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Kemik doku miihendisligi, son yillarda hizla biiyliyen alanlardan biri olup kemik rejenerasyonu
icin yeni ve mitkemmel teknikler sunmaktadir. Supramolekiillerden Kaliksaren (p-ter-biitilkaliks[4]aren),
bu alan i¢in umut vaad eden bir adaydir. Bu ¢alismanin amaci, elektrodéndiirme yontemi ile olusturulan
p-ter-biitilkaliks[4]aren nanoliflerinin tizerindeki osteoblast benzeri insan kemik sarkomu olan Saos-2
hiicrelerinin hiicre biiyiime davranisini incelemektir.

Farkl1 pozisyondaki piridinyum gruplari ile tiirevlendirilen p-ter-biitilkaliks[4]arenin (2-AMP, 3-
AMP ve 4-AMP) yapisi, "H-NMR ve FT-IR analizleri yapilarak karakterize edildi. Elektrodéndiirme
yontemi kullanilarak bu yapilarin nanolifleri iiretildi. Hiicre Kiiltiirii ¢aligmalarinda in vitro ortamda insan
kemik sarkom (Saos-2) hiicreleri ve doku miihendisligi iskelesi olarak da 2-AMP, 3-AMP and 4-AMP
nanolif yiizeyler kullanildi. Hiicrelerin, yiizeylerin tizerinde olusturduklari canlilik ve biiylime davranigini
gozlemlemek i¢in XTT metodu kullanildi. Hiicrelerin 3-boyutlu nanolif yiizeyler iizerindeki morfolojik
analizleri, DAPI ve Phalloidin boyasi ile lazer konfokal mikroskopta yapildi. Nanoliflerin hiicre dist
matriks goérevi yapip yapamadigina taramali elektron mikroskobu (SEM) ile bakildi. Arastirmamiz,
kaliksarenin, Saos-2 kemik timoérii hiicrelerine karst 2. ve 3.pozisyonda piridinyum grubunun
modifikasyonu ile sitotoksisite verdigini gostermektedir. 3B nanolif kaliksarenlerde 4. Pozisyon ile
sentezlenen grup hiicre bilylime kosullarina elverisli bulunmustur.

Bu ¢alismada bildirilen sonuglar, p-ter-butilkaliks[4]aren tiirevlerinden sentezlenen 4-AMP
nanoliflerin in vitro kosullarda biyouyumlu doku iskelesi olarak kullanilabilecegini ayni zamanda 2-AMP
nanoliflerin antikanser ¢aligmalarinda bir bariyer olarak kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Elektrodondiirme, Kaliks[4]aren, Kemik Doku Miihendisligi, Nanolif,
Saos-2
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One of the fast growing areas in recent years is bone tissue engineering field that offers novel
and brilliant techniques for bone regeneration. Calixaren (p-tert-butylcalix[4]arene), a supramolecule, is a
very promising candidate for this area. The purpose of the current work is
to test the cell growth behavior of p-tert-butylcalix[4]arene electrospun nanofibers on human osteoblast-
like osteosarcoma Saos-2 cell line.

The structure of p-tert-butylcalix[4]arene (2-AMP, 3-AMP and 4-AMP) derivatized with
pyridinium groups was characterized by *H-NMR and FT-IR analysis. Nanofibers were fabricated using
electrospinning technique. In vitro cell culture studies were conducted by using human osteocarsinoma
cell line (Saos-2) and 2-AMP, 3-AMP and 4-AMP nanofibers as tissue engineering scaffolds. Cell
viability and proliferation assays were performed in order to understand the cell behaviour against
nanofibers by XTT assay. Morphological analysis of the cells on 3D nanofibers by laser confocal
microscopy with DAPI and Phalloidin staining. The ability of the nanofibers to function as extracellular
matrix was examined by scanning electron microscopy (SEM).

Our study shows that calixarene gives cytotoxicity to Saos-2 bone tumor cells by modification of
pyridinium group in position 2 and 3. The group synthesized by Position 4 in 3D nanofibers calixarenes
was found to be suitable for cell growth conditions.

The results reported in this study showed that 4-AMP nanofibers synthesized from p-tert-
butylcalix[4]arene derivatives can be used as biocompatible tissue scaffold in vitro conditions, and 2-
AMP nanofibers can be used as a barrier in anticancer studies.

Keywords: Electrospinning, Calyx [4] arene, Bone Tissue Engineering, Nanofiber, SaOs-2
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a : Alfa

p : Mikro

P : Beta

6 : Delta

J:Joule

h : saat

Kisaltmalar

Saos-2 : Osteosarkom Hiicre Hatt1

2-AMP : 2-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
3-AMP : 3-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
4-AMP . 4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren
2B : ki Boyutlu

3B : Ug Boyutlu

ECM : Ekstraseliiler matriks

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
Hanks’s Salt Solution : Tuz tampon ¢ozeltisi

CO, : Karbondioksit

CHCl; : Kloroform

PVA : Polivinil alkol

DAPI : 4’°6-Diamino-2-Fenilindol, Dihidrokloriir
FBS : Fetal S1g1r serumu

DMSO : Dimetil Siilfoksit

PBS : Fosfat Buffer Salin

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

FT-IR : Fourier transform infrared spektroskopi
NMR : Niikleer manyetik ré6zenans

SEM : Taramal1 elektron mikroskobu

ICs0 : Yari-maksimum Inhibe edici Konsantrasyon
nM : Nanometre

uM : Mikromolar

mL : Mililitre

ulL : Mikrolitre
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1. GIRIS

Yeni tahminlere gore Diinya’da yeni tan1 alan kanserli hasta sayis1 ve kanserden
kaynaklanan olimler bir onceki tahminlere goére artmistir. Bu sekilde kanser artis
hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artisina ve niifustaki yaslanmaya
bagl olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacag: belirtilmistir.
Kanser, anormal bir doku kiitlesi veya hiicrelerin kontrolsiiz bdliinmesinden
kaynaklanan koétii huylu bir biiyliime anlamina gelir. Anormal hiicre ¢ogalmasi, hiicre
boliinmesi islemini etkileyen genlerdeki mutasyonlar nedeniyle meydana gelebilir. Bu
hiicreler biiyiiyiip boliindiikge normal saglikli hiicrelerin yerini isgal etmeye baslarlar.
Hatta metastaz yaparak viicudun baska boliimlerine, organlarina da sigrayabilirler.

“Sarkom” terimi kemikler, kaslar, kikirdak ve bag dokulardan kdken alabilen kotii
huylu (malign) timdr anlamina gelir. Kemik kanseri ya kemik dokusunun kendisinden
koken almaktadir veya viicudun baska bir yerinden kemiklere yayilmis olabilir.
Osteosarkomlar ¢ocuklar ve gencglik c¢aginda en sik goriilen kotii huylu kemik
tiimorleridir. Tedavisi en zor olan kanser tiirleri arasinda yer alir.

Kemik dokusu zedelendigi veya kayba ugradiginda, hasarli bolgenin tamir
edilmesinde ya da tamamen yenilenmesinde kullanilmak amaciyla laboratuvarda yapay
kemik dokusu iiretebilmek giiniimiiziin 6nemli tibbi ve sosyal ihtiyaglarindan birisidir.
Bu yontemde temel yaklagim, amaca uygun bir kaynaktan izole edilen hiicreler ile
biyobozunur polimerik doku desteklerinin birlikte kullanilmasiyla laboratuvar
ortaminda ii¢ boyutlu (3B) canli kemik dokusunun olusturulmasidir. Viicut igerisinde
hiicre aktivitelerinin diizenleyicisi olan biiylime faktdrlerinin polimerik yapiya katilmasi
ise, hem kirilgan molekiiller olan biiylime faktdrlerini bozunmadan koruyacak hem de
defekt bolgesinde lokalize edecek ve zamana bagl bir sekilde ortama uyum
saglamalarim1  gergeklestirecektir. ~ Dolayisiyla, kemik  doku  miihendisligi
uygulamalarinda doku destegi yapt igerisine biyolojik olarak etkin biyoaktif
molekiillerin eklenmesi biiyiikk 6nem kazanmis ve g¢alismalar bu yonde ilerlemeye
baslamistir.

Nanolif doku iskeleleri; hiicrelerin biiyiimesi, gelismesi, tiremesi ve go¢ etmesi
icin 3B dogal bir ortam saglarlar. Nanolif doku iskeleleri, dogal yada sentetik
polimerlerden elde edilir. Polimer tercihi yapilirken en temel Kkriter, polimerin
biyouyumlu olmasidir. Biyouyumlu polimerler, nanolifler tizerinde hiicrelerin biiytimesi

ve gelismesine olanak verir ve hiicreler i¢in toksik etki olusturmaz. Polimerlerin



biyouyumlu olmasinin yani sira calisilmasi hedeflenen doku tipine gore, polimerin
biyobozunur olmasi da hedeflenebilir. Nanolif eldesinde kullanilan polimerlerin
biyobozunur olmasi, hiicrelerin bu yapilar iizerinde biiyiiylip gelisebilmesi i¢in oldukca
onemlidir. Hiicre biliylimesine paralel olarak bozunan nanolif doku iskeleleri, yeni
hiicreler i¢in yasam alani1 saglamakta ve hiicrelerin 3B doku olusturmasina olanak
vermektedir. Biyobozunurluk 6zelligi, 3B doku gelisiminde olduk¢a 6nemli olmakla
birlikte, bozunma basamaklarinin 1yl bilinmesi gerekmektedir.
Polimerin hiicrelerin canlilifina zarar vermemesi i¢in, hem polimerin hem de bozunma
tirlinlerinin hiicreler i¢in toksik olmamasi gerekmektedir. Buna ek olarak, nanoliflerin
bozunmasinin hiicre gelisimi ile paralel olmasi, dokunun biitlinliigii agisindan 6nem
tasimaktadir.

Kemik doku miihendisliginin ilk adimi1 g6zenekli, 3B doku iskelesinin tasarimi ve
retimi ile baslamaktadir. Dogal hiicredisi matriks (HDM) ortamindaki 3B yap1 ve nano
olgekli morfolojinin hiicre davranisini etkiledigi bilinmektedir (Vacanti, 2006). Bu
dogal yapiyr hem yapisal hem de fonksiyonel olarak taklit edebilen malzemeler
kullanmak doku miihendisliginde kilit noktadir. iki tiir biyobozunur malzeme vardir;
nisasta, aljinat, kitin/kitosan, jelatin gibi dogal kokenli malzemeler ve poli(laktik asit),
poli(kaprolakton), poli(glikolik asit) gibi sentetik malzemeler. Bu malzemelerden cesitli
yontemlerle 3B yapilar olusturularak doku olusumunu destekleyici iskeleler
uretilmektedir. Hiicre dist matriks fiber yapida bir polimer agindan meydana
gelmektedir. Bu ags: fiber mimari hiicrelerin tutunmas: ve ¢ogalabilmesi igin gerekli
uzamsal altyapiy: olusturur. Doku miihendisligi uygulamalarinda da ags: fiber mimariyi
olusturmak igin elektrospin en ¢ok kullanilan yontemdir (Shor ve ark., 2007).

HDM’1 yapisal olarak taklit edebilen lif tabanli gozenekli iskeleler, liyofilize
elastinkollajen, poli(eter-eter-keton)/hidroksiapatit biyokompozitleri ve kitosan tabanli
malzemeler gibi dogal veya sentetik ¢esitli biyopolimerlerden olusturulabilmektedir.
Adi gecen bu iskele malzemelerinin biyouyumluluklart ve in vitro ortamda hiicre
gelisimini arttirdiklar1 goriilmistiir (Buttafoco ve ark., 2006).

Son yillarda, tag eterler ve dogal bir glikoz oligomeri olan siklodekstrinlerden
sonra halkali yapida bir fenol-formaldehit oligomeri olan “Kaliksarenler” ortaya
cikmistir. Kaliksarenler kloroform, piridin, karbondisiilfiir, dimetil formamit ve dimetil
stilfoksit gibi ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Cok sayida 6zelliklere sahip kaliksarenler uygun

sekilde fonksiyonlandirilarak essiz kullanim alanlarina sahiptirler.



Kemigin temel dogal bilesenleri olan kolajen fibril ve hidroksiapatit minerali nano
boyutta bir yapilanma gosterdiginden taklit edilmesi mimkiindiir. Farkli ylizey
modifikasyonlu  kalikseren  nanolifler, kemik hiicrelerin  adezyonunu ve
proliferasyonunu destekleyen daha iyi platformlar saglayabilmektedirler. Calismamizda
elektrospin teknigi ile kaliks[4]aren nanolif yapili iskelelerde osteoblastik farklilasma

arastirilacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kaliksarenler
2.1.1. Kaliksarenlere giris
Kaliks[n]arenler, aromatik birimlerin metilen kopriileriyle birbirine baglanmasi
sonucu olusan halkali yapidaki oligomer bilesiklerdir. Halkali yapida olmasindan

dolay1, organik molekiiller ve metal katyonlar1 ile kompleks yapma 06zelligine

sahiptir (C. Gutsche, 1989; Knop and Pilato, 1985).

Kaliks[n]arenler, kelime olarak “Calix” “arenes” kelimelerinin birlesmesinden
olugmustur. Calix ismi Yunanca kokenli bir kelime olup, Antik Yunan dénemindeki
“Calix Creater” isimli taban1 dar agz1 genis, silindirik seklinde sayilabilecek bir kaseye
ithafen verilmistir. Sekil olarak bu calix kaseleri, kaliksaren molekiillerine benzerligi
¢ok fazladir. “Arenes” kelimesi ise aromatik halkalar1 ifade etmektedir ve basinda
koseli parantez i¢inde bulunan “n” harfi ise, kaliksaren molekiiliinii olusturan aromatik
sayidaki fenolik halkalarin sayisini belirtmektedir. Asagidaki gorselde “Calix Creater”
isimli kaseye ve kaliks[4]aren molekiiliine iliskin goérseller verilmistir (Gutsche, 1989)
(Sekil 2.1).

a b

Sekil 2.1. (a) “Calix Creater” isimli kase (b) kaliks[4]aren molekiiliiniin genel yapisi

Formadehid ve fenol bilesiklerinin bazik ortamdaki yogunlasma reaksiyonu
sonucu elde edilir. Kaliksarenler, bilinerek veya bilinmeyerek 1870’11 yillardan beri
sentezlenmektedir. Uzerinde detayli calismalarin yapilmasi ise 1940’11 yillarda
gerceklesmistir. Yapisinin kesin olarak tayin edilip, tekrarlanabilir sentezi ise ancak

1980’11 yillarda gergeklestirilebilmistir (C. D. Gutsche and Lin, 1986)


http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:http://acikerisim.ege.edu.tr:8081/jspui/bitstream/11454/7271/1/cembaytore2013.pdf#160
http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:http://acikerisim.ege.edu.tr:8081/jspui/bitstream/11454/7271/1/cembaytore2013.pdf#161

2.1.2. Kaliksarenlerin spektral 6zellikleri

Kaliksarenler oda sicakliginda kristal yapida ve kati halde bulunurlar. Erime
noktalar1 300 °C*nin iizerindedir. Ornegin p-tert-biitilkaliks[4]arenin erime noktas1 343
°C civarindayken, p-tert-biitilkaliks[6]aren icin 380 °C civarinda ve p-tert-
biitilkaliks[8]aren icin 411 °C civaridir. Kaliksarenler, organik c¢oziiciilerde az
¢Oziinlirken suda ve bazik ortamda c¢oziinmemektedir. Bu nedenle ayrilmalari,
saflastirilmalart ve karakterizasyonu zordur. Ancak, kaliksarenlerin, bazi organik
coziliclilerde yeterli miktarda c¢oziinmeleriyle, fiziksel ve kimyasal 06zelliklerinin
arastirilmasi icin Ultraviyole (UV), Infrared spektroskopisi (IR), Niikleer manyetik
rezonans (NMR), Kiitle spektroskopisi (MS) gibi spektroskopik yontemlere
bagvurulmustur. Kaliksarenlerin yapisindaki fenolik gruplardan dolay1 yaklasik olarak

280 nm’de absorbansinin bulundugu saptanmistir (Gutsche 1989).
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Sekil 2.2. Kaliks[n]arenlerin yapisi

Kaliksarenlerin belirtilmesinde ve konformasyonlarinin gdsteriminde en c¢ok
kullanilan spektroskopik yontem 'H-NMR’dir. "H-NMR spektrumlarina bakildiginda
kaliksarendeki fenolik hidroksil piklerinin 10 ppm yakinlarinda olmas1 diisiiniiliirken,
molekiil i¢ci H baglarinin etkisiyle pikler yukari alana kaydigi goriilmiistiir (Ozcan
2009).



Kaliksaren bilesiklerinin ¢oziiniirliikleri kisithidir. Bunun haricinde kaliksarenlerin
bir¢cogu kloroform, piridin ve karbondisiilfiirde ¢oziiniir. Para kismindaki alkil gruplari,
kaliksarenin organik yapidaki ¢oziiniirliikk 6zelligini arttirir.

Yapilarinda eter, ester gibi uygun fonksiyonel gruplarin var olmasi kaliksarenlerin
organik ¢oziiciilerde ¢ozilniirliiklerini arttirir. Bu ylizden arastirmacilar, karigim
halindeki kaliksarenleri ayirmada, tlirevleme veya siirekli ekstraksiyon ydntemini
kullanmaktadirlar. (Gutsche 1989). Kaliksarenler normal sartlarda suda ¢6ziinmezler,
cozeltilerin sulu formlarinda olusan substrat-baglanma calismalari igin uygun
degillerdir. Bu nedenle suda ¢6ziinen kaliksaren tiirevlerinin sentezi, kullanim alaninm
genigletecektir. 1984’te Ungaro ve arkadaslari tarafindan sentezlenen para tersiyer
biitilkaliks[4]arenin tetrakarboksilik asit tiirevi, suda ¢oziinen ilk kaliksaren 6zelligini

gostermektedir (Arduini 1984).

2.1.2.1. Para tersiyer biitilkaliks[4]arenin sentezi

Kaliks[n]arenlerden literatiirde ¢ok ¢alisma yapilan ve kaliks[n]arenlerin temeli
olarak goriilen p-tert-biitilkaliks[4]arenin sentez isleminin nasil gergeklestigi uzun yillar
aciklanamamistir. Ancak degisik 1silarda, calismalardaki baz katalizoriiniin farkli
gramlarmin tesiri hakkinda calismalar yapilmis ve kaliksarenlerin basit¢e sentezinin
yapilmasi ig¢in 6nemli bir ipucu elde edilmistir (Gutsche 1990a).

P-tert-biitilkaliks[4]aren sentezi hakkinda ilk defa Zinke adindaki bilim adami
tarafindan bir teori ortaya konuldu. Sonrasinda Cornforth ve Gutsche bu teoriyi ileriye
tagiyarak genislettiler. (Zinke 1944, 1948, Gutsche 1986, 1990) Gutsche’nin yontemine
gore p-tert-biitilfenol, % 37 safliktaki formaldehit ve fenolle 0,045 es deger orandaki
sodyum hidroksit ortaminda 110-120 °C’de iki saat 1sitilmasi sonucu koyu, yapiskan
yapida kat1 bir 6n (precursor) madde elde edilmistir. Sonrasinda bu madde, bir geri
sogutucu altinda ve su toplama baslig1 kullanilarak difenil eterle iki saat kaynatilir
(halka yapis1 olusturma). Soguttuktan sonra reaksiyondaki karisimin i¢inden saf {iriin
slizme yoOntemiyle ayristirilir ve toluenden kristallendirilerek % 50 verim ile parlak
beyaz kristal yap1 meydana gelir. P-tert-biitilfenol ve su fazli formaldehitin bilesimi, bir
baz ile muameleden sonra olusan ilk On {riin yiiksek sicaklikta 1sitildiginda
kaliksarenlere doniisiir. Ilk iiriin olan para-tert-biitilkaliks[8]aren ya da para-tert-
biitilkaliks[6]aren’in % 70 - % 75 araliginda yiiksek verimlerle p-tert-biitilkaliks[4]aren
gozlenmistir (Gutsche 1986).



Sekil 2.3. p-tert-biitilkaliks[4]aren ile koluen molekiiliiniin kompleks yapist

P-tert-biitilkaliks[4]aren  kloroform, toluen, benzen, ksilen ile; p-tert-
biitilkaliks[6]aren kloroform, metanol ile; p-tert-biitilkaliks[8]aren kloroform ile

molekiiler kompleks vermektedir (Gutsche, 1990Db).
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Sekil 2.4. p-tert -biitilkaliks[4]arenin farkli gosterimleri



2.1.3. Kaliksarenlerin uygulama alanlar

» Enzim taklitci kaliksarenler
Molekiil / iyon tasiyici kalikasarenler
Siv1 / kristal sistemleri olarak kaliksarenler
Katalizor 6zelligine sahip suda ¢oziinen kaliksarenler
Sensor ve elektrolit yapiminda kullanilan kaliksarenler
Kromotografik faz olarak kullanilan kaliksarenler

Kaliksarenlerin polimerlesmesi

YV V V V V V VY

Biyolojik aktiviteli kaliksarenler

2.1.3.1. Kaliksarenlerin biyolojik aktivitesi

Islevsellestirilmis fonksiyonel kaliksaren tiirevleri, organik ve biyoorganik molekiillere
kars1 olaganiistii 6zellikler sergilemektedir. Ayn1 zamanda, kaliksarenlerin biyomolekiiller
ile stabil kompleksler olusturma yetenegi; biyosensorlerin gelistirilmesi, biyoteknoloji,
biyoloji ve ilag kesifleri alanindaki uygulamalara izin verir. Ustiin geometrik sekillerinden
dolay1 kaliksarenler, kompleksler olusturarak ilag molekiillerini barmdirir. Kontrollii ilag
salinimi, hedefe yonelik kemoterapi gibi uygulamalarda idealdir.

Baz1 biyomedikal uygulamalara sahip oldugu kesfedilen, ilaglar gibi davrandigi ve
ilag dagitim sistemlerinde biiyiik potansiyel oldugunu gosterdigi makromolekiiller ve
sentetik makromolekiiller arasinda tag eter, siklodekstrin, kaliksarenler ve bunlarin
tirevleri biiylik 6neme sahiptir. Makromolekiiller arasinda, kaliksarenin tgiincii nesil
konake¢1 konuk supramolekiiler kimyasini temsil ettigi diistiniilmektedir. Kaliksaren,
fenoliin formaldehit ile tepkimesiyle sentezlenebilen ve giiclii bir baz veya asitin
katalitik bir miktarinin varliginda sentezlenebilen siklik bir oligomerdir (Livshits ve
ark., 2014).

Kaliksaren bazli bilesiklerin antikanser aktivitesi, birka¢ arastirma grubu
tarafindan arastirilmistir.  Baggetto ve ark.(2010), kaliks[4]aren tiirevlerinin gesitli
timor hiicreleri (MU2, MU2F, HT1080, SP6.5, 1PC227, Jurkat, MEWO, HI-60, Huh7,
Hep-G2, MEWO, DLM) iizerindeki etkisini incelemislerdir ve bu bilesiklerin
aktivitesini standart anti-kanser ilaglariyla karsilastirmiglardir. Bu islevsel hale
getirilmis kaliks[4]aren tiirevlerinin, 6zellikle lenfoblastik 16semi ve melanoma hiicre

cizgilerinde giiclii anti kanser ajanlar1 oldugunu kesfetmislerdir.



Ayni sekilde, Nasuhi Pur ve Dilmaghani sentezlenmis kaliks[4]areni dort platin(Il)
merkezi ile islevsellestirip ve potansiyel Dbir antikanser ajani oldugunu
bildirdiler. Kemoterapotik bir ajan olan karboplatin ile karsilastirildiginda, yeni
sentezlenen bilesigin akciger kanseri, hepatoseliiler kanser ve meme kanserine karsi
daha iyi aktivite gosterdigi gozlemlendi. Kolorimetrik sitotoksisite testleri kullanilarak
bir akciger kanseri hiicre hattindaki ortanca inhibitor konsantrasyonu (1C50) 2,6 uM
olarak bulundu. Bagka bir ¢alismada, bir fare melanom modelinde kaliks[4]arenin
glikokonjugatlarmin in vivo etkisinin, 2 hafta i¢inde tiimo6r biiyiimesinde 6nemli bir
azalma icerdigi rapor edildi.s

Imatinib, ABD Gida ve ilag Dairesi tarafindan onaylanan antikanser ilaglardan
biridir ve gii¢lii bir tirozin kinaz 111 inhibit6rii oldugu bilinmektedir. Galindo-Murillo ve
ark.(2014), kaliksaren tiirevleri ve imatinib arasindaki etkilesimi arastirmistir. Bu
komplekslerin siliko ¢alismasinda, antikanser ilacin tiimor hiicrelerine kontrollii bir
sekilde verilmesini agiklayan yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) ve molekiiler dinamik
(MD) simiilasyonu yapilmigtir. Etkilesim enerjilerinin hesaplanmasina dayanarak,
kaliksaren boslugu boyutunun ve ekli fonksiyonel gruplarin dogasinin, imatinib
kaliksaren konak - misafir kimyasmin stabilitesinde hayati bir rol oynadigini
buldular. Hidrojen bag donorii fonksiyonel gruplarinin digerlerinden daha etkili oldugu
bulundu. Secgilen 18 kaliksaren tiirevi arasinda, iist kenarda SO3H ve (CH2), OH
gruplar ile islevsellestirilmis kaliks[6]arenin, imatinib ile daha stabil kompleksler
olusturdugunu buldular.

Galindo-Murillo ve ark.(2014), ayrica bir antikanser ilaci, 3-fenil-1 H- [1]
benzofuro [3,2-c] pirazol (bir tirozin kinaz inhibitorii) ve kaliks[n]arenlerin (n = 4, 5, 6,
8) siilfonik asit ve etoksil gruplart ile islevsellestirildi. Kaliks[8]arenlerinin ve
kaliks[6]arenlerinin, tist kenarda SO3H grubu tasiyan, 3-fenil-I H - [1] benzofuro [3,2-c]
pirazol ile nispeten daha stabil kompleksler olusturdugunu bildirdiler. Kaliksarenlerin
oyuk biiyiikligi ve SO3H'nin hidrojen bag donor kabiliyeti, bu stabilitenin olasi
nedenleri olarak kabul edildi.

Enzim inhibisyonu bazi kemoterapdtik ilaglar i¢in ortak bir etki seklidir. Birkag
kaliksaren tiirevi calisilmis ve giiglii enzim inhibitérleri olarak davrandigi rapor
edilmistir. Ornegin, Cherenok ve ark.(2012) fosfonik, aminofosfonik ve metilen
benzofosfonik asit tortular: ile birlestirilmis Kkaliks[4]arenleri incelemis ve bunlari
alkalin fosfataz ve tirozin fosfataz gibi bazi fosfatazlarin aktif inhibitorleri olarak

bulmuslardir. Ayrica  hidroksimetilfosfonik  asit  kaliksarenlerinin  hiicrelerde
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ksenobiyotik detoksifikasyon isleminde kilit bir enzim olan Glutatyon-S-transferazi
inhibe ettigini, boylece bir¢ok timor tipinde gozlenen coklu ilag direncine katkida
bulundugunu bildirmistir. Consoli ve ark.(2006) bir penicillium digitatum fragmaninin
DNA replikasyonunun, polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla timin / adenin 2'-
deoksiniikleotit kisimlart ile modifiye edilmis kaliks[4]aren ¢alismalarinda inhibe

edildigini bildirmistir.

2.2. Nanolif ve Elektrospin Teknigi

Cap1 bir mikron ve altindaki fiberler nanolif olarak tanimlanir. Giiniimiizde ¢esitli
tiretim yontemleri kullanilarak bir¢ok seramik ve polimer malzemelerden nanolif
tretimi  gerceklestirilebilmektedir.  Cesitli ~ yontemler  kullanilarak ~ polimer
solisyonundan ve polimer eriyiginden mikro metre altindaki boyutlarda iiretilen
fiberlere nanolif denilmektedir (Ramakrishna ve ark., 2005).

Nanoliflerin gaplari, kullanim alanina gore diizenlenebilir. Nanolif yogunluguna
bagli olarak, gozeneklerin boyutu da diizenlenebilir. Elektrospin diizeneginde,
nanoliflerin elde edilisi, siringanin ucunda, Taylor konisi meydana geldigi anda baslar.
Taylor konisi, polimer ¢ozeltisine uygulanan elektrik akimi sayesinde olusur. Koni
olusturan polimer, elektrik alan sayesinde jetler halinde toplayici iizerinde nanolif
olarak birikir. Elektrospin diizeneginde, sabit ya da donen toplayicilar kullanilabilir.
Donen toplayicilar olugsan nanoliflerin daha diizenli ve yonlendirilmis bir bigcimde elde
edilmesini saglarlar.

Elektrospin teknigi, ¢esitli polimerlerin, polimer karigimlarinin, inorganik
maddelerin ve canli hiicrelerin karisgtirilarak aktif nano yapilarin olusumuna olanak
saglamaktadir. Bu yontem sayesinde c¢ok cesitli polimerlerden  nanolifler
retilebilmekte ve bu liflerin inceligi sayesinde dogal doku basarili bir sekilde taklit
edilebilmektedir. Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak yiizeyler viicut
icine yerlestirileceklerinden, bu yiizeylerin iiretiminde kullanilan polimerlerin viicuda
uyumluluk ve kullanilacaklar1 uygulamanin gerekliliklerine uygun bir biyolojik
pargalanma seviyesine sahip olmalar1 gerekmektedir. Nanolifler ile iretilmis
yiizeyler, yapilarinda viicuda uyumlu polimerler kullanildiginda deri, kemik, sinir,
kas gibi  dokularin iyilestirilmesinde ve tekrardan  yapilandirilmasinda
kullanilabilmektedir (Kim ve ark., 2005).



Signal A = SE1 EHT=2000KY  ppag= 150X 100pm @‘ Mag = 10.00 K X

WD = 9.5 mm I Probe = 100 pA

Sekil 2.5. Elektrospin teknigi ile tiretilen nanolif

Elektrospin teknigiyle iiretilen nanoliflerin 6zelliklerini; konsantrasyon, kilcal ug
ve metal kollektér arasindaki mesafe, en u¢ noktadaki potansiyel, akis hizi gibi
parametreler etkilemektedir. Bu yontem ile dretilen polimerik, karbon ve seramik
nanolifleri; karbon ve diger nano tiiplerle karsilastirildiklarinda, maliyet ve tek adimda
tiretimin gerceklesmesi gibi konularda ¢esitli avantajlara sahiptirler. Ayrica boyutlari
itibartyla tibbi amacl kullanima da uygundurlar. Bu yontemle ¢ok cesitli dogal ve
sentetik polimer maddeden nano ve mikro boyutta lifler elde edilebilmektedir (He ve
ark., 2004).

2.2.1. Nanoliflerin biyomedikal uygulamalar:

Nanolifler, dogal dokular olusmadan 6nce bu dokularin yerine gecebilecek gegici
doku destekleri olarak kullanilabilmektedirler. Ornegin, University of Delaware’deki
aragtirmacilar, Kollajen oriimcek ipegi ve denature (dogal ozellikleri degistirilmis)
kollajen gibi dogal polimerlerden iiretilen nanoliflerle aglar iiretmislerdir. Elektrospin
yontemine gore elde edilen nanolifler sayesinde genis yiizey alani, kontrollii
gozeneklilik, yapt ve mekaniksel Ozellikler gibi istenen  parametreler
saglanabilmektedir. Dogal yapilarin taklit edilmesinin yani sira, nano seviyede biyolojik
olarak pargalanabilen liflerin kullanilmasi ile istenen par¢alanma seviyesi de kolaylikla
saglanabilmektedir.

Virginia Commonwealth Universitesinin gelistirdigi teknoloji ile, kollajenden
yapilmis 3B yap1 igerisine hiicre ekilmektedir. Bu sayede by-pass ameliyatlarindaki
klasik uygulama kaldirilmaktadir. Ciinkii hastanin kol veya bacaklarindan damar
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alinmamakta ve yeni teknikle klasik yama yonteminden 6 kat daha kiigiik kan damarlari
olusturulup kullanilabilmektedir. Hiicre 3 - 6 haftada gelismekte ve gelistirilmis damar
dokusu asilanmaya hazir hale gelmektedir. Kollajen viicudun dogal bir komponentidir.
Yiizeyinde hiicre gelisimine izin vermektedir. Elektrospin teknolojisi ile nanolifler
kikirdak, kemik, deri, atardamar, kalp ve sinir dokular1 i¢in yapay doku destek yapisi
olarak kullanilabilmektedirler. Nanolif doku iskeleleri tasarlanirken, polimer yapisina,
biyoaktif inorganik malzemeler de eklenebilir. Kemik dokusu olarak kullanilacak
materyalin viicut hiicreleri ile biyolojik uyumu ¢ok &nemlidir. Ornegin kemik dokusu
hiicrelerinin biiyiitiilecegi doku iskelesi yapisi igin; sentetik polimerlerin igerisine,
hidroksiapatit kristalleri, kalsiyum fosfat gibi inorganik malzemeler eklenebilir.
Hidroksiapatit kristalleri ve kalsiyum fosfat kemik yapisinda bulunan inorganik
maddelerdir. Bu maddelerin nanolif doku iskelesi yapisina eklenmesinin, kemik
hiicrelerinin ¢ogalmasi, bityimesi ve farklilagsmasi tizerinde olumlu etkileri oldugu
yapilan c¢aligmalarda goriilmistiir. Ayrica, inorganik malzemeler, nanolif yapisinin
dayanimini da artirarak, kemik dokusu hiicreleri i¢in daha dayanikli bir biiylime ortami
saglamaktadir (Dersch ve ark., 2005).

2.3. Doku Miihendisligi ve Nanotip

Tip biliminde  nanoteknolojinin  kullaniom  alan1  “Nanotip”  olarak
isimlendirilmektedir. Konu olarak nanotip; tani, tedavi, hastalik ve travmatik
yaralanmalarin 6nlenmesi, agrinin giderilmesi ve insan sagliginin korunup gelistirilmesi
amagl viicudun molekiiler bilgileri ile molekiiler araglarin kullanilmasini icermektedir.
Molekiiler biyologlarm, fizik¢ilerin, matematikgilerin, tip mensuplarinin ve bilgisayar
miithendisleri ile diger miihendisler gibi multidisipliner bir¢ok bilim adamimnin ortak
calismasi gereken bir alan olup, ilk nanobiyoteknoloji laboratuvar: 2000 yilinda Cornell
Universitesi’nde kurulmustur (Mastrangelo C., 1999). Burada hedeflenen, giiniimiiz
tibbinin metotlartyla ¢6ziime gidilemeyen sorunlari nanoteknoloji sayesinde kokten
¢ozmektir. Nanoteknoloji ile ilaglarin yan etkilerinin ortadan kaldirilmasi, hasarli
dokularin onarilmasi, kanserli hiicrelerin tamamen yok edilmesi ve hastaliklarin tedavisi
gibi alanlarda basarili uygulamalar yapilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Doku miihendisligi terimi ilk olarak 1987°de California Universitesi'nden Dr.
Y.C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science Foundation) bir toplantisinda dile

getirilmistir. Doku miihendisligi, interdisipliner bir alan olup, mihendislik ve saglik
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bilimlerinin ortak ¢alismas1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Bilimsel ¢evrelerin “doku
miithendisligi” konusunda odaklanmasinda ise iki makale ¢ok etkili olmustur. Bunlardan
biri Nerem tarafindan 1991°de “hiicre miihendisligi konusunda, digeri ise Langer ve
Vacanti tarafindan 1993’te Science dergisinde “doku miihendisligi” bashig1 altinda
yayinlanmustir.

Doku miihendisligi giiniimiiz biyotibbinin en popiiler alanini olusturmaktadir.
Biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerini tek baglarina veya birlikte kullanarak
canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi i¢in biyoloji, kimya ve miihendislik
ilkelerinin uygulanmasidir. Doku miihendisleri doku onarimi ya da iiretimi igin insan
viicudunun son derece karmasik yapisini incelemekte ve c¢ok ileri teknolojiler
kullanarak taklit etmeye ¢alismaktadirlar. Doku miihendisliginde istenilen dokuyu
olusturabilecek islevsellige sahip hiicreler uygun bir malzemeden hazirlanan doku
iskeleleri ile birlestirilerek hibrid sistemler olusturulmaktadir. Doku iskelesi, hiicrelerin
organize olarak islevsel bir dokuya doniisebilmelerinde gerekli  destegi
saglamaktadir (Smith L. A., 2004).

Yakin gelecekte laboratuvar ortaminda nanoliflerden elde edilen doku iskelelerle
olusturulan doku ve organlar ile organ naklinin tarihe karisabilecegi diistiniilmektedir.
Yeni ve ozel doku iskeleleri tasarimi icin duyulan ihtiyagc doku miihendisligini
yonlendirmede aktif bir role sahiptir. Hiicreleri yalnizca istenilen boélgede tutmaktan
ziyade farkl ozellikteki hibrit malzemelerin kombinasyonlariyla fonksiyonel yapilarin

tiretilmesi s6z konusudur (Barron ve ark., 2003a; Gautam ve ark., 2010).

2.3.1. Doku iskelesi

Insan viicudu hiyerarsik bigimde diizenlenmis komoleks bir yapidir. insan viiciidu
sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular ise hiicreler ve
hiicreler aras1 matriksten (ECM) olusmaktadir. ECM hiicreler igin 3B bir mikrogevre
olusturup, hiicrelere fiziksel bir destek saglamaktadir. Ayn1 zamanda hiicre / hiicre
etkilesimini organize ederek, hiicrelerin yapismasini, ¢ogalmasini, farklilasmasini,
goclinii ve matriks birikimini saglamak icin ¢esitli biyofiziksel ve biyokimyasal
uyarilar1 yapmaktatdir (Peter, X. MA., 2004).

Doku iskeleleri ECM’i taklit edecek bicimde tasarlanan yapilardir. Kisaca, yapay
bir “hiicre dist matriks” olarak diisliniilebilir. Doku miihendisliginin ¢ temel

bileseninden biri olan doku iskeleleri, hiicreler i¢in uygun yapigsma yiizeyi
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olusturmalarinin yan1 sira, mekanik dayanim saglamakta, fizyolojik ve biyolojik
degisikliklere cevap vermek i¢in g¢evre doku ile etkilesimin kurulmasina yardimeci
olmakta; ayrica gergek hiicre dis1 matriksin yeniden olusumuna katkida bulunmaktadir.
Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzemelerin se¢imi ¢ok Onemlidir. Doku

iskelesi iiretiminde kullanilacak malzemede olmasi gereken baslica 6zellikler sunlardir:

» Malzeme biyouyumlu olmalidir, yani viicut i¢ine Yerlestirildiginde
istenmeyen doku tepkilerine yol agmamalidir.

» Hiicre yapigmasin1 Ve iglevini artirict yiizey kimyasina sahip olmalidir.

» Hiicreler yeni ECM olusturacak kapasiteye ulastiklarinda iskeleye ihtiyag
kalmayacagindan, doku iskelesinin viicut ortaminda pargalanabilen
bir malzemeden (biyobozunur madde) tiretilmesi gerekmektedir.

» Malzeme pargalanirken biyouyumlulugunu kaybetmemeli ve zehirli
trlinler olusturmamalidir.

» Hiicrelerin ve besinlerin gegisini saglayacak sekilde yiiksek gozeneklilik

oranina ve uygun gézenek biyiikliigiine sahip olmalidir.

Bu ozelliklere sahip malzemeler arasinda dogal polimerler (kolajen, Kkitin,
kitosan, alginat, hyoluronik asit), biyoseramikler (trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit) ve
bu malzemelerin bilesimi ile olusan kompozit malzemeler sayilabilmektedir
(Horrocks ve Anand, 2009). Bu malzemelerin islenmesi sonucu {iretilen doku
iskeleleri, gerek kimyasal bilesim, gerekse fiziksel yapi bakimindan dogal ECM’in
yapisini Ve biyolojik islevini miimkiin oldugunca iyi bir sekilde taklit etmelidir (Peter,
X. MA., 2004).

2.4. Kemik doku

Kemik goriindiigii gibi tek bir sert yapidan olusmamaktadir aksine biiyiik
cogunlugu viskoelastik matriks olan bir yapidir (Sekil 2.5). Kemigin ana dokusu gorece
sert ve hafiftir. Kemiksi dokunun matriksi kemiklere sertligi veren inorganik mineral
olan kalsiyum fosfat (CaP) igeren hidroksiapatit formunda ve kirilmaya direnci saglayan
elastik bir protein olan organik kollajenden olusan kompozit bir malzemedir (Schmidt-
Nielsen, 1984).
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Sekil 2.6. Kemik dokusunun genel yapisi

Kemik, cesitli yapisal bilesenler igeren heterojen bir yapidir. Ayn1 zamanda
hiicreler, fibroblastlar ve lifler tarafindan sentezlenen bir temel maddeden olusup, hiicre
dis1 matriks bilesimi ile kalsifiye olmus bir destek dokudur. Kandaki kalsiyum seviyesi
normal miktarin altina diistiiglinde kemiklerden kalsiyum salinarak metabolik ihtiyag
karsilanir, kandaki kalsiyum seviyesi yiikseldiginde ise kalsiyumun fazlasi kemik
matriksinde depolanir. Boylece organlart koruma ve yiik tasimanin diginda hematopoez

i¢in uygun ortami saglar.

2.4.1. Kortikal kemik doku

Kemik dokusunun dis tabakasini olusturan yap: kortikal kemik ya da sert kemik
dokusu olarak adlandiriimaktadir. Kortikal kemik osteon adi verilen mikroskobik
siitunlardan olusur. Her bir siitun metabolik olarak aktiftir ve osteon igerisindeki
hiicrelerin konumu ve dogas: tekrar tekrar olusturulur. Kortikal kemik dokusu distan
periosteum icten ise endosteum adi verilen bir tabaka ile kaplidir. Endosteum kortikal

kemik dokusu ve siingerimsi kemik dokusu ile bir bag olusturur (Deakin, 2006).

2.4.2. Siingerimsi kemik doku

Kemik dokusunun i¢ kismini dolduran bsliim stingerimsi (trabekiiler, bosluklu)

kemik dokusu olarak bilinmektedir. Bu doku agik gozenek agina sahiptir. Ince
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osteoblast tabakas: (olgunlasmamis kemik hiicreleri) endosteumu gevreleyerek diizensiz
ags1 bosluk yapisi olustururlar. Bu bosluklar igerisinde plateletleri, kirmizi kan hiicreleri
ve beyaz kan hiicrelerini olusturan kemik iligi ve hematopoietik kok hiicreleri bulunur.
Siingerimsi kemik dokusu toplam kemik kiitlesinin %20’sini olusturur ancak kortikal

kemik dokusuna gore on kat daha fazla yiizey alanina sahiptir (Deakin, 2006).

2.4.3. Kemik iligi

Kemik iligi kemiklerin i¢ kisminda yer alan esnek bir dokudur. Insanlarda kirmizi
kan hiicreleri hematopoiesis ad1 verilen bir siireg ile uzun kemiklerin bas kisimlarindaki
stingerimsi yapilarda kemik iligi tarafindan dretilir. Kemik iligi insanlarda ortalama
insan agirliginin % 4’int olusturmaktadir. Kemik iliginin hematopoietik bileseni giinde
yaklasik 500 milyar kan hiicresi tiretir. Kemik iligi ayn1 zamanda ilik stromal hiicreleri
olarak bilinen mezenkimal kok hiicreleri (MKH) de igerir. Bu hiicreler multipotent
ozellikte olup birgok farkl tiirdeki hiicrelere farklilasabilme kapasitesine sahiptir
(Vunjak ve ark., 2010).

2.4.5. Kemigin matriks bilesenleri

Kemik, organik ve inorganik fazlar iceren kompozit bir malzemedir. Agirliginin
yaklasik % 60’1 inorganik maddelerden, % 8 - 10’u sudan ve geri kalan1 da organik
maddelerden olusur. Organik faz yapiya derinlemesine igleyerek dokuya mekanik ve
biyomekanik 6zelliklerini kazandirir. Igerdigi biiyiime faktorleri ve sitokinler,
osteonektin, osteopontin, kemik siyalo protein, osteokalsin, proteoglikan ve diger
fosfoproteinler ile fosfolipitler toplam hacme gore kii¢iik bir alan1 kaplasalar da kemigin
biyolojik fonksiyonlarina sagladigi katkilart olduk¢a Onemlidir. Hemen her yerde
bulunan ve oldukga diisiik ¢oziiniirlikte olan tip I kollajen proteini kemik matriksini
olusturan ana bilesendir. Organik kismin agirlikca % 98’1 tip I kollajen ve cesitli
kollajen yapida olmayan proteinlerden meydana gelirken, sadece % 2’lik kismini
hiicreler olusturur (Einhorn 1994). Inorganik faz ise kalsiyum fosfattan dogal yollarla
olusan hidroksi apatit [(Cal0(PO4)6(OH)2] formlarinin karisimindan olusur. Ozellikle
fosfat gruplarininin yerine basta karbonat olmak {izere safsizlik igeririler, daha ¢ok
tirevleri seklinde bulunurlar. Kalsiyum iyonlar1 yerine potasyum, magnezyum,

stronsyum ve sodyum; hidroksil gruplar1 yerine de klor ve flor safsizlik olarak



17

bulunabilir. Bu safsizliklar apatitin kristalinitesini azaltir ve dolayisiyla ¢oziilme gibi

kemik yikiminda oldukga 6nemli olan 6zelliklerini de degistirir (Ou-Yang, 2001).

2.4.6. Kemigin hiicresel bilesenleri

Kemik metabolizmast mekanik, kimyasal, magnetik, elektriksel olmak iizere
cevresel sinyallerle diizenlenir. Kemik hiicreleri, yeni kemik olusumunu ve lokal kemik
yikiminm1 diizenleyen bu g¢evresel sinyallerden sorumludur. Kemik dokudaki hiicreler
mezenkimal ve hematopoitik kaynakli olarak 2 grupta toplanir.

» mezenkimal kaynakli; osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, osteositler,

» hematopoitik kaynakli; osteoklastlar.

2.4.6.1. Osteoprogenitor hiicreler

Mezenkimadan koken alan osteoprogenitor hiicreleri, osteoblast ve osteosit
hiicrelerinin 6nciilleridir. Progenitor hiicreler, asidofilik sitoplazmali, soluk boyanan
nukleuslu hiicreler olup periosteumun i¢ katinda, endosteumda ve Havers kanallarinda
bulunur. Kemikte herhangi bir aktivite ya da problem meydana geldiginde kemik
biiyiimesi veya kirik onariminda aktif hale gelerek béliiniirler. Ihtiyaca gére diger kemik

hiicrelerine dondisiirler.

2.4.6.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar pluripotent mezenkimal kok hiicre kaynaklhidirlar ve kemik iliginde,
periosteumda ve yumusak dokularda bulunurlar. Kemik olusum siirecinde sonradan
mineralize olacak osteokalsin, kemik sialoprotein, osteopontin, osteonektin, belirli
hormon reseptorleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler gibi matriks proteinlerinin ve tip I
kollajen sentezinden sorumludurlar (Yang, 2005). Osteoblastlar, kemik matriksinin
organik kisimlarmin sentezinden de sorumludurlar ve kemigin inorganik kisimlarinin
sentezi osteoblastlarin bulunmasina baglidir. Osteoblastlar, kemiksi yapilarda birikip
ortami1 mineralize ederek yeni kemigi olustururlar. Kemik yiizeylerinde yan yana
dizilirler. Iri nukleuslar1 olup sitoplazmalar1 koyu ve bazofiliktir. Bu hiicreler
birbirleriyle kisa ¢ikintilarla / sitoplazmik uzantilarla iliski kurarlar. Bu uzantilar, hiicre

kendi etrafin1 matriks ile sarmaya bagladig1 zaman daha belirgin hale gelir.
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Matriks sentezi yapmaya basladiklarinda sekilleri kiibikten prizmatige kadar
degisebilir. Alkalin fosfataz aktivitesi artar. Sentez aktiviteleri azaldik¢a yassilasirlar,
alkalin fosfataz aktiviteleri yavasladik¢a sitoplazmalarindaki bazofilik 6zellikleri de
azalir. Yeni kemigi olusurken osteoblastlarin bazilar1 matriks igerisine enkapsiile olarak
osteosit adi verilen hiicrelere farklilasirlar. Kalan osteoblastlar yeni olugsmus kemik
yiizeyini kaplayip, dinlenme evresindeki hiicre dizilerine doniisene kadar kemik

sentezlemeye devam ederler (Lian ve Stein, 2001).

2.4.6.3. Osteositler

Osteoblastlarin farklilasmasiyla olusan olgun kemik hiicresidir. Tim kemik
hiicrelerinin toplam % 95’ini olustururlar. Yaslandiklarinda matriks molekiilii iretimleri
diiser ve kemik matriksi icine goOmiilerek apoptozisle varliklarini sonlandirirlar.
Kemikte baskin olarak mekanik sensor fonksiyonu ile iligkilidirler. Gelisimlerini
tamamlamis olduklarindan sentez yapamazlar. Bu nedenle graniillii ER ve golgilerinde
azalma goriliir. Sitoplazma bazofilisi de daha azdir. Kemikte “lakiina” denilen
bosluklar icinde gomiilii sekilde yerlesmislerdir. En tipik ozelliklerinden biri de
lakiinalar i¢inde dallanan “kanalikiili” uzantilaridir. Lakiin - skanalikiil sistemleri

sayesinde komsu hiicrelerle ve osteoblastlarla iletisim halindedirler (Lian ve Stein,
2001).

2.4.6.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, hematopoitik kokenli olup hiicre dis1 matriks ve kemik yikimindan
sorumlu hiicrelerdir. 20 - 100 um ¢aplara sahip biiyiikk hiicrelerdir, ¢ok sayida
mitokondrileri, lizozomlar1 ve 1y1 gelismis golgi kompleksleri vardir. Fonksiyonlarindan
dolay1 makrofaj tiiri hiicre olarak da kabul edilirler ancak aktif fagositoz yapmazlar.
Icerdikleri kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe ederler (Yang,
2005). Osteoklastlar hormonlara karst duyarlidir. Paratiroid hormonu hiicrede RNA
sentezini arttirmada etkili iken , kalsitonun hormonu tersi etki yaparak kemik
yikiminda, kemigin modellenmesinde énemli rol oynar. Osteoklastlarin kemigi rezorbe
etmesiyle ortama salinan donistirict biyime faktorli B (TGF- Beta, Transforming

Growth Factor), kemik morfogenetik proteinleri (BMP, Bone Morphogenetic Proteins),
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fibroblast bliyime faktort (FGF, Fibroblast Growth Factor) ve insiilin-benzeri bliyiime
faktori (IGF, Insulin-like Growth Factor) mezenkimal kok hiicreleri ve pre-osteoblastlari
uyarir kemik yapimi baglar. Diger yandan pre-osteoblastlar monosit hiicrelerini
indiikleyen M-CSF ve RANKL ligandlarin1 eksprese etmeye baslar ve osteoklast
farklilagmasini saglarlar. Kemik homeostast bu sekilde dengede kalmis olur (Quinn ve

Gillespie, 2005).

2.4.7. Kemik doku miihendisligi

Cam kemik hastaligi, osteomiyelit, osteoartirit ve osteoporoz gibi kemik
hastaliklari, travma, enfeksiyon ve kanser gibi sebeplere bagli olusan kemik hasarlarinin
tamiri i¢in farkli tedavi yontemleri vardir. Temel olarak kemik defektlerinde, 6zellikle
kritik boyuttaki defekt tizerinde iyilesmeyi saglamak i¢in olusan bosluklarin implant ile
doldurulmasi gerekir.

Bu amacgla kemik rekonstriiktif ameliyat teknikleri c¢ogunlukla geleneksel,
hiicresiz-kalic1 malzemelerle yapilan tedavilerdir. Kemik defekti tedavisinde otograft
implant altin standart olarak nitelendirilse de alinacak otograft implantin miktar
sinirhdir ve dondrde kronik agrilar, fiziksel bozukluklar gibi ¢esitli rahatsizliklara sebep
olmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerine alternatif olarak kemik dokunun tamirini ve
sirekliligini saglamak, fonksiyonunu gelistirmek {izere biyolojik substiitientleri
miihendislik ve canli bilimi esaslari ile birlestiren interdisipliner bir alan, kemik doku
mithendisligi yaklagimi ortaya ¢ikar (Boccaccio, 2011). Kemik doku miihendisliginde
kullamilmak amaciyla gelistirilen biyomimetik iskelelerin, hiicre tutunmasi,
farklilasmasi ve cogalmasi gibi biyolojik siiregleri yeni doku olusumu gergeklesine
kadar uygun mikrogevreyi saglamalar: ve desteklemeleri gerekir. Uretilen malzemelerin
biyouyumluluk ve biyoyikim siire¢lerinin, mekanik dayanim ozelliklerinin ve molekiil

tasima kapasitesinin de kullanim amaglarina uygun olarak degerlendirilmesi gerekir.

2.4.8. Osteosarkoma (kemik tiimorii)

Osteosarkom en sik goriilen primer malign kemik tiimoriidiir. Daha ¢ok
cocuklarda ve geng eriskinlerde goriiliir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil

bildirilen yaklasik 900 yeni osteosarkom vakasi vardir (Zhang ve ark., 2014).
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Osteoblast, osteoklast ve mezenkimal prekiirsor aktiviteleri arasindaki dengenin
degismesiyle meydana gelerek, siklikla uzun kemiklerde (distal femur, proksimal tibia
ve humerus) gelisir. Yiiksek malign derecesi, metastazi ve 6liim orani nedeniyle klinik
arastirmalarda sicak nokta olarak kabul edilir. Son yillardaki radyoterapi, kemoterapi,
cerrahi miidahalelerle yapilan tedaviler osteosarkom hastalarinin klinik sonuglarini
iyilestirmistir. Bununla birlikte iki ana problemi; niiksii ve metastazi ¢6zmek hala ¢cok
zordur. Osteosarkomlu hastalarda 6lim nedenlerinin yaklasik % 80 - 90'I metastaz,
Ozellikle pulmoner metastazidir. Metastaz tiimor, tani ve tedavide 6nemli bir sorundur.
Bes yillik genel sagkalim yaklasik % 65'tir ve uzun sireli sagkalimin en iyi tahmincisi,
tanida metastatik hastaligin olmamasidir, metastaz sonrasi sagkalim ise bir yildan azdir.
Bu hastalar i¢in yeni farmakolojik yaklasimlarin arastirilmasi zorunludur (Abarrategi ve
ark. 2016).

Osteosarkoma  tedavilerinin ilerlemesinde ve direncinin altinda yatan
mekanizmalart arastirmak icin iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiir modelleri olusturuldu ve
kullanildi. Hiicre - hiicre ve hiicre - matris etkilesimlerinin, timor morfogenezinde ve
kanser ilerlemesinde kilit bir role sahip oldugu bulundu. Bununla birlikte, kanser
hiicrelerini ve tlimor siirecini incelemek i¢in 2B yaklasimlarinin kullanilmasi, timor
hiicresi biyolojisini agiklayamadi, cilinkii bunlar; gergek tiimdér makro yapisini taklit
edemediler ve timoriin karmagikligini (tiimor - stroma etkilesimleri) ve heterojenligini
(timor varyantlar1) yansitamadilar. Stromal, immiin ve endotel hiicreleri olan hiicreler
ve hiicre - hiicre dis1 matriks (ECM) etkilesimlerinin yani1 sira hiicre ylizeyi reseptorleri
ekspresyonu, biiyiime faktorii sentezi, fiziksel ve kimyasal kosullar, in vitro 3B kiiltiir
sistemlerinde incelenebilecektir. 3B doku iskelelerinin tiimoér dokularinin karakteristik

yapisina uygunlugu yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir (Dong ve ark., 2016).

2.5. Saos-2 (Osteosarkoma) Hiicre Hatti

Saos-2, birkag osteoblastik 6zellik sergileyen bir insan osteosarkom hiicre hattidir.
1973 yilinda Fogh ve ark. tarafindan 11 yasindaki bir Kafkas kizinin primer
osteosarkomasindan tiiretilmistir. Bu hiicreler, 1,25-dihidroksivitamin D reseptorleri
eksprese ve yiiksek bazal alkalen fosfataz aktivitesine sahiptir. Paratiroid hormonu
(PTH) reseptoriinii eksprese ederler ve PTH ile tedaviye yanmit olarak siklik AMP

uretirler. Bu hiicreler, immiin sistemi baskilanmis farelere deri altindan enjekte
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edildiginde tiimor olusturmaz. Bununla birlikte, immiin sistemi baskilanmis farelere
intra-peritoneal olarak implante edilen difiizyon odalarina enjekte edildiginde, Saos-2
hiicreleri, osteoblastik hiicrelerin tanimlayici bir 6zelligi olan mineralize bir matris
tiretir. Bu hiicreler kemik belirteclerini yiiksek seviyelerde géstermeleri nedeniyle insan
osteoblastlarina ¢ok benzemektedir. Bu hiicreler osteoblastik fenotip gosterir, uzun siire
yasatilabilir ve in vitro olarak kemik olusturabilirler.Tim bu 6zelliklerinden dolayi
Saos-2 hiicre hatti, yeni tedavileri test etmek icin bir model olarak kemik kanseri
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Mulkins MA, ve ark., 1983).

Saos-2 hiicreleri % 10 (v/v) fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS) ile
desteklenmis DMEM (Dulbecco's Modification of Eagles Medium) kiiltiir ortamina % 1
penisilin / streptomisin eklenrek, % 5 CO, atmosfere sahip ve 37 °C’deki intiibatorlerde

biiyiitiilmektedir.

Sekil 2.7. Iinverted mikroskopta 10X objektifte goriintiilenen Saos-2 hiicre hatt:
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Numune Analizleri

3.1.1. Sivi ¢ozeltide 2-Aminometilpridin, 3-Aminometilpridin, 4-Aminometilpridin

p-tert-biitilkaliks[4]arenin Diamit tiirevleri sentezi ve analizi

CH,C1,
CH;OH

CH,Cl,
CHyOH

Sekil. 3.1. 2-Aminometilpridin, 3-Aminometilpridin, 4-Aminometilpridin p-tert-
biitilkaliks[4]arenin Diamit Tiirevleri

Sekil.3.1’de mekanizmas1 verilen maddeler Ek-1’de gosterildigi gibi

senteztezlenip, deneysel caligmalar i¢in hazirlandi.

Sentezlenen supramolekiil bilesiklerinin yapisal analizi spektroskopik teknikler
(FTIR, 'H-NMR, 13C-NMR, MS) ve element analizi, TGA, DSC, SEM ve TEM gibi

karakterizasyon teknikleri kullanilarak yapildi.
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3.1.2. Elektrospin Teknigi ile Nanolif Uretimi

Elektrospin teknolojisi sol-jel yontemi ile birlestirildiginde, polimer veya seramik
¢ozeltiden belirli bir elektrik alan altinda nanolif tiretimi saglamaktadir (Li, 2006).
Elektrospin, kati ve bosluklu i¢ yapili, homojen ¢apta, uzun boylarda ve gesitli
komposizyonlarda nanolif iiretimi saglayan bir yontemdir. Bu proses ii¢ temel
bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler yiiksek voltaj giic saglayicisi, metalik igne
(spinneret) ve toplayicidir. Metalik igne, igerisinde polimer soliisyonu veya erigi
bulunan bir siringa ile birlesiktir. Siringa pompasmin kullanimi ile soliisyon igneye
dogru sabit ve kontrol edilebilir bir hizda iletilir. Yiiksek voltaj uygulandigr zaman (5
ile 50 kV arasi) igne agzinda asili duran polimer damlacigi elektriklenir ve indiiklenmis
olan yiik yiizeye esit olarak dagitilir. Elektrostatik etkilesimlerin altinda, sivi damla
Taylor konigi olarak bilinen bir konik nesne i¢ine dogru sekil degisimine ugrar. Bu
elektriklenmis jetin uzamasi ipliksi yapi olusturur. Sivi jetin devamli uzamasiyla ve
¢Oziiclinlin buharlagsmasiyla beraber ¢ap1 10 - 200 nm araliginda nanolifler {iretilip, 3B
iskeleler i¢in ito adi verilen indiyum kalay oksit bu liflerle kaplanarak kullanima hazir

hale getirilmistir.

Sirnga

Polimer ¢ozeltisi —

Taylor konisi

N

iEne ucu

S jet

Yiiksek voltaj v .

gu¢ kaynagi

Kollektor

Sekil. 3.2. Elektrospin Cihazi Sematik Gorlintiisi
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Nanolifler, Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii’nde, Prof. Dr. Seref

Ertul’un laboratuvarinda Ogr. Gor. Dr. Fatih Ozcan tarafindan hazirlanmustir.

Sekil 3.3. ito iizerine kaplanan nanolifler

3.1.3. Nanolif sterilizasyonu

Deneysel calismalarda kullanilmak iizere kaliksaren nanolifler 24 kuyu kiiltiir
plakalarina yerlestirilerek, 2 saat UV i1smlarima maruz birakildi. Sterilizasyonu
tamamlanan nanolifler Hanks tuz soliisyonu ile yikanarak hiicre ekimi i¢in hazir hale

getirildi.

g

Sekil. 3.4. Plakalara yerlestirilen nanoliflerin UV ile sterilizasyonu
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3.2. Biyolojik Numune Analizleri

3.2.1. Saos-2 (osteosarkoma) hiicre hatti

Saos-2 (ATCC"™ HTB-85™) osteoblastik 6zellik sergileyen bir insan osteosarkom
hiicre hattidir. 1973 yilinda Fogh ve ark. tarafindan 11 yasindaki bir Kafkas kizin
primer osteosarkomasindan tiiretilmistir. Bu hiicreler, 1,25-dihidroksivitamin D
reseptorleri eksprese ve yiiksek bazal alkalen fosfataz aktivitesine sahiptir. Yiizeye

tutunarak, tabakalagmadan tek katman halinde biiyiiyen bir hiicre hattidir.

3.2.2. Hiicre ¢ozme (thawing) islemi

< -180 °C s1v1 azot tanklarinda muhafaza edilen Saos-2 hiicre hatt1, oda 1si1sinda
cozdiirtilerek, icerisinde % 15 (v/v) fetal bovine serumu (fetal dana serumu, FBS,
Bichorom-Merck, Almanya; S-0115) ve antibakteriyal penicilin (5 mg/ml) bulunan
Dulbecco-MEM (Sigma D6429, composed of 4,500 mg/I glucose, sodium pyruvate, and
sodium bicarbonate) besiyeri ile seyreltilip, T-25 hiicre kiiltiir kaplarinda inkiibasyona
birakildi. Invert mikroskopta, yeterli biiyiimeyi sagladig1 gézlemlenen Saos-2 hiicresi
yiizey alanin1 genisletmek i¢in T-75 kiiltiir kabina aktarildi. Hiicre pasajlama protokolii
ile yapilan bu ¢ogaltma islemine, planlanan deney c¢alismalari i¢in gerekli miktarda

hiicre sayisina ulasana kadar devam edildi.

Sekil 3.5. (a) Siv1 azottan ¢ikarilan kriyotiip, (b) Cozdiiriiliip T-25 kiiltiir kanina aktarilan Saos-2 hiicre

hattinin Invert mikroskop gériiniitiisii
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3.2.3. Hiicre Kkiiltiirii ve pasaj (alt kiiltiirleme)

Sao0s-2 hiicre hattinin kiiltiir ortami igin % 15 (v/v) fetal bovine serumu (fetal
dana serumu, FBS), Dulbecco-MEM besiyeri kullanildi. Dulbecco-MEM besiyerine,
bakteri enfeksiyonuna kars1 dnlem almak i¢in penicilin (5 mg/ml) eklendi. Daha sonra
hiicre kiiltiir kab1 37 °C’de, % 5 CO;’li inkiibatore yelestirildi.

Kiiltiir kab1 yiizeyinin yaklasik % 70’ini dolduran hiicreler tampon c¢ozeltisi
(Hanks tuz soliisyon Biochrom-Merck, Almanya; L-2045) ile yiizeyi kaplayacak sekilde
gerekli tekrarlarla yikandiktan sonra hiicreleri yiizeyden kaldirmak igin yiizeye
tutunmalarini saglayan proteinleri (integrin gibi) yikima ugratan tripsin-EDTA
(Biochrom-Merck, Almanya; L-2143) ¢ozeltisi ile muamele edildi. Tripsin enzimi
37 °C'de aktif oldugundan, hiicreler yiizeyden kalkana kadar kiiltiir kab1 37 °C, % 95
nem ve % 5 CO; igeren inkiibatérde bekletildi. Bekleme sonrasi tripsin enzimi hiicre
icinde de yikima sebep olmamasi i¢in komleks besiyeri eklendi. Yiizeyden kalkan
hiicrelerin bir kismi dondurulup veya atik olarak ayrilirken, geriye kalan kismi santrifiij
tiipline aktarilip 1200 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant: atilan hiicre pelletine
biiyiime besiyeri eklenip homojen olarak seyreltildi. T-75 kiiltiir kabina alinan hiicreler
invert mikroskopta incelenip fotograflandirildiktan sonra % 5 CO, % 95 nem igeren 37
°C inkiibatore biiytimeye birakildi (Uyar, 2014).

Sekil 3.6. Saos-2 hiicre hatt1 kiiltiiriinde kullanilan cihazlar; (a) inkiibatorler, (b) invert
mikroskop, (c) santrifiij ve (d) su banyosu



Sekil 3.7. Saos-2 hiicrelerinin plakaya aktarildiktan sonra yiizeye tutunma ve ¢ogalma siireglerinin, invert

mikroskopta 10X objektifle goriintiilenmesi; (a) 10 saat sonra, (b) 24 saat sonra, (c,d) 48 saat sonra
3.2.4. Hiicrelerin sayimi ve ekimi

Standart trifan mavisi teknigini kullanilarak yapilan hemasitometre; her biri 1 x 1
mm olan 9 kareye boliinmiis iki bolmesi olan, orgiilii-cam lamlarin kullanildig: bir
metottur. Hiicre siispansiyonu kapiler hareketlerle bolmeye dogru ilerler. Hiicreler her 1
x 1 mm kare i¢in 0.1 pL olacak sekilde uzanir ve manuel olarak sayilir. Her kare icin
hesaplanan hiicre sayist ve seyreltme faktorii mililitredeki orijinal hiicre
konsantrasyonunu (hiicre sayisi / ml) hesaplamak i¢in kullanilir. Hemasitometre 1 x 1
mm boyutunda 9 kare igeren 2 bélme igerir, ml” deki hiicre konsantrasyonu ise ortalama
her bir kare x 10 ‘tir. Eger herhangi bir seyreltme varsa hiicre konsantrasyonu

hesaplanirken formiile ilave edilmelidir.

(Hiicre/ml) = Hemasitometre’deki hiicre sayisi /2)x diliisyon faktorii x 10° (3.2)
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Sekil 3.8. (a) hiicre sayiminda kullanilan malzemeler, (b) hiicrelerin sayim ve ekimi igin hazirlanmasi

Isik mikroskobu ile yapilan sayim isleminde, 6lii hiicreler membran biitiinltigi
bozuldugu i¢in mavi renkte goriintiilenir. Canli hiicreler parlak ve saydamdir. Bu sayede
hiicre sayimi kolaylikla gerceklestirilir.

Hiicrelerin ekim islemi igin yeterli yogunluga ulasip ulagmadigi invert
mikroskopta kontrol edildi. Kiiltiir kabi yiizeyini kaplayan hiicrelerin besiyeri ¢ekilerek
tampon c¢ozeltisi ile yikandi. Yiizeyi kaplayacak miktarda tripsin-EDTA  ¢ozeltisi
eklenip % 5 CO; igeren 37 °C inkiibatorde hiicreler ylizeyden kalkana kadar bekletildi.
Tripsin enzimini inaktif hale getirmek icin biiyiime besiyeri eklendi. Hazirlanan
siispansiyon santrifiij tiipiine aktarilarak 1200 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Atik
stipernatant1 uzaklastirilan pellet biiylime besiyeri ile seyreltilerek homojen bir dagilim
saglandi.

Mililitredeki yogunlugu 96 kuyu plaka igin 10x10* ve 24 kuyu plaka i¢in 15x10*
olacak sekilde sayim islemi tamamlanan Saos-2 hiicrelerinin plakalara ekimi yapilarak
(% 5 CO,, % 95 nem igeren 37 °C) inkiibatorde 24 ve 48 saat biiyiimeye birakildi.

Tim deneysel c¢aligmalarda (xtt konfokal analizi ve sem) hiicre sayim ve ekim

islemi yukarida bahsedildigi gibi yapild.
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3.2.5. Hiicre dondurma (freezing) teknigi

Dondurulacak olan Saos-2 hiicreleri pasajlanip, santrifiijden gelen hiicre
siipernatant1 uzaklastirlirken pellete 1.0 ml dondurma ¢ozeltisi (% 10 DMSO, % 90
Fetal Sigir Serumu) eklenip kriyotiipe aktarildi. Kriyotiip dondurulmak iizere igerisinde
izopropil-alkol bulunan Mr. Frosty adi ile bilinen kriyotiip dondurma konteynirina
yerlestirilerek -80 °C’ye yerlestirildi. Bir giin sonra Mr. Frosty’den ¢ikarilan kriyotiip <

-180 °C siv1 azot tankina uzun siireli olarak stoklandi.

Sekil 3.9. < -180 °C s1v1 azot tank1 ve azot iiretim cihazi

3.2.6. XTT (hiicre canhlik ) testi

Sitotoksisite testleri, ilag olmast muhtemel ya da toksik etkisi bilinmeyen bir
maddenin davranist hakkinda temel bilgiler verir ve daha sonra yapilacak hayvan
denemeleri veya klinik denemelere kaynak olusturur. Bu nedenle, ilgili ¢aligmalardan
elde edilecek verilerin dogrulugu ve giivenilirligi 6nemlidir (Tokur ve ark., 2017).

Arastirmadaki sitotoksisite testlerinde XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) soliisyonu kullanildi. 24 kuyu kiiltiir
kabina yerlestirilen kaliksaren nanolifler {izerine ekim yapilip sitotoksisite dl¢lim dncesi
48 saat (% 5 CO2, % 95 nem igeren 37 °C) inkiibatorde bekletidi.

96 kuyu kiiltiir kaplarina ise hiicre inkiibasyonundan 24 saat sonra, nanolif
eldesinde kullanilan 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin kimysal toz, ham halleri biiyiime
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besiyeri ile tamamen ¢o6zdiiriiliip konsantrasyon 500 puM’dan 1 puM’a kadar seri
diliisyon ile eklendi.

Hiicre ekimi yapilmis ve inkiibasyon siiresi dolmus olan 96 — 24 kuyu kiiltiir
plakalarina XTT soliisyonu eklenip (% 5 CO, % 95 nem igeren 37 °C) inkiibatorde 4-5
saat bekletildi. Hiicre canliligin1 gérmek i¢in ELISA (Epoch Biotek) okuyucuda 460 ve
650 nm dalga boyunda 6l¢tim yapildi.

Sekil 3.10. (a) Elisa okuyucu cihazi (b) XTT soliisyonunda 5 saat bekletilen hiicre plakalari

3.2.7. Lazer taramal konfokal mikroskop uygulamasi

Hiicrelerin morfolojilerini incelemek i¢in daha net bir goriintiileme saglayan lazer
taramal1 konfokal mikroskop ile dokuya uygun floresan boyalarla analiz yapildi.

Onceki deneysel calismalarda belirtilen sekilde hiicre ekimi yapilan 24 kuyu
kiiltiirlerine yeterli inkiibasyondan sonra PBS (Phosphate Buffered Saline) tamponuyla
tekrarli olarak muamele edildi. Tampon uzaklastirilarak hiicre yapisimi kararli hale
getirmek i¢in % 4 paraformaldehit eklendi, oda 1sisinda bekletildikten sonra tekrar PBS
ile muamele edildi. Dezenfektan amagli % 0.5 Triton X-100 soliisyonu eklendi
sonrasinda PBS ile yikandi. Stoplazma goriintiisli i¢in boya olarak kiiltiir plakalarina
Phalloidin ilave edildip gerekli siire igerisinde PBS ile uzaklastirildi. Son olarak
cekirdek goriintiisii i¢in Dapi boyasi kullanilarak ayni sekilde PBS ile uzaklastirildi.

Analiz i¢gin hazir olan hiicre plakalart Nikon A1R-Al lazer taramali konfokal
mikroskopta 488 ve 635 nm dalga boyunda goriintiilendi.
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Sekil 3.11. Lazer taramali konfokal mikroskop

3.2.8. SEM (taramah elektron mikroskobu) uygulamasi

Kaplama ylizeylerinin karakterizasyonunda kullanilan SEM yiiksek enerjili
elektronlarla ylizeyin taranmasi prensibiyle ¢alisir.

Nanolif yerlestirilmis 24 kuyu palakalara ekimi yapilan hiicreler gerekli
inkiibasyondan sonra 0.1 M Na kakodilat (pH: 7,3-7,4) tampon ¢dozeltisiyle tekrarl
olarak yikandi. Plakalara 0.1 M’lik Na kakodilat tamponu ile seyreltilen % 2.5 seyreltik
glutaraldehit soliisyonu eklenip karanlik bir ortamda oda 1sisinda bekletildi. % 2.5
seyreltik glutaraldehit soliisyon uzaklastirilarak 0.1 M Na kakodilat ile muamele edildi.
Na kakodilat tampon ¢ozeltisi aspiratorle ortamdan c¢ekilerek numuneler ilk Once
dondurulup sonrasinda liyofilizasyon (kurutma) iglemi yapildi. 5 nm AuPd ile kaplanan

numuneler SEM’nda (Evo LS10, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) goriintiilendi.

Sekil 3.12. (a) SEM ( taramal1 elektron mikroskobu), (b) AuPd kaplama cihazi
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’nin Yapi, Karekterizasyon ve Sentez Sonug¢lari

-]

CH,Cl,
CH,0H

CH,C,
CH,OH

J-aminometilpiridin

-

OH

@ Ho ¢
L2
HN
|
N

[s]
NH
& &~ |
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Sekil.4.1 2-Aminometilpridin, 3-Aminometilpridin, 4-Aminometilpridin p-tert-bitilkaliks[4]arenin
Diamit Tirevleri

Sekil.4.1’de CH,CI, : CH3OH(45 ml/45 ml) igerisinde ¢oziinmiis olan 2.13 ¢
(2,5 mmol) Diester bilesigine CH,Cl, : CH3;OH(45 ml/45 ml) 15 mmol (1.62 g) ilave
edilerek oda 1sisinda 72 saat manyatik karigtiricida reaksiyona birakildi. Reaksiyon
takibi ITK’den yapilarak maddelerden iriin eldesi izlendi. Son olarak bilesikler

saflastirilip ¢alismalarimiz i¢in hazir hale getirildi.

4.2. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin Invert Mikroskopta Saos-2 ile

Etkilesimlerinin Incelenmesi

96 kuyu plakalara 10*10* / ml olarak ekimi yapilan Saos-2 hiicrelerine 24 saat
sonra kimyasal toz numuneden biiyiime besiyeriyle hazirlanan 2-AMP seri diliisyon ile
1-500 puM eklenip bir giin siireyle inkiibatdre birakildi. Invert mikroskopla yapilan

gozlemler sonucunda 2-AMP’nin Saos-2 hiicre hattinda doza bagl sitotoksik bir
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etkisinin olmadig1 goriildii bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda madde

yogunlugu arttig1 igin hiicreler goriintiilenemedi (Sekil 4.6).

Hiicre Kontrolii 1 pM 3uM 7 pM 15 pM

125 pM 250 uM 500 pM

2-AMP
Sekil 4.2. 96 kuyu plakalara ekimi yapilmig olan Saos-2 hiicrelerine 24 saat sonra 2-AMP’nin etkisinin

10x objektifteki invert mikroskop goértntiileri

96 kuyu plakalara 10*10* / ml olarak ekimi yapilan Saos-2 hiicrelerine 24 saat
sonra kimyasal toz numuneden biiyiime besiyeriyle hazirlanan 3-AMP seri diliisyon ile
1-500 pM eklenip bir giin siireyle inkiibatore birakildi. Invert mikroskopla yapilan
gozlemler sonucunda 3-AMP’nin Saos-2 hiicre hattinda doza bagl olarak sitotoksik
etkisinin oldugu goriildi. Diisiik dozlarda hiicrelerin siserek lizize ugradigi gézlemlendi,
yiikksek konsantrasyonlarda madde yogunlugu arttig1 i¢in hiicreler goriintiilenemedi
ancak maddenin sitotoksik etkisine dayanarak tamamen o6ldiigi tahmin edildi (Sekil

4.7).
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Hiicre Kontrolii 1 pM 15 M

30 M 60 pM 250 pM

3-AMP

Sekil 4.3. 96 kuyu plakalara ekimi yapilmig olan Saos-2 hiicrelerine 24 saat sonra 3-AMP nin etkisinin
10x objektifteki invert mikroskop goriintiileri

96 kuyu plakalara 10*10* / ml olarak ekimi yapilan Saos-2 hiicrelerine 24 saat
sonra kimyasal toz numuneden biiylime besiyeriyle hazirlanan 4-AMP seri diliisyon ile
1-500 pM eklenip bir giin siireyle inkiibatére birakildi. Invert mikroskopla yapilan
gozlemler sonucunda 4-AMP’nin Saos-2 hiicre hattinda doza bagl sitotoksik etkisinin
2-AMP’den ¢ok 3-AMP’den ise az oldugu gézlemlendi (Sekil 4.8).

Hiicre Kontrolii

15 uM

125 uM 250 pM

60 uM

4-AMP

Sekil 4.4. 96 kuyu plakalara ekimi yapilmis olan Saos-2 hiicrelerine 24 saat sonra 3-AMP’nin etkisinin
10x objektifteki inverted mikroskop goriintiileri

30 uM
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invert mikroskop gériintiilerinden yola ¢ikarak 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin
sitotoksik etki doz araligini incelemek ve ICsg degerlerini hesaplayabilmek i¢in XTT

testi yapildu.

4.2.1. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin Saos-2 ile XTT (hiicre canlihigr)

analizlerinin degerlendirilmesi

96 kuyu kiiltiir plakalarina 10*10*/ ml, nanolif platformlar (2-AMP, 3-AMP ve
4-AMP) vyerlestirilmis 24 kuyu plakalara ise 15*10* olarak ekimi yapilan Saos-2
hiicreleri bir gece inkiibatorde bekletildi. Kaliksaren bilesiklerden elde ettigimiz 2-
AMP, 3-AMP ve 4-AMP’lerin toz numunelerinin sitotoksisite i¢in hassas terazide
Olgtimleri yapilarak % 0.1 DMSO + biiyiime besiyeri ile ¢ozdiriildi. Partikiil
kalmamasi ve homojen olmasi i¢in ultrasonik homojenizator olarakta bilinen sonikator
cihazi kullanildi. Hiicre ekiminden bir giin sonra 96 kuyu plakalara ¢ozdiiriilmiis olan
maddeler, en yiiksek konsantrasyon 500 uM, en diisiik konsantrasyon 1 uM olacak
sekilde seri diliisyon yaparak eklendi ve tekrar 24 saat inkiibatérde bekletildi.
Inkiibasyon siiresi tamamlanan 96 ve 24 kuyu plakalar invert mikroskopta incelenerek
fotograflandirildi. Plakalara ayni anda gerekli miktarda XTT soliisyonu eklenip,
inkiibatorde yaklasik 5 saat bekletildi. Sitotoksisitesini inceledigimiz maddelerin etkisi,
eklenen XTT sollisyonundaki tetrazolyum tuzunu formazana ¢eviren canlt Saos-2
hiicrelerinin mitokondriyal aktivitesi ile olusan turuncu renkle ve kaydettigimiz
fotograflarla iliskilendirildi. Elisa cihazinda 460 ve 650 nm dalga boyunda
spektrofotometrik dl¢lim yapilarak maddelerin Saos-2 hiicre hattindaki 1Csq degerleri
hesaplandi. Tekrarli olarak yapilan XTT testleri ile caligmalarimizda kullandigimiz
kaliksaren bilesiklerin ve nanoliflerin sitotoksik etkisi degerlendirildi.

Nanolif yiizeylerde sarimlarin yogunlugundan dolay: invert mikroskopta hiicre
goriintlisii alinamadi. 3B kiiltiir ortamimizdaki hiicre proliferaayonunu incelemek igin
lazer taramali konfokal mikroskop ve taramali ekektron mikroskop (SEM) analizleri

yapildi.
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Sekil 4.5. Saos-2 hiicrelerinin 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP toz numuneleri ile 24 saat etkilesimi sonucunda
elde edilen XTT sonuglar1

Elde edilen XTT sonuglarina gore Saos-2 hiicrelerinde 3-AMP ve 4-AMP’nin
diisiik dozlarinda hiicre canliligi belirgin derecede diigmekte fakat 2-amp’nin en yiiksek
dozunda bile canlilik % 50’nin altina diismedigi goriilmektedir. Saos-2 hiicrelerinde 3-
AMP 54 uM dozda canlilig1 % 50’nin altina diistiriirken, 4-AMP’de ise bu doz 62 uM
olmakta. 2-AMP en yiiksek dozda bile canliligi % 50’den asagiya c¢ekememekte.
Tiirevlendirilmis kaliksarenlerden 3-AMP ve 4-AMP’de doza bagli toksik etki

goriiliirken 2-AMP’de bu duruma rastlanilmadi.
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2B Plaka Yizeyive 3B Nanolif Platformlar

Sekil.4.6. 3B nanolif platformlardaki Saos-2 hiicrelerinin 24 saat sonraki XTT sonuglari

Fonksiyonlandirilmig  kaliksaren  tiirevlerinden  sentezlenen 3B  nanolif
platformlardaki XTT sonuglarini inceledigimizde 2-AMP sarimli yilizeyin Saos-2
hiicrelerinin biiylimesine bile imkan vermedigi, hiicrelerin 6ldiigii goriilmekte. 3-AMP
sarimli yiizeyde ise hiicrelerin canliligini korudugu fakat istenilen % oranini vermedigi
gozlenmekte. Bununla birlikte 3-AMP’li ortamin Saos-2 hiicreleri igin optimal kosullari
saglamadig1 ve hiicrelerin ¢ogalamadigi tahmin edildi. Sekil 4.6’daki grafige gore 4-
AMP sarimli yiizeyin Saos-2 hiicre hatt1 i¢cin uygun 3B ortami sagladigi, hiicrelerin
cogalmasina olanak verdigi goriildii.

Hedefledigimiz 3B in vitro doku iskelesinin 4-AMP’li nanoliflerden elde edip
edemeyecegimize karar verebilmek i¢in lazer taramali konfokal mikroskobu ve taramali

elektron mikroskobunda (SEM) incelemeler yapild.

4.3. 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Sarimh Nanoliflerin Saos-2 Hiicre Hatt1 ile Lazer

Taramahl Konfokal Mikroskop goriintiilerinin degerlendirilmesi

24 kuyu plakalara yerlestirilmis olan (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP) nanolif
platformlar iizerine 15*10* olarak ekimi yapilan Saos-2 hiicreleri 48 saat inkiibatorde

bekletildi. Hiicrelerin protokoldeki yikama, hiicre g¢ekirdegi ve stoplazmasi boyama
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islemleri tamamlanarak lazer taramali konfokal mikroskopta 488 ve 635 nm dalga
boyunda goriintiilendi (Sekil 4.9).

2-AMP nanolif ylizeyinde Saos-2 hiicrelerinin; tek tek biliytidiigii, hiicreler arasi
sinyalin ger¢eklesmedigi goriildii. Hiicrelerin 3B ortama uyum saglayamadigi, yilizeyde
kaldig1 ve stoplazmalarinin daha sikisik elips seklinde oldugu gézlemlendi.

3-AMP nanolif yiizeyinde Saos-2 hiicrelerinin; bulundugu noktalarda ¢ogalip
boliinebildigi, hiicre iskelesinin 2-AMP’ye gore daha iyi korundugu fakat hiicrelerarasi
iletisim olmadig1 goriildii.

4-AMP nanolif yiizeyinde ise Saos-2 hiicrelerinin; &zgiin hiicre iskelesini
koruyup 2-AMP ve 3-AMP’ye gore daha biiyiik ¢ekirdeklere sahip oldugu ve yayilarak
cagaldigi goriildii. 4-AMP nanolif 3B ortamina uyum saglayan Saos-2 hiicrelerinin;
fiberler arasina girdigi, hiicrelerarasi iletisimi sagladigi goriildii.

Bu verilere dayanarak Saos-2 hiicrelerinin  4-AMP nanolif 3B ortamda

dokulagmaya gidebilecegi ongoriildii.



3-AMP -NF 2-AMP-NF Hiicre Kontrol

4-AMP —-NF

Phalloidin

Sekil 4.5. 15x10* Saos-2 hiicrelerinin (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP) nanolif platformlarda 48 saat
sonraki Lazer taramali konfokal mikroskop goriintiileri.
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4.4, 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP Sarimh Nanoliflerin Saos-2 Hiicre Hatt1 ile SEM

(Taramah Elektron Mikroskop) goriintiilerinin degerlendirilmesi

24 kuyu plakalara yerlestirilmis olan (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP) nanolif
platformlar iizerine 15*10* olarak ekimi yapilan Saos-2 hiicreleri 48 saat inkiibatorde
bekletildi. Protokol islemleri yerine getirilerek, nanolifler 5 nm AuPd ile kaplandi.
Kullanilan malzemenin yiizey topografyasini incelemek ve malzeme-hiicre etkilesimini
gozlemlemek icin daha yiiksek ¢oziiniirliikte olan SEM’ nda 3B olarak 100X, 250X,
500X ve 1000X biiyltmeleriyle goriintiilendi (Sekil 4.10).

2-AMP -NF

3-AMP -NF

B sy BTSONN  gomn [
WOTASwe  (Puter W0GA

4-AMP —NF

Sekil 4.6. 15x10* Saos-2 hiicrelerinin (2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP) nanolif platformlarda 48 saat
sonraki SEM (taramali elektron mikroskop) goriintiileri.
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SEM goriintiilerinin  de lazer taramali konfokal mikroskop goriintiilerini
destekledigi gozlemlendi. Saos-2 hiicrelerinin 2-AMP nanolif yiizeyinde kaldigi 3B
ortama giremedigi goriildi. Hiicrelerin 3-AMP nanolif 3B ortamda hiicrelerarasi
etkilesim kurmadan tekli kiiclik kiimeler halinde bulundugu goriildi. Saos-2
hiicrelerinin 4-AMP nanolif 3B ortamda doku olustururcasina uzayarak, fiber aralarini

doldurup katmanli olarak biiyiiyiip ¢cogaldig1 gézlemlendi.

Hiicre kiiltiirii galismalar1 yapilirken, hangi hiicre tipinin segilmesi gerektigiyle
ilgili genel bir dogru cevap yoktur. Diploid hiicreler laboratuvar ¢alismalar i¢in pek
uygun bulunmayip, devamli hiicre hatlari tercih edilmistir.

Carvalho ve arkadaglari, Ree ve arkadaslari, Zhang ve arkadaslari, primer insan
osteoblastlar1 ve insan osteoblast benzeri devamli hiicre hatlar1 arasinda g¢aligsmalarin
sonuglart yoniinden herhangi bir fark gézlenmedigini bildirmiglerdir.

Saos-2 hiicreleri insan osteosarkoma devamli hiicre hattidir. Bu hiicreler kemik
belirteglerini yliksek seviyelerde gdstermeleri nedeniyle insan osteoblastlarina ¢ok
benzemektedir. Calismamizda ATCC’den temin edilen Saos-2 insan osteosarkoma
hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre kiiltiir ortaminda mineralize olabilmesi ve osteoblastik
belirtecler bakimindan iyi karakterize edilebildiginden tercih edilmistir.

Literatiirde doku iskeleleriyle ilgili benzer ¢alismalar bulunmaktadir. Akay ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, rat osteoblastlarin1 farkli gézenek caplari olan doku
iskelelerinde kiiltiire ederek kemik yapisinin olusumunu gozlemlemislerdir. Hiicreler
hidroksiapatit eklenen ve eklenmeyen 40, 60 ve 100 um gozenek c¢apina sahip doku
iskelelerine ekilmis ve calisma sonucunda hidroksiapatit eklenmis tiim gozenek
boyutundaki doku iskelelerinde nodiil olusumu gerceklestigi ancak 100 um goézenek
capina sahip doku iskelesinde ise nodil olusumunun en belirgin oldugunu
belirtmislerdir (Akay ve ark., 2004).

Elektrospin ile iiretilmis doku iskelelerinde fiber morfolojisi 6nemli bir
parametredir. Fiberlerin ¢aplari, gdzeneklilik oranlari, hidrofilisiteleri doku kiiltiirii i¢in
Oonem tagimaktadir. Dogrusal ve paralel dizilmis 0.5 - 2 um capindaki polimerler hiicre
diizenlenigini ve temasini yonlendirerek osteoblastik farklilagsmay1 gdsteren fenotipik
belirtecleri arttirmaktadir. Diiz yilizeylere gore yaklasik 2 um ¢apa sahip elektroegirilmis

fiberler tlizerinde hiicre tutunmasinin daha yogun oldugu gosterilmistir (Badami, 2006).
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Benzer sekilde pre-osteoblastik hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan elektrospinle
tiretilen doku iskeleleri kiiltiirlerinde capin nano 6lgekten mikro dlgege gectikge hiicre
tutunmasi ve proliferasyonunu arttirdigr bildirilmistir (Luu ve ark., 2003).

Yapilan bir calismada 3B nanofibréz fibroin doku iskelesi iiretilmis ve kemik
rejenerasyonundaki etkinligi arastirilmistir. Hiicre canliligi testleri (MTT) 3B doku
iskelesinin 2B doku iskelesine gore canliligi arttigini gostermistir (Ki ve ark., 2008).

Calismamaizda, SEM gorintiilerinin analizi, nanoliflerin sahip oldugu boncuksuz
yap1 ve diizglin fiber morfolojisi kemik ekstraseliiler matriksinin biyomimikrisi i¢in
ideal birer ¢alisma oldugunu gdstermektedir. Uretilen kaliksaren tiirevli nanoliflerin
kemik ECM’sini taklit edebilme ve uygun bir implant malzemesi olarak kullanilabilme

kapasiteleri ALP testi ile belirlenebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Yapilan tez calismasinin; nanoteknoloji ve nanotipta 6nemli yer tutan, basta
kanser olmak iizere tedavisi oldukca zor ve hastaya yasam kalitesi bakimindan negatif
etkisi bulunan hastaliklarin teshis ve tedavisinde, alternatif bir ¢6ziim getirmesi
hedeflenmistir. Bu hedefe uygun olarak da yasam kalitesini diisiiren konvansiyonel
kemik implant malzemeleri yerine elektrospin teknigi ile daha biyouyumlu ve
biyobozunur organik kokenli implant malzemeleri iiretmek, dolayisiyla hem kanser
sonucu kemikte meydana gelebilecek hasarli dokuyu onarmak hem de kanserli
hiicrelerin tekrar olugmasini engellemek i¢in bir hiicre iskelesi olusturulmasi
amaglanmustir.

Bu tez ¢alismasinda; tiim diinyayr hizla etkisi altina alan kanser tiirevlerinden
olan osteosarkomayr ve tedavi yontemlerini incelendi. Bizim ¢alismalarimizda
kaliks[4]aren tiirevli bilesikleri ve bu bilesiklerden elde edilen 3B nanolifleri kullanildi.
Genellikle ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikan ve sag kalimin ¢ok diisiikk oldugu primer
malign kemik tiimorii i¢in onceligimiz metastazi engellemek ve ¢ikarilan hasarli bolgenin
yerine in vitro kosullarda olusturulmus, biyouyumlu ve neredeyse orijinal dokuyu
yerlestirmektir.

Kaliksarenlerin fonksiyonlastirilmasiyla elde edilen 2-AMP, 3-AMP ve 4-AMP
sentezli nanolifler ile Saos-2 hiicre hattinin etkilesimini incelendi. Oncelikle XTT
teknigini kullanarak hiicrelerin canlilik %’si hesaplandi. 4-AMP sarimli platformlarda
canliligin yiiksek oldugu goriildii. Buradan aldigimiz sonuglar1 desteklemek, hiicrelerin
bu 3B platformlardaki morfolojisini ve sinyal iletimini gozlemleyebilmek icin lazer
taramali konfokal mikroskop ile taramali elektron mikroskop (SEM) kullanildi. Elde
edilen goriintiiler incelendeiginde ise 4-AMP’1i nanoliflerde Saos-2 hiicrelerinin orijinal
yapisint  koruyarak cogaldigi, hiicreler arasi iletisimi sagladigi ve dokulagsmaya
gidebilecegi gdzlemlendi.

Tiim deneysel ¢alismalarimizin sonuglarinin birbirini destekledigi, kaliks[4]aren
tirevli 4-AMP sarimli nanolif yiizeylerin Saos-2 hiicre hatt1 i¢in uygun bir doku
iskelesi olusturacag goriildii.

Kaliksarenlerin fonksiyonlandirilmasiyla bir ¢ok calismada hedefe yonelik

tedavilerde amaca ulasilabilecegi 6ngoriildii. Calismalarimiz neticesinde hedeflenen
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sonucu elde edip 4-AMP sarimli nanolifler doku iskelesi olarak tayin edilirken, 2-AMP
sarimlt nanoliflerin ise toksik oldugu goriildi. Buradan yapilan cikarimla 2-AMP

sariml1 nanoliflerle antikanser ¢alismalarin yapilabilecegi 6ngoriildii.

5.2 Oneriler

Giliniimlizde hizla c¢ogalan ve c¢esitlenen kanser hastaliklarina karsi tedavi
yontemleri de bu oranda gelistirilmektedir. Fakat hasta sayisini, hastaliga yakalanma
oranin1 ve tedavilerin yan etkilerini en aza indirmek igin tibbin ileride gitmesi
gerekmektedir. Bu noktada hizla gelisen teknolojiden yardim alinarak yeni yontemler
gelistirilmekte. En dikkat ¢eken yontemlerin basinda 3B doku iskeleleri gelmektedir.
Ozellikle rejeneratif tipta mutlak bir ihtiyaci karsilayacak olan iskelelerin, biyouyumlu
olmasi ve in vitro kosullarda iiretilebilmesiyle yaygin bir kullanim alanina sahip olacagi
distiniilmekte.

Kaliks[4]aren tiirevlerinin farkli kompozisyonlarindan elde edilen 3B nanolif doku
iskeleleri olduk¢a umut verici. Hiicre dist matriks gorevi saglayip hiicreler arasi
sinyallesmeyi gergeklestirmesiyle ideal bir biyoiskeledir. Ayrica kemik rejenerasyonu
icin, in vitro kosullarda kemik doku olusumuna izin vermekte. Bununla birlikte doku
olusumunu etkileyecek biyomateryallerin ilavesiyle daha verimli sonuglar alinacagi da
on gérmekteyiz.

3B nanoliflerde kemik doku olusumunu hizlandirmak igin Osteoblastik hiicre
aktivitesini tetikleyen alkalen fosfataz (ALP) uygulamalarinin basarili olacagini
diisinmekteyiz. ALP kemik metabolizmasiyla ve osteoblast diferansiyasyonuyla
baglantili oldugu bilinen bir enzimdir. ALP aktivitesi, osteoblast diferansiyasyonu ve
osteojenik 6zelligin belirlenmesinde en sik kullaillan parametredir. ALP erken donemde
belirlenebilir bir kemik belirtecidir ve kemik mineralizasyonunda O6nemli rol

oynamaktadir.
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EKLER

IE(li'in])-f-asal sivi ¢cozeltilerinde 2-AMP, 3-AMP, 4-AMP’lerin sentezlenmesi

2.13 g (2.5 mmol) ilk basamakta olusan Diester bilesigi CH,Cl, : CH;OH (45
ml/45 ml) igerisinde ¢oziildii. Uzerine 15 mmol (1.62 g) ilave edildi. Reaksiyon 72 saat
boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi. Reaksiyon ITK den takip
edilerek baslangic maddelerinin iiriine doniistimii gézlendi (Etilasetat : n-Hekzan, 1:1).
Ayrica reaksiyon FT-IR spektroskopisinde 1751 cm™ deki ester karbonil bandmnin 2-
AMP i¢in 1676 cm™, 3-AMP 1681 cm™ 4-AMP i¢in 1638 cm™ amid karbonil bandina
dontisimii gézlendi. Reaksiyon sonunda ¢oziicii evaparasyon ile uzaklastirilip, geriye
kalan kat1 partikiil 250 ml CHClj ile ¢6ziildii ve ayirma hunisinde pH’1 7 olan saf H,O
ile yikandi, yitkama sonunda organik faz kuru MgSQ, ile kurutulup olusan siiziintiiye
CHsOH damlatilarak evaparator ile yogunlastirildi ve kristallenmeye birakildi.
Kristaller siiziilerek alindi. (Sayin ve ark., 2011; Ozcan ve ark., 2015).
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2-AMP (2-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.48 g (% 65.0),
E.n : 259-262 IR :1663 cm™ (C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1676 cm™; *H-NMR (400
MHz CDCls): 6 0.98 (18H, s, tBu), , 3.31 (4H, d, J= 13.3 Hz, ArCH,Ar), 4.02 (4H, d, J
=13.3 Hz, ArCH,Ar), 1.22(18H, s, tBu), 4.50-4.55 (8H, m, OCH,, Ar—CH,—NH), 6.85
(4H, s, ArH), 7.00 (4H, s, ArH), 7.18 (2H, s, OH), 7.61 (2H, d, J=7.8 Hz, PyH), 8.45
(2H, d, J=4.5 Hz, PyH), 7.06-7.10 (2H, m, PyH), 8.62 (2H, d, PyH), 9.21(2H, t, NH).
Anal. Hesapl. CgoH7206N4: C, 76.24; N, 5.93; H, 7.68. Bulunan; H, 7.70; C, 76.28; N,
5.88% (Ma: 944.56 g/mol).
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3-AMP (3-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.5 g, (% 65.8) ,
E.n : 239-242 IR :1668 cm™(C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1681 cm™; 1.22(18H, s,
tBu), 3.27 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH.Ar), *H-NMR (400 MHz CDCls): & 0.98 (18H, s,
tBu), 3.90 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH,Ar), 4.46-4.49 (8H, m, OCHz, Ar-CH,—NH), 6.85
(4H, s, ArH), 7.18 (2H, s, OH), 7.61 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 7.00 (4H, s, ArH), 7.06—
7.10 (2H, m, PyH), 8.45 (2H, d, J=4.5 Hz, PyH), 8.62 (2H, d, PyH), 9.21(2H, t, NH).
Anal. Hesapl. CgoH7206N4: H, 7.68; N, 5.93; C, 76.23. Bulunan: C, 76.31; H, 7.74; N,
5.83% (Ma: 944.56 g/mol).
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3-AMP (3-Aminometilpridin)’nin *H-NMR spektrumu

4-AMP  (4-Aminometilpridin p-tert-biitilkaliks[4]aren); Verim: 1.72 g, (%
75.5) , E.n : 239-242 IR :1609 cm™ (C=N) vmax (ATR): 3454, 3358, 1638 cm™; 'H-
NMR (400 MHz CDCls): § 1.0 (18H, s, tBu), 3.38 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH,Ar), 3.55
(4H, sAr—CH,-NH), 3.86 (4H, d, J=13.3 Hz, ArCH,Ar), 1.27 (18H, s, tBu), 4.80 (4H, s,
OCHy), 6.85 (4H, s, ArH), 7.05 (2H, m, PyH), 7.26 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 6.88 (4H,
s, ArH), 7.48 (2H, s, OH), 7.54 (2H, d, J= 7.8 Hz, PyH), 9.33 (2H, t, NH). Anal. Hesapl.
CeoH7206N4:C, 76.23; H, 7.68; N, 5.93. Bulunan: H, 7.74; C, 76.31; N, 5.83% (Ma:
944.56 g/mol).
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