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Biyoloji Anabilim Dal
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Gilinitimiizde kanser tedavisinde kullanilmakta olan ve modern tipta alternatifi olmayan kemoterapi
daha uzun yillar kanser tedavisinde en etkili tedavi yontemi olacak gibi goriinmektedir. Bu ¢alismada,
yeni sentezlenen imin tasiyan fenoksi substitiie siklotrifosfazenlerin ([N3P3Clg] [N3P3(O-CgH,-0-
CHO)g]. [ N3P3(0O-CgHs-0-CH=N-0-C¢Hs)g], [N3P3(0-CgHy-p-CHO)e] ve [N3P3(O-CgHy-p-CH=N-0-
CeHs)e]) kronik myleloid l6semi kodkenli K562 hicre dizisi Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
aragtirmasi amaglanmistir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri canli hiicrelerin mitokondrisi araciligiyla
metil tiyazol tetrazoliyum tuzlarmin indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir yontem olan MTT
yontemiyle analiz edilmistir. Bilegiklerden N3P3(O-CgqH4-0-CH=N-0-C¢Hs) K562 hiicreleri Uzerinde
sitotoksisik etki gosterirken, diger bilesiklerin hiicre hatt1 {izerinde anlamli bir sitotoksik etkisine
rastlanmamustir.

ANAHTAR KELIMELER: Siklotrifosfazen, sitotoksisite, mtt, k562.



ABSTRACT

MSc Thesis
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Chemotherapy, currently using for cancer treatment, has no alternative in modern medicine and it
seems that it will continue to be the most effective treatment method in cancer therapy for years. In
this study, we aimed to investigate the cytotoxic effects of the newly synthesized imin containing
phenoxy substituted cyclophospasenes ([N3P3Clg]. [N3P3(O-CgHy-0-CHO)g] [ N3P3(O-CgH,4-0-CH=N-
0-CgHs)e], [N3P3(O-CgHy-p-CHO)g] ve [N3P3(O-CgH,-p-CH=N-0-CgsHs)s]) on K562 cells derived from
chronic myeloid leukemia cell line. Cytotoxicity of the compounds were analyzed by colorimetric
MTT assay which is based on reduction of MTT salt by mitochondria of alive cells. While N3P5(O-
CeH4-0-CH=N-0-C¢Hs)e had cytotoxicity effects on K562 cells, others didn’t have any significant
cytotoxicity on the cell line.

KEY WORDS: Cyclophospasenes, cytotoxicity, mtt, k562.



TESEKKUR

Oncelikle akademisyenlik yolunu segmemde en biiyiik destekgi ve en biiyiik yardimer olan,
her tiirli maddi ve manevi destegini esirgemeyen, hayatimda geldi§im tiim noktalar1 ona borclu
oldugum kiymetlim babam Rifat CAN’ a biitlin yilire§imle sonsuz tesekkiir ederim. O olmasaydi
olamazdim, yapamazdim. Bu sebeple tezimi babam Rifat CAN’ a atfediyorum.

Egitimin boyunca ilminden faydalandigim, yaninda gegirdigim her dakika yeni bir seyler
ogrendigim, gergek su ki tim calismamizin asli mimari, danigman hocam Dog. Dr. Faruk
SUZERGOZ’ e sonsuz tesekkiir ederim.

Caligmamizda kullandigimiz kimyasallar1 sentezleyip bize temin eden Dog¢. Dr. Fatih
ASLAN’ a ve benzer sekilde giiler yiizii ve anlayish ile bize destek olan Do¢. Dr. Veli KASIM
Hocama tesekkiir etmeyi borg bilirim.

Gittigim yolda benden dnce giderek bana 151k olan ¢ok kiymetli arkadasim, dostum, Ayfer
OZCELIK MERCANDAGI’ na tesekkiir ederim.

Bagari ekip isidir. Eger bugiin bir basar1 varsa benim degil ekibimin basarisidir. Bu sebeple
EkiR arkadaglarim, meslektaglarim olan Fatma TUMEN, Yusuf VARIS ve Meryem KOYUNCU
DOGAN” a tesekkiir etmeyi borg bilirim.

Caligmamin her agamasinda yanimda olan, tiim tezim siirecinde yagadigim tiim zorluklara
benimle beraber gogiis geren, benden her daim her tiirlii yardimini ve destegini esirgemeyen,
hayatimin en bilyiik hazineleri olan annem Aysegiil CAN’ a, kardesim Mesut CAN’ a, ablam Nimet
CAN” a biitlin i¢tenligimle tesekkiir ederim.

Son olarak sabri, anlayisi ve hosgoriisii ile her daim yanimda olan, hayat arkadasim, mutluluk
kaynagim esim Ali AKTAN’ a biitiin kalbimle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Kanser koken aldigi dokuya hatta uzagindaki dokulara niifuz edebilen,
timorlesmis hiicrelerin anormal blytmeleri ile karakterize edilen ve sonug olarak
6lume bile sebep olabilen bir seri k6t huylu hastalik olarak ele alinabilir (Mathur ve
ark., 2006).

Son zamanlarda kanserin etiyolojisi, patogenezi ve tedavisindeki umut verici
gelismelere ragmen kanser, halen tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
en oOnemli mortalite (6lim) nedenidir. Kanser, ulkemizde de kardiyovaskiler
hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Yalgin ve

ark., 2003).

Kanserin tedavi yontemleri kemoterapi, radyoterapi ve cerrahidir. Kemoterapi,
cerrahi oncesi, sonrasi ya da metastaz gelismis hastalarda uygulanan tedavi yontemi
olup, kanser tedavisi icin buylk 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla kematerapotik
bilesiklere duyulan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir (Pors ve ark., 2005). Bu
noktada bircok bilim insan1 i¢in yeni kemoterapétik arayislart her gegen giin daha da

onem kazanmaktadir (Johnson ve ark., 1997).

Kanser ilaglarmin ¢ogu, kanser hicresinin boliinme fazlari lizerine etkilerini
gosterirler. Baz1 kemoterapi ajanlari, bazi spesifik kanser hiicreleri {izerine etkiliyken
diger kanser hiicrelerinde etkileri daha sinirli olabilir. Bu nedenle farkli sitotoksik
maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak aydinlatilmasi1 oldukga

onemlidir.

Calismamizda imin tasiyan fenoksi substitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin,
kronik miyeloid l6semi blastik kriz evresi kokenli K562 hicre dizisine olan

sitotoksik etkisini saptamay1 hedefledik.

Calismamiz, yeni sentezlenen siklotrifosfazen bilesiklerinin antikanser ajan

aday1 olarak arastirtlmasinda 6nemli bir adim olacaktir. Antikanser etkisi olabilecek
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yeni bir bilesigin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi, antikanser ajan arastirmasinda

ilk ve oncelikli adimdir.

Bu ¢alismadan elde edilecek verilerin diger ileri diizeyde in vitro ve in vivo
testlerle desteklenmesi ile kanser tedavisi icin yeni kemoterap6tik ajan olabilecek

kimyasal bilesikler tibbin hizmetine sunulmus olabilecektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kanser

Cevresel veya genetik faktorlerin etkisiyle normal hiicrelerde nikleer ya da
sitoplazmik  onkogenlerin  aktiflesmesi, transkripsiyonu dlzenleyen sinyal
molekdllerin etkilenmesi, timor supressor genlerinin aktivitesinin baskilanmasi
sonucu hucrelerin  kontrol dist cogalmasiyla olusan durum kanser olarak

tamimlanmaktadir (Sadiqov, 2001).

Kanser, hematolojik ve solid doku kanserleri olmak iizere iki grup altinda
incelenmektedir. Hematolojik kanserler de kendi icerisinde I6semi ve malign

lenfomalar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sencan, 2006).

2.1.1. Losemi

Losemi, kemik iligi kanseri ve kan kanseri olarak adlandirilmaktadir. 19. yy' da
Avrupali hekimler, beyaz kan hiicrelerinin O6nemli oranda arttigi hastalar
gozlemlediklerinde bu hastalig1 ‘beyaz kan’ olarak adlandirmislardir. Daha sonralari
anlami ‘beyaz’ olan Yunanca’da ‘Leukos’ kelimesini, ‘kan’ anlamina gelen ‘haima’
kelimesiyle birlestirerek ‘leukemia (16semi)’ olarak isimlendirmislerdir (Reyhani,
2011).

Hicre tiplerine gore losemiler ‘myeloid’ ve ‘lenfositik’ olarak ikiye, ayrica
myeloid ve lenfositik I6semilerin her biri de ‘akut’ veya ‘kronik’ olarak kendi

aralarinda ikiye ayrilmaktadir (Reyhani, 2011).

Bu 0Ozelliklerine gore l6semiler dort gruba ayrilmaktadir:
1. Akut Lenfositik (Lenfoblastik) Losemi (ALL)

2. Akut Myeloyid Lésemi (AML)

3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

4. Kronik Myeloid Lésemi (KML)
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Erigkinlerde en sik goriilen tipler AML ve KLL’ dir. ALL léseminin
cocuklarda en yaygin goriilen seklidir (Reyhant, 2011).

AML ve ALL’de lokositler normal fonksiyon gdsterememektedirler. Ayrica
ayni zamanda kanserlesen hiicreler kemik iliginde yeni gelisen normal hiicrelere yer
birakmamakta ve bu ylzden de kemik iliginde yeni olusan normal hicrelerin
sayisinda azalmalar gortilmektedir. Bu durum ayni zamanda kirmizi kan hiicrelerinin

azalmasina da yol agmaktadir (Reyhani, 2011).

KML’de hicreler genelde normal hicre fonksiyonu gostermektedir.
Alyuvarlarin sayis1 genellikle normalin altindadir ve anemiye neden olabilmektedir.
Bununla birlikte bircok akyuvar tipinin ve kan pulcuklarinin Uretimin devam ettigi
g6zlenmektedir. Akyuvarlarin fonksiyonlar1 normale yakin olsa da sayilari yiiksektir
ve artmaya da devam etmektedir. Hasta tedavi edilmezse bu durum ciddi problemlere
yol acabilmektedir. Beyaz hiicre sayis1 kan akimimi yavaglatacak kadar
yukselebilmekte ve siddetli anemi gelisimine neden olabilmektedir (Reyhani, 2011).

KLL’de lésemik hicrelerden  fonksiyonsuz ¢ok sayida lenfosit
gelisebilmektedir. Bu hiicreler kemik iligi ve lenf nodlarindaki normal hicrelerin
yerlerini alabilmektedirler. Bunun sonucunda lenfositlerin normal ¢alisma diizeni
bozulur hastanin immiin sistemi zayiflar. Ayrica kemik iliginde olusan ¢ok sayida
I6semik hiicre notrofil ve trombosit sayilarinin diismesinde de etkili olmaktadir
(Reyhant, 2011).

Sitogenetik calismalarda 16semilerin yaklasik yarisinda sik tekrarlayan
translokasyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar seklinde kromozom anormalliklerinin
bulundugu tespit edilmistir. Etkilenen bolgelerde bulunan genler incelendiginde
hematopoetik sistemin gelisimi ve normal iglevi sirasinda kromozom anomalilerin

ortaya c¢iktig belirlenmistir (Yakicier, 2005).

Losemilerin - molekiiler biyolojisi hakkinda bugiine kadar yapilmis olan

calismalar sonucunda su genel bilgiler elde edilmistir (Yakicier, 2005).
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e Somatik dokularda kromozom anomalisi sonucu gen ifadesi kontrol
mekanizmalarinin  bozulmast ya da kesilmesiyle 6zel bir hematopoetik
farklilagsma hattinin gelisimi 16semiyle sonuglanabilmektedir.

e Gen dizenlenmesinin kesintiye ugramasi ya da bozulmasiyla olusan 16semi
hicrelerinde farkli kromozomlardaki genlerin birlesmesiyle kimerik gen
bolgelerinin ortaya ¢iktigi da tespit edilmistir. Bu gen bdlgelerinin malign
doniistime neden olabilecegi tespit edilmistir.

e Hiicrede normal transkripsiyonu kontrol eden bir genin bagka bir genin
kontroliine girmesiyle olusan anormal gen aktivasyonlar1

gerceklesebilmektedir.

Butln bunlarin sonucunda lenfositlerde kromozomal translokasyonlar meydana
gelebilmekte ve gen ifadesinin kontroli bozulabilmektedir. Ayrica nokta
mutasyonlari, gen delesyonlari ve epigenetik degisiklikler de I6seminin baslamasi ya

da ilerlemesinde etkili olabilmektedir.

Losemiler monoklonal karakterdedirler. Translokasyonlarin  bir  kismu,
hematopoetik farklilasmada rol oynayan transkripsiyon faktorlerini etkilemekte ve
boylece normal hiicrelerin farklilasma mekanizmalar1 {izerine olumsuz etkilere neden
olmaktadirlar. Bazi 16semi tipleri, 16semik yonde farklilagsmis kok hucrelerden kdken

almaktadirlar.

2.1.2. Kronik miyeloid l6semi

KML myeloid, eritroid ve megakaryositik hticrelerinin ¢ogalmasiyla olusan bir
hastaliktir (Koretzky, 2007). KML kemik iliginde asir1 ¢ogalma, periferal kanda
olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek 10kosit sayist ile Kkarakterize
edilemektedir. Akut lésemide gorilen patolojik durumun aksine, KML hucreleri

farklilagma yeteneklerini kaybetmemislerdir (Haznedaroglu, 2009).

2.2. K562 Hicre Serisi

K562 hiicreleri KML’ nin blastik kriz evresinden miyeloid kokenli hicre
dizisidir (Lozzio ve ark., 1975).Elektron mikroskobunda bakildiginda K562 hiicreleri
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kolay bagintili, diizgiin sekilli, kisa mikrovilliisli, farklilasmis l6semik hiicrelere
benzer sckilde goriilebilmektedir. Giemsa ile hazirlanmig preparatlarda K562
hiicreleri yaklagitk 20 pm c¢apinda iki ya da daha fazla pargali niikleuslu
farklilasmamig blast hiicreleri olarak tanimlanabilmektedir. Bazofilik sitoplazmalari

granul icermemektedirler (Klein ve ark., 1976; Koeffler ve ark., 1980).

Kiltir mediumunda suspansiyon olarak blyiyen K562 hucrelerinin iki kat
artma sureleri ortalama 12 saattir (Lowry ve ark., 1951; Singhal ve ark., 1999).

K562 hucrelerinde, normal insan kromozom sayisinin yaklagik 1,5 kati
kromozom bulunur. Bundan dolayr bu hiicre serisinde abl/ber flizyon geni

ekspresyonu nedeniyle apoptozise kars1 direnglidir (Saydam ve ark., 2003).

Sekil 2.1. K562 hiicrelerinin mikroskobik gérintiisi

(Harran Universitesi, Kanser ve Kék Hiicre Arastirma Laboratuvari)

Hematopoetik diizenlemenin anlasilmasi igin K562 hicrelerinin  gen

ekspresyonu incelemesi oldukga kullaniglidir (Koeffler ve ark., 1980).

Normal hicrelerin kuilturlerde uzun sire ¢ogatilmas: oldukga zordur. Bu
nedenle hiicre kiiltiirinde kolayca gogaltilabilen K562 hiicrelerinin sitotoksisite ve
apoptozis ¢alismalart i¢in kullanimi1 yaygindir. Kiltiirde spontan olarak apoptozise
gitmeyen K562 hiicrelerinde farkli maddelerle apoptozisi indiiklemek basarili

sonuclar elde edilmesini saglamaktadir (Sencan, 2006).

Kanser ilaglarinin ¢ogu etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve bélinme

fazlarin etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapotik ajanlar bazi spesifik hiicrelerde
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olumlu sonug verirken, diger kanser hiicrelerinde etkileri smirli olabilmektedir
(Oktar, 2009). Bu nedenle farkli sitotoksik maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin

tam olarak aydinlatilmasi oldukca 6nem arz etmektedir.

2.3. Hiicre Kultara Tarihgesi

Hicre kiltiirl; spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalama ile bir

dokudan ayrilmis olan hiicrelerin tiretilmesidir.

Hiicre kiltiriind tarihgesi 1800” lii yillara dek uzanmaktadir. Ilk olarak 1866
yilinda in vitro doku kiiltiirii ¢alismalarinda amfibi kan hiicrelerinin 35 giin canl
kalabilmesi bagarilmig, ardindan Wilhelm Roux 1885 yilinda, tavuk embriyosu sinir
plaklarinin birkag giin canli kalabilmesini saglamig, 1887 yilinda Arnold kurbagalara
kemik iligi fragmanlar1 implante etmis, 1898’de Ljungren insan derisini in vitro
kosullarda bir iki giin yasatabilmis ve 1903 yilinda Jolly in vitro kosullarda hiicre
canlilif1 ve boliinmesi ile ilgili birtakim ¢aligmalar yaparak semenderden elde ettigi
l6kositleri bir aydan fazla siireyle canli tutmayi basarabilmistir. Bu donemlerde
hentiz hicre kaltiri mediumlariyla beraber antibiyotikler kullanilmadigi igin,
dokularin bu sekilde canli kalmalarimi saglamak olduk¢a biiyiik basar1 kabul
edilmektedir (Poul, 1970). 1910-1914 yillar1 arasinda temel hiicre, doku ve organ
kiiltiirlerinde biiyilk adimlar atilmistir. Aseptik kosullarda ¢alismalar yapilmis ve
gercek anlamda ilk doku Kkiiltiirii ¢alismalar gerceklestirilmistir. 1926 yilinda
caligmalar hiicre Uretme mediumlart iizerine yogunlasmis ve analitik yontemlerle
hicre kaltur mediumlar1 hazirlanmigtir. 1952 de insan serviks karsinomasindan ilk
devamli hiicre kiiltiirii (HeLa) elde edilmistir. 1955-1960 yillar1 arasinda, hiicre
kiiltiiri ¢aligmalarinda ¢ok onemli bir adim atilarak giiniimiizde kullanilan anlamda
temel hucre kaltlrd mediumlarini hazirlanmistir (Freshney, 1986; Mutlu, 2003).
1960’11 yillarda hiicre fiizyonu ¢alismalari ile monoklonal antikor iiretimine Onciiliikk
edilmis ve Hart’mn (1983) bildirdigine gore; ilk olarak 1961 yilinda Barski ve
arkadaglar1 in vitro kosullarda somatik hiicre hibridlerini elde etmislerdir. 1979
yilinda Green ve arkadaslari, epidermal hiicre kiiltiirleri hazirlamislardir. 1980° li

yillarda, endotelyal hiicrelerden kapiller damarlarin olusturulmasina g¢alisilmis ve
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1989 yilinda, hiicre kultlri teknolojisi, homograft yapiminda ve rekonstriktif

cerrahide kullanilmaya baglanmistir (Davis, 1996).

Son 20 yildir hiicre kiiltiirli, yalnizca spesifik aragtirmalar ic¢in kullanilan bir
ara¢ olmaktan ¢ikarak, diinyanin en hizli gelisen endiistri alanlarindan biri olan
biyoteknolojinin temel taslarindan biri haline gelmistir. Yalnizca akademik
arastirmalarda  degil, fertilizasyon, yapay organ, medikal ve toksikoloji

caligmalarinda hayvanlarin yerini almasi yolunda yeni uygulamalar gelistirilmektedir

(Freshney, 1986; Sharp, 1977; Davis, 1996).

2.3.1. Hicre kultura

Biyolojik 6zellikleri degerlendirmenin in vitro ve in vivo olmak uzere iki temel
yontemi bulunmaktadir. In vitro deneyler, in vivo deneylerin aksine, deney
faktorlerinin kontrol edilebilir olmasi avantajina sahiptirler. Ancak, materyal ve
konak doku arasindaki kompleks etkilesimler ¢alisilmak istendiginde in vitro
deneyler yeterli olamamaktadirlar. Doku ve organ kiltri tanimlari, doku ve organ
parcalarinin genel 6zellik ve normal fonksiyonlarini korumak sart1 ile in vitro olarak
korunmalarin1 ve kiiltiire edilmelerini ifade etmektedirler (Sharp, 1977; Freshney,

1986; Davis, 1996).

Hucrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik
enzimlerle muamele edilerek tek hiicre veya kiigiik kiimeler halinde ayristirilmasina
ve bunlarin bir besiyeri ile cam veya plastik siselerde doku ile baglantisi olmadan in
vitro olarak ¢ogaltilmasi hiicre kultlrl olarak tanimlanabilmektedir (Freshney,
1986).

Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve
tip alanlarinda biiyiik asamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi,
teshis ve tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Hiicre kiiltiirti ¢alismalari,
hiicre metabolizmasinin organizmanin Oliimiinden sonra bir siire daha devam
ettiginin gézlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (Davis, 1996).

Hiicre ve doku Kkiiltiirii tiretmek igin kullanilan mediumlarda, hicresel

metabolizma faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi bazi belli maddelerin
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varlig1 ile saglanabilmektedir. Hiicre bu maddeleri diger molekiillerden kendi
sentezleyememekte ve bu gerekli maddeler ortama ilave edilen mediumlardan
saglanmaktadir.  Mediumlar, dogal ve sentetik materyallerin  gesitli
kombinasyonlarin1 kapsamaktadir. Hiicre iiretme mediumlari, hiicrenin organlardan
ayrilmasindan sonra doku tabakasi olusana kadar hiicrelerin iretilmesi igin
kullanilmakta, genel olarak serumla birlikte hiicrelerin ¢abuk liremelerini saglayan
diger maddeleri i¢cermektedir. Hiicrelerin in vitro olarak ¢ogaltilabilmeleri igin en
uygun ortam, in vivo ortamlarina en yakin olan ortamdir. Hiicreler gliniimiizde rutin
olarak kultiire edilmektedirler. Medium igerisinde; enerji kaynagi olarak glikoz,
plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve
antibiyotikler yer almaktadir (Sharp, 1977; Freshney, 1986; Davis, 1996).

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda
parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme o6zellikleri, caligma
kosullarinin ~ standardize edilebilmesi, deneylerde kullanilacak hayvanlarin
oldiiriilmemesi gibi etik nedenlerden dolay1 da tercih edilmektedir (Schmalz, 1997,

Browne, 1988; Schmalz, 1994).

Buna karsin, hiicre kiiltiirii testleri ile sadece materyallerin ilk toksisite
reaksiyonlart1 konusunda bilgi edinilebilmekte, materyalin uzun siireli doku
temasinda olusturacag sitotoksisite diizeyi konusunda ise veri elde edilememektedir

(Schmalz, 1994).

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer hucre kulturleri,
devamli hiicre kiiltiirleri ve diploid hicre kalturleri olmak Uzere U¢ grupta

toplanmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR Nida Esra CAN AKTAN

2.3.1.1. Primer hicre kulturleri

Orjinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan
hiicrelerden olusmaktadir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin
genotipi ve fenotipi, orijinal doku hiicresi ile ayni1 6zellikleri tasimaktadir. Primer
hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltlir ortamindan digerine taginmaktadirlar.
Bu isleme altkiltir adi verilmektedir. Yeni iiretilen hiicre kiiltiirleri ayni fonksiyonel
Ozelliklere sahip hiicre hatlarin1 olusturmaktadirlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin alindig
dokularin 6zelliklerine gore degisme sarti ile farkli oranlarda altkiltirlere izin
vermektedirler. Ancak bu hicrelerin deneysel ortamlarda ¢ogalmalari sinirh
olmaktadir (Hanks, 1996; Davis, 1996; Spier ve ark., 1985).

Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler
olmalarina, calisma esnasinda ortaya c¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son
derece giic olmasma ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle

deger kazanmislardir (Browne, 1988; Mjor, 1983).

2.3.1.2. Devamh hiicre kiltiirleri

Altkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklart dokulardan
farkli olarak gelistirilmis kiltiirlerdir. Herhangi bir kiiltiiriin, devamli doku kiiltiirti
olabilmesi icin en az 70 kere altkiiltiiriiniin olmas1 gerekmektedir. Hicre dizileri
transformasyonlari nedeniyle fizyolojik 6zelliklerini koruyamamaktadirlar (Davis,
1996). Devamli hiicre hatlari, standart kiiltiir 6rnekleri olarak embriyonik veya

kanserli dokulardan kodlanmig ve kullanima sunulmustur (Spier ve ark., 1985).

2.3.1.3. Diploid hicre kultarleri

Primer kulttrlerin altkiltiirlerinin yapilmasindan elde edilmektedirler. Ancak
bu kultirlerdeki biitiin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini % 85 oraninda
korumaktadirlar.  Diploid kiiltiirlerde baz1  hiicrelerde  kromozom tipleri

kaybolabilmektedir (Spier ve ark., 1985).

10
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Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicrelerin devamli hiicrelere

oranla daha etkili olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, primer ve devamli hiicre

kiltlirlerinin  sitotoksik maddeye verdikleri metabolik cevaplar arasinda bazi

farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Devamli hiicre kiiltiirleri genetik ve metabolik olarak

stabil olduklarindan test sonuglarinin standardizasyonu daha kolaydir (Schmalz,
1994; Feigal ve ark., 1985).

2.3.2. Hiicre kiiltiirlerinin kullanim alanlari

2.3.2.1. Hucre Kiiltiirlerinin giiniimiizdeki yaygin kullanim alanlari

O N o g B~ w D PE

Viral as1 iiretimi ve viral teshis amacl
Monoklonal antikor Gretimi
Interferon iiretimi

Enzim Gretimi

Insekt as1 {iretimi

Interlokin iiretimi

Hormon iiretimi (Insiilin)

Buyume faktorlerinin Gretimi

2.3.2.2. Hucre Kiiltiirlerinin yeni kullanim alanlari

1
2
3
4.
5
6
7
8

Somatik gen tedavisi
Tumor asilart
Canli hiicrelerin graft amacl kullanilmasi

Eritrositlerin organizma diginda transfiizyon amaciyla kullanilmasi

. Kanser tedavisinde kemik iliginin kullanilmas1
. Parkinson hastaliginin tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmasi

. Organizma disinda hiicre modifikasyonu

Kompleks G¢ boyutlu dokular: Yapay deri, Yapay kikirdak, Yapay

karaciger, Yapay pankreas (Mutlu, 2003; Poot ve ark., 1992).

11
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2.3.3. Hicre kaltdrlerinin avantajlar:

1. Hiicre kiiltiiri ortaminda fizikokimyasal g¢evre ve buna bagli olarak
fizyolojik kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik
basing, oksijen ve karbondioksit kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal
kosullar hiicre kiiltiiriinde daha kolay saglanirken, canli viicudunda sabit bir

cevre olusturarak birtakim testleri yapmak daha zordur.

2. Orneklerin homojenite kontrolii saglanabilmektedir. Doku o6rnekleri
cogunlukla heterojendir. Ancak birkag¢ pasaj sonra kiiltiire edilmis hiicreler
homojen hale gelmektedirler. Hicrelerin homojenitesi, elde edilen Grlnlerin
homojenitesi agisindan son derece dnemlidir. Bunun saglanmasinin bir diger
yolu da 6rnek alinan bireylerin homojenitesi ve ¢alismalarin ayni kosullarda

yapilmasidir.

3. Hucre katdrleri in vivo ¢alismalara gére daha ekonomiktir.

4. Invivo sistemlerde test i¢in canli organizmaya verilen maddelerin bir kismi
cesitli yollarla digariya atilacak, bir kismi da organizmanin bagisiklik
sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda canli bir
organizmada verilen maddenin ancak % 10’ una cevap alinabilirken, hicre

kaltarlerinde bu oran % 90’ lara ¢ikabilmektedir.

Hiicre kiiltlirleri iirlin  elde edilmesinde endistriyel amaclh olarak
kullanilabilmektedir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile endiistriyel kullanim daha

kolay hale getirilmistir (Ozdemir, 2007; Freshney, 1986).

2.3.4. Hucre kilturlerinin dezavantajlari

1. Primer kiiltiir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilasmakta ve her zaman bir miktar 6liim gerceklesmektedir. Yani hiicre

kiiltiirlerinde zamana bagli bir kararsizlik s6z konusudur.

12
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2. Hucre kulturlerinde hijyen ¢ok 6nemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde
edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini

etkilemektedir.

3. Deneyim c¢ok onemli bir faktordir. In vitro galismalarda sterilizasyon,
kiltirlerin hazirlanmasi ve mikroskobik inceleme uzmanlik

gerektirmektedir.

4. Hducre kiltdrleri, in vivo yontemlere oranla daha ekonomik olmasina karsin
kullanilan hiicre iiretme mediumlart ve diger malzemeler son derece
pahalhidirlar. Buna ragmen elde edilen iiriiniin saf olmasi Onemli bir

avantajdir.

Ancak son yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan malzemelerin
gelistirilmesine ve giderek daha da ucuzlamasina olanak tammaktadir (Ozdemir,

2007; Sharp, 1977; Freshney, 1986; Davis, 1996).

2.4. Sitotoksisite

Gecmisten bugiine hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda hiicre canliligini  ve
cogalmasimi belirlemek igin birgok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden en

kullanish olanlar1 96 kuyucuklu plaklarinin kullanildigi modern deneylerdir.

Sitotoksisite deneyleri degisik parametreleri kullanarak hicre 6lumund ve
cogalmasini belirler (Weyermann ve ark., 2005). Sitotoksik etki, hiicre yapisi ya da
fonksiyonunda hasar olusturan kimyasal bilesigin siklikla boliinmekte olan hiicreleri
selektif olarak ortadan kaldirmak igin kullanilan antikanser ilaglar1 tanimlamak igin
de kullanilmaktadir. Ne tiim antikanserler sitotoksiktir, ne de tim sitotoksik

bilesikler kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Sitotoksisite ¢alismalar1 kimyasallarin  hiicreler ve dokular iizerindeki
aktivasyon mekanizmasinin anlagilmasinda onemli bir faktordiir. Sitotoksisite
calismalar1 karsinogenesis ve inflamasyonun da iginde bulundugu patolojik

proseslerin anlagilmasinda dnemli bir rol oynadigi diistinilmektedir. Ayni1 zamanda

13
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serbest radikaller, irritantlar ve genotoksinlerinde iginde bulundugu diger ajanlarin
aktivitelerinin belirlenmesinde de kullanilmakta olan etkili bir yontemdir (Putnam ve
ark., 2002).

Ayrica sitotoksisite deneyleriyle balik hiicre hatlarini kullanarak farkli agir
metallerin ve organik fosin bilesiklerinin de icinde bulundugu bircok cevresel
kimyasalin sitotoksik etkisi de belirlenebilmektedir (Fent, 2001).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile dlgiilmesinin birgok faydasi bulunmaktadir.
Bunlardan biri, toksisite testleri i¢in kullanilan hayvan sayisinin en aza
indirilmesidir. /n vitro testlerin bir diger avantaji hiicre ya da organin toksik etkiye
karst mekanizmasinin belirlenebilmesidir. Yeni {irlinlerin toksisitesinin in vitro
yontemlerle Gretimin erken evrelerinde belirlenebilmesi ile harcanan paradan,
zamandan ve deney hayvanlarindan kazang saglanabilinmektedir (Putnam ve ark.,
2002).

In vitro sitotoksisite testleri hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, membran
batinligu, DNA sentezi ya da hicresel metabolizma gibi cesitli parametrelerin
6lgilmesiyle birlikte temel hicre toksisitesini de belirlemede yardimci olmaktadir.
Bu parametreleri Olcen cesitli sitotoksisite deneyleri vardir. En ¢ok kullanilan
yontemler nequtral red uptake deneyi (hiicre canlilig1 i¢in), Lowry Coomassie Blue
ve Kenacid blue deneyleri (toplam hicre proteini ve hicre proliferasyonunu
belirlemek i¢in), MTT (mitokondriyal aktivite ve hiicresel metabolizmay1 belirlemek

icin) ve intraselller laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite testleridir (Gad, 2000).

Kimyasallarin sitotoksisitesi hiicre Oliimiiniin, canliliginin, hiicre yapisinin,
morfolojisinin, enerji metabolizmasinin ve hiicre ¢ogalmasinin 6lgiilmesi gibi gesitli
farkli yontemlerle belirlenebilmektedir. Bir bilesigin sitotoksik etkisi test edilirken
hiicrelerin genel mekanizmasi ve hiicre tiplerine 6zgii mekanizmalar goz Oniinde
tutulmalidir (Putnam ve ark., 2002). Hiicre canliliginin belirlenmesi mutagenesiz,
malignant transformasyon, apoptosis, hiicresel patoloji ve farmosotik toksisiteyi
degerlendirmede oldukca 6nemlidir. Olii hiicrelerdeki sinyaller ve diger degisimler

karsinogenez arastirmalarinda dikkate alinmamaktir (Komissarova ve ark., 2005).

14
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Sitotoksisite deneyleri in vitro c¢aligmalarda sikga kullanilmaktadir. Neutral
Red (NR) ve MTT (tetrazolyum tuz rediksiyon) deneyleri monolayer kulturlerde
sitotoksisite ol¢imleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin
belirlenmesinde sik kullanilan yontemlerdir (Fotakis ve Timbrell, 2005; Fent 2001).
Neutral Red deneyi boyanin yasayan hiicrelerin lizozomlarinda birikmesi temeline
dayanir (Borenfreund ve Puerner, 1985). MTT yontemi ise mitokondriyal aktivitenin

Ol¢iilmesi temeline dayanmaktadir (Fent, 2001).

2.5. Fosfazenler

Fosfor bilesikleri ile azotlu niikleofillerin reaksiyonlarindan fosfor azot bagi
bulunduran bilesikler olugmaktadir. Fosfor azot arasinda ¢ift bag bulunduran
bilesikler fosfazenler olarak adlandirilmaktadirlar. Fosfazenler organik bilesiklerde
¢cozlindiikleri icin organik, yapilarinda P=N grubu bulundurmalart nedeniylede

anorganik karakter tasimaktadirlar.

Fosfazenler genel olarak lineer ve halkali yapilarda bulunurlar. Bununla
birlikte fosfazen bilesikleri igerisinde genel formiilleri (PNCly), olan halkal

fosfazenler akademik ve bilimsel ¢calismalarda ayr1 bir 6neme sahiptirler.

Gl
N4 \_\I\
N |
VA Y
PhN= PPhy n N AN Cl

lineermonofosfazen polifosfazen siklodifosfazen siklotrifosfazen Siklotetrafosfazen

Sekil 2.2. Cesitli fosfazen bilesikleri

Fosfazen tiirevleri, genellikle kristal yapidadir ve organik c¢o6zlcilerde
cozinurler (Shaw ve ark., 1962). Polimerik fosfazenler, halkali fosfazenlerin uygun
sartlarda 1sitilarak halka agilmasi sonucunda diiz zincirli yapiya doniistiiriilmesiyle

elde edilirler (Shaw ve ark., 1962; Potin ve ark., 1991).
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Baglanan ligandlara gore degisik ozellikler gosteren fosfazenler, ¢ok cesitli
alanlarda kullanilabilmektedirler. Fosfor azot sinerjisinden dolay1 sicaga ve yanmaya
kars1 direngli bilesikler sentezlenerek (Walker, 1972), patenti alinmistir (Allcock ve
ark., 1999). Fosfazenlerin sicaga ve yanmaya karsi gosterdikleri direngten yola
cikilarak tribolojik  Ozellikleri arastirilmis ve yaglama maddesi olarak
kullanilmiglardir (Jiaa ve ark., 1999). Fosfazenlerin sivi kristal ve gaz gecirgenlik
Ozellikleri tizerine arastirmalar da bulunmaktadir (Moriya ve ark., 2003; Allcock ve
ark., 1993; Peterson ve ark., 1993). Biyolojik aktiviteye sahip olan antibakteriyel,
antikarsinojenik (Van der Huizen, 1984), anti-HIV maddeler elde edilmistir (Brandt
ve ark., 2001).

Organ nakillerinde biyo uyumlulugu saglayici o6zellikleri tespit edilmistir
(Langone ve ark., 1995). Bazi fosfazen tiirevlerinin suni kemik yapiminda
kullanildigina dair bilgiler mevcuttur (Lakshmi ve ark., 2003; Bernheim ve ark.,
1999). Yesilot (2003) tarafindan bildirildigine gore; Wunsch ve Kiene (1975)
fosfazen tiirevlerini insektisit olarak kullanmig, Kusuda ve ark., (1992) fosfazenleri
konktakt lenslerin yapiminda kullanarak patent almis, Anzai ve ark., (1986) bazi

fosfazen tiirevlerini ise dis dolgu maddesi olarak kullanilabilirligini gostermislerdir.

NH,

Sekil 2.3. Doksorubisin’nin molekiler yapisi
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2.6. Genel Sitotoksisite Tarama Yontemleri

2.6.1. Tripan mavisi ile boyama

Hem hiicre sayisinin hem de canli ve 6lii hiicre oraninin elde edildigi bu
yontemde % 4’ lik Tripan mavisinden 50 pl alinarak iginde 50 pl hiicre

stispansiyonu ile karistirilarak Thoma laminda hiicrelerin sayimi yapilabilmektedir.

Canlilik i¢in boyayr almis ve almamis hiicre sayilart karsilastirilarak canli
hiicre oran1 elde edilebilmektedir. Hlcreler canliliklarin1 kaybetmemislerse membran
biitlinliikkleri ve permeabiliteleri bozulmadigi i¢in boyayr hiicre igine
almamaktadirlar. Bu 6zelliklerine dayanarak boyanmis ve boyanmamis hiicre orani

ile hiicre canliligi % olarak hesaplanabilmektedir (Sencan, 2006).

2.6.2. Mitokondriyal aktiviteye dayalh MTT testi

Canli hiicre sayisini belirlemek i¢in direk ve indirek olmak zere iki yéntem
kullanilmaktadir. Direk yontemde tum hiicreler sayilirken indirek yontem de ise canlt
hiicrelerin kiiltlir parametrelerinde meydana getirdigi degisiklikler arastirilir (Geng
ve ark., 2002). Indirek metod olarak tetrazolyum boyasinin (MTT) hiicre sayisini
belirleyen bir indikatoér olarak kullanimi ilk olarak 1980’ li yillarin basinda rapor

edilmistir (Langdon, 2004).

MTT deneyi, sik sik hiicre proliferasyonunu 6lgen indirek indikator olarak

kullanilmasmma ragmen aslinda MTT mitakondriyal aktivasyonu olgen bir

indikatordir (Wu ve ark., 1999).

MTT testi hiicre kiiltiirii esasina dayanan indirekt olarak hiicre biiylimesi
ve/veya hicre 6luminid degerlendirmeyi amaglayan bir ilag duyarlilik testi olarak
kullanilmaktadir (Dogan ve ark., 2004). Bircok arastirmaci tarafindan sitotoksisite
arastirmalarinda kullanilmaktadir (Mohamed ve ark., 2000; Ali ve ark., 2001).

MTT yontemi ile bir hicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve

kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrinin MTT
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boyasinin tetrazolyum halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (Geng ve

ark., 2002; Ozgelik, 2011).

MTT yontemiyle dehidrogenaz aktivitesi dogrudan Olculebilmektedir.
Tetrazolyum tuzlariin formazana donusimi, NADH veya NADPH’ in azalmasiyla
meydana gelir. NADH dehidrogenazlar1 solunumun enerji iireten reaksiyonlarinda:
glikoliz, kreps donglsu ve oksidatif fosforilasyonda rol almaktadir. NADPH
dehidrogenazlar1 ise biyosentetik iiretim reaksiyonlarinda goérev alir. Bu
dehidrogenazlar genelde mitokondrilerde yer almaktadirlar (Wu ve ark., 1999). Bu
nedenle MTT teknigi mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen
tetrazolyum tuzlarmin indirgenmesine dayanir. Kolorimetrik 6l¢timlerde tercih edilen
renksiz substrat kullanilarak canli hiicrelerde renkli Grinler elde edilmektedir.
Tetrazolyum tuzlar1 bu amagla kullanilan, substrat olarak renksiz, canli hicrelerin

saglam mitokondrilerinde renkli Griinler veren maddelerdir (Ozgelik, 2011).

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromir) bu amacla
kullanilan sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olup saglam mitokondrilerde
stiksinatdehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglandiginda suda ¢6ziinmeyen mavi

mor formazan tuzlar1 olusturur (Shi ve ark., 2006; Langdon, 2004; Korkmaz, 2002).

Dehidrogenazlar NADH ya da NADPH kullanarak sar1 renkteki MTT tuzlarini
mor formazan kristallerine donistirilebilmektedir. Formazan kristalleri DMSO,
izopropanol ya da formazan Urlnlerinin ¢ozllebildigi ve rapor edilen diger uygun
coziiclilerde ¢oziildiikten sonra ¢dziinen boyanin konsantrasyonu spektrofotometrik
olarak olculebilinmektir (Barile, 1994; Subhashini, 2005). Olusan formazan

tuzlariin miktar1 direk olarak hiicre sayisinin oranini gosterir (Holst ve ark., 2005).

Bu teknik disiik maliyetli, hizli, hassas, giivenilebilir ve ¢ok sayida 6rnekle
calisma imkan sagladigindan tercih edilen bir yéntemdir (Collier ve ark., 2003;
Yano ve ark., 2005).
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2.6.3. Doksorubisin’ in sitotoksik 6zellikleri

Doksorubisin, Streptomyces peucetius tiirlerinden caesius tarafindan iiretilen
sitotoksik antrasiklin grubundan antibiyotik bir ilagtir (Raymond ve ark., 1992).
Doksorubisin, antiinfektif o6zelliklere sahip olmasina ragmen, sitotoksisitesi

antiinfektif ajan olarak kullanilmasina engel olmaktadir (Lomovskaya ve ark., 1999).

Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, doksorubisinin, DNA'
ya baglanarak c¢ift sarmalin baglanma noktalarindan agilmasina neden oldugu
gorilmektedir. Ayrica doksorubisin topoizomeraz II ile etkilesime girerek enzimi
inhibe ederek, DNA' nin tamir etme mekanizmasini engellemektedir. DNA' ya
baglanma ve topoizomeraz II inhibisyonu, DNA ve RNA sentezini inhibe ederek,
DNA' nin pargalanmasina neden olmaktadir. Doksorubisin ayrica demir ile gii¢lii bir
sekilde selat olusturup DNA' ya ve hiicre membranlarina baglanabilmekte ve DNA'
y1 ve hiicre membranlarini kolayca pargalayabilen serbest radikallerin tretimine yol

acabilmektedir (Arcamone, 1969; Momparler ve ark., 1976; Fornari ve ark., 1994).

Doksorubisini endikasyonlari, akut lenfoblastik l6semi, akut miyeloblastik
I6semi, Wilms tiimorii, neuroblastom, yumusak doku ve kemik iligi sarkomu, gogiis
kanseri, over kanseri, degisim gosteren hiicre mesane kanseri, tiroid kanseri,
Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma, diger hiicresel tiplerle karsilastirildiginda daha
cok cevap veren histolojik tipi kictk hiicre olan bronkojenik karsinomlar ve gastrik
karsinomlar gibi yayilmis neoplastik durumlarda gerileme olusmasi igin

kullaniimaktadir. (Lomovskaya ve ark., 1999).

Doksorubisin® nin kimyasal formuli Cy;H29NO1; olup molekiiler agirligi
543.52 g.mol™’ diir. ITUPAC sistematigine gore adi ise, (8S,10S)-10-(4-amino-5-
hydroxy-6-methyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11-trinydroxy-8-(2-
hydroxyacetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracene-5,12-dione’ dur.

19



3. MATERYAL ve YONTEM Nida Esra CAN AKTAN

3. MATERYAL ve YONTEM

Calismamizda yeni sentezlenen Imin Tasityan Fenoksi  Substitiie
Siklotrifosfazenlerin miyelositik 16semi htcre dizisi olan K562 htcreleri (izerine

sitotoksik etkileri arastirilmistir.

3.1. Yeni sentezlenen Siklotriofosfazen Bilesikleri

Yeni sentezlenen bilesikler Harran Universitesi Kimya Bolimi Anorganik

Kimya Anabilim Dali’ ndan temin edilmistir..

Bilesik 1: Hekzaklorosiklotrifosfazen [N3P3Clg], Bilesiklerin sentezlenmesinde temel

madde olarak kullanilmistir.

Bilesik 2: Hexa(2-formilfenoksi)siklotrifosfazen [N3P3(O-CgH4-0-CHO)g] (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. Bilesik 2

Calismamizda kullandigimiz yeni sentezlenen bilesik 2’ nin agik formilini gostermektedir.
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Bilesik 3: Hekza[2-(2-hidroksifenilimino)metil)fenoksi]siklotrifosfazen [N3P3(O-
C5H4-0-CH:N-O-C5H5)6] (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Bilesik 3

Calismamizda kullandigimiz yeni sentezlenen bilesik 2’ nin agik formulini gostermektedir.

Bilesik 4: Hexa(4-formilfenoksi)siklotrifosfazen N3P3(O-CgHs-p-CHO); (Sekil 3.3.).

o o

/ NS
P \P o@—\
\/@/O o Yo
N ¢N
o \

£ 9

Sekil 3.3. Bilesik 4

Calismamizda kullandi§gimiz yeni sentezlenen bilesik 2’ nin agik formilini goéstermektedir.

Bilesik 5: Hekza[4-(2-hidroksifenilimino)metil)fenoksi]siklotrifosfazen N3P3(O-
CeHa-p-CH=N-0-C¢H5s)s (Sekil 3.4.).
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HO‘NQ .
N g
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Sekil 3.4. Bilesik 5

Calismamizda kullandigimiz yeni sentezlenen bilesik 5’ nin agik formulini géstermektedir.

3. 2. Kimyasallarin Sterilizasyonu

Kimyasallar 10 mM olacak sekilde dimetilsiilfoksid (DMSO) igerisinde
¢oziildiikten sonra 20 um por ¢apli enjektor tipi filtre ile (Minisart®, Biotech, 16534,

USA) sterilize edilerek stok soliisyonlar hazirlandi.

3. 3. Doksorubisin ve Kimyasallarin Doz Ayarlamasi

Pozitif kontrol olan doksorubisin ve kimyasallar 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250
mM, 0.100 mM, 0.050 mM, 0.25 mM olacak sekilde DMSO igerisinde diliie edilerek

stok soliisyonlar1 hazirlandi.

3.3.1. 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarinin hazirlanmasi

96 kuyucuklu kiiltiir plaginin birinci sirasindaki ilk U¢ kuyucugu kontrol olarak
ayrilarak sadece ¢oziicii olarak kullanilan DMSO eklenmistir. Pozitif kontrol olarak
doksorubisin ve kimyasallar 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050
mM, 0.025 mM olacak sekilde 10 pl hacimlerde tiglii diizende (triple) eklendi.
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3.4. Hicre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Seri pasajlarint stirdiirmekte oldugumuz K562 KML hicre dizisinden alinan
hicreler % 10 fotal dana serumu (FCS) ve antibiyotik iceren kiltir medyumuna
alindiktan sonra santrifiij edildi. Santriflij sonrasi tist s1v1 atildiktan sonra hiicreler 1
ml medyumda sulandirilip Thoma laminda sayim islemine tabii tutuldu. Sayim ig¢in
hicre stspansiyonuna % 10’ luk trypan mavisi soliisyonu yari yariya eklenerek
hlcrelerin sayimi esnasinda canli 6l0 ayrimi gergeklestirildi. Trypan mavisi ile
yapilan sayim isleminde hiicrelerin canlilik orami yaklasitk % 96 olarak tesbit
edilmistir. Kiiltiire eklenecek hiicre sayisinin belirlenmesinde sadece canli hiicreler
dikkate almmustir. Sayim isleminden sonra kiiltiir plagma ekim igin hiicreler 10°

hicre/ ml olacak sekilde RPMI-1640 medyum ile sulandirilmistir.

3.4.1. MTT testi

Triple diizende hazirlanmig olan 96 kuyucuklu kiiltiir plagina K562 hiicre
siispansiyonu her bir kuyucuga 90 ul gelecek sekilde 8 kanalli otomatik pipetle
dagitildi. Bu esnada siirekli ¢alkalama islemi ile hiicrelerin kuyucuklara esit dagilimi

saglandi.

Kiiltiir flasklart 37 °C* de % 5 CO; igeren inkubatorde (Heal Force, HF 212
UV, Cin), nemli ortamda 96 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras: kiiltiir
plaklar1 3000 RPM’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi taze kiiltiir
mediumu ile degistirilmistir. Bdylece kullanilan doksorubisinin ve kullanilan
kimyasallarin dogal renkleriyle MTT’ den olusacak formazanin renklerinin karigmasi

Onlenmistir.

Kltiriin 96. saatinde % 0.5’ lik MTT ([3- (4,5-dimetiltiyazol-2yl) -2,5-difenil
tetrazolium], Sigma, M2128-1G, USA) soliisyonunda her bir kiiltiir kuyucuguna 10

ul eklendikten sonra 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir.

Bu siire sonunda kiiltiir plagi kuyucuklarinda canli ve aktif hiicreler tarafindan
hiicre mitokondrisinde meydana getirilen MTT formazanin ¢oziinmesi ig¢in

kuyucuklara 100° er ml Dimetil silfoksid (Sigma, D5879, Fransa) eklenmistir.
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Kolorimetrik degerlendirme amaciyla kiiltiir plaklari ELIZA mikroplak
okuyucuda (SpectraMax- Molecular Devices, M5, ABD) 570 nm dalga boyunda

okutulmustur.

Kontrol ve test kuyucuklarindan elde edilen optik dansite (OD) degerlerinden
solvent korii kuyucuklarmin OD degerleri ¢ikarilmistir. Kontrol ve test
kuyucuklarma ait OD degerleri grafikler halinde sunulmustur. Pozitif kontrol
(Doksorubisin) ve calismamizda kullandigimiz fosfazen bilesiklerinin gosterdigi
sitotoksik etki diizeyleri asagidaki formiille hesaplanmistir. Bu formiilde elde edilen
deger hiicrelerin % sitotoksisite diizeyini gostermektedir. Bu degerler 100’ den

cikarildiginda % sitotoksisite oranina ulagsmak miimkiindiir.

. ‘s Ortalama OD (test kuyucuklari)
o% SITOTOKSISITE = 100 = eeesssssssssssssssss————— X 100
Ortalama OD (kontrol kuyucuklan)

3.4.2. Kiiltiir plagi1 kuyucuklarinin goriintiilenmesi

Kiiltiir flasklarinin kuyucuklari inverted mikroskopta (Motic, AE31, Cin) dijital
gorlintiilleme aygitiyla goriintiilendi. Elde edilen goriintiiler bilgisayara kaydedildi.

Gorilintiileme islemi kiiltiiriin 96. saatlerinde gergeklestirildi.

3.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen OD degerleri ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
Verilerin analizlerinde pozitif kontrol (Doksorubisin) ve bilesiklerin sitotoksik
etkilerinin karsilastirilmast ANOVA testi ile gerceklestirilmistir. ANOVA testi
sonucunda anlamli bulunan pozitif kontrol ve bazi siklotriofosfazen bilesiklerinin
degisen dozlarinin sitotoksik etkinlikleri ‘post hoc’ testlerden olan “TUKEY” testi ile
gerceklestirilmistir. Her bir bilesigin pozitif kontrol ile karsilastirilmasinda pearson
korelasyonu kullanilmistir. “p” degerinin 0.05° ten kiglk bulunmasi durumunda

veriler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Doksorubisin’ in Sitotoksik Etkisi

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) doksorubisinin kltir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin geligsimleri
iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi

gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil 8).

Doksorubisinin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 96 saat inkiibasyon
sonunda ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin liretmis olduklart MTT

formazana ait goriintiiler agagida verilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. MTT sonrasi doksorubisinin kiltir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri

(HRU Kanser ve kok hiicre laboratuart MTT sonrasi K562 Hiicrelerinin gériintiisii)
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Doksorubisinin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri Sekil 4.2 de

gorulmektedir.

1,000 4

2

0.500 .

Optik Dansite {(OD)

%, @»4747 2, %7

Sekil 4.2. MTT formazan OD degerlerinin karsilastiriimasi

Doksorubisin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilastirilmasi. ANOVA **p<0.001.

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547£0.017 olarak
saptanmistir. Doksorubisinin 1.000 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD
degeri 0.180+0.095, [p<0.001] 0.500 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama
OD degeri 0.261+0.031, [p<0.001], 0.250 mM dozunda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.449+0.028, [p<0.242], 0.100 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.566+0.036, [p<0.999], 0.050 mM dozunda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.578+0.044, [p<0.981], 0.250 mM
dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.604+0.049, [p<0.771],
ANOVA p<0.001 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Doksorubisin’ in K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (mM)

ANOVA

1.000 0.500 mM 0.250 0.100 0.050 0.025 (o1
% sitotoksisite mM mM mM mM mM
67.1 52.3 17.9 -3.5 -5.8 -10.5

Elde edilen verilere gore, Doksorubisin 1.000 mM ve 0.500 mM dozlarinda
ileri diizeyde sitotoksite gozlemlenmisken, 0.250 mM dozunda daha az sitotoksisite
goriilmiistiir. 0.100 mM, 0.050 mM, 0.025 mM dozlarinda ise doksorubisinin
sitotoksik etkisi gozlenmemistit (Cizelge 4.1)

4.2. Bilesik 1’ in Sitotoksik EtKisi

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) Bilesik 1’ in kiiltiir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin gelisimleri
tizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi

gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil 4.3).

Bilesik 1’ in degisen dozlarda K562 hucreleriyle 96 saat inkiibasyon sonunda
ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin liretmis olduklart MTT formazana

ait gortintiiler asagida verilmistir (Sekil 4.3).
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Kiiltur oncesi omM

Seki 4.3. Bilesik 1’ in kdiltiir ortaminda K562 hiicreleri lizerine etkileri

Bilesik 1’in degisen dozlarda K562 hicreleriyle inkibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklar1 MTT formazana ait OD degerleri Sekil 4.4 de
gorilmektedir.
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1,000 7

2

0.500 -

Optik Dansite (OD)

- 0”’;@’;@%@’@3@; ‘F@;”’@
o

Sekil 4.4. Bilesik 1’ in K562 hicreleri MTT Formazan OD Degerlerinin Karsilastirmasi

Bilesik 1’in K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilastirilmast ANOVA **p<0.014 (Sekil 4.4)

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547+0.017, kontrol gurubunun
p degeri <0.005 olarak saptanmustir. Bilesik 1° nin 1.000 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.528+0.029, [p<0.959] 0.500 mM dozunda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.539+0.030, [p<1.000], 0.250 mM
dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.568+0.017, [p<0.924], 0.100
mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.588+0.018, [p<0.399],
0.050 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.576+0.020,
[p<0.727], 0.025 mM dozunda ecklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri
0.606£0.031,[p<0.097], ANOVA p< 0.014 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Bilesik 1’ in K562 hucreleri tizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (mM)

1.000 0.500 0.250 0.100 0.050 0.025 A(g\l(())l\gA
% sitotoksisite mM mM mM mM mM mM )
34 1.4 -3.8 -7.5 -5.4 -10.8

Elde edilen verilere gore, Bilesik 1’ in 1.000 mM ve 0.500 mM dozlarinda
diisiik diizeyde sitotoksik etkileri gézlemlenmisken, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.025

MM dozlarinda ise bilesik 1’ in sitotoksik etkisi gozlenmemistir Cizelge 4.2).

1.00 -
GRUPLAR
80 + + Kontrol
+ 1,000 mM
&
60 M 0.500 mM
¥
* + 0.250 mM
o .40 * 0,100 mM
e
T 0.050 mM
Ll
=
@ ) * 0,025 mM
r:0.584, p<0.005
0.00 ] _ _ _

00 2 4 6 8 10
DOKSORUBISIN
Sekil 4.5. Bilesik 1 korelayosyon grafigi
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Degisen dozlarda bilesik 1’ in uygulandigi test kuyucuklarindan elde edilen
OD degerlerinin pozitif kontrol olan doksorubisinden elde edilen OD degerleriyle
arasindaki bagint1 analizinde, bilesik 1 ile doksorubisinin etkinlikleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif bagintinin oldugu (r:0.584, p<0.005) da
g6zlenmektedir (Sekil 4.5).

4.3. Bilesik 2’ nin Sitotoksik Etkileri

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) bilesik 2’ nin kiiltiir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin gelisimleri
iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi

gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil 4.6).

Bilesik 2’ nin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 96 saat inkiibasyon sonunda
ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana

ait goriintiiler asagida verilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Bilesik 2’ nin kiltir ortaminda K562 hiicreleri lizerine etkileri
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Bilesik 2’ nin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.7’ de

gorulmektedir.

1,000 -

0.750 +

0.500 |

0.250 1

Optik Dansite (OD)

- 0o 0.0 0.0, 0. 7
) ‘ﬁ%j ‘@d\ 7 ‘-1:::5\ ) )
A A
Sekil 4.7. Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri Gizerindeki MTT Formazan OD Degerlerinin
Karsilastiriimasi

Bilesik 2’ nin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilastirilmast ANOVA **p<0.663 (Sekil 4.7).

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547+0.138 olarak
saptanmistir. Bilesik 2° nin 1.000 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD
degeri 0.505%0.049, [p<0.960] 0.500 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama
OD degeri 0.506+0.028, [p<0.963], 0.250 mM dozunda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.516+0.035, [p<0.992], 0.100 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.522+0.056, [p<0.997], 0.050 mM dozunda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.525+0.074, [p<0.999], 0.025 mM
dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.578+0.086,[p<0.990], (r:
0.335; ANOVA p<0.663) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Bilesik 2’ nin K562 hucreleri Uzerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (mM)

1.000 0.500 0.250 0.100 0.050 0.025 A(;\Ié)%A
% sitotoksisite mM mM mM mM mM mM )
7.6 7.5 5.5 4.6 4 -5.8

Elde edilen verilere gore, bilesik 2’ nin 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM,
0.100 mM dozlarinda diisiik diizeyde sitotoksik etkileri gézlemlenmisken, 0.025 mM
dozlarinda ise bilesik 2’ nin sitotoksik etkisi gozlenmemistir. (Cizelge 4.3)

1.0 4
8 GRUPLAR
Kontrol
1,000 mM
G o
0 oo 0,500 mM
o o o
o~ 0,250 mM
¥ o 4e
T o 0,100 miM
78]
= 0.050 mM
o
e o 0,025 mM
r: 0.335, p=0.138
0.0
0,0 2 4 8 ] 1,0

DOKSORUBISIN

Sekil 4.8. Bilegik 2 ile Doksorubisin’nin korelasyon grafigi

Degisen dozlarda bilesik 2’ in uygulandig: test kuyucuklarindan elde edilen
OD degerlerinin pozitif kontrol olan doksorubisinden elde edilen OD degerleriyle

arasindaki baginti analizinde, bilesik 2 ile doksorubisinin etkinlikleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir pozitif bagintinin oldugu (r: 0.335, p<0.138) de
g6zlenmektedir (Sekil 4.8).

4.4, Bilesik 3’ Un Sitotoksik Etkileri

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) Bilesik 3’ Un kiiltiir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin gelisimleri
tizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi

gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil 4.9).

Bilesik 3’ (in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 96 saat inklibasyon sonunda
ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana

ait goriintiiler agagida verilmistir (Sekil 4.9).

1,000 mM

Sekil 4.9. Bilesik 3 ‘Un MTT sonrasi kultir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri
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Bilesik 3’ iin degisen dozlarda K562 hiicreleriyle inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait OD degerleri Sekil 4.10° de

gorulmektedir.

1,000 7

2

0.500 4

Optik Dansite (OD)

| 0’)’;‘%’;‘}’%@’;‘3‘5 %
%, 0;474;' 2,

Sekil 4.10. Bilesik 3’ Gin K562 hiicreleri Gzerine OD degerlerinin karsilastiriimasi

Bilesik 3 K562 hiicreleri {izerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilastirilmasi. **p<0.001 (Sekil 4.10).

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547+0.017 olarak
saptanmistir.

Bilesik 3’ nin 1.000 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri ---
------ , [p<0.001] 0.500 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri
0.307+0.022, [p<0.001], 0.250 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD
degeri 0.459+0.018, [p<0.001], 0.100 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama
OD degeri 0.516+0.007, [p<0.235], 0.050 mM dozunda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.541+0.005, [p<0.999], 0.025 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.548+0.013, [p<1.000], (ANOVA p<0.001)

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Bilesik 3’ in K562 hiicreleri Gizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlar (mM)

1.000 0.500 0.250 0.100 0.050 0.025 ANOVA
% sitotoksisite mM mM mM mM mM mMI 0.001
--- 43.8 16.1 5.6 1 -0.3

Elde edilen verilere gore, bilesik 3’ {in 0.500 mM yuksek, 0.250 mM, 0.100
mM dozlarinda diisiik diizeylerde sitotoksik etkileri gézlemlenmisken, 0.025 mM
dozlarinda ise bilesik 3’ Un sitotoksik etkisi gdzlenmemistir. Bilesik 3’ {in 1.000 mM
dozunda ELiZA plak okuyucu cihazdan OD degeri alinamamustir (Cizelge 4.4).

GRUPLAR

Kontrol

1,000 mM

0,500 mM
= 0,250 mM
e 0,100 mM

24 0,050 mM

o 0,023 mM
r: 0.950, p=0.001

BILESIK 3

0.0

00 2 4 5 ! 1.0
DOKSORUBISIN

Sekil 4.11. Bilesik 3’ e ait korelasyon grafigi

Degisen dozlarda bilesik 3’ Un uygulandigi test kuyucuklarindan elde edilen
OD degerlerinin pozitif kontrol olan doksorubisinden elde edilen OD degerleriyle

arasindaki bagint1 analizinde, bilesik 3 ile doksorubisinin etkinlikleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir pozitif bagintinin oldugu (r: 0.950, p<0.001) de
g6zlenmektedir (Sekil 4.11).

4.5. Bilesik 4’ Un Sitotoksik Etkileri

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) bilesik 4’ Un kiltiir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin gelisimleri
iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi
gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil
4.12).

Bilesik 4’ iin degisen dozlarda K562 hucreleriyle 96 saat inklbasyon sonunda
ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana

ait goriintiiler agagida verilmistir (Sekil 4.12).

1,000 mM 0,500 mM

0,050 mMm

Sekil 4.12. Bilesik 4° tin kiltir ortaminda K562 hicreleri Gizerine etkileri
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Bilesik 4’ Un degisen dozlarda K562 hiicreleriyle inkibasyonu sonunda
hiicrelerin iiretmis olduklari MTT formazana ait OD degerleri Sekil 4.13" te

gorulmektedir.

1,000 1

2

0.500 o

Optik Dansite {OD)

Sekil 4.13. Bilesik 4’ Gin K562 hiicreleri Gizerine OD’ nin karsilastiriimasi

Bilesik 4’ Un K562 hiicreleri ilizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilastirilmasi. ANOVA **p<0.026 (Sekil 4.13).

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547+0.017, kontrol gurubunun
p degeri <0.009 olarak saptanmustir. Bilesik 4’ in 1.000 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.452+0.036, [p<0.090] 0.500 mM dozunda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.435+0.044, [p<0.033], 0.250 mM
dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.465+0.043, [p<0.182], 0.100
mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.489+0.041, [p<0.526],
0.050 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.485+0.040.
[p<0.447], 0.025 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri
0.529+0.036, [p<0.997], ANOVA p< 0.026 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Bilesik 4’ in K562 hicreleri Uizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (mM)

ANOVA

1.000 0500 0.250 0.100 0.050 0.025 0.026

% sitotoksisite mM mM mM mM mM Mm

17.3 20.5 14.9 10.5 11.3 3.2

Elde edilen verilere gore, bilesik 4’ iin 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100
mM, 0.025 mM dozlarinda diisiik diizeylerde sitotoksik etkileri gozlemlenmistir
(Cizelge 4.5).

10+
: GRUPLAR
Kontrol
1,000 mM
64
a
8 0.500 mM
/_,an 0 o 0,250 mM
< 4s
W 0 o 0,100 mM
Uh
L 0.050 mM
@ 2 a 0,025 mM
r: 0.558, p<0.009
0.0
0.0 2 4 6 8 1,0
DOKSORUBISIN

Sekil 4.14. Bilesik 4 ile Doksorubisin arasindaki korelasyon grafigi

Degisen dozlarda bilesik 4’ Un uygulandigi test kuyucuklarindan elde edilen
OD degerlerinin pozitif kontrol olan doksorubisinden elde edilen OD degerleriyle

arasindaki baginti analizinde, bilesik 4 ile doksorubisinin etkinlikleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir pozitif bagintinin oldugu (r: 0.558, p<0.009) de
g6zlenmektedir (Sekil 4.14).

4.6. Bilesik 5’ in Sitotoksik Etkileri

Degisen dozlarda (1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM,
0.025 mM) bilesik 5’ in kiiltiir ortaminda K562 kanser hiicre serisinin gelisimleri
iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi
gerceklestirilmis ve bu degisimler gorlintiileme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil
4.15).

Bilesik 5’ in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle 96 saat inklibasyon sonunda
ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin iiretmis olduklart MTT formazana

ait goriintiiler agagida verilmistir (Sekil 4.15).

Kultur oncesi

AT 1 7T r
N A ’; L
- P

»

1,000 mM

Fa

Sekil 4.15. Bilesik 5* in kiltir ortaminda K562 hiicreleri Gzerine etkileri

Kontrol kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.547+0.017, kontrol grubunun
p degeri <0.001 olarak saptanmastir.
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Bilesik 5’ in degisen dozlarda K562 hiicreleriyle inkiibasyonu sonunda
hiicrelerin tiretmis olduklar1t MTT formazana ait OD degerleri Sekil 4.16° da
gorilmektedir.

1,000 7

2

0.500 4
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Sekil 4.16. Bilesik 5 ile Doksorubisin’ in OD degerlerinin karsilastiriimasi

Bilesik 57 in K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi icin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD
degerlerinin karsilastirilmasi. ANOVA **p<0.001 (Sekil 4.16).

Bilesik 5° in 1.000 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri
0.384+0.043, [p<0.001] 0.500 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama OD
degeri 0.442+0.028, [p<0.001], 0.250 mM dozunda eklenen kuyucuklarin ortalama
OD degeri 0.483+0.002, [p<0.020], 0.100 mM dozunda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.534+0.006, [p<0.988], 0.050 mM dozunda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.544+0.004, [p<1.000], 0.025 mM dozunda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.552+0.001,[p<1.000], ANOVA
p<0.001 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Bilegik 5’ in K562 hicreleri Gizerine % sitotoksik etkileri

Kimyasal Dozlari (mM)

1.000 0.500 0.250 0.100 0.050 0.025 A(;\l(())o\iA
% sitotoksisite mM mM mM mM mM mM )
29.7 19.2 11.6 2.2 0.6 -1

Elde edilen verilere gore, bilesik 5” in 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100
mM dozlarinda diisiik diizeylerde sitotoksik etkileri gézlemlenmisken, 0.025 mM

dozunda sitotoksik etki gézlenmemistir (Cizelge 4.6).
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r: 0.943, p=0.001
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Sekil 4.17. Bilesik 5 ait Korelasyon Grafigi

Degisen dozlarda bilesik 5’ in uygulandigi test kuyucuklarindan elde edilen
OD degerlerinin pozitif kontrol olan doksorubisinden elde edilen OD degerleriyle

arasindaki baginti analizinde, bilesik 5 ile doksorubisinin etkinlikleri arasinda

42



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Nida Esra CAN AKTAN

istatistiksel olarak anlamli bir pozitif bagintinin oldugu (r: 0.943, p<0.001) de

gozlenmektedir (Sekil 4.17).

100 1
K562 hiicre dizisi

90

Sitotoksisite (%)

Dox

Bilegik 1 Bilegik 2 Bilegik 3 Bilegik 4 Bilegik &

Sekil 4.18. Bilesiklerin sitotoksik etki grafigi

Dozlar
B1imM

B0.5mM
B0.25mM
H0.1mM
H005mM

0025 mM

Sekil 4.18’ te goriildiigii gibi bilesikler arasindan en yUksek sitotoksisite bilesik

3 de gozlenmistir. Bilesik 5’ te de az da olsa bir sitotoksik etkiye en yiiksek dozda

rastlanmistir. Genel olarak bakildiginda halen kanser ilaci olarak kullanilmakta olan

doksorubisinin sitotoksik etki diizeyine higbir bilesikte ulasilamamistir.
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Kanser; insan sagligi Gzerinde dnemli sosyal ve ekonomik etkilere sahip ciddi
bir problemdir. Teshis, korunma yontemleri ve tedavilerdeki gelisimlere ragmen bu
hastalik hala biitiin diinyada milyonlarca insani etkilemekte, onlarin yagsam kalitesini
oldukca diisiirmekte ve diinyadaki 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir. Bu

hastaligin tedavisinde, kemoterapi en sik bagvurulan yontemdir.

KML hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalmasi ile olusan klonal bir hastaliktir
(Lanzkowsky, 2005). KML tiim l6semilerin yaklagik % 15’ ini olusturmaktadir ve
ortalama 45-55 yaslarda goriiliip, yas artisina bagli olarak insidansi da artmaktadir.
Hastalarin yaklasik olarak % 30° u 60 yas iizerindedir. Vakalarin yaklasik olarak %
3’ 1 ¢cocukluk ¢caginda goriilmektedir (Haznedaroglu, 2009).

KML 9. kromozomdaki Abl geninin 22. kromozomdaki Bcr genine
translokasyonu ile olusan Ph kromozomu ile karakterize edilmektedir (Lanzkowsky,
2005; Haznedaroglu, 2009). Ph flizyon proteini tarafindan kodlanan p210 onkogeni,
hiicrenin apoptoz ve ¢ogalma mekanizmalarinda bozukluklara yol ag¢maktadir

(Nowell, 2002; Chasseriau ve ark., 2004).

Glinlimiizde antikanser arastirmalarinda kullanilmak {izere kanserli hastalardan
ve dokulardan izole edilmis onlarca hiicre serisi bulunmaktadir. Calismamiz igin
sectigimiz K562 hiicre serisi KML’ nin blastik kriz evresinden kdken alan hiicre
dizisidir (Lozzio ve ark., 1975). Glutatyon sistemi, oksidatif stres, eritroid
farklilasma ve antikanser tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalarda siklikla

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

Elektron mikroskobu incelemelerinde K562 hiicreleri kolay bagintili, diizgiin
sekilli, kisa mikrovilliisli, farklilagsmis 16semik hiicrelerine benzer sekilde gorulir
(Klein ve ark., 1976). Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri yaklasik
20 um capinda iki ya da daha fazla parcali niikleuslu farklilasmamis blast hiicreleri

olarak tanimlanabilir (Klein ve ark., 1976; Koeffler ve ark., 1980).

Hiicre kiiltiirti galismalari, in vivo sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman
araliginda gergeklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesinde

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Anil, 1986; Bilir, 2010).
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Antikanser ajanlarin in vitro etkinlik diizeyinin saptanmasinda ¢ok farkli hiicre
kiiltiirti parametre ve yoOntemleri kullanilmaktadir. Bu parametrelerin basinda
hiicrelerin farkli doz ve zaman aralifinda ilaglarla etkilendirilerek doz ve zaman
etkilesim grafikleri elde edilmekte ve bu parametrelerden elde edilen sonuclar ile

ilaglarin etkilesimlerinin 6zgiinliigli belirlenebilmektedir (Sencan, 2011).

Calismamizda kemoterapotik ajan olarak diisiindiigiimiiz ve imin tasiyan
fenoksi substitie siklotrifosfazenlerin sitotoksik etkisi ¢alismamizca ortaya
konulmustur. Benzer bir galismada aminometilfosfinleri kullanmis olup katalitik
etkisi ve antimikrobiyal, antibakteriyal etkinligi kanitlanmislardir. Calismamizda
kullandigimiz  fosfozen maddelerin katalitik, antimikrobiyal, antibakteriyal

etkinligine bakmamiz agisindan yol gosterici bir ¢alismadir (Fawcett ve ark., 1993).

K562 insan losemik hiicre soyunda tributylin halo benzoat igeren bazi farkl
bilesiklerin sitotoksik etkilerini ve bu hiicrelerde ekstraseliiler kalsiyum iyon girisini
incelenmis ve K562 hiicrelerinin diisiik membran kolesterol igerigine sahip oldugu
ortaya konulmustur. Calismada Tributylin benzoatin K562 hiicrelerine hiicrelerinde
toksik etkisinden membran kolesterol igeriginin sorumlu oldugunu belirtmistir (Ala
ve ark., 2004). Bu ¢alisma yontem bakimindan bizim c¢alismamiza paralellik

gostermektedir.

Calismalarda kullanilacak kimyasallarin yliksek antitimor etki géstermesi igin,
fosfolipid yapisindaki hiicre zarindan gecebilmesi onemlidir. Bunun igin lipofilik
katyonlarin kullanilmas1 gerekmektedir (Mc Keage ve ark., 2000). Etkinligine
bakacagimiz bilesiklerin bu 6zelligi tasimasi biiyiilk 6nem gostermek arz etmektedir.

Nitekim ¢alismamizda kullandigimiz bilesiklerde bu 0zelliktedir.

Aminofosfin Pt(I) kompleksleri DNA bazlar1 olan guanin ve timine halka
acilma (ring-opening) reaksiyonlariyla baglanabilmekte ve kanserli hiicrelere karsi
sitotoksik etki gOsterebilmektedir. Sitotoksik platin  komplekslerinin  hedefi
cogunlukla DNA olarak goriilmektedir (Reedijk, 1999; Garcia ve ark., 2002). Bu
calisma 1s18inda bir sonraki g¢alismalarimizda kullanacagimiz maddelerin platinli
bilesiklerinin sentezlenerek test edilmesi, hicre 6limlerinin apoptotik mi yoksa

nekrotik mi oldugunu ortaya koymamizi saglayacaktir.
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Berkarda ve arkadaslarmin (1992) bir eritroldsemik hiicre soyu olan K562
hicrelerinde warfarin uygulanarak, ilacin oksidatif stres olusturma potansiyeli ve
buna bagli olarak hiicre sitotoksitesi olusturma 6zelligi arastirilmistir. Bu ¢alisma da
sitotoksisite belirleme, farkli dozlardaki etkiyi gézleme ve K562 hiicre soyu Uzerinde

calisilmasiyla bizim ¢alismamizla benzer 6zellik tasimaktadir.

Hiicre o6liimiiniin degerlendirilmesinde kullanilan ve bizim de calismamizda
kullandigimiz tripan mavi testinde hiicre canliliginin degerlendirilmesi hiicrelerin
boyay1 alip almadigina gore yapilmaktadir. Apoptozun son asamasindaki hiicrelerin
bu testle degerlendirilmemesi zorlugu ile MTT yontemin 6lim nedenini tam
gOsterememesi, apoptoz gostergesi olarak kabul edilen DNA fragmentasyonu

yontemi ile yaptigimiz ¢aligmanin zenginligini artiracaktir.

Calismamizda kullandigimiz imin tasiyan fenoksi substitiic siklotrifosfazenler
yeni sentezlenmis olup, bu nedenle daha 6nce higbir ¢alismada kullanilmamistir. Bu

yoniiyle calismamiz 6zgiin bir nitelige sahiptir.

Calismamizda MTT yontemi kullanilarak, K562 hiicre dizisinde yeni
sentezlenmis  siklotrifosfazenlerin  antitiimoral etkinliginin ortaya konmasi
amaclanmistir. Yeni sentezlenen siklotrifosfazen komplekslerinden sadece bilesik 3
olarak adlandirilmis siklotrifosfazen kompleksi en yuksek sitotoksik etkiyi ortaya
koymustur. Diger yeni sentezlenen siklotrifosfazen komplekslerinin test edilen bitin
konsantrasyonlarda énemli bir sitotoksik etki gosterilememistir. Ancak Bilesik 17 in
gosterdigi sitotoksik etkisinin de zayif olmasi nedeniyle olmasi antikanser etkisinin
arastiritlmasi igin gereken deneysel hayvan modeli arastirmasi i¢in iimit verici

degildir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda kullandigimiz ilag olan doksorubisine paralel sonug bilesik 3 de

gorilmiistiir.

v' Bu deneyde kullanilan kimyasallarin suda ¢dziilebilir tuzlarini sentezlenerek
deneyin tekrar edilmesi durumunda sitotoksik etkinin yeniden incelenmesi

daha 1yi sonuglar verecegine inanmaktayiz.

v'Ayrica kullandigimiz MTT yontemi kolorimetrik (renge dayali) bir yontem

oldugundan se¢ecegimiz kimyasallarin renksiz olmasina 6zen gosterilmelidir.

v’ Calismada sadece kanserli hiicrelerin kullanilmasinin yerine, kimyasallarimizin

saglikli hiicreler lizerinde denenmesi gereklidir.

v'Sitotoksisite arastirmalarinin kanserli hastalarin dokularindan elde edilecek

primer kilturlerde denenmesi daha gergekgi sonuglar verebilecektir.

v'Sitotoksisitesi yiiksek ¢ikan bilesiklerin TCA-ATP yéntemi uygulanarak bu

verilerin desteklenmesi ¢alismay1 daha da zenginlestirecektir.

v'Doksorubisinin bazi dozlarinda proliferasyonu durduramadigindan K562

hiicreleri iizerinde ila¢ direnci gelisimi arastirilmalidir.

v Calismamizda K562 hiicre soyu kullanilmugtir. Literatiire baktigimizda farkli
hiicre soylar ¢esitli kimyasallara kars1 farkli cevaplar olusturabilmektedir. Bu
nedenle sonuglarimiz bilesiklerimizin tim hiicre soylarina veya kanser
tiplerine karsi sitotoksik cevabi yansitmayabilir. Bilesiklerimizin degisik
kanser hiicre soylarinda denenmesi ile farkli sonuglara ulasilabilmesi

mUmkundur.

v Calismamizda DNA fragmentasyon yontemi kullanilmamistir. Bu yontem
kullanilip hiicre oliimlerinin apoptozisten kaynaklanip kaynaklanmadigini

ortaya konulmalidur.
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v’ Ayn1 zamanda etkili olan kimyasallarimizin in vivo sartlarda deney hayvanlar
tizerinde denenerek canli sistemde aktivite kayb1 olusup olugsmayacaginin test

edilmesi bizi farkli sonuglara ulastirabilir.
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OZET

Bu c¢alismada, yeni sentezlenmis imin tasiyan fenoksi substitiie
siklotrifosfazen bilesiklerinin ([N3P3Clg] [N3P3(O-CgHs-0-CHO)s]. [ N3P3(O-CsHs-0-
CH=N-0-C¢H5s)s], [N3P3(O-CeHy-p-CHO)s] ve [N3P3(O-CgHy-p-CH=N-0-CgHs)¢])
kronik myleloid I6semi kokenli K562 hiicre dizisi Uzerine sitototksik etkilerinin
arastirmasi amag¢lanmstir. Bilesiklerin K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksisik etkileri
sadece canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenazlar1 tarafindan metiltiyazol
tetrazoliyum tuzlarinin indirgenmesine dayanan kolorimetrik MTT yontemi ile analiz
edildi. Kimyasallar 1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM, 0.025
mM dozlarinda kullanilmigtir ve doksorubisinde ayni1 dozlarda pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. En yiiksek sitotoksik etki (O-CgH4-0-CH=N-0-CsHs)s‘ nin 0.500 mM
dozunda  gozlenmistir.  Pozitif  kontrol olan  doksorubisinin  etkisiyle
karsilagtirildiginda kimyasalin bu diizeydeki etkinligi onun sitotoksik antikanser ajan
olabilme beklentilerini karsilamamaktadir. Kimyasallardan higbirinin K562 hiicreleri
tizerinde {imit verici sitotoksik etkilere sahip olmamasiyla birlikte bunlarin olasi
sitotoksik etkilerinin diger kanser hiicreleri iizerinde test edilmesinin yararh

olabilecegine inanmaktayiz.
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SUMMARY

In this study, we aimed to investigate the cytotoxic effects of the newly synthesized
imin containing phenoxy substituted cyclophospasenes ([N3PsClg] [N3P3(O-CgHs-0-
CHO)g], [ N3P3(0O-CgH4-0-CH=N-0-CgHs)s], [N3P3(O-CsH4-p-CHO)s] and [N3P3(O-
CeHs-p-CH=N-0-CgHs)¢]) on K562 cell line derived from chronic myeloid leukemia.
Cytotoxicity of the compounds on K562 cells was analyzed by colorimetric MTT
assay which is based on reduction of methylthiazole tetrasolium salt by
mitochondrial dehydrogenase of only living cells. Chemicals were used in doses of
1.000 mM, 0.500 mM, 0.250 mM, 0.100 mM, 0.050 mM, 0.025 mM and same doses
of doxorubicin were used as positive control. The highest cytotoxic effect among
chemicals was observed for N3P3(O-CgHs-0-CH=N-0-CgHs)s at dose 0.500 mM.
When compared with the effect of doxorubicine as control group, such level of
cytotoxicity of the chemical did not meet the expectations to be anticancer agent.
Although none of the chemicals have promised cytotoxic effects on K562 cells, we
believe that examining their probable cytotoxic effects on another cancer cells may

be beneficial.

56



	1 DIS, IC KAPAK, ONAY 
	2 ICINDEKILER 
	3 OZ-SEKILLER TABLOSU
	ÖZ
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	ŞEKİLLER DİZİNİ

	4 GIRIS MATERYAL ARASTIRMA ONERILER.docx
	1. GİRİŞ
	2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR
	2.1. Kanser
	2.1.1. Lösemi
	2.1.2. Kronik miyeloid lösemi

	2.2. K562 Hücre Serisi
	2.3. Hücre Kültürü Tarihçesi
	2.3.1. Hücre kültürü
	2.3.1.1. Primer hücre kültürleri
	Primer hücre kültürleri, üretim aşamalarının zor olmasına, hassas hücreler olmalarına, çalışma esnasında ortaya çıkabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece güç olmasına rağmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle değer kazanmışl...
	2.3.1.2. Devamlı hücre kültürleri
	2.3.1.3. Diploid hücre kültürleri

	2.3.2. Hücre kültürlerinin kullanım alanları
	2.3.2.1. Hücre kültürlerinin günümüzdeki yaygın kullanım alanları
	2.3.2.2. Hücre kültürlerinin yeni kullanım alanları

	2.3.3. Hücre kültürlerinin avantajları
	2.3.4. Hücre kültürlerinin dezavantajları

	2.4. Sitotoksisite
	2.5. Fosfazenler
	2.6.  Genel Sitotoksisite Tarama Yöntemleri
	2.6.1. Tripan mavisi ile boyama
	2.6.2. Mitokondriyal aktiviteye dayalı MTT testi
	2.6.3. Doksorubisin’ in sitotoksik özellikleri


	3. MATERYAL ve YÖNTEM
	3.1. Yeni sentezlenen Siklotriofosfazen Bileşikleri
	3. 3. Doksorubisin ve Kimyasalların Doz Ayarlaması
	3.3.1. 96 kuyucuklu kültür plaklarının hazırlanması

	3.4. Hücre Kültür Ortamının Hazırlanması
	3.4.1.  MTT testi
	3.4.2. Kültür plağı kuyucuklarının görüntülenmesi

	3.5. İstatistiksel Analizler
	4.1. Doksorubisin’ in Sitotoksik Etkisi
	4.2. Bileşik 1’ in Sitotoksik Etkisi
	4.3. Bileşik 2’ nin Sitotoksik Etkileri
	4.4. Bileşik 3’ ün Sitotoksik Etkileri
	4.5. Bileşik 4’ ün Sitotoksik Etkileri
	4.6. Bileşik 5’ in Sitotoksik Etkileri

	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ
	ÖZET
	SUMMARY


