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Nanoteknoloji ve ileri Malzemeler Anabilim Dal

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Pembegiil UYAR ARPACI
Yardimc1 Damisman: Prof. Dr. Seref ERTUL

2019, 70 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Pembegiil UYAR ARPACI
Dog.. Dr.“Esra MALTAS CAGIL
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur ASLAN

Kanser, insanoglu i¢in 6liimle sonuglanan hastaliklardandir. Diinya ¢apindaki arastirmacilar,
saglikli hiicreleri etkilemeden, segici olarak kanseri hedef alacak en uygun tedaviyi ariyorlar. Kaliksaren
temelli molekiiller bu agidan olduk¢a umut vericidir ve hedefli tedavi i¢in tercihli sitotoksisiteyi artirmak
icin modifiye edilebilir. Bu c¢alismada, piridinyum gruplari ile fonksiyonlandirilmis Kalix[4]aren
tiirevlerinin meme kanseri hiicreleri lizerindeki tercihli sitotoksitesi incelenmistir.

p-tert-biitilkaliks[4]arenler, farkli konumlarda (2, 3 ve 4 AMP) uygun prosediirlerle piridinyum
grubu ile tiirevlendirildi. insan meme adenokarsinoma hiicreleri (MCF-7) ve saghkli fare fibroblasti
hiicreleri  (L929), maddelerin dozu maximum 500 uM olacak sekilde inkiibe edildi. 24 saat
inkiibasyondan sonra hiicre proliferasyonu analizi, XTT metodu ile yapildi. XCELLigence analiz sistemi
ile hiicre canlilig1 180 saat boyunca incelendi. Hiicre 6liim mekanizmasint incelemek igin flow sitometri
analizi yapild1.

XTT metodu ile elde edilen ICsy degerleri sirasiyla 2-3 ve 4 AMP igin 391.40 uM, 40.96 uM ve
105.52 uM olarak bulundu. xCell sonucuna gore de piridinyum grup 3 pozisyonunda bulunan bilesik, 2
ve 4 pozisyonlarina gore daha sitotoksik bulundu. L929 hiicrelerine karsi, hem XTT hem de XCell
analizleri sonucunda sitotoksik etkinin bulunmadig:i goriildii. Flow sitometri analizi sonucunda hiicre
oliim sekli olarak DOX’un %53.2 ile nekroza gittigi 3AMP’nin ise konsantrasyonu 25 uM’dan 50 pM’a
yiikseldiginde erken apoptoz popiilasyonu %6.5’ten %17.9’a yiikseldigi goriildii.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, p-tert-butilkaliks[4]aren'in L929 hiicrelerine kiyasla MCF-
7've kars1 tiimore pasif hedefleme yaparak in vitro sitotoksisitesinin, etkinligi kanitlanmis antikanser
ilaglarina alternatif, etkin ve giivenli kanser tedavisi i¢cin umut verici bir yaklagim sundugunu ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Kaliks[4]aren, Sitotoksisite, xCEL Ligence, MCF-7, L929
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IMPROVEMENT OF TARGETED ANTICANCER APPLICATIONS OF
CALIX[4]AREN DERIVATIVES WITH DIFFERENT FUNCTIONAL GROUPS
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Assoc. Prof. Dr. Esra MALTAS CAGIL
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Cancer is one of the diseases that cause death for human beings. Researchers worldwide have
been searching for the optimal treatment that will selectively target cancer, without afflicting healthy
cells.. The calixarenes based molecules are highly promising in this respect and may be modified to
increase preferential cytotoxicity for targeted therapy. In this present study, the effect of derivation of
calixarene by pyridinium groups on preferential cytotoxicity in breasr cancer cells were examined.

p-tert-butyl calix[4]arenes were functionalized with the pyridinium group by appropriate
procedures in different positions (AMP at positions 2,3 and 4). Human breast adenocarcinoma cells
(MCF-7) and healthy mouse fibroblast cells (L929) were incubated with samples at maximum
concentrations 500 uM. After 24 hours of incubation, the cell proliferation analysis was performed by
XTT assay. XCELLigence analysis system were used to observe cell viability for 180 hours. Cell death
mechanisms were also observed by flow cytometry.

ICso values were 391.40 uM, 40.96 pM and 105.52 uM for 2-3and 4 AMP, respectively in XTT
assay. The compound in the pyridinium group 3 position was also more cytotoxic than the 2 and 4
positions in xCell analysis. Both XTT and xCell analysis revealed no cytotoxic effect against L929 cells.
As a result of flow cytometry analysis, it was observed that DOX had necrosis with 53.2% as cell death
and when the concentration of 3 AMPs increased from 25 uM to 50 uM, early apoptosis population
increased from 6.5% to 17.9%.

The results obtained in this study showed that the in vitro cytotoxicity of p-tert-butyl calix[4]
aren which performing passive targeting to the tumor against MCF-7 compared to L929 cells offers a
promising approach for effective and safe cancer treatment as alternative to proven anticancer drugs.

Keywords: Anticancer, Calix[4]aren, Cytotoxicity, xCELLigence, MCF-7, L929,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

n : Mikro
o : Alfa
P : Beta
6 : Delta
J : Joule

Kisaltmalar

2-AMP : 2-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
3-AMP : 3-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
4-AMP : 4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren

Annexin V: Flow Sitometri Olg¢iimleri i¢in Hiicre Goriintiileme Boyasi

7-AAD: Flow Sitometri Olgiimleri i¢in Hiicre Goriintiileme Boyas1
COz2: Karbondioksit

CHCIs : Kloroform

CHCI: : Diklormetan

cm : Santimetre

DMSO : Dimetil Siilfoksit

Dulbecco-MEM : L-929 Hiicre Hattinin Kiiltiir Besiyeri

ER: Ostrojen Reseptorii

FBS : Fetal Dana Serumu

FT-IR : Fourier Transform Infrared Spektroskopi

g : Gram

H20 : Su

Hanks’s Salt Solution : Tuz Tampon Cozeltisi

I1Cs0 : Hiicrelerin %50’sinin Yasadig1 Kimyasal Konsantrasyon Degeri
L : Litre

L-929: Saglikli Fare Fibroblast Hiicre Hatt1

MCF-7: Insan Adenokarsinoma Meme Kanseri Hiicre Hatt1

mL : Mililitre

mV : Milivolt

nm : Nanometre



NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

PBS: Fosfat Tampon Tuzu

PCD: Programl1 Hiicre Oliimii

ppm : Milyonda Bir Birim

RPMI-1640 : MCF-7 Hiicre Hattinin Kiiltiir Besiyeri

uM : Mikromolar

XTT : 3 -[4, 5- Dimethyl thiazol-2-yl] 1-2, 5-diphenyl tetrazolium bromid



1. GIRIS

Kanser, belirli mutasyonlarin hiicrelerde biriktirilmesinden kaynaklanan genetik
bir hastaliktir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz sekilde cogalip canli viicudunun diger
kisimlarma yayilir ve canli igin biiyiikk bir tehdit olusturmaya baglar. Kanser
hiicrelerindeki temel anormallik, kontrolsiiz ve silirekli ¢ogalma halindedir; ¢iinkii
hiicreler, biiylime ve boliinme ic¢in gerekli diizenlemeleri igermezler. Bdylece kanser
"kontrol edilemeyen hiicrelerin ¢ogalmasi" olarak tanimlanabilir.

Diinya’da her yil 14 milyon insana kanser teshisi konulmaktadir. Her yil kanser
nedeniyle hayatin1 kaybedenlerin sayis1 8.2 milyondur. Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
2030 yilinda kanser tanis1 konulan hasta sayisinin %50 fazla artacagini 6ngdrmektedir.
Oliim oran1 siralamasinda kanser diinyada kalp damar hastaliklarindan sonra 2. sirada
yer almaktadir. Her 3 kanserden 1’1 Onlenebilir. Kanser tedavisinde kullanilan temel
yontemlerin (cerrahi, kemoterapi ve hormon) ve ilaglarin tedavide yetersiz olusu, yan
etkileri ve tedavilerin uzun silirmesi nedeniyle alternatif tedavi yontemleri aranmaktadir.
Bu yiizden organik tiirevlendirilmis pridin amido grubu kaliks[4]arenler de kanser
tedavisinde destekleyici tedavi yontemi olarak kullanilmistir.

Normal dokulart etkilemeden sadece kanser hiicrelerini hedefleyen yeni
antikanser ilaglar1 arayist stirekli devam etmektedir. Supramolekiiler kaliksaren (p-tert-
biitilkaliks[4]aren) bu agidan olduk¢a umut vadeden bir adaydir. Hedeflenmis tedavi
acisindan tercihli sitotoksisiteyi artirmada modifiye edilebilir 6zelliktedir. Kaliksarenler,
metilen kopriileriyle bir aldehitle baglanmis fenol tinitelerinden olusan, kase veya koni
sekilli sentetik supramolekiiler makrosiklikler grubu bilesiklerdir.

Etkili antikanser tedavisi ig¢in Onemli sart, timor segici bir aractir. Siiper
molekiillerin nanokiitle biiytlikliigli ve biiyiik yiizey alani ile hacim orani, karakteristik
Ozelliklerini yeniden yapilandirarak biyomolekiillerle ayr1 bir sekilde etkilesime
girmelerini saglar. Bu 6zellik, kanser tedavisinde, hiicre goriintiilemede, bio-algilamada
ve ilag tasiniminda ihtiyaca gore yilizey miithendisligi olasiligini arttirmistir. Dolayisiyla
bu c¢aligmada, supramolekiiler kimyada siklikla kullanilan Kaliksarenlerin bir tiirevi
olan 5,11,17,23 -Tetra-tert-biitil -25,27-bis (2,3 ve 4-aminometil-piridinamid)-26,28 -
dihidroksi kaliksarenlerin pasif hedefli tedavi i¢in tercihli sitotoksisite etkisi MCF-7

insan meme kanseri hiicreleri tizerinde in-vitro ortamda arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Organizmanin en temel yap1 birimi olan hiicreler belli is birlikleri yaparak bir
araya gelirler ve dokular1 olustururlar. Dokular da yine belli gorevleri {istlenip
birleserek organlar1 olustururlar. Daha sonra sistemleri ve en sonunda canliy1
olustururlar. Canliy1 olusturan bu hiicreler gorevlerini yerine getirmek i¢in kontrollii bir
sekilde ve belli hizlarda ¢ogalmaktadirlar. Islevini yitiren ve olgunlasmasi tamamlanmis
hiicrelerin de programli bir sekilde 6liimleri ger¢eklesmektedir. Boylece organizma belli
bir siiregte yasamini devam ettirmektedir.

Kanser, DNA hasar1 sonucu hiicrelerin viicudun herhangi bir yerinde kontrolsiiz
ve anormal sekilde cogalip, bolgesel olarak yayilmasimi ifade eden hastaliklar
biitiinidiir. Kanserler bulunduklari organ ve dokularin yerlerine gore adlandirilip, bulgu
ve tedavi yontemleri de kanserin tiiriine gore degiskenlik gostermektedir.

Kanser, gelismis tllkeler kadar gelismekte olan iilkelerde de insan 6liimiine yol
acan en zararli hastaliklardan biridir. 2012’de ise diinya genelinde 14.1 milyon kanser
vakasi bildirilmis, bunlardan% 52.5'i erkeklerde,% 45.41i kadindir (Sultana ve ark.,
2014). Kanser vakalarinin sayisinin 2035 yilinda yaklasik% 70 oraninda artacagi tahmin
edilmektedir (Ferlay ve ark., 2014). Meme ve servikal kanserler diinya genelinde
kadinlarda en sik goriilen iki kanser nedenidir (WCR, 2008; Srisuwan ve ark., 2014,
Elsayed ve ark., 2015).

Tiim kanser tiirleri arasinda meme kanseri kadinlarda daha yaygin hale
gelmektedir. Aslinda, ABD'de kadinlarda meme kanserinin kanser oliimlerinin ikinci
onemli nedeni oldugu bildirilmistir (Abu ve ark., 2013).

Aslinda, meme kanserini tedavi etmek ic¢in kullanilan en {inlii ilaglardan biri
doksorubisindir. Doksorubisin her zaman birkag kanser hiicre hattinda apoptosisi
indiikledigi bilinmektedir. {lag kaynakli apoptoz, yeni ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli
bir sorundur. Anti-kanser ajanlarinin nekrozdan ziyade apoptosisi tetiklemesi olumlu bir
ozelliktir ¢linkii nekrotik hiicreler inflamasyona neden olabilir. Ek olarak apoptosis ve
nekroz arasindaki denge, verilen ilacin dozuna bagl olarak degisebilir. Bu nedenle,
ilacin dozaj1 ve indiikledigi hiicre oliimii tipi arasinda bir nispi baglantt kurmak ¢ok
onemlidir. Doksorubisinin meme kanserini tedavi etmedeki etkinligine ragmen,
kardiyak toksisite de dahil olmak {izere olumsuz yan etkileri vardir. Bu nedenle, yeni bir
ilag arayisi ortaya ¢ikmistir (Abu ve ark., 2013).

Gelisen teknolojiyle birlikte bir¢ok fiziksel, kimyasal, biyolojik sebeplerden

dolay1 bazi genetik dejenerasyonlar ve hastaliklar ortaya ¢ikmistir. Bu sebeplerden &tiirti



yeni ilaglarin gelistirilmesi dnemli goriilmektedir. Kaliksarenlerin kolayca fonksiyonel
hale gelebilmesi, halkali yapilara sahip olmasi ve molekiil bosluklarinin farkl
boyutlarda olmasi sebepleriyle bir¢cok dallarda kullanilan bilesiklerdir. Bu bilesikler
bircok alanda uygulama imkan1 bulurken biyolojik alanda da kullanimlar

arastirilmaktadir (Ozkan, 2011).

2.1. Kaliksarenler
2.1.1.Kaliksarenlerin tarihgesi

Kaliksarenler, bazik ortamli formaldehit ile p-ter-biitil fenoliin kondenzasyonu
sonucu olusan makrosiklik molekiillerdir. 1905“te Nobel o6diilii alan Adolf von
Baeyer“in ¢alismasimna dayandirilarak gelistirilmigtir (Gusche 1989). Kaliksaren
kimyasinin babasi olarak kabul géren Gutsche, 1970’de 4, 5, 6, 8 fenolik birimden
olusan kaliks[n]arenlere uygun “ kupa” sentetik prosediirii olusturmustur. Bu prosediir,
kaliksarenlerin konak-konuk kimyasinda fazlaca kullanilmasina imkan saglamaktadir
(Sahin, 2011) (Sekil 2.1).
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p-terti-Butylcalix[4]arene p-teri-Butylealix[6]arene p-lert-Butyvlcalix[8]arene

Sekil 2.1. p-tert-Biitilkaliks[n]arenlerin yapilart

2.1.2. Kaliksarenlerin adlandirilmasi
Fenolik halkalarla, metilen gruplarinin birbirine baglanarak olustugu siklik

tetramer tag yapilardir. Kaliksarenler birgok arastirmaci tarafindan farkli adlandirilmistir
(Gutsche, 1989).



Sekil 2.2.Kaliksarenlerin kupaya benzer yapisi

Kaliks[n]aren terimi, organik kimyadaki aromatik halkay1 ifade eden “aren” ve
Yunan dilinde tag anlamina gelen “Chalice” kelimelerinin birlesmesinden olusur ve
farkli sayilarda (4,5,6,7) sentezlenebilmektedir. Bu sayilar, kaliks ve aren kelimelerinin
arasindaki koseli parantez igine yazilir ve bu bilesikteki “n” ifadesi fenolik birimlerin
miktarini yani makrosikligin halka sayisini ifade eder. Bu bilesiklerin adlandirilmasinda
ya aromatik halkalarin siibstitiientlerinin yerlerini gosteren numaralandirma sistemi
kullanilir ya da fenoliin substitue kismi ile fenolik birimin sayisini1 gésteren adlandirma
sistemi kullanilir. Kaliks[n]arenler 4,5,6,7,8 gibi farkli sayilarda fenolik birimlerden ve
yer degistirmis gruplardan meydana gelirler. Farkli substitue fenoller i¢in kaliksarenler
adlandirtlirken fenoliin substitue kismi kaliksarenlerin 6n kismina yazilir. Bununla ilgili
olarak literatiirlerde p- alkil fenolden olusan dort tyeli siklik tetramer yapidaki
kaliksaren daha sistematik olarak 5, 11, 17, 23- tetra-alkil-25, 26, 27, 28- tetra-hidroksi
kaliks[4]aren seklinde, daha kisa olarak da p- alkilkaliks[n]arenler seklinde adlandirilir.
(Gutsche, 1989)



Sekil 2.2. 5, 11, 17, 23- Tetra-ter-biitil- 25, 26, 27, 28- tetrahidroksi- kalik[4]aren veya p-tert-
Biitilkaliks[4]aren

2.1.3. Kaliksarenlerin fonksiyonlandirilmasi
Amaca uygun kaliksarenleri olusturmak igin, lower rim (fenolik OH ) veya
upper rim (fenil halkasinin para konumundan) iizerinden degistirilerek fonksiyonel

gruplarla tiirevlendirilmesi gerekmektedir (Ozkan, 2011).
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Sekil 2.2. Kaliksaren bdlgelerinin konumlanmasi (Ozkan, 2011)



2.1.4. Kaliksarenlerin biyolojik uygulama alanlari

Essiz li¢ boyutlu yiizeyleri ile kaliksarenler, siklodekstrinler, kabakgiller,
kriptanlar ve tac eterleri ile birlikte bilinen en iyi konak¢i molekiillerden biridir.
Potansiyel yapi1 bloklar1 arasinda molekiiler iskeletin iist veya alt kenar1 boyunca
kullanilabilirligi ve islevsel olusu, sentez ve molekiiler tanima, algilama, kataliz ve ilag
kesfi gibi nanoteknoloji i¢in gerekli supramolekiiler platformlar olarak uygulamalarda
onemli reseptorler haline gelmistir. Biyolojik bilesikler ile segici komplekslerin
taninmast ve olusumu, islevsellestirilmis kaliksarenlerin Ozellikle 1ilgi c¢ekici
uygulamalaridir. Benzer sekilde protein yiizeyi tanima, bir kaliksaren ¢ekirdegine baglh
cesitli siklik peptidler kullanilarak ve protein grubu yiizeylerinde fonksiyonel grubun ve
tamamlayicit geometrinin éneminin belirlenmesi {izerine ¢alisilmistir (Nimse ve Kim,
2013).

Biyolojik molekiillerin sentetik bilesiklerle son derece spesifik olarak taninmasi,
hem akademik hem de uygulamali arastirmalarda hizli biiyliyen ve zorlu bir alandir.
Kaliksarenlerin kullanimi, son yirmi yilda, biyokimyasal tanima ve aminoasit, peptid,
protein, lektin, niikleotid, niikleosit, sakkarit ve steroid gibi biyoaktif molekiillerin
ayrilmasi i¢in giiglii bir arag olarak artan bir ilgi ¢ekmistir. 2005 yilinda Oshima ve ark.
bir kaliks [6] aren karboksilik asit tiirevinin organik ortamda ekstraksiyonunu tesvik
ederek sitokrom ¢ (Cyt c) gibi katyonik proteinler i¢in yiiksek bir afinite sergiledigini
bildirmistir. Ayn1 grup, ayn1 zamanda, p-tert-oktilkaliks [6] aren ve p-tert-oktilkaliks [8]
karboksilik asit tlirevlerinin biliylik bosluklarinin ortaya ¢iktigin1 ortaya koyan birkag
kaliks [4,6,8] arenini protein ekstraksiyon ajanlari olarak da aragtirmistir (Nimse ve
Kim, 2013).

Toksisite, giiglii ilag molekiillerinin kesfedilmesinde ve gelistirilmesinde biiyiik
bir engeldir. Bu engellere ragmen, ¢ogu kaliksaren tiirevleri hayvan modellerinde diisiik
toksisite ya da hig toksisite gostermemistir. Kaliksarenler ¢esitli antiviral, antibakteriyel,
antifungal, antitiiberkiiler ve antikanser aktiviteler gostermistir. Perret ve ark. Bazi
kaliks [4] aren fosfonat tiirevlerinin insan fibroblastlarinin hiicre biiylimesi iizerinde
higbir etki gostermedigini belirtmistir. Ayn1 Ozette yazarlar, amfifilik fosfonato-kaliks
[4] aren tlirevlerine dayanan dev vesikiillerin, hiicre 6liimiine neden olmadan insan
fibroblastlarinin hiicre zarlari ile birlesebildigini belirtmislerdir (Da Silva ve ark., 2004).

Kaliksarenler DNA iizerindeki etkilerin incelenmesinde gittikce Onemli hale
gelen kanser tedavilerinde basarili ilag olarak kullanilabilir. Boylece tiimorli hiicrelere

etkisinin olup olmadig1 yoniinde arastirmalara 151k tutmaktadir. Literatiirde;



Baggetto ve ark.(2010), ¢esitli timor hiicreleri (MU2, MU2F, HT1080, SP6.5,
1PC227, Jurkat, MEWO, HI-60, Huh7, Hep-G2, MEWO, DLM) iizerinde calix [4] aren
tiirevlerinin etkisini sentezlemis ve incelemislerdir ve bu bilesiklerin aktivitesini
standart anti-kanser ilaglariyla karsilastirmislardir. Bu islevsel hale getirilmis kalix [4]
aren tiirevlerinin, 6zellikle lenfoblastik 16semi ve melanoma hiicre cizgilerinde giiclii
anti kanser ajanlar1 oldugunu kesfetmislerdir.

Santos ve ark.(2015) alt kenarda amid makrosiklik ve asiklik tiirevleri i¢ceren bir
dizi  para-tert-butilkalks [4] aren sentezlemislerdir ve hiicresel etkileri
degerlendirmislerdir. G-quadruplex etkilesimi ve stabilizasyonu, kanser hiicre ¢izgileri
tizerindeki giiclii antiproliferatif etkiyi G-quadruplex tanimasiyla iliskilendirmek i¢in
bilesik calix-NH2 ile degerlendirilmistir. Kalix-NH2, G-quadruplex MYC22 ve h22L'yi
etkilesir ve dengeler ve MCF-7, LNCaP, U87 kanser hiicre dizilerinde diisiik
mikromolar konsantrasyonda aktiviteyi gostermistir.

Magoulas ve ark.(2017) arastirmasinda, artemisinin yapisal olarak modifiye
edildigive potansiyel anti-kanser aktivitesi degerlendirilen yeni artemisinin dimerik
konjugatlar1 elde etmek icin dogal olarak olusan poliaminlere demirlendigi
belirtilmistir. Test edilen tiim artemisinin konjugeleri, MCF7 meme kanseri hiicrelerinin
sayisint azaltmada artemisinin kendisinden daha etkili olmustur. Potansiyel etki
mekanizmasini aydinlatmak icin en etkin 6, 7, 9 ve 12 konjugatlarini kullanmiglardir ve
kanser hiicrelerinin kendileri tarafindan anjiyojenik biiylime faktorii pliotrofinin
ekspresyonunu ve salimimini azalttigini ve in vitro olarak angiogenesis in vivo ve
endotel hiicre biiylimesini inhibe ettigini bulmuslardir . Bu verilerin, yeni artemisinin
dimerlerinin etkin antikanser ilaglarinin gelistirilmesi i¢in iyi bir aday olduguna isaret
etmektedir.

Duarte ve ark.(2017) hormonal bagimli ve hormonal bagimsiz meme kanseri
hiicrelerinde 7-klorokinolin-1,2,3-triazoil karboksamit tiirevleri ile indiiklenen secicilik
profili, apoptotik hiicre O6limii ve hiicre dongiisii arrestini degerlendirmislerdir.
Sonuglar, 7-klorokinolin tiirevleri QTCA-1, QTCA-2 ve QTCA-3 ile muamele
edildikten sonra doz bagimli bi¢imde in vitro MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
canliligmi onemli Olgiide azalttigin1 gostermistir. Apoptoz indiiksiyonu, hormonal
bagimsiz meme kanseri hiicrelerinde % 16.8'lik bir artis ile belirgin olarak yiiksekti.

Sonug olarak, MCF-7 hiicrelerinde GO / G1 dongiisii tutuklamas1 gézlemlenmistir.



2.2. Insan Adenokarsinoma Meme Kanseri (MCF-7) ve Fare Fibroblast (L-929)
Hiicre Hatti

2.2.1. Insan adenokarsinoma meme kanseri (MCF-7) hiicreleri

2.2.1.1. MCF-7 hiicresinin kokeni ve temel 6zellikleri

Insan adenokarsinoma meme kanseri hiicre hatt1 1970°de 69 yasindaki Frances
Mallon adli Beyaz Avrupali bir kadindan izole edilerek elde edilmistir. Hastada, sag
memede iyi huylu bir tiimor ortaya ¢ikarak meme dokusu alindi. Sonrasinda ikinci bir
operasyon sonunda MCF-7 hiicre soyuna yol agacak olan dokudan alinan bir plevral
eflizyonda bir malign adenokarsinom ortaya ¢ikti. Verici radyoterapi ve hormonoterapi
ile meme kanseri icin tedavi edildi. Boylelikle ilk meme kanseri hiicre hatt1 kiiltiirleri
yapilmaya baglandi. MCF-7 hiicreleri, meme kanseri hakkinda yapilan birgok arastirma
icin arastirmacilara temel ve biiyik bilgi kaynagi olusturmustur.  MCF-7’nin
adlandirilmasinda, Michigan Kanser Kurulusu’nun (Michigan Cancer Foundation) bas
harfleri kullanilmigtir (Jordan2, 1997) ve Soule'in kanser hiicre dizisi iiretme girisiminde

yedinci girisimi temsil etti (Lee ve ark., 2015).

2.2.1.2. MCF-7 ve estrojen reseptorii

MCF-7 hiicre hattinin meme kanseri arastirmasina en 6nemli katkilarindan biri,
hiicre ¢izgisinin, invaziv insan meme kanserlerinin ¢ogunlugunu taklit ederek 6nemli
ER diizeylerini ifade etme yetenegi, Ostrojen reseptorii (ER) alfa ¢aligmasi i¢in faydali
olmustur. Kiiltiirlenmis hiicre dizilerinde Ostrojen reseptorii alfa ekspresyonunun
muhafaza edilmesinin 6zellikle zor olmasi ER-pozitif insan gogiis kanseri hiicre
dizilerinden ¢ok daha fazla ER-negatif olusmasina neden olmustur. Kanitlar, kiiltiir
hiicre hatlarinda ER'nin kaybinda hiicre dig1 matris ve uygun olmayan biiylime alt-
tabakasinin (yani iki boyutlu plastik) roliine isaret ederken, Dr. Soule'nin standart
izolasyon teknikleri tizerinde herhangi bir degisiklik gostermedigi goriilmemektedir. Bu
durum, ER-pozitif MCF-7 hiicre hattinin izolasyonunun aslinda tesadiifi oldugu
anlasilmaktadir (Lee ve ark., 2015).

MCF-7 hiicre hattt sitoplazmik estrojen reseptorleri aracilifiyla estradiol
isleyebilme ozelligine sahip oldugu i¢in meme epitelindeki birgok 6zelligini

korumustur.



2.2.1.3. MCF-7 hiicrelerinin ¢alismalardaki uygulanabilirligi

MCF-7 hiicresi, meme kanserinde Ostrojen calismalari i¢in 6nemli olmasinin
yaninda bu hiicreler androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptorleri de ifade
ederler. Tim bu steroid sinyal yollarina karsi hedeflenen ajanlar metastatik meme
kanseri olan bazi hastalarin tedavisinde de aktif oldugu i¢in MCF-7 hiicreleri, hormon
tepkisinin ve direncinin diger yollarini aydinlatmak icin degerli bir model hiicre dizisi
olmustur (Lee ve ark., 2015).

MCF-7, dogrulama ve asagi akim fonksiyonel ¢alismalarini saglamak i¢in sinirsiz
miktarda RNA / DNA iiretme kabiliyeti nedeniyle bir¢ok genomik ¢alisma i¢in temel
bir referans hiicre dizisi olarak gorev yapmustir. Ornegin, ER ¢ip verilerinin cogunlugu
MCF-7'den kaynaklanmaktadir ve gen yonlendirmeli ER yonlendirmeli DNA
dolagiminin ilk raporu ChlA-PET tarafindan MCF-7'de gergeklestirilmistir (Lee ve ark.,
2015).

Insan meme kanseri hiicreleri, kanserin ilerlemesi, ¢ogalmasi, apotozu ve gog
etmesi gibi siireglerin anlasilabilmesi i¢in arastirmalarda kullanilmaktadir. Bu hiicre
dizilerinin kullaniminda genler ve mekanizma siireglerini diizenleyen sinyal yollarinin
bilgileri elde edilebilir. Kullanilan bu hiicreler genetik islemlere genel olarak uyumlu,
kolay ¢ogaltilabilen, in vitro kosullarda tekrar iiretilebilir ve sayilabilir sonuglar ortaya
cikarmaktadir. Organizmalar arasindaki temel farkliliklardan 6tiirii hayvanlardan alinan
hiicrelerle karsilastirildiginda insanlardan alinan kanser hiicreleri arastirmalarda siklikla

tercih edilirler.

2.2.2. Fare fibroblast (L-929) hiicreleri

Fare fibroblast hiicre dizisi (L929), 1948 yilinin Mart ayinda 100 giinliik bir
erkek CsH /An faresinin normal deri alt1 adipoz dokusundan tiiretilen L cinsinin NTCL
929 klonudur. Bu Klon, stirekli olarak kiltiirde olusturulacak ilk hiicre klonlarindan
biridir ve ana klonun 95. alt kiiltiir iiretiminden (tek hiicre izolasyonu igin kilcal
teknigiyle) kuruldu (ATCC® CCL-1""). Bu hiicre dizisi, ana maddesi fibrosarkom hiicre
cizgilerinden tiirtilmistir (Ma ve ark., 2012). Tek katmanli olarak biiyiiyen bu hiicre
dizisi ylizeye yapisarak ¢ogalir. Bu hiicre dizisi genellikle sitoksisite testleri i¢in kontrol
grubu olarak kullanilir ve uygun bir transfeksiyon konakeisidir.

Fibroblastlarin yara iyilesme siirecinde kritik oldugu kabul edilir. Glinlimiizde

enflamatuar hiicreleri doku zedelenmesi alanlarina uyguladiklart ve yapisal proteinlerin
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sentezi yoluyla yaralanmaya karsi katkida bulunduklart kabul edilmektedir. Ayrica
yaranin biiziilerek kiigiilmesini ve hiicre dis1 matriksin yeniden diizenlenmesini de
kolaylastirirlar (Mori T ve ark., 1997).

L-929 hiicre dizisi genellikle bircok standart testte ara¢ olarak kullanilir.
Malzeme biyouyumluluk testi, ilag sitotoksisitesi testi ve hiicre biyolojisi ¢alismalari
gibi bir¢ok deneysel acidan popiiler olan bir hiicre dizisidir (Theerakittayakorn K ve T,
2011).

2.3. Hiicre Canlihig: ve Proliferasyonu Analizleri
2.3.1. XTT analizi

Paull ve arkadaslart (1988) tarafindan yeni bir tetrazolyum tuzu, XTT
sentezlenmistir. XTT'nin biyolojik olarak indirgenmesi, Mq "F" gibi suda ¢6ziinen diger
tetrazolyum tuzlarinin tersine, Scudiero ve digerleri (1988) tarafindan yapilan
calismalarin XTT'min insan timor hiicreleri ile kullanimini degerlendirdigi ve
elektronun yetenegini gosterdigi olduk¢a renkli bir formazan {iriinii verir. XTT,
absorbans oOl¢iimlerinden 6nce formazan iriiniinii ¢6zme ihtiyacini ortadan kaldirarak
zaman ve isgilikte 6nemli dlglide tasarruf saglarken yiiksek derecede hassasiyet sunar
(W. ve ark., 1991).

XTT hiicre proliferasyon analizi, ilk olarak 1988'de Scudiero ve arkadaslari
tarafindan, timoér hiicre dizilerinde hiicre biiylimesi ve ila¢ duyarliligin1 6lgmek icin
etkili bir yontem olarak tarif edilmistir. XTT, azaldiginda parlak turuncu renge doniisen
renksiz veya hafif sar1 bir bilesiktir. Bu renk degisimi, pozitif yiikli dortlii tetrazol
halkasinin parcalanmasiyla gerceklestirilir. XTT indirgemenin formazan {iriini
¢ozliniirdiir ve gergek zamanli analizlerde kullanilabilir. Bir XTT tahlilinin hassasiyeti,
ara elektron tasiyicist PMS (N-metil dibenzopirazin metil siilfat) kullanimi ile biiyiik
ol¢iide iyilestirilmistir. PMS, XTT hiicre proliferasyon deneyi kitinde XTT’yi aktive
eden bir reaktiftir. PMS, XTT'nin azaltilmasin1 ve formazan tiirevinin olusumuna
yardimci olur (XTT hiicre proliferasyon kiti, ATCC™).

XTT analizinde, kontrol kosullarindan daha yiiksek olan absorbans degerleri,
hiicre ¢ogalmasi ve canliliginin arttigin1 gostermektedir. Kontrol kosullarindan daha
diisiik absorbans degerleri ise hiicre proliferasyonunda bir azalmaya isaret eder ve

hiicresel nekroz veya apoptozun sonucu olabilir (XTT hiicre proliferasyon kiti, ATCC™
).
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Multiwell tarama spektrofotometreleri (ELISA okuyucular) cok sayida
numuneyi yiiksek hassasiyetle 6l¢ebilir ve boylece renk reaksiyonuna bagli olarak canl

hiicre sayis1 6l¢tiimii yapilir (Mosmann, 1983).

2.3.2. XCELLigence (gercek zamanl) analizi

Hiicre canliligiin 6lgiilmesi, hiicre biyolojisinde temel bir adimdir. Teknolojinin
gelismesiyle, artan hassasiyet ve Ozgiilliige sahip yeni alternatif canlilik yontemleri
gelistirilmistir. Bu yeni yontemlerden biri de xCELLigence sistem ger¢ek zamanli hiicre
analizi yontemidir. Hiicrelerdeki biyolojik olaylar bu sistemle gercek zamanli olarak
analiz edilebilir (Ozdemir ve Ark., 2013).

XCELLigence sisteminde, genellikle Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi
(RTCA) ile 6l¢tim yapilmaktadir. Cihaz, standart bir hiicre kiiltiirii inkiibatoriiniin igine
yerlestirilerek, kontrollii bir sicaklik, nem ve CO2 ortaminda 96 kuyucuklu bir E-plakayi
kabul eder. Elektronik sensorler, her bir kuyunun altinda bulunan elektrotlar araciligiyla
hiicre empedansini dlger. Olgiilen elektrot empedansi Hiicre Indeksi (CI) cinsinden ifade
edilir. Hiicre Indeksi, zaman iginde algilama elektrodu ile temas halinde olan bir hiicre
popiilasyonunun empedans degisikliklerini temsil eden boyutsuz bir degerdir.
XCELLigence Sisteminin altinda yatan elektronik algilama ilkesi, hiicrelerin, 6zel
olarak tasarlanmis e-plakalarmin her bir hiicre kiiltiirliniin tabaninda yer alan sensor
yiizeyine yapisip yapismadiginin degerlendirilmesidir. Elektronik sensorle temas
halinde, yapisik hiicreler elektron akisina direng olusturan izolatérler gibi davranirlar.
Empedanstaki bu kii¢lik degisiklikler, RTCA aletleri tarafindan stirekli olarak ol¢iiliir ve
cihaz yazilimi tarafindan hiicre indeksi olarak zamana bagl olarak entegre ve ifade
edilir (System, 2013).

Cihazda hiicre indeksinin belirlenmesinde, hiicrelerin  boyutu, hiicre
proliferasyonu, hiicrelerin yapisma giicli, hiicre canliligi ve hiicrelerin morfolojileri
etkili 6l¢im yapilmasi igin 6nemlidir (System, 2013).

RTCA cihazi, hiicrelerin ilag gelistirme, toksikoloji, kanser biyolojisi, tibbi
mikrobiyoloji ve viroloji dahil olmak iizere genis bir arastirma alani yelpazesinde nasil
tepki verdigini ele almak i¢in uygundur (Solly ve ark., 2004).

XCELLigence sisteminin hiicre c¢ogalmasini, sitotoksisitesini ve goc¢iinl
belirleyen diger geleneksel hiicre tabanli yontemlere birgok avantaji vardir. Hiicrelerin
invaziv olmayan gercek zamanli izlenmesi ve her bir kuyucugu aymi anda kontrol

ederek canli hiicrelerin uzun siireli izlemesini saglar. Bu uzun siireli izleme,
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arastirmacilarin testi gerceklestirmek i¢cin en uygun zaman noktalarini belirlemesine
yardimct olur. Aym1 zamanda, farkli uygulamalar tek bir plakada ayni anda
degerlendirilebilir. Ek olarak, 1Csg Ve egrilerin ortalama degeri gibi parametrelerin elde

edilmesini saglar (Ozdemir ve Ark., 2013).

2.3.3. Hiicre 6liimii ve flow sitometri analizi

Genetik olarak programlanmis hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarda temel
hiicresel bir siiregtir. Apoptoz ve nekroz, hiicre liimlerinin iki yaygin sekli olmasinin
yaninda ¢ok hiicreli organizmalarda homeostazinin korunmasinda yasamsal bir 6neme
sahiptir. Hiicrelerin uygun olmayan 6limii, organlarin islev bozukluklarina ve hatta
oliimlere bile yol agabilir. Baz1 arastirmacilar morfolojik goriiniim, enzimatik 6zellikler,
fonksiyonel veya immiinolojik 6zellikler de dahil ¢esitli kriterlere gore hiicre 6liimlerini

siniflandirmislardir.

2.3.3.1. Apoptotik hiicre oliimii

Programli hiicre 6limii (PCD), bir hiicresel programin aracilik ettigi hiicre 6lim
formudur. PCD'nin arketipik formu olan apoptoz ilk kez Kerr ve ark. morfolojik
kriterlere dayanan 6zgilin tanimi, apoptosisin nekrozdan farkli oldugunu vurgulamistir.
Apoptosisin morfolojik 6zellikleri arasinda kabarciklanma, kromatin kondensasyonu,
niikleer pargalanma, adezyon ve yuvarlanma kaybi (yapisik hiicrelerde) ve hiicre
biiziilmesi yer alir (Ting Dong ve ark., 2015).

Apoptoz, doku biitiinliiglinlin, tiimdriin gerilenmesinin ve bagisiklik tepkisi
gelisiminin homeostatik kontroliinde, embriyojenez sirasinda temel bir rol oynayan
Okaryotlarda yaygin bir hiicre 6liim seklidir. Spesifik sinyaller alindiginda, hiicrede bir
dizi farkli biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana gelir. Kaspazlar ve belki
de diger proteazlar olarak bilinen bir protein ailesi, apoptosisin ilk asamalarinda aktive
edilir. Bu proteinler, sitoskeleton ve niikleer proteinlerdeki yapisal proteinler dahil
olmak iizere normal hiicresel fonksiyon icin gerekli olan anahtar hiicresel substratlar
ayirir. Bu biyokimyasal olaylarin sonucu hiicredeki morfolojik degisiklikler ve genis
DNA boliinmeleri ortaya ¢ikmaktadir. Apoptozun dinamik bir siire¢ olmasinin yaninda
ve apoptotik hiicrelerin karakteristik ozelliklerini sergiledikleri kisa bir “zaman
penceresi” oldugu da soOylenebilir. Bu nedenle, farkli yontemler apoptoz siirecinin

zamanina bagli olarak farkli sonuglar tiretebilir (Riccardi ve Nicoletti, 2006).



13

Apoptoz, morfolojik 6zelliklerinin  tanimlanmasindan, sinyal yollarinin
molekiiler bir anlayisina kadar uzun bir yol kat etmistir. Kanser de dahil olmak iizere
birgok hastaligin olusum mekanizmasin1 anlamada yeni degerlendirmeler olusturur
(Salami ve Karami-Tehrani, 2003).

Programli 6liim ¢esidi olan apoptoz, tim PCD formlarini tanimlamak i¢in yeterli
gelmemistir. Bir¢ok arastirma, gelisme ve hastalikta apoptotik olmayan diger
programlanmis hiicre oliim yollarim1 kesfetmis ve Kkarakterize etmistir. Bunlara
nekroptoz, otofajik hiicre 6liimii, pirotoz, netozis ve ferroptoz 6rnek verilebilir (Ting
Dong ve ark., 2015).

2.3.3.2. Nekrotik hiicre oliimii

Nekroz, apoptotik olmayan bir hiicre 6liimii ¢esididir. Morfolojik olarak hiicre
sismesi, mitokondrinin islevinin bozulmasi ve sitoplazmik membranin patlamasi ile
karakterizedir. Uzun bir siire boyunca nekrozun sadece kontrol edilemeyen bir hiicre
olim formu oldugu distinilmistiir. Fakat buna karsi kanitlar ortaya ¢ikmis ve daha
once yapilan goriisleri degistirmistir (Ting Dong ve ark., 2015). Hiicrede bulunan 6liim
reseptorlerinin  aktivasyonu ile indiiklenen hiicre O6limii nekrotoz yoluyla da
gerceklestirilebilir (Christofferson ve Yuan, 2010).

Temel programlanmis hiicre 6liim siireglerini incelemek i¢in bir dizi gii¢lii
kiigiik molekiillii bilesik gelistirilmistir; Bu kii¢iik molekiillerin bazilari, anormal hiicre
Olimiiniin neden oldugu kanser ve enflamatuar hastaliklar gibi hastaliklar i¢in yeni
terapotik ajanlarin gelistirilmesi igin biiylik bir potansiyel gdstermektedir. Boylelikle,
kimyacilarin ve biyologlarin kii¢iik molekiillii ve kimyasal genetik yaklagimlar1 bu

alanda yeni anlayislar tiretmeye devam edecektir (Ting Dong ve ark., 2015).
2.3.3.3. Flow sitometri analizi

Onceki yillarda, yeni ve giivenilir toksisite deneylerinin gelistirilmesine yonelik
aragtirma alanlar1 gelistirilmistir. Bu ¢alisma alanlarinda yapilan in vitro toksisite
analizleri, diisik maliyetli, ihtiyag¢ duyulan laboratuvar hayvanlarinin sayisini
dengeleyen ve siipheli kimyasallarin ilk se¢imini yapmak i¢in hassas ve yiiksek verimli

tarama firsat1 sunarak 6nemli faydalar saglarlar (Vanparys ve ark., 2006).
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Flow sitometrik hiicre dongiisii analizi, hiicre dongiistiniin farkli asamalarinda
hiicrelerin dagilimini 6lger ve bu nedenle hiicre proliferasyonunun daha ayrintili olarak
degerlendirilmesine izin verir. Flow sitometrinin kimyasallarin zehirli etkilerini on-
taramada kullanimi son zamanlarda in vitro test i¢in gosterilmistir (Tuschl ve Schwab,
2004). Acikca goriilen avantajlari, testler igin gereken kisa siirede, ayni anda birkag
parametrenin arastirilmasi ve performansin kolay olmasi olarak sdylenebilir.

Flow sitometrisi, 151k sagilimi ve floresans 6lglimii ile binlerce bireysel hiicrenin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini incelemek igin hizli bir yontemdir. Bu teknik, klinik ve
farmasotik ¢aligmalara yaygin bir sekilde uygulanmis olmasina ragmen, toksikolojik
calismalarda bir arag¢ olarak potansiyeli kisa siire once kesfedilmistir (Stauber ve ark.,
2002).

Saglikli hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiizeylerinde membran yagi olan
fosfatidilserin (PS) vardir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis
olan PS’ler hiicre zarinin dis yiizline tasinirlar. Bu yer degistirme islemi hiicre zari
biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde goriiliir.
Annexin V, hiicrenin dis yiizeyine taginan, PS’ye baglanabilen bir protein oldugundan
floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriintiisii elde edilir. Boylece
hiicrelerin 6liim oranlar1 flow sitometri ile Olgililebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak 7-AAD
kullanilabilir. Boyanan bu hiicreler erken ya da gec apoptotik hiicreleri, nekrotik

hiicreleri ayirt edebilir (GULES ve EREN, 2008).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Numunelerin Sentezi ve Analizi

3.1.1. Kimyasal siv1 ¢ozeltilerinde 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin sentez
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Sekil 3.1. 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin diamit tiirevleri
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Cizelge 3.1. Aragtirmadaki p-tert-biitilkaliks[4]arenin diamit tiirevlerinin isimlendirilmesi

Kisaltmalar Isimlendirilmesi
2-AMP 2-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
3-AMP 3-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
4-AMP 4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren

Aragtirmada kullanilan maddeler, Ek-1’deki gibi sentez islemleri yapilip
calismamiz i¢in uygulanda.
3.1.2. Kimyasal sivi1 ¢ozeltilerinde 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin analizi
Deneysel ¢alismalarimizda kullandigimiz ve Ek-1’de sentez asamalar1 gosterilen
supramolekiil bir kimyasal bilesik olan kurutulmus 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin
yapilari; FTIR, 1H-NMR, MS, 13C-NMR gibi spektroskopik teknikler kullanilarak

analizleri yapildi.

3.2. Biyolojik Numunelerin Belirlenmesi ve Analizleri

3.2.1. MCF-7 ve L929 hiicre hatlar:

3.2.1.1. MCF-7 hiicre hatti

MCF-7 hiicreleri 1970°de 69 yasinda bir Kafkas kadininin gogiis dokusundan
izole edilen ve strojen pozitif (ER+) bir hiicre dizisidir. Gogiis adenokarsinomasindan
tiretilmis (ATCC®HTB-22™) genis ¢apta incelenen bir epitel kanseri hiicre hatt1 olan
MCF-7, farkli meme epitelinin Ozelliklerine sahiptir. Ayrica, sitoplazmik Ostrojen
reseptorleri vasitasiyla, bu hiicreler Ostradiolii isleme yetenegine sahiptir. Yiizeye

yapisarak kiiltiire edilen ve tek katmanli (monolayer) bir hiicre hattidir.



17

Sekil 3.2. invert mikroskopta 10x objektifte goriintiilenen MCF-7 hiicresi

3.2.1.2. L929 hiicre hatt1

Fare fibroblasti hiicre dizileri (L-929), (ATCC®CCL-1™ ) 1948’de C3H/100
giinliik bir erkek farenin deri alti bag dokusundan tiiretilip, L cinsinin NTCL 929
Klonudur. Yiizeye yapisarak biiyliyen bu hiicre dizisi monolayer (tek katmanli) olarak
biiyiir. Kiiltiir islemi yapilirken sadece tripsin kullanilir. Hiicreler yiizeyi kapladiginda
haftada 2 veya 3 kere pasajlanarak kiiltiirleri yapilir.

100 pm N

Sekil 3.3. invert mikroskopta 10x objektifte gériintiillenen L929 hiicresi

3.2.2. Hiicrelerin ¢ozdiiriilme (thawing) islemleri

Sivi azotta (-196 °C) saklanan MCF-7 hiicre hatti, oda sicakliginda
¢ozdiiriildiikten sonra igerisinde antibakteriyal gentamisin (1mg/ml) bulunan RPMI-
1640 (Biochrom-Merck, Almanya; FG-1215) besiyeri ile seyreltildi ve T-25 hiicre
kiiltir kab1 i¢ine konulup inkiibe edildi. T-25’teki MCF-7 hiicresi, belli bir yogunluga
ulagip yiizeyi kapladiktan sonra T-75 kiiltiir kabina aktarildi. Bu iglem, hiicre pasajlama
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yontemiyle yapildi. T-75 hiicre kiiltiir kabmna aktarimi yapilan MCF-7 hiicreleri
canliliklarini incelemek i¢in invert mikroskop altinda goriintiilendi. Ayn1 sekilde, Sivi
azottan alinmis olan L1929 hiicre hatt1 oda sicaklifinda ¢ozdiiriildiikten sonra igerisinde
antibakteriyal penicilin (5mg/ml) bulunan Dulbecco-MEM (Sigma D6429, composed of
4,500 mg/l glucose, sodium pyruvate, and sodium bicarbonate) besiyeri ile seyreltilip T-
25 hiicre kiiltiir kab1 igerisine konularak inkiibe edildi. Belli yogunluga ulastiktan sonra
T-75 hiicre kiiltiir kabina aktarimi yapilan L929 hiicreleri de canliliklarinin incelenmesi
icin invert mikroskop altinda goriintiilendi. Her iki hiicre hatt1 da deneyler i¢in gerekli

miktarda hiicre sayisina ve yogunluga ulasana kadar pasajlandi.

3.2.3. Hiicrelerin kiiltiire edilmesi ve pasajlanmasi

MCEF-7 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda %10 (v/v) fetal bovine serumu (fetal dana
serumu, FBS, Bichorom-Merck, Almanya; S-0115), 2 mM L-glutamin igeren
RPMI1640 besiyeri kullanildi. RPMI1640 besiyerine, bakteri enfeksiyonunu
engellemek i¢in gentamisin (1mg/ml) eklenerek komleks bir besiyer elde edildi. Daha
sonra hiicreler 37°C sicaklikta %5°1lik CO2 ‘li inkiibatorde kiiltiire edildi.

Yine aym sekilde 1929 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda %10 (v/v) fetal bovine
serumu (fetal dana serumu, FBS), Dulbecco-MEM besiyeri kullanildi. Bakteri
enfeksiyonunu engellemek amaciyla Dulbecco-MEM besiyerine penicilin (5mg/ml)
eklenerek komleks besiyer elde edildi. Daha sonra hiicreler 37°C’de, %5’lik CO2
inkiibatorde kiiltiire edildi.

Belli yogunluga ulasarak kiiltiir kab1 yiizeyini dolduran hiicreler tuz tampon
(Hanks tuz soliisyon Biochrom-Merck, Almanya; L-2045) ¢ozeltisi ile kap yiizeyini
kaplayacak sekilde yikandi ve ardindan tripsin-EDTA (Biochrom-Merck, Almanya; L-
2143) ¢ozeltisi eklenerek, hiicreler yiizeyden kalkana kadar 37 °C % 5’lik CO2’li etiivde
inkiibe edildi. Daha sonra iizerine yeterli miktarda komleks besiyeri eklenerek tripsin
aktivitesi durduruldu. Santrifiij tiipiine aktarilan hiicreler, 5 dk. 1200 rpm’de santrifiij
edildi. Hiicre pelleti kompleks biiyiime besiyeri ile seyreltilerek T-75 kiiltiir kabina
aktarildi ve 37 °C’de, % 5’lik CO2’li etiivde kiiltiir ortamina birakildi (Uyar ve ark.,
2014).
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Sekil 3.4. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin subkiiltiirinde kullanilan cihazlar; (a) su banyosu, (b) santrifij,

(c) inkiibator (d) invert mikroskop

3.2.4. Hiicrelerin sayimi ve ekimi

Hiicre ekimi igin 6nce inkiibe edilmis MCF-7 hiicre kiiltiir kabi, invert mikroskop
altinda incelendi. incelemenin ardindan kiiltiir kabinda yaklasik % 75-85 oraminda
yogunluga ulasan hiicreler atik besiyeri uzaklastirilarak hanks tuz soliisyonu ile yikandi.
Sonrasinda kiiltiir kabi, taban yiizeyini kaplayacak sekilde tripsin-EDTA  ¢ozeltisi
eklenerek 37 °C’de, % 5’lik CO2 igeren etiivde tripsinin aktiflesip tek katmanli hiicre
tabakasinin yilizeyden kalkmasi igin beklendi. Beklemenin ardindan tripsin aktivitesini
durdurmak igin igerisine hazirlanmigs kompleks besiyeri eklenerek hiicrelerin
sispansiyonu igin pipetaj yapildi. Bu sayede hiicre kiimelerinin ayrilmasi saglandi.
Olusan stispansiyon, 15 ml’lik santrifiij tiipii i¢ine alinarak 5 dk. 1200 rpm’de santrifiij
edildikten sonra pelletin siipernatant kismi ayrildi. Geriye kalan hiicre pelleti komleks
besiyeri ile ¢ozdiiriilerek iyice pipetaj yapildi (Akbulut ve ark., 2016).

Hiicre sayimi yonteminde ¢ok kiigiik hacimli hiicrelerin mikroskop ortaminda
rahatlikla sayilabilmesi hedeflenmektedir. Bu mikroskobik lamda, hemositometrik lam
tizerinde yatay ve dikey kesismis ¢izgiler bulunur ve {i¢ bolimli 9 biiyiik kareden
olusur. Bu 9 biiyiik karenin her birinin alan1 1 mm?dir. Stvinin slayt bélmesindeki
derinligi 0,1 mm’dir. Her bir kare iizerindeki toplam hacim asagidaki sekilde

hesaplanir:
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ml’deki hiicre sayis1 = thoma’daki hiicre sayis1 /2 x diliisyon faktorii x 10% (3.1)

Lam {izerinde bulunan hiicrelere, 151k mikroskobu altinda goriintiilenerek belli bir
yonteme gore sayim islemi uygulanir. Olii hiicrelerde hiicre membrani gecirgenligi
bozuldugu i¢in 6li olan hiicreler triphan mavisiyle boyanmaktadir. Canli hiicreler de
boyay1 once igine alip hemen disart attig1 igin parlak ve saydam olarak gézlenmektedir.
Boylece gerekli hiicre canlilik orani saptanmaktadir (Celebi ve ark., 2017).

Bu hesaplama yontemiyle MCF-7 hiicresi pelleti ile olusturulmus
slispansiyondan ve triphan mavisinden 100’er ul alinarak thoma lamina eklenip gerekli
hiicre sayimi yapildi. Hiicrelerin 96 kuyucuklu plakaya ve 16 kuyucuklu e-plakaya
10x10* ve 15x10* hiicre/ml olacak sekilde ekimleri yapildi. Daha sonra plakalar 24 saat
boyunca inkiibasyona (37 °C’de, %95 nem, %5 CO2’li doku kiiltiirii inkiibatorii)
birakildi. Hiicreler yiizeye tutunup yeterli yogunluga ulastiginda 1-500 pM
araliklarindaki ¢esitli konsantrasyonlarda 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler hiicrelerin
tizerine eklenerek, hiicrelerin maddelerle olan etkilesimleri gozlemlendi. Ayni

prosediirler L929 hiicresi i¢in de uygulandi.

Sekil 3.5. MCF-7 ve L929 hiicrelerinin ekim i¢in hazirlanmasi
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Sekil 3.6. 25uM ve 100uM konsantrasyonlarindaki 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler

3.2.5. Hiicrelerin, hiicre canhihig (viabilite) ve sitotoksisite (XTT) analizleri

Sitotoksisite testleri, sitotoksik maddelerin ya da biiytime faktorleri gibi test
kimyasallarmin hiicreler iizerinde denenerek canli hiicre sayisini tespit etmede
kullanilmaktadir. Genel olarak MTT ile XTT testleri kullanilmaktadir.

Bu aragtirmadaki sitotoksisite analizlerinde 3 - [4, 5- Dimethyl thiazol-2-yl] 1-2,
5-diphenyl tetrazolium bromide (XTT) ajan1 kullanildi. Kullanilan pridin grubu tiirevli
kaliks[4]arenlerin (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP), MCF-7 hiicrelerine karsi sitotoksik
etkisi 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda test edildi. Kontrol kuyucuklari hari¢ her
kuyucuga 5x10° hiicre ekildikten sonra 37°C etiivde inkiibe edildi. Hiicrelerin yeterli
yogunluga ulagmasindan sonra 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler yiiksek
konsantrasyondan (500 uM) diisiik konsantrasyona (3 puM) yatay olarak seyreltildi.
Daha sonra maddelerin hiicrelerle olan etkilesimi i¢in 24 saat etiivde inkiibe edildi. Ayni
sekilde 1929 hiicreleri de kontrol (besiyer) kuyucuklari hari¢ her kuyucuga 10x10°
hiicre ektikten sonra 37°C de inkiibe edildi. Daha sonra 2-AMP, 3-AMP ve 4-
AMP’lerin 500, 250, 100 puM konsantrasyonlar1 kullanilarak maddelerin hiicre
iizerindeki sitotoksik etkisi gdzlemlendi. iki hiicre hatt1 icin de her géze XTT soliisyonu
eklendi. Daha sonra canli hiicrelerin meydana getirdigi formazan Kkristallerinin
olusumunun gézlenmesi i¢in 5 saat etiivde bekletildi. Hiicre iiremesindeki azalmanin ve
olusan triiniin 460-650nm (referans 630nm) dalga boylarinda ELISA okuyucu cihazi ile
optik yogunlugunun belirlenmesi ve ICsp degerlerinin hesaplanmasi ile belirlendi

(Zengin ve ark., 2015).
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Sekil 3.7. Elisa cihazi

3.2.6. Hiicrelerin ger¢ek zamanh (XCELLigence) analizi

XCELLigence sistemi (Gergek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi, RTCA SP®),
empedans degeri Ol¢limiine dayanarak hiicre ¢ogalmasinin ger¢ek zamanli izlenmesini
saglar. Bu teknoloji, bir elektrik empedans hiicre sensorii olarak mikroelektrotlarla kapli
tabanlar1 olan spesifik 16 kuyucuklu hiicre kiiltiirii e-plakalar1 kullanir. Analiz,
kuyucuklarin tabanini kaplayan yiiksek yogunluklu elektrot dizisi boyunca bagl
hiicrelerin olusturdugu elektriksel empedans dl¢iimiine dayanmaktadir (Hasan ve ark.,
2014). Empedans degeri, yiizeyde biiyliyen hiicreler tarafindan olusturulan elektriksel
empedansta goreceli degisim olarak tanimlanan boyutsuz bir parametre olan hiicre
endeksine otomatik olarak doniistiiriiliir. Hiicresel durumun kantitatif 6l¢iimii olarak
hiicre endeksi degeri, hiicreyle kapli alanin genisligini temsil eder ve hiicre sayisi, hiicre
proliferasyon orani, hiicre sekli ve boyutu, hiicre canliligi gibi etmenlerde nicel veriler

elde edilmesini saglar (Atienza ve ark., 2005).

XCELLigence RTCAD

Sekil 3.8. RTCA (xCELLigence) cihazi
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2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin MCF-7 ve L929 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerine
RT-CES 16X xcelligence analizi cihazi kullanilarak (ACEA Biosciences) bakildi. 100.000
hiicre/ml olacak sekilde ekilen MCF-7 hiicreleri, inkiibator igerisindeki 16 kuyucuklu e-
plakalara %10 FBS (Fetal sigir serumu) ve %1 gentamisin ilave edilmis komleks
besiyeriyle kiiltiire edildi. Yiizeye tutunan ve yeterli yogunluga ulasan MCF-7 hiicreleri,
cihazin hiicre endeksi degeri olarak adlandirilan mikroelektrotlarin empedans degeri 1.00°a
ulagtiginda kaliksaren maddelerin ¢esitli konsantrasyonlari (25,100,250 pM) hiicrelerin
iizerine eklendi ve maddelerin hiicre ile etkilesimleri her 15 dk.’da bir empedans olgerek

belirtilen siire boyunca ger¢ek zamanl olarak gézlemlendi.

Sekil 3.9. E-plaka VIEW 16

3.2.7. Hiicrelerin flow sitometri (Annex./ 7AAD) yontemi ile analizi

Flow sitometri analizi, siispanse edilmis hiicre veya partikiillerin bir akigkanin
icinden gegerek karakteristik yapilarmin 6lgiimiine dayali bir analiz sistemidir. Flow
sitometrisi ile siispansiyon halindeki bu hiicre veya partikiiller lazer 15181 ile
aydinlatilmis bir bolmeden gegirilerek hiicrelerin 1s18in 6niinden gecerken verdikleri
sinyaller toplanir ve analiz edilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin enzim aktiviteleri,
hiicre canliligi, hiicre ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA igerigi, hiicre membran
potansiyeli gibi gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplayabilme imkan1 saglar (Dunphy,
2004).

Arastirmada hiicre 6liim karakteri hakkinda bilgi vermesi i¢in flow sitometri
yontemi kullanildi. Buna gore hiicrenin programli hiicre 6liimii olan apoptoza mi1 yoksa

hasarli (istenmeyen) hiicre 6limii olan nekroza m1 gittigi bu yontemle analiz edildi.
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Sekil 3.10. Flow sitometri cihazi

T-25 flasklara 15x10* hiicre/ml olacak sekilde ekilen MCF-7 hiicresi, 10, 25 ve
50 uM konsantrasyonlarinda hazirlanmig kaliksarenler ile 8 saat siireyle biiylimeye
birakildi. Hiicreler dncelikle yilizeyden kaldirilma islemine kadar getirildi. Olusan pellet
soguk PBS (Fosfat tampon tuzu) ile iki defa yikandi. Daha sonra pelletin tizerine 200 ul
Ix baglama tamponu eklenerek hiicreler siispansiyon haline getirildi. Hiicreler flow
tiiplerine aktarilarak tizerlerine Annexin V / 7AAD boyama kitinde bulunan boyama
protokolii modifiye edilerek hiicrelerin boyanmasi saglandi. Hiicrelerin bu maddeler ile
etkilesmesiyle olusan apoptoz ve nekroz, Annex. / 7AAD ile flow sitometride analiz

edildi. Bu sonuglarla birlikte hiicre 6liimlerinin hangi karakterde olduklar1 karsilastirildi.

Sekil 3.11. Flow sitometri agamalari; (a) T-25 flasklara ekilmis olan hiicreler, (b) flow tiipleri
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3.2.8. istatistiksel Analiz

Belirtilen analiz siirecinde, tiim deneyler iicer kez yapildi. Deney sonuglari ortalama
+ standart sapma degerleri olarak ifade edildi. Grafikler ve veri analizleri, GraphPad
Prism version 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA) kullanilarak analizi

gerceklestirildi.

3.2.9. Hiicrelerin dondurulma (freezing) islemi

MCF-7 ve 1929 hiicrelerine, santrifiij asamasina kadar normal pasaj islemleri
aynen uygulandi. Santrifiijden sonra hiicrelerin siipernatanti atilarak santrifiij tiipinde
bulunan hiicre pelleti hiicre dondurma medyumu ile (% 90 Fetal Sigir Serumu, “%10
DMSO) seyreltilip viallere aktarildi. Bu vialler, iginde izopropil-alkol olan 6zel delikli
kaba (Mr.Frosty) konuldu ve -80 °C’de bir giin bekletildi. Daha sonra delikli kap disina
alinan vialler -80 °C’de stokland1. Sonrasinda -196 °C’de siv1 azot tanklarinda stoklandu.

Boylece hiicreler daha sonraki c¢alismalar i¢in dondurulup saklanarak tekrar tekrar

kullanilabilmektedir.

Sekil 3.12. Hiicre dondurma cihazlari; (a) izopropil ile dolu delikli vial kabi, (b) -80 °C dondurucu dolap
(c) -196 °C s1v1 azot tanki
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin Yapilari, Sentezi ve Analiz Sonuclar:
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Sekil 4.1. 2-Aminometilpridin, 3-Aminometilpridin, 4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
tiirevleri

Arastirmamiz siiresince etkili ve pasif olarak hedeflendirilmis antikanser tedavi
icin toz halindeki 2-AMP 3-AMP ve 4-AMP’lerin sitotoksisite etkileri incelenmistir.
4.1.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin FT-IR analizleri

2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin FT-IR analizlerine bakildiginda FT-IR
spektroskopisinde 1751 cm™ deki ester karbonil bandinin 2-AMP igin 1663 cm™, 3-
AMP 1668 cm™ 4-AMP icin 1609 cm™ amid karbonil bandina déniisiimii gdzlemlendi
(Sekil 4.2) (Sayin ve ark., 2011; Ozcan ve ark., 2015).

———\_/’_V i
~C —or

1751 cm !

YT
v
o
I

/C“-NHR
1668 cm™
Ij:];

|
Bilesik2 mrLO Am

3-ANE)Y

N T ™ T v T v T o T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1
cm

Sekil 4.2. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin FT-IR analizleri



4.1.2. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin 'H-NMR spektrumlar:
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Sekil 4.3. 2-AMP (2-Aminometilpridin)’nin "H-NMR spektrumu
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2-AMP; Verim:1.48 g, (% 65.0 ), E.N: 259-262 IR :1676 cm™ (C=N) vmax (ATR): 3454,
3358, 1676 cm*; tH-NMR (400 MHz CDCls) : § 0.97 (18H, s, tBu), 1.27 (18H, s, tBu),
3.34 (4H, d, J= 13.3 Hz, ArCH2Ar), 4.03 (4H,d,J =13.3 Hz, Ar-CH2-Ar), 6.82 (4H, s,
Ar-H), 7.05 (4H, s, Ar-H), 4.51-4.65 (8H, m, OCH2, Ar—-CH2-NH), 7.31 (2H, s, OH),
7.57 (2H, d, J=7.8 Hz, PyH), 8.45 (2H, d, J=4.5 Hz, PyH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH),
9.21(2H, t, NH), 8.62 (2H, d, PyH). Analitik Hesaplama CeoH7206Na: C, 76.24; H, 7.68;

N, 5.93 Bulunan; C, 76.28; H, 7.70; N, 5.88% (Ma: 944.56 g /mol) (Sekil.4.3).
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Sekil 4.4. 3-AMP (3-Aminometilpridin)’nin *H-NMR spektrumu

3-AMP; Verim: 1.5 g, ( % 65.8) , E.N: 239-242 IR :1681 cm™ (C=N) vmax (ATR):
3454, 3358, 1681 cm; H-NMR (400 MHz CDCls): § 0.98 (18H, s, tBu), 3.27 (4H, d,
J=13.3 Hz, Ar-CHz-Ar), 3.90 (4H, d, J=13.3 Hz, Ar-CHz-Ar), 4.46-4.49 (8H, m, OCH?2,
ArCH2NH), 1.22 (18H, s, tBu), 6.85 (4H, s, Ar-H), 7.18 (2H, s, OH), 7.00 (4H, s, Ar-
H), 7.61 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 8.45 (2H, d, J=4.5 Hz,
PyH), 9.21(2H, t, NH), 8.62 (2H, d, PyH). Analitik Hesaplama CeoH7206Ns: N, 5.93;
H, 7.68; C, 76.23 Bulunan: H, 7.74; C, 76.31; N, 5.83% (Ma: 944.56 g /mol) (Sekil
4.4.).
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Sekil 4.5. 4-AMP (4-Aminometilpridin)’nin *H-NMR spektrumu

4-AMP; Verim: 1.72 g, (% 75.5) , E.N: 239-242 IR :1638 cm'! (C=N) vmax (ATR):
3358, 3454, 1638 cm™; *H-NMR (400 MHz CDCls): § 1.0 (18H, s, tBu), 3.38 (4H, d,
J=13.3 Hz, Ar-CH2-Ar), 1.27 (18H, s, tBu), 3.86 (4H, d, J=13.3 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.80
(4H, s, O-CHz2), 6.85 (4H, s, Ar-H), 7.26 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 3.55 (4H, s, Ar—-CH2~
NH), 6.88 (4H, s, Ar-H), 7.05 (2H, m, PyH), 7.54 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.48 (2H, s,
OH), 9.33 (2H, t, NH). Analitik Hesaplama CeoH7206N4: C, 76.23; N, 5.93, H, 7.68
Bulunan: H, 7.74; C, 76.31; N, 5.83% (Ma: 944.56 g /mol) (Sekil 4.5.).

4.2. XTT Yontemi ile 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin MCF-7 Hiicrelerine karsi
Sitotoksisite Analizleri

Bu yoéntemde MCF-7 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basi 5x103
hiicre olacak sekilde li¢ plaka olarak ekimi yapildi ve plakalar inkiibatorde bir gece
bekletildi. Daha sonra sitotoksisite analizi i¢in kaliks[4]aren bilesikler % 0.1 DMSO +
kompleks besiyeri ile partikiil kalmayincaya kadar cozdiriildii. Yeterli diizeyde
¢ogalmis olan hiicre plakalarinin iizerine ¢ozdiiriilmiis maddeler, konsantrasyonlari 500
uM’den 2 uM’ye kadar g¢oklu pipet yardimiyla seyrelterek eklendi ve 24 saat
inkiibatorde bekletildi. Daha sonra XTT soliisyonu eklenmeden 6nce invert mikroskop
altinda goriintiiler elde edildi. Sonrasinda XTT eklenip inkiibatore konularak 5 saat renk
degisimi tamamlanincaya kadar bekletildi. Aragtirmamizda kullanilan maddelerin hiicre

olimi tizerine etkisi, eklenen XTT soliisyonundaki tetrazolyum tuzunu formazana
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¢eviren canli MCF-7 hiicre hattinin mitokondriyel aktivitesi sonucunda meydana gelen
turuncu renkle anlamlandirildi. Daha sonra ise elisa cihazi ile 460 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢tim yapildi. Boylece 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin MCF-7
hiicre hattina olan ICsp degerleri de hesaplandi. Hiicre canliligini tayin eden
yontemlerden biri olan XTT yontemi ile tekrarli deneylerin sonucunda

kaliks[4]arenlerin hiicrelere olan sitotoksik etkisi degerlendirildi.

Sekil 4.6. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan MCF-7’ye etkisinde
XTT ile renk degisimi



2-AMP
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4.2.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin XTT yontemi kullanilarak invert mikroskop

altindaki MCF-7 hiicrelerine etkisinin goriintiilenmesi

Hiicre kontrolii 1M 3 7p

Sekil 4.7. 2-AMP’lerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmis MCF-7 hiicrelerine olan etkisinin 24 saat sonraki

20 um 6lgekli ve 10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Sekil 4.7°deki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan
MCF-7 hiicreleri, 1-500 uM konsantrasyonlarinda Kalix[4]aren, 2-AMP’lerle 24 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin MCF-7 hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkisi
mikroskopta gozlendi ve konsantrasyonlar arttik¢a hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinde
degisiklikler ~meydana geldigi goriildii. Ayrica 250 uM ve 500 uM

konsatrasyonlarindaki madde yogunlugu fazla oldugu igin hiicreler gériilememektedir.




Hiicre kontrolil

Sekil 4.8. 3-AMP’lerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmis MCF-7 hiicrelerine olan etkisinin 24 saat sonraki
20 um 6lgekli ve 10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Sekil 4.8’deki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan
MCF-7 hiicreleri 1-500 uM konsantrasyonlarinda kalix[4]aren, 3-AMP’lerle 24 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin MCF-7 hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkisi
mikroskopta incelenerek konsantrasyonlar arttik¢a hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinde
degisiklikler meydana geldigi gozlendi. Hiicre yapilarinin diisiik konsantrasyonlardan
itibaren daha yuvarlak hale gelerek Olmeye basladigi gozlendi. Yiiksek

konsantrasyonlar olan 250 ve 500 uM da hiicrelerin tamamen 6ldiigl goriildii.



Hiicre kontrolii 1 pM

3 30 uM 60 pM ’

Sekil 4.9. 4-AMP’lerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmis MCF-7 hiicrelerine olan etkisinin 24 saat sonraki

P

20 um 6lgekli ve 10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Sekil 4.9°daki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan
MCF-7 hiicreleri 1-500 uM konsantrasyonlarinda kalix[4]aren, 4-AMP’lerle 24 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin MCF-7 hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkisi
mikroskopta incelenip konsantrasyonlarmin artmasmna bagli olarak hiicrelerin
morfolojik ozelliklerinde degisiklikler meydana geldigi gozlendi. Ayrica 250 ve 500
uM olan yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerin neredeyse tamaminda Oliim

gerceklestigi gozlendi.
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4.2.2. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin MCF-7 hiicreleri iizerinde % hiicre canhihgi

grafiginin ve 1Cso degerlerinin hesaplanmasi
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Sekil 4.10. Maddelerin MCF-7 hiicreleri tizerindeki konsantrasyonlarina bagh olarak 24 saat

sonraki % hiicre canlilig1 grafigi

Sekil 4.10°daki % hiicre canliligi grafigine gére MCF-7 hiicrelerine etki eden
artan konsantrasyonlarda uygulanan kalix[4]aren bilesikler belli konsantrasyon
araliklarinda % hiicre canliligin1 diistirmiistiir. Kullanilan kalix[4]aren bilesiklerden 2-
AMP’de artan konsantrasyona bagli olarak % hiicre canliligl egrisi fazla dismemistir.
Buna bagli olarak ICsg degeri de 391.40 uM olarak belirlenip en yiiksek konsantrasyona
yakin bir deger oldugu goriilmektedir (Sekil 4.11). Bu sonuca gore 2-AMP’nin MCF-7
hiicrelerine olan sitotoksik etkisinin ¢ok az oldugu acik¢a goriilmektedir.

3-AMP’de ise artan konsantrasyonlara bagli olarak % hiicre canliligi egrisi
diisiik konsantrasyon araliginda diisiis gostermeye baglamistir. Maddenin 1Cso degeri de
40.96 uM olarak belirlenerek MCF-7 hiicreleri iizerinde diisiik konsantrasyonda etkili
sitotoksik oldugu goriiliirken en yiiksek konsantrasyon olan 500uM’da kuyucuktaki
MCF-7 hiicrelerinde neredeyse tamaminda 6liim gergeklesmistir (Sekil 4. 11).

4-AMP’de de artan konsantrasyona bagli olarak % hiicre canlilig1 egrisi belli

konsantrasyon araligindan sonra diisiis gostermistir. 1Cso degeri ise 105.52 uM olarak
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belirlenerek maddenin yiiksek konsantrasyon araliginda MCF-7 hiicre morfolojilerinde
degisiklikler meydana getirdigi ve en yiiksek konsantrasyonda maddenin MCF-7
hiicrelerine olan sitotoksik etki gdsterdigi goriilmektedir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.1. Arastirmada kullandigimiz p-tert-biitilkaliks[4]arenin diamit tiirevlerinin konsantrasyonlara

bagli I1Csq degerleri

Numuneler ICs0 (uUM) / MCF-7
2-AMP 39140 =+ 33.89
3-AMP 4096 + 13.45
4-AMP 10552 + 11.97

5001
S 400+ [
3
N—r
s 3001
—
[
5
N
8 200-
o
Q —
= 100+
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Sekil 4.11. Maddelerin MCF-7 hiicreleri tizerindeki konsantrasyonlarma bagli olarak 24 saat

sonraki ICsp degerleri grafigi
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Uyguladigimiz XTT yontemindeki sonug grafikleri ile goriintiilenen mikroskop
goriintiileri de birbirleriyle uyum i¢indedir ve birbirini desteklemektedir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak MCF-7 kanseri hiicrelerine karsi en fazla ve en etkili
sitotoksik etki gosteren madde 3-AMP daha sonra 4-AMP ve en az sitotoksik olan
madde ise 2-AMP’dir. Arastirmalarimiz, kaliks[4]arenlerin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerine kars1 3. pozisyonda piridinyum grubunun modifikasyonu ile gosterilen
gelistirilmis tercihli sitotoksisite ile 25 ile 100 uM ‘lik bir konsantrasyon araliginda
etkili tercihli sitotoksisiteyi gosterdigini ileri siirmektedir.

Kanserlesmis hiicreler kontrolsiiz ¢ogalma gosterdikleri i¢in arastirmamizda
kullandigimiz maddelerin bir de saglikli hiicreler iizerinde etkisine bakilmasi gereklilik
gostermektedir. Saglikli hiicrelerin normal hiicre yasam dongiisii lizerindeki etkisini de
goérmek i¢in kontrol grubu ve model alinan organizma olarak L-929 fare fibroblast

hiicrelerini kullandik.

4.3. XTT Yontemi ile 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin L-929 Hiicrelerine karsi
Sitotoksisite Analizleri

Yine benzer sekilde [.-929 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basi
10x10? hiicre olacak sekilde ii¢ plaka olarak ekimi yapildi ve plakalar inkiibatorde bir
gece bekletildi. Daha sonra sitotoksisite analizi i¢in kaliks[4]aren bilesikler % 0.1
DMSO + komleks besiyeri ile partikiil kalmayincaya kadar ¢ozdiirtildii. Yeterli diizeyde
cogalmis olan hiicre plakalarinin {izerine ¢6zdiiriilmiis maddeler, maksimum 500 uM
konsantrasyonda eklenerek 24 saat inkiibatorde bekletildi. Daha sonra XTT soliisyonu
eklenmeden Once invert mikroskop altinda goriintiiler elde edildi. Sonrasinda XTT
eklenip inkiibatore konularak 5 saat renk degisimi tamamlanincaya kadar bekletildi.
Aragtirmamizda kullanilan maddelerin hiicre Oliimi {izerine etkisi, eklenen XTT
sollisyonundaki tetrazolyum tuzunu formazana g¢eviren canli L-929 hiicre hattinin
mitokondriyel aktivitesi sonucunda meydana gelen turuncu renkle anlamlandirildi. Daha
sonra ise elisa cihazi ile 460 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
Boylece 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin L-929 hiicre hattina olan ICso degerleri
hesaplanarak % hiicre canliligi egimi ¢izildi. Hiicre canliligini tayin eden yontemlerden
biri olan XTT yontemi ile tekrarli deneylerin sonucunda kaliks[4]arenlerin hiicrelere

olan sitotoksik etkisi degerlendirildi.
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4.3.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin XTT yontemi kullanilarak invert mikroskop

altindaki L-929 hiicrelerine etkisinin goriintillenmesi

Hiicre kontrolii

3-AMP

Sekil 4.12. 3-AMP’lerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmis L.-929 hiicrelerine olan etkisinin 24 saat sonraki
100 pm olgekli ve 10x objektifteki mikroskop gorintiileri

Sekil 4.12°deki mikroskop goriintiilerinde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan
L-929 hiicreleri 100-250-500 uM konsantrasyonlarinda kalix[4]aren, 3-AMP’lerle 24
saat boyunca inkiibe edildi. Bu maddenin L-929 hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkisi
mikroskopta incelenerek konsantrasyonlarin artmasina ragmen hiicrelerin morfolojik
ozelliklerinde biyiik degisiklikler meydana getirmedigi gozlendi. MCF-7 kanser
hiicresine kars:i sitotoksik etkisi fazla olan 3-AMP’nin saglikli bir hiicre olan [.-929

hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi olmadigi gozlemlendi.
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4.3.2. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin L-929 hiicreleri iizerinde % hiicre canlihgi

grafiginin ve ICso degerlerinin hesaplanmasi
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Sekil 4.13. Maddelerin L-929 hiicreleri iizerindeki konsantrasyonlarina bagli olarak 24 saat

sonraki % hiicre canlilig1 grafigi

Sekil 4.12°deki % hiicre canliligi grafigine gore L-929 hiicrelerine etki eden
artan konsantrasyonlarda uygulanan kalix[4]aren bilesikler belli konsantrasyon
araliklarinda % hiicre canliligini ¢ok az miktarda disiirmiistiir. Fakat en yiiksek
konsantrasyon olan 500 uM’ da bile % hiicre canlilig1 egrisi her maddede yiiksek
goriilmektedir. Dolayisiyla ICsp  degerleri de 500°den biiylik olup yiiksek
konsantrasyonlarda dahi hiicreler canliligin1 korumaktadir. Bu sonuglara gore 2-AMP,
3-AMP ve 4-AMP’lerin L-929 hiicrelerine sitotoksik etkisi olmadigr agikca
gorilmiistiir.

Arastirmamizda uygulanan XTT yontemindeki % hiicre canliligi grafigi ve
gorlintiilenen mikroskop goriintiileri de birbirleriyle uyum i¢inde ve birbirini
desteklemektedir. Bu yontemle tezin amacina uygun sonuglar alinmistir. Fakat daha
gercek zamanli ve her asamasini rahatlikla goézlemleyebilecegimiz sonuglar elde

edebilmek i¢in xCELLigence sistemiyle de sonuglarin desteklenmesi gerekmektedir.
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4.4. Ger¢ek Zamanh (xCELLigence) Analizi Yontemi ile 2-AMP, 3-AMP ve 4-
AMP’lerin MCF-7 Hiicrelerine Karsi Sitotoksisite Analizleri

16 kuyucuklu e-plakaya 200000 hiicre/ml olacak sekilde MCF-7 hiicresi birer
plaka olarak ekimi yapildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Sitotoksisite
analizi i¢in kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler de % 0.1 DMSO+komleks
besiyeri ile ¢ozdiiriildii. Hiicre indeksi 1’e ulasan ve elektrotlar {lizerinde yeterince
biiyiiyen hiicre e-plakalarmma maddelerin 25-100-250 uM konsantrasyonlar1 eklendi.
Daha sonra maddelerin hiicrelere olan etkisi ger¢ek zamanli olarak gézlemlendi (Sekil
4.14). Hiicre kontrol grubunun belli biiyiime ve ¢ogalma kapasitesi doldugunda ise
cihaz kapatilarak veriler kaydedildi.

MCF-7 (10000)
3AMP 25 pM

oy
= =

= on

=]
wn

=
=

=
wn
[T

Time (in Hour)
MCF-7 (10000) MCF-7 (10000)
4AMP 25 nM 4AMP 250 pM

Sekil 4.14. Maddelerin, 16 kuyucuklu e-plakalara kuyucuk basi 10* ekilmis MCF-7 hiicresine etkisinin
gercek zamanl xCELLigence grafigi
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Sekil 4.14’deki xCELLigence grafigine gore kullanilan 3-AMP ve 4-AMP’ler
MCF-7 hiicreleri tizerinde 25, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda degerlendirilerek
yaklasik 180 saat boyunca ger¢cek zamanli olarak gézlenmistir. Maddeler eklendikten
sonra 3-AMP’nin 25uM konsantrasyonunda hiicre 6liimiiniin heniiz baslamadigi, 100
uM konsantrasyonunda ise hiicre oliimiiniin hemen basladig1 goriilmektedir. 250 uM
konsantrasyonunda ise hiicreler {izerinde yiliksek konsantrasyon kullanildig: i¢in hiicre
O0limii hizli gergeklesmistir. XTT sonuglariyla da tutarli goriilen xCELLigence
grafiginde de 3-AMP’nin MCF-7 hiicrelerini 40 uM konsantrasyonu civarlarinda hiicre
oliimii tizerinde etkiledigi ve sitotoksik bir madde oldugu goézlenmistir. 4-AMP’nin 25
uM konsantrasyonunda hiicrelerin neredeyse hi¢ etkilenmedigi ve ¢ogalmaya devam
ettigi, 100 puM konsantrasyonunda ise hiicrelerin 6lmeye basladigi goriilmektedir.
Yiiksek olan 250 uM konsantrasyonunda ise hiicrelerin hemen 6liimleri gergceklesmistir
ve 180. saate kadar belli zaman araliklarinda gozlenmesine ragmen grafikteki egride
degisiklik olmamistir. Dolayisiyla 4-AMP’nin de yaklasik olarak 104 pM
konsantrasyonunda hiicre 6liimii tizerinde etkisi oldugu ve sitotoksik bir madde oldugu

gbzlenmistir.
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4.4.1. 3-AMP ve 4-AMP’lerin gercek zamanh (xCELLigence) analizi yontemi
kullanilarak invert mikroskop altindaki MCF-7 hiicrelerine etkisinin

goriintillenmesi

Hiicre kontrolil 25 pM

‘.‘.‘.‘.‘.‘.‘.‘.m'

Sekil 4.15. 3-AMP’lerin 16 kuyucuklu e-plakalara ekilmis MCF-7 hiicrelerine olan etkisinin 20 um ve

100 pm dlgekli 10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Sekil 4.15°deki invert mikroskobik goriintiilere gore hiicre kontrolii ile
karsilagtirma yapildiginda 3-AMP’nin 100 ve 250 pM konsantrasyonlarinda hiicrelerin
tamamen Oldigi goriilmektedir. Sekil 4.14’deki XCELLigence grafigiyle de
mikroskobik goriintiiler ortlismektedir.
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Hiicre kontrolil 25 pM

T —————— T o

100 pM 250 uM

Sekil 4.16. 4-AMP’lerin 16 kuyucuklu e-plakalara ekilmis MCF-7 hiicrelerine olan etkisinin 20 um ve
100 um Slgekli 10x objektifteki mikroskop gorintiileri

Sekil 4.16’deki invert mikroskobik goriintiilere gore diisiik konsantrasyon olan 25 uM
‘da hiicre kontrolii ile karsilastirma yapildiginda hiicrelerin o6liimleri iizerinde fazla
etkili olmadig1r goriiliirken, yiiksek konsantrasyon olan 250 pM’da ise tamamen
etkiledigi ve nerdeyse hi¢ canli hiicre kalmadig1 gézlenmektedir ve madde tamamen 6l
hiicrelerin iizerini kaplamistir. 100 pM’da ise hiicrelerin iizerinde morfolojik
degisiklikler meydana getirerek hiicre Oliimlerinin bagladigi goriilmektedir. Sekil

4.14’deki XCELLigence grafigiyle de mikroskobik goriintiiler uyumlu goriinmektedir.

4.5. Gercek Zamanh (xCELLigence) Analizi Yontemi ile 2-AMP, 3-AMP ve 4-
AMP’lerin L-929 Hiicrelerine Kars: Sitotoksisite Analizleri

16 kuyucuklu e-plakaya 200000 hiicre/ml olacak sekilde L-929 hiicresi birer
plaka olarak ekimi yapildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Sitotoksisite
analizi i¢in kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler de % 0.1 DMSO+komleks
besiyeri ile ¢ozdiirtildii. Hiicre indeksi 1’e ulasan ve elektrotlar iizerinde yeterince

biiyiiyen hiicre e-plakalarina maddelerin 30 pM ve 100 uM konsantrasyonlar1 eklendi.
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Daha sonra maddelerin hiicrelere olan etkisi gercek zamanli olarak gézlemlendi. Hiicre
kontrol grubunun belli biiyiime ve ¢ogalma kapasitesi doldugunda ise cihaz kapatilarak
veriler kaydedildi.

L.929 (10000)
3AMP 100 pM

Normalized Cell Index

200 400 60.0 800 100.0 120.0 140.0 160.0
Time (in Hour)

L.929 (10000)
4AMP 100 pM

Sekil 4.17. Maddelerin, 16 kuyucuklu e-plakalara kuyucuk basi 10* ekilmis L-929 hiicresine etkisinin
gercek zamanli xCELLigence grafigi

Sekil 4.17°deki xCELLigence grafigine gore kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-
AMP’ler L-929 hiicreleri lizerinde 30 ve 100 uM konsantrasyonlarinda
degerlendirilerek yaklagik 160 saat boyunca ger¢cek zamanli olarak gozlenmistir.
Maddeler eklendikten sonra L-929 hiicrelerine olan etkisine baktigimizda grafikte 20.
saatten itibaren madde konsantrasyon egrilerinde bir diisiis gézlenmemektedir. Bu
durum 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin saglikli fare fibroblast hiicresi olan 1L.-929’a
etkisi olmadigini ve sitotoksik etki gostermedigini gercek zamanli olarak izleme imkani

saglamistir.
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4.5.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin gercek zamanh (xCELLigence) analizi
yontemi kullanilarak invert mikroskop altindaki L-929 hiicrelerine etkisinin

goriintillenmesi

Hiicre kontrolii 100 pM

2-AMP

Sekil 4.18. 2-AMP’lerin 16 kuyucuklu e-plakalara ekilmis L-929 hiicrelerine olan etkisinin 20 pm 6lgekli

10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Hiicre kontroli 30 pM 100 pM
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Sekil 4.19. 3-AMP’lerin 16 kuyucuklu e-plakalara ekilmis L-929 hiicrelerine olan etkisinin 20 pm 6lgekli
10x objektifteki mikroskop goriintiileri

Hiicre kontrolii 30 pM

mm---

Sekil 4.20. 4-AMP’lerin 16 kuyucuklu e-plakalara ekilmig L-929 hiicrelerine olan etkisinin 20 pm 6lgekli
10x objektifteki mikroskop goriintiileri
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XCELLigence yonteminde kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin farkli
konsantrasyonlarin L-929 hiicreleri iizerine etkisinde hiicrelerin morfolojik olarak
degisiklikleri invert mikroskopla da incelenmistir. Goriintillerde de maddelerin
eklendikten sonraki durumlarinda L-929 hiicrelerine sitotoksik etkisi bulunmadigi
goriilmektedir. Mikroskop goriintiileri ve sekil 4.17°deki xCELLigence grafiginden
cikardigimiz sonuglar birbirleriyle uyumluluk gostermektedir.

Hem XTT hem de xCELLigence yonteminden ¢ikan analiz sonuglarina gore 3-
AMP’nin konsantrasyona bagli olarak meme kanseri hiicreleri (MCF-7) iizerine olan
sitotoksik etkisi olarak diisilk konsantrasyon olan 40 pM ‘da goriilmiistiir. Yine 4-
AMP’nin ise konsantrasyona bagli olarak meme kanseri hiicreleri (MCF-7) {izerine olan
sitotoksik etkisi olarak biraz daha yiiksek bir konsantrasyon olan 100 uM’da oldugu
goriilmektedir. Fakat saglikli hiicre olan L-929 hiicrelerine sitotoksik etkisinin olmadigi

da yaptigimiz analiz sonuclarindan anlagilmaktadir.

4.6. Flow Sitometri Yontemi ile Hiicre Oliimii Goriintiileme Analizi

Calismamizda hiicre 6liim karakteri hakkinda bilgilerin toplanabilmesi igin
flow sitometri analizi yontemi kullanildi. MCF-7 hiicreleri, T-25 kiiltiir kaplarina
15x10* hiicre/ml olacak sekilde ekilerek 10, 25 ve 50 puM konsantrasyonlarinda
hazirlanan 3- AMP ile 8 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicrelerin yiizeyden kaldirilma
isleminden sonra olusan pellet soguk PBS (Fosfat tampon tuzu) ile iki defa yikandi.
Daha sonra pelletin tizerine 200 ul 1x baglama tamponu eklenip hiicreler siispansiyon
haline getirildi. Siispansiyon halindeki hiicreler flow tiiplerine aktarilarak tizerlerine
Annexin V / 7-AAD boyalar1 ile hiicre boyamalar: yapildi. Boyanan hiicreler 15 dk.
karanlikta inkiibasyona birakildiktan sonra her tiipe 300 pl Ix baglama tamponu
eklendi. Tiipler sirayla cihaza konularak hiicrelerin 3-AMP ile etkilesmesiyle olusan
apoptoz ve nekroz 6liim sekilleri Annein V / 7AAD ile BD FACSAria™ 11l flow
sitometri (BD Bioscience USA) cihazinda analiz edildi. Bu sonuglarla birlikte hiicre
Oliimlerinin hangi karakterde olduklari Karsilastirilmasi saglandi.

Bu yontemin analizinde, grafiklerde hiicrelerin 1sikla temas ettigi andaki
verdikleri sinyallere gore dort ayr1 bolge meydana gelmektedir. Bu bolgeler Q1, Q2, Q3
ve Qs diye adlandirlir. Q1 bdlgesi hiicrelerin nekroza ugradigini, Q2 bdlgesi nekroza

velveya gec apoptoza ugradigini, Q3 bolgesi hiicrelerin normal metabolik aktivite
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gosterip canli oldugunu, Q4 bolgesi ise erken apoptoza ugradigini gostermektedir. 7-
AAD canli hiicrelerin belirlenmesinde, Annexin V hiicrelerin 6liim evrelerinin

belirlenmesinde kullanilan boyalardir.

7AAD PerCP-Cy5-5-A
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Sekil 4.21. MCF-7 hiicrelerinin  hiicre kontroliiniin ve DOX maddesinin hiicre 6lim

mekanizmalarinin flow sitometri yontemiyle analizi grafigi

Sekil 4.21°de gosterilen hiicre kontrol grafiginde Qs bdlgesinde yer alan ve iki
floresan antikor boyalama igleminin oldugu bdlgede hiicre popiilasyonu % 59.8’ken, Q1
bolgesinde yer alan hiicre popililasyonu ise % 18.6’dir. Bu grafikten elde edilen
sonuglarda hiicrelerin genelinin boyalarla etkilesime girmedigi ve metabolik
aktivitelerini devam ettirdigi goriilmektedir.

Yine sekil 4.21°de gosterilen grafige gore DOX maddesi bir¢ok arastirmada
kanitlanmis kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi olan bir maddedir. Bu yiizden biz
de ¢alismamizda DOX’u pozitif (+) kontrol olarak kullandik. DOX’un diisiik
konsantrasyonunda (25 uM) bile hiicrelerin ¢cogu Qs bolgesine yani ge¢ apoptoza ya da

nekroza gittigi goriilmiistiir. Buradaki nekrotik hiicre 6liim populasyonu ise % 53.2 “dir.
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Sekil 4.22. 3-AMP’nin MCF-7 hiicreleri iizerine etkisinde, boyama yapilmadan (unstained) ve

10 uM konsantrasyonunda hiicre 6liim mekanizmalarinin flow sitometri yontemiyle analizi grafigi

Sekil 4.22°de gosterilen grafige gore, unstained grafiginde 3-AMP’nin MCF-7

hiicrelerine karsi floresan 6zellik gosterip gostermedigini gézlemleyebilmek i¢in hem 7-

AAD hem de Annexin V’le boyama

islemi

yapilmadan hiicrelerin  6lim

mekanizmalarini inceledik. Bu grafige gore Qs bolgesinde hiicre popiilasyonu %

82.0’dir ve hiicreler diger bolgelere gecis yapmamustir. Bu sonuglarda hiicrelerin 6liim

mekanizmasi iizerinde kullandigimiz maddenin floresan 6zellik gostermedigi agiktir.
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Sekil 4.23. 3-AMP’nin MCF-7 hiicreleri tizerine etkisinde 25 ve 50 uM konsantrasyonlarina

bagli olarak hiicre 6liim mekanizmalarinin flow sitometri yontemiyle analizi grafigi

Sekil 4.22 ve sekil 4.23°de gosterilen grafiklerde artan konsantrasyonlara bagl
olarak hiicre popiilasyonlarinda degisimler meydana gelmistir. 25 uM’lik konsantrasyon
grafiginde canli hiicre popiilasyonu % 51.7 iken hiicrelerin apoptoza ugradiklari
popiilasyon yiizdesi azinlikta kalarak % 6.5 olarak belirlenmistir. Yani hiicreler
programli o6lim fazla gosterememistir. XTT ve XCell yontemleriyle belirlenen,
hiicrelerin sitotoksik etki gostermeye basladigi konsantrasyonun altinda kalmistir.

Ayn1  sekilde 50 pM’hik  konsantrasyon grafiginde de hiicrelerin
konsantrasyonlar1 arttikca canli hiicre popiilasyonu azalarak % 39.2°ye diislis
gostermistir. XTT ve Xcell yontemlerinden de belirlendigi tlizere hiicrelerin apoptoza
gittigi popiilasyon yiizdesi, Q4 bdlgesinde bulunan % 17.9’luk bir popiilasyondur. Daha
sonra % 13.3 olan Q2 bolgesinde bulunan hiicreler nekroza ugrayip 6lmeye devam
etmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, kontrol grubuyla da karsilastirildiginda hiicreler
25 ve 50 uM konsantrasyonlar: araliginda apoptotik hiicre O6lim mekanizmasi
gerceklestirmistir. Bu da bizim maddemizin diisiik konsantrasyonda etkili sitotoksik

oldugunu gostermistir (Sekil 4.23).
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Baggetto ve ark.(2010), ¢esitli tiimor hiicreleri (MU2, MU2F, HT1080, SP6.5,
1PC227, Jurkat, MEWO, HI-60, Huh7, Hep-G2, MEWO, DLM) iizerinde calix [4] aren
tiirevlerinin etkisini sentezlemis ve incelemislerdir ve bu bilesiklerin aktivitesini
standart anti-kanser ilaglariyla karsilagtirmislardir. Bu islevsel hale getirilmis kalix [4]
aren tiirevlerinin, 6zellikle lenfoblastik 16semi ve melanoma hiicre ¢izgilerinde giiclii
anti kanser ajanlar1 oldugunu kesfetmislerdir. Bizde arastirmamizda kullandigimiz
tirevlendirilmis haldeki kaliksaren maddelerin insan meme kanseri (MCF-7) hiicreleri
tizerine pasif hedefleme yapilarak etkili sitotoksisite gosterdigini ve gilivenli bir
antikanser ajani olabilecegini belirledik.

Santos ve ark.(2015) alt kenarda amid makrosiklik ve asiklik tiirevleri i¢eren bir
dizi  para-tert-butilkalks [4] aren sentezlemislerdir ve hiicresel etkileri
degerlendirmislerdir. G-quadruplex etkilesimi ve stabilizasyonu, kanser hiicre ¢izgileri
tizerindeki giiclii antiproliferatif etkiyi G-quadruplex tanimasiyla iliskilendirmek igin
bilesik calix-NH2 ile degerlendirilmistir. Kalix-NH2, G-quadruplex MYC22 ve h22L'yi
etkilesir ve dengeler ve MCF-7, LNCaP, U87 kanser hiicre dizilerinde diisiik
mikromolar konsantrasyonda aktiviteyi gostermistir. Bu caligmaya alternatif olarak
bizde arastirmamizda pridinyum grubu P-tert-biitil-kalix[4]aren tiirevlerinin MCF-7
hiicrelerine diisiik konsantrasyonda etkili bir antikanser ajani olabilecegini, aymn
zamanda saglikli hiicrelere de zarar vermedigini gosterdik. Bu ¢alismalardan ve elde
ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak aragtirmamizda kullandigimiz 2-AMP, 3-AMP ve 4-
AMP’ler, saglikli hiicreleri sitotoksik olarak etkilemeyip kanserli hiicrelere karsi pasif
hedefleme yaparak kanserli hiicre ajan1 olarak kullanilmasi yoniinden uygun bir aday

olarak kullanilabilecektir.



50

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Calismamizda MCF-7 hiicrelerinin bulundugu 96 kuyucuklu plakalara farkli
fonksiyonel gruplara sahip (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP ) p-tert-biitilkaliks[4]aren
bilesikleri 1-500 uM araliginda degisen konsantrasyonlarinda eklenerek 24 saat inkiibe
edildi. Bu maddenin MCF-7 hiicreleri {izerine olan sitotoksik etkisi mikroskopta
incelenerek konsantrasyonlar arttik¢a hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinde degisiklikler
meydana geldigi gozlendi. Hiicre yapilariin diisiik konsantrasyonlardan itibaren daha
yuvarlak hale gelerek 6lmeye basladigi gozlendi. Yiiksek konsantrasyonlar olan 250 ve
500 uM da hiicrelerin tamamen o6ldiigii goriildi. XTT sonucglarindan elde edilen
sonuglara gore MCF-7 hiicrelerinde 3-AMP ve 4-AMP’nin kullanilan en diisiik
dozlarinda dahi hiicrelerin canliligt % 50’nin altina diismiis, ancak 2-AMP’nin en
yiikksek dozunda bile canlilik %50’nin altina diismemistir. L-929 hiicrelerin de ise 2-
AMP, 3-AMP ve 4-AMP ’nin en yiiksek dozunda bile canlilik %50’nin altina
diismemistir.

XCELLigence hiicre analiz sistemi, ger¢cek zamanli elektriksel i¢ direnci
kullanilarak hiicrelerin ¢ogalmasini, hiicre go¢iinii, morfoloji degisimini ve hiicre
invazyonu gibi hiicrelerdeki fenotipik degisiklikleri Olcerek hiicre hareketlerinin
izlenmesine olanak verir. Kullanilan bilesiklerin farkli konsantrasyonlarn 1-929
hiicreleri iizerine etkisinde hiicrelerin morfolojik olarak degisiklikleri invert
mikroskopla da incelenmistir. Goriintiilerde de maddelerin eklendikten sonraki
durumlarinda L-929 hiicrelerine sitotoksik etkisi bulunmadigi goriilmektedir.
xCELLigence grafigine gore kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’ler L-929 hiicreleri
tizerinde 30 ve 100 uM konsantrasyonlarinda degerlendirilerek yaklasik 160 saat
boyunca ger¢ek zamanli olarak gozlenmistir. Maddeler eklendikten sonra 1.-929
hiicrelerine olan etkisine baktigimizda grafikte 20. saatten itibaren madde
konsantrasyon egrilerinde bir diisiis gozlenmemektedir. Bu durum 2-AMP, 3-AMP ve
4-AMP’lerin saglikli fare fibroblast hiicresi olan L-929’a etkisi olmadigini ve sitotoksik
etki gostermedigini gercek zamanli olarak izleme imkani saglamistir.

Yine kullanilan 3-AMP ve 4-AMP’lerin MCF-7 hiicreleri lizerinde etkisinde 25,
100 ve 250 puM konsantrasyonlarinda degerlendirilerek yaklasik 180 saat boyunca
gercek zamanli olarak gozlenmistir. Maddeler eklendikten sonra MCF-7 hiicrelerine

olan etkisine baktigimizda grafikte 25. saatten itibaren madde konsantrasyonlarinda
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degisiklik meydana gelmistir. 3-AMP’nin 25 ve 100 uM konsantrasyon araliginda
grafikte bir diisiis olmustur. 4-AMP’de ise 100 uM konsantrasyondan sonra grafik
egrisinde diislis gozlenmistir. Bu sonuglara gore, kaliks[4]arenlerden MCF-7 meme
kanseri hiicrelerine kars1 3.pozisyonda piridinyum grubunun modifiye edilmesi ile
gosterilen artmis tercihli sitotoksisite ile 25 ila 100 pM’lik bir konsantrasyon araliginda
pasif hedefleme yapilarak basarili antikanser etkisini géstermektedir. Pridinyum grup 3
pozisyonunda bulunan bilesik, 2 ve 4 pozisyonlarina gore daha sitotoksik oldugu
gorilmektedir.

Hiicre oliim karakteri hakkinda bilgilerin toplanabilmesi i¢in flow sitometri
yontemi kullanildi. Buna gore hiicrenin programli hiicre 6liimii olan apoptoza mi1 yoksa
hasarli (istenmeyen) hiicre 6liimii olan nekroza mi1 gittigi bu yontemle analiz edildi.
MCF-7 hiicreleri, T-25 kiiltiir kaplarma 15x10* hiicre/ml olacak sekilde ekilerek 10, 25
ve 50 uM konsantrasyonlarinda hazirlanan 3- AMP ile 8 saat boyunca inkiibe edildi.
Pozitif kontrol grubu olarak da DOX maddesi kullanildi. Siispansiyon haline getirilen
MCF-7 hiicreleri Annexin V / 7-AAD boyalar ile hiicre boyamalar: yapilarak flow
sitometri cihazinda analiz edildi. Hiicre kontrol grafiginde Qs bdlgesinde yer alan ve iki
floresan antikor boyalama isleminin oldugu boélgede hiicre popiilasyonu % 59.8 *dir. Bu
grafik sonucuna gore hiicreler boyalarla etkilesime girmemekte ve metabolik
aktivitelerini devam ettirmektedir. DOX grafiginde ise DOX’un diisiik
konsantrasyonunda (25 uM) bile hiicrelerin ¢gogu ge¢ apoptoza ya da nekroza gitmistir.
Buradaki nekrotik hiicre 6liim populasyonu ise % 53.2 “‘dir. Unstained grafigine gore Qs
bolgesinde hiicre popiilasyonu % 82.0°dir ve hiicreler diger bolgelere gegis yapmamastir.
Bu sonuglara gore de 3-AMP’nin MCF-7 hiicrelerine karsi floresan 6zellik gostermedigi
goriilmektedir. Konsantrasyon grafiklerinde ise artan konsantrasyonlara bagli olarak
hiicre popiilasyonlarinda degisimler meydana gelmistir. 10 ve 25 uM’lik konsantrasyon
grafiklerinde hiicrelerin apoptoza ugradiklari popiilasyon yiizdesi canli hiicre yiizdesinin
cok altinda kalmistir. Yani hiicreler apoptozik oliim fazla gosterememistir. XTT ve
XCell yontemleriyle belirlenen, hiicrelerin sitotoksik etki gostermeye basladigi
konsantrasyonun altinda kalmistir. Yine 50 puM’lik konsantrasyon grafiginde de
hiicrelerin konsantrasyonlar arttik¢a canli hiicre popiilasyonu azalarak % 39.2’ye diisiis
gostermistir. XTT ve Xcell yontemlerinden de belirlendigi {izere hiicrelerin apoptoza

gittigi popiilasyon yiizdesi, Q4 bolgesinde bulunan % 17.9’luk bir popiilasyondur. Bu
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sonuclardan yola ¢ikarak, kontrol grubuyla da karsilastirildiginda hiicreler 25 ve 50 uM

konsantrasyonlar1 araliginda apoptotik hiicre 6liim mekanizmasi gerceklestirmistir.

5.2 Oneriler

Her yil en ¢ok 6liim oranlar1 kanser nedeniyle olmaktadir. Bu yiizden kanserin
Onlenmesi konusunda arastirmalar artmistir. Kanser tedavisinde kullanilan temel
yontemlerin (cerrahi, kemoterapi ve hormon) ve ilaglarin tedavide yetersiz kalmasi,
cesitli yan etkileri gostermesi, hastalarin tedavi siirecinde yasadiklari olumsuzluklar ve
tedavilerinin uzun siirmesi nedeniyle alternatif tedavi yontemleri aranmaktadir.

Pasif hedefleme yapilarak gergeklestirilen tedavi yontemlerinden en etkili
olanlardan biri de tiimoriin yakalandigi bir ara¢ olmasi gerektigidir. Biyokimyada ve
nanotipta da kullanilan bir¢ok molekiillerin nanokiitle biiyiikliigli ve yiiksek yiizey alani
ile hacim orani, karakteristik 6zelliklerini yeniden yapilandirarak biyomolekiillerle ayr1
bir sekilde etkilesime girmelerini saglar. Bu 0Ozellik, kanser tedavisinde, hiicre
goriintliilemede, bio-algilamada ve ila¢ dagitiminda ihtiyaca goére yiizey miihendisligi
olasiligini arttirmistir. Dolayisiyla bu calismada da supramolekiiler kimyada siklikla
kullanilan tiirevlendirilmis kalixarenlerin pasif hedefli terapi i¢in tercihli sitotoksisite
etkisi MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri tizerinde in-vitro ortamda arastirilip diisiik

dozda etkin bir antikanser ajani olarak kullanilabilecegini 6ngérmekteyiz.
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EKLER

IE(IP'?n])-flasal sivi ¢cozeltilerinde 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin sentezlenmesi

2.13 g (2.5 mmol) ilk basamakta olusan Diester bilesigi CH2Cl> : CH;OH (45
ml/45 ml) igerisinde ¢oziildii. Uzerine 15 mmol (1.62 g) ilave edildi. Reaksiyon 72 saat
boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Reaksiyon ITK den takip
edilerek baslangic maddelerinin iiriine doniistimii gézlendi (Etilasetat : n-Hekzan, 1:1).
Ayrica reaksiyon FT-IR spektroskopisinde 1751 cm™ deki ester karbonil bandinin 2-
AMP icin 1676 cm™®, 3-AMP 1681 cm™ 4-AMP icin 1638 cm™ amid karbonil bandia
dontisiimii gozlendi. Reaksiyon sonunda ¢6ziicli evaparasyon ile uzaklastirilip, geriye
kalan kat1 partikiil 250 ml CHClz ile ¢6ziildii ve ayirma hunisinde pH’1 7 olan saf H20
ile yikandi, yitkama sonunda organik faz kuru MgSQy ile kurutulup olusan siiziintiiye
CH3OH damlatilarak evaparator ile yogunlastirildi ve kristallenmeye birakildi.
Kristaller siiziilerek alindi. (Sayin ve ark., 2011; Ozcan ve ark., 2015).

2-AMP (2-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.48 g (% 65.0), E.n :
259-262 IR :1663 cm™ (C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1676 cm™; 'H-NMR (400 MHz
CDCl3): 6 0.98 (18H, s, tBu), , 3.31 (4H, d, J= 13.3 Hz, ArCHAr), 4.02 (4H, d, J =13.3
Hz, ArCH.Ar), 1.22(18H, s, tBu), 4.50-4.55 (8H, m, OCH2, Ar—-CH>—-NH), 6.85 (4H, s,
ArH), 7.00 (4H, s, ArH), 7.18 (2H, s, OH), 7.61 (2H, d, J=7.8 Hz, PyH), 8.45 (2H, d,
J=4.5 Hz, PyH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 8.62 (2H, d, PyH), 9.21(2H, t, NH). Anal.
Hesapl. CeoH7206Na4: C, 76.24; N, 5.93; H, 7.68. Bulunan; H, 7.70; C, 76.28; N, 5.88%
(Ma: 944.56 g/mol).

3-AMP (3-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.5 g, (%
65.8) , E.n : 239-242 IR :1668 cm?(C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1681 cm;
1.22(18H, s, tBu), 3.27 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH.Ar), 'H-NMR (400 MHz CDCls): §
0.98 (18H, s, tBu), 3.90 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCHzAr), 4.46-4.49 (8H, m, OCH2, Ar—
CH2-NH), 6.85 (4H, s, ArH), 7.18 (2H, s, OH), 7.61 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.00 (4H,
s, ArH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 8.45 (2H, d, J=4.5 Hz, PyH), 8.62 (2H, d, PyH),
9.21(2H, t, NH). Anal. Hesapl. CeoH7206N4: H, 7.68; N, 5.93; C, 76.23. Bulunan: C,
76.31; H, 7.74; N, 5.83% (Ma: 944.56 g/mol).
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4-AMP (4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.72 g, (%
75.5) , E.n : 239-242 IR :1609 cm™ (C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1638 cm™; 'H-
NMR (400 MHz CDCls): 5 1.0 (18H, s, tBu), 3.38 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCHzAr), 3.55
(4H, sAr—-CH>-NH), 3.86 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCHAr), 1.27 (18H, s, tBu), 4.80 (4H, s,
OCHpy), 6.85 (4H, s, ArH), 7.05 (2H, m, PyH), 7.26 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 6.88 (4H,
s, ArH), 7.48 (2H, s, OH), 7.54 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 9.33 (2H, t, NH). Anal. Hesapl.
CeoH7206N4:C, 76.23; H, 7.68; N, 5.93. Bulunan: H, 7.74; C, 76.31; N, 5.83% (Ma:
944.56 g/mol).
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