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ÖZET
Amaç: Bu çalışma, yeni sentezlenen 3-fenil- ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tü-
revlerinin 5RP7 ve CO25 hücre apoptozu üzerine etkilerini incelemeyi amaçlamaktadır.
Gereç ve Yöntemler: Tiyohidantoin türevleri daha önce belirtildiği gibi sentezlenmiş-
tir. % 10 fötal dana serumu içeren besi ortamında hücreler çoğaltılmış ve bileşikler 
ile farklı zaman aralıklarında inkübasyona tabi tutulmuştur. İnkübasyon sonrasında, 
tiyohidantoin türevlerinin 5RP7 ve CO25 hücre canlılığı üzerine etkileri MTT deneyi 
ile belirlenmiştir. Bileşiklerin (IC50 ve IC50/2 konsantrasyonları) kanser hücre apoptozu 
üzerine etkileri ise, akridin oranj-etidyum bromür boyama yöntemi ve annexin-V’in 
akım sitometrisinde analizi ile incelenmiştir.
Bulgular: Tiyohidantoin türevleri, her iki hücre tipinin hücre canlılığını zamana- ve 
doza-bağlı olarak azaltmış ve türevlerin IC50 değerleri, 0.01-0.07 mg/ml konsantras-
yon aralığında bulunmuştur. 3-fenil-2-tiyohidantoin türevi ile 8 ya da 24 saat mua-
mele edilen her iki hücre tipide, apoptozunun karakteristik morfolojik değişimlerini 
örneğin, kromatin kondensasyonu ve apoptotik tomurcuklanma, göstermiştir. Ancak, 
3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin türevi bu tür morfolojik değişimlerin oluşumunu 
yalnızca 5RP7 hücrelerinde uyarırken, CO25 hücrelerinde uyarmamıştır. Bunun aksine, 
her iki türev ile 24 saat muamele edilen CO25 hücrelerinin erken apoptotik hücre ora-
nında pozitif kontrol (14.7 mg/ml etoposit) düzeyinde bir artış gözlenmiştir.
Sonuçlar: Her iki tiyohidantoin türevi de hem 5RP7 hem de CO25 hücre canlılığını dü-
şük dozlarda baskılamıştır bu da yeni sentezlenen tiyohidantoin türevlerinin antikanser 
etkili olabileceğini göstermiştir. Bileşiklerin hücre apoptozu üzerine etkileri ise, hücre 
tipine ve türevin kimyasal yapı özelliğine bağlı olarak değişmiştir. 
Anahtar Kelimeler: Tiyohidantoin, apoptoz, hücre kültürü, N-ras, H-ras

ABSTRACT
Objectives: The aim of this study is to investigate the effects of newly synthesized 3-phenly- 
and 3-(4-methoxyphenyl)-2-thiohydantoin derivatives on 5RP7 ve CO25 cell apoptosis.
Methods and Materials: Thiohydantoin derivatives were synthesized as reported previo-
usly. The cells were grown in DMEM cell culture medium supplemented with % 10 foetal 
bovine serum and incubated with compounds for different time intervals. After incubation 
time, the effects of thiohydantoin derivatives on the viability of 5RP7 and CO25 cells deter-
mined by MTT assay. The effects of IC50 and IC50/2 concentrations of compounds on cancer 
cell apoptosis were investigated by using acridine orange-ethidium bromide staining and 
annexin-V with flow cytometry analysis.
Results: Thiohydantoin derivatives reduced viability of both cell lines in a time- and dose-
dependent manner with their IC50 values of 0.01-0.07 mg/ml. Both cell lines treated with 
3-phenly-2-thiohydantoin derivative for 8 or 24 h exhibited the morphological changes 
characteristics of cell apoptosis such as chromatin condensation and apoptotic bodies. Ho-
wever, 3-(4-methoxyphenly)-2-thiohydantoin derivative only induced these sort of morp-
hological changes in 5RP7 cancer cells, but not in CO25 cells. To the contrary, CO25 cells 
treated with either both derivatives for 24 h resulted in increment of early apoptotic cell 
rates as much as positive control (14.7 mg/ml etoposid).
Conclusions: Both thiohydantoin derivatives were inhibited the cell viability of both 5RP7 
and CO25 cells at lower doses that has showed that these newly synthesized derivatives 
could have anti-cancer effects. The effects of compounds on cell apoptosis have altered 
depending on the cell type and substituent properties of chemical structure.  
Key Words: Thiohydantoin, apoptosis, cell culture, H-ras, N-ras
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Giriş
Fizyolojik ve patolojik durumlarda meydana gelen apop-
toz, bağışıklık sistemi ile ilişkili olmayan programlı 
hücre ölüm mekanizmasıdır.  Apoptoz, organizmada 
taahhüt fazı (erken evre)  ve infaz fazı (geç evre) olmak 
üzere iki fazda meydana gelmektedir. Taahhüt fazında, 
hücre morfolojik değişime uğramazken apoptotik sinyal 
iletiminin gerçekleştiği ve İnfaz fazında ise, hücre içi 
substrat degredasyonu ve morfolojik değişimlerin mey-
dana geldiği gösterilmiştir [1]. Hücre apoptoz mekaniz-
ması, apoptotik ve apoptotik-önleyici sinyal dengesinin 
sağlanması ile kontrol altında tutulmaktadır [2]. Günü-
müzde, apoptotik sinyal yolakları; mitokondriyal yolak 
(içsel yolak) [3], ölüm reseptörleri-ilişkili yolak (dışsal 
yolak) [4], ve endoplazmik retikulum-ilişkili yolak [5] 
olmak üzere üç ana başlık altında toplanmaktadır. Son 
yıllarda yapılan çalışmalar, [Ca2+]i artışın hidrolitik 
enizmleri aktive ettiğini ve sitoiskelet degredasyonunu 
başlattığını bu bağlamda da apoptoz mekanizmasını 
uyardığını vurgulamaktadır. T-limfositlerde [6], pankre-
atik b-hücrelerinde [7] ve limfoit hücrelerinde [8], [Ca2+]
i değişimine bağlı olarak apoptozun uyarıldığı gösteril-
miştir. ncak, Ca2+ ‘un bu etkisi, apoptoz yolaklarına öz-
güllük göstermemektedir [1,9]. 
Günümüzde, hidantoin ve 2-tiyohidantoin türevleri bir-
çok biyolojik aktiviteye sahip olmaları ve tedavide kulla-
nılmalarından dolayı, ilaç geliştirme ve araştırma alanla-
rında ilgi çekmektedir [10]. Hidantoinlerin; antimikrobial, 
antikonvulzan ve antiepileptikal etkileri bilinmekle bera-
ber bazı hidantoin ilaçları bu alanlarda yaygın olarak kul-
lanılmaktadır [11-13]. Ancak, günümüzde halen birçok 
hidantoin türevi araştırmaya açıktır. 5,5’-hidantoin türev-
lerinin HIV proteaz [14] ve aldolaz redüktaz inhibisyon 
yapıcı [15], sodyum kanal blokörü, trombosit agregasyon 
aktivitesine [16] sahip olduğu gösterilmiştir.  
Hidantoin ve türevlerinin; antitümör etkileri [17,18] ile 
birlikte, insan servikal (SKOV-03, OVSAHO), fare oste-
osarkoma (LM8, LM8G7) [19] ve A549 akciğer [20] gibi 
tümör hücrelerinin proliferasyonunu baskıladığı ve ras 
onkogeni farnesil transferaz [21] ile  nekroptozise [22] 
karşı inhibitör etkiye sahip olduğu gösterilmiştir.
Bu çalışmada kullanılan orjinal tiyohidantoin türevleri-
nin sentezi ve [Ca2+]i arttırdığı tarafımızdan gösterilmiştir 
[23]. Yukarıda belirtilen literatür analizi sonrasında ve 

[Ca2+]i artışına neden olan orijinal 3-fenil-2-tiyohidantoin 
ve 3-(4-metoksi-fenil)-2-tiyohidantoin türevlerinin anti-
kanser ve apoptotik etkileri in vitro ortamda H-ras (5RP7 
hücreleri) ve N-ras (CO25 hücreleri) transform edilmiş 
hücreler kullanılarak yapı-etki ilişkisi incelenmiştir.

Gereç ve Yöntem

Hücre kültürü ve bileşiklerin hazırlanması
Fare iskelet kas hücre hatları CO25 ( Dr. I. Gibson, Uni-
versity of East Anglia) ve sıçan embriyo fibroblast hücre 
hatları 5RP7, % 10 fötal dana serumu (FCS) (Gibco, UK), 
100 ünite/ml penisilin-streptomisin ve % 1 glutamin içeren 
Dulbecco’s Modified Eagle’s solüsyonu (DMEM) (Sigma, 
UK) içerisinde 37°C de, 5% CO2 / 95% hava ortamında 
kültürde tutulmuşlardır. CO25 hücreleri, ata hücre olan C2 
hücresine 61. kodonundan mutant insan N-ras onkogeni 
taşıyan bir plazmidin aktarılması ile elde edilmiştir [24]. 
CO25 hücreleri % 10 at serumu içerisinde 4 ila 7 gün inkü-
basyona tabi tutularak miyotüb oluşumu sağlanmıştır. Bu 
süre sonunda, hücre ortamına sentetik glikokortikoid olan 
dekzametazon (1mM, Dex) (Sigma) eklenerek N-ras’ın ak-
tivasyonu sağlanırken hücre farklılaşması durdurulmuş-
tur. 5RP7 hücreleri ise, ata hücre olan F2408 hücrelerinin 
c-Ha-ras onkogenini aktif halde içeren pEI plazmidi ile 
transfeksiyonu sonucunda elde edilmiştir. 
Tiyohidantoin türevlerinin kimyasal formülleri Tablo 
1’de verilmiştir. İncesu ve ark., (2004) tarafından [23] 
belirtildiği üzere, sentezlenen tiyohidantoin türevlerinin 
stok solüsyonları dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde 
hazırlanıp, deney dilüsyonları ise taze kültür vasatları 
kullanılarak yapılmıştır. Deneylerde kullanılan DMSO 
konsantrasyonu <1% oranında daha düşüktür.

MTT ölçümü
96-kuyulu plakaların her bir kuyucuğuna 2 × 104 hücre 
/ml hücre ekim yapıldıktan sonra 0.0002-0.001-0.002-
0.01-0.02 ve 0.1 mg/ml konsantrasyon aralığında hazır-
lanan tiyohidantoin türevleri kuyucuklara eklenerek her 
bir plaka 24 ve 48 saat inkübasyona tabi tutulmuştur. 
İnkübasyon süresi sonunda her bir kuyucuğa 20 ml MTT 
boyası (5 mg/ml) eklenerek hücreler 2 saat 37°C de inkü-
basyona tabi tutulmuşlardır. Bu süre sonrasında, kuyu-
cuklarda oluşan formazan tuzları DMSO ile çözdürül-
müştür [25].  Kuyucuklarda oluşan renk değişimi, 540 

Tablo 1. 3-substitüe-2-tiyohidantoin türevlerinin kimyasal yapı formülleri. 3-fenil-2-tiyohidantoin (Thio2) ve 3-(4-metoksifenil)-2-
tiyohidantoin (Thio5).
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nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Elx808-IU 
Bio-Tek) ölçülmüştür. Bileşiklerle muamele edilmeyen 
kontrol hücre canlılığı % 100 olarak kabul edilerek, de-
ney hücrelerinin canlılık oranları % olarak aşağıda be-
lirtilen formül yardımı ile hesaplanmıştır. Deney içeri-
sinde her bir konsantrasyon aralığı birbirinden bağımsız 
üç farklı kuyuda tekrarlanmıştır.
% canlı hücre = (bileşikle muamele edilen hücre absor-
bansı) ― (boş kuyucuğun absorbansı) / (kontrol hücre 
absorbansı) ― (boş kuyucuğun absorbansı) × 100.

Akridin oranj boyama
Hücre süspansiyonundan 1×106 hücre/ml hücre steril la-
mellerin yerleştirildiği cam petri kaplarına aktarılmıştır. 
Belirlenen konsantrasyonlarda hazırlanan tiyohidantoin 
türevleri, hücrelere eklenerek belli zaman aralıkların da 
37°C’de inkübe edilmişlerdir. Bu sürenin bitiminde, hüc-
reler 1 × fosfat solüsyonu (PBS) ile yıkanarak %70 etanol 
içerisinde 5 dakika oda ısısında fiksasyon işlemine tabi 
tutulmuşlardır. Etanol’ün fazlası distille su ile ortamdan 
uzaklaştırıldıktan sonra, hücreler 200 ml akridin oranj 
(100 mg/ml) ve etidium bromür (100 mg/ml) karışım solüs-
yonu ile 5 dakika oda ısısında inkübe edilmişlerdir. Hüc-
relerdeki apoptoza yönelik morfolojik değişimler floresan 
mikroskop (Olimpus) altında incelenmiştir (200×).

Akım sitometri analizi
Tripsin yardımı ile süspansiyon halinde toplanan hücreler, 
2 kez 1 × PBS ile 800 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek 
yıkanmışlardır. Daha sonra, 1 × Annexin-V bağlanma çö-
zeltisi kullanılarak, 1 ml’de 2–3 × 106 hücre olacak şekil-
de hücre süspansiyonu hazırlanmıştır. Hazırlanan hücre 
süspansiyonundan 100 ml hücre alınarak tüpe aktarılmış 
ve içerisine 5 ml Annexin-V FITC ile 10 ml propidyum 
iyodür karışımı eklendikten sonra akım sitometrisinde 
(Calibur, B.D) erken apoptotik hücre sayısı belirlenmiştir. 

İstatistiksel değerlendirme
Deney sonuçları, SPSS (Statistics Program for Social 
and Science) istatistik programında günler ve gruplar 
parametrelerine karşı tek yönlü ANOVA ve Post-Hoc 
testlerinden Tukey kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 
Elde edilen sonuçlar, üç bağımsız deneyin ortalaması ve 
+ S.D. alınarak hesaplanmıştır.

Bulgular 
Tiyohidantoin türevlerinin 5RP7 ve CO25 
hücre canlılığı üzerine etkileri
3-fenil- ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin türevleri-
nin sitotoksik etkisi, in vitro ortamda MTT yöntemi ile 
belirlenmiş olup elde edilen sonuçlar Şekil 1 ve 2 ‘de 
gösterilmiştir.

Şekil 1. 3-fenil-2-tiyohidantoin bileşiğinin (a) 5RP7 ve  (b)  CO25 hücre canlılığı üzerine etkisi. Hücreler 24 ya da 48 saat artan konsantras-
yondaki bileşik ile inkübe edildikten sonra MTT yöntemi ile hücre canlılığı tespit edilmiştir. Kontrol grubun hücre çoğalma yüzdesi % 100 
olarak kabul edilmiştir. Anlamlılık değeri p<0.05 dir.  Ortalama değerler  + St.Hata (n=6) 

Şekil 2. 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin bileşiğinin (a) 5RP7 ve  (b) CO25 hücre canlılığı üzerine etkileri. Kontrol grubun hücre çoğalma 
yüzdesi % 100 olarak kabul edilmiştir. Anlamlılık değeri p<0.05 dir.  Ortalama değerler  + St.Hata (n=6)
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3-fenil-türevi ile 24 saat inkübe edilen her iki hücrenin, 
canlılık oranının benzer şekilde azaldığı gözlenmiştir (Şe-
kil 1a ve b). Ancak, inkübasyon süresinin uzaması ile (48 
saat) fenil-türevinin 5RP7 hücre canlılık oranını daha an-
lamlı bir şekilde baskılamıştır. 3-fenil-türevinin en düşük 
dozu (0.002 mg/ml) ile 48 saat muamele edilen 5RP7 hücre 
canlılığı % 82.6 bulunurken (Şekil 1a), konsantrasyonunun 
artırılması ile (0.1 mg/ml) bu oran anlamlı (p<0.05) bir şe-
kilde düşüş göstermiştir (% 12). Diğer taraftan, CO25 hüc-
releri ile 48 saat muamele edilen 3-fenil-türevi en düşük 
dozda (0.002 mg/ml) % 97 canlılık oranı gösterirken, kon-
santrasyonun arttırılması (0.1 mg/ml) ile bu oran ancak % 
33’e düşmüştür (Şekil 1b). 3-fenil-2-tiyohidantoin türevinin 
IC50 değeri 5RP7 hücreleri için 0.03 mg/ml ve CO25 hücre-
leri için 0.04 mg/ml olarak bulunmuştur (Tablo 2). 

Tablo 2. Tiyohidantoin  türevlerinin 5RP7 ve CO25 hücrelerinde 
%50 ölüm oranını (IC50 ) neden olduğu konsantrasyon aralıkları

Tiyohidantoin Türevleri
(mg/ml)

Hücre Hatları
5RP7 CO25

3-fenil-substitüe 0.03a 0.04
3-(4-metoksifenil)-substitüe 0.01.83 0.07

5RP7 and CO25 cells treated either  3-fenil-substitüe  or 
3-(4-metoksifenil)-substitüe. 
a 24 saat inkübasyon sonrası IC50 değeri

2-tiyohidantoin bileşiğine hidrofilik yapı özelliğine sahip 
metoksifenil yan grubunun eklenmesi (48 saat) ile CO25 
hücre canlılığı baskılanması diğer bileşiğin etkisine ben-
zerlik gösterirken (Şekil 2b), 5RP7 hücre canlılığı daha 
anlamlı (p<0.05) bir şekilde baskılamıştır (Şekil 2a).   
0.002 mg/ml 3-(4-metoksifenil)-türevi ile muamele edilen 
5RP7 hücre canlılığı % 48 iken, bu oran konsantrasyonun 
0.1 mg/ml’ye çıkarılması ile % 9’a kadar düşmüştür. 
3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin türevinin IC50 değeri 
5RP7 hücreleri için 0.01 mg/ml ve CO25 hücreleri için 
0.07 mg/ml olarak bulunmuştur (Tablo 2). 

Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi 
Her iki türevin IC50 ve IC50/2 konsantrasyonları ile 8 veya 
24 saat inkübe edilen 5RP7 ve CO25 hücrelerinde apop-
totik etkiler, sitoplazmik (akridin oranj) ve çekirdek (etid-
yum bromür) boya kombinasyonu kullanılarak floresan 
mikroskop altında morfolojik olarak incelenmiştir (Şekil 
3 ve 4).  Her iki hücrede, 3-fenil-türevi ile gözlenen apop-
totik morfolojik değişimlerin oluşum süreleri hücre can-
lılık bulguları ile paralelik göstermektedir. 3-fenil-türevi 
(0.03 mg/ml) ile 8 saat inkübasyona (Şekil 3c) maruz 
bırakılan 5RP7 hücrelerinde kontrole oranla (Şekil 3a) 
apoptotik tomurcuklanma gözlenmiştir. 3-fenil-türevi ile 
muamele edilen CO25 hücrelerinde ise, apoptotik tomur-
cuklanma 24 saat sonra meydana gelmiştir (Şekil 3e). 

 
 a.          d.     
       
 
 
 
 
 
 
 
        

 b.        e.   

     

 

 

 

 c.        f.      

 

 

 

 

 

Şekil 3. 3-fenil-2-tiyohidantoin bileşiğinin 5RP7 ve CO25 hücrelerinde oluşturduğu apoptotik 

morfolojik değişimler. Hücreler akridin oranj/etidyum bromür ile boyanp floresan 

mikroskopta incelenmiştir. a. 8 saat 5RP7 kontrol hücreleri, b. 0.015 mg/ml bileşik ile 8 saat 

inkübasyon sonras, c. 0.03 mg/ml bileşik ile 8 saat inkübasyon sonras, d. 24 saat CO25 

kontrol hücreleri, e. 0.02 mg/ml bileşik ile 24 saat inkübasyon sonras ve f. 0.04 mg/ml bileşik 

ile 24 saat inkübasyon sonras.Oklar, hücre zarndaki apoptotik morfolojik (tomurcuklanma) 

değişimleri göstermektedir. 

 

Şekil 3. 3-fenil-2-tiyohidantoin bileşiğinin 5RP7 ve CO25 hücrelerinde oluşturduğu apoptotik morfolojik değişimler. Hücreler akridin oranj/
etidyum bromür ile boyanıp floresan mikroskopta incelenmiştir. a. 8 saat 5RP7 kontrol hücreleri, b. 0.015 mg/ml bileşik ile 8 saat inkübasyon 
sonrası, c. 0.03 mg/ml bileşik ile 8 saat inkübasyon sonrası, d. 24 saat CO25 kontrol hücreleri, e. 0.02 mg/ml bileşik ile 24 saat inkübasyon 
sonrası ve f. 0.04 mg/ml bileşik ile 24 saat inkübasyon sonrası. Oklar, hücre zarındaki apoptotik morfolojik (tomurcuklanma) değişimleri 
göstermektedir.
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apoptotik değişime neden olurken, erken apoptozu in-
düklemediği tespit edilmiştir (Tablo 3). Ancak bu bile-
şik, CO25 hücrelerinde erken apoptozu pozitif kontrol 
ile aynı düzeyde uyarmıştır (% 3.43) (Tablo 4). 
Hidrofilik yan grubun yapıya eklenmesi ile her iki hücre 
tipinde de gözlenen apoptotik etki 3-fenil-türevinin gös-
terdiği etki ile paralelik göstermiştir. 3-(4-metoksifenil)-
türevi (0.01 mg/ml) ile muamele edilen 5RP7 hücrele-
rindeki erken apoptoz hücre oranının (% 0.34) çok 
düşük olduğu tespit edilmiştir (14.7 mg/ml etoposit/er-
ken apoptotik oran % 12.28). Ancak, metoksifenil türe-
vinin (0.07 mg/ml) CO25 hücre erken apoptozu (% 3.47)  
üzerine etkisi, pozitif kontrol (% 3.43) düzeyinde tespit 
edilmiştir (Tablo 4).

Tartışma
3-fenil-2-tiyohidantoin ve 3-(4-metoksifenil)-2-
tiyohidantoin türevlerinin sitotoksik ve apoptotik 
etkileri in vitro ortamda karşılaştırılmıştır. Her iki tü-
revinde 5RP7 ve CO25 hücre tipine karşı anlamlı bir si-
totoksik etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir. Özellikle, 

3-(4-metoksifenil)-türevi, CO25 hücre morfolojisinde 
kontrole göre apoptotik bir değişime neden olmamıştır 
(sonuçlar verilmemiştir). Bunun aksine bu türev (0.005 
mg/ml ve 24 saat), 5RP7 hücrelerinde morfolojik olarak 
apoptotik değişimler göstermiştir (Şekil 4b). 

Bileşiklerin Erken Apoptoz Üzerine Etkileri
Her iki tiyohidantoin türevinin erken apoptoz üzerine 
olan etkileri, Annexin-V ile işaretlenmiş hücrelerin 
akım sitometri ile analizi sonucunda belirlenmiştir [23]. 
Ölçüm sırasında deney ortamına propidyum iyodür ek-
lenmesi ile de geç apoptotik ya da nekrotik hücre oran-
ları belirlenmiştir (Şekil 5).
Tablo 3 ve 4’de her iki bileşik ile 24 saat inkübasyon 
sonucunda elde edilen apoptotik hücre oranını gösteril-
miştir. Pozitif kontrol olarak hücreler, 14.7 mg/ml eto-
posit ile muamele edilirlerken, negatif kontrol olarak da 
hücreler bileşik ilave edilmemiş besi ortamlarında 24 
saat inkübe edilmişlerdir. 
3-fenil-2-tiyohidantoin türevi (0.015 mg/ml (IC50/2) ve 
0.03 mg/ml (IC50)) 5RP7 hücrelerinde morfolojik olarak 
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Şekil 5. 3-fenil-substitüe ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin türevlerinin CO25 hücreleri ile 
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akım sitometri sonuçları. a. Kontrol CO25 hücreleri, b. 14.7 mg/ml Eto +CO25, c. 0.04 mg/ml 3-fenil-substitüe + CO25, d. 0.07 mg/ml 
3-(4-metoksifenil)-substitüe + CO25 hücreleri.
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3-(4-metoksifenil)-türevinin 5RP7 hücrelerinde sitotk-
sik etkisinin 3-fenil-türevine kıyasla daha yüksek oldu-
ğu bulunmuştur (0.1 mg/ml-% 9 hücre canlılığı). Ancak, 
3-fenil-türevi normal F2408 hücrelerinde sitotoksik et-
kiye sahip olmazken, 3-(4-metoksifenil-türevi (IC50 60 
mM) bu hücre tipinde sitoksik etki göstermiştir [23]. Bu 
nedenle, 3-fenil-türevinin antikanser etkisinin in vivo 
çalışmalarda geniş kapsamlı olarak araştırılması plan-
lanmaktadır. In vitro birçok hidantoin ve 2-tiyohidanto-
in türevinin antikanser ve antiproliferatif etkisi göste-
rilmiştir. Özellikle, 5-(2-fenil-3-indol)-2-tiyohidantoin 
bileşiği leukemia, melanoma, meme ve prostat kanser 
hücreleri üzerinde etkili bir anti-kanser ajan olduğu 
belirlenmiştir [17]. 5,5-difenil-3-tiyohidantoin (DPTH) 
ve türevi DPTH-10’un (20 mM) düşük konsantrasyonda 
HUVEC hücrelerinin çoğalmasını, kapiller tüplerin for-
masyonunu ve gelişimini önlemekte yani anti-anjiogenik 
aktivitenin artmasına neden olmuştur [26, 27]. 
Kemoterapötik ilaçların birçoğu kanser hücrelerinde 
apoptoz mekanizmasını tetikleyerek anti-tümör aktivi-
tenin başlamasına neden olmaktadır [28]. Bu çalışmada 
da, sitotoksik etkileri araştırılan bu iki yeni tiyohidanto-
in türevinin, apoptotik mekanizma üzerindeki etkileri 
hücre morfolojisi ve erken apoptotik hücre oranlarının 

ölçülmesi ile araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar,  3-fenil 
türevinin hem IC50 hem de IC50/2 değerlerinde sitotoksi-
site sonuçlarını destekler nitelikte 24 saat inkübasyon 
süresinde her iki hücrede de morfolojik olarak apoptotik 
değişimler gözlenmiştir (Şekil 3c,e ). 3-(4-metoksifenil) 
türevi (0.005 mg/ml- 24 saat) ise hücre tipine spesifik bir 
etki göstererek yalnızca 5RP7 hücrelerinde apoptotik 
morfolojik değişimlere neden olmuştur (Şekil 4b). Hi-
dantoin bileşikleri ile muamele edilen virüs-transfekte 
F4N hücrelerinde apoptozun indüklendiği fluoresan PI 
boyama yöntemi ile gösterilmiştir [28]. 
Tiyohidantoin türevlerinin her iki hücre apoptozu üze-
rine olan etkileri, apoptoz mekanizmasının tetiklenmesi 
ile hücre dış yüzeyine hareket eden fosfotidilserine kar-
şı yüksek affiniteye sahip Annexin-V’in bağlanması ile 
araştırılmıştır. Her iki tiyohidantoin türevide 5RP7 hüc-
relerinde kontrole göre (% 12.28) erken apoptotik hücre 
oranında herhangi bir artışa neden olmamıştır (Tablo 3). 
Bunun aksine CO25 hücreleri ile muamele edilen her iki 
bileşik (3-fenil-; 0.04 mg/ml ve 3-(4-metoksifenil)-; 0.07 
mg/ml), erken apoptotik hücre oluşumunda pozitif kont-
rol kadar etkili bulunmuştur. 3-(4-metoksifenil)- türevi 
diğer türeve kıyasla hücre içi kalsiyum düzeyinde daha 
belirgin bir artışa [23] neden olmasına rağmen, bu tü-

Tablo 4. Tiyohidantoin  türevleri ile stimüle edilen  erken apoptotik CO25 hücrelerinin belirlenmesi  

% (24 saat)

CO25

Kontrol Etoposit 3-fenil-
substitüea

3-fenil-sub-
stitüeb

3-(4-metoksi 
fenil)-substitüe a

3-(4-metoksi 
fenil)-substitüe b

Tanımlanmamış hücre oranı 5.12 4.46 1.36 2.50 2.50 2.86

Canlı hücre oranı 63.83 64.09 79.46 66.64 70.12 69.83

Erken apoptotik hücre oranı 2.36 3.43 2.48 3.43 1.98 3.47

Geç apoptotik veya nekro-
tik hücre oranı 28.59 28.02 16.71 27.43 25.40 23.84

K Madde ile stimüle edilmemiş kontrol hücreler
E 14.7 mg/ml Etoposit (pozitif kontrol)
3-fenil-substitüe a, 0.02  mg/ml; 3-fenil-substitüe b, 0.04 mg/ml; 
3-(4-metoksifenil)-substitüe a, 0.035  mg/ml, 3-(4-metoksifenil)-substitüe b, 0.07 mg/ml  

Tablo 3. Tiyohidantoin türevleri ile stimüle edilen erken apoptotik 5RP7 hücrelerinin belirlenmesi  

% (24 saat)

5RP7

Kontrol Etoposit 3-fenil-
substitüea

3-fenil-sub-
stitüe b

3-(4-metoksi 
fenil)-substitüea

3-(4-metoksi 
fenil)-substitüe b

Tanımlanmamış hücre oranı 1.98 2.24 0.5 0.63 0.67 0.34

Canlı hücre oranı 81.40 52.90 97.07 96.59 95.88 97.68

Erken apoptotik hücre oranı 5.58 12.28 1.35 1.55 1.93 0.34

Geç apoptotik veya nekro-
tik hücre oranı 11.03 32.59 1.09 1.23 1.52 1.65

K Madde ile stimüle edilmemiş kontrol hücreler
E 14.7 mg/ml Etoposit (pozitif kontrol)
3-fenil-substitüe a, 0.015 mg/ml; 3-fenil-substitüe b, 0.03 mg/ml; 
3-(4-metoksifenil)-substitüe a, 0.005 mg/ml; 3-(4-metoksifenil)-substitüe b, 0.01 mg/ml  
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revin erken apoptotik mekanizmayı uyarmasında kal-
siyum artışı ile bir ilişki gözlenememiştir. Bu etkinin 
tamamen hücre tipine bağlı olarak ortaya çıktığı düşü-
nülmektedir. Ancak, her iki türevinde N-ras onkogeni 
aktif CO25 hücrelerinde erken apoptozu indüklediği il-
ginçtir. Çünkü son yıllarda bazı hidantoin türevlerinin 
ras farnesil transferaz inhibitörü olduğu ve buna bağlı 
olarak da etkili bir antikanser etkiye sahip olduğu gös-
terilmiştir [21]. 
Bu bağlamda, 3-fenil-2-tiyohidantoin türevinin 5RP7 
hücrelerinde antikanser etkisinin daha anlamlı olduğu 
ancak her iki türevinde CO25 hücrelerinde erken apop-
tozu indüklemesi nedeni ile bu türevlerin özellikle N-ras 
onkogen farnesil transferaz inhibitör etkisine sahip ola-
bileceğini düşündürmektedir. Bu alanda çalışmalarımız 
devam etmektedir. 
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