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Yiiksek Lisans Tezi

STERIiK ENGELLI SALISILALDIMINLERIN KANSER HUCRE DiZiSi UZERINE
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tugba COLAK

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Doc. Dr. Faruk SUZERGOZ
Yil: 2013, Sayfa: 60

Kemoterapide birgok kimyasal kokenli ajandan yararlanilmakla birlikte basarili bir kanser tedavisi i¢in
heniiz etkinligi yiiksek ve yan etkileri minimal diizeyde bir kemoterapotik ajan bulunamamustir. Bu
caligmada, sentezi yapilan sterik engelli salisilaldimin bilesiklerinden [2,4-di-tert-butil-6-{[(2-metilfenil)
imino] metil}-fenol], [2,4-di-tert-butil-6-{[(4-metilfenil) imino] metil}-fenol],2,4-di-tert-butil-6-{[(4-
metoksifenil) imino] metil}-fenol], [2,4-di-tert-butil-6-{[(4-ters-biitilfenil) imino] metil}-fenol] kronik
miyeloid 16semi hiicre soyundan kaynaklanan K562 hiicrelerinin sitototoksik etkileri arastirilarak
kemoterapotik ajan olabilme kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bilesiklerin kanser hiicreleri
tizerine sitotoksik etkileri canli hiicrelerin mitokondrileri araciligiyla MTT tuzlarinin indirgemesine
dayanan kolorimetrik bir yontem olan MTT yontemi ile analiz edilmistir. [2,4-di-tert-butil-6-{[(4-
metilfenil) imino] metil}-fenol] ve [2,4-di-tert-butil-6-{[(4-ters-biitilfenil) imino] metil}-fenol]
bilesiklerinin K562 hiicreleri tizerinde 6nemli 6l¢iide sitotoksik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Salisilaldimin, Schiff bazlari, K562, MTT,
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Besides the use of many chemical agents in chemotherapy, a chemotherapeutic agent with minimal
side effects and with high activity for treatment success in cancer hasn’t been found yet. In this study,
it was aimed to investigate cytotoxic effects of synthesized sterically hindered salicylaldimin
compounds 2, 4-di-tert-butyl-6- { [ (2- methylphenyl) imino] methyl } —phenol] ,2, 4-di-tert-butyl-6- {
[ (4- methylphenyl) imino] methyl } —phenol, 2, 4-di-tert-butyl-6- { [ 4-Methoxyphenyl ) imino]
methyl} —phenol, [2, 4-di-tert-butyl-6- {[4-tert-butylphenyl) imino] methyl }-phenol on K562 cell
originated from chronic myeloid leukemia cell strain and to determine the capacity of them to be a
chemotherapeutic agent. Cytotoxic effects of compounds on cancer cells was analysed with
colorimetric MTT method which is based on reducing MTT salts by means of mitochondria of viable
cells. It was determined that 2, 4-di-tert-butyl-6- { [ (4- methylphenyl) imino] methyl } —phenol] and
[2, 4-di-tert-butyl-6- {[4-tert-butylphenyl) imino] methyl }-phenol ] compounds had not significant
cytotoxic effect on K562 cells.

KEY WORDS: Salicylaldimine, Schiff base, K562, MTT.
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1.GIRIS Tugba COLAK

1. GIRIS

Kimyasal maddeler giinlimiizde ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Saglik
alanindaki gelismeler beraberinde kimyasal maddelere duyulan ihtiyac1 da
artirmistir. Kanser tedavisinde kimyasal maddeler 6zellikle kemoterapide 6nemli
yer tutmaktadir. Kemoterapi kavrami ise ilk defa kanser ile ilgili olarak 1940
yillarinda ortaya atilmistir. Kemoterapi, kanseri tedavi etmek, kontrol etmek ve
kanserin yol agtig1 belirtileri gidermek amaciyla kimyasal maddelerle yapilan
tedavi seklidir. Kemoterapide kullanilan ilaglara genel olarak kemoterap6tik adi
verilir. Kemoterapide kullanilan kimyasal maddelerin uygun dozlarda kullanimi

olduk¢a onemlidir.

Kemoterapinin bazi kanser tiirlerinde basartyla uygulanmasina karsin bir kisim
kanser tiirlerinde heniiz etkin bir kemoterapétik ajan bulunamamistir. Bu nedenle
bitkisel ve kimyasal kaynaklardan yeni kemoterapdtik ajan arayisi giinlimiizde de

devam etmektedir.

Calismamizda kullandigimiz yeni sentezlenen sterik engelli Schiff bazlarinin
karakteristik 6zellikleri, yapilarinda karbon ve azot ¢ift bagin1 tagimalaridir. Schiff
bazlarinin ¢esitli tiirevleri ve bunlarin metal kompleksleri antineoplastik, antiviral,
antimikrobiyal, antimalarial gibi biyolojik etkinliklere sahip olmalarindan dolayi
kimya, biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiyiik ilgi gérmektedirler. Bu
bilesiklerin farkli biyolojik etkilere sahip olmasindan dolay1 sentezlenen bilesigin
yapist, konumu ve komplekslerde kullanilan metal atomunun 6zelligi biiylik 6nem

tasimaktadir (Cakmak, 2007).

Ayrica Schiff bazlarinin ve bazi metal komplekslerinin organizmalar i¢in
onemli a-aminoasitlerin elde edilmesi sirasindaki rolii, sahip oldugu antitimor ve
antimikrobiyal aktiviteleri nedeni ile gok genis biyolojik dneme sahiptirler (Grabaric

ve ark., 1993). Ozellikle thiosemicarbazanelarin metallerle verdigi komplekslerin gok
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genis biyolojik Ozellik gostermesi bu tir ligandlara 6nemli yer kazandirmistir

(Franco ve ark., 2000).

Yapilan birgok arastirmada bazi Schiff bazlarimin farkli oranlarda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistir (Yilmaz, 2003). Ornegin, sterik
hidrokarbonlu fenollerden o6zellikle 2,6-di-tert-butil fenol tiirevleri ve onlarin
kompleks bilesenleri antioksidan olarak polimer ve gida sanayiinde, eczacilikta
oksidasyon proseslerini engelleyen bir koruyucu olarak kullanilmaktadir (Donelly,
1996). Bu tiir fenollerin antikanser 6zelligi tasidigi yapilan arastirmalarla ortaya

cikarilmigtir (Clarke ve ark., 1974).

Goriildiigii gibi Schiff bazi1 komplekslerinin antikanser aktivitesine sahip
olmasimndan dolayr da tip diinyasindaki onemi giderek artmakta ve kanserle

micadelede reaktif olarak kullanilmas1 hedeflenmektedir.

Yeni sentezlerle elde edilen kimyasal ajanlarin kanser tedavisinde kullanilma
potansiyelinin yiiksek oldugu ve etkin sonuglara ulasildigi agiktir. Calismamizda
kullandigimiz bilesikler Fakiiltemiz Kimya Boliimii, Anorganik Kimya Anabilim
Dalinda sentezlenen sterik engelli salisilaldiminlerin, miyeloid 16seminin blastik kriz
evresinden kaynaklanan K562 hiicre serisi lizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi

ile arastirilmastir.

Bu c¢alismay1 takiben yapilmasi zorunlu olan diger testlerle, ve in vivo
caligmalar: ile kanser icin yeni bir kimyasal ajan olma potansiyeline bakilmalidir.

Boylece bu bilesikler alternatif tibba kazandirilmis olabilecektir.
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2.0ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Giiniimiizde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallarin saglik alaninda kullaniminda 6ne ¢ikan isim 1493-1541 yillart
arasinda yasamis Isvicreli bir hekim olan Paracelsus’ tur. * Her sey zehirdir. Zehirle
ilact ayiran dozdur” 6ngoriisii ile Paracelsus modern toksikolojinin temeli olan doz-
cevap iliskisine ilk dikkati ¢eken bilim onciilerinden biridir. Bu gelismelerin temeli
1960’ lar oncesi yeterli toksisite bilgisi olmadan her alanda yogun kimyasal
kullanimin baglamasi, insan sagligi ve c¢evre iizerindeki felaket boyutlarindaki

zararlarin goriilmesi ve bunlarin arastirilmasina dayanmaktadir.

Kimyasallar ile biyolojik sistemler arasindaki kimyasal madde kullanimi ise
baslangigta “zehir bilimi” olarak tanimlanan etkilesimlerin zararli, sonuglarini
inceleyen bilim dali” veya “kimyasallarin zararsizlik limitlerini belirleyen bilim dali”

olarak tanimlanan toksikolojinin ortaya ¢ikmasini saglamistir.

Bu yiizyilin basina kadar kullanilan kimyasallarin sayis1 birkag¢ bin ile sinirl
idi. Bu kimyasallarin biiyiik boliimiinii bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakli dogal
maddeler olusturuyordu. 20. yiizyillda organik kimya biliminde dolayisiyla kimya
endistrisindeki hizli gelisme, kullanilan kimyasallarin sayisini hizla arttirmistir.
Bugiin bliyiik boliimii sentetik olmak tizere 80.000’in {izerinde kimyasal madde

¢esitli amaclar i¢in kullanilmaktadir.

Bu kimyasallarin baglicalari,
Tlag aktif maddesi (4.000),
[lag yardime1 maddesi (2.000),
Kozmetik (3.000),
Gida katki maddesi (2.600),
Tarim ilaci (1.500) ve
Endiistriyel kimyasal (48.000) olarak dagilim gostermektedir.

AN N N N RN
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Kullanilan kimyasallara her yil yaklasik olarak 1.000 yeni kimyasalin eklendigi
bilinmektedir. Ayrica bu artisin yani sira miktar olarakta bir artisin oldugu tespit
edilmistir. Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP)’in verilerine gore diinya
kimyasal madde iiretimi 1950 yilinda 7 milyon ton iken, bu rakam 1970 yilinda
63 milyon tona ve 1985 yilinda 250 milyon tona yiikselmistir. Giiniimiizde ise bu

rakamin 400 milyon tona ulastig1 tahmin edilmektedir.

Kimyasal kullanimindaki bu hizli artis “’toplumsal kemofobi’® olarak
adlandirilan bir gelismeyi de beraberinde getirmistir. Ayrica Kemofobinin
olugmasinda kimyasal madde kullanimindaki artisin yol actig1 trajik olaylarin rolii
de biiyiiktiir. 1960’larin basinda talidomit adli sedatif ilacin yol a¢tigir 10.000’den
fazla malformasyonlu dogum, bu trajik olaylarin basinda gelir. Talidomit faciasi
boyutunda olmasa dahi ilaglarin yol actig1 ¢ok sayida epidemik olay kimyasallara

kars1 insanlarda korkuya sebep olmaktadir.

Kimyasallarin yarattig1 tehlikeler ve modern yasamin siirdiiriilmesinde gerekli
olmas1 ayrica kimyasallarin artan miktarlarda kullanilma gerekliligi kimyasallarin
tiretim Oncesi ve sonrasi giivenirlik limitlerini belirleyen toksikolojinin 6nemini
arttirmigtir. Bilim ve teknolojideki 6zellikle son 30-40 yilda yasanan hizli gelismeler
metoksisite olarak adlandirilan, toksisite mekanizmalarinin hiicresel, biyokimyasal

ve molekiiller olarak aydinlatilmasina yardime1 olmaktadir.

Insan organizmasina zararnin minumuma indirilmesi i¢in yeni sentezlenen her
kimyasal hakkinda yeterli arastirmalarin yapilmasi ve islevlerinin aydinlatilmasi

gerekmektedir.
2.1.1.Yeni sentezlenen kimyasallarin biyolojik aktiviteleri
Giliniimiizde tedavi amaciyla kullanilan ilaglar arasinda kemoterapdtik etkili

ilaclar ilk siralarda yer almasma ragmen zaman igerisinde mikroorganizmalarin

diren¢ kazanmasi veya istenilmeyen bazi yan etkilerinin bulunmasi bu ilaglarin
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kullanim alanlarin1 daraltmaktadir. Bu durum, arastiricilar etkili ve genis spektruma
sahip yeni ilaglarin bulunmasina yonlendirmektedir. Bilim insanlar1 ozellikle
kemoterapotik ilaglar bulmak igin Schiff bazlar tizerine son yillarda birgok ¢alisma

yapmiglardir. Bu ¢alismalardan bazilari asagida 6zetlenmektedir.

Tiyosemikarbazon tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkileri
nedeniyle antineoplastik amagla da kullanildiklarim1 (Ergeng ve ark., 2010) ayrica
antitiroid aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir. Ayrica tiyosemikarbazon ve Schiff
baz1 tiirevleri; antiviral, antimalarial, antifungal ve antibakteriyal o6zelliginin
bulunmasindan dolay1 bir¢ok hastalikta tedavi amagli kullanilmaktadir (Patil ve ark.,

2010).

Wiliams ve arkadaslar1 4-metil-5-amino-1-formilkinolin tiyosemikarbazon
(MAIQ)’nun bazi karaciger enzimlerini in vitro olarak inhibe ettigini ve
tiyosemikarbazon-metal komplekslerinin aktif oksijen tiirleri gibi toksik etkiler
olusturdugunu da ileri stirmiislerdir (Wiliams ve ark., 2010). Timoér gelisiminin
inhibisyonunda tiyosemikarbazon-¢inko bilesiklerininde o6nemli etkilere sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Tiyosemikarbazon tiirevi Schiff bazi olan 4 -(1-fenil-1-metil siklobiitil-3-il)-2-
(2- hidroksibenziliden hidrazino) tiyazol ile ¢inko ve bakir komplekslerini oksidatif
stres tzerine etkilerini ratlarda arastirmiglar ve ¢inko-ligand kompleksinin bir
antioksidan gibi davrandigi, ligandin oksidatif stres olusturmadigi, bakir-ligand

kompleksinin oksidatif stres olusturdugu rapor edilmistir (Yilmaz ve ark., 2009).

Bu konudaki galismalar artarak devam etmekte ve giincelligini korumaktadir.

2.2. Schiff Bazlan

Schiff bazlari, aldehit ve ketonlarin primer aminlerle verdigi kondensasyon
tirtinleridir. Bu reaksiyonlar sonucu olusan karbon-azot ¢ift bagma (-CH=N-)

azometin veya imin bagi adi verilir. Karbonil bilesigi aldehit ise olusan bag azometin
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veya aldimin, keton ise olusan baga imin veya ketimin adi1 verilir (Brown, 1995;

Beyer, 1980; Atakol, 1986).

Schiff bazlarinin olusturdugu koordinasyon bilesikleri glinimiizde kimyacilar
tarafindan ¢ok yonlii arastirilmaktadir. Yiikli veya yliiksiiz gruplarin meydana
getirdigi ligantlar merkez atomuna donér atomlarla baglanarak koordinasyon
bilesiklerini olusturmakta ve Schiff bazi ligandlari, yapilarinda bulunan donor
atomlarin sayisina bagli olarak etkin bir selat grubu olusturmaktadirlar.
Bu o6zellikler kompleks bilesikler vermelerini kolaylastirmaktadir. Schiff bazlar
hazirlanirken, ligant olarak azometin bagina komsu, ortopozisyonunda —OH, -SH, -
NH2 gibi gruplarin bulunmasina dikkat edilmektedir. Bu gruplar katyonla birlikte
altili halkalar olusturduklar i¢in dayanikli kompleksler meydana getirmektedirler
(Patai, 1970).

Gilintimiizde siv1 kristal teknolojisinin kullanim alaninin yayginlagmasi, bu
konuda yapilan ¢alismalarin artmasina sebep olmustur. Sentezlenen Schiff bazlarinin
yap1 aydinlatmasi ile ilgili c¢alismalara 1940’1 yillarda, asitlik sabitlerinin

belirlenmesine yonelik ¢aligsmalara ise 1970’11 yillarda baglanmustir.

1979 yilinda yapilan bir galismada 2-aminopiridin, anilin, antranilik asit,
0- aminofenol ve m- aminofenol’iin salisilaldehid ile olusturduklar1 Schiff bazlarinin
protonasyon sabitleri %50 (v/v) alkol-su ortaminda ve 30 °C de Olclilmiistiir.
S6z konusu Schiff bazlarinin olusum egrilerinden yararlanilarak imin protonunun ve

fenolik protonun basamakli olarak dissosiye olduklari belirtilmistir (Bera, 1979).

1984 yilinda yapilan bir calisma ile g¢esitli aminlerin salisilaldehid ve
naftaldehid ile olusturduklar1 Schiff bazlarmin dissasiyasyon sabitleri degisik etanol-
su ortamlarinda potansiyometrik olarak tayin edilmistir. Denge sabitlerinin hepsi,
konsantrasyonun bir fonksiyonu olan stokiyometrik denge sabiti olarak hesaplanmis
ve pKa degerlerine siibstitiientlerin  ve  ortamin  etkisi  incelenmistir

(Masoud ve ark., 1984).
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Asitlik sabiti ile maddenin 6zellikleri, yapisi, tautomerik durumu, elde edilmesi
ve olusabilecek reaksiyonlar arasinda iliski bulunmaktadir. Asidik veya bazik
Ozellige sahip bir molekiiliin stereokimyasal yapisinin belirlenmesinde ve
konformasyonel analizlerde asitlik sabitleri kullanilmaktadir. Ayrica organik
reaksiyonlarda elektrofilik ve niikleofilik atagin yoni, kuvveti, ara {riinlerinin
kararliligt ve gerekli aktivasyon enerjisinin biiylikliigli hakkinda bilgiler elde

edilebilmektedir (Brown ve ark. 1985; Chilton ve ark. 1962).

Bilesiklerin asitligi ve bazlig1 tizerine asitlik sabitlerinin ¢oziicii ve siibstitiient
etkisinin olup olmadigi hakkinda Onemli kuramsal temel saglamaktadir.
Biyokimyada, enzimlerin aktif merkezlerinin saptanmasinda kullanilan maddelerin
proton alma ve verme sabitliklerinin bilinmeside 6nem arz etmektedir (Frey ve ark.,
1971). llag olarak kullanilan bircok maddenin zayif asit veya baz &zelligi
gostermektedir. flag molekiiliiniin zarlardan gegisi, dagilimi, tasiimi ve reseptorlere

baglanmasi olaylarinda ise iyonlasma sabitlerinin biiyiik etkisi bulunmaktadir.

Zay1f asit ve bazlarin sulu ortamda iyonize olma oranlari, asitlik sabitleri ve
ortamin pH’ 1 ile ilgilidir. Bu iliski pH=pKat+logC1/Ca seklinde ifade edilen
Handerson— Hasselbach denklemi ile gosterilir (Ogretir ve ark., 1985; Ogretir, 1979).

Schiff bazlar1 hidrojen bagi ve tautomerizim ozellikleri acisindan Onemli
bilesiklerdir. Imin grubuna orto pozisyonunda ~OH grubuna sahip Schiff bazlarinda
tautomerizim, ¢ozelti ve kat1 halde spektroskopi ve X-ray teknikleri kullanilarak
arastirilmistir (Hokelek ve ark. 2000; Salman ve ark. 1991). Bu tiir Schiff bazlarinda,
O-H-N ve O-H-N molekiil i¢i hidrojen baglarinin bulunmasi, enol-imin ve keto-amin
formlar1 arasindaki tautomerizim ile biyolojik olarak aktif 6zellik gdstermelerine
ayrica biyolojik sistemlerde Onemli rol oynamalarma sebep olmaktadir
(Baumgrass ve ark., 2001; Quintana ve ark., 2000; Razakantoanina ve ark., 2000;
Royer ve ark., 1995;).

Hidrojen baginin karakteri kullanilan aldehitin tiirline, molekiiliin

stereokimyasina ve azot atomuna bagl fakat siibstitue gruba bagli degildir.
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Rodopsin, bakteriyorodopsin ve halorodopsinde retinal molekiil, lisinin NH2 ucuna
peptid vasitasiyla baglanirken ara {iriin olarak Schiff bazin1 olusturmasi 6rnek olarak

verilebilir.

Schiff bazlar1 biyolojik aktivitelerinden dolay1 bir¢ok kimyasal olayda 6nemli
rol oynamaktadir (Walsh ve ark., 1987). Ayni zamanda Schiff bazlar1 triptofan,
transaminaz, transketolaz gibi bir¢ok enzimde de gozlenmistir (Wojciechowski ve
ark., 2003). Biyolojik aktivitelerinden baska, fotokromik 6zelligi, goriintii sistemleri
ve optikal bilgisayarlarda radyasyon yogunlugunun 6l¢iilmesi ve kontrolii (Elmal1 ve
ark., 2000), elektronik, optoelektronik ve fotonikler (lwan ve ark., 2007)
ozelliklerinden dolay1 bir¢ok alanda uygulanmasi bu maddelere duyulan ilgiyi her

gegen giin arttirmaktadir.

Schiff bazlart ve metal komplekslerinin sentezi, yapilarinin aydinlatilmasi ve

kullanim alanlart ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2.2.1. Schiff bazlarimin sentezi

Schiff bazlarmin sentezinde en ¢ok kullanilan karbonil bilesikleri,
salisilaldehit, B diketonlar, fenoller, pridoksal, o-hidroksi naftaldehit, piridin-2-
aldehit, diasetil piridin, 4-propanoil, prazolen, diformil fenol ve priivik asitlerdir.

Amin bilesikleri ise diaminler, alkil aminler, aminoasitlerdir.

Aldehitler ¢ok kolay bir sekilde primer aminlerle reaksiyon verip, Schiff
bazilarini olustururken ketonlarda bu islem o kadar kolay degildir ve bir¢ok faktore
baglidir. Ketonlardan Schiff bazi elde etmek i¢in; katalizor se¢imi, uygun pH araligi,
reaksiyonlarda olusacak su ile azeotrop karisim olusturabilecek bir ¢oziiciiniin
secilmesi ve uygun reaksiyon sicakligi gibi bircok faktdriin gdéz Oniine

bulundurulmasi gerekmektedir.

Schiff bazlari olusum mekanizmast iki temel basamaktan meydana

gelmektedir. Birinci basamak, aldehitteki karbonil grubuna protonlanmamis amino
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grubunun katilmasiyla bir tetra hedral karbonilamin ara iriinii olusmasi, ikinci
basamak ise azotun bir proton kaybetmesi ve oksijene bir proton baglanmasi
seklindedir. Imin olusum reaksiyonlar, iki veya daha fazla sayida organik
bilesiklerin birlesmeleri sirasinda suyun ya da baska kii¢iik molekiillerin ayrilmasi ile
sonuclanan kondensasyon reaksiyonlarmin orneklerinden biridir (Wade, 1999).
Elektron g¢ekici ve rezonansa uygun gruplar R gruplarina ne kadar ise imin bilesigi o

kadar kararlidir.

Imin olusumu pH’a bagiml bir tepkimedir. Ilk basamak protonlanmis serbest
aminin karbonil grubuna baglanmasidir. Cozelti ¢ok asidik olursa, amin derisimi
thmal edilecek kadar azalir. Boyle oldugu durumlarda, normalde hizli olan katilma
basamagi yavaslar ve tepkime dizisinde hiz belirleyen basamak haline gelir.
Tepkimedeki ikinci basamak, protonlanmis -OH grubunun su olarak ayrilmasidir.

Amin katilmasinin aksine, asit derigiminin artmast ikinci basamagin hizini arttirir.

Asitligin yiliksek olmasi, ikinci basamagin daha hizli fakat birinci basamagin
daha yavas yiirimesine neden olur. Buna karsilik asitligin azalmasiyla birinci
basamak daha hizli, ikinci basamak daha yavas yiiriir. En uygun pH 3-4 civandir.
Uygun pH’ta aminin bir kism1 protonlanmistir, ancak niikleofilik katilma tepkimesini
baslatabilmek i¢in yeterli miktarda serbest amin de bulunmaktadir. Bu pH'ta yeterli

hizda ayrilmanin gerceklesebilmesi i¢in gerekli asit vardir.

Sekonder aminlerle aldehitler arasinda gerceklesen reaksiyon sonucunda da
imin elde edilebilmektedir. Iminler primer aminlerle olusan Schiff bazlarindan daha
az kararhidir. Bunlar dordiinciil (kuaternar) azot atomu igerdiginden immonyum

tuzlari olarak da isimlendirilirler.
2.2.2.Schiff bazlarimin reaksiyonlari
Kiiciik molekiillii aldehitlerin Schiff bazlar1 doymamis karakterli olduklarindan

polimerizasyona ugrar ve siklik trimer bilesiklerini meydana getirirler. Schiff bazlar

yani azometin bilesikleri kararli iminlerdir. Bunlar LiAlH4 ile etanol ortaminda
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katalitik hidrojenlenme sonucu indirgendiklerinde sekonder aminler meydana

getirirler.

Schiff bazlari alkalilere kars1 kararli olduklar: halde, asitlerin etkisi ile hemen
hidroliz olurlar. Aromatik aminler ile aldehitlerden olusan Schiff bazlari alifatik
bilesiklerden olusan tiriinlerden daha kararli ve hidrolize kars1 direnglidirler. Keto-
amin halindeki o- ve p- siibstitiie ketiminlerin hidroliz hizinin yavas olmasi, keto
halinin hidrolize dayanikli olmasindan kaynaklanmaktadir. Orto ve para metoksi
sibtitiientli diaril ketiminlerde olduk¢a yavas hidrolizlenir. Bu bilesiklerin
tautomerlesmesi miimkiin degildir. Rezonans yapabildikleri i¢in hidrolize karsi

dayaniklidir.

R, R' ve R" ne kadar elektron ¢ekici ve rezonansa istirak edebilen gruplar ise
azometin bilesigi o kadar kararlidir. Kondensasyon reaksiyonlarinin mekanizmast
katilma ayrilma reaksiyonu iizerinden yiirlidiiglinden azometin bilesiklerinin

meydana gelmesi ortamin pH’s1 ile yakindan ilgilidir.

Schiff bazlar1 hidrolize yatkin olmalar1 sebebiyle, sentezleri sirasinda susuz
ortamda c¢alisilmalidir. Reaksiyonda meydana gelen su ise azeotrop bir karisim

olusturabilecegi bir ¢oziicii ile uzaklastirilmalidir.

Mekanizmalardan da anlasildigi gibi reaksiyonlarda H* 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ancak asirisindan da ¢ekinmek gerektigi son reaksiyonda
goriilmektedir (Katalizor ve Inhibitdr). Ayrica asitler ve bazlar amfiprotik ortamlarda
azometin baglarini hidroliz ederek tekrar amin ve karbonil bilesenlerine doniismesini
de saglarlar. Bunun icin asidin veya bazin derisiminin yiiksek olmasi gerekir ve

reaksiyonun kinetigi olusum reaksiyonuna gore daha yavastir.

2.2.3. Koordinasyon kimyasinda Schiff bazlarinin 6nemi

Koordinasyon bilesiklerini inceleyen bilim dalina koordinasyon kimyasi denir.

Bir metal katyonunun inorganik, organik iyon veya molekiillerle verdigi katilma

10
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tirtinlerine koordinasyon bilesikleri denir. Ayn1 zamanda bu tiir bilesikler kompleks
veya metal kompleks seklindede adlandirilir. Koordinasyon bilesiklerindeki katyona
merkez atomu adi verilir. Koordinasyon bilesiklerinde katyon veya merkez atomuna
bagli olan yiiklii ve yiiksiiz gruplara ise ligand denir. Yikli ligandlara CN , Cl
C204 ? gibi iyonlar, yiiksiiz ligandlara da H,O, NHs;, H,NCH,CH,NH, gibi
molekiiller 6rnek verilebilir (Glindiiz, 1998).

Organik ve inorganik bilesiklerin kaynagmasi ile meydana gelen koordinasyon
bilesikleri, bu iki bilim dali arasindaki sinir1 ortadan kaldirmistir. Bir metal iyonun,
elektron verici oOzelligi olan ligant ile bag yapmasiyla olusan maddelerin
konfigiirasyonlari, yapilarinin aydinlatilmasi, koordinasyon kimyasinin arastirma
sahasina girer. Koordinasyon bilesikleri, sayilarimin fazlaligi, yapilari, renkleri,
magnetik Ozellikleri ve kimyasal tepkimeleri nedeniyle anorganik kimyada cok

onemlidir (Sarikahya ve ark., 1987).

Schiff bazlar1 azometin grubunu (RC=N-) iceren bilesiklerdir ve genellikle
birincil aminin aktif bir karbonil bilesigi ile kondensasyonu sonucu olusurlar
(Sonmez ve ark., 2003). Koordinasyon kimyasinda c¢ogunlukla ligant olarak
kullanilan Schiff bazlarinin O ve N atomlar1 arasindaki intramolekiiler hidrojen

baglari, metal komplekslerinin olusmasinda 6nemlidir (Eleman ve ark., 2002).

Ayrica ¢ok sayidaki Schiff bazlari ve bunlarin kompleksleri sahip olduklar
onemli Ozelliklerinden dolayr incelenmistir. Bu ozellikler arasinda oksijeni ters
yonde baglama yetenekleri, olefinlerin hidrojenlenmelerindeki katalitik aktivitesi,
hidroksilden (O) imin (N) atomlarina proton transferi ile kat1 halde fotokromizm ve
termokromizm oOzelligi gostermesi, bazi1 toksik metallere karst komplekslesme
yetenekleri sayilabilir. Ayrica Schiff bazlarindan elde edilen komplekslerin biyolojik
aktivitelere katilma yatkinliklar1 biyolojik model uygulamalart agisindan umut
vericidir (Khalil ve ark., 2005; Soliman ve ark., 2004;; Soliman, 2001).

Schiff bazlarinin sterik ve elektronik o6zelliklerinin ¢ok yonliiliigi, bu

bilesiklerin metal kompleks olusumlarinda uygun birer ligant olarak

11
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davranabilmelerini saglamaktadir. Bu sistemlerin stereokimyasal oOzellikleri ve
kimyasal stereo seci¢iligi bir ya da daha fazla kiral merkezin koordinasyon kiiresine
cok yakin bir sekilde dahil edilmesi ile daha da gelistirilebilir. Elde edilen sonuglar
koordinasyon geometrisinin Onerilmesinde ve selat halkalarinin konformasyonel
kiralitesi  i¢in  kullanilabilmektedir. Bu  bahsedilen faktorler asimetrik
katalizlenmelerde ve metalloprotein modellerinde 6nemli olmaktadir (Szlyk ve
ark.,2005).

Schiff bazlarinin uygulamadaki rahatligi, pratik olarak uygunlugu ve polimer
bag enerjilerine gore agir metallerle kompleks yapabilme oOzellikleri selat etkisi
gbzlenen, ¢oziinmeyen fonksiyonellendirilmis polimerlerin sentezi ve kullanimina
imkan saglamaktadir. Glinlimiizde bu konuda hazirlanmis c¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Selat recineleri {izerine ¢ok sayida g¢alisma olmasina ragmen,
bunlarin multidentat tiirevleri lizerine ¢cok az ¢aligsma bildirilmistir. Selat halkalarinin
sayisinin artmast metal komplekslerinin kararliligini arttirmaktadir. Bu sebeple

multidentat ligandlarin polimer matrisine immobilize edilmesi ilgi gormektedir.

Hidrazid’ler ve Hidrazon’larin birkag tane koordinasyon béliimlerine sahip
olmalar ilging ligant 6zellikleri bulunmaktadir. Selat gecis metallerine karsi sahip
olduklar1 kuvvetli egilim, kimyasal ve farmakolojik 0Ozellikleri; antineoplastik,
antiviral, antienflamatuar ve antitimor ajanlar1 olarak potansiyel uygulamalar
yiiziinden biiyiik ilgi ¢ekmis ve genis ¢apta arastirma yapilmistir (Singh ve Kumar,
2006). Yiiksek baglanma kapasitesine sahip olmalari nedeni ile arilhidrazon’lar

potansiyel ligandlardir.

Ayrica hem keto hemde enol tautomerik formda metalleri koordine edebilme
yetenekleri arilhidrazonlari ligand olarak g¢ekici hale getirmektedir. 1,10-fenantrolin
(phen), koordinasyon kimyasinda karisik ligand kompleksleri hazirlamak igin klasik
N,N'-bidendat ligand olarak biiyiik oranda kullanilmaktadir. Birgok ligandin
ortamdaki varligi baglanmada ayrica spektral Ozelliklerde ve koordinasyon
bilesiklerinin geometrisinde degisiklikler neden olmaktadir (Gup ve ark., 2006).
Arilhidrazonlar giiglii farmakolojik o6zelliklere sahiptirler. Bu bilesiklerin gecis

12
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metalleri ile katalizlenen bir¢ok enzimatik reaksiyonu engelledikleri bildirilmistir.
Ornegin salisilaldehit benzoilhidrazonlarmn bakir(II) kompleksinin DNA sentezinde
ve hiicre biiyiimesinde etkili bir inhibitér oldugu tespit edilmistir. Selat olusturabilen
ligandlari i¢eren diniikleer metal komplekslerin Koordinasyon kimyasi tizerine birgok

¢alisma bulunmaktadir.

Dinucleating ligandlar terimi 1970 yilinda ilk olarak Rabson tarafindan
polidentat selat olusturabilen ligandlar smifim1 tanimlamak i¢in kullanilmastir.
Bu ligandlar es zamanli olarak iki metal iyonuna birden baglanabilmektedir. O
tarihten beri, bu c¢esit ligandlardan ¢ok sayida tasarlanmistir ve bunlarin
koordinasyon bilesikleri arastirilmistir. Birgcok farkli ¢esit dinucleating ligand
arasindan en ¢ok fenol-tabanli compartmental ligandlar bilim insanlarinin ilgisini
cekmektedir. “Compartmental” terimi iki komsu fakat benzer olmayan koordinasyon
boliimleri igeren bir ligand1 belirtmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢esit ligandlara duyulan
ilginin temel nedeni bunlarin dimetalik biyolojik kisimlarinin asimetrik dogalarinin
fark edilmesinden kaynaklanmaktadir. Herbir metal iyonunun, metaloenzimlerin
dintikleer boliimlerinde farkli fonksiyon gosterebilme yetenekleri, biiyiik miktarlarda

asimetrik ligandlarin dizayn edilmesine yol agmistir (Krishnapriya ve ark., 2005).

2.3. Kanser

Cevresel veya genetik faktorlerin etkisiyle normal hiicrelerde niikleer ya da
sitoplazmik  onkogenlerin  aktiflesmesi, transkripsiyonu diizenleyen sinyal
molekiillerin etkilenmesi, tiimér supressor genlerinin aktivitesinin baskilanmasi
sonucu hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmasiyla olusan kitlesel artisa kanser denir
(Sadiqov, 2001).

Kanserler, hematolojik ve solid doku kanserleri olmak {izere iki grup altinda
incelenirler. Hematolojik kanserlerde kendi igerisinde 16semi ve malign lenfomalar

olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Sencan, 2006).
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2.3.1. Losemi

Losemi kemik iligi ve kan kanseri olarak adlandirilmaktadir. 19. yy’da
Avrupali hekimler, beyaz kan hiicrelerinin Onemli oranda arttig1 hastalar
gozlemlediklerinde bu hastalig1 ‘beyaz kan’ olarak adlandirmiglardir. Daha sonraki
calismalarda da anlami1 ‘beyaz’ olan Yunanca’da ‘Leukos’ kelimesini, ‘kan’
anlamina gelen ‘haima’ kelimesiyle birlestirerek ‘leukemia (I6semi)’ olarak

isimlendirildi

Hiicre tipine gore losemiler ‘myeloid’ve ‘lenfositik’ olarak ikiye ayrilir.
Miyeloid ve lenfositik I8semilerin her biri ‘akut’ veya ‘kronik’ olarak

adlandirilmaktadir.

Bu 6zelliklerine gore 16semiler dort gruba ayrilmaktadir:

1. Akut Lenfositik (Lenfoblastik) Losemi (ALL)

2. Akut Miyeloyid Losemi (AML)

3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

4. Kronik Miyeloid Lésemi (KML) (Reyhani, 2011).

AML ve ALL’ de hiicreler normal fonksiyon gosterememektedir. Ayrica kemik
iliginde normal hiicrelere yer birakmamakta ve bu yiizden kemik iliginde yeni olusan
normal hiicrelerin sayisinda azalma goriilmektedir. Bu durum kirmizi kan

hiicrelerinin azalmasiyla sonuglanmaktadir.

KML’ de hiicreler normal hiicreye benzer fonksiyon gosteren kan hiicreleri
(eritrositler, 16kositler ve kan pulcuklar1) yapmaktadir. Alyuvarlarin sayist genellikle
normalin altindadir ve anemiye neden olmaktadir. Fakat birgok akyuvar ve bazen de
kan pulcugu iiretimi devam etmektedir. Akyuvarlarin ¢alismalar1 normale yakin olsa
da sayilar yiiksektir ve artmaya devam etmektedir. Hasta tedavi edilmezse bu durum
ciddi problemlere neden olabilmektedir. Eger tedavi yapilmazsa, beyaz hiicre sayisi

kan akigini yavaglatacak kadar yiikselebilir ve siddetli anemi gelisebilir. KLL’ de
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16semi hiicresi fonksiyon gostermeyen ¢ok sayida lenfosit olusturur. Bu hiicreler
kemik iligi ve lenf nodlarindaki normal hiicrelerin yerini alir. Lenfositlerin normal
calismasina miidahale etmekte ve bu sebeple hastanin immiin cevabi zayiflamaktadir.
Ayrica kemik iliginde olusan ¢ok sayida 16semi hiicresi beyaz kiire (ndtrofil) ve

trombosit sayilarinin diigmesine de neden olmaktadir.

Erigkinlerde en sik goriilen 16semi tipler AML ve KLL’dir. ALL I6seminin
¢ocuklarda en yaygin goriilen seklidir (Reyhani, 2011).

Sitogenetik ¢aligmalarda 16semilerin yaklasik yarisinda sik tekrarlayan
translokasyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar seklinde kromozom anormalliklerinin
bulundugu tespit edilmistir. Etkilenen boélgelerde bulunan genler incelendiginde

hematopoetik sistemin gelisimi ve normal islevi sirasinda oldugu belirtilmektedir.

Losemilerin  molekiiler biyolojisi hakkinda bugiline kadar yapilmis olan

calismalar sonucunda su genel bilgiler ulasilmistir.

v Somatik dokularda kromozom anomalisi sonucu gen ifadesi kontrol
mekanizmalarinin bozulmas: ya da kesilmesiyle 6zel bir hematopoetik
farklilasma hattinin gelisimi 16semiyle sonuglanabilmektedir.

v" Gen diizenlenmesinin kesilmesi ya da bozulmasiyla olusan 16semi
hiicrelerinde farkli kromozomlardaki genlerin birlesmesiyle kimerik gen
bolgelerinin oldugu tespit edilmistir. Bu gen bolgelerinin malign doniigiimiine
etken olabilecegi tespit edilmistir.

v Hiicrede normal transkripsiyonu kontrol eden bir genin baska bir genin

kontroliine girmesiyle olugan anormal gen aktivasyonlar1 olusmaktadir.

Bunun sonucunda lenfositte kromozomal translokasyonlar meydana gelir ve
gen ifadesinin kontrolii bozulur. Ayrica nokta mutasyonlari, gen delesyonlar1 ve
epigenetik degisiklikler de loseminin baslamasi ya da ilerlemesinde etkili oldugu

goriilmektedir.

15



2.ONCEKi CALISMALAR Tugba COLAK

v' Losemiler monoklonal ¢ogalirlar. Translokasyonlarin bir kismi, hematopoetik
farklilasmada rol oynayan transkripsiyon faktorlerini etkiler.
v’ Bazi l6semiler, losemiye farklilasmis “losemi koOk  hiicrelerinden

gelismektedir.

2.3.2. Kronik miyeloyid l6semi

Kronik miyeloyid 16semi miyeloid, eritroid ve megakaryositik hiicrelerinin
cogalmasiyla olusan klonal bir hastaliktir. Kemik iliginde asir1 ¢ogalma, periferal
kanda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek 10kosit sayisi ile karakterize
edilmektedir. Kronik miyeloid 16semi hiicreleri farklilasma yeteneklerini
kaybetmemislerdir akut 16semide ise goriilen patolojik durumun aksine farklilagma

yeteneklerini kaybetmisglerdir.

2.4. K562 Hiicre Serisi

K562 hiicreleri kronik miyeloid l6seminin blastik kriz evresinden kaynaklanan
miyeloid seri hiicre dizileridir (Lozzio ve ark., 1975). Elektron mikroskobunda
bakildiginda K562 hiicreleri kolay bagmtili, diizgiin sekilli, kisa mikrovillisli,
farklilasmis 16semik hiicrelerine benzer sekilde goriilebilir. Giemsa ile hazirlanmis
preparatlarda K562 hiicreleri yaklagik 20 um ¢apinda iki ya da daha fazla pargali
niikleuslu  farklilagmamis blast hiicreleri olarak tamimlanabilir. Bazofilik
sitoplazmalar1 hi¢ graniil icermez (Klein ve ark., 1976; Koeffler ve ark., 1980).
Kiiltir mediumunda siispansiyon olarak biiyiiyen K562 hiicrelerinin iki kat artma
stireleri ortalama 12 saattir (Lowry ve ark., 1951; Singhal ve ark., 1999). K562
hiicrelerinde, normal kromozom sayisiin yaklasik 1,5 kati kromozom bulunur.
Bundan dolayr bu hiicre serisinde abl/bcr fiizyon geni ekspresyonu nedeniyle

apoptozise kars1 direnclidir.
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Sekil 2.1.K562 Hiicre soyunun mikroskobik goriintiisii

(Harran Universitesi, Kanser ve Kok Hiicre Arastirma Laboratuvari)

Normal hiicrelerin uzun siire kiiltiirde tutulmasi oldukg¢a zordur. Bu nedenle
hiicre kiiltiirlinde kolayca ¢ogaltilabilen K562 hiicrelerinin sitotoksisite ve apoptosis
calismalar1 i¢in kullanimi yaygindir. Kiiltiirde spontan olarak apoptosise gitmeyen
K562 hiicrelerinde farkli maddelerle apoptozisi indiikklemek basarili sonuglar elde
edilmesini saglar (Sencan, 2006). K562 hiicreleri gen ekspresyonu, hematopoetik
diizenlemenin anlasilmasi igin yapilan c¢alismalarda olduk¢a kullanislidir

(Koeffler ve ark., 1980).

Kanser ilaglarinin ¢ogu etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve boliinme
fazlarini etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapotik ajanlar bazi spesifik hiicrelerde
olumlu sonu¢ veritken diger kanser hiicrelerinde etkileri sinirli olmaktadir
(Oktar, 2009). Bu nedenle farkli sitotoksik maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin

tam olarak aydinlatilmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

2.5. Sitotoksisite
Gecmisten bugiine hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda hiicre canliligin1  ve

¢ogalmasmi belirlemek i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden en

kullanigh olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanildigi modern deneylerdir.
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Sekil 2.2. 96 kuyucuklu plaka goriintiisii

Boylece bircok 6rnek ayni anda ve hizli analiz edilebilmektedir. Sitotoksisite
deneyleri degisik parametreleri kullanarak hiicre liimiinii ve ¢ogalmasini belirler

(Weyermann ve ark., 2005).

Sitotoksik etki, hiicre yapisit ya da fonksiyonunda hasar olusturan kimyasal
bilesigin siklikla boliinmekte olan hiicreleri selektif olarak ortadan kaldirmak igin

kullanilan antineoplastik ilaglar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.

Sitotoksisite kimyasallarin hiicreler ve dokular iizerindeki aktivasyon
mekanizmasinin anlasilmasinda énemli bir faktordiir. Sitotoksisitenin karsinogenesis
ve inflasyonun da i¢inde bulundugu patolojik proseslerde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Sitotoksisite serbest radikaller, irritantlar ve genotoksinlerinde iginde

bulundugu diger ajanlarin aktivitelerinde etkilidir.

Sitotoksik deneylerle balik hiicre hatlarini kullanarak farkli agir metallerin ve
organik fosin bilesiklerin de iginde bulundugu birgok ¢evresel kimyasalin sitotoksik
etkisi de belirlenebilir (Fent, 2001). In vitro sitotoksisite testleri hiicre canlilig1, hiicre
proliferasyonu, membran biitiinliigii, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi
cesitli parametrelerin Olgiilmesiyle temel hiicre toksisitesinide belirlemektedir. Bu
parametreleri Olgen ¢esitli sitotoksisite deneyleri vardir. En ¢ok kullanilan yontemler
nequtral red uptake deneyi (hiicre canliligi i¢in), Lowry Coomassie Blue ve Kenacid
blue deneyleri (toplam hiicre proteini ve hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in),
MTT (mitokondriyal aktivite ve hiicresel metabolizmay1 belirlemek i¢in) ve

intraseliiler laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite testidir (Gad, 2000).
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Kimyasallarin sitotoksisitesi hiicre Sliimiiniin, canliliginin, hiicre yapisinin,
morfolojisinin, enerji metabolizmasinin ve hiicre ¢ogalmasinin dlgiilmesi gibi ¢esitli
farkli noktalarla belirlenebilir. Bir bilesigin sitotoksik etkisi test edilirken hiicrelerin
genel mekanizmasi ve hiicre tiplerine 6zgli mekanizmalar goz oniinde tutulmalidir
(Putnam ve ark., 2002). Hiicre canliliginin belirlenmesi mutagenesiz, malignant
transformasyon, apoptosis, hiicresel patoloji ve farmosétik toksisiteyi

degerlendirmede olduk¢a 6nemlidir. (Komissarova ve ark., 2005).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
sayede toksisite testleri i¢in kullanilan hayvan sayisini en aza indirilmektedir. /n vitro
testlerin bir diger avantaji hiicre ya da organin toksik etkiye karsi mekanizmasinin
belirlenebilmesidir. Yeni driinlerin toksisitesinin in vitro yontemlerle iiretiminin
erken evrelerinde belirlenebilmesi, harcanan para, zaman ve deney hayvani

sayisindan kazang saglamaktadir.

Calismamuzla parelellik gosteren ¢alismalar asagida bulunmaktadir.

Metal komplekslerinin ¢esitli biyolojik proseslerde 6nemli rol oynadiklar
bilinmektedir. Son yillarda ise DNA’nin baz1 metal komplekslerinden etkilendiginin

farkina varilmigtir. (Matsubara ve ark., 2002).

Demir iyonu pek ¢ok enzim ve proteinlerde bulunmasi nedeniyle hiicrelerde de
mevcuttur. Gegis elementi olan demirin iyonik halleri enzimlerde katalitik redoks
reaksiyonlar1 verir. Asirt demir yliklemesi sonucu DNA zarar gérmekte ve bobrek,

karaciger kanserlerine neden olabilmektedir (Zhao ve ark., 2002).

Schilf ve c¢alisma arkadaslar1 (2004) tris(2-aminoetil) amin ile farklhi
aldehitlerden yedi adet Schiff baz1 elde etmisler ve bilesiklerdeki H bagi olusumu ve
tautomerik dengeyi kati ve ¢ozelti fazinda incelemislerdir. Diislik sicakliklarda

genellikle -NH- formunun daha baskin oldugunu belirtilmistir.

19



2.ONCEKi CALISMALAR Tugba COLAK

Shrivastava ve ¢alisma arkadaslar1 (2004) bir [Cr(salen)(OH2)2] + kompleksi
olan transdiaqua [N,N’etilenbis(salisilidenimin)krom(IIT)perklorat]’in  Sigella
dizanterisinin (maymunlarda ve insanlarda dizanteriye sebep olan Sigella tiirlerinden

olan) geligsmesine kars1 inhibitor etkisini incelemislerdir.

Mandal ve c¢alisma arkadaslar1 (2004) yeni bir o-hidroksi Schiff baz1 olan 2-
(Nbenzil- o iminoetil) naftol’u sentezlemisler ve proton transfer tepkimesini
absorbsiyon spektroskopisi ve kararli hal floresans spektroskopisi ile farklh

coziiciilerde, oda sicakliginda ve diisiik sicaklikta (77 K) incelemislerdir.

Vanco ve ¢alisma arkadaslar1 (2004) bazi aminoasit Schiff bazlarini ve tiyotire
ile pirivik asitten tiireyen Cu(Il) komplekslerini elde etmislerdir. Bilesiklerin

antiradikal aktivitelerini in-vitro ve in-vivo yontemleriyle incelemislerdir.

Zhao ve c¢alisma arkadaslar1 (2004) bir tiir bitkisel polifenol olan
verbascoside’ler yardimi ile DNA’nin Fenton tepkimesinden korunmasin
aragtirmiglardir. Fenton tepkimesi hidrojen peroksit’in demir ve bakir gibi gegis
elementleri varliginda indirgenmesi olup, DNA hasarlari sonucu kanser ve

yaslanmaya sebep olan oksidanlarin olusmasina neden olur.

Gnanasoundari ve Natarajan (2004) ligant olarak kullandiklar: salisilaldehit ve
naftaldehit’in ¢esitli anilinlerle olusturdugu Schiff bazlar1 ile Ph3P igeren metal
komplekslerini sentezlemislerdir. Metal iyonu olarak Fe(IIT), Co(II), Ni(II) ve Cu(ll)
kullanmislardir. Elde ettikleri komplekslerin aromatik yerdegistirme tepkimelerinde
katalizor olarak kullanimini aragtirmislar ve Ni(II) kompleksinin en yiiksek katalitik

aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Winter ve calisma arkadaslar1 (2004) 2,6-bis(hidroksimetil)piridin’in farkli
Co(II) ve Ni(II) tuzlar1 ile ML, yapisindaki kompleksini sentezlemislerdir. Co ve Ni
tuzlart olarak CI" SCN’, NO; SO, kullanmiglardir. Komplekslerin yapilarmi X-

isinlart ile aydmlatmislardir. Cl- komplekslerinde hidrasyon suyu bulmuslar,
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SCN-‘nin ligant olarak baglandigin1 belirlemisler ve tiim komplekslerin alt1

koordinasyonlu oldugunu bildirmislerdir.

Popova ve caligma arkadaslar1 (2005) ferrosen karbaldehit ile valin ve losin
aminoasitlerin etilesterlerini kullanarak Schiff bazlar1 elde etmislerdir. Bilesikleri
asetik asit ile etkilestirerek N-siibstitiie aminoasitler’e doniistiirmiisler ve yapilarini

endiistriimental metotlarla belirlemislerdir.

Kuz’min ve calisma arkadaslar1 (2005) molekiiler yap1 ile antikanser aktivitesi
arasindaki iligkiyi arastirmak tiizere makrosiklik piridinofan Schiff bazlarinin
4DQSAR ile molekiiler yapilarini incelemislerdir. Bazi molekiil boliimlerinin
antikanser etkisini arttirirken bazi boliimlerin ise azalttigini belirlemisler ve sonucun

yeni antikanser ilaglarinin sentezinde kullanisl olacagini sdylemislerdir.

Guo ve calisma arkadaslar1 (2005) c¢itosan ve karboksimetil ¢itosan’in 2-
hidroksi- 5-klorbenzaldehit ve 2-hidroksi-5-nitrobenzaldehit ile Schiff bazlarini elde
etmislerdir. Sentezledikleri ¢itosan ve karboksimetil g¢itosan Schiff bazlarmin

aktiviteleri arasinda belirgin farkliliklar oldugunu gézlemlemislerdir.

Koikawa ve c¢alisma arkadaslar1 (2005) o-hidroksimetilanilin ile
salisilaldehitten olusturduklar1 Schiff baz1 HjyL; ve bilesigin imin grubunu
indirgeyerek olusturduklart HyL, ii¢ disli ligantlarinin komplekslerini hazirlayarak
yapilarint X 1silart ve manyetik Ol¢limlerle aydinlatmislardir. HoLy ligant: ile dort
cekirdekli Nis 1 kompleksini, HoL, liganti ile ise dort ¢ekirdekli dimerin dimeri

olarak tanimladiklar1 Ni; Mn; komplekslerini sentezlemislerdir.

Mohamed ve arkadaslari (2006) tarafindan 2,6-piridindikarboksialdehitbis(p-
hidroksifenilimin) ve 2,6-pridindikarboksialdehitbis(o-hidroksifenilimin)’den
tireyen bazi Schiff bazi ligantlar1 ve metal kompleksleri [Fe(Ill), Co(1I), Ni(Il),
Zn(I1)] sentezlenmis, yapilar1 ve bakteri tiirleri karsisindaki antibakteriyel aktiviteleri

incelenmislerdir.
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Zhong ve c¢alisma arkadaglar1 (2006) 2,3-biitandion ve tiyosemikarbazit’ten
hazirladiklar1 bis Schiff bazi ligantinin Cu(Il), Mn(III), Co(II), Ni(Il) ve Zn(II)
komplekslerini sentezleyerek yapilarini aydinlatmiglar ve antitimér etkilerini
arastirmiglardir. Ayrica Cu(Il) kompleksinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu

belirlemiglerdir.

Sar1 ve ¢alisma arkadaslar1 (2006) 5-kloro ve 5-bromo salisilaldehit’in DL-
glisin ve DL-alanin aminoasitleri ile Schiff bazlarini hazirlayarak Cu(II) ve Ni(ll)
komplekslerini sentezlemisler ve bilesiklerin potansiyometrik kararlilik sabitleri ile
antimikrobiyal aktiviteleri arasindaki iligkileri incelemislerdir (Sari ve ark., 2006).
Gloria, ve galisma arkadaslar1 amin olarak o-, m-, p- toluidin ve 4- hidroksianilin,
aldehit olarak ise 2-piridinkarboksaldehit’i kullanarak Schiff bazlar1 hazirlamislar ve
Pd(Il) ile Pt(II) komplekslerini elde etmislerdir. Komplekslerin yapilarin
spektroskopik yontemlerle aydinlatmiglardir. Sentezledikleri komplekslerin DNA ile
etkilesmelerini dairesel dikroizm ve elektroforetik hareketlilik ile incelemisler ve

stibstitlient etkisi konusunda da ¢alismalar yapilmistir.

Sun ve galisma arkadaslar1 (2006) ta¢ eterler ve salisilaldehit tiirevleri igeren
Schiff bazlarinin Co komplekslerinin, dioksijen ilgileri ile katalitik oksidasyon
aktivitelerini piridin ortaminda ve farkli sicakliklarda incelemislerdir. Komplekslerin
denge sabitleri ile termodinamik parametrelerini  hesaplamislardir.  Schiff
bazlarindaki tac¢ eter halkasinin dioksijen ilgisini ve katalitik etkiyi arttirdigin
gbzlemlemislerdir.

Kannaphan ve c¢alisma arkadaslar1 (2006) 1,5,8,12-tetraazododekan ile
salisilaldehit ve 3-metoksisalisilaldehit’in olusturdugu 6 disli N4O, ligantlarinin
Fe(lll) komplekslerini elde etmislerdir. Karsit iyon olarak ClO4; ve BFy
kullanmislardir. Komplekslerin yapilarini ise X-1sinlari, EPR, doniisiimlii voltametri

ve spektroskopik yontemlerle belirlemislerdir.

Mei Wang ve ¢alisma arkadaslar1 (2006) demiroksijenaz’a model bilesik olarak

iki tane tek cekirdekli ve bir tane iki cekirdekli Fe kompleksi sentezlemislerdir.
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Kristal ¢alismalarinda tek ¢ekirdekli Fe kompleksinin bes disli ligant ve bir kloriir

iyonu ile sekizylizlii yapida oldugunu belirlemislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2006) tarafindan bissalisilaldimin ligantlari ile transbis(
trifenilfosfin)fenilnikel(Il)kloriir kullanarak ¢ift c¢ekirdekli kare diizlem nikel
kompleksleri sentezlemislerdir. Elde ettikleri komplekslerin etilen polimerlesmesinde

katalizor olarak davranislarini incelemislerdir.

Atakol ve calisma arkadaslar1 (2006) dort disli N,N’-bis(salisiliden)-1,3-
propandiaminato ligantin1 ve Mn(Il), Co(Il) ve Ni(II) komplekslerini DMF ve nitrit
anyonu varliginda elde etmislerdir. Ni-Co-Ni ii¢ ¢ekirdekli komplekslerin yapilarini

X-1sinlart ile aydinlatmislar ve manyetik 6zelliklerini incelemislerdir.

Sirbu ve ¢alisma arkadaslar1 (2006) N ve P donér atomlari igeren dort ligant
sentezlemis ve Pd ve Ni komplekslerini elde etmislerdir. Ligantlardan biri ile Pd
kompleksinin yapisin1 X-1g1inlar1 ile aydinlatmislar ve komplekslerin etilen ve stirenin

kopolimerizasyonuna kars1 katalitik aktivitesini incelemislerdir.

2.6.1. Tripan mauvisi ile boyama

Tripan mavisi yontemi ile canli hiicre yilizdesi belirlenmektedir. Hiicreler
canliliklarmi kaybetmemis iseler membran biitiinliikleri ve permeabiliteleri
bozulmadigi i¢in boyayi hiicre i¢ine almamaktadirlar. Membran biitiinliigii bozulmus
ise boyay1 hiicre igine almaktadirlar. Bu 06zelliklerine dayanarak boyanmis ve
boyanmamis hiicre orani ile hiicre canliligi % olarak hesaplanabilmektedir
(Sencan, 2006).

2.6.2. Mitokondriyal aktiviteye dayalh MTT testi
Kiiltiirdeki yasayan hiicre sayisini belirlemek i¢in direkt ve indirek olmak iizere

iki yontem vardir. Direkt yontemde tiim hiicreler sayilirken indirek yontem ise

yasayan  hiicrelerin  kiiltir =~ parametrelerindeki  degisikliklerine  dayanir
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(Geng ve ark., 2002). MTT deneyi, sik sik hiicre poliferasyonunu 6lgen indirek
indikatér olarak kullanilmasina ragmen aslinda MTT mitakondriyal aktivasyonu

6l¢en bir indikatordiir (Wu ve ark., 1999).

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) kullanilan sari
renkli bir tetrazolyum tuzu olup saglam mitokondrilerde siiksinatdehidrojenaz
enzimine spesifik olarak baglandiginda suda ¢dziinmeyen mavi mor formazan tuzlari
olusturur (Shi ve ark., 2006; Langdon, 2004; Korkmaz, 2002). Olusan formazan
kristalleri DMSO, izopropanol ya da formazan iiriinlerinin ¢oziilebildigi ve rapor
edilen diger uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra ¢ozlinen boyanin konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak Olciilebilir (Barile, 1994; Subhashini, 2005). Olusan
formazan tuzlarinin miktar1 direk olarak hiicre sayisinin oranimi gosterir (Holst ve
ark., 2005). Bu teknik diisiik maliyetli, hizli, hassas, giivenilebilir ve ¢ok sayida
ornekle calisma imkani sagladigindan tercih edilmektedir (Collier ve ark., 2003;

Yano ve ark., 2005).

2.6.3. Cahismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz 5 Florourasil

5-Florourasil (5-FU), yapisinin C-5 pozisyonunda hidrojen yerine bir florin
atomu igeren, bir urasil analogudur. Ik kez, Duchinsky ve Heidelberger tarafindan

sentezlenmistir.

O
NH

Sekil 2.3. 5 Florourasil’in yapist

5- FU, urasilin hiicre i¢ine transport yollarin1 kullanarak, rahatga hiicre igine
girer. Hiicre iginde aktif metabolitlerine doniistiiriilir. Bunlar: florodeoksiuridin
monofosfat (FAUMP), florodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfattir
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(FUTP). Bu aktif metabolitler, timidilat sentaz (TS) aktivitesini ve RNA sentezini
bozarlar. 5-FU, hiicre i¢inde dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) tarafindan
dihidroflorourasil’e (DHFU) doniistiiriilerek inaktive etmektedir bu islemde 6zellikle

karacigerde meydana gelmektedir.

Kemoterapide, 0Ozellikle kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilan 5-
FU’nun hem DNA hem de RNA sentezine etkisi oldugu bilinmektedir. Bu etkilerini
hem timidilat sentaz enzimini inhibe ederek, hem de DNA ve RNA yapisiyla birlesip
fonksiyonlarin1 bozarak yerine getirirler. Timidilat sentaz, metil vericisi olarak 5,10
methylenetetrahydrofolate ~ (CH,THF)  kullanarak =~ dUMP’nin =~ dTMP’ye
metilasyonunu Katalizleyen bir enzimdir. 5-FU’nun metaboliti olan FAUMP, bu
enzim iizerindeki niikleotid baglayicit kisma stabil bir sekilde baglanarak, normal
substratt olan dUMP’nin enzime baglanmasi engeller. Bu, dTMP sentezinin
engellenmesine neden olur. dTMP sentezinin engellenmesi, ileri asamada dTTP

sentezinin engellenmesine neden olur.

Bu, diger deoksiniikleotidlerin (dATP, dGTP, dCTP) miktarinda bir artigsa yol
acar. Deoksiniikleotid havuzunun dengesindeki bozulma (6zellikle dATP/dDTP
oraninin bozulmasi) DNA sentez ve onarimini bozarak, DNA iizerinde 6liimciil bir
hasara yol agar. TS inhibisyonu ayni zamanda dUTP miktarindaki artmayr da
beraberinde getirir. Hem dUTP, hem de bir 5-FU metaboliti olan FAUTP, DNA ile
yanlig bigimde birleserek DNA hasarina yol agar.
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| Tinidin
o

I

Sekil 2.4. 5-FU’nun DNA hasar1 yapma mekanizmasi

5-FU’nun etki mekanizmalarindan biri de RNA {iretim ve fonksiyonunun
bozulmasidir. 5-FU’nun bir metaboliti olan FUTP, RNA ile birleserek, normal RNA
fonksiyonunun bozulmasina yol agar. 5-FU’nun, fibroblastlar iizerinde proliferasyon
azaltic1 etkisi oldugu gosterilmistir ve glokom cerrahisi sonrasi skar olusumunu ve
buna bagl rekiirrensi engellemek icin kullanilmistir. Diger caligmalarda, 5-FU’nun
etkisini sadece fibroblast proliferasyonunu engelleyerek degil, ayni zamanda
migrasyon, biiylime faktorlerinin, kollajen ve fibronektin proteinlerinin iiretimi gibi
fibroblast fonksiyonlarini inhibe ederek de ortaya koydugu gosterilmistir. Bulstrode,
Dupuytren hastalarindan ve normal bireylerden alinan fibroblast hiicre kiiltiirleri
lizerinde yuriittigii bir caligmada, 5-FU’nun kollajen sentezini selektif olarak inhibe
edebildigine dair bulgulara rastlamistir. Kollajen sentezindeki bu azalisa, diger
nonkollajenez proteinlerin tiretiminde azalma eslik etmemis ve 5-FU’ya maruz kalan
fibroblast hiicre kiiltiirleriyle, 5-FU ile tedavi edilmemis hiicre kiiltiirleri arasinda

fibroblast hiicre sayilar1 arasinda bir farkliliga rastlanmamastir.

Canter, yaptigi deneysel c¢alismada silikon implantlar etrafinda kapstl
olusumunun engellenmesinde 5-FU’nun etkinligini arastirmis ve olumlu sonuglar
elde etmistir. 5-FU’nun glokom cerrahisi sonrast skar olusumunun engellenmesi

tizerindeki etkinligi ve giivenilirliginin, ¢cok merkezli ve uzun donemli klinik
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caligmalarla gosterilmesi, hipertrofik skar ve keloidlerin tedavisinde de 5-FU’dan

yararlanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Kontochristopoulos’un 20 hasta {izerinde yaptigi bagka bir ¢alismada ise,
hastalarin tamaminda agr1 ve hiperpigmentasyon, % 30’unda (6 hasta) iilserasyon
goriilmiistiir. Bu yapilan c¢alismalarda, hastalarda, 5-FU’nun anemi, lokopeni,
trombositopeni gibi sistemik yan etkilerine rastlanmamustir. 5-FU’nun topikal
preparatlart  BCC  ve  aktinik  keratoz  tedavisinde  kullanilmaktadir

(Beyhan, 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calismamizda yeni sentezlenen sterik engelli salisilaldiminlerin miyelositik

16semi hiicre dizisi olan K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri arastirilmistir.

3.1. Yeni Sentezlenen Kimyasallar

Kimyasallar Harran Universitesi Kimya Béliimii Anorganik Kimya Anabilim

Dal1 6gretim tiyesi Dog.Dr. Veli KASIM tarafindan sentezlenmistir.

Bilesik 1: 2,4-di-tert-butil-6-{[(2-metilfenil) imino] metil}-fenol (IUPAC ‘a goére)

(MA: 323. 4 g/mol)

H.C
3 CHj
HsC
AW
H,C -
HAC CHs HAC
3 3

Sekil 3.1. Bilesik 1

Sekil 3.1’de Bilesik 1’in agik formiilii goriilmektedir.
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Bilesik 2: 2,4-di-tert-butil-6-{[(4-metilfenil) imino] metil}-fenol (IUPAC’a gore)

(MA: 323. 4 g/mol)

H.C
3 CHg
H.C
N CH,
H,C o
CH,
HaC

Sekil 3.2. Bilesik 2

Sekil 3.2’de Bilesik 2’nin ag¢ik formiili goriilmektedir.

Bilesik 3:2,4-di-tert-butil-6-{[(4-metoksifenil) imino] metil}-fenol (IUPAC’a gore)

(MA: 339.4 g/ mol)

H.C
3 CH,
HyC
CH,
\ /
N 0
HyC
OH
CH,
HyC

Sekil 3.3. Bilesik 3

Sekil 3.3’te Bilesik 3’ {in agik formiilii gériilmektedir.
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Bilesik 4: 2,4-di-tert-butil-6-{[(4-ters-biitilfenil) imino] metil}-fenol
(IUPAC ‘a gore)

(MA: 365.5 g/ mol)

CH,
HyC
\ CH,
N CH,
HyC
OH CH,
CH,
HyC

Sekil 3.4. Bilesik 4

Sekil 3.4’te Bilesik 4’ {in agik formiilii goriillmektedir.

3.2. Kimyasallarin Sterilizasyonu
Kimyasallarin formiilleri yazilip, agirliklart hassas terazide hesaplandiktan
sonra 1uM olacak sekilde alkolde ¢oziildiikten sonra 20 um por ¢apli enjektor tipi
filtre ile (Minisart®, Biotech, 16534, USA) sterilize edilerek stok soliisyonlar
hazirlandi.
3.3. 5 Florourasil ve Kimyasallarin Doz Ayarlamasi
Pozitif kontrol olan 5 Florourasil ve kimyasallar 15.6 uM, 31.2 uM, 62.5 uM, 125
uM, 250 uM, 500 pM, 1000 uM olacak sekilde alkol icerisinde diliie edilerek stok
soliisyonlar1 hazirlandi
3.4. 96 Kuyucuklu Kiiltiir Plaklarinin Hazirlanmasi

96 kuyucuklu kiiltiir plaklarinin ilk sirasina sadece ¢oziicii olarak kullanilan
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alkol eklenmistir. Pozitif kontrol ve bilesikler 15.6 uM, 31.2 uM, 62.5 uM, 125 uM,
250 uM, 500 uM ve 1000 uM olacak sekilde 10 pl hacimlerde (final hacim 100 pl)
ticlii diizende (triple) eklendi.

3.4.1. Hiicre kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Seri pasajlar1 yapilan K562 kronik myeloid 16semi hiicre dizisi kiiltiirlerinden
alman ornekler 2000 rpm 10 dakika santrifiij edildiklten sonra iist sivi atilarak
hiicreler % 10 fotal dana serumu (FCS) ve antibiyotik iceren RPMI-1640 icerisinde

yeniden siispanse edildi.

Hiicrelerin canliligin test etmek i¢in “Trypan Blue Exclusion Test” uygulanda.
Bu amagla 100 pl hiicre siispansiyonu 100 pl Tripan mavisinde (%10) sulandirilip
thoma laminda sayildi. Boya almayan canli hiicrelerin oran1 %97 olarak belirlendi.
Sayim isleminden sonra kiiltiir plagina ekim igin hiicreler 10° hiicre/ml olacak

sekilde RPMI-1640 medyum ile sulandirilmistir.

3.5. MTT Testi

Triple diizende 5 Florourasil ve bilesiklerin degisen dozlarda (15.6 uM, 31.2
uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM ve 1000 uM) ekilmis oldugu 96 kuyucuklu
kiltiir plaklarina K562 hiicre siispansiyonu her bir kuyucuga 10* hiicre / 90 ul
gelecek sekilde dagitildi.

Kiiltiir flasklar1 37 °C* de % 5 CO; igeren inkiibatorde (Heal Force, HF 212
UV, Cin), nemli ortamda 72 saat inkiibasyona birakildi. Kiiltiirlin 72. saatinde
% 0.5” lik MTT soliisyonu ([3- (4,5-dimetiltiyazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium],
Sigma, M2128-1G, USA) soliisyonundan her bir kiiltiir kuyucuguna 10 pl eklenip
4 saat daha inkiibasyona birakildi. Bu sure sonunda kiiltiir plaklar1 3000 rpm de 10

dk. santrifiij edildikten sonra iist siv1 atild1.

31



3.MATERYAL ve YONTEM Tugba COLAK

Canlt hiicreler tarafindan MTT’ nin MTT formazana ¢evrilmesiyle meydana
formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kiiltiir kuyucuklarmmin her birine 100 pl
izopropanol eklendi. Co6ziinen MTT-formazan miktarinin belirnemesi amaciyla
kiiltiir plaklar1 ELIZA mikroplak okuyucuda (MD Spectramax, M5, USA) 570 nm
dalga boyunda okutuldu.

Kontrol ve test kuyucuklarindan elde edilen optik dansite (OD) degerlerinden
solvent korii kuyucuklarinin OD degerleri ¢ikarilmistir. Kontrol ve test
kuyucuklarmma ait OD degerleri grafikler halinde sunulmustur. Bilesiklerinin

gosterdigi sitotoksik etki diizeyleri asagidaki formiille hesaplanmistir.

ortalama OD (test)
% sitotoksisite = 100 - exm— Y ](0

ortalama OD (kontrol)

3.6. Kiiltiir plagi kuyucuklarinin goriintiilenmesi

MTT ile inkiibasyon sonunda kiiltiir plaklarinin kuyucuklari invert mikroskopta
(Motic, AE31, CIN) incelenerek, hiicreler sitoplazmalarinda MTT-formazan
kristalleriyle — goriintiilendi. ~ Gorilintiileme islemi kiiltiiriin ~ 76.  saatlerinde

gerceklestirildi.

3.7. istatistiksel Analizler

Elde edilen OD degerleri ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
Verilerin analizlerinde pozitif kontrol (5 Florourasil) ve bilesiklerin sitotoksik
etkilerinin karsilastirilmasi ANOVA testi ile gergeklestirilmistir. ANOVA testi
sonucunda anlamli bulunan pozitif kontrol ve bazi fosfazen bilesiklerinin degisen
dozlarinin sitotoksik etkinlikleri ‘post hoc’ testlerden olan ‘TUKEY’ testi ile
gerceklestirilmistir. Her bir bilesigin pozitif kontrol ile karsilagtirllmasinda pearson
korelasyonu kullanilmistir.  “p” degerinin 0.05 ten kii¢iikk bulunmasi durumunda

veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Her bir kimyasalin 1Csq degerleri
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Graphpad Prism version 6 for Windows kullanilarak non-lineer regresyon, doz

inhibisyon analizi hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1.Arastirma Bulgular

Calismada sterik engelli salisilaldiminlerin kanser hiicre dizisi {izerindeki

sitotoksik yanitlar1 5-Florourasil pozitif kontrol olarak baz alinip incelenmistir.

4.1.1. Kontrol grubunun OD degerleri

Coziicti olarak kullanilan alkoliin eklendigi kontrol kuyucuklarinin OD degeri

0,521+0,012 olarak belirlenmistir.

4.1.2.5 Florourasil’in K562 hiicreleri uizerine sitotoksik etkileri

5 Florourasil’in degisen dozlar1 (15.6 uM, - 1000 pM) kullanilarak
gerceklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.1 sunulmaktadir.

5 Florourasil’in 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 pM, 250 uM, 500 uM,
1000 pM dozlarma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilagtirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla;0,463+0,020 [p<0,847], 0,372+0,087 [p<0,062], 0,321+0,040
[p<0,008], 0,315+0,058 [p<0,006], 0,314+0,034 [p<0,006], 0,306+0,075 [p<0,006],
0,240+0,100 [p<0,005], (ANOVA p<0,001 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. MTT o6ncesi 5 Florourasil’in kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

5 Florourasil’in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu
sonunda hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri (Sekil 4.2 A)
ve elde edilen OD degelerinin kontrol grubu OD degerleri ile karsilastirilmas1 sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.2 B) grafikler halinde sunulmustur.

60
1.0 5FU 55 1
50 -
B Y 45
B40
2
5 s 35
= o 30
[=] g a5
a EL
15 1
2 10
5
o0 0 T T T T T T T
o 7 & z s st & & & S &
> o o‘ﬁ, 7_‘3 5 -, ", ., q%; %be \,}o m(_,}o ’;f,o '?Qo h@o 00@)
YL g Y, T T T oy, N ) © ~
S Florourasil
Dozlar

Sekil 4. 2. 5 Florourasil eklenerek stirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan tretilen
MTT-formazana ait OD(A) ve sitotoksisite degerleri(B)
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5 Florourasil’in K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 1000 pM dozunda uygulanmasiyla % 53.8 olarak ve en
diisiik sitotoksik etkinin 15,6 pM dozunda uygulanmasiyla % 11.1. elde edildigi
Cizelge 4. 1 de gozlenmektedir.

Cizelge 4.1. 5 Florourasil’in K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)
156 31.2 62.5 125 250 500 1000

% sitotoksisite 11,1 28,5 38,4 39,5 39.6 41,1 53,8 ANOVA
0,001

ICs0: 25 UM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz
bagimli olarak degerlendirilmesi ile 5 Florourasil’in 1Csp: 25 uM olarak

bulunmustur.

4.1.3. Bilesik 1’ in K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 1’ in degisen dozlart (15.6 pM, - 1000 pM) kullanilarak
gerceklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.3’ te sunulmaktadir.

5 Florourasil’in 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 pM, 250 pM, 500 uM,
1000 pM dozlarma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilagtirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirastyla; 0,246+0,017 [p<0,001], 0,218+0,022 [p<0,001],
0,224+0,044  [p<0,001], 0,222+0,046 [p<0,001], 0,227+0,059 [p<0,001],
0,218+0,064 [p<0,001], 0,190+0,065 [p<0,001], (ANOVA; p<0,001) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.3. MTT sonrasi Bilesik 1’in kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

Bilesik 1’ in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri (Sekil 4.4 A) ve elde
edilen OD degelerinin kontrol grubu OD degerleri ile karsilagtirilmasi sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.4 B) grafikler halinde sunulmustur.

A B
1,04 BILESIK 1 a0 -
. 35 -
' 30
5 0B
g B E 20 -
|4' _‘é 15
- B
2. - g0
RN
D'D x - - 0 T T T T T |
o o Fs 7
“, %s 7o Ta 548 O S
& & & 0 N [V ) o ' )
@b Y G &u q?’b a2 R @@
Dozlar 15 -

Bilesik 1

Sekil 4. 4. Bilesik 1 eklenerek stirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan iiretilen

MTT-formazana ait OD(A) ve sitotoksisite degerleri(B).
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Bilesik 1’ in K562 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 500 uM dozunda uygulanmasiyla % 27.6 olarak ve en
diisiik sitotoksik etkinin 15.6 uM dozunda uygulanmasiyla % - 8.5 elde edildigi
Cizelge 4.2’ de gozlenmektedir.

Cizelge 4. 2. Bilesik 1’in K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)
156 31.2 62.5 125 250 500 1000

% sitotoksisite -8,5 20,3 21,8 21,4 31,9 27,6 -~ ANOVA
0,001

1Cs50:2078 uM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile bilesik 1’in 1Csp: 2078 uM olarak bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil ile Bilesik 1’in OD degerlerinin
karsilastirilmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil 4.5° te

sunulmaktadir.

r-0.783

GRUPLAR

a 7

Bilegik10.0 Total Population
0,0 2 4 & 8 1,0

Sekil 4.5 Bilesik 1 korelasyon grafigi

Bilesik 1 ile pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil arasinda doz-yanit
iligkisi agisindan bir anlamli pozitif bagmtinin bulundugu (r: 0,783 p<0.001)

gozlenmistir.
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4.1.4. Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 2° nin degisen dozlar1 (15.6 puM, - 1000 pM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.6’ da sunulmaktadir.

Bilesik 2’ nin 15.6 puM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 pM, 250 puM, 500 pM,
1000 uM dozlarma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilastirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla; OD degeri 0,466+0,029 [p<0,887], 0,327+0,029 [p<0,013],
0,366+0,085 [p<0,057], 0,278+0,026 [p<0,002], 0,332+0,053 [p<0,016],
0,295+0,083 [p<0,004], (ANOVA p<0.001) olarak belirlenmistir.

o pM 15,6 pM 31,.2pM 62.5 M

Sekil 4.6. MTT sonrasi Bilesik 2’ nin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri

Bilesik 2’ nin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu
sonunda hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri (Sekil 4.7 A)
ve elde edilen OD degelerinin kontrol grubu OD degerleri ile karsilastirilmasi sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.7 B) grafikler halinde sunulmustur.
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Sekil 4. 7. Bilesik 2 eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan {iretilen

MTT-formazana ait OD(A) ve sitotoksisite degerleri(B)

Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 125 uM dozunda uygulanmasiyla % 46.6 olarak ve en
diisiik sitotoksik etkinin 15.6 uM dozunda uygulanmasiyla % 10.5 elde edildigi
Cizelge 4. 3’ te gozlenmektedir.

Cizelge 4.3. Bilesik 2° nin K562 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)
156 31.2 62.5 125 250 500 1000

% sitotoksisite 10,5 37,2 29,7 46,6 36.1 36,1 43,3 ANOVA
0,001

[Cs50:703 uM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile Bilesik 2’ nin I1Cso: 703 pM olarak bulunmustur.
Pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil ile Bilesik 2’ den elde edilen OD

degerlerinin karsilastirilmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil 4. 8’de

sunulmaktadir.
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110,556

GRUPLAR
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Sekil 4.8. Bilesik 2 korelasyon grafigi

Bilesik 2 ile pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil arasinda doz-yanit
iliskisi agisindan orta derecede pozitif bagintinin bulundugu (r: 0,556 p<0.009)

gbzlenmistir.

4.1.5. Bilesik 3’ iin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 3’ in degisen dozlart (15.6 uM, - 1000 pM) kullanilarak
gerceklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.9’ da sunulmaktadir.

Bilesik 3’ {in 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 pM,
1000 uM dozlarmma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilagtirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla; 0,481+0,066 [p<0,986] 31 0,421+0,066, [p<0,418], 0,361+0,058
[p<0,051], 0,355+0,069 [p<0,041 0,367+0,0026 [p<0,064], 0,340+0,063 [p<0,022],
0,351+0,061 [p<0,034] (ANOVA,; p<0,008) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. MTT sonrasi Bilesik 3° iin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

Bilesik 3’ {in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklarit MTT formazana ait OD degerleri (Sekil 4.10 A) ve elde
edilen OD degelerinin kontrol grubu OD degerleri ile karsilagtirilmasi sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.10 B) grafikler halinde sunulmustur.

1.0 4 BILESIK 3 4
40
2o - 15
2 M
54 -+ i% |
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Sekil 4. 10. Bilesik 3 eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan iiretilen
MTT-formazana ait OD(A) ve sitotoksisite degerleri(B)
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Bilesik 3’ 1in K562 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 500 uM dozunda uygulanmasiyla % 34.6 olarak ve en
diisiik sitotoksik etkinin 15.6 puM dozunda uygulanmasiyla % 7.6 elde edildigi
Cizelge 4.4’ te gozlenmektedir.

Cizelge 4. 4. Bilesik 3’iin K562 hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)
156 31.2 62.5 125 250 500 1000

% sitotoksisite 7.6 19,2 30,6 31.7 29.5 34,6 32.5 ANOVA
0,001

[Cs50:7517 M

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile Bilesik 3’tin 1Csp: 7517 uM olarak bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil ile Bilesik 3’ ten elde edilen OD
degerlerinin karsilastirllmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil

4.11’°de sunulmaktadir.

r:0,775

GRUPLAR
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Sekil 4.11 Bilesik 3 korelasyon grafigi

Bilesik 3 ile pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil arasinda doz-yanit

iliskisi ag¢isindan pozitif bir bagintinin bulundugu (r: 0,775 p<0.001) gézlenmistir.
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4.1.6. Bilesik 4’ iin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 4’ in degisen dozlarn (15.6 puM, - 1000 uM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.12°de sunulmaktadir.

Bilesik 4’tin 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM,
1000 uM dozlarina karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilastirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla OD degeri 0,367+0,025 [p<0,193], 0,446+0,158 [p<0,878], 62,5
0,324+0,068 [p<0,050], 0,282+0,009 [p<0,012], 0,277+0,035 [p<0,010],
0,264+0,071 [p<0,007], 0,238+0,043, [p<0,005], (ANOVA p< 0,002 olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.12. MTT sonras1 Bilesik 4’ iin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

Bilesik 4’iin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin iiretmis olduklar1 MTT formazana ait OD degerleri (Sekil 4.13 A) ve elde
edilen OD degelerinin kontrol grubu OD degerleri ile karsilastirilmast sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.13 B) grafikler halinde sunulmustur.
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Sekil 4. 13. Bilesik 4 eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan {iretilen
MTT-formazana ait OD(A) ve sitotoksisite degerleri(B)

Bilesik 4’tin K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 1000 pM dozunda uygulanmasiyla % 49.4 olarak ve en
diistik sitotoksik etkinin 31.2 uM dozunda uygulanmasiyla % 14.4 elde edildigi
Cizelge 4.5’te gozlenmektedir.

Cizelge 4.5 Bilesik 4’ in K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)
156 31.2 62.5 125 250 500 1000

% sitotoksisite 29.6 14.4 37.8 45.8 46.7 49.2 49.4 ANOVA
0,001

ICs0: 568 UM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile Bilesik 4’iin 1Csp: 568uM olarak bulunmustur.
Pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil ile Bilesik 4’ ten elde edilen OD

degerlerinin karsilastirilmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil 4.14°

te sunulmaktadir.
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Sekil 4.14 Bilesik 4 korelasyon grafigi

Bilesik 4 ile pozitif kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil arasinda doz-yanit

iliskisi acisindan orta derecede bir pozitif bagmtinin bulundugu (r: 0.467, p<0.21)

gozlenmistir.
60 -
50 A ™
w156 Um
40 1 m312ul
1
50 - w52, 5uM
m]25uld
20 4 B 250uld
500l
1 -
1000ulI
I:I N T T T T T T T T 1
10

5 Fu Bilegik 1 Bilegik 2 Bilegik 3 Bilegik 4

Sekil 4.15.Tiim bilesiklerin sitotoksik etkileri

Sekil 4.15° te goriildiigii gibi kimyasallarimiz arasindan en yiiksek sitotoksisite
Bilesik 2’ de daha sonra ise Bilesik 4’ de goriilmistiir. Bilesik 4 referans pozitif
kontroliimiize en yakin sonucu veren bilesigimizdir. Bilesiklerimiz arasinda en diigiik

etkide bilesik 1’de gozlenmistir. Fakat genel olarak referans ilacimiza yakin

46



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Tugba COLAK

sitotoksik etki saptanmis olup referans ilacimizdan daha yiiksek bir sitotoksik etkiye

rastlanmamustir.
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4.2 Tartisma

Hayatimizi devam ettirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi
gerekmektedir. Hiicrelerin yenilenmesi ve viicuttan atilmasi genlerin kontrolii
altindadir. Baz1 genler hiicrelerin boliiniip ¢cogalmasinmi saglarken, bazilar1 da asiri
hiicre iiremesini Onlerler. Bazen hiicreler, ¢evresel faktorlerin ¢ok basamakli bir
siire¢ icinde, hiicre DNA’sinda ve kromozomlarin fonksiyonel birimleri olan
genlerde olusturdugu degisiklikler neticesinde kontrolsiiz olarak boliinmeye baglarlar
ve normalde olmayan bir olusum meydana getirirler. Bu olusum komsu dokulara ve
uzak organlara yayilabilir. Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve yayilma

ozelligine sahip olmasi ile geligsen biiyiik bir grup hastaliga kanser ad1 verilir.

Kanser insanlar tiizerinde sosyal ve ekonomik etkilere sahip ciddi bir
problemdir. Her yil milyonlarca hastayr etkilemekte ayrica diinyadaki Olim
nedenlerinin baginda gelmektedir. Bu hastaligin tedavisinde, kemoterapi siklikla

basvurulan bir yontemdir.

Giinlimiizde antikanser arastirmalarinda kullanilmak tizere kanserli hastalardan
ve dokulardan izole edilmis onlarca hiicre serisi bulunmaktadir. Calismamiz ig¢in
sectigimiz K562 hiicre serisi KML’ nin blastik kriz evresinden kaynaklanan hiicre
dizileridir (Lozzio ve ark., 1975). Glutatyon sistemi, oksidatif stres, eritroid
farklilasma ve anti-kanser tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili caligmalarda siklikla

kullanilmaktadir (Koeffler ve ark., 1980; Nakajima ve ark., 1993).

Elektron mikroskobunda bakildiginda K562 hiicreleri kolay bagintili, diizgiin
sekilli, kisa mikrovilliislii, farklilagsmis 16semik hiicrelerine benzer sekilde goriilebilir
(Klein ve ark., 1976). Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri yaklagik
20 uM capinda iki ya da daha fazla pargali niikleuslu farklilasmamis blast hiicreleri
olarak tanimlanabilir (Klein ve ark., 1976; Koeffler ve ark., 1980).

48



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Tugba COLAK

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, in vivo sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman
araliginda gerceklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesinde

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Anil, 1986; Bilir, 2010).

Calismamizda kemoterapotik ajan olarak diislindiigiimiiz sterik engelli
salisilaldiminlerin kanser hiicre dizisi {izerine sitotoksik etkilerinin arastirilmasi ve

sitotoksik etkisi ¢calismamizca ortaya konulmustur.

Kuz’min ve calisma arkadaslar1 molekiiler yapi ile antikanser aktivitesi
arasindaki iligkiyi arastirmak tiizere makrosiklik piridinofan Schiff bazlarinin
4DQSAR ile molekiiler yapilarini incelemislerdir. Bazi molekiil boliimlerinin
antikanser etkisini arttirirken bazi boliimlerin ise azalttigini belirlemisler ve sonucun
yeni antikanser ilaglarinin sentezinde kullanisl olacagini séylemislerdir (Kuz’min ve
ark., 2005). Bu c¢alisma bizlere schiff bazli maddelerin antikanser ilaglara alternatif

olabilecegini gostermis ve bu calismada yon gosterici olmustur.

Berkarda ve arkadaglarinin ¢aligmasina 151k tutmak amaciyla bir eritrolosemik
hiicre soyu olan K562 hiicrelerinde ilacin ¢esitli dozlariyla oksidatif stres ve hiicre
sitotoksitesi olusturma o6zelligi arastirildi (Berkarda ve ark., 1992). Bu ¢alisma da
sitotoksisite belirleme, farkli dozlardaki etkiyi gézleme ve K562 hiicre soyu iizerinde

calismasiyla bizim ¢alismamizla benzer 6zellik tasimaktadir.

Calismamizda  kullandigimiz ~ sterik  engelli  salisilaldiminlerin ~ yeni
sentezlenmistir bu nedenle daha 6nce hicbir ¢alismada kullanilmamistir. Bu yoniiyle

calismamiz 6zgiin bir nitelige sahiptir.

Calismamizda MTT yontemi kullanilarak, K562 hiicre dizisinde yeni
sentezlenmis dort bilesigin anti tiimoral etkinliinin ortaya konmasi amaglanmistir.
Yeni sentezlenen bu dort bilesik kompleksinden sadece Bilesik 2 ve Bilesik 4 olarak
adlandirilmis olan bilesiklerde kompleks en yiliksek konsantrasyonuna paralel olmak
lizere antitiimoral sitotoksik etkinin ortaya ¢iktigi saptanmistir. Diger yeni

sentezlenen biesiklerde de antitlimoral etkiye rastlanmistir. Ancak Bilesik 1,ve
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Bilesik 3 ‘te ortaya ¢ikardigimiz sitotoksik etkinin ¢ok zayif olmasi sebebiyle olasi
antikanser etkisinin aragtirilmasi icin gereken deneysel hayvan modeli arastirmasi

icin imit verici degildir.

Diger maddelerimizden farkli olarak Bilesik 4 farkli dozlarda farkl sitotoksik

etki gostermistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada K562 hiicre dizisinde sitotoksik etkisini
belirledigimiz ve degisen konsantrasyonlarda paralel bir sekilde bu etkiyi
saptadigimiz en uimit verici bilesik olarak Bilesik 2 ve Bilesik 4 ‘i saptadik. Bu
bilesikle ilgili olarak K562 hiicre dizisi ile hayvanlarda olusturulacak deneysel
kanser ile etkisinin incelenmesi, in vivo etkisinin gosterilebilmesiyle anlamli bir

asamaya gelebilecegini diisiinmekteyiz.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda kullandigimiz pozitif kontrol olan 5 Florourasil’ e paralel fakat
daha diistik diizeylerde sitotoksik aktiviteler Bilesik 2 ve Bilesik 4’ te goriilmiistiir.
Bilesik 4 de ise en yiiksek doz 1000 uM kendi doz grubu arasinda en yiiksek
etkiyi ortaya koymustur. Bu sonug 1s1ginda farkli dozlarda farkli sitotoksik etkilerin
gorilebilecegini ve yiiksek doz uygulamalarinin her zaman yiiksek sitotoksik etki
olusturamayacaginin gostergesidir.
% Kullandigimiz MTT yontemi kolorimetrik  bir yontem oldugundan
sececegimiz kimyasallarin renksiz olmasina 6zen gosterilmelidir.
s Calismada  sadece  kanserli  hiicrelerin  kullanilmasinin  yerine,
kimyasallarimizin saglikli hiicreler {izerinde denenmesi gereklidir.
¢ Calismamizda K562 hiicre soyu kullanilmistir. Literatiirde farkli hiicre
soylarinin ayni kimyasala karsi farkli cevaplar olusturabildigi gosteren
caligmalara rastlanmaktadir. Bu nedenle elde ettigimiz veriler kullandigimiz
bilesiklerin degisik hiicre soylarma veya kanser tiplerine karsi cevabini
yansitmayabilir. Bilesikleri farkli hiicre soylar iizerinde test ederek farkli
sonuglara ulasabilmemiz olasidir.
% Caligmamizda DNA fragmentasyonu yontemi kullanilmamistir. Bu yontem
kullanilip hiicre dliimlerinin apoptosiz den kaynaklanip kaynaklanmadigini
ortaya konmalidir.

% Bilesiklerin in vivo sartlarda deney hayvanlari iizerinde denenerek sitotoksik

yada farkli biyolojik etkilerin gozlenebilmesi olasidir.
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OZET

Glinimiizde kanser tedavisinde kimyasal ve bitkisel kaynakli kemoterapdtik
ajanlarin basariyla kullanilmasiin yaninda heniiz ideal sayilabilecek kemoterapdtik
bir ajan bulunmamaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alismada Schiff bazlarinin antimikrobiyal
ve antitiimoral etkisinin oldugu bilinmektedir. Yeni kematerapdtik ajan
arastirmalarma  katkida bulunmak amaciyla, c¢alismamizda sterik engelli
salisilaldiminlerin K562 kanser hiicre dizisi {izerine sitotoksik etkileri aragtirilmistir.
Bilesikler ve kontrol olarak kullanilan 5 Florourasil 15.6 uM, 31.2 uM, 62.5 uM,
125 uM,250 uM,500 uM,1000 uM dozlarda K562 hiicre dizisi lizerine uygulanmistir
Tripan Blue yoOntemi ile canli hiicre yiizdesi belirlenmistir. Sterik engelli
salisilaldimin  2,4-di-tert-butil-6-{[(2-metilfenil) imino] metil}-fenol, 2,4-di-tert-
butil-6-{[(4-metilfenil) imino] metil}-fenol, 2,4-di-tert-butil-6-{[(4- metoksifenil)
imino] metil}-fenol, 2,4-di-tert-butil-6-{[(4-ters-biitilfenil) imino] metil}-fenol,
bilesikleri sitotoksisite belirlenmesinde kolorimetrik bir yontem olan MTT yontemi
kullanilmistir Bilesiklerin % sitotoksisiteleri, istatistiksel analizleri ve 1Csq degerleri
hesaplanmistir. En yiiksek sitotoksik etkinlik Bilesik 4 iin 1000 uM dozunda
(%49.4) saptanmigtir. Ayn1 zamanda Bilesik 2’ nin 125 uM dozunda (%46.6)
sitotoksik etkinlik bulunmustur. En diisiik doz olan 15.6 uM dozu icin en diisiik
sitotoksik etki % -8.5 bulunmus olup bu dozda en yiiksek etki ise% 29.6 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar calismamizda kullanilan bilesiklerin degisen dozlarda
kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. Fakat
farkli doz uygulamalarinda dahi referans ilacimizdan daha yiiksek bir sitotoksik
etkiye sahip oldugunu sodyleyemeyiz. Kemoterapotik ajan aday1 olabilecek bu

bilesiklerin farkli hiicre serileri lizerine denemesinin yararli olacagina inanmaktayiz.
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SUMMARY

Today there is no chemotherapeutic agent which may be regarded as ideal besides
successful use of chemical and herbal chemotherapeutic agents in treatment of
cancer. Several studies demonstrated antimicrobial and antitumor effect of Schiff
bases. In our study cytotoxic effects of sterically hindered salicylaldimines on K562
cancer cell line was investigated with the aim of contributing new chemotherapeutic
agent researches. Compounds and 5 Fluorouracil used as control was administered
on K562 cell line at 15.6 uM, 31.2 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000
uM doses. Trypan Blue method was used to determine percentage of viable cells.
MTT colorimetric method was used to measure cytotoxicity of sterically hindered
salicylaldimine 2, 4-di-tert-butyl-6- { [ (2- methylphenyl) imino] methyl } —phenol,
2, 4-di-tert-butyl-6- { [ (4- methylphenyl) imino] methyl } —phenol, 2, 4-di-tert-
butyl-6- { [ 4-methoxyphenyl ) imino] methyl} —phenol, 2, 4-di-tert-butyl-6- {[4-tert-
butylphenyl)  imino] methyl }-phenol compounds. Percentage of cytotoxicity,
statistical analysis and ICsy values of compounds are calculated. The highest
cytotoxic effect is determined at 1000 uM dose of Compound 4 (49.4 %). Also
cytotoxic effect was determined at 125 uM dose of Compound 2 (46.6 %). The
lowest cytotoxic effect for 15.6 uM , which was the lowest dose, was determined as
-8,5 % and highest effect for this dose was determined as 29,6 %. These results
demonstrated that compounds in various doses used in our study had cytotoxic effect
on cancer cells. But even in different dose applications we cannot say that it had a
higher cytotoxic effect then our reference drug. We believe that it will be useful to
test these compounds, which may be chemotherapeutic agent candidates, on different

cell lines.
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