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ÖZET 

 Aşırı hücre bölünmesinden dolayı hücre sayısındaki artış fonksiyonel olmayan ve yaşlı olan 

hücrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu denge apoptoz (programlı hücre ölümü) mekanizmasının 

tetiklenmesi ile sağlamaktadır. Günümüzde gerçekleştirilmek istenen birçok kemoterapi tedavisinin hedefi 

kanserli hücrelerin apoptozunu indüklemektir. Bu amaçla,  çalışmamızda kemoterapötik ajan olarak 

kullanılabileceği düşünülen 1,3-bis (heteroaril sübstitüe) benzen türevi olan MBİS1, MBİS2 ve MBİS8’in 

sitotoksik ve apoptotik etkileri araştırılmıştır. Elde edilen bulgular, MBİS8’in CO25 hücre hattında 0,01 

mg/ml ve MBİS1’in 0,1 mg/ml konsantrasyonlarında anlamlı bir şekilde sitotoksisiteye neden olduklarını 

göstermiştir. Ayrıca morfolojik olarak apoptozun belirlenmesinde kullanılan akridin oranj  / etidyum bromür 

boyama sonuçlarına göre sırasıyla 0,05 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarında MBİS1 ve MBİS8’in 8 ve 24 saat 

inkübasyon sonrası etkili oldukları gözlenmiştir. Ancak her iki madde de 24 saat inkübasyon sonrası C2 ve 

CO25 hücrelerinde, kontrole göre anlamlı erken apoptotik hücreye neden olmamıştır. Aynı zamanda geç 

apoptozun belirteci olan apoptotik DNA merdiveni görüntüsüne de rastlanmamıştır. Morfolojik olarak 

apoptotik hücrelerin belirlenmesi haricinde, incelenen diğer apoptotik belirteçlerin, MBİS1 veya MBİS8 

stimülasyonu sonucu bu hücre hatlarında var olmadığı tespit edilmiştir.  
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ABSTRACT 

 Increasing number of the cells , results of excess divicing of the cells, is balanced by apoptosis which 

causes elimination of old cells and unfunctional cells. Apoptosis is a programmed cell death obtaining this 

balance. In our age lots of used chemoterapeutic’s target is to increase cancer cell’s apoptosis. Therefore 

MBİS1, MBİS2 ve  MBİS8 were used to investigate apoptotic and cytotoxic effects on both  C2 and CO25 cell 

lines. These findings showed that MBİS8 and MBİS1 had cytotoxic effects respectively 0,01 mg/ml and 0,1 

mg/ml  doses in CO25 cell line. Also acridine orange / ethidium bromide metod which is used to determine 

morphological changes in apoptotic cells showed that 0,05 mg/ml and 0,1 mg/ml MBİS1 and MBİS8 were 

effective on CO25 cells  after 8 and 24 hour incubation.  However neither MBİS1 nor MBİS8 showed any 

early apoptotic cell on C2 and CO25 cell lines at the end of the 24 hour incubation time. Likewise DNA 

ladder pattern which is determinant of late apoptosis was not appear in CO25 cells. Except proving some 

apoptotic cells morphologically, the stimulation of cells by either MBİS1 or MBİS8 did not cause any other 

apoptotic changes. 

Keywords: Apoptosis, Sitotoksisite, N-ras, benzene 

 

GİRİŞ  

Hücreler belli bir süre yaşar ve sonra da ölürler. Hücrelerin yaşamını sonlandırmada rol 

oynayan iki önemli olay; apoptoz ve nekrozdur.  Programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptoz 

fizyolojik bir olaydır ve gelişim; homeostaz ve patojenezde önemli roller üstlenmektedir (1,2). 

Aşırı hücre bölünmesinden dolayı hücrelerdeki artış, fonksiyonel olmayan veya yaşlı olan 

hücrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu dengeyi sağlayan  işlem apoptotik programdır ve 

bu programdaki hasarlar hücrelerde patolojik azalışa veya artışa neden olarak hastalıklara yol 

açmaktadırlar. Apoptoz hasarlı DNA’ya sahip hücrelerin yıkımını da sağlamaktadır.  Wyllie 

tarafından yapılan bir çalışmada bu mekanizmanın dört saat kadar kısa bir sürede tamamlandığı 

gösterilmektedir (2).  

Nekrotik hücrelerde şişme, sitoplazma organellerinin dağılması, hücre membranının 

bozulması ve patlaması karakteristik özelliklerdir. Dokunun nekroza verdiği cevap ise inflamasyon 

oluşumu tarzındadır (3). Apoptotik hücrelerde kromatin materyalinin kondensasyonu ile ilişkili 

olarak çekirdeğin küçülmesi ve kırılması (4), sitoplazmik hacmin kaybolmasından dolayı hücrenin 

küçülmesi ve sitoplazmik proteinlerin kondensasyonudur. Bunun yanı sıra plazma ve hücre zarında 

kabarcıkların ve hücre zarına bitişik hücrelerarası ortama uzanan ‘apoptotik cisimciklerin’ 

oluşmasıdır (5). Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden bir diğeri, normalde hücre 

zarının iç yüzünde bulunan negatif yüklü fosfatidilserinin apoptozun erken safhalarında hücre 
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plazma zarının dış yüzeyine doğru yerleşmesidir (6). En önemli biyokimyasal özellik ise 

kromozomal DNA’nın hücrede morfolojik değişimlerle birlikte görülen internükleozomal 

bölgelerden yaklaşık 180-200 baz çifti boyutunda DNA kırıkları oluşturacak şekilde 

parçalanmasıdır (7). 

1,2(3)(4)(5)-bis (sübstitüe) benzen ana yapısına sahip bileşiklerin farklı farmakolojik etkilere 

sahip olduğu gözlenmiştir. Bunlar;   anti tümör (8, 9), sitotoksik (10), antiviral (11),  fungusit (12, 

13), kas gevşetici (14), lipoksijenaz inhibitörü (15) ve gençlik hormon aktivitesi (16) gibi etkilerdir. 

Çalışmamızda kullanılan 1,3-bis (heteroaril sübstitüe) benzen türevlerinin hücre içi Ca+2 seviyesini 

plazma zarındaki Ca+2  kanallarını etkileyerek artırdıkları  gözlenmiştir (17). Yapılan bir çalışmada 

hücre içi artan kalsiyum düzeyinin apoptoza yol açtığı ve bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinin Ca+2‘u 

tekrar depolarına gönderip hücre içi kalsiyum konsantrasyonunu düzenlediği ve bunun sonucu 

olarak da apoptozun engellediği gözlenmiştir (18). Hücre içi Ca+2 etkilerinden dolayı (17), bu 

sentetik moleküllerin sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro ortamda kontrol (C2) ve N-ras aktif 

(CO25) hücreleri kullanılarak araştırılmıştır.  

 

MATERYAL-YÖNTEM 

Hücre kültürü ve bileşiklerin hazırlanması 

C2 ve CO25 hücreleri Dr. I. Gibson‘dan East Anglia Üniversitesi (İngiltere) Biyolojik 

Bilimler Okulu, Moleküler Biyoloji bölümünden sağlanmıştır.  C2 hücreleri (19) fare bacak 

kasından izole edilmiş olup,  CO25 hücreleri ata hücre olan C2 hücresine (20, 21) 61. kodonundan 

mutant N-ras onkogeni taşıyan bir plazmidin aktarılması ile elde edilmiştir. 

C2 ve CO25 % 10 fötal dana serumu (FCS) ve 100 ünite/ml penisilin-streptomisin içeren 

Dulbecco’s Modified Eagle’s solüsyonu (DMEM) içerisinde 37 oC‘ de ve % 5 CO2 içeren inkübatör 

ortamında tutulmuşlardır.  Hücreler daha sonra 2 × tripsin/EDTA solüsyonu ile 1:3 oranında alt 

kültürlere ayrılmışlardır. 

CO25 hücre transformasyonunun indüklenmesi için, hücreler 1µM dekzametazon içeren 

%10 at serum besi ortamında 4-7 gün inkübe edilmişlerdir ve bu sürenin sonunda transformasyona 

uğrayan hücreler diğer deney aşamalarında kullanılmak üzere ayrılmışlardır (22).  Benzen 

türevlerinin stok solüsyonları dimetilsülfoksit (DMSO) içerisinde hazırlandı ve daha sonraki 

dilüsyonlar taze kültür vasatları kullanılarak yapılmıştır. 
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MTT ölçümü  

2×104 hücre/ml de olacak şekilde hazırlanan hücre süspansiyonundan, 100µl 96 kuyulu hücre 

kültürü tabakalarının her kuyucuğuna aktarılmış ve aynı zamanda  hücrelere 0,0002-0,001-0,002-

0,01-0,02-0,1 mg/ml konsantrasyonlarında bileşenler eklenerek 37 oC’ de inkübe edilmişlerdir. 24 

ve 48 saat inkübasyon süresi sonunda her bir kuyucuğa 20 µl MTT boyası (5 mg/ml) ilave edilmiş 

ve hücreler 37 oC’ de 2 saat daha inkübe edilmişlerdir. Bu süre sonunda hücrelerden MTT boyası 

uzaklaştırılmış ve her bir kuyuya 200 �l DMSO eklenerek 10 dakika inkübe edilmişlerdir.  Renk 

değişimi, ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile belirlenmiştir. Bileşen 

ile muamele edilmeyen kontrol hücre canlılığı % 100 olarak kabul edilerek, deney hücrelerinin 

canlılık oranları % olarak ifade edilmiştir (22).  Doz ve zaman aralığı, literatürdeki benzen 

türevlerinin çeşitli kanser (HeLa S3) hücre tiplerine karşı gösterdikleri sitotoksik konsantrasyonlara 

bağlı olarak belirlenmiştir (9,10).   

Akridin oranj boyama 

1 × 106 hücre/ml de olacak şekilde hücreler, steril lamellerin yerleştirildiği cam petri 

kaplarına aktarılmış ve test maddeleri eklenerek belli zaman aralıklarında inkübe edilmişlerdir.  

Hücreler 1 × PBS solüsyonu ile 3 kez yıkandıktan sonra cam petrilere 1 ml  % 70 etanol eklenerek 

5 dakika oda ısısında inkübasyona bırakılmışlardır.  Daha sonra, 1 × PBS içersinde seyreltilen 200 

µl akridin oranj (100 µg/ml) ve etidyum bromür (100 µg/ml) karışımı ile oda ısısında 5 dakika 

inkübe edilmişlerdir.  Hücreler son kez 1 × PBS ile yıkama işlemine tabi tutulduktan sonra hücre 

preparatı hazırlanmış ve bu aşamadan sonra preparatlar ya hemen floresan mikroskop (Olympus) 

altında incelemeye alınmış ya da +4 oC de 1 hafta saklanmıştır (23). 

Akım sitometri analizi 

Hücreler, 800 rpm de 4 dakika santrifüj edildikten sonra 1 × PBS ile 2 kez yıkanmışlardır ve  

2-3 × 106 hücre/ml de olacak şekilde 1 × Annexin-V bağlanma çözeltisinde süspanse edildikten 

sonra hücre solüsyonundan 100 µl alınarak tüplere aktarılmıştır. Daha sonra her bir tüpe, 5 µl 

Annexin-V FITC ve 10 µl propidyum iyodür çözeltisi eklenmiştir. Oda sıcaklığında 15 dakika 

inkübe edildikten sonra her bir tüpe 400 µl 1 × Annexin-V bağlanma çözeltisi ilave edilmiş ve 

hücreler 1 saatlik boyama süresi içerisinde akım sitometrisi (Calibur, B.D)  ile analiz edilmiştir.  

DNA ektraksiyonu ve elektroforetik analiz 

1 × 106 hücre/ml de olacak şekilde hücreler 24 saat uygun besi ortamlarında 

bekletilmişlerdir.  Belli konsantrasyondaki bileşenler ile muamele edilen hücreler, tripsin ile 

toplanarak 1.5 ml’ lik ependorf tüplere aktarılmışlardır.  Daha sonra 800 rpm de 4 dakika santrifüj 



Ankara Ecz. Fak. Derg., 34 (1) 1 - 15, 2005 5

edildikten sonra, 1 × PBS çözeltisinde yıkanmış ve % 0.5 sarkosil, 20 mg/ml proteinaz K (24), 50 

mM Tris (hidroksimetil) aminometan (pH 8.0) ve 10 mM EDTA 55 oC de 3 saat inkübe edilmiştir. 

Bu sürenin sonunda RNaz A (10 mg/ml) (24) eklenmiş ve 55 oC de 24 saat inkübe edilmiştir. 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 yürütülmüştür (25).  

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.  

SONUÇ 

1,3-bis (heteroaril sübstitüe) benzen türevlerinin sitotoksik etkileri  

Şekil 1’de kimyasal yapı formülleri verilen MBİS1, MBİS2 ve MBİS8’in farklı 

konsantrasyonları ile 24 ve 48 saat inkübe edilen C2 ve CO25 hücre hatları MTT boyası ile inkübe 

edildikten sonra % hücre canlılığı tespit edilmiştir.  MTT boyası mitokondriyal dehidrogenazların 

etkisiyle (26) 2 saat sonunda sarı renkli kristaller oluşturur ve oluşan formazan tuzları DMSO ile 

çözdürüldükten sonra renk değişimi 540 nm dalga boyunda ölçülür.  DMSO da hazırlanana benzen 

türevlerinin ileri dilüsyonları kültür besi solüsyonunda yapıldığından DMSO’nun konsantrasyonu 

% 1 den küçüktür (27) bu nedenle, deney düzeneğinde çözücü olarak kullanılan DMSO ‘in 

herhangi bir etkisi gözlenmemiştir. 

  

 

                                                              

       

                                   

 

 

 

 

Şekil 1. Benzen türevlerinin kimyasal yapı formülleri 
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MBİS1’in N-ras aktif hücreler üzerine olan sitotoksik etkileri doza bağımlı olarak ortaya 

çıkmıştır (Şekil 2b). 24 saat sonra benzen türevi (0,02 mg/ml) CO25 hücreleri üzerine % 13 

sitotoksisite gösterirken, bu oran zamana bağlı olarak 48 saat sonra % 42’ye kadar yükselmiştir. 

MBİS1 türevi CO25 hücrelerinde olduğu gibi C2 kontrol hücrelerinde de zamana ve doza bağımlı 

sitotoksik bir etkiye sahip olduğu (Şekil 2a) tespit edilmiştir.  MBİS1’in C2 hücreleri (24 saat) için 

IC50 değeri 0,09 mg/ml, CO25 hücreleri için ise 0,1 mg/ml olarak bulunmuştur (Tablo 1). 

Bir diğer benzen türevi olan MBİS2’in  N-ras aktif ve kontrol hücre sitotoksisitesi üzerine 

etkisi Şekil 2c, d gösterilmiştir.  CO25 hücrelerinde, MBİS2 türevi konsantrasyona ve zaman bağlı 

sitotoksik etkiye sahipken benzer etki C2 kontrol hücrelerinde de görülmektedir bu nedenle bu 

benzen türevinin N-ras aktif hücreleri üzerine seçici bir sitotoksik etkiye sahip olduğunu söylemek 

mümkün değildir.  IC50 değerleri C2 ve CO25 hücreleri için sırasıyla 0,06 ve 0,1 mg/ml olarak 

bulunmuştur (Tablo 1). 

Diğer benzen türevi olan  MBİS8’in,  N-ras aktif hücreler ve C2 kontrol hücreler ile 24 saat 

inkübasyonu spesifik bir sitotoksisite göstermemektedir. Fakat 48 saat sonraki veriler istastiksel 

olarak değerlendirildiğinde MBİS8’in özellikle 0,0002-0,001 mg/ml konsantrasyon aralığında C2 

kontrol hücrelerde sitotoksisiteye neden olmadığını, CO25 hücrelerinde ise % 4-36 oranında hücre 

çoğalmasını inhibe ettiği gözlenmektedir. Bu konsantrasyon aralığına ve zamana bağlı olarak 

MBİS8, N-ras aktif hücre çoğalmasını seçici olarak inhibe etmektedir (p<0,05).  IC50 değerleri 

olarak C2 hücreleri için 0,06 mg/ml, CO25 hücreleri için ise 0,1 mg/ml olarak bulunmuştur (Tablo 

1). 

Hücre canlılık oranı tripan mavi boyama yöntemi ile mikroskobik olarak da incelenmiştir ve 

yukarıda elde edilen sitotoksik etki sonuçlarına paralel sonuçlar elde edilmiştir (sonuçlar 

verilmemiştir). 

Tablo 1. Bazı benzen türevlerinin % 50 ölüm oranına (IC50) neden olduğu konsantrasyonı 

 
Hücre Hatları Benzen 

Türevleri 

(mg/ml) 

C2 CO25 

MBİS1 0,09 0,1 
MBİS2 0,06 0,1 
MBİS8 0,06 0,1 

 

    

 

 

 

Tüm değerler, 24 saat inkübasyon sonrası IC50 değerini (mg/ml) belirtmektedir. 
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(a)           (b) 

 

(c)     (d) 

 

(e)                                                              (f) 

Şekil 2. MBİS1’in C2 (a), CO25 (b); MBİS2’nin C2 (c), CO25 (d) ve MBİS8’in C2 (e), 

CO25 (f) sitotoksik etkilerinin MTT yöntemi ile belirlenmesi. Her bir veri noktası 3  

bağımsız kuyunun ortalamasını temsil etmektedir. Anlamlılık değeri p<0,05; ortalama  

değerler  ± Standart Hata (n=3), gün1: 24saat, gün2: 48saati belirtmektedir. 
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Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi 

Morfolojik olarak apoptotik hücreler, 8 ve 24 saat benzen türevleri ile inkübasyon sonucunda 

tespit edilmiştir.  0,05 ve 0,1 mg/ml (doz aralıkları MTT ve tripan mavi  canlılık deneyleri ile 

belirlenmiştir) MBİS1 ve MBİS8’in 8 saat (Şekil 3c, d ve 4c, d) ve 24 saat (Şekil 3e, f ve 4e, f) 

muamelesi sonucunda hücre sitoplazmasının ve çekirdeğinin küçülmesi, apoptotik yapıların hücre 

zarı etrafında toplanması ve hücre çekirdeğinin böbrek şeklini alması gibi apoptotik morfolojik 

değişiklikler gözlenmiştir.  Bu morfolojik değişimler özellikle 8 saat inkübasyon sonunda başlamış 

olup 24 saat inkübasyon süresi sonunda da gözlenmiştir. Her iki benzen türevi de C2 hücreleri 

üzerinde morfolojik bir değişime neden olmamıştır (sonuçlar verilmemiştir).  

 

Şekil 3. MBİS1’in CO25 hücrelerinde oluşturduğu morfolojik değişimler. Hücreler akridin oranj /etidyum 

bromür ile boyanıp immünofloresan mikroskopta incelendi. a. 8 saat maddesiz CO25 hücreleri (kontrol), b. 24 saat 

maddesiz CO25 hücreleri (kontrol), c. 0,05 mg/ml-8 saat, d. 0,1 mg/ml-8 saat, e. 0,05 mg/ml-24 saat, f. 0,1 mg/ml-24 saat 

inkübasyon sonrası hücrelerin morfolojik görüntüleri. 
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Şekil 4. MBİS8’in CO25 hücrelerinde oluşturduğu morfolojik değişimler. Hücreler akridin oranj /etidyum 

bromür ile boyanıp immünofloresan mikroskopta incelendi.  a. 8 saat maddesiz CO25 hücreleri (kontrol), b. 24 saat 

maddesiz CO25 hücreleri (kontrol), c. 0,05 mg/ml-8 saat, d. 0,1 mg/ml-8 saat, e. 0,05 mg/ml-24 saat, f. 0,1 mg/ml-24 saat 

inkübasyon sonrası hücrelerin morfolojik görüntüleri. 

  

Bileşiklerin erken apoptoz üzerine etkileri 

MBİS1 ve MBİS8’in C2 ve CO25 hücre apoptozu üzerine olan etkileri, apoptoz 

mekanizmasının tetiklenmesi ile hücre dış yüzeyine hareket eden  fosfotidilserine karşı yüksek 

affiniteye sahip Annexin-V ile incelenmiştir. Annexin-V ile eş zamanda deney ortamına propidyum 

iyodürün eklenmesi ile hem geç apoptotik hem de nekrotik hücre oranları da ölçülmüştür (Tablo 2 

ve 3).      Test maddelerinin ve pozitif kontrol etoposidin (25 �M, etken konsantrasyon hem 
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literatür çalışmalarından hem de etoposidin farklı konsantrasyonları ile muamele edilmiş CO25 

hücrelerindeki apoptotik oran MTT ve akridin oranje yöntemleri ile belirlenmiştir) (28), CO25 ve 

C2 hücrelerinde erken apoptoza neden olmadıkları gözlenmiştir.   

Tablo 2. Benzen türevleri ile stimüle edilen erken apoptotik C2 hücre oranları. 

C2 % (24 saat) 

Kontrol Etoposid MBİS1a MBİS1b MBİS8a MBİS8b

Tanımlanmamış  

hücre oranı 

7,97 3,95 4,44 2,32 10,15 13,76 

 

Canlı hücre oranı 64,99 73,23 72,67 81,73 77,60 70,62 

Erken apoptotik hücre 
oranı 

2,28 2,57 2,12 2,10 1,61 2,90 

Geç apoptotik veya 
nekrotik hücre oranı 

24,76 20,25 20,76 3,85 10,15 12,71 

Kontrol, madde ile stimüle edilmemiş hücreler 

Etoposid 25 �M (pozitif kontrol) 

MBİS1a   0,045 mg/ml; MBİS1b  0,09 mg/ml; MBİS8a  0,03 mg/ml; MBİS8b  0,06 mg/ml 

Tablo 3. Benzen türevleri ile stimüle edilen erken apoptotik CO25 hücre oranları. 

CO25 % (24 saat) 

Kontrol Etoposid MBİS1a MBİS1b MBİS8a MBİS8b

Tanımlanmamış  

hücre oranı 

5,12 4,46 4,60 10,72 3,38 3,79 

Canlı hücre oranı 63,83 64,09 63,88 65,90 64,75 73,41 

Erken apoptotik hücre 
oranı 

2,36 3,43 3,73 3,03 3,92 2,52 

Geç apoptotik veya 
nekrotik hücre oranı 

28,69 28,02 27,79 20,35 27,96 20,29 

MBİS1a  0,05 mg/ml; MBİS1b  0,1 mg/ml; MBİS8a  0,05 mg/ml; MBİS8b  0,1 mg/ml 
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Bileşenlerin geç apoptoz üzerine etkileri 

Test bileşenlerinin C2 ve CO25 hücrelerinin DNA’sı üzerine etkileri agaroz jel elektroforez 

yöntemi ile incelenmiştir.  Bu yöntem DNA merdiveni yada oligonükleozomal bantların oluşumuna 

bağlı olarak apoptozu tespit eden klasik bir yöntemdir.  Hücreler her bir madde ile 9, 16 ve 24 saat 

inkübe edildikten sonra hücrelerin genomik DNA’ları fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyon 

yöntemi ile izole edilmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 5’de gösterilmiştir.  

MBİS1 veya 25 µM etoposid ile 24 saat inkübasyon sonrasında C2 veya CO25  hücrelerinde 

DNA kırıkları tespit edilememiştir (Şekil 5a, b). 

  
(a) (b) 

   
(c) (d) 

Şekil 5. Genomik DNA’nın agaroz jel elektroforezi. (a) MBİS1’in farklı konsantrasyonları (0,0225-0,045-0,09 

mg/ml) ile 9, 16, 24 saat muamele edilmiş C2 hücreleri, (b) MBİS1’in farklı konsantrasyonları (0,025-0,05-0,1mg/ml) ile 

9, 16, 24 saat muamele edilmiş CO25 hücreleri, (c) MBİS8’in farklı konsantrasyonları (0,015-0,03-0,06 mg/ml) ile 9, 16, 

24 saat muamele edilmiş C2 hücreleri, (d) MBİS8’in farklı konsantrasyonları  (0,025-0,05-0,1 mg/ml) ile 9, 16, 24 saat 

muamele edilmiş CO25  hücreleri. Genomik DNA fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyon yöntemi ile izole edildi. 

Daha sonra % 1,2’lik agaroz jel elektroforez işlemine tabi tutulan genomik DNA etidyum bromür ile boyandı. M, marker; 

K, maddesiz kontrol hücreler; E, Etoposid 25 �M. 
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Diğer bir benzen türevi olan ve –NO2 yan grubuna sahip MBİS8’in de C2 (Şekil 5c) veya 

CO25 (Şekil 5d) hücre DNA’sı üzerine  etkisiz olduğu tespit edilmiştir. 

 

TARTIŞMA 

Bu çalışmada 1,3-bis (heteroaril sübstitüe) benzen türevi olan MBİS1, MBİS2 ve MBİS8’in 

apoptotik ve sitotoksik etkileri karşılaştırmalı olarak CO25 ve C2 hücreleri kullanılarak 

araştırılmıştır.  Test edilen türevlerden MBİS1 ve MBİS8’in yalnızca N-ras onkogeni taşıyan CO25 

hücre hattında düşük dozlarda anlamlı ve sitotoksik etki gösterdikleri gözlenmiştir. MBİS2’nin ise 

özellikle normal C2 hücrelerinde daha fazla sitotoksisiteye neden olduğundan, bu türevin apoptoz 

mekanizması üzerine etkilerinin araştırılması uygun görülmemiştir. Kullanılan benzen türevleri ile 

aynı çekirdek yapısını taşıyan benzer bileşenlerin de anti tümör (8,9) ve sitotoksik (10) etkilere 

sahip oldukları literatürde yer almaktadır.  

MBİS1 ve MBİS8 ile muamele edilen hücrelerin akridin oranj /etidyum bromür ile 

boyanması sonucunda apoptotik hücrelerin varlığı tespit edilmiştir (Şekil 3,4). Her iki  (0,05 ve 

0,1mg/ml) benzen türevinin N-ras transform edilmiş CO25 hücreleri ile inkübasyonu sonrası, 

hücrelerin apoptotik belirteç olan kromatin kondensasyonu, apoptotik cisimcikler, böbreksi yapılar 

ve daralmış sitoplazma gibi morfolojik değişiklikler gösterdiği  gözlenmiştir.  

Morfolojik değişimin deneysel olarak desteklenmesi için, Annexin V / Propidyum iyodür ile 

boyanan hücreler akım sitometri analizine tabi tutularak erken apoptotik, geç apoptotik ve nekrotik 

hücre oranları tespit edilmiştir (Tablo 2 ve 3). Fakat alınan sonuçlar, MBİS1 veya MBİS8 ile 

stimüle edilen hücre grubunda erken apoptotik hücre oranının, pozitif kontrol olan 25 �M 

Etoposid’e göre anlamlı olmadığını göstermektedir.  Aynı şekilde her iki benzen türevi, deneysel 

doz ve zaman aralıklarında CO25 ve C2 hücre genomik DNA’sında kırıklara neden olmamıştır  

(Şekil 5).  

MBİS1 ve MBİS8 bileşenlerinin, CO25 hücrelerinde apoptotik mekanizmayı 

indüklemedikleri tespit edilmiştir (morfolojik bulgular hariç).  Elde edilen bulgular, N-ras aktif 

hücrelerde Ca+2 artışına neden olan (MBİS1) ve neden olmayan (MBİS8) iki benzen türevinin 

apoptotik mekanizmayı uyarmaması, Ca+2 ‘a bağlı apoptotik yolağın hücre tipine göre farklılık 

gösterdiğini düşündürmektedir.  MBİS1’in etki mekanizmasına farklı bir yaklaşım da, N-ras aktif 

hücrelerde bcl-2 proteininin aktif olması sonucu Ca+2 ‘un hücre içi depolarına (18) gönderildiği ve 

bu şekilde apoptotik sinyalin önlendiği şeklinde olabilir. 
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