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STERIK ENGELLIi FENOL TUREVLIi SCHiFF BAZLARININ KANSER HUCRELERI
UZERINE SiTOTOKSIK ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Fatma TUMEN
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Biyoloji Anabilim Dah
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Kanser, 6lim nedenleri arasinda 6n siralarda yer almakta ve tedavisinde de ciddi giigliiklerle
karsilasilmaktadir. Kanser tedavi yontemlerinin en dnemlilerinden biri kemoterapi olmakla birlikte
heniiz kesin bir tedavi metodu bulunmamaktadir. Bu nedenle yeni kemoterapotik ajan arayislari hizla
devam etmektedir. Bu calismada, yeni kemoterapotik ajan arayislarina katkida bulunmak amaciyla
sterik  engelli  fenol  tirevli  Schiff  bazlarindan  olan (2,4-di-tert-butil-6-{[(2,5-
dimetilfenil)imino]metil}-fenol), (2,4-di-tert-butil-6-{[(3,4-metilfenil)imino]metil}-fenol), (2,4-di-
tert-butil-6-{[(2,3-dimetilfenil)imino]metil}-fenal), (2,4-di-tert-butil-6-{[(3,5-dimetilfenil)mino] etil}-
fenol) bilesiklerinin miyeloid kanser hiicre soyu olan K562 hiicre serisi tizerindeki sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bilesiklerin gosterdigi sitotoksisite diizeyleri kolorimetrik
MTT yontemiyle belirlenmistir. Test edilen bilesiklerden go6zlenen sitotoksik etki diizeyleri
incelendiginde bu bilesiklerin kemoterapotik ajan olabilmek igin yeterli diizeyde etkinlige sahip
olmamakla birlikte farkli kanser tiirleri {izerinde test edilmesinin yararh olabilecegi fikrine varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Schiff bazlari, Kemoterapotik ajan, K562, MTT,
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECT OF STERIC HINDRANCE PHENOL
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Cancer is a leading cause of death and serious difficulties are encountered during treatment of cancer.
Chemaotherapy is one of most significant treatment methods of cancer but still there is not a definite
treatment method. That’s why new chemotherapeutic agent researches continue at a fast pace. In this
study, with the aim of contributing new chemotherapeutic agent researches, it was aimed to determine
cytotoxic effect of Schiff bases (2,4-di-tert-butyl-6- {[(2,5 — dimethylphenyl )imino] methyl} —
phenol),(2,4-di-tert-butyl-6- { [ (3,4-methylphenyl) imino] methyl } — phenol), (2,4-di-ter-butyl-6- {[
2,3 dimethylphenyl) imino]methyl}-phenol), (2,4-di-tert-butyl-6-{[ [ (3,5-dimethylphenyl)mino]
ethyl}-phenol) which are sterically hindered and derived from phenol, on K562 cell line of myeloid
cancer cell strain. Cytotoxicity levels of compounds was determined by colorimetric MTT method.
When the observed cytotoxic effect levels of tested compounds are investigated, it is decided that
however these compounds don’t have sufficient level of activity to be a chemotherapeutic agent, it
will be useful to test them on different types of cancer.

KEY WORDS: Schiff bases, Chemotherapeutic agent, MTT, K562
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi1 ile karakterize edilen diizen
bozuklugudur. Kanser, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin, normal
olarak gerceklesen hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucu olugur. Bu hiicreler
invazyon ve metastaz yaparak organlarin hasara ugramasina neden olurlar. Kanser
hiicreleri koken aldiklar1 normal hiicrelere gore daha az yasarlar fakat yeni hiicre
olusumunun ¢ok hizli olmasi, hiicre sayisinda devamli bir artig goriilmesine neden
olmaktadir. Kanser hiicrelerindeki artis genetik anormalliklerden ve organizmanin bu
hiicreleri  taniyip  yok  etmedeki  basarisizligindan  kaynaklanmaktadir

(Casciato, 2008).

Kanser tedavileri arasinda kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi ydntemleri
bulunmaktadir. Kemoterapi ilaglarla yapilan tedavi sekli olup, cerrahi operasyon
Oncesi, sonrasi ya da malignite ger¢eklesmis hastalarda uygulanan bir yontem
oldugundan kanser tedavisi i¢in biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bir¢ok bilim

insani1 i¢in kemoterapi 6nemli bir arastirma alanidir (Johnson ve ark., 1997).

Kemoterapide kullanilan kimyasal ve bitkisel kokenli bir¢ok ajan bulunmakla
birlikte yeni ajan arayislar1 devam etmektedir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin etki
mekanizmasi farklilik gostermektedir. Bunlarin ¢ogu, etkilerini kanser hiicresinin
proliferasyon ve bolinme fazlarim1 etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapdtik
ajanlar, bazi spesifik kanser hiicrelerine etkiliyken diger kanser hiicrelerinde etkileri
siirli olabilmektedir. Bundan dolayr kemoterapotik ajan olabilecegi diisiiniilen

bilesiklerin, farkl hiicrelerdeki etkilerinin aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Kemoterapide kullanilan ilaglarm etkinligi sinirlayan birgok etmen vardir.
Bunlarin basindada ila¢ direnci, toksisite, tiimor ilac etkilesmesi ile ilgili faktorler,
ila¢ farmakokinetigi ve farmakolojisi ile ilgili faktorler ve hasta ile ilgili faktorler yer

almaktadir (Cingi ve Erol, 1996; Akyol, 2004; Avcu, 2008).
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Kemoterapide kullanilan ajanlarin ¢ogunun kimyasal kdkenli olmasi birgok
yan etkinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bunlarin baginda kemik iliginde
baskilanmaya bagli 16kopeni, trombositopeni seklinde, gastrointestinal sistemde
mukozit, stomatit, bulanti, kusma, diyare ya da sag¢hi deride alopesi karsimiza

cikmaktadir (Akyol, 2004).

Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilacak ve yan etkileri en aza indirilmis
olan yeni ajan arayislar1 devam etmektedir. C=N bagiyla karakterize edilen ve
aminotiyoller, oaminofenoller, a-amino asitler, aminoalkollere asetil aseton veya
salisilaldehit katilmasindan tiiretilebilin Schiff bazlar1 son zamanlarda bir ¢ok
antikanser arastirmada incelenmekte ve sitotoksik etkilerin oldugu goriilmektedir.
Ozellikle metal kompleksli Schiff bazlarin etkinliginin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Sener, 1999).

Antikanser etkisi olabilecek yeni Dbilesiklerin  hiicre  kiiltiirii  ile
sitotoksisitelerine bakilmasi, antikanser ilaglarin belirlenmesinde ilk basamaktir.
MTT yontemi hiicre kiiltiiriinde kullanilan en yaygin yontemlerdendir. Bu yontemde
MTT canli hiicreler tarafindan MTT formazana doniistiirilmekte ve sonuglar

klorometrik olarak ol¢tilmektedir.

Daha Once yapilan birgok antikanser ¢alismada Schiff bazlarmin sitotoksik
etkilerinin saptanmasi bu bilesiklerin kemoterapotik ajan olma potansiyelinin

olabilecegini gostermektedir.

Caliymada sterik engelli fenol tiirevli Schiff bazlarmm miyeloid 16seminin
blastik kriz evresinden kaynaklanan K562 hiicre serisi iizerindeki sitotoksik etkisi

MTT yontemi ile belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, degisime ugramis hiicrelerin; gerek koken aldigi1 dokuda gerek diger
dokularda kontrolsiiz olarak ¢ogalmalar1 sonucu olusan malign kitlelerdir. Kanser,
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik kazanmasi ve metastaz
yapmasi ile kendini gsteren dliimciil bir hastaliktir. Oliim nedenleri arasinda kalp-
damar hastaliklarindan sonra ikinci swrada yer almaktadir. Son yillarda ortaya
konulan tedavi metotlar1 kanserde sag kalim oranlarinda (1960’larda % 39 iken bu
oran 1990’larda % 60’a ulasmistir) 6nemli 6l¢lide artis saglamistir. Sag kalimda elde
edilen basarinin arka planinda kombine tedavi yaklasimmm Onemi biyiiktir

(Akyol, 2004).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak bazi 6zelliklere sahiptir. Bu

ozellikler;

e Biiylime faktorii tiretiminde kendi kendilerine yeterlilik,
e Biiyilime inhibitorii uyarilarina duyarsizlik,

e Apoptozize direng,

e Siirsiz replikasyon 6zelligi,

e Timor anjiogenezis,

e Doku invazyonu

e ve metastaz seklinde siralanabilir (Hardman ve Limbird, 2006).
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2.2. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Giliniimiizde kanser tedavisinde yalniz basina veya kombine olarak cerrahi,

radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir.

2.2.1. Radyoterapi

Radyoterapi 1sinla yapilan tedavi yontemidir. Uygun dozda radyoaktif 1sin
uygulayarak kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi saglanmaktadir. Radyoterapide normal

hiicreler de zarar gorebilir fakat bunlar tekrar 1yilesme gosterebilmektedir
(Anonim, 2013).

2.2.2 Cerrahi

Kanserli organmn, dokunun tiimii ya da bir kisminin ameliyatla alinmasidir.
Kanserli dokuyla birlikte etrafindaki saglam dokunun bir kismi da
alinabilinmektedir. Cerrahiden sonra radyoterapi ve/veya kemoterapi ile kombine

tedavilere gidilerek kismen basar1 saglanmaktadir (Anonim, 2013).

2.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok edilmesi ve bu hiicrelerin biiylimesini

kontrol altmma almak i¢in antineoplastik ilaclar kullanilarak yapilan tedavi seklidir

( Anonim, 2013).
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2.3. Kanser ve Kemoterapi

Kemoterapi ilk defa 1940° 11 yillarm sonunda kanserle iliskilendirilmistir. 1k
kemoterapi uygulamasi, 1. Diinya savasinda kullanilan hardal gazmnin kemik iligi
tizerine depresif etkilerinin dikkate alinip tedavi amacli olarak lenfomali hastalarda
denenmesi ile gergeklestirilmistir (Firat ve Hayran, 1995). 20.yy’ m ortalarinda
Ingiltere’ de kemoterapi amaciyla kullanilmaya baslanan klorambusil, melfalan
busulafan ve bazi alkilleyici ajanlar myeloma, lenfoma ve bazi ldsemilerin
tedavisinde halen kullanilmaktadir (Arslan, 2007). Kemoterapide kullanilan ilaglarin
cogunun sentetik kaynakli olmasi bu ilaglarin bazilarinda yan etkilerin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir (Azirak, 2007).

Kemoterapi, hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden tiimor hiicresinin
cogalmasini durdurmaya ve yok etmeye yonelik sec¢ici Oldiiriicii etkileri olan dogal
veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir
(Akyol, 2007 ). Kemoterapi ajanlarinin antineoplastik etki gosterebilmesi i¢in, ya
hiicre bdliinmesini durdurmasi ya da apoptozu indiikleyerek hiicre Oliimiine yol

acmasi gerekmektedir (Beker, 2007).

Kemoterapi ile malign hiicrelerin ¢ogalmasi 6nlenip, invazyonu yavaslatilarak
hastaligin kontrol altina almmasmi saglanir. Bununla birlikte hastaliga bagl sikayet
ve Dbelirtiler ortadan kaldirilarak kisinin  yasam Kalitesinin  yiikseltilmesi
saglanmaktadir. Kemoterapi, cerrahi veya radyoterapi oncesinde uygulandiginda
yapilacak lokal tedavileri kolaylastirmay1, sonra uygulandiginda ise hastalik niiksiinii

azaltmay1 amaclamaktadir.

Kemoterapide bagari saglanmasi i¢in toksik diizeylere ¢ikmayacak kadar yeterli

ilag dozlarmin hedef dokulara ulastirilmas1 gerekmektedir. ilaglarin etkisinin viicutta
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ortaya ¢ikis hizini, ilag etkisinin siddetini ve ilacin etki siiresini kontrol eden dort

temel mekanizma oldugu bilinmektedir.

Ilag ;

Uygulanis bolgesinden emilip plazmaya geger,

Kan dolasimini geriye doniisiimlii olarak terk eder, hiicreler arasi ve hiicre

ici stviya dagilir,
Karaciger, bobrekler veya diger dokular tarafindan metabolize edilir,

Ve son olarak ila¢ ve metabolitler idrar, feces veya safra yoluyla viicuttan

atilir (Basar, 2006).

2.4. Kemoterapi Cesitleri

Adjuvan kemoterapi: Cerrahi ve radyoterapi sonrasi uygulanir. Adjuvan
kemoterapi etkisini, hizla prolifere olan yiiksek fraksiyonlu timor
hiicrelerinde, tiimoriin uygun sekilde ¢ikarilmasi ve radyoterapiyi takiben
etkisini oldugu bilinmektedir. Tiimér ¢ikarilmasi ile ilaca kars1 direng gelisim
riskini de azaltmaktadir (Akyol, 2004).

Neoadjuvan kemoterapi: Once kemoterapi, sonra cerrahi ve/veya
radyoterapi verilerek uygulanan tedavi seklidir. Kemoterapi lokalize
tedaviden oOnce, tiimor kitlesini kiicliltmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
nedenle daha az radikal cerrahi veya radyoterapi gereksinimi duyulacagimdan

mikro metastatik hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Akyol, 2004).

Konkomitan kemoterapi: Es zamanli uygulanan kemoterapi seklidir. Yani

radyoterapi ve kemoterapi birlikte uygulanmaktadir.
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Kombine kemoterapi: ileri evrelerde ve metastaz donemde, tedavide birden
fazla ilacin kullanilmasidir (Gokdere, 2003). Bu sayede hastaligin
yonetiminde daha genis olanaklar sunmaktadir. Kombine kullanim, hastanin
tolere edebilecegi toksisite sinirmda maksimum kanserli hiicrenin 6lmesini
saglamaktadir. Birbirinden farkli genetik tiimdr popiilasyonunda, ila¢ ve
tiimor hiicresi arasindaki etkilesimin artmasina neden olmakta ve ilaca karsi

direng gelistirmeyi azaltmakta veya ortadan kaldirmaktadir (De Vita, 2004).

Kombine kemoterapide kullanilan ilaglarin genel 6zellikleri;

2.5.

e Her bir ilag tek basina uygulandiginda da etkili olmalidir,

e Hiicre siklusunun degisik fazlarina etki etmelidir,

e [llaglar birbirlerini etkilerini yok etmek yerine birlikte etki gostermelidir,

¢ Miimkiin oldugunca ayni1 organda toksisite olusturmamalilardir,

e Aym organda toksisiteye neden olacaklarsa degisik zamanlarda etki
etmelidir (Yalman ve ark., 2001).

Kemoterapétik Ilaclar ve Ozellikleri

Kemoterapdtik ilaglari etkilerine gore iki grupta inceleyebiliriz.

2.5.1. Hiicre siklusuna bagimh ilaglar

S fazina doniik ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasin1 ve DNA
sentezini bozarak etki ederler. Methotrexate, 5-Flourouracil, Cytarabine,

Procarbazine, 6 Tyoguanin, 6 Mercaptopurine gibi.

M fazina doniik ilaglar (Bitki alkoloidleri): Ana hiicreden iki yavru hiicre
olugmasini engellerler. Vincristine, Vinblastine bu gruptandir.
G2 fazina doniik ilaclar (Antitiimor antibiyotikler): RNA, DNA ve

protein sentezini etkilerler. Bleomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin vb.
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2.5.1. Hiicre siklusuna bagimsiz ilaclar

Alkilleyici ajanlar: Hiicre c¢ekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler.
Hizli ¢ogalan hiicrelerin 6limiine yol agarlar. Nitrojen mustard, Cisplatin,

Cyclophashamide, Procarbazine gibi.

Hormonlar: Timor ortamini degistirerek biiylime ve ¢ogalmayi engellerler,

protein sentezini bloke ederler. Estrojenler, Kortikosteroidler vb.

Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Adriamisin gibi.

2.5.3. Kimyasal yapilan ve hiicre aktivitesine gore kemoterapotik ilaclar

Alkilleyici ajanlar: Biinyelerindeki elektrofilik alkil koki ile hedef
makromolekiillerin niikleofilik par¢asinin geri doniisiimsiiz bir kombinasyon
yapmasi ile sitotoksik etki gostermektedir. Bu gruptaki ilaglar arasinda,
Busulfan, Carboplatin, Carmustine, Clorambusil, Cyclophashamide,
Dacarbazine, Ifosfamide, Lomustine, Melphalan, Nitrojen mustard,

Procarbazine, yer almaktadir (Akyol, 2004).

Antimetabolitler:  Hiicrenin  normal metabolitleri ile  benzerlik
gosterdiklerinden onlarin yerine, enzimlere benzerlik gosterdiklerinden
metabolitlerin yerine gecer veya ayni rolii alarak aktiviteyi bloke eder, azaltir
ya da makromolekiillerin igine girerek, fonksiyonu olmayan bir
makromolekiil olustururlar. Bu grupta; Cytrabine, Methoterxate, yer
almaktadir (Akyol, 2004).

Bitki alkoloidleri: Podofilotoksinler’den ve vinca alkoloidlerinden
semisentetik olarak elde edilen ilaglardir. Hiicre bolinmesini mitoz
sathasinda durdururlar. Bu grupta; Vincristine, Vinblastine, Etoposide,

Teniposide yer almaktadir (Akyol, 2004).
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e Antitiimoér antibiyotikler: Hiicrede DNA ve RNA transkripsiyonunu
durdurup, dokularda uzun siire kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre
Olimiine yol acarlar. Radyasyonla birlikte verildiklerinde toksisiteyi
arttirirlar. Actinomycin- D, Adriamycin, Bleomycin, Epirubicin, Idarubicin

bu gruptadirlar (Akyol, 2004).

2.6. Kemoterapide Simirlayic1 Faktorler

2.6.1. Tla¢ direnci (Drug resistance)

Klasik olarak direng, ekstrinsik ve intrinsik olarak ikiye ayrilmaktadir.
Ekstrinsik diren¢ ilaglarin tiimor hiicresine ulasamamasindan, intrinsik direng ise
tiimdr hiicrelerinin 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Intrinsik direng in vitro olarak
g6zlenmekte olup 2 gruba ayrilir;

e Basit direng, hiicrelerin tek bir ilaca kars1 direng gostermesi

e (oklu ilag direnci (Multi drug resistance, MDR), hiicrelerin farkli

biyokimyasal hedeflere sahip kemostatik ilaglara karsi c¢apraz direng
gostermesidir (Tiirkoz, 2009).

[la¢ direncini agiklayan bircok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iligkili protein (MRP) tarafindan ilaglarin
artan atilimi, DNA topoizomeraz II gibi ilag hedeflerindeki degisimleri ve
bilesiklerin artan detoksifikasyonunu igermektedir. MDR’nin klasik formu ise, bir
transmembran ilag atilim pompasi olarak fonksiyon goren P-glikoproteini (P-gp)
kodlayan MDRI1 geninin asmr1 ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(Tiirkoz, 2007).

MDR,;

e Hiicre i¢i ilag birikiminde,

e Ilac-hedef iliskisinde azalma,

e Detoksifikasyon islevinde artis,

e Ilag dagiliminda degisiklik seklinde gdzlenebilmektedir (Avcu, 2008).
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2.6.1.1. Coklu ilag direnci ile iliskili protein ailesi (MRP 1-9)

MRP ailesi ilk defa 1992 yilinda tanimlanmis olup, su ana kadar dokuz MRP
tanimlamigtir. ATP bagimli tasiyict proteinlerin simdiye kadar bilinen en biiyiik

protein grubudur. MRP’ler organik anyonik tastyicilardir.

MRP-1:  MRP-1  asir1  ekspresyonu  sonucu vinka alkaloidleri,
epipodofilotoksinler, doksorubisin, mitoksantrona karsi belirgin direng olusturmakta,
daunorubisin ve epirubisine karst da olduk¢a yliksek oranda direng

olusturabilmektedir.

MRP-2: Kanalikiiler multispesifik organik anyon tasiyicisi olarak da bilinen
MRP-2, karacigerden organik anyonlarin sekresyonunu saglar. Genellikle direng
mekanizmasinda MRP-1 gibi rol oynarken, MRP-2 asir1 salmimi daha ¢ok direng

olusturmaktadir.

MRP-3: Organik anyonlarin taginmasini saglar.

MRP-4: Niikleozid analoglarina karsi diren¢ olusmasinda rolii vardir. Ayrica
HIV ilaglarina kars1 da [azidotimidin monofosfat ve 9-(2-fosfonilmetoksietil)adenin]

direng olugsmasinda rol oynamaktadir.

MRP-5: MRP-4 gibi niikleozid analoglarina karsi diren¢ olusmasinda rolii
vardir.
MRP-6: Direngli tiimor hiicrelerinde MRP-1 ile birlikte MRP-6’nin da asir1

ekspresyonu izlenmektedir.

MRP-7: Glutatyon S-konjugatlar:1 ile ilgili ilaglara karsi birlikte direng
olusturmaktadir.

MRP-8 ve MRP-9: MRP-8’in %40’1, MRP-9’un %42’si MRP-5 ile identiktir
ve diger MRP’lerden yapisal olarak daha kiigiiktiir. Fonksiyonel olarak da

niikleozid analoglarina kars1 direng olusmasinda rol almaktadir (Avcu, 2008).

10
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2.6.1.2. Meme kanseri diren¢ proteini

BCRP (Breast Cancer Resistance Protein)’de P-gp ve MRP’ler gibi ATP
bagimli tastyici protein ailesinden olup, bu proteinin asir1 ekspresyonu hiicre igi ilag
konsantrasyonunu azaltir ve dolayli olarak ila¢ direncine sebep olur. BCRP
ekspresyonunda artis sonucu hematolojik malignite tedavisinde kullanilan
metotreksat, mitoksantron, topoizomeraz [ inhibitorlerine karsi  direng

olusturmaktadir (Avcu, 2008).

2.6.1.3. Akciger direnc proteini

IIk defa Scheper ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda c¢oklu ilag direnci
saptanan akciger kanseri hiicre dizisinde varligi ispatlanan LRP (Lung Resistance
Protein), tasiyici proteinlerin bir tiyesidir. ATP bagimli tastyici protein ailesinden
degildir (Avcu, 2008).

2.6.1.4. P-glikoprotein

MDR-1 (Multi Drug Resistance-1) geni tarafindan kodlanmakta olan P-gp (P-
glikoprotein), enerjiye bagimli olarak calisir. P-gp hiicre i¢ine giren ilacin disar1

pompalanmasii saglayarak, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu azaltmaya caligir

(Avcu, 2008).

[k olarak 1976 yilinda tanimlanmis olan P-glikoprotein; hiicre membraninda

bulunan protein yapisinda ve iki ayr1 bolimden membrana baghdir (Senses, 2008).

P-gp, ilaclar1 modifiye olmams formuyla tagimaktadir. Ilaglarm hiicre disina
akisini artrrarak, hiicre i¢i konsantrasyonunu diisiirmekte ve sonugta bircok sitotoksik

antikanser ilaca karsi bir diren¢ olusturmaktadir (Tiirkoz, 2009).

Kemoterapide kullanilan bazi ajanlarin P-gp’ e daha fazla duyarli oldugu

bilinmektedir. Bunlar icerisinde antitiimor antibiyotikler, epipodophylotoxinler,

11
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doxorubicine, bleomycine ve vinca alkoloidleri yer almaktadir. Kemoterapi
planlarken ve kemoterapi protokolii gelistirirken ila¢ direnci dikkate alinmalidir

(Akyol, 2004).

2.6.1.5. Coklu ila¢ direncinin inhibisyonu

Coklu ila¢ diren¢ mekanizmalarinin tanimlanmasi ile birlikte, olusan direncin
azaltilmasimna yonelik ¢aligmalar da yogunluk kazanmistir. Bu konuda 6zellikle anti
MDR-1 oligoniikleotidleri ile P-gp ekspresyonu ve fonksiyonunun azaltilmasi veya
staurosporin gibi protein kinaz C inhibitorleri ile MDR-1’in ekspresyonunun
azaltilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Kalsiyum kanal blokerleri, kalmodulin
inhibitorleri, immunosupressif ajanlar, kinolonlar, indol alkoloidleri, deterjanlar,
steroidler, ve antidstrojenler gibi bir¢ok toksik olmayan ilaglar ile Pgp’ nin
pompalama goérevi inhibe edilerek sitostatik ilaclarin hiicre ic¢inde birikme
fonksiyonlarmin geri dondiiriilebildigi gosterilmis, bazilar1 tedavide kullanilmaya
baslanmistir. Ayrica coklu ila¢ direncinden sorumlu genlerin hematopoetik kok
hiicrelere aktarilmasi saglanarak daha direngli hiicre 6zelligi kazandirilmigtir. Gen
tedavisinde Ozellikle mutant dihidrofolat rediiktaz geni ve MDR-1 geni aktarilarak
hematopoetik kok hiicrelerin yiiksek doz sitostatik ilaglara karsi direncgli hale gelmesi

saglanmustir (Avcu, 2008).

2.6.2. Toksisite

Kanserli hastalarin izlenmesi ve tedavisi siiresince hem hastaligin kendisi, hem
de uygulanan tedaviler ve kullanilan ilaglar yan etkilere ve degisik sorunlarin
yasanmasma yol a¢cmaktadir. Tedavi siiresince kanserli hiicreler yok edilmeye
calisilmakta ancak, normal viicut hiicreleri de zarar gormekte ve gesitli yan etkiler
ortaya ¢ikmaktadir (Baysal, 2004). Toksisiteler, siklikla ilaglarda dozu sinirlamakta,
hasta yasamini tehdit etmekte ve yasam kalitesini bozmakta olup kisa veya uzun

stireli olabilmektedirler. En sik gdzlenen toksisiteler kemik iliginde baskilanmaya

12
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bagl l6kopeni, trombositopeni seklinde, gastrointestinal sistemde mukozit, stomatit,

bulanti, kusma, diyare ya da sagli deride alopesi olarak goriilmektedir (Akyol, 2004).

Yan etkilerin derecesi ve goriilme siklig1 bazi etmenlere baghidir. Bu etmenler
arasinda kemoterapinin cinsi, dozu, uygulama sekli ve siiresi, tedavi araliklar1 ve
hastanin kisisel Ozellikleri yer almaktadir. Yan etkiler kontrol altina alinmadigi
takdirde tedaviye uyumu giclestirmekte ve yasam Kkalitesini etkilemektedir
(Aslan, 2003).

Yapilan bir calismada (Kav, 2003), kemoterapi sonrasi en sik yasanan yan
etkiler sa¢ dokiilmesi (%97.4), halsizlik (%89.5), bulant1 (%76.3), kusma (%34.2) ve
kabizlik (%39.5) oldugu, bunun yaninda az siklikla tat degisikligi, agizda yara ve bas

agris1 yasandigi gézlemlenmistir.

2.6.3. Tiimor ilac etkilesmesi ile ilgili faktorler

[laglar tiimér hiicrelerinde belirli bir oranda azalma yaparlar, oysa tiimoriin
ortadan kaldirilmas1 i¢in tiim malign hiicrelerin dldiiriilmesi gerekmektedir. Cilinkii
bir hiicre bile canli kalsa, hizla ¢ogalarak tiimorii yeniden olusturur. Ilag etkisinin
hiicre siklusunun donemine Ozgii olmasi basariyr saglar, olmamasi ise ilacin
etkinligini kisitlar. Timor hiicrelerinin ¢ogalma hizi, ilaglarin etkinlik derecesini
degistirir. Hizli ¢ogalan tiimoér hiicreleri, yavas cogalan hiicrelere oranla
antineoplastik ilaglara kars1 daha duyarhidirlar. Ayrica, tiimor biiyilidiik¢e ilaca karsi
duyarlilik azalmaktadir (Cingi ve Erol, 1996).

2.6.4. Ila¢c Farmakokinetigi ve Farmakolojisi ile ilgili faktorler

[lacn etki yerindeki konsantrasyonunun yeterli derecede olmasi, ilacin
farmakokinetik ozellikleri ve verilis yoluna baghdwr. Antineoplastik ilaglarin
cogunun etki yeri hiicre i¢indedir. Malign hiicre membraninin ilaca gegirgen

olmamasi ilacin etkinligini azaltir. Ornegin osteojenik sarkom hiicrelerine

13
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metotreksatin girmesi zordur, bu nedenle yiiksek konsantrasyonda verilmesi
gerekmektedir. Antineoplastik ilaglarin terapdtik etkinliginin artirilmasini kisitlayan
onemli bir faktor olan toksisite, doz kisitlayici olmaktadir. Clinkii tiimdr hiicrelerinin
yapisit ve biyokimyasal 6zellikleri ile normal hiicreler arasinda pek fark yoktur ve

ilaclarin segiciligi diisiiktiir (Cingi ve Erol, 1996).

2.6.5. Hasta ile ilgili faktorler

e Hastanin genel aktivitesi: Giinliik aktivite kemoterapide onemlidir. Giinliik
aktivitesini siirdiirebilen hastalarda kemoterapi daha etkili oldugu

goriilmektedir.

e Hastanin immiin durumu: Immiinitesi normal olan hastalarin, immiin
yetmezligi olan hastalara oranla, kemoterapiye daha iyi cevap verdikleri
goriilmektedir. Antineoplastik ilaglar immiin sistemde bozukluk yapmaktadir
ve bu nedenle ilaglar diizenli zaman araliklariyla uygulanmahdir. Hastaya
daha once kemoterapi ve radyoterapi uygulanmis olmasi immiin bozuklugun
gelismesine yol acabilmekte ve verilen ilaglarin etkinligini azaltabilmektedir.
Hastanin yasi, cinsiyeti, irki, organlarinin durumu, bagka bir hastalik halinin
var olmasi da antineoplastik ilaglarm etkinligini degistiren faktorlerdendir

(Cingi ve Erol, 1996).

2.7. Schiff Bazlarinin Genel Ozellikleri

[k kez 1864°te Schiff tarafindan bir primer amin ve bir aktif karbonil grubunun
kondensasyonundan elde edilen ve azometin grubu igeren ligandlara “Schiff Bazlar1”
denmektedir. Bu bilesiklerin sentez mekanizmalar1 ve kompleks olusturma 6zellikleri
genis capl incelenmistir. Schiff bazlar1 aminotiyoller, oaminofenoller, a-amino
asitler ve aminoalkollere asetil aseton veya salisilaldehit katilmasindan
tiretilmektedir (Sener, 1999).

14
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Schiff bazlar1 iyi bir azot verici ligand1 (-C=N-) olarak da bilinmektedir. Bu
ligandlar koordinasyon bilesiginin olusumu sirasinda metal iyonuna bir veya daha
cok elektron ¢ifti vermektedir. Schiff bazlarinin oldukga kararli 4, 5 veya 6 halkali
kompleksler olusturabilmesi i¢in, azometin grubuna miimkiin oldugu kadar yakin ve
yer degistirebilir hidrojen atomuna sahip ikinci bir fonksiyonel grubun (tercihen
hidroksil grubu ) bulunmasi gereklidir (Patai, 1970).

Schiff bazlarit RCH=NR' genel formiiliiyle gosterilebilir, bu formiilde R ve Ri
alkil veya aril siibstitiientleridirler. Aldehitlerin primer aminlerle reaksiyona
girmesiyle olusan N-siibstitiie iminler kararsizdirlar. Ancak azometin veya Schiff
bazlar1 denilen ve aromatik aldehitlerden olusan N-siibstitiie iminlerde ikili bag
iceren karbon atomu tizerinde bir veya iki aril grubu bulundugundan, bu bilesikler
rezonans nedeniyle kararlidirlar. Azot atomu iizerinde alkil grubu yerine aril grubu

iceren azometinler daha da kararhdirlar (Oskay, 1990).

0

) H
Benzen /4 -H,0 /
* HyN—CH, /—= H(’\ _ (i\
H'
" NHCH, NCH,
0]
T

Sekil 2.1. Schiff bazi sentezi

Sekil 2.1° de Schiff bazinin sentezi verilmistir (Kursunlu, 2008).

Schiff bazlar1 primer amin grubu igeren bilesiklere aromatik veya alifatik
aldehit  bilesiklerinin  katilarak su ayrilmasi  sonucu elde edilebilir.
Ornegin aminotioller, 0-aminofenoller, o -amino asitler ve amino alkollere

asetofenon veya benzaldehit ve benzerlerinin katilmast ile elde edilebilir.
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Amonyak ile elde edilen Schiff bazlar1 dayanikli degildir ve bekletildiginde
polimerlesebilir. Ancak amonyak yerine primer aminler kullanildiginda daha

dayanikl bilesikler elde edilmektedir (Kursunlu, 2008).

Aromatik aminlerin Schiff bazlar1i kemoterapi alaninda, bazi kimyasal
tepkimelerde oksijen tasiyici olarak, polimer teknolojisinde antistatik madde olarak
ve yapilarindaki bazi gruplarin &zellikleri nedeniyle boyar madde endiistrisinde
kullanilmaktadir (Serin ve ark., 1988). Jack-Bean iireaz enzimi ve bazi hidrojenaz
enzimleri icerisinde ¢ok az miktarda Schiff bazi Ni(ll) kompleksine rastlanmistir
(Costmagna, 1992). Schiff bazlarmin ve metal komplekslerinin kullanim sahasi
oldukca genistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bazi bakterilere karsi anti
mikrobiyal aktivitelerinin oldugu Mn ve Ru selatlarinin 6zel kosullar altinda suyun
fotolizini katalizledigi, Fe(Il) iyonunun Schiff bazi selatlar1 katalizor olarak katodik

oksijen indirgenmesinde basari ile kullanilabilecegi tespit edilmistir (Birbiger, 1998).

Jiang ve ¢alisma arkadaslar1 (2000) 8-hidroksikinolinden baslayarak hem suya
hem de yaga duyarli (amfilik) Ozellige sahip N- hekzadesil-5-iminometil-8-
hidroksikinolin  bilesigini  sentezlemislerdir. Aromatik yapili  Schiff bazi
polimerlerinin yiiksek 1siya dayanikli olduklarmmi ve elektronik konjugasyonun
fazlalig1 nedeniyle cok yiliksek derecede iletken Ozelliklerinin oldugu belirtilmis
(Catanescu ve ark., 2001) ve yiiksek 1siya dayanikli Schiff bazi polimerlerinin
poliamitler gibi gaz kromatografisinde sabit faz olarak kullanildigi bildirilmistir

(Khuhawar ve ark., 2004).

Mledenova ve arkadaslar1 (2002) 8-hidroksikinolin- 2-karboksaldehit ve
uclarinda amin grubu bagl policter (Jeffamin ED) reaksiyonundan elde ettikleri
polimerik Schiff bazmin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin oldugu

bildirmislerdir.
ATP nin oksitlenmesinden elde edilen ve Schiff bazi tiiriindeki yapmin P2X7

reseptoriine kargt kullanilmigtir (Di Virgilio, 2003). Antikanser ilaglarin yan
etkisinden kaynaklanan kalp kast bozukluklarmma karsi pridoksal (Vitamin B6) ve
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izonikotinik asit hidrazidin Schiff bazi reaksiyonundan elde edilen piridoksal
izonikotinoil hidrazon bilesiginin kalp kasi bozuklugunu onleyici etkisinin oldugu
(Simunek ve ark., 2005) ve 1,2,4 triazol tiirevlerinden elde edilmis bazi Schiff

bazlarinin kanser onleyici etkileri oldugunu bildirmistir (Holla ve ark., 2003).

Benzilidin - ( 4- (5- benzilsulfanil-4H- (1,2,4) triazol — 3 - il)- fenil) - amin
tiirevlerinin antibakteriyel , antikonvulsan ve antitiiberkiilotik 6zellikleri oldugunu ve
incelenen yapilarin bir ¢ogunun sinir sistemi iizerinde zararlh etkilerinin olmadigini
bildirmistir (Kiiglikgiizel ve ark., 2004). Keto-enol tautomerizmi gosterebilen Schiff
bazlarinin 1s1 ve 1g18a gore renk degistirdikleri gorilmiistiir. Elektromanyetik
radyasyon degisimini ortaya koyan bu durum yapiy1r da degistirecegi i¢cin onemli

oldugu bildirilmistir (Hadjoudis ve ark., 2004).

Bazi1 Cd(II), Cu(Il) kompleksli Schiff bazlarmin antimikrobiyal ozellikleri
bakilmistir ve B.megaterium ve C.tropicalis kars1 etkili olduklar1 goriilmiistiir
(Golcii ve ark., 2005). Baz1 Schiff bazlar1 (4-(4-aminofenil) morfolin tiirevi olan)
ozellikle Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus ,
Micrococcus luteus , Escherichia coli bakterilerine karsi iyi derecede antimikrobiyal
ve Candida albicans , Aspergillus niger mantarlarina kars1 orta derecede antifungal

ozellikler gosterdigi bildirilmistir (Panneerselvam ve ark., 2005).

Schiff bazi tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini durdurucu etkilerinin oldugu
ve bu etkilerini riboniikleotit rediiktaz enzimini inhibe ederek gerceklestirdikleri
bildirilmistir (Cory ve ark., 1985). Schiff bazlarinin antiviral 6zelligi arastirilan diger
bir ¢alismada ise Schiff bazi bilesiklerin antiviral aktivite gostermedigi, ancak ¢ok
giclii sitotoksik etkiye sahip olduklar1 gézlemlenmistir (Bulut ve ark., 2005).

Shabani ve arkadaslar1 2008’de yaptiklar1 bir ¢aligmada azot ihtiva eden bazi
Schiff bazlarmmn K562 (insan kronik myeloid 16semi) hiicreleri ve
Jurkat (insan T lenfosit karsinoma) hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gosterdigi
tespit edilmis ve metal kompleksli Schiff bazlar1 ve CDP (6-(cyclohexylamino)-1, 3-
dimethyl-5(2-pyridyl)furo[2,3-d]pyrimidine-2, 4(1H,3H)-dione) ligandi kullanimi ile

kemoterapi i¢in umut 15131 olabilecek yeni bulgular ortaya ¢ikarmiglardir.
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Guo ve arkadaslar1 2009’ da yaptiklar1 bir ¢aligmada ti¢lii bakir kompleksli
salisilaldehit-amino Schiff bazi bilesiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hiicre
serisi) hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etkili oldugu, apoptozisi uyardigi ve
hiicre siklusunda degisikliklere sebep oldugu ortaya konulmustur. Arastirmacilar
caligmanin ¢esitli deney hayvanlar1 tizerinde in vivo sartlarda siirdiiriilmesi

gerektigini bildirmislerdir.

Jesmin ve arkadaslar1 (2010) ehrlich asit tiimorlii 6-8 haftalik Sweiss albino
farelerle gergeklestirdikleri bir ¢alismada, PDH [N-(1-phenyl-2-hydroxy-2phenyl
ethyledine)-2’, 4’ dinitrophenyl hydrazine], PHP [N-(1-phenyl, 2-hydroxy-2-phenyl
ethylidine)-2’ hydroxy phenyl imine] ve HHP [N-(2-hydroxy benzylidine)-2'
hydroxy phenyl imine], Schiff bazi bilesiklerin antitiimér ajan olabilecekleri

bildirilmistir.

Osowole ve arkadaslar1 2012°de bazi metal kompleksli nitrofenol Schiff
bazlarmin antikanser ve antimikrobiyal etkilerini arastirnuslar. /n vitro sartlarda
gergeklestirlen bu arastrmada Pd (II) kompleksinin MCF-7 hiicre serisi iizerinde
(insan goOgiis adenokarsinoma) giiglii antikanser aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikarilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada (Osowole ve Akpan., 2012) baz1 metal
kompeksli Schiff bazlarmin in vitro ortamda antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri
arastiritlmis ve Pd (II) ve Cu (II) kompleklerinin  MCF-7 (insan gogiis
adenokarsinoma) hiicrelerine karsi, Pd (II) kompleksinin de HT-29 (kolon

karsinoma) hiicrelerine kars1 6nemli 6lgiide etki gosterdigi bildirilmektedir.
Vanillin semikarbazon’ un EAC (ehrlich asit tiimorli)’ It Swiss albino fareleri
(5-7 haftalik) tizerinde dikkate deger antikanser etkilerinin oldugu bildirilmistir

(Mohsin Ali ve ark., 2012).

Yapilan bircok calismada Schiff bazlarmin 6zellikle antimikrobiyal ve

antikanser 6zelligi oldugu gorilmiistiir.
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2.8. Sitotoksisite Calismalarinda Kulallanilan Yéntemler

2.8.1. Tripan mawvisi ile boyama

Tripan mavisi yontemi ile canli hiicre yilizdesi belirlenmektedir. Hiicreler
canliliklarim1 ~ kaybetmemislerse membran  biitinliikkleri ve permeabiliteleri
bozulmadig1 i¢cin boyanmamaktadirlar. Membran biitiinliigli bozuldugu i¢in o6li
hiicreler ise boyay1 i¢ine alarak mavi renkte goOriinmektedir. Bu 0Ozelliklerine
dayanarak boyanmis ve boyanmamis hiicre orani ile hiicre canliligi yiizde olarak

hesaplanabilmektedir (Sencan, 2006).

2.8.2. MTT testi

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrinin MTT
boyasmnin  tetrazolyum  halkasmni1  parcalamasi  ilkesine = dayanmaktadir

(Geng ve ark., 2002).

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) sar1 renkli bir
tetrazolyum tuzu olup saglam mitokondrilerde siiksinatdehidrojenaz enzimine
spesifik olarak baglandiginda suda ¢oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlari
olusturulmaktadir (Langdon, 2004; Korkmaz, 2002). Olusan formazan tuzlarinin

miktar1 direkt olarak hiicre sayismin oranmi géstermektedir (Holst ve ark., 2005).
Formazan kristalleri DMSO, izopropanol ya da formazan iiriinlerini

¢oziilebilen uygun ¢oziiclilerde ¢o6ziildiikten sonra spektrofotometrik olarak
Ol¢tilmektedir (Barile, 1994; Subhashini, 2005).
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2.8.3. Cisplatinin sitotoksik etkileri

Cisplatin, 1970’li yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli
antineoplastik ilaglardan biridir. Erigkin ¢agda goriilen pek ¢ok tiimoriin yani sira,
ndroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom, beyin tiimorleri, germ hiicreli tiimor,
osteosarkom gibi pek ¢ok ¢ocukluk ¢agi tiimoriiniin tedavisinde yer alan cisplatin,
kemoterapide olduk¢a 6nemlidir. Cisplatinin biyolojik 6zellikleri 1960’11 yillarda
biyofizik¢i Barnett Rosenberg tarafindan tesadiifen kesfedilmistir. 1968 yilinda
sarkomlu bir farede intraperitoneal cisplatin uygulamasi sonucunda tiimér boyutunda

belirgin bir gerileme oldugu gézlemlenmistir (Kelland, 2007).

Cisplatin uzun yillardir basar1 ile kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen
biyokimyasal etki mekanizmas: heniiz kesin olarak aydinlatilamamistir. ilacin
sitotoksik  6zelliklerini niikleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu bozarak ve gesitli sinyal iletim yolaklarint aktive ederek sagladigi
digiiniilmektedir. Cisplatin hiicre mitokondrisine zarar verir, hiicre siklusunu
duraklatir, ATPaz aktivitesini engeller, hiicresel transport sistemlerini degistirir ve
sonu¢ olarak apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hiicre Oliimiine sebep olur
(Kelland, 2007; Wang ve ark., 2005). Cisplatinin hiicre igine alinigmna yonelik
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan ilk ¢alismalarda cisplatinin
pasif diflizyon ile hiicre i¢ine girdigi One siiriilmiistiir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar ise bakir transport proteini olan ‘copper transporter 1 ’in (CTR1)
cisplatinin hiicre igine aktif olarak alinmasinda etkili oldugunu bildirilmistir
(Wang ve ark., 2005; Holzer ve ark., 2004).

2.8.4. Sitotoksisite cahismalarinda kullanulan K562 hiicre dizisi
Kronik miyeloid 16semi, diferansiyasyonun her basamagindaki miyeloid

elemanlarn proliferasyonu ve yapiskan 6zelliklerinin kayb1 ile karakterize klonal bir

hematopoetik kok hiicre malignitesidir. K562 hiicreleri kronik miyeloid 16seminin

20



2. ONCEKIi CALISMALAR Fatma TUMEN

blastik  kriz evresinden kaynaklanan miyeloid seri hiicre dizileridir

(Lozzio ve ark., 1975).

Ik olarak 19. yiizyilda tanimlanmustir. 3 farkli klinik evre ile karakterizedir.
Birinci evre (kronik) olgunlagsma gosteren miyeloid hiicrelerin artisidir, zamanla
miyeloid farklilagsma azalarak akselere faza ve sonra blastik krize geg¢is gozlenir
(Klein ve ark., 1976). Elektron mikroskobunda bakildiginda K562 hiicreleri kolay
bagintili, diizgiin sekilli, kisa mikrovilliislii, farklilagmig 16semik hiicrelerine benzer
sekilde goriilmektedir (Klein ve ark., 1976). Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda
K562 hiicreleri yaklasik 20 um c¢apinda iki ya da daha fazla pargali niikleuslu
farklilagsmamis blast hiicreleri olarak tanimlanabilir. Bazofilik sitoplazmalar1 hig

graniil igermez (Klein ve ark., 1976; Koeffler ve ark., 1980).

(a) (b)

Sekil 2.2. K562 hiicre serisi

Sekil 2.2. (a)’ da seri pasajlar halindeki K562 hiicreler goriilmektedir. Sekil
2.2. (b)’ de ise taze medium eklenmis ve ekim i¢in kullanilacak olan K562 hiicre

dizisi goriilmektedir (Harran tiniversitesi kok hiicre ve kanser arastirma labaratuvari,

2013).

K562 16semi hiicreleri kendini yenileme &zelliklerine sahiptirler ve bu
ozellikleriyle hemopoetik pluripotent hiicrelere benzemektedirler. K562 hiicre

dizilerinde, B hiicrelere ait immunoglobulinler, Epstein-Barr virus genomu ve
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niikleer antijenine karsi reseptorler yoktur (Anderson ve ark., 1979). Miyeloid 16semi
hiicreleri normal hiicrelere gore daha yavas proliferasyon ve biliylime hizina sahiptir.
Losemi hiicreleri olgunlagmadiklar1 siirece boliinmezler yani olgunlagsma ve

proliferasyon birbiriyle iliskili olaylardir (Koeffler ve ark., 1980).

Kiiltiir mediumunda siispansiyon olarak biliyliyen K562 hiicrelerinin iki kat
artma siireleri ortalama 12 saattir (Lowry ve ark., 1951; Singhal ve ark., 1999). K562
hiicrelerinde, normal kromozom sayisinin yaklasik 1,5 kati1 kromozom bulunur. K562
hiicreleri apoptosise karsi direnglidirler (Saydam ve ark., 2003). Normal hiicrelerin
uzun siire kiiltiirde tutulmasi oldukga zordur. Bu nedenle hiicre kiiltiiriinde kolayca
cogaltilabilen K562 hiicrelerinin sitotoksisite ve apoptosis ¢alismalar1 i¢cin kullanimi
yaygindir. Kiiltiirde spontan olarak apoptozise gitmeyen K562 hiicrelerinde farkl
maddelerle apoptosisi indiiklemek basarili sonuglar elde edilmesini saglanir
(Sencan, 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Bilesikler

Calismada kullanilan sterik engelli fenol tirevli Schiff bazlar1 Harran
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Anorganik Kimya Anabilim

Dali 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Veli KASIM tarafindan sentezlenmistir.

Cisplatin: [Cl,HgN2Pt ] MA: 300 g/mol

Cl  NH,
N/
Pt
/N

Cl NH,

Cis-diamminedichloroplatinum

Sekil 3.1. Pozitif kontrol cisplatin

Cisplatin’ in agik formiili, ITUPAC isimlendirmesi ve molekil agirhg: sekil 3.1° de

goriilmektedir.
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Bilesik 1: Cy3H3zi NO MA: 337. 5 g/mol
HsC s
CH, CHg
HsC OH
CHjy
—N
HsC CHg

2,4-di-tert-butil-6-{[(2,5-dimetilfenil) imino] metil}-fenol

Sekil 3.2. Bilesik 1

Bilesik 1’ in agik formiilii, [UPAC isimlendirmesi ve molekiil agirhig sekil 3.2 de

goriilmektedir.
Bilesik 2: Cp3H31NO MA: 337. 5 g/mol
CHg
HsC
CHy CHs
H3C OH
CH,
—N
H;C CHg

2,4-di-tert-butil-6-{[(3,4-metilfenil) imino] metil}-fenol

Sekil 3.3. Bilesik 2
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Bilesik 2’ iin a¢ik formiilii, IUPAC isimlendirmesi ve molekiil agirligi sekil 3.3’ te

goriilmektedir.

Bilesik 3: C23H31NO
MA: 337. 5 g/mol

CH
H.C *
CH, CHs
HyC OH
CH,
—N\
HC CH,

2,4-di-tert-butil-6-{[(2,3-dimetil fenil) imino] metil}-fenol

Sekil 3.4. Bilesik 3

Bilesik 3’ iin agik formiilii, [UPAC isimlendirmesi ve molekiil agirhig sekil 3.4’ te

goriilmektedir.

Bilesik 4: C3H31NO MA: 337.5 g/mol

CHj

H3C
2,4-di-tert-butil-6-{[(3,5-dimetilfenil) imino] metil}-fenol
Sekil 3.5. Bilesik 4

25



3. MATERYAL ve YONTEM Fatma TUMEN

Bilesik 4’ iin a¢ik formiilii, [IUPAC isimlendirmesi ve molekiil agirlig: sekil 3.5’ te

goriilmektedir.

3.1.1. Bilesiklerin tartimm

Bilesiklerin molekiiler agirliklarma gore hassas terazide tartim islemi
gerceklestirildi. Tartim isleminden sonra kimyasallar 1mM olacak sekilde alkolde

¢oziildi. Pipetaj yapilarak bilesiklerin ¢oziinmesi saglandi.

3.1.2. Bilesiklerin sterilizasyonu

Bilesikler 1mM olacak sekilde alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra 20 pm por
capl enjektor tipi filtre ile (Minisart®, Biotech, 16534, USA) sterilize edilmistir.

3.1.3. Bilesiklerin doz ayarlamasi

Pozitif kontrol olarak kullanilan Cisplatin ve Schiff bazlarinin 15.6 uM, 31.2
uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM olacak sekilde alkolde ¢oziilerek

stok soliisyonlar1 hazirlandi.

3.2. Kiiltiir Plaklarinin Hazirlanmasi

96 kuyucuklu kiiltiir plaklarinin ilk sirasina sadece ¢oziicli olarak kullanilan
alkol eklenmistir. Pozitif kontrol ve bilesikler 15.6 uM, 31.2 uM, 62.5 uM, 125 uM,
250 uM, 500 puM ve 1000 uM olacak sekilde 10 pl hacimlerde (final hacim 100 pl)
ticlii diizende (triple) eklendi.
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Sekil 3.6. Kimyasallarn kiiltiir plagina ekimi

Sekil 3.6° da farkli dozlardaki kimyasallarin kiiltiir plagina ekilmis hali

goriilmektedir.

3.3. Hiicre Kiiltir Ortaminin Hazirlanmasi

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

yeniden siispanse edildi.

Sekil 3.7. Thoma lamindaki canli ve 6lii hiicreler

Sekil 3.7 de kirmizi ok, canhilig1 kaybolmus ve i¢cine boyayr alan hiicreyi
gostermektedir. Yesil ok ise canli olup boyayr almayan hiicreleri gostermektedir

(Harran Universitesi Kanser ve Kok Hiicre Arastirma Laboratuvari).
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Hiicrelerin canliligini test etmek i¢in “Trypan Blue Exclusion Test” uygulandi.
Bu amagla 100 pl hiicre stispansiyonu 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 sulandirilmistur.

3.4. MTT Testi

Triple diizende cisplatin 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
kiiltiir plaklarma K562 hiicre siispansiyonu her bir kuyucuga 10* hiicre / 90 pl
gelecek sekilde dagitildi.

Kiiltiir flasklar1 37 °C’ de % 5 CO; igeren inkiibatorde (Heal Force, HF 212
UV, Cin), nemli ortamda 72 saat inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin 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 pul eklenip
4 saat daha inkiibasyona birakildi. Bu sure sonunda kiiltiir plaklar1 3000 rpm de 10

dk. santriflij edildikten sonra {ist s1v1 atild1.

Canli hiicreler tarafindan MTT’ nin MTT formazana g¢evrilmesiyle meydana
formazan kristallerini ¢ozmek icin kiiltlir kuyucuklarmimn her birine 100 pl
izopropanol eklendi. Coziinen MTT-formazan miktarmin belirnemesi amaciyla
kiiltiir plaklar1 ELIZA mikroplak okuyucuda (MD Spectramax, M5, USA) 570 nm
dalga boyunda okutuldu.
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Sekil 3.8. MTT eklendikten 4 saat sonra canli hiicrelerde olusan MTT formazan

Sekil 3.8 de canli hiicreler tarafindan MTT’ nin MTT formazana

doniistiiriilmesiyle olusan renk degisimi goriilmektedir.

Kontrol ve test kuyucuklarindan elde edilen optik dansite (OD) degerlerinden
solvent korti kuyucuklarmin OD degerleri ¢ikarilmistir. Pozitif kontrol ve
calismamizda kullandigimiz bilesiklerin gdsterdigi sitotoksik etki diizeyleri asagidaki

formiille hesaplanmistir.

ortalama OD (test)
ortalama OD (kontrol)

% sitotoksisite = 100 -

3.4.1. Kiiltiir plaklar1 kuyucuklarimin goriintiilenmesi

MTT ile inkiibasyon sonunda kiiltiir plaklarinin kuyucuklar1 invert mikroskopta
(Motic, AE31, CIN) incelenerek, hiicreler sitoplazmalarmda MTT-formazan

Kristalleriyle goriintiilendi.

3.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen OD degerleri ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi.
Cisplatin ve Schiff bazlarinin ICsy degerleri Graphpad (demo) Prism version 6 for
Windows kullanilarak non-lineer regresyon, doz inhibition analizi ile hesaplandi.
Verilerin degerlendirilmesinde cisplatin (pozitif kontrol) ve Schiff bazlarmin (bilesik
1-4) sitotoksik etkilerinin kargilastirillmasi ANOVA testi ile gergeklestirilmistir.
ANOVA testi anlamli bulunan cisplatin ve Schiff bazlarinin sitotoksik etkilerinin doz
bagimli karsilastirilmasi ‘post hoc’ testlerden ‘TUKEY” testi ile gergeklestirildi.
Schiff bazlarinin pozitif kontrol olan cisplatinle karsilastirilmasinda pearson
korelasyonu kullanildi. “p”" degerinin 0.05 ten kiigiik bulunmast durumunda veriler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Calismada sterik engelli fenol tlirevli Schiff bazlarmin K562 kanser hiicre

serileri iizerindeki sitotoksik yanitlar1 cisplatin pozitif kontrol olarak cisplatin baz

alinip incelenmistir.

4.1.1. Kontrol grubunun OD degerleri

Coziicli olarak kullanilan alkohin eklendigi kontrol kuyucuklarmin OD degeri

0,521+0,012 olarak belirlenmistir.

4.1.2. Cisplatinin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Cisplatinin degisen dozlar1 (15.6 uM, - 1000 uM) kullanilarak gergeklestirilen

kiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan MTT-formazana ait

goriintiiler Sekil 4.1° de sunulmaktadir.

Cisplatinin 15.6 pM, 32.1 uM, 62.5 pM, 125 pM, 250 pM, 500 uM,
1000 pM dozlarmna karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilagtirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri  swrasiyla;  0,246+0,017  [p<0,001], 0,218+0,022  [p<0,001],
0,224+0,044 [p<0,001], 0,2224+0,046 [p<0,001], 0,227+0,059 [p<0,001],
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0,218+0,064 [p<0,001], 0,190+0,065 [p<0,001], (ANOVA; p<0,000) olarak

belirlenmistir.

62. 5 HM

500 pM

Sekil 4.1. MTT sonras1 Cisplatinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri lizerine etkileri

Cisplatin® nin 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 karsilastirilmasi sonucu

gozlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.2 B) grafikler halinde sunulmustur.
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701
1,04 Cisplatin
Cisplati
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4
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L g <20 1 Dozlar
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Sekil 4. 2. Cisplatin eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan tiretilen

MTT-formazana ait OD ve sitotoksisite degerleri.
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Cisplatinin K562 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 1000 uM dozunda uygulanmasiyla % 63.5 olarak ve en
diistik sitotoksik etkinin 15.6 uM dozunda uygulanmasiyla % 52.7 elde edildigi
Cizelge 3. 1 de gozlenmektedir.

Cizelge 3.1. Cisplatinin sitotoksisitesi

Kimyasal Dozlar (uM)

156 31.2 62.5 125 250 500 1000
ANOVA

527 581 569 574 563 580 635 2000

% sitotoksisite

ICs0: 1.22 yM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile cisplatin 1Csp: 1.22 uM olarak bulunmustur.

4.1.3. Bilesik 1° in K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 1’ in degisen dozlar1 (15.6 uM, - 1000 uM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltiirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafindan olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.3’ de sunulmaktadir.

Bilesik 1’in 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM
dozlarma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarm kontrol OD
degerleri ile karsilastirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik diizeyleri
sirastyla; 483+0,044 [p<0,990], 0,591+0,071 [p<0,803], 0,517+0,098 [p<1,000],
0,364+0,022 [p<0,065], 0,317+0,035 [p<0,010], 0,367+0,023, [p<0,072],
0,324+0,085 [p<0,013], (ANOVA p<0,000) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Bilesik 1 K562 hiicreleri MTT Formazan OD degerlerinin Karsilagtirmasi

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 karsilastirilmasit sonucu

gbzlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.4 B) grafikler halinde sunulmustur.
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Sekil 4. 4. Bilesik 1 eklenerek siirdiiriilen kiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan {iretilen

MTT-formazana ait OD ve sitotoksisite degerleri
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Bilesik 1 K562 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 250 uM dozunda % 39.0 olarak ve 31.2 uM dozunda ise
sitotoksik etki goriilmeyip % 13.6> lik proliferasyon oldugu Cizelge 3.2 de

gorilmektedir.

Cizelge 3.2. Bilesik 1’ in K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)

156 31.2 62.5 125 250 500 1000
ANOVA

7.3 -13.6 0.8 30.1 39.0 29.5 37.8 *%%%

% sitotoksisite

IC50:745 uM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile bilesik 1° in 1Csp: 745 uM olarak bulunmustur.

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

sunulmaktadir.
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1.0 5
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Sekil 4.5. Bilesik 1 korelasyon grafigi

Bilesik 1 ile pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin arasinda doz-yanit

iligkisi acisindan zayif pozitif bagintinin bulundugu (r: 0.235, p>0.5) gbzlenmistir.

4.1.4. Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 2’ nin degisen dozlar1 (15.6 uM, - 1000 pM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltlirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.6’ da sunulmaktadir.

Bilesik 2’ nin 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 pM, 500 uM, 1000
uM dozlarma karsilik gelen Kkiiltlirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilastirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla; 0,576+0,093 [p<0,843], 0,470+0,045 [p<0,884], 0,340+0,037
[p<0,005], 0,304+0,013 [p<0,001], 0,378+0,037[p<0,034], 0,395+0,013 [p<0,076],
0,396+0,064 [p<0,080], (ANOVA p<0,000) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Bilesik 2 K562 hiicreleri {izerindeki MTT formazan OD degerlerinin karsilastirilmasi

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

MTT-formazana ait OD ve sitotoksisite degerleri
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Bilesik 2 K562 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin 125 uM dozunda % 41.6 ve 15.6 uM dozunda ise
sitotoksik etki gortilmeyip % 10.5 lik proliferasyon Cizelge 3.3’ de goriilmiistiir.

Cizelge 3.3. Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (uM)

156 31.2 62.5 125 250 500 1000
ANOVA

2105 9.7 347 416 274 242 240 0000

% sitotoksisite

ICs0: 1300 uM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarn doz
bagimli olarak degerlendirilmesi ile bilesik 2’ nin 1Cso: 1300 uM olarak

bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilan cispaltin ile bilesik 2’ den elde edilen OD
degerlerinin karsilastirilmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil 4.8 de

sunulmaktadir.
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1.0 Bilegik 2

r- 0.440

Dozlar

& 1000 uM
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+ 625 uM

31.2uM

* 156 uM
+ 0 mM

Cisplatin

Sekil 4.8. Bilesik 2 korelasyon grafigi

Bilesik 2 ile pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin arasinda doz-yanit
iliskisi agisindan orta derecede bir pozitif bagintinin bulundugu (r: 0.440, p<0.05)

gozlenmistir.

4.1.5. Bilesik 3’ iin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 3° in degisen dozlar1 (15.6 uM, - 1000 upM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltlirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.9’ da sunulmaktadir.

Bilesik 3’ iin 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 puM, 250 uM, 500 puM, 1000
uM dozlarma karsilik gelen Kkiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilastirmasi sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirasiyla; 0,645+0,065 [p<0,376], 0,420+0,077 [p<0,614], 0,372+0,023
[p<0,191], 0,372+0,090 [p<0,191], 0,323+0,092 [p<0,039], 0,289+0,025 [p<0,012],
0,282+0,090 [p<0,009], (ANOVA p<0,000) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Bilesik 3 K562 hiicreleri MTT Formazan OD degerlerinin karsilastirmast

Bilesik 3’ {in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 76 saat inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklar1t 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.
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Sekil 4.10. Bilesik 3 eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan tiretilen

MTT-formazana ait OD ve sitotoksisite degerleri
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Bilesik 3’ iin K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek stitotoksik etkinligin en yiiksek sitotoksik etki 1000 pM dozunda % 45.8
gorilmistiir. 15.6 uM dozunda ise sitotoksik etki goriilmeyip % 23.8 lik
proliferasyon oldugu Cizelge 3.4’ de goriilmektedir.

Cizelge 3.4 . Bilesik 3’ in K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlar (uM)

15,6 31.2 625 125 250 500 1000
ANOVA

238 194 286 287 380 445 458 0000

% sitotoksisite

ICs0: 770.9 UM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz
bagimli olarak degerlendirilmesi ile bilesik 3* {in 1Cso: 770.9 uM olarak

bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilan cispaltin ile bilesik 3’ den elde edilen OD
degerlerinin karsilastirilmasiyla elde edilen korelasyonu gosteren grafik Sekil 4.11°

de sunulmaktadir.
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Sekil 4.11. Bilesik 3 korelasyon grafigi

Bilesik 3 ile pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatin arasinda doz-yanit
iliskisi agisindan zayif bir pozitif bagintiin bulundugu (r: 0.399, p>0.05)

gbzlenmistir.

4.1.6. Bilesik 4’ iin K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Bilesik 4’ 1in degisen dozlar1 (15.6 puM, - 1000 uM) kullanilarak
gergeklestirilen kiiltlirlerinden elde edilen ve canli hiicreler tarafinda olusturulan

MTT-formazana ait goriintiiler Sekil 4.12” de sunulmaktadir.

Bilesik 4’ iin 15.6 uM, 32.1 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000
pM dozlarma karsilik gelen kiiltiirlerden elde edilen OD degerleri ve bunlarin
kontrol OD degerleri ile karsilastirmas: sonucu elde edilen istatistiksel anlamlilik
diizeyleri sirastyla; 0,449+0,040 [p<0,850], 0,426+0,068 [p<0,607], 0,369+0,101
[p<0,132], 0,344+0,051 [p<0,055], 0,362+0,108 [p<0,104], 0,344+0,030 [p<0,054],
0,378+0,017 [p<0,177], (ANOVA p<0,039) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Bilesik 4 K562 hiicreleri MTT Formazan OD degerlerinin kargilastirmasi

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

gbzlenen % sitotoksisite degerleri (Sekil 4.13 B) grafikler halinde sunulmustur.
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Sekil 4.13. Bilesik 4 eklenerek siirdiiriilen kiiltiirlerde K562 hiicreleri tarafindan tiretilen

MTT-formazana ait OD ve sitotoksisite degerleri
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Bilesik 4’ iin K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde en
yiiksek sitotoksik etki 500 uM dozunda % 34.0 en az sitotoksik etki ise 15.6 uM
dozunda % 13.8 gorilmiistiir Cizelge 3.5 de goriilmektedir.

Cizelge 3.5. Bilesik 4’ iin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlar (uM)

156 31.2 62.5 125 250 500 1000
ANOVA

138 183 291 339 304 340 276 (0039

% sitotoksisite

ICs0: 2074uM

Elde edilen optik dansite degerlerinden hesaplanan sitotoksik yanitlarin doz

bagimli olarak degerlendirilmesi ile bilesik 4’ tin 1Cso: 2074 uM olarak bulunmustur.

Pozitif kontrol olarak kullanilan cispaltin ile bilesik 4’ den 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 cisplatin arasinda doz-yanit

iligkisi agisindan giiclii pozitif bagmtinin bulundugu (r: 0.728, p<0.001) gézlenmistir.

Cistplatin ve bilesik 1-4° den elde edilen sitotoksik yanitlar toplu olarak Sekil

4.15’ te verilmektedir.
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Sekil 4.15. Tiim bilesiklerin sitotoksik etkilerinin karsilagtiriimasi
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Bilesik 3’ iin ve bilesik 4’ iin gosterdigi sitotoksik yanitlarda doza paralellik

gozlenirken bilesik 2’ de bu durum tersine olarak gdzlenmektedir.

4.2. Tartisma

Oliim nedenleri arasinda énemli bir yer tutan kanserin tedavisinde degisik
yontemler kullanilmaktadir. Kemoterapi bu tedavi metodlar1 arasinda 6zel bir yer
tutmakla birlikte heniliz kemoterapiye alternatif bir yontem gelistirilememistir.
Kemoterapide kullanilan bir¢ok bitkisel ve kimyasal kokenli kemoterpotik ajan
bulunmasina ragmen heniiz tam anlamziyla basarili sonuglarin elde edilebildigi ve yan
etkileri minimuma indirilmis bir kemoterapotik ajan bulunabilmis degildir. Bu
nedenle bitkisel ve kimyasal kaynaklardan yeni kemoterpotik ajan arayislar1 diinya

capinda hizla devam etmektedir.

Yeni antikanser ilaglarm kesfi i¢in hiicre kiiltiirii uygulamalari ilk ve en 6nemli
basamag1 olusturmaktadir. in vitro kiiltiir sonuglarindan elde edilecek ipuglarmnin
degerlendirilmesiyle yeni ajanlarin antikanser etkisini degerlendirmek ve daha ileri
caligmalarda bulunmak amaciyla in vivo c¢alismalara baslayabilmek miimkiin

olabilmektedir.

Giinliimiizde antikanser arastirmalarinda kullanilmak {izere kanserli hastalardan
ve dokulardan izole edilmis onlarca hiicre serisi bulunmaktadir. (Lozzio ve ark.,
1975). Bu ¢alismada antikanser arastirmalarinda siklikla kullanilan K562 hiicre serisi
secilerek elde edecegimizi bulgularin diger calismalarla kolayca karsilastirilmasinin

saglanmas1 ve daha saglik degerlendirmelerde bulunmasi amag¢lanmastir.

Caligmamizda hiicre canliliginin tayininde tripan blue testi kullanilmistir. Canli
hiicrelerle 6lii hiicrelerin ayrimmin hiicrelerin boyayla boyanma durumu ilkesine
dayanan bu test ile kiiltiire eklenen hiicrelerin canlilik orani dogru olarak

saptanabilmistir. Bir¢ok calismada bu test yalmiz basina dahi sitotoksisteyi
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belirlemede kullanilabilecek kadar duyarli bir test olarak taninmaktadir

(Oktem, 2005).

Calismada kullanilan sterik engelli fenol tiirevli Schiff bazlarinin (bilesik 1-4)
sitotoksik 6zellikleri antikanser 6zelligi ¢ok iyi bilinen ve hali hazirda kemoterapotik
ajan olarak kanser tedavisinde kullanilan cisplatin karsilastirmali olarak test
edilmistir. Cisplatin baska bir¢ok arastirmada da pozitif kontrol olarak kullnilmistir

(Raja, 2012).

Calismada kullanilan Schiff bazlar1 kozmopolit bir kimyasal grubu temsil
etmekte ve her gecen giin bu molekiillerin yeni modelleri sentez edilmektedir. Bir
kimyasal grubu olarak Schiff bazlarinin birgok biyolojik etkisinin bulundugu bir¢ok
aragtimaci tarafindan ortaya atilmaktadir ( Prakash, 2011; Kumar, 2009).

Yeni kemopterpotik ajan arayislarinda Schiff bazlarinin incelenmesine dair
bircok calismaya rastlanmakatdir. Bircok arastirmaci Schiff bazlarmin antikanser
Ozelliklerinin bulundugu bildirilmektedir. (Shabani ve ark., 2008; Osowole ve
Akpan, 2012)

Schiff bazi tlirevlerinin DNA ve RNA sentezini durdurucu etkilerinin oldugu
ve bu etkilerini riboniikleotit rediiktaz enzimini inhibe ederek gerceklestirdikleri

goriilmiistiir (Cory ve ark., 1985).

Kullanilan kimyasal gurubu ve kullanilan hiicre serisi bakimindan
caligmamizla biiylik benzerlik gosteren Shabani ve arkadaglar1 2008’de yaptig1 bir
calismada azot ihtiva eden baz1 schiff bazlarmim K562 (insan kronik myeloid 16semi)
hiicreleri ve Jurkat (insan T lenfosit karsinoma) hiicrelerine karsi antitiimor aktivite
gosterdigi tesbit edilmis ve metal kompleksli schiff bazlar1 ve CDP (6-
(cyclohexylamino)-1, 3-dimethyl-5(2-pyridyl)furo[2,3-d]pyrimidine-2, 4(1H,3H)-
dione) ligand1 kullanimi ile kemoterapi i¢in umut 15181 olabilecek yeni bulgular

ortaya ¢ikarmuglardir.
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Osowole ve arkadaglar1 2012°de bazi metal kompleksli nitrofenol schiff
bazlarmin antikanser ve antimikrobiyal etkilerini arastirnuslar. /n vitro sartlarda
gerceklestirlen bu arastrmada Pd (IT) kompleksinin MCF-7 hiicre serisi lizerinde
(insan gogiis adenokarsinoma) giiclii antikanser aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikarilmistir. Yapilan digerbir ¢alismada (Osowole ve Akpan, 2012) bazi metal
kompeksli schiff bazlarinin in vitro ortamda antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri
arastrilmis ve Pd (I1) ve Cu (II) kompleklerinin  MCF-7 (insan gogiis
adenokarsinoma) hiicrelerine karsi, Pd (II) kompleksinin de HT-29 (kolon

karsinoma) hiicrelerine kars1 6nemli 6lgiide etki gosterdigi bildirilmektedir.

Yeni sentezlenen hydroxysemicarbazide Schiff bazlarinin melenoma, over
kanseri ve l6semi tedavisinde kullanilan hydroxyurea anti kanser ilacindan daha

etkili oldugu ve kemotarapotik ajan olarak iimit wvaat ettigi bildirilmistir

(Ren ve ark., 2002).

Guo ve ark.,, 2009’ da yaptiklari ¢alismada  iigli bakir kompleksli
salisilaldehit-amino schiff bazi bilesiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hiicre
serisi) hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etkili oldugu, apoptpzisi uyardigi ve
hiicre siklusunda degisikliklere sebep oldugu ortaya konulmustur. Yapilan bir¢ok
callsmada kullanilan schiff bazlarmin sitotoksik etki gdstermesi ¢alismamizda ¢ikan
sonuglar1 desteklemekte olup sonuglarimiz kronik miyeloid 16semi i¢in umut vaat

etmedigini s6yleyebiliriz

Yeni sentezlenen [Cu'(5-Cl-pap)(OAc)(H20)]2H.0 schiff bazinin HeLa hiicre
serisinde apoptoza yol actig1 ve bolinmeyi S fazinda durdurdugu tespit edilmistir

(Qiao ve ark., 2011).

Bakir kompleksli schiff bazlarla yapilan bir ¢alismada [Cu(Pyimpy)Cl;]
bilesiginin gogiis kanserli ratlardaki tiimOrii inhibe ettigi ve apoptozu uyadigi
goriilmiistiir. [Cu(Pyimpy)Clz] bilesiginin MCF-7 hiicre serisinde 1Csg degeri 4. 29
uM, PC3 hiicre serisinde 1Csq degeri 6. 34 pM ve HEK 293 hiicre serisinde I1Csg
degeri 5. 32 uM bulunmustur ( Chankraborty ve ark., 2010 ).
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Yeni sentezlenen pirano tiyazol schiff bazlarinin MCF7( insan gogiis kanseri
hiicre serisi ) doxorubicin daha etkili sitotoksik etki gosterdigi ve yeni sentezlenen bu
bilesiklerden bircogunun ICsg degerinin doxorubicin den daha diisik oldugu
goriilmiistiir (Ghorab ve ark., 2012). DNA baglama &zellikleri olan rutheniun (II)
schiff bazi kompleksinin ve ligandinin HeLla serisi ilizerine yapilan sitotoksik
arstirmada pozitif kontrol olarak kullaninan cisplatinin ICso degeril6.7um, rutheniun
(1) 1Cs031. 6 um ve ligandin ICs0 52. 3 um olarak bulunmustur (Raja ve ark., 2012).
ICso kullanilan bilesigin etkinligini belirlemede olduk¢a 6nemli ve dikkate alinan bir
degerdir. Yapilan bir¢ok ¢alismadan farkli olarak kullandigimiz kiymasallarin 1Cs

oldukga yiiksek ¢ikmasi sitotoksik etkinin diizeyinin az oldugunu gostermektedir.

Zhang ve arkadaglar1 2012 de MTT yontemiyel yaptiklar1 bir arastirmada
Cu(C1gH16N302)2; 2CH30H, Zn(CigH16N302), 2CH3CH,OH ve Cd(CigH1sN302),
CH3OH bilesikleri insan gogiis kanseri MDA-MB-231 hiicre serisi iizerine en etkili
bilesigin Cd(C1sH16N302)2 2CH30H bilesigi oldugu ve apoptozi uyardigi goriilmiis
ve 1Cso degeri 27 umol/ L olarak bulunmutur. Daha 6nce yapilan bu ¢aligmalarda
kullanilan bir¢ok schiff bazinin apoptozu uyardigi goriilmiistiir bundan dolayi

calismada kullanilan bu kimyasallarin kaspaz aktivitesine bakilmalidir.

Sweiss albino farelerle (6-8 haftalik ehrlich asit tiimorhi) yapilan bir galismada
PDH [N-(1-phenyl-2-hydroxy-2phenyl ethyledine)-2’, 4’ dinitrophenyl hydrazine],
PHP [N-(1-phenyl, 2-hydroxy-2-phenyl ethylidine)-2’ hydroxy phenyl imine] ve
HHP [N-(2-hydroxy benzylidine)-2’ hydroxy phenyl imine], Schiff baz1 bilesiklerin
antitimor ajan olabilecekleri bildirilmistir (Jesmin ve ark., 2010). Jesmin ve
arkadaglarmm yaptig1 in vivo ¢alismada kullanilan Schiff bazlarinin etkili oldugu
goriilmesi ¢calismamizda kullanilan bilesiklerin K562 hiicre serisi lizerinde fazla bir
etki gostermediginden dolay1 farkli hiicre serileri tizerinde denenip, etkili goriilen
bilesikler gerekli diger testler uygulandiktan sonra in vivo sartlarda denenmesi

gerektigi diisiiniilmektedir.

Caliymada MTT yontemi kullanilarak, K562 hiicre dizisinde yeni

sentezlenmis dort schiff bazi bilesiginin anti kanser etkinliginin ortaya konmasi
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amaglanmigtir. Calismamizda kullanilan bilesiklerin metal kompleksli olmamamsiyla
birlikte yapilan bircok calismada Schiff bazlarinin sitotoksik etkilerinin oldugu
goriilmiis ve Ozellikle metel kompleksli bazlarin daha etkili oldugu bildirilmistir.
Yeni sentezlenen bu dort schiff bazi komplekslerde en yiiksek sitotoksik etki Bilesik
3’ te gorilmesine ragmen diger yeni sentezlenen komplekslerinde sitotoksik
etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Calismamizda kullanilan bu bilesiklerin sitotksik

etkisi olsada kronik miyeloid i¢in ¢ok etkili olmadigimi sdyleyebiliriz.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismada sentezlenen 4 adet schiff bazi ve pozitif kontrol olarak kullanilan

cisplatinin 7 farkli dozu K562 hiicre serisi lizerine kiiltiir ortamimda uygulanmustir.

Bilesik 1’in 2. dozuda, bilesik 2’nin 1. dozuda ve bilesik 3’iin 1. dozunda
kimyasallarin K562 hiicre serisi iizerine sitotoksik etkisi goriilmemis aksine
proliferasyon goriilmiistiir. Bilesik 4’ iin biitiin dozlarinda sitotoksik etki goriilsede

en yuksek etki bilesik 3’ iin 7. dozunda goriilmiistiir.

e Sonug olarak yapilan bircok calismada oldugu gibi ¢alismada kullanilan
Schiff bazlarmin sitotoksik etkisinin oldugu fakat diisiik seviyede oldugu

gorilmiistiir.

e Bu deneyde kullanilan kimyasallarin suda ¢6ziilebilir tuzlarimi sentezlenerek
deneyin tekrar edilmesi durumunda sitotoksik etkinin yeniden incelenmesi

daha farkli sonuglarm elde edilebilmesi olasidir.

e Yapilan bir¢ok c¢alismada metal kompleksli Schiff bazlarinin biyolojik
etkilerinin daha yiiksek diizeyde gozlenmesinden yola ¢ikilarak ¢calismamizda
kullanilan  bilesiklerin  metal komplekslerinin  sentezlenip  deneyin

tekrarlanmasinin faydali olacagmi diistinmekteyiz.

e MTT yontemi kolorimetrik bir yontem oldugundan dolayr kullanilan

kimyasallarin renksiz olmasina 6zen gosterilmelidir.
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e C(Calismada kullanilan kimyasallarin sadece kanserli hiicrelerin yanisira,
saglikli hiicreler iizerinde denenmesine ihtiyag¢ vardir.
e Bu denemelerin kanserli hastalardan hazirlanacak primer hiicre kiiltiirlerinde

denenmeleriyle daha farkli sonuglara ulasilabilmesi olasidir.

e Yiiksek sitotoksik etkiye sahip kimyasallarin ATP-TCA yontemi uygulanarak
ayrica test edilmesi daha gilivenilir sonuglara ulagilmasma katkida

bulunabilecektir.

e Arastirmalarda c¢esitli kimyasallarin farkli hiicre soylarina kars1 farkh
cevaplar olusturdugu goriilmektedir. Bu nedenle kimyasallarin farkli
kanserlere ait hiicre soylar iizerine sitotoksik etkilerinin incelenmesi yararl

olacaktir.

e Bilesiklerin sitotoksik etkisin de apoptotik ya da nekrotik yolaklar
kullandiginin belirlenmesi 6nem tagimakltadir. Bu yilizden kiiltiirlerde annexin-

5, kaspaz-3 gibi biyobelirteglerin izlenmesi faydali olacaktir.
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OZET

Kanser, 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almasindan dolayi tedavisinde oldukg¢a
onemlidir Kansere kesin bir tedavi sekli bulunamayisi yeni kemoterapotik ajan arayigina
neden olmaktadir. Schiff bazlar1 birgok ¢alismada kullanilmis ve 6nemli derecede antikanser
ve antimikrobiyal etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bu calismada, yeni sentezlenmis sterik
engelli fenol tiirevli schiff bazlar1 olan (2,4-di-tert-butil-6-{[(2,5-dimetilfenil)imino]metil}-
fenol), (2,4-di-tert-butil-6-{[(3,4-metilfenil)imino]metil}-fenol), (2,4-di-tert-butil-6-{[(2,3-
dimetilfenil)imino]metil}-fenol), (2,4-di-tert-butil-6-{[(3,5-dimetilfenil)mino] etil}-fenol)’ iin
ve pozitif kontrol olarak cisplatinin K562 hiicre serisi iizerindeki sitototksik etkileri
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu kimyasallar ve cisplatin 15. 6 uM, 31. 2 uM, 62. 5 uM, 125
uM, 250 uM, 500 uM ve 1000 uM hik dozlarda kullanilarak ekim yapilmistir. Kiiltiirde
kullanilacak olan hiicrelerin canlilik yiizdesini Trypan Blue testi ile belirlenmistir. Bilesiklerin
sitotoksisitesini belirlemek i¢in, canli hiicrelerin mitokondrisi aracilifiyla MTT tuzlarm
indirgemesine dayanan MTT testi kullanilmistir. Kiiltiiriin 72. Saatinde MTT eklenmistir. 4
saat sonra kiiltiir plaklar1 ELIZA’ da okutulup sonuglar optik dansite olarak elde edilmistir.
Optik dansiteler tizerinden istatistiksel hesaplamalar yapilmis ve yiizde sitotoksisite
hesaplanmistir. Hiicrelerin %50 sini inhibe eden doz hesaplanmistir. Biitiin bilesiklerin K562
hiicre serisi iizerine sitotoksik etkileri oldugu goriilmesinin yani sira en fazla etki (2,4-di-tert-
butil-6-{[(2,3-dimetilfenil)imino]metil}-fenol) bilesiginin 1000 uM” lik dozunda goériilmiistiir.
Sonug olarak test edilen bilesiklerden gozlenen sitotoksik etki diizeyleri incelendiginde bu
bilesiklerin kemoterapotik ajan olabilmek icin yeterli diizeyde etkinlige sahip olmamakla

birlikte farkli kanser tiirleri iizerinde test edilmesinin yararli olabilecegi fikrine varilmistir.
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SUMMARY

Cancer is a leading cause of death and serious difficulties are encountered during
treatment of cancer. There are various methods for cancer treatment such as surgery,
radiotherapy and chemotherapy. As there isn’t a definite treatment found in
chemotherapy, studies to find new agents has been intensified. Several studies show
that Schiff bases have significant anticancer and antimicrobial effect. In this study,
based upon literature, cytotoxic effects of Schiff bases (2,4-di-tert-butyl-6- {[(2,5 —
dimethylphenyl)imino]methyl}—phenol),  (2,4-di-tert-butyl-6-{[(3,4-methylphenyl)
imino]methyl}—phenol), (2,4-di-ter-butyl-6-{[2,3dimethylphenyl)imino]methyl}-
phenol), (2,4-di-tert-butyl-6-{[(3,5-dimethylphenyl)mino]ethyl}-phenol) which are
sterically hindered and derived from phenol and which are probable
chemotherapeutic agents and cisplatin as positive control on K562 cell line were
investigated. These chemicals and cisplatin were added at doses of 15.6 uM, 31.2
uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM. The percentage of viable cells
to be used in culture was determined by Trypan Blue test. Cytotoxic effects of
compounds were determined by MTT test which is based on reducing MTT salts by
means of mitochondria of viable cells. After first 72 hours of culture, MTT was
added and after 4 hours culture plates were read by ELIZA and optical density was
determined. Statistical calculations were made upon optical densities and percentage
of cytotoxicity was calculated. Dose (ICsp) which Kills 50% of cells was calculated.
Besides the fact that all compounds had cytotoxic effect on K562 cell line, the
highest effect was determined at 1000 uM dose of (2,4-di-tert-butyl-6-{[(2,3—
dimethylphenyl)imino]methyl}—phenol) compound. As a result when cytotoxic effect
levels and 1Cso values observed in tested compounds are investigated, it is decided
that the level of these compounds is not sufficient to be a chemotherapeutic agent for

chronic myeloid leukemia and it will be useful if it is tested on different cancer types.
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