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OZET

YENIi KiTOSAN MODIiFiYE URUNLERININ ELDESI VE BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Samet KOCABAY

Doktora Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah

Tez Damsmani: Prof. Dr. Birnur AKKAYA
2020, 71+ xviii sayfa

Kitosan (Cs) dogada en ¢ok bulunan polisakkaritlerden birisidir. Kaynak olarak yengeg,
boceklerin dis iskeleti, mantarlar, bazi fungus ve yesil alglerin hiicre duvar yapilarinda bulunan
kitinden elde edilmektedir. Biyouyumluluk, antimikrobiyal, antifungal, antikoagiilant ve

antikanser ozelliklerinden dolayi ilag sanayisinden gida endiistrisi uygulamalari i¢in ilgi odagidir.

Bu nedenle metastaz1 6nlemeye yonelik oleik asit siilfatlanmig kitosan (OlcShCs) hazirlanarak
biyolojik ve kimyasal karakteristik Ozellikleri arastirildi ve orijinal kitosan ile karsilastirildi.
Bunun i¢in kitosan ve tiirevi FTIR, NMR, DSC, TGA ve DTA analizleri yapildi ve kimyasal
karakterizasyonu yapildi. Akabinde kitosan tiirevinin antimikrobiyal, antifungal ve antikanser

aktiviteleri arastirildi.

CS ve OlcShCs’nin FT-IR spektrumlar1 karsilastirildiginda CS’nin karakteristik spekrumlart;
1646 cmt C=0 amide-I gerilmesi (stretching)), 1568 cm™t N-H amide-II baglanmas1 ve 1374
cm™t C-N amide-111 gerilmesini gostermektedir. Modifikasyon sonrasi acil olmayan birincil amin
grubuna karsilik gelen 1568 cm™ pik kaybolurken, 1634 cm™'de agia ¢ikmaktadir. Bu durum

! ester bagmin

modifiye kitosanda amid baginin varligmi gostermektedir. Ayrica 1732 cm’
karbonil grubunun karakteristik pikidir. Bu bag kitosanin hidroksil grubu ile oleik asitin karboksil
grubu arasinda agiga c¢ikmaktadir. Dolayisiyla yapida N-acilasyonun agiga c¢iktigini

gostermektedir. 788 ve 1207 cmde yeni aciga ¢ikan FT-IR bantlari ise swrasiyla siilfo
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gruplarmin C—O-S and O-S-O bag gerginligine karsilik gelmektedir. HX NMR analiz sonucuna
bakildiginda 2.4 ppm’deki pik N-asetil glukozamin grubunun N-asetil protonlarina karsilik
gelmektedir. 3.6 ppm’deki pik ise deasetile glukozamin kalintilarinin H-2 protonuna denk
gelmektedir. Kitosanin oleik asit ile kimyasal modifikasyonu [-CH2-CO] 1.4 ppm’deki pik ile
dogrulandi. Cs molekiiliiniin E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC
12228, C. albicans ATCC 60193 tiirlerine kars1 sirastyla %99.1843.09, %87.50 + 0.48, %100 +
0, %12.90 £3.4 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriildii. Ayn1 konsantrasyonda OIcShCs
molekiiliiniin E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228, C.
albicans ATCC 60193 tiirleri iizerine sirasiyla antimikrobiyal etkisi %0 +6.69, %6.66 +1.25,
%59.13 £4.97, %21.26 £2.17 olarak saptandi. HeLa kanser hiicrelerine kars: sitotoksik etkisi 24
saat i¢in IC50 degeri 81.57+5.30 ug/ml bulundu. Sonug olarak yeni sentezledigimiz kitosan
tirevi molekiil kitosana gore genel anlamda daha diisiik antimikrobiyal etki gdsterdigi, HeLa
hiicrelerine kars1 kitosan tiirevinin sitotoksik etki gosterdiginden dolay1 potansiyel ila¢ aday1

olabilir.

Anahtar kelimeler: Kitosan siilfat, siilfatit, yag asitleri, antimikrobiyal, sitotoksisite.



ABSTRACT

PREPARATION OF NEW CHITOSAN PRODUCTS AND INVESTIGATION OF THEIR
BIOLOGICAL ACTIVATIONS

Samet KOCABAY

PhD Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Birnur AKKAYA
2020, 71+ xviii pages

Chitosan is one of the most abundant polysaccharide in nature. It is derived from chitin which is
found in crustaceans, insects, mushrooms and cell walls of certain fungi and green algae and their
mainly skeleton structures. Because of its functional properties such as biocompatibility,
antimicrobial, antifungal, research scientists are interested to increasing the application area from
medicine, drug to food industry.

We have prepared oleic acid sulfated chitosan (OlcShCs) to determine its characteristic properties
such as chemicals and biologicals. Medium molecular weight chitosan was used to synthesis the
oleic acid sulfated chitosan. The structure of the products was characterized using various
spectroscopic and analytical methods such as FTIR, NMR, DTG, DSC and TGA. The new

molecule was investigated in terms of antimicrobial, antifungal and anticancer activities.

We can compare the FT-IR spectra of chitosan (Cs) and OlcShCs. The FT-IR spectrum of Cs
exhibited characteristic bands of 1646 cm™ (C=Ostretching of amide-I), 1568 cm™* (N-H bending
of amide-11) and 1374 cm™ (C-N stretching of amide-III). After modification, the vibrational
band corresponding to the non-acylated primary amine group at 1568 cm™ disappeared and the
peak at 1634 cm! appeared which shows the presence of amide bond in the modified Cs.
Furthermore, the peak which was observed at 1732 cm™ is the characteristic peak of carbonyl
group of ester, which is formed between carboxyl groups of oleic acid and hydroxyl groups of
Cs. That means N-acylation occurred in the structure. The new FT-IR spectrum bands at 788 and

1207 cm%, are due to sulfo groups (C—O-S and O-S—O bond stretching, respectively). These



results show that the sulfate groups, oleic acid are introduced into chitosan successfully. The H*
NMR spectrum peak at 2.4 ppm was due to N-acetyl protons of N-acetyl glucosamine while the
peak at 3.6 ppm was due to an H-2 proton deacetylated glucosamine residues. The chemical
modification of chitosan by oleic acid was confirmed by the peaks at 1.4 ppm [-CH2-CQ]. The
chitosan showed 99.18%-=+3.09, 87.50% +0.48, 100%= 0, 12.90% =+3.4 antimicrobial activity at
1% concentration for E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228,
C. albicans ATCC 60193 strains respectivelly. The modified chitosan also showed 0% +6.69,
6.66% +1.25, 59.13% +4.97, 21.26% +2.17 antimicrobial activity at 1% concentration for E. coli
CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228, C. albicans ATCC 60193
respectivelly. The IC50 value was found 81.57+5.30 pg/ml at 24 hours for HeLa cancer cell line.
The new synthesed molecule showed anticancer effect to HelLa cell line and showed

antimicrobial activity. Depend on these properties, 1t can be candidate for drug in future.

Key Words: Chitosan sulfate, sulphatid, fatty acids, antimicrobial, cytotoxicity.
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1. GIRIS

1.1 Kitin ve Kitosan

1.1.1 Kitosan

Kitosan (CS) [(CeH1iNO4)n (CgH1sNOs)m], 1811 yilinda ilk kez Bradconnot [1] tarafindan
tanimlanan kitinin B-(1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz ve p-(1—4)-2- asetamido-2-
deoksi-D-glukopiranoz birimlerinin rastgele dagilan katyonik linear polimerik yapida olan
polisakkarit dizisidir. Bu oran D-glukozamin igin yaklasik %80 iken N-asetil-D-glukozamin igin
yaklasik %20°dir [1]. Kitosan dogal yollarla yikilabilen, viicudumuza uyum gosteren, toksik
olmayan, bilinen en iyi polimerlerden birisidir. Kitosanin kitin molekiiliinden fark:i kitinin
deasatile olmus formudur. Kitosan yiiksek nitrojen konsantrasyonundan dolayi ticari olarak ilgi
odagidir. Kitin ise dogal olarak bol miktarda bulunan bir mukopolisakkarittir. Yenge¢ ve
bocekler gibi pek ¢ok omurgasiz canlilarin iskelet yapisinit olusturmaktadir. 2-asetamido-2-
deoksi-d-glukopiranoz kalintilarinin B-(1—4) bagiyla bagli homopolimer yapidan olusmaktadir.
Yapisinda nitrojen molekiilii olmasina ragmen immin sistemi alarma gecirmesi bakimindan
oldukca zayiftir. Kitosan olduk¢a suda ¢6ziinmez bir maddedir ve kapali kimyasal yapisindan
dolayr kimyasal reaktivitesi ve ¢oziiniirliigii agisindan seliilozu andirmaktadir. Giinlimiiz
polimerlerinin pek ¢ogu sentetik materyallerdir ve dogal polimerler (seliiloz, kitin, kitosan ve
tirevleri) ile karsilastirdigimizda biyouyumluluk ve biyocdziiniirliik agisindan dezavantajlara
sahiptir. Fakat dogal polimerlerinde reaktivite ve islenebilirliligi bakimindan bazi
sinirlandirmalarin oldugu bilinmektedir [2].

Seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan dogal bir polisakkarit olan Kkitin yengeg, bocek, mantar
ve baz1 fungi ve yesil alglerin hiicre duvarlarinin dis iskeletlerinin temel bilesenidir. Kuru
agirligina oranla kitin miktari en ¢ok yenge¢ canlilarinda bulundugu i¢in kimya endiistrisi i¢in bu
canlilar kitin kaynagi olarak géz oniinde bulundurulurlar. Kitin pek ¢ok organik ¢oziiciilerde, asit,

baz, nétral sivi ¢ozeltilerinde ve suda ¢éziinmeyen bir polisakkarittir [3].

Kitosan [poli-B-(1—4) N-asetil-D-glukozamin], Kkitin polisakkaridinin N-deasetile olmus
formudur. Kitosanin molekiiler zincir yapisinda diizenli dagilmis serbest amino grup yapilarindan

dolay kitin ile kiyaslandiginda kimyasal ve biyokimyasal reaktivitesi daha yiiksektir [4].
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1.1.2 Kitosanin kaynaklari

Kitin karides kabuklarindan, yengegten ve mantar misellerinden elde edilebilir. Kitinden kitosan
eldesi ise kitinin alkali uygulamalar1 ile N-deasetilasyonu sonucu elde edilmektedir. Alkali
uygulamalar ise uygulanan sicaklik, siire ve alkalinin konsantrasyonuna bagli olarak farkli
deasetilasyon derecesine sahip kitosan olusmasina sebep olmaktadir. Ornegin 100°C’de 1 saat
stire zarfinda %50’lik NaOH c¢ozeltisi ile kitin muamele edildiginde deasetilasyon derecesi
yaklagik %70°dir. Ancak %80 deasetilasyon derecesine ulasmasi i¢in 5 saate daha ihtiyag
duyuldugu rapor edilmistir [6].

Seliiloz

Kitosan

Sekil 1.1: Seliiloz kitin ve kitosanin yapilari [5]

OH OH OH OH
o o) 0]
OH O—(OH O O—/0OH o)
Deasetilasyon
NHCOCH; NHCOCH NHCOCH;, NH,
Kitin Kitosan

Sekil 1.2: Kitin molekiiliinden kitosan molekiiliiniin sentezlenme semasi [7]



1.1.3 Kitosanin kimyasi

Temelde kitosanin asetilasyonu derecesi molekiiler agirlik ve ¢oziiniirlik bakimindan kimyasal
karakterizasyonu yapilir. Ciinkii bu karakterler biyolojik aktivitelerinde, kimyasal

modifikasyonlarinda ve kitosanin tiirevlerinde 6nemli etkilere sahiptirler.

Kitosanin deasetilasyon derecesi (DD) 2-asetamido-2-deoksi- D-glukopiranoz birimlerinin 2-
amino-2-deoksi-D-glukopiranoz birimlerine orani ile hesaplanir. Deasetilasyon derecesinin bazi
bakteri tiirleri iizerinde énemli anatimiktrobial etkilere sahip oldugu saptanmustir [8]. Ornegin
yiikksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli

tiirlerine kars1 yliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor edilmistir [8].

Kitosanin molekiiler agirligr 50 kDa’dan kiigiik olanlar diisiik (low) molekiiler agirlikli, 50-150
kDa araliginda olanlar orta (medium), 150 kDa’dan daha biiyiik olanlar yiiksek (high) molekiiler
agirlikli olarak bilinmektedir [9]. Kitosanin molekiiler agirligida antimikrobiyal, hemostasi, ilag
tasinimi, antioksidan oOzellik bakimindan onemlidir [10]. Kitosan asidik ortamlarda amin
gruplarinin protonlanmasindan dolay1 ¢dziiniir olur. Ornegin suda, organik ¢oziiciilerde, nétral ve
alkali pH’larda kitosan ¢oziinmezken asetik asit, formik asit, laktik asit ve seyreltik organik asit
soliisyonlarinda ¢oziiniir [5].

Protonasyon derecesi %50 oranini gegtiginde kitosan tamamen ¢6ziiniir. Ve sitokiometrik oran
(TAcOH]/[Chit-NH2]) 0.6 olmaktadir [11]. Kitosan molekiiliiniin ¢6ziinme probleminden dolay1
bazi arastirmacilar ¢esitli modifikasyonlar ile suda ¢oziiniir kitosan elde etmeyi basarmiglardir
[12].

1.1.4 Kitosanmin kimyasal ézellikleri

Kitosan nétral ve bazik pH ¢ozeltilerinde ¢oziinmez iken asetik asit, formik asit, hidroklorik asit,
glutamik asit gibi organik aisitlerde ve inorganik asitlerde ¢oziiniir. Kitosan fizikokimyasal ve
biyolojik 6zellikleri agisindan gesitli farklilik gosterdigi icin, yenilebilir (edible) film endiistrisi,
yiyeceklerin besinsel degerini artirmak i¢in eklenti, besinlerden kati materyallerin geri
kazanilmasi, atiklarin islenmesi, suyun saflastirilmasi gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadir.
Kitosani ticari olarak dnemli kilan biyolojik olarak yikilabilmesi, hem bitki hem hayvan dokular

icin biyouyumlu olmasi, non-toksik olmasi, jellere, boncuk yataklarina, filimlere, tozlara,
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kapsiillere doniistiiriilebilme 6zelliklerinin olmasidir [13]. Kitosanin diger bir miikemmel 6zelligi
onun sindirilemez olmasi ve tatsiz bir tadinin bulunmasi, diisiik kalorili besinlerin

hazirlanmasinda besin katki malzemesi olarak kullanilmasi i¢in iyi bir sebeptir.

1.1.5 Kitosanin biyolojik 6zellikleri

Kitosan biyolojik agidan toksik olmayan, biyouyumluluk o6zellige sahip ve biyolojik olarak
yikima ugrayabilen bir amino polisakkarittir. Bu nedenle klinik uygulamalardan besin
endiistrisine kadar pek ¢ok alanda uygulamalar1 bulunmaktadir. Ornegin yara iyilestirilmesinde,
immin sistemin giiclendirilmesinde, ila¢ taginimlarinda, antimikroabiyal ¢alismalarda ¢ok sik
kullanilmistir. Ayrica fungusitlere karsida 6nemli bir antifungal etki gosterdiginden besinlerin
funguslara karst korunmasi amaciyla besin endiistrisine yonelik pek c¢ok c¢alismalari

bulunmaktadir [14].

1.1.6 Kitosan ve tiirevlerinin antimikrobiyal o6zellikleri

Kitosan, bakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugunun biiyiimesini inhibe etmektedir. Yani yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye, genis spekrumlu bir aktiviteye, yiiksek Oldliirme hizina, memeli

hiicrelerine kars diisiik toksisite 6zelligine sahiptir [15].

Cizelge 1.1: Farkli bakteri tiirlerinin kitosanin farkli konsantrasyonlarina kars1 inhibisyonu [3]

Bakteri Tiirii Kitosan Konsantrasyonu Sonug
Bacillus cereus >0.02% Inhibisyon
Escherichia coli >0.0075% Inhibisyon
Proteus vulgaris >0.0075% Inhibisyon
Staphylococcus aureus >0.01% Inhibisyon
Pseudomonads >0.2% Inhibisyon
Salmonella typhimurium ve >0.01% Inhibisyon
P. morganii ‘
Lactobacillus plantarum ve >0.1% Inhibisyon

P. pentosaceus




1.1.7 Antimikrobiyal ajan olan kitosanin etki mekanizmalari

Kitosanin bakteri tiirlerine karsi olan etkisi ortamin pH degeri, sicaklik, kitosaninin etki siiresi,
kitosanin elde edildigi kaynak, molekiiler agirligi ve kitosanin ¢oziindiigii organik veya inorganik
coziiciiler gibi faktorlerinde bakteri tiirleri iizerinde biiyliimelerini azaltic1 etkileri vardir (Cizelge
1.1) [3]. Kitosan molekiiliiniin bazi bakteri ve fungus tiirlerine antimikrobiyal etkisi
bulunmaktadir (Cizelgel.2) [7]. Kitosanin antimikrobiyal etkisinin aydinlatilmasi igin ¢esitli

mekanizmalar One strilmektedir.

Cizelge 1.2: Bazi bakteri ve fungus tiirlerine karsi kitosan molekiiliiniin antimikrobiyal etkisi [7]

Bakteri MIC (ppm) Mantar MIC (ppm)
Agrobacterium tumefaciens 100 Botrytis cincerea 10
Bacillus cereus 1000 Fusarium oxysporum 100
Corynebacterium michiganese 10 Drecheslera sorokina 10
Erwinia sp. 500 Micronectriella nivalis 10
Erwina carotovora subsp. 200 Piricularia oryzae 5000
Escherichia coli (E. coli) 20 Rhizoctonia solani 1000
Klebsiella pneumoniae 700 Trichophyton equinum 2500
Pseudomonas fluorescens 500
Staphylococcus aureus 20
Xanthomonas compestris 500

Polimerik bir makro molekiil olan kitosan gram negatif bakterilerin dig membranindan gegis
yapamaz. Ancak pH 6.3 degerinden daha diisiik pH ortamlarinda kitosanin C-2 pozisyonunudaki
amino gruplarindan dolayr pozitif yiike sahip olacaktir ve gram negatif bakterilerin hiicre
yiizeyinde yer alan negatif yiiklii lipopolisakkarit yapi ile reaksiyon verecektir. Polikatyonik
molekiillerin gram negatif bakterilerin dis ylizeyine baglanmasi bu yapinin bitiinliigiiniin
bozulmasina sebep olacak ve bakterinin dig yapisinin koruyucu 6zelliinin kaybolmasina sebep
olacaktir [16]. Polikatyonik molekiillerin baglanmasi bakteri hiicrelerinin dis mebraninin
biitlinliigiinli bozdugundan bariyer fonksiyonunun kaybolmasina sebep olabilir ancak dogrudan
bakterisit etkisi eksiktir. Gram negatif bakterilerin dis mebranina baglanarak bu yapinin
bozulmasina sebep olan alifatik ve katyonik polimer bileseni polyethyleneimine (PEI) de i¢inde
bulundugu aktif bilesenler organizmalarin deterjan indiiklii par¢alanmasina ve hidrofobik

antibiyotiklere veya problara kars1 duyarli hale getirmektedir [17].
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Genel anlamda bir katyonik antimikrobiyal ajan olan kitosan bakteri hiicre yiizeyinde
makromolekiillerin negatif yiikli kalintilar1 ile etkilesmesi yoluyla hiicre gecirgenliginde
degisime sebep olur. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin mekanizmasi bakterinin yiizey
bilesenlerine kitosanin amino gruplariin baglanmasini i¢cermektedir. Bdylelikle onlarin
cogalmasini inhibe etmektedir. Diisiik konsatrasyonlarda (0.1 mg/ml) kitosan, bakteri hiicre
mebranin1 pargalamak i¢in negatif yiiklii bakteri hiicre yiizeyine baglanabilir ve hiicre ici
bilesenlerin sizmasindan dolayi hiicre 6liimiine sebep olur. Yiiksek konsantrasyonlarda ise (2 ve 5
mg/ml) kitosan bakteri ylizeyini ekstra kaplayici bir Ozellige sahip oldugundan hiicre igi
bilesenlerin sizmasini engeller ve ayni zamanda hiicre bariyeri boyunca madde transferini

alikoyar [18].

Kitosanin antimikrobiyal mekanizmasi farkli faktorler tarafindan etkilendigi icin, altinda yatan
mekanizmay1 aydinlatmak oldukca giictiir. En 6nemli faktorler ise mikroorganizmalarin ¢esitleri,
molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesidir [19]. Mikroorganizmalar kabaca 4 gruba
ayrilabilir; gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler, Kitosan duyarli fungi ve kitosan
direngli fungi [20]. Fungi ve bakterilerin hiicre yiizeylerinde ¢ok reaktif olan kitosan gegirgenlige
sebep olmaktadir [21]. Bu etkilesim genellikle elektrostatik olarak degerlendirilir [20] ve
bakterilerin hiicre yiizeyinde negatif yiiklii molekiiller ile kitosanin protonize olan amino
gruplarinin pozitif yiikleri arasinda meydana gelmektedir. Genelde hiicre yiizeyinin gecirgenligi

hiicre icerigi materyallerinin disartya sizmasi ile hiicre 6liimiine sebep olmaktadir.

Kitosanin niikleik asitlere baglanarak DNA ekspresyonunu etkileyerek hiicre 6liimlerine sebep
olmasi da bir diger etkendir [22]. Ancak kitosan DNA ekspresyon mekanizmasina etki etmeden
once plasma mebranina baglanmak zorundadir. Bu ise mikroorganizmanin ¢esidine ve kitosanin
molekiiler agirligina baghdir. Elektrostatik etkilesimler ¢ok 6nemli olmasina ragmen kitosan
kovalent olmayan baglanmalar ile kolestrole de baglanabilmektedir [23]. Bu durum diger
kovalent olmayan etkilesimlerin de elektrostatistik etkilesimlere ek olarak antimikrobiyal
aktivitede rol aldigin1 gostermektedir. Kitosan fungi ve bakterilere kars1 bir antimikrobiyal ajan
gibi kullanilabilir, fakat kitosanin aktivitesi pek ¢ok faktorler tarafindan belirlenmektedir.
Genellikle kitosan hiicre yiizeyinde oldukga aktiftir. Mikroorganizmalarin tiirline bagl olarak,
molekiiler agirlik, diger antimikrobiyal aktiviteler DNA/RNA sentezinin inhibisyonunu veya

protein sentezinin yikimini tetikleyebilir [24].
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Sekil 1.3: Kitosan ve kito oligomerlerin antifungal etkisi [24]

Kitosan ve lipoteik asitlerin
arasindaki elektrostatik
etkilesimler hiicrenin temel
yonlerini bozabilir.

. A =Kitosan S =
Oligo-kitosan hiicre zanna

“/ =0ligo-kitosan nufiiz ederek hiicre ici
tepkilere yol agabilir
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1.1.8 Kitosan ve tiirevlerinin antioksidan o6zellikleri

Antioksidan ¢alismalarinda  “2-thiobarbituric acid” rakatif maddesi (TBARS) testi
kullanilmaktadir. Shahidi ve arkadaslar1 [25] tarafindan lipid oksidasyonunda kitosanin etkinligi
calistilar. Onlar pisirilmis morina bahiginin 12 gin +4°C’de depolandiktan sonra TBARS
degerlerini gozlemlemisler. Pisirme Oncesi kitosan uygulamasinin bir sonucu olarak TBARS
degerinin diistiiglinii gdzlemlemisler. Kitosanin ii¢ farkli konsantrasyonu ve ii¢ farkli viskozitesi
bu calismada kullanilmis. Konsantrasyonlar 50, 100, 200 ppm ve viskoziteler 14, 57, 360 cp
Morino balig1 oksidasyon kontroliinde en etkili 200 ppm ve 14 cp degerine sahip kitosan
orneginin oldugunu rapor etmisleridir.

Kitosaninin antioksidan aktivitesi bu nedenle onlarin metal selatlayict kapasitesi ile
iliskilendirilmistir. Farkli molekiiler agirliklar: ile birlikte kitosanin Atlantik Morina ve Ringa
baliklarinin lipid oksidayonu iizerine etkisi Jeon ve arkadaslari [26] tarafindan caligilmustir,
Cesitli kitosan ornekleri ile kaplanmis Morina ve Ringa baligi 6rneklerinin her ikisinde TBARS
icerikleri 12 giin +4°C’de kaplanmamis Orneklere gore istatistiksel olarak (p < 0.05) disiik
oldugu saptanmustir. 360 cp kullanilan baliklarin ¢esitliligine bakilmaksizin TBARS degerlerini
diisirmede en etkili deger olarak belirlenmistir. Bu durumun altinda yatan temel mekanizma
ionik fonksiyonel gruplarin ¢ok sayida varligidir. Bu fonksiyonel gruplar ¢ok giiclii etkilesimler
olusturarak yliksek viskositeli kitosanlarda zincir hareketliligini kisitlamislardir. Bu durumda 1iyi

bir oksiyen bariyeri olugturma 6zelligi ortaya koymaktadir.

1.2. Kitosan Modifikasyonlar: Ve Uygulamalarn

1.2.1 Kitosanin parcalanmasi ve oligomerleri

Kitosanin modifikasyonlar1 icerisinde farkli molekiiler agirliga sahip kitosan elde etmek i¢in
parcalama islemi gerceklestirilir. Glglii asitler veya alkali uygulama ile gerceklestirilen
parcalama islemini kimyasal hidroliz olarak ifade edilmektedir. Kimyasal hidroliz geride
birakmig oldugu kimyasal kalintilar veya bu kalintilardan kurtulmak igin yapilan ekstra
saflastirma iglemi maliyet ve siireci artirmaktadir. Yine kimyasal hidroliz sert hidrolitik sartlar
gerektirmektedir. Glikoz halkalarmin kimyasal modifikasyonlar1 agiga cikabilmektedir. Ayrica

bazi toksik bilesenlerin agiga cikmasi cevre kirliligi agisindan risk tagimaktadir. Biitiin bu
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olumsuz durumlara kars1 verim ise diisiiktiir. Enzimatik hidroliz ise 1liman reaksiyon sartlarina
ihtiyag duyar. Glikoz halkasi modifikasyonlar1 acgiga ¢ikmaz. Verim ise oldukga yiiksektir.
Enzimatik hidroliz olusabilecek olumsuz modifikasyonlari miniminize etmektedir [27]. Kitinaz
ve kitosanaz kitosan oligomerlerinin iiretimi i¢in pahali enzimler olsa bile gelisen enzim
teknolojisi ile arastirmalar sonucunda alternatif ucuz enzimler bulunabilmektedir. Fakat bulunan
altermatif enzimler non spesifik oldugu i¢in kullanim miktar1 fazladir. Bu nedenle kullaniminm
azaltacak arastirmalar da yapilmistir [28]. Enzimatik olarak kitosan glukozamin-glukozamin,
glukozamin-N-asetilglukozamin ~ ve  N-asetil-glukozamin-N-asetil-glukozamin ~ baglarim
parcalayan enzimler ile hidroliz edilebilmektedir. Deasetilasyon derecesine bagli olarak canl
mikroorganizmalar tarafindan kitosanin parcalanma hizi degismektedir ve hizla deasetilasyon
derecesi zit orantilidir [29]. Kitosanin enzimatik hidrolizini arastiran ¢alismalar litaratiirde ¢ok

fazla bulunmaktadir. Genellikle kullanilan enzimler kitinaz, kitosanaz, lizozim ve seliilazdir [30].

Kitosan oligosakkaritler (CSOS) N-asetilglukozamin ve D-glukozamin’nin  homo veya
heteroolimomerleridir [31]. Polimerizasyon dercesi 20’den daha kiigik ve 3.9 kDa molekiiler
agirhiktan daha kiigiik kitosan birimleri kitosan oligosakkarit veya oligomer olarak adlandirilir. Yine
literatiirde polimerizasyon derecesi 55°den daha kiigiik ve molekiiler agirligt 10000 daltonda kiiciik
olan birimler oligomer olarak adlandirilmaktadir [32]. CSOS kitin veya kitosanin enzimatik, kimyasal
veya bu metotlarin kombinasyonu ile {iretilebilmektedir. Kitosanin kimyasal hidrolizi deasetile
formundan dolay1 yiiksek sicaklik gerektirmektedir. Kitosan ve kitosan oligomerlerin
antibakteriyel aktivitesi iizerine gilinimiizde yapilan caligmalarinsonuglari, kitosanin kitosan
oligomerlerine goére bakteriler {lizerinde daha iyi etki gosterdigini ifade eden ¢alismalar

bulunmaktadir [33].

ikincil hidroksil grup

OH |

Amino/
asetoamido
grup

—_—

Birincil hidroksil

grup Beta (1,4)
glikozidik bag

Sekil 1.6: Kitosanin fonksiyonel gruplari [34]



Kitosan oligosakkaritler fizikokimyasal bakimdan kitosan ve kitini andirmaktadir. ilk olarak
kitosan oligosakkaritler toksik olmayan, biyouyumlu ve biyobozunurdur. Ikinci olarak kitin cogu
solventte giicliikle ¢oziinmekte iken kitosan yiiksek viskosite ile birlikte zayif ¢oziiniirdiir ve
diisiik absorblanma kapasitesine sahiptir. Bu nedenle ¢oziiniirliik, viskozite, absarbsiyon olabilme
insan faydali CSOS i¢in biyomedikal uygulamalar da ve pek cok alanda ayirt edici
ozelliklerdendir. Yani diisiik molekiiler agirlikli CSOS hem suda hemde fizyolojik sartlar altinda
tamamen c¢oziiniir ve gasrointestinal sistem ve diger mukozal mebranlar tarafindan neredeyse
tamam1 absorbe edilebilmektedir. Ugiincii olarak N-asetil glukozamin (GIcNAc) birimleri uzun
bir zincir olusturmak i¢in tekrar etmektedir. Kitin genelde ¢ok sayida GlcNAc birimleri igerirken,
kitosan N-glukozamin (GIcN) birimlerini igermektedir. Bu durum CSOS i¢inde benzerdir. Benzer
pH degerlerinde kitosanin yapisinda yer alan (GIcN) birimleri kolay protonlastig1 i¢in kitosanin
cok daha fazla pozitif yiiklenmesini saglar ve bu durumda birtakim o6zellikleri beraberinde
getirmektedir. Ayni1 durum CSOS igende benzerdir. Sonug olarak CSOS biyolojik ve kimyasal
ozellikleri icin gerekli olan ii¢ tane genel fonksiyonel reaktif grup igermektedir. Bu reaktif
fonksiyonel gruplar; 1) Amino/asetamido (amino/asetamido grup); 2) C-2, -3, C-6
pozisyonlarinda yer alana birincil ve ikincil hidroksil gruplari; 3) N-glukosamin birimleri
arasindaki (B(1-4)) glikozidik bagdir [34].

Kitosan oligomerlerinin ¢esitlenmesinde polimerizasyon derecesi 6dnemli bir yer tutmaktadir.
Hemokitooligosakkaritler GIcN (D unit) veya GICNAc (A unit) birimlerinin oligomerleridir.
Heterooligosakkaritler ise hem D hem de A birimlerinden olusmaktadir. Polimerizasyon derecesi
10’dan daha kiigiik olan heterokitooligosakkaritler suda ¢oziiniirdiir. Ancak 10’dan daha biiyiik
ise sudaki ¢Ozlniirliigli ¢ozeltinin pH degerine ve N asetilasyon derecesine baglidir. Besin
endiistrileri, ilag endistrileri ve bilim insanlart tercihsel olarak heterokitooligosakkaritler
tarafindan kullanmaktadirlar. Birkag monomer biriminden olusan CSOS oligomer olarak
adlandirilir ve bir oligomerdeki monomerik birimlerin sayisi polimerizasyon derecesi (DP) olarak

gériiliir [32].

1.2.2 Yag asitleri ve siilfatitler

Yag asitleri genellikle ya bir gliserol molekiiliine yada bir sifingozin molekiiliine baghdir.
Gliserol {iizerindeki her bir alkol grubuna bagli yag asitleri enerji bakimindan 6nemli olan

trigliseridleri olusturmaktadir. Lipaz enzimi tarafindan pargalandiginda digliserid, monogliserid,
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gliserol ve yag asitleri aciga ¢ikmaktadir. Yag asitlerinin siiflandirilmasinda 6 karbondan daha
kiigiik olanlar kisa zincirli, 7-12 karbon arasi olanlar ise orta zincirli, 13 ve daha fazla sayida
karbon zinciri igeren yag asitleri ise uzun zincirli olarak tanimlanir [35]. Karbon zincir
uzunlugunun yani sira karbon zincirinin doygunluk seviyesi de molekiiliin fiziksel 6zelligini
etkiler. Doymus yag asitleri karbon zincirinde cift bag icermeyenlere denir. Eger tek bir
doymamus ¢ift bag varsa tekli doymamis yag asitleri, daha fazla ise ¢oklu doymamis yag asitleri
denir. Cift bagin birden fazla olmasi geometrik ve konfligiiral izomerlerin (Cis veya trans
izomerler) aciga c¢ikmasina sebep olur. iki molekiiliin arasindaki fiziksel 6zellikler oldukga
faklidir. Trans form molekiili daha diiz yaparken cis form molekiili biikiilmiis hale

getirmektedir. Bu durum molekiiliin paketlenmesini engeller ve erime sicakligini diisiirtir.

Yag asitleri karboksil grubuna bagli doymus veya doymamis karbon zincirlerinden olusan
amfifilik molekiillerdir. Karboksil grup hidrofilik, karbon zinciri kisim ise hidrofobiktir. Bu
durum non polar ve polar sivilar arasinda bir araylizde diisiik ylizey gerilimleri gibi davranir. Yag
asitlerinin sudaki ¢ozliniirliigii non polar karbon zincirinin uzunlugu ile belirlenir. Uzun zincirli
olan yag asitleri daha az ¢oziiniirdiir. Dogal olarak var olan yag asitleri karbon zinciri ¢ift

sayilidir. Fakat yapay iiretilen yag asitleri karbon zinciri tek olabilmektedir.

Yag asitlerinin antimikrobiyal mekanizmalarint aydmlatmak i¢in yapilan c¢aligmalar
bulunmaktadir. Yag asitlerinin gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal
ozellikleri incelendiginde doymus yag asitleri igerisinde laurik asit en fazla antimikrobiyal
potansiyele sahipken doymamis yag asitleri icerisinden ise lineloik ve linolenik yag asitlerin en

fazla antimikrobiyal aktivite potansiyeli gosterdigi rapor edilmistir. [36].

Yag asitlerinin bakterilere karst olan etkinligi kiiltiir besiyeri bilesenleri, pH ve sicaklik gibi
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Yag asitlerinin antimikrobiyal mekanizmast 10 mM
aragidonik asit ile muamele edilen N. gonorrhoeae ve Haemophilus influenzae tiirlerinde i¢ ve dis
mebranlarin ayrimi, hiicre seklinin kaybi, hiicre yikimi ve organisasyon bozuklugu gibi sonuglar
aciga ¢ikmaktadir [37]. Bu durum yag asitlerinin ve monogliseritlerin amfifilik dogasindan
kaynaklanmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda yag asitleri bakteri bakterilerin mebranlarindaki
lipidlerin ¢ézlinmesini kolaylasatiran bir deterjan gibi davranmaktadir. Bu durum hiicrenin liziz
olmas1 anlamina gelmektedir. Bakteriyel lipit tabakasi iizerinde florasan mikroskopi ile inceleme

yapildiginda laurik asit, lauril siilfat ve kaprik asit tiibiil olusturdugu, lauril siilfat ve monolaurin
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tamamen fosfolipit tabakay1 ¢6zdiigli, momokaprin ise tiibiillere veya tomurcuklanmaya sebep
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore hi¢bir yag asiti ayn1 karbon sayisina sahip olsa bile
bakteriyel mebranlari ayn1 mekanizma ile par¢alamaz [38]. Ayrica yag asitleri evrensel olarak
bulunabilirliginden dolay1, dogal yollarla viicudumuzda yikilabilmesi, ucuz olmasi gibi
etkenlerden dolay1r polimerik materyallerin sentezlenmesi i¢in akademik ve endiistriyel
uygulamalarin ilgi odagidir. Bitkisel kaynakli yag asiti polimerleri (VOBP) biyomateryal
sentezlemede oldukga ilgi odagidir. Bitkisel yaglar (aycigegi, pamuk, misir) gesitli kaynaklardan
elde edilebildiginden dolay1 gesitli polimerlerde sentezlenebilmektedir. Karbonhidrat ve protein
gibi diger temelli polimerler ile karsilastirildiginda bitkisel temelli polimerler migel olusturabilme

ve hidrofobik yapilar1 bol miktarda bulundurma 6zelliklerinden dolayr daha ilgi ¢ekici oldugu

Chlamydia \

bilinmektedir.
0
1]
O/\/\/\/\/\CHB trachomatis

HO  Monokaprin
é : )

/l\/\/\/\/\/\ Mycobacterium
CH i
\HO Laurik asit 3 Ssmegmats

Listeria o Neisseria

monocytogenes )\/\/\/\/\/\C gonorrhoeae
HO/\/\O Hs

Staphylococcus HO Monolorin Helicobacter
%&‘us / pylori /

Sekil 1.7: Laurik asit ve mololaurin yag asitinin gesitli bakteri tiirlerine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi [35]

HO

Uzun hidrofobik zincirler ve biiyiik hidrofobik gruplar misel yapilarin bozulmadan kalmasinda
yardimci olurlar ve gevreye karsi ilag bilesenlerini korurlar [39]. Hidrofobik merkez ve hidrofilik
dis kabuk biyobozunur oldugu ve toksik olmadigi i¢in hidrofobik polimer iizerine aragtirmacilarin
cogu dogal biyomateryallere odaklanmaktadirlar [40].

Siilfatitler ise 6zellikle hiicrelerin birbirlerini tanimasinda, yapismada rol alan glikozaminoglikan
gruplarinda (hyaluronik asitler, heparin/heparin siilfatlar, kontrotin/dermatan siilfatlar, keratan

stilfatlar) yer alarak onlara ¢esitli biyolojik 6zellikler kazandirdiklar1 i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Bu
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nedenle siilfatit temelli polimerlerin sentezlenmesi kanser hiicrelerinin  yapigsmasini

engellemekten hiicreler arast bosluk doldurmaya kadar pek ¢ok uygulamasi miimkiin olacaktir
[41].

1.2.3 Kitosan siilfat polimerleri ve kanser tedavisi

Kitosan dogal yollarla yikilabilen, viicudumuza uyum gosteren, toksik 6zelligi olmayan bilinen
en iyi polimerlerden birisidir [42]. Bu bakimdan kitosan pek ¢ok polimer sentez ¢alismalarinin
odag1 hilkkmiindedir. Yag asitleri ve monogliseritlerin bakterilere kars1 6ldiiriicii etkilerini ifade
etmektedir (Cizelge 1.3) [35]. Bilim insanlar1 bu dogal polimerleri kullanaraktan onlarda kii¢iik
degisiklikler yapmak suretiyle pek ¢ok yeni polimerik bilesikler sentezlemislerdir. Bunlardan
biriside siilfat kullanilarak yapilan modifikasyonlardir. Kitosanin kimyasal modifikasyonunda
yeni biyolojik molekiiller olusturmak i¢in siilfatin kullanilmasi ilgi odagidir. Ciinkii siilfat ile
yapilan kimyasal modifikasyon kitosanin temel kimyasal ve iskeletsel yapisinda degisiklik
meydana getirmediginden kullanilmasi olduk¢a avantajlidir. Bu sayede kullanima elverisli yeni
biyolojik malzemeler sentezlenmektedir. Siilfat kullanilarak modifiye edilen kitosanin metal
iyonlarinin adsorplanmasindan, ilag tasiyicit sistemlerin gelistirilmesine, kan ve doku
uyumluluguna ve antibakteriyel alanlar olmak tizere pek ¢ok kullanimi bulunmaktadir [43, 44].
Kitosanin amino ve hidroksil gruplarmin spesifik kimyasal modifikasyonlar1 farmasotik
uygulamalar i¢in yeni {irlinler olusturabilir. Cilinkii dogal kan ¢dokelmesini engelleyen heparinin
en yakin yapisal analogu gibi davranan siilfatlanmis kitosanin yapisi anti-viral aktiviteler ve
antisclerotic veya antikoagiilant aktivitenin biomolekiiler mekanizmasini gosterir. Cok
fonksiyonlu polisakkaritlerin siilfanasyon reaksiyonlar1 polimer zincirlerinde yapisal heteronije
olusturmasi kaginilmazdir. Dolayistyla bu durum bir belirsizlige sebep olmaktadir. Fakat bu rast
gelelik bazen de 6nemli bir karakter olusmasina sebep olabilecegi i¢in de avantajli olabilmektedir

[45].
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Cizelge 1.3: Yag asitleri ve monogliseritlerin bakterilere kars1 6ldiiriicti etkileri [35]

Organizma

En etkili yag asitleri ve

monogliseridleri

Bakteri 6ldiirme gosteren log

azaltma test sonuclari

Chlamydia trachomatis

Helicobacter pylori

Listeria monocytogenes

Mycobacterium smegmatis

Neisseria gonorrhoeae

Stapylococcus aureus

Kaprik asit
Laiirik asit
Monokaprin
Laiirik asit
Monokaprin
Monolaiirin
Monokaprilin
Laiirik asit
Linolenik asit
Monolaiirin
Monomiristin
Laiirik asit
Palmitoleik asit
Monokaprin
Monolatirin

Latirik asit
Linolenik asit
Monolatirin

Laiirik asit
Miristik asit
Palmitoleik asit
Oleik asit

Laiirik asit
Palmitoleik asit
Monokaprin
Monolaiirin
Miristoleik asit
Palmitoleik asit
Linolenik asit
Monokaprin

Laiirik asit
Monolatirin

5 dk i¢in 20 mM

10 dk i¢in 10 mM
5 dk i¢in 5SmM

1 saat icin 1 mM

1 saat icin 1 mM

1 saat icin 1 mM

1 saat igin 5 mM
40 dk i¢in 1 mM
40 dk i¢in 0.5 mM
40 dk i¢in 0.5 mM
40 dk i¢in 0.9 mM
10 dk i¢in 1.25 mM
10 dk i¢in 1.25 mM
1 dk i¢in 1.25 mM
1 dk i¢in 1.25 mM

24 saat icin 20 pg/ml
24 saat i¢in 10pg/ml
24 saat i¢in 10 pg/ml
24 saat i¢in20pg/ml

24 saat i¢in 10pg/ml
24 saat i¢in 10pg/ml

24 dk i¢in 0.2 mM
20 dk i¢in 0.2 mM
20 dk i¢n 0.2 mM
20 dk i¢in 0.1 mM

1 dk i¢in 2.5 mM
1 dk i¢in 2.5 mM
1 dk i¢in 2.5 mM
1 dk i¢in 2.5 mM
2 dk i¢in 0.5 mM
2 dk i¢in 0.5 mM
2 dk i¢in 0.5 mM
2 dk i¢in 0.5 mM

24 saat i¢in 0.25 mM
24 saat i¢in 0.25 mM
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Sekil 1.8: Kitosan siilfatin kimyasal yapisi [45] Sekil 1.9: Lineloik asit ile sentezlenmis
kitosanin yapis1 [46]

Sulfonat gruplar1 serbest amino gruplari tizerine dogrudan eklenerek sulfamate iiriinlerinin (—NH-
SO3-) aciga cikmasini saglarken, sulfonat gruplart igeren (R-SOs—) bilesikler araciligi ile
eklenmesi sulfonat tirtinlerin (—NH-R-SO3—) agiga ¢ikmasina sebeb olur. Siilfonasyon reaksiyonu
hidroksil gruplari {izerinde olmasi siilfatit tirtinlerin (—O-SO3—) oldugunu gésterir [47].
3-O-Sulfogalactosylceramide (3-sulfatide) insan beyni ve diger dokulardan ilk izole edilen
sulfolipiddir. 3-Sulfatit sinir sistemi, bakteriyal enfeksiyon ve immiin sistem gibi pek g¢ok
biyolojik fonksiyonlara sahiptir. 3-Sulfatit laminin, trombospondin, antistatin ve insan immiin
sistem yetersizligine sebep olan HIV-1 gibi pek ¢ok proteinle etkilesim gostermektedir. 3-Sulfatit
kanser hiicrelerinin yiizeyi iizerine kan dolasiminda bulunan selektin proteinleri i¢in dogal bir
ligand gibi hizmet etmektedir. Selektin proteinleri ise metastaz igin kolaylastirici fonksiyonu
vardir. Yapilan bir arastirmada 3-Sulfatit ile muamele edilen karsinoma hiicrelerini lamin ve
vitronektin proteinlerine baglanmasi incelendiginde metastaz potansiyelini azalttig1 goriilmiistiir.
Kot huylu tiimor hiicrelerinin baslangic tiimoérden farkli bolgelere yayilmasi ¢ogalmayi, istila
etmeyi, gocii, yapigsmay1 igeren karmasik bir siiregtir [48].

Metestatik gogilis kanserlerinde endotel hiicre boliinmesi ve yeni damar yollariin olusumu
heparin bagimli bliylime faktdrleri ile iliskilidir. Diisiik afiniteli reseptdr olan heperan siilfat (HS)
ile fibroblast biiylime faktorleri-2 (FGF-2)’nin etkilesimi FGF-2’nin daha yiiksek afinite
resOptori tirozin kinaza (FGFR) baglanmasi i¢in konformasyonel degisim gotermesi bakimindan

onemlidir. Bu nedenle HS, FGF-2 ve hiicre ylizeyinde vaskular endotel biiytime faktorii (VEGF)
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gibi diger HS bagli biiyiime faktorlerinin diizenli salinimi ve depolanmasi i¢in 6nemlidir. Nihali
olarak gogiis kanserelerinde kanserin olusumu siiresince HS degisimleri FGF-2 baglanmasinda ve

fibroblast biiyltime faktorii-resoptorii (FGFR) ticli kompleks baglanmasinda degisime sebeb olur.

Kemik doku
miihendisligi

Iskelet
iglevi

Sekil 1.10: Silfatlanmis kitosanin kullanim alanlarini gostermektedir [50]

Mundhenke ve arkadaslart [49] sonuglarina gore dogal siilfatli polisakkaritler (pentosan
polysulphate, tecogalan ve fucoidan) FGF-2 ile baglanabilir ve FGF-2’nin HS ile etkilesimine
engel olurlar ve hiicre gocli (metastaz) ve ¢ogalmasimi inhibe edebildigini rapor etmislerdir.
Patolojik damarlagsma (anjiyojenez) timor biiyiimesi ve metastaz gibi kompleks hastaliklarin
gelisiminde rol almaktadir. Damar aglari ile iligkli tiimorleri inhibe etmekle, oksijen, besinler ve
metabolizmanin artik iriinlerinin veilmesi engellenebilir. Tiimor biiyiimesi siirecinde kontrolsiiz
damarlagsma biliylime faktorlerinin salinimi kontrolsiiz yeni damar yollarinin olusumuna sebeb
olmaktadir. Tiim bilinen damarlagsma faktorleri arasinda damar endotel biiylime faktorleri
(VEGF) yeni damarlasma olusumu stiresince damar gelisiminin kritik diizenleyicileridirler.
Damar endotel biiyiime faktor resoptor -2 (VEGFR2) baglanmasi ile dimerlesir ve oto posforile
olarak alt kademedeki sinyal yolagini baslatir ve bu durum nihai olarak tiimor damarlagsmasina,
damar gecirgenliginde artisa, hiicre c¢ogalmasina ve goce sebeb olmaktadir. Bu nedenle
VEGF/VEGFR2 sinyal yolaginin inhibisyonu timoér i¢in yeni damarlagsmanin inhibisyonunda

onemli bir ¢alisma konusu olmaktadir. Klinik olarak ilgili yolagi inhibe eden “bevacizumab” ve
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“sorfenib” gibi ilaglar bulunmaktadir. Fakat pahali olmalar1 nedeni ile diger kullanim alanlarini
sinirlandirmaktadir. Bilim insanlart bu nedenle daha ucuz ve alternatifleri ¢ok olan ilaglari
arastirma egilimindedirler [51]. Yapisinda oldukga siilfat gruplari bulunduran heparin uzun
stieredir antikoagiilan ila¢ olarak kullanilmaktadir. Antikoagiilan 6zelligine ek olarak
VGFF/VEGFR2 sinyal yolaginida inihibe edici bir ajan oldugu bazi deneysel ¢alismalar ile
gosterilmistir [52, 53].

Guclii antikoagiilan 06zelliginden dolay1r timor tedavisinde heparinin klinik uygulamalar
kisithdir. Bu nedenle arastirmacilar heparinin giiglii antikoagiilan 6zelligini azaltacak ve VEGF
ile daha cok fazla afinite gdstermesi bakimindan kimyasal modifikasyonlar yapmaktadirlar.
Kitosan siilfat gruplart eklendikten sonra heparinin aktif birimleri ile birlikte karsilatirildiginda
1,4-B-glukosamin’nin daha ¢ok benzer yapisina sahiptir. Bu nedenle kitosan siilfat yeni
damarlagsmay1 inihibe etmek ve heperinin yan etkilerini azaltmak i¢in aday olarak
gosterilmektedir [51]. Gegen on yil siiresince glikomiks ve glikoproteomiks teknolojilerindeki
gelismelerin bir sonucu olarak anormal hiicre yiizey glikolizasyonu hiicresel onkogenez ve tiimor
ilerlemesinin 6nemli bir belirtisi olarak dikkate alinmaktadir. Kanserin bazi tiplerinde timor
mikrocevresi ve serum glikoproteinleriyle iliskili olarak kanser hiicre ylizey glikoproteinlerinin es
zamanli olarak degisimleri glikobiyomarker olarak potensiyel gostermektedirler. Ayni1 zamanda
glikolipidler ve glikoamioglikanlarda (GAGs) meydana gelen degisimlerden dolay1 timor iligkili
ylizey antijenleri (TASA) olarak adlandirilmaktadirlar.

C tip transmebran lektinler tiimor hiicrelerinin endotel hiicreler, plateler ve 16kositler ile spesifik
yapisma etkilegsimlerine aracilik etmektedir. Bu lektinler endotel hiicrelerinde (E-Selektin)
trombosit (platelet) hiicrelerinde (P-Selektin) ve 16kosit hiicrelerinde (L-Selektin) olarak
bulunmaktadirlar ve glikoepitoplar ile etkilesim gostermektedirler. Timor mikrogevresinde
(TME) selektinler 16kosit gereksinimlerinde, tiimor enflamasyonunda ve metastatik potansiyel

kazanimuyla iliskilidir.
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Sekil 1.11: Silfatit kitosanin VEGF/VEGFR?2 yolag1 inhibisyon mekanizmasi [51]

Siulfatlanmis polisakkarit

\ 1

Gen ifadesi

Sekil 1.12: Sulfatit polisakkaritlerin immin sistem {izerine etkisi [54]

P—Selektinler (CD62P) tiimdr biiyiimesinde ve metastazinda rol almaktadir. Ciinkii CD62P

kanser hiicreleri ile plateler arasindaki etkilesimleri kolaylastirarak tiimériin olusumuna katki

saglarlar. E-Selektin (CD62E) de kanser hiicre yapismasinda rol almaktadir. L-Selektin (CD62L)

ise, timor 16kosit etkilesimlerini diizenler ve hiicre yapigmasini ilerletir. Selektinlerin kanserdeki

kritik fonksiyonlarindan dolayr pek c¢ok arastirmaci selektin —glikan etkilesimlerini bozacak

sekilde ¢aligsmalarini siirdiirmektedir [55, 56].
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Sekil 1.13: Selektinlerin tiimor adezyonundaki rolii [57]

Melanoma hiicrelerinin kan damarlarmma yapismasi selektin ve ligandlarinin baglanmasiyla
tetiklenmektedir. Bu sonuglar dis yapili siilfatitlerin metastazin1 baskilayabildigini ileri

surmektedir.

1.2.4 Antikoagiilant ajanlar olarak kitosan

Heparin pahali bir iiriin olmasina ragmen kanda ¢okelmeyi onleyici olarak en ¢ok kullanilan
bilesiktir. Bu nedenle tesebbiisler yeni sentetik antikoagiilantlarin sentezi lizerine olmustur. Fakat
sentezlenen molekiillerin higbirisi heparin kadar az toksik degildir. Seliiloz ve nisasta siilfiirik asit
esterleri toksik olmasina ragmen kitin distilfiirik asit daha az toksiktir. Kitosanin siilfatlanmis
tiirevleri heparin gibi yapilarin elde edilmesinde en dnemli uygulamalardan biridir. Kitosandaki
stilfiir iceriginin artmasina bagli olarak siilfatlanmis kitinin antikoagiilant 6zelligi artmakta
oldugunu ileri siiren calismalar da bulunmaktadir. Ornegin; diisiik molekiiler agirlikli N-
carboxymethyl chitosan 3,6-disulfonate heparine benzer antikoagiilant 6zelligi sergiledigi ve
kana eklendiginde hiicresel yapilar iizerinde higbir yan etkinin gozlemlenmedigini rapor eden
caligmalar bulunmaktadir. Bu nedenle bu sentezlenen polimer kan1 depolamada kullanigh olabilir

[48, 58].
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1.2.5 Metal iyonlariin absorblanmasi

Kitosan tiirevlerinin biiyiik bir boliimii kitosanin temel iskeleti {izerine yeni fonksiyonel gruplarin
baglanmasiyla metal iyonlarin1 absorblamada 6nemli rol oynamaktadir. Yeni fonksiyonel
gruplarin kitosan ile birlikte baglanmasindan gesitli amaglar diistiniilmektedir;
1. Baglama bolgelerinin yogunlugunu artirmak.
2. Metal baglanmasi i¢in pH araligini degistirmek
3. Hedef metaller icin baglanma seciciligini artirmaya yonelik baglanma bdlgelerini
degistirmek olarak siralanabilir. Kitosan {izerine siilfiir bilesenlerinin eklenmesi selatlayici
kitosan bagli resinlerin tasarimlart i¢in pek c¢ok c¢aligmalarin konusudur. Bu sekilde
stlfatlanmis tiirevler civanin geri kazanilmasi ve 6zel metallerin tutulmasi i¢in basarili
sekilde test edilmistir. Bu durum metal iyonlar1 igin siilfiir bilesiklerinin selatlayici
afinitesine dayanmaktadir.
Asidik cozeltilerde metal iyonlart i¢in baglanma kapasitesini arttirmak igin kitosana siilfonik
gruplar da ilave edilmektedir. Furan halkasi tizerine bir siilfonik asit grubunun varligs;
1. Coziiniirligi arttirdigi
2. Coklu amfolit davranis sergiledigi
3. Selatlama kapasitesini etkiledigi
4. Biyolojik aktivitesi gibi parametrelerde etkili oldugu bilinmektedir.
N-sulfofurfuril kitosanin metal selatlama giicii sirastyla Cu(II) > Pb(I) > Ni(II) > Cr(III) >
Co(IT)’dir. N-sulfofurfuril kitosan metal iyonlarinin uzaklastirilmasi igin en etkili bilesendir [59].
Diger dogal polimerler ile kitosan kiyaslandiginda Kitosanin selatlama yeteneginin daha etkili
oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ileri siiriilmistir [5, 60]. Dogal olarak bulunan
polimerlerden seliiloz, agar, agaroz, aljinik asit, dekstran, karagenan yine dogal bir polimer olan
kitosan ile karsilastirldiginda kitosan bazik bir polimer iken digerleri asidik polimerlerdir. Bu
nedenle kitosanin bazik olmasi diger bahsi gegen asidik polimerlere gore bazi avantajlar

sunmaktadir. Bu avantajlardan biri metal iyonlarini selatlayict 6zelligi kazandirmasidir [5].

1.2.6 Antimikrobiyal ajanlar

Essiz polikatyonik dogasindan dolay: kitosan ve onun tiirevleri antimikrobiyal ajanlar olarak da
kullanilmaktadir. Kitosanin fungal biiylimesini inhibe ettigini rapor eden ¢aligmalar
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bulunmaktadir. Bu durum kitosan1 potansiyel olarak molekiiler agirlik bagimli antifungal bir ajan
yapar. Ek olarak giiniimiiz ¢alismalarinin kitosan ve onun tlirevlerinin mikroorganizmalara kars1
antigonistik etkisi besin endiistrisinde ¢esitli endiselere sebep olmaktadir. Ayrica bu materyallerin
antimikrobiyal besin koruyucusu gibi potansiyel olarak kullanimi da bulunmaktadir. Kitosan ve
onun tiirevleri ile bazi mikrobiyal tirlerle (Candida albicans, Trichophyton rubrum ve
Trichophyton violaceum) yapilan antimikrobiyal ¢alismalarinda eklenen gruplarin yogunluk ve
cesidi onemli olmakla birlikte pH degisimleri de ayrica onemlidir. Staphylococcus aerus ve
Pseudomonas aeruginisa tizerine yapilan antimikrabiyal ¢alismada siilfanasyon oraninin énemli

olduguna dikkat ¢ceken ¢aligmalar bulunmaktadir [61].

1.2.7 ila¢ tasima uygulamalan

Kitosan cesitli asitlerin sulu ortamlarinda ¢oziinmez ve su igerisinde migel yapilar olusturmazlar.
N-AlKkil-O-sulfatit kitosan uzun zincir alkil gruplarina sahip olmakla birlikte hidrofobik karakter
sergilerken siilfat gruplar ise hidrofilik karakter sergilemesine neden olur. Bu durum amfoterik
olarak bilinmektedir ve su ortamlarinda migel yapilarin olusmasina neden olur ve olusan migel
hacmi 100-400 nm biiyiikligiindedir. Taksol suda ¢oziinmeyen antikanser ajandir. Bu sekilde
fiziksel olarak hapsetme ile polimerik migeller igerisinde ¢6ziindiiriilebilmektedir. Sonugta N-
Alkil-O-sulfatit  kitosan migelleri igerisinde taksol konsantrasyonu su igerisindeki
konsantrasyonundan daha fazla oldugu deneysel uygulamalar ile gosterilmistir. Bu nedenle N-
Alkil-O-sulfatit kitosan potansiyel olarak anti kanser ilag veya sadece ilag tasimada
kullanilabilinir [62].
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2. MATERYAL ve METOT

EKLER kisminda kullanilan kimyasallar (EK-1), cihazlar (EK-1) ve mikroorganizmalar (EK-2)
verilmistir.

2.1 Orta Dereceli Molekiiler Agirhkh Kitosanin (Cs) Modifikasyonu

1 gram kitosan (medium molecular weight (Sigma iiriin kodu: 448877), deasetilasyon derecesi
%75-85) %1°lik 100 ml asetik asitte ¢coziindl (Sekil 2.1 A). Oda sicakliginda 15 saat siiresince
karistirildi. Uzerine 85 ml metanol eklendi. 0.172 g EDC ve 0.57 ml oleik asit 15 ml metanolde
¢Oziildii ve 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Yag asiti aktive edildikten sonra (Sekil 2.3) kitosan
tizerine damlatma yontemi ile eklendi. 24 saat oda sicakliginda reaksiyon devam edildi (Sekil 2.1
B ve Sekil 2.4). Uzerine 40 ml methanol /amonyak (7:3 v/Vv) karisimi eklendi. Filtreden siiziildii.
10 dk. 5000 g’de +4°C’de santrifiij edildi ve Siipernatant atild1. Sirastyla metanol dietileter, distile
su ile yikama iglemleri yapildi (Sekil 2.5 A, B). 5 dk. 5000 g’de +4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatant dokiildii. Uzerine metanol eklendi. Tekrar santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii.
Uzerine dietil eter eklendi. Tekrar santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii. Pelet distile su ile
yikandi. Santrifiij edildi. 24 saat 30°C’de vakumlu etiivde kurutuldu. Kurutulan 6rnek daha
onceden buz igerisinde sogutulmus H2SO4 ve HCISO3 (1:2 V/V) 45 ml igerisine eklendi. 12 saat
oda sicakliginda karistirildi (Sekil 2.2 C). 4 kat1 soguk dietileter eklendi ve ornekler ¢oktiiriildii.
Liyafilizatorde eksi (-) 60°C’de kurutuldu (Sekil 2.5 C, D) (OlcShCs ile gosterildi) [46, 63-66].

3
s EDC + Oleik asit
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Sekil 2.1: Kitosan molekiiliiniin oleik asit ile reaksiyonu
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Sekil 2.3: Oleik asit ile EDC molekiiliiniin

etkilesimi. 3D yapisi (sag) (Chemdraw 3D)

Ho OH

o 2 5
\\S/O .,
Z7N\ o )
o o) ?
N\H OH L
o
|

Sekil 2.4: Kitosan oleik asit ve

stilfatit kompleksi. 3D yapisi (sag) (Chemdraw 3D)
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Sekil 2.5: Sentez asamasinda labaratuvarda kullanilan evaparator (A, B), liyafilizator (C, D),
sitotoksisite deneylerinde kullanilan hiicre kiiltiir labaratuvari (E)
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2.2 Modifiye Kitosanin Kimyasal Karakterizasyonu

2.2.1 FT-IR analizi

Sentezlenen modifiye kitosan (OlcShCs) IR spektrumu Cumhuriyet Universitesi Teknolojik
Arastirma Merkez (CUTAM) Laboratuvarinda hizmet alimi karsihiginda BRUKER Tenson 11
marka spektrofotometresi ile FT-IR analizi gergeklestirildi. 2 mg OlcShCs dogrudan cihaza
konularak 4000 cm™ ile 400 cm™ araliginda spektrum taramasi gerceklestirildi. Kitosan
molekiiliiniin (Cs) FT-IR analizine de bakilaraktan karsilastirma yapildi. OlcShCs molekiiliinde

yeni baglarin olustugunu gosteren pikler belirlendi.

2.2.2 H NMR analizi

H! (Hidrojen) NMR analizi i¢in (JEOL (400 MHz) JNM-ECZ400S/L1) kullanildi. Kitosan ve
modifiye kitosan 5 mg miktar1 0.5 ml triflora asetik asit icerisinde ¢dziindii. Ilgili cihazda 6l¢iim

proton analizi gerceklestirildi.

2.2.3 DSC, TGA ve DTA analizi

Kitosan molekiiliine yag agil zinciri ve siilfat grubunun baglanmasinin termal etkisi SHIMADZU
TA60 DSC termal analiz sistemi kullanilarak gergeklestirildi. OlcShCs ve Cs 6rnekleri (3-5 mg)
hava gegirmez kapali aliminyum pan (tava) icerisine konuldu. Nitrojen atmosferi altinda sabit
10°C/dakika artis orani ile 500°C’ye kadar 1sitildi. Bog bir aliminyum pan ise referans olarak
kullanildi.

2.3 Modifiye Kitosanlarin Biyolojik Karakterizasyonu

2.3.1 Antibakteriyal aktivite

Antimikrobiyal analiz i¢in petri sayma metodu uygulandi. Antimikrobiyal aktivite daha 6nceki
caligmalarda antimikrobiyal duyarlilik i¢in kullanilmis olan E. coli CICC 21524 (gram-), Bacillus
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subtilis ATCC 21332 (gram +), Staphlococcus epidermidis ATCC 12228 (gram+) tiirlerine kars1
petri sayma yontemi kullanilarak test edildi [67]. Her bir bakteri tiirii igin bir tek koloni yaklasik
10 ml steril Lauril Broth (LB) besiyerinde taze olarak inokiile edildi ve gece boyu 115 rpm
calkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Elde edilen bakteriyal siispansiyon steril fizyolojik
tuzlu su (%0.85 (w/v)) igerisinde seri sulandirma yontemi ile ortamda 102-10% CFU/mI koloni
olacak sekilde (ortalama 10° kat seyreltme) sulandirmalar1 yapildi [68]. Farkli konsantrasyonlarda
(%0 (kontrol), %0.01, %0.05, %0,20, %0.50, %1.0 (w/v)) Cs %0.5 (v/v) asetik asit i¢erisinde
hazirlandi. Soliisyonlarin pH'1 1M NaOH kullanilarak 5.5'e ayarlandi. Benzer sekilde modifiye
kitosan (OlcShCs pH 5.5) érnekleri de hazirlandiktan sonra tiim soliisyonlar 121°C’de 20 dakika
otoklav edildi. 50 ul seyreltilmis bakteriyal soliisyonlardan alinarak steril ependorf tiip igerisine
ayr1 ayr1 konuldu. Uzerine 100 pl Cs ve OlcShCs soliiyonlarindan da konularak karistirildi. LB
agar plate tizerine 150 pul inokulum ekim yapildi. Steril deney tiipleri kullanilarak agar plate
tizerine yayma yapildi. Ters g¢evrilerek 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Kontrol olarak steril
distile su kullanildi. Biiyiiyen koloniler sayildi. Asagidaki formiil uygulanarak inhibisyon oranlari

(IR) ytizdelik olarak hesaplandi (Est: 1).
IR (%)= (N1 -N2)/N1x 100 (1)
N1: Distile su kullanilarak elde edilen bakterilerin aritmetik ortalama koloni sayisi

N2: Cs ve OlcShCs orneklerinden elde edilen bakterilerin aritmetik ortalama koloni sayisi [69].

2.3.2 Antifungal aktivite

Antifungal analiz igin petri sayma metodu uygulandi. Antifungal aktivite daha Onceki
calismalarda antifungal duyarlilik i¢in kullanilmis olan Candida albicans ATCC 60193 tiiriine
kars1 petri sayma yontemi kullanilarak test edildi [67]. Candida albicans tiirii i¢in bir tek koloni
yaklasik 10 ml steril LB besiyerinde taze olarak gece boyu 37°C’de 115 rmp calkalamali su
banyosunda gogaltildi. Elde edilen bakteriyal siispansiyon steril fizyolojik tuzlu su (%0.85 (w/v))
icerisinde seri sulandirma yontemi ile ortamda 102-10° CFU/ml koloni olacak sekilde (genel
olarak 10% kat seyreltme) sulandirmalar1 yapildi [68]. Farkli konsantrasyonlarda (%0 (kontrol),
%0.01, %0.05, %0,20, %0.50, %1.0 (w/v)) Cs %0.5 (v/v) asetik asit icerisinde hazirlandi.
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Soliisyonlarin pH'1 1M NaOH kullanilarak 5.5'e ayarlandi. Benzer sekilde modifiye kitosan
(OlcShCs pH 5.5) 6rnekleri de hazirlandiktan sonra tiim soliisyonlar 121°C’de 20 dakika otoklav
edildi. 50 pl seyreltilmis soliisyonlarindan alindi. Steril ependorf tiip igerisine ayr1 ayri konuldu.
Uzerine 100 pl Cs ve OlcShCs soliiyonlarindan da konularak karistirildi. LB agar plate {izerine
150 pl inokuliim dokiildii ve steril deney tiipleri kullanilarak agar plate iizerine yayilarak ekim
yapildi. Ters gevrilerek 37°C’de gece boyu inkiibe edildi ve kontrol olarak steril distile su
kullanildi. Biiyliyen koloniler sayildi. Asagidaki formiil uygulanarak inhibisyon oranlari (IR)
yiizdelik olarak hesaplandi (Est: 2).

IR (%)= (N1-N2)/NI1x 100 2
N1: Distile su kullanilarak elde edilen Candida albicans tiiriiniin aritmetik ortalama koloni sayisi

N2: Cs ve OlcShCs orneklerinden elde edilen Candida albicans tirunin aritmetik ortalama

koloni sayis1 [69].

2.3.3 Antikanser aktivite

Canli kanser hiicrelerinin sayist MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrasodium
bromide) testi ile belirlendi [70]. ilgili kanser hiicreleri MTT molekiillerini parcalar ve renkli
farmozon kristalleri olustururlar. HeLa (ATCC® CCL-2 ™) hiicre hatt1 sirasiyla %10 (v / v) fetal
bovine serum (FBS), 100 Unit/ml Penicillin ve 100 pg/ml Streptomycin igeren DMEM Medium
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (ATCC® 30-2002 ™) jgerisinde 37°C’de %5 CO>
inkiibatoriinde ¢ogaltildi. HeLa hiicreleri %70-80 biiyiime oranlarina ulasincaya kadar pasaj
edildi (Sekil 2.5 E). Daha sonra 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-well plate igerisine ekildi.
24 saat hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in bekletildi. 10-1000 pg/ml OlcShCs ornekleri ile HeLa
hiicre hatt1 24, 48, 72 saat siiresince etkilestirildi. 5 mg/ml konsantrasyonuna sahip 10 pl MTT
soliisyonu her bir well icerisine eklendi ve 2 saat 37°C’de %5 CO: inkiibasyona birakildi. Daha
sonra MTT ve medium aspire edildi. 100 ul DMSO eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika
karistirilarak inkiibe edildi ve 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Her bir 6rnek 3
kez okuma ile tekrar edildi ve en az 3 farkli pasaj i¢in test edildi. Absorbans degerleri

kullanilarak her bir 6rnek i¢in GraphPad Prism7 araciligi ile IC50 degerleri tespit edildi.
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3. BULGULAR
3.1 Cs ve OlcShCs Orneklerinin Kimyasal Karakterizasyonu
3.1.1 Cs ve OlcShCs orneklerinin FTIR analizi

Kitosan ve modifiye kitosanin fonksiyonel gruplarini degerlendirmek icin FT-IR analizi
kullanildi. Sekil 3.1 ve 3.2°’de Cs ve OlcShCs’nin FT-IR spektrum sonuglarina bakildiginda
Cs’nin spekrumlar1; 3280 cm™, 2876 cm™, 1646 cm™, 1568 cm™* ve 1374 cm ™, 1150 cm™, 1026
cm dalga boylarinda keskin pikler aciga ciktig1 goriilmektedir. Modifiye kitosan (OlcShCs) igin
bu degerler ise 2987 cm?, 1732 cm™, 1634 cm™%, 1526 cm%, 1445 cm™, 1207 cm™, 1026 cm™,
1107 cm?, 1007 cm?, 919 cm™, 788 cm™ dalga boylarinda keskin pikler acia ciktig

goriilmektedir.

4244
16685 1 13081 1150

2937.6 28131
2987 88cm-1

1007 78em-1

Sekil 3.1: Cs ve OlcShCs 6rneklerinin FTIR analizi
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3.1.2 H NMR analizi

H1 NMR analiz sonucuna bakildiginda (Sekil 3.3) Cs i¢in 11.5 ppm, 2.4 ppm, 3.6 ppm, 3.8-4.5
ppm, 5.0 ppm, 5.2 ppm bdlgelerinde spektrum pikleri agiga ¢iktigi anlasilmaktadir. OlcShCs i¢in
bakildiginda (Sekil 3.4) Cs i¢in aci8a ¢ikan spektrum piklerine ek olarak 1.4 ppm noktasinda da
pik yine goriilmektedir. Kitosan ile modifiye kitosamn H! NMR sonuglari {ist {iste
cakistirldiginda (Sekil 3.5) agiga cikan yeni pik 1.4 ppm noktasinda goriilmektedir. Ayrica H!
NMR (400 Mhz) analiz sonucuna bakildiginda OlcShCs i¢in (Sekil 3.6) 1.4 ppm noktasinda pik

yine detayl1 olarak goriilmektedir.

Cs

OleShCs

d

h

Sekil 3.2: Cs ve OlcShCs drneklerinin sadece ilgilenilen piklerin FTIR analizi. a) 1642 cm™,
b)1565 cm™, ¢)1372 cm™?, d)2986 cm?, €)2904 cm?, f)1732 cm?, g)1634 cm™, h)1207 cm™,
k)782cm
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Sekil 3.6: OlcShCs icin elde edilen H: NMR odaklanilan bélgenin biiyiitiilmiis analizi
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3.1.3 DSC, DTA ve TGA analizleri

Cs ve OlcShCs’nin Sekil 3.7°de gosterildigi tizere DSC termogram analizi sonuglarina bakildiginda
hem Cs hemde OlcShCs i¢in bir ¢ift endotermik ve ekzotermik pikler goriilmektedir. Kitosanin
DSC termograminda 90-100°C araliginda genis bir endotermik pik goriilmektedir. OlcShCs’nin
DSC termograminda ise kitosanda oldugu gibi 90-100°C ve 240°C’de kiiciik ekzotermik pikler

bulunmaktadir.

3.2 Biyolojik Karakterizasyon

3.2.1 Antibakteriyal aktivite

Kitosanin (Cs) E. coli’ye karsi antibakteriyal etkisi (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.8) konsantrasyon
bagimli olarak E. coli’ye kars1 antibakteriyal etki gostermektedir. Cizelge 3.1°de verilen
sonuclara bakildiginda %]1°lik kitosan 99.18 £3.09, %0.5’lik kitosan 99.25 +0.48, %0.2’lik
kitosan 95.62 +4.11, %0.05’lik kitosan 93.05 £13.48, %0.01’lik kitosan 83.59 £9.75 oraninda E.
coli bakterilerine karsi inhibisyon sonuglarini gostermektedir. Modifiye kitosanin (OlcShCs) E.
coli’ye kars1 antibakteriyal etkisi degerlendirildiginde (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.9) %1°lik modifiye
kitosan 0 +£6.69, %0.5’lik modifiye kitosan 0 +5.32, %0.2’lik modifiye Kitosan 0 +58.34,
%0.05’1ik modifiye kitosan 0 +£6.79 sonuglar1 elde edilirken %0.01’lik modifiye kitosan

uygulamasindan sonug¢ alinamadi.

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.10’a bakildiginda %1°lik kitosan 87.50 +£0.48, %0.5°lik kitosan 88.75 £0.5,
%0.2°1ik kitosan 82.50 £2.06, %0.05’lik kitosan 80 £1.25, %0.01°lik kitosan 75 +1.25 oraninda
Bacillus subtilis bakterilerine karsi inhibisyon sonuglar1 gosterirken Cizelge 3.2 ve Sekil 3.11°¢
bakildiginda negatif kontrol olarak kullanilan distile su ile kiyaslandiginda %1°lik modifiye
kitosan 6.66 £1.25, %0.5’lik modifiye kitosan 0 £2.63, %0.2°lik modifiye kitosan 0 +4.79,
%0.05’1ik modifiye kitosan 0 +£2.63, %0.01’lik modifiye kitosan 0 +0 yiizdelik oranlarinda
Bacillus subtilis bakterilerine kars1 antibakteriyal etki gostermektedir.

Cizelge 3.3 ve Sekil 3.12°de verilen sonuglara gére %]1’lik kitosan 100 +0, %0.5’lik kitosan

99.31 +£0.48, %0.2’lik kitosan 97.21 +£0.95, %0.05’lik kitosan 69.24 +2.06, %0.01°lik kitosan

54.55 +1.25 oraninda Staphylococcus epidermidis bakterilerine karst inhibisyon oranlari
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gosterirken, yine Cizelge 3.3 ve Sekil 3.13°de ifade edilen sonuglara gore; negatif kontrol olarak
kullanilan distile su ile kiyaslandiginda %1°lik modifiye kitosan 59.13 £4.97, %0.5’1ik modifiye
kitosan 54.50 +4.36, %0.2’lik modifiye kitosan 55.79 +£8.96, %0.05’1lik modifiye kitosan 20.83
+79.04, %0.01°lik modifiye kitosan 54.76 +5.25 oranlarinda Staphylococcus epidermidis

bakterilerine kars1 antibakteriyal aktivite gostermektedir.

Cizelge 3.1: Kitosan ve modifiye kitosanin E. coli tiiriine kars1 antibakteriyal etkisi

Ornek konsantrasyonu (%)

(wiv) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1
Cs 0 83.59+9.75 093.05+13.48 95.62+4.11 99.25+0.48 99.18+3.09
OlcShCs 0 ND 0+21.18 0+58.34 0+5.32 0+6.69

(ND: Belirlenemedi)

Cizelge 3.2: Kitosan ve modifiye kitosanin Bacillus subtilis tiiriine kars1 antibakteriyal etkisi

Ornek konsantrasyonu (%)

(wiv) %0 %00.01 %0.05 %0.20 %00.50 %1
Cs 0 75+1.25 80+1.25 8250+2.06 88.75+05 87.50+0.48
OIcShCs 0 0+0 0+2.63 0+4.79 0+2.63 6.66 +1.25

Cizelge 3.3: Kitosan ve modifiye kitosanin Staphylococcus epidermidis tiiriine karst
antibakteriyal etkisi

Ornek konsantrasyonu (%)

(wiv) %0 %0.01 %00.05 %0.20 %00.50 %1
Cs 0 54.55 +1.25 69.24+2.06 97.21+0.95 99.31+0.48 1000
OlcShCs 0 5476 +525 20.83+79,04 55.79+896 5450+436 59.13+4.97
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Sekil 3.7: Cs ve OlcShCs’nin termogravemetrik analizi
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Sekil 3.8: Kitosan (Cs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilen E. coli bakterisine karsi antibakteriyal etkisi. dH2O kontrol, A) %1, B)
%0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu

Sekil 3.9: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda
37°C’de gece boyunca inkiibe edilen E. coli bakterisine karsi antibakteriyal etkisi. dH2O
kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) %0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu
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Sekil 3.10: Kitosan molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilen B. subtilis bakterisine kars1 antibakteriyal etkisi. dH2O kontrol, A) %1,
B) %0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu

Sekil 3.11: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda
37°C’de gece boyunca inkiibe edilen B. subtilis bakterisine karsi antibakteriyal etkisi. dH2O
kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu
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Sekil 3.12: Kitosan (Cs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilen S. epidermidis bakterisine kars1 antibakteriyal etkisi. dH>O kontrol, A)
%1, B) %0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu

-

Sekil 3.13: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortaminda
37°C’de gece boyunca inkiibe edilen S. epidermidis bakterisine kars1 antibakteriyal etkisi. dH>O
kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu
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3.2.2 Antifungal aktivite

Kitosanin antifungal etkisi Cizelge 3.4 ve Sekil 3.14’te verilen sonuglara bakildiginda %1°lik
kitosan 12.90 +3.4, %0.5’1ik kitosan 6.40 £11.96, %0.2’lik kitosan 5.83 +4.55, %0.05 ’lik kitosan
10.62 +63.15, %0.01°lik kitosan 0 +5.36 oraninda Candida albicans a karsi inhibisyon oranlari
gosterirken, yine Cizelge 3. 4’te ve Sekil 3.15’te gosterilen sonuglara gore negatif kontrol olarak
kullanilan distile su ile kiyaslandiginda %1°lik modifiye kitosan 21.26 +2.17, %0.5’lik modifiye
kitosan 21.68 +80.2, %0.2’lik modifiye kitosan 19.92 +£13.1, %0.05’lik modifiye kitosan 7.46
+27.79, %0.01°1ik modifiye kitosan 7.10 +40 oraninlarinda Candida albicans’a kars1 antifungal

aktivite elde edilmistir.

Cizelge 3.4: Kitosan ve modifiye kitosanin Candida albicans tiiriine kars1 antifungal etkisi

Ornek konsantrasyonu
(%) (WIV) %0 %60.01 9%0.05 9%0.20 9%0.50 %1
Cs 0 0+5.36 10.62 +63.15 5.83 :4.55 6.40 +11.96 1290+:3.4
OlcShCs 0 7.10+40 7.46 +27.79 19.92 +13.1 21.68+80.2 21.26+2.17

Sekil 3.14: Kitosan (Cs) molekiiliiniin Luria-Bertani (LB) agar besi ortamimda 37°C’de gece
boyunca inkiibe edilen C. albicans’a kars1 antifungal etkisi. dH2O kontrol, A) %1, B) %0.5, C)
%0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu
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Sekil 3.15: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekiiliiniin Luia—Bertani (LB) agar besi ort;mmda
37°C’de gece boyunca inkiibe edilen C. albicans’a kars1 antifungal etkisi. dH>O kontrol, A1)
%1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu

Cizelge 3.5: Cs molekiiliiniin E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans’a karsi
antimikrobiyal etkisi

Ornek

konsantrasyonu

(%) (wiv) %0  9%0.01 9%00.05 9%00.20 %0.50 %1

E.coli 0 83.59+9.75 93.05+13.48 95.62+4.11 99.25+0.48 99.18+3.09
B. subtilis 0 75+ 1.25 80+1.25 82.50 + 2.06 88.75+0.5 87.50 £ 0.48
S. epidermidis 0 5455:+1.25 69.24:2.06 97.21 £+ 0.95 99.31:0.48 100:0

C. albicans 0 0+5.36 10.62 £ 63.15 5.83:4.55 6.40+1196 12.90:34

Cizelge 3.6: OlcShCs molekiiliiniin E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans 'a kars1
antimikrobiyal etkisi

Ornek

konsantrasyonu

(%) (wiv) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1

E.coli 0 ND 0+6.79 0+58.34 0:5.32 0:6.69

B. subtilis 0 0:0 0+2.63 0+4.79 0+2,63 6.66 +1.25
S. epidermidis 0 5476 +5.25 20.83+79.04  55.79 +8.96 5450+4.36 59.13+4.97
C. albicans 0 7.10 +40 7.46 £27.79 19.92 +13.1 21.68+80.2 21.26 +2.17

(ND: Belirlenemedi)
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3.2.3 Antikanser aktivite

Cizelge 3.7°de verilen bilgiler HelLa kanser hiicresine karsi OlcShCs molekiilinin IC50
degerlerini géstemektedir. Bu verilere gore 10 pg/ml- 1000 ug/ml konsantrasyonlarinda modifiye
kitosan ortama ilave edildiginde HeLa hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 24 saat sonra
81.57+5.30 iken, 48 saat sonra 74.43+4.61 ve 72 saat sonra 51.52+0.37 pg/ml oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.16: HeLa kanser hiicresine kars1 OlcShCs molekiiliiniin stotoksik etkisi

Cizelge 3.7: HeLa kanser hiicresine kars1 OlcShCs molekiiliiniin IC50 degerleri

OlcShCs
Time 1Cs0 ( pg/ml+=SD*)
24h 81.57+5.30
HelLa 48h 74.43+4.61
72h 51.52+0.37
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Kitosan ve modifiye kitosanin fonksiyonel gruplarimi degerlendirmek i¢in FT-IR analizi
kullanildi. Sekil 3.1 ve 3.2’de kitosan (Cs) ve modifiye kitosan (OlcShCs)’nin FT-IR
spektrumlar1 karsilastirildiginda Almeida ve arkadaslari [71] yapmis olduklar1 c¢alisma
sonuglarina gore Cs’nin karakteristik spekrumlari; N-H ve O-H gerilme titresimleri 3200-3500
cm ! bolgesindeki genis bant ile karakterize edilmektedir. Wang ve arkadaslar1 [72] yapmis
olduklar1 ¢alisma sonuglarina gére 1646 cm™ (C=0 amide-1 gerilmesi (stretching)), 1568 cm™
(N-H amide-II baglanmasi) ve 1374 cm™ (C-N amide-111 gerilmesi) olarak degerlendirilmektedir.
890-1100 cm™ titresim aralig1 ise kitosan sakkarin yapisinin ether gruplar ile ilisklidir (C-O-C
baglanmasi) [73]. Yine Sekil 3.1 ve 3.2°de kitosan molekiiliiniin modifikasyon sonrasi agil
olmayan birincil amin grubuna karsilik gelen 1568 cm™* pik kaybolurken, 1634 cm™'de aciga
¢ikmaktadir. Bu durum modifiye kitosanda amid baginin varhigm gostermektedir [74]. Noor ve
arkadaslar1 [75] ¢alisma sonuglari ile uyumlu olaraktan Sekil 3.1 ve 3.2°de goriildiigii gibi kitosan
molekiiliine yag asitlerinin baglanmas1 sonucu 2900 cm™ ve 2987 cm™ pik yogunlugundaki artis
kitosanin yapisina oleik asit grubunun baglanmasi ile -CHa titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica 1732 cm™ ester bagmin karbonil grubunun karakteristik pikidir. Bu bag kitosanin
hidroksil grubu ile oleik asitin karboksil grubu arasinda agiga ¢ikmaktadir. Dolayisiyla yapida N-
acilasyonun agiga ¢iktigin1 gostermektedir [76]. Siilfonasyon kitosanin diger onemli kimyasal
modifikasyonlarindan birisidir. Bu nedenle siilfat grubunun nereden baglandigi 6nemlidir.
Ornegin sulfonate grup kitosanin amino grubuna dogrudan baglanarak sulfamate {iriinlerin
(-NH-SO03-) agiga ¢ikmasina sebep olabilir [53] veya siilfat gruplar igeren bilesenler (R—SO3-)
ile kitosan amin grubuna baglandiginda siilfonat bilesikler (-NH-R-SO3-) olusabilir [77, 78].
Ayrica siilfatlanma islemi kitosan hidroksil gruplari ile de reaksiyon gosterebilir. Bu reaksiyon
sonucunda ise siilfatlanmus tiriinler elde edilir [79]. Sekil 3.1 ve 3.2’de goriildiigii gibi modifiye
kitosan molekiilii i¢in 788 ve 1207 cm™¥’de yeni agia ¢ikan FTIR bantlar ise sirasiyla siilfo
gruplarinin C-O-S and O-S-O bag gerginligine karsilik gelmektedir ve Vongchan ve arkadaslari
[80] sonuglar1 da desteklenmektedir. 837 ve 820 cm™ bant yogunluklar1 sirasiyla 2. ve 6. C
atomundan siilfatlanma oldugunu Falshaw ve arkadaslar1 [81] ve Yang ve arkadaslari [82]
yapmis olduklart ¢aligmalarda belirtmislerdir. Tiim bu sonuglar oleik asit ve siilfo gruplarin

kitosan yapisina basarili bir sekilde baglandigini géstermektedir [83-89].
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Sekil 3.3’e bakildiginda H* NMR analiz sonucuna gore 11.5 ppm’deki spektrum piki d. TFA
¢oziciisline aittir ve Skorik ve arkadaslart [90] ve Queiroz ve arkadaslar1 [91] yapmis olduklar
deneysel verilerin sonuglart ile paralellik gostermektedir. 2.4 ppm’deki pik N-asetil glukozamin
grubunun N-asetil protonlarina karsilik gelmektedir. 3.6 ppm’deki pik ise deasetile glukozamin
kalintilarinin H-2 protonuna denk gelmektedir. 3.8-4.5 ppm arasindaki direngler ise halka
protonlari ile eslesmektedir (H2, H3, H4, H5 ve H6). 5.0 ve 5.2 ppm’deki pikler ise sirasiyla N-
asetil glukozamin ve deasetile glukozamin kalintilarinin H-1 olarak dikkate alinmaktadir.
Modifiye kitosanmn Sekil 3.4’te H* NMR sonucuna bakildiginda ve Sekil 3.5’te kitosan ile
modifiye kitosanin H! NMR sonuglar iist iiste ¢akistirtlip incelendiginde ve Sekil 3.6’da
modifiye kitosanin biiyiitiilmiis H* NMR sonucuna bakildiginda; kitosanin oleik asit ile kimyasal
modifikasyonu [-CH2-CO] 1.4 ppm’deki agiga ¢ikan yeni pik ile dogrulanmaktadir [92].

Cs ve OlcShCs’nin DSC termogram analizi karsilastirildiginda (Sekil 3.7) hem Cs hem de
OlcShCs i¢in bir cift endotermik ve ekzotermik pikler goriilmektedir. Kitosanin DSC
termograminda 90-100°C araliginda genis bir endotermik pik goriilmektedir. Bu durum bagl su
molekiillerinin kaybini belirler. Ayrica 240 keskin bir endotermik pik 6rnegin termal yikimini
gosterir [93]. 300°C’deki ekzotermik pik ise kitosandaki glukozaminin (GIcN) bozulmasiyla
iliskilendirilebilir [94, 95]. OlcShCs’nin DSC termograminda ise kitosanda oldugu gibi 90-100°C
ve 240°C’de kiigiik endotermik pikler bulunmaktadir. Kitosanin kimyasal modifikasyonu sonrasi

ekzotermik pikleri kaybolmaktadir [96].

Kitosan (Cs) %]1°lik konsantrasyonunun antimikrobiyal etkisi dort farkli bakteri tiirline karsi
degerlendirildiginde (Cizelge 3.5) Staphlococcus epidermidis ve E. coli’ye karsi neredeyse
tamamen antimikrobiyal etki gosterirken Bacillus subtilis bakterisini tamamen inhibe
etmemektedir. Candida albicans tiiriine kars1 ise oldukc¢a az etki etmektedir. Modifiye kitosanin
(OlcShCs) %1’lik konsantrasyonunun inhibisyon orani etkisi dort farkli bakteri tiiriine karsi
degerlendirildiginde (Cizelge 3.6) E. coli’ye kars1 higbir inhibisyon gostermezken, Staphlococcus
epidermidis ve Bacillus subtilis i¢in oldukga diisiiktiir ve Candida albicans i¢in antifungal
ozelligi yine diisik olmasina ragmen Cs’ye gore yaklasik 2 kat artmistir. Bu durum pH,
molekiiler agirlik, kitosanin konsantrasyonu, kitosanin tiirevi, mikroorganizmalarin cesitleri,

belirli mataryallerle olusturulan kompleksler, besin bilegenleri, kitosanin deasetilasyon derecesi,
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kitosanin elde edildigi kaynak, bakteri hiicre duvar1 yiizey morfolojisi, iyon yiikii ve modifiye

gruplarin ¢esidi gibi farkli etkenden dolay1 kaynaklanmaktadir [97-99].

pH’1n olas1 etkileri degerlendirildiginde; Kitosan pH 6’dan (kitosanin pKa degeri yaklasik 6.3)
kiigiik oldugu ortamda polikatyonik dogasindan dolayr C2 pozisyonunda bulunan NH> grubu
protonize olacagindan pozitif yiikli hale gelecektir (NH3"). Bu grup negatif yiiklii bilesenler olan
proteinler, anyonik polisakkaritler, yag asitleri, safra asitleri ve posfolipitler gibi bilesenler ile
reaksiyon verecektir. Dolayisiyla hiicre bilesenlerinin  sizmasina sebep olacak ve

mikroorganizmalar 6ldiirecektir.

Younes ve arkadagslari [100] yapmis oldugu bir ¢alismada bakteri hiicre duvarina kitosanin pH
azaldik¢ca daha c¢ok yapisdigini gostermistir. Bu durum NHz grubunun protonlagmasina bagli
olarak aciklanmistir. Devlieghere ve arkadaslari [101] yapmis oldugu c¢aligmada dogal kitosanin
Candida lambica tiiriine karsi pH 6 ile kiyaslandiginda pH 4’de daha etkin antifungal etki
gosterdigi ifade edilmistir. Bu bilgilere gére Cs’nin E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, Candida
albicans tiirlerine karsi gostermis olduklar1 antifungal aktivite sonuglari Devlieghere ve
arkadaslar1 [101] sonuglart ile gére uyumludur. Ciinkii Cs pH 5.5 olan ortamda ¢alisildiginda ve
Cs % 0.5’1ik asetik asitte ¢oziindiigiinde asidik ortamda C2 pozisyonunda bulunan -NH> grubu
daha fazla protonize olarak pozitif yiiklii -NHs" reaktif gruplarin sayisi artacagi igin gram negatif
bakterilerin yiizeyinde yer alan negatif yiikler ile daha siki etkilesim sergileyeceklerdir. Bu
nedenle E. coli bakterileri %1°lik Cs konsantrasyonunda neredeyse tamamen inhibie edilmistir
(Cizelge 3.1). Gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit posfat yiikleri nedeni ile genel
anlamda negatif yiiklii oldugu igin %1°lik Cs konsantrasyonunda S. epidermidis tamamen inhibie
edilmistir (Cizelge 3.3). Ayrica S. epidermidis gram pozitif bakteri oldugu i¢in yiiksek molekiiler
agirlikl kitosan peptidoglikan tabakay: kolaylikla delmekte iken, gram negatif bakterilerin dis
ylizyinde yer alan lipopolisakkarit tabaka yine yiiksek molekiiler agirlikli kitosana kars1 bariyer
ozelligi gostermektedir [102]. Bu nedenle bizim sonuglarimiza bakildiginda %]1°’lik Cs
konsantrasyonunda S. epidermidis’e karsi E. coli'den daha iyi antimikrobiyal 06zellik
sergilemektedir (Cizelge 3.5). Fernandez-Saiz ve arkadaslar1 [103] tarafindan yapilan
antimikrobiyal ¢alismada sentezledikleri kitosanyum asetat film tiirevlerinin disiik pH (6.2)’da
Staphylococcus aureus tiiriine kars1 daha az antimikrobiyal etki gosterdigini, pH 7.4’te daha iyi

antimikrobiyal aktivite gosterdigini bulmuslardir. Bu durum kitosanin antimikrobiyal etkisi
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acisindan zenginligini gostermektedir. Coziicliniin antimikrobiyal etkisinin bakteri tiirleri
iizerinde etkili oldugunu ifade edebiliriz. Ciinkii yapilan bir calismada 200 ppm
konsantrasyonundaki asetik asit ¢ozeltisinin E. coli bakterisine karsi antimikrobiyal etki
gostermede sinir oldugu ifade edilmektedir. 200 ppm'den yiiksek konsantrasyonlarda E. coli
bakterileri 6lmektedir [104]. Bizim ¢alismalarimizda ise kullandigimiz asetik asit konsantrasyonu
5250 ppm’dir.

Antimikrobiyal 6zelligi etkileyen 6nemli faktorlerden birisi de molekiiler agirliktir. Yiiksek
molekiiler agirlikli kitosan (HMW) mikrobiyal mebrani gecemez ve bu nedenle hiicre duvarina-
yiizeyine yapismaktadir. Bu durum mikrobiyal hiicre mebraninindan besin gegislerini
engellemektedir ve hiicrenin parcalanmasia sebep olmaktadir. Diger bir ifade ile ¢oziinmiis
kitosan oligomerleri migroorganizmanin hiicre igerisine girebilmektedir ve DNA ile baglanarak
MRNA sentezini inhibe etmektedir ve hiicrenin oliimiine sabep olmaktadir. Kitosanin niikleik
asitlere baglanarak DNA expresyonunuu etkiledigini gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir [22].
Coziinmis HMW kitosan ise hiicre mebran yapisiyla reaksiyon gostererek hiicrenin
gecirgenligini degistirmektedir. Li ve arkadaslari [105] tarafindan yapilan galismada 3, 50 ve
1000 kDa molekiiler agirliga sahip kitosanin E. coli tiiriine karsi antimikrobiyal aktivitesine
bakildiginda 50 kDa molekiiler agirliga sahip kitosaninin en iyi aktivite gosterdigini rapor
etmislerdir. No ve arkadaslar1 [100] %0.1 kitosan (MW: 1671, 1106, 746, 470, 224 ve 28 kDa)
genel olarak gram negatif negativebakterilerden ziyade gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili
antimikrobiyal etki gosterdigini rapor etmislerdir. E. coli ve Pseudomonas fluorescens tiirlerine
karst 746 kDa, Salmonella typhimurium ve Vibrio parahaemolyticus tiirlerine karst 470 kDa
molekiiler agirliklara sahip kitosan test edildiginde 746 kDa daha etkili oldugu rapor edilmistir.
28 kDa ise Salmonella typhimurium igin hi¢bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini da
ifade etmektedirler. 0.73, 1.52, 2.09, 5.98, 8.39, 9.69, 15.06, 19.99, 70 and 600 kDa oligomer
kitosanlarin Candida albicans tiirlerine karsi oldukga yiiksek antifungal etki gosterdigini rapor
eden ¢alismalar vardir [107]. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada Cs Candida albicans tiiriine
kars1 oldukga diisiik antifungal etki sergilemistir (Cizelge 3.4). 3.3, 7.1, 29.2, 72.1, 156, 300 kDa
kitosan ornekleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus bakteri tiirlerine karsi antimikrobiyal
ozellikleri asidik ortamda molekiiler agirlik artikga antimikrobiyal o6zelliginde arttigi rapor
edilmektedir ve pH 7 ortaminda molekiiler agirlik arttikca antimikrobiyal &zellik 29.2 kDa

kitosana kadar artarken, daha yukarisinda antimikrobiyal aktivitenin asir1 sekilde diistiigl ifade
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edilmektedir [108]. Bu bilgilere gore Kitosan (Cs) %]1°lik konsantrasyonunun inhibisyon orani
etkisi dort farkli bakteri tiiriine karsi degerlendirildiginde (Cizelge 3.5) Staphlococcus
epidermidis ve E. coli’yi neredeyse tamamen inhibe ederken Bacillus subtilis bakterisini kismen
inhibe etmektedir. Bu durum kitosanin (Cs) asidik bolgede ¢6ziinmesinden dolay1 daha fazla
anitimkrobiyal etikiye sahip oldugu ile uyumludur [109]. Oysa Candida albicans tiiriine kars1
oldukea az etki etmektedir (Cizelge 3.5). Yiiksek molekiiler agirlikli kitosan molekiilii ile kitosan
oligomerlerinin gesitli fungi tiirleri tizerine antifungal etkileri arastirildiginda Pyricularia oryzae

tirtiniin inhibe olmadig1 rapor edilmistir [109]

Yine aym ¢alismada 1 mg/ml konsantrasyonunda pH 5.6 ortaminda galisildiginda Fusarium
oxysporum f. sp. melonis tiirii i¢in diisiik molekiiler agirlikli kitosan daha iyi antigungal etki
gosterirken, yiiksek molekiiler agirlikli kitosan ise hi¢bir antifungal etki gdstermemektedir. Bu
durum yiiksek molekiiler agirlikli kitosanin asir1 viskos olmasi nedeni ile agar plate iyi diflize
olamamasi ile iligskilendirilmistir. Rhizopus nigricans tiirii i¢inse sadece kitosan oligosakakritleri
kism1 antimikrobiyal aktivite gosterirken yliksek ve diisiik molekiiler agirliklt kitosanlarin
antifungal etki gostermedigi rapor edilmistir [109]. Bu sonuglar Cs’nin antifungal etkisinin diisiik

olmas1 ile uyumludur (Cizelge 3.4).

Kitosanin konsantrasyonu da anti mikrobiyal etkiyi degistirmektedir. Genel anlamda bir katyonik
antimikrobiyal ajan olan kitosan bakteri hiicre yiizeyinde makromolekiillerin negatif yiiklii
kalintilar1 ile etkilegsmesi yoluyla hiicre gegirgenliginde degisime sebep olur. Sudarshan ve
arkadaglar1 [18] gore kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin mekanizmasi bakterinin yiizey
bilesenlerine kitosanin amino gruplarinin baglanmasini i¢ermektedir. Boylelikle onlarin

biliylimesini inhibe etmektedir.

Elektron mikroskobu kullanarak E. coli, P. aeruginosa ve S. typhimurium bakterileri ile
gerceklestirilen deneylerle gram negatif bakteriler iizerine kitosanin antimikrobiyal 6zelligi 2001
yilinda Helander ve arkadaslar1 [17] tarafindan gerceklestirildi. Yapilan deneyler ile elde edilen
sonuglar kitosanin gram negatif bakterilerin dis mebraninin bariyer 6zelligini nasil bozdugunu
aydinlatmak icin deliller sunmaktadir. Elektron ¢alisma mikrogoriintiileri kitosanin iglev yerinin
bakterinin dig mebraninda oldugunu gostermistir. Bakteri dig mebrandaki bozulmalar hidrofobik
prob 1-Nphenylnaphthylamine (NPN)’nin gecirgenliginin arttirilmasi ile dogrulanmis ve anyonik

deterjanlar boyalar ve safra asitleri gibi deneysel ajanlarin biyosidal ve inhibitor etkinligine karsi
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duyarliligmmi artirmistir. Gram negatif bakteriler igin 2000-5000 ppm konsantrasyonundaki

kitosan miktarinin gram negatif bakteriler igin 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir [18].

Diisiik konsantrasyonlarda kitosan hiicre yilizeyine baglanarak gecirgenligi bozar. Oysaki yiiksek
konsantrasyonda kitosan hiicreyi elbise gibi kapatir ve hiicre i¢i bilesenlerin sizmasini engeller.
Yapilan bir calismada farkli molekiiler agirliklara (5.5 x 10%°-15.5 x 10* Da ) sahip kitosanin
farkli konsantrasyonlar1 (20, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm) hazirlanarak E. coli bakterisine
kars1 antimikrobiyal aktivitesi incelendiginde 200 ppm ve fazlasi tiim kitosan ¢esitleri i¢in iyi
antimikrobiyal sonuglar verdigini, 20 ppm konsantrasyonunda ise E. coli bakterisinin tiredigini
rapor eden calismalar bulunmaktadir [104]. Bu durum yiiksek konsantrasyondaki kitosan
orneklerinin bakterileri yumak haline getirip oldiirdiigi, diisiik konsantrasyondaki kitosanin ise
boyle bir etkisinin olmadig ile iliskili olabilecegi vurgulanmaktadir. Pamuk kumaslar {izerine
yapilan farkli kitosan (1.5- 5 kDa) konsantrasyonlari ile antimikrobiyal aktivite, %0.5-0.75
konsantrasyon araliginda maksimum iken, %1’lik konsantrasyonda ise antimikrobiyal aktivitenin
kaybolmasina sebep olmustur [110]. Yiiksek molekiiler agirlikli, diisiik molekiiler agirlikli ve
oligomer kitosan molekiileri ile yapilan bir antifungal calismada konsantrasyon bagimli
inhibisyon oraninin arttig1 rapor edilmektedir [96]. Bu bilgilere gore kitosan (Cs ve OlcShCs)
konsantrasyonlarinin etkisi dort farkli bakteri tiiriine karsi genellikle konsantrasyon bagimli
inhibisyon orani artmakta oldugu saptanmistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6). Sonuglarimiz

onceden yapilan birgok ¢alismanin bulgulari ile uyumluluk gostermektedir [17, 18,104,109,110].

Antimikrobiyal etkiyi degistiren 6nemli faktorlerden bir digeri ise kitosanin tiirevleridir. Amino
gruplarin yetersizliginden dolay1 antimikrobiyal aktivite pozitif yliklii gruplarin kitosana entegre
edilmesiyle bagarilabilinir. Ayrica kitosanin kullanilarbilirligi i¢in suda ¢dziinen kitosan tiirevleri
elde etmekte bir o kadar 6nemlidir. Kitosan (pKa 6.3-6.5) protonlanmis amino gruplarindan
dolay1 diisiik pH’da en iyi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu nedenle quaternize edilmis
kitosan modifikasyonlar1 kitosanin kendisine gére daha fazla antimikrobiyal etkiye sahiptir [111].
Karboksimetil kitosan, dort bilesenli karboksimetil kitosan, kitosan —N-arjinin, N-Alkil disakkarit
kitosan ve suda c¢oziinlir kitosan oligosakkaritler baslica ornekleridir. Kitosana hidrofobik
gruplarin eklenmesi hem gram pozitif hemde gram negatif bakterilerde hiicre gegirgenli {izerinde
olumlu etkleri olmustur [112]. Hidrofobik zincir uzunlugunun artis1 ile antimikrobiyal etkinin

arttigini ifade eden caligmalar da bulunmaktadir [113]. Molibdat di siilfit kitosanin E. coli ve S.
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aeurus tizerine yapilan antimikrobiyal ¢alismada, dogal kitosana gore daha iyi bir antimikrobiyal
ajan olan molibdat di siilfit E. coli tiirlerini olduk¢a inhibe etmektedir [114]. Yapilan bir
calismada [115] kitosan, kitosan siilfat ve karboksimetil Kkitosanin hidroksibenzensulfonail
tiurevlerinin S. aureus, Sarcina, E. coli ve P. aeruginosa tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisinin
oldugu belirtilmistir. Ancak hidroksibenzensulfonail tiirevleri ise kitosan, kitosan siilfat ve
karboksimetil kitosan molekiillerin antimikrobiyal etkisinden istatistiksel olarak daha biiyiiktiir.
Ve kitosan tiirevlerinin molekiiler agirligi azaldik¢a antimikrobiyal etkinin arttigim1 Zhong ve
arkadaglar1 [115] ifade etmislerdir. Hidroksibenzensulfonail tiirevleri E. coli ve P. aeruginosa
tiirlerine kars1 daha iyi antimikrobiyal etki sergilemesi gram negatif bakterilere karsi daha giiclii
antimikrobiyal etki gosterdikleri fikrini ortaya koymaktadir. Hidroksibenzensulfonail tiirevlerinin
antifungal etkisi ise orjinal kitosan (kitosan, kitosan siilfat ve karboksimetil kitosan)
molekiillerine gore daha giiglii antifungal etki sergiledigi yine Zhong ve arkadaslar1 [115] ifade
edilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a antifungal etkinin arttigi, molekiiler agirlik arttikga
antifungal Ozelligin azaldigi ifade edilmektedir. 500 ppm konsantrasyonuna sahip
hidroksibenzensulfonail tiirevlerinin antifungal etkisi P. asparagi icin %58.51, A. solani i¢in
%65.98, F. oxysporum f. sp. Vasinfectum i¢in %50.50, C. gloeosporioides (Penz.) Saec igin
%42.78, ve P. zingiberi i¢in %45.58 maksimum inhibitor orami kaydedilmistir [115]. Bu
bulgulara gore bizim yapmis oldugumuz ¢alismada sentezlenen kitosan siilfatit tiirevleri Candida
albicans tiiriine kars1 kitosana (Cs) gore daha iyi antifungal etki gostermistir (Cizelge 3.4 ve
Cizelge 3.6). Konsantrasyon arttikga antifungal etki genel anlamda artmistir. 500 ppm
konsantrasyona sahip kitosan ve tiirevlerinin Candida albicans tiiriine karsi antifungal etkisi
degerlendirildiginde Cs i¢in %10 (Cizelge 3.4), OlcShCs icin %7.46’dir. 10000 ppm
konsantrasyonunda Cs i¢in %12 (Cizelge 3.4), OlcShCs i¢in %21°dir. Bu sonuglar elde edilen
kitosan tiirevinin Candida albicans tiiriine kars1 Kitosana gore daha iyi antifungal 6zellige sahip
oldugunu gostermektedir ve Palma-Guerrero ve arkadaslar1 [20] ve Zhong ve arkadaslar1 [115]

yapmis oldugu deneysel bulgular ile uyumludur.

Test edilen mikroorganizmalarin ¢esitleri antimikrobiyal cesitlilige sebep olmaktadir. Gram
pozitif bakterilerin kitosandan daha ¢ok etkilendigini ifade eden calismalar mevcuttur [105].
Gram pozitif bakterilerde yer alan teikoik asit posfat gruplari tarafindan negatif yiikli hale

getirilmigtir. Bu nedenle pozitif yiikli kitosan amin gruplart ile elektrostatik etkilesimler
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sergilemektedirler. Devlieghere ve arkadaslar1 [101] ve Chung ve arkadaslar1 [116] bu bulgularin
aksine gram negatif bakterilerin kitosandan daha ¢ok etkilendiklerini belirtmislerdir.

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin aksine mayalara kars1 antimikrobiyal aktivite, kitosan
duyarl1 ve kitosan direngli mayalara arasindaki farliliklar az duyulmaktadir. Ilk olarak kitosan
negatif yiiklii posfolipitler ile elektrostatik etkilesimler araciligi ile baglanir [20]. Hiicre mebrani
parcalandiktan sonra kitosan hiicre igerisine girebilmektedir. Bu durum DNA/RNA sentezinin

inhibisyonuna sebep olmaktadir ve protein sentezini bozar [117].

Kitosanin antimikrobiyal mekanizmasi farkli faktorler tarafindan etkilendigi icin, altinda yatan
mekanizmay1 aydinlatmak oldukga giictiir. En 6nemli faktorler ise mikroorganizmalarin g¢esitleri,
molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesidir [19]. Mikroorganizmalarin ¢esitleri kabaca 4 gruba
ayrilabilir; gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler, kitosan duyarli fungi ve kitosan
direncli fungi [20]. Fungi ve bakterilerin hiicre ylizeylerinde ¢ok reaktif olan kitosan gecgirgenlige
sebep olmaktadir [21]. Bu etkilesim genellikle elektrostatik olarak degerlendirilir [20] ve
bakterilerin hiicre yiizeyinde negatif yiiklii molekiiller ile kitosanin protonize olan amino
guruplarinin pozitif yiikleri arasinda meydana gelmektedir. Genelde hiicre ylizeyinin gegirgenligi
hiicre icerigi materyallerinin disariya sizmasi ile hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. Ancak kitosan
direngli fungi tiirleri i¢in hiicre mebranmin gecirgenligini arttiramamaktadir ve dis yiizeyde
kalmaktadir [20]. Kitosan duyarli fungiler i¢in bu durum aksinedir. Kitosan hiicre mebran
biitiinliiglinii baglanmas1 sonucu bozmaktadir ve hiicre i¢i materyallerin disar1 sizmasina sebep
olmaktadir. Kitosanin hiicre mebran biitiinliigiinii direngli fungi tiirlerinde bozamamasinin sebebi
hiicre mebran icerigindeki farkliliktan gelmektedir. Bu nedenle fungi tiirtinlin kendisinin hiicre
mebran bileseni kitosanin antifungal aktivitesini belirleyici bir etkendir. Agikg¢asi kitosan direngli
ve duyarli olmak iizere farkli bir fungi ailesine ait mayalar bulunmaktadir. Yag asiti igerigine
bagli olarak taksonomik bir siniflandirma fungiler igin bir kriter olarak ileri siiriilebilir [118]. Bu

tarz bir taksonami kitosanin anti fungal etkisini aciklamada veya tahmin etmede kullanilabilir.

Gram pozitif bakteriler i¢in kitosan peptidogligan tabakasina birlesik teikoik asit ile kovalent
olmayan baglanmalar gosterir. Bu teikoik asitler hiicre boliinmesi ve gram pozitif bakteri
fizyolojisinin diger durumlar1 i¢in 6nemlidir. Hiicre mebran boyunca mebran gecirgenligi ve
reaktivite 6zelligi kitosanin molekiiler agirlig ile iliskilidir. Ciinkii bazi bilim insanlar1 kitosanin

hiicre mebraninidaki porlardan daha biiyiik oldugu i¢in mebrani etkiledigini diisiinmez. Fakat 5
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kDa molekiiler agirhgindan daha diisiik kitosan DNA sentezini bloke ettigi Raafat ve arkadaslari
[119] tarafindan rapor edilmistir. Teikoik asitin etkisi Staphlococcus aureus bakteri tiirlerinde test
edilmistir. Bu calismaya gore teikoik asitin sentezinden sorumlu bazi genlerde mutasyon
olusturarak elde edilen mutant aureus ile yabanil tip S. aureus kitosana karsi direngliligi
karsilastirildiginda mutant tip daha direngli oldugu saptanmistir. Bu durum polikatyonik teikoik
asitlerin gram pozitif bakterilere karst antimikrobiyal aktiviteyi artirdigin1 gostermektedir [119].
Teikoik asitlerin fonksiyonlar1 kabaca 3 biiyiik gruba boliinebilir, ¢evresel strese karsi koruma,
enzim aktivitesinin ve hiicre zarindaki katyonik konsantrasyonun kontrolii, resoptorlere ve
yiizeylere hiicrenin baglanmasi. Biiyiik olasilikla kitosan teikoik asitler ile birlikte elektrostatik
etkilesimi teikoik asitlerin fonksiyonlarin1 bozar ve bu durum olasilikla hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olmaktadir. Diger katyonik bakterisidler de anyonik teikoik asitlerden dolay1
gram pozitif bakterilerde aktivite gdstermektedirler. Tiim bu durumalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda antimikrobiyal etkinin temel mekanizmasi teikoik asitlere ile birlikte
elektrostatik etkilesimler iligkilidir ve hiicre Oliimiine sebep olacak farkli fonksiyonlarin

kaybolmasi anlamina gelmektedir.

Gram negatif bakterilerde dig mebranda iki mekanizma aktif olduguna Bassi ve arkadaglar1 [120]
ve Mansilla ve arkadaslar1 [121] tarafindan 6ne siiriilmektedir. Mekanizmalardan birisi pH degeri
pKa degerinden diisiik oldugunda farkli katyonlarla birlikte kitosanin selatlama o6zelligi ile
iliskilidir [120]. Bu durum hiicre duvar biitiinliigiiniin dagilmasina sebep olabilir ve Ca*?, Mg*?
gibi 6nemli besinlerin almimii bozabilmektedir [19]. Ikinci mekanizma ise dis mebrandaki
lipopolisakkaritlerin anyonik kisimlari ile kitosanin etkilisimini igermektedir. Bu mekanizmalar
belirsizligini  siirdiirmektedir. Glinlimiiz ¢alismalar1  kitosanin i¢ mebrant pargaladigini
gostermektedir ki hiicre i¢i materyallerin sizmasina sebep olmaktadir [121]. Ayrica kitosanin
gram negatif bakterilerin hiicre mebrani1 boyunca gegebilecegi gosterilmistir [22, 121]. Bu durum
kitosanin DNA/RNA sentezi ile birlikte girisim gosterecegi ve hiicre igerisinde hiicresel yanitlari
tetikleyecegini gostermektedir. Sonug¢ olarak anyonik hiicre yiizeyi ve kitosan arasindaki
elektrostatik etkilesimler fungi ve bakterilere karsi kitosanin antimikrobiyal aktivitesini

belirlemede temel faktorlerdir.

Deasetilasyon derecesi 6nemli bir antimikrobiyal belirleyici faktordiir. Kitosan Kitinden asetil

gruplarinin uzaklastirilmasi sonucu elde edilmektedir. Boylelikle serbest amin gruplari agiga

50



¢ikmaktadir. Bu durum antimikrobiyal aktivite ile iliskilidir [122]. Byun ve arkadaslar1 [123]
yapmis oldugu calismada %81.56 DD sahip kitosan ile % 62.71 DD sahip kitosanin
antimikrobiyal etisi incelendiginde yiiksek DD kitosan daha iyi antimikrobiyal aktivite
gosterdigini rapor etmistir. Fakat Park ve arkadaslar1 [124] yapmis oldugu calismada %75 DD
kitosan % 90 DD ve %50 DD kitosana gore daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigini
saptamiglardir. Ayrica atmosferik sartlar altinda elde edilen diisiikk DD kitosanin E. coli, S. aureus
ve Candida albicans tiirlerine kars1 daha iyi antifungal aktivite gostermistir. Yine diisiik DD
kitosanin S. aureus i¢in iyi bir inhibitor oldugunu ifade eden ¢alismalarda bulunmaktadir [125,
126]. Bu sonuglar degerlendirildiginde Cs %75-85 DD’ye sahipken, deasetilasyon derecesi
serbest amino grubu ile dogru orantili olacagindan antimikrobiyal aktiviteyi artirici etki yapacagi
ifade edilebilir. Fakat kitosanin antimikrobiyal etkisi tek bagina deasetilasyon derecesi ile
belirlenmediginden bahsedilen diger parametreler de antimikrobiyal etkisini degistirmektedir.
Yapmis oldugumuz ¢alismada diisiik DD sahip kitosanin (Cs) oldukga yiiksek antimikrobiyal
aktivtesi goriilmistiir ve dnceki ¢aligmalar ile uyumludur [124-126]. Deasetilasyon derecesindeki
azalisin ¢esitli fungi tiirlerinin inhibisyonunu azalttigi Hirono ve arkadaslari [109] tarafindan
bildirilmistir. Bu durum inibit6r ajanin N-asetilkitosan olmadigi, aksine katyonik amin grubunun

ve karboksil grubunun inhbisyonda rol aldigi anlamina gelmektedir.

Yapilan ¢alismada modifiye kitosanin antitumor aktivitesi degerlendirildiginde; Kitosan tiirevinin
antikanser ¢aligsmalart MTT assay yontemi ile 10-1000 pg/ml araliginda farkli konsantrasyonlar
kullanilarak 24, 48, 72 saat inkiibasyon siireleri i¢in belirlendi. Sekil 3.16 HeLa kanser hiicreleri
tizerinde stotoksik etkisini gostermektedir. Cizelge 3.7 ise Sekil 3.16°da elde edilen veriler
kullanilarak IC50 degerleri hesaplandi. Artan inkiibasyon stiresine kars1 azalan IC50 degerleri ve
Hela kanser hiicreleri lizerinde modifiye kitosanin sistotoksisitesi hiicre bilylimelerinin zaman
bagimli ve konsantrasyon bagimli inhibsyon sergiledigini gdstermektedir. Mevcut ¢aligmamizda
Cizelge 3.7°de goriildiigii gibi 24 saat sonrasinda kitosan tiirevinin IC50 degeri 81.57 + 5.30
ug/ml olarak belirlenmistir [127].

Wang ve arkadaslar1 [51] tarafindan yapilan deneysel caligmada kitosan temelli olmadan
sentezlenen 3 ve 6- siilfatidin B16F10 kanser hiicrelerinin adezyonunu, gé¢ etme durumunu ve
istila durumunu azalttigin1 ancak 25 uM ve 75 uM konsantrasyonlarinda higbir sitotoksik etki

gostermedigi, FAK, Akt, Erk aktivasyonunu azalttigi, a5 ve B1 protein ekspresyon seviyelerini
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azalttigi, deneyleri siilfat icermeden gerceklestirildiginde ise kanser hiicrelerinin gé¢ etmesi,
yayilmasi ve tutunma durumlarinda herhangi bir azalma olmayisin siilfatlamanin énemli roliinii
ortaya koydugu ve siilfatit yapilarin kanserin gé¢ etmesinin engellenmesinde 6nemli bir ilag

aday1 olabilecegini Wang ve arkadaslar1 vurgulamaktadirlar.

Abedian ve arkadaslar1 [128] yapmis olduklari ¢alismada 600-800 kDa biiyiikliigiinde biiyiik
molekiiler agirlikli kitosan ve 100-300 kDa biiytlikliglinde diisiik molekiiler agirlikli kitosan
HeLa kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde konsantrasyon bagimli hiicre
biyokiitlesinde azalma gézlemlemislerdir. Kanser hiicreleri normal hiicreler ile kiyaslandiginda
gorece olarak daha cok negatif yiikliidiir ve kitosaninin amino gruplart ile kolay reaksiyon
verebilmektedir [129]. Farkli kanser hiicre hatlar1 iizerinde kitosan tiirevlerinin etkisine litaratiir
[130] igerisinde bakildiginda kitosan temelli sentezlenen nanopartikiillerin HepG2 kanser
hiicreleri iizerine 100, 50, 25, 12.5, 5 pg/ml™* uygulandiginda sadece 100 pug/mli konsantrasyonu
48 saat sonra HepG2 hiicrelerinin %12’si kadarmi ldiirmiistiir ve IC50 degeri 239 pg/mi? olarak
saptanmistir.

Ister negatif yiiklii ister pozitif yiiklii olsun, artirilmis net yiikiin sitotoksik etkiyi artirdigini ileri
stiren Huang ve arkadaslar1 [131] yapmis olduklari ¢alismada, kitosan temelli sentezlenen dort
fakli kitosan tiirevlerinin (COS (kitosan oligosakkarit), QCOS (Quarternize amino kitosan
oligosakkarit), CCOS (karboksil kitosan oligosakkarit), SCOS (siilfatlanmkis kitosan
oligosakkarit)) HeLa, Hep3B, SW480 hiicre hatlarina kars1 sergilemis olduklari sitotoksik etkide
QCOS ve SCOS tiirevleri HeLa ve SW480 hiicreleri lizerine artan konsantrasyonlara bagli olarak
benzer sitotoksik etki sergilediklerini rapor etmislerdir. HeLa hiicre hatti {izerine QCOS ve SCOS
tirevlerinin IC50 degerleri sirayla 450 ve 200 pg/ml olarak belirlenmistir. Kendi yaptigimiz
calismada ise bu deger 81 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuglara bakilarak bizim
sentezledigimiz siilfatit benzeri molekiiliin HeLa hiicrelerine kars1 daha ¢ok toksik oldugu anlami
cikarilmaktadir.

Lee ve arkadaslar1 [132] yapmis olduklar1 ¢alismada kitosan tiirevlerinin HeLa kanser hiicreleri
tizerinde etkileri incelendiginde IC50 degerleri sirastyla gNH2-chitosan, DEAE-chitosan,
gDEAE-chitosan 118 +15, 72 £12, 31 +4 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu durum net elektrik
yiikii ve hidrofobite sitotoksik aktivite ile iligkili oldugunu sdylemektedir. Lee ve arkadaslart
[132] yapmus olduklar1 ¢alismada artirilmis hidrofobitenin sitotoksik etkiyi artirmis olmasi, kendi

deneyimizde sentezlemis oldugumuz siilfatit benzeri molekiiliin de oleik asit igermesinden dolay1
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hidrobobik bir karakteri vardir ve sitotoksik ac¢idan etkisinin olmasi Lee ve arkadaslar1 [132]
tarafindan rapor edilen sonuglar ile uyumludur. Ciinkii hidrofobik yapi1 kanser hiicrelerinin
yiizeyindeki fonksiyonel kalintilarla reaksiyon vermesinden kaynaklanmaktadir. Bu tiir
hidrofobik etkilesimler polimer ylizeyindeki anyonlarin ¢okelmesine sebep olabilir. Her nekadar
antitimor etkisinde pozitif yiiklii polimer yiizeyi ile negatif yiikli kanser hiicre yiizeyleri
arasindaki elektrostatik iyonik etkilesimlerden kaynaklansa bile tiimor hiicre yiizeyi ve kitosan
materyali arasindaki hidrofobik etkilesimleri gibi ikincil baglanma giicleri de antitimor aktiviteyi

etkilemektedirler.

Sonug olarak basarili bir sekilde sentezlenmis ve alanindaki onciil makalede yayinlanlanarak

litaratiirdeki [127] yerini alan kitosan tiirevi;

1-Staphlococcus epidermidis ve Bacillus subtilis bakterilerine kars1 antibakteriyal etki gosterdigi

belirlenmistir.

2- Candida albicans tiirline kars1 antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.
3- HeLa kanser hiicrelerine kars1 da sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
4-Avantajlar1 ve dezavantajlar belirlenmistir.

5- Kanserin metaztazin1 6nlemek amaciyla ilk kez siilfatit yapiy1 taklit eden kitosan temelli oleik

asit siilfatitin sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
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EKLER

EK-1

KULLANILAN KIMYASALLAR

KULLANILAN CIHAZLAR

Kitosan Evaperatdr

HCISOs Liyafilizator

EDC Santrifiij

FA Otoklav

Aseton Etiiv

Asetik Asit Hassas Terazi
Dietileter Kaba Terazi
Amonyak Calkalamali Etiiv
Metanol Spektrofotometre
Etanol Ph Metre

NHS Magnetik Karistirict
N,N- Dimetilformamid Buzdolab:

Oleic Asit Buz Makinasi
Distile Su Distile Su Cihaz1
HCI NMR

NaOH FTIR

LB DSC

Agar SEM

Formamid Ceker Ocak (Kabin)
DMEM Mikroskop

RPMI Hiicre Kiilttir Kabini
Tripsin S1vi Azot Tanki
FBS Karbondioksit Etiivii
Penicilin

Gliserol

H,SO,

MTT

NaCl

DMSO

CO;

EK-2

DENEYSEL CALISMADA KULLANILAN MIKROORGANIZMALAR
E. coli Escherichia coli CICC 21524

B. subtilis Bacillus subtilis ATCC 21332

C. albicans Candida albicans ATCC 60193

S. epidermidis Staphlococcus epidermidis ATCC 12228
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