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OZET

Amac: Bu ¢alisma, yeni sentezlenen 3-fenil- ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tii-
revlerinin SRP7 ve CO25 hiicre apoptozu iizerine etkilerini incelemeyi amaglamaktadir.
Gereg ve Yontemler: Tiyohidantoin tiirevleri daha dnce belirtildigi gibi sentezlenmis-
tir. % 10 fotal dana serumu igeren besi ortaminda hiicreler ¢ogaltilmis ve bilesikler
ile farkli zaman araliklarinda inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasinda,
tiyohidantoin tiirevlerinin SRP7 ve CO25 hiicre canlilig1 tizerine etkileri MTT deneyi
ile belirlenmistir. Bilesiklerin (IC; ve IC, /2 konsantrasyonlar1) kanser hiicre apoptozu
iizerine etkileri ise, akridin oranj-etidyum bromiir boyama yontemi ve annexin-V’in
akim sitometrisinde analizi ile incelenmistir.

Bulgular: Tiyohidantoin tiirevleri, her iki hiicre tipinin hiicre canliligini zamana- ve
doza-bagli olarak azaltmis ve tiirevlerin IC, degerleri, 0.01-0.07 mg/ml konsantras-
yon araliginda bulunmustur. 3-fenil-2-tiyohidantoin tiirevi ile 8 ya da 24 saat mua-
mele edilen her iki hiicre tipide, apoptozunun karakteristik morfolojik degisimlerini
6rnegin, kromatin kondensasyonu ve apoptotik tomurcuklanma, géstermistir. Ancak,
3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tiirevi bu tiir morfolojik degisimlerin olusumunu
yalnizca SRP7 hiicrelerinde uyarirken, CO25 hiicrelerinde uyarmamistir. Bunun aksine,
her iki tiirev ile 24 saat muamele edilen CO25 hiicrelerinin erken apoptotik hiicre ora-
ninda pozitif kontrol (14.7 mg/ml etoposit) diizeyinde bir artis gézlenmistir.

Sonuglar: Her iki tiyohidantoin tiirevi de hem SRP7 hem de CO25 hiicre canliligini dii-
siik dozlarda baskilamistir bu da yeni sentezlenen tiyohidantoin tiirevlerinin antikanser
etkili olabilecegini gostermistir. Bilesiklerin hiicre apoptozu lizerine etkileri ise, hiicre
tipine ve tiirevin kimyasal yap1 6zelligine bagli olarak degismistir.

Anahtar Kelimeler: Tiyohidantoin, apoptoz, hiicre kiiltiirti, 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 SRP7 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 SRP7 and CO25 cells deter-
mined by MTT assay. The effects of IC, and IC, /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 IC, | 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 5SRP7 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 SRP7
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.
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Giris

Fizyolojik ve patolojik durumlarda meydana gelen apop-
toz, bagisiklik sistemi ile iligkili olmayan programli
hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptoz, organizmada
taahhiit faz1 (erken evre) ve infaz fazi (ge¢ evre) olmak
iizere iki fazda meydana gelmektedir. Taahhiit fazinda,
hiicre morfolojik degisime ugramazken apoptotik sinyal
iletiminin gerceklestigi ve Infaz fazinda ise, hiicre igi
substrat degredasyonu ve morfolojik degisimlerin mey-
dana geldigi gosterilmistir [1]. Hiicre apoptoz mekaniz-
mast, apoptotik ve apoptotik-dnleyici sinyal dengesinin
saglanmasi ile kontrol altinda tutulmaktadir [2]. Giinii-
miizde, apoptotik sinyal yolaklari; mitokondriyal yolak
(igsel yolak) [3], oliim reseptorleri-iliskili yolak (dissal
yolak) [4], ve endoplazmik retikulum-iliskili yolak [5]
olmak tizere {i¢ ana baslik altinda toplanmaktadir. Son
yillarda yapilan galismalar, [Ca*] artisin hidrolitik
enizmleri aktive ettigini ve sitoiskelet degredasyonunu
baslattigint bu baglamda da apoptoz mekanizmasini
uyardigini vurgulamaktadir. T-limfositlerde [6], pankre-
atik B-hiicrelerinde [7] ve limfoit hiicrelerinde [8], [Ca®']
. degisimine bagli olarak apoptozun uyarildig1 gosteril-
mistir. ncak, Ca®" ‘un bu etkisi, apoptoz yolaklarina 6z-
gilliik gostermemektedir [1,9].

Giiniimiizde, hidantoin ve 2-tiyohidantoin tiirevleri bir-
cok biyolojik aktiviteye sahip olmalar1 ve tedavide kulla-
nilmalarindan dolayi, ilag gelistirme ve arastirma alanla-
rinda ilgi gekmektedir [10]. Hidantoinlerin; antimikrobial,
antikonvulzan ve antiepileptikal etkileri bilinmekle bera-
ber bazi hidantoin ilaglar1 bu alanlarda yaygin olarak kul-
lanilmaktadir [11-13]. Ancak, giinlimiizde halen birgok
hidantoin tiirevi arastirmaya agiktir. 5,5’-hidantoin tiirev-
lerinin HIV proteaz [14] ve aldolaz rediiktaz inhibisyon
yapict [15], sodyum kanal blokorii, trombosit agregasyon
aktivitesine [16] sahip oldugu gosterilmistir.

Hidantoin ve tiirevlerinin; antitimor etkileri [17,18] ile
birlikte, insan servikal (SKOV-03, OVSAHO), fare oste-
osarkoma (LM8, LM8G7) [19] ve A549 akciger [20] gibi
timor hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ve ras
onkogeni farnesil transferaz [21] ile nekroptozise [22]
kars1 inhibitdr etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Bu calismada kullanilan orjinal tiyohidantoin tiirevleri-
nin sentezi ve [Ca*], arttirdig: tarafimizdan gosterilmistir
[23]. Yukarida belirtilen literatiir analizi sonrasinda ve
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[Ca*]. artisina neden olan orijinal 3-fenil-2-tiyohidantoin
ve 3-(4-metoksi-fenil)-2-tiyohidantoin tiirevlerinin anti-
kanser ve apoptotik etkileri in vitro ortamda H-ras (SRP7
hiicreleri) ve N-ras (CO25 hiicreleri) transform edilmis
hiicreler kullanilarak yapi-etki iligkisi incelenmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Hiicre kiiltiirii ve bilesiklerin hazirlanmasi
Fare iskelet kas hiicre hatlar1 CO25 ( Dr. 1. Gibson, Uni-
versity of East Anglia) ve sigan embriyo fibroblast hiicre
hatlar1 5SRP7, % 10 fétal dana serumu (FCS) (Gibco, UK),
100 tinite/ml penisilin-streptomisin ve % | glutamin igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s soliisyonu (DMEM) (Sigma,
UK) igerisinde 37°C de, 5% CO,/ 95% hava ortaminda
kiiltiirde tutulmuslardir. CO25 hiicreleri, ata hiicre olan C2
hiicresine 61. kodonundan mutant insan N-ras onkogeni
tagtyan bir plazmidin aktarilmasi ile elde edilmistir [24].
CO2S5 hiicreleri % 10 at serumu icerisinde 4 ila 7 gilin ink-
basyona tabi tutularak miyotiib olusumu saglanmistir. Bu
stire sonunda, hiicre ortamina sentetik glikokortikoid olan
dekzametazon (1M, Dex) (Sigma) eklenerek N-ras’in ak-
tivasyonu saglanirken hiicre farklilagsmasi durdurulmus-
tur. SRP7 hiicreleri ise, ata hiicre olan F2408 hiicrelerinin
c-Ha-ras onkogenini aktif halde igeren pEI plazmidi ile
transfeksiyonu sonucunda elde edilmistir.

Tiyohidantoin tiirevlerinin kimyasal formilleri Tablo
I"de verilmistir. Incesu ve ark., (2004) tarafindan [23]
belirtildigi izere, sentezlenen tiyohidantoin tiirevlerinin
stok soliisyonlar1 dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
hazirlanip, deney diliisyonlar: ise taze kiiltiir vasatlar
kullanilarak yapilmistir. Deneylerde kullanilan DMSO
konsantrasyonu <1% oraninda daha diistiktiir.

MTT oblciimii

96-kuyulu plakalarin her bir kuyucuguna 2 x 10*hiicre
/ml hiicre ekim yapildiktan sonra 0.0002-0.001-0.002-
0.01-0.02 ve 0.1 mg/ml konsantrasyon araliginda hazir-
lanan tiyohidantoin tiirevleri kuyucuklara eklenerek her
bir plaka 24 ve 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT
boyasi (5 mg/ml) eklenerek hiicreler 2 saat 37°C de inkii-
basyona tabi tutulmuslardir. Bu siire sonrasinda, kuyu-
cuklarda olusan formazan tuzlart DMSO ile ¢ozdiiriil-
mistiir [25]. Kuyucuklarda olusan renk degisimi, 540

r R
/S\
HaCO N N—H
o]
Thio5
w7 o

Tablo 1. 3-substitiie-2-tiyohidantoin tiirevlerinin kimyasal yap1 formiilleri. 3-fenil-2-tiyohidantoin (Thio2) ve 3-(4-metoksifenil)-2-

tiyohidantoin (Thio5).
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nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (EIx808-1U
Bio-Tek) olgiilmiistiir. Bilesiklerle muamele edilmeyen
kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul edilerek, de-
ney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak asagida be-
lirtilen formiil yardimi ile hesaplanmistir. Deney igeri-
sinde her bir konsantrasyon aralig1 birbirinden bagimsiz
ii¢ farkli kuyuda tekrarlanmistir.

% canli hiicre = (bilesikle muamele edilen hiicre absor-
bans1) — (bos kuyucugun absorbanst) / (kontrol hiicre
absorbanst) — (bos kuyucugun absorbanst) x 100.

Akridin oranj boyama

Hiicre siispansiyonundan 1x10¢ hiicre/ml hiicre steril la-
mellerin yerlestirildigi cam petri kaplarina aktarilmigtir.
Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan tiyohidantoin
tirevleri, hiicrelere eklenerek belli zaman araliklarin da
37°C’de inkiibe edilmislerdir. Bu siirenin bitiminde, hiic-
reler 1 x fosfat soltisyonu (PBS) ile yikanarak %70 etanol
icerisinde 5 dakika oda 1sisinda fiksasyon islemine tabi
tutulmuslardir. Etanol’iin fazlasi distille su ile ortamdan
uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 200 ul akridin oranj
(100 pg/ml) ve etidium bromiir (100 pg/ml) karigim soliis-
yonu ile 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmislerdir. Hiic-
relerdeki apoptoza yonelik morfolojik degisimler floresan
mikroskop (Olimpus) altinda incelenmistir (200x).

| ---A--- 24 gaat —O— 48saat |
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Akim sitometri analizi

Tripsin yardimi ile siispansiyon halinde toplanan hiicreler,
2 kez 1 x PBS ile 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
yikanmislardir. Daha sonra, 1 x Annexin-V baglanma ¢o-
zeltisi kullanilarak, 1 ml’de 2-3 x 10° hiicre olacak sekil-
de hiicre stispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan hiicre
siispansiyonundan 100 ul hiicre alinarak tiipe aktarilmis
ve icerisine 5 ul Annexin-V FITC ile 10 pl propidyum
iyodiir karisimi eklendikten sonra akim sitometrisinde
(Calibur, B.D) erken apoptotik hiicre say1st belirlenmistir.

Istatistiksel degerlendirme

Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social
and Science) istatistik programinda giinler ve gruplar
parametrelerine karsi tek yonli ANOVA ve Post-Hoc
testlerinden Tukey kullanilarak gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar, {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi ve
+ S.D. alinarak hesaplanmuistir.

Bulgular

Tiyohidantoin tiirevlerinin 5RP7 ve CO25
hiicre canlilig iizerine etkileri

3-fenil- ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tiirevleri-
nin sitotoksik etkisi, in vitro ortamda MTT yontemi ile
belirlenmis olup elde edilen sonuglar Sekil 1 ve 2 ‘de
gosterilmistir.

| ---A--- 24 saat —O— 48saat |
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Sekil 1. 3-fenil-2-tiyohidantoin bilesiginin (a) SRP7 ve (b) CO25 hiicre canlilig: iizerine etkisi. Hiicreler 24 ya da 48 saat artan konsantras-
yondaki bilesik ile inkiibe edildikten sonra MTT yontemi ile hiicre canliligi tespit edilmistir. Kontrol grubun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100
olarak kabul edilmistir. Anlamlilik degeri p<0.05 dir. Ortalama degerler + St.Hata (n=6)
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Sekil 2. 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin bilesiginin (a) SRP7 ve (b) CO25 hiicre canlilig1 tizerine etkileri. Kontrol grubun hiicre ¢ogalma
ylizdesi % 100 olarak kabul edilmistir. Anlamlilik degeri p<0.05 dir. Ortalama degerler + St.Hata (n=6)
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3-fenil-tiirevi ile 24 saat inkiibe edilen her iki hiicrenin,
canlilik oraninin benzer sekilde azaldigi gézlenmistir (Se-
kil 1a ve b). Ancak, inkiibasyon siiresinin uzamast ile (48
saat) fenil-tiirevinin SRP7 hiicre canlilik oranint daha an-
laml1 bir sekilde baskilamigtir. 3-fenil-tiirevinin en diistik
dozu (0.002 mg/ml) ile 48 saat muamele edilen SRP7 hiicre
canlilig1 % 82.6 bulunurken (Sekil 1a), konsantrasyonunun
artirtlmasi ile (0.1 mg/ml) bu oran anlamli (p<0.05) bir se-
kilde diistis gostermistir (% 12). Diger taraftan, CO25 hiic-
releri ile 48 saat muamele edilen 3-fenil-tiirevi en diistik
dozda (0.002 mg/ml) % 97 canlilik oran1 gosterirken, kon-
santrasyonun arttirilmasi (0.1 mg/ml) ile bu oran ancak %
33’%e diigmiistiir (Sekil 1b). 3-fenil-2-tiyohidantoin tiirevinin
IC,, degeri SRP7 hiicreleri i¢in 0.03 mg/ml ve CO25 hiicre-
leri i¢in 0.04 mg/ml olarak bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Tiyohidantoin tiirevlerinin SRP7 ve CO2S5 hiicrelerinde
%50 6liim oranini (IC, ) neden oldugu konsantrasyon araliklari

Tiyohidantoin Tirevleri Hiicre Hatlari
(mg/mi) 5RP7 co25
3-fenil-substitlie 0.032 0.04
3-(4-metoksifenil)-substittie 0.01.83 0.07

SRP7 and CO2S5 cells treated either 3-fenil-substitiie or
3-(4-metoksifenil)-substitiie.
#24 saat inkiibasyon sonras1 IC degeri

2-tiyohidantoin bilesigine hidrofilik yap1 6zelligine sahip
metoksifenil yan grubunun eklenmesi (48 saat) ile CO25
hiicre canlilig1 baskilanmasi diger bilesigin etkisine ben-
zerlik gosterirken (Sekil 2b), SRP7 hiicre canliligi daha
anlaml1 (p<0.05) bir sekilde baskilamistir (Sekil 2a).
0.002 mg/ml 3-(4-metoksifenil)-tiirevi ile muamele edilen
SRP7 hiicre canlilig1 % 48 iken, bu oran konsantrasyonun
0.1 mg/ml’ye ¢ikarilmasi ile % 9’a kadar diigmiistiir.
3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tiirevinin IC, degeri
5RP7 hiicreleri i¢in 0.01 mg/ml ve CO25 hiicreleri i¢in
0.07 mg/ml olarak bulunmustur (Tablo 2).

Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi

Her iki tiirevin IC ve IC, /2 konsantrasyonlari ile 8 veya
24 saat inkiibe edilen SRP7 ve CO25 hiicrelerinde apop-
totik etkiler, sitoplazmik (akridin oranj) ve ¢ekirdek (etid-
yum bromiir) boya kombinasyonu kullanilarak floresan
mikroskop altinda morfolojik olarak incelenmistir (Sekil
3 ve 4). Her iki hiicrede, 3-fenil-tiirevi ile gdzlenen apop-
totik morfolojik degisimlerin olusum siireleri hiicre can-
lilik bulgulart ile paralelik gostermektedir. 3-fenil-tiirevi
(0.03 mg/ml) ile 8 saat inkiibasyona (Sekil 3c¢) maruz
birakilan SRP7 hiicrelerinde kontrole oranla (Sekil 3a)
apoptotik tomurcuklanma gézlenmistir. 3-fenil-tiirevi ile
muamele edilen CO25 hiicrelerinde ise, apoptotik tomur-
cuklanma 24 saat sonra meydana gelmistir (Sekil 3e).

Sekil 3. 3-fenil-2-tiyohidantoin bilesiginin SRP7 ve CO25 hiicrelerinde olusturdugu apoptotik morfolojik degisimler. Hiicreler akridin oranj/
etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta incelenmistir. a. 8 saat SRP7 kontrol hiicreleri, b. 0.015 mg/ml bilesik ile 8 saat inkiibasyon
sonrasi, ¢. 0.03 mg/ml bilesik ile 8 saat inkiibasyon sonrasi, d. 24 saat CO25 kontrol hiicreleri, e. 0.02 mg/ml bilesik ile 24 saat inkiibasyon
sonrast ve f. 0.04 mg/ml bilesik ile 24 saat inkiibasyon sonrasi. Oklar, hiicre zarindaki apoptotik morfolojik (tomurcuklanma) degisimleri

gostermektedir.
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3-(4-metoksifenil)-tiirevi, CO25 hiicre morfolojisinde
kontrole gore apoptotik bir degisime neden olmamistir
(sonuglar verilmemistir). Bunun aksine bu tiirev (0.005
mg/ml ve 24 saat), SRP7 hiicrelerinde morfolojik olarak
apoptotik degisimler gostermistir (Sekil 4b).

Bilesiklerin Erken Apoptoz Uzerine Etkileri
Her iki tiyohidantoin tiirevinin erken apoptoz iizerine
olan etkileri, Annexin-V ile isaretlenmis hiicrelerin
akim sitometri ile analizi sonucunda belirlenmistir [23].
Olgiim sirasinda deney ortamina propidyum iyodiir ek-
lenmesi ile de ge¢ apoptotik ya da nekrotik hiicre oran-
lar1 belirlenmistir (Sekil 5).

Tablo 3 ve 4°de her iki bilesik ile 24 saat inkiibasyon
sonucunda elde edilen apoptotik hiicre oranini gosteril-
mistir. Pozitif kontrol olarak hiicreler, 14.7 mg/ml eto-
posit ile muamele edilirlerken, negatif kontrol olarak da
hiicreler bilesik ilave edilmemis besi ortamlarinda 24
saat inkiibe edilmiglerdir.

3-fenil-2-tiyohidantoin tiirevi (0.015 mg/ml (IC,/2) ve
0.03 mg/ml (IC,))) SRP7 hiicrelerinde morfolojik olarak

apoptotik degisime neden olurken, erken apoptozu in-
diikklemedigi tespit edilmistir (Tablo 3). Ancak bu bile-
sik, CO25 hiicrelerinde erken apoptozu pozitif kontrol
ile ayn1 diizeyde uyarmistir (% 3.43) (Tablo 4).
Hidrofilik yan grubun yapiya eklenmesi ile her iki hiicre
tipinde de gozlenen apoptotik etki 3-fenil-tiirevinin gos-
terdigi etki ile paralelik gdstermistir. 3-(4-metoksifenil)-
tirevi (0.01 mg/ml) ile muamele edilen SRP7 hiicrele-
rindeki erken apoptoz hiicre oraninin (% 0.34) ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir (14.7 mg/ml etoposit/er-
ken apoptotik oran % 12.28). Ancak, metoksifenil tiire-
vinin (0.07 mg/ml) CO2S hiicre erken apoptozu (% 3.47)
iizerine etkisi, pozitif kontrol (% 3.43) diizeyinde tespit
edilmistir (Tablo 4).

Tartisma

3-fenil-2-tiyohidantoin ~ ve  3-(4-metoksifenil)-2-
tiyohidantoin tiirevlerinin sitotoksik ve apoptotik
etkileri in vitro ortamda karsilastirtlmistir. Her iki tii-
revinde SRP7 ve CO25 hiicre tipine karsi anlamli bir si-
totoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ozellikle,

Sekil 4. 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tiirevinin SRP7 hiicrelerinde olusturdugu apoptotik morfolojik degisimler. a. 24 saat SRP7 kontrol

hiicreleri b. 0.005 mg/ml bilesik ile 24 saat inkiibasyon sonrasi.
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Sekil 5. 3-fenil-substitiie ve 3-(4-metoksifenil)-2-tiyohidantoin tiirevlerinin CO25 hiicreleri ile 24 saat inkiibasyon sonrasi gozlenen
akim sitometri sonuglari. a. Kontrol CO25 hiicreleri, b. 14.7 mg/ml Eto +CO25, c. 0.04 mg/ml 3-fenil-substitie + CO25, d. 0.07 mg/ml

3-(4-metoksifenil)-substitiie + CO25 hiicreleri.
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Tablo 3. Tiyohidantoin tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik 5SRP7 hiicrelerinin belirlenmesi

5RP7
o . 3-fenil- 3-fenil-sub- 3-(4-metoksi 3-(4-metoksi
7 (24 saat) Kontrol Etoposit substittie® stittie ® fenil)-substittie? | fenil)-substitlie®
Tanimlanmamig hticre orani 1.98 2.24 0.5 0.63 0.67 0.34
Canli hticre orani 81.40 52.90 97.07 96.59 95.88 97.68
Erken apoptotik hticre orani 5.58 12.28 1.35 1.55 1.93 0.34
Geg apoptotik veya nekro-
tik hiicre orani 11.08 32.59 1.09 1.23 1.52 1.65
K Madde ile stimiile edilmemis kontrol hiicreler
E 14.7 mg/ml Etoposit (pozitif kontrol)
3-fenil-substitiie?, 0.015 mg/ml; 3-fenil-substitiie®, 0.03 mg/ml;
3-(4-metoksifenil)-substitiie *, 0.005 mg/ml; 3-(4-metoksifenil)-substitiie®, 0.01 mg/ml
Tablo 4. Tiyohidantoin tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik CO25 hiicrelerinin belirlenmesi
C0O25
% (24 saat) . 3-fenil- 3-fenil-sub- 3-(4-metoksi 3-(4-metoksi
Kontrol Etoposit substittie? stitlie® fenil)-substittie2 | fenil)-substittie®
Tanimlanmamis hticre orani 512 4.46 1.36 2.50 2.50 2.86
Canli hticre orani 63.83 64.09 79.46 66.64 7012 69.83
Erken apoptotik hticre orani 2.36 3.43 2.48 3.43 1.98 3.47
Gec apoptotik veya nekro-
tik hicre orani 28.59 28.02 16.71 27.43 25.40 23.84

K Madde ile stimiile edilmemis kontrol hiicreler
E 14.7 mg/ml Etoposit (pozitif kontrol)
3-fenil-substitiie a, 0.02 mg/ml; 3-fenil-substitiie b, 0.04 mg/ml;

3-(4-metoksifenil)-substitiie a, 0.035 mg/ml, 3-(4-metoksifenil)-substitiie b, 0.07 mg/ml

3-(4-metoksifenil)-tiirevinin SRP7 hiicrelerinde sitotk-
sik etkisinin 3-fenil-tiirevine kiyasla daha yiiksek oldu-
gu bulunmustur (0.1 mg/ml-% 9 hiicre canlilig1). Ancak,
3-fenil-tiirevi normal F2408 hiicrelerinde sitotoksik et-
kiye sahip olmazken, 3-(4-metoksifenil-tiirevi (IC,; 60
UM) bu hiicre tipinde sitoksik etki gostermistir [23]. Bu
nedenle, 3-fenil-tlirevinin antikanser etkisinin in vivo
calismalarda genis kapsamli olarak arastirilmasi plan-
lanmaktadir. /n vitro birgok hidantoin ve 2-tiyohidanto-
in tiirevinin antikanser ve antiproliferatif etkisi goste-
rilmistir. Ozellikle, 5-(2-fenil-3-indol)-2-tiyohidantoin
bilesigi leukemia, melanoma, meme ve prostat kanser
hiicreleri tizerinde etkili bir anti-kanser ajan oldugu
belirlenmistir [17]. 5,5-difenil-3-tiyohidantoin (DPTH)
ve tiirevi DPTH-10"un (20 uM) diisiik konsantrasyonda
HUVEC hiicrelerinin ¢ogalmasini, kapiller tiiplerin for-
masyonunu ve gelisimini dnlemekte yani anti-anjiogenik
aktivitenin artmasina neden olmustur [26, 27].

Kemoterapoétik ilaglarin birgogu kanser hiicrelerinde
apoptoz mekanizmasini tetikleyerek anti-timor aktivi-
tenin baglamasina neden olmaktadir [28]. Bu ¢alismada
da, sitotoksik etkileri arastirilan bu iki yeni tiyohidanto-
in tlrevinin, apoptotik mekanizma tizerindeki etkileri
hiicre morfolojisi ve erken apoptotik hiicre oranlarinin

Turk J Biochem, 2010; 35 (3) ; 268-274.

Ol¢iilmesi ile aragtirilmigtir. Elde edilen sonuglar, 3-fenil
tiirevinin hem IC_ hem de IC /2 degerlerinde sitotoksi-
site sonuglarini destekler nitelikte 24 saat inkiibasyon
stiresinde her iki hiicrede de morfolojik olarak apoptotik
degisimler gozlenmistir (Sekil 3c,e ). 3-(4-metoksifenil)
tlirevi (0.005 mg/ml- 24 saat) ise hiicre tipine spesifik bir
etki gostererek yalnizca SRP7 hiicrelerinde apoptotik
morfolojik degisimlere neden olmustur (Sekil 4b). Hi-
dantoin bilesikleri ile muamele edilen viriis-transfekte
FAN hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi fluoresan PI
boyama yontemi ile gdsterilmistir [28].

Tiyohidantoin tiirevlerinin her iki hiicre apoptozu iize-
rine olan etkileri, apoptoz mekanizmasinin tetiklenmesi
ile hiicre dis yiizeyine hareket eden fosfotidilserine kar-
st yiiksek affiniteye sahip Annexin-V’in baglanmasi ile
arastirilmistir. Her iki tiyohidantoin tiirevide SRP7 hiic-
relerinde kontrole gore (% 12.28) erken apoptotik hiicre
oraninda herhangi bir artisa neden olmamaistir (Tablo 3).
Bunun aksine CO25 hiicreleri ile muamele edilen her iki
bilesik (3-fenil-; 0.04 mg/ml ve 3-(4-metoksifenil)-; 0.07
mg/ml), erken apoptotik hiicre olusumunda pozitif kont-
rol kadar etkili bulunmustur. 3-(4-metoksifenil)- tiirevi
diger tiireve kiyasla hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde daha
belirgin bir artisa [23] neden olmasina ragmen, bu tii-
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revin erken apoptotik mekanizmay1 uyarmasinda kal-
siyum artist ile bir iliski gozlenememistir. Bu etkinin
tamamen hiicre tipine bagl olarak ortaya ¢iktig diisii-
niilmektedir. Ancak, her iki tiirevinde N-ras onkogeni
aktif CO25 hiicrelerinde erken apoptozu indiikledigi il-
gingtir. Ciinkii son yillarda bazi hidantoin tiirevlerinin
ras farnesil transferaz inhibitorii oldugu ve buna bagl
olarak da etkili bir antikanser etkiye sahip oldugu gos-
terilmistir [21].

Bu baglamda, 3-fenil-2-tiyohidantoin tiirevinin SRP7
hiicrelerinde antikanser etkisinin daha anlamli oldugu
ancak her iki tiirevinde CO25 hiicrelerinde erken apop-
tozu indiiklemesi nedent ile bu tiirevlerin 6zellikle N-ras
onkogen farnesil transferaz inhibitor etkisine sahip ola-
bilecegini diisiindiirmektedir. Bu alanda ¢alismalarimiz
devam etmektedir.
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