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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YENIi SENTEZLENMIS FLOR VE METOKSI SUBSTITUE KALKON
BILESIKLERININ OLASI ANTIKANSER ETKISININ FARKLI HUCRE
HATLARINDA DEGERLENDIRILMESI

Gamze Ceren BEBEK

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Bilimler Anabilim Dali

Danmisman: Dr. Ogretim Uyesi Kiibra Gizem OZKEMAHLI

Amag: Kalkon bilesikleri, 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisi tasir ve antikanser aktivite olmak
tizere pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Kalkon ailesi, hiicre dongiisii bozma, otofaji
diizenleme, apoptoz indiiksiyonu gibi birgok mekanizma yoluyla kansere kars1 in vivo ve in
vitro aktivite gdstermektedir. Bu bilgiler 1s181nda gerceklestirilen tez kapsaminda, A549,
MCF7, HEPG2 ve HDFa hiicre hatlarinda bir seri flor ve metoksi tiirevi kalkonlarin farkl
konsantasyonlarda antikanser aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Sentezi gergeklestirilmis bir seri flor ve metoksi tirevi kalkon
bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinin A549, MCF7, HEPG2 ve HDFa hiicre hatlar
iizerinde hiicre canliligina etkisi kolorimetrik bir yontem olan MTT ydntemi kullanilarak
belirlenmistir. Calismada ayrica pozitif kontrol olarak doksorubisin etken maddesi
kullanilmagtr.

Bulgular: Elde edilen sonuglar dogrultusunda 7 no’lu bilesigin tiim hiicre hatlarinda
canliligi 6nemli olglide azalttig1 goriilmektedir. 2 no’lu bilesik MCF-7 hiicre hattinda
sitotoksik (ICso: 44,8+4,5 uM) bulunmustur ancak, A549 ve HEPG2 hiicreleri tizerinde
etkili bir sitotoksik aktiviteye sahip olmadigi gozlenmistir. 7 no’lu bilesigin disindaki test
maddelerinin HEPG2 hiicreleri iizerinde etkili bir sitotoksik etkiye sahip olmadig1 bulgular
arasindadir.

Sonug¢: Daha o6nce sentezi gerceklestirilmis bir seri flor ve metoksi tirevi kalkon
bilesiklerinin antikanser etkileri daha 6nce ¢aligmamis olup, bu tez ¢alismast ile biri saglikli
hiicre hatt1 olmak tizere {i¢ farkli kanser hiicresi iizerinde canliliga etkileri arastirilmigtir.
MTT yontemi uygulanmis ve bilesiklerin inhibitor konsantrasyon 50 (ICso) degerleri elde
edilmistir. Bu verilerin yayinlanmasi ile mevcut bilimsel birikim i¢in 6nemli diizeyde katk1
elde edilmesi beklenmektedir.

2023, 62 Sayfa

Anahtar kelimeler: Antikanser aktivite, A549, HEPG2, Kalkon bilesikleri, MCF-7
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ABSTRACT

MSc Thesis

EVALUATION OF THE POSSIBLE ANTICANCER EFFECT OF NOVEL
SYNTHESIZED FLUORO- AND METHOXY-SUBSTITUTED CHALCONE
COMPOUNDS IN DIFFERENT CELL LINES

Gamze Ceren BEBEK

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor: Asst. Prof. Kiibra Gizem OZKEMAHLI

Aim: Chalcone compounds are compounds with 1,3-diaryl-2-propen-1-one structure, which
have various biological activities, including anticancer activity. The chalcone family has
shown activity against cancer through multiple mechanisms, including cell cycle disruption,
autophagy regulation, apoptosis induction, and immunomodulatory properties. In the light of
this information, it was aimed to investigate the anticancer activities of fluorine and methoxy-
derived chalcones at different concentrations in A549, MCF7, HepG2 and HDFa cell lines.

Material and Method: The effects of different concentrations of a series of synthesized
fluorine and methoxy derivative chalcone compounds on cell viability on A549, MCF7,
HepG2 and HDFa cell lines were determined using the MTT method, which is a colorimetric
method. In the study, the active ingredient doxorubicin was also used as a positive control.

Result: In line with the results obtained, it is seen that compound no. 7 significantly reduced
viability in all cell lines. Compound 2 was found to be cytotoxic (ICso: 44.8+4.5 uM) in the
MCEF-7 cell line, but it was observed that it did not have potent cytotoxic activity on A549 and
HEPG?2 cells.

Conclusion: The anticancer effects of a series of synthesized fluorine and methoxy derivative
chalcone compounds have not been studied before, and their effects on viability on different
cells were investigated in this thesis. MTT method was applied and inhibitory concentration
50 (ICso) values of the compounds were obtained. With the publication of these data, it is
expected to make a significant contribution to the current scientific knowledge.

2023, 62 pages

Keywords: Anticancer activity, A549, HEPG2, Chalcone compounds, MCF-7
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1. GIRIS

Flavonoidler, bilinen 8000’den fazla farkli bilesik ile ¢esitli bitkilerden izole edilen
fenolik maddelerdir. Bir¢cok calisma bu fenolik maddelerin antikanser, antioksidan,
antimikrobiyal, vazodilator, antialerjik ve antiinflamatuar biyolojik aktivite
gosterdigini ileri siirmiistiir (Pengelly ve Bone, 2020; Hertog ve Hollman, 1996).
Serbest radikal olusumunu azalttigindan ve serbest radikal siipiiriicii 6zelliginden
dolay1 en ¢ok ¢alisma flavonoidlerin antioksidan aktivitesi iizerinde yapilmustir (Pietta,
2000).

Kalkon bilesiklerinin bir¢ogu antioksidan aktiviteye sahip olan bitkilerin flavonoid
yapida polifenolik sekonder metabolitleridir (Jadhav ve ark., 2020). Dogal veya
sentetik kokenli kalkonlar (1,3-difenil-2-propen-1-on), biyolojik olarak aktif
bilesiklerin 6nemli bir siifin1 olusturur. Kimyasal agidan kalkon yapisi, aromatik
halkalar iizerinde farmakomodiilasyon yoluyla baglanma bolgelerinin arastirilmasina
izin veren molekiiler bir yap1 iskeleti olarak goriilebilir. Kalkonlar ayrica, biyolojik
niikleofilleri, 6zellikle tiyolleri modiile etme veya inhibe etme yetenegine sahip
olduklarindan hiicresel fonksiyonlarn kiigiik molekiillii efektorleri olarak kabul
edilirler (Stepanic ve ark., 2019). Ozellikle kiiciik molekiiler yapida olmalari
flavonoidleri, yeni antikanser ajanlar arasinda ilgi ¢ekici hale getirmistir. Yukarida
bahsedildigi iizere kalkon bilesikleri tiim flavonoidlerin onciistidiir. Bu bilesikler pek
cok biyolojik aktiviteye sahiptir. Biyolojik aktivitelerinden biri olan antikanser
aktiviteleri bu bilesiklerin bircok hedef lizerinde etki gdsterebilme yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklere o6rnek olarak likokalkonlar, ksantohumol,
panduretin ve lonkokarpin gibi dogal kalkonlar ve modifiye edilmis sekilleri
verilebilir. Gliglii sitotoksik etkili bilesikler meydana getirmek icin kalkonlarin temel
yapilarinin modifikasyonu, heterosikliklerle aromatik yapilarin degistirilmesi ve hibrit
bilesiklerin elde edilmesiyle gergeklestirilmistir. Stilfonamid, diaril eter ve amin gibi
stibstitiientlere sahip ¢ok sayida kalkon tiirevi bilesik elde edilmistir ve bu bilesiklerin

antikanser aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Contantinescu ve Lungu, 2021).



Son yillarda flor igeren birgok ilag bilesigi ortaya ¢ikmistir. C-F bagi igeren bilesikler,
kiigiik atom yaricapi, yiiksek elektronegatiflik, }4'lik niikleer spin ve flor atomunun
diisiik polarizasyonu nedeniyle arastirmalar bu bilesikler iizerinde yogunlagmistir.
Ayrica flor atomlari igeren bilesiklerin, daha yiiksek metabolik stabiliteleri nedeniyle
genellikle hedef molekiillere daha kolay baglandiklar1 bildirilmektedir (Bégué ve
Bonnet-Delpon, 2006; Kirk, 2006; Ojima, 2009). Yine bu molekiillerin yiiksek
lipofilik 6zellikleri ve membran penetrasyonlarinin kolay olmasi nedeniyle C-F bagi,
C-H ve C-O baglarina kiyasla biyolojik olarak aktif hale gelmektedir. Bu bilgiler
is1ginda F tasiyan kalkon tiirevlerinin olasit antikanser ozellikte olabilecegi

diistiniilmektedir.

Kanser az sayida tedaviye, kotli prognoza ve yiiksek 6liime sahip bir halk sagligi
sorunudur (Yang ve ark., 2020). Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok goriilen
hastalik ¢esididir (EIl-Sherief ve ark., 2018). Kanser, birgok faktor (genetik,
immunolojik, oksidatif stres faktorleri ve inflamasyon) ile meydana gelen, kompleks
bir prosestir. Kanser tedavisi, kanserli hiicrenin biiyiimesini durdurmayi ve yok etmeyi
amaglar. Tedavide direng gelisimi ve meydana gelen ciddi yan etkiler, mevcut standart
tedavilerin verimsiz olmasmin en bilyiik nedenleridir. Hedeflendirilmis antikanser
etkili ilag adayr molekiillerin sentezi giderek onem kazanmaktadir. Yukarida
bahsedildigi tizere biyoaktif olabilecek kalkon tiirevi bilesiklerin antikanser
ozelliklerinin arastirilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmstir. Sentezi gerceklestirilen bir
seri flor- ve metoksi- siibstitiie kalkon tiirevi 8 bilesigin olas1 antikanser aktivitelerinin
belirlenmesi ve ilag aday1 olabilecek potansiyele sahip olup olmadiklarinin

gosterilmesi tez caligmasinin amacini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalkon Bilesikleri Hakkinda Genel Bilgiler

Bitkiler metabolizmalar1 sayesinde sinirsiz sekilde sentez yapabilme yetenegi olan
canlilardir ve bu 6zelliklerini kullanarak olusturduklart bilesiklerin ¢ogu fenolik
yapida bilesiklerdir. 8000°den fazla fenolik bilesigin kimyasal yapisi bilinmektedir
(Wollgast ve Anklam, 2000).

Fenolik bilesiklerinin alt tyelerinden olan flavonoidler, doganin en O6nemli
canlilarindan olan bitkilerin biinyelerinde (tohum, yaprak, ¢igek, meyve, dal) yiiksek
oranda bulunan ve canlilarin iizerinde biyolojik aktivite gosterdikleri belirlenen
bilesiklerdir. Flavonoidler ayn1 zamanda bitki fizyolojisinde pek ¢ok énemli rol oynar:
enzim inhibisyonu, bitki dokusunu ultraviyole 1sininin zararli etkilerinden koruma,
enfeksiyona karsi savunma ve antioksidan olarak gorev alma gibi (Pengelly ve Bone,
2020). Flavonoidler ilk kez Albert Szent-Gyorgyi (1936) tarafindan limondan elde
edilmistir. Kilcal damarlarin gegirgenliklerini azalttiklari, bir nevi kan sizintisini
onledikleri belirlenmistir. Bu 6zellikleri sebebi ile ilk kez elde edilen iki flavonoid, P-

2 vitamini olarak adlandirilmiglardir (Hertog ve Hollman, 1996).

Cay, soya fasiilyesi, sogan, turunggiller, iiziim gibi bitkilerde bulunan flavonoid
yapisina sahip olan bilesiklere ornek olarak; apigenin, kamferol, katesin, luteolin,
hesperidin, naringin ve epikatesin verilebilirken; {iziim ¢ekirdegi, kakao, siyah ¢ay,
targin ve elmada bulunan flavonoidlere o6rnek olarak; prodelfinidinler ve

prosiyanidinler verilebilir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999).



Luteolin Katesin

HO_ OH

OH OH
OH
OH
@/OCH:}, HO o
%w m H
“‘OH
HO OH \Qiﬂj OH

Hesperidin Epikatesin

Sekil 2.1. Flavonoidlerin Baslica Uyeleri

Bitkilerden elde edilen ve birgok faydali biyolojik aktiviteye sahip olan flavonoidlerin
(Sekil 2.1) kimyasal yapilar1 genel anlamda iki fenil halkasinin bir propan zinciriyle
birlesiminden olustugu bir yapi olarak tanimlanabilir. Olusan bu yap1 15 karbon

igcermektedir ve 1,3-difenilpropan yapisindadir.

Flavonoidlerin gosterilen kimyasal yapilar iizerinde ¢esitli degisiklikler yapilarak,
stibstitiientler eklenerek ve diizenlenerek flavonoid ailesinin yeni iiyeleri
olusturulabilir. Kalkon bilesiklerinin de aralarinda bulundugu iiyelerden bazilari
sunlardir; Flavon, flavonon, flavonol, flavonolol, auron, antosiyanidin, 16kosiyanidin,

katekin, dihidrokalkon ve kalkon (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kalkon Bilesikleri Ornekleri

Kalkon bilesikleri, flavonoid ailesinin heterosiklik bir yapi1 olan C halkasinin
bulunmadig: tiyesidir. Flavonoidlerin temel iskeletinin propan zinciri iizerinde o,p-
doymamis karbonil grubuna sahip olmasi sonucunda kalkonlar olusur. Kalkonlar, 1,3
diaril-2-propen-1-on yapisina sahip, doymamis keton grubunu olusturan ve flavonoid
ailesinin bir alt grubunu olusturan bilesiklerdir (Boumendjel ve ark., 2009).

Kalkonlarin yapisinda olusturulabilecek olan degisiklikler ve farkli siibstitiitentlerin



baglanmasi ile cesitli yeni farmakolojik ozelliklerde olan farkli bilesikler elde
edilmektedir (Nowakowska, 2007). Kalkonlar antiinflamatuar 6zelliklerini serbest
radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini temizlemek yoluyla ve aldoz rediiktaz enzimini
inhibe etme o&zelligi sayesinde gostermektedirler (Kucerova-Chlupacova ve ark.,
2018). Kalkonlar rahat sentezlendikleri i¢in ve kolay bir kimyasal yapiya sahip

olduklari i¢in aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Kamiloglu, 2021).

Kalkonlar, antibakteriyel, antiiilser, antiprotozoal, antihelmintik, bocek oldiiriicii,
amip Oldiirticli, immiinosupresif, sitotoksik ve antikanser olmak gibi bir¢ok biyolojik
ozellige sahiptir (Herencia ve ark., 1998; Rao ve ark., 2004; Satyanaranaya ve ark.,
2004; Buolamwini ve ark., 2005; Ouyang ve ark., 2021). Ayrica kalkonlarin HIV1
virisinii inhibe ederek ve hiicre oldiriicii etki gostererek 16semi hastaliginin
tedavisinde de kullanilabilecegi tespit edilmistir (Nam ve ark., 2003; Deng ve ark.,
2007). Ayrica kalkonlar flavonlar, tiazidler, izoksazoller, kinolinonlar,
benzodiazepinler ve benzofuranlarin sentezinde kullanilmaktadir (Kamiloglu ve ark.,
2020). Tibbi tedavide kullanilmalar1 disinda polimerlerde ultraviyole-absorbsiyon
filtresi olarak cesitli tipteki holografik kayit teknolojilerinde, optik materyallerde ve
yemek endiistrisi gibi ¢esitli uygulama alanlarinda da kullanilirlar (Fayed ve Awad,

2004).

Kalkonlarin  ¢esitli biyolojik ozelliklerinin arasinda  sitotoksik etkileri de
bulunmaktadir. Nam ve arkadaslar, bir seri 2°,5’-dihidroksikalkon tlirevlerinin ¢esitli
timor hiicre kiiltiirlerine (B16 fare cilt tiimori, A31 insan epitelyum tiiméri, HCT 116
insan kalin bagirsak kanseri) karsi ve insan gobek dokusuna ait olan endotel hiicreleri
(HUVEC) iizerinde sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Incelenen kalkon
tirevlerinden bazilarmin, diisiik dozlarda 1C50 degerleri ile sadece kanser hiicre
kiiltiirlerine kars1 degil, HUVEC hiicrelerine kars1 da bariz bir sitotoksisite gosterdigi
rapor edilmistir. Anjiyogenez (var olan damarlardan tomurcuklanma yolu ile yeni
damarlarin olugmas1 ve gelismesi), timor gelismesinin 6n sartidir ve anjiyogenezin
inhibe edilmesi gelismeyi ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasimi sinirlayacaktir. Bu
verilere dayanarak Nam ve arkadaglar1 kalkon bilesiklerinin potansiyel anjiyogenez

inhibitorii olabilecegini diistinniislerdir (Nam ve ark., 2003).

Antikanser 6zellikteki kalkon bilesiklerine 6rnek olarak (E)-1-(4’hidroksifenil)but-1-



en-3-on bilesigi verilebilir ve bu bilesigin MCF-7 hiicre hatti {izerinde etkili ve

tiiberkiilozda hiicrelerin inhibisyona neden oldugu c¢alismalarda gosterilmistir (Lin ve

ark. 2002; Rao ve ark., 2004).

Ote yandan kalkonlarm, sahip olduklart iki aromatik halka iizerinde farkl
pozisyonlarda bulunan farkl: siibstitiientler (metoksi, amino, nitro, halojen ve hidroksil
gruplar1) sayesinde 6zellikle antikanser etkide artis oldugu bildirilmistir. Kalkonlar
hiicrede farkli yolaklarda, farkli mekanizmalar ile etki gostererek sitotoksisiteye neden
olurlar. Yapilan pek cok calismada kalkonlarin, sadece hiicresel bdliinme siirecini
bloke etmede degil, ayn1 zamanda farkli hiicre 6liim yolaklarinda da etkili bir
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Boumendjel ve ark., 2009).

Flor kimyasi, floropolimerler, malzeme bilimi, farmasétikler ve tarim iriinleri alanlar
dahil olmak {iizere cesitli teknolojik gelismelerde 6nemli bir rol oynamistir (Dolbier,
2005). ilag kimyasinda karsilasilan sentetik zorluklarm yani sira flor igeren
bilesiklerde gbzlenen yapi-reaktivite iliskilerinin asilmasi bu alandaki ¢aligmalara olan
ilgiyi artrmistir (Shah ve Westwell, 2007). Ozellikle, organoflor kimyasmin temel
yap1 tag1 olan C-F baginin bir siibstitiient olarak sergiledigi kimyasal 6zelliklerin yan1
sira yapilarin ve konumlarin tiirii de dikkatle incelenir. Bu yapilarin en 6nemlisi
sayilabilecek aromatik benzen halkasinda flor igeren arenler, 6zellikle elektrofilik
ozellikleri nedeniyle niikleofilik saldirilara karsi hidrojen bazli arenlere gore daha
uygundur. Bu nedenle, flor ikameli arenler, niikleofilik aromatik ikame reaksiyonlari
nedeniyle tibbi agidan 6nemli olabilecek bilesiklerin sentezinde yeni yaklasimlar

sunmaktadir (Uneyama, 2007).

Son yillarda Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
tibbi olarak onaylanan ve hem organik hem de tibbi kimya acisindan biiyiik 6nem
tagtyan flor igeren birgok ilag bilesigi ortaya ¢ikmistir. C-F bagi iceren bilesikler,
kiiciik atom yarigapi, yiiksek elektronegatiflik, '2'lik niikleer spin ve flor atomunun
diisiik polarizasyonu nedeniyle arastirmacilar i¢in daha ¢ekici hale gelmistir. Ayrica
flor atomlar1 igeren bilesiklerin, daha yiiksek metabolik stabiliteleri nedeniyle
genellikle hedef molekiillere daha kolay baglandiklar1 bildirilmektedir (Bégué ve
Bonnet-Delpon, 2006; Kirk, 2006; Ojima, 2009). Yine bu molekiillerin yiiksek

lipofilik 6zellikleri ve membran penetrasyonlarinin kolay olmasi nedeniyle C-F bagi,



C-H ve C-0O baglarina kiyasla biyolojik olarak aktif hale gelmektedir.
2.1.1. Kalkon Bilesiklerinin Sentezi

Kalkon bilesiklerinin sentezinde siklikla kullanilan Claisen-Schmidt ydntemi,
asetofenon ve benzaldehit tiirevlerinin bazik bir ortamda aldol kondenzasyonu ile
kolay bir sekilde elde edilmesine dayanan en klasik sentez yontemlerinden birisidir.
Bu y6ntem, keton ve aldehitin metanol veya etanol i¢inde ¢oziilerek KOH, NaOH gibi
farkli bazlarla reaksiyona sokulmasiyla gergeklestirilir. Farkli katalizorler kullanilarak

da kalkon tiirevleri elde edilebilir.

o o o

x/ > Etanol X v

XY =-COOH, -0Et, -OCH3, -OH, -1, -Br, -CL -F, -NH:, -NHCOCH;

Sekil 2.3. Claisen-Schmidt Kondenzasyonu ile Kalkonlarin Genel Sentez Y 6ntemi

Kalkonlarin Claisen-Schmidt kondenzasyonu yontemiyle elde edilmeleri, Sekil
2.3’teki gibi aciklanabilir. Asetofenon, reaksiyon ortamina eklenen baz ile etkilesime
girer ve anyon olusturmak suretiyle proton koparir. Olusan anyonun aldehit karbonuna
baglanmasiyla katilim reaksiyonu gerceklesmis olur. Kalkon eldesi, bu katilma

reaksiyonu sonucunda olusan alkol’den 1 mol su ¢ikisiyla gergeklesir.
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Sekil 2.4. Kalkonlarin Claisen-Schmidt Kondenzasyonuyla Eldesinin Reaksiyon
Mekanizmasi

Kalkon Bilesiklerinin Diger Sentez Y ontemleri

Kalkon bilesiklerinin Claisen-Schmidt Kondenzasyonu disinda sentezlendigi
yontemlerden bazilari; dogal fosfat katkili kataliz ile sentez, ultrasonik isinlama
yontemiyle sentez, SOCI, katalizorliigiinde sentez, substitiie sinnamoil kloriir ve
substitiic aromatik bilesiklerden sentez, dogal fosfat katkili sodyumnitrat (NaNOs/ NP)
ile sentez, mikrodalga yontemi kullanilarak sentez, hidroksiapatit aracilifiyla sentez
yontemleridir (Batt ve ark., 1993; Powers ve ark., 1998; Sebti ve ark., 2001; Lin ve
ark., 2002; Yadav ve ark., 2003; Zahouily ve ark., 2003; Hu ve ark., 2004; Yarishkin
ve ark., 2008).

2.2. Kanser

Cok hiicreli canlilarda hiicrelerin kendi yasama dongiileri igerisinde bir¢ok faaliyet
bulunmaktadir. Hiicrelerin bdliinerek ¢ogalmasindan veya Oliimiinden hiicre
igerisindeki birgok farkli yolak sorumludur. Hiicre boliinmesi, hiicrelerin tam ve dogru

sekilde boliinebilmesi i¢in birgok kontrol noktasina sahiptir. Bu kontrol noktalarinda



hiicrenin boliinme igin Yyeterince besine sahip oldugu, yeterince biyudigi,
kromozomlarin dogru sekilde kopyalandig1 gibi bir¢ok durum kontrol edilmektedir.
Herhangi bir sorunun bulunmasi durumunda ise hiicrenin boliinme siireci bu kontrol
noktalarinda durdurulur. Tiim bu hayat siirecinin belirli kurallar1 vardir. Hiicre kendi
icerisinde herhangi bir bozukluk fark ettiginde apoptoz mekanizmasi ile kendini yok
eder. Ancak boliinme siirecindeki kontrol noktalarinda olusan sorunlar veya apoptoz

mekanizmasi yanit vermez hale geldiginde hiicre kanser hiicresine doniismiis olur

(Williams, 2001; Cabadak, 2008; Baykara, 2016).

Kanser oldukca karmasik bir proses sonucu meydana gelmektedir. DNA’da olusan
mutasyonlar sebebiyle olustugu bilinmekte ve mutasyonlar genetik kaynakli
olabilecegi gibi kimyasal maddelere maruziyet sonucu, beslenme aligkanliklar
farkliliklarina, ¢evredeki radyasyon seviyesine, daha once etkilesimde bulunulmus
olan bakteri veya viriislere bagli olarak da olusabilmektedir. Bu etmenler sebebi ile
mutasyonlu DNA’ya sahip hiicrelerde, hiicrenin boliinme mekanizmalar1 bozularak
hiicrenin kontrolsiizce boliinmesi siireci baglar. Olustugu bolgedeki besin ve oksijeni
hizla tilketmeye baslayan kanser hiicreleri koken aldiklar1 ve biiytidiikleri organa ve
ozelliklerine gore tiirlere ayrilir ve isimlendirilir. Her kanser tiiriiniin kendine ait
ozellikleri, buna bagli olarak tedavi yaklagimlari bulunmaktadir (Williams, 1992;
Yokus ve ark., 2008).

Kanser hastaligl insidansinin 65 yas ve iizeri poplilasyonda daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Bunun ilerleyen yaslarla birlikte viicutta olusan hiicresel ve molekiiler

degisiklikler oldugu diistintilmektedir (Giiltekin ve Boztas, 2014; Mete ve ark., 2019).

Kanser hastalig1 tedavisi i¢in bir¢ok farkli yontem denenmektedir. Gelistirilmis olan
bu tedavi semalar1 yan etkiler ve toksik etkiler agisindan ciddi sorunlara sahip
olmalarina ragmen hastalik iizerinde istenilen diizeyde etki saglanmamaktadir. Bu

durum yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesi gerekliligini dogurmaktadir.

Antikanser 6zellige sahip kalkon bilesikleri elde etmek i¢in dogal kalkonlar tizerinde
tic yontem uygulanmistir: aromatik yapilarin heterosikliklerle degistirilmesi,
kalkonlar1 antitimér molekiillerle birlestirerek hibrit molekiillerin elde edilmesi ile

aldehit ve asetofenonlarin modiilasyonu (Constantinescu ve Mihis, 2022).
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Tez caligmasi kapsaminda yeni gelistirilen kalkon tiirevi molekiillerin farkli hiicre
hatlarinda ¢alismalar1  yapilarak olas1  antikanser etkilerinin  arastirilmasi
amaglanmistir.  Sentezi  gerceklestirilen yeni  molekiillerin  olas1  antikanser
aktivitelerinin belirlenmesi ve ilag adayr olabilecek potansiyele sahip olup
olmadiklarmin gosterilmesi c¢alismanin en 6nemli amacini olusturmaktadir. Tez
calismasinda kontrol gruplarinda negatif kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama
yapilmamis, pozitif kontrol gurubu olarak doksorubisin etken maddesi uygulanmis ve
caligma konusu molekiilerin farkli dozlarda uygulanmis oldugu; meme kanseri,
karaciger kanseri ve akciger kanseri hiicre hatlar1 iizerinde ¢alismalar yapilarak bu

kanser tiirleri {izerinde etkili olup olmadigi incelenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddenin Adi Marka
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Sigma — Aldrich
Bromiir(MTT)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Honeywell
Fotal Sigir Serumu (FBS) Biowest
Penisilin-Streptomisin Biological Industries
Tripsin-EDTA Sigma — Aldrich
DMEM (Besiyeri) Biowest
F-12K Sigma — Aldrich
3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler
Tablo 3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
Kullanilan Arag ve Geregler Marka
96 kuyucuklu plak Sarstedt
Biyogiivenlik kabini Bilser BLF 2000
Buzdolab1 Arcelik 2 kapili

Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihaz

Hassas Terazi

Hiicre kiiltiirt uyumlu flask (25/75 cm2), pipet
(2-25 ml), falcon tiipii (15, 50 ml), eppendorf

tup

Isik ve Faz Kontrast Mikroskobu

Inkiibatdr (CO2’li)

Mikropipet (10 — 100 ul, 100 — 1000 pl, 1 —5 ml)
Neubauer Lami (Hiicre sayim lami)

Pipet ucu (0,5 —10, 10 — 200 pl, 100 — 1000 ul’lik)
Santrifiij

Spektrofotometre

Su Banyosu

Vorteks

Haier DW-86L.628
MP Minipure SuperM
Ohaus PA214C
Labsolute

Nikon Eclipse Ti-U
Niive EC160
Eppendorf

Siiperior

Eppendorf, Top-Line
Hermle Z326K
EpochTM, BioTek Ins
Niive ST30-22

Wisd. WiseMix
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3.3. Kullanilan Hiicre Hatti

Calismada insan hepatoseliiler karsinoma (HEPG2) hiicre hatti (ATCC®HB-8065™),
insan akciger kanseri (A549) hiicre hatti (ATCC CCL-185), insan meme kanseri
(MCF-7) hiicre hatt1 (ATCC HTB-22) ve insan fibroblast (HDFa) hiicre hatti (ATCC
PCS-201-012™) kullanilmastir.

HEPG2 hiicre hatt1 bir adélesanin (15 yasinda erkek) hepatoseliiler karsinoma
dokusundan elde edilen adherent epitel hiicrelerden olusmaktadir. A549 hiicre hatt1 58
yasinda yetiskin bir erkek akciger dokusundan alinan hiicrelerden olusmaktadir. MCF-
7 hiicre hatt1 69 yasinda yetiskin bir kadin meme hiicresinden alinan hiicrelerden
olusmaktadir. Insan fibroblast hiicre hatti ise yetiskin bir insanin deri dokusundan

alinan hiicrelerden olusmaktadir.
3.4. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Hiicre hatlarmin ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilmig olan besiyerleri HEPG2 igin,
Dulbecco’s Modified Eagle Medyum (DMEM, 500 ml) igerisine %10 (50 ml) fotal
sigir serumu (FBS), %1 (5 ml) penisilin streptomisin eklenerek hazirlanmis, +4°C’de

saklanmustir.

A549 hiicre hatt1 i¢in F-12K besiyeri kullanilmistir ve igerisine %10 (50 ml) fotal sigir
serumu (FBS), %1 (5 ml) penisilin streptomisin eklenerek hazirlanmis, +4°C’de

saklanmustir.

MCF-7 igin DMEM igerisine %10 FBS, %1 penisilin streptomisin eklenerek besiyeri

hazirlanmistir. Besiyeri +4°C’de saklanmuistir.

HDFa hiicre hatt1 igcin DMEM igerisine %10 FBS, %1 penisilin streptomisin ve 2 mM

L-glutamin eklenerek hazirlanarak +4°C’de saklanmustir.
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3.4.2. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Yontemi ile
Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

3.4.2.1. Dimetil Siilfoksit

Dimetil siilfoksit (C2HeOS) yogunlugu 1,1 g/ml’dir. Oda sicakliginda saklanabilir.
3.4.2.2. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir Cozeltisi

Her bir plak i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir 2,5 mg
tartilmis, 500 ul D-PBS igerisinde ¢oziildiikten sonra 4,5 ml DMEM eklenerek nihai
konsantrasyon 0,5 mg/ml olacak sekilde ¢ozelti elde edilmistir. MTT ¢0zeltisi 1s1ktan

korunmak zorundadir ve 24 saat dayaniklidir.
3.4.3. Test Maddelerin Hazirlamsi

Test maddeleri ve doksorubisin dimetil siilfoksit ile ¢oziilmiis ve besiyeri ile
seyreltilerek DMSO oran1 % 0,1’den az olacak sekilde hazirlanmstir.

3.5. Kullamlan Test Maddeleri
1 No’lu Bilesik: (E)-3-(2-Florofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on

MeO 0] F

CCC
MeO OMe

Sekil 3.1. 1 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

2 No’lu Bilesik: (E)-3-(4-Florofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on

MeO 8]

MeO OMe F

Sekil 3.2. 2 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi
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3 No’lu Bilesik: (E)-3-(2,4-Diflorofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil )prop-2-en-1-on

MeO 0] F
MeO OMe F
Sekil 3.3. 3 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

4 No’lu Bilesik:(E)-3-(2-Floro-4-metoksifenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil )prop-2-en-1-

MeO 8] F
MeO OMe OMe

Sekil 3.4. 4 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

on

5 No’lu Bilesik:(E)-3-(3,4-Diflorofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on

MeO O
F
MeO OMe F

Sekil 3.5. 5 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

6 No’lu Bilesik:(E)-3-(3-Floro-4-metoksifenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil )prop-2-en-1-

MeO O
F
MeO OMe OMe

Sekil 3.6. 6 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

on
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7 No’lu Bilesik:(E)-3-(2,4,5-Triflorofenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil )prop-2-en-1-on

MeO O F
L. O
MeO OMe F
F
Sekil 3.7. 7 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi

8 No’lu Bilesik:(E)-3-(2,5-Difloro-4-metoksifenil)-1-(2,4,6-trimetoksifenil )prop-2-

en-1-on

MeO O F
CLoC
MeO OMe OMe
F
Sekil 3.8. 8 Numarali Bilesigin Kimyasal Yapisi
3.6. Deneysel Islemler ve Yontemler
3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada HEPG2 hiicre hatti1 kullanilmistir. HEPG2 hiicre hatt1 epitel kokenli ve
adherent hiicre hattidir. Hiicre ekim islemi DMEM (%10 fetal bovine serum, FBS ve
%1 penisilin-streptomisin igeren) icerisinde 75 cm?’lik kiiltiir plaklarina yapilmustir.
Sicakligr 37°C’de olan ve %5 CO2 iceren inkiibatdrde cogaltilmistir. Inkiibator
icerisinde kiiltir ortaminda bulunan hiicrelerin uygun araliklarla besiyerileri

degistirilmis, pasajlanarak hiicreler ¢ogaltilmistir.

Calismada A549 hiicre hatt1 kullanilmigtir. A549 hiicre hatt1 F-12K besiyeri (%10 FBS
ve % 1 penisilin-streptomisin igeren) ile 37°C de ve %5 CO2 igeren ortamda inkiibe

edilmistir, Ortam 2-3 giinde bir degistirilerek hiicreler ¢ogaltilmistir(Jiang ve ark.,
2010).

Calismada MCF-7 hiicre hatti kullanilmistir. MCF-7 hiicre hatt1 tutunan, epitel kokenli
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ve luminal hiicre hattidir (Welsh, 2013). Hiicreler %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin iceren besiyeri (DMEM) ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicreler %5 CO?2 ile
37°C'de inkiibe edilerek ¢ogaltilmis ve hiicrelerin besiyerleri giin asir1 degistirilmistir

(Huang ve ark., 2013).

Calismada son olarak HDFa hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicre hatti tutunan ve epitel
kokenli bir hiicre hattidir. Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin streptomisin ve 2 mM L-
glutamin igeren besiyeri (DMEM) ile 37°C ve %5 CO2 igeren ortamda kiiltiire

edilmistir.
3.6.2. Calisma Gruplari

Tez ¢alismast kapsaminda HEPG2, A549, MCF-7 ve HDFa hiicre hattinda asagidaki

yer alan galisma gruplari olusturulmustur (Tablo 3.3.).

Negatif Kontrol Grubu 1: Bir uygulama yapilmamigs MCF-7 hiicre hatti

Negatif Kontrol Grubu 2: Bir uygulama yapilmamis HEPG2 hiicre hatti

Negatif Kontrol Grubu 3: Bir uygulama yapilmamis A549 hiicre hatti

Negatif Kontrol Grubu 4: Bir uygulama yapilmamis HDFa hiicre hatti

Pozitif Kontrol Grubu 1: Doksorubisin uygulanan MCF-7 hiicre hatt1 (0—10 pM)
Pozitif Kontrol Grubu 2: Doksorubisin uygulanan HEPG?2 hiicre hatt1 (0—10 pM)
Pozitif Kontrol Grubu 3: Doksorubisin uygulanan A549 hiicre hatt1 (0—10 uM)
Pozitif Kontrol Grubu 4: Doksorubisin uygulanan HDFa hiicre hatti1 (0-100 uM)
1-8 No’lu Bilesikler-Cahsma Grubu 1: Bilesiklerin farkli dozlarinin uygulandigi
MCEF-7 hiicre hatt1 (0—100 uM)

1-8 No’lu Bilesikler-Calisma Grubu 2: Bilesiklerin farkli dozlarinin uygulandig
HEPG2 hiicre hatt1 (0—100 uM)

1-8 No’lu Bilesikler-Cahsma Grubu 3: Bilesiklerin farkli dozlarinin uygulandig
Ab549 hiicre hatt1 (0-100 uM)

1-8 No’lu Bilesikler-Cahsma Grubu 4: Bilesiklerin farkli dozlarinin uygulandig
HDFa hiicre hatt1 (0-100 uM)
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Tablo 3.3. Uygulanan test maddeleri, dozlar1 ve inkiibasyon siireleri

_ Inkiibasyon
Test Maddesi Doz
Siiresi
Kontrol grubu
Herhangi bir maddeye maruz 24 saat
Saa
(MCF-7, HEPG2, A549, HDFa birakilmamis hiicreler
hiicre hatlar)
Pozitif kontrol grubu
B 0; 1,25;2,5; 5; 10 uM 24 saat
(doksorubisin)
Test maddeleri (1-8 No’lu
pilesiFieg 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM 24 saat
(MCF-7, HEPG2, A549, HDFa
hiicre hatlari)
3.6.3. Uygun Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi
1. 75 cm?’lik flaskta tutunmus MCF-7, HEPG2, A549 ve HDFa hiicreleri
tizerinden besiyerleri ¢ekilerek uzaklastirilmistir.
2. Tutunan hiicreler 3 ml D-PBS ¢ozeltisi ile ikiser kez yikanmustir.
3. Flaska 5 ml tripsin eklenmis, hiicreler 3-5 dk inkiibatorde birakilmistir.
4. Hiicrelerin 151k mikroskobu altinda flask tabanindan ayrilip ayrilmadiklari
kontrol edilmistir.
5. Flask tizerine 5 ml besiyeri eklenerek tripsinin etkisi bloke edilmistir.
6. Steril falkon tiip igerisine 5 ml besiyeri eklenmistir.
7. Tripsin ile kaldirilan hiicreler steril falkon tiipe aktarilip, besiyeri 12 ml’ye
tamamlanmustir.

8. Hiicre siispansiyonu 5 dakika boyunca 1200 devir/dak hizda santrifiij
edilmigtir. Santrifiij isleminden sonra tiipteki siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicre
pelleti 7 ml besiyeriyle siispande edilmistir.

9. Siispande edilmis hiicre ¢ozeltisinden 100 pl alinarak bir ependorf tiipe
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aktarilmistir. Uzerine 100 pl %0,4’liik tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek hiicreler
stispande hale getirilmistir.

10.  Isik mikroskobu altinda hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami
tizerinde incelenmistir. Lamun alt ve st kistmlarinda bulunan dort adet karenin kenar
cizgileri tizerinde bulunan hiicreler harig, karelerde yer alan hiicreler sagdan sola
ilerleyerek sayilmistir. Sekiz ayr1 kareden elde edilen hiicre sayilarinin ortalamalari
alinmis ve 1 ml’deki canli hiicre sayis1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:
Toplam hiicre/ml=Sayilan toplam hiicre sayis1 X (diliisyon faktorii/*8) x 10.000
hiicre/ml

*8: hiicre sayim laminda sayilan kareler.

11. Canli hiicre konsantrasyonlari hesaplandiktan sonra hiicre silispansiyonu,
HEPG2 i¢in her bir kuyucukta 7.000 hiicre/100 pl; A549 i¢in 7.000 hiicre/100 pl;
MCEF-7 i¢in 5.000 hiicre/100 pl ve HDFa hiicre hatt1 igin ise 7.000 hiicre/100 pl olacak
sekilde seyreltilmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir plagina hiicre ekimi yapilmaistir.

12. Hiicrelerin kuyucuk ylizeyine tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in 24 saat inkiibasyon

saglanmistir.

3.6.4. HEPG2, A549, MCF-7 ve HDFa hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum Bromiir Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
3.6.4.1. Yontemin Esas1

Kolorimetrik, non-radyoaktif ve radyoaktif izotoplar kullanmadan hiicre biiyiimesi ve
canliligin  spektrofotometrik olarak tayin edilebildigi bu yontemde 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir  kullanilmaktadir. ~ Sitokinler,
biiylime faktorleri ve besin dgeleri cevap olarak hiicre proliferasyonunun 6l¢iimii i¢in
kullanilmaktadir. MTT ayn1 zamanda, sitotoksisite ve hiicre aktivasyonunun ol¢iimii

i¢in de kullanilmaktadir.

MTT yontemi, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi
ile sar1 renkteki tetrazolyum tuzunun kullanilarak mor renge doniistiiriilmesi ve olusan

renk siddetinin spektrofotometre ile 570 nm’de Glgiilmesi esasina dayanir.
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3.6.4.2. Yontemin Uygulanisi

1. Besiyeri steril sartlarda uzaklastirilip, hiicreler ilgili besiyeri (%1 penisilin
streptomisin ve %10 FBS igeren) iginde 10 uM, 25 uM, 50 pM, 75 uM ve 100 uM
konsantrasyonlarda test maddelerine 24 saat maruziyet gergeklestirilmistir.

2. Herhangi bir uygulama yapilmamis hiicre hatlar1 kontrol grubu olarak (HEPG2,
A549, MCF-7 ve HDFa hiicre hatt1) kullanilmstir.

3. Pozitif kontrol olarak doksorubisin se¢ilmis ve 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarda doksorubisin ile hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresinin sonunda uygulama c¢ozeltileri uzaklastirilarak her bir
kuyucuga hazirlanmis olan MTT ¢6zeltisinden (0,5 mg/ml) 50 pl eklenmistir. 3 saat
inkiibasyon gerg¢eklestirilmistir.

5. Inkiibasyonun sonunda MTT ¢ézeltisi kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her bir kuyucuga 150 ul DMSO
eklenmistir. Cozeltiler ¢alkalayicida 10-15 dKk siire ile ¢alkalanmistir.

6. Kuyucuklardaki ¢ozelti absorbans degerleri 570 nm’de 6l¢iilmiistiir.

7. MTT ¢ozeltisinin 151k ile bozulmasini 6nlemek i¢in karanlik ortamda ¢alisilmastir.

8. Kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degerleri %100 olarak kabul
edilmistir. ICso degerleri buna gore hesaplanmustir.

9. Calisma ti¢ tekrarli yapilmis ve sonuglar ortalama alinarak hesaplanmustir.

3.6.4.3. Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

Kontrol hiicrelerinin canlilig1 %100 kabul edilmis, diger hiicrelerin canlilig1 kontrole
kiyasla % olarak hesap edilerek grafikler olusturulmustur. Graphpad uygulamasi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Sitotoksisite Tayini

A549, HEPG2, MCF-7 ve HDFa hiicreleri 1-8 no’lu bilesiklere 24 saat siire ile farkli
dozlara (0-100 uM) maruz brrakilmistir. Test maddelerinin MTT yontemi ile hiicre
canlilif1 iizerine etkileri belirlenmistir. Sitotoksisite deneyleri, giin i¢i iki tekrar ile ii¢
farkli zamanda yapilmistir. Hiicre canliliklari negatif kontrol hiicrelerine gore % olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canliliginda %50 azalmaya neden olan
konsantrasyon (medyan inhibitér konsantrasyon, 1Cso) degerleri hesaplanmigtir (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Test Maddelerinin ICso Degerleri (ICso uM+SS)

Molekiil A549 HEPG2 MCF-7 HDFa
1 93,3+3,6 144,445 4 86,1+6,3 69,2+4,7
2 168,5+2,5 117,445,4 44,8145 82,444,1
3 145,9+3,4 >150 >150 91,6+7,4

4 >150 >150 124,1+4,3 >150
5 >150 >150 >150 78,9+7,2

6 >150 >150 78,5452 >150
7 49,1+4 4 66,4+4,5 69,416,2 48,9140

8 >150 >150 >150 >150
DOX 1,0+0,2 2,5+0,9 0,310,1 78,4+7,3
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Sekil 4.14. MCF-7 Hiicre Hattinda 5 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi

28



1001 IC5=82.13

§ R"=0.9558

5

O 501

W

5

=

=

0 . .
0 50 100
Konsantrasyon(nM)

Sekil 4.15. MCF-7 Hiicre Hattinda 6 Numarali Bilesigin 0-100 uM
Konsantrasyonda Canliliga Etkisi

100 IC55=69.35
?i R*=0.9135
5
O 507
%]
)
=
=

0 T '
0 50 100

Konsantrasyon(uM)

Sekil 4.16. MCF-7 Hiicre Hattinda 7 Numarali Bilesigin 0-100 uM
Konsantrasyonda Canliliga Etkisi

29



100l IC5;=427.6

R%=0.8688

Hiicre Canlihgi (%)

0 50 100
Konsantrasyon(uM)

Sekil 4.17. MCF-7 Hiicre Hattinda 8 Numarali Bilesigin 0-100 uM
Konsantrasyonda Canliliga Etkisi

1001 1C5=0.2550
@ R?=0.9977
I
5
O 501
=
2
=
=
0 r r
0.0 0.5 1.0
Konsantrasyon(uM)
Sekil 4.18. MCF-7 Hiicre Hattinda Doksorubisinin 0-1 uM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi

30



100

50

Hiicre Canlihg (%)

IC5,=144.4
R’=0.8467
o

0 50

100

Konsantrasyon(nuM)

Sekil 4.19. HEPG2 Hiicre Hattinda 1 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda

Canliliga Etkisi

100

ICs=117.4

§ R*=0.9143
5
O 507 -
<5}
5
=
=
0 . .
0 50 100

Konsantrasyon(uM)
Sekil 4.20. HEPG2 Hiicre Hattinda 2 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda

Canliliga Etkisi

31



100

1C5,=205.6

e\i R™=0.9746

)5

S 50

[-P]

Pt

(2]

H=]

==

0 ' '
0 50 100

Konsantrasyon(nM)

Sekil 4.21. HEPG2 Hiicre Hattinda 3 Numarali Bilesigin 0-100 pM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi

100

1C5=2167

R*-0.9532

S
)8
O 507
9]
)
=
-
0 ' .
0 50 100

Konsantrasyon(uM)
Sekil 4.22. HEPG2 Hiicre Hattinda 4 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda

Canliliga Etkisi

32



100

1C5y=579.9

§ R*=0.9786
5
O 501
W
S
=
==
0 v :
0 50 100
Konsantrasyon(pM)
Sekil 4.23. HEPG2 Hiicre Hattinda 5 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi

100 IC5y=456.5
§ R"=0.9815
O 501
<%}
Rt
>
=
=

0 . r
0 50 100
Konsantrasyon(uM)
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Sekil 4.32. HDFa Hiicre Hattinda 5 Numarali Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi

37



1009 IC5=716.4

R’=0.9699

Hiicre Canlhihig (%

60 - ;
0 50 100
Konsantrasyon(uM)
Sekil 4.33. HDFa Hiicre Hattinda 6 Numaral1 Bilesigin 0-100 uM Konsantrasyonda
Canliliga Etkisi
100 IC5,=48.89

R>=0.9738

o
<

Hiicre Canlihigi (%)

0 50 100
Konsantrasyon(uM)
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5. TARTISMA

Kalkon bilesikleri diger tiim flavonoidlerin ve diger bircok heterosiklik bilesiklerin
Onciisiidiir. Bu bilesiklerin avantajlari, sayisiz biyolojik 6zellikleri, yan etkilerinin az
olmasi, kolayca elde edilebilmeleri ve temel yapilarint modiile ederek ¢ok sayida
biyolojik olarak aktif bilesikler olusturabilmeleri ile ilgilidir. Bu etkilerden bazilari
sunlardir: antibakteriyel, antitilser, antiprotozoal, antihelmintik, bocek o6ldiiriicii, amip
oldiirticii, immiinosupresif, sitotoksik ve antikanser aktivite (Herencia ve ark., 1998;
Rao ve ark., 2004; Satyanaranaya ve ark., 2004; Buolamwini ve ark., 2005;
Constantinescu ve Lungu, 2021; Ouyang ve ark., 2021). Kalkon bilesiklerinin sahip
olduklari iki aromatik halka iizerinde farkli pozisyonlarda bulunan farkli siibstitiientler
(metoksi, amino, nitro, halojen ve hidroksil gruplari) sayesinde 6zellikle antikanser
etkide artis oldugu bildirilmistir. Kalkonlar hiicrede farkli yolaklarda, farkl
mekanizmalar ile etki gostererek sitotoksisiteye neden olurlar. Yapilan pek ¢ok
calismada kalkonlarin, sadece hiicresel boliinme siirecini bloke etmede degil, ayni
zamanda farkl1 hiicre 6liim yolaklarinda da etkili bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu

gosterilmistir (Boumendjel ve ark., 2009).

Flor iceren bilesiklerde gozlenen yapi-reaktivite iliskileri ile birlikte C-F bagi iceren
bilesiklerin kii¢lik atom yaricapi, yiiksek elektronegatiflik, '4'lik niikleer spin ve flor
atomunun diisiik polarizasyonu nedeniyle oldukca dikkat ¢ekicidir. Flor atomlari
iceren bilesiklerin, daha yiiksek metabolik stabiliteleri nedeniyle genellikle hedef
molekiillere daha kolay baglandiklari bildirilmektedir (Bégué ve Bonnet-Delpon,
2006; Kirk, 2006; Ojima, 2009). Yine bu molekiillerin yiiksek lipofilik 6zellikleri ve
membran penetrasyonlarinin kolay olmasi nedeniyle C-F bagi, C-H ve C-O baglarina
kiyasla biyolojik olarak aktif hale gelmektedir. Bu yapilarin en 6nemlisi sayilabilecek
aromatik benzen halkasinda flor igeren arenler, ozellikle elektrofilik ozellikleri
nedeniyle niikleofilik saldirilara kars1 hidrojen bazli arenlere gore daha uygundur. Bu

nedenle, flor ikameli arenler, niikleofilik aromatik ikame reaksiyonlar1 nedeniyle tibbi
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acidan oOnemli olabilecek bilesiklerin sentezinde yeni yaklagimlar sunmaktadir
(Uneyama, 2007).

Tez kapsaminda yeni sentezlenmis ve antikanser aktivitesi daha 6nce belirlenmemis
bir seri flor- ve metoksi- siibstitiie kalkon tiirevi 8 bilesigin olasi antikanser etkileri
A549, HEPG2 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde ¢alisilmistir. Bahsi gegen hiicre hatlart
bilesiklerin farkli dozlarina (0-100 uM) 24 saat maruz birakilmis ve bu maddelerin
MTT yontemi ile hiicre canliligi tizerine etkileri incelenmis, 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Tiim hiicre hatlarinda etkili oldugu goriilen bilesik 7°de dikkat ¢ceken
taraf bilesikler icerisinde en fazla flor i¢ceren kalkon olmasidir. Tez bilesiklerinde flor
ve metoksi siibstitiisyonlarinin aktivitede farkliliklara neden oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuglardan en carpict olani bilesiklerde flor yerine metoksi grubunun girmesiyle
aktivitede azalma olmasidir. Ayrica mono siibstitiient olarak para pozisyonunda flor
olan bilesik 2 de sitotoksik aktivitede artig goriiliirken bilesik 8’de para pozisyonunda
flor yerine metoksi bulunmasi bilesik 8’in, bilesik 7’ye gore aktivitesinde onemli

o6l¢iide azalmaya neden olmustur.

Ayrica kalkonlar, yeni antikanser bilesiklerinin tanimlanmasi igin bir baslangig
noktasidir. Dogal ve sentetik kalkonlar, in vivo ve in vitro antitimor 6zelliklere
sahiptir ve ilaca direngli kanserlerde de aktiftir (Constantinescu ve Lungu, 2021).
Literatiirde kalkon iskeletine sahip birgok bilesigin antikanser etkileri bildirilmistir.
Burmaoglu ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada flor siibstitiie biskalkonlarin
sentezlendigi ve bu bilesiklerin MCF-7 ve Caco-2 hiicre hatlarina kars1 antikanser
aktiviteleri arastirilmistir. Sentezi gerceklestirilen 4g bilesiginin MCF-7 ve Caco-2
hiicreleri lizerinde sirasiyla ICs0=1,9 uM ve ICs0=7,3 uM degerleriyle iy1 antikanser

aktivite gosterdigi belirtilmistir (Burmaoglu ve ark., 2019).

Antikanser 6zellikteki kalkon bilesiklerine drnek olarak (E)-1-(4’hidroksifenil)but-1-
en-3-on bilesigi verilebilir. Bu bilesigin MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde etkili ve
tiiberkiiloza kars1 inhibe edici 6zellikte oldugu ¢alismalarda gosterilmistir (Lin ve ark.,
2002; Rao ve ark., 2004).

Bir baska caligmada diaril eter grubu iceren bir seri yeni kalkon bilesiginin antikanser
aktivitelerinin degerlendirilmis ve 5b bilesigin MCF-7 (1C50=3.44 + 0.19 uM), HepG2
(IC50=4.64 £ 0.23 uM) ve insan kalin bagirsak kanseri (HCT116) (1C50=6.31 + 0.27
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uM) kanser hiicre hatlarina kars1 en etkili bilesik oldugu raporlanmistir (Wang ve ark.,
2020).

Nam ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise, bir dizi 2°,5’-dihidroksikalkon tiirevi
bilesiklerin farkli tiimor hiicre hatlarina (B16 fare cilt tiimorii, A31 insan epitelyum
timorii, HCT 116 hiicrelerine karsi ve insan gobek dokusuna ait olan endotel
hiicrelerine (HUVEC) kars1 sitotoksik etkilerini incelenmistir. Incelenen kalkon
tirevlerinden bazilarinin, diisik mikromolar [Cso degerleri ile sadece timor
hiicrelerine kars1 degil, HUVEC hiicrelerine kars1 da bariz bir sitotoksik segicilik
gosterdigi rapor edilmistir. Anjiyogenez; var olan damarlardan tomurcuklanma yolu
ile yeni damarlarin olugmasi ve gelismesi, timor gelismesinin 6n sartidir ve
anjiyogenezin inhibe edilmesi gelisme prosesini ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
inhibe edecektir. Bu veriler 1s1ginda Nam ve arkadaslar1 kalkonlarin potansiyel

anjiyogenez inhibitorii olabilecegini diisiinmiislerdir (Nam ve ark., 2003).
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6. SONUC

Tez kapsaminda yeni sentezlenmis ve antikanser aktivitesi daha 6nce belirlenmemis
bir seri flor- ve metoksi- siibstitiie kalkon tiirevi 8 bilesigin olasi antikanser etkileri
A549, HEPG2 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde ¢alisilmistir. Tez ¢alismasinda kontrol
gruplarinda negatif kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama yapilmamis, pozitif
kontrol gurubu olarak doksorubisin etken maddesi uygulanmigtir. Bahsi gecen hiicre
hatlar1 bilesiklerin farkli dozlarina (0-100 uM) 24 saat maruz birakilmis ve bu
maddelerin MTT yontemi ile hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelenmis, 1Cso degerleri

hesaplanmustir.

e Bilesik 7’nin tiim hiicre hatlarinda en etkili madde oldugu goézlenmistir.

e A549 hiicre hattinda en etkili bilesik olan 7’nin yani sira, 1 no’lu bilesigin de bu
hiicre hattinda sitotoksik aktivite gosterdigi bulgular arasinda yer almistir.

e HEPG2 hiicrelerinde 1 ve 2 no’lu bilesiklerin I1Cso degerleri sirasiyla 144,445,4 uM
ve 117,445,4 uM olarak belirlenmistir. Ayn1 hiicre hattinda 7 no’lu bilesik en
yiiksek sitotoksisiteyi gostermistir (ICso: 66,4+4,5 uM).

e 2 no’lu bilesik MCF-7 hiicre hattinda en etkili bilesik olarak saptanmistir (ICso:
44,8+4,5 uM). Bilesik 7, bilesik 6 ve bilesik 1’in sirasiyla 2 no’lu bilesikten sonra
en etkili bulunan maddeler oldugu da ¢alismada yer alan bulgular arasindadir.

e 7 no’lu bilesikte dikkat ¢ceken taraf bilesikler igerisinde en fazla flor i¢eren kalkon
tiirevi olmasidir.

e Bilesiklerde yapilan siibstitiisyonlar sonrasi flor yerine metoksi girmesiyle
aktivitede azalma gozlenmistir.

e Mono siibstitiient olarak para pozisyonunda flor olan bilesik 2 de, sitotoksik
aktivitede artis belirlenmistir.

e Bilesik 8’de para pozisyonunda flor yerine metoksi bulunmasi bilesik 8’in, bilesik

7’ye gore aktivitesinde 6nemli dl¢iide azalmaya neden oldugu gézlenmistir.

Bilesiklerin tiimii 2,4,6-trimetoksifenil yapis1 tasimakta olup, aktivite farklarinin ihtiva

ettikleri flor sayisina, flor ve metoksi konumuna bagli oldugu diisiiniilmektedir. Elde
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edilen verilerin yayinlanmasi ile literatiire dnemli diizeyde katki saglanmasi

beklenmektedir.
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