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OZET

Apoptoz embiryonik gelisim ve doku homeostazin diizenlenmesi esnasinda olusan
normal fizyolojik bir olaydir. Giinliimiizde baz1 kemotropatik ajalarin hiicre iger-
sinde apoptoz yolaklarini stimiile edebilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle anti-tiimér etkiye sahip olabilecek ilag aday1 bazi 1,3-bis- (heteroaril
siibstitiie) benzen tiirevlerinin (MBIS1, MBIS2 ve MBIS8) sigan embriyo fibroblast
F2408 (normal hiicre hatt1) ve SRP7 (H-ras transform hiicre hatt1) iizerindeki sito-
toksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmasi dnemli goriilmektedir. Bulgular, yal-
nizca MBIS1 ve MBIS8’in 24 saat stimiilasyonu sonucu SRP7 hiicrelerinde secici ve
anlamli bir sitotoksik etki olusturdugunu géstermistir. Ayni sekilde 0,001 ve 0,002
mg/ml MBISI veya 0,0006 mg/ml MBISS8 ile uyarilan bu hiicrelerde morfolojik
olarak apoptotik belirteglerin olustugu tespit edilmistir. Fakat her iki tiirevinde 24
saat sonra hem F2408 hem de SRP7 hiicrelerinde pozitif kontrole (Etoposid 25 pM)
gbre erken apoptozu tetiklemedigi tespit edildi. Diger yandan yalnizca MBIS8’in
(0,005 mg/ml) 9 ve 24 saat inkiibasyon siiresinden sonra SRP7 hiicrelerinde DNA
kiriklarina neden oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu bulgular géstermistir ki; bu
iki benzen tiirevi anti-tiimor ajen olabilme yetenegine sahip oldugundan daha de-
tayli deneysel ¢aligmalar1 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 (MBIS1, MBIS2 and MBIS8)
that might be potential anti-tumour drugs, on rat embryo fibroblast F2408 (normal
cell line) and SRP7 (H-ras transformed cell line). The results showed that the selec-
tive and significant cytotoxic effects were observed by treatment of SRP7 cells with
either MBIS1 or MBISS for 24 hours. Correspondingly, incubation with 0,001 and
0,002 mg/ml MBISI or 0,0006 mg/ml MBIS8 lead to the appeaance ofr morpholog-
ical apoptotic changes. However the mechanism of early apoptosis on both F2408
and SRP7 cell lines was not triggered in the presence of both derivatives compared
to positive control (Etoposid 25 uM). On the other hand, the DNA fragmentation
on genomic DNA of SRP7 cells was observed with only MBIS8 (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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GIRIS

Apoptoz (programli hiicre 6liimii) ve nekroz memeli
hiicrelerini 6liime gotiiren iki dnemli olaydir ve 6zellik-
le apoptoz; gelisim, homeostaz ve patojenezde dnemli
rol oynayan hiicre intihar mekanizmasidir [1,2]. Bu iki
6liim mekanizmasi arasindaki farklar yapilan deneysel
caligmalar ile ortaya konmugtur. Bu ¢aligmalara gore,
nekrotik hiicrelerin karakteristik 6zellikleri; sisme, si-
toplazma organellerinin dagilmasi, hiicre zar yapisinin
bozulmasi ve patlamasidir. Dokunun nekroza verdigi
cevap ise inflamasyon olusumu tarzindadir [3]. Apopto-
tik hiicrelerde gézlenen erken safha morfolojik degisim-
ler ise kromatin materyalinin kondensasyonu ile iligkili
olarak ¢ekirdegin kiigiilmesi ve kirilmasi (karyoheksiz)
[4], sitoplazmik hacmin kaybolmasindan dolay1 hiic-
renin kiigiilmesi ve sitoplazmik proteinlerin konden-
sasyonudur. Bunun yani sira plazma ve hiicre zarinda
kabarciklarin ve hiicre zarina bitisik hiicrelerarast or-
tama uzanan “apoptotik cisimciklerin” olugmasidir [5].
Apoptotik hiicrede goriilen yapisal degisimlerden bir
tanesi ise normalde hiicre zarinin i¢ yiiziinde bulunan
negatif yiiklii fosfatidilserinin apoptozun erken safhala-
rinda hiicre plazma zarinin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine
dogru yer degistirmesidir [6]. Apoptoz mekanizmasi-
nin son agamasinda ise biyokimyasal bir degisim olan
kromozomal DNA’nin hiicrede interniikleozomal bol-
gelerden yaklasik 180200 baz ¢ifti veya bunlarin kat-
lar1 boyutunda DNA kiriklar1 olusturacak sekilde par-
calanmalar meydana gelir [7] ve bu DNA kiriklarinin
olusup olusmamasi hiicre tipine bagl olarak degisim
gostermektedir [1-5] -bis (siibtitlie) benzen ¢ekirdegi
bulunan bilesiklerin ¢esitli farmakolojik etkilere sahip
oldugu gosterilmistir bunlar; antitiimor [8,9], sitotoksik
[10], antiviral [11], fungusit [12,13], kas gevsetici [14], li-
poksijenaz inhibitdrii [15] ve genglik hormon aktivitesi
[16] gibi etkilerdir.

Hiicre i¢i kalsiyum iyon seviyesindeki artig apoptoz
mekanizmasini tetiklemekte ve bel-2 gibi anti-apopto-
tik proteinin Ca™’u tekrar depolarina génderip hiicre
ici kalsiyum seviyesini diigiirerek apoptozu engelledi-
gi gosterilmistir [17]. Bu caligmada kullanilan 1,3-bis
(heteroaril siibstitiie) benzen tiirevlerinin hiicre i¢i Ca*
seviyesini plazma zarindaki Ca™kanallarini etkileyerek
arttirdig tespit edilmistir [18]. Hem literatiirde yer alan
hem de kendi laboratuarimizda yapilan deneysel calis-
malar gostermistir ki, 1,3-bis (heteroaril siibstitiie) ben-
zen tilirevleri apoptozu tetikleyici sentetik molekiiller
olabilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle ¢alismamizda,
bu sentetik molekiillerin sitotoksik ve apoptotik etkileri
in vitro ortamda kontrol (F2408) ve H-ras aktif (SRP7)
hiicreleri kullanilarak arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kkiiltiirii ve bilesiklerin hazirlanmasi
Sican embriyo fibroblast F2408 ve SRP7 [19] hiicreleri
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%10 fotal dana serumu (FCS), 100 {inite/ml penisilin-
streptomisin, %! glutamin igeren Dulbecco’s Modified
Eagle’s soliisyonu (DMEM) igersinde 37°C’de kiiltiirde
tutuldular. Her 3 giinde bir hiicreler, tripsin/EDTA so-
liisyonu ile muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasin-
da alt kiiltiirlere ayrildilar.

Hiicreler, bilesenler ile muamele edilmeden 6nce, hiicre
sayist toma lam ile belirlenerek deney kosullarina uy-
gun ortamlara ekildikten sonra 24 saat 37°C°de %5 CO,
iceren atmosfer ortaminda inkiibe edildiler.

Benzen tiirevlerinin stok soliisyonlar1 dimetil siilfoksit
(DMSO) igersinde hazirland1 ve daha sonraki diliisyon-
lar ise taze kiiltiir vasatlar1 kullanilarak yapildi.

MTT ol¢iimii

2 x 10* hiicre/ml %10 FCS igerisinde siispansiyon haline
getirildikten sonra 100 pl hiicre siispansiyonu 96 kuyu-
lu hiicre kiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna aktarildi
ve es zamanda 100 pl 0,0002-0,001-0,002—-0,01-0,02—
0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda benzen tiirevleri hiic-
reler eklenerek 37°C’de 24 veya 48 saat inkiibasyona
tabi tutuldular. Bu siirenin bitiminde, her bir kuyucuga
20 ul MTT boyast (5 mg/ml) eklenerek hiicreler 37°C’de
2 saat daha inkiibe edildiler. Daha sonra, canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢oziilmesi
icin her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek oda 1si-
sinda 10 dakika bekletilen hiicrelerdeki renk degisimi,
EL x808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da 540 nm dalga
boyu ile belirlendi. Her bir konsantrasyon deney igeri-
sinde ii¢ farkli kuyuda tekrarland1 ve bilesen ile muame-
le edilmeyen kontrol hiicre canlilig1r %100 olarak kabul
edildi [20].

AKkridin oranj boyama

1 x 10 hiicre/ml steril lamellerin yerlestirildigi cam petri
kaplarina aktarildi ve belirlenen konsantrasyonlardaki
test maddeleri hiicrelere eklenerek belli zaman aralik-
larinda 37°C’de inkiibasyona tabi tutuldular. Bu siirenin
bitiminde hiicreler 3 defa 2 dakika siire ile 1 xPBS so-
liisyonu ile yikandilar ve son yikama igleminden sonra
cam petrilere 1 ml %70 etanol eklenerek 5 dakika oda
isisinda inkiibe edildiler. Bir seri yikama isleminden
sonra, 2 dakika 1 xPBS’de bekletilen hiicreler 1 xPBS
igersinde seyreltilen 200 pl akridin oranj (100 pug/ml) ve
etidyum bromiir (100 pg/ml) karisimi ile oda 1sisinda 5
dakika inkiibe edildiler. Preparat haline getirilen hiic-
reler immiino-floresan mikroskop (Olympus) altinda
incelendi [21]. Daha sonra preparattan, yasayan hiicre-
ler (LN), apoptotik hiicreler (A), 6lii hiicreler normal ¢e-
kirdekli (DN) ve 6lii hiicreler apoptotik ¢ekirdekli (DA)
hiicrelerin sayimi1 gergeklestirildi ve asagidaki sekilde
apoptotik indeks hesaplandi.

Apoptotik indeks = (A+DA) / (LN+A+DN+DA) x 100
AKim sitometri analizi

800 rpm de 4 dakika santrifiij edilerek 2 kez 1 xPBS
ile yikanan hiicreler 2—3 x 10¢ hiicre/ml olacak sekilde
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1 x Annexin-V baglanma ¢dzeltisinde siispanse edildiler.
Daha sonra hiicre soliisyonundan 100 pl alinarak tiiplere
aktarild1 ve her bir tiipe, 5pul Annexin-V FITC + 10l
propidyum iyodiir karigimi eklendi. Oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 ul
1 x Annexin-V baglanma ¢ozeltisi ilave edilerek hiicre-
ler akim sitometrisi (Calibur, B.D) ile analiz edildiler.

DNA ekstraksiyonu ve elektroforetik analiz

1 x10° hiicre/ml cam petrilere ekim yapildiktan sonra
belli konsantrasyonlarda benzen tiirevleri eklenerek
9, 12 ve 24 saat inkiibe edildiler. Daha sonra tripsin-
lenen hiicreler 1 xPBS ¢ozeltisinde yikanarak liziz so-
lisyonu (%0.5 sarkosil, 20 mg/ml proteinaz K, 50 mM
Tris aminometan (pH 8.0) ve 10 mM EDTA) igersinde
55°C’de 3 saat inkiibe edildiler. Bu siirenin sonunda
RNaz A (10mg/ml) eklenerek 55°C’de 24 saat inkiibas-
yona tabi tutuldular. izole edilen DNA, fenol-kloroform-
izoamilalkol (25:24:1) ile ekstrakte edilerek etidyum
bromiir iceren (500 ug/ml) %1.2’lik agaroz jelde 50 V
uygulanarak 120 dakika yiiritiildii [22].

Istatistiksel degerlendirmeler

Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social
and Science) istatistik programinda giinler ve gruplar
parametrelerine karsi tek yonlii ANOVA ve Post-Hoc
testlerinden Tukey kullanilarak gergeklestirilmistir.

BULGULAR

1,3-Bis (heteroaril siibstitiie) benzen tiirevle-
rinin sitotoksik etkileri

Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki benzen tiirevle-
ri (MBIiS1, MBIS2 ve MBISS8) (kimyasal formiilleri
Tablo 1’de gosterilmistir) ile 24 ve 48 saat, 37°C’de in-
kiibe edildiler ve daha sonra test maddelerinin sitotok-
sik etkileri tetrazolyum (MTT) deneyi ile belirlendi.
Hiicre sayisini ve canliligini dlgen indikator bir boya
olan MTT, canl1 hiicre mitokondrial dehidrogenaz en-
zimlerin aktivitesi ile renkli bir formazan tuzuna do-
nusur.

Sekil 1’de, MBIS1, MBIS2 ve MBIS8in F2408 ve
5SRP7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri goriil-
mektedir. F2408 (Sekil 1a) hiicrelerinin 24 saat MBIS1
(0,0002 mg/ml) ile inkiibasyonu sonucu herhangi bir
sitotoksik etki gézlenmezken, ayni deneysel kosullari
altinda SRP7 (Sekil 1b) hiicrelerinde ise %25 (p <0,05)
sitotoksisite tespit edilmistir. Daha yiiksek konsantras-
yonlarda MBIS1’in, her iki hiicre tipinde de zamana ve
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini inhibe
ettigi gézlenmistir.

Test maddesinin F2408 hiicreleri (24 saat) igin IC,,
degeri 0,04 mg/ml, SRP7 hiicreleri (24 saat) i¢in ise
0,002 mg/ml olarak bulunmustur (Tablo 2).

MBIiS2’nin ise SRP7 hiicrelerinde 24 saat sonra kon-
santrasyona bagli olarak anlamli ve kararli bir egri ver-
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Tablo 1. Benzen tiirevlerinin kimyasal yap1 formiilleri

MBIS 1

MBIS 2
fH H\
OQNQ ) 3 \ NO,
N N
MBIS 8

medigi ve dalgalanma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
1d). Canlilik oraninin 48 saat sonra konsantrasyona bag-
11 olarak azaldig1 goriilmektedir. 24 saat inkiibasyondan
sonra MBIS2’nin (0,0002 mg/ml) SRP7 ve F2408 hiic-
releri Uizerindeki sitotoksik etkisine bakilacak olursa,
SRP7 hiicrelerinde %25 (p <0,05) sitotoksisiteye neden
olurken F2408 hiicrelerinde sitotoksik etki gbzlenme-
mistir. IC, degerleri F2408 hiicreleri igin 0,07 mg/ml,

Tablo 2. Bazi benzen tiirevlerinin %50 6lim oranina (IC50) neden
oldugu konsantrasyon araliklar1

Benzen Hiicre Hatlar:
Tiirevleri

(mg/ml) F2408 SRP7

MBIS1 0,04* 0,002

MBIS2 0,07 0,02

MBIS8 0,02 0,0006

F2408 kontrol si¢an fibroblast hiicre hatt1
0,04* 24 saat inkiibasyon sonras1 IC50 degeri
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Sekil 1. MBIS1’in F2408 (a), SRP7 (b); MBIS2’nin F2408 (c), SRP7 (d) ve MBIS8’in F2408 (e), SRP7 (f) sitotoksik etkilerinin MTT yontemi
ile belirlenmesi. Hiicre hatlar1 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra 0,0002—0,001-0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarindaki
benzen tiirevleri ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler. Her bir veri noktas: 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol grubun
hiicre ¢ogalma oran1 %100 olarak kabul edilmistir. Anlamlilik degeri p <0,05, ortalama degerler +St. Hata (n = 3).

5RP7 hiicreleri iginde 0,02 mg/ml olarak bulunmustur
(Tablo 2).

MBIS1 ve MBIiS2’nin etki mekanizmasinin aksine
MBIS8’in, H-ras aktif hiicreler iizerine spesifik ve
anlamli (0,0002—0,01 mg/ml F2408 kontrol hiicreler-
de %10-25 oraninda sitotoksik etkiye sahip) bir sito-
toksik etkiye sahip oldugu Sekil 1f°de goriilmektedir.
0,001 mg/ml konsantrasyonunda (48 saat) MBISS,
F2408 kontrol hiicrelerinde sitotoksik etki goster-

Turk J Biochem, 2006; 31(1); 27-35. 30

mezken (%100 canlilik), H-ras aktif hiicrelerinde
%71 oraninda sitotoksik bir etkiye neden olmaktadir.
IC,, degerleri olarak F2408 hiicreleri i¢in 0,02 mg/ml,
SRP7 hiicreleri i¢in ise 0,0006 mg/ml olarak bulun-
mustur (Tablo 2).

%Hiicre canlilik oran1 tripan mavi boyama yontemi ile
mikroskobik olarak da tespit edildi ve yukarida elde
edilen sitotoksik etki sonuclarina benzerlik gosterdigi
belirlendi (sonuglar verilmemistir).
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Sekil 2. MBIiSI’in SRP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin oranj / etidyum bromiir ile boyanip immiinoflore-
san mikroskopta (Olympus) incelendi. A: 8 saat kontrol hiicreleri, B: 24 saat kontrol hiicreleri, C: 0,001 mg/ml MBISl ile 8 saat inkiibasyon
sonrast hiicreler, D: 0,002 mg/ml MBISI ile 8 saat inkiibasyon sonras1 hiicreler, E: 0,001 mg/ml MBIS1 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler,

F: 0,002 mg/ml MBISI ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler.

Apoptozun Morfolojik Olarak Belirlenmesi

Benzen tiirevlerinin apoptotik etkileri, sitoplazmik boya
olan akridin oranj ve DNA boyasi olan etidyum bromii-
riin beraber kullanilmasi sonucu immiino-floresan mik-
roskop ile morfolojik olarak incelenmistir. 8 ve 24 saat
inkiibasyon siirelerinin sonucunda hem yiizeye bagl
hiicreler hem de yiizen hiicreler toplanarak mikroskobik
olarak incelenmistir ve her bir 6rnekten 100 hiicre/alan
sayilarak Gere¢ ve Yontemler de belirtildigi gibi Apop-
totik indeks belirlenmistir (Tablo 1). SRP7 hiicrelerinin

Turk J Biochem, 2006; 31(1); 27-35. 31

MBISI’in 0,001 mg/ml ve 0,002 mg/ml ile 8 saat (Sekil
2c¢, d) ve 24 saat (Sekil 2e, f) muamelesi sonucunda hiic-
re sitoplazmasinin ve ¢ekirdeginin kiigiilmesi, apopto-
tik yapilarin hiicre zar1 etrafinda toplanmasi ve hiicre
¢ekirdeginin bobrek seklini almasi gibi apoptoza 6zgii
morfolojik degisikliklere neden olduklar1 saptanmig-
tir. Bu calismaya paralel olarak 0,001 ve 0,002 mg/ml
MBISI ile 8 saat muamele edilen SRP7 hiicrelerinin
apoptotik indeksi sirasiyla 16 + 1,57* ve 23,07 +2,09*
olarak bulunmustur (kontrol hiicrelerin apoptotik in-
deksi ise 4 + 0,57* olarak tespit edilmistir). Bu oranlar
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Tablo 3. Morfolojik boyama sonrasi1 apoptotik hiicrelerin mikrosko-
bik olarak sayilmasi

Apoptotik Hiicre indexi

Inkiibasyon (ortalama + S.D)

8 saat

kontrol hiicreler 440,57
MBIS1 (0,001 mg/ml) 16 + 1,57*
MBISI (0,002 mg/ml) 23,07 +2,09*
MBIS8 (0,0003 mg/ml) 15,6 + 3,51*
MBIS8 (0,0006 mg/ml) 18+ 4,00%*
24sa

kontrol hiicreler 5,1 +0,56
MBIS1 (0,001 mg/ml) 27,25 +2,73*
MBIS1 (0,002 mg/ml) 28 +4,00*
MBIS8 (0,0003 mg/ml) 17,5+3,5

MBISS8 (0,0006 mg/ml) 36,65 + 3,91*

Her bir uygulamadan toplam 100 hiicre say1lmistir.

Herhangi bir madde ile muamele edilmeyen S5RP7 hiicreleri kontrol
olarak alinmistir.

S.D: standart hata p <0,005.

inkiibasyon siiresinin uzamasina (24 saat) paralel olarak
artmaktadir (Tablo 3).

Yine benzer morfolojik degisimler 0,0006 mg/ml MBIS8
ile 24 saat inkiibe edilen SRP7 hiicrelerinde de gozlen-
mistir (Sekil 3f) ve bu morfolojik degigsimlerin zaman-
la paralellik gosterdigi tespit edilmistir. 0,0006 mg/ml
MBISS8’in ise 24 saat inkiibasyon siiresi sonucunda en
yiiksek apoptotik indekse sahip oldugu tespit edilmistir
(apoptotik indeks 36,65 + 3,91*). Her iki benzen tiirevi
de F2408 hiicreleri ilizerine morfolojik bir degisime ne-
den olmamusgtir (sonuglar verilmemistir).

Bilesiklerin Erken Apoptoz Uzerine Etkileri

Benzen tiirevlerinin F2408 ve 5RP7 hiicre apoptozu
tizerine olan etkilerinin incelenmesi, Annexin-V’in
fosfatidilserine baglanma oraninin akis sitometrisi ile
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Ayn1 deney ortamina pro-
pidyum iyodiiriin eklenmesi ile de ge¢ apoptotik yada
nekrotik hiicre oranlar1 da 6l¢iilmiistiir (Tablo 4 ve 5).
MBIS1 ve MBiS8’in iki farkli konsantrasyonu ile 24
saat stimiile edilen F2408 hiicrelerinde goézlenen er-
ken ve gec apoptotik hiicre oranlar1 pozitif kontrol
(25 uM etoposid) ve negatif kontrol (madde ile uyaril-
mamis hiicreler) ile karsilagtirildiginda bu maddelerin
erken veya ge¢ apoptozu stimiile etmedigi tespit edildi
(Tablo 4). Buna paralel olarak MBiS1 (0,001 veya 0,002
mg/ml), MBIS8 (0,0003 veya 0,0006 mg/ml) benzen tii-
revleri ile stimiile edilen SRP7 hiicrelerinde de Annexin-
V bagli ve Annexin V-Propidyum iyodiire bagli hiicre
oraninda negatif kontrole yada etoposide gore herhangi
bir degisim tespit edilememistir (Tablo 5). Negatif kon-
troldeki Annexin-V bagl hiicre orant %5.58 iken An-
nexin-V ve propidyum iyodiire bagli hiicre orani %11.03
olarak bulunmustur. Bu oranlar pozitif kontrol olan eto-
posidin eklenmesi ile sirasiyla %12.28 ile %32.59 olarak
tespit edilmistir (Tablo 5). Her iki benzen tiirevinin de
kontrol ve H-ras aktif hiicrelerde erken apoptozu sti-
miile etmedigi bulunmustur.

Bilesenlerin Ge¢ Apoptoz Uzerine Etkileri

Erken apoptotik hiicre calismalarinda elde ettigimiz
bulgulara paralel olarak MBISI’in farkl1 konsantrasyon
araliklar1 ve farkli inkiibasyon siireleri (9,16 ve 24 saat)
F2408 ve SRP7 hiicre DNAs1 iizerinde kirilmalara neden
olmadig1 gézlendi (Sekil 4a, b). Yalnizca 25 uM etoposid
ile 24 saat muamele edilen F2408 hiicre DNA’sinda kiril-
malarin oldugu sekil 4a’da gosterilmektedir.

Diger yandan —NO, yan grubuna sahip MBIS8 (0,005
mg/ml) ile 9 ve 24 saat inkiibasyon sonucu SRP7 hiicre-
lerinde DNA kiriklarina neden oldugu gézlenmistir (Se-
kil 4d). Bunun aksine bu tiirevin F2408 (Sekil 4c¢) hiicre
DNA’s1 lizerine etkisiz oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. Benzen tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik F2408 hiicrelerinin belirlenmesi

F2408
%0(24 saat) Kontrol Etoposid MBISI* MBIS1® MBIS8* MBIS8
5.17 5.58
Tanimlanmamuis hiicre orani 6.77 2.93 3.29 5.43
Canl1 hiicre orani 88.11 94.21 91.33 91.20 91.93 88.96
Erken apoptotik hiicre orani 0.38 0.17 0.25 0.28 0.19 0.16
Geg apoptotik veya nekrotik hiicre orani 4.74 2.70 3.25 2.94 4.59 5.45

K Madde ile stimiile edilmemis kontrol hiicreler
E 25 uM Etoposid (pozitif kontrol)

MBIS1¢, 0,02 mg/ml; MBISI®, 0,04 mg/ml; MBIS8?, 0,01 mg/ml, MBIS8®, 0,02 mg/ml
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Tablo 5. Benzen tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik SRP7 hiicrelerinin belirlenmesi

5RP7
% (24 saat) Kontrol Etoposid MBIs1® MBIs1® MBIis8: MBIiss®
Tanimlanmamis hiicre orani 1.98 2.24 1.31 0.59 0.59 0.96
Canlr hiicre orani 81.40 52.90 95.24 96.45 94.49 97.84
Erken apoptotik hiicre orani 5.58 12.28 1.33 1.90 3.46 0.63
Geg apoptotik veya nekrotik hiicre orani 11.03 32.59 2.12 1.05 1.47 0.56

K Madde ile stimiile edilmemis kontrol hiicreler
E 25 uM Etoposid (pozitif kontrol)
MBIiSla, 0,001 mg/ml; MBIS1°, 0,002 mg/ml; MBIS8?, 0,0003 mg/ml, MBIS8®, 0,0006 mg/ml

JoX J

Sekil 3. MBIiS8’in SRP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. A: 8 saat kontrol hiicreleri, B: 24 saat kontrol hiicreleri, C: 0,0003
mg/ml MBISS ile 8 saat inkiibasyon sonras1 hiicreler, D: 0,0006 mg/ml MBIS8 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, E: 0,0003 mg/ml MBIS8
ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler, F: 0,0006 mg/ml MBISS ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler.
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TARTISMA

Bu calisma kapsaminda, MBISI (-fenil), MBIS2
(—4-metilfenil) ve MBIS8 (-nitro) benzen tiirevlerinin
H-ras onkogeni tasiyan SRP7 ve bunlarin kontrol hiic-
releri olan F2408 iizerindeki sitotoksik ve apoptotik et-
kileri incelenmistir.

MBISI ve MBISS8 benzen tiirevlerinin, yalnizca H-ras
onkogeni tagtyan SRP7 hiicrelerine karst secici ve an-
laml1 bir sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bazi
aragtirmalar sonucunda da 1,2 (3) (4) (5) -bis (substitiie)
benzen ¢ekirdegini tasiyan bilesiklerin antitimor [8,9]
ve sitotoksik [10] etkileri saptanmistir. SRP7 hiicreleri-
nin 0,0002 ve 0,001 mg/ml MBIS2 tiirevi ile 24 saat mu-
amele edilmesi sonucunda %20—40 oraninda sitotoksik
etkinin olusmasinda ragmen, madde konsantrasyonu-
nun artmasi ile (0,002 mg/ml) beklenenin aksine sito-
toksik etkide azalma tespit edilmistir (Sekil 1d). Kon-
santrasyona bagimli olarak, bu tiirevin SRP7 hiicreleri
iizerinde olusturdugu kararsiz sitotoksik etkiden dolay1
apoptotik etkilerinin aragtirilmasi uygun goriilmemis-
tir. Bu tiir bir etkinin MBIS2 bilesinde yer alan —CH,
substitiientlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi i¢in yapilan
deneysel calismalardan elde ettigimiz bulgular goster-
mistir ki (Sekil 2,3); MBIS1 (0,001 ve 0,002 mg/ml) ve
MBIS8 (0,0006 mg/ml) benzen tiirevleri ile SRP7 hiic-
relerinin stimiilasyonu sonucu apoptotik yapilarin hiicre
zar1 etrafinda toplanmasi ve hiicre ¢ekirdeginin bobrek
seklini almas1 gibi apoptoza spesifik morfolojik degi-
sikliklere neden oldugu diisiiniilmektedir [23].

Bundan hareketle benzen tiirevlerinin erken apoptoz
iizerine etkileri Annexin-V/ Propidyum iyodiir ile boyali
hiicrelerin akis sitometrisinde incelenmesi ile belirlen-
mistir. Bu bulgular her iki benzen tiirevinin morfolojik
olarak apoptotik hiicre olusumuna katkida bulunmasina
ragmen erken apoptozu, pozitif kontrole oranla deneysel
inkiibasyon araliklarinda etkilemedigi tespit edilmistir
(Tablo 4 ve 5). Apoptoz mekanizmasinin son belirteci
olarak tanimlanan genomik DNA kiriklarinin olusmast
ise bu galigmada yalnizca MBISS8 (0,005 mg/ml) benzen
tiirevi ile SRP7 hiicrelerinin 9 ve 24 saat inkiibasyonu
sonunda gerceklesmistir. Bu tiirev MBISI’in aksine
diizlemsel bir yapiya sahip olmasi ile birlikte substitiie
konumda olan —NO, grubunun e ¢ekme 6zelliginden

9 saat 16 saat 24 saat
E= _ E = E =
&£ E s £ 5 E =
2 E E > E
£ £e § £ 2 5
§2 e EE o -
MKFQS'.c:KEL-.-S-gxegS-S
2 4 5 6 7 9 10 M 1z M 15 16
'._
-9

Sekil 4. Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezi. A: MBISI’in farkli konsantrasyonlar1 (0,01-0,02—0,04 mg/ml) ile 9, 16 ve 24 saat mua-
mele edilmis F2408 kontrol hiicreleri, B: MBISI’in 0,05-0,1-0,2 mg/ml konsantrasyonlar1 ile 9, 16 ve 24 saat inkiibe edilmis SRP7 hiicre-
leri, C: MBIS8’in 0,0075-0,015-0,03 mg/ml konsantrasyonlari ile 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408 kontrol hiicreleri, D: MBiS8’in
0,005-0,01-0,02 mg/ml konsantrasyonlari ile 9, 16 ve 24 saat inkiibe edilmis SRP7 hiicreleri. Genomik DNA fenol/kloroform/izoamilalkol
ekstraksiyonu yontemi ile izole edildi. Daha sonra %]1.2’lik agaroz jel iizerinde elektroforez islemine tabi tutulan genomik DNA etidyum
bromiir ile boyandi. M, DNA marker; K, maddesiz kontrol hiicreler; E, 25 uM Etoposid (pozitif kontrol).
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dolay1r NH protonunun ortama verilmesi daha kolay
gerceklesecektir ve bu degisimden dolay1 aktivitenin
artabilecegi varsayilmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen
apoptotik indeks [24] (Tablo 3) ve DNA fregmantasyon
(Sekil 4) sonuglar1 bu varsayimlar: desteklemektedir.
Morfolojik olarak MBIS] tiirevi apoptotik belirteclerin
olusmasina neden olurken DNA kiriklarinin olusumun-
da etkisi gozlenmemistir. Benzimidazol ve imidazol
iceren sentetik bilesenlerle yapilan in vitro ¢alismalar,
bu tiir bilesiklerin Jurkat [25] ve timosit [26] hiicrele-
rinde apoptozu stimiile ettigi gdsterilmistir. imidazol
halkasinin substitiie oldugu durumda 1,4-benzothiazi-
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ne ¢ekirdeginin apoptotik etkisinin azalmasina ragmen
imidazol yerine benzimidazoliin transformasyonu so-
nucunda var olan apoptotik etkinin degismedigi tespit
edilmistir [26].
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