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Kaliksarenlerin supramolekiiler kimyada énemli bir yeri vardir. Diger supramolekiillere gore daha
kolay sentezlenebilir ve fonksiyonlandirildiklar1 i¢in organik kimyada dikkat c¢eken bilesiklerdir.
Kaliksarenler fenolik—O gruplar {izerinden ve ter-biitil gruplar1 dealkilasyonla giderildikten sonra aromatik
birimlerin p-konumundan fonksiyonladirilarak anyon, katyon ve organik bilesikler i¢in reseptor olarak
kullanilabilirler.

Bu ¢alismada Kkaliks[4] arenler hem fenolik-O iizerinden hem de fenolik gruplarin p-konumundan
L-prolin ile fonksiyonlandirildi (3 ve 8 no’lu bilesikler). Sentezlenen bu bilesiklerin yapis1 FT-IR, *H-NMR
ve 3C-NMR ile aydimlatildi. Daha sonra bu bilesiklerin (3 ve 8) anti-kanser 6zelliklerini aragtirmak amaci
i¢in insan kanser hiicre hatlar1 tizerinde DLD1, A549, HEPG2 ve PC3 hiicrelerinde sitotoksik etkileri
Alamar Blue yontemiyle arastirildi. Hiicre 6lim mekanizmasini incelemek amaciyla flow sitometre
yontemi ve DNA yapisi tizerindeki etkilerini incelemek i¢in Comet Assay deney ¢alismalar1 yapildi. Bu
caligmalar normal epitel hiicresinde de yapilarak, insan kanser hiicreleri arasindaki farkliliklar incelendi.

Sentezlenen 3 no’lu bilesigin DLDI hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigi ve diger kanser
hiicrelerinde etkisiz oldugu bulundu. Ayrica 3 no’lu bilesigin normal epitel hiicresinde herhangi bir
sitotoksik etkisinin olmadigi gozlendi. 3 no’lu bilesigin A549 kanseri ve normal epitel hiicresi olan
PNT1A’da DNA hasarina neden oldugu bulundu. A549 ve PC3 hiicre hatlarinda 3 no’lu bilesik hiicreyi
erken ve gec apoptoza siiriikledigi bulundu. 8 no’lu bilesigin PC3, DLD1 ve A549 kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik etki gosterirken, normal prostat epitel hiicresinde az da olsa bir sitotoksik etki gdsterdigi bulundu.
8 no’lu bilesik HEPG2 kanser hiicre hattinda DNA hasarina neden oldugu bulundu. Akciger, prostat, kolon
ve normal prostat epitel hiicresinde DNA hasarina neden olmadig1 bulundu. Ayrica 8 no’lu bilesigin A549
ve DLD1 kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Anti-kanser, Apoptoz, Kaliks[4]aren, L-prolin, , Sitotoksisite
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Calixarenes has an important role in supramolecular chemistry. Supramolecules can be
synthesized more readily than others and are much more remarkable compounds in organic chemistry in
order to be functionalized. After via Calixarenes’ phenolic-O groups and their tert-butyl groups are
removed by dealkylation, they can be used as a receptor for anion, cation and organic compounds by being
functionalized aromatic moieties from p-position.

In this study, the calix[4]arenes are functionalized with L-proline both over phenolic-O and the p-
position of the phenolic groups (3 and 8 the compounds). The structure of these synthesized compounds
was illuminated by FT-IR, *H-NMR and *C-NMR. Then in order to investigate the anti-cancer properties
of these compounds (3 and 8), their cytotoxic effects on DLD1 A549, HepG2 and PC3 human cancer cell
lines were searched by the Alamar Blue method. It was performed a flow cytometry method to examine the
mechanisms of cell death and Comet Assay experimental studies to examine the effects on DNA structures.
These studies were also performed for the normal epithelial cells and then the differences between human
cancer cells were evaluated. Moreover, it was seen that compound 3 had no any cytotoxic effect on normal
epithelial cell. It was found that compound 3 caused DNA damage on A549 cancer and PN1A normal
epithelial cell line. It was found that compound 3 shifted A549 and PC3 cells to early and late apoptosis.
While compound 8 had a cytotoxic effect on PC3, DLD1 and A549 cancer cell lines, it was seen that it had
even a little cytotoxic effect on normal epithelial cell line. It was found that compound 8 caused DNA
damage on HEPG2 cancer cell line. Also, it was determined that compound 8 did not caused DNA damage
on lung, prostate, colon and normal epithelial cell lines. It was also found that compound 8 induced
apoptosis in A549 and DLD1 cancer cell lines.

Keywords: Anti-cancer, Apoptosise, Calix[4]arene, L-proline, Cytotoxicity,
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1. GIRIS

[k ¢aglardan giiniimiize kadar insanoglu bilim ve teknoloji alaninda bilinmeyeni
kesfetme arzusu iizerine arastirmalar yapmada ve var olan arastirmalar1 daha cok
gelistirmek icin ¢abalamaktadirlar.

Glinlimiizde insan ve c¢evre ig¢in toksik maddelerin bir¢ok zararinin oldugu
bilinmektedir. Supramolekiiller bu sorunlarin giderilmesi i¢in uygun fonksiyonel gruplari
olan makromolekiiller sentezlenmistir. Supramolekiiller birinci ve ikinci kusak bilesikleri
olarak bilinen tag eterler ve siklodekstrinlerin kimyast son 50 yili agkin ¢esitli alanda
kullanilmaktadir (Gutsche ve Igbal, 1990). Kaliksarenler, supramolekiiller kimya da
ticlincii kusak bilesik olarak bilinir ve ¢esitli molekiillerle kompleks yapabilen hidrofobik
bir bosluk olacak sekilde fenolik yapilarin hidroksil gruplarina 0-pozisyonundan metilen
kopriileriyle birbirine baglanmis, halkali ve esnek yapida olan oligomerdir.

Kaliksarenler, sensor, membran, katalizor, enantiomerlerin taninmasi, katyon,
anyon ve molekiillerin tasinmasi ve biyokimyasal calismalar gibi ¢ok genis uygulama
alanlarinda kullanilmaktadir.

Ik defa 1978 yilinda kaliks[n]arenlerin tek kap metodu ile sentezlenmesinden bu
yana onlarin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral ve anti-karsinojen 6zellikleri tizerine
bir¢cok calisma yapilmistir. Kanser hiicrelerine olan yiiksek afiniteleri, diisiik sistemik
toksisiteleri, kolay ve hizli bir sekilde farkli fonksiyon gruplarinin yapilaria
eklenebilmeleri, hidrofilik o6zellikte olmalar1 ve ila¢ molekiillerini tasiyabilme
ozelliklerinden dolay1 kaliks[n]arenler kanser terdpatik ilaclarin gelistirilmesi i¢in 6nemli

bir aday olmaktadir.

1.1.Kaliksarenler

1.1.1. Kaliksarenlerin Tarihgesi

Kaliksarenler fenol-formaldehit iiriinii oldugundan dolayr bunlarin tarihsel
gelisiminden bahsetmek faydali olacaktir. 1872 yilinda Adolph von Baeyer 70 yildir tam
olarak aydinlatilamayan yapisini, fenol ile formaldehiti ilk kez tepkimeye sokarak
oldukga sert, reginemsi ve Kristallenmeyen bir madde izole etti. 1900 11 yillarin baslarinda

enstriimental analiz tekniklerinin gelismesi ile birlikte Leo Hendrick Baekeland, Adolph



Von Baeyer' in kullandig1 fenol-formaldehit kimyasini gelistirerek buldugu recineyi ilk
fenoplast olarak isimlendirmis ve ticari piyasada "bakalit" adiyla pazarlanmistir (Pilato,
2013). Ticari piyasada odak noktast olan bakalit, fenol-formaldehit kimyasinin
taninmasinda biiylik bir rolii vardir. p-ter-biitil fenolii, sulu formaldehit ve sodyum
hidroksit 50-55 °C da, sonra 110-120 °C da iki saat beklettikten sonra bezir yagi i¢inde
200 °C ye kadar birkag saat 1sitildiginda erime noktas: yaklasik 340 °C olan bir madde
elde ettiler. Zinke elde edilen bu iirtinlerin p-alkilfenoliin sadece iki orto pozisyonu ile
formaldehitin reaksiyonu sonucunda olusan lineer bir polimerin halkalasmasiyla elde

edilen siklik tetramer yapida saf bir bilesik oldugunu savundu.

7\
HO HO on OH

R= ter-Biitil

Sekil 1.1: Kaliks[4]arenlerin farkli gosterimleri

Daha sonraki yillarda bu yapmin sadece tetramer olmadig: tetramer, hekzamer,
oktamer ve lineer oligomer karigimi oldugunu ispatladilar (Gutsche ve Igbal, 1990). Daha
sonra Gutsche tarafindan 4, 6 ve 8 fenolikten olusan kaliksarenlerin uygun sentetik tek
basamakta sentez prosediirleri gelistirilmistir. Gutsche 4, 6 ve 8 fenolik birimden olusan
kaliksarenlerin tetramer, hekzamer, oktamer yapilarindan yiiksek verimle ve ayr1 ayr1 saf

olarak elde etmistir.



OH HO OH HO

p-tert-butylcalix[4]arene

p-tert-butylcalix[8]arene p-tert-butylcalix[6]arene

Sekil 1.2: p-ter-Biitilkaliks[4]aren, p-ter-Biitilkaliks[6]aren ve p-ter-Biitilkaliks[8]aren

1.1.2. Kaliksarenlerin Adlandirilmasi

Fenol halkalariyla metilen gruplarin baglanmasi sonucu siklik tetramer tag
seklinde yap1 meydana gelmektedir. Bir¢ok arastirmaci kaliksarenleri farkli bir sekilde
isimlendirmislerdir. Gutsche boyle bilesiklerin [IUPAC sistemine gore adlandirmasi zor
oldugu icin bilesikleri pratik bir sekilde isimlendirerek ITUPAC’a kabul ettirmistir.
Yunanca da ta¢ anlamina gelen kaliks[n]aren terimi, organik kimyada aromatik halkay1
gosteren “aren” kelimesinin birlesmesi sonucu meydana gelmistir. Kaliks[n]aren
kelimesindeki [n] ifadesi fenolik gruplarin makrosiklik biyiikligii gostermektedir.
Kaliks[n]arenler 4, 5, 6, 7, 8,... gibi farkli sayida fenolik birimlerden ve substitue
gruplardan meydana gelebilirler. Farkli substitue fenoller i¢in kaliksarenler
isimlendirilirken fenoliin substitue kismi1 kaliksarenlerin 6niine yazilir. Literatiirde p-alkil
fenolden olusan dortlii 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 ise p-
alkilkaliks[n]arenler seklinde adlandirilir (Gutsche ve ark., 1989).



25,26,27.28-tetrahidroksi- 36,37.38.39.40.41.42-heksahidroksi-
Kaliks|4]aren kaliks|6]aren Kaliks|8|aren

Sekil 1.3: Kaliks[4]aren, kaliks[6]aren ve kaliks[8]arenlerin yapilari ve numaralandiriimasi

1.1.3. Kaliksarenlerin Tek Basamakli Sentezi

Gutsche ve ark, 1989 wyilinda kaliks[n]arenlerin sentezini tek basamakta
gergeklestirip, yeni bir metot olarak yaymladilar. p-ter-Biitilfenol, fenol ve % 37
formaldehit ¢ozeltisine bagl olarak 0,045 eqv. orana karsilik gelen miktarda NaOH
karigimi 6nce 110-120 °C arasinda 2 saat 1sitilir ve On iiriin olusur. Olusan iiriin difenil
eterle ksilol bashig: takilarak 2 saat geri sogutucu altinda kaynatilip reaksiyonun oda
sicakligina gelmesi igin bir siire bekletilir. Reaksiyon karigimi etil asetat ile ¢oktiiriiliir ve
toluen ile tekrar kristallendirilerek 342-344 °C de eriyen beyaz renkli p-ter

biitilkaliks[4]aren sentezlenir.

=
( HCHO, Difenil Eter, .4
NaOH 25¢0°C
= DYoo)
Zinke'nin
\l/ Metodu T HO
. ®
p-ter-biitilkaliks[4]aren

Diizlemsel gosterimi

Sekil 1.4: Tek basamakli p-ter-Biitilkaliks[4]aren' in sentezi

p-ter-Biitilfenol, %37’lik formaldehit ¢ozeltisi ve 0,34 eqv. KOH igeren karisim
2 saat 1sitildigl zaman “6n iiriin” olusur. Ancak bu asamada difenileter yerine ksilen
kullanildiginda elde edilen iiriiniin kloroform-asetonda kristallenmesiyle %85 verimle

380-381°C erime noktasina sahip p-ter-biitilkaliks[6]aren olusur.



p-ter-Biitilfenol, paraformaldehit ve 0,03 eqv. NaOH iceren karisim ksilen
icerisinde 4 saat 1sitildiginda olusan c¢okelek siizilir ve kloroformda tekrar
kristallendirilirse %65 verimle 411-412°C erime noktasina sahip p-ter-biitilkaliks[8]aren

elde edilir.

4

Y %

OH HC
D27
OH HO
6 p-ter-biitilkaliks[6]aren
>
« LS
e
L
oH o>
~ —
+ HCcoOm  —_ NaOH _ \ ) g / j
0,03-0,04 < \i/
Esdeger gram OH HO OH HO
4 p-ter-biitilkaliks[4]aren

p-ter-biitilkaliks[8]aren

Sekil 1.5: p-ter-Biitilkaliks[4]aren, p-ter-biitilkaliks[6]aren ve p-ter-biitilkaliks[8]arenlerin yapilar

1.1.4. Kaliksarenlerin Konformasyonlari

Cornforth, Zinke'nin ¢aligmalarindan ilham alarak kaliks[4]arenlerin dort ayri
konformasyona sahip oldugunu kesfetmistir. Bu konformasyonlar kopriideki —CH:
gruplarinin agagi (d) ya da yukari (u) yonelimleri ile alakalidir. Kaliks[4]arenlerdeki farkli
konformasyonlar1 Cornforth “koni” (u,u,u,u), “kismi koni” (u,u,u,d), “I1,2-karsilikli”
(u,u,d,d) ve “1,3-karsilikli”’(u,d,u,d) olarak adlandirmistir (Gutsche ve ark., 1983).
Konformasyon sayisindaki artis, halkali yapidaki aril gruplarinin sayisindaki artistan
meydana gelir. Kaliks[4]aren bilesiklerinin hangi konformasyonda oldugu H-NMR
spektrumundaki koprii protonlara ait olan rezonans sinyallerine bakildiginda ortaya ¢ikar

(Gutsche ve ark., 1989).

Tablo 1.1: Kaliks[4]aren’ in Ar-CH.-Ar protonlarinin *H NMR spektrumlari

Konformasyon Ar-CHz-Ar protonlari

Koni Bir ¢ift dublet

Kismi Koni Iki cift dublet (1:1)veya bir cift dublet ve bir singlet (1:1)




1,2-Karsiliklt

Bir singlet ve iki dublet (1:1)

1,3-Karsiliklt

Bir singlet
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Sekil 1.6: p-ter-Biitilkaliks[4]aren' in konformasyonlari ve NMR spektrumlar:

Stibstitiientlerin  konformasyon dontisiim hizina bagli olmasinin yani sira
coziiciilerin etkisi baskindir. Toluen, kloroform, karbondisiilfiir ve brombenzen gibi polar
organik ¢oziiciiler kaliksarenler ile karmasik bilesikler olusturarak konformasyon
donlisiim serbest enerjisini arttirirlar. Bunun disinda pridin, aseton ve asetonitril gibi
baska polar c¢oziciiler kaliksarenlerdeki molekiil i¢i hidrojen baglarin1 kirarak

konformasyonel doniistimii yiikseltirler (Gutsche ve ark., 1981).

1.1.5. Kaliksarenlerin Fonksiyonlandirilmasi

Supromolekiillerden olan kaliksarenler halkali yapida fenol tiirevli bilesiklerdir.
Bundan dolayi kaliksarenler fenolik yapidaki bilesiklerin hemen hemen tiimiiniin vermis
oldugu tepkimeyi vermektedir. Bundan dolay1 kaliksarenlerin siklodekstrin ve baska
halkali yapidaki tag eterlere oranla sentezlerde cok fazla kullanilmasini saglamaktadir.
Bu amagtan dolay1 kaliksarenlerin yapisinda bulunan fenolik halka gruplar1 para
konumundan ya da fenolik oksijen gruplar1 ilizerinden farkli fonksiyon gruplarla

tirevlendirilmektedir.



Upper rim

Lower rim

Sekil 1.7: Fenolik birimlerin p-konumu ve fenolik-O kisimlar

1.1.5.1. Kaliksarenlerin para Pozisyonundan Fonksiyonlandirilmasi

p-terbiitilkalilks[n]arenler sentezlendikten sonra para konumundaki ter-biitil
gruplarimi AICIs ile reaksiyona sokarak kolayca giderip (dealkilasyon) kaliks[n]arenleri

sentezlemislerdir (Gutsche ve Igbal, 1990).

Fenolik-O

/

AICI,,
Fenol, Toluen

-

Fenolik birimlerin
p-konumu

Sekil 1.8: p-ter-Biitilkaliks[4]arenin dealkilasyonu

p-ter-biitil gruplarinin  giderilmesiyle olusan kaliksarenler kolaylikla para
konumundan fonksiyonlandirilabilmektedir. Bu islem ilk olarak Claisen diizenleme
tepkimelerinde kullanilmis ve para konumunda kolaylikla tiirevlendirilmistir (Gutsche ve
Pagoria, 1985). Bu tepkime oOncelikle fenolik kisimlar allil eter olacak sekilde
fonksiyonlandirilir ve sonra dietilanilin iginde 1sitilarak allil gruplar1 p-pozisyonuna
gider. Bu reaksiyon 1990 larda sadece kaliks[4]aren bilesigi kullanildigi zaman
yiirliyordu. Gutsche’nin 1990 yillarindaki ¢alisma arkadasi Gibbs yeni bir metot

gelistirdi. Bu yonteme gore Claisen diizenleme reaksiyonlar1 diger kaliksarenlerde de



uygulanmaktadir (Gibbs ve Gutsche, 1993). Bu yontem kullanilarak kaliksarenlerin biitiin

para konumlar1 fonksiyonlandirilabilmektedir.

CH,NR, CH,R
R=H
R = CH;
R= CﬁHs

OH 4 OH 4
Elektrofilik Substitiisyon p-Klor Metilasyon
Upper Rim

R = CH,CH,NH

R 2CHLINH, P
R = CH,CH,CN =N
e Nii = OCH,
R = CH=NOH 1;? ¥
R = CH,CH,0H "

OH 4 R = CH,CH,N,

p-Claisen Cevrilmesi p-Kinon Metit M etodu

Sekil 1.9: Kaliks[4]arenin fenolik birimlerin p-konumu iizerinden fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenlerin fenolik gruplarindan p-konumu ile fonksiyonladirilmasinda
kullanilan diger bir metod p-kinonmetit metodudur (Gutsche ve Nam, 1988). Yani bu
yontemle oncelikle dealkile olmus kaliksaren formaldehit ve dimetil ya da diallilamin ile
etkilestirilerek kaliksaren tiirevi i¢eren bir Mannich bazi sentezlenir. Sonra bu Mannich
bazi metil iyodiir ile reaksiyona sokulup kuvaterner tuzuna doniistiiriilebilir. Kuvaterner
tuzunun niiklefilikler ile ¢ok kolay tepkime verdigi bilinmektedir ve bu durumda
kaiksarenlerin fenolik kisimlarinin p-konumu tizerinden farkli gruplu niikleofiller

baglanabilir (Gutsche ve Nam, 1988).
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Sekil 1.10: p-Kinonmetit yontemiyle kaliksarenlerin fenolik birimlerin p-konumu iizerinden
fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenler p-konumlari tizerinden bromlama, iyotlama, nitrolama, siilfolama,
klorsiilfolama, klormetilleme, acilleme, diazolama ve formiilasyon gibi siibstitiisyon
tepkimeleri vermektedir (Gutsche ve Lin, 1986; Shinkai ve ark., 1986; Hamada ve ark.,
1990; Arduini ve ark., 1991; Verboom ve ark., 1992; Morzherin ve ark., 1993; Nagasaki
ve ark., 1993; Alam ve ark., 1994; Deligoz ve Ercan, 2002).

1.1.5.2. Kaliksarenlerin Fenolik-OH Uzerinden Fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenler fenolik gruplarimin p-konumundan fonksiyonlandirilmasinin aksine
fenolik-O iizerinden fonksiyonlandirilmasi ¢ok kolaydir. Fenolik-O konumlarinda
bulunan OH gruplar ¢esitli gruplarla tepkimeye sokularak farkli eter ve ester tiirevleri

sentezlenebilmektedir.



_—
Williamson eter Esterlesme
reakstyonu reaksiyonu

i 4 |

OR

E:

|

_CH,COONH,,

_CH,COOR, ‘gggﬁ&
_CH,Ph, 2
_CH-COR,

CH,

Sekil 1.11: p-ter-Biitilkaliks[4]arenin fenolik-O iizerinden fonksiyonlandirilmasi

1.1.6. Kaliksarenlerin Kullanim Alanlari

Kaliksarenler farkli uygulama alanlarinda kullanilmistir. Bunlardan bazilari;
e Molekiil / Tyon tastyic1 kaliksarenlerin kullanimi
e Sensor ¢alismalarinda kaliksarenlerin kullanimi
e Kolon dolgu maddesi olarak kaliksarenlerin kromotografide kullanilmas1
e Enantiyomerlerin taninmasi ve ayrilmasinda kaliksarenlerin kullanilmasi
e Kaliksarenlerin katalizor olarak kullanilmasi
o Kaliksarenlerin biyokatalizor olarak kullanilmasi

o Kaliksarenlerin anti-kanser uygulamalarda kullanilmasi

Kaliksarenlerin ¢ok genis bir kullanim alan1 vardir. Bu kullanim alanlariyla ilgili

birka¢ 6rnek asagida verilmistir.

11
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1.1.6.1. Molekiil / Iyon Tasiyiex Kaliksarenlerin Kullanimi

Yapisinda halkali bosluklar bulunan kaliksarenler ¢ok ¢esitli molekiil ve iyon
yapilariyla kompleks yapma 6zelligi olustururlar. O ylizden kaliksarenler molekiil/iyon
tastyici olarak c¢ok fazla kullanilmaktadir. Bu yapilarin kompleksleri Sekil 1.12°de
gosterilmis oldugu gibi endo- ve ekzo- kompleksleri gibidir. Kaliksarenler
komplekslesmeden dolayi, anyon, katyon ve molekiil tasiyict gibi o6zelliklerle

kullanilmaktadir.

OII HO (_IH Ho

/ Endo Kompleks
DO +
e B el
OH HO OH HO
N —
p-ter-biitilkaliks|4]aren molekiil veya iyon \J / ’

OH HO OH HO

Ekzo Kompleks

Sekil 1.12: Kaliksarenlerin kompleks olusumu

Grubumuz tarafindan yapilan ¢aligmada niklosamit, nifedipin ve furosemit gibi
sudaki ¢oziiniirliigii ¢cok diisiik olan ilaglarin sudaki ¢oziliniirliigiinii konuk-konak tiirii
kompleks yapma kabiliyetine sahip suda ¢6ziinen fenolik O-dan ve fenolik birimlerin p-
konumundan fonksiyonlu kaliks fosfonatlari kullanarak arttirmayr basarmislardir
(Bayrake1 ve ark., 2009).

—\

Cl

HO [
PR

N
|

1 |
cl H;NO,S

Niclosamide Furosemide
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Sekil 1.13: Fosfonat grubu tasiyan kaliks[n]aren bilesikleri
1.1.6.2. Sensor Calismalarinda Kaliksarenlerin Kullanimi

Farkli metal iyonlar dizisi olusturulduktan sonra bunlarm arasindan Cu*2 iyonu
secilerek ¢ok fazla segicilige sahip kaliks[4]aren naftilamit tiirevi bilesik sentezlenmistir
(Sahin ve Yilmaz, 2012). Sentezlenen bu bilesigin floresans 6zellige sahip olup olmadigi
UV, NMR, floresans spektroskopisi teknikleri yontemleri kullanilarak se¢ilmis farkl
metal iyonlar1 (Na*,Li*,Mg*2, Ni*2,Cu*?) ve baz1 anyon gruplari (F, CI, Br, I, CH;COO"
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, HoPOys) arasinda inceleme yapmuslardir. Alman sonuglara gore bilesiklerin Cu*2

iyonuna kars1 olduklar1 ve yiiksek segicilik gosterdikleri gozlenmistir.

= &

Sekil 1.14: Naftilamit tiirevli kaliks[4]aren bilesiginin Cu*? iyonuna kars1 duyarliligt

Yapilan diger bir caligmada 1,3 pozisyonunda bulunan fenolik-O bilesigi
yapisinda piren grubu bulunduran florojenik p-ter-biitilkaliks[4]aren bilesigi
sentezlenmistir (Sahin ve Yilmaz, 2011). Piren amin tiirevli kaliks[4]arenler sirayla Pb*2

ve Cu*? iyonlarinin se¢imli sensérde rol oynadiklarini gézlemlemislerdir.
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Sekil 1.15: Pb*? ve Cu*?iyonlarina karst sensor 6zellik gosteren kaliks[4]aren bilesigi

1.1.6.3. Kolon Dolgu Maddesi Olarak Kaliksarenlerin Kromotografide

Kullanilmasi

Silika sabit fazina kaliks[4]crown-5 bilesigi baglanarak HPLC kolon dolgu
maddesi olarak kullanilmis ve kromatografide bazi aromatik aminler, fenoller ve bazi ilag

ayrilmistir (Erdemir ve Yilmaz, 2011).
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Sekil 1.16: Kaliks[4]crown-5 bilesigi ile baglanmus silika sabit fazi ve ayirmada kullanilan bazi ilaglar
1.1.6.4. Katalizor Olarak Kaliksarenlerin Kullanilmasi
1.1.6.4.1. Faz Transfer Katalizor Olarak Kullanilmasi

Akceylan ve Yilmaz, ¢alismalarinin birinde kaliks[4]aren bilesiklerinin fenol
birimlerinin p-pozisyonunda alkil amin gruplar1 ile fonksiyonlandirmis ve bu yapilar p-
nitrobenzil bromiir ile baz1 alkali metal karboksilat arasinda olan ester tepkimesinde faz
transfer katalizor olarak kullanmislardir. N-etilpiperazin amin tiirevli kaliks[4]aren
bilesigi esterlesme tepkimesinde yiiksek verimle katalizledigini tespit etmislerdir
(Akceylan ve Yilmaz, 2011).
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Sekil 1.17: Ester olusum reaksiyon mekanizmast

1.1.6.4.2. Kiral-akiral Katalizor Cahismalarinda Kaliksarenlerin Kullanilmasi

Son yillarda yeni bir kiral organokatalizor olarak kaliks[4]aren-bis-squaramid
tiirevini hazirlamig ve organokatalizor olarak asetilaseton ile B-nitrofenollerle Michael
katilmas1 tepkimelerinde kiral orgaokatalizor olarak kullanilmistir. Sonu¢ olarak
sentezlenen kiral katalizoriin enantiyosecici reaksiyonlarda kiral katalizoér olarak

kullanilabilecegi ve kaliksaren halkasinin da aktif etki gdsterdigi ortaya konulmustur
(Vural ve ark., 2016).
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Sekil 1.18: Tersiyer amin grubu tasiyan kiral kaliks[4]aren skuaramid ttirevi (Vural ve ark., 2016)

1.1.6.5.Kaliksarenlerin Biyokatalizor Olarak Kullanilmasi

Yilmaz ve grubu demir oksit manyetik nanopartikiil yiizeylerini farkli asidik
gruplarla modiile etmek icin fosfonik asit veya kaliks[4]aren iminodikarboksilik asit
tirevleri ile kaplamislardir. Candida rugosalipaz lipazini sol-gel kapsiilleme yoluyla
modifiye etmisler ve nanopargaciklarin iizerine dogrudan immobilize etmislerdir.
Apaproksen metil esteri (R/S) ve -2-fenoksipropiyonik asit metil esterinin (R/S) hidroliz
reaksiyonu  sonucunda  Kkatalitik  aktiviteleri ~ ve  enantiyoselektifliklerini
degerlendirmislerdir. Bunun sonucunda lipazin, kaliksaren bazli katki maddelerinin
varliginda kapstillenmesi durumunda, lipazin aktivitesinin ve enantiyoselektifli§inin
arttigin1 gozlemlemislerdir. Kaliks[4]aren fosfonik asit tiirevi ile kapsiillenmis lipaz,
apaproksen metil ve -2-fenoksipropiyonik asit metil esterlere karsi miikemmek bir

enantiyoselektivite oranina sahip oldugunu gozlemlemislerdir (Ozyilmaz ve ark., 2016).

immobilized enzyme .- ﬁ B *
B BB, . o
EiEr e i

BBy gh s 3 5 35,
g5g & —————8 :
qaq ,# Sol-Gel Encapsulation 1 w * *%‘;

P %
FeyO, nanoparticle conted calixarene

Sekil 1.19:Enzimlerin sol-gel kapsiillenmesi
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1.1.6.6. Kaliksarenlerin Anti-kanser Calismalarinda Kullamlmasi

Anti-kanser ¢aligmalarinda kaliksarenler iizerinde yogun bir sekilde arastirmalar
devam etmektedir. Giiniimiizde kanser Diinya ¢apinda sonucu 6liim olan hastaliklar
arasinda ilk siradadir. Diinya saglik Orgiitliniin verilerine gore 2015 yilinda kanserden
olen kisi sayis1 8,8 milyondur. Oniimiizdeki yillarda kanserden 6len kisi sayis1 %70-80
oraninda artacagi belirtilmistir (WHO, 2015). Birka¢ kanser hiicresi radyoterapik ve
kemoteropik ilaglara dayanikli oldugundan dolay1 kanser hiicreleri ile savasabilecek ve
bu hiicrelere karsi etki gosterebilecek yeni molekiil ve bilesiklerin sentezlenmesi biiyiik
Oonem tagimaktadir. Bundan otiirli kalik[n]aren tiirevli bilesiklerin antikarsinojen ve ilag
tasinim1 gibi Ozelliklerinin incelenmesi kanser tedavisinde kullanilmak iizere yeni
bilesiklerin sentezlenmesi 6nemlidir. Yapilan arastirmalarda dihidrofosfonik asit tiirevli
kaliks[4]aren (A, B, C) bilesiklerinin 16semi, melanoma ve karaciger kanseri gibi bir¢ok
insan kanser tiiriinde antikarsinojenik etkilerini saptamak amaciyla incelenmistir. Bu
tiirevlerin 6zellikle 7,33 uM gibi diisiik bir ICso degeri ile insan akut lemfomablastik

lokemia hiicrelerine karsi etkili olduklari bulunmustur.

(CH,),CH,

Sekil 1.20: Kaliks[4]aren dihidrofosfonik asit tiirevleri

Viola ve ekibi (2010) tarafindan iire grubu tasiyan farkli kaliks[8]aren tlirevlerinin
antikanser 6zellikleri arastirilmig ve N-asetil D-glukozamin grubu tasiyan kaliks[8]aren
tiirevinin kanser hiicrelerin metastazini ve gogalmasini engelledigini diger kaliks[8]aren

tiirevlerinin etkili olmadigi gézlenmistir. (Viola ve ark., 2010).
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Sekil 1.21: Ure grubu tasiyan farkl kaliks[8]aren bilesikleri

Kaliksarenlerin antikanser 6zelligine sahip tiirevleri literatiirde arastirilmaktadir
ve antikanser etki gosterdigi kanitlanmig olan N,N-dimetilamin gruplar1 ile
tirevlendirilmis kaliksaren bilesiginin in vivo Ve in vitro ¢alismalarinin sonucunda 2014

yilinda Amerikan patentli olarak yaymlamislardir (Patent No: US 8.716.343 B2).
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Sekil 1.22: N,N-dimetilamin gruplart ile tiirevlendirilmis kaliksaren bilesigi

Astorgues-Xerri ve grubu 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada N,N-
dimetiletilendiamin gruplar1 ile modifiye edilmis kaliksamit molekiiliiniin cis-platin,
oxaliplatin, docetaxel gibi bazi sitotoksik ilag molekiilleri ile olan etkilesimlerini
incelemigler ve in vivo calismalarini gergeklestirmislerdir. Yapilan g¢alismalardan

kaliks[4]aren amit molekiiliiniin bu ilaglarla yaptigi kompleks yapisi sayesinde ilag
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molekiillerinin artan etkinligi sayesinde tiimorlii hiicrelerin biiylimesini %90 oraninda
inhibe ettigi tespit edilmistir.

Loppchen ve ekibi 2015 yilinda yaptiklari bir ¢alismada ti¢ farkli tetra amit tiirevli
kaliks[4]aren molekiilii sentezlemeyi basarmislar ve bu yapilarin in vivo ve in vitro
calismalarin1 yapmisglardir. Tiimorlii hiicrelerin biliylimesi ve gelismesi lizerine inhibisyon

ozelliklerini bu ¢aligma kapsaminda incelemislerdir (Lappchen ve ark., 2015).
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Sekil 1.23: Ug farkl: tetra amit tiirevli kaliks[4]aren molekiilii

Bir baska ¢aligmada kanser hiicrelerinde yiiksek oranda ekspresyona gergeklesen
folat reseptorlerine kars1 da kaliks[4]aren tlirevlerinin etkili olduklar1 boylelikle rahim ve

melanoma kanseri hiicrelerinin gogalmalarini engelledikleri gosterilmistir (Consoli ve

ark., 2015).

1.2.L-Prolin

Farmakolojik alanda 6nem arz eden aldol tepkimelerinin gergeklesmesi igin
katalizor olarak aldolaz enzimi kullaniliyordu. Bir takim arastirma grubu bu enzimin ug
kisimlarinda L-prolin gruplarinin var oldugunu fark etmislerdir. List ve ark 2000
yillarinda reaksiyonda kullanilan enzimin islevini L-prolinin gergeklestirdigini
diistinmiislerdir. Bu sebepten dolay1 aldol reaksiyonunun yalnizca L-prolin varliginda
olup olmayacagini anlamak i¢in birka¢ deneme yapmislardir. 1972 yilinda yapilmis olan
L-prolin igeren molekiiller i¢i asimetrik Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wiechert
reaksiyonunu referans alarak, burada bulunan L-prolini molekiilleri aras1 asimetrik aldol
reaksiyonunda uygulamaya baglamiglar ve sonucunda reaksiyonun iyi sonug¢ verdigini
gozlemlemislerdir. 2000 yilinda baglayan bu diisiinceler zamanla 6nem kazanmistir ve L-
prolini asimetrik organokataliz tepkimelerinde ¢ok kullanilan bir kataliz haline

getirmislerdir.

/\/mF
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Sekil 1.24: L-prolin molekiil sekli (a-aminoasit)

Prolin sekonder amin fonksiyonalitesi olan tek dogal aminoasittir. Yapida bulunan
azot atomunun pKa degeri diger aminoasitlerden yiiksek oldugundan dolay1 niikleofilik
degeri de yiiksektir (Sukumaran ve Hanefeld, 2005). Bundan dolay1 prolin aminoasidi
ozellikle karbonil bilesikleri ya da Michael akseptorlerine kars1 niikleofilik davranir ve
iminyum iyonu veya enamin olusabilir. Bu tepkimelerde prolinin karboksilik fonksiyonu
Bronsted asidi olarak davranir ve prolinin bifonksiyonel katalizor olmasina neden olur.

L-prolinin organokatalizor olarak kullanilma nedenlerini sdyle siralayabiliriz;

e Ucuz ve toksik degildir
¢ Enantiyose¢imli tepkimelerde verimli sonugclar elde edilmesine sebep olur,
e Prolin ile meydana gelecek reaksiyonlar oda sicakliginda gergeklesir,

e Suda ¢oziiniir.

Kaliksarenlerin kolay sentezlenmesi ve halkali yapida olmasindan dolay1 birgok
farkli uygulama alaninda kullanilmistir. Kaliksarenler, supramolekiiler kimyada 6nemli
bir yeri olan, koni seklinde bir konformasyonda var olma potansiyelleri ve fenolik-O
tizerinden ve fenolik halkalarin p-konumundan kolay modifiye olmalarindan dolayi,
makrosiklik sepet benzeri bilesiklerdir. Ozellikle, kaliks[4]aren tiirevleri iyon ve
molekiiler tagima, konuk-konak kimyasi, kataliz, iyon ve molekiil segici olmalari,
kontrollii ilag salinimi alanlarinda basarili bir sekilde kullanilmistir (Joseph ve Rao,
2011).
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1.3.Kanser

Kanser hiicre dongiisiinde meydana gelen ¢esitli bozulmalar sonunda hiicrelerin
kontrollii olarak gerceklestirdigi hiicre biiylimesi, gelismesi, ¢ogalmast ve 6liimiin de
oldugu bu dongiiniin bozulmasi sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasidir.
Saglikli hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesi siirecine karsinogenez denir. Kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalan hiicrelerin biiyliyerek olusturduklari kitleye ise timor adi
verilmektedir (Palacios ve ark., 2007). Kontrollii olarak ¢ogalan hiicrelerde bu
mekanizma onkogenler yani tlimor olusmasina neden olan genler ve tiimdr baskilayici
genler olan suprasorler arasinda olan dengeye baglidir. Meydana gelen denge onkogenler
lehine bozuldugu zaman kanser olusumuna neden olmaktadir (Testa ve ark., 2003).

Diinya genelinde kanser Oliimle sonuglanan hastaliklar arasinda ilk siradadir.
Diinya saglik orgiitii 2015 verilerine gore 8,8 milyon kisi kanserden dolay1 6lmiis ve
kanserden kaynakli Gliimlerin gelecek 2-3 yil siiresince %70 oraninda artacagini

sOylemistir.

M Akciger
M Prostat
M Kolorektal
B Mesane
m Mide
B NHL
W Bobrek
m Larinks
Tiroid
M Beyin Sinir Sistemi

Diger

(%3) (%6)

Sekil 1.25: Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin toplam sayisi ve yilizde dagilimi
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(%3) 2.361 8
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Sekil 1.26: Kadnlarda en sik goriilen kanserlerin toplami ve yiizde dagilimi

1.3.1. Kanser Olusumu Vve Gelisimi

Her ne kadar bireylerin genetik 6zellikleri kansere yakalanma riskini artirsa da
kanserlerin %80 gibi bilylik bir oran1 gevresel ve dis etkenlerden kaynaklanmaktadir.
Dolayist ile kanser bu etkenlerin bertaraf edilmesi sonucunda hem engellenebilir hem de
bu maddeleri nétralize ya da elemine edecek bagka bilesikler sayesinde tedavi edilebilir.
Kalitimsal olarak olusan kanserlerin, ¢evresel faktorlerden olusan kanserlere oranla
meydana gelme olasiligi daha azdir. Ultraviyole, morétesi, x-1sinlari gibi fiziksel faktorler
ve polisiklik, aromatik hidrokarbonlar gibi kimyasal faktorlerin yani sira viriisler de
biyolojik olarak saglikli hiicrelere zarar vererek hiicre de degisiklige neden olur ve kanser
olusabilir (Ward ve ark., 2004; Yang ve ark., 2004).

Kanser tedavisinde en 6nemli etken iyi huylu (benign) ve kot huylu (malign)
timorlerin farkindaligina varilabilmesidir. Benign tiimérler bulunduklar yerdeki cevre
dokulara ya da viicudun bagka bdlgelerine yayilmaz ve sadece oldugu bolgede sinirh
oldugu i¢in bu tiimérlere benign tiimorler denir. Cevresindeki normal dokuyu istila eden
ve dolagim veya lenfatik sistemler aracilig1 ile yayilan tiimorler ise malign tiimorlerdir.
Kanser hiicresinin lenf ya da kan yoluyla viicudun diger bdlgelerine giderek gittikleri
yerde anormal sekilde ¢cogalarak kanserin bu sekilde yayillmasina metastaz denilmektedir.

Malign tiimdrler kanser olarak tanimlanmaktadir. Malign tiimdrler metastaz yapabilen
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timorlerdir (Sugarbaker ve Kemeny, 1989; Wands ve Blum, 1991; Cabibbo ve Craxi,
2009).

Kimyasal karsinojenler maruz kaldig: ciltlerde ve emildigi bagirsakta veya
metabolizmanin fonksiyonuna gére kolon, karacigeri bobrek gibi organlar gibi herhangi
bir bolgede tiimdr olusabilir. Ancak karsinojene maruz kalmak kanser olusumuna tek
basina sebep olmaz. Uygun kosullar saglandigi takdirde karsinojenler kanser olusumuna

neden olabilir. Bu kimyasal karsinojenlere 6rnek asagida verilmistir (Yang ve ark., 2004).

e Hidrokarbonlar, baca temizleyicileri, boya endiistrisinde kullanilan
kimyasallar,

o Nikel(ll), krom (V1) bilesikleri,
e Sigara dumani ve katranindaki kimyasallar,
e Bazi hazir yiyeceklerinde bulunan katki maddeleri,

e Piyasada bulunan ¢ogu ilagta bulunan kimyasallar.

1.3.2. Prostat Kanseri

Prostatin tanimi ilk olarak Niccolo Massa tarafindan 1536 yilinda yapilmis ve
anatomist Andreas Vesalius tarafindan ilk kez 1538 yilinda anotomisi resmedilmistir
(Hellerstedt ve Pienta, 2002).

Prostat kanseri ilk olarak 1817 yilinda George Langstaff tarafindan tip literatiiriine
kazandirilmigtir (Chin ve Reiter, 2004). Hiicre oliimii ve prostat bezindeki hiicre
proliferasyonu arasinda olan dengenin bozulmasiyla, organ hacminin kétii huylu timor
seklinde biiyiimesi sonucunda prostat kanseri meydana gelmektedir (Kumagai ve ark.,
2007; Siegel ve ark., 2014). Endiistrilesmis iilkelerde 6nemli bir saglik problemi haline
gelen prostat kanseri erkeklerde, akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alan ve en

fazla kansere bagli 6liim sebebidir (Szliszka ve ark., 2013).
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Sekil 1.27: Prostat kanserinin olusum evreleri
https://www.prostathastaligi.gen.tr/prostat-kanseri-evreleri.html

Prostat kanserine neden olan etmenler arasinda; yas, irk, hormonal faktorler,
diyetsel faktorler, sigara ve alkol kullanimi gibi faktorler prostat kanserini
tetiklemektedir.

Prostat kanseri evreleri;

Evre I: Kanser hiicreleri prostatin az bir boliimiine yayilmis ve prostat beziyle
siirhdir.

Evre 1l: Birinci evrenden biraz daha ilerlemis durumdadir ama bu evrede de
kanserli hiicreler prostat bezi ile sinirli haldedir.

Evre I11: Evre | ve Il ye gore daha ilerlemis haldedir. Kanser hiicreleri prostati
cevreleyen kapsiillere yayilmistir. Sperma kesesini de kapsayabilir.

Evre IV: Kanser hiicreleri lenf bezlerine, organlara ve sperma kesesinin diginda

kalan kisimlara da yayilmis durumdadir. Bu evre bu hastalikta son evredir.

1.3.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicre dist
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana grubu ayrilmaktadir.

Akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci
sirada yer alan ve 6liimle sonug¢lanan kanser tiirtidiir ve bu oran her gecen yil artmaktadir
(Alberg ve Samet, 2003). Erkeklerde goriilme orani kadinlarda goériillme oranina gore
daha yiiksektir ve sigara icen kadinlarda da akciger kanseri artmaktadir. Akciger
kanserine yakalanma oram1 arasindaki farkin kadin ve erkeklerde sigara igme
alisgkanligindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu kanser tiiriine yakalanmanin en biiyiik

faktorii sigara veya sigara dumaninda bulunan kimyasal karsinojenler olma olasilig1 ¢ok
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yiiksektir (Pauk ve ark., 2005). Kimyasal karsinojenlerin DNA iizerinde meydana
getirdigi hasarlardan otiirli ve oksidatif hasarin birikimine yol acarak mutasyonlarin
olusmasina neden olur (Lubin ve Boice, 1997). Bunun sonucunda hiicrelerin neoplastik
siirece girmesine neden olur. Sigaranin tiimor baskilayict gen olan p53 gen
mutasyonlarina sebep olarak kanser olusumuna katki sagladigi disiiniilmektedir
(Denissenko ve ark., 1996). Bu kanser tiiriiniin olugsmasina sigaradan baska, radon gazi,
beslenme aliskanliklari, ¢evre kirliligi ve genetik faktorlerde neden olmaktadir (Ruano-
Ravina ve ark., 2003).

Kanser

Sekil 1.28: Akciger kanseri (2018)
http://www.astimalerji.com/akciger-kanserinde-tedavi/

Akciger kanseri evreleri;

Evre I: Kanser hiicreleri akcigerin kiigiik bir kisminda goriiliir.

Evre Il: Bu evrede kanser hiicreleri lenf bezlerine sigramis durumda olur.

Evre I11: Kanser hiicreleri akciger zar1 ya da iki akciger arasinda bulunan
mediasten denilen bosluga ve buradaki bezlere yayilmis durumdadir.

Evre IV: Kanser hiicreleri akciger bolgesinden uzak organlara bobrek iistii bezi,

kemik gibi yayilmis durumdadir.

1.3.4. Kolon Kanseri

Kolon kanseri (kolorektal) gelismis ve gelismekte olan iilkelerde iicilincii sirada
goriiliir ve bu kanser tiirli tiim kanser tiirlerinin yaklasik %10 unu olusturur (Lee ve ark.,
2006). Kolon kanseri i¢in her yil yaklasik olarak vaka sayis1 150.000’dir. Yasam boyunca

kolon kanseri gelisme riski hemen hemen %6°dir. Bu oran kadinlara gore erkeklerde daha
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yiiksektir. Bu kanserin gelisimi 40 yasindan sonra kadin ve erkek i¢in ylikselis
gostermektedir.

Kolon kanseri 1990 yilindan bu yana gelismekte olan iilkelerde 472.000 6liimden
sorumludur ve dordiincii en sik goriilen kanser tiirtidiir. Kolon kanseri gériilmesi genis bir
cografya ya sahiptir. Cogunlukla Bati Avrupa Kuzey Amerika, Yeni Zelanda, Avustralya
gibi llkelerde goriiliir. Kolon kanseri, batililasma ve gelismislikle giderek artmaktadir.
Kolon kanserinin olusumunda genetik faktorler, ik, diyete bagl faktorler, adenomlar,

obezite, sigara kullanimi, radrasyon gibi faktorler etkili olmaktadir.

Sekil 1.29: Kolon kanseri evreleri (2014)
https://www.hayatisaglik.com/hastaliklar/kolon-kanserinde-evrelendirme.html

Kolon kanseri evreleri;

Evre I: Bu evrede kanser hiicreleri kalin bagirsagin i¢ ylizeyinde bulunur

Evre Il: Bu evrede iki grup olugmaktadir. Birincisi kanser hiicreleri lenf
diigiimlerine yayillmamis fakat bagirsagin dis yiizeyindedir. Ikincisi bagirsagm dis
yiizeyine yayilmis ve yakindaki organlara ge¢mis fakat viicudun diger organlarina
sigramamigtir.

Evre I11: Evre II de gerceklesen durumlarin hepsi bu evrede goriilebilir. Fakat bu
evrede kanser hiicreleri bir boyut kazanmis ve viicudun diger organlarma yayilmis
olabilir.

Evre 1V: Bu evre diger evreleri kapsamaktadir ve kanser hiicreleri akciger,

karaciger, lenf diiglimleri gibi uzak organlara yayilmis durumdadir.
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1.3.5. Karaciger Kanseri

Karaciger hepatosit, safra, epitelyum, vaskiiler, stellat hiicreleri, kupffer hiicreleri,
endotel gibi farkli hiicre gruplarindan meydana gelmektedir. Bu hiicre gruplarinin
herhangi birinde iyi ya da kotli huylu timdr olusabilmektedir (Jemal ve ark., 2011).

Diinya’da, karaciger kanseri en sik goriilen kanserler arasinda ikinci siradadir.
Karaciger kanseri yiiksek Oliime sahiptir ve kanserden dolay1 dliimlerde iicilincii sirada
gelmektedir (Lewandowski ve ark., 2014). Bu kanser olustugu zamandan itibaren
karaciger metastazi yapmaktadir. Tiirkiye’de Saglik Bakanligi 2007-2008 verilerine gore
on iki ilden alinmig kanser kayitlarinda karaciger kanseri goriilme orani diger kanser
tiirleri icinden %7,8 kadinlarda iicilincii, %7,5 erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir.

Karaciger kanserinin olusum nedenleri arasinda, yas, sigara, alkol, genetik
faktorler, bagirsak hastaliklari, cevresel etmenler gibi faktorler sayilabilir. (Seo ve ark.,
2013).

S~

Sekil 1.30: Karaciger kanseri evreleri
https://www.karaciger.gen.tr/karaciger-kanseri-evreleri.html

Karaciger kanseri evreleri;

Evre I: Kanser hiicreleri kiigliktiir. Yakinda ve uzakta bulunan organlara
sicramamis durumdadir.

Evre 11: Kanser hiicreleri bu evrede lenf bezlerine ve diger yerlere yayilmamis
durumdadir. Karaciger de kanserli hiicrelerin sayis1 artig gostermektedir.

Evre I11: Evre I ve II de gerceklesen olaylar bu evrede de gergeklesir. Fakat bu
evrede kanser hiicreleri damarlara yayilmis ve karacigerin iist dokusuna ve yakin

bolgelere yayilmis durumdadir.
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Evre IV: Bu asamada kanserli hiicreler yakin ve uzak dokulara yayilma

gostermektedir.

1.4.Alkali Comet Testi

Son zamanlara gelismekte olan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi” (SCGE) metodu
DNA sarmalindaki kiriklarin tespiti i¢in kullanilan bir tekniktir. SCGE metodu “Comet
Assay ” veya “Mikrojel Elektroforetik Teknik” olarak da bilinmektedir (Fairbairn ve ark.,
1995).

Hiicrelerde bulunan DNA sarmali kiriklariin tespit edilebilmesi Rydenberg ve
Johanson tarafindan yapilmistir. Lam tizerindeki agara gomiilii halde duran hiicreler lizis
edilerek hiicreleri proteinlerden ayirmislar ve nétralize ederek akrilin oranj ile boyama
islemi yapmiglardir. Bunun sonucunda da kirmizi floresans yesilin oranini hesaplamay1
basarmiglardir. Tek sarmali kirmizi, ¢ift sarmali yesil floresans gosterdigini
gozlemlemislerdir. Ancak yapilan bu teknik diger bilim insanlar1 tarafindan fazla
kullanilmamustir (Fairbairn ve ark., 1995).

1984 yillarinda Ostling ve Johanson nortal metodu modifiye ederek hiicredeki
DNA hasarmin direk olarak gosterilmesinde “ Mikrojel Elektroforetik Teknik™ yontemini
sunmuglardir. Ostling ve Johanson radyasyona maruz kalmis hiicreleri agarozda siispanse
ettikten sonra lam {lizerine yaymustir. Tuz ve deterjan ile birlikte lizis islemi yapilmis ve
elektroforez yapildiktan sonra akridin oranj ile boyamislar. Bunun sonucunda eger DNA
da hasar meydana gelmis ise, DNA fragmanlari ile elektrik yiik kazanarak ¢ekirdekten
anot yoniinde hareket ederek kuyruklu yildiz goriintiisii olugsmasi sonucunda bu hasar

gormiis hiicrelere COMET denilmektedir.

1.5.Apoptoz

Viicudumuzda bulunan hiicreler bir siire yasar ve her hiicre zamani gelince oOliir.
Hiicrenin ¢ogalmasi ve 6liimii arasinda bir denge vardir. Bir hiicre 6liim tipi olan apoptoz
yunanca agagtan diisen yaprak ya da gigekten ayrilan petal anlamina gelmektedir. Apo
kelimesi ayri, ptosis kelimesi diismek anlamina gelmektedir. Apoptoz 1972 yilinda ilk
kez Avustralyali bir patalog olan J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmigtir (Fadeel ve
Orrenius, 2005). Bu konu ile ilgili ¢caligmalarda genel olarak Caenorhabditis elegans

nematodu kullanilmistir. Basit yapida ve birgok hiicreli olan nematod ile ¢alisan, Sydney
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Brenner, Robert Horvitz ve John E. Sulston isimli bilim insanlar1 “programlanmis hiicre
6lumii ve organ gelisiminin genetik olarak diizenlenmesi” tizerine 2002 yilinda Nobel
odiili kazanmislardir.

Ced-3, ced-4 ve ced-9 genleri nematodlarda apoptozu kontrol eden genlerdir.
Mutasyon sonucu inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genleri bulunduran nematodlarda
apoptozun olusmadig1 ve normalde 6lmesi gereken hiicrelerin yasadigr goriilmiistiir. Bu
sebeple ced-3 ve ced-4 genlerinin 6liim genleri oldugu ve apoptozu indiikledikleri ayni
zamanda ced-4 geninin ise 6liime kars1 koruyan bir gen olup apoptozu inhibe ettigini
belirlemislerdir. Bu genlerin insan genomundaki karsiliklar1 ced-3 icin kaspazlar, ced-4
icin Apaf-1 ve ced-9 i¢in Bcl-2 oldugu belirtilmistir (Hengartner ve ark., 1992; Renehan
ve ark., 2001). Apoptoz mitoz gibi normal bir gelisim i¢in gereklidir ve organizmanin

tamamina kars1 tehdit olusturacak hiicreleri yikmak i¢in gerekli olan bir mekanizmadir.

1.5.1. Nekroz

Rastgele gelisen ve genler tarafindan kontrol altina alinamayan dokularda ve
dokular1 olusturan hiicrelerde meydana gelen, "istenmeyen" hiicre Sliimiidiir. Siyanid,
arsenik gibi toksik kimyasallar ve agir metaller nekroza neden olmaktadir. Bu siirecte
mitokondriyal ROS iiretimi artar, apoptik olmayan proteazlar aktive olur, ATP {iretimi
azalir ve Ca*? yollar1 acilir.

Nekroz tipleri;

e Koagiilasyon nekrozu; en sik goriilen nekroz tiiriidiir ve her tiir iskemik
olayda gozlenir. Sitoplazma proteinleri koagulasyona ugrar ve ¢ekirdek
kaybolur. Beyin hari¢ diger tim dokularda hipoksik Oliimiin
karakteristigidir.

e Likefasyon nekrozu (kollikuasyon nekrozu, erime nekrozu); dokularin

enzimatik sindirimi ile ger¢eklesmektedir ve daha ¢ok beyin dokusunda
ve apselerde gozlenir.

e Kazeéz nekroz; tiiberkiiloz hastaliginda ortaya c¢ikmaktadir ve

graniilomlarin merkezinde eozinofilik heterojen hiicre kitleleri birikir.
e Yag nekrozu; makrofajlarda lipaz enzimi ve hasarli pankreas hiicreleri ile
ortaya ¢ikan yag asitlerinin kalsiyumla birlesmesi sonucu olusan beyaz

tebesirimsi bolgelerle karakterizedir.
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Kanfren6z nekroz; derin ve biiyiik yaralanmalarda dokuya implante olan

bakterilerin etkisi sonucu olusmaktadir.

Fibrinoid nekroz; damarlarda ve bag dokularinda gozlenmektedir. Damar

duvarindaki fibrin benzeri protein materyal birikimi izlenir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kaliksarenlerin Biyokimyasal Arastirmalarda Kullanimlari

Cornforth ve ark. 1955 yilinda kaliks[n]arenlerin ilk olarak dogrudan biyolojik
aktivitesi oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda fenolik-O konumuna polioksietilen
gruplari ile fonksiyonlandirdiklar1 p-oktilkaliks[8]areni bir anti-tiiberkiiloz ajani1 olarak
aktif olduklarim1 gdstermislerdir. Bu mekanizma tiiberkiiloza karsi suanda kullanilan
diger ilaglardan farkli oldugu ve konvansiyonel kemoterapdtik ajanlara karst direnci
arttirdigindan bu bilesiklerin umut verici oldugunu gostermiglerdir. 40 y1l kadar uzun bir
slire boyunca Hwang ve arkadaglarinin (1995) bazi kaliksaren tiirevlerinin anti-viral
aktivitesi ile ilgili patent alana kadar kaliksarenlerin biyolojik aktiviteleri iizerinde

calisma yapilmamustir (Perret ve Coleman, 2011).

2.1.1. Antiviral Aktivite

Hwang ve ark. (1995) HIV ve Herpes gibi viral hastaliklarin tedavisinde p-
stilfokaliks[n]arenlerin kullanilabilecegini goézlemlemislerdir. Hwang ve ark, bir zarf
virtisli hiicre enfeksiyonunu inhibe etmek igin o bdlgeye terminal uglarda karboksilat,
fosfat, siilfat ester ve amid iceren polar gruplara sahip kaliksaren tiirevli bilesiklerin
terapotik olarak etki edecek miktarda uygulanmasi {izerine bir yontem gelistirmis ve
patent almiglardir. Burada mekanizma, molekiillerin elektrostatik etkilesimleri sonucunda
zarf virGsii ile etkileserek o bolgedeki hiicreleri tantyarak onlar1 yok etmesi seklinde

oldugu yorumlanmistir (Perret ve Coleman, 2011)

2.1.2. Antifungal Aktivite

Lamartine ve ark. (2002) tarafindan p-siilfokaliks[n]arenler (Sekil 2.1) ve fenil
diazo tiirevinin (Sekil 2.2), Fartarium solani mantar1 gibi patojen olan mantarlara kars1
degerlendirilmistir ve yaklasik olarak % 60-70 inhibisyon araligina sahiptir. Bu bilesikler
tamamen Corynebacterium dematium tiirii mantarlarin biiylimesini de inhibe ettigi
bulunmus ve bu nedenle mantarlarla ilgili bitki hastaliklarinin en aza indirgenmesi i¢in

ajan olarak kullanilmasi 6ngoriilmistiir (Perret ve Coleman, 2011).
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Sekil 2.2: Lamartine ve arkadaslari tarafindan incelenen anyonik kaliksaren tiirevi (Lamartine ve ark.,
2002)

2.1.3.Antibakteriyal Aktivite

Baz1 kaliksaren tiirevleri Corynebacterium dematium’a kars1 antibiyotik olarak
test edilmis ve test edilen diger kaliksaren tlirevleri arasinda p-siilfokaliksarenler ve
anyonik kaliksaren tiirevli bilesikler (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2) en aktif ve etkisi en yiiksek
olarak bulunmustur. Temel formda siilfoksit (SO3H) gruplarina sahip olanlar, antibiyotik

aktivitelerde rol oynayabilecekleri varsayilmistir (Perret ve Coleman, 2011).
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2.1.4. Antikarsinojenik Aktiviteleri

Tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi yeterli miktarda besin ve oksijene ve kan
damarlar1 yoluyla atifin atilmasima baghdir. Bu nedenle, tiimor iginde yeni kan
damarlarinin varligr biiylimeleri i¢in gereklidir. Trombosit kaynakli bliylime faktorii
(PDGF), PDGF reseptorti ile etkileserek anjiyogenezde dnemli bir rol oynar (Zhou ve
ark., 2006). Sentezlenen kaliksaren tiirevleri, reseptoriin fosforilasyonunu onleyerek
PDGF'nin reseptorle etkilesimini keser, boylece antianjiyojenik ajan olarak islev goriir.
Endotelyal hiicrelerin proliferasyonunda yapilan in vitro ¢alismalarinda, Dings ve ark.
(2006) kaliksarenin fenolik-birimlerinin p-konumunda ter-biitil, izopentil, izobiitil ve
propil gruplari ile fenolik-O konumunda tetra-N,N-dimetilamino etil veya guanidil
gruplarina tagiyan Kkalikserenlerin gii¢lii anjiyogenez inhibitorle oldugunu anlasilmistir
(Dings ve ark., 2006). Daha sonra, in vivo galismalar, bu bilesiklerin polikatyonik-yapilari
MA-148 yumurtalik kanseri hiicrelerine ve B16 fare melanoma hiicrelerine karsi ileri
diizeyde bir etkinlik gdsterdigini ortaya koymuslardir (Dings ve ark., 2013).

Kaliksaren bazl bilesiklerin antikarsinojenik aktivitesi gesitli arastirma gruplari
tarafindan arastirilmistir. Baggetto ve ark. ¢esitli tiimor hiicreleri (MU2, MU2F, HT 1080,
SP6.5, 1PC227, Jurkat, MEWO, HI-60, Huh7, Hep-G2, MEWO, DLM.1) iizerinde
kaliksaren tiirevlerinin etkisini incelemis ve calismis ve bu bilesiklerin aktiviteleri
standart antikarsinojenik ilaglariyla karsilagtirilmiglar. Bu fonksiyonellestirilmis
kaliksaren tiirevlerinin, 6zellikle lenfoblastik 16semi ve melanoma hiicre hatlarinda gii¢li
antikarsinojenikajan oldugunu kesfetmislerdir (Yousaf ve ark., 2015). Benzer sekilde,
Nasuhi Pur ve Dilmaghani (2014), dort platin (IT) merkezi ile fonksiyonel hale getirilmis
kaliks[4]aren sentezlemis ve prospektif bir antikarsinojenik ajant oldugunu
bildirmislerdir. Kemoterapotik bir ajan olan karboplatin ile karsilagtirildiginda yeni
sentezlenen bilesik, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserine, hepatoseliiler kansere ve
g0giis kanserine karst daha iyi aktivite gosterdigini bulmuslardir (Nasuhi Pur ve Akbari
Dilmaghani, 2014). Kolorimetrik sitotoksisite testleri kullanilarak, akciger kanseri hiicre
hattindaki ortalama inhibitoér konsantrasyonu (ICsp) 2,6 uM olarak bulundu. Bir bagka
caligmada, bir fare melanoma modelinde kalikserenin glikokonjugatlarinin in vivo
etkisinin, 2 hafta i¢inde tiimor biiylimesinde 6nemli bir azalma igerdigi rapor edilmistir
(Hulikova ve ark., 2010).

Bugiine kadar, ABD klinik aragtirmalar veritabani, potansiyel antianjiyojenik ve

antineoplastik aktiviteye sahip kaliksaren bazli bilesik ve galektin-1 inhibitorii olan
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OTX008'"n sadece bir Faz I calismasini gostermektedir. Ilag, ilerlemis solid tiimorleri
olan hastalarda ¢ok islevli bir karbonhidrat baglanma proteini olan galektin-1'in
downregiilasyonu yoluyla islev goriir. Calisma 2012'den beri devam etmekte olup, heniiz
sonu¢ bildirilmemistir.

Dings ve ekibinin in vivo ¢alismasinin birinde fare modellerinde kaliks[4]aren
tirevli maddelerin yeni damar (angiojenezis) olusumlarini engelledigini ve tiimor
bliylimesini sinirlandirdigi bdylelikle biiylime faktorii reseptorlerine baglanarak insan
glikoblastoma kanseri hiicrelerinin gelisimini durdurdugunu goézlemlemislerdir. Buna
ilaveten insan damar endotelyal hiicrelerinde (HUVEC) de N,N-dimetiletilendiamin
gruplari ile modifiye edilmis kaliks[4]amit (ICs0=2 uM) ticari olarak satilan angineksle
(ICs0=5 uM) oranla 2,5-kat daha etkili oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma grubu
kaliksaren molekiiliiniin hidrofilik ve hidrofobik kisimlarint modifiye ederek anti tiimér
ozellige sahip molekiiller olarak sentezlemisler ve bu kaliksaren molekiillerinin kanser
hiicrelerini inhibe ettiklerini géstermisler ve bu ¢alismalar patentlenmistir (Patent NO:US
8,716,343 B2). Ozellikle 0118 olarak kodladiklar1 ve amit gruplar ile siibsitiie olmusg
kaliks[4]aren molekiiliiniin tiimorlii hiicre iizerindeki kan damarlarinin olusumunu
engelledigini ve timoriin yayilmasini inhibe ettigini sdylemislerdir. Yaptiklari bu ¢alisma
da damar olusumunu engelleyen kontrol ve karsilagtirma yapisi olarak peptit ve protein
yapilarindan olusmus olan angineks molekiilii kullanilmig ve bu yap1 ile hem hidrofobik
hem de hidrofilik bolgeler agisindan mimik olarak benzerlik sergileyen kaliksaren

iskeletini modifiye etmislerdir.

A\ R % 0118 1097 : 1049

I L ./ y.
Sekil 2.3: N,N-dimetilaminoetil gruplar ile siibsitiie olmus kaliks[4]aren molekiiliiniin timorli hiicre
tizerindeki etkileri

Ding ve ekibinin yaptig1 baska bir calismada kanserli ve tiimorlii hiicrelere karsi
sitotoksik etki gosteren polikatyonik bir kaliksaren tlirevi sentezlemislerdir. Bu calismada
kaliksaren bilesiginin hidrofobik ve hidrofilik kisimlarmi tiirevlendirerek anti-timor

ozellige sahip kaliksaren bilesigi sentezlemislerdir. PTX0013 olarak adlandirdiklart ve
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tetra amin gruplari ile siibstitlie olmus kaliks[4]aren bilesiginin ilaglara kars1 direngli olan

kanserli hiicrelerin biiylimesini inhibe ettigini gézlemlemislerdir.

CH CH;
HyC | CH; H3C - CH,
p\,} |® + ® }
Z
S
ol 6 o 4 : i 4 HCI o p
NMe I
o :/\/ : NMe, 0PN NMe2 NMe,
4 HCI H 4 HCI
PTX012 PTX013 PTX014 PTX015

Sekil 2.4: Amin gruplari ile siibstitiie olmusg kaliks[4]aren bilesigi

An ve ark (2016) tarafindan kaliks[4]aren polihidroksamin tiirevli bilesikler
sentezlemis ve cesitli kanser hiicrelerinde (A549, SKOV3, SE1990, HELA, RAJI ve
MDA-MB231) sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Bunun sonucunda 3a-3d
maddelerinin kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini gozlemlemislerdir (Tablo

2.1) (An ve ark., 2016).

C(CH3)3 C(CHZj):j C(CH3)3 C(CHB)'J C(CH3)3
2 | la 4 2
O OH (@] OH O O OH
0~ "NH 0~ “NH 0~ "NH 0~ N
OH
OH OH OH OH
3a 3b 3c 3d

Sekil 2.5: Kaliks[4]aren polihidroksamin tiirevlerinin yapis1 3a-3d (An ve ark., 2016)

Tablo 2.1: Kanser hiicrelerinde 3a-3d maddelerinin ICso Degerleri

HUCRE 3a 3b 3c 3d
A549 4.0 ; 3.7 -
SKOV3 2,8 2,3 51 -
SW1990 4,3 - 3,3 11,3
HELA 2,7 - 7,1 8,1
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RAIJI 5,0 - 4,7 11,2

MDA-MB231 5,3 1,6 3,4 5,2

2.2. Kaliksaren-Prolin Tiirevleri ile Yapilan Calismalar

Yilmaz ve grubunun yapmis oldugu c¢alismada Kkaliks[4]arenin para
pozisyonundan L-prolin grubu baglayarak sulu ortamda asimetrik kiral aldol
reaksiyonunun enantiyosegiciligi organokatalizor olarak incelenmis ve yiiksek verimle
reaksiyon {irlinii elde etmisler ve % 95 diastereo, % 80 enantiyosegicilik

gozlemlemislerdir (Uyanik ve ark., 2014).

Sekil 2.6: L-prolin ile para pozisyonundan fonksiyonlandirilmig kaliksaren

Yilmaz ve grubu kaliks[4]arenin fenolik—O pozisyonundan L-prolin grubu ile
birlestirerek yeni bir organokatalizor sinifi olusturacaklarini diisiinmiisler ve bu tiir
bilesiklerin hidrofobik bosluklarin sudaki aldol reaksiyonunu kolaylastiracagini
ongormiislerdir. Kaliks[4]arenin hidrofobik etkisi reaksiyonun doniisiim ve stereo
secicilik tlizerindeki roliinli ele almislardir. Yani L-prolinden tiiretilen iki yeni p-ter-
biitilkaliks[4]aren bazli kiral organokatalizér sentezlemislerdir. Sentezlenen A ve B
bilesiklerinin sulu ortamda dogrudan enantiyosecici aldol reaksiyonlarini kataliz

edebildigini gézlemlemislerdir. (Eymur ve ark., 2014).
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Sekil 2.7: L-prolin tiirevli kaliks[4]aren bilesigi (Uyanik ve ark., 2014)

Bagka bir ¢alismada Yilmaz ve ekibi, L-prolin tiirevli kaliks[4]aren bilesigini
FesOs manyetik nanopartikiillere immobilize edildikten sonra bir heterojen katalizor
olarak direkt aldol tepkimelerinde kullanmiglardir. Manyetik nanopartikiillere
immobilize edilen bu Kiral kaliks[4]aren-prolin bilesigi suda gerceklesen aldol
reaksiyonunda yiiksek verim, diastereosegicilik ve enantiyosegicilik gostermistir. Kiral
kaliksarenlerin manyetik nanopartikiillere immobilize edilmesi ile elde edilen bu
katalizor dis manyetik alan kullanilarak {irtinden kolaylikla ayrilabilmekte ve aktivite
kaybina ugramadan tekrar kullanilabilir duruma geldigi gozlenmistir. Bu sonuglar
endiistriyel acidan katalizorii olduk¢a onemli kildigir bulunmustur (Akceylan ve ark.,
2015).

Calix-Pro-MN

Sekil 2.8: L-prolin tiirevli kaliks[4]aren ile manyetik Fe3O4 ‘lin komplekslesme reaksiyonu



40

Bagka bir ¢alismada ise toropotik olarak kullanilan cisplatinlerin birgok yan
etkilerinin olmasindan dolayr bunlara alternatif olarak kaliks[4]aren-cisplatin tiirevleri
kullanilmaya baglanmistir. Kaliks[4]aren-cisplatin tiirevleri insan kanseri hiicrelerine;
MCF-7 (meme kanseri), HEPG2 (karaciger kanseri) ve A549 (akciger kanseri), karsi
kullanildiginda cisplatine oranla ¢ok daha etkili olduklart bulunmustur (ICso degerleri
strastyla; 5,7 uM, 4,9 uM ve 2,6 uM olarak bulunmustur). Sitotoksik etkilerinin yani sira
kaliks[4]aren-cisplatin kanser hiicrelerininden C6 glioma hiicrelerinin metastazin1 da
inhibe etmekte boylelikle timor yayilimini engellemektedirler (Oh ve ark., 2005; Beshara
ve ark., 2010).

N
NHy Hs
c o o O Pt NH3
NH, o o
o
j ° o o
o
o o
o
p OE— g
o o
o o
Pt o o P
HN NH,
NH3 HaN

Sekil 2.9: D-Prolin ve Kaliks[4]aren-cisplatin molekiil sekli

Son yillarda yapilan bir ¢alismada fenolik birimlerin p-konumu D-prolin grubu ile
modifiye edilmis kaliks[4]aren tiirevinin insan papilloma viriisiine (HPV)kars1 etkili
oldugu goriilmiistir. HPV enfeksiyonu her yasta goriilebilmektedir ve mukozal
bolgelerde kansere neden olabilmektedir. Ozellikle serviks kanser vakalarinm tiimiinde
(% 99,7) HPV markerlar1 gézlenmistir.

Bu ¢alismada, yukarida anlatilan literatiirler dogrultusunda sekonder bir amin ve
ayn1 zamanda 6nemli bir aminoasit olan prolin molekiilii uygun sekilde kaliksarenlere
modifiye edilerek hiicre i¢i sitotoksik etkileri, hiicre 6liim mekanizmasi, DNA etkilesimi
arastirtlmas1 amag¢lanmistir. Bunun igin kaliks[4]aren hem fenolik-O konumundan hem
de fenolik birimlerin p-konumundan L-prolin ile fonksiyonlandirilip karakterize
edildikten sonra ¢esitli insan kanser hiicrelerinde sitotoksik etkileri, DNA etkilesimi ve

hiicre 0liim mekanizmasi incelendi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Enstriimental Teknikler

SRS markali cihazla erime noktasi tayini yapildi. Varian 400 MHz spektrometresi
ile APT, 3C-NMR, H-NMR, COSY spektrumlar1 CDClz i¢inde alind1. Kimyasal kayma
degerleri NMR spektrumda ppm cinsinde belirtildi. ATR problu Perkin Elmer 1605 FT-
IR spektrometresinden IR spektrumlari alindi. Perkin Elmer LS55 spektrometresiyle
floresans spektrumlari, Shimadzul60A UV-visible o6l¢iimleri alindi. Deneylerde
kullanilmis olan kimyasal maddeler analitik safliktadir ve Merck, Fluka, Aldrich ve
Sigma firmalarindan temin edilmistir. Analitik TLC’ler silika jel tabakasiyla kaplanmis
aliminyum plakalar kullanildi. Silika jel 60 kolon kromotografisi calismalarinda
kullanildi Deneyde kullanilan saf su Millipore Milli-Q Plus cihazi ile saflastirilip
kullanilmistir. Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda kullanilacak olan cihazlar: Laminar akimli
kabin Santrifiij (Antech) de hiicre kiiltiirii galismalar1 yapildi. pH metre (Thermo Orion
420A+ marka cam elektrot) deney de kullanilacak ¢dzeltilerin pH ayarinda kullanildi.
Hiicre canlilik testi i¢in Spektrofotometre (Thermo multiscan-90) kullanildi. Hiicre ve
doku kiiltiirlerinin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in CO> inkiibatorii (Binder)
kullanildi. Deneyde kullanilacak malzemelerin sterilizasyon islemleri i¢in Otoklav
(Niive) kullanildi. Canli hiicre gozlemi i¢in Inverted Mikroskop (VWR) kullanildi.
Donmus olan hiicrelerin agilmasinda, 37 °C’de besiyer ve diger sivilar i¢in su banyosu

(Niive bath) kullanildi.
3.2. Kimyasal Sentezler ve Karakterizasyon
Bu calismada sentezlenen bilesiklerin bir kismu literatiir ¢alismalarina gore bir

kismi1 da daha onceki metodlarin modifiye edilmesi sonucu sentezlenmistir. Bunun

sonucunda toplam 8 bilesik sentezlenmistir.
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Sekil 3.1: 3 nolu kaliks[4]aren tiirevinin sentez semast

3.2.1.5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1)

1L lik balona 100 g(0,665 mol) p-ter-biitilfenol, %37 lik formaldehitten 62,3 mL
(0,83 mol) ve 1,2 g (0,03 mol) NaOH tartildi. Olusan reaksiyon karisimi yag banyosunda
110-120 °C da sabit tutularak ksilol cihazi takili geri sogutucu da N gazi altinda 1,5-2
saat 1sit1ldi. Bu sirada reaksiyon karisimi viskoz bir haldeyken turuncu renge ardindan
kat1 sar1 kiitleye doniisiir. Kat1 sar1 kiitleye doniistiikten sonra oda sicakliginda sogutuldu.
800-1000 mL difenil eter ile siispanse edildi ve 1 saat boyunca oda sicakliginda
karistirildi. Bir ksilol cihazi ve azot girisi takilir ve balon 1sitilarak suyun ortamdan ¢ikisi
ve reaksiyon Karigiminin berraklagsmasi beklendi. Suyun ortamdan uzaklagmas bittikten
sonra karisima bir geri sogutucu takildi ve 1,5-2 saat kaynatildi. Sonra reaksiyon karigimi
oda sicakliginda sogutulmaya birakildi. Soguma isleminin ardindan 1L etil asetat ilave
edilerek 1 saat karistirildi ve ¢okmenin tamamlanmasi beklendi. Meydana gelen beyaz
cokelek seklindeki siv1 siiziildii ve iki kere 100 mL etil asetat ile, bir kere 200 mL asetik
asit ve son olarak su ile yikandi. Elde edilen madde kurumaya birakildi. Kurutulan 66,59
(% 62) ham iiriin toulen ile tekrar kristallendirildi ve 61,6 g parlak ve beyaz kristal formda
E.N: 344 °C olan bir bilesik elde edilir. *H-NMR (400 MHz CDCls) & (ppm): 1.20 (s,
36H, But), 3.45 (d, 4H, ArCHAr), 4.25 (d, 4H, ArCH2Ar), 7.05 (s, 8H, ArH), 10.35 (s,
4H, OH).
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OHH(L OH HO\

3.2.2.5,11,17,23-(Tetra-ter-biitil)-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren’nin
dealkilasyonu (Gutsche ve Igbal, 1990)

p-ter-Biitilkaliks[4]arenden 52.4 g (70,71 mmol) alinarak 675 mL kuru toluen ile
¢oziilir ve tizerine 32 g (340 mmol) fenol ilave edilerek ¢oziildii. AICI3 ii¢ adima
boliinerek 76 g (570 mmol) 10 dk ara ile ilave edildi. En son eklenen AICIs; den sonra 4
saat boyunca N> atmosferinde oda sicakliginda karistirildi. Bu banyosunda bulunan
balona 0.2 N HCI eklendi. Sulu ve organik faz ayrilir ve nétrallestirildi. Alinan organik
faz MgSOs ile kurumaya birakildi. Meydana gelen sar1 ¢ozelti distillendi ve 500 mL
metanol (CH3OH) eklendi. CH3OH eklendigi zaman ¢oken bej renkli madde siiziilerek
kurutulmaya birakildi. CHCIl3-CH3OH varliginda kristallendirilir ve %78 verimle beyaz
renkli kristaller meydan geldi. E.N: 313-315 °C. *H-NMR (400 MHz CDCls) & (ppm):
4,23 (d, 4H, J = 13 Hz, ArCHAr), 4,23 (d, 4H, J = 13 Hz, ArCH2Ar), 6,67 (t, 4H, J=7,44
Hz, ArH), 7,45 (d, 8H J=7,56 Hz, ArH), 10,16 (s, 4H, OH).

OHHO OH HO\
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3.2.3. Kaliks[4]aren’in L-pirolin karboksilik asit tiirevinin sentezi (3) (Becker ve
ark., 2008)

2 g (4.8 mmol), kaliks[4]aren, 45 mL tetrahidrofuran, 2.9 g (25 mmol) L-prolin
ve 7 mL su ilave edilerek ¢oziildii. 5.6 mL asetik asit ve 2 mL formaldehit (%37) ilave
edildi. 72 saat oda sicakliginda karistirildi. Islem sonunda ¢oken madde siiziildii.
Su/etanol (1:1) oraninda aseton karisimindan kristallendirildi ve %75 verimle iiriin elde
edildi. E.n. 340°C (dec.).'H-NMR (400 MHz D;0): § (ppm): 1.63-2.04 (m, 16H CHCH,
CH2CH>), 2.87-2.98 (m, 4H, CH2N), 3.28-3.38 (m, 4H, CH2N), 3.65(m, 4H, CHN) 3.72-
3.86 (m, 4H, ArCH,Ar), 3.98 (s, 4H, ArCHzN), 7.07 (s, 8H, ArH). *°C-NMR (100 MHz,
D20) & (ppm): 173.3, 150.8, 131.0, 129.4, 123.2, 67.4, 60.9, 57.4, 45.73, 28.7, 23.3.

OHHO OH HO
g \
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Sekil 3.2: 8 nolu kaliks[4]aren tiirevinin sentez semast

3.2.4. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrametoksikarbonilmetoksi-
kaliks[4]aren (Arnaud-Neu ve Ark. 1989).

p-ter-biitilkaliks[4]arenden 5 g (7.71 mmol) ve4.29 g (30.84 mmol) potasyum
karbonattan 250 mL aseton varliginda geri sogutucuda 2 saat kaynatildi.
Metilbromasetattan 2.84 mL eklendi. Bu karisim 24 saat kaynatildi ve karistirildi. 24
saatin sonunda karigim siiziildii ve sogumaya birakildi. Soguyan karigim siiziildi ve
destilleme islemi yapildi. Ve son olarak meydana gelen kati etanol varliginda
kristallendirildi. Olusan {iriiniin verimi % 65 olarak elde edildi. E.n. 215-217 °C. *H-NMR
(400 MHz CDCls) & (ppm): 1.09 (s, 36H, Bu'), 3.20 (d, 4H, J=13.3 Hz, ArCHAr), 3.78
(s, 12H, OCHza), 4.82 (s, 8H, OCH>), 4.83 (d, 4H, J=13.3 Hz, ArCH2Ar), 6.90 (s, 8H,
ArH).
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(4)

3.2.5. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,26,27,28 tetrahidroksikarbonilmetoksi-
kaliks[4]aren (Arnaud-Neu ve Ark.. 1989).

Kaliksaren’in tetra ester tiirevi 4 3.9 g (4,4 mmol), 200 mL etanol i¢inde ¢6ziildii.
KOH’1n sulu ¢ozeltisi tizerine ilave edildi. 8 saat boyunca kaynatildi. Coziicli tamamen
destillenene kadar kalan miktar asitli su varliginda ¢oktiirtilerek stiziildii. Siiziilen madde
su ile yikanarak % 85 verimli tetra-karboksil tiirevli kaliksaren 5 elde edildi. Elde edilen
maddenin verimi %55 ‘tir. *H-NMR (400 MHz CDCls) & (ppm): 1.36 (s, 36H, But), 3.62
(yayvan, 4H, ArCH>Ar), 3.78 (s, 12H, OCHg), 4.87-5.13 (yayvan, 12H, (8H OCH> ve 4H,
ArCH2Ar)), 7.21 (s, 8H, ArH).

(5)
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3.2.6.5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetraklorokarbonilmetoksi
kaliks[4]aren

p-ter-biitilkaliks[4]arenin tetraasit tiirevinden 5 0,8 g (0.91 mmol) alind1 ve 35 mL
THEF ilave edilerek ¢oziildii. Ustiine 4,5 mmol tiyonilkloriir ilave edildi. geri sogutucu da

3 saat kaynatildi. Coziicii vakum ortaminda tamemen destillendi. Coziicii daha fazla

saflastirilmadan sonraki basamak icin kullanildi.
Cl Cl
Cl o \EO oj o j/CI
(o i o o\

J@ §

(6)
3.2.7.5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetraklorokarbonilmetoksi

kaliks[4]aren ile L- prolinmetilesteri bilesiginin etkilestirilmesi (Combes ve ark.)

Daha once sentezlenen kaliksarenin asitkloriir bilesigi 0.95g (1 mmol) 20 ml
diklormetan igerisinde ¢oziildiikten sonra bu karisimin {izerine 10 ml diklormetanda
¢oziilmiis 0.99 g (6 mmol) L-prolinmetilesteri ve 1 ml trietilamin igeren karigim damla
damla ilave edildi ve oda sicakliginda 28 saat karistirildi. Karigtirma islemi bittikten sonra
reaksiyon karigimi once 3 defa 20 mL seyreltik asitli suyla, daha sonra pH 7 olana kadar
destile suyla ekstraksiyon yapilarak yikandi. Organik faz MgSOs ile kurutulup ve ¢oziicii
ucurularak sar1 renkli kat1 elde edildi. Bilesik 7 % 70 verimle elde edildi. *H-NMR (400
MHz, DMSO): é (ppm) 1.07 (s, 36H, But), 1.83-1.97 (m, 8H, CH2 (prolin)), 2.13-2.22
(m, 8H, CH> (prolin)) 3.29 (m, 8H, CHz(prolin)), 3.69-3.78 (m, 16H, (12H, OCHs ve 4H,
ArCH2Ar)), 4.48 (m, 4H, ArCHzAr), 4.93 (s, 4H, OCHy), 5.08 (s, 4H, OCHy), 5.22 (m,
4H, CH(prolin)), 6.75 (s, 8H, ArH).
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7

3.2.8. 7 nolu bilesigin hidrolizi (8)

1 g kaliksarenin L-prolinmetilesteri tiirevi (Combes ve ark.) 100 mL etanol
icerisinde ¢oziildii. Uzerine KOH ‘in sulu ¢ozeltisi ilave edilerek 8 saat kaynatildi. Sonra
¢Oziicli tamamen destillendi ve kalan kisim asitli su ile ¢Oktiiriildii. Daha sonra siiziildi
ve su ile yikandi. % 80 verimle 8 nolu kaliksaren tiirevi elde edildi. IH-NMR (400 MHz,
DMSO): 6 (ppm) 1.16 (s, 36H, But), 1.96 (m, 8H, CH2 (prolin), 2.11 (m, 8H, CH>
(prolin)) 3.27 (m, 8H, CHz(prolin)), 3.48 (m, 4H, ArCH2Ar)), 3.96 (d, 4H, J=14.6 Hz,
ArCHAr), 4.38 (s, 4H, OCHy), 4.82 (s, 4H, OCH2), 4.94 (m, 4H, CH(prolin)), 7.17 (s,
8H, ArH). 3C-NMR (100 MHz, DMSO):5 (ppm) 172.7, 168.1, 152.2, 147.5, 134.7,
125.3, 4.6, 59.0, 45.6, 34.54, 31.4, 30.8, 29.0, 24.8.

HOOC COOH
ac Do

Hooc" N‘EO \EO Oj Oj/ COOH

o o)

(8)
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3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.3.1. Hiicre Hatlan

Calismada prostat kanser hiicre hattt PC-3, kolon kanseri hiicre hatti DLDI,
karaciger hiicre hattt HEPG2 ve akciger kanseri hiicre hattt A549 ile saglikli insan
epitelyum hiicre hatt1 olan PNT1A kullandi. Bu hiicre hatlar1 {izerinde prolin tiirevli
kaliks[4]arenler insan kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendi. Bu g¢alismada
kullanilan normal prostat epitel hiicresi Sigma ve kanser hiicreleri ATCC (American Type

Culture Collection, Rockville, MD) firmasindan satin alind1.

ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

—

Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.3: Prostat kanseri hiicre hatt1 (PC-3)

Bu ¢alismada, 62 yasinda bir erkekten ve IV. evrede olan prostatik adenokarsinomun
kemik metastazi baglamis ve yapisik bir hiicre hatt1 olan PC-3 kullanildi (American Type
Culture Collection).
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ATCC Number: HB-8065
Designation: ~ Hep G2

Low Density High Density

Sekil 3.4: Karaciger kanseri hiicre hatt1 (HEPG2)

HEPG?2 hiicre hatt1 (karaciger kanseri) 15 yasinda bir erkekten alinmis ve yapisik
ozellikte olan hiicre hatt1 kullanild1 (Sekil 3.4).

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

3

Low Density Scale Bar=100pm  High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.5: Akciger kanseri hiicre hatti (A549)

Bu hiicre akciger kanseri hiicre hattidir (A549). Akciger karsinomatdz dokusunda

58 yasindaki bir erkekten alinmistir (Sekil 3.5).



o1

JCRB9094: DLD -1 (120695) P22
1 day after sub-cuiture {x10)

Sekil 3.6: Kolon kanseri hiicre hatti (DLD1)

Kolon kanseri hiicre hatti kolorektal adenokarsinoma hiicre hattindan izole

edilmis ve yetiskin bir erkekten alinan yapisik epitel bir hiicre hattidir (Sekil 3.6).

Sekil 3.7: Normal prostat epitel hiicre hattt (PNT1A)

Insan normal epitel hiicre hatt1 35 yasinda bir erkegin prostatindan elde edilmis ve

normal yetigkin prostat epitel hiicrelerinin, kusurlu bir replikasyon kaynagi olan SV40
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genomu iceren bir plazmid ile transfeksiyon yoluyla Oliimsiizlestirilmesi ile

olusturulmustur (Sekil 3.7).

3.3.2. Hiicrelerin Biiyiime Ortamlarinin Hazirlanmasi

Kanser hiicre hatlar1 %10 FBS (fotal sigir serumu) ve %1 L-glutamin ve %1
penisilin-streptomisin i¢eren farkli biiylime ortamlari igerisinde 37 °C ve %5 CO2 ‘ li
ortamda biiyiitiildii. Bu biiylime ortamlar1 ayn1 zamanda kullanilacak olan kaliks[n]aren
tiirevlerinin de seyreltilmesinde de kullanildi. T-75 biiyiime kaplarinda ¢ogalan hiicreler
10 mM fosfat tamponu ile yikandiktan sonra hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu
kullanilarak biliylime kaplarindan kaldirildi ve 6, 12, 24, 96 kuyucuklu biiylime

plakalarina aktarildi.

3.3.3. Hiicre A¢ma

Hiicre agma islemine baslamadan 6nce 37 °C lik su banyosunda hiicre biiylime
ortami i¢in gerekli olan malzemeler bekletildi ve sonra hiicre kiiltiirii kabinine alindi. -80
buzdolabindan ¢ikardigimiz hiicreyi 37 °C lik su banyosunda sivi hale gelene kadar
bekletildi, Sivi hale gelen hiicre, hiicre kabinine alind1 ve T-75 biiylime kabi icerisine
aktarild1 37 °C ve % 5 karbondioksitli inkiibatdrde 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda
hiicreler ilk bliylime ortamindan uzaklastirildi ve yerine yeni biiylime ortami eklendi. Bu

islemlerin hepsi A-549, HEPG-2, PNT1A, DLD1 ve PC-3 i¢in ayni sekilde yapildi.

3.3.4. Hiicre Kapatma

Hiicreler %75-80 biiylime oranina ulastig1 zaman T-75 biiyliime kabinda bulunan
besiyer ¢ekildi. 10 uM fosfat tamponu ile yikandi. Yikama isleminden sonra T-75 flask
igine tripsin-EDTA konuldu ve hiicreler kalkana kadar 37 °C ve %S5 lik inkiibatorde
bekletildi. T-75 biiylime ortaminin tabanindan kalkan hiicrelerin {izerine biiylime ortami
konuldu. Pipetlemenin ardindan steril 15 lik falkona alindi. 400xg de 5 dk santrifiij yapildi.
Santrifiij bitince 15 lik falkon hiicre kiiltiirii kabinine alindi ve dibe ¢dken hiicrelerin
tizerindeki biiylime ortami yavasca aspire edildi. 1 mL yeni besiyer konuldu ve dikkatlice
pipetleme yapildiktan sonra cryo tiipe aktarildi. Uzerine 100 uL DMSO ilave edilerek -80°C
de muhafaza edildi.
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Tablo 3.1. Hiicre Hatlar1 ve Besiyerler

Hiicre Hatti Besiyeri FBS L-Glutamin Pen-strep
PC-3 Ham’s F-12 %10 %1 %1
DLD1 RPMI 1640 %10 %1 %1
HEPG2 EMEM %10 %1 %1
A549 DMEM %10 %1 %1
PNT1A RPMI-1640 %10 %1 %1

3.3.5. Hiicre Canlhihig1 Calismalar:

Hiicre hatlar1 uygun biiyiime ortamlar1 igerisinde biiyiitiildiikten sonra hiicre
proliferasyonunu gozlemlemek amaci ile tripsin-EDTA soliisyonu yardimiyla T-75
biiyiime kaplarindan alind1. 96 kuyucuklu biiyiime plakalarina her kuyucukta 1x 10% hiicre
olacak sekilde aktarildi. 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra hiicreler 0-200 uM araliginda
prolin tiirevli kaliksaren grubu maddelerinin canliligi kolorimetrik bir yontem olan
“Alamar Blue” (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) yontemi ile
tayin edildi (Hamid ve ark., 2004; Karakurt ve Adali, 2016). Ayrica canli ve 6lii hiicre
oranlar1 ise % 0.04 “Tripan Mavisi” kullanilarak Biorad TC20 Otomatik hiicre sayim

cihazi ile belirlendi.

3.3.6. Comet Assay

Sitotoksik ¢alismalardan sonra 3 ve 8 no’lu bilesik kanser hiicreleri ve epitel
hiicresinde DNA da meydana gelen hasar Comet yontemi ile tespit edildi. 15x10* hiicre
olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonunda ICsp
degerlerinde 3 ve 8 no’lu bilesikler ile muamele edildi. 48 saat sonra hiicreler tripsin-
EDTA ile kaldirilarak 60 uL de 3x10* hiicre olacak sekilde PBS ile seyreltildi. 0.1 g
LMA(Low Melting Agarose) tartilarak 10 mL PBS ile ¢oziildii ve 1siticida kaynamamasi
ve berrak olmasina 6zen gostererek hazirlandi. Hazirlanan LMA dan 160 pL + hiicre-
PBS karisimmdan 60 pL alindi ve karistirildi. Onceden hazirlanmis NMA (Normal
Melting Agarose) lam iizerinde 150 pL hiicre+PBS+LMA karisimindan yayilarak tizerine
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uzun lamel yerlestirilir ve +4°C da 30 dk bekletildi. Preparatlar tizerindeki lameller jeli
yirtmadan dikkatlice kaldirild1 ve preperatlar sale igerisindeki soguk lizis soliisyonuna
yerlestirildi. Lizis ¢ozeltisindeki preperatlar +4°C de en az. 1, en fazla 2 saat bekletildi.
Lizis isleminden gegirilen preparatlar elektroforez tankina yerlestirilir. Preperatlarin
tizerini 3-4 mm gegecek kadar hazirlanan +4°C running buffer tanka dokiildi ve 15dk
bekletilerek tankin etrafina buz akiileri yerlestirildi. 15dk sonunda 25 Volt, maksimun
Amperde 28 dakika boyunca elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi (yiiriitme
islemi) gerceklestirildi. Yirlitmenin ardindan lamlar 5 dk notralizasyon tampon
cozeltisinde (+4°C’de) bekletildi. Lamlar hala salenin i¢indeyken soguk distile su ile
yikandi ve kurumaya birakildi. Lamlar iyice kuruyunca 5 dk soguk EtOH’de +4°C de
bekletildi. Siire sonunda lamlar karanlikta kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlara son
konsantrasyonu 2 ug/mL olacak sekilde 50 puL etidyum bromiir + 1000 pL distile su
karisimindan 35-40 uLL damlatilarak tizerine kii¢iik lamel kapatildi ve ZOE Floresans Cell

Imagine mikroskobunda incelendi.

-

-

Sekil 3.8: Komet testi sonucu elde edilen hiicrelerdeki DNA hasar tipleri A-Tip 0, B-Tip 1, C-Tip 2, D
Tip3, E-Tip 4, F-Apoptotik hiicre
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3.3.7. Apoptoz Calismalari

Hiicreler % 80 biiylime potansiyeline ulastigi zaman 6 kuyucuklu plakalara
25x10* hiicre olacak sekilde ekim yapild1 ve 37°C ve % 5 CO; “de inkiibatore birakildi.
24 saat sonra 6 kuyucuklu plakada bulunan hiicreler ICso degerlerinde 3 ve 8 no’lu bilesik
ile muamele edilerek ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklar PBS ile
yikandi ve hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla kaldirildi. Hiicrelerin {izerine besiyer
ekleyerek 5 dk 1500 xg de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atildi
ve lizerine tekrar PBS eklenerek tekrar 5 dk 1500 xg de santrifiij edildi. Siipernatant
atilarak iizerine 100 pL Binding buffer ilave edildi. Binding buffer iizerine 2.5 uL Annexin
V ve 2.5 puL 7-AA ilave edilerek 30 dk karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 400 uL
Binding buffer ilave edilerek Flow sitometre cihazinda (BD FACS Aria Ill, software:
FACS Diva software) okutuldu.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Kaliksaren Bilesiklerinin Sentezi

Halkali yapida makrosiklik oligomer olan kaliks[n]arenler, formaldehit ve p-
stibstitiie fenoliin bazik ortamda kondenzasyon reaksiyonunda sentezlenir (Gutsche ve
Igbal, 1990). Kaliksarenlerin halkali yapida olmasindan dolayr konuk-konak
komplekslesmesi yapabilmekte ve farkli boyutlarda molekiil boslugu olusturulabildigi
i¢in farkli alanlarda ¢ogu bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir (Yilmaz ve Sayin, 2016).

Bu ¢alismada sentezlenen prolin tiirevli kaliks[4]arenler ile insan kanser hiicre
hatlarinda sitotoksisite ¢aligmalar1 gerceklestirildi.

Bu calismanin birinci semasinda verilen 3 no’lu bilesigin sentezi i¢in baslangi¢
maddesi olan 5,11,17,23 tetra-ter-biitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (1)
literatiire gore sentezlendi. (Gutsche ve Igbal, 1990). Bu bilesige ait *H-NMR spektrumu
Sekil 4.1°de verilmistir.

OH
OHHO OH HO
BN \

NaOH
+ HCHO
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Sekil 4.1: p-ter-Biitilkaliks[4]arenin (1) *H-NMR spektrumu

Sentezlenen p-ter-biitilkaliks[4]arendeki (1) ter-biitil gruplar literatiire goére
(Gutsche ve Igbal, 1990) uygun kosullarda toluen igerisinde susuz AlIClz ile
etkilestirilerek uzaklastirildi ve 2 no’lu kaliks[4]aren bilesigi sentezlendi. 1.65 ppm deki
ter-biitil gruplarinin uzaklastirildig1 bu bilesigin *H-NMR spektrumundan gozlendi (Sekil
4.2)
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Sekil 4.2.: Kaliks[4]arenin *H-NMR spektrumu

Sentezlenen 2 nolu kaliks[4]aren bilesigi literatiire gore Mannich tepkimesi
kosullarinda L-prolin ile etkilestirilerek %75 verimle kaliks[4]arenin L-prolin tiirevi (3)
sentezlendi (Becker ve ark., 2008).

OHHO OH HO
COOH N \

OHHO OH HO
BN \ EENH
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Transmittance [%]

161262 ——
145342 ——
1383.57 ——
1301.60 ——
123539 ——
1160.22 ——
1045.39 ——
o76.88 ——

3286.80 ——
—3015.64 ——

792.54

771.63

563.00 ——

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

‘Wavenumber cm-1

Sekil 4.3: 3 nolu bilesigin FTIR spektrumu

FTIR spektrumuna baktigimizda karboksil karbonil grubuna ait bandin 1612 cm”

! de gozlenmesi karboksilik asit grubunun asetat formunda oldugu anlasiimaktadir.

ﬂ M
N\ Ju Wy M\-.JMLJ WMM*.

730 720 710 700 690 680 670 660 4.00 3.50 3.00
ppm (t1) ppm (t1)

‘L f RN

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

Sekil 4.4: 3 nolu bilesigin *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.5: 3 nolu bilesigin **C-NMR spektrumu

Sentezlenen bu bilesigin H-NMR spektrumu incelendiginde 1.63-2.04, 2.87-
2.98, 3.28-3.38 ppm arasindaki pikler prolin halkasina ait olan sinyallerdir. 3.98 ppm deki
pik prolin halkasinin kaliksaren bilesiginin p-pozisyonuna baglanmasi ile olusan Ar-
CH2N grubuna aittir. Ayrica 7.07 ppm de goriilen singlet pik ise kaliksaren bilesigine dort
prolin halkasinin p-pozisyonundan baglandiginin kanitidir (Sekil 4.5.). Bu bilesigin *C-
NMR spektrumu *H-NMR spektrumuna gére daha nettir. 173.3 ppm de C=0 (COOH
grubu) pikinin gézlenmesi yapiy1 dogrulamaktadir (Sekil 4.6.).

Calismanin ikinci sentez samasinda verilen 8 nolu kaliksaren tiirevini sentezlemek
igin ilk olarak ester tiirevi ve sonrasinda bu ester tiirevinin hidrolizi ile karboksilik asit
tirevlerine doniistiirildii. Daha sonra da tiyonil kloriir ile uygun kosullarda
etkilestirilmesi ile asit kloriirlerine donistiiriildiikten sonra L-prolin metilesteri ile
tepkimeye sokuldular.

p-ter-Biitilkaliks[4]aren tetra ester tiirevi literatlire gore sentezlendi. Bunun i¢in
p-ter-biitilkaliks[4]aren (1) metilbromasetat ile K>COs varliginda aseton igerisinde

tepkimeye sokularak hedef bilesik 7 sentezlendi.
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Sekil 4.6:. 4 nolu bilesigin *H-NMR spektrumu

Bu bilesige ait 'H-NMR spektrumuna (Sekil 4.6.) baktigimizda 4.82 ppm de
gozlenen 8 esdeger protonlu O—CHa»- piklerini ve 3.79 ppm deki 12 esdeger protonlar
ester grubunu gosterir. Ayrica 1.10 ppm deki 36 6zdes p-ter-biitil gruplarina ait protonlar
kaliksaren bilesiginin fenolik OH grubunun doérdiine de ester grubunun baglandigini
dogrulamaktadir.

Sentezlenen 4 nolu ester bilesikleri etanol igerisinde sulu KOH varliginda hidroliz
edildi ve 5 nolu tetraasit tiirevine dontistiiriildii ve devaminda bu asit tiirevli kaliksaren,
THF igerisinde tiyonilkloriir ile etkilestirilerek tetraasit klortir tiirevi elde edildi (Arnaud-
Neu ve Schwing-Weill, 1997).
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Sekil 4.7: 5 nolu bilesigin *H-NMR spektrumu

5 nolu bilesige ait *H-NMR spektrumuna (Sekil 4.7.) baktigimizda reaksiyonun
basarili bir sekilde gerceklestigini 3.79 ppm deki karakteristik ester grubuna ait metil
protonlarinin sinyallerinin kaybolmasi gostermektedir.

Bir sonraki basamakta sentezlenen 6 nolu tetraasit kloriir tiirevi L-prolin metil

esteri ile THF ¢oziici ortaminda etkilestirilerek kaliksarenin 7 nolu tiirevine

doniistiirildii.
H;C00C COOCH,
E]I\ Cl Vo i -
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Sekil 4.8: 7 nolu bilesigin *H-NMR spektrumu

Bu bilesigin *H-NMR spektrumuna baktigimizda 1.07 ppm de ter-biitil gruplarina
ait 36 protonluk singlet pik, 1.83-1.97 ve 2.13-2.22 ppm de prolin grubuna ait CH>
protonlarinin sinyalleri ve 6.75 de gozlenen aromatik protonlara ait singlet bize dort
prolin grubunun baglandigini géstermektedir.

Sentezlenen 7 nolu bilesik etanol igerisinde sulu KOH varliginda hidroliz
edildiginde 8 nolu bilesiginin olustugu bu bilesige ait *H-NMR spektrumunda ester

grubundaki metil protonlarina ait pikin kaybolmasindan anlasildi.

HiCO00 COOCH;

d Do
od Do

N ‘]: ) o O00H;

KOH
ETOH
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Sekil 4.9: 8 nolu bilesigin FTIR spektrumu

8 nolu bilesigin FTIR spektrumuna baktigimizda 1732 cm™ de karbonil grubuna
ait band ile yeni olusan 1650 cm™ deki karakteristik amid bandinin gézlenmesi yapiy1

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.10: 8 nolu bilesigin *H-NMR spektrumu

—173.7€
—168.12
—152:2
—147.5C
134.7¢
125.3¢
—74.66

—59.06
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1 (ppm

Sekil 4.11: 8 nolu bilesigin **C-NMR spektrumu

Ayrica bu bilesigin *C-NMR spekturumuna baktigimizda 173.7 ppm de C=0
(COOH grubu) ve 168.1 de N-C=0 karbonuna ait pikler yap1y1 desteklemektedir.

4.2. 3 ve 8 no’lu Bilesiklerin Sitotoksisite Calismalari

Bu calismada sentezlenen molekiiller insan kanser hiicre hatlarinda sitotoksisite
calismalar1 gerceklestirildi. Caligmanin ilk basamaginda sentezlenen prolin tlirevli
kaliks[4]arenler ¢esitli insan kanser hiicreleri tizerinde test edildi ve kanser hiicrelerinin
%50 sini 6ldiiren konsantrasyonlarda (ICso) hesaplandi. Prolin tiirevli kaliks[4]arenler 4
farkli insan kanser hiicreleri ve insan epitel hiicresi olmak tizere toplamda bes hiicre
hattinda denendi. Bu c¢alisma sonucunda Kkaliks[4]aren bilesiklerinin segici olarak
sitotoksik etkiye sahip olduklari ve doza bagimli olaraktan hiicre proliferasyonunu inhibe

ettigi bulunmustur (Tablo 4.1).



Tablo 4.1: Degisik kanser hiicrelerinde anti kanser ajanlarin ICsp (uM) degerleri

Hiicre 3 nolu bilesik 8 nolu bilesik

PNT1A >200 66,1 uM
A549 >200 49,5 pyM
PC-3 94,5 uM 55,9 uM
DLD1 43,0 yM 45,2 pM

HEPG-2 147,0 uyM 105,5 uM
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Insan akciger kanseri hiicre hatti A-549, kolon kanseri hiicre hatti DLD-1,
karaciger kanseri hiicre hattt HEPG2, prostat kanseri hiicre hattt PC-3 ve insan saglikli
epitel hiicre hattt PNT1A hiicrelerinin optimum hiicre sayis1 inkiibe siiresi ve ICso
degerlerinin hesaplanmasi amaciyla 96 kuyucuklu plakalara 3’lii tekrar seklinde ekildi.
Optimum hiicre sayisini belirlemek amaciyla 1x10%hiicre 96 kuyucuklu plakalara ekildi.
37°C, % 5 CO2 de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicrelerin doluluk siiresini belirlemek
amaciyla optimum hiicre sayisinda ekim yapildi ve % 80-90 hiicre doluluk oranina
ulagsana kadar beklendi. Kaliks[4]aren tlirevlerinin A-549, DLD-1, PC-3, HEPG2 ve
PNTI1A hiicrelerinin proliferasyonu {izerindeki etkileri belirledikten sonra ICso degerini
hesaplamak amaciyla hiicreler 0-200 uM araliginda degisen farkli konsantrasyonlarla
sentezlenen bilesiklerle etkilestirildi. 3 nolu bilesik DLD-1, A-549, HEPG2, PC-3 ve
PNT1-A hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagimli olarak etkiledi. Elde edilen
sigmodial grafikler sonucunda ICsg degeri hesaplandi ( Tablo 4.1). Elde edilen veriler
sonucunda 3 no’lu bilegin insan kolon kanseri hiicrelerinde yiiksek oranda sitotoksik
etkiye sahip oldugu bulundu. Akciger, karaciger, prostat kanseri hiicrelerinde sitotoksik
etki gostermedigi bulundu. Ayn1 zamanda normal epitel hiicresi iizerinde de toksik etki
gostermedigi bulundu. Segilen konsantrasyonlarda saglikli hiicrelere zarar vermeden

sadece kanserli hiicrelere etki gosterdi.
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Sekil 4.12: 3 no’lu bilesigin insan kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.14: 3 no’lu bilesigin insan karaciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.15: 3 no’lu bilesigin insan prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.16: 3 no’lu bilesigin insan saglikli epitel hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri

8 no’lu bilesik DLD-1, A549, HEPG2, PC-3 ve PNTI1A hiicrelerinin
proliferasyonunu doza bagimli olarak etkiledigi bulundu. Elde edilen sigmodial grafikler
sonucunda ICsp degeri hesaplandi (Tablo 4.1.). 8 no’lu bilesik insan kolon kanseri, prostat
kanseri ve akciger kanseri hiicrelerinin prolifeasyonunu yiiksek oranda inhibe ettigi
gozlendi. Karaciger kanseri hiicrelerinde ¢ok az bir etki gosterdigi bulundu. Fakat bu
bilesigin diisiik bir oran olsa da insan epitel hiicrelerini de etkiledigi bulundu. Tiim bunlar
birlikte incelendiginde 8 no’lu bilesigin kanser hiicreleri iizerinde toksik etkiye sahip

oldugu bulundu.
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Sekil 4.17: 8 no’lu bilesigin insan akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.18: 8 no’lu bilesigin insan kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu {izerine etkileri
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Sekil 4.19: 8 no’lu bilesigin insan karaciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.20: 8 no’lu bilesigin insan prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
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Sekil 4.21: 8 no’lu bilesigin insan saglikli epitel hiicrelerinin proliferasyonu {izerine etkileri
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4.3. 3 ve 8 no’lu Bilesiklerin DNA Yapis1 Uzerindeki Etkilerinin Aydinlatilmasi

Bu ¢alismada 3 ve 8 no’lu bilesigin DNA yapisi lizerine bir etkisi olup olmadigi
incelendi. Calismalar sonucunda insan akciger kanseri (A549), kolon kanser (DLD1),
karaciger kanseri (HEPG2), prostat kanseri (PC3) ve insan normal epitel hiicresi
(PNT1A) hatlar1 3 ve 8 no’lu bilesiklerle etkilestirilerek c¢alisildi. Bunun yaninda

sentezlenen bilesiklerle muamele edilmeyen kontrol grubu birakildi.

A B C N\
L]

Sekil 2.22: Kolon kanseri hiicre hattt (DLD1) A) Kontrol grubu, B) 3 no’lu bilesigin DNA kirig1

tizerindeki etkisi, C) 8 no’lu bilesigin DNA kirigi tizerindeki etkisi

Kolon kanseri hiicre hattinda DNA kirigina rastlanmamistir. 3 no’lu bilesik ve 8
no’lu bilesik kolon kanseri hiicresinde DNA hasarina neden olmamistir. 3 ve 8 no’lu
bilesik i¢ermeyen kontrol grubunda yani hiicrenin kendisinde bir DNA hasari

olusmamustir.

Sekil 4.23: Karaciger kanseri (HEPG2) hiicre hatt1 lizerinde DNA kiriginin etkisi A) Kontrol grubu B) 3
no’lu bilesik C) 8 no’lu bilesik

Karaciger kanseri hiicre hattinda (HEPG2) 3 ve 8 no’lu ile muamele edilmemis

kontrol grubunda DNA hasari meydana gelmemistir. 3 no’lu bilesik ile muamele
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edilmesi sonucunda da DNA kirig1 olusmamustir. 8 no’lu bilesik ile muamele edilmis

hiicrede tip 2 derecesinde bir DNA hasar1 olusmustur.

Sekil 4.24: Akciger kanseri (A549) hiicre hattinda DNA kiriginin etkileri A) Kontrol grubu B) 3 no’lu
bilesik C) 8 no’lu bilesik

Insan akciger kanseri hiicre hattinda 3 ve 8 no’lu bilesik ile muamele gérmemis
kontrol grubunda tip 3 seklinde bir DNA hasar1 goriilmektedir. 3 no’lu bilesik ile
muamele edilen hiicrelerde tip 4 seklinde DNA kirigi meydan gelmistir. 8 no’lu bilesik

ile muamele edilmis hiicrede ise DNA kirig1 gézlenmemistir.

- B c )
o /

Sekil 4.25: Prostat kanseri (PC3) hiicre hatt1 A) Kontrol grubu B) 3 no’lu bileigin DNA kirig: {izerindeki

etkileri C) 8 no’lu bilesigin DNA kirig1 tizerindeki etkileri

Prostat kanseri hiicre hattinin kontrol grubunda, 3 ve 8 no’lu bilesik muamele

edilmis hiicrelerde DNA hasar1 goriilmemistir.
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Sekil 4.26: Normal prostat epitel hiicresi (PNT1A) A) Kontrol grubu B) 3 no.2lu bilesigin DNA kirig1
tizerindeki etkileri C) 8 no’lu bilesigin etkileri

Normal epitel prostat hiicre hattinin kontrol grubu ve 8 no’lu bilesik ile muamele
edilen hiicre de DNA hasar1 gézlenmemistir. 3 no’lu bilesik ile muamele edilmis olan

hiicre de tip 4 seklinde bir hasar meydana geldigi gozlenmistir.

4.4. 3 ve 8 no’lu Bilesiklerin Flow Sitometre Calismalari

Bu ¢alisma da 3 ve 8 no’lu bilesik ile muamele edilen insan karaciger, akciger,

prostat, kolon kanseri ve insan normal epitel hiicreleri lizerinde apoptoz etkileri incelendi.
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Sekil 4.27: A549 Akciger kanseri kontrol grubu flow sonuglari
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Sekil 4.28: 3 no’lu bilesigin akciger kanseri iizerindeki flow sonuglar1
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Sekil 4.29: 8 no’lu bilesigin akciger kanseri hiicre hattinda flow sonuglari

3 no’lu bilesigin insan akciger kanseri hiicre hatti iizerindeki flow sonuglarina
gbére 3 no’lu bilesigin hiicre dongiisiinii engelleyerek hiicre ¢ogalmasin1 durdurdugu
gozlendi. Akciger kanseri hiicre hatti A549, 3 ve 8 no’lu bilesik ile muamele edilmemis
kontrol grubu % 4,4 erken apoptoz, % 6.08 ge¢ apoptoza ugradigi gozlendi. 3 no’lu
bilesik ile muamele edilen hiicreler %5.30 erken apoptoz, %7.8 ge¢ apoptoz oldugu
bulundu. 8 no’lu bilesikte ise %18,2 erken apoptoz, %12,9 ge¢ apoptoza ugradigi

gozlendi.
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Sekil 4.30: DLD1 kolon kaneri hiicre hatt1 kontrol grubu flow sonuglari
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Sekil 4.31: 3 no’lu bilesigin kolon kanseri hiicre hatti lizerindeki etkilerinin flow sonucu
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Sekil 4.32: 8 no’lu bilesigin kolon kanseri hiicre hattindaki flow sonuglari

3 ve 8 no’lu bilesik ile etkilestirilmis kontrol grubu hiicrelerinin % 0.6 erken
apoptoz, % 4.43 ge¢ apoptoza siiriiklendigi bulundu. 3 no’lu bilesik ile etkilestirilmis
kolon kanseri hiicre hatt1 % 0.96 erken, % 4.8 ge¢ apoptoza neden oldugu bulundu. 8
no’lu bilesik ile etkilestirilmis hiicreler % 1.9 erken apoptoz, % 7.85 ge¢ apoptoza neden

oldugu bulundu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

» Bu calismada sekonder bir amin ve ayni zamanda onemli bir aminoasit
olan L-prolin Mannich tepkimesi kosullarinda kaliks[4]arene fenolik
birimlerin p-konumundan modifiye edilerek sentezlendi.

» Kaliks[4]aren tetraester tiirevi sentezlendikten sonra, tetrakloriir tlirevine
donitistirildi daha sonra bu bilesik L-prolinmetil esteri ile etkilestirildi.
Sentezlenen ester bilesiginin hidrolizi ile hedeflenen bilesik olan
kaliks[4]arenin tetra prolin tiirevi elde edildi.

> Sentezlenen biitiin bilesiklerin yapilar1 FTIR, 'H NMR, ¥C NMR ve
elementel analiz teknikleri ile aydinlatildi.

» Sentezlenen bilesiklerin gesitli kanser hiicrelerinde sitotoksik etkileri,
DNA yapisi lizerindeki etkileri ve hiicre 6liim mekanizmasi (apopotoz)
incelendi.

» 3ve 8 no’lu bilesikler dort farkli kanser hiicresi ve epitel hiicresi dahil bes
hiicrede sitotoksik etkileri incelendi ve hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi bulundu.

» 3 no’lu bilesigin insan kolon kanseri hiicresinde yiiksek degerde bir
sitotoksik etki gosterdigi ve insan karaciger, akciger, prostat kanseri
hiicrelerinde ve saglikli epitel hiicresinde toksik etki gostermedigi
bulundu.

» 8 no’lu bilesik insan kolon, akciger, prostat kanseri hiicreleri iizerinde
toksik etki gosterdigi bulundu. Karaciger kanser hiicresine ise ¢ok az etki
gosterdigi gozlendi. 8 no’lu bilesik ayn1 zamanda insan saglikli epitel
hiicresinde de toksik etki gosterdigi gozlendi.

» Segilen konsantrasyon araliklarinda 3 no’lu bilesik epitel hiicresinde
toksik bir etki gostermezken, 8 no’lu bilesik az da olsa toksik etki
gosterdigi gdzlenmistir.

> Insan akciger kanseri hiicre hattinda 3 no’lu bilesigin DNA hasarina neden
oldugu ve 8 no’lu bilesigin hiicreye hasar vermedigi bulundu.

> Insan kolon ve prostat kanseri hiicre hatlarinda 3 ve 8 no’lu bilesigin DNA
kirigina neden olmadig1 bulundu

» Karaciger kanseri hiicre hattinda ise 8 no’lu bilesigin DNA hasarina neden

oldugu, 3 no’lu bilesigin hasar vermedigi bulundu.
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Normal prostat epitel hiicre hattinda 3 no’lu bilesigin DNA hasarina neden
oldugu, 8 no’lu bilesigin bir etki gostermedigi bulundu.

Apoptoz ¢alismalar1 igin 3 ve 8 no’lu bilesiklerle etkilestirilmis insan
akciger, karaciger, kolon, prostat kanseri ve insan normal epitel
hiicrelerinden 1Cso degerlerinin en diisiik olanlart segildi. Bunun
sonucunda akciger ve kolon kanseri hiicrelerinde flow sitometresi
caligmalar1 yapildi.

Flow sitometre ¢alismalar1 sonucunda kolon kanseri hiicre hattinda 3 no’lu
bilesik kontrol grubuna gore 1,5 kat erken apoptoz, 2 kat geg apoptoz ve 8
no’lu bilesik 3 kat daha erken apoptoz, 1,7 kat ge¢ apopotoza neden oldugu
gozlendi.

Akciger kanseri hiicre hattinda ise 3 no’lu bilesik kontrol grubuna oranla
1,2 kat erken ve gec apoptoza, 8 no’lu bilesik ise 4 kat erken apoptoz, 2
kat ge¢ apoptoza neden oldugu bulundu.
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