida ¢izelgede verilmistir. D. ater Kitini i¢in element
igerigi sirastyla N (%6.91), C (%50.17) ve H (%7.60) seklinde kaydedilmistir. %DA
degeri ise daha Once belirtilen formiille gore %123.3 olarak hesaplanmistir. Yapilan
tez calismasinda elde edilen kitin i¢in %N literatiirdeki verilerle uyumludur. Literatiire
bakildiginda kitin i¢in N igerigi %6,89'a yakin ve asetilasyon degeri %100'e yakin
olmasi, elde edilen kitin yapisinin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir (Kaya vd.,
2017). D. ater kitosanina ait element verileri ise sirasiyla; N (%7.30), C (%50.94) ve
H (%8.17) olarak 6l¢iilmiistiir. %DA degeri formiile gore hesaplanarak %106.8 olarak
belirlenmigtir. Literatiirde kitosana ait %N igeri ticari kitosan i¢in %7.1 olarak rapor
edilmistir (Kaya vd., 2014) . D. ater kitosanina ait %N azot igerigi de %7.3 olarak
kaydedilmis bu da literatiirdeki verilerle es deger aralikta oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1°de diger 6nemli veriler yer almaktadir.
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Cizelge 4. 1. D. ater pupasina ait kitin ve kitosanin asetilasyon derecesi (DA) ve kitin
elemental analiz sonuglari.

Dermestes ater N (%) C (%) H (%) |S (%) | DA(%)
D. ater Kitin 6.91 50.17 7.60 0 123.3
D. ater kitosan 7.30 50.94 8.17 0 106.8

4.3 TGA/DSC

D. ater pupasindan izole edilen kitin numunelerinin termogravimetrik analizi
yapilarak termal stabilitesi ve bozunma hizimi belirlemek i¢in termogramlar
olusturulmustur (Sekil 4.1 — Sekil 4.2). TGA, D. ater kitini i¢in iki degredasyon
asamas1 gostermistir. Ik asama TGA bozulmas: sirasindaki kiitle kayb1 0-100 °C
araliginda meydana gelen bu kayip elde edilen kitinin i¢inden emilen su igeriginin
buharlasmasindan kaynaklanmistir. Kiitle kaybi oran1 %7.24 ‘tiir. Daha onceki
calismalarda da kitinin ilk asamadaki kiitle kaybinin su igeriginden kaynakli oldugu
belirtilmistir (Ifuku vd., 2010; Purkayastha ve Sarkar, 2020). Kiitle kaybinin ikinci
asamasindaki kayip ise seker yapisinin ayrigsmasi, sakkarit halkasinin dehidrasyonu ve
250-400 °C arasinda meydana gelen asetile ve deasetile Kitin birimlerinin
bozunmasidir (Shankar vd., 2015; Paulino vd., 2006). Buradaki kiitle kayb1 oran
ise %92.68° dir. D. ater ° e ait kitinin maksimum termal bozunma sicaklig

377.2 °C’dir.

Literatiirde pupa iizerine yapilan c¢aligmalarin taramasi sonucunda Vespa crabro
bdcegine ait pupa kitini icin DTGmax degeri 381.7 °C olarak rapor edilmistir (Kaya
vd., 2016), Black soldier pupa kitini i¢in 371 °C olarak bildirilmistir (Wang vd., 2020).
Yine farkl: bir wild Black soldier ¢alismasinda pupaya ait kitin degerlerini 363 °C ve
371 °C olarak belirtilmistir (Purkayastha ve Sarkar, 2020). Literatiire gore ¢esitli pupa
kaynaklardan izole edilen kitin 6rnekleri icin DTGmax degerlerinin ¢ok yakin oldugu
goriilmiistiir. Bu baglamda, D. ater pupasindan izole edilen kitin numunelerinin termal

acidan oldukca kararl bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.

TGA, kitosan i¢in; ilk degredasyon asamasi sirasindaki kiitle kaybi1% 5.95’ tir. Kiitle
kaybinin ikinci asamasindaki degeri %94.09, DTGmax degeri ise 306.4 °C olarak

Olciilmiistiir. DTGmax degerinin daha diisiik olmasinin sebebi, kitosanin kitin yapisina
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gore daha zay1f bir termal stabiliteye sahip olmasindan kaynaklidir. Literatiirde kitosan
i¢in bildirilen degerlere yakin sonuglar elde edilmistir (Paulino vd., 2006).

DSC kitin igin; alloformlarinin termal stabilitelerinin arastirilmasi igin gergeklestirilen
bir diger analiz olan diferansiyel taramali kalorimetre pikleri sekil 4.2’de verilmistir.
DSC de D. ater kitini i¢in temel iki pik gézlemlenmistir. Bu piklerden ilki suyun
degredasyonuna atfedilmektedir (Kaya vd., 2016). D. ater kitini i¢in 83.0 °C’de
kaydedilmistir. 377.2 °C’de kaydedilen maxsimum bozunma sicakligi kitinin
degredasyonunu ifade etmektedir. Bu degerin literatiirde bulunan kitin ¢aligmalari ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir.

DSC kitosan i¢in; diferansiyel taramali kalorimetre pikleri sekil 4.3 ve 4.4’te
verilmistir. D. ater kitininde oldugu gibi 83.6 °C'de olusan pik su kaybina atfedilir
(Akyuz vd., 2017). Ikinci termal olay, D. ater kitosani igin 306.4 °C'de kaydedilen
maxsimum bozunma sicakligi kitosanin degredasyonunu ifade etmektedir. Kitosanin
degredasyonuyla birlikte bu durum amin birimlerinin ayrigsmasina atfedilebilir
(Guinesi ve Cavalheiro, 2006).

Cizelge 4.2. D. ater pupasindan elde edilen kitin ve kitosana ait TGA/DSC
analizlerinin sonuglari.

Kiitle .
Tir Sicaklik oran1 | kayiplari E;)pli?r(r}, y Vl;tl)lﬂe (Do'(l;?max
(%wt) yor 7o
D. ater kitin | 0-700 7.24-926 99.84 377.2
E' ater | 5 700 5.95 - 94.0 99.95 306.4
1tosan
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TG /%

102

1004~
98 1
Mass Chanpe: -7.24 %

96 -

94 1

= 1
92 1
Residual Mass: 92.68 % (748.4 °C)

901

100 200 300 400 500 600 700
Temperature /°C

Main  202102-22 12:19  User: NETZSCH STA 443 F5

Instrument : NETZSCH STA 449F5 File : E:\Bahar Hoca TGA-DSC'\Darmestes ater kitin.ngb-ds$

Project : Dermestes ater kitin Sample : Dermestes ater kitin, 16 mg Range : 30°C/10.0(K/min}{750°C Atmosphere : - INZ2 /N2
Identity : Dermestes ater kitin Reference : Sample car./TC : DSCTGSK S!S TG corr.im. range :  7:2:0/35000 myg
Dateftime :  18.02.2021 10:55:13 Materlal : Dermestes ater kitin Modeltype of meas. : DSC-TG / sample with correction DSC corr./m. range : 7:2:0/5000 pV/
Laboratory : ILTAM Corraction file : 30-750-10 Pt.ngb-bs5 Segments : " Pre Mment Cycles : 1xVac
Operator:  CANAN ONAG Temp.Cal.ISens, Files : TCALZERO TCX / SENSZERQ.EXX Crucible : PtRh20 85 i, with id

Created with NETZECH Proteus sofware

Sekil 4. 1. D. ater kitinine ait TG pikleri.

DSC /(uV/mg)
0.37 Texo a
0.2
0.1
Area: -31.22 uVsimg  Area: -0.7861 pVs/img
Area: -11.88 pVs/img o1
0.0 -
0.1 Value: 4833 °C; -0.0062381 pVimg
Value: 830 °C; -0.12164 pVimg
-0.2 4 Value: 377.2 °C; -0.1367 p\Vimg
034
0.4 , . . ; . ; .
100 200 300 400 500 600 700
Temperature /°C
Main 202102221223 User: NETZSCH STA 443 F8
Instrument : NETZSCH STA 449F5 File : E:\Bahar Hoca TGA-DSC'\Darmestes ater kitin.ngb-ds$
Project : Dermestes ater kitin Sample : Dermestes ater kitin, 16 mg Range : 30°C/10.0(K/min}{750°C Atmosphere : - INZ /N2
Identity : Dermestes ater kitin Reference : Sample car./TC : DSCTGSKE S!S TG corr.im. range :  0:2:0/35000 mg
Dateitime :  18.02.2021 10:55:13 Materlal : Dermestes ater kitin Modeltype of meas. : DSC-TG / sample with correction DSC corr./m. range : 0:2:0/5000 pV/
Laboratory : ILTAM Corraction file : 30-750-10 Pt.ngb-bs5 Segments : " Pre Mment Cycles : 1xVac
Operator:  CANAN ONAG Temp.Cal.ISens, Files : TCALZERO TCX / SENSZERQ.EXX Crucible : PtRh20 85 i, with i

Creeated with NETZSCH Proteus saftware

Sekil 4. 2. D. ater kitinine ait DSC pikleri.
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TG /%

104
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98 1 Mass Change: -5.95 %

Residual mass: 94.1[1 %

96 1

94 1

Residual Mass: 94.09 % (748.4 °C})

92 4

90

100 200 300 400 500 600 700
Temperature /°C

Main  202102-22 12:28  User: NETZSCH STA 443 F5

Instrument : NETZSCH STA 449F5 File : E:\Bahar Hoca TGA-DSCi\Dermestas ater kitosan.ngb-ds5

Project : Dermestes ater kitosan ~ Sample © Dermestes ater kitosan, 14 mg Range : 30°Ci10. in}750°C s ~ /N2 N2
Identity : Dermesles ater kitosan  Reference ! Sample car.(TC : DSCTGSK S!S TG corr./m. range :  3:2.0/35000 mg
Dateftime :  22.02.2021 11:04:54 Material : Dermestes ater kitosan Modeltype of meas. : DSC-TG / sample with correction  DSC corr/m. range : 3:2:0/5000 pv
Laboratory : ILTAM Correction file : 30-750-10 Pt.ngb-bs5 Segments : 1" Pre Mment Cycles : 1x\ac
Operator:  CANAN ONAG Temp.CalJSens. Files : TCALZERO. TCX / SENSZERO.EXX  Crucible : PtRh20 85 g, with i

Created with NETZECH Proteus sofware

Sekil 4. 3. D. ater kitosanina ait TG sonuglari.

DSC /(uV/mg)
T exo
0.3 1
0.2 4
0.1
Value: 3064 °C; 0.01248 pV/mg Value: 506.6 "C; 0.0071789 pVimg
1
001 Area: -6,947 pVsimg

\‘v ; I Area: 6.072 uVsimg

Area: 11.19 pVs/mg
Value: 836 °C; -0.07218 pV/mg

100 200 300 400 500 600 700
Temperature /°C

Main  202102.22 1228 User: NETZSCH STA 443 F5

Instrument : NETZSCH STA 449F5 File : E:\Bahar Hoca TGA-DSC!\Darmestas ater kitosan.ngb-dsS

Project : Dermestes ater kitosan ~ Sample © Dermestes ater kitosan, 14 mg Range : 30°Ci10. in}750°C s ~ /N2 N2
Identity : Dermesles ater kitosan  Reference ! Sample car.(TC : DSCTGSWK S!S TG corr./m. range :  0:2:0/35000 mg
Dateftime :  22.02.2021 11:04:54 Material : Dermestes ater kitosan Modeitype of meas. : DSC-TG / sample with correction  DSC corrJ/m. range : 0:2:0/5000 pV
Laboratory : ILTAM Corraction file : 30-750-10 Pt.ngb-bs5 Segments : 1" Pre Mment Cycles : 1xVac
Operator:  CANAN ONAG Temp.CalJSens. Files : TCALZERO. TCX / SENSZERO.EXX  Crucible : PtRh20 85 pi, with hid

Creeated with NETZSCH Proteus saftware

Sekil 4. 4. D. ater kitosanina ait DSC sonugclari.
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4.4 XRD

Kristaliniteyi belirlemek i¢in yapilan XRD analizinde, kitin allomorfuna bagl olarak
karakteristik pikler gozlenmistir. Literatiire gore, yaklasik 9, 13, 19, 21 ve 23 ° 'de
gozlemlenen pikler a-kitini gostermektedir (Jang vd., 2004). Bu tez ¢alismasinda
Dermestes ater pupasindan izole edilen kitinin pikleri 9.4 ve 19.6° olarak
kaydedilmistir. Analizin sonucunda, D. ater kitininde elde edilen veriler, literatiirde
kitine ait XRD pikleriyle uyumlu oldugu gézlenmistir (Kucukgulmez vd., 2011).
Analizi sonucunda piklerin siddetinden yararlanarak % kristalinitesi belirlenmistir. D.

ater kitinin kristalinitesi % 81.34 olarak hesaplanmustir.

Kitosanin literatiire gore XRD incelemesinde karakteristik pikleri 10 ve 20° arasinda
iki keskin tepe seklinde gozlenmistir (Yen vd., 2009). D. ater’ den elde edilen
kitosanin pikleri 10 ve 19.8° olarak kaydedilmistir. Analizin sonucunda, D. ater
Kitosanindan elde edilen veriler, literatiirde kitosana ait XRD pikleriyle es deger

aralikta ¢tkmistir. Analizi sonucunda piklerin siddetinden yararlanarak % kristalinitesi

belirlenmigtir. D. ater kitosaninin kristalligi %51.90 olarak hesaplanmastir.
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Kitosan

— Kitin

Siddet (a.u.)

20 ()

Sekil 4. 5. D. ater kitin ve kitosana ait XRD kirinim pikleri.

45FT-IR

Literatiirde bu zamana kadar kitinin {i¢ farkli kristalin formuna sahip oldugu
bilinmektedir. Bu formlar; o, B, y’dir. o formunun amid I band1 kendi igerisinde iki
keskin banda sahiptir ve bunlar 1660 ve 1620 cm™°de bulunan karakteristik piklerdir
(Kaya vd., 2017). B formu icin ise 1640 cm™ ta bir tane karakteristik amid bandi
bulunmaktadir (Jang vd., 2004). Yapmis oldugumuz bu mevcut ¢alismada Dermestes
ater pupasina ait FT-IR spektrumlari elde edilmistir ve bunlar Sekil 4.6’ da verilmistir.
D. ater pupasi drneklerinden izole edilen kitininin FT-IR spektrumu incelendiginde
amid I bandinin 1640 ve 1620 cm™ de iki keskin banda boliindiigiinii gézlemlenmistir
(Sekil 4.3). Cizelge 4.3’te elde edilen kitine ait diger Onemli pik zirveleri
goriilmektedir. D. ater kitini i¢in; 3418 cm™ *de (O- H gerilme), 3254 cm™ (N- H
gerilme), 1306 cm? ’de (CH_ titresim). 1152 cm™ *de (asimetrik k&prii oksijen
gerilmesi), 1111 cm™ *de (halka fazinda asimetrik esneme modu), 952 ve 894 cm™ *de

(polisakkarit halkalar) ait olan bantlarin degerleri bulunmaktadir.

Literatiire gore kitin deasetillenmesinden sonra, 1620 cm™de tek pik gdzlenir, 1550
cm'de yer alan bant ise 1590 cm™'e kayar (Kaya vd., 2016). D. ater kitosanmnin FT-
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IR spektrumu incelendiginde kitosan i¢in pikler sirasiyla; amid I (C=O gerilmesi) i¢in
1619 cm, amid Il (N-H egilme) i¢in 1584 cm™, kitosanin asimetrik kdprii oksijen
gerilmesi 1148 cm™ seklinde gozlemlenmistir. -OH baglarma karsilik gelen pik 3439
cm? olarak kaydedilmistir. CHs sallanmaya karsilik gelen pik 988 cm™ ve CH halka
gerilme ise 891 cm™ olarak rapor edilmistir (Sekil 4.7). Cizelge 4.3’te elde edilen

kitosana ait diger 6nemli pik zirveleri de goriilmektedir.

T (a.u.)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayist (cm™)

Sekil 4. 6. D. ater kitinin FTIR spektrumlari.
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T (a.u.)

3900

3400 2900 2400 1900 1400 900

Dalga Sayis1 (cm™)

Sekil 4. 7. D. ater kitosanina ait FTIR spektrumlari.
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Cizelge 4.3. D. ater kitin ve kitosana ait FT-IR fonksiyonel grubu ve titresim modlart.
(Ticari kitin*(Chen vd., 2021), ticari kitosan**(Bilican vd., 2020)).

Fonksiyonel gruplar ve Ticari D. ater kitin Ticari D. ater
titresim modlar1 Kitin* cm? Kitosan** kitosan
cm?
O-H gerilme 3435 3418 3356 3439
N-H gerilme 3254 3254 - -
CHjs simetrik ve 2933 2940 - -
asimetrik gerilme
CHs simetrik gerilme 2876 2848 2871 2853
C=0 ikincil amid 1650 1640 1650 1619
gerilme
C=0 ikincil amid 1622 1620 - -
gerilme
N-H band, C-N gerilme 1550 1550 1586 1584
CH2 sonu ve CHs3 1421 1415 1420 1419
deformasyon
Son, CHs simetrik 1372 1375 1375 1373
deformasyon
CH: sallanma 1307 1306 - -
Asimetrik koprii oksijen 1153 1152 1149 1148
gerilmesi
Asimetrik faz i¢i halka 1112 1111 - -
gerilme modu
C-O-C asimetrik faz 1065 1067 - -
halkasinda gerilme
C-O asimetrik faz 1009 1009 1024 1031
halkasinda gerilme
CHs sallanma 951 952 988 988
CH halka gerilme 896 894 892 891

4.6 D. ater Kitin ve Kitosana Ait Isik Mikroskobu ve Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintiileri

Isik mikroskobu goriintiileri sekil 4.8’de verilmistir. D. ater pupasindan izole edilen
Kitin ve kitosan yapilarinin yiizey morfolojileri SEM analizi ile belirlenerek Sekil 4.9
ve 4.10°da gosterilmistir. Literatiirde kitin ve kitosan icin ylizey morfolojileri ii¢
sekilde simiflandirilmistir. Sirasiyla; gozenekli ve fiberli yapi, gézenek ve fiber

icermeyen piirlizlii yap1 ve sadece fibere sahip yapidir (Kaya vd., 2014). Literatiirde,
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kitinin yilizey morfolojisinin, kaynag1 ile son derece iliskili oldugu daha Onceki
caligmalarda bildirilmistir (Zhang vd., 2000; Kaya vd., 2015). Kitinin ylizey morfoloji
izerine yapilan ¢aligmalar sonucunda su ana kadar 5 farkli yiizey sahip oldugu rapor
edilmistir. Bunlar; gbzenek veya lif igermeyen sert ve piriizlii yiizey, sadece
nanoliflerden olusan yiizey, hem goézenekli hem de nanolifli yiizey, lif ve nano-mikro
gozenekleri igeren ylizey ve son olarak sadece gozenekli ylizeydir (Kaya vd., 2013;
Kaya vd., 2014; Kaya ve Baran, 2015). Analiz sonucu elde edilen goriintiilerde, D.
ater kitinin yiizeyinin mikro ve nano liflerden olustugu belirlenmistir. Liflerin arasinda
mikro ve nano gozeneklerin yer aldig: farkli biiylitmelerde kaydedilen goriintiiler ile

ortaya konmustur

D. ater kitosaninin SEM analizi sonucundan elde edilen goriintiilerinde de kitine
benzer yapida oldugu goriilmiistiir. Kitine gére daha ¢ok mikro ve nanolif igerdigi,

gbzenek sayisinin ise kitine gore daha az oldugu goézlemlenmistir.

Sekil 4. 8. Farkli biiyiitmelerde D. ater kitini ve kitosanina ait 151k mikroskobu
goriintiileri.
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Sekil 4.8 (devam). Farkli biiyiitmelerde D. ater kitini ve kitosanina ait 151k mikroskobu
goriintiileri.
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Sekil 4. 9. D. ater kitinine ait SEM goriintiileri.
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Sekil 4.10. D. ater kitosanina ait SEM goriintiileri.

4.7 D. ater kitosaminin sitotoksisite ve antikanser etkisinin LMW Kitosan ile

Karsilastirmal Olarak Degerlendirilmesi

D. ater kitosaninin sitotoksititesi L929 fare fibroblast hiicreleri ile yapilan ¢aligma ile
LMW kitosan ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Farkli kaynaklardan elde
edilen kitosanin, fibroblastlarda test edilip sitotoksik olmayan biyouyumlu malzemeler
oldugu daha onceki ¢alismalarda kanitlanmistir (Lim vd., 2007; Rasad vd., 2010).
Sekil 4.11 D. ater ve LMW kitosanlarina 24, 48 ve 72 saat maruz kalan hiicrelerin
sitotoksitite sonuglarin1 géstermektedir. Her iki kitosanin 4 mg’lik konsantrasyonunun
24, 48 ve 72 saatler i¢in sitotoksik oldugu belirlenmistir. Ayrica LMW kitosanin 1 ve
2 mg konsantrasyonu ile uygulama yapilan hiicrelerinin 72. saatte hiicre canlilik
diizeylerinin sirasiyla %55.94 + 0.019 ve %54.57 = 0.021 oldugu belirlenmistir
(<%70). Bununla birlikte her iki kitosan 6rneginin yukarida belirtilen durumlar
disinda uygulanan konsantrasyonlarmin (1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pg) L929

hiicrelerinde li¢ zaman araliginda da canliliga 6nemli diizeyde etki etmedigi, hiicrelerin
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canliligii %70 ve daha fazla diizeyde korudugu goézlenmistir. Hiicre canlilik
yiizdelerinin, karsilastirma amagli kullanilan LMW kitosanla 24 saat i¢in 5, 100 pg/mL
ve 2 mg/mL; 48 saat i¢in 2, 5 ve 250 pg/mL; 72 saat i¢in ise 5, 100, 500 ug/mL ve 1,
2 ve 4 mg/mL uygulama konsantrasyonlarinda anlamli diizeyde farklilik gosterdigi

Two-way ANOVA ve Bonferroni posthoc test ile belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda D. ater ve LMW kitosan ¢ozeltileri ile muamele
edilen A-375 melanom hiicrelerinin 24. (a), 48. (b) ve 72. (c) saatlerdeki
hiicre canlilik yiizdeleri (%). (%) * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda D. ater ve LMW kitosan ¢ozeltileri ile muamele
edilen L929 fibroblast hiicrelerinin 24. (a), 48. (b) ve 72. (c) saatlerdeki
hiicre canlilik yiizdeleri (%). * p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

D. ater kitosanin antiproliferatif aktivitesi in vitro olarak insan cilt malign
melanomdan tiiretilen hiicre hattt A-375’de LMW ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Sekil 4.12; 1 pg/mL ila 4 mg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda her iki tip kitosan ile 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilen
hiicrelerin canlilik ylizdesini gostermektedir. 24 saat i¢in 10, 250, 500 ug/mL ve 1 - 2
mg/mL konsantrasyonda; 48 saat i¢in 2, 10, 25, 50 ug/mL, 1 ve 2 mg/mL
konsantrasyonda; 72 saat i¢in ise 2 pg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonda uygulama
yapilan A-375 hiicrelerinde kitosan tiirleri arasinda hiicre proliferasyonunu baskilama

diizeyleri agisindan fark anlamli bulunmustur (p<0.05).

Ek olarak, D. ater kitosanlarinin 1 - 2 mg/mL konsantrasyonlarinin uygulandigi A-375
kanser hiicrelerinde, saglikli L929 hiicrelerindeki etkisinin lizerinde bir antiproliferatif
etkiye sahip oldugu goriilmiis, hiicre canlilik diizeyleri D. ater kitosanin 1 mg/mL
konsantrasyonu i¢in 48 saatlik uygulamada 1L.929 hiicrelerinde %91.87+ 0.011; A375
hiicrelerinde %63.77+ 0.035 olarak belirlenmistir. 2 mg/mL konsantrasyon
uygulamasinin 24 saatinde L929 i¢in %99.65+ 0.056 olan canlilik, A-375 hiicreleri

icin % 54.95+ 0.098 olarak belirlenmistir. 48 saat uygulamasi i¢in ise hiicreler i¢in
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canlilik diizeyi sirasiyla %84.48+ 0.038 ve %75.28+ 0.047 olarak belirlenmistir. 72.
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda L929 i¢in %84.13+ 0.012 olarak belirlenen diizey,
A-375 igin %59.83+ 0.017 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Anlamliligin ileri analizle degerlendirilmesi icin belirtilen konsantrasyonlar ile
muamele edilen L929 ve A-375 hiicrelerinin ¢ogalma egrisi XCELLigence Gergek

Zamanl Hiicre Analiz Cihaz ile degerlendirilmistir.

4.8 xCELLigence Cihazi ile Hiicre Proliferasyonun Belirlenmesi

D. ater kitosan ve LMW kitosan malzemelerinin 1.929 normal hiicresi lizerine
uygulanmasi sonrasinda Xcelligence RTCA cihazi kullanilarak elde edilen sonuglar
Sekil 4.13’te verilmistir. Gergeklestirilen analiz sonuglarindan elde edilen verilere
gore kontrol olarak kullanilan DMEM besiyeri (turkuaz) ve malzeme ¢oziiciisii olarak
kullanilan asetik asit (mor) hiicre canliligi tizerine % 99.7 £ 0.03 oraninda etki
gosterdigi belirlenmistir. Kontrol 6rneklerine gore D. ater kitosan ve LMW kitosan
ornekleri de hiicre proliferasyon iizerine etkileri belirlenmistir. 1 mg (yesil) ve 2 mg
LMW (kirmiz1) 6rnekleri hiicre canlilik diizeylerinin sirasi ile % 81.3 +£0.02 ve % 79.2
+ 0.02 oraninda canlilig1 korudugunu goéstermistir (p<0.05). D. ater kitosan 1 mg
(pembe) ve 2 mg (mavi) Ornekleri de hiicre canlilik diizeyleri % 77.3 = 0.01 (p<0.01)

ve % 36.7 £ 0.02 (p<0.01) oraninda hiicre canliligin1 korudugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10. D. ater kitosan ve LMW kitosan malzemelerinin 1.929 hiicresi {izerine anti-
proliferatif etkisinin Xcelligence cihazi ile gosterimi. (Turkuaz: DMEM;
Mor: DMEM+AA; Kirmizi: LMV 2; Yesil: LMV 1; Pembe: D. ater 1;
Mavi: D. ater 2) (*p<0.05, ** p<0.01)

D. ater kitosan ve LMW kitosan malzemelerinin L929 normal hiicresi {izerine
sitotoksik etkisinin diisiin oranda oldugunun belirlenmesinin ardindan A-375 melanom
kanseri iizerine anti-proliferatif etkisi belirlenmistir. Sekil 4.14’te gosterilen
Xcelligence cihazindan elde edilen veriler analiz edildiginde; D. ater kitosan
malzemesinin normal hiicre iizerine sitotoksik etkisi diisiik oranda iken en agresif
insan deri kanseri tiplerinden biri olan A-375 melanom hiicresi tizerine proliferasyonu
baskilayicr etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; 47. Saatte 1 mg D. ater
kitosan melanom hiicre canliligin1 % 72.6 + 0.02 (p<0.05) ve 2 mg D. ater kitosan
ise % 76.3 £ 0.03 (p<0.05) baskiladig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.11. D. ater kitosan ve LMW kitosan malzemelerinin A-375 hiicresi iizerine
anti-proliferatif etkisinin Xcelligence cihazi ile gosterimi. (Turkuaz:
DMEM; Mor: DMEM+AA; Kirmizi: LMV 2; Yesil: LMV 1; Pembe: D
ater 1; Mavi: D. ater 2) (*p<0.05, ** p<0.01)

Literatiirdeki verilere dayanarak kitosanin farkli kanser hiicre hatlar1 lizerinde 6nemli
bir antikanser etkisine sahip oldugu daha 6nceki ¢alismalarda kanitlanmistir. Kitosanin
antikanser aktivitesini etkileyen faktorleri su sekilde rapor edilmistir; molekiiler
agirlik, deasetilasyon seviyesi, pH ve kitosan kaynagi (Chien vd., 2016). Sonug olarak
gerceklestirilen bu tez c¢aligmasinda, daha once farkli kaynaklardan elde edilen
kitosanin antikanser etkisinin degerlendirildigi literatiirde yer alan diger ¢alismalara
benzer sekildedir (Gibot vd., 2015; Kaya vd., 2016; Younes vd., 2016; Abedian vd.,
2019), Dermestidae ailesine ait Dermestes ater canlisinin pupasindan elde edilen

kitosanin da antiproliferatif etkisinin oldugu kanitlanmistir.

36



5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma ile birlikte ilk kez, Dermestidac ailesine ait Dermestes ater canlisinin
pupasindan kitin izolasyonu, kitosan eldesi ve karakterizasyonu gercgeklestirilmistir.
Elde edilen kitin ve kitosanin karakterizasyonu sonucu literatiire uyumlu degerlerde
oldugu kaydedilmistir. Bu tez ¢alismasinin orijinalligi ise D. ater pupasina ait kitin ve
kitosan ile ilgili bir calismanin literatiirde yer almamasidir. Bu ¢alisma sayesinde D.
ater canlisimin kitin ve kitosan calismalar1 i¢in yeni bir kitin kaynagi olarak
kullanilabilirligi kanitlanmigtir. Kitin kaynagi olarak giinimiizde yengeg, karides,
kerevit gibi deniz canlilarinin atik kabuklar1 degerlendirilmektedir. Et, balik, peynir,
un isleme fabrikalar1 gibi gida sektoriinde 6nemli yere sahip, kiler hasereleri olarak da
adlandirilan bu canli diinya genelinde bir¢ok gida {iriiniine zarar vermektedir. Bunun
yani sira ipek kozalarina ciddi zararlar vererek ipek iiretiminde biiyiik bir tehdit
olusturmaktadir. Bu canlinin da alternatif bir kitin kaynag: olarak kullanilabilirligi

ekonomik ag¢idan gida ve tekstil alanindaki sorunlara yardimci olabilir.

Kitosanin, anti-kanser etkisinin diginda kansere bagl kayip dokularin yenilenmesi i¢in
cilt komplikasyon tedavilerinde de tercih edilen yontemler arasindadir. Calismada cilt
kanserinin secilmesinin sebeplerinden bir digeri ise diinya genelinde ¢ok yaygin olan
bir kanser tiirli olmasiyla birlikte bu kanserin yiiksek oranda ¢oklu ila¢ direncine sahip
olmasidir. Bu dezavantajindan kaynakli olarak cilt kanserinin tedavisi i¢in alternatif
tedavi yontemleri aranmaktadir. Literatiirde bu zamana kadar kitosanin anti-kanser
aktivitesi lizerine yapilan caligmalarda genellikle ticari kitinden ya da deniz
canlilarinin atik kabuklarindan elde edilen kitosanin kullanimi1 yer almaktadir. Bu tez
caligmasinda ise, bir bocek tiirii olan Dermestes ater canlisina ait pupadan elde edilen
kitosan kullanilmistir. Kitin izolasyonu asamasindan sonra elde edilen bu kitosanin
sitotoksititesi 929 fibroblast hiicre hattinda, cilt kanseri iizerine antiproliferatif

aktivitesi ise A-375 hiicre hattinda degerlendirilmistir.

D. ater ve LMW kitosanlarinin 4 mg/mL’lik konsantrasyonunun 24, 48 ve 72 saatler
i¢in, ayrica LMW kitosanin 1 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinin 72 saat i¢in sitotoksik
oldugu, belirlenmistir (<%70). Belirtilen durumlar digindaki uygulamalarin, ii¢ zaman
araliginda da canliliga 6nemli diizeyde etki etmedigi, hiicrelerin canlilifin1 %70 ve
daha fazla diizeyde korudugu belirlenmistir. Elde edilen sonuclarin LMW kitosan ile

karsilagtirilmast istatiksel olarak degerlendirilmis olup, bazi konsantrasyonlarda
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anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Insan cilt malign melanomdan tiiretilen hiicre hatti
A-375de elde edilen veriler dogrultusunda, D. ater ve LMW kitosanlarinin 1-2
mg/mL konsantrasyonlarinin, A375 kanser hiicrelerinde, saglikli L929 hiicrelerindeki
etkisinin lizerinde bir antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir. XCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz cihazi ile belirtilen konsantrasyonlarda uygulanan
maddenin hiicre proliferasyonuna olan etkisinin detayli olarak ve label-free sekilde
degerlendirilmis, kalite ve giivenilirligi artirilmistir. Sonug olarak, D. ater *den elde
edilen kitosanin sitotoksik etkisi olmayan; ancak melanom kanseri tizerine anti-kanser
etkinligi bulunarak yeni bir kaynak olabilecegi LMW kitosanla karsilastirmali verilerle

belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasi, kitosanin melanom kanser {izerine terapotik etkinligini belirleyen
yeni bir bakis agis1 kazandirmistir. Sonug olarak, D. ater biyolojik organizmasindan
elde edilen yapilarin ileride yapilacak olan kitin, kitosan eldesi ve kanser tedavisinde
yeni alternatif terapotik potansiyele sahip bir malzeme olarak kullanilabilmesi

literatiire kazandirilmastir.
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