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THE EFFECTS OF 1,3 BIS (HETEROARYL SUBSTITUED) BENZENE
DERIVATIVES ON APOPTOSIS OF N-RAS TRANSFORMED MOUSE
SKELETAL MUSCLE CELL

1,3-BiS (HETEROARIL SUBSTITUE) BENZEN TUREVLERININ N-RAS
TRANSFORM FARE KASI HUCRE APOPTOZU UZERINE ETKILERI
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OZET

Aswi hiicre boliinmesinden dolayr hiicre sayisindaki artis fonksiyonel olmayan ve yash olan
hiicrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu denge apoptoz (programli hiicre 6liimii) mekanizmasinin
tetiklenmesi ile saglamaktadwr. Giiniimiizde gerceklestirilmek istenen bir¢ok kemoterapi tedavisinin hedefi
kanserli hiicrelerin apoptozunu indiiklemektir. Bu amacla, ¢alismamizda kemoterapotik ajan olarak
kullanilabilecegi diisiiniilen 1,3-bis (heteroaril siibstitiie) benzen tiirevi olan MBIS1, MBIS2 ve MBISS8’in
sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, MBISS8’in CO25 hiicre hattinda 0,01
mg/ml ve MBISI’in 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda anlamli bir sekilde sitotoksisiteye neden olduklarini
gostermistir. Ayrica morfolojik olarak apoptozun belirlenmesinde kullanilan akridin oranj / etidyum bromiir
boyama sonuglarina gore sirasiyla 0,05 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda MBISI ve MBISS’in 8 ve 24 saat
inkiibasyon sonrasi etkili olduklar: gozlenmistir. Ancak her iki madde de 24 saat inkiibasyon sonrasi C2 ve
CO25 hiicrelerinde, kontrole gore anlamli erken apoptotik hiicreye neden olmamistir. Ayni zamanda geg
apoptozun belirteci olan apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine de rastlanmanmuistir. Morfolojik olarak
apoptotik hiicrelerin belirlenmesi haricinde, incelenen diger apoptotik belirteglerin, MBISI veya MBISS

stimiilasyonu sonucu bu hiicre hatlarinda var olmadig: tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Sitotoksisite, N-ras, Benzen

.
Correspondence




2 Giilsen AKALIN, Zerrin INCESU

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
MBISI, MBIS2 ve MBISS were used to investigate apoptotic and cytotoxic effects on both C2 and CO25 cell
lines. These findings showed that MBIS8 and MBISI 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 MBISI and MBISS were
effective on CO25 cells after 8 and 24 hour incubation. However neither MBISI nor MBIS8 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 MBISI or MBISS did not cause any other

apoptotic changes.
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GIRIS

Hiicreler belli bir siire yasar ve sonra da oliirler. Hiicrelerin yasamini sonlandirmada rol
oynayan iki 6nemli olay; apoptoz ve nekrozdur. Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz
fizyolojik bir olaydir ve gelisim; homeostaz ve patojenezde Onemli roller iistlenmektedir (1,2).
Asirt hiicre bdliinmesinden dolay1 hiicrelerdeki artis, fonksiyonel olmayan veya yash olan
hiicrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu dengeyi saglayan islem apoptotik programdir ve
bu programdaki hasarlar hiicrelerde patolojik azalisa veya artisa neden olarak hastaliklara yol
acmaktadirlar. Apoptoz hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin yikimin1 da saglamaktadir. Wyllie
tarafindan yapilan bir ¢alismada bu mekanizmanim dort saat kadar kisa bir siirede tamamlandigi

gosterilmektedir (2).

Nekrotik hiicrelerde sigme, sitoplazma organellerinin dagilmasi, hiicre membraninin
bozulmasi ve patlamasi karakteristik 6zelliklerdir. Dokunun nekroza verdigi cevap ise inflamasyon
olusumu tarzindadir (3). Apoptotik hiicrelerde kromatin materyalinin kondensasyonu ile iligkili
olarak ¢ekirdegin kiiciilmesi ve kirilmasi (4), sitoplazmik hacmin kaybolmasindan dolay1 hiicrenin
kiigiilmesi ve sitoplazmik proteinlerin kondensasyonudur. Bunun yani sira plazma ve hiicre zarinda
kabarciklarin ve hiicre zarina bitisik hiicrelerarast ortama uzanan ‘apoptotik cisimciklerin’
olugsmasidir (5). Apoptotik hiicrede goriilen énemli degisikliklerden bir digeri, normalde hiicre

zarinin i¢ yiiziinde bulunan negatif yiiklii fosfatidilserinin apoptozun erken safhalarinda hiicre
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plazma zarmmin dis ylizeyine dogru yerlesmesidir (6). En Onemli biyokimyasal ozellik ise
kromozomal DNA’nin hiicrede morfolojik degisimlerle birlikte goriilen interniikleozomal
bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti boyutunda DNA kiriklart olusturacak sekilde

pargalanmasidir (7).

1,2(3)(4)(5)-bis (siibstitiic) benzen ana yapisina sahip bilesiklerin farkli farmakolojik etkilere
sahip oldugu goézlenmistir. Bunlar; anti tiimor (8, 9), sitotoksik (10), antiviral (11), fungusit (12,
13), kas gevsetici (14), lipoksijenaz inhibitorii (15) ve genclik hormon aktivitesi (16) gibi etkilerdir.
Calismamizda kullanilan 1,3-bis (heteroaril siibstitiie) benzen tiirevlerinin hiicre i¢i Ca™ seviyesini
plazma zarmdaki Ca™ kanallarmi etkileyerek artirdiklar1 gozlenmistir (17). Yapilan bir ¢alismada
hiicre i¢i artan kalsiyum diizeyinin apoptoza yol agtig1 ve bel-2 gibi anti-apoptotik proteinin Ca™u
tekrar depolarina gonderip hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu diizenledigi ve bunun sonucu
olarak da apoptozun engelledigi gézlenmistir (18). Hiicre ici Ca™ etkilerinden dolay1 (17), bu
sentetik molekiillerin sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro ortamda kontrol (C2) ve N-ras aktif

(CO25) hiicreleri kullanilarak arastirilmagtr.

MATERYAL-YONTEM
Hiicre Kkiiltiirii ve bilesiklerin hazirlanmasi

C2 ve CO25 hiicreleri Dr. 1. Gibson‘dan East Anglia Universitesi (Ingiltere) Biyolojik
Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji boliimiinden saglanmigtir. C2 hiicreleri (19) fare bacak
kasindan izole edilmis olup, CO2S5 hiicreleri ata hiicre olan C2 hiicresine (20, 21) 61. kodonundan

mutant N-ras onkogeni tastyan bir plazmidin aktarilmasi ile elde edilmistir.

C2 ve CO25 % 10 fotal dana serumu (FCS) ve 100 {inite/ml penisilin-streptomisin igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s soliisyonu (DMEM) igerisinde 37 °C* de ve % 5 CO, igeren inkiibator
ortaminda tutulmuslardir. Hiicreler daha sonra 2 x tripsi/EDTA soliisyonu ile 1:3 oraninda alt

kiiltiirlere ayrilmislardir.

CO25 hiicre transformasyonunun indiiklenmesi i¢in, hiicreler 1uM dekzametazon igeren
%10 at serum besi ortaminda 4-7 giin inkiibe edilmiglerdir ve bu siirenin sonunda transformasyona
ugrayan hiicreler diger deney asamalarinda kullanilmak iizere ayrilmiglardir (22). Benzen
tiirevlerinin stok soliisyonlar1 dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirland1 ve daha sonraki

diliisyonlar taze kiiltiir vasatlar1 kullanilarak yapilmstir.
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MTT ol¢iimii

2x10* hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan, 100p] 96 kuyulu hiicre
kiiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna aktarilmis ve ayni zamanda hiicrelere 0,0002-0,001-0,002-
0,01-0,02-0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda bilesenler eklenerek 37 °C’ de inkiibe edilmislerdir. 24
ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pl MTT boyasi (5 mg/ml) ilave edilmis
ve hiicreler 37 °C’ de 2 saat daha inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirilmis ve her bir kuyuya 200 (11 DMSO eklenerek 10 dakika inkiibe edilmislerdir. Renk
degisimi, ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile belirlenmistir. Bilesen
ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin
canlilik oranlart % olarak ifade edilmistir (22). Doz ve zaman aralii, literatiirdeki benzen
tiirevlerinin ¢esitli kanser (HeLa S3) hiicre tiplerine kars1 gosterdikleri sitotoksik konsantrasyonlara

bagli olarak belirlenmistir (9,10).
Akridin oranj boyama

1 x 10° hiicre/ml de olacak sekilde hiicreler, steril lamellerin yerlestirildigi cam petri
kaplarma aktarilmis ve test maddeleri eklenerek belli zaman araliklarinda inkiibe edilmislerdir.
Hiicreler 1 x PBS soliisyonu ile 3 kez yikandiktan sonra cam petrilere 1 ml % 70 etanol eklenerek
5 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmiglardir. Daha sonra, 1 x PBS igersinde seyreltilen 200
pl akridin oranj (100 pg/ml) ve etidyum bromiir (100 pg/ml) karigimi ile oda 1sisinda 5 dakika
inkiibe edilmislerdir. Hiicreler son kez 1 x PBS ile yikama islemine tabi tutulduktan sonra hiicre
preparati hazirlanmig ve bu asamadan sonra preparatlar ya hemen floresan mikroskop (Olympus)

altinda incelemeye alinmis ya da +4 °C de 1 hafta saklanmigtir (23).
AKim sitometri analizi

Hiicreler, 800 rpm de 4 dakika santrifiij edildikten sonra 1 x PBS ile 2 kez yikanmislardir ve
2-3 x 10° hiicre/ml de olacak sekilde 1 x Annexin-V baglanma ¢ozeltisinde siispanse edildikten
sonra hiicre soliisyonundan 100 pl alinarak tiiplere aktarilmistir. Daha sonra her bir tiipe, 5 pl
Annexin-V FITC ve 10 pl propidyum iyodiir ¢ozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pul 1 X Annexin-V baglanma ¢ozeltisi ilave edilmis ve

hiicreler 1 saatlik boyama siiresi igerisinde akim sitometrisi (Calibur, B.D) ile analiz edilmistir.
DNA ektraksiyonu ve elektroforetik analiz

1 x 10° hiicre/ml de olacak sekilde hiicreler 24 saat uygun besi ortamlarinda
bekletilmiglerdir. Belli konsantrasyondaki bilesenler ile muamele edilen hiicreler, tripsin ile

toplanarak 1.5 ml’ lik ependorf tiiplere aktarilmiglardir. Daha sonra 800 rpm de 4 dakika santrifiij
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edildikten sonra, 1 x PBS ¢ozeltisinde yikanmis ve % 0.5 sarkosil, 20 mg/ml proteinaz K (24), 50
mM Tris (hidroksimetil) aminometan (pH 8.0) ve 10 mM EDTA 55 °C de 3 saat inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda RNaz A (10 mg/ml) (24) eklenmis ve 55 °C de 24 saat inkiibe edilmistir. izole
edilen DNA, fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) ile ekstrakte edilerek etidyum bromiir i¢eren
(500 pg/ml) % 1.2’ lik agaroz jelde 50 V uygulanarak 120 dakika yiiriitiilmistiir (25).

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.
SONUC
1,3-bis (heteroaril siibstitiie) benzen tiirevlerinin sitotoksik etkileri

Sekil 1°de kimyasal yap:1 formiilleri verilen MBIiS1, MBIS2 ve MBIS8’in farkh
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen C2 ve CO25 hiicre hatlart MTT boyasi ile inkiibe
edildikten sonra % hiicre canlilig1 tespit edilmistir. MTT boyasi mitokondriyal dehidrogenazlarin
etkisiyle (26) 2 saat sonunda sar1 renkli kristaller olusturur ve olusan formazan tuzlart DMSO ile
¢ozdiiriildiikten sonra renk degisimi 540 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. DMSO da hazirlanana benzen
tiirevlerinin ileri diliisyonlan kiiltlir besi soliisyonunda yapildigindan DMSO’nun konsantrasyonu
% 1 den kiigliktiir (27) bu nedenle, deney diizeneginde ¢oziicii olarak kullanilan DMSO ‘in

herhangi bir etkisi gdzlenmemistir.
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Sekil 1. Benzen tiirevlerinin kimyasal yap1 formiilleri
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MBIS1’in N-ras aktif hiicreler iizerine olan sitotoksik etkileri doza bagimli olarak ortaya
cikmistir (Sekil 2b). 24 saat sonra benzen tiirevi (0,02 mg/ml) CO25 hiicreleri iizerine % 13
sitotoksisite gosterirken, bu oran zamana bagli olarak 48 saat sonra % 42’ye kadar ylikselmistir.
MBIS1 tiirevi CO25 hiicrelerinde oldugu gibi C2 kontrol hiicrelerinde de zamana ve doza bagimli
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu (Sekil 2a) tespit edilmistir. MBIS1’in C2 hiicreleri (24 saat) icin
ICs4 degeri 0,09 mg/ml, CO25 hiicreleri i¢in ise 0,1 mg/ml olarak bulunmustur (Tablo 1).

Bir diger benzen tiirevi olan MBIS2’in N-ras aktif ve kontrol hiicre sitotoksisitesi {izerine
etkisi Sekil 2c, d gosterilmistir. CO25 hiicrelerinde, MBIS2 tiirevi konsantrasyona ve zaman bagl
sitotoksik etkiye sahipken benzer etki C2 kontrol hiicrelerinde de goriilmektedir bu nedenle bu
benzen tiirevinin N-ras aktif hiicreleri lizerine segici bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu sdéylemek
miimkiin degildir. 1Csy degerleri C2 ve CO25 hiicreleri igin sirastyla 0,06 ve 0,1 mg/ml olarak
bulunmustur (Tablo 1).

Diger benzen tiirevi olan MBIiS8’in, N-ras aktif hiicreler ve C2 kontrol hiicreler ile 24 saat
inkiibasyonu spesifik bir sitotoksisite gostermemektedir. Fakat 48 saat sonraki veriler istastiksel
olarak degerlendirildiginde MBiS8’in &zellikle 0,0002-0,001 mg/ml konsantrasyon araliginda C2
kontrol hiicrelerde sitotoksisiteye neden olmadigini, CO25 hiicrelerinde ise % 4-36 oraninda hiicre
cogalmasini inhibe ettigi gbzlenmektedir. Bu konsantrasyon araligina ve zamana bagli olarak
MBIS8, N-ras aktif hiicre ¢ogalmasini segici olarak inhibe etmektedir (p<0,05). ICs, degerleri
olarak C2 hiicreleri i¢in 0,06 mg/ml, CO25 hiicreleri i¢in ise 0,1 mg/ml olarak bulunmustur (Tablo
1).

Hiicre canlilik orani tripan mavi boyama yontemi ile mikroskobik olarak da incelenmistir ve

yukarida elde edilen sitotoksik etki sonuglarina paralel sonuclar elde edilmistir (sonuglar

verilmemistir).

Tablo 1. Bazi benzen tiirevlerinin % 50 6liim oranina (ICs) neden oldugu konsantrasyont

Benzen Hiicre Hatlan

Tiirevleri C2 CO25
(mg/ml)

Y
Miis:

Tiim degerler, 24 saat inkiibasyon sonrasi ICsy degerini (mg/ml) belirtmektedir.
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Sekil 2. MBIS1’in C2 (a), CO25 (b); MBIS2’nin C2 (c), CO25 (d) ve MBIS8’in C2 (e),

CO25 (f) sitotoksik etkilerinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Her bir veri noktasi 3

bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Anlamlilik degeri p<0,05; ortalama

degerler + Standart Hata (n=3), glinl: 24saat, giin2: 48saati belirtmektedir.
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Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi

Morfolojik olarak apoptotik hiicreler, 8 ve 24 saat benzen tiirevleri ile inkiibasyon sonucunda
tespit edilmistir. 0,05 ve 0,1 mg/ml (doz araliklar1t MTT ve tripan mavi canlilik deneyleri ile
belirlenmistir) MBiS1 ve MBIiS8’in 8 saat (Sekil 3c, d ve 4c, d) ve 24 saat (Sekil 3e, f ve 4e, 1)
muamelesi sonucunda hiicre sitoplazmasinin ve gekirdeginin kii¢iilmesi, apoptotik yapilarin hiicre
zar1 etrafinda toplanmasi ve hiicre c¢ekirdeginin bobrek seklini almasi gibi apoptotik morfolojik
degisiklikler gbzlenmistir. Bu morfolojik degisimler 6zellikle 8 saat inkiibasyon sonunda baslamig
olup 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda da gézlenmistir. Her iki benzen tiirevi de C2 hiicreleri

iizerinde morfolojik bir degisime neden olmamistir (sonuglar verilmemistir).

Sekil 3. MBiS1’in CO25 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin oranj /etidyum
bromiir ile boyanip immiinofloresan mikroskopta incelendi. a. 8 saat maddesiz CO25 hiicreleri (kontrol), b. 24 saat
maddesiz CO25 hiicreleri (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

inkiibasyon sonrasi hiicrelerin morfolojik goriintiileri.
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Sekil 4. MBiS8’in CO25 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin oranj /etidyum
bromiir ile boyanip immiinofloresan mikroskopta incelendi. a. 8 saat maddesiz CO25 hiicreleri (kontrol), b. 24 saat
maddesiz CO25 hiicreleri (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

inkiibasyon sonrasi hiicrelerin morfolojik gériintiileri.

Bilesiklerin erken apoptoz iizerine etkileri

MBIiS1 ve MBIS8in C2 ve CO25 hiicre apoptozu iizerine olan etkileri, apoptoz
mekanizmasinin tetiklenmesi ile hiicre disg yiizeyine hareket eden fosfotidilserine kars1 yiiksek
affiniteye sahip Annexin-V ile incelenmistir. Annexin-V ile es zamanda deney ortamina propidyum
iyodiiriin eklenmesi ile hem ge¢ apoptotik hem de nekrotik hiicre oranlar1 da Sl¢tilmiistiir (Tablo 2

ve 3). Test maddelerinin ve pozitif kontrol etoposidin (25 1M, etken konsantrasyon hem
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literatiir ¢calismalarindan hem de etoposidin farkli konsantrasyonlari ile muamele edilmis CO25
hiicrelerindeki apoptotik oran MTT ve akridin oranje yontemleri ile belirlenmistir) (28), CO25 ve

C2 hiicrelerinde erken apoptoza neden olmadiklar1 gozlenmistir.

Tablo 2. Benzen tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik C2 hiicre oranlart.

% (24 saat)

m MBIS1* MBIS1® MBIS8* MBIS8"

Tanimlanmamig 7,9 3,95 4,44 2,32 10,15 13,76
hiicre orani

73,23 72,67 81,73 77,60 70,62

Erken apoptotik hiicre 2,57 2,12 2,10

orani

Ge¢  apoptotik  veya 20,25 10,15 12,71
nekrotik hiicre orani

Kontrol, madde ile stimiile edilmemis hiicreler

Etoposid 25 ['M (pozitif kontrol)
MBIS1* 0,045 mg/ml; MBIS1® 0,09 mg/ml; MBIS8* 0,03 mg/ml; MBIiS8® 0,06 mg/ml

Tablo 3. Benzen tiirevleri ile stimiile edilen erken apoptotik CO25 hiicre oranlari.

% (24 saat) Co25
m Etoposid MBISla MBISlb MBIS8Z‘ MBlsgb

Tanimlanmamis 10 72
hiicre orani

m 63,83 64,09 63,88 65,90 64 75 73 41
Erken apoptotik hiicre

orant

Geg apoptotik  veya 28,69 28,02 27,79 20,35 27,96 20,29
nekrotik hiicre orani

MBIS1* 0,05 mg/ml; MBIS1® 0,1 mg/ml; MBIS8* 0,05 mg/ml; MBIS8® 0,1 mg/ml
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Bilesenlerin ge¢ apoptoz iizerine etkileri

Test bilesenlerinin C2 ve CO25 hiicrelerinin DNA’s1 iizerine etkileri agaroz jel elektroforez
yontemi ile incelenmigtir. Bu yontem DNA merdiveni yada oligoniikleozomal bantlarin olusumuna
bagl olarak apoptozu tespit eden klasik bir yontemdir. Hiicreler her bir madde ile 9, 16 ve 24 saat
inkiibe edildikten sonra hiicrelerin genomik DNA’lar1 fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyon

yontemi ile izole edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 5’de gosterilmistir.

MBIS1 veya 25 pM etoposid ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda C2 veya CO25 hiicrelerinde
DNA kiriklari tespit edilememistir (Sekil 5a, b).

9h 16h 24h
e35| 233 5%
8¢ & §g& éf,ﬁ

g 5 ¢ & g
mces 285328 8383
4 5 6 7 213 ¥ 15 %6

T = = |

(©) (d)

Sekil 5. Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezi. (a) MBIS1’in farkli konsantrasyonlar1 (0,0225-0,045-0,09

mg/ml) ile 9, 16, 24 saat muamele edilmis C2 hiicreleri, (b) MBIS1’in farkli konsantrasyonlari (0,025-0,05-0,1mg/ml) ile
9, 16, 24 saat muamele edilmis CO25 hiicreleri, (c) MBIS8’in farkli konsantrasyonlari (0,015-0,03-0,06 mg/ml) ile 9, 16,
24 saat muamele edilmis C2 hiicreleri, (d) MBIS8’in farkli konsantrasyonlar1 (0,025-0,05-0,1 mg/ml) ile 9, 16, 24 saat
muamele edilmis CO25 hiicreleri. Genomik DNA fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyon yontemi ile izole edildi.
Daha sonra % 1,2’lik agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulan genomik DNA etidyum bromiir ile boyandi. M, marker;

K, maddesiz kontrol hiicreler; E, Etoposid 25 [1M.
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Diger bir benzen tiirevi olan ve —-NO, yan grubuna sahip MBiS8’in de C2 (Sekil 5c) veya
CO25 (Sekil 5d) hiicre DNA’s1 iizerine etkisiz oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA

Bu ¢alismada 1,3-bis (heteroaril siibstitiie) benzen tiirevi olan MBIS1, MBIS2 ve MBiS8’in
apoptotik ve sitotoksik etkileri karsilastirmali olarak CO25 ve C2 hiicreleri kullanilarak
arastirilmistir. Test edilen tiirevlerden MBIS1 ve MBiS8’in yalnizca N-ras onkogeni tastyan CO25
hiicre hattinda diisiik dozlarda anlamli ve sitotoksik etki gosterdikleri gdzlenmistir. MBIS2 nin ise
ozellikle normal C2 hiicrelerinde daha fazla sitotoksisiteye neden oldugundan, bu tiirevin apoptoz
mekanizmasi {izerine etkilerinin arastirilmasi uygun goriilmemistir. Kullanilan benzen tiirevleri ile
ayni ¢ekirdek yapisini tagiyan benzer bilesenlerin de anti timor (8,9) ve sitotoksik (10) etkilere

sahip olduklar literatiirde yer almaktadir.

MBIiS1 ve MBIS8 ile muamele edilen hiicrelerin akridin oranj /etidyum bromiir ile
boyanmasi sonucunda apoptotik hiicrelerin varlig tespit edilmistir (Sekil 3,4). Her iki (0,05 ve
0,1mg/ml) benzen tiirevinin N-ras transform edilmis CO25 hiicreleri ile inkiibasyonu sonrasi,
hiicrelerin apoptotik belirte¢ olan kromatin kondensasyonu, apoptotik cisimcikler, bobreksi yapilar

ve daralmis sitoplazma gibi morfolojik degisiklikler gosterdigi gozlenmistir.

Morfolojik degisimin deneysel olarak desteklenmesi i¢in, Annexin V / Propidyum iyodiir ile
boyanan hiicreler akim sitometri analizine tabi tutularak erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre oranlar1 tespit edilmistir (Tablo 2 ve 3). Fakat alman sonuclar, MBIS1 veya MBISS ile
stimiile edilen hiicre grubunda erken apoptotik hiicre oraninin, pozitif kontrol olan 25 M
Etoposid’e gore anlamli olmadigimi gostermektedir. Aym sekilde her iki benzen tiirevi, deneysel
doz ve zaman araliklarinda CO25 ve C2 hiicre genomik DNA’sinda kiriklara neden olmamistir

(Sekil 5).

MBIS1 ve MBIS8 bilesenlerinin, CO25 hiicrelerinde apoptotik mekanizmay1
indiiklemedikleri tespit edilmistir (morfolojik bulgular hari¢). Elde edilen bulgular, N-ras aktif
hiicrelerde Ca™ artigina neden olan (MBIiS1) ve neden olmayan (MBIS8) iki benzen tiirevinin
apoptotik mekanizmay1 uyarmamasi, Ca™ ‘a bagl apoptotik yolagmn hiicre tipine gére farklilik
gosterdigini diisiindiirmektedir. MBIS1’in etki mekanizmasina farkli bir yaklasim da, N-ras aktif
hiicrelerde bel-2 proteininin aktif olmasi sonucu Ca™ ‘un hiicre ici depolarina (18) gonderildigi ve

bu sekilde apoptotik sinyalin 6nlendigi seklinde olabilir.
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