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H-RAS Aktif Fibroblast Hücre Apoptozunun Bazı 1,3-bis 
(Heteroaril Sübstitüe) Benzen Türevleri ile Uyarılması

[Apoptosis of H-RAS Fibroblast Cells is Stimulated by Some 1,3-bis-(Heteroarly 
Substituted) Benzene Derivatives]

Araştırma Makalesi [Research Article]

Türk Biyokimya Dergisi [Turkish Journal of Biochemistry - Turk J Biochem] 2005; 31 (1); 27–35.

ÖZET
Apoptoz embiryonik gelişim ve doku homeostazın düzenlenmesi esnasında oluşan 
normal fizyolojik bir olaydır. Günümüzde bazı kemotröpatik ajaların hücre içer-
sinde apoptoz yolaklarını stimüle edebilme yeteneğine sahip olduğu bilinmektedir. 
Bu nedenle anti-tümör etkiye sahip olabilecek ilaç adayı bazı 1,3-bis- (heteroaril 
sübstitüe) benzen türevlerinin (MBİS1, MBİS2 ve MBİS8) sıçan embriyo fibroblast 
F2408 (normal hücre hattı) ve 5RP7 (H-ras transform hücre hattı) üzerindeki sito-
toksik ve apoptotik etkilerinin araştırılması önemli görülmektedir. Bulgular, yal-
nızca MBİS1 ve MBİS8’in 24 saat stimülasyonu sonucu 5RP7 hücrelerinde seçici ve 
anlamlı bir sitotoksik etki oluşturduğunu göstermiştir. Aynı şekilde 0,001 ve 0,002 
mg/ml MBİS1 veya 0,0006 mg/ml MBİS8 ile uyarılan bu hücrelerde morfolojik 
olarak apoptotik belirteçlerin oluştuğu tespit edilmiştir. Fakat her iki türevinde 24 
saat sonra hem F2408 hem de 5RP7 hücrelerinde pozitif kontrole (Etoposid 25 µM) 
göre erken apoptozu tetiklemediği tespit edildi. Diğer yandan yalnızca MBİS8’in 
(0,005 mg/ml) 9 ve 24 saat inkübasyon süresinden sonra 5RP7 hücrelerinde DNA 
kırıklarına neden olduğu gözlenmiştir. Elde edilen bu bulgular göstermiştir ki; bu 
iki benzen türevi anti-tümör ajen olabilme yeteneğine sahip olduğundan daha de-
taylı deneysel çalışmaları gerektirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Apoptoz, sitotoksisite, H-ras, benzen

ABSTRACT
Apoptosis is a normal physiological process which occurs during embryonic de-
velopment and the maintenance of tissue homeostasis. Nowadays, it is known that 
some chemotherapeutic agents are able to activate the pathway of apoptosis in cells.
Therfore, it is valuable to investigate the cytotoxic and apoptotic effects of some 
1,3-bis- (heteroaryl substituted) benzene derivatives (MBİS1, MBİS2 and MBİS8) 
that might be potential anti-tumour drugs, on rat embryo fibroblast F2408 (normal 
cell line) and 5RP7 (H-ras transformed cell line). The results showed that the selec-
tive and significant cytotoxic effects were observed by treatment of 5RP7 cells with 
either MBİS1 or MBİS8 for 24 hours. Correspondingly, incubation with 0,001 and 
0,002 mg/ml MBİS1 or 0,0006 mg/ml MBİS8 lead to the appeaance ofr morpholog-
ical apoptotic changes. However the mechanism of early apoptosis on both F2408 
and 5RP7 cell lines was not triggered in the presence of both derivatives compared 
to positive control (Etoposid 25 µM). On the other hand, the DNA fragmentation 
on genomic DNA of 5RP7 cells was observed with only MBİS8 (0,005 mg/ml) 
treatment for 9 or 24 hours. This observations indicated that these two benzene 
derivatives might be usefulin in chemotherapy therefore it may be useful to carry 
out further investigations on these agents.
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GİRİŞ
Apoptoz (programlı hücre ölümü) ve nekroz memeli 
hücrelerini ölüme götüren iki önemli olaydır ve özellik-
le apoptoz; gelişim, homeostaz ve patojenezde önemli 
rol oynayan hücre intihar mekanizmasıdır [1,2]. Bu iki 
ölüm mekanizması arasındaki farklar yapılan deneysel 
çalışmalar ile ortaya konmuştur. Bu çalışmalara göre, 
nekrotik hücrelerin karakteristik özellikleri; şişme, si-
toplazma organellerinin dağılması, hücre zar yapısının 
bozulması ve patlamasıdır. Dokunun nekroza verdiği 
cevap ise inflamasyon oluşumu tarzındadır [3]. Apopto-
tik hücrelerde gözlenen erken safha morfolojik değişim-
ler ise kromatin materyalinin kondensasyonu ile ilişkili 
olarak çekirdeğin küçülmesi ve kırılması (karyoheksiz) 
[4], sitoplazmik hacmin kaybolmasından dolayı hüc-
renin küçülmesi ve sitoplazmik proteinlerin konden-
sasyonudur. Bunun yanı sıra plazma ve hücre zarında 
kabarcıkların ve hücre zarına bitişik hücrelerarası or-
tama uzanan “apoptotik cisimciklerin” oluşmasıdır [5]. 
Apoptotik hücrede görülen yapısal değişimlerden bir 
tanesi ise normalde hücre zarının iç yüzünde bulunan 
negatif yüklü fosfatidilserinin apoptozun erken safhala-
rında hücre plazma zarının iç yüzeyinden dış yüzeyine 
doğru yer değiştirmesidir [6]. Apoptoz mekanizması-
nın son aşamasında ise biyokimyasal bir değişim olan 
kromozomal DNA’nın hücrede internükleozomal böl-
gelerden yaklaşık 180–200 baz çifti veya bunların kat-
ları boyutunda DNA kırıkları oluşturacak şekilde par-
çalanmalar meydana gelir [7] ve bu DNA kırıklarının 
oluşup oluşmaması hücre tipine bağlı olarak değişim 
göstermektedir [1–5] -bis (sübtitüe) benzen çekirdeği 
bulunan bileşiklerin çeşitli farmakolojik etkilere sahip 
olduğu gösterilmiştir bunlar; antitümör [8,9], sitotoksik 
[10], antiviral [11], fungusit [12,13], kas gevşetici [14], li-
poksijenaz inhibitörü [15] ve gençlik hormon aktivitesi 
[16] gibi etkilerdir.
Hücre içi kalsiyum iyon seviyesindeki artış apoptoz 
mekanizmasını tetiklemekte ve bcl-2 gibi anti-apopto-
tik proteinin Ca+2’u tekrar depolarına gönderip hücre 
içi kalsiyum seviyesini düşürerek apoptozu engelledi-
ği gösterilmiştir [17]. Bu çalışmada kullanılan 1,3-bis 
(heteroaril sübstitüe) benzen türevlerinin hücre içi Ca+2 
seviyesini plazma zarındaki Ca+2 kanallarını etkileyerek 
arttırdığı tespit edilmiştir [18]. Hem literatürde yer alan 
hem de kendi laboratuarımızda yapılan deneysel çalış-
malar göstermiştir ki, 1,3-bis (heteroaril sübstitüe) ben-
zen türevleri apoptozu tetikleyici sentetik moleküller 
olabilme özelliğine sahiptir. Bu nedenle çalışmamızda, 
bu sentetik moleküllerin sitotoksik ve apoptotik etkileri 
in vitro ortamda kontrol (F2408) ve H-ras aktif (5RP7) 
hücreleri kullanılarak araştırılmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Hücre kültürü ve bileşiklerin hazırlanması
Sıçan embriyo fibroblast F2408 ve 5RP7 [19] hücreleri 

%10 fötal dana serumu (FCS), 100 ünite/ml penisilin-
streptomisin, %1 glutamin içeren Dulbecco’s Modified 
Eagle’s solüsyonu (DMEM) içersinde 37°C’de kültürde 
tutuldular. Her 3 günde bir hücreler, tripsin/EDTA so-
lüsyonu ile muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranları arasın-
da alt kültürlere ayrıldılar.
Hücreler, bileşenler ile muamele edilmeden önce, hücre 
sayısı toma lam ile belirlenerek deney koşullarına uy-
gun ortamlara ekildikten sonra 24 saat 37°C’de %5 CO2 
içeren atmosfer ortamında inkübe edildiler.
Benzen türevlerinin stok solüsyonları dimetil sülfoksit 
(DMSO) içersinde hazırlandı ve daha sonraki dilüsyon-
lar ise taze kültür vasatları kullanılarak yapıldı.

MTT ölçümü
2 × 104 hücre/ml %10 FCS içerisinde süspansiyon haline 
getirildikten sonra 100 μl hücre süspansiyonu 96 kuyu-
lu hücre kültürü tabakalarının her kuyucuğuna aktarıldı 
ve eş zamanda 100 μl 0,0002–0,001–0,002–0,01–0,02–
0,1 mg/ml konsantrasyonlarında benzen türevleri hüc-
reler eklenerek 37°C’de 24 veya 48 saat inkübasyona 
tabi tutuldular. Bu sürenin bitiminde, her bir kuyucuğa 
20 μl MTT boyası (5 mg/ml) eklenerek hücreler 37°C’de 
2 saat daha inkübe edildiler. Daha sonra, canlı hücreler 
tarafından oluşturulan formazan tuzlarının çözülmesi 
için her bir kuyuya 200 µl DMSO eklenerek oda ısı-
sında 10 dakika bekletilen hücrelerdeki renk değişimi, 
EL × 808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da 540 nm dalga 
boyu ile belirlendi. Her bir konsantrasyon deney içeri-
sinde üç farklı kuyuda tekrarlandı ve bileşen ile muame-
le edilmeyen kontrol hücre canlılığı %100 olarak kabul 
edildi [20].

Akridin oranj boyama
1 × 106 hücre/ml steril lamellerin yerleştirildiği cam petri 
kaplarına aktarıldı ve belirlenen konsantrasyonlardaki 
test maddeleri hücrelere eklenerek belli zaman aralık-
larında 37oC’de inkübasyona tabi tutuldular. Bu sürenin 
bitiminde hücreler 3 defa 2 dakika süre ile 1 × PBS so-
lüsyonu ile yıkandılar ve son yıkama işleminden sonra 
cam petrilere 1 ml %70 etanol eklenerek 5 dakika oda 
ısısında inkübe edildiler. Bir seri yıkama işleminden 
sonra, 2 dakika 1 × PBS’de bekletilen hücreler 1 × PBS 
içersinde seyreltilen 200 μl akridin oranj (100 μg/ml) ve 
etidyum bromür (100 μg/ml) karışımı ile oda ısısında 5 
dakika inkübe edildiler. Preparat haline getirilen hüc-
reler immüno-floresan mikroskop (Olympus) altında 
incelendi [21]. Daha sonra preparattan, yaşayan hücre-
ler (LN), apoptotik hücreler (A), ölü hücreler normal çe-
kirdekli (DN) ve ölü hücreler apoptotik çekirdekli (DA) 
hücrelerin sayımı gerçekleştirildi ve aşağıdaki şekilde 
apoptotik indeks hesaplandı.
Apoptotik indeks = (A+DA) / (LN+A+DN+DA) × 100
Akım sitometri analizi
800 rpm de 4 dakika santrifüj edilerek 2 kez 1 × PBS 
ile yıkanan hücreler 2–3 × 106 hücre/ml olacak şekilde 



Turk J Biochem, 2006; 31(1); 27–35. Akalın ve İncesu29

1 × Annexin-V bağlanma çözeltisinde süspanse edildiler. 
Daha sonra hücre solüsyonundan 100 μl alınarak tüplere 
aktarıldı ve her bir tüpe, 5 μl Annexin-V FITC + 10 μl 
propidyum iyodür karışımı eklendi. Oda sıcaklığında 
15 dakika inkübe edildikten sonra her bir tüpe 400 μl 
1 × Annexin-V bağlanma çözeltisi ilave edilerek hücre-
ler akım sitometrisi (Calibur, B.D) ile analiz edildiler.

DNA ekstraksiyonu ve elektroforetik analiz
1 × 106 hücre/ml cam petrilere ekim yapıldıktan sonra 
belli konsantrasyonlarda benzen türevleri eklenerek 
9, 12 ve 24 saat inkübe edildiler. Daha sonra tripsin-
lenen hücreler 1 × PBS çözeltisinde yıkanarak liziz so-
lüsyonu (%0.5 sarkosil, 20 mg/ml proteinaz K, 50 mM 
Tris aminometan (pH 8.0) ve 10 mM EDTA) içersinde 
55°C’de 3 saat inkübe edildiler. Bu sürenin sonunda 
RNaz A (10 mg/ml) eklenerek 55°C’de 24 saat inkübas-
yona tabi tutuldular. İzole edilen DNA, fenol-kloroform-
izoamilalkol (25:24:1) ile ekstrakte edilerek etidyum 
bromür içeren (500 μg/ml) %1.2’lik agaroz jelde 50 V 
uygulanarak 120 dakika yürütüldü [22].

İstatistiksel değerlendirmeler
Deney sonuçları, SPSS (Statistics Program for Social 
and Science) istatistik programında günler ve gruplar 
parametrelerine karşı tek yönlü ANOVA ve Post-Hoc 
testlerinden Tukey kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

BULGULAR

1,3-Bis (heteroaril sübstitüe) benzen türevle-
rinin sitotoksik etkileri
Hücreler farklı konsantrasyonlardaki benzen türevle-
ri (MBİS1, MBİS2 ve MBİS8) (kimyasal formülleri 
Tablo 1’de gösterilmiştir) ile 24 ve 48 saat, 37°C’de in-
kübe edildiler ve daha sonra test maddelerinin sitotok-
sik etkileri tetrazolyum (MTT) deneyi ile belirlendi. 
Hücre sayısını ve canlılığını ölçen indikatör bir boya 
olan MTT, canlı hücre mitokondrial dehidrogenaz en-
zimlerin aktivitesi ile renkli bir formazan tuzuna dö-
nüşür.
Şekil 1’de, MBİS1, MBİS2 ve MBİS8’in F2408 ve 
5RP7 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri görül-
mektedir. F2408 (Şekil 1a) hücrelerinin 24 saat MBİS1 
(0,0002 mg/ml) ile inkübasyonu sonucu herhangi bir 
sitotoksik etki gözlenmezken, aynı deneysel koşulları 
altında 5RP7 (Şekil 1b) hücrelerinde ise %25 (p <0,05) 
sitotoksisite tespit edilmiştir. Daha yüksek konsantras-
yonlarda MBİS1’in, her iki hücre tipinde de zamana ve 
konsantrasyona bağlı olarak hücre canlılığını inhibe 
ettiği gözlenmiştir.
Test maddesinin F2408 hücreleri (24 saat) için IC50 
değeri 0,04 mg/ml, 5RP7 hücreleri (24 saat) için ise 
0,002 mg/ml olarak bulunmuştur (Tablo 2).
MBİS2’nin ise 5RP7 hücrelerinde 24 saat sonra kon-
santrasyona bağlı olarak anlamlı ve kararlı bir eğri ver-

mediği ve dalgalanma gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 
1d). Canlılık oranının 48 saat sonra konsantrasyona bağ-
lı olarak azaldığı görülmektedir. 24 saat inkübasyondan 
sonra MBİS2’nin (0,0002 mg/ml) 5RP7 ve F2408 hüc-
releri üzerindeki sitotoksik etkisine bakılacak olursa, 
5RP7 hücrelerinde %25 (p <0,05) sitotoksisiteye neden 
olurken F2408 hücrelerinde sitotoksik etki gözlenme-
miştir. IC50 değerleri F2408 hücreleri için 0,07 mg/ml, 

Tablo 1.  Benzen türevlerinin kimyasal yapı formülleri

Tablo 2. Bazı benzen türevlerinin %50 ölüm oranına (IC50) neden 
olduğu konsantrasyon aralıkları

Benzen 
Türevleri 
(mg/ml) 

Hücre Hatları

F2408 5RP7

MBİS1 0,04a 0,002

MBİS2 0,07 0,02

MBİS8 0,02 0,0006

F2408 kontrol sıçan fibroblast hücre hattı
0,04a 24 saat inkübasyon sonrası IC50 değeri
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5RP7 hücreleri içinde 0,02 mg/ml olarak bulunmuştur 
(Tablo 2).
MBİS1 ve MBİS2’nin etki mekanizmasının aksine 
MBİS8’in, H-ras aktif hücreler üzerine spesifik ve 
anlamlı (0,0002–0,01 mg/ml F2408 kontrol hücreler-
de %10–25 oranında sitotoksik etkiye sahip) bir sito-
toksik etkiye sahip olduğu Şekil 1f’de görülmektedir. 
0,001 mg/ml konsantrasyonunda (48 saat) MBİS8, 
F2408 kontrol hücrelerinde sitotoksik etki göster-

mezken (%100 canlılık), H-ras aktif hücrelerinde 
%71 oranında sitotoksik bir etkiye neden olmaktadır. 
IC50 değerleri olarak F2408 hücreleri için 0,02 mg/ml, 
5RP7 hücreleri için ise 0,0006 mg/ml olarak bulun-
muştur (Tablo 2).
%Hücre canlılık oranı tripan mavi boyama yöntemi ile 
mikroskobik olarak da tespit edildi ve yukarıda elde 
edilen sitotoksik etki sonuçlarına benzerlik gösterdiği 
belirlendi (sonuçlar verilmemiştir).

Şekil 1.  MBİS1’in F2408 (a), 5RP7 (b); MBİS2’nin F2408 (c), 5RP7 (d) ve MBİS8’in F2408 (e), 5RP7 (f) sitotoksik etkilerinin MTT yöntemi 
ile belirlenmesi. Hücre hatları 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra 0,0002–0,001–0,002–0,01–0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarındaki 
benzen türevleri ile 24 ve 48 saat inkübe edildiler. Her bir veri noktası 3 bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir. Kontrol grubun 
hücre çoğalma oranı %100 olarak kabul edilmiştir. Anlamlılık değeri p <0,05, ortalama değerler ±St. Hata (n = 3).

A B

C D

E F
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Apoptozun Morfolojik Olarak Belirlenmesi
Benzen türevlerinin apoptotik etkileri, sitoplazmik boya 
olan akridin oranj ve DNA boyası olan etidyum bromü-
rün beraber kullanılması sonucu immüno-floresan mik-
roskop ile morfolojik olarak incelenmiştir. 8 ve 24 saat 
inkübasyon sürelerinin sonucunda hem yüzeye bağlı 
hücreler hem de yüzen hücreler toplanarak mikroskobik 
olarak incelenmiştir ve her bir örnekten 100 hücre/alan 
sayılarak Gereç ve Yöntemler de belirtildiği gibi Apop-
totik İndeks belirlenmiştir (Tablo 1). 5RP7 hücrelerinin 

MBİS1’in 0,001 mg/ml ve 0,002 mg/ml ile 8 saat (Şekil 
2c, d) ve 24 saat (Şekil 2e, f) muamelesi sonucunda hüc-
re sitoplazmasının ve çekirdeğinin küçülmesi, apopto-
tik yapıların hücre zarı etrafında toplanması ve hücre 
çekirdeğinin böbrek şeklini alması gibi apoptoza özgü 
morfolojik değişikliklere neden oldukları saptanmış-
tır. Bu çalışmaya paralel olarak 0,001 ve 0,002 mg/ml 
MBİS1 ile 8 saat muamele edilen 5RP7 hücrelerinin 
apoptotik indeksi sırasıyla 16 ± 1,57* ve 23,07 ± 2,09* 
olarak bulunmuştur (kontrol hücrelerin apoptotik in-
deksi ise 4 ± 0,57* olarak tespit edilmiştir). Bu oranlar 

Şekil 2.  MBİS1’in 5RP7 hücrelerinde oluşturduğu morfolojik değişimler. Hücreler akridin oranj / etidyum bromür ile boyanıp immünoflore-
san mikroskopta (Olympus) incelendi. A: 8 saat kontrol hücreleri, B: 24 saat kontrol hücreleri, C: 0,001 mg/ml MBİS1 ile 8 saat inkübasyon 
sonrası hücreler, D: 0,002 mg/ml MBİS1 ile 8 saat inkübasyon sonrası hücreler, E: 0,001 mg/ml MBİS1 ile 24 saat inkübasyon sonrası hücreler, 
F: 0,002 mg/ml MBİS1 ile 24 saat inkübasyon sonrası hücreler.
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inkübasyon süresinin uzamasına (24 saat) paralel olarak 
artmaktadır (Tablo 3).
Yine benzer morfolojik değişimler 0,0006 mg/ml MBİS8 
ile 24 saat inkübe edilen 5RP7 hücrelerinde de gözlen-
miştir (Şekil 3f) ve bu morfolojik değişimlerin zaman-
la paralellik gösterdiği tespit edilmiştir. 0,0006 mg/ml 
MBİS8’in ise 24 saat inkübasyon süresi sonucunda en 
yüksek apoptotik indekse sahip olduğu tespit edilmiştir 
(apoptotik indeks 36,65 + 3,91*). Her iki benzen türevi 
de F2408 hücreleri üzerine morfolojik bir değişime ne-
den olmamıştır (sonuçlar verilmemiştir).

Bileşiklerin Erken Apoptoz Üzerine Etkileri
Benzen türevlerinin F2408 ve 5RP7 hücre apoptozu 
üzerine olan etkilerinin incelenmesi, Annexin-V’in 
fosfatidilserine bağlanma oranının akış sitometrisi ile 
ölçülmesine dayanmaktadır. Aynı deney ortamına pro-
pidyum iyodürün eklenmesi ile de geç apoptotik yada 
nekrotik hücre oranları da ölçülmüştür (Tablo 4 ve 5).
MBİS1 ve MBİS8’in iki farklı konsantrasyonu ile 24 
saat stimüle edilen F2408 hücrelerinde gözlenen er-
ken ve geç apoptotik hücre oranları pozitif kontrol 
(25 µM etoposid) ve negatif kontrol (madde ile uyarıl-
mamış hücreler) ile karşılaştırıldığında bu maddelerin 
erken veya geç apoptozu stimüle etmediği tespit edildi 
(Tablo 4). Buna paralel olarak MBİS1 (0,001 veya 0,002 
mg/ml), MBİS8 (0,0003 veya 0,0006 mg/ml) benzen tü-
revleri ile stimüle edilen 5RP7 hücrelerinde de Annexin-
V bağlı ve Annexin V-Propidyum iyodüre bağlı hücre 
oranında negatif kontrole yada etoposide göre herhangi 
bir değişim tespit edilememiştir (Tablo 5). Negatif kon-
troldeki Annexin-V bağlı hücre oranı %5.58 iken An-
nexin-V ve propidyum iyodüre bağlı hücre oranı %11.03 
olarak bulunmuştur. Bu oranlar pozitif kontrol olan eto-
posidin eklenmesi ile sırasıyla %12.28 ile %32.59 olarak 
tespit edilmiştir (Tablo 5). Her iki benzen türevinin de 
kontrol ve H-ras aktif hücrelerde erken apoptozu sti-
müle etmediği bulunmuştur.

Bileşenlerin Geç Apoptoz Üzerine Etkileri
Erken apoptotik hücre çalışmalarında elde ettiğimiz 
bulgulara paralel olarak MBİS1’in farklı konsantrasyon 
aralıkları ve farklı inkübasyon süreleri (9,16 ve 24 saat) 
F2408 ve 5RP7 hücre DNA’sı üzerinde kırılmalara neden 
olmadığı gözlendi (Şekil 4a, b). Yalnızca 25 μM etoposid 
ile 24 saat muamele edilen F2408 hücre DNA’sında kırıl-
maların olduğu şekil 4a’da gösterilmektedir.
Diğer yandan –NO2 yan grubuna sahip MBİS8 (0,005 
mg/ml) ile 9 ve 24 saat inkübasyon sonucu 5RP7 hücre-
lerinde DNA kırıklarına neden olduğu gözlenmiştir (Şe-
kil 4d). Bunun aksine bu türevin F2408 (Şekil 4c) hücre 
DNA’sı üzerine etkisiz olduğu tespit edilmiştir.

Tablo 3. Morfolojik boyama sonrası apoptotik hücrelerin mikrosko-
bik olarak sayılması

İnkübasyon Apoptotik Hücre İndexi  
(ortalama + S.D)

8 saat

kontrol hücreler 4 + 0,57

MBİS1 (0,001 mg/ml) 16 + 1,57*

MBİS1 (0,002 mg/ml) 23,07 + 2,09*

MBİS8 (0,0003 mg/ml) 15,6 + 3,51*

MBİS8 (0,0006 mg/ml) 18+ 4,00*

24sa

kontrol hücreler 5,1 + 0,56

MBİS1 (0,001 mg/ml) 27,25 + 2,73*

MBİS1 (0,002 mg/ml) 28 + 4,00*

MBİS8 (0,0003 mg/ml) 17,5 + 3,5

MBİS8 (0,0006 mg/ml) 36,65 + 3,91*

Her bir uygulamadan toplam 100 hücre sayılmıştır.
Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen 5RP7 hücreleri kontrol 
olarak alınmıştır.
S.D: standart hata p <0,005.

Tablo 4.  Benzen türevleri ile stimüle edilen erken apoptotik F2408 hücrelerinin belirlenmesi

%(24 saat) 

F2408

Kontrol Etoposid MBİS1a MBİS1b MBİS8a MBİS8b

Tanımlanmamış hücre oranı 6.77 2.93
5.17 5.58

3.29 5.43

Canlı hücre oranı 88.11 94.21 91.33 91.20 91.93 88.96

Erken apoptotik hücre oranı 0.38 0.17 0.25 0.28 0.19 0.16

Geç apoptotik veya nekrotik hücre oranı 4.74 2.70 3.25 2.94 4.59 5.45

K Madde ile stimüle edilmemiş kontrol hücreler
E 25 µM Etoposid (pozitif kontrol)
MBİS1a, 0,02 mg/ml; MBİS1b, 0,04 mg/ml; MBİS8a, 0,01 mg/ml, MBİS8b, 0,02 mg/ml
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Tablo 5.	 Benzen türevleri ile stimüle edilen erken apoptotik 5RP7 hücrelerinin belirlenmesi

%(24 saat) 

5RP7

Kontrol Etoposid MBİS1a MBİS1b MBİS8a MBİS8b

Tanımlanmamış hücre oranı 1.98 2.24 1.31 0.59 0.59 0.96

Canlı hücre oranı 81.40 52.90 95.24 96.45 94.49 97.84

Erken apoptotik hücre oranı 5.58 12.28 1.33 1.90 3.46 0.63

Geç apoptotik veya nekrotik hücre oranı 11.03 32.59 2.12 1.05 1.47 0.56

K Madde ile stimüle edilmemiş kontrol hücreler
E 25 µM Etoposid (pozitif kontrol)
MBİS1a, 0,001 mg/ml; MBİS1b, 0,002 mg/ml; MBİS8a, 0,0003 mg/ml, MBİS8b, 0,0006 mg/ml

Şekil 3.  MBİS8’in 5RP7 hücrelerinde oluşturduğu morfolojik değişimler. A: 8 saat kontrol hücreleri, B: 24 saat kontrol hücreleri, C: 0,0003 
mg/ml MBİS8 ile 8 saat inkübasyon sonrası hücreler, D: 0,0006 mg/ml MBİS8 ile 8 saat inkübasyon sonrası hücreler, E: 0,0003 mg/ml MBİS8 
ile 24 saat inkübasyon sonrası hücreler, F: 0,0006 mg/ml MBİS8 ile 24 saat inkübasyon sonrası hücreler.
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TARTIŞMA
Bu çalışma kapsamında, MBİS1 (-fenil), MBİS2 
(–4-metilfenil) ve MBİS8 (-nitro) benzen türevlerinin 
H-ras onkogeni taşıyan 5RP7 ve bunların kontrol hüc-
releri olan F2408 üzerindeki sitotoksik ve apoptotik et-
kileri incelenmiştir.
MBİS1 ve MBİS8 benzen türevlerinin, yalnızca H-ras 
onkogeni taşıyan 5RP7 hücrelerine karşı seçici ve an-
lamlı bir sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir. Bazı 
araştırmalar sonucunda da 1,2 (3) (4) (5) -bis (substitüe) 
benzen çekirdeğini taşıyan bileşiklerin antitümör [8,9] 
ve sitotoksik [10] etkileri saptanmıştır. 5RP7 hücreleri-
nin 0,0002 ve 0,001 mg/ml MBİS2 türevi ile 24 saat mu-
amele edilmesi sonucunda %20–40 oranında sitotoksik 
etkinin oluşmasında rağmen, madde konsantrasyonu-
nun artması ile (0,002 mg/ml) beklenenin aksine sito-
toksik etkide azalma tespit edilmiştir (Şekil 1d). Kon-
santrasyona bağımlı olarak, bu türevin 5RP7 hücreleri 
üzerinde oluşturduğu kararsız sitotoksik etkiden dolayı 
apoptotik etkilerinin araştırılması uygun görülmemiş-
tir. Bu tür bir etkinin MBİS2 bileşinde yer alan –CH3 
substitüentlerden kaynaklandığı düşünülmektedir.

Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi için yapılan 
deneysel çalışmalardan elde ettiğimiz bulgular göster-
miştir ki (Şekil 2,3); MBİS1 (0,001 ve 0,002 mg/ml) ve 
MBİS8 (0,0006 mg/ml) benzen türevleri ile 5RP7 hüc-
relerinin stimülasyonu sonucu apoptotik yapıların hücre 
zarı etrafında toplanması ve hücre çekirdeğinin böbrek 
şeklini alması gibi apoptoza spesifik morfolojik deği-
şikliklere neden olduğu düşünülmektedir [23].
Bundan hareketle benzen türevlerinin erken apoptoz 
üzerine etkileri Annexin-V/ Propidyum iyodür ile boyalı 
hücrelerin akış sitometrisinde incelenmesi ile belirlen-
miştir. Bu bulgular her iki benzen türevinin morfolojik 
olarak apoptotik hücre oluşumuna katkıda bulunmasına 
rağmen erken apoptozu, pozitif kontrole oranla deneysel 
inkübasyon aralıklarında etkilemediği tespit edilmiştir 
(Tablo 4 ve 5). Apoptoz mekanizmasının son belirteci 
olarak tanımlanan genomik DNA kırıklarının oluşması 
ise bu çalışmada yalnızca MBİS8 (0,005 mg/ml) benzen 
türevi ile 5RP7 hücrelerinin 9 ve 24 saat inkübasyonu 
sonunda gerçekleşmiştir. Bu türev MBİS1’in aksine 
düzlemsel bir yapıya sahip olması ile birlikte substitüe 
konumda olan –NO2 grubunun e- çekme özelliğinden 

Şekil 4.  Genomik DNA’nın agaroz jel elektroforezi. A: MBİS1’in farklı konsantrasyonları (0,01–0,02–0,04 mg/ml) ile 9, 16 ve 24 saat mua-
mele edilmiş F2408 kontrol hücreleri, B: MBİS1’in 0,05–0,1–0,2 mg/ml konsantrasyonları ile 9, 16 ve 24 saat inkübe edilmiş 5RP7 hücre-
leri, C: MBİS8’in 0,0075–0,015–0,03 mg/ml konsantrasyonları ile 9, 16 ve 24 saat muamele edilmiş F2408 kontrol hücreleri, D: MBİS8’in 
0,005–0,01–0,02 mg/ml konsantrasyonları ile 9, 16 ve 24 saat inkübe edilmiş 5RP7 hücreleri. Genomik DNA fenol/kloroform/izoamilalkol 
ekstraksiyonu yöntemi ile izole edildi. Daha sonra %1.2’lik agaroz jel üzerinde elektroforez işlemine tabi tutulan genomik DNA etidyum 
bromür ile boyandı. M, DNA marker; K, maddesiz kontrol hücreler; E, 25 µM Etoposid (pozitif kontrol).

A B

C D 
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dolayı NH protonunun ortama verilmesi daha kolay 
gerçekleşecektir ve bu değişimden dolayı aktivitenin 
artabileceği varsayılmaktadır. Bu çalışmada elde edilen 
apoptotik indeks [24] (Tablo 3) ve DNA fregmantasyon 
(Şekil 4) sonuçları bu varsayımları desteklemektedir. 
Morfolojik olarak MBİS1 türevi apoptotik belirteçlerin 
oluşmasına neden olurken DNA kırıklarının oluşumun-
da etkisi gözlenmemiştir. Benzimidazol ve imidazol 
içeren sentetik bileşenlerle yapılan in vitro çalışmalar, 
bu tür bileşiklerin Jurkat [25] ve timosit [26] hücrele-
rinde apoptozu stimüle ettiği gösterilmiştir. İmidazol 
halkasının substitüe olduğu durumda 1,4-benzothiazi-

ne çekirdeğinin apoptotik etkisinin azalmasına rağmen 
imidazol yerine benzimidazolün transformasyonu so-
nucunda var olan apoptotik etkinin değişmediği tespit 
edilmiştir [26].
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