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OZET
YENI ACIL-HIDRAZON SCHIiFF BAZLARI ILE BUNLARIN GECiS METAL
KOMPLEKSLERININ BiYOLOJIK AKTIVITELERININ /N VITRO TESTLERLE
BELIRLENMESI
Aysegiil VAROL
ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mayis, 2017
Danisman: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
Ik kez Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan sentezlenen schiff bazlari; karbonil
bilesiklerin ve primer aminlerin kondenzasyonu sonucunda meydana gelen bilesiklerdir.
Bugiine kadar yapilan calismalar, schiff bazlarinin gecis metalleri ile olusturduklar
komplekslerin; bitki biiylime inhibitori, insektisidal, anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal, anti-
viral, anti-tiiberkiiloz, anti-depresan ve anti-konviilzan (epilepsi 6nleyici) gibi ¢esitli
biyolojik aktiviteler sergilediklerini ortaya koymustur. Hidrazon tiirevleri ise schiff
bazlarinin biyolojik aktivitelerini arttiran molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sahip
olduklar biyolojik aktiviteler sayesinde schiff bazlarinin gecis metalleri ile olusturduklari
kompleksler yeni anti kanser ajanlar gelistirmek adina btiyiik 6nem arz etmektedirler.

Tez ¢alismasinda; yeni sentezlenen schiff bazlari ve schiff bazlarinin gecis metalleri
ile olusturduklan bilesiklerin meme kanseri ve saglikli hiicre hatlar1 lizerine etkileri
alamar blue hiicre canliligi, LDH hiicre membran biitinliigli, Picogreen dsDNA miktar
Olciim testleri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica; reaktif oksijen tiirlerinin birikimi ve
kaspaz-3 aktiviteleri de ol¢iilmiistiir. Cis-platin ise pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.
Farkl hiicre hatlar tizerinde gerceklestirilen deneyler sonucunda; yeni sentezlenen schiff
baz komplekslerinin, cis-platin ile kiyaslandiginda, kanser hiicreleri tizerinde daha etkili,
saglikll hiicre hatt1 lizerinde ise daha az toksik aktivite sergiledikleri gozlenmistir. Gecis
metallerinin ise acil-hidrazon tiirevlerini igeren schiff bazlarinin anti-kanser aktivitelerini
arttirdig1 belirlenmistir. Bu nedenle; gecis metallerini iceren schiff baz komplekslerinin

kanser tedavilerinde umut vaat eden birer antikanser ajan aday1 oldugu disiiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: Kanser, schiff bazlari, acil hidrazon, gecis metalleri



ABSTRACT
INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE NOVEL ACYL-
HYDRAZONE SCHIFF BASE and THEIR TRANSITION METAL COMPLEXES BY
USING IN VITRO TESTS
Aysegiil VAROL
Department of Advanced Technologies
Anadolu University, Graduate School of Science, May, 2017
Supervisor: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL

Schiff bases, had been synthesized for the first-time by the chemist Hugo Schiff, are
the compounds that resulting from the condensation of carbonyl compounds and primary
amines. Studies to date have shown that transition metal complexes of schiff bases exhibit
various biological activities such as plant growth inhibitor, insecticidal, anti-bacterial,
antimicrobial, antiviral, antituberculosis, antidepressant and anticonvulsant (anti-
epileptic). The hydrazon derivatives are antagonistic molecules, which enhance the
biological activity of schiff bases. Due to their biological activities, the complexes that are
formed with transiton metals and schiff bases are so important in order to development
new anti-cancer agents.

In the thesis; cytotoxic activities of new synthesized schiff bases and complexes of
schiff bases formed by transition metals on breast cancer and healthy cell lines were
determined by using Alamar Blue cell viability, LDH cellular membrane integrity and
PicoGreen dsDNA quantitation assays. Furthermore, the activities on reactive oxygen
species accumulation and caspase-3 activities were also measured. Cis-platinum is used as
a positive control. As a result of the achieved experiments on different cell lines, it was
observed that new synthesized schiff base complexes displayed more influence on cancer
cells and less toxicity on the healthy cell line, in a comparison with cis-platinum. It was
also determined that the transition metals increase the anti-cancer activities of schiff
bases containing acyl-hydrazone derivatives. Therefore; schiff base complexes containing
transition metals are thought that some promising anti-cancer agent candidates in cancer
therapies.

Keywords: Cancer, schiff bases, acyl hydrazine, transition metals
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ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilemeyen tiim
veri ve bilgiler icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer
verdigimi; bu calismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel
intihal tespit programi”yla tarandigim1 ve hicbir sekilde “intihal igcermedigini”
beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri
bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki

sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GiRiS

1.1. Kanser

Kanser; insan saghigini 6ltiimciil bir sekilde tehdit eden ciddi bir hastalik olarak her
gecen gin karsimiza daha fazla ¢ikmaktadir (Kucukoglu vd. 2016). Kardiyovaskiiler
(kalp, damar ve kan dolasimu ile ilgili) hastaliklardan sonra diinyada en énemli ikinci
saglik problemi olan kanser; giinden giine artis gosteren 6liim oraniyla bilim diinyasinda
da buyluk endise uyandirmaktadir (Ferlay vd. 2015, Wani vd. 2016). Yapilan
arastirmalar; 2012’de diinya ¢apinda 14.1 milyon yeni kanser vakasi ile karsilasildigini,
8.2 milyon insanin kanser nedeniyle yasamini yitirdigini ve 32.6 milyon insanin hala
kanser tedavisi gérdiigiinii ortaya koymustur (Chauthe vd. 2015). Diinya Saghk Orgiitii
(WHO); yakin gelecekte, her yil 6limle sonuglanan kanser vakalarinin; 8,2 milyondan,
13 milyona yiikselecegini tahmin etmektedir (Kazemi vd. 2016). Bu nedenle; kanser
hastaliklarin1 belirlemek ve kanserle miicadele etmek icin yeni teknik ve tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesi amaciyla yapilan c¢alismalarin sayisinda artis

gozlemlenmektedir (Alfarouk vd. 2015, Ranjan vd. 2017).

GlUnimiizde kanseri tedavi etmek amaciyla; kemoterapi, radyoterapi, cesitli
antikorlarin kullanilmasi, endokrin tedavi, metabolik inhibitérlerin kullanilmasi ve as1
uygulamalar1 olmak tizere bir¢cok yontem kullanilabilmektedir (Lukong 2017) Ancak;
kanser, 200’den fazla farkl tipi bulunan ve tedavi yontemlerine farkl cevaplar verebilen
bir hastalik olarak degerlendirilmelidir (Parker vd. 2016). Bununla birlikte; tiim kanser
olgular, hiicre 6limiinden yoksun ve kontrolsiiz olarak ¢ogalma yetenegindeki, anormal
hiicrelerin doku olusturmus formlar olarak karakterize edilmektedir (Pérez-Herrero ve
Fernadndez-Medarde 2015). Saglikli hiicrelerin, ¢esitli genetik degisiklikler sonucu,
anormal 6zelliklere sahip olan kanser hiicrelerine déniismesi siireci karsinogenez olarak
isimlendirilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu siire¢ sonunda, normal hiicreler;
kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalabilme yetenegi kazanarak, standart yasam siirelerinin
Otesinde hayatta kalma yetisi kazanirlar (Feitelson vd. 2015). Ayrica, karsinogenezi
takip eden evrelerde, metastaz olarak adlandirilan bir siirecle kanser hiicreleri go¢
ederek dolasim sistemine dahil olabilmekte ve viicudun farkli bélgelerinde yer alan
doku ve organlara yayilabilmektedirler (Hanahan ve Weinberg 2000). Metastaz
olgusunun; kanser hastalarinin baslica 6liim nedeni oldugu bilinmektedir (Ganesan ve

Lingeshwaran 2017). Bu nedenle; kanser olgularinin erken tanisi kadar, hastaligin hangi
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asamada oldugu, boyutu ve ilerleyisinin 6nceden tahmin edilmesi tedavinin basariya

ulasabilmesi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (Ganesan ve Lingeshwaran 2017).

Karsinogenezin meydana gelmesinde ise apoptoz (programlanmis hiicre 6limii)
yolaklarinda ya da hiicrelerin béliinmesinden sorumlu olan proteinleri uyaran genlerde
meydana gelen mutasyon veya hasarlarin sorumlu oldugu bilinmektedir (Pérez-Herrero
ve Fernandez-Medarde 2015). Meydana gelen bu mutasyon ve hasarlar, hiicre i¢i sinyal
yolaklarinin islemesinde degisiklige yol a¢maktadir (Pérez-Herrero ve Fernandez-
Medarde 2015). Hiicre i¢i sinyal yolaklarinin dogru islememesi sonucunda ise
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi tetiklenebilmekte, hiicre 6limi engellenmekte, genetik
materyaldeki hata orani artmakta ve bu hiicreler bagisiklik sisteminden (immdiin sistem)
kacabilme yetisi kazanabilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu nedenle, ila¢ kesfi
ve tasarimi c¢alismalarinda, etken bilesiklerin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 {izerine
aktivitelerinin incelenmesi ve aydinlatilmasi da gerekmektedir (Zamble ve Lippard
1995, Rampazzo vd. 2016). Karsinogenez ve kanser hiicreleri incelendiginde ise bu
hiicrelerin, normal hiicrelerden farkli 6zelliklere sahip olduklar1 ve kanser tipinden
bagimsiz olarak alt1 temel 6zelligi sergiledikleri belirlenmistir (Sekil 1.1) (Hanahan ve

Weinberg 2011).

Farkli kanser vakalar uzerinde yapilan arastirmalarda; cinsiyete bagh olarak,
bayanlarda meme kanseri birinci sirada yer alirken, erkeklerde prostat kanserinin daha
yaygin oldugu gozlemlenmistir (Chauthe vd. 2015, Dogan vd. 2016). Istatistikler
incelendiginde, her yil 400,000 bireyden daha fazlasinin meme kanseri nedeniyle
yasamini yitirdigi ve yaklasik olarak bir milyon yeni meme kanseri tanisi yapildigi
gozlemlenmektedir (Velaei vd. 2016). Meme kanserine neden olan etkenlerin cesitlilik
gostermesiyle birlikte; yas, obezite, hormonal degisiklikler ve genetik faktorlerin
hastaligin ortaya ¢ikmasinda baslica etkenler oldugu diisiiniilmektedir (Zingue vd.

2016).
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Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin sahip olduklari yetenekler
Kaynak: Hanahan ve Weinberg, 2011, s. 58

Meme kanseri olan hastalarin hayatta kalma oranlar;; bulunduklari iilkenin
gelismislik diizeyine bagh olarak %40 ile %90 arasinda degisebilmektedir. Clinki
gelismemis llkelerde tedaviye ulasma imkan1 smirlh ve hastalardaki kanser
olusumlarinin daha ileri evrelerde fark edilmesi s6z konusudur (Coelho vd. 2017).
Bununla birlikte; yapilan bilimsel arastirmalarin ve meme kanserini tedavi etmek icin
kullanilan yontemlerin de yetersiz kaldig1 distniilmektedir (Luong vd. 2016, Wani vd.
2016). Guniumizde, radyoterapi, farkli kemoterapi formlar1 ve hormon terapileri gibi
cesitli yontemlerinin meme kanserinin tedavisi i¢in uygulandig bilinmektedir (Lugmani
2005, Coelho vd. 2017). Meme kanseri tedavisinde kullanilan bu yontemler ise kanser
hiicreleri ile apoptoz arasindaki iliski goz oniinde bulundurularak gelistirilmis tedavi

yontemleridir (Wyllie 1993, Kerr vd. 1994).
1.2. Apoptoz (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Saghkli organizmalarda, bir hiicrenin gorevi sona erip, o hiicreye gerek
duyulmuyorsa, cesitli hiicre i¢ci mekanizmalarin devreye girmesi sonucu hiicre 6liime
suriklenebilir (Giiles ve Eren 2008). Bu mekanizmalardan biri olan apoptoz
(programlanmis hiicre 6liimii); ilk olarak patolog Andrew Wyllie tarafindan kesfedilmis
ve bilim diinyasina tamitilmistir (Wyllie 1993). Apoptoz kelimesi; Yunanca agagtan

dokiilen yapraklar anlamina gelmekte ve hiicrelerde meydana gelen fizyolojik bir olay1
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tanimlamaktadir (Wyllie 1993, Mak 2003). Saghkl hiicrelerde kontrollii bir sekilde
meydana gelen apoptoz olgusunun sekteye ugramasi ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
bozulmas1 sonucunda, baz1 hiicrelerin apoptozdan kaginmasi durumu; karsinogenezin
meydana gelmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011, Fraczek
vd. 2016). Bu nedenle; bilim adamlari, kanser hiicreleri ile apoptoz arasindaki iliskinin
onemini fark etmis ve kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavileri gibi bir dizi tedavi
yontemlerini bu prensibe dayali olarak gelistirmeyi hedeflemistir (Wyllie 1993, Kerr vd.
1994). Genellikle bu tedavi yontemlerinin temel amaci; kanserli dokudaki hiicrelerin
DNA’sin1 hedef alarak, fiziksel ve kimyasal DNA hasar1 olusturmak ve dolayli yoldan
apoptozu aktif hale getirmektir (LaCasse vd. 1998, Hunter vd. 2007).

Hiicrelerde meydana gelen apoptoz olgusu; cesitli biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler sonucu takip edilebilmektedir (Redza-Dutordoir ve Averill-Bates 2016).
Cesitli proteinlerin yikimi, proteinler arasinda ¢apraz baglantilarin olusmasi, DNA
kirilmalarinin gozlenmesi ya da fagositoz aktivitelerinin baslatilmasi gibi diizenlemeler
sonucu hiicrelerde apoptotik olusumlar gézlenebilmektedir (Elmore 2007). Apoptozun
morfolojik indikatorleri arasinda; hiicrelerin sismesi, hiicrelerin kiiclilmesi, kondense
olmaya (yogunlasmaya) baslamasi ve hiicre iskeletinin dagilarak, cekirdegin ortadan
kaybolmaya baslamasi gibi degisimler yer almaktadir (Giiles ve Eren 2008). Ayrica;
hiicre sitoplazmas1 ve organeller Uzerindeki i¢ basincin artmasi sonucu sikica
paketlenmesi, hiicre ¢ekirdeginde ise apoptotik cisimlerin meydana gelmesi seklinde
degisiklikler de gozlemlenebilmektedir (Oniz 2004). Hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen
apoptotik cisimler; c¢ekirdekte bulunan yapisal proteinlerin ve kromatinlerin
parcalanmasi sonucu, ¢ekirdek membraninin i¢ yiliziinde farklilagsmalarin meydana
gelmesiyle; at nali seklinde olusumlarin go6zlemlenmesi veya c¢ekirdek etrafinda
tomurcuk benzeri yapilarin olusmasi seklinde gézlemlenebilmektedir (Padanilam 2003,
Giiles ve Eren 2008). Bununla birlikte; apoptozun baslamasi sonucu kii¢ciilmeye baslayan
hiicreler, hiicre-hiicre ve hiicre-yiizey baglantilarin1 kaybetmeye baslarlar (Wyllie 1993).
Daha sonrasinda komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan sindirilen apoptoza
ugramis hiicreler ortamdan uzaklastirilmakta ve organik materyalleri yeniden kullanim

icin cevre hiicrelere sunulmaktadir (Sekil 1.2) (Redza-Dutordoir ve Averill-Bates 2016).
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Sekil 1.2. Apoptozun (programlanmis hiicre éliimiiniin) asamalari
Kaynak: Padanilam, 2003, s. F609

Apoptoz; enerjiye bagh olan hiicre ici ve hiicreler arasi sinyal yolaklarini da
icerisine alan, bir dizi molekiiler olayin dahil oldugu, ileri ve olduk¢a karmasik bir
mekanizmalar bitlinidir (Elmore 2007). Bu karmasik mekanizmalar igerisinde,
kaspazlar (sistein bagimli aspartik aside 6zel proteazlar) en 6nemli molekiiller olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Ozdemir ve Mustafa 2009). Kaspazlar; aktif merkezlerinde
sistein aminoasitlerini tasidiklar1 ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit
birimlerinden kestikleri icin kaspaz (Caspase; Cysteine Aspartate Specific ProteASEs)
ismini almislardir (Wang ve Niu 2015). Normal sartlarda, hiicre sitoplazmasinda aktif
olmayan formda bulunan kaspazlar; proteolitik parcalanmanin ardindan aktif hale
gecerler ve apoptozun gerceklesmesi i¢in gorev alirlar (Wu vd. 2014). Kaspazlar tizerine
yapilan bilimsel arastirmalar sonucunda, 15 farkli kaspaz enzimi tanimlamis ve bu
kaspazlar; inflamatuar kaspazlar (grup-I), baslatici kaspazlar (grup-2) ve islemci
kaspazlar (grup-3) olmak tlizere 3 gruba ayirmistir (Sekil 1.3) (Lavrik vd. 2005, Wu vd.
2014). Inflamatuar kaspaz sinifi; kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 ve 15 olmak tlizere 8 adet
kaspaz enzimini icerisinde barindirirken, baslatici kaspazlar icerisinde; kaspaz 2, 8, 9 ve
10 olmak tlizere 4 adet kaspaz bulunmaktadir. Kaspaz 3, 6 ve 7 ise islemci kaspazlar

sinifina dahildirler (Chang ve Yang 2000, Lavrik vd. 2005).
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Sekil 1.3. Kaspaz enzimlerinin gruplandirilmasi
Kaynak: Lavrikvd, 2005, s. 82

Kaspazlarin yapilari incelendiginde; NH2-terminal bolge, 20 kDa agirliginda biiyiik
alt tinite, 10 kDa agirhiginda kiiciik alt tnite ve katalitik alt tniteleri birbirine baglama
gorevi lstlenen baglayict bir bolge olmak tlizere dort bolgeden olustuklar
gozlemlenmektedir (Sekil 1.4) (Chang ve Yang 2000, Lavrik vd. 2005). Aktif olmayan
formda bulunan bazi 6nciil kaspazlarin yapilarinda; bu alt tiniteler arasinda 10 amino
asitlik kisa bir baglayici bolge de bulunabilmektedir (Chang ve Yang 2000). Onciil
kaspazlar; herhangi bir apoptotik sinyal ile aktive edildiklerinde bir dizi proteolitik
islem gerceklesmekte ve onciil kaspazlar aktif forma doniismektedir. Aktivasyon
gerceklesirken, 6ncil kaspazin yapisinda yer alan; N-terminal bolge ve birbirine bagl iki
alt tinite ayrilmaktadir. Alt iiniteler dimerize olarak parcalanan baska bir kaspaz ile
heterotetramerik bir kompleks olusturabilmektedir. Olusan aktif kaspaz yapisi; diger
kaspazlar aktiflestirerek apoptozun gergeklesmesinde rol almakta ve apoptotik sinyal

yolaginin islemesini saglamaktadir (Chang ve Yang 2000, Wu vd. 2014).



Sekil 1.4. Bir kaspaz enziminin genel yapisi
Kaynak: Chang ve Yang, 2000, s. 824

Apoptozun gerceklesmesi i¢cin isleyen hiicre yolaklar1 incelendiginde;
mitokondri/sitokrom-c aracili i¢ yolak (intrinsik) ve dis sinyaller aracili (ekstrinsik)
yolak olmak tiizere iki temel yolagin oldugu belirlenmistir (Sekil 1.5) (Wajant 2002,
Holoch ve Griffith 2009, Favaloro vd. 2012, Fraczek vd. 2016). Ayrica; bazi kaynaklarda,
bu yolaklardan bagimsiz olarak, endoplazmik retikulum aracili apoptotik yolak ve dogal
oldurticti (natural Killer) hiicreler tarafindan salgilanan perforin/granzim proteinlerine
bagli apoptotik yolaklar da ayr1 basliklar altinda incelenebilmektedir (Elmore 2007,
Favaloro vd. 2012, Mufioz-Pinedo 2012).

1.2.1. Hiicre Dis1 (Ekstrinsik) Apoptoz Yolagi

Apoptozun ekstrinsik yolak araciligiyla baslatilmasinda, tiimér nekroz faktori
(TNF) gen ailesinin reseptorleri (61im reseptorleri) gorev almaktadir. TNF reseptor
ailelerinin tyeleri; yapilarinda sistein amino asidi bakimindan zengin ekstraseliiler
(hiicre dis1) alt liniteye ve yaklasik 80 amino asidi biinyesinde barindiran sitoplazmik alt

Uniteye sahiptirler (Ashkenazi ve Dixit 1998).
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Sekil 1.5. Hiicre ici ve hiicre disi apoptoz yolaklari
Kaynak: Favalorovd, 2012, s. 332

— Onciil Kaspaz-3

En iyi bilinen 6lim reseptorleri arasinda FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/RD3,
Apo2L./DR4 ve Apo2L/DR5 gibi hiicre ylzeyinde yer alan molekiiller bulunmaktadir
(Chicheportiche vd. 1997, Ashkenazi ve Dixit 1998). FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1 gibi
olim reseptorleri; hiicre disindan gelen sinyallerle uyarildiktan sonra, birbirleriyle
etkilesime gecerek, homolog trimerik ({i¢lii) bir yapiyr olustururlar. Sinyal araciligiyla
olusan bu trimerik yapi; 6lim bolgesi olarak da adlandirilan DED (death domain),
TRADD ( oliim bélgesi ile iliskili TNFr-1) ve FADD (6lim bolgesi ile iligkili Fas) ile
etkilesime girerler (Wajant 2002, Hsu vd. 2011). Bu etkilesimin bir sonucu olarak; 6liim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusur ve DISC sayesinde 6nctil kaspaz-8 ya da 6nciil
kaspaz-10 enzimleri aktive olurlar (Kischkel vd. 1995). DISC aktivitesiyle aktive olan
kaspaz-8 ise basta kaspaz-3 enzimi olmak iizere diger kaspazlar1 uyararak apoptoz

yolaginin ilerlemesini saglamaktadir (Elmore 2007).
1.2.2. Mitokondriyal (intrinsik) yolak

Hiicre icerisinde olusan sinyaller tarafindan tetiklenen intrinsik apoptoz yolagy;

pozitif ve negatif faktorler olmak tizere farkl etkenler aracilifiyla baslatilabilmektedir.
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Apoptozun baskilanmasinda gérev alan hormon, sitokin ve bazi biiylime faktorlerini
iceren; negatif faktorlerin eksikligi s6z konusu oldugunda apoptoz tetiklenebilmektedir.
Apoptozu direk olarak tetikleyen pozitif faktorler ise radyasyon, serbest radikallerin
artmasi, viral enfeksiyonlar, toksinler vb. faktérlerden meydana gelmektedir (Elmore
2007). Pozitif faktorlerde meydana gelen artis ve negatif faktorlerin ortamda
bulunmamasi intrinsik yolakta 6nemli roller tistlenen mitokondri organelinde bir dizi
degisikliklere yol acabilmektedir. Bu degisiklikler arasinda; mitokondri zar
potansiyelinin kaybolmasi, mitokondri zarinda yer alan gec¢is kanallarinin kontrolsuiz
olarak acilmasi ve oOnciil apoptoz proteinlerinin hiicre sitoplazmasina salinmasi yer
almaktadir (Saelens vd. 2004). intrinsik apoptoz yolaginda yer alan 6nciil apoptoz
proteinlerinin ilk grubunu; sitokrom-c, Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi gibi serin
proteazlar olusturmaktadir (Garrido vd. 2006). Sitokrom-c molekiilli; apoptozun
baslatilmasinda en 6nemli rolii listlenmekte ve mitokondriden sitoplazmaya salinarak,
oncil kaspaz-9'u ve Apaf-1'i aktive ederek “apoptozom” adi verilen kompleksin
olusmasini saglamaktadir (Hill vd. 2004, Garrido vd. 2006). Ayrica, apoptozom
kompleksinin olusmasinda HSP (heat shock protein) olarak adlandirilan proteinlerin
siki kontrolii altinda gerceklesmektedir (Garrido vd. 2006). Onciil kaspaz-9 proteinin
aktivasyonu ise bir seri kaspaz aktivasyonunu tetiklemekte ve son olarak kaspaz-3'lin

aktive olmasiyla apoptoz meydana gelmektedir (Taneja vd. 2001).

Sitokrom-c disindaki 6nciil apoptoz proteinleri arasinda; endoniikleaz G, CAD
(kaspaz tarafindan aktive edilmis deoksiriboniikleaz) ve AIF (apoptoz baslatici faktor)
gibi molekiiller de yer almaktadir (Elmore 2007). AIF molekilii de sitokrom-c gibi
mitokondri icinden salinmaktadir. Ancak; AIF ve endoniikleaz G molekiilleri,
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptoz olgusunda goérev almaktadirlar (Li vd. 2001,
Elmore 2007). Mitokondriden sitoplazmaya salinan AIF molekiilii; ¢ekirdege ulasarak
deoksiribontlikleaz enzimini aktivite etmekte ve DNA'min 50 kb’lik pargalara
ayrilmasinda gorev almaktadir. Ayrica; periferal niikleer kromatinlerin yogunlasmasina
sebep olmakta ve bu olay “birinci evre” olarak adlandirilmaktadir (Susin vd. 2000, Joza
vd. 2001). Birinci evreyi takip eden ikinci evrede ise endoniikleaz G ve CAD molekiilleri
mitokondriden salinmakta ve AIF molekiiliine benzer aktivite gdstererek kromatin

yogunlasmasinda artisa neden olmaktadir (Susin vd. 2000).



Intrinsik apoptoz yolaginin diizenlenmesinde; tiimér baskilayic1 genler tarafindan
diizenlenen Bcl-2 ailesine iiye olan proteinlerin gorev aldig1 bilinmektedir (Cory ve
Adams 2002). Bcl-2 ailesine iiye olan proteinler genellikle mitokondriyal membran
potansiyeli ve gecirgenligi tizerine etki gostererek mitokondriden sitokrom-c
molekiiliiniin salinmasinda gorev almaktadirlar (Wu vd. 2014). Onciil apoptoz ve anti-
apoptoz proteinlerinden olusan Bcl-2 protein ailesinin yaklasik olarak 25 farkl tyesi
bulunmaktadir. Bu iiyelerden; Bcl-10, Bak, Bax, Bid, Bad ve Bik molekiilleri 6nciil
apoptoz proteinleriyken; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w ve BAG gibi proteinler anti-apoptoz

ozellikli tiyelere 6rnek verilebilir (Cory ve Adams 2002).
1.3. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

GlUnimiizde Kkanserle miicadele etmek icin cerrahi midahale, radyoterapi,
kemoterapi, endokrin terapi ile cesitli antikorlarin, metabolik inhibitorlerin ve asilarin
kullanildig1 terapiler gibi bir¢ok farkli yontem izlenebilmektedir (Lugmani 2005).
Kanser vakalarinda en yaygin basvurulan tedavi yontemi genellikle cerrahi miidahale
olarak karsimiza ¢ikmaktadir; ancak bu ydntemin basarili olabilmesi i¢cin erken tani
biiylik 6nem tasimaktadir (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde 2015). Kanser
dokusunu olusturan hiicrelerin boéliinmesini ve hastaligin ilerlemesini engellemek
amaciyla; kemoterapi yontemi tercih edilmekte ve bu yolla meme kanseri hastalarinin
%60-70’i tedavi edilmektedir (Lugmani 2005, Velaei vd. 2016). Alternatif olarak
uygulanan radyoterapi yonteminde ise uygun dozlarda X 1sinlar1 hastaya uygulanmakta
ve hedef hiicrelerinin 6ldiiriilmesi amag¢lanmaktadir (Grisold vd. 2016). Meme kanseri
gibi vakalarda uygulanan en o6zellesmis yontem olarak karsimiza endokrin terapi
yontemi c¢ikmaktadir (Lugmani 2005, Parker vd. 2016). Aromataz inhibitorleri
kullanilarak oOstrojen hormonlarinin sentezini bloke eden tedaviler hormon tedavi
yontemlerinden en iyi bilinenleri arasindadir (Lukong 2017)Kanser tipinden ziyade
molekiler hedeflere odaklanan tedavi yontemlerinden biri olarak karsimiza ¢ikan
antikorlarin kullanildig1 terapi yontemlerine en iyi Ornek ise erbB2/HER2/neu
reseptorlerini hedef alan herseptin isimli antikorlarin kullanildigi terapi yontemidir
(Wen vd. 2006). Metabolik inhibitorler araciligiyla gergeklestirilen kanser terapileri de
molekiler hedeflere odaklanmakta; hiicre sinyal yolaklar1 ya da spesifik proteinler
lizerine etki gostererek, hiicre dongustini diizenlemektedirler (Abbas vd. 2015). Kanser

tedavisinde asilarin kullanilmasi; bilimsel ¢evrelerce ideal bir ¢6ziim olarak diistiniilse
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de, timor spesifik proteinlerin eksikliginden dolayi, bu yaklasim cesitli engellere
takilmaktadir (Lugmani 2005). Bu terapi yontemlerinin yani sira, kanser olusumunda
etkili olan genlerin ifadesinde degisikligi tetikleme yetenegindeki; miRNA (mikro RNA)
ve siRNA (kii¢lik interferans RNA) molekiillerinin kullanimi gibi farkli yaklasimlar da
bulunmaktadir (Parker vd. 2016). Metastatik o6zellik gostermeyen lokal kanser
olgularinda, hi¢ kuskusuz ki radyoterapi ve cerrahi miidahalelere 6ncelik taninmaktadir;
fakat kanserin ileri safhalar1 i¢cin bu gibi miidahaleler yetersiz kalmaktadir (Pérez-
Herrero ve Fernandez-Medarde 2015). Ozellikle metastatik olgularda, ikincil timor
alanlarinin tespiti zor oldugundan dolayi, kemoterapi gibi yontemlerin kullanilmasi

kacinilmaz olmaktadir (Wagner vd. 2006).
1.4. Kemoterapi

Kemoterapi; kanser hiicreleri tizerinde ¢esitli toksik etkilere sahip olan, ila¢ etken
bilesiklerinin kullanilmasiyla gergeklestirilen, kimyasal bir tedavi yontemi olarak
tanimlanmaktadir (Lugmani 2005). Sistematik bir yaklasim olan kemoterapi yontemi;
kanser olgularina karsi kullanilan en oOnemli tedavi yontemi olarak karsimiza
cikmaktadir (Luong vd. 2016, of Aguiar vd. 2016). ilk kemoterapi uygulamasi; 1. Diinya
savasl sirasinda kimyasal silah olarak kesfedilen hardal gazinin, kemik iligi tizerindeki
depresif etkileri géoz oniinde bulundurularak, lenfoma hastalarinin tedavi edilmesi
amaciyla kullanilmasi1 sayesinde gerceklestirilmistir (Chabner ve Roberts 2005).
Kemoterapik ajanlar tzerine yapilan arastirmalarin artis gostermesiyle birlikte;
bisulfan, klorambusil, merkaptopiirin, tiyoguanin, doksorubisin, 5-fluorourasil gibi ¢ok

sayida molekiil kesfedilmis ve klinik uygulamaya konulmustur (Kumar vd. 2015).

Kemoterapi uygulamalarinda kullanilan ajanlar genellikle kanser hiicrelerine
ulastiktan sonra timor hiicrelerinin biiylimesinde ve ¢ogalmasinda sorumlu olan
mekanizmalar lzerinde etkili olurlar (Lugmani 2005). Kullanilan bu ajanlarin etkili
olduklar hiicre i¢ci mekanizmalar g6z oniinde bulunduruldugunda; anti-metabolitler,
genotoksik ajanlar ve mitotik ajanlar olmak iizere ii¢ grupta smiflandirilmaktadirlar

(Sekil 1.6) (Clarke vd. 1991, Lugmani 2005, Weaver ve Cleveland 2005, Fine vd. 2010).
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Sekil 1.6. Sitotoksik ajanlarin etki alanlari
Kaynak: Lugmani, 2005, s. 36

Anti-metabolit olarak adlandirilan bilesikler genellikle DNA (deoksiribonitikleik
asit) ve RNA (riboniikleik asit) sentezinden sorumlu olan mekanizmalar1 hedef
almaktadirlar (Serdjebi vd. 2015). Bu bilesikler; nitikleotidlerin sentezinden sorumlu
olan proteinleri baskilayarak ya da aktive ederek niikleotid metabolizmasi tlzerinde
etkili olabilirler (Rampazzo vd. 2016). Yapilan arastirmalara gore, bazi anti-
metabolitlerin; riboniikleotid rediiktazlari, piirin niikleosit fosforilazlari, dehidrofolat
rediiktazlar1 engelleyerek, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi iizerinde etki
gosterdikleri belirlenmistir (Aye vd. 2015, Serdjebi vd. 2015). Anti-metabolit 6zellikteki
kemoterapi ajanlar1 arasinda en iyi bilinen 6rnek olarak karsimiza 5-floraurasil
molekili ¢ikmakta ve c¢esitli niikleotidlerin sentez asamalarin1 engelleyerek kanser
hiicrelerinin blyimesini engellemektedir (Sahai 2005, Wilson vd. 2014). Genotoksik
ajanlar ise dogrudan DNA’ya baglanarak kanser hiicrelerini apoptoza siiriiklemekte ve
kendi aralarinda; alkilleyici ilaglar, interkalasyon (araya giren) ajanlar1 ve enzim
inhibitorleri olarak Ug¢ gruba ayrilmaktadirlar (Lugmani 2005). Enzim inhibitorleri;

topoizomerazlar (DNA topolojisini diizenleyen enzimler) gibi cesitli enzimlerin
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baskilanmasi sonucu, DNA replikasyonu ve transkripsiyon tizerinde etkili olurken,
sisplatin gibi ajanlar DNA’y1 olusturan bazlara kovalent baglanarak, genotoksik aktivite
gostermektedirler (Zamble ve Lippard 1995, Lee vd. 2016). Kemoterapide kullanilan
mitotik ajanlar; genellikle tiibiilin monomerlerinin polimerizasyonunu engelleyerek
hiicre boliinmesi tlizerine aktivite gostermektedirler (Lugmani 2005). Bitkilerden elde
edilen; paklitaksel, vinka alkoloidleri gibi ilaglar klinik olarak uygulanan mitotik

inhibitorlere 6rnek gosterilebilirler (Voloshin vd. 2016).

Kemoterapide kullanilan bilesikler incelendiginde karsimiza siklikla metal icerikli
bilesikler ¢ikmakta ve bu bilesikler; sadece kemoterapide degil zirai ve endstriyel
uygulamalarda da biiyilik 6nem arz etmektedirler (Kumar vd. 2009). Ciinkii metallerin;
kimyasal yeteneklerine baghh olarak, hiicresel olaylarda ve biyokimyasal
mekanizmalarda gorev aldiklar: bilinmektedir (Florea ve Biisselberg 2011). Bu nedenle,
farmasotik kimya ve kansere karsi ila¢ tasarimi projelerinde siklikla metal temelli
bilesiklerin konu alindig1 ve bilim adamlarinin dikkatinin bu noktaya yogunlastig
gozlemlenmektedir (Bruijnincx ve Sadler 2008). Metal icerikli kemoterapi ajanlari
arasinda en bilineni ise, farmasotik kimya alaninda yeni bir devir agan, sisplatin
kompleksidir (Ott ve Gust 2007). 1960 yilinda Rosenberg tarafindan sisplatinin anti
kanser ozelliklerinin mucizevi kesfi, kimyasal kanser tedavisi alaninda yeni bir donem
acmistir (Florea ve Biisselberg 2011, Yu vd. 2016). Takip eden donemde ise karboplatin,
oksaliplatin, nedaplatin ve lobaplatin gibi platin temelli bilesikler kesfedilmis ve bazilar1
klinik uygulamaya konulmustur (Ott ve Gust 2007). Yapilan klinik uygulamalarda;
sarkoma ve kemik iligi kanseri gibi farkl tipteki kanser olgular i¢in kullanilabilen;
sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi ilaclarin tedavide basarili oldugu belirlenmistir
(Florea ve Biisselberg 2011). Ancak; tedavi sonrasinda, kanser hiicrelerinde etken
bilesige karsi direnclilik, istenmeyen yan etkilerin olusmasi ya da sistemik toksisite
olmak iizere cesitli problemlerin olusabildigi de gézlemlenmistir (Florea ve Biisselberg
2011, Li vd. 2014). Bu nedenle, platin tiirevli ilaglarin kemoterapide kullanimi sinirh
kalmaktadir (Wang ve Niu 2015). Arastirmacilar ise bu gibi engellerin iistesinden
gelmek icin daha az toksik ozellik gosteren, kendine has 6zellikleri olan ve yan etki
olusturma orani diisiik olan kemoterapi ajanlarinin kesfi tizerine yogunlasmistir (Ott ve
Gust 2007, Li vd. 2014). Schiff bazlarinin kemoterapide kullanilmasi da, arastirmacilarin

bu ¢abalarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (Rudbari vd. 2016).
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1.5. Schiff Bazlari

Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan, 1864 yilinda, ilk defa sentezlenen schiff
bazlary; karbonil bilesikler ve primer aminlerin kondenzasyonu (iki veya daha fazla
molekiiliin su gibi kiiciik bir molekiili atarak birlestigi tepkimeler) ile sentezlenen
onemli bir kimyasal molekiil sinifidir (Sekil 1.7)(Hameed vd. 2016). Schiff bazlar
yapilarinda; nitrojen, stlfiir ve oksijen iceren heterosiklik halkalardan olusabilen ve
biyolojik sistemlerdeki basit molekiillere benzerlik gostermelerinden dolay:r bilimsel
cevrelerin dikkatini tizerlerine ¢eken molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Joshi
ve Kumar 2014, Poonia vd. 2016, Ansari vd. 2017). Ayrica, schiff bazlar: kiigiik molekiil
yapisina sahip olmalar1 nedeniyle, koordinasyon kimyasinin ¢alisma konular1 arasinda
yer almakta ve bu molekiillerden farkh gecis metal komplekslerinin sentezlenmesi s6z
konusu olabilmektedir (Chang vd. 2016). Hidrazon tirevi molekiiller icerebilen schiff
bazlarinin sentezi de bu sekilde miimkiin olmakta ve bu bilesikler kanser tedavisi
arastirmalarinda umut vaat edici molekiiller olarak degerlendirilmektedirler (El-Faham
vd. 2016). Bununla birlikte; farkli 6zelliklerde heterosiklik halkalar igerebilen schiff
bazlarinin; bitki biiyiime inhibitori (Simfnek ve Machaéek 2010), insektisidal (Shams
vd. 2011), anti-bakteriyel (Cheng vd. 2010), anti-mikrobiyal (Rudrapal vd. 2012), anti-
viral (Vicini vd. 2003), anti-tiiberkiiloz (Kascheres 2003), anti-depresan (Raman vd.
2009), anti-konviilzan (epilepsi 6nleyici) (Verma vd. 2004) ve antikanser aktivite gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 da yapilan arastirmalarla ortaya

konulmustur (Kucukoglu vd. 2016).
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Sekil 1.7. Schiff bazi ve metal komplekslerinin genel sentezi
Kaynak: Hameedvd, 2017, s. 65

1.5.1. Schiff bazlarinin antimikrobiyal aktivitesi

20. yuzyll bakteriyel enfeksiyon kaynakli hastaliklar nedeniyle olusan o6liim
riskinin ciddi oranda azaldig1 ve patolojik etmenlerin kontrol edilebilirliginin arttig1 bir
donem olarak karakterize edilmektedir (Vicini vd. 2003). Bununla birlikte;
mikroorganizmalar insan sagligini olumsuz yonde etkilemeye devam etmekte ve
antibiyotiklere karsi diren¢ olusturma yeteneklerinden dolayr yeni antimikrobiyal
ajanlarin kesfine artan bir sekilde ihtiya¢ duyulmaktadir (Paulpandiyan ve Raman
2016). Bu kapsamda yapilan ¢alismalar; schiff bazlarinin metal komplekslerle olan
bilesiklerinin c¢ok sayida bakteri tlzerinde etkili oldugunu ve genis spektrumlu
antimikrobiyal etki gosterdiklerini ortaya ¢cikarmistir (Ansari vd. 2017). Ornek olarak;
Manjunat ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada bakir, nikel ve kobalt gibi
farkl gecis metalleriyle elde edilen schiff baz komplekslerin etkili birer antimikrobiyal
ajan olduklarn ve Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella typhi gibi insanlarda cesitli hastaliklara neden olabilen bakteriler iizerine

aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Manjunath vd. 2017).
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1.5.2. Schiff bazlarinin anti-fungal aktivitesi

Genis biyolojik aktiviteye sahip olan schiff bazlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
yani sira, antifungal aktivite de gosterebildikleri bilinmekte ve kuvvetli birer anti-fungal
ajan olabildikleri degerlendirilmektedir (Bharti vd. 2010). Manjunat ve arkadaslar:
tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada da; sentezlenen schiff bazlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin yaninda, anti-fungal aktiviteleri de; Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve
Cladosporium gibi mantarlar tizerine incelenmis ve yiiksek anti-fungal aktiviteye sahip
olduklar1 belirlenmistir (Manjunath vd. 2017). Ayrica, flavanone ve naringen sinifi
bilesiklerin reaksiyonlarindan elde edilen molekillerin schiff bazlarinin metal
kompleksleri ile olusturdugu bilesiklerin; Geotrichum candidum, Alternaria alternate,
Mucor hiemalis gibi cesitli mantarlar tlizerinde etkili olduklar1 da kesfedilmistir
(Brodowska vd. 2016). Yine 6nemli birer schiff baz tiirevi olan acil hidrazon igerikli
schiff baz1 komplekslerinin de; Candida dubliniensis, Candida glabrata ve Candida
tropicalis gibi farkli mantar tirleri tizerinde etkili olduklan kesfedilmistir (Ortiz vd.

2016).

1.5.3. Schiff bazlarinin anti-viral aktivitesi

Viriisler; diinya genelinde gerek insan saghgi, gerekse bitkisel organizmalarin
yasami lUzerine olumsuz etkiler gosterebilmekte, hatta yasamlarin1 kaybetmelerine
neden olabilmektedir (Alexander vd. 2014, Dube vd. 2016). Viriislerin olumsuz etkileri,
ozellikle bagisiklik sistemi zayifladig1 anda ortaya ¢ikmaktadir ki; insan sagligi lizerine
etkili olan ve siklikla rastlanan, basit bir viriis olarak Herpes simpleks (HSV; ucuk viriisii)
viriisi bu olguya o6rnek verilebilir (Lin & Scott, 2012). Bitkiler lizerine etkili olan
Tobacco mosaic virus (TMV) isimli viriis de tarimsal uygulamalarda siklikla karsilasilan
ve ciddi maddi hasarlara neden olan bir organizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Scholthof vd. 2000). Bu kapsamda, Abdel-rahman ve arkadaslarn tarafindan
gerceklestirilen bir calismada; krom, demir, kobalt ve nikel gecis metallerini iceren schiff
bazlarinin Herpes simpleks ve Tobacco mosaic virus virisleri lizerine ciddi anlamda anti-
viral aktivite sergiledikleri belirlenmistir (Abdel-Rahman vd. 2016). Bununla birlikte,
schiff bazlariin antiviral aktiviteleri iizerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta ve bir¢ok
schiff bazi kompleksinin anti-viral ajan olarak umut vaat ettigi disiinilmektedir

(Jarrahpour vd. 2007, Kumar vd. 2009, da Silva vd. 2011, Zhang vd. 2016a).
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1.5.4. Schiff bazlarinin insektisidal aktivitesi

Tarimsal uygulamalarda viral enfeksiyonlar kadar bocek istilalar1 da biiyiik 6nem
arz etmekte ve ciddi maddi kayiplara neden olabilmektedir (Lander vd. 2014, Duan vd.
2015). Bu nedenle, kimya arastirmalarinin énemli bir kismini da bdéceklere karsi
gelistirilen insektisidal ajanlar olusturmaktadir (Jeanguenat 2013). Bu kapsamda, schiff
bazlarinin insektisidal aktiviteleri tlizerine de c¢ok sayida calisma yapildigi goze
carpmaktadir (Karmakar vd. 2015, Kenawy vd. 2015, Muthal vd. 2016, Liu vd. 2017).
Yapilan arastirmalar sonucunda; vitamin B1, penisilin, koenzim ve karboksilaz
molekillerinin yapisinda bulunan tiyazol halkasini bilinyesinde barindiran schiff
bazlarinin ve tiirevlerinin etkin birer insektisidal ajan olduklar1 belirlenmistir (Kumar
vd. 2009, Joshi ve Kumar 2014). Ayrica, pamuk bitkisinin ¢esitli herbivorlara ve patojen
organizmalara karsi korunmak amaciyla salgilamis oldugu gossypol adi verilen
sekonder metabolitler ile schiff bazlarindan kompleks olusturulabildigi ve elde edilen
bilesiklerin etkili birer insektisidal oldugu da belirlenmistir (Krempl vd. 2016). Boylece,
dogal bilesiklerin schiff baz yapisina dahil edilmesiyle; hem bitkiler tizerine olusabilecek
zararlarin oniline gecilmesi amag¢lanmis, hem de bitkilerin yasam ortamini istila eden

bdcekler hedef alinarak yok edilmeleri saglanmistir (Krempl vd. 2016)

1.5.5. Schiff bazlarinin bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanimlari

Tarim alanlarinin ve bitkisel organizmalarin korunmasi kadar bu organizmalarin
biiylimesi iizerinde etkiye sahip olan maddelerin kesfedilmesi de biiyliik 6nem arz
etmekte; ancak ¢ok az sayida molekiil bitki biliyiimesi, fertilizasyon tizerine aktivite
gosterebilmektedir (Wu vd. 1984, Pang vd. 2001, Zeng vd. 2003). Lantanit sinifi metal
iyonlarinin; bitkilerin biiylimesinde 6nemli gorevler tistlenen oksin hormonu ile sinerjik
etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Tyler 2004). Bununla birlikte, schiff bazlar1 da
metallerle kolay koordinasyona girebilmekte ve kompleksler olusturabilmektedir
(Kostova ve Saso 2013). Bu kapsamda, Naik ve arkadaslarn tarafindan gergeklestirilen
bir calismada; lantanit (III) metalleriyle schiff baz kompleksleri elde edilmis ve bitki
biiytimesi lizerinde olumlu etkiler olusturduklar: belirlenmistir (Naik vd. 2012). Ayrica,
schiff bazlarinin tiyodiazol tiirevleriyle olusturduklar1 komplekslerin de oksin ve
sitokinin hormonlarina karsi etkili olduklar1 ve bitki biiylime diizenleyicisi olarak gérev

tistlenebildikleri de bilinmektedir (Kumar vd. 2009).
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1.5.6. Schiff bazlarinin anti- Alzheimer aktivitesi

Alzheimer hastaligl; merkezi sinir sisteminde meydana gelen norodejenerasyonlar
(sinir sistemi dokularinda meydana gelen hasarlar) sonucu olusan ve diinyada
milyonlarca insanda rastlanan bir hastalik olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Pohanka
2011). Sasirtic1 bir sekilde gelismis tilkelerde daha fazla rastlanan bir olgu olan
Alzheimer hastaligy; hafiza kaybs, disiintirken ya da konusurken giicliik cekme ve diger
bilissel bozukluklar ile karakterize edilebilmektedir (Hameed vd. 2016). Giinlimiizde
kullanilan Alzheimer tedavileri kesin ¢6ziim olmamakla birlikte, sadece hastaligin erken
safhalarinda etkili olabilmektedirler (Pohanka 2011, Schwarz vd. 2014). Tedavide
kullanilan temel yaklasimlardan biri; hastaligin olusumunda 6nemli roller tstlenen 3-
sekretaz enziminin hedef alinarak, baskilanmasidir (Wolfe 2001). Schiff bazlarinin (-
sekretaz enzimi lizerine etkilerinin incelendigi calismalarda ise bu molekiillerin 6nemli
birer B-sekretaz inhibitorii (baskilayicisi) oldugu ve anti-Alzheimer aktiviteye sahip
olabilecekleri gozlemlenmis hatta bazi shiff bazlar bu o6zellikleri nedeniyle patent
korumasi altina alinmistir (Gabellieri vd. 2014). Anti-Alzheimer 6zellige sahip olan bu
bilesiklere; BACE1 ve BACE2 isimli 3-sekretaz sinifi enzimlerin aktivitesini baskilama
ozelligine sahip olan, 3,5-difluoropiridin-2-karboksilik ve 5-(3-aminofenil)-5-
metilmorfolin-3,1 hidrokloriir molekiilleri 6rnek olarak verilebilmektedir (Andreini vd.

2012, Hameed vd. 2016).

1.5.7. Schiff bazlarinin detoksifikasyon aktiviteleri

Schiff bazlari; kimyasal silah kaynakl cesitli toksik maddelerin etkilerini azaltmak
amaciyla kullanilabilmektedirler. Bu kapsamda, asir1 derecede tehlikeli olan sarin gazina
karsi, bazi schiff bazlarin detoksifikasyon aktivitesi gosterdikleri bilinmektedir (Owens
vd. 2013). Essiz ozelliklere sahip olan schiff bazlari; yapilarinda elektrofilik (elektronca
fakir olan) karbon ve niikleofilik (elektronca zengin olan) nitrojen icerdiklerinden
dolayi, zehirli kimyasallarla oldukca kolay bir sekilde etkilesime girebilmektedirler
(Owens vd. 2013, Hameed vd. 2016). Schiff bazlarinin; amin, alkol, siyantir, tiyalot gibi
zehirli maddelerin ve halojen 0Ozelliklere sahip olan toksik maddeleri etkisiz hale
getirmede basarili olduklar1 bilinmektedir (Hameed vd. 2016). Schiff bazlarinin

detoksifikasyon aktivitelerinden dolayi, insan saghgina zararh olan; plastik, seramik ve
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polimer gibi zehirli maddeler igerebilen malzemelerin zararlarindan korunmak amaciyla

yararlanilabilecek kompleksler olduklari diistintiilmektedir (Hameed vd. 2016).

1.5.8. Schiff bazlarinin antikanser ve sitotoksik aktiviteleri

Genis biyolojik aktivitelere sahip olan schiff bazlarinin metal kompleksleri;
antikanser ila¢ etken bilesik adaylar1 olarak da bir¢ok calismaya konu olmaktadirlar
(Brodowska vd. 2016). Yapilan ¢alismalar; schiff bazlarinin, hiicre iginde bulunan farkh
metabolitleri hedef alarak, kanser hiicreleri lizerinde etkili olduklarini gostermistir
(Hameed vd. 2016). Hiicresel fonksiyonlarin devamliligi i¢cin gerekli genetik bilgiyi
iceren DNA ise antikanser ajanlarin 6ncelikli hedef molekiillerden birisi olarak karsimiza
cikmaktadir (Abdel-Rahman vd. 2016). Kanser tedavilerinde kullanilan birgok bilesik;
DNA’'ya baglanarak, DNA replikasyonu tzerine baskilayic1 aktivite gostermekte ve
kanser hiicrelerinin biiylimesini engellemektedir (Koiri vd. 2008). Niikleik asitlerle
kolaylikla etkilesime girebilme yetenegine sahip olan kii¢iik molekiil yapili ligandlar
veya metal kompleksleri de; yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in siklikla tercih
edilmektedir (Arjmand ve Muddassir 2011, Shokohi-pour vd. 2016). Yapilarinda oksijen
ve azot iceren schiff bazlarinin farkli metal kompleksleriyle olusturduklar: bilesiklerin
de; DNA ile olduk¢a siki etkilesimlere girdikleri diisiinilmektedir (Gomathi vd. 2014).
Yousuf ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir ¢alismada, schiff bazlarinin; kobalt, ¢inko
ve bakir gibi gecis metalleri ile olusturduklar1 komplekslerin, DNA ile etkilesimleri goz
oniinde bulundurularak, antikanser aktiviteleri arastirilmistir (Yousuf ve Arjmand
2016). Farkli gecis metallerini igceren schiff baz komplekslerinin; DNA'nin morfolojik
yapisinda degisikliklere yol actigi ve losemi (HL60), rahim kanseri (HeLa), meme
kanseri (MCF-7) gibi hiicre hatlar tzerinde oksidatif hasara neden olarak, sitotoksik
aktivite sergiledikleri gozlenmistir (Yousuf ve Arjmand 2016). Ayrica, schiff bazlar ile
kompleks olusturan gecis metallerinin; histidin ve sistein gibi ¢esitli amino asitlere karsi
ylksek afinite (molekiillerin birbiriyle bag yapabilme yetenekleri) sergiledikleri de
bilinmektedir (Hartwig 2001, Hameed vd. 2016). Histidin ve sistein amino asitleri; ¢inko
parmak bolgeleri gibi transkripsiyonu uyaran onemli proteinlerin yapisinda yer
almaktadirlar (Hartwig 2001). Harney ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir ¢galismada
ise sentezlenen schiff bazlarinin; transkripsiyonun baslamasinda etkin rol iistlenen
cinko parmak boélgeleriyle etkilesimleri sonucu, meme kanseri basta olmak iizere farkh

kanser olgular1 tizerinde oldukca etkili antikanser aktiviteye sahip olduklan
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belirlenmistir (Harney vd. 2009, Hameed vd. 2016). Kanser terapilerinde 6nemli goriilen
bir diger hedef ise hiicrelerin boliinmesinde 6nemli roller listlenen mikrotiibiillerdir
(Louzao vd. 2011). Benzofenon molekiillerini i¢ceren schiff baz komplekslerinin; tiibiilin
polimerizasyonunu engelleyerek kanser hiicrelerinin c¢ogalmas1 iizerinde etkili
olabildikleri bilinmektedir (Leblond vd. 2011). Ayrica yapilan c¢alismalar, gecis
metallerini iceren schiff bazlarinin farkli enzimleri dogrudan veya dolayl olarak
etkilemesi sonucu anti kanser aktiviteye sahip olduklarini gézler 6niine sermistir (Yan
vd. 20153, Lee vd. 2016). Bu enzimler arasinda, apoptozun gerceklesmesinde hayati
oneme sahip olan ve sistein proteaz enzim ailesinde yer alan, kaspazlar da
bulunmaktadir (Ekert vd. 1999). Ozellikle schiff bazlarinin bakir metali ile
olusturduklar1 komplekslerin; farkli enzimlerin aktivitelerini baskilayarak, apoptoza yol
actig1 ve diger antikanser ajanlara gore daha etkili olduklar bilinmektedir (Konarikova
vd. 2013, Hajrezaie vd. 2014). Bununla birlikte, bakir metali iceren bir¢ok schiff baz
kompleksi; saglikli hiicreler icin daha az toksik olmasina ragmen, meme kanseri, akciger
kanseri ve kolon kanseri gibi kanserli hiicreler tizerinde daha etkili toksisiteye neden

olmaktadir (Marzano vd. 2009).

Schiff bazlarinin agil hidrozonlarla yapmis olduklar1 komplekslerin de etkili
antikanser ajan olabildikleri bilinmektedir (Li vd. 2015). Essiz molekiiler yapiya sahip
olan hidrazon tiirevleri; anti-tiiberkiiloz, antikanser, sitotoksik ve anti-mikrobiyal gibi
cesitli biyolojik aktiviteler sergilemektedirler (Ferreira vd. 2016, Hameed vd. 2016, Joshi
vd. 2016). Cesitli biyolojik aktivitelere sahip olan bu hidrazon tiirevleri; diger
molekillerle kolay koordinasyona girmeleri ve heterosiklik halka olusturmalar gibi
yeteneklerinden dolayi, bilim adamlarinin dikkatlerini tizerine ¢gekmeyi basarmislardir
(Aboul-Fadl vd. 2012, Hong vd. 2014, Hameed vd. 2016). Son zamanlarda yapilan
calismalar da, schiff bazlarinin gecis metal komplekslerinin, acil hidrazon tiirevleriyle
koordinasyonu sonucu olusturduklar bilesiklerin; DNA replikasyonunda, gen ifadesinde
ve protein aktivasyonunda etkiye sahip olduklarin1 géstermistir (Li vd. 2015). Ayrica,
acil hidrazon tiirevlerinin; kanser hiicreleri izerinde reaktif oksijen tirlerinin
birikimine neden olduklari ve meme Kkanseri hiicrelerini apoptoza sitriikledikleri
gozlenmistir (Singh vd. 2017b). Schiff bazlar1 ve tiirevleriyle gerceklestirilen bircok
calisma sonucuyla, sergiledikleri antikanser ve sitotoksik aktivitelerine bagh olarak,

kanserle miicadelede umut vaat ettikleri belirlenmis ve bu nedenle bilim adamlarinin
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enerji ve dikkatleri daha etkili schiff bazlarinin kesfi iizerine yogunlasmistir (Shokohi-

pour vd. 2016).

Bu nedenle, gerceklestirilen tez ¢calismasi kapsaminda yeni sentezlenen schiff baz
komplekslerinin saglikli ve kanserli hiicre hatlari tizerine sitotoksik aktiviteleri; Alamar
Blue hiicre canliligi, LDH hiicre membran hasari1 ve PicoGreen dsDNA miktar tayini
testleriyle gerceklestirilmistir. Test bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri belirlendikten
sonra, hiicre i¢i reaktif oksijen (ROS) birikimi ve kaspaz-3 enzim aktivitesi lizerine

aktiviteleri arastirilmistir.
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2.  MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Schiff Bazlari

Schiff bazlarinin metal komplekleri ile olusturduklari bilesikler; Mugla Sitki
Kogman Universitesi, Kimya Béliimiinde gérevli 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ramazan GUP ve
doktora 6grencisi Cansu GOKCE tarafindan sentezlenerek, saflastinlmis ve
karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Sentez, saflastirma ve karakterizasyon
calismalariyla ilgili yontem ve degerlendirmeler Gilip ve ark. tarafindan 2015’te
yayinlanan ¢alismada detayll olarak anlatilmistir (Gup vd. 2015). Calisma kapsaminda

kullanilan ligantlarin sentez asamalar Sekil 2.1‘de goriilebilir.
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Sekil 2.1. BK1 ve BK2 Schiff bazlarinin sentez asamalari

2.1.1. 4-hidroksi-N'-[(1Z)-1-(2-hidroksifenil)etiliden]benzohidrazid (BK1) sentezi

0,01 mol 2-hidroksi-asetofenonun (0,136 g) 10 mL alkoldeki ¢6zeltisi, 0,01 mol
(1,52 g) 4-hidroksibenzohidrazinin ve iki damla asetik asit iceren etil alkol karisimina
(10 mL) damla damla ilave edilerek geri sogutucu altinda yaklasik 5 saat karistirildi. Bir
gece bekletildikten sonra olusan sar1 Kkristaller siiziilerek toplandi ve dietileter ile

yikandi. Olusan kristaller stiziilerek, vakum altinda kurutuldu (Sekil 2.2).

Verim: % 83; E.N.: 249-250 °C; UV (DMF, nm) 286, 324; IR (ATR, cm~1) 3292 (OH),
1639 (C=0)amide, 1602 (C=N), 1369 (C-N), 1251 (C-0); TH-NMR (DMSO_ds) 6 2.49 (s, 3H,
CH3z), 6.94 (d, 2H, Ar-He), 7.89 (d, 2H, Ar-Hd), 7,84 (s, 1H, H?), 6.91 (d, 1H, H¢), 6.35 (q,
1H, HP), 10.26 (s, 1H, OH), 11.14 (s, 1H, NH), 13.53 (s, 1H, OH); 13C NMR (DMSO_ d,
ppm) 164.7 (C=0), 161.7 (C=N), 159.4 (C-0), 157.7 (C-0), 131.7, 130.9, 129.0, 124.0,
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120.2,119.2,117.9, 115.7 (Ar-C), 14.6 (CHz). Elementel Analiz (% Hesaplanan/bulunan)
C19H20N205 C: 66.66/66.84, H: 5.22/5.08, N: 10.36/10.18.

HO

HO

Sekil 2.2. BK1 Schiff bazinin kimyasal yapisi

2.1.2. (Z)-etil 2-(4-(1-(2-(4-(2-etoksi-2-oksoetoksi) benzoil) hidrazon) etil)
fenoksi) asetat (BK2) sentezi

0,01 mol etil bromoasetat, 0,01 mol BK1 acil hidrazon schiff bazi ve 0,01 mol kuru
K2CO3 igeren 25 mL aseton karisimina damla damla ilave edilerek geri sogutucu altinda
40 saat karstirildi. Karisim sogutulduktan sonra soguk su ilave edilerek triin
coktiirildii ve siiziildii. Su ile yikandiktan sonra aseton-su karisiminda kristallenmeye

birakildi (Sekil 2.3).

Verim: % 50; E.N.: 178 °C; UV (DMF, nm) 284, 326; IR (ATR, cm~1) 3218 (OH),
2904-2979 (CHaiifatik) 1757 (C=0)ester, 1636 (C=0)amide, 1603 (C=N), 1384 (C-N), 1253 ve
1080 (C-0-C); TH NMR (CDCl3, ppm) 6 1.29-1.34 (t, 3H, CH3), 2.47 (s, 3H, N=C-CH3), 4.23-
4.30 (q, 4H, OCH:CH3), 4.73 (2H, Ar-OCH3), 6.85 (d, 2H, ArH), 7.26 (d, 2H, ArH), 7.52 (d,
2H, ArH),7.94 (d, 2H,ArH), 10.89 (s, 1H, NH); 13.32 (s, 1H, OH); 13C NMR (CDCl3, ppm)
168.2 (C=0Oester), 164.1 (C=0amide), 160.5 (C=N), 159.2(C-0), 157.5(C-0), 131.1, 130.1,
127.9,126.2, 119.4, 118.4, 117.6, 114.1 (Ar-C), 64.9 (OCHz), 61.2 (OCH2CH3), 14.1 (CHs-
C=N), (CH3), 13.9 (CH2CH3). Elementel Analiz (% Hesaplanan/bulunan) C19H20N20s5 C:
64.04/64.22, H: 5.66/5.54, N: 7.86/8.19.

HO
0
N
N
H
Hsc\/oﬁ(\O CHs
o

Sekil 2.3. BK2 Schiff bazinin kimyasal yapisi
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2.1.3. BK1 ve BK2 ligandlarindan bakir komplekslerinin sentezi (BK1X ve BK2X)

1 mmol ligand (BK1 i¢in 0,270 gr ya da BK2 icin 0,356 gr) 15 mL etanolde
cozilerek tizerine 1 mmol (0,20 gr) Cu(CH3C0O0)z -2H20’ 1n 10 mL etil alkoldeki ¢ozeltisi
damla damla ilave edilerek geri sogutucu altinda 3 saat kaynatildi. C6ziicii vakum altinda
ucurulduktan sonra toplandi ve soguk su ile yikandi. DMF/eter karisiminda

kristallendirildi.

[Cuz(BK1)z]: Koyu Yesil Kompleks (BK1X); Verim: % 80; E.N.: >350 °C. pesr = 1.39
B.M.; UV (DMF, nm) 314, 330, 384; FT-IR (ATR, cm-1) 3331 b (0-H), 1597 m (C=N-N=C),
1359 (C-N), 1248 s ve 1162 m (C-0-C). Elementel Analiz (%Hesaplanan/bulunan)
C30H24Cu2N406 C: 54.30/53.83, H: 3.65/3.78, N: 8.44/8.33, Cu: 19.15/19.02. (Sekil 2.4)

cd\*g
@w@

Sekil 2.4. BK1X Schiff bazinin kimyasal yapisi

[Cuz(BK2)2]: Yesil Kompleks (BK2X); verim: % 78; E.N.: 325 °C. perr = 1.34 B.M.; UV
(DMF, nm) 313, 330 and 386; FT-IR (ATR, cm1) 1762 (C=0)ester, 1597 (C=N-N=C), 1256
ve 1165 (C-0-C). Elementel Analiz (%Hesaplanan/bulunan) C3gH3sCu2N4+O10 C:
54.61/54.39, H: 4.34/4.41,N: 6.70/6.66, Cu: 15.21/15.06. (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5. BK2X Schiff bazinin kimyasal yapisi

2.2. Calismada Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Schiff baz komplekslerinin memeli hiicre hatlar izerindeki biyolojik aktivitelerini
arastirmak amaciyla gerceklestirilen hiicre kiltiri calismalarinda steril kosullarin
saglanmasi dogru sonuglarin elde edilmesi a¢isindan biiylik 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle, calismada kullanilan bazi cam ve plastik malzemelerin yani sira bazi sivi
malzemelerin aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121°C ve 1,5 atm/Hg basingta
20 dakika, diger cam ve metal malzemelerin ise aliminyum folyolara sarili olarak
sterilizatérde 180°C’de 2 saat siire ile sterilizasyonu saglanmistir. Ayrica; c¢alismada
kullanilan 1siyla bozulabilen sivi kimyasallar 0,2um aralikli seliiloz nitrat filtreden

gecirmek suretiyle sterilize edilmistir.

2.3. Calismada Kullanilan Hiicreler ve Kiiltiir Kogullari

2.3.1. insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D) hiicre kiiltiirii

T-47D hiicreleri (ATCC® HTB-133™); ilk kez 1979 yilinda, gogiis kanseri olgusuna
rastlanan 54 yasindaki bir kadindan, meme duvarinin delinmesi yoluyla, bosluktan
alinan sividan (plevral efiizyon sivisi) izole edilen, epitel hiicre morfolojisine sahip bir
hiicre hattidir (Keydar vd. 1979). T-47D hiicre hatti 0Ostrojen, progesteron,
glukokortikoit ve androjen icin steroid hormon reseptorlerine sahiptir (Ono vd. 1987).
Yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda kullanilan T-47D hiicreleri; Anadolu Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan desteklenen 1502F068 numarali
proje kapsaminda ATCC firmasindan (American Type Culture Collection, Middlesex, UK)

satin alinarak kiiltiire edilmis ve stoklanmistir. Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii
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Hiicre Kiltiri Laboratuvarinda sivi azot tanklar icinde muhafaza edilen hiicrelerdir.
T-47D hiicreleri; %10 Fetal Bovine Serum (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), %1
penisilin-streptomisin soliisyonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ve 1.5 gr/L sodyum
bikarbonat ile 200 tnite/L bovine insiilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) iceren RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medyum
ortaminda ve 75 cm? flasklar icerisinde, 37 °C’de, %5 CO: iceren bir ortamda kiiltiire

edilmistir.

2.3.2. insan meme bezi epitelyum IV. evre adenokarsinoma (HCC1428) hiicre

kiiltiiri

HCC1428 hiicreleri (ATCC® CRL-2327™); ilk kez 1995 yilinda, gogiis kanseri
olgusuna rastlanan ve ailesinde de kanser olgusuna rastlanmis olan (anneannesinde) 49
yasindaki Kafkas irkina mensup bir kadindan izole edilmistir (Gazdar vd. 1998).
HCC1428 hiicreleri cisplatine karsi direncli, metastatik 6zellikte ve IV. evre (asama)
kanser hiicreleri olarak tanimlanmaktadir (Ahmadian vd. 1997, Gazdar vd. 1998, Sakai
vd. 2008). Yiksek lisans tez calismasi kapsaminda kullanilan HCC1428 hiicreleri;
Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan desteklenen
1502F068 numarali proje kapsaminda ATCC firmasindan satin alinarak kiiltiire edilmis
ve stoklanmistir. Anadolu Universitesi Biyoloji B6liimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda
s1v1 azot tanklar1 icinde muhafaza edilen hiicrelerdir. HCC1428 hiicreleri; %10 FBS, %1
penisilin-streptomisin ve 1 gr/L sodyum bikarbonat iceren RPMI-1640 medyum
ortaminda ve 75 cm? flasklar igerisinde, 37°C’de, %5 CO, iceren bir ortamda kiiltiire

edilmistir.
2.3.3. insan gobek bag1 damar endotel (HUVEC) hiicre Kiiltiirii

HUVEC hiicreleri (ATCC® CRL-1730™); ilk kez 1984 yilinda, Jaffe ve arkadaslarinin
1973 yilinda kullandig1 primer endotel hiicre izolasyon metodu modifiye edilerek, insan
gobek bag1 damarindan izole edilerek stoklanmis olan primer 6zellikli ve saghkli damar
endotel hiicreleridir (Jaffe vd. 1973, HoSHI ve McKeehan 1984). HUVEC hiicrelerinin,
damar dokusundan izole edilmeleri nedeniyle in vitro kosullarda da kilcal damar benzeri
veya tlp benzeri yapilar olusturabildikleri bilinmektedir (Lewis 1921, Maruyama 1963).

Yiiksek lisans tezi kapsaminda Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Hiicre Kiiltiirii
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Laboratuvar: hiicre stoklarimizda bulunan HUVEC hiicreleri; daha onceden ATCC
(American Type Culture Collection) firmasindan satin alinarak kiiltiire edilmis ve
stoklanmigtir. Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda sivi
azot tanklari icinde saklanmis olan 4-5 pasaj numarasina sahip hiicrelerdir. Hiicreler icin
uygun kosullarin saglanmasi adina %20 FBS, %1 penisilin-streptomisin soliisyonu, 1.5
gr/L sodyum bikarbonat ve 30 mg/L olacak sekilde, sigir (bovine) hipofiz bezinden izole
edilmis, endotel hiicresi biiyime takviyesi (ECGS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) iceren
Ham’s F12 (Ham’s Nutrient Mixture F12; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medyum
ortaminda ve 75 cm? flasklar icerisinde, 37°C’de, %5 CO, iceren bir ortamda kiiltiire

edilmistir.
2.4. Alamar Blue Hiicre Canlilig: Testi

Alamar blue boyasi1 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA); biyolojik ve ¢evresel
sistemlerdeki sitotoksisite ve hiicre canliigin1 belirlemek gibi ¢esitli ¢alismalarda
yaklasik 50 yildan beri kullanilan bir yontemdir (Rampersad 2012). Alamar blue hiicre
canliligl belirteci; normalde yiikseltgen formda (resazurin sodyum tuzu) bulunan mavi
renkli ve floresan o6zellik gostermeyen bir boya iken, hiicrelerin mitokondriyal
metabolik aktivitelerinden koéken alan dehidrojenazlar ve sitokromlar tarafindan
indirgenerek kirmizi renkli (resofurin sodyum tuzu) ve floresan 6zellik gosteren
indirgenmis forma dontismektedir (Hamid vd. 2004). Suda ¢6ziinebilen bir boya olan
alamar blue; bu renk degisimi sayesinde hem kolorimetrik olarak hem de florometrik
olarak hiicre proliferasyonunun o6l¢tiilmesinde kullanilabilen bir belirte¢c olarak
karsimiza cikmaktadir (Sekil 2.6.)(Lancaster ve Fields 1996, Al-Nasiry vd. 2007). Suda
cozillebilen bir boya olan alamar blue; in vitro calismalarda hiicre canlihgin
belirlemenin yani sira apoptoz, hiicre dongiisii fonksiyonu ve kontroli gibi cesitli
amagclar i¢inde kullanilmaktadir (Al-Nasiry vd. 2007, Rampersad 2012). Yapilan
arastirmalar, alamar blue yonteminin hiicre lizisi ya da ekstraksiyon islemi olmaksizin
tekrar edilebilir, olduk¢ca ekonomik ve en 6nemlisi de hiicreler lizerinde her hangi toksik
etkiye sebep olmamasindan dolayi tstiin 6zelliklere sahip oldugunu belirtmistir (O'brien
vd. 2000). Alamar blue yontemi uygulanirken hiicreler tizerine dogrudan 10 pl/kuyucuk
olacak sekilde alamar blue boyasi hiicreler iizerine eklenebilir ve boylece medyum
degisikligine gerek kalmadan hiicre medyumu tassarufu saglanabilir (Hamid vd. 2004).

Calismalar sirasinda, alamar blue boyasinin dogrudan eklenmesinin medyum icine
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karisarak homojen bir soliisyon olusturmasinda problemler olabilecegi gézlenmis, bu
nedenle de hiicrelere esit seviyede niifuz etmedigi ve boyanin hiicrelere verilmesinden
sonra daha uzun siire inkiibasyona ihtiya¢ duyuldugu (~4 saat) gozlemlenmistir. Bunun
sonucu olarak, tez calismasi kapsaminda elde edilen verilerin daha dogru ve standart
sapmas1 diisiik sonuclar olmas1 amaciyla taze ve homojen bir medyum hazirlanarak
hiicrelere 100 pl/kuyucuk kadar alamar blue boyasi verilmistir. Ayrica oldukea basit ve
hizl1 olan alamar blue yonteminin; kolorimetrik 6l¢iimlerinin yani sira hem florimetrik
hem de UV spektrofotometrede olgiilebilir olmas1 da ayr1 bir avantaj saglamaktadir

(O'brien vd. 2000, Hamid vd. 2004).

Yiiksek lisans tezi kapsaminda; T-47D hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk, HCC1428
hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk ve HUVEC hiicreleri 10x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat siireyle, 37°C ve %5 CO, igeren ortamda
inkiibasyona (belli bir sicaklikta belli bir siire beklemek) birakilmistir. Siire sonunda,
hiicreler schiff bazlarinin metal kompleksleriyle olusturduklar1 bilesiklerin
0.625,1.25,2.5,5,10 uM konsantrasyonlarina 24 veya 48 saat siireyle maruz birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, 10 pl/kuyucuk olacak sekilde Alamar Blue boyasi hiicrelere
verilmis ve hiicreler 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda, canh
hiicrelerin metabolizmasi sonucunda indirgenerek floresan 6zellik kazanan Alamar Blue
miktar1 570 nm dalga boyunda florometrik plaka okuyucuda (SpectraMax® M Series
Multi-Mode Microplate Reader; Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, CA) okutularak
belirlenmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yonliit ANOVA ile post-
hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Aralik degeri olarak

p<0.05 kabul edilmistir.
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Sekil 2.6. Alamar Blue, resazurin ve resorufin sodyum tuzlarinin kimyasal yapisi

Kaynak: Byth, 2001, 5.341
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2.5. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite Ol¢iimii

Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi ol¢iim testleri; cesitli sebeplerle hiicre
membraninda hasar meydana gelen ve bu hasar sonucunda sitoplazmasi bulundugu
ortama sizan hiicrelerin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir; ¢linkii LDH enzimi
hiicre sitoplazmasinda bulunmakta ve hiicre sitoplazmasindan sizan bu enzim
aktivitesine s1zdig1 ortamda da devam edebilmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006). Hasar
goren hiicreler tarafindan bulunduklari ortama birakilan LDH enzimlerinin aktivitesini
belirlemek i¢in; bu ortama laktat molekiilii ve tetrozolium tuzlan ilave edilir. Boylece
LDH enzim aktivitesiyle laktat molekiilleri pirtivat molekiillerine doénitstiirtliirken,
NAD+ molekiilleri NADH+H+ molekiillerine dontisiir, bu molekiillerin tersinmesi
sirasinda ise ortama birakilan tetrozolium tuzlar1 490-500 nm dalga boyundaki 15181
absorbe edebilen formazan tuzlarina dontismektedir (Sekil 2.7) (Fotakis ve Timbrell

2006).

LDH .8

CH; /\ CHs

[aktat NAD- NADH + H Piriivat

NO, NO,

Formazan Tetrozolium

Sekil 2.7. Laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesine bagli hiicre membran hasari belirleme testinin
reaksiyon diyagrami

Kaynak: Fotakis ve Timbrell, 2006, 5.482
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Yiiksek lisans tezi kapsaminda; T-47D hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk, HCC1428
hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk ve HUVEC hiicreleri 10x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat siireyle, 37°C ve %5 CO, igceren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, hiicreler schiff bazlarinin metal
kompleksleriyle olusturduklar bilesiklerin 0.625,1.25,2.5,5,10 pM konsantrasyonlarina
24 veya 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Siire sonunda, her test kuyucugundan 100
ul medyum alinarak yeni bir 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Aktarilan medyumlar
lzerine laktat molekili ve tetrazolium tuzu iceren soliisyon eklenerek 30 dk
inklibasyona birakilmis ve silire sonunda indirgenen formazan tuzlarinin miktar1 490 nm
de ELIZA’da 6lgiilmiistiir. Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yénlii ANOVA
ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar belirlenmistir. Aralik degeri

olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.6. Cift Zincirli DNA (dsDNA) Miktar Analizi

Hiicre canliligini belirleme yontemlerinden biri de; cesitli sebeplerle yasami sona
ermis olan hiicrelerin ortamdan wuzaklastirilmas1 sonrasinda, geride kalan canl
hiicrelerin ¢ift zincirli DNA (dsDNA) miktarinin belirlenmesidir (Ng vd. 2005).
PicoGreen reaktifi ise dsDNA miktarinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilan ve cift zincirli
DNA'’ya baglandiginda yesil renkte floresan 1s1ma yapabilen, ¢ok hassas bir boya olarak
karsimiza ¢ikmaktadir ki 25 pg/ml yogunluga sahip dsDNA miktarim1 belirleyecek
diizeyde bir hassasiyete sahiptir (Rampersad 2012).

Yiiksek lisans tezi kapsaminda; T-47D hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk, HCC1428
hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk ve HUVEC hiicreleri 10x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat stireyle, 37°C ve %5 CO2 iceren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, hicreler schiff bazlarinin metal
kompleksleriyle olusturduklari bilesiklerin 0.625,1.25,2.5,5,10 uM konsantrasyonlarina
24 veya 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, test
bilesiklerini iceren medyum hiicrelerden uzaklastirilmis ve hiicreler 3 kez PBS (Fosfat
tamponlu tuz soliisyonu; Life Technologies, Carlsbad, CA) ile yikanmistir. Plaka zeminine
yapisik halde kalan canli hiicrelerin dsDNA miktarini 6l¢mek i¢in her kuyucuga 5 pl liziz
sollisyonu (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) ve kit icerisinde bulunan 0,5 pl
PicoGreen reaktifi (200x), 2,5 pl TE (Tris-EDTA tampon; 20x) ile hazirlanmis olan 42 pl

PicoGreen sollisyonu eklenmistir. Daha sonra plakalar 30 dakika buz tizerinde inkiibe
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edilmis ve plakalar florometrik plaka okuyucuda 520 nm dalga boyunda okutularak
dsDNA miktarlar1 belirlenmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yonlii
ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Aralik
degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.7. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Ol¢iimii

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS); kisa 6émiirli olduk¢a kiigiik molekiillerdir (Miller
vd. 2007). Hiicre icerisinde bulunan reaktif oksijen tiirevleri; hiicre goci, hiicre
farklilasmasi ve ¢ogalmasi ya da hiicre 6liimii gibi biyolojik olaylarin gerceklesmesinde
onemli roller tistlenmektedirler (Covarrubias vd. 2008). Hiicre icerisinde asir1 derecede
ROS var olmasi ise oksidadif hasara yol agmaktadir (Halliwell 2011). Bu nedenle, hiicre
icerisinde meydana gelen reaktif oksijen tlrevleri cesitli savunma mekanizmalariyla
dengede tutulmaktadir (Miller vd. 2007, Halliwell 2011). Bu dengenin bozulmasi
sonucunda hiicrelerde asir1 derecede reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasi ise protein,
lipit ve niikleik asitler iizerinde hasara yol acarak, hiicreleri 6ltime stiriiklemekte ya da
cesitli hastaliklarin olusmasina yol agmaktadir (Miller vd. 2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6l¢iim test teknigi ise hiicre icerisinde olusan veya
belirli miktarlarda bulunabilen hidroksit, peroksit ve diger ROS tiirevlerinin miktarini
florimetrik olarak 6l¢meye dayanan bir yontemdir. Bu test tekniginde hiicre igine girme
ozelligine sahip olan ve floresan 1s1ma potansiyeline sahip 2' 7’
Dichlorodhydrofluorescin diacetate (DCFH-DA) kullanilmaktadir. Hiicre icine diflizyon
ile gecis yapan DCFH-DA, hiicresel esterazlar tarafindan floresans 6zelligi olmayan 2’ 7’-
Dichlorodihidrofluoresin (DCFH)’e deasitilize olmaktadir. DCFH kompleksi ise hidrojen
peroksidazlar veya lipid peroksidazlar tarafindan okside edilerek, floresan 06zellik
kazanan DCF kompleksini olusturmaktadir. Olusan DCF florimetrik olarak ol¢iilmekte ve
dolayl bir sekilde hiicre icinde olusmus olan ROS miktar: belirlenmektedir (Sekil 2.8.)
(Yang vd. 1998).
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Sekil 2.8. DCF-DA molekiiltiniin hiicre icindeki metabolizmast ve ROS aktivitesi sonucu DCF olusumu
Kaynak: Russo ve ark, 2008, s. 58
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Yiksek lisans tez calismas1 kapsaminda schiff bazlarinin metal kompleksleriyle
olusturduklar bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinin hiicre icerisinde biriken ROS
miktar1 lizerine aktivitelerini belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu siyah dipli plakalara
(Greiner Cellstar®; Greiner Bio-One North America Inc., North Carolina, USA); T-47D
hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk, HCC1428 hiicreleri 15x10° hiicre/kuyucuk ve HUVEC
hiicreleri 10x10? hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat
stireyle, 37°C ve %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda,
hiicreler test bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24 veya 48 saat siireyle
maruz birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, test bilesiklerini iceren medyum
hiicrelerden uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Daha sonra, hiicreler
lzerine Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda serum icermeyen medyum iginde
hazirlanan DCFH-DA boyas1 verilerek 15 dakika stireyle inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon siiresi sonunda DCF molekiliiniin miktar: florometrik elizada 480/530 nm
dalga boyunda okutulmustur. Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yoénlii

ANOVA testi kullanilmis ve Microsoft Excel kullanilarak grafikler hazirlanmistir.
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2.8. Kaspaz-3 Aktivite Ol¢iimii

Kaspazlar programlanmis hiicre olimiuniin gerceklesmesinde o6nemli roller
tstlenen enzimlerdir (Porter ve Janicke 1999). Sistein protez ailesine ait olan kaspazlar;
kimi zaman cesitli dis uyaricilar araciligiyla tetiklenen apoptozun gerceklesmesinde
sentetik veya dogal inhibitorler olarak gorev alirken, kimi zamanda cesitli proteolitik
yikimlar sonucu apoptozun meydana gelmesinde onciiliik etmektedirler (Chang ve Yang
2000). Bu zamana kadar yaklasik 14 farkli kaspaz enzimi tanimlanmakla birlikte;
kaspazlar kendi aralarinda inflamatuar, baslatici ve islemci olmak iizere ili¢ gruba
ayrilmaktadirlar (Lavrik vd. 2005). Islemci kaspazlar arasinda degerlendirilen kaspaz-3
ise DNA fragmentasyonuna, apoptotik hiicrelerin olusmasina ve Kkromatin
yogunlasmasina sebep olan en 6nemli enzimler arasinda yer almaktadir (Porter ve
Janicke 1999). Kaspaz-3 enzimi; apoptoz araciligiyla gerceklesen bircok morfolojik
degisikliklerden sorumlu olmasinin yani sira farkl hiicre tiplerinde veya dokularda
cesitli uyarilar araciigiyla aktif hale geldiginden programlanmis hiicre o6liimiiniin
gerceklestigini gosteren bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir (Porter ve Janicke 1999,
Gules ve Eren 2008). Kaspaz kolorimetrik assay kit ise apoptozun belirlenmesinde
kullanilan olduk¢a kolay yontemlerden birisidir (Jerome vd. 2003). Ortamda bulunan
kaspaz-3'lin; acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidin substratini (Ac-DEVD-pNA) hidroliz
etmesi sonucu p-nitroanilin (pNA) salinmasiyla apoptuzun kolorimetrik 6lgiimu
prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.9). Substrattan salinan pNA'nin 405 nm’de yiiksek
absorbans  gostermesi  sonucuyla da  kaspaz-3  aktivasyonunun = 6l¢iimii

gerceklesmektedir.

Caspase 3
Ac-DEVD-pNA ——= Ac-DEVD + pNA

Sekil 2.9. Kaspaz-3 aktivasyonu sonucu p-nitroanilin olusmasi

Kaynak: Cohenve ark, 1997, s.6
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Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda schiff bazlarinin farkli konsantrasyonlarinin
apoptoz iizerindeki etkilerini belirlemek adina; T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri tli¢
milyon olacak sekilde 25 cm?lik flasklara ekilerek 24 saat siireyle, , 37°C ve %5 CO,
iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, hiicrelerin test bilesiklerinin
0.625,1.25,2.5 pM konsantrasyonlarina 24 saat maruz kalmasi saglanmistir. Test
bilesiklerine maruz kalan hiicreler sonrasinda tripsin ile kaldirilarak, kaldirma islemi
sirasinda PBS, PBS-EDTA (etilendiamin tetraasetik asit igceren fosfat tamponlu tuz
sollisyonu) vs hepsi ayni santrifiij tlipii icerisine konularak 2500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonrasinda ¢6ken hiicreler 200 ul PBS icerisinde ¢oziilerek 1,5
ml’lik santrifij tiipline aktarilip, 1600 g’de 1 dakika santrifiij islemi uygulanarak PBS
uzaklastirilmistir. Hiicreler 100 pl 1x lisiz buffer icerisinde slispanse edilerek, 15-20
dakika buz tlizerinde inkiibasyona maruz kalmis ve beklenen siire sonunda hiicre lizati
15 dakika 4 °C’de 1600 g'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen

siipernatant ise 450 nm absorbansda kolorimetrik olarak él¢tilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.2. Alamar Hiicre Canlilig1 Belirleme Testi Sonuc¢lar:

Sentezlenen BK1, BK1X, BK2 ve BK2X schiff bazlarinin ge¢is metal kompleksleri;
(T-47D) insan meme epitelyum duktal karsinoma, (HCC1428) insan meme epitelyum 4.
asama denokarsinoma, (HUVEC) insan gobek bag1 damar endotel hiicreleri kullanilarak
alamar blue yontemi ile hiicrelerin canlilig1 belirlenmistir. Schiff bazlarinin farkli metal

komplekslerinin yani sira pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmistir.

BK1, BK1X, BK2 ve BK2X kompleksinin 0.625,1.25,2.5,510 uM
konsantrasyonlarinin hiicre canliligi tlizerine olan aktiviteleri incelendiginde; kiigiik
yapili bilesiklerin, farkli dokulardan izole edilen kanser hiicreleri iizerine toksik
aktivitesinin saglikli endotel hiicreleri lizerine olan toksik aktivitesinden daha fazla
oldugu belirlenmistir. T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma hiicreleri diger
hiicre hatlarina gore daha fazla etkilenerek, canliliklarinda artan konsantrasyonlarina ve
zamana bagiml olarak bir azalma gozlenmistir. Farkli test maddeleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda; BK1X kompleksi BK1 kompleksine gore, BK2X kompleksi ise BK2
kompleksine gore kanser hiicreleri tizerinde daha etkili toksik aktiviteye sahiptir.
Ozellikle de BK2X kompleksi; diger schiff bazlarinin metal komplekslerinden daha etkili
sitotoksik aktivite sergilemektedir. BK2 ve BK1 schiff baz komplekslerinin ise hiicre
hatlarinin canlilig1 tizerine etkileri birbirine olduk¢a yakin olmakla birlikte BK1

kompleksinin daha az aktivite sergiledigi sonucuna ulagilmistir.

Test bilesiklerinin toksik aktivitesi; pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinle
kiyaslandiginda kanser hiicrelerinin canlilig1 tizerinde oldukga etkili olmaktadirlar. Test
bilesiklerinin saglikli hiicre hatti1 iizerine olan etkileri ise BK1 ve BK2 maddelerinde

pozitif kontroliin degerlerine daha yakin olmaktadir (Sekil 3.1-3.2-3.3-3.4- 3.5).
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Sekil 3.1. Cisplatinin

Cisplatin Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

Zaman (saat)

Cisplatin Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

Zaman (saat)

Cisplatin Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

Zaman (saat)

insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D),

@ DMSO
0,625 uM
41,25 um
42,5 uM
E5umM
10 uM

4 DMSO
0,625 uM
1,25 uM
42,5 um
5uM
10 puM

W DMSO
0,625 um
1,25 uM
“2,5uM
H5uM
10 uM

meme faz 4

adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin alamar blue

yontemiyle hiicre canliliginin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK1 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

120 -
100 A
g 20 | W DMSOo
g 0,625 umM
Q 60 A
v 1,25 uM
cu -
g % 42,5 uM
20 - H5uM
0 - 10 uM
Zaman (saat)
BK1 Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100
g 20 W DMSO
g 0,625 uM
S 60
v 41,25 uM
=§ 40
I 42,5umM
20 H5uM
0 10 uM
Zaman (saat)
BK1 Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100
g 80 W DMSO
g 0,625 uM
Qo 60
L 1,25 uM
]
2 40 42,5uM
20 H5uM
0 @10 uM

Zaman (saat)

Sekil 3.2. BK1 kompleksinin insan meme bezi epitelpyum duktal karsinoma (T-47D), meme faz 4
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin alamar blue

yéntemiyle hiicre canliliginin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkhiliklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.3.

BK1X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

120 -
100
g 20 W DMSO
g 0,625 uM
S 60
v M1,25 um
]
g 42,5uM
20 M5 um
0 10 uM
Zaman (saat)
BK1X Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100 -
=:_; 80 @ DMSO
g 0,625 uM
S 60
© 1,25 uM
-U -
':i-':‘ 40 42,5umM
20 |5 uM
0 10 uM
Zaman (saat)
BK1X Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100 .
- i * W DMSO
2 20 - = ¥ o
g I 0,625 uM
Qo 60 4 e
L 1,25 uM
.‘J -
g = 42,5uM
20 A * * L |5 MM
@10 uM

Zaman (saat)

BK1X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme faz 4
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin alamar blue
yéntemiyle hiicre canliliginin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

120 4
100
g 20 i DMSO
s 0,625 uM
S 60
L 41,25 uM
S
g% 42,5 uM
20 5 uM
0 10 uM
Zaman (saat)
BK2 Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
)  DMSO
E 0,625 uM
v 1,25 uM
0
'::E 42,5umM
H5umM
10 uM
Zaman (saat)
BK2 Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
5=y @ DMSO
E 0,625 uM
© 1,25 uM
o
2 42,5 uM
H5um
10 uM

Zaman (saat)

Sekil 3.4. BK2 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme faz 4
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin alamar blue

yontemiyle hiicre canliliginin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

120 -
100 -
1% 80 - @ DMSO
‘E‘ 0,625 uM
S 60
w 41,25 um
-u -
g w0 42,5uM
20 H5uM
0 - 10 uM
Zaman (saat)
BK2X Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100
e * *
2 a0 ol ., @ DMSO
S * 0,625 uM
S 60 - = .
g 1,25 uM
-u -
s % . 42,5uM
20 - * A . H5uM
10 um
Zaman (saat)
BK2X Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
120 -
100
= *
F g0 | . . @ DMSO
= I e 0,625 uM
S 60 * K
Y = 41,25 uM
S 40 *
T . x 42,5uM
20 * * H5uM
10 uM

Zaman (saat)

Sekil 3.5. BK2X kompleksinin insan meme bezi epitelpum duktal karsinoma (T-47D), meme faz 4
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin alamar blue

yontemiyle hiicre canliliginin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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3.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite Ol¢iimii

LDH aktivite Olciim testlerinde, alamar blue yonteminden farkli olarak, hiicre
canliligini belirlemek yerine, hiicre memraninda hasar olusan ve sitoplazmasi
bulundugu ortama sizan hicrelerin miktarinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir. Yiiksek
lisans tezi kapsaminda pozitif kontrol ile birlikte sentezlenen schiff bazlarinin metal
komplekslerinin; HCC1428, T-47D ve HUVEC hiicreleri lizerinde olusturduklar: hiicre

membran hasar1 LDH kiti kullanilarak belirlenmistir.

LDH aktivite oOl¢lim testlerinin sonuglar1 incelendiginde; BK2X kompleksinin
hiicrelerin membran biitlinliigiini diger schiff bazlarinin metal komplekslerine gore
daha fazla bozdugu, BK1 kompleksinin ise diger bilesiklere gére daha az toksik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Test maddelerinin toksik aktivitesi kendi aralarinda
degerlendirildiginde; birbirlerinin tiirevi olan BK1X kompleksinin BK1 kompleksine,
BK2X kompleksinin ise BK2 kompleksine gore daha fazla LDH aktivitesi sergiledigi
gozlenmistir. Ayrica; saglikli hiicre hatt1 lizerinde daha az toksik aktivite gézlenmesinin
yani sira HCC1428 hiicre hattinin schiff bazlarinin metal komplekslerinden T-47D hiicre
hattina gore daha az etkilendigi sonucuna ulasilmistir. Her bir bilesik pozitif kontrole
kiyasla kanser hiicre hatlarinda daha fazla LDH aktivitesine sebep olurken, saglikli hiicre
hatt1 lizerinde ise BK1 ve BK2 test maddelerinin pozitif kontrole daha yakin toksik etki
sergiledigi gozlenmistir. (Sekil 3.6-3.7-3.8-3.9-3.10).

41



Sekil 3.6.

Cisplatin Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

140 -
E 120 4 * - *
% 100 A E DMSOo
§ 80 0,625 uM
E 60 - 41,25 uM
E 40 42,5uM
£ 20 5 uM

0 @10 uM

Zaman (saat)
Cisplatin Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
140 -

5 120
§ 100 A  DMSO
E 80 - 0,625 uM
E 60 - 1,25 uM
E 40 - 42,5uM
2 20 1 H5uM

0 - i0um

Zaman (saat)
Cisplatin Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
160 -

% 140
§ 120  DMSO
% 1:2 0,625 uM
§ 60 1,25 uM
g 40 12,5 uM
2 20 H5uM

/] 10 uM

Zaman (saat)

Cisplatinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz adenokarsinoma
(HCC1428), gobek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin membran biitiinliigii lizerine
aktivitesinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklar: géstermektedir.

Anlamhilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.7.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Hiicre Membran Hasarn

160
140 -
120 A
100
80 A
60
40
20 -

Hiicre Membran Hasart

180 -
160 A
140 -
120 A
100 A
80 -
60
40 1
20 -

Hiicre Membran Hasari

BK1 Kompleksinin

T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK1 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz

adenokarsinoma (HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin membran

biitiinliigii iizerine aktivitesinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli

farkhiliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK1X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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Sekil 3.8. BKI1X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma (HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin membran
biitiinliigii lizerine aktivitesinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gdére anlamli

farkliliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.9.

160
140
120
100
80
60
40
20

Hiicre Membran Hasari

160 -
140 A
120 -
100 -
80 A
60 -
40 A
20 A

Hiicre Membran Hasar

160 -
140 A
120
100 -

Hiicre Membran Hasari

- 888388

BK2 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

Zaman (saat)

BK2 Kompleksinin

¥ ¥

*

Zaman (saat)

BK2 Kompleksinin

*

HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

*

HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

*
=

24 48
Zaman (saat)

*

*

@ DMSO
0,625 uM
1,25 uM
42,5 uM

|5 um
10 umM

W DMSO
0,625 uM
1,25 uM
42,5umM
5 uM
W10 um

@ DMSO
0,625 uM
41,25 uM
42,5uM
5 uM
10 pum

BK2 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz

adenokarsinoma (HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin membran

biitiinliigii iizerine aktivitesinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gdére anlaml

farkhiliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.10.

BK2X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK2X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma (HCC1428), gdbek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin membran
biitiinliigii iizerine aktivitesinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli

farkhiliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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3.4. PicoGreen Cift Zincirli DNA (dsDNA) Miktar Tayini

Yeni sentezlenen schiff bazlarinin metal komplekslerinin; T47D, HCC1428 ve
HUVEC hiicrelerinin canlilig1 iizerine aktiviteleri, Picogreen reaktifi kullanilarak cift
zincirli DNA (dsDNA) miktar tayini yontemiyle de belirlenmistir. Elde edilen sonuclar,
diger test yontemleri sonunda elde edilen verilere yakin olmakla birlikte; test
maddelerinin pozitif kontrole kiyasla kanser hiicreleri lizerinde daha fazla etkili oldugu
DNA(sDNA) miktar tayin yontemiyle de gézlenmistir. Buna ek olarak schiff bazlarinin
metal kompleksleri kendi aralarinda kiyaslandiginda; artan konsantarasyonlara ve
zamana bagh bir sekilde BK2X kompleksinin kanser hiicreleri iizerinde en etkili, BK1

kompleksinin ise en az etkili oldugu gozlenmistir. (Sekil 3.11-3.12-3.13-3.14-3.15).
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Sekil 3.11.

Cisplatin Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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0 - M10umMm
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HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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=
o p
g e DMSO
s g “
s 0,625 uM
3 60 -
= 1,25 uM
S 40 -
£
& 42,5 uM
& 201 o5 uM
0 10 uM

Zaman (saat)

Cisplatinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinin canliligi iizerine
aktivitesinin cift zincirli DNA miktar tayini ile belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlamli farkliliklar: géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.12.

BK1 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK1 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinin canliligi lizerine
aktivitesinin cift zincirli DNA miktar tayini ile belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.13.

BK1X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK1X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinin canliligi lizerine
aktivitesinin cift zincirli DNA miktar tayini ile belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlamli farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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Sekil 3.14.

BK2 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK2 Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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BK2 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinin canliligi lizerine
aktivitesinin cift zincirli DNA miktar tayini ile belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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Sekil 3.15. BK2X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinin canliligi iizerine
aktivitesinin cift zincirli DNA miktar tayini ile belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére

anlaml farkhiliklar: géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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3.5. Hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikiminin 6l¢iimii

Hiicrelerde yeterli miktarda var olan reaktif oksijen tiirevleri; hiicre i¢i sinyal
iletiminde, hiicrelerde gerceklesen ylkseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin
diizenli bir sekilde ilerlemesinde gorev almaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin diizensiz
bir sekilde olusmasi ise bu bilesiklerin niikleik asitlerle, proteinlerle ve lipitlerle
etkilesime girerek oksidadif hasarin olusmasina neden olmaktadir. Oksidadif hasar da
hiicrelerde apopttik yolaklarin veya nekrotik yolaklarin aktivasyonuna yol agmaktadir.
Bu nedenle; hiicre icerisinde meydana gelen reaktif oksijen tiirevlerinin miktarinin
bilinmesi 6nem arz etmektedir. Yiiksek lisans tezi kapsaminda, yeni sentezlenen schiff
bazlarinin metal komplekslerinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D),
(HCC1428) insan meme bezi epitelyum IV. asama adenokarsinoma ve insan gébek bagi
damar endotel (HUVEC) hiicreleri tizerinde olusturduklar reaktif oksijen tiirlerinin
miktar1 Uzerine etkileri DCFH-DA (2’ 7’-Diklorohidrofloresin diasetat) molekiilii
kullanilarak belirlenmistir. Yiiksek lisans tezi kapsaminda yapilan ¢alismada; test
bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24 ve 48 saat silireyle maruz kalan
hiicrelerde zamana bagli olarak reaktif oksijen tlrevlerinde artis gozlenmistir. Yeni
sentezlenen schiff bazlarinin metal komplekslerine maruz kalan insan meme bezi
epitelyum duktal karsinoma (T47D) hiicre hattinin, insan meme bezi epitelyum IV.
asama adenokarsinoma (HCC1428) hiicre hattina gore daha c¢ok reaktif oksijen
tiirevlerinin olusmasi1 s6z konusudur. Birbirlerinin tiirevi olan schiff bazlarinin
kompleksleri kendi aralarinda kiyaslandiginda; BK2X kompleksi, BK2 kompleksine gore
ve BK1X kompleksi ise BK1 kompleksine gore daha fazla reaktif oksijen tiirevlerinin
olusmasina neden olmustur. Ayrica; BK2X kompleksinin diger schiff bazlarinin metal
komplekslerine kiyasla daha fazla reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina yol actig1 ve
BK2 kompleksinin ise hiicre hatlar1 lizerinde en az reaktif oksijen tilirevlerinin
olusmasina yol actif1 belirlenmistir. Elde edilen verilerde; 48 saatlik zaman dilimi
sonrasinda BK2X kompleksinin toksik olmayan dozlarinin hiicre hatlar iizerine olan
etkileri incelendiginde, 2,5 uM’luk dozda reaktif oksijen tiirevlerinin miktarinda dusts
gozlenmektedir. Bunun nedeni ise zamana ve doza bagimli olarak hiicre 6limi
gozlenmektedir ki bu da reaktif oksijen tiirevlerinin 6lciiliirken sonuglar etkilemektedir.
Buna ek olarak test maddelerinin toksik olmayan konsantrasyonlarinin saghikl hiicre
hatt1 lizerine olan etkileri incelendiginde daha az reaktif oksijen miktar1 olusturmaktadir

(Sekil 3.17-3.18-3.19-3.20).
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BK1 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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Sekil 3.16. BK1 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gobek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinde meydana gelen
ROS birikimi iizerine aktivitelerinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml

farkhiliklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK1X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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Sekil 3.17. BK1X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinde meydana gelen
ROS birikimi iizerine aktivitelerinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml

farkliliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2 Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi

500 - .
400 - -
5 *
£ 300 1 *  DMSO
§ 200 40,625 um
= 41,25 um
100
42,5umM
0
Zaman (saat)
BK2 Kompleksinin
HCC1428 Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
300 -
* *
250 - J—
S 200
£ 4 DMSO
150
E 0,625 uM
g 100
41,25 uM
30 42,5 uM
0
Zaman (saat)
BK2 Kompleksinin
HUVEC Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
450 -
400 -
_ 350
5 300
é 250 4 DMSO
S 200 0,625 uM
Q 150
100 141,25 uM
50 42,5 uM
0

Zaman (saat)

Sekil 3.18. BK2 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gobek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinde meydana gelen
ROS birikimi iizerine aktivitelerinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli

farkliliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2X Kompleksinin
T-47D Hiicreleri Uzerine Aktivitesi
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Sekil 3.19. BK2X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gobek bagi damar endotel(HUVEC) hiicrelerinde meydana gelen
ROS birikimi iizerine aktivitelerinin belirlenmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml

farkliliklar géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05.
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3.6. Kaspaz-3 Aktivite Ol¢iimii

Programlanmis hiicre 6liimu; hiicrelerin kendi kendinin yikimini gerceklestirdigi
fizyolojik bir olaydir ve ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre i¢i dengenin saglanmasi, gesitli
hastaliklarin (kanser vb.) olusmasinin engellenmesi, ndérodejeneratif bozukluklarin
(alzheirmar hastaligi vb.) ortadan kaldirilmasi adina 6nem arz etmektedir. Cesitli i¢ ve
dis etkenler araciligiyla uyarilan apoptoz, hiicrelerde bir dizi biyokimyasal ve morfolojik
degisikliklere yol ag¢maktadir. Apoptozun gerceklestigi  hiicrelerde; DNA
fragmantasyonlari, baz1 enzimlerin aktivasyonu ve sinyal yolaklarinin uyarilmasi gibi
biyokimyasal degisiklikler s6z konusu olurken, bir yandan da kromatin yogunlasmasi,
hiicrelerin sitoplazmik icgerigini kaybederek biiziilmesi veya apoptotik parcalarin
olusmasi gibi morfolojik degisiklikler s6z konusudur. Bu degisiklikler g6z o6niinde
bulundurularak gilintimiize kadar apoptozu belirlemek adina ¢esitli ydntemler
gelistirilmis ve bu yontemler bircok calismaya konu olmustur. Kaspaz-3 aktivite 6l¢iim
test teknigi de bu yontemlerden birisi olmakla birlikte en ¢ok tercih edilen giivenilir
yontemler arasinda degerlendirilmektedir. Bu nedenle de ytiksek lisans tezi kapsaminda
schiff bazlarinin toksik olmayan konsantrasyonlarinin, insan meme bezi epitelyum
duktal karsinoma (T-47D), (HCC1428) insan meme bezi epitelyum IV. asama
adenokarsinoma ve insan gobek bagi damar endotel (HUVEC) hiicreleri lizerine olan
apoptotik etkileri, kaspaz-3 aktivite 6l¢liim test teknigi kullanilarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler; yeni sentezlenen BK1, BK1X, BK2 ve BK2X schiff baz
komplekslerinin toksik olmayan konsantrasyonlarinin kanser hiicre hatlar1 lizerinde
saglikli hiicre hattina goére daha fazla apoptotik aktivite sergiledigini gostermistir. Test
maddelerinin sisplatine karsi direnclilik gosteren HCC1428 hiicre hattinda, T-47D hiicre
hattina gore daha az kaspaz-3 aktivitesi sergiledigi gozlenmistir. Birbirlerinin tiirevi
olan BK1 ve BK1X kompleksleri kendi aralarinda kiyaslandiginda ise; BK1X
kompleksinin kanser hiicre hatlar1 iizerinde daha fazla apoptotik etki sergilemesine
ragmen saglkl hiicre hatti1 lizerinde BK1 kompleksiyle benzer aktivite sergiledigi
sonucuna ulasilmistir. Ayrica BK1X kompleksinin 1,25-2,5 pM konsantrasyonlari; BK1
kompleksine gore hem kanser hiicre hatlarn tlizerinde daha fazla toksik aktivite
sergilemesi hem de saglkli hiicre hatti lizerinde BK1 kompleksi ile benzer etki
gostermesinden dolay1 6nem arz etmektedir.

BK2 ve BK2X komplekslerinin kaspaz-3 aktivite o6l¢lim test sonuglari

incelendiginde ise BK2X kompleksinin kanser hiicreleri tizerinde daha fazla apoptotik
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etkiye neden oldugu gézlenmistir. BK2 kompleksinin toksik olmayan konsantrasyonlari
kendi aralarinda kiyaslandiginda; 2,5 pM konsantrasyonunun kanser hiicre hatlar
lizerinde daha fazla kaspaz-3 aktivitesi sergiledigini ve diger konsantrasyonlarin da
birbirine yakin degerler oldugu gozlenmistir. BK2 kompleksinin HUVEC hiicre hatti
lizerinde kaspaz aktivitesi incelendiginde, elde edilen veriler farkli konsantrasyonlarin
birbirine yakin degerlere sahip oldugunu gostermektedir.

Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda sentezlenen test maddeleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde farkl hiicre hatlari lizerinde en etkili kaspaz-3 aktivitesinin BK2X
kompleksine ait oldugu sonucuna ulasilmistir. Kaspaz-3 aktivitesinin en az oldugu deger

ise BK2 bilesiginde elde edilmistir (Sekil 3.21-3.22-3.23).
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BK1 Kompleksinin
Apoptoz Uzerine Aktivitesi

200 - *
=
S 150 ,,,
= % *
S - W DMSO
n 100
3 0,625 uM
Q
3 50 1,25 uM
=

“2,5uM
i}
HCC1428 T-47D HUVEC

Hiicre Tipi
Sekil 3.20. BK1 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma (HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin olctimii. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkhiliklart géstermektedir.

Anlamhilik degeri p<0,05.

BK1X Kompleksinin
Apoptoz Uzerine Aktivitesi
250 -
- a * *
:§ 200 * .
X
S 150 - * u DMSO
0 * K =
S 100 - 0,625 uM
Q
@ 41,25 um
€ 50 - K
“2,5um
0 -
HCC1428 T-47D HUVEC

Hiicre Tipi
Sekil 3.21. BK1X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin élctimii. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamh farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05.
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BK2 Kompleksinin
Apoptoz Uzerine Aktivitesi

200 - *

S 150 A * *

L = -

— * * *

s 4 DMSO

o 100 - v |V

& 0,625 uM

Q

§ 50 1,25 uM
12,5 uM

0 -
HCC1428 7-47D HUVEC

Hiicre Tipi
Sekil 3.22. BK2 kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin olgiimii. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklart géstermektedir.

Anlamhilik degeri p<0,05.

BK2X Kompleksinin
Apoptoz Uzerine Aktivitesi
250 -
s *
S 200 - * * v
:g = x
S 150 A i DMSO
[3s]
N 100 1 0,625 uM
g 1,25 uM
€ 50 - e
42,5 uM
0 .
HCC1428 T-47D HUVEC
Hiicre Tipi

Sekil 3.23. BK2X kompleksinin insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D), meme 4. faz
adenokarsinoma(HCC1428), gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin 6lciimii. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamh farkliliklar1 géstermektedir.

Anlamhilik degeri p<0,05.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser; uzun stireden beri ¢esitli calismalara konu olmakla birlikte kesin ¢6ziim
bulunamayan ve kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra milyonlarca insanin o6liimiine
sebep olan saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011,
Ferlay vd. 2015).  Yaklasik olarak 200’tin {izerinde farkli kanser vakasi oldugu
bilinmekle birlikte meme kanseri bayanlar arasinda en yaygin rastlanan kanser
hastaliklar1 arasinda yer almaktadir (Chauthe vd. 2015, Parker vd. 2016). Elde edilen
bilgilere gére meme kanserinin, bayanlarda go6zlenen diger kanser vakalar1 ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak % 23’tinii olusturdugu ve bu rakamin da %16’sinin
olimle sonuglandig1 bilinmektedir (Deodware vd. 2016). Meme kanseri gibi cesitli
kanser vakalariyla miicadele etmek ve kanser hastaliklarindan kaynaklanan o6lim
oranlarini azaltmak adina radyoterapi, hormon tedavileri, cerrahi miidahaleler ve
kemoterapi gibi c¢esitli tedavi yontemlerine basvurulmaktadir (Lugmani 2005,
Maruthanila vd. 2016, Lukong 2017). Tercih edilen tedavi yontemleri arasinda, 6zellikle
de kanserin erken asamalarinda, kemoterapi en yaygin kullanilan yontemler arasinda
yer almaktadir (Luo vd. 2016). Ila¢ tedavisi olarak tanimlanan kemoterapide; hasta
tedavilerinde bir veya birden fazla ilacin kombinasyonuna basvurularak tedavinin
gerceklesmesi prensibi yatmaktadir (Lugmani 2005). Giintimiizde de kanserle miicadele
etmek adina; kemoterapi tedavilerinde cesitli anti kanser ajanlar kullanilmaktadir fakat
kanser hastaliginin kesin ¢6ziimii s6z konusu degildir (Bruijnincx ve Sadler 2008, Freire
vd. 2015, Singh vd. 2017a). Basvurulan tedavi yontemlerinin hastalar iizerinde yetersiz
kalmasinin yani sira gesitli yan etkilerin gézlemlenmesi de tedaviyi olumsuz yonde
etkileyen ciddi bir problemdir (Chabner ve Roberts 2005). Meme kanseri gibi cesitli
kanser vakalarinda kemoterapi tedavileri sonrasinda goézlenen sa¢ dokiilmesi, mide
bulantisi, gastrointestinal bozukluklar, kemik yapilarinda meydana gelen hasarlar, ilag
direncliligi gibi cesitli yan etkiler s6z konusu olmaktadir (Pérez-Herrero ve Fernandez-
Medarde 2015, of Aguiar vd. 2016). Kemoterapide meydana gelen direnclilik ise var olan
bu yan etkilerden en onemlisidir ve kanser hastalarinin tedavi siirecini sekteye
ugratmaktadir (Fraczek vd. 2016). Istenmeyen yan etkileri ortadan kaldirilmak ve hasta
tedavilerinde olumlu sonuclar elde etmek adina anti kanser ajanlar lizerine yapilan
calismalar bilim dinyasinin ana hedefleri arasindadir (Shapira vd. 2011, Alfarouk vd.

2015). Yeni anti kanser ajanlarin gelistirilmesi adina farkli yaklasimlar s6z konusu olsa
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da yapilan bilimsel arastirmalarin ¢ogunda metal tiirevli ajanlar ilgi odagi olmaktadirlar
(Bruijnincx ve Sadler 2008). Metallerin; ila¢ etken maddeleri olarak yogun bir sekilde
ilgi gobrmelerinin ana sebebi ise hiicre i¢in gerekli olan biyokimyasal olaylarin kusursuz
bir sekilde gerceklesmesine olanak saglamalaridir (Frezza vd. 2010). Bu nedenle;
kemoterapotik ajan olarak farkli metal kompleksler iizerine yapilan arastirmalar,
ozellikle de cisplatinin anti kanser aktivitesinin kesfedilmesinden bugiine kadar, modern
biyokimyanin ¢alisma konusu haline gelmistir (Ott ve Gust 2007, Wimberger vd. 2011).
1960 yilinda Rosenberk ve arkadaslarinin cisplatin kompleksini kesfetmesi,
kemoterapide onemli gelismelere 6nciilikk etmis ve uzun siire boyunca yapilan bilimsel
arastirmalarin bircogu yeni platin turevli anti kanser ajanlar tuzerine olmustur
(Rosenberg ve Vancamp 1969)(Florea ve Biisselberg 2011, Wani vd. 2016). Cisplatin
kompleksinin kesfedilmesinden sonra karboplatin, oksaliplatin, nedaplatin ve loplatin
gibi cesitli platin tiirevli ilaclar kesfedilip, kanser hastalar1 tlizerine uygulamaya
konulmustur (Bruijnincx ve Sadler 2008). Tedavi slireci boyunca belli periyotlarla
kullanilan bu ilaglar ¢esitli molekiilleri ( DNA, RNA, protein) yada hiicre igerisinde
gerceklesen biyolojik olaylar1 (replikasyon, transkripsiyon, apoptotik yolaklar gibi..)
hedef alarak, dogrudan veya dolayli yoldan kanser hiicreleri iizerinde etki
gostermektedir (Lugmani 2005, Paul vd. 2015, Banerjee vd. 2016, Lee vd. 2016).
Cisplatin de genotoksik ajanlar igerisine dahil olmakla birlikte kanser hiicrelerinin
genetik materyali ilizerinde etkili olmaktadir (Florea ve Biisselberg 2011). Cisplatin,
DNA'’da bulunan guanin bazlarina monofonksiyonal ya da interstand (i¢ dayanak) ¢apraz
baglanarak kanser hiicrelerinin genetik materyali Uizerinde degisikliklere yol agmaktadir
(Zamble ve Lippard 1995). Farkli kanser hiicre hatlar1 ise cisplatinin aktivitesini
azaltmak adina DNA tamir mekanizmalar1 basta olmak iizere cesitli mekanizmalari
devreye sokarak canliligini devam ettirmekte ve tedaviye direnclilik gostermektedir
(Zamble ve Lippard 1995, Fraczek vd. 2016). Yapilan ¢alismalar; farkli kanser hiicre
hatlarinin anti kanser ajanlarin aktivitesine, DNA tamir mekanizmalariyla, epigenetik
mekanizmalarla veya apoptoza karsi direnclilik gostererek, kimi zamanda ilag
inaktivasyonuna neden olarak karsi koyduklarini belirtmistir (Housman vd. 2014).
Kemoterapi  tedavilerinde  direnclilifi = meydana  getiren = mekanizmalarin
gerceklesmesinde veya tedavinin etkili bir sekilde ilerlemesinde hiicrelerde bulunan
genetik materyal ise 6nemli roller listlenmektedir (Zamble ve Lippard 1995, Florea ve

Biisselberg 2011). Bu nedenle; DNA her daim yeni anti kanser ajanlarin gelistirilmesinde
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hedef nokta olmaktadir (Palermo vd. 2015). Elde edilen bilgiler dogrultusunda, yapilan
calismalar da platin kompleksi icermeyen, DNA ile kolaylikla etkilesime gecebilen
oldukg¢a kiiciik molektiller olarak kabul edilen yeni metal tiirevli ila¢ etken maddeleri

lizerine olmaktadir (Ott ve Gust 2007, Poonia vd. 2016).

Schiff bazlar1 da DNA ile oldukga kolay bir sekilde koordinasyona girebilen kiiciik
molekiller olarak bilinmektedirler (Poonia vd. 2016). Essiz 6zelliklere sahip olan schiff
bazlar1 aldehit ve primer aminlerin kondenzasyon reaksiyonu sonucunda olusan
bilesiklerdir (Giingor ve Giirkan 2010). ilk olarak 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan
sentezlenen schiff bazlar;; RN=CR’R” kimyasal yapisina sahiptirler ve yan gruplarinda
(RR,R”) aril, heteroaril, sikloalkil ve alkil olmak tlizere cesitli kimyasal yapilari
barindirabilirler (Hameed vd. 2016). Ayrica schiff bazlari, sahip olduklar1 kimyasal
yapilart sayesinde dogal biyolojik sistemlerde bulunan yapilarla benzerlik
gosterdiklerinden dolayr inorganik kimyanin ve modern koordinasyon kimyasinin
gelismesinde onemli roller tistlenmislerdir (Yan vd. 2015b, Mahmoud vd. 2016). Schiff
bazlarinin yapilarinda bulunan azot ve oksijen, canlilarda bulunan genetik materyal ile
yakin benzerlik gosterdiginden dolay1 biyolojik siireclerde gerceklesen olaylarin
modifikasyonuna (degisikliklerinde) neden olmaktadirlar (Gomathi vd. 2014, Abdel-
Rahman vd. 2016). Bunun yani sira farkli gecis metalleri ile kolaylikla etkilesime girerek,
iki metal iyonu arasinda kopri gorevi gormektedirler (Mahmoud vd. 2016, Das vd.
2017). Son zamanlarda koordinasyon kimyasinin ilgisi de ¢ok fonksiyonlu ve farkl
molekiller arasinda kopri gorevi goren ligantlar lizerine olmaktadir ve schiff bazlar1 da
ilgi goren 6nemli ligantlardan birisidir (Ziessel 2001). Ozelliklede schiff bazlarinin farkh
gecis metalleri arasinda kopri gorevi gorerek olusturduklari kompleksler sahip
olduklari biyolojik aktivitelerden dolay1 olduk¢a 6énem arz etmektedir (Ziessel 2001, Das
vd. 2017). Schiff bazlarinin gecis metalleri ile olusturduklar1 kompleksler; bitki biiytime
inhibitérii (Simfinek ve Machacek 2010), insektisidal (Koori 2014), anti-bakteriyel
(Njogu vd. 2017), anti-mikrobiyal (Kiran vd. 2015), anti-viral (Kumar vd. 2010) , anti-
tiberkiiloz (Chohan vd. 2004), anti-depresan (Raman vd. 2009), anti-konviilzan
(epilepsi oOnleyici) (Hameed vd. 2016), anti-alzheimer (Rohn 2010) ve anti-kanser
(Chacko ve Samanta 2017) aktiviteleri sergilemektedirler (Kumar vd. 2009, Hameed vd.
2016). Sadece gecis metalleriyle degil ayn1 zamanda hidrozan tiirevleriyle olusturulan

schiff baz komplekslerinin de genis biyolojik aktivite sergiledikleri bilinmektedir (Aboul-
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Fadl vd. 2012). Ciinkii hidrozan tiirevleri de schiff bazlarn gibi diger molekiillerle
kolaylikla etkilesime girebilen ve antikanser aktivite gibi cesitli biyolojik aktiviteler
sergileyen cok yonli bilesiklerdir (Verma vd. 2014). Bu nedenle hidrozan tiirevleri; yeni
ilag etken maddelerinin gelistirilmesinde son zamanlarda dikkat ¢eken molekiiller
olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar (Onnis vd. 2009). Yapilan g¢alismalarda; hidrazon
tiirevlerinin, meme kanseri gibi gesitli kanser hiicre hatlarinda apoptozu tetikleyerek
anti-kanser aktivite sergilediklerini gostermistir (Vogel vd. 2008). Ayrica hiicre
icerisinde bulunan kinazlarin inaktivasyonuna (engellenmesine) yol agarak kanser
hiicre hatlarinin kontrolsiiz ¢ogalmalarini yavaslattiklari da bilinmektedir (Xu vd. 2008).
Schiff bazlarinin gecis metal komplekslerinin, hidrazon tiirevleri ile olusturduklari
molekiillerin ise anti kanser aktiviteleri umut vaad etmelerine ragmen, bu kompleksler

lizerine literatlirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Verma vd. 2014).

Sentezlenen farkli schiff baz komplekslerinin, tez projesi kapsaminda, (T-47D)
insan meme epitelyum duktal karsinoma, (HCC1428) insan meme epitelyum 4. asama
adenokarsinoma, (HUVEC) insan gobek bagi damar endotel hiicreleri lizerine olan anti
kanser aktiviteleri Alamar blue hiicre canliligi, LDH hiicre membran hasari ve PicoGreen
dsDNA miktar tayini testleri kullanilarak incelenmis ve testler sonucu elde edilen veriler

birbirleriyle karsilastirmali olarak analiz edilmistir (Boltiim 3.1, Béliim 3.2, Boliim 3.3).

BK1, BK1X, BK2, BK2X olmak tizere dort farkl schiff baz komplekslerinin alamar
blue yontemiyle sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler,
schiff baz komplekslerinin kanser hiicre hatlar iizerinde cis-platine gore daha etkili anti
kanser aktivite sergilediklerini gostermistir (Boliim 3.1). Cis-platin kompleksinin hasta
tedavilerinde uygulanma dozu farkli kanser vakalarina gore ve kanserin evrelerine gore
degisiklik gostermektedir (Laurell ve Jungnelius 1990). Meme kanseri hastalarinda
erken safhada olan hastalar icin 30 mg/m? dozu tercih edilirken daha ileri safhalarda
cisplatinin daha yiliksek dozlar tercih edilmektedir (Sledge Jr vd. 1988, Laurell ve
Jungnelius 1990). Cis-platin kompleksinin 100 mg/m? dozdan fazlasinin hastalar
lizerinde ciddi yan etkiler olusturmasi nedeniyle de daha diisiik dozlarda ve etkili anti
kanser ajanlarin gelistirmesi kac¢inilmazdir. Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan
schiff baz kompleksleri ise o6zellikle de ileri sathalarda meme kanseri tedavilerinde
kullanilan cis-platin kompleksinin hasta tedavilerinde wuygulanan dozlarn ile

karsilastirildiklarinda, kanser hiicre hatlarinda daha diisiik dozlarda etki gosterdigi

65



sonucuna ulasilmistir. BK1, BK1X, BK2 ve BK2X schiff baz komplekslerinin hiicre
canliligl tizerine olan etkileri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise BK1X ve BK2X
schiff baz komplekslerinin daha etkili toksik aktivite sergiledigi gozlenmistir (Boliim
3.1). BK1X ve BK2X komplekslerinde oldugu gibi bakir metali iceren anti kanser
ajanlarin gelistirilmesi bilimsel ¢alismalarda olduk¢a yogun ilgi gormektedir (Harris ve
Gitlin 1996, Frezza vd. 2010, Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010). Bugtine kadar da bakir
metali ile sentezlenen bir¢ok kompleksin oldukg¢a etkili anti kanser aktivite sergiledikleri
yapilan ¢alismalarla da kanitlanmistir (Duncan ve White 2012). Bakir metali DNA
sentezi, hiicre biiylimesi ve gelismesi ve hatta enerji metabolizmalarinin gerceklemesi
icin gerekli olan redoks tepkimelerde yer aldigindan canli organizmalarda hayati roller
ustlenmektedir (Frezza vd. 2010, Acilan vd. 2016). Hiicrelerde gerceklesen bircok
biyokimyasal olaylardan sorumlu olan bakir metali, hiicre igerisinde dogal yollarla
tiretilen endojen bir metaldir (Vyas vd. 2013, Acilan vd. 2016). Bu nedenle de bakir ve
bakir metali iceren komplekslerin saglikl hiicreler tizerine daha az toksik etki gosterdigi
bilinen bir gercektir (Acilan vd. 2016). Test edilen schiff baz kompleksleri arasinda bakir
metali iceren BK1X ve BK2X komplekslerinin de saglikli hiicre hatti iizerinde; kanser
hiicre hatlariyla kiyaslandiginda, daha az toksik etkiye neden oldugu goézlenmistir
(Bolim 3.1). Ayrica bakir metali, kanser hiicrelerinin anjiyojenez gerceklestirmesinde
ko-faktor olarak gorev tistlenmektedir (Frezza vd. 2010). Dolayisiyla kanser hiicreleri
saglikll hiicrelere kiyasla farkli o6zellikler sergileyerek, daha fazla bakir metali
icermektedir ve hiicre icerisine bakir metali alimin1 daha da fazla arttirmaktadir
(Hanahan ve Weinberg 2000, Gupte ve Mumper 2009, Acilan vd. 2016). Kanser hiicreleri
iceresine giren bakir metalinin hiicre membraninin secici gegirgenliginden dolay1 da
hiicrelerde biriktigi bilinmektedir (Vyas vd. 2013) Bakir metali iceren kompleksler de
kanser hiicreleri lizerinde cisplatine (DNA'ya kovalent baglanan anti-kanser ajan)
kiyasla farkli metabolik aktiviteler sergileyerek hiicreler lizerinde toksik etkiye yol
acmaktadir (Vyas vd. 2013). Hiicre icerisine giren bakir metali DNA ile kolaylikla
etkilesime gecebilmesinin yani sira gesitli redoks tepkimelerin ger¢eklesmesine de
olanak saglayarak kanser hiicrelerinin biiyiimesine ve ¢ogalmasina engel olmaktadir
(Tardito ve Marchio 2009). Bu nedenle son zamanlarda yapilan c¢alismalarda platin
tirevli kompleksler yerine bakir metali iceren kompleksler daha ¢ok o6n plana
cikmaktadir (Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010). Cis-platin kompleksinin DNA

lizerinde etki gostererek anti kanser aktivite sergiledigi fakat kanser hiicrelerinin DNA
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tamir mekanizmalarin1 yada mutasyonlar1 devreye sokarak cisplatine karsi direnclilik
gosterdigi bilinmektedir (Zamble ve Lippard 1995). S6z konusu olan kemoterapide
direngliligin tlstesinden gelmek icinde bakir metali iceren kompleksler gibi kanser
hiicreleri tizerinde farkli mekanizmalar araciligiyla etki gosteren anti kanser ajanlarin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Cis-platine karsi direnclilik gosteren HCC1428 hiicre
hatt1 lizerinde yapilan deneysel ¢calismalarda test edilen schiff baz komplekslerinin cis-

platine gore daha etkili oldugunu saptanmistir.

Schiff bazlarinin metal komplekslerinin hiicre membran bitinligi tzerine
aktiviteleri laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite 6l¢tim testi kullanilarak da belirlenmistir
(Boliim 3.3). Schiff bazlarinin anti kanser aktivitelerini belirlemek adina yapilan laktat
dehidrogenaz aktivite 6lciim testinde; alamar blue yonteminde elde edilen veriler ile
paralel sonuglar gozlenmistir (Bolim 3.3). Test edilen schiff bazlarinin BK1
kompleksinin en az, BK2X kompleksinin ise en fazla laktat dehidrogenaz aktivitesi
sergiledigi sonucuna ulasilmistir (Bolim 3.3). Birbirlerinin tiirevi olan scihff baz
kompleksleri kendi aralarinda degerlendirildiginde; BK1X kompleksinin BK1
kompleksine ve BK2X kompleksinin de BK2 kompleksine gore kanser hiicre hatlar
tzerinde daha fazla hiicre membran hasarina yol ac¢tig1 sonucuna ulasilmistir (Bolim
3.3). Bugiine kadar yapilan bir¢ok c¢alismada da gecis metallerinin farkli ligantlarla
olusturduklar1 komplekslerin, ligantlarin tek basina sahip olduklarnn biyolojik
aktivitelerini arttirarak daha etkili anti kanser aktivite 6zelligi kazanmalarina neden
oldugu bildirilmistir (Nanjundan vd. 2017). Deneysel ¢alismalar sonucunda elde edilen
veriler bugiine kadar yapilan calismalar1 destekler niteliktedir. Farkli hiicre hatlari
lzerinde anti kanser aktiviteleri test edilen BK1X ve BK2X komplekslerinin hem
merkezlerinde pozitif yukli gecis metallerini icermeleri hem de schiff bazlarim
yapilarinda barindirmalarindan dolay1 oldukca etkili toksik aktivite sergiledikleri
soylenebilir. Bunun nedeni ise pozitif yiklii gecis metalleri hiicre icerisinde var olan
DNA, protein ve enzim gibi negatif yiiklii metabolitlerle daha kolay bir sekilde etkilesime
gecerek kanser hiicreleri lizerinde etki gostermektedir (Arafath vd. 2017). Pozitif ytkli
olan bakir metalinin de kimyasal 6zelligi sayesinde DNA ile kolaylikla etkilesime gectigi
cesitli calismalara konu olmustur (Das vd. 2017). Schiff bazlar1 da bakir metali gibi gecis

metallerini merkezlerine alarak olusturduklar1 komplekslerle, gecis metallerinin
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biyolojik aktivitelerinin daha da fazla artmasina neden olmaktadir (Dhahagani vd. 2014,

Li vd. 2015).

Kemoterapide kullanilmak adina gelistirilen ila¢larin kimyasal 6zellikleri 6nemli
oldugu kadar doza ve zamana bagh olarak toksik etkilerinin farkli toksikolojik
yontemlerden faydalanarak karsilastirilmasi da dogru sonuglar elde edilmesi adina bir o
kadar 6nem arz etmektedir (Mueller vd. 2004, Fotakis ve Timbrell 2006). Bunun ana
nedeni ise; insan bilinyesinde var olan metal dengesinin bozuldugu takdirde cesitli
patolojik sorunlara yol agmasidir (Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010). Metaller kendi
aralarinda toksik ya da toksik olmayan sekilde farkli gruplara ayrilmasalar da 6zellikle
bakir metali gibi iz metallerin yiiksek dozda viicut igerisine alindiginda nérolojik
bozuklara yol actig1 bilinmektedir (Frezza vd. 2010, Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010,
Duncan ve White 2012). Tez kapsaminda sentezlenen ligantlar ve gecis metalleri ile
olusturduklar1 komplekslerin hiicre hatlar1 tizerinde gosterdikleri biyolojik aktiviteleri
bir kez daha picogreen reaktifi kullanilarak arastirnlmistir (Bolim 3.3). Bu test
sonucunda elde edilen veriler de, diger test yontemleri sonucunda elde edilen verilere

paralellik gostermektedir.

lla¢ tedavileri icin gelistirilen yeni anti kanser ajanlarin hedef noktalarinin DNA
olmasinin yani sira alternatif yaklasimlar da s6z konusudur (Ruiz-Azuara ve Bravo-
Gomez 2010). Kanser hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasi lizerinde etkili olan reaktif
oksijen tiirevlerini hedef alan anti kanser ajanlar gelistirmek de bu yaklasimlardan
birisidir (Fricker 2007). Reaktif oksijen tilirevleri (ROS) normalde de hiicre tarafindan
yeterli miktarda olusturulan ve son elektron orbitalinde eslenmemis elektron ciftine
sahip olan molekiil, iyon ve radikallerdir (Storz 2005, Liou ve Storz 2010). Reaktif
oksijen tiirevleri kendi aralarinda serbest radikaler (stiperoksit, hidroksi radikal, nitrik
oksit, peroksil radikal gibi..) ve reaktif olmayan radikaller (hidrojen peroksit, organik
hidroksi peroksit, hidrokloride gibi..) olacak sekilde iki gruba ayrilmaktadirlar (Liou ve
Storz 2010, Redza-Dutordoir ve Averill-Bates 2016). Oldukga kii¢iik yapili olan oksijen
tlirevleri; hiicre sinyal iletimi gibi hiicre i¢i dengenin saglanmasi agisindan énemli olan
birgok biyokimyasal siirecte yer almaktadir (Dickinson vd. 2010). Reaktif oksijen
tiirevleri, hiicreler i¢in faydali bircok goérevi listlense de hiicre icerisinde asir1 miktarda
olusmas1 da cesitli problemlere yol agmaktadir (Valko vd. 2007). Onkogenlerin

aktivasyonu, metabolizmanin hizlanmasi, mitokondriyal fonksiyonlarda degisiklere
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neden olmak ya da p53 gibi c¢esitli timor baskilayict genlerin ifadesinde
modifikasyonlara yol agmak gibi hiicreler icin ¢esitli problemlere yol agan aktivitelerin
meydana gelmesinde reaktif oksijen tiirevlerinin rol aldiklar1 bilinmektedir
(Trachootham vd. 2009). Bu nedenle hiicre icgerisindeki reaktif oksijen tiirevlerinin
miktar1 enzimatik ve enzimatik olmayan anti oksidan savunma mekanizmalariyla
dengede tutulmaktadir (Valko vd. 2007, Chu vd. 2016). Enzimatik antioksidan savunma
mekanizmalary; stperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi cesitli
enzimler ile hiicre ici reaktif oksijenlerinin uzaklastirilmasindan sorumlu olan
mekanizmalardir (Valko vd. 2007). Enzimatik olmayan mekanizmalar ise askorbik asit
(vitamin C), a-Tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH), karotenoid ve flavonoid gibi
cesitli antioksidantlar1 igerisinde barindiran savunma mekanizmalaridir (Valko vd.
2007). Soz konusu olan anti oksidan savunma mekanizmalar yetersiz kaldiginda ise
reaktif oksijen tiirevlerinin miktarinda artis gozlenmektedir (Kovacic 2006). Hiicre
icerisinde olmasi gerektiginden fazla miktarda reaktif oksijen tiirevleri olustugunda ise,
bu kiiciik molekiiller; protein, lipit ve DNA gibi biyolojik materyaller tlizerinde etki
gostererek oksidadif hasarin olusmasina neden olmaktadirlar (Tardito ve Marchio 2009,
Daiber vd. 2017). Memeli hiicrelerinde en fazla zarara neden olan reaktif oksijen tiirevi
ise hidroksi (OH) radikallerdir ve kararsiz yapiya sahip olduklarindan dolay:1 hiicre
icerisindeki bircok materyalle kolaylikla etkilesime gecerek oksidadif hasara yol
agmaktadirlar (Forcados vd. 2017). Baslica mitokondri organelinde enerji transferi
sirasinda olusan hidroksi radikallerin fenton olarak adlandirilan reaksiyonlar ile de
olustugu bilinmektedir (Valko vd. 2007, Tardito ve Marchio 2009). Hiicre icerisinde
reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasi baslangi¢c olarak ortamda bulunan oksijen ve
NADPH molekiillerinin NADPH oksidaz varliginda siiperoksit anyon radikallerine
doniismesiyle baslamaktadir (Sekil 4.1) (Nimse ve Pal 2015). Olusan siiperoksit
anyonlar1 ise siiperoksit dismutaz enzim araciligt ile hidrojen peroksitlere
doniistiiriilmektedir (Sekil 4.1) (Nimse ve Pal 2015). Serbest radikallerin olusmasinda
bir diger tepkime ise fenton olarak adlandirilan, gecis metallerinin ortamda bulunan
hidrojen peroksitlerle, hipoksi (oksijenin yetersiz oldugu durumlar) kosullar altinda
tepkimesi sonucu olusan reaksiyonlardir (Sekil 4.1) (Nimse ve Pal 2015). Fenton
reaksiyonlarinin gergeklesmesinde, cesitli gecis metalleri gorev listlense de oOzellikle
hiicre icerisinde dogal olarak bulunan demir ve bakir metalleri rol oynamaktadir

(Tardito ve Marchio 2009).
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20, + NADPH ——— 205~ + NADP* + H*

205 + 2H* — H,0, + 0,

H,0, + Fe?t* ——— "0H + OH™ + Fe?*
03~ + H,0, — ‘OH +OH™ + 0,

Sekil 4.1 Hiicre igerisinde serbest radikallerin olusmasinda gergeklesen kimyasal tepkimeler

Kaynak: Nimse, 2015, s. 4

Hiicre icerisinde olusan serbest radikallere karsi en hassas biyolojik materyaller
ise lipitlerdir (Siems vd. 1995). Bilindigi iizere doymamis yag asitleri hiicre membranini
olusturan ana unsurlardir (Van Meer vd. 2008). Doymamis yag asitlerinin, lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilan, serbest radikallerle oksidadif hasara ugramasi
sonucunda ise hiicre memberaninin yapisi degismektedir ve hiicresel fonksiyonlar
gerektigi gibi yerine getirilememektedir (Nimse ve Pal 2015). Bunun yani sira lipit
peroksidasyonu sonucunda malondialdehit ve 4-hidroksi-2-noneal olmak tizere iki
onemli Uriin olusmaktadir ki bu da hiicrelerde karsinojenik ve mutajenik etkilere yol
acmaktadir (Tardito ve Marchio 2009). Lipit peroksidasyonu ayni zamanda biyolojik
materyallerin yapisini olusturan aldehitlerin kirilmasinda rol almaktadir ve bu da doku
hasarlarina, gesitli hastaliklara neden olmaktadir (Esterbauer vd. 1991). Lipitlerin yani
sira hidroksi radikallerin; DNA'nin yapisini olusturan bazlarla, sekerlerle etkilesime
gecerek ve ya DNA'nin cift zincirli yapisinda kirikliklara yol acarak da oksidadif hasar
olusturdugu kanitlanmistir (Breen ve Murphy 1995). DNA {izerinde olusan oksidadif
hasar ise cesitli hastaliklarin olusmasiyla yakin iliskili olmakla birlikte DNA-protein
iliskisi lizerinde de etki gostererek proteinlerin ifadesinde degisikliklere yol agmaktadir
(Dizdaroglu 1992). Ayrica proteinler demir, bakir gibi metallerin olusturduklar: serbest
oksijen tiirevleri tarafindan oksidadif hasara ugramaktadir (Nimse ve Pal 2015).
Ozellikle proteinlerin yapisini olusturan lizin, histidin ve arjinin gibi cesitli amino asitler
serbest radikallerle kolaylikla etkilesime gecebilmektedir (Simpson vd. 1992, Gieseg vd.
2000). Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerin, genetik materyalin ve lipitlerin lizerinde
gosterdikleri etkiler ise hiicre sinyal iletiminde degisikliklere yol acarak; kanser

hiicrelerinin bliyiimesinde, gelismesinde ve anjiyojenez (kanser hiicrelerinin damar
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olusumu), hiicre 6liimi gibi 6nemli olaylar tizerinde etki gostermektedir (Liou ve Storz
2010). Saglikl hiicrelere gore farkl o6zellikler sergileyen kanser hiicrelerinde reaktif
oksijen tlrevlerinin olusumu daha fazla olmaktadir ve antioksidan savunma
mekanizmalar daha zayiftir (Behrend vd. 2003, Storz 2005). Olusan reaktif oksijen
tiirevleri farkl kanser hiicrelerinde farkli mekanizmalar tlizerinde etki gostermektedir
fakat genel olarak tiim kanser formlarinda serbest radikallerin miktarindaki artisi
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda artisa neden olmaktadir (Liou ve Storz 2010). Ayrica
ROS miktarindaki artisin; hucrelerin komsu hiicrelerle siki baglantilar kurmasinda
yardimci olan integrinlerin yapisinda degisikliklere yol acarak hiticre-hiicre adezyonunu
zayiflattigl ve bunun sonucunda da kanser hiicrelerinin migrasyonuna (hiicre gocii)
neden oldugu bilinmektedir (Brown ve Bicknell 2001, Liou ve Storz 2010). Reaktif
oksijen tiirevleri; kanser hiicrelerinin yararina aktivite gostermelerinin yani sira
mitokondriyal membran iceriginde degisikliklere neden olarak hiicreleri apoptoza da
suruklemektedirler (Forcados vd. 2017). Mitokondriyal membranlarin iceriginde
meydana gelen degisiklik, membran potansiyelinin kaybolmasina yol acarak sitokrom-c
salinmasiyla sonuclanir, sitokrom-c salinmasi da apaf-1 ve prokaspaz-3’i aktive ederek
hiicreleri apoptoza siirtiklemektedir (Hill vd. 2004, Yadav vd. 2015). Apoptoz
mitokondriyal membran potansiyeli ile iliskili oldugu kadar c¢esitli sinyal yolaklariyla da
iligkilidir ve reaktif oksijen tiirevlerinin sinyal yollarinda meydana getirdikleri
degisiklikler de apoptozun tetiklenmesine neden olmaktadir (Chung vd. 2003). Bu
nedenle; bugiine kadar reaktif oksijen tiirevlerini hedef alan farkli anti kanser ajanlar
gelistirilmistir ve bu anti kanser ajanlarin hedeflerinde; hiicre i¢i oksijen tiirevlerinin
miktarinda artisa yol acarak, kanser hiicrelerini programlanmis hiicre 6liimiine
suriklemek yatmaktadir (Trachootham vd. 2009). Reaktif oksijen tiirevlerini hedef
alarak, meme kanseri hiicrelerinin apoptoza striiklenmesine yol acan anti kanser
ajanlar arasinda aminoflavin, triphala ve pankratistatin gibi ila¢lar en bilinen 6rnekler
arasinda yer almaktadir (Liou ve Storz 2010). Schiff bazlarinin gecis metalleri ile
olusturduklar1 komplekslerinde reaktif oksijen tiirevleri tizerinde etki gostererek kanser
hiicrelerinin 6liimiine neden olduklar1 yapilan g¢alismalarla kanitlanmistir (Paul vd.
2015). Zhang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada dort farkli schiff bazinin
bakir metalleri ile olusturduklar: bilesiklerin ¢esitli kanser hiicre hatlari iizerinde anti
oksidan aktivite sergileyerek, kanser hiicreleri tizerinde etki gosterdikleri belirtilmistir

(Zhang vd. 2016b). Ayrica Banerje ve arkadaslarinin yapmis olduklar ¢alismalarda da
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yeni sentezlenen schiff bazlarinin bakir selatlarinin karaciger kanseri tizerine olan
etkilerini arastirmis ve test edilen maddelerin, reaktif oksijen tiirevleri {lizerinden,
hiicreleri apoptotik 6liime siirtikledikleri sonucuna ulasilmistir (Banerjee vd. 2016).
Yapilan calismalar géz 6niinde bulundurularak, yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda
sentezlenen schiff baz ligantlar1 ve bu ligantlarin gec¢is metalleri ile olusturduklar:
komplekslerin kanser hiicreleri tizerinde meydana getirdikleri reaktif oksijen
tiirevlerinin miktar: belirlenmistir (Bolim 3.4). Elde edilen veriler dogrultusunda; yeni
sentezlenen schiff baz komplekslerinin; doza bagiml olarak, hiicre hatlar lizerinde
reaktif oksijen tiirevlerinin miktarinda artisa yol actig1 gézlenmistir (Boliim 3.4). Reaktif
oksijen tiirevlerinin miktarinin 6l¢lilmesinde en az ROS olusumuna neden olan BK2
kompleksiyken, en fazla ROS olusmasina yol acan kompleks ise BK2X kompleksidir
(Boluim 3.4). Ayrica; schiff bazlarinin agil hidrazon tiirevleri ile olusturduklari ligantlarin
(BK1 ve BK2 kompleksleri), gecis metalleri ile olusturduklar1 kompleksler olan BK1X ve
BK2X komplekslerine kiyasla kanser hiicre hatlar1 iizerinde daha az reaktif oksijen
tiirevlerinin olusmasina neden oldugu gozlenmistir (Bolim 3.4). Bunun nedeni ise; gegis
metallerinin sentezlenen ligantlarin biyolojik aktivitelerini arttirdig1 ve daha etkili anti
kanser aktivite sergilemelerine neden olmasidir. Bunun yani sira oldukga etkili anti
kanser aktiviteye sahip olan BK1X ve BK2X komplekslerinin yapilarinda bakir metalini
barindirmalar1 da kanser hiicre hatlarinda daha fazla reaktif oksijen tiirevlerinin
olusmasina neden olmaktadir. Ciinkii bakir metali gibi gecis metalleri; reaktif oksijen
tiirevlerinin olusmasina yol acan fenton reaksiyonlarinin gerceklesmesinde rol
almaktadir ve hiicre icerisine fazla miktarda bakir metalinin girmesi daha fazla fenton
reaksiyonlarinin gerceklesmesine olanak saglayarak, reaktif oksijen tirevlerinin
miktarinda artisa yol agmaktadir (Tardito ve Marchio 2009). Ayrica bakir metali sahip
oldugu pozitif yik sayesinde diger metallerle kiyaslandiginda daha fazla redoks
tepkimelerinin gerceklesmesine olanak saglamaktadir (Duncan ve White 2012). Hiicre
icerisinde gerceklesen redoks tepkimelerinde ise bir denge s6z konusudur fakat bu
dengenin saglanmasi konusunda kanser hiicreleri saglikl hiicrelere kiyasla daha kirilgan
bir 6zellige sahiptir (Tardito ve Marchio 2009). Elde edilen verilerde de bakir metali
iceren schiff baz komplekslerinin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicre hatlari tizerinde
daha etkili bir sekilde reaktif oksijen tiirevlerini olusturdugu goézlenmistir (Bolim 3.4).
Literatlire bakildiginda ise daha 6nce yapilan ¢alismalarda reaktif oksijen tiirevlerini

hedef alan ¢ok sayida bakir metali iceren schiff baz komplekslerinin sentezlendigi fakat
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acil hidrazon tiirevleri iceren schiff baz kompleksleri lizerine yapilan calismalarin ¢ok az

saylda oldugu gozlenmektedir (Duncan ve White 2012).

Schiff bazlarinin kanser hiicre hatlar1 tlzerinde reaktif oksijen tiirevlerinin
miktarinda artisa neden oldugu belirlendikten sonra kaspaz-3 aktivite 6l¢iim testi ile
apoptotik etkileri belirlenmistir (Boliim 3.5). Asir1 miktarda reaktif oksijen tiirevlerinin
olusmas: cesitli etkenler tizerinde aktivite sergileyerek hiicreler tlizerinde apoptotik
uyarilara yol acabilir (Redza-Dutordoir ve Averill-Bates 2016). Cesitli i¢c ve dis etkenler
araciligiyla gerceklesen apoptoz ise hicrelerin farkli karakteristik 6zellikler
sergilemesine neden olur (Giles ve Eren 2008). Bu ozellikler g6z onilinde
bulundurularak da bugiine kadar hiicrelerde meydana gelen apoptozu belirlemek adina
cesitli yontemler gelistirilmistir (Giiles ve Eren 2008). Bu yontemlerden birisi olan
kaspaz-3 yontemi de en giivenilir yontemlerden birisidir (Porter ve Janicke 1999). Hiicre
icerisinde 6nemli olaylarin gerceklesmesinde rol alan kaspaz-3 enzimi hem intrinsik
hem ekstrinsik yolak araciligiyla apoptozun gerceklesmesinde gorev lstlenmektedir ve
ayni zamanda apoptozun meydana geldigini gosteren bir belirte¢ rolii oynamaktadir
(Porter ve Janicke 1999, Banerjee vd. 2016). Kaspaz-3 aktivite dl¢ciim testinde elde
edilen veriler; test edilen diger yontemlerle karsilastirildiginda en fazla apoptotik
etkinin BK2X kompleksinde en az etkinin ise BK2 kompleksinde oldugu gézlenmistir
(Boliim 3.5). Bunun nedeni ise BK2X kompleksinin diger bilesiklere kiyasla daha fazla
reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina neden olmasidir ve bu da hiicrelerin apoptoza
striiklenmesi tizerinde etki gostermektedir. Ayrica schiff bazlarinin gecis metallerinin,
sadece reaktif oksijen tilirevleri iizerinden degil ayn1 zamanda DNA ile olduk¢a kolay
etkilesime gectiklerinden dolay1 hiicreleri apoptoza siiriikledigi daha 6nce yapilan
calismalarla da kanitlanmistir (Yu vd. 2016). Silveira ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismalarda sentezlenen schiff bazlarinin DNA ile etkilesime gecerek, hiicreler tizerinde
apoptoza neden oldugu belirtilmistir (da Silveira vd. 2008). Bir diger calisma ise;
Konarikavo ve arkadaslarinin schiff bazlarinin bakir metali ile olusturduklari
kompleksler ilizerinedir ve yapilan calismada sentezlenen schiff baz komplekslerinin
hem DNA {izerinde etki gostererek, hem de reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina yol
acarak hiicreler tizerinde apoptotik etkiye neden oldugu bildirilmistir (Konarikova vd.
2013). Elde edilen verilerde test bilesikleri; T47-D hiicre hatti lizerinde daha fazla

apoptotik etki sergilemesinin yani sira hem T47-D hiicre hatt1 iizerinde, hem de ileri
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safhada meme kanseri olan HCC1428 hiicre hatti lizerinde apoptotik etkiye yol actig
gozlenmistir. Ayrica test edilen maddelerin kanser hiicre hatlar lizerinde gosterdikleri

apoptotik etkisinin saglikli hiicre hatlarina gore daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir.

Sonug olarak; meme kanseri Uzerinde anti kanser aktiviteleri test edilen ligantlarin
kanser hiicre hatlarn tlzerinde oldukga etkili olduklar gézlenmistir ve bu ligantlarin
gecis metalleri ile olusturduklar1 komplekslerle kiyaslandiginda ise gecis metallerinin
anti kanser aktivitelerini arttirdigl sonucuna ulasilmistir. Bakir metalini iceren BK1X ve
BK2X komplekslerinin kanser hiicre hatlar1 tizerinde ligantlara kiyasla hem daha fazla
reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina yol agmakta hem de toksik olmayan dozlar1 daha
fazla apoptotik etkiye neden olmaktadir. Bu nedenle sentezlenen schiff bazlar1 ve acil
hidrazon tiirevlerinin farkl gecis metalleri ile olusturduklar1 kompleksler kemoterapi
tedavilerinde kullanilmasi ac¢isindan daha fazla umut vaat etmektedir. Ayrica normal
hiicrelerin kanserli hiicrelere doniismesinde tek bir sebep olmadig1 gibi kemoterapi
tedavilerinde tek bir metaboliti ve ya tek bir mekanizmay1 hedef alan anti kanser ajanlar
gelistirmek yerine bircok mekanizma iizerinde etki gostererek kanser hiicreleri
uzerinde aktivite sergileyen anti kanser ajanlar gelistirmek gereklidir. Bu konuda da
essiz 0zelliklere sahip olan schiff bazlarinin, gecis metalleri ve acil hidrazon tiirevleriyle
olusturduklar1 kompleksler 6nem arz etmelerinin yani sira bu bilesiklerin etki ettikleri

mekanizmalar lizerine daha fazla arastirma yapilmasi faydali olacaktir.

74



KAYNAKCA

Abbas, H.-A.S., Al-Marhabi, A.R, Eissa, S.I, Ammar, Y.A. (2015). Molecular modeling
studies and synthesis of novel quinoxaline derivatives with potential anticancer
activity as inhibitors of c-met kinase. Bioorganic & medicinal chemistry 23, 6560-
6572.

Abdel-Rahman, L.H., Abu-Dief, A.M., Newair, E.F., Hamdan, S.K. (2016). Some new nano-
sized cr (iii), fe (ii), co (ii), and ni (ii) complexes incorporating 2-((e)-(pyridine-2-
ylimino) methyl) napthalen-1-ol ligand: Structural characterization,
electrochemical, antioxidant, antimicrobial, antiviral assessment and DNA
interaction. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 160, 18-31.

Aboul-Fadl, T., Radwan, A.A., Attia, M.I,, Al-Dhfyan, A., Abdel-Aziz, H.A. (2012). Schiff
bases of indoline-2, 3-dione (isatin) with potential antiproliferative activity.
Chemistry Central Journal 6, 49.

Acilan, C., Cevatemre, B., Adiguzel, Z., Karakas, D., Ulukaya, E., Ribeiro, N., Correia, I,
Pessoa, ].C. (2016). Validation data supporting the characterization of novel
copper complexes as anticancer agents. Data in Brief9, 1160-1174.

Ahmadian, M., Wistuba, LI, Fong, K.M., Behrens, C., Kodagoda, D.R., Saboorian, M.H.,
Shay, J., Tomlinson, G.E., Blum, ]., Minna, ].D. (1997). Analysis of the fhit gene and
fra3b region in sporadic breast cancer, preneoplastic lesions, and familial breast
cancer probands. Cancer research 57, 3664-3668.

Al-Nasiry, S., Geusens, N., Hanssens, M., Luyten, C., Pijnenborg, R. (2007). The use of
alamar blue assay for quantitative analysis of viability, migration and invasion of
choriocarcinoma cells. Human reproduction 22, 1304-1309.

Alexander, H., Mauck, K., Whitfield, A., Garrett, K., Malmstrom, C. (2014). Plant-virus
interactions and the agro-ecological interface. European journal of plant
pathology 138, 529-547.

Alfarouk, K.0., Stock, C.-M., Taylor, S., Walsh, M., Muddathir, A.K., Verduzco, D., Bashir,
A.H.,, Mohammed, 0.Y., Elhassan, G.0., Harguindey, S. (2015). Resistance to cancer
chemotherapy: Failure in drug response from adme to p-gp. Cancer cell

international 15, 71.

75



Andreini, M., Banner, D., Guba, W., Hilpert, H., Mauser, H., Mayweg, A.V., Narquizian, R,
Power, E., Rogers-Evans, M., Travagli, M. (2012). 3-amino-5-phenyl-5, 6-dihydro-
2h-[1, 4] oxazines. Google Patents

Ansari, A, Sama, F., Raizada, M., Shahid, M., Rajpoot, R.K, Siddiqi, Z.A. (2017). Synthesis
and spectral characterization of 2-((2-hydroxybenzylidene) amino)-2-
methylpropane-1, 3-diol derived complexes: Molecular docking and antimicrobial
studies. Journal of Molecular Structure 1127, 479-488.

Arafath, M.A., Adam, F., Razali, M.R., Hassan, L.E.A., Ahamed, M.B.K., Majid, A.M.S. (2017).
Synthesis, characterization and anticancer studies of ni (ii), pd (ii) and pt (ii)
complexes with schiff base derived from n-methylhydrazinecarbothioamide and
2-hydroxy-5-methoxy-3-nitrobenzaldehyde. Journal of Molecular Structure 1130,
791-798.

Arjmand, F., Muddassir, M. (2011). A mechanistic approach for the DNA binding of chiral
enantiomeric l-and d-tryptophan-derived metal complexes of 1, 2-dach: Cleavage
and antitumor activity. Chirality 23, 250-259.

Ashkenazi, A., Dixit, V.M. (1998). Death receptors: Signaling and modulation. Science 281,
1305.

Aye, Y., Li, M., Long, M., Weiss, R. (2015). Ribonucleotide reductase and cancer: Biological
mechanisms and targeted therapies. Oncogene 34, 2011-2021.

Banerjee, K., Basuy, S., Das, S., Sinha, A., Biswas, M.K., Choudhuri, S.K. (2016). Induction of
intrinsic and extrinsic apoptosis through oxidative stress in drug-resistant cancer
by a newly synthesized schiff base copper chelate. Free radical research 50, 426-
446.

Behrend, L., Henderson, G., Zwacka, R. (2003). Reactive oxygen species in oncogenic
transformation. Biochemical Society Transactions 31, 1441-1444.

Bharti, S.K,, Nath, G., Tilak, R., Singh, S. (2010). Synthesis, anti-bacterial and anti-fungal
activities of some novel schiff bases containing 2, 4-disubstituted thiazole ring.
European journal of medicinal chemistry 45, 651-660.

Breen, A.P., Murphy, J.A. (1995). Reactions of oxyl radicals with DNA. Free radical Biology
and medicine 18, 1033-1077.

Brodowska, K., Correia, 1., Garribba, E., Marques, F., Klewicka, E., Lodyga-Chruscinska, E.,
Pessoa, ].C., Dzeikala, A. Chruscinski, L. (2016). Coordination ability and

76



biological activity of a naringenin thiosemicarbazone. Journal of inorganic
biochemistry 165, 36-48.

Brown, N.S., Bicknell, R. (2001). Hypoxia and oxidative stress in breast cancer oxidative
stress-its effects on the growth, metastatic potential and response to therapy of
breast cancer. Breast cancer research 3, 323.

Bruijnincx, P.C,, Sadler, P.J. (2008). New trends for metal complexes with anticancer
activity. Current opinion in chemical biology 12, 197-206.

Chabner, B.A., Roberts, T.G. (2005). Chemotherapy and the war on cancer. Nature
Reviews Cancer 5, 65-72.

Chacko, S. Samanta, S. (2017). A novel approach towards design, synthesis and
evaluation of some schiff base analogues of 2-aminopyridine and 2-
aminobezothiazole against hepatocellular carcinoma. Biomedicine &
Pharmacotherapy 89, 162-176.

Chang, H.-Q., Jia, L., Xu, J., Zhu, T.-F., Xu, Z.-Q., Chen, R.-H., Ma, T.-L., Wang, Y., Wu, W.-N.
(2016). Syntheses, crystal structures, anticancer activities of three reduce schiff
base ligand based transition metal complexes. Journal of Molecular Structure
1106, 366-372.

Chang, H.Y., Yang, X. (2000). Proteases for cell suicide: Functions and regulation of
caspases. Microbiology and molecular biology reviews 64, 821-846.

Chauthe, S.K,, Mahajan, S., Rachamalla, M., Tikoo, K., Singh, I.P. (2015). Synthesis and
evaluation of linear furanocoumarins as potential anti-breast and anti-prostate
cancer agents. Medicinal Chemistry Research 24, 2476-2484.

Cheng, K., Zheng, Q.-Z., Hou, ], Zhou, Y., Liu, C.-H., Zhao, J., Zhu, H.-L. (2010). Synthesis,
molecular modeling and biological evaluation of psb as targeted antibiotics.
Bioorganic & medicinal chemistry 18, 2447-2455.

Chicheportiche, Y., Bourdon, P.R., Xu, H., Hsu, Y.-M., Scott, H., Hession, C., Garcia, I,
Browning, J.L. (1997). Tweak, a new secreted ligand in the tumor necrosis factor
family that weakly induces apoptosis. Journal of Biological Chemistry 272, 32401-
32410.

Chohan, Z.H., Pervez, H., Rauf, A, Khan, KM., Maharvi, G.M., Supuran, C.T. (2004).
Antibacterial and antifugal mono-and di-substituted symmetrical and
unsymmetrical triazine-derived schiff-bases and their transition metal

complexes. Journal of enzyme inhibition and medicinal chemistry 19, 161-168.

77



Chu, T.-s., Lii, R, Liu, B.-t. (2016). Reversibly monitoring oxidation and reduction events
in living biological systems: Recent development of redox-responsive reversible
nir biosensors and their applications in in vitro/in vivo fluorescence imaging.
Biosensors and Bioelectronics 86, 643-655.

Chung, Y.M., Bae, Y.S., Lee, S.Y. (2003). Molecular ordering of ros production,
mitochondrial changes, and caspase activation during sodium salicylate-induced
apoptosis. Free radical Biology and medicine 34, 434-442.

Clarke, S.J., Jackman, A.L., Harrap, K.R. (1991). Antimetabolites in cancer chemotherapy
In Purine and pyrimidine metabolism in man vii, pp. 7-13: Springer

Coelho, R,, Da Silva, F., Do Carmo, I., Bonaccorsi, B., Hahn, S., Faroni, L. (2017). Is there a
role for salvage radiotherapy in locally advanced breast cancer refractory to
neoadjuvant chemotherapy? The Breast 31, 192-196.

Cory, S., Adams, .M. (2002). The bcl2 family: Regulators of the cellular life-or-death
switch. Nature Reviews Cancer 2, 647-656.

Covarrubias, L., Hernandez-Garcia, D., Schnabel, D., Salas-Vidal, E., Castro-Obregon, S.
(2008). Function of reactive oxygen species during animal development: Passive
or active? Developmental biology 320, 1-11.

Da Silva, C.M., da Silva, D.L., Modolo, L.V., Alves, R.B., de Resende, M.A., Martins, C.V., de
Fatima, A. (2011). Schiff bases: A short review of their antimicrobial activities.
Journal of Advanced research 2, 1-8.

Da Silveira, V.C., Luz, ].S., Oliveira, C.C., Graziani, I., Ciriolo, M.R., da Costa Ferreira, A.M.
(2008). Double-strand DNA cleavage induced by oxindole-schiff base copper (ii)
complexes with potential antitumor activity. Journal of inorganic biochemistry
102,1090-1103.

Daiber, A., Oelze, M., Steven, S., Kroller-Schén, S., Miinzel, T. (2017). Taking up the
cudgels for the traditional reactive oxygen and nitrogen species detection assays
and their use in the cardiovascular system. Redox Biology

Das, K., Datta, A., Beyene, B.B., Massera, C., Garribba, E., Sinha, C., Akitsu, T., Tanka, S.
(2017). A zig-zag end-to-end azido bridged mn iii 1-d coordination polymer:
Spectral elucidation, magnetism, redox study and biological activity. Polyhedron

127,315-322.

78



Deodware, S., Sathe, D., Choudhari, P., Lokhande, T., Gaikwad, S. (2016). Development
and molecular modeling of co (ii), ni (ii) and cu (ii) complexes as high acting anti
breast cancer agents. Arabian Journal of Chemistry

Dhahagani, K., Kumar, S.M., Chakkaravarthi, G., Anitha, K., Rajesh, ]., Ramu, A., Rajagopal,
G. (2014). Synthesis and spectral characterization of schiff base complexes of cu
(i), co (ii), zn (ii) and vo (iv) containing 4-(4-aminophenyl) morpholine
derivatives: Antimicrobial evaluation and anticancer studies. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 117, 87-94.

Dickinson, B.C., Srikun, D., Chang, C.J. (2010). Mitochondrial-targeted fluorescent probes
for reactive oxygen species. Current opinion in chemical biology 14, 50-56.

Dizdaroglu, M. (1992). Oxidative damage to DNA in mammalian chromatin. Mutation
Research/DNAging 275, 331-342.

Dogan, A., Demirci, S., Tirkmen, N.B., Caglayan, A.B., Aydin, S., Telci, D., Kilig, E., Sahin, K,
Orhan, C., Tuzcu, M. (2016). Schiff base-poloxamer p85 combination prevents
prostate cancer progression in ¢57/blé mice. The Prostate 76, 1454-1463.

Duan, ].J.,, Bauer, L.S., Abell, K., Ulyshen, M.D., Van Driesche, R.G. (2015). Population
dynamics of an invasive forest insect and associated natural enemies in the
aftermath of invasion: Implications for biological control. Journal of Applied
Ecology 52, 1246-1254.

Dube, B.N.R., Marshall, T.P., Ryan, R.P. (2016). Predictors of human immunodeficiency
virus (hiv) infection in primary care: A systematic review protocol. Systematic
Reviews 5, 158.

Duncan, C., White, A.R. (2012). Copper complexes as therapeutic agents. Metallomics 4,
127-138.

Ekert, P., Silke, J., Vaux, D. (1999). Caspase inhibitors. Cell death and differentiation 6,
1081-1086.

El-Faham, A., Soliman, S.M., Ghabbour, H.A,, Elnakady, Y.A., Mohaya, T.A., Siddiqui, M.R,,
Albericio, F. (2016). Ultrasonic promoted synthesis of novel s-triazine-schiff base
derivatives; molecular structure, spectroscopic studies and their preliminary
anti-proliferative activities. Journal of Molecular Structure 1125, 121-135.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: A review of programmed cell death. Toxicologic pathology
35, 495-516.

79



Esterbauer, H. Schaur, R.J., Zollner, H. (1991). Chemistry and biochemistry of 4-
hydroxynonenal, malonaldehyde and related aldehydes. Free radical Biology and
medicine 11, 81-128.

Favaloro, B., Allocati, N., Graziano, V., Di Ilio, C., De Laurenzi, V. (2012). Role of apoptosis
in disease. Aging (Albany NY) 4, 330-349.

Feitelson, M.A., Arzumanyan, A., Kulathinal, R.J., Blain, S.W., Holcombe, R.F., Mahajna, J.,
Marino, M., Martinez-Chantar, M.L., Nawroth, R. Sanchez-Garcia, I. (Year)
Published. Seminars in cancer biology2015, 35: S25-S54. Elsevier.

Ferlay, J., Soerjomataram, I., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C., Rebelo, M., Parkin, D.M,,
Forman, D., Bray, F. (2015). Cancer incidence and mortality worldwide: Sources,
methods and major patterns in globocan 2012. International journal of cancer
136, E359-E386.

Ferreira, I.P., Pilo, E.D., Recio-Despaigne, A.A., Da Silva, ].G., Ramos, ].P., Marques, L.B,,
Prazeres, P.H., Takahashi, ].A., Souza-Fagundes, E.M., Rocha, W. (2016). Bismuth
(iii) complexes with  2-acetylpyridine-and  2-benzoylpyridine-derived
hydrazones: Antimicrobial and cytotoxic activities and effects on the clonogenic
survival of human solid tumor cells. Bioorganic & medicinal chemistry 24, 2988-
2998.

Fine, J.H., Chen, P., Mesci, A., Allan, D.S., Gasser, S., Raulet, D.H., Carlyle, J.R. (2010).
Chemotherapy-induced genotoxic stress promotes sensitivity to natural killer cell
cytotoxicity by enabling missing-self recognition. Cancer research 70, 7102-7113.

Florea, A.-M., Biisselberg, D. (2011). Cisplatin as an anti-tumor drug: Cellular
mechanisms of activity, drug resistance and induced side effects. Cancers 3, 1351-
1371.

Forcados, G.E., James, D.B., Sallau, A.B., Muhammad, A., Mabeta, P. (2017). Oxidative
stress and carcinogenesis: Potential of phytochemicals in breast cancer therapy.
Nutrition and Cancer, 1-10.

Fotakis, G., Timbrell, ].A. (2006). In vitro cytotoxicity assays: Comparison of ldh, neutral
red, mtt and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to cadmium
chloride. Toxicology letters 160, 171-177.

Fraczek, N., Bronisz, 1., Pietryka, M., Kepiniska, D., Strzata, P., Mielnicka, K., Korga, A.,
Dudka, J. (2016). An outline of main factors of drug resistance influencing cancer

therapy. Journal of Chemotherapy 28, 457-464.

80



Freire, A.M., Braga, H.A. Braga, A.A., Neto, M.L.R. (2015). Hope and pediatric cancer.
International archives of medicine 8

Frezza, M., Hindo, S., Chen, D., Davenport, A., Schmitt, S., Tomco, D., Ping Dou, Q. (2010).
Novel metals and metal complexes as platforms for cancer therapy. Current
pharmaceutical design 16, 1813-1825.

Fricker, S.P. (2007). Metal based drugs: From serendipity to design. Dalton Transactions,
4903-4917.

Gabellieri, E., Guba, W., Hilpert, H., Mauser, H., Mayweg, A.V., Rogers-Evans, M., Rombach,
D., Thomas, A., Woltering, T., Wostl, W. (2014). 1, 4-oxazepines as bacel and/or
baceZ2 inhibitors. Google Patents

Ganesan, S. Lingeshwaran, S. (2017). A biophysical model of tumor invasion.
Communications in Nonlinear Science and Numerical Simulation 46, 135-152.

Garrido, C., Galluzzi, L., Brunet, M., Puig, P., Didelot, C., Kroemer, G. (2006). Mechanisms
of cytochrome c release from mitochondria. Cell Death & Differentiation 13, 1423-
1433.

Gazdar, A.F., Kurvari, V. Virmani, A, Gollahon, L. Sakaguchi, M., Westerfield, M.,
Kodagoda, D., Stasny, V., Cunningham, H.T., Wistuba, L.I. (1998). Characterization
of paired tumor and non-tumor cell lines established from patients with breast
cancer. International journal of cancer 78, 766-774.

Gieseg, S., Duggan, S., Gebicki, ].M. (2000). Peroxidation of proteins before lipids in u937
cells exposed to peroxyl radicals. Biochemical Journal 350, 215-218.

Gomathi, R.,, Ramu, A., Murugan, A. (2014). Evaluation of DNA binding, cleavage, and
cytotoxic activity of cu (ii), co (ii), and ni (ii) schiff base complexes of 1-
phenylindoline-2, 3-dione with isonicotinohydrazide. Bioinorganic chemistry and
applications 2014

Grisold, W., Grisold, A., Loscher, W. (2016). Neuromuscular complications in cancer.
Journal of the Neurological Sciences 367, 184-202.

Gup, R, Gokee, C. Aktirk, S. (2015). Copper (ii) complexes with 4-
hydroxyacetophenone-derived acylhydrazones: Synthesis, characterization, DNA
binding and cleavage properties. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy 134, 484-492.

Gupte, A., Mumper, R.J. (2009). Elevated copper and oxidative stress in cancer cells as a

target for cancer treatment. Cancer treatment reviews 35, 32-46.

81



Giiles, O., Eren, U. (2008). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yéntemler. YY U.
Veteriner Fakiiltesi Dergisi 2, 73-78.

Giingér, 0. Giirkan, P. (2010). Synthesis and spectroscopic properties of novel
asymmetric schiff bases. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy 77, 304-311.

Hajrezaie, M., Hassandarvish, P.,, Moghadamtousi, S.Z., Gwaram, N.S., Golbabapour, S,
NajiHussien, A., Almagrami, A.A. Zahedifard, M., Rouhollahi, E. Karimian, H.
(2014). Chemopreventive evaluation of a schiff base derived copper (ii) complex
against azoxymethane-induced colorectal cancer in rats. PloS one 9, €91246.

Halliwell, B. (2011). Free radicals and antioxidants-quo vadis? Trends in
pharmacological sciences 32, 125-130.

Hameed, A., al-Rashida, M., Uroos, M., Ali, S.A., Khan, KM. (2016). Schiff bases in
medicinal chemistry: A patent review (2010-2015). Expert Opinion on
Therapeutic Patents, 1-17.

Hamid, R., Rotshteyn, Y., Rabadi, L., Parikh, R., Bullock, P. (2004). Comparison of alamar
blue and mtt assays for high through-put screening. Toxicology in vitro 18, 703-
710.

Hanahan, D., Weinberg, R.A. (2000). The hallmarks of cancer. cell 100, 57-70.

Hanahan, D., Weinberg, R.A. (2011). Hallmarks of cancer: The next generation. cell 144,
646-674.

Harney, A.S., Lee, ], Manus, L.M., Wang, P., Ballweg, D.M., LaBonne, C., Meade, T.]. (2009).
Targeted inhibition of snail family zinc finger transcription factors by
oligonucleotide-co (iii) schiff base conjugate. Proceedings of the National Academy
of Sciences 106, 13667-13672.

Harris, Z.L., Gitlin, ].D. (1996). Genetic and molecular basis for copper toxicity. The
American journal of clinical nutrition 63, 836S-841S.

Hartwig, A. (2001). Zinc finger proteins as potential targets for toxic metal ions:
Differential effects on structure and function. Antioxidants and Redox Signaling 3,
625-634.

Hill, M.M., Adrain, C., Duriez, P.J, Creagh, E.M., Martin, S.J. (2004). Analysis of the
composition, assembly kinetics and activity of native apaf-1 apoptosomes. The

EMBO journal 23, 2134-2145.

82



Holoch, P.A., Griffith, T.S. (2009). Tnf-related apoptosis-inducing ligand (trail): A new
path to anti-cancer therapies. European journal of pharmacology 625, 63-72.

Hong, M., Geng, H., Niu, M., Wang, F., Li, D, Liu, ], Yin, H. (2014). Organotin (iv)
complexes derived from schiff base n’-[(1e)-(2-hydroxy-3-methoxyphenyl)
methylidene] pyridine-4-carbohydrazone: Synthesis, in vitro cytotoxicities and
DNA/bsa interaction. European journal of medicinal chemistry 86, 550-561.

HoSHI, H., McKeehan, W.L. (1984). Brain-and liver cell-derived factors are required for
growth of human endothelial cells in serum-free culture. Proceedings of the
National Academy of Sciences 81, 6413-6417.

Housman, G., Byler, S. Heerboth, S., Lapinska, K., Longacre, M., Snyder, N., Sarkar, S.
(2014). Drug resistance in cancer: An overview. Cancers 6, 1769-1792.

Hsu, D.C,, Roth, H.S., West, D.C., Botham, R.C., Novotny, C.J., Schmid, S.C., Hergenrother,
P.J. (2011). Parallel synthesis and biological evaluation of 837 analogues of
procaspase-activating compound 1 (pac-1). ACS combinatorial science 14, 44-50.

Hunter, A.M., LaCasse, E.C., Korneluk, R.G. (2007). The inhibitors of apoptosis (iaps) as
cancer targets. Apoptosis 12, 1543-1568.

Jaffe, E.A., Nachman, R.L., Becker, C.G., Minick, C.R. (1973). Culture of human endothelial
cells derived from wumbilical veins. Identification by morphologic and
immunologic criteria. Journal of Clinical Investigation 52, 2745.

Jarrahpour, A., Khalili, D., De Clercq, E. Salmi, C., Brunel, ].M. (2007). Synthesis,
antibacterial, antifungal and antiviral activity evaluation of some new bis-schiff
bases of isatin and their derivatives. Molecules 12, 1720-1730.

Jeanguenat, A. (2013). The story of a new insecticidal chemistry class: The diamides. Pest
management science 69, 7-14.

Jerome, K.R,, Sloan, D., Aubert, M. (2003). Measurement of ctl-induced cytotoxicity: The
caspase 3 assay. Apoptosis 8, 563-571.

Joshi, P., Kumar, D. (2014). Metal complexes of biological active 2-aminothiazole derived
ligands. Russian Journal of Coordination Chemistry 40, 445-459.

Joshi, S.D., Kumar, D., Dixit, S.R.,, Tigadi, N., More, U.A., Lherbet, C., Aminabhavi, T.M,,
Yang, K.S. (2016). Synthesis, characterization and antitubercular activities of
novel pyrrolyl hydrazones and their cu-complexes. European journal of medicinal

chemistry 121, 21-39.

83



Joza, N., Susin, S.A., Daugas, E., Stanford, W.L., Cho, S.K,, Li, C.Y., Sasaki, T., Elia, A.J., Cheng,
H.-Y.M,, Ravagnan, L. (2001). Essential role of the mitochondrial apoptosis-
inducing factor in programmed cell death. Nature 410, 549-554.

Karmakar, I, Mandal, S. Mitra, A. (2015). Evaluation of antimicrobial and insect
repellent properties of two novel zinc (ii), and nickel (ii) complexes containing a
tetradentate schiff base. Journal of Integrated Science and Technology 3, 60-67.

Kascheres, C.M. (2003). The chemistry of enaminones, diazocarbonyls and small rings:
Our contribution. Journal of the Brazilian Chemical Society 14, 945-969.

Kazemi, Z., Rudbari, H.A., Sahihi, M., Mirkhani, V., Moghadam, M., Tangestaninejad, S.,
Mohammadpoor-Baltork, I, Azimi, G. Gharaghani, S. Kajani, A.A. (2016).
Synthesis, characterization and separation of chiral and achiral diastereomers of
schiff base pd (ii) complex: A comparative study of their DNA-and hsa-binding.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 163, 246-260.

Kenawy, E., Abdel-Hay, F., Mohy Eldin, M., Tamer, T., Ibrahim, E. (2015). Novel aminated
chitosan-aromatic aldehydes schiff bases: Synthesis, characterization and bio-
evaluation. Int. J. of Adv. Res 3, 563-572.

Kerr, J.F., Winterford, C.M., Harmon, B.V. (1994). Apoptosis. Its significance in cancer and
cancer therapy. Cancer 73, 2013-2026.

Keydar, 1., Chen, L., Karby, S., Weiss, F., Delarea, J., Radu, M., Chaitcik, S., Brenner, r.H.
(1979). Establishment and characterization of a cell line of human breast
carcinoma origin. European Journal of Cancer (1965) 15, 659-670.

Kiran, T., Prasanth, V.G., Balamurali, M., Vasavi, C., Munusami, P., Sathiyanarayanan, K.I,,
Pathak, M. (2015). Synthesis, spectroscopic characterization and in vitro studies
of new heteroleptic copper (ii) complexes derived from 2-hydroxy
napthaldehyde schiff’s bases and n, n donor ligands: Antimicrobial, DNA binding
and cytotoxic investigations. Inorganica Chimica Acta 433, 26-34.

Kischkel, F., Hellbardt, S., Behrmann, I., Germer, M., Pawlita, M., Krammer, P., Peter, M.
(1995). Cytotoxicity-dependent apo-1 (fas/cd95)-associated proteins form a
death-inducing signaling complex (disc) with the receptor. The EMBO journal 14,
5579.

Koiri, R.K,, Trigun, S.K,, Dubey, S.K,, Singh, S., Mishra, L. (2008). Metal cu (ii) and zn (ii)
bipyridyls as inhibitors of lactate dehydrogenase. Biometals 21, 117-126.

84



Konarikova, K., Andrezalova, L., Rapta, P., Slovakova, M., Durackova, Z., Laubertova, L.,
Gbelcova, H., Danisovic, L., Bohmer, D., Ruml, T. (2013). Effect of the schiff base
complex diaqua-(n-salicylidene-l-glutamato) copper (ii) monohydrate on human
tumor cells. European journal of pharmacology 721, 178-184.

Koori, H. (2014). Near infrared fluorescent imaging agent. Google Patents

Kostova, 1., Saso, L. (2013). Advances in research of schiff-base metal complexes as
potent antioxidants. Current medicinal chemistry 20, 4609-4632.

Kovacic, P. (2006). Novel electrochemical approach to enhanced toxicity of 4-oxo-2-
nonenal vs. 4-hydroxy-2-nonenal (role of imine): Oxidative stress and therapeutic
modalities. Medical hypotheses 67, 151-156.

Krempl, C., Heidel-Fischer, H.M., Jiménez-Aleman, G.H. Reichelt, M., Menezes, R.C,,
Boland, W., Vogel, H., Heckel, D.G., Jouf3en, N. (2016). Gossypol toxicity and
detoxification in helicoverpa armigera and heliothis virescens. Insect
Biochemistry and Molecular Biology 78, 69-77.

Kucukoglu, K., Tugrak, M., Demirtas, A. Sakagami, H. Gul, H. (2016). Synthesis and
cytotoxic activity of (4-substituted-benzylidene)-(3-phenyl-1, 2, 4-oxadiazol-5-yl)
methylamines. Pharmaceutical Chemistry Journal 50, 234-238.

Kumar, A., Kumar, N., Roy, P, Sondhi, S, Sharma, A. (2015). Microwave-assisted
synthesis of benzenesulfonohydrazide and benzenesulfonamide cyclic imide
hybrid molecules and their evaluation for anticancer activity. Medicinal Chemistry
Research 24, 3760-3771.

Kumar, K.S., Ganguly, S., Veerasamy, R., De Clercq, E. (2010). Synthesis, antiviral activity
and cytotoxicity evaluation of schiff bases of some 2-phenyl quinazoline-4 (3) h-
ones. European journal of medicinal chemistry 45, 5474-5479.

Kumar, S., Dhar, D.N., Saxena, P. (2009). Applications of metal complexes of schiff bases-a
review. Journal of scientific and industrial research 68, 181-187.

LaCasse, E.C., Baird, S. Korneluk, R.G., MacKenzie, A.E. (1998). The inhibitors of
apoptosis (iaps) and their emerging role in cancer. Oncogene 17, 3247-3260.

Lancaster, M.V, Fields, R.D. (1996). Antibiotic and cytotoxic drug susceptibility assays
using resazurin and poising agents. Google Patents

Lander, T.A., Klein, E.K., 0ddou-Muratorio, S., Candau, J.-N., Gidoin, C., Chalon, A., Roig, A.,
Fallour, D. Auger-Rozenberg, M.-A. Boivin, T. (2014). Reconstruction of a

85



windborne insect invasion using a particle dispersal model, historical wind data,
and bayesian analysis of genetic data. Ecology and evolution 4, 4609.

Laurell, G., Jungnelius, U. (1990). High-dose cisplatin treatment: Hearing loss and plasma
concentrations. The Laryngoscope 100, 724-734.

Lavrik, I.N., Golks, A., Krammer, P.H. (2005). Caspases: Pharmacological manipulation of
cell death. The Journal of clinical investigation 115, 2665-2672.

Leblond, B., Taverne, T., Beausoleil, E., Chauvignac, C., Casagrande, A.-S., Desire, L.
(2011). Substituted isoquinolines and their use as tubulin polymerization
inhibitors. Google Patents

Lee, S.K, Tan, KW, Ng, SW. (2016). Topoisomerase i inhibition and DNA cleavage by
zinc, copper, and nickel derivatives of 2-[2-bromoethyliminomethyl]-4-
[ethoxymethyl] phenol complexes exhibiting anti-proliferation and anti-
metastasis activity. Journal of inorganic biochemistry 159, 14-21.

Lewis, W. (1921). Smooth muscle and endothelium in tissue culture. Anat. Rec 21, 72.

Li, L.Y.,, Luo, X,, Wang, X. (2001). Endonuclease g is an apoptotic dnase when released
from mitochondria. Nature 412, 95-99.

Li, M, Gou, Y., Yang, F., Liang, H. (2014). DNA binding, cytotoxicity and apoptosis
induction activity of a mixed-ligand copper (ii) complex with taurine schiff base
and imidazole. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy 128, 686-693.

Li, Y, Zhao, ], He, C.-C,, Zhang, L., Sun, S.-R,, Xu, G.-C. (2015). Synthesis, crystal structure
and biological activity of two mn complexes with 4-acyl pyrazolone derivatives.
Journal of inorganic biochemistry 150, 28-37.

Liou, G.-Y,, Storz, P. (2010). Reactive oxygen species in cancer. Free radical research 44,
479-496.

Liu, X.-H., Zhao, W., Shen, Z.-H,, Xing, ].-H., Xu, T.-M., Peng, W.-L. (2017). Synthesis,
nematocidal activity and sar study of novel difluoromethylpyrazole carboxamide
derivatives containing flexible alkyl chain moieties. European journal of medicinal
chemistry 125, 881-889.

Louzao, M.C., Ares, LR, Cagide, E., Espifia, B., Vilarifio, N., Alfonso, A., Vieytes, M.R,,
Botana, L.M. (2011). Palytoxins and cytoskeleton: An overview. Toxicon 57, 460-
469.

86



Lukong, K.E. (2017). Understanding breast cancer-the long and winding road. BBA
clinical

Luo, R, Fang, D., Chu, P., Wu, H., Zhang, Z., Tang, Z. (2016). Multiple molecular targets in
breast cancer therapy by betulinic acid. Biomedicine & Pharmacotherapy 84,
1321-1330.

Luong, D., Kesharwani, P., Killinger, B.A., Moszczynska, A., Sarkar, F.H., Padhye, S., Rishi,
AK, lyer, AK. (2016). Solubility enhancement and targeted delivery of a potent
anticancer flavonoid analogue to cancer cells using ligand decorated dendrimer
nano-architectures. Journal of Colloid and Interface Science 484, 33-43.

Lugmani, Y. (2005). Mechanisms of drug resistance in cancer chemotherapy. Medical
Principles and Practice 14, 35-48.

Mahmoud, W.H., Deghadi, R.G, Mohamed, G.G. (2016). Spectroscopic and thermal
characterization of biologically and anticancer active novel schiff base metal
complexes. Research on Chemical Intermediates 42, 7869-7907.

Mak, T. (2003). The e. Donnall thomas lecture apoptosis:“tis death that makes life live”.
Biology of Blood and Marrow Transplantation 9, 483-488.

Manjunath, M., Kulkarni, A.D., Bagihalli, G.B., Malladi, S., Patil, S.A. (2017). Bio-important
antipyrine derived schiff bases and their transition metal complexes: Synthesis,
spectroscopic characterization, antimicrobial, anthelmintic and DNA cleavage
investigation. Journal of Molecular Structure 1127, 314-321.

Maruthanila, V., Elancheran, R., Kunnumakkara, A., Kabilan, S., Kotoky, ]J. (2016). Recent
development of targeted approaches for the treatment of breast cancer. Breast
Cancer, 1-29.

Maruyama, Y. (1963). The human endothelial cell in tissue culture. Cell and Tissue
Research 60, 69-79.

Marzano, C., Pellei, M., Tisato, F., Santini, C. (2009). Copper complexes as anticancer
agents. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry 9, 185-211.

Miller, E.W., Bian, S.X., Chang, C.J. (2007). A fluorescent sensor for imaging reversible
redox cycles in living cells. Journal of the American Chemical Society 129, 3458-
3459.

Mueller, H., Kassack, M.U., Wiese, M. (2004). Comparison of the usefulness of the mtt,
atp, and calcein assays to predict the potency of cytotoxic agents in various

human cancer cell lines. Journal of Biomolecular Screening 9, 506-515.

87



Mufioz-Pinedo, C. (2012). Signaling pathways that regulate life and cell death: Evolution
of apoptosis in the context of self-defense In Self and nonself, pp. 124-143:
Springer

Muthal, B., Raut, B, Tekale, A. (2016). Synthesis and characterization of transition metal
ion (coii, niii, cuii& znii) complexes of schiff bases derived from aminothiazole
and their biological activity. [JCS 4, 78-82.

Naik, G.N., Bakale, R.P., Pathan, A.H., Ligade, S.G., Desai, S.A., Gudasi, K.B. (2012). 2, 4-
dichlorophenoxyacetic acid derived schiff base and its lanthanide (iii) complexes:
Synthesis, characterization, spectroscopic studies, and plant growth activity.
Journal of Chemistry 2013

Nanjundan, N. Narayanasamy, R. Butcher, R, Jasinski, ].P, Velmurugan, K,
Nandhakumar, R., Balakumaran, M.D., Kalaichelvan, P.T., Gnanasoundari, V.G.
(2017). Synthesis, crystal structure, biomolecular interactions and anticancer
properties of ni (ii), cu (ii) and zn (ii) complexes bearing s-allyldithiocarbazate.
Inorganica Chimica Acta 455, 283-297.

Ng, KW, Leong, D.T., Hutmacher, D.W. (2005). The challenge to measure cell
proliferation in two and three dimensions. Tissue Engineering 11, 182-191.
Nimse, S.B.,, Pal, D. (2015). Free radicals, natural antioxidants, and their reaction

mechanisms. RSC Advances 5, 27986-28006.

Njogu, E.M., Omondi, B., Nyamori, V.0. (2017). Silver (i)-pyridinyl schiff base complexes:
Synthesis, characterisation and antimicrobial studies. Journal of Molecular
Structure 1135, 118-128.

O'brien, ]., Wilson, I, Orton, T. Pognan, F. (2000). Investigation of the alamar blue
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
European Journal of Biochemistry 267, 5421-5426.

of Aguiar, A.C.V,, of Moura, R.0., Mendonga, ].F.B., de Oliveira Rocha, H.A., Camara, R.B.G,,
Schiavon, M.d.S.C. (2016). Evaluation of the antiproliferative activity of 2-amino
thiophene derivatives against human cancer cells lines. Biomedicine &
Pharmacotherapy 84, 403-414.

Onnis, V., Cocco, M.T., Fadda, R., Congiu, C. (2009). Synthesis and evaluation of anticancer
activity of 2-arylamino-6-trifluoromethyl-3-(hydrazonocarbonyl) pyridines.

Bioorganic & medicinal chemistry 17, 6158-6165.

88



Ono, M., Kawakami, M., Ushikubo, H. (1987). Stimulation of expression of the human
endogenous retrovirus genome by female steroid hormones in human breast
cancer cell line t47d. Journal of Virology 61, 2059-2062.

Ortiz, S., Nelson, R, Kesternich, V., Perez-Fehrmann, M., Christen, P., Marcourt, L. (2016).
Synthesis and antifungal activity of diaryl hydrazones from 2, 4-
dinitrophenylhydrazine. Journal of the Chilean Chemical Society 61, 3081-3084.

Ott, I, Gust, R. (2007). Non platinum metal complexes as anti-cancer drugs. Archiv der
Pharmazie 340,117-126.

Owens, J.R, Salter, W.B., Simpson, K.M. (2013). Select schiff base compounds for
chemical agent detoxification. Google Patents

Oniz, H. (2004). Apoptoz: Olmeye yatmak. SSK Tepecik Egitim Hastanesi Dergisi 14

Ozdemir, A., Mustafa, A. (2009). Rho kinaz ve apoptoz. Mersin Universitesi Saglik Bilimleri
Dergisi 2

Padanilam, B.]. (2003). Cell death induced by acute renal injury: A perspective on the
contributions of apoptosis and necrosis. American Journal of Physiology-Renal
Physiology 284, F608-F627.

Palermo, G. Magistrato, A., Riedel, T, Von Erlach, T. Davey, C.A., Dyson, PJ],
Rothlisberger, U. (2015). Fighting cancer with transition metal complexes: From
naked DNA to protein and chromatin targeting strategies. ChemMedChem

Pang, X,, Li, D., Peng, A. (2001). Application of rare-earth elements in the agriculture of
china and its environmental behavior in soil. Journal of Soils and Sediments 1, 124.

Parker, ].P,, Ude, Z., Marmion, C.J. (2016). Exploiting developments in nanotechnology for
the preferential delivery of platinum-based anti-cancer agents to tumours:
Targeting some of the hallmarks of cancer. Metallomics 8, 43-60.

Paul, A.,, Anbu, S., Sharma, G., Kuznetsov, M.L., Koch, B., da Silva, M.F.C.G., Pombeiro, A.].
(2015). Synthesis, DNA binding, cellular DNA lesion and cytotoxicity of a series of
new benzimidazole-based schiff base copper (ii) complexes. Dalton Transactions
44,19983-19996.

Paulpandiyan, R., Raman, N. (2016). DNA binding propensity and nuclease efficacy of
biosensitive schiff base complexes containing pyrazolone moiety: Synthesis and

characterization. Journal of Molecular Structure 1125, 374-382.

89



Pérez-Herrero, E. Fernandez-Medarde, A. (2015). Advanced targeted therapies in
cancer: Drug nanocarriers, the future of chemotherapy. European journal of
pharmaceutics and biopharmaceutics 93, 52-79.

Pohanka, M. (2011). Alzheimer's disease and related neurodegenerative disorders:
Implication and counteracting of melatonin. Journal of Applied Biomedicine 9,
185-196.

Poonia, K, Siddiqui, S., Arshad, M., Kumar, D. (2016). In vitro anticancer activities of
schiff base and its lanthanum complex. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy 155, 146-154.

Porter, A.G., Janicke, R.U. (1999). Emerging roles of caspase-3 in apoptosis. Cell death
and differentiation 6, 99-104.

Raman, N., Johnson Raja, S., Sakthivel, A. (2009). Transition metal complexes with schiff-
base ligands: 4-aminoantipyrine based derivatives-a review. Journal of
Coordination Chemistry 62, 691-709.

Rampazzo, C., Tozzi, M.G, Dumontet, C., Jordheim, L.P. (2016). The druggability of
intracellular nucleotide-degrading enzymes. Cancer chemotherapy and
pharmacology 77, 883-893.

Rampersad, S.N. (2012). Multiple applications of alamar blue as an indicator of
metabolic function and cellular health in cell viability bioassays. Sensors 12,
12347-12360.

Ranjan, R, Esimbekova, E.N., Kratasyuk, V.A. (2017). Rapid biosensing tools for cancer
biomarkers. Biosensors and Bioelectronics 87, 918-930.

Redza-Dutordoir, M., Averill-Bates, D.A. (2016). Activation of apoptosis signalling
pathways by reactive oxygen species. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Molecular Cell Research 1863, 2977-2992.

Rohn, T.T. (2010). The role of caspases in alzheimer’s disease; potential novel
therapeutic opportunities. Apoptosis 15, 1403-1409.

Rosenberg, B., Vancamp, L. (1969). Platinum compounds: A new class of potent
antitumour agents. Nature 222, 385-386

Rudbari, H.A,, Iravani, M.R., Moazam, V., Askari, B., Khorshidifard, M., Habibi, N., Bruno, G.
(2016). Synthesis, characterization, x-ray crystal structures and antibacterial

activities of schiff base ligands derived from allylamine and their vanadium (iv),

90



cobalt (iii), nickel (ii), copper (ii), zinc (ii) and palladium (ii) complexes. Journal of
Molecular Structure 1125, 113-120.

Rudrapal, M., De, B.,, Devanna, N. (2012). Synthesis and antimicrobial activity of some
novel schiff's bases of 4-methyl-2-thiazolamine. Anti-Infective Agents 10, 72-74.

Ruiz-Azuara, L., E Bravo-Gomez, M. (2010). Copper compounds in cancer chemotherapy.
Current medicinal chemistry 17, 3606-3615.

Saelens, X, Festjens, N., Walle, L.V.,, Van Gurp, M., van Loo, G., Vandenabeele, P. (2004).
Toxic proteins released from mitochondria in cell death. Oncogene 23, 2861-
2874.

Sahai, E. (2005). Mechanisms of cancer cell invasion. Current opinion in genetics &
development 15, 87-96.

Sakai, W., Swisher, E.M,, Karlan, B.Y., Agarwal, M.K,, Higgins, ]., Friedman, C., Villegas, E.,
Jacquemont, C., Farrugia, D.J., Couch, F.J. (2008). Secondary mutations as a
mechanism of cisplatin resistance in brca2-mutated cancers. Nature 451, 1116-
1120.

Scholthof, K.-B.G., Shaw, ].G., Zaitlin, M. (2000). Tobacco mosaic virus: One hundred years
of contributions to virology.

Schwarz, S., Csuk, R., Rauter, A. (2014). Microwave-assisted synthesis of novel purine
nucleosides as selective cholinesterase inhibitors. Organic & biomolecular
chemistry 12, 2446-2456.

Serdjebi, C., Milano, G., Ciccolini, J. (2015). Role of cytidine deaminase in toxicity and
efficacy of nucleosidic analogs. Expert opinion on drug metabolism & toxicology
11, 665-672.

Shams, H.Z., Mohareb, R.M., Helal, M.H., Mahmoud, A.E.-S. (2011). Design and synthesis
of novel antimicrobial acyclic and heterocyclic dyes and their precursors for
dyeing and/or textile finishing based on 2-n-acylamino-4, 5, 6, 7-tetrahydro-
benzo [b] thiophene systems. Molecules 16, 6271-6305.

Shapira, A. Livney, Y.D. Broxterman, H.. Assaraf, Y.G. (2011). Nanomedicine for
targeted cancer therapy: Towards the overcoming of drug resistance. Drug
resistance updates 14, 150-163.

Shokohi-pour, Z., Chiniforoshan, H., Momtazi-borojeni, A.A., Notash, B. (2016). A novel

schiff base derived from the gabapentin drug and copper (ii) complex: Synthesis,

91



characterization, interaction with DNA/protein and cytotoxic activity. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology 162, 34-44.

Siems, W.G., Grune, T. Esterbauer, H. (1995). 4-hydroxynonenal formation during
ischemia and reperfusion of rat small intestine. Life sciences 57, 785-789.

Simpson, J.A,, Narita, S., Gieseg, S., Gebicki, S., Gebicki, ].M., Dean, R.T. (1992). Long-lived
reactive species on free-radical-damaged proteins. Biochemical Journal 282, 621-
624.

Simfinek, P., Machacek, V. (2010). The structure and tautomerism of azo coupled B-
enaminones. Dyes and Pigments 86, 197-205.

Singh, R.K, Singh, AK, Siddiqui, S., Arshad, M., Jafri, A. (2017a). Synthesis, molecular
structure, spectral analysis and cytotoxic activity of two new aroylhydrazones.
Journal of Molecular Structure

Singh, RK,, Singh, AK, Siddiqui, S., Arshad, M., Jafri, A. (2017b). Synthesis, molecular
structure, spectral analysis and cytotoxic activity of two new aroylhydrazones.
Journal of Molecular Structure 1135, 82-97.

Sledge Jr, G.W., Loehrer Sr, P.J.,, Roth, B.J. Einhorn, L.H. (1988). Cisplatin as first-line
therapy for metastatic breast cancer. Journal of Clinical Oncology 6, 1811-1814.

Storz, P. (2005). Reactive oxygen species in tumor progression. Front Biosci 10, 1881-
1896.

Susin, S.A., Daugas, E., Ravagnan, L., Samejima, K., Zamzami, N., Loeffler, M., Costantini, P.,
Ferri, K.F,, Irinopoulou, T., Prévost, M.-C. (2000). Two distinct pathways leading
to nuclear apoptosis. The Journal of experimental medicine 192, 571-580.

Taneja, N., Tjalkens, R., Philbert, M., Rehemtulla, A. (2001). Irradiation of mitochondria
initiates apoptosis in a cell free system. Oncogene 20, 167.

Tardito, S., Marchio, L. (2009). Copper compounds in anticancer strategies. Current
medicinal chemistry 16, 1325-1348.

Trachootham, D., Alexandre, ]., Huang, P. (2009). Targeting cancer cells by ros-mediated
mechanisms: A radical therapeutic approach? Nature reviews Drug discovery 8,
579-591.

Tyler, G. (2004). Rare earth elements in soil and plant systems-a review. Plant and soil

267,191-206.

92



Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T., Mazur, M., Telser, J. (2007). Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The
international journal of biochemistry & cell biology 39, 44-84.

Van Meer, G., Voelker, D.R.,, Feigenson, G.W. (2008). Membrane lipids: Where they are
and how they behave. Nature reviews Molecular cell biology 9, 112-124.

Velaei, K., Samadi, N., Barazvan, B., Soleimani Rad, J. (2016). Tumor microenvironment-
mediated chemoresistance in breast cancer. The Breast 30, 92-100.

Verma, G., Marella, A., Shaquiquzzaman, M., Akhtar, M., Ali, M.R,, Alam, M.M. (2014). A
review exploring biological activities of hydrazones. Journal of Pharmacy And
Bioallied Sciences 6, 69.

Verma, M., Pandeya, S.N., Singh, K.N., Stables, ].P. (2004). Anticonvulsant activity of schiff
bases of isatin derivatives. ACTA PHARMACEUTICA-ZAGREB- 54, 49-56.

Vicini, P., Geronikaki, A., Incerti, M., Busonera, B., Poni, G., Cabras, C.A.,, La Colla, P.
(2003). Synthesis and biological evaluation of benzo [d] isothiazole,
benzothiazole and thiazole schiff bases. Bioorganic & medicinal chemistry 11,
4785-4789.

Vogel, S., Kaufmann, D., Pojarova, M., Miiller, C., Pfaller, T., Kiihne, S., Bednarski, P.]., von
Angerer, E. (2008). Aroyl hydrazones of 2-phenylindole-3-carbaldehydes as novel
antimitotic agents. Bioorganic & medicinal chemistry 16, 6436-6447.

Voloshin, T., Munster, M., Blatt, R., Shteingauz, A., Roberts, P.C., Schmelz, E.M.,, Giladi, M.,
Schneiderman, R.S., Zeevi, E., Porat, Y. (2016). Alternating electric fields (ttfields)
in combination with paclitaxel are therapeutically effective against ovarian
cancer cells in vitro and in vivo. International journal of cancer 139, 2850-2858.

Vyas, K.M.,, Pandya, ].H., Gupta, V.K, Jadeja, R. (2013). Studies on DNA binding behavior
of biologically active cu (ii) complexes of schiff bases containing acyl pyrazolones
and 2-ethanolamine. Journal of Coordination Chemistry 66, 1094-1106.

Wagner, A.D., Grothe, W, Haerting, ]., Kleber, G., Grothey, A. Fleig, W.E. (2006).
Chemotherapy in advanced gastric cancer: A systematic review and meta-
analysis based on aggregate data. Journal of Clinical Oncology 24, 2903-2909.

Wajant, H. (2002). The fas signaling pathway: More than a paradigm. Science 296, 1635-
1636.

Wang, J., Niuy, R. (2015). Fluoride and effects on caspases In Fluorine, pp. 327-336

93



Wani, W.A,, Baig, U, Shreaz, S., Shiekh, R.A,, Igbal, P.F.,, Jameel, E., Ahmad, A., Mohd-
Setapar, S.H., Mushtaque, M., Hun, L.T. (2016). Recent advances in iron complexes
as potential anticancer agents. New Journal of Chemistry 40, 1063-1090.

Weaver, B.A., Cleveland, D.W. (2005). Decoding the links between mitosis, cancer, and
chemotherapy: The mitotic checkpoint, adaptation, and cell death. Cancer cell 8,
7-12.

Wen, X., Yang, G.,, Mao, W., Thornton, A, Liu, J., Bast, R,, Le, X. (2006). Her2 signaling
modulates the equilibrium between pro-and antiangiogenic factors via distinct
pathways: Implications for her2-targeted antibody therapy. Oncogene 25, 6986-
6996.

Wilson, P.M., Danenberg, P.V., Johnston, P.G., Lenz, H.-]., Ladner, R.D. (2014). Standing the
test of time: Targeting thymidylate biosynthesis in cancer therapy. Nature reviews
Clinical oncology 11, 282-298.

Wimberger, P., Roth, C., Pantel, K., Kasimir-Bauer, S. Kimmig, R., Schwarzenbach, H.
(2011). Impact of platinum-based chemotherapy on circulating nucleic acid
levels, protease activities in blood and disseminated tumor cells in bone marrow
of ovarian cancer patients. International journal of cancer 128, 2572-2580.

Wolfe, M.S. (2001). Secretase targets for alzheimer's disease: Identification and
therapeutic potential. Journal of medicinal chemistry 44, 2039-2060.

Wu, H,, Che, X., Zheng, Q., Wu, A., Pan, K, Shao, A., Wu, Q., Zhang, J., Hong, Y. (2014).
Caspases: A molecular switch node in the crosstalk between autophagy and
apoptosis. Int ] Biol Sci 10, 1072-1083.

Wu, Z., Tang, X, Jia, Z. (1984). Studies of rare earth elements on role of enhancing
production in agriculture. 1. Effect of rare earth elements on some physiological
process in crop. J. Chin. Rare Earth Soc 2, 75-79.

Wyllie, A. (1993). Apoptosis (the 1992 frank rose memorial lecture). British Journal of
Cancer 67, 205.

Xu, G., Abad, M.C,, Connolly, P.J., Neeper, M.P., Struble, G.T., Springer, B.A., Emanuel, S.L.,
Pandey, N., Gruninger, R.H., Adams, M. (2008). 4-amino-6-arylamino-pyrimidine-
5-carbaldehyde hydrazones as potent erbb-2/egfr dual kinase inhibitors.
Bioorganic & medicinal chemistry letters 18, 4615-46109.

Yadav, N., Kumar, S., Marlowe, T., Chaudhary, A., Kumar, R., Wang, J., O'malley, ]., Boland,
P., Jayanthi, S, Kumar, T. (2015). Oxidative phosphorylation-dependent

94



regulation of cancer cell apoptosis in response to anticancer agents. Cell death &
disease 6, €1969.

Yan, M., Pang, L., Ma, T.-t,, Zhao, C.-1,, Zhang, N., Yu, B.-x,, Xia, Y. (2015a). A novel schiff
base zinc coordination compound inhibits proliferation and induces apoptosis of
human osteosarcoma cells. Journal of Huazhong University of Science and
Technology [Medical Sciences] 35, 700-706.

Yan, X, Xu, J., Wu, X,, Zhang, Z., Zhang, X,, Fan, Y., Bi, C. (2015b). Proteasome inhibition
and cytostatic effects on human cancer cells by pyrazolone-enamines: A
combined crystallographic, structural and computational study. New jJournal of
Chemistry 39, 2168-2180.

Yang, HW,, Hwang, K.J.,, Kwon, H.C, Kim, H.S., Choi, KW,, Oh, K.S. (1998). Detection of
reactive oxygen species (ros) and apoptosis in human fragmented embryos.
Human reproduction 13, 998-1002.

Yousuf, [., Arjmand, F. (2016). In vitro DNA binding profile of enantiomeric dinuclear cu
(ii)/ni (ii) complexes derived from 1-/d-histidine-terepthaldehyde reduced
schiff base as potential chemotherapeutic agents. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology 164, 83-95.

Yu, H, Yang, Y., Li, Q, Ma, T, Xu, J., Zhu, T., Xie, ]., Zhu, W., Cao, Z., Dong, K. (2016).
Ternary dinuclear copper (ii) complexes of a reduced schiff base ligand with
diimine coligands: DNA binding, cytotoxic cell apoptosis, and apoptotic
mechanism. Chemical biology & drug design 87, 398-408.

Zamble, D.B., Lippard, S.J. (1995). Cisplatin and DNA repair in cancer chemotherapy.
Trends in biochemical sciences 20, 435-439.

Zeng, F., Tian, H.E.,, Wang, Z,, An, Y., Gao, F., Zhang, L., Li, F., Shan, L. (2003). Effect of rare
earth element europium on amaranthin synthesis in amarathus caudatus
seedlings. Biological trace element research 93, 271-282.

Zhang, B, Li, L., Liy, Y., Wang, Q. (2016a). Antiviral mechanism study of gossypol and its
schiff base derivatives based on reactive oxygen species (ros). RSC Advances 6,
87637-87648.

Zhang, Z., Gou, Y., Wang, ], Yang, K, Qi, ., Zhou, Z., Liang, S., Liang, H., Yang, F. (2016b).
Four copper (ii) compounds synthesized by anion regulation: Structure,
anticancer function and anticancer mechanism. European journal of medicinal

chemistry 121, 399-4009.

95



Ziessel, R. (2001). Schiff-based bipyridine ligands. Unusual coordination features and
mesomorphic behaviour. Coordination Chemistry Reviews 216, 195-223.

Zingue, S., Cisilotto, |J., Tueche, A.B., Bishayee, A., Mefegue, F.A., Sandjo, L.P., Nde, C.B.M,,
Winter, E., Michel, T., Ndinteh, D.T. (2016). Crateva adansonii dc, an african
ethnomedicinal plant, exerts cytotoxicity in vitro and prevents experimental

mammary tumorigenesis in vivo. Journal of ethnopharmacology 190, 183-199.

96



OZGECMIS

Ad1-Soyadi : Aysegiil VAROL

Yabanci Dil : Ingilizce

Dogum Yeri ve Yil1 : Ankara/1990

E-Posta : aysegulv@anadolu.edu.tr

Egitim ve Mesleki Gecmisi:

2013, Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi, Lisans
Programi.

2008, Kilicoglu Lisesi, Eskisehir.

Yayinlar ve Bilimsel /Sanatsal Faaliyetleri:

Candan, M., Varol, A., Karabacak, R.B., Koparal, A.T., Varol, M., Tay, T. (2016).
Alteration of anti-proliferative activity of vulpinic acid in novel colloidal
system vulpinic acid treated poly (vinyl benzyl chloride). ISACS19:
Challenges in Organic Chemistry, Irvine, USA, s.P05.

Candan, M., Varol, A., Koparal, A.T., Varol, M., Tay, T. (2016). Blockage of
ultraviolet B-induced damage in human keratinocytes by a lichen
compound norstictic acid. 41st FEBS Congress "Molecular and Systems
Biology for a Better Life", Aydin, Turkey, s.344.

Tay, T., Varol, A., Koparal, A.T., Varol, M., Candan, M. (2016). Investigation of
some lichen-derived substances’ cosmetic potential for skin protection
against ultraviolet B. 41st FEBS Congress "Molecular and Systems Biology for
a Better Life", Aydin, Turkey, s.344.

Varol, A., Elmal, D., Varol, M., Salih, B., Koparal, A.T. (2016). Across adjacent
ring formed titanium phthalocyanine-mediated photodynamic therapy

alters and degrades filamentous actin cytoskeleton and internal



membranes. 41st FEBS Congress "Molecular and Systems Biology for a Better
Life", Aydin, Turkey, s.413.

Varol, A, Elmali, D. Varol, M. Salih, B., Koparal, A.T. (2016). Internal
membranes and actin cytoskeleton alteration by zinc phthalocyanine-
mediated photodynamic therapy on human lung carcinoma and
keratinocyte cells. 6th European Association of Chemical and Materials
Societies (EuCheMs) International Congress, Seville, Spain, s.1.

Elmaly, D, Varol, A, Koparal, A.T., Varol, M., Salih, B., Bekaroglu, 0. (2016).
Facile synthesis of unprecedented heteronuclear phthalocyanine ring and
its evaluation in photodynamic therapy. 28th National Chemistry Congress
(with International Participation), Mersin, Turkey, s.1.

Varol, M., Elmaly, D., Salih, B., Varol, A., Koparal, A.T. (2015). Novel across
adjacent ring formed metallophthalocyanines-mediated photodynamic
therapy inhibits the proliferation of human lung adenocarcinoma A549 cells
and human keratinocytes HaCaT cells. 3rd International BAU-Drug Design
Congress, [stanbul, Turkey, s.194.

Varol, A,, Candan, M., Tay, T., Turk, A., Koparal, A.T., Varol, M. (2015). Anti-
cancer and anti-angiogenic activities of a lichen-derived substance: alpha-
collatolic acid. 5th International Congress of Molecular Medicine, Izmir,
Turkey, s.58.

Varol, A., Koparal, A.T., Varol, M., Candan, M., Tay, T., Tiirk, A. (2015). A
natural small-molecule alectoronic acid inhibits angiogenesis and
suppresses proliferation of various cancer cells. EACR-Sponsored 3rd
Anticancer Agent Development Congress, [zmir, Turkey, s.65.

Varol, A., Elmals, D., Varol, M., Koparal, A.T., Salih, B. (2015). Investigation of
new sandwich-type metallophthalocyanines-mediated photodynamic
therapy. IV. International Congress of the Molecular Biology Association of
Turkey, Ankara, Turkey, s.133.



	1_Ic_Kapak.pdf (p.1)
	2_Baslik_Sayfasi.pdf (p.2)
	3_Juri_Onay.pdf (p.3)
	4_Ozet_tesekkur.pdf (p.4-6)
	5_Etik.pdf (p.7)
	6_Icindekiler.pdf (p.8-10)
	8_Sekiller_Dizini.pdf (p.11-14)
	9_Simge_ve_Kisaltmalar_Dizini.pdf (p.15)
	10, Ana metin son.pdf (p.16-111)
	11_Ozgeçmiş.pdf (p.112-113)

