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ONSOZ

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar i¢in
ilging bir materyal olarak yerini korumaktadir. Kitine gore bir¢ok avantaja sahip olan
kitosan basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak tizere bircok endiistri
dalinda kullanim alani1 bulmustur.

Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan, canlilara kars1 toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak pargalanabilirligi,
biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimmdan diger biyopolimerlere gore
iistiin 6zellikler gostermesi nedeniyle bir¢ok endiistri dali icin uygun bir maddedir.

Kitosanin bir ¢ok petrokimyasal olan ve olmayan monomerlerle bilesikleri
hazirlanmis ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir.

Ilgili literatiirlere dayanarak yaptigimiz tez ¢alismasinda, kitosan ve bazi kitosan
as1 kopolimerlerin in vitro olarak antitiimor ve antioksidan 6zellikleri arastirilmistir.

Ilgili bilgiler 1513inda yapilan bu tezi hazirlamamda yardimlarmi esirgemeyen
degerli hocam Yrd. Do¢. Dr. M. Miirsit TEMUZ’e tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg
bilirim.

As1 kopolimerlerin hazirlanmas1 ve karekterize edilmesinde desteklerini
esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Nevin CANKAY A’ya, Ars. Gor. Dr. Zuhal KARAGOZ ve
Seyma ACAR’a tesekkiir ederim.

Ayrica biyolojik aktivite ¢caligmalarimizdaki yardimlarindan dolay1, Ars.Gor. Dr.
Serhat KESER, Naci ALAYUNT ve Sibel SELCUK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismay:1 destekleyen Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Destekleme Birimi’ne (Fiibap. FF.11.37) tesekkiir ederim.

Aragtirmalarim sirasinda bana her tiirlii destegi veren, caligmalarim stiresince
gostermis olduklar1 sabir ve desteklerden dolayr aileme ve arkadaslarima da

tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Bu c¢alismada toz kitosan bazi vinil monomerleriyle atom transfer radikal
polimerizasyonu yoluyla asiland.

Bu yontemle, kitosanin primer OH gruplar1 dnce klorasetilkloriirle reaksiyona sokuldu.
Sonra klorasetil gruplu kitosan makrobaslatici olarak kullanilip CuBr/1,2-dipiperidinoetan
katalizor  sistemi yaninda metakrilamit (MAM), diasetonakrilamit (DAAM), 4-
nitrofenilakrilamit (NFAA), hidroksietilmetakrilamit (HEMA) ile asilandu.

As1 kopolimerleri element analizi ve IR teknikleriyle karakterize edildi.

Biitiin kopolimerlerin termal kararliliklar1 ve termal gegisleri termogravimetrik analiz
(TGA) ile incelendi. Ayrica kitosandan elde edilen as1 kopolimerlerin in vitro antioksidan ve

antitiimor 6zellikleri belirlendi ve sonuglar tartigild.

Anahtar Kelimeler : Kitosan, As1 Kopolimer, Atom Transfer Radikal Polimerizasyon



SUMMARY
Grafting and Studying of Some Biological Properties of Chitosan

In this study, powder cithosan was grafted by using atom transfer radical graft
copolymerization, with some vinyl monomers.

In the former, prymer OH groups of powder cithosan was first reacted with
chloroacetylchloride. Then by using cithosan with chloroacetyl group as macroinitiator,
it was graft with methacrylamide (MAM), diacetone acrylamide (DAAM), 4-
nitrophenyl acrylamide (NFAA), hydroxyethyl methacrylamide (HEMA) in the
presence of CuBr/1,2-dipiperidinoethane as catalyst system.

The graft copolymers were characterized by elementel analysis and IR
techniques.

Thermal stabilities and thermal transition temperatures of all the graft
copolymers were investigated by thermogravimetric analysis (TGA). In addition, in
vitro antioxidants and antitumour properties of graft copolymers obtained from cithosan

were determined, and the results were discussed.

Key Words : Chitosan, Graft Copolymer, Atom Transfer Radical Polymerization
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1. GIRIS
1.1. As1 Kopolimerlerinin Tanimi ve Yapisi

Bir polimer ana zincirinin zincir sonlar1 disinda belirli yerlerine bagka tiir
monomer katilarak, buralarda yeni zincirler meydana getirmesiyle as1 (graft)
kopolimerler elde edilir. Bunlarin elde edilmesi i¢cin degisik kimyasal tepkimeler
kullanilir ve genellikle asilanacak monomerin 6zelliklerine gore bir tepkime cesidi
secilir [1].

Ana zincirde ve yan zincirlerde yer alan monomer tiirlerinin sayisina bagli
olarak, cok degisik yapilarda as1 kopolimerler elde etmek miimkiindiir. Ana zincir
birden fazla monomer c¢esidi igerirken, yan dallar da degisik tiirde monomerler

icerebilir.

wene. AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA oo Asilanmis blok kopolimer

: :

sollvelvelivvRlvo)
vollvelveliveRive)

Sonugta hem ana zinciri hem de yan zincirleri degisik monomerlerden olusan bir
as1 kopolimer elde edilir. Ana polimer zincirinde ve yan zincirlerde yer alan monomer

cesidi arttikca cok daha karmasik yapili as1 kopolimerler olusur.

OO O

oo AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA i

S veliveRivelivsRivsRiov



Bir polimer zincirindeki dallanmalar, yan dallarin cinsi, boyu ve baglanma
yerleri kontroledilebildigi taktirde, o oplimere ¢ok degisik ve yeni bir takim 6zellikler

kazandirir [1].

1.2. As1 Kopolimerlerinin Elde Edilmesi

As1 kopolimerlerinde bir polimerin ana zincirine farkli bir polimer zinciri, zincir
sonlar1 disinda bir yerden baglanmustir. Iki ayr1 tiir polimer zincirinin, zincir sonlarmdan
birlesmesi blok kopolimer yapisina yol agar. As1 kopolimerleri bilinen bir¢ok yontemle
(geleneksel yontemler) ve son yillarda polimer sentezinin en biiyiik yeniligi olan atom
transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yontemiyle elde edilebilir.

1.2.1. Geleneksel Yontemler

As1  kopolimerler, bir polimer yaninda baska tiir bir monomerin
polimerizasyonuyla elde edilebilir. Bu kosullarda polimerizasyon sonunda ortamda
asillanmamis polimer, asi kopolimer ve asilanan monomerin homopolimerinin
bulundugu bir karigim olusacaktir. Karisim, homopolimerleri ¢dzebilen uygun
coziiciilerle yikanarak as1 kopolimer ayrilir. Karigimdan as1 kopolimerin ¢oktiiriilerek
ayrilmasi bir bagka yontemdir.

As1 kopolimerler bilinen ¢ok degisik yollarla sentezlenebilir. Asagida bazi 6rnekler
verilmistir [2].

Capraz bag vermeye yatkin polimerlerin bir monomer yaninda iyonlastirici
isinlarla etkilestirilmesi as1 kopolimer verebilir. Polimerizasyon ortaminda c¢ogu kez
asilanan monomerin homopolimeri de olusur. Poli (etilen-g-stiren) kopolimerinin
sentezi, bu yaklasima bir Ornektir. Isin etkisiyle polietilen zincirinden hidrojenler
homolitik kopar ve polietilen zincirleri lizerinde kalan radikallere ortamda bulunan

stiren molekiilleri yan dal halinde art arda katilir.

H,C——CH %
% X CH—CH,——CHwwww
(|:H2 iyonlastirici 1sin (|:H - (|:H
> - 2
CH, S gz %
Polietilen Poli(etilen-g-stiren)



Herhangi bir monomerin radikalik katilma polimerizasyon ortamda bulunan
baska tiir bir polimer varliginda yapilirsa, polimere zincir transferi sonucu diger polimer
zincirleri iizerinde aktif merkezler olusabilir. Ornegin, polibiitadien yaninda stiren
polimerlestirilirken, aktif polistiren zincirleri polibiitadien zincirlerinden hidrojen
kopararak asilama i¢in uygun merkezler olustururlar. Daha sonra bu aktif merkezlere

stirenin katilmasi ile poli(biitadien-g-stiren) elde edilir.

‘N\/\N\N\N\N\MCH.———CH:CH—CHZ»NVWV + nH,C—CH WVWWCH CH=—=CH—CHy™w

CH2 CH
Polibitadien
Stiren

Poli(butadien-g-stiren)

Zincir transfer tepkimeleri poli(etilenteraftalat) lifleri {izerine yapilan
asilamalarda da etkin olabilir. Poli(etilenteraftalat) {izerine yapilan elektron spin

rezonans caligmalar1 bu polimerin asagida yapilar1 verilen iki radikal tiirii verdigini

—o—CHz—CHz—o—C——Q‘ﬁ—

o 0

—o—CHz—CH'—o—C——Q‘ﬁ—
a 0

Poli(etilenteraftalat) liflerin bulundugu bir ortamda akrilamit, akrilikasit, stiren

gostermistir.

gibi monomerlerin polimerizasyonu yapilirsa, zincir transferi tepkimeleriyle olusacak
yukaridaki asilama noktalarma monomerler katilwr. Daha sonra lifler uygun bir
¢oziiciiyle yikanarak asilanan monomerin homopolimeri uzaklastirilir.

Katyonik polimerizasyon yontemi de asi1 kopolimer sentezinde kullanilabilir.
Stiren, AICl; yardimiyla poli(vinilkloriir) ilizerine asagida gdosterildigi gibi katyonik

mekanizma tlizerinden asilanir.



HC‘)—CI + n H,C——CH AlCls HC——CH,—CHwwwaw

CH, CH,

: :

Poli(vinil klortr)
Poli(vinil kloriir-g-stiren)

Akrilonitril’in, poli(p-klorstiren) {izerine anyonik polimerizasyon ydntemiyle
asilanmas1  poli(p-klorstiren-g-akrilonitril) kopolimeri verir. Anyonik baslatic

sodyumnaftalin, ¢6ziicii tetrahidrofuran’dir.

+

]
WWWWACH,— CHWWwwwww 4 H,C——CH > CH—CH
Cozlict THF
CN
Cl HyC—CHwwww

Poli(p-klorstiren) CN

Pamuk, nisasta, jelatin, seliiloz ve jiit gibi dogal polimerler iizerine de yogun
asillama c¢alismalar1 yapilmistir. Arastirma sonuclart seliilloz tizerindeki asilama
merkezlerinin zincir transferiyle degil, daha ¢cok baslaticidan olusan serbest radikallerin
dogrudan seliilozdan hidrojen koparmasiyla olustugunu gostermistir.

H,0,-Fe™ redoks baslatici sisteminden olugan OH" radikalleri asagidaki
tepkimeyle seliilozun hidroksil gruplariyla etkilesir ve seliiloz zincirleri tizerinde aktif
merkezler olusturur. Ortamda ayrica bir vinil monomeri bulundugundan bu aktif

merkezler lizerinden asilama gerceklesir.

OH ||—| OH
0 R
CHOH CHCH

Yeni bir vinil monomeri olusumu i¢in polimer zincirinde ¢esitli modifikasyon
islemleri yapilarak zincir tiizerine istenilen oranlarda polimerlesebilen monomer

baglanir. Polimer iizerinde olusan monomer as1 merkezleri durumundadir.



Polimerdeki vinil grubu, geleneksel serbest radikal polimerizasyonuyla AIBN
gibi bir baslatic1 kullanilarak bu yontemle polimerlesebilen herhangi bir monomerin

polimerizasyonuyla as1 kopolimerler elde edilir.

OH OH
T
i + (CH)3CO K'————> wwwwe + O =0,
a
CH,OH CHOK
oH OH
MWW +HQC:CHR M s
'cl) 'CH3 O@—g——b -CHRwww
CHOC—C=CH, CHOC—C—CH,
i

1.2.2. Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) Yontemi

Son zamanlarda bazi arastirmacilar ¢esitli organometalik tlirevlerinin varliginda
kontrollii radikal polimerizasyonuna (CRP) yonelik yeni gelismeler sagladilar [3]. CRP
metotlarmin  en 1yi Ornegini atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)
olusturmaktadir [4]. “Atom Transfer Radikal Polimerizasyon” ilk kez 1995’de
Matyjaszewski ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmis ve gecis metali komplekslerinin
varliginda polistirenin kontrollii sentezi ile tanimlanmistir [5].

Atom transfer radikal polimerizasyonu, transfer edilebilir bir halojene sahip bir
alkil halojentir ile baslatilan ve bir gecis metali (Cu, Fe, Ni, Pd, Pt, Ru) ile uygun bir
ligandin olusturdugu komplekslerle katalizlenen, deaktif tiirler (RX) ile biiyliyen zincir
radikalleri (Re) arasinda dinamik bir dengenin kuruldugu kontrollii ve yasayan
karakterli bir polimerizasyon teknigidir [6]. ATRP yontemi kullanilarak stiren, akrilat,
metakrilat, akrilamit, metakrilamit ve akrilonitril gibi biiyliyen radikalleri stabilize
olabilen genis bir monomer kitlesinin polimerlestirilmesinde [7] ve random kopolimer
[8], blok kopolimer [9], graft kopolimer [10], star kopolimer [11] gibi fonksiyonel
kopolimerlerin sentezlenmesinde ayrica kullanilmaktadir. ATRP i¢in genel bir

mekanizma asagida gosterilmistir.



Ka

R-X + M"Y /Ligand —  Re + X-Mt"'-¥/Ligand
B 5 ek
\-"'-._kq
\jM
— ‘A i
P R-R/RT&RT
“ogalma
Sonlattma

Sentetik polimerlerin eldesinde radikal polimerizasyon en 6nemli yontemlerden
biridir. Radikal polimerizasyonun ticari basarisinin birka¢ temel sebebi vardir [12].

I- Cok sayida monomer radikal yolla polimerlesebilir. Hemen biitiin olefinik
monomerler radikalik yolla  homopolimerler veya kopolimerler
olusturabilirler. Ciinkii, hidroksil, asit, amino vb. pek cok grup radikalik
olarak biiyiiyen tiirleri pek etkilemezler.

2- Muhtelif monomerler arasinda kolayca kopolimerizasyon olabilir. Ozel
sartlar pek gerektirmez, sicaklik, ¢oziicii ve ortamin sartlar1 (sadece oksijent
uzaklastirmak yeterlidir) kolayca ayarlanabilir.

3- Radikal polimerizasyon saf monomer ic¢inde, sulu siispansiyonda,
emiilsiyonda, dispersiyonda ve bagka ortamlarda yapilabilir.

Bununla beraber iyonik proseslerle karsilastirildiginda radikal polimerizasyonu
sinirlayan durumlar da vardir. Anyonik ve son zamanlarda katyonik polimerizasyon,
onceden 1yi tahmin edilmis molekiil agirlikli ve diisiik heterojenlik indisli polimer ve
kopolimerlerin sentezine imkan saglar. Iyonik polimerizasyonlarin temel avantaji blok
ve as1 gibi diizende kopolimerlerin sentezlenebilmesidir. Bunlar mikrofaza ayrilabilirler
ve termoplastik elastomerler, iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, dagiticilar,
yaglayicilar, viskozite ayarlayicilar, 6zel katkilar vb olarak kullanilabilirler. Bu
maddeler bagil olarak hizli bir baglamadan sonra sadece zincir biiyiimesi ile yasayan
polimerizasyonla elde edilirler. Bunlarda transfer ve sonlanma tepkimeleri ihmal
edilebilir. Ancak maalesef iyonik polimerizasyon ¢ok az monomerle sinirhidir. Ayrica
¢ok kuvvetli kurutma, ¢ok diisik sicaklik (6rnegin —70°C) gibi etkin sartlar, iyi bir
coziicii segimi gereklidir. Diger taraftan son zamanlara kadar iyi tanimlanmis polimer
ve kopolimerleri radikal metotlarla hazirlamak miimkiin degildi ve sadece iyonik yol
kullanilabilirdi. Ciinkii, radikal polimerizasyonda biiyliyen radikaller arasindaki

kacmilmaz olarak sonlanmalar vardi. Geleneksel radikal sistemlerde sonlanmay1 en aza



indirmek i¢in, radikallerin peroksit ve diazo gibi uygun baslaticilarin termal veya foto
parcalanmayla yavas ve siirekli olusumlar1 saglanir. Bu yaklasim kismen tanimlanmis
yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin sentezine yardim etmesine ragmen blok
kopolimer sentezine yardim etmez. Son zamanlarda, iyonik reaksiyonlardan daha az
Ozel sartlar gerektiren fakat i1yi tanimlanan polimerler veren teknikler gelistirme
yoniinde onemli istekler ve c¢abalar vardi. Bu amacla radikal polimerizasyon, kolay
saglanan reaksiyon sartlar1 ve monomerlerin kolay polimerlesebilirligi acisindan iyi bir
se¢imdir.

Radikal polimerizasyonu kontrol etmek ve nicel baslamay1 saglamakla beraber
biiyliyen zinciri durduran tepkimenin katkisini baski altina almak i¢in ¢esitli yaklagimlar
vardir. Bunlarm hepsi biiyliyen serbest radikaller (k, serbest radikal biiylime hiz sabiti)
ve Olii tiirler (yani aktivasyon, k,, ve deaktivasyonu, kg, dengelenen tiirler) arasinda
dinamik bir denge kurar. Yasayan polimerizasyon kavramiyla dogal olarak ortiismeyen
kacmilmaz sonlanmanin varligindan dolay1 yasayan radikal polimerizasyonundan
ziyade bu tepkimenin, kontrollii radikal polimerizasyonu olarak siniflanmasi tercih
edilir: Radikal polimerizasyonun kontrolii i¢in ii¢ yaklasimin basarili oldugu goriiliir:

1- ik yaklagim, biiyiiyen bir radikal ve daha az reaktif bir radikali (pesistent
veya kararli serbest radikal) tersinir olarak saglayan zayif bir kovalent bagin termal
homolitik ayrigmasini saglamadir. Persistent radikallere pek ¢ok 6rnek vardir fakat, en
basarili olanlar nitroksitler, triazonil radikalleri, tritil gibi bazi hacimli organik

radikaller ve organometalik tiirlerdir.
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Persistent veya kararl radikal polimerizasyonu
(M=muonomer)

2- Diger bir yaklasim, bir redoks islemi sirasinda aktif olmayan tiirlerdeki
kovalent bagin katalizlenmis tersinir ayrigmasini esas alir. Polimerizasyonu kontrolde
anahtar basamak, bliyliyen zincir ve bir katalizOr arasindaki atom (veya grup)

transferidir. Bu nedenle atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) adin alir.
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Atom transfer radikal polimeriz asyon{ATRFI(M=manomer)
(Mt =metal, m=metalin yiki, L=ligant, z=ligantin sayisi}



3- Ugiincii yaklasim, ¢ok diisiik derisimlerde mevcut biiyiiyen radikaller ve
aktif olmayan tiirler arasindaki termodinamik olarak notral bir de§ismeyi esas alir. Bu
bozulmus transfer olaymni alkil iyodiirler ve ayrica doymamis metakrilat esterleri ve

tiyoesterler yaparlar. Son ikisi katilma-ayrilma ile yiiriir.
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Termodinamik olarak nétral dedismeyle polimerizasyon
(M=manomer)
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Basarili bir ATRP olayi ¢esitli gerekleri yerine getirmelidir:

1) Polimerizasyonun baslarinda baslatict tiikkenmelidir ve donlisen monomer
derisiminin  ortama konan baslatict derisimine orani ile Onceden belirlenen
polimerizasyon dereceli polimere yol acan biiyliyen zincirleri {retmelidir
(DP=AM/[1]o ).

2) Diisiik heterojenlik indisli polimerlerin sentezi i¢in bir aktivasyon basamagi
boyunca katilan monomer molekiillerinin sayisi1 kii¢iik olmalidir.

3) Son olarak, yiiksek derecede u¢ fonksiyonlu polimerler elde etmek ve blok
kopolimer sentezine imkan saglamak icin zincir biiylimesini durduran (transfer ve

sonlanma) tepkimelerin ihmal edilebilir diizeyde olmasi gerekir.



1.2.3.Dogal Karbonhidrat Polimerler
Dogal polimerler, dogada kendiliginden olusan polimerlerdir. Canlilarin

hareketlilik, yaslanma, duyu gibi Ozelliklerinden sorumlu olan bu polimerlere
“biyopolimerler” denilir.

Dogada en ¢ok kullanilan ve bulunan biyopolimerler polisakkaritlerdir.
Polisakkaritler zincir uzunluklarina, anomerik konfiglirasyonlarna, monosakkarit
birimlerine ve D- ya da L- konfiglirasyonunda olmalarma gore smiflandirilirlar.
Polisakkaritlerin fizikokimyasal 6zelliklerini zincir konformasyonu ve molekiiller arasi
birlesme etkilemektedir. Polisakkaritlerin yapisindaki atomlarin diizeni, molekiil i¢i ve

molekiiller aras1 kuvvetlerden etkilenmektedir [13].

1.2.3.1. Seliiloz

Seliiloz molekiilleri (CsH1(Os), formiiliine sahip anhidroglukoz birimlerinin ug
uca eklenmesiyle olusmustur. Bu birimlerin sayisina “polimerizasyon derecesi” (DP)
denir ve birbirlerine 1,4-B-glikozidik baglarla baglanmis olup, her iki birimden birisi
digerine gore 180 °C’lik bir doniisle baglanmistir. Bunun sonucu olarak da gerilimsiz
lineer bir yap1 ortaya ¢ikmaktadir. Polimerler, tekrar eden monomerlerden olusan zincir
halindeki molekiillerdir. Molekiiller bir arada bir takim c¢ekim kuvvetleri sayesinde
dururlar. Seliiloz molekiiliindeki her glukoz birimi iki adet sekonder alkol grubundan ve
bir adet primer alkol grubundan olusan ii¢ serbest hidroksil grubu tasir. Bu hidroksil
gruplar1 2., 3. ve 6. Karbon atomlarina baghdir. Seliiloz molekiiliindeki alkol gruplari;
alkolat olusumu, ester olusumu ve yiikseltgenme gibi tipik alkol reaksiyonlar1 verirler.
Bu gruplar selillozun su emicilik 6zelliginden sorumludurlar. Her yiliz veya daha fazla
glukoz biriminde yaklagik bir adet karboksil grubu vardir. Bu gruplar seliillozun
iyonizasyon katsayisi yaklasik 2x10™* olan zayif bir baz monobazik asit olarak hareket
etmesine yetecek sayida vardwr. Seliiloz birimlerinde reaksiyon verebilecek ii¢ serbest
hidroksil grubu vardir. Sekil 1.1.’de seliilozdaki serbest hidroksil gruplar1 gosterilmistir
[14].
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Sekil 1.1. Seliilozun kimyasal yapisi

1.2.3.2. Nisasta

Nisasta, bitkiler tarafindan sentezlenebilen ve dogada yaygin olarak bulunan bir
maddedir. Baslica kaynaklar1; bugday, patates, piring, misir, tapiako, sago, kassava vb.
bitkilerdir. Nisastanin endiistriyel olarak kagit, yiyecek, tekstil, farmakoloji ve
biyomateryal alanlarinda ¢ok genis bir uygulama sahasi1 vardir.

Nisastanin tanecik boyutlar1 sentezledigi bitkisel kaynaga gore 0.5 ile 175 pm
arasinda degismektedir. Ayrica taneciklerin sekli de farklilik gostermektedir [15].

1.2.3.3. Kitin

Kitin kelimesi, Yunanca kokenli olup tirnak Ortiisii anlamina gelen “chiton”’dan
tiremistir. Kitin suda ve karada yasayan (yenge¢, karides, solucan, eklembacaklilar)
canlilarin ve mantarlarm yapisinda bulunan dogal bir polisakkarittir. Doga’da
selillozdan sonra en ¢ok bulunan polisakkarit kitindir. Yapisal olarak kitin seliillozun
tiirevlenmis haline benzer. Selillozun C2’deki hidroksil (OH) grubu yerine asetamid
(NHCOCH3) grubu gelmistir. Kitinin kimyasal ismi poliasetilaminoglikoz’dur.
Kimyasal formiilii de (CgH;3NOs), seklindedir. Molekiil agirligi birim basma 203
gr/mol’diir. Diinya’da yillik kitin iiretiminin yaklagik 150000 ton civarinda oldugu
belirtilmektedir. Kitin iiretiminde en fazla kullanilan deniz kabuklusu karides, yenge¢
ve 1stakoz kabuklaridir. Kitin; konsantre HCI asit, H,SO4 asit ve ¢ok soguk CH;COOH
asit igerisinde c¢oOziinlir. Ancak su, seyreltik asit, alkali ve organik c¢oziiciilerde
coziinemez. Kitindeki amino gruplarmin varligi farkl biyolojik islevsellikler saglamasi
ve modifikasyon reaksiyonlarinin yiiriitiilmesi i¢in oldukc¢a yararlidir. Bu yiizden kitinin

bircok alanda seliilozdan daha yiiksek potansiyele sahip olacagi diistiniilmektedir. Kitin;
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biyolojik bozunabilirlik, biyolojik uyumluluk ve biyolojik aktiflik gibi 6zellikleri olan
ozel bir biyopolimerdir [16].

HOH,C
9 HOH,C
HO 0 9 HOH,C
NH O HO o o)
\fc::o NH HO o~
HC Cc=0 NH
HaC \!c:o
H,C

Sekil 1.2. Kitinin kimyasal yapisi

1.3. Kitosan

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar igin
ilging bir materyal olarak yerini korumaktadir. Kitine gore bircok avantaja sahip olan
kitosan basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak tizere bircok endiistri
dalinda kullanim alan1 bulmustur [17].

Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan, canlilara kars1 toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak parcalanabilirligi,
biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimmdan diger biyopolimerlere gore
istiin 6zellikler gostermesi nedeniyle birgok endiistri dali i¢in uygun bir maddedir

[18,19].
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Sekil 1.3. Seliiloz (a), kitosan (b) ve kitinin (c) kimyasal yapilar1
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Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil
gruplar1 ile amin (C-2) grubu olmak iizere toplam ii¢ tane reaktif gruba sahiptir. Bu
reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin
mekaniksel ve fiziksel 6zellikleri ile ¢oziintirliigiinii degistirmektedir [20].

Kitosanin 6zelliklerine etki eden parametreler; deasetilasyon derecesi, molekiil
agirhigl, viskozite, ¢oziiniirliik ve renk seklinde siralanabilmektedir.

Kitosan, katyonik yapisi sayesinde pH<6 ortaminda bazi ¢dzeltilerde kolayca
coziinebilmektedir. Diger yandan, inorganik asitler igerisinde kitosanin ¢oziintirligi
oldukea diisiiktiir. Kitosanin ¢ozlinmesi amaciyla genellikle asetik asit, formik asit ve
laktik asit gibi organik asitler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan
cozgen asetik asittir. Kitosanin ¢oziinlirliiglinii  etkileyen sicaklik, ¢6zgen
konsantrasyonu ve partikiil biiyiikliigii gibi bir¢cok parametre bulunmaktadir. Yapilan
arastirmalar iy1 bir ¢dziiniirliik icin kitosanin en az % 75-80 deasetilasyon derecesine
sahip olmasi1 gerektigini gostermistir [21].

Kitosanin ¢oziiniirliigii, kimyasal modifikasyonlari, film veya lif olusumu gibi
kullanimlar1 agisindan da olduk¢a 6nemli bir parametredir.

Kitosan giinimiizde tiptan gidaya, ziraattan kozmetige, eczaciliktan atik su
aritimina ve tekstil sektoriine kadar sayisiz alanda kullanilabilmektedir.

Kitosan, biyolojik aktivitesinin c¢oklugundan dolayr bir¢ok arastirma ve
uygulamaya konu olmustur. Ozellikle yara tedavisinde doku saglanmasi i¢in kitosan
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay deri, cerrahi dikis
iplikleri, yapay kan damarlari, kontrollii ila¢ salimi, kontakt lens yapimi, yara bandi,
sarg1 bezi, kolestrol kontrolii (yag baglayici), tiimor inhibitori, antifungal, antibakteriyal
ve hemostatik etki gostermesi vb. seklinde siralanabilmektedir [22].

In vivo testler, kitosanin insan viicuduna herhangi bir yan etkisi bulunmadigini
gostermistir. Kitosan, tablet olarak kullanilmasi halinde tiikiiriik veya midede bulunan
lipaz enzimi tarafindan pargalanabilmektedir. Parcalanma sonucunda amin sekerleri gibi
toksik 6zellikte olmayan tiriinler agiga ¢ikmaktadir.

Kitosan diger yandan kolestrol diisiiriicii etkiye de sahiptir. Polikatyonik yapis1
nedeniyle negatif yiiklii lipidler ile etkilesime girerek kolestrolii diistirmektedir [23].
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Berger J. ve dig. [23], biyomedikal uygulamalarda kitosan hidrojellerinin
kullanilabilirligini arastirmislardir. Hidrojel yapimmda en fazla kullanilan capraz
baglayicilar, glioksal ve glutaraldehittir.

Glutaraldehit, kitosanin amin gruplarma imin grubu iizerinden baglanmaktadir.
Bu tip dialdehitler herhangi bir aditif olmadan dogrudan reaksiyon gergeklestirebilme
ozelligine sahiptir. Ayrica, ¢apraz baglayict olarak; dietil squarat, oksalik asit veya
genipin de kullanilabildigi ifade edilmektedir. Kovalent bagli hidrojeller, implantlar
veya bandaj yapiminda kullanilabilirken, iyonik bagli hidrojeller 6zellikle ilag salinim
sistemlerinde uygun kullanim alanmi bulmustur. Kitosan, toksik ozellikte olmamasi,
cevreye zarar vermeden biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikte olmasi ve viicut
icerisinde, tamamen zararsiz Uriinlere (amino sekeri) parcalanmasmdan Gtiirli herhangi

bir yan etkisi de bulunmamaktadir [23].

(a) Kitosamn kendi icinde capraz baglamasi (b) Polimer agi

Sekil 1.4. Kitosan hidrojellerin yapist (kovalent bag, pozitif yiiklii kitosan, kitosan ilave polimer, iyonik

¢apraz baglayici, iyonik etkilegim )

Film olusturabilme 6zelligi nedeniyle kitosan, yapay bobrek zar1 yapiminda da
kullanim alani bulmustur. Bu amacla, as1 polimerizasyonu ile ve suda ¢dziinebilen
polimerler ile modifiye edilmektedir [21].

[laglarin kontrollii salimi, son derece dnem tasimaktadir. Biyolojik agidan uyum
gosteren kitosan, cesitli ilag formiilasyonlarinda uygun bir matris olarak karsimiza
cikmaktadir. Cesitli ilaglar, kitosan matrisi igerisine (film, mikrokapsiil, kaplanmis
tablet vb.) yerlestirilmektedir. Farkli sekillerde kitosan icerisine hapsedilmis ilaglar da
bulunmaktadir. Kitosanin serbest amin grubu katyonik 6zellik kazandirmas1 nedeniyle
negatif yikli ilaclar, polimerler ve biyoaktif molekiillerle etkilesimini saglamaktadir.

Jel olusturabilmesi, kopolimer gibi c¢ok c¢esitli formlarda bulunmasi ilag salinim
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sistemlerinde biiyilk avantaj saglamaktadir. Midede tahrisi engelleyen antasit ve

antiiilser aktivitelere sahip olmasi da ideal materyal haline getirmektedir [24, 25].

1.4. Kitosan ile ilgili literatiir cahiymalan

Kitosanin bircok petrokimyasal olan ve olmayan monomerlerle bilesikleri
hazirlanmis ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir. Xiao ve dig. [26], kitosan ile arginin
belli siibstitlisyon derecelerindeki bilesiklerini sentezlemis ve antimikrobiyal aktivitesini
incelemislerdir.

Wang ve dig. [27], kitosan ile poly-D,L-lactide-poly(ethylene glycol)
nanopartikiillerini hazirlamislar ve in vitro antitimor aktivitesini incelemislerdir.

Yine ayni sekilde kitosanin piridin [28], stiren [29], poliakrilik [30], polifenol
[31], vinil imidazol [32] gibi ¢ok cesitli maddelerle ¢esitli mekanizmalar ile yeni
bilesikleri hazirlanmis ve biyolojik ve fiziksel 6zellikleri incelenmistir.

Ozetle kitosan, yukarida bahsedilen ozelliklerinin yani sira biyouyumlulugu,
antimikrobiyal aktivitesi, diger materyallerle kompozit olusturabilmesi, hiicresel
tutunmaya ve ¢ogalmaya olanak saglamasi gibi 6zellikleri sayesinde kullanim alani
bulmustur [24].

Lu ve dig.[33], kitosan temelli oligoamin polimerlerin bir serisini incelemisler
ve polimerlerin poietileniminden daha az toksik etki gosterdigini belirlemiglerdir.

Pasaphan ve dig, [34], yaptiklar1 ¢aligmada kitosanin gallik asitle yeni tiirevlerini
hazirlamiglar ve olusan yeni bilesigin etkili bir in vitro antioksidan aktivite gosterdigini
bulmuslardir.

Hu ve dig, [35], kitosan ile hidroksi biitirik asit tiirevlerini hazirlamiglar ve
antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir.

Liang ve dig, [36], kitosan ile c¢ay polifenollerinden olusturduklari
nanopartikiillerin antitiimor aktivitesiniincelemis ve yiiksek biraktivite belirlemislerdir.

Kitosan, kullanilacagi yere/dokuya gore mekanik ozellikleri

giiclendirilebilmektedir [24, 37].
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Arac¢ ve Geregler

2.2,

>

YV V V V V

Cam malzeme olarak; cesitli hacimlerde lic veya dort agizli rodajl reaksiyon
balonlari, normal ve vakum destilasyon diizenegi, geri sofutucu, damlatma
hunisi, termometre, havan, meziir, huni, erlen, beher, deney tiipii, baget, pipet.
Polimerizasyon i¢in; termostatl yag banyosu, 6zel tiip ve balonlar.

IR spektrumlar1 i¢in; MATTSON 1000 FT-IR Spektrometre (Firat Universitesi,
Elaz1g) kullanildi.

Element analizleri i¢in; LECO-932 Microelemental Analiz Cihazi1 (Firat
Universitesi, Elaz1g) kullanild1.

Tartimlar i¢in Elektronik Terazi: Chyo J.L. 180 model.

Termal analizler icin; SHIMADZU marka DSC 50 (Firat Universitesi, Elazig).
Kurutma islemi i¢in; Elektro-Mag M 50 model Etiiv kullanildi.

Karistirma i¢in (Jubbo ET 401) marka magnetik karistirict kullanildi.

Coziictlileri uzaklastirmak i¢in evaporator.

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Reaktifler

Kristal kitosan sirasiyla; seyreltik NaOH, su, seyreltik CH;COOH, su, deiyonize
su, metanol ve asetonda yikanarak kurutuldu. Potasyumtersiyerbiitoksit,
klorasetilkloriir, 2,2’-bipiridin oldugu gibi kullanild1.

Polimerizasyonda Kullanilan Monomerler

Metakrilamit, Diasetonakrilamit, 4-nitrofenilakrilamit, 2-hidroksietilmetakrilat
oldugu gibi kullanildi.

Coziiciiler

Coktiirme ve yikama isleminde kullanilan asetonitril, N,N-dimetilformamit
(DMF), kloroform, su + etanol + HCI karisimi, deiyonize su, aseton ve dietileter
coziictileri oldugu gibi kullanildi.

deoksiriboz, hidrojen peroksit, sodyum askorbat ve FeSO4.7H,O, KH,POy
tryphan blue,
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» IR ¢ekiminde tiim kat1 maddeler i¢cin KBr oldugu gibi kullanildi. Kullanilan tim
kimyasal maddeler Merck, Aldrich veya Fluka markadir.

2.3. As1 Kopolimerlerin Hazirlanmasi

Caligmanin tamami Kimya boliimii fizikokimya ve biyokimya laboratuarlarinda
ve Tip Fakiiltesi hiicre kiiltlir laboratuarinda gergeklestirildi. Literatiir bilgileri dikkate

almarak kitosanin yeni bir tiirevi fizikokimya laboratuarlarinda sentezlendi [32].
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Sekil 2.1. Kitosan i¢in ATRP baslaticinin hazirlanmasi ve vinil monomerle agilanmasi.

Kontrollii radikalik polimerizasyon cesitlerinden olan atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP) i¢in baslatici haline getirilecek kitosan, adi gegen
polimerizasyon sartlarinda uygun vinil monomerleri ile asilanarak kitosan’in as1
kopolimerleri elde edildi. Elde edilen asi kopolimerleri karakterize edebilmek ig¢in

FTIR, Elemental ve Termal Analiz aletleri kullanild.

2.4. Kristal Kitosanin Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) Yoluyla
Asilanmasi

2.4.1. Kitosanklorasetat Baslaticisinin Sentezi

4,06 gr kristal kitosan alinarak reaksiyon balonuna konuldu. Uzerine 50 ml
asetonitril eklenerek bir gece reaksiyon balonunda bekletildi. Sisen kitosan iizerine 50

ml asetonitril’de ¢oziinmiis 0,07 mol potasyumtersiyerbiitoksit ilave edildi. Reaksiyon
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siirekli karistirilarak oda sicakliginda 4 saat siirdiiriildii. Sonra damlatma hunisinde, 50
ml asetonitril’de ¢Oziinmiis 0,20 mol klorasetilkloriir oda sicakliginda siirekli
karigtirilan reaksiyon ortamma damla damla ilave edildi. Reaksiyon, 12 saat geri
sogutucu altinda kaynatilarak tamamlandi. Karisim sogutulup siiziildii ve ayrilan

cokelek sirasiyla; su, etanol, aseton ve dietileter’de yikandi ve etiivde kurutuldu.

— — -+
CH,OH GHs CH,0K
H3C—C—0OK

o) S o)
CHs
o o 0
Potasyumtersiyerbiitoksit
Asetonitril
HO NH, HO NH,
Kitosan 1in L an
o}
CH,O K cl
o o o
(6) )k (0]
_—ClI
+ cCi CH3 E——
Kloroasitilklorir
HO NH; HO NH
L an L dn

Kitosankloroasetat

2.4.2. Kitosan-g-metakrilamit (Kito-g-MAM) As1 Kopolimerinin Sentezlenmesi

Polimer tiiptine 6nce 0,30 gr CuCl ardindan 1,40 gr 2,2’-bipiridin konuldu.
Bunlarin tizerine 15 ml N,N-dimetilformamit (DMF) eklenerek kompleks olusturuldu
ve bu kompleks argon gazi altinda (degaz) yaklasik 2-3 dakika karistirildi. Daha sonra
polimer tiipiine 1,01 gr kitosanklorasetat ve 10 ml DMF eklenerek tekrar bir siire argon
gaz1 altinda karistirildi. Son olarak 10 ml DMF’de ¢o6ziilen 15,30 gr metakrilamit
polimer tiipiine ilave edildi ve son kez argon gazi altinda yaklasik 5 dakika karistirildi.
Degaz isleminden hemen sonra polimer tiipliniin kapagi yaglanarak kapatildi,
cevresindeki cikintilar lastik ya da teflon bant ile sarilarak sicakligi daha 6nceden
termometre ile 130°C’ye ayarlanmis yag banyosuna spor vasitasiyla daldirild1 ve 20 saat

sirekli karistirilarak asilama islemi tamamlandi. Asi polimerizasyonundaki madde

17



miktarlar1; kitosanklorasetat (mol olarak Cl igerigi esas alindi), CuCl, 2,2’-bipiridin ve
monomer i¢in mol oranlar1 sirasiyla 1:1:3:60 olacak sekilde alindi. Karisim sogutulup
stizlildiikten sonra ¢okelek sirasiyla; DMF, asetonitril, kloroform, su + etanol + HCI

karisimi, su, aseton ve dietileter’de yikanip etiivde kurutuldu.

H,N o)
o o
_ o{ _ A o _
Cl

0 CHy
O CH3 O
o —
HC=C 2,2bipiridin/CuCl o
_—
+ Cc= 0
[ 130 °C/ 20 saat
NH,
HO NH, HO NH,
| dn L 1n

Kitosankloroasetat
Kitosan-g-metakrilamit

Kitosan-g-MAM

2.4.3. Kitosan-g-diasetonakrilamit  (Kito-g-DAAM) As1  Kopolimerinin

Sentezlenmesi

Polimer tiipline 6nce 0,30 gr CuCl ardindan 1,40 gr 2,2’-bipiridin konuldu.
Bunlarin tizerine 15 ml N,N-dimetilformamit (DMF) eklenerek kompleks olusturuldu
ve bu kompleks argon gazi altinda (degaz) yaklasik 2-3 dakika karistirildi. Daha sonra
polimer tiipiine 1,00 gr kitosanklorasetat ve 10 ml DMF eklenerek tekrar bir siire argon
gaz1 altinda karistirildi. Son olarak 10 ml DMF’de ¢6ziilen 30,42 gr diasetonakrilamit
polimer tiipiine ilave edildi ve son kez argon gazi altinda yaklasik 5 dakika karistirildi.
Degaz isleminden hemen sonra polimer tiipliniin kapagi yaglanarak kapatildi,
cevresindeki cikintilar lastik ya da teflon bant ile sarilarak sicakligi daha 6nceden
termometre ile 130°C’ye ayarlanmis yag banyosuna spor vasitasiyla daldirildi ve 20 saat
sirekli karistirilarak asilama islemi tamamlandi. Asi polimerizasyonundaki madde
miktarlar1; kitosanklorasetat (mol olarak Cl igerigi esas alindi), CuCl, 2,2 -bipiridin ve
monomer i¢in mol oranlar1 sirasiyla 1:1:3:60 olacak sekilde alindi. Karigim sogutulup
stizlildiikten sonra ¢okelek sirasiyla; DMF, asetonitril, kloroform, su + etanol + HCI

karisimi, su, aseton ve dietileter’de yikanip etiivde kurutuldu.
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HO NH,

Kitosankloroasetat

130 °C/ 20 saat | 2,2"-bipiridin/CuCl

HO NHz |

Kitosan-g-diasetonakrilamit

Kitosan-g-DAAM

2.4.4. Kitosan-g-4-nitrofenilakrilamit (Kito-g-NFAA) As1  Kopolimerinin

Sentezlenmesi

Polimer tiipline 6nce 0,06 gr CuCl ardindan 0,30 gr 2,2’-bipiridin konuldu.
Bunlarin tizerine 15 ml N,N-dimetilformamit (DMF) eklenerek kompleks olusturuldu
ve bu kompleks argon gazi altinda (degaz) yaklasik 2-3 dakika karistirildi. Daha sonra
polimer tiipiine 0,60 gr kitosanklorasetat ve 10 ml DMF eklenerek tekrar bir siire argon
gazi altinda karistirildi. Son olarak 10 ml DMF’de ¢6ziilen 7,44 gr 4-nitrofenilakrilamit
polimer tiipiine ilave edildi ve son kez argon gazi altinda yaklasik 5 dakika karistirildi.

Degaz isleminden hemen sonra polimer tiipliniin kapagi yaglanarak kapatildi,
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cevresindeki cikintilar lastik ya da teflon bant ile sarilarak sicakligi daha 6nceden
termometre ile 130°C’ye ayarlanmis yag banyosuna spor vasitasiyla daldirildi ve 20 saat
sirekli karistirilarak asilama islemi tamamlandi. As1 polimerizasyonundaki madde
miktarlar1; kitosanklorasetat (mol olarak Cl igerigi esas alindi), CuCl, 2,2 -bipiridin ve
monomer i¢in mol oranlar1 sirasiyla 1:1:3:60 olacak sekilde alindi. Karisim sogutulup
stizlildiikten sonra ¢okelek sirasiyla; DMF, asetonitril, kloroform, su + etanol + HCI

karisimi, su, aseton ve dietileter’de yikanip etiivde kurutuldu.

ol ~q
(0] (0] /CH2
0 >—/
HO NH,
B 1n
Kitosankloroasetat

130 °C /20 saat | 2,2"-bipiridin/CuCl

NO,

0
NH
0 cl
0
0
HO NH, |

Kitosan-g-4-nitrofenilakrilamit

Kitosan-g-4-NFAA
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2.4.5. Kitosan-g-2-hidroksietilmetakrilat (Kito-g-HEMA) As1 Kopolimerinin

Sentezlenmesi

Polimer tiiptine 6nce 0,07 gr CuCl ardindan 0,35 gr 2,2’-bipiridin konuldu.
Bunlarin tizerine 15 ml N,N-dimetilformamit (DMF) eklenerek kompleks olusturuldu
ve bu kompleks argon gazi altinda (degaz) yaklasik 2-3 dakika karistirildi. Daha sonra
polimer tiipiine 0.70 gr kitosanklorasetat ve 10 ml DMF eklenerek tekrar bir siire argon
gaz1 altinda karistirildi. Son olarak 10 ml DMF’de c¢ozilen 5,86 ml 2-
hidroksietilmetakrilat polimer tiipiine ilave edildi ve son kez argon gaz1 altinda yaklasik
5 dakika karistirildi. Degaz isleminden hemen sonra polimer tiipiiniin kapag1 yaglanarak
kapatildi, ¢evresindeki c¢ikintilar lastik ya da teflon bant ile sarilarak sicakligi daha
onceden termometre ile 130 °C’ye ayarlanmis yag banyosuna spor vasitasiyla daldimrildi
ve 20 saat stirekli karigtirilarak asilama islemi tamamlandi. As1 polimerizasyonundaki
madde miktarlar1; kitosanklorasetat (mol olarak Cl igerigi esas alindi), CuCl, 2,2’-
bipiridin ve monomer i¢in mol oranlari sirasiyla 1:1:3:60 olacak sekilde alindi. Karisim
sogutulup stiziildiikten sonra ¢okelek sirasiyla; DMF, asetonitril, kloroform, su + etanol

+ HCl karisimi, su, aseton ve dietileter’de yikanip etiivde kurutuldu.
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2.5. Uygulamalarda Kullanilan Hiicreler

Antitiimér aktivitenin belirlenmesi i¢in L 1210 HUCRE KULTURU (kemirgen

16semi hiicresi) hiicreleri kullanildi.

2.5.1. Kullamilacak Hiicre Sayis1 ve Madde Dozlarinin Belirlenmesi

L 1210 l6semi hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve hiicre sayis1 L 1210 hiicre deneyleri i¢in
1x10°/ml, hiicreye ayarlandi. Dozlarin belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asag
yukar1 yontemi kullanildi [38].

Hiicre silispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve lizerine test
edilecek ajanlar 2,5 ve 5 mg olacak sekilde ilave edildi ve kontrol tiipleri ile birlikte

inkiibatore yerlestirildi. 24 saat sonra tiipler inkiibatorden c¢ikarilarak triturasyon
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(hiicrelerin yapistig1 yerden sokiilmesi) yapild1 ve hiicre siispansiyonu % 0,4 tryphan
blue ile 1:1 (v/v) oraninda rastgele se¢ilen 100 adet hiicre hemositometrede (kan sayim
preparat1) sayildi. Hiicre canlilig1 ylizde olarak ifade edildi. Ayn1 islem 48 saat sonra
tekrar edildi ve deney sonlandirildi [38].

2.6. DPPH Radikal indirgeme Metodu ile Ol¢iim

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢cin DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil
radikali) radikal indirgeme metodu kullanildi [39]. Etanolde 25 mg/LL DPPH olacak
sekilde hazirlanan ¢ozeltiden 4 ml alinarak her madde icin ayr1 ayr1 tiiplere kondu. Test
maddelerinden her bir grup i¢in 2,5 ve 5 mg’lik tartimlar reaksiyon ortamina ilave
edildi. Reaksiyonun olusmasi i¢in bu karisim oda sicakliginda karanlik ortamda, ara sira
karstirilarak 30 dk. bekletildi. Renk acilimina bakilarak 517 nm’de spektrofotometrede
okutulup okutulmayacagna karar verildi. Renk acilimi oldugundan spektrofotometrede

okutma yapildi.

2.7. Deoksiriboz degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, Deoksiriboz degredasyonu ile olusan
Hidroksil radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanild1 [40].
Deoksiriboz, hidrojen peroksit, sodyum askorbat ve FeSO4.7H,O, KH,;PO4 tamponu
(pH: 7.4) karisimma ilave edilen 2,5 ve 5 mg’lik test maddelerinin etkisi, olusan MDA

miktarmin spektrofotometrik 6l¢timii ile yapild.

2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu c¢alismadaki biitlin istatistiksel analizler; SPSS/PC paket programi
kullanilarak yapilmistir. Aktiviteler arasindaki istatistiksel farkliliklari ortaya koymak
icin sonuclara varyasyon analizi uygulandi ve 0.05’ten kiiciik olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Deneysel ¢alismalar sonunda elde edilen veriler, antitimor
ozellik i¢cin One- way Anova analizi, Tukey testi ve MDA i¢in ise LSD testi yapilarak
degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. As1 Kopolimerlerinin Karakterizasyonu ve Asilamayla Ilgili Veriler

3.1.1. IR spektrum degerlendirilmesi

Kitosan (Kito-OH), Kito-klorasetat ve as1 kopolimerlerinin IR spektrumlar1 Sekil

3.1°de ve degerlendirmeleri Tablo 3.3’de goriilmektedir.

-
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Sekil 3.1. Kitosan, kitosan klorasetat ve as1 kopolimerlerinin IR spektrumlari.
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Tablo 3.1. Kito-OH, kito-klorasetat ve as1 kopolimerlerinin IR degerlendirilmesi.

Dalga Sayisi (cm- 1) Titresim Tiiri
Kitosan

3600-3100 O-H gerilmesi, NH; gerilmesi
2900-2915 Alifatit C-H gerilmesi

1250 C-O-C gerilmesi
Kito-klorasetat

1760 C=0 ester gerilmesi
745-695 C-Cl gerilmesi
Kito-g-MAM

1700 C=0 ester gerilmesi

1630 C=0 amit gerilmesi
Kito-g-DAAM

1650 C=0 amit gerilmesi

1750 Keton karbonili
Kito-g-NFAA
3050 Aromatik C=C gerilmesi
1620 C=0 amit gerilmesi
Kito-g-HEMA

1780 Ester C=0 gerilmesi

3.1.2. Elementel Analiz Sonuclarn

Tablo 3.2°de verilen polimerlerin elementel analiz sonuglarina gore asagidaki

formiiller yardimiyla, kitosandaki -CH,OH gruplarmm klor asetil klorir ile

siibstitlisyonu yani kitosanin mol olarak yiizde siibstitlisyonu (y), kitosanin her bir as1
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kopolimerindeki monomerlerinin, agirhik fraksiyonu (x) ile kito-klorasetat birimine

orani (n) hesaplandu.

_A-B
Y C_DXIOO

Y = Kitosanin agirlikca yiizde siibstitiisyonu

A = Kitosan klorasetatin deneysel karbon yiizdesi

B = Kitosanin deneysel karbon yiizdesi

C = % 100 siibstitiisyon ger¢eklestiginde Kitosan klorasetatin teorik karbon
ylizdesi

D = Kitosandaki teorik karbon ytlizdesi

Kitosanin agirlikca yiizde siibstitiisyonu 46.67 olarak hesaplandiktan sonra

molca ytizde siibstitiisyona (y) gecmek i¢in;

_ Y /237.5 |
Y=Y 733751 (100-v) /161 100

161 = Kitosanda tekrar eden birim agirlig1
237,5 =% 100 siibstitiisyon gerceklestiginde Kitosan klorasetatin birim agirligi
formiilii kullanilarak Kitosanin mol olarak ytlizde stibstitiisyonu 41,30 bulundu.

Asilanmig Kitosanin herbirindeki monomerlerinin agirlik fraksiyonu (x);
E=(1-x)A+F-x

E = As1 kopolimerlerinin deneysel karbon ytizdesi
F = Monomerlerinin teorik karbon yiizdesi
As1 kopolimerlerinde monomer biriminin kito-as1 kopolimer birimine orani (n)
1se;
_ X/My

" Mo Y

Mort =y 238+ (1 -y) - 145
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Mm = Monomerinin molekiil agirlig1

formiilleri yardimiyla hesaplandi.

Tablo 3.2. Kito-OH, kito-klorasetat ile asi1 kopolimerlerine ait elementel

degerlendirilmesi

analiz sonuglar1 ve

Monomerlerin Monomer
Elementel Analiz
Agirlik Birimi /
kito-klorasetat
Polimer % C % H % N Fraksiyonu (x)
birimi (n)

Kitosan 41,62 | 7,049 |7,225
Kito- klorasetat 37,27 | 6,548 5,661 - -
Kito-g-MAM 36,32 | 6,478 6,279 0,047 0,046
Kito-g-DAAM 36,15 6,439 5,990 0,06 0,03
kitosan g-NFAA | 36,51 6,467 |6,060 0,037 0,016
Kito-g-HEMA 36,43 5,396 |3,641 0,04 0,026
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3.1.3. Termal Analiz Sonuglarn

Irrrm

- -. - __§

Sekil 3.2. Kitosan’a ait termal egrisi
Kitosan yikanmis numunesinin TGA egrisi incelendiginde 110.04°C’ye kadar
kararli kalmistir. Tek basamakta bozunma gergeklesmistir. 426.24°C’de numunenin

%350’s1 bozunmustur. Yaklasik 770.17°C’de numunenin tamami bozunmustur.

! |

. .. . L]

Sekil 3.3. Kito-klorasetat‘a ait termal egrisi
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Kitosan baglatict incelendiginde, 220.47°C’ye kadar termal olarak kararli
kalmistir. Numune toplam ii¢ basamakta bozunmustur. 370.17°C’de numunenin % 50’s1
bozunmustur. Bu sicaklikta devam eden bozunma 693.45°C’de tamamlanmistir. Bu

sicaklikta numunenin tamami bozunmustur.

i

Sekil 3.4. Kito-g-MAM? ait termal egrisi

Kito-g-MAM bilesiginin TGA diyagrami incelendiginde maddenin 201,62°C’ye
kadar kararli kaldig1 gozlemlenmistir. Numune’de iki basamakli bir bozunma
gergeklesmistir.  367°C sicakliga kadar maddenin yaklagik % 50’si bozunmustur.
Numune 800°C’ye kadar 1sitilmasina ragmen 681°C’de numunenin tamami

bozunmustur.
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Sekil 3.5. Kito-g-4- DAAM ‘a ait termal egrisi

Kito—g-diaseton akrilamit termal egrisi incelendiginde 57.06°C’ye kadar kararli
kalmigtr. Numunede bu kadar diisiik sicaklikta meydana gelen agirlik kaybi
muhtemelen nemden kaynaklanmaktadir. Numune c¢ok yiiksek sicakliga kadar
isitilmasina  ragmen nemin uzaklagsmamis olmasi suyun yapida hapsedildigini
gostermektedir. Nemin uzaklasmasi 145.97°C’de tamamlanmistir. 373.81°C’de

maddenin % 50’si ortamdan uzaklasmistir. Numunenin 800°C’de tamami1 bozunmustur.
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Sekil 3.6. Kito-g-4-NFAA’ ait termal egrisi

Kito-g-4-nitrofenilakrilamit TGA egrisi incelendiginde maddenin 158.02°C’ye
kadar kararli kaldigi belirlenmistir. Madde 800°C’ye kadar 1sitma islemine tabi
tutulmustur. 545.88°C sicakliginda maddenin % 50’si bozunmustur ve bozunma hala

devam etmektedir. Maddenin 800°C’de tamamu tiikenmistir.

INNRRNT

Sekil 3.7. Kito-g-HEMA’a ait termal egrisi
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Kito-g-HEMA, 60.06°C’ye kadar kararli kalmistir. Numunede bu kadar diisiik
sicaklikta meydana gelen agirlik kaybi muhtemelen nemden kaynaklanmaktadir.
Numune cok yiiksek sicakliga kadar isitilmasina ragmen nemin uzaklagmamis olmasi
suyun yapida hapsedildigini gdstermektedir. Nemin uzaklasmasi 162.63°C’de
tamamlanmistir. 329.74°C’de maddenin % 50’si ortamdan uzaklagmistir. Numunenin

649.25°C’de tamami bozunmustur.

3.2. Biyolojik Aktivite

Elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin
kontrol grubu ile kiyaslarini gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele
edilmis DPPH radikal indirgeme metodu ile 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3.3°de, Deoksiriboz
degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi Tablo 3.4’de ve L 1210

hiicrelerine ait canli hiicre sonuglar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.3. DPPH radikal indirgeme metodu ile 6l¢iim sonuglari

Ornekler (5 mg) | DPPH. Yok Etme AKktivitesi (%)
Kontrol 0,00
Kitosan 1,00
Kito-klorasetat 3,57
Kito-MAM 8,96
Kito-DAAM 18,45
Kito-NFAA 13,89
Kito-HEMA 16,55
Gallik asit 85,24
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Tablo 3.4. Deoksiriboz degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi

MDA (2.5 mg) (5 mg)
Kontrol 2,79 £0,025 2,79 £0,025
Kitosan 3,384 +0,052° 3,227 0,014

Kito-klorasetat

3,261 + 0,050°

3,129 £ 0,021°

Kito-MAM 3,608 + 0,005° 3,715 £ 0,002°
Kito-DAAM 3,763 £ 0,155° 2,998 £0,038
Kito-NFAA 2,821+ 0,186 2,813 £ 0,000
Kito-HEMA 3,425+ 0,012° 2,420 £ 0,263

a: P<0,05 b: P<0,01 ¢ :P<0,001

Tablo 3.5. Maddelerle muamele edilmis L 1210 hiicrelerinin siireye ve doza gore % oraninda canlilik

durumlari

Gruplar (n=4) | 24 s 2,5 mg 24 s S mg 48 s 2,5 mg 48 s S mg

Kontrol 88.00+0.71 87.00+0.41 83.754+0.48 82.25+0.63
Kitosan 27.754+0.85° 19.2540.63° 18.75+1.31° 8.00+1.29°
Kito-korasetat | 24.50+1.26° 14.75+1.11° 15.00+1.29° 3.50+0.50°
Kito-MAM 25.25+1.38° 15.75+0.63¢ 10.25+0.48°¢ 1.2540.75°
Kito-DAAM 19.00+0.41° 13.50+1.04° 7.75+0.85°¢ 0.00+0.00°
Kito-NFAA 21.75+0.48° 16.25£0.63¢ 1.2540.75° 0.00+0.00°
Kito-HEMA 21.50+1.04° 15.00+1.41° 8.25+1.43¢ 0.50+0.50°

a: P<0,05 b: P<0,01 ¢ :P<0,001
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Toz kitosanin asilanmasinda ATRP yontemi kullanildi. ATRP yontemi igin
gerekli, Kito-klorasetat baslaticis1 sentezlendi.

Kito-klorasetat’in IR spektrumunda Kitosan’in IR spektrumundan farkli

olarak 1760 cm-1°de ester C=0 gerilme, 745-695 cm1’de C-Cl gerilme titresimlerine
ait pikler ile elementel analizde karbon yiizdesine dayali hesaplamalar sonucu bulunan
0.35 mol olarak yiizde siibstitlisyon derecesine sahip kito-ClAc baglaticisinin
sentezlendigi goriildi [41, 42].

Kito-MAM’m IR spektrumunda toz kitosana gore 3500-3200 em1'deki O-H

gerilme titresiminin biraz da olsa azalmasi, 1700 cm-1"de ester C=0 ve 1630 cm1"de
ise amit C=0O gerilme titresim piklerinin goriilmesi yapinin olustuguna isaret eder.
Stibstitiisyon derecesinin bulunmasi i¢in literatiire uygun olarak elementel analizde
karbon yiizdesi esas alind1 [23, 24]. Kito-O"K™ tuzunun klorasetil kloriir ile reaksiyonu
sonucu elde edilen Kito-klorasetat mol olarak yiizde siibstitiisyonu 46.67 olarak
bulundu.

Yine kito-klorasetat baslaticisinin ATRP yontemiyle ayni sartlarda bazi vinil
monomerlerle asilanmasi sonucu elde edilen as1 kopolimerlerin IR spektrumlarinda;
1630 cm_]’deki amit C=0 gerilme pikleri kito-g-MAM’1 karakterize etmektedir. 1650
cm1°deki amit C=0 gerilme piki kito-g-DAAM igin, 3050 cm_]’deki aromatik C=C
gerilme piki ise kito-g-NFAA i¢in karakteristik piklerdir. Kito-g-HEMA’nin IR
spektrumunda 1780 cm_] ’deki ester C=0 piki asilanmaya delil olarak gosterilebilir [43].

Elementel analiz sonuglarma gore as1 kopolimerlerinde monomerlerin agirlik
fonksiyonlar1 (x) ve baslatic1 birimi basina diisen monomer birimi (n) hesaplandi [41,
42]. Kito-g-MAM as1 kopolimerinde digerlerine gore en yiiksek olmast MAM’1n diger
monomerlerden daha etkin oldugu diisiincesine gétiirebilir.

Ayrica termal analiz sonuclarida yapilarin olusumunu desteklemektedir. Her
madde birbirinden farkli olarak kararlilik ve bozunma sicakligi degerlerine sahiptir.
Termal analiz sonuglarinda modifiye kitosan ve asilanmis kitosanin termal kararlilig

kitosana gore artmistir.
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Biyolojik Aktivite

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirilmalarin
yogunlastigr bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga
kavusmasi ile bu molekiillerin kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bir ¢ok hastalikla
iligkisi aydinlatilmaya caligilmistir [44].

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de
yabanci maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarma
zarar verirler ve degisik hastaliklarda etkilerini gdsterirler. Organizmadaki bu
bilesiklerin zararli etkilerine kars1 kiiciik molekiil agirlikli radikal tutucular1 ve
enzimlerden olusan savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reaktif
yapilar1 ve ¢cok kisa dmiirlii olmalar1 dogrudan tayinlerini giiclestirmektedir. Bu nedenle
serbest radikal reaksiyonlarmin iiriinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek cok
arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir [45].

Serbest radikal olusumundaki artiy MDA diizeyi ve GSH-Px enzim aktivitesinde
artmaya, E vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur [46,47,48].

Jeon ve dig. [49], antioksidan 6zellik gosteren maddeleri (naringin ve probukol)
diyet ile tavsanlara verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini diizeyini
etkilemedigini, E vitamini diizeyini 1se, kullanimini azaltarak yiikselttigini
gozlemislerdir.

Koryagin ve dig., (2006), ratlar1 kitosan ile oral yolla beaslemisler ve serbest
radikal plazma iirtinlerinin miktarinda azalma tespit etmislerdir [50].

Chein ve dig., (2007), yaptiklar1 arastirmada, kitosanin elma suyunun
antioksidan aktivitesini artirdigini gostermislerdir [51].

Sun ve dig., (2007), kitosanin g¢esitli oligomerlerini hazirlamiglar ve bu
bilesiklerin antioksidan 6zelliklerini incelmislerdir [52].

Bu arastirma da, kitosan ve kitosan as1 kopolimerlerin DPPH indirgeme
metoduyla serbest radikal temizleme 6zelligi incelendi. Antioksidan maddelerin
antioksidan 6zelliklerinden bir tanesi de, ortamda olusan radikalleri stiplirmeleridir.
Bir¢ok antioksidan ayni zamanda anti-radikaldir. Bu antioksidanlar radikallerin
eslesmemis elektronlarini esleyerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Bilesiklerimizin anti-

radikal 6zelliklerinin olup olmadigimi anlamak i¢in, 517 nm’de maksimum absorbans
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veren DPPH radikali kullanilmistrr. DPPH konsantrasyonu azaldik¢ca absorbans da
azalmaktadir. Bu sebeple antioksidan maddeler, 517 nm’de DPPH absorbansinda
azalmaya sebep olurlar. Tablo 3.3’de goriildiigii gibi, bu deneyler sonucunda bilesikler
radikal temizleme 6zelligi gostermediginden antioksidan aktiviteye sahip olmadiklari
sOylenebilir.

Kitosan ve kitosan as1 kopolimerlerin Deoksiriboz degredasyonu ile olusan
Hidroksil radikallerinin yakalanmasi esasmna dayali olarak ortamda olusan MDA
diizeylerinin  Olgiilmesi  ile  belirlenen aktivite i¢in, kontrol grubu ile
karsilagtirilmalarinda belirli bir etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Kontrol grubu ile
bilesiklerinin kiyaslamalarinda MDA diizeylerinde istatistiksel farkliliklar gozlendi.
Tablo 3.4'e bakildiginda bilesiklerin MDA diizeylerinin kontrolden yiiksek ¢iktig1
goriilmektedir. Bu sonu¢ kullanilmis olan test maddelerinin lipit peroksidasyonunu
artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun gostergesi olabilir.

Yapilan bir ¢ok arastirmada cesitli molkiil agirlikli kitosan ve yine kitosanin
cesitli bilesiklerinin antitimOr Ozellikleri incelenmis ve bazilarinin oldukca etkili
antitimor aktivite sergiledigigozlenmistir [53,54,55,56].

Bu arastirmada ayni1 zamanda, L.1210 uygulamas1 yapilan kitosan ve kitosan as1
kopolimerlerin siire ve doza bagimli antitimdr aktivitesinin ve antioksidan
parametrelerin  diizeyleri  lizerinde olan  etkilerinin  kontrol  grubu ile
karsilagtirilmalarinda bazi etkilere sahip olduklar1 goriildii. Bulgularimiz bu ¢aligsmalar
ile uyum halindedir.

Tablo 3.5‘¢ bakildiginda ¢alismada kullanilan biitiin maddelerin L 1210 hiicre
tipinde etkili bir antitiimor aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Calismamizda 2,5 ve 5 mg’lik miktarlardaki test maddelerinin 24 ve 48 saatlik
degerlerine bakildiginda kontrol grubu ve diger gruplar arasinda Onemli Olgiide
istatistiksel fark gozlendigi goriilmektedir. Istatiksel farklar goz oniine alindiginda
calismada kullanilan biitiin maddelerin antitiimor aktiviteye sahip oldugu soylenebilir.

Ayrica sahip olduklar1 antitiimdr aktivite ve antioksidan testlere bakildiginda,
maddelerin hiicrelerin canlilik durumuna etkisi ile MDA diizeyleri arasinda bir iliski
kurulabilir.

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde tiim verilerin birbirini destekleyecek

sekilde oldugu goriilmektedir
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Bilesiklerin, DPPH deneyinde radikal temizleme 6zelligine sahip olmayist ve
deoksiriboz degredasyonu ile olusan Hidroksil radikallerinin yakalanmasi esasina dayali
olarak ortamda olusan MDA diizeylerinin artisi, maddelerin antitiimér aktivitesinin
oksidatif hasar olusturan bir mekanizma ile sitotoksik etki sonucu olabilecegi
diisiincesine gotiirebilir.

Sonu¢ olarak; kitosan ve kitosan as1 kopolimerlerin arastirilan o6zellikleri

sayesinde literatiir bilgisine katkida bulunacagi kanisindayiz.
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