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OZET

Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser tliriidiir.
Bu sebeple yeni ve daha etkili tedavi secenekleri arayisi her gecen giin artmaktadir. Yapilan
son calismalar benzimidazolyum tiirevlerinin kanser hiicreleri tizerindeki inhibe edici

etkisini ortaya koymaktadir.

Calismada prostat kanseri hiicreleri (DU145) kullanilarak yeni sentezlenen
benzimidazolyum tiirevlerinin (Bilesik A ve B) sitotoksik etkisi MTT yoOntemiyle
arastirilmistir. Bilesik A i¢in 24 saatlik ICso degeri 113 pM, 48 saat i¢in ise 80 uM olarak
hesaplanmistir. Bilesik B’nin 24 saat i¢in ICso degeri 420 uM, 48 saat icin 363 uM olarak
belirlenmistir. Bilesik A ve B’nin saglikli hiicrelerde olusturdugu sitotoksik etkiyi
belirlemek i¢in insan saglikli akciger bronsiyal epitelyal hiicre hatti (BEAS-2B)
kullanilmistir. Bilesik A’nin ICso degeri 24 saatte 144 uM, 48 saatte ise 109 uM olarak
hesaplanmaistir. Bilesik B icin 24 saatte hesaplanan ICso degeri 307 uM, 48 saatte ise 200 uM
olarak belirlenmistir. 5-Fluorourasil ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmis ve hem 24
hem de 48 saatlik uygulamalarinda herhangi bir ICso degeri hesaplanamamustir. Bilesik A
konsantrasyonlarinin 5-Fluorourasil dozlari ile kombine uygulanmasi sonucunda 24 saatlik
ICs0 degeri 91 puM, 48 saatlik uygulamada ise 66 puM olarak belirlenmistir. DU145
hiicrelerinde Bilesik A’nin 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinin hem apoptotik hem de

nekrotik hiicre 6liimiinii arttirdig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, DU145 ve BEAS-2B hiicrelerine uygulanan Bilesik A ve B’nin doza
ve zamana bagli olarak hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi gozlenmistir. Ayrica, DU145
hiicrelerinde Bilesik A konsantrasyonlarinin = 5-Fluorourasil dozlar1 ile kombine
uygulanmasinin sinerjistik bir etkiye neden oldugu belirlenerek Bilesik A’nin apoptotik ve

nekrotik hiicre 6liimiinii arttirdig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzimidazolyum, prostat kanseri, sitotoksisite, apoptoz,

nekroz.
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SUMMARY

Prostate cancer is the most common type of cancer in men after lung cancer. For this
reason, the search for new and more effective treatment options is increasing every day.
Recent studies reveal the inhibitory effect of benzimidazolium derivatives on cancer cells.

In the study, the cytotoxic effect of newly synthesized benzimidazolium derivatives
(compounds A and B) using prostate cancer cells (DU145) was investigated by MTT
method. The 24 hours ICsp value for compound A was calculated as 113 uM and 80 uM for
48 hours. The I1Cso value of compound B was 420 uM for 24 hours and 363 uM for 48 hours.
Human healthy lung bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) was used to determine the
cytotoxic effect of compounds A and B in healthy cells. The ICso value of compound A was
calculated as 144 uM in 24 hours and 109 uM in 48 hours. For compound B, the ICso value
calculated at 24 hours was 307 uM and at 48 hours it was 200 uM. 5-Fluorouracil was used
as a positive control in the study and no ICso value was calculated in both 24 and 48 hours
applications. Combined administration of compound A concentrations with 5-Fluorouracil
doses determined that the 24 hours ICsp value was 91 uM and 66 uM in 48 hours application.
Concentrations of compound a of 100, 150, and 200 uM in DU145 cells have been found to

increase both apoptotic and necrotic cell death.

As a result, compounds A and B applied to DU145 and BEAS-2B cells have been
observed to inhibit cell proliferation depending on dose and time. Furthermore, combined
administration of compound a concentrations in DU145 cells with 5-Fluorouracil doses was
determined to cause a synergistic effect, and compound A was found to increase apoptotic

and necrotic cell death.

Keywords: Benzimidazolium, prostate cancer, cytotoxicity, apoptosis, necrosis.



viii

TESEKKUR

Lisansiistii egitime adim attigim andan itibaren bilgisini ve sevgisini benden

esirgemeyerek her tiirlii destegi saglayan, her konuda yardimci olan saygideger danismanim

Prof. Dr. A. Pinar OZTOPCU VATAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirmalarimda bana katki saglayan ve iizerimde emegi olan tiim hocalarima

tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan sevgili
arkadaslarrm Merve YILDIZ OZER ve Elif Gézde GOKKAYA’ya, ve calismalarimda

yardimlarini esirgemeyen Merve OZCAN’a tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda beni hicbir konuda yalniz birakmayan, her zaman en biiyiik

destek¢im olan degerlim, erkek arkadasim Burak SANDIR *a tesekkiir ederim.

Son olarak uzaktayken bile yakinmis gibi hissettirip, her konuda beni destekledikleri
ve hicbir zaman yalniz hissettirmedikleri i¢in bu hayattaki en degerlilerim annem Giilfidan
SARILAR, babam Halil SARILAR ve kardesim Nil Su SARILAR’a en icten sevgi ve

tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET ... vi
SUMMARY ettt e et e e n e re e vii
TESEKKUR .....cooooviiieeieeieeeeee ettt sttt en sttt an s ene st enenenas viii
ICINDEKILER .......oocoovviiiiieeeeee ettt ettt aen s ix
SEKILLER DIZINT ..ottt ettt ettt Xii
CIZELGELER DIZINT ......ooooiioeeeeeeee e Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .......cocoviiiinicscseseeneens XV
1.GIRIS VE AMACGC ...ttt sttt 1
2. LITERATUR ARASTIRMASI ......oooiiiiiiiiieieeeiee et en sttt en st 3
2.1 KANSET .o 3
2.1.1. Kanser hiicrelerinin sahip oldugu ortak 6zelliKIer ............ccooooviiiiiiiiiiiicn, 3
2.1.2. Kanserlerin koken aldiklar1 hiicreye gore siiflandirilmast .........o.coocevvvviiennen, 4
2.1.2.1. KarsinOMAIAr ........ccooviiiiiiiiiiiee s 4
2.1.2.2. SArKOMIAL ... 4
2.1.2.3. Losemi ve 1enfomalar ... 4
2.2, PrOSEAE BEZI ... 4
2.3. Prostat Kanseri Etyoloji Ve PatOlOJiSi .........c.coviiiiiiiiniiiiisieeeec e 5
2.4. Prostat Kanseri INSIAANST ...........ccccevevviiueieieiieceee et 6
2.5. Prostat Kanseri Risk FaktOrlert ..........cccouviiiiiiiiiiice e 6
B Tl T 1 OO PPTPPUUP RSP 6
2.5.2. ATlE OFKIUSTL «..vveenveeentieiiee ettt sttt ettt sttt et s re e e b e nbe et e snee e 6
2.5.3. TTK ettt 7
2.5.4. Hormonal faKtOTIET ......coiuviiiiiiiiiiee e 7
2.5.5. BESIBINIME ... 8
2.6. Prostat Kanseri Tiimorlerinin Siniflandirtlmast ........coocveviiiiiiiiiee e, 8
2.6.1. Epitelyal tUMOTIET .......cocviiiiiiiiiiici e 8
2.6.2. Stromal tUMOTIET .......ocuviiiieiii e e 8
2.7. Prostat Kanserinin Histolojik Siniflandirilmast .........ccccoooviiiiiini 8
2.7.1. Gleason SINIflandIrMmast .........eoiiveiiiiiieiiiie e 8

2.8. Prostat Kanseri TEShIST .....ccuiiiiiiieiiiiiiiie it e e 9



ICINDEKILER (devam)

Sayfa
2.8.1. ReKIAl MUAYENE .....c.oveieecieeciece ettt nne e 10
2.8.2. Prostat spesifik antijen (PSA) TSt .......covviieiieiieie e 10
2.8.3. Transrektal ultrasonografi ...........ccocoviieiiiiii e 10
2.8.4. BIYOPST .ttt bbb 11
2.9. Prostat KanSeri TEOAVIST .......covieiiiiiiiiciieise s 11
2.9. 1. AKEE GOZELIM oottt 11
2.9.2. RAAYOTEIAPT ...ttt bbb 11
2.9.2.1. BIaKItEIaPl ...vcveeeiirieieieiisieee s 11
2.9.3. KEMOLEIAPI .vveveeevieie ettt te et s te e te e e e s reesteesnesraenreeneeas 12
2.9.4. Cerrahi YONTEIM ....ccviiiiiiiiiiieii i s 12
2.9.5. HOMON TEUAVIST ....veviieeiiiiiircicese e 13
2.10. HUCTE OMIML 1.vvovevvceceereiesee ettt sae e en et s sttt esensnsesesas 13
2.00.1. NEKIOZ ..o 13
2.00.2 APOPLOZ ..vveiiiie ettt ettt abe e 14
2.11. Apoptoz MeKaniZmalar ........c..cocuieiiiiieiiiiiiiiie i 14
2.1 1.1 INEENSTK YOI 1ottt 14
2.11.2. EKSEIINSIK YOI ..o 15
2.02. OFOTAJH veviiveiiieiieieie ettt bbb neereeneas 15
2.13. Benzimidazol Ve TUIEVIETT ......cceeiiiiiiieiiiiiee e 15
3. MATERYAL VE YONTEM ......ooouiiiiiiiiiiiesissississ s 18
3.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Deney Plant ..o 18
3.2. Hiicre Morfolojilerinin Ters Isik Mikroskobunda Gorilintlilenmesi ...........cccceeveneen 20
3.3. Bilesik A ve B nin Hiicre Canliligi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi .................... 21
3.4. 5-Fluorourasil’in Hiicre Canlilig1 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi ...................... 22

3.5. Bilesik A Konsantrasyonlart ve 5-Fluorourasil Dozlarinin Kombine
Uygulamasinin Hiicre Canlilig1 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi ....................... 22
3.6. IStAtiStIKSEl ANANIZ v.vvvvveeeeeieeeie ettt 23
3.7. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi ...........ccccccceeeeennn, 23

4. BULGULAR VE TARTISMA ..o s 25



Xi

ICINDEKILER (devam)
Sayfa
4.1. Bilesik A’nin DU145 Hiicre Hattinda Olusturdugu Morfolojik Degisikliklerin
Ters Isik Mikroskobunda InCElenmesi ...........cccvvviveeiieieseeeee e, 25
4.2. Bilesik B’nin DU145 Hiicre Hattinda Olusturdugu Morfolojik Degisikliklerin
Ters Isik Mikroskobunda InCElenmesi ..........cccevviveeiiiceieeeee e, 25
4.3. Bilesik A’nin DU145 Hiicre Hattinda Olusturdugu Sitotoksik Etkinin
BEITTENMEST ... 33
4.4. Bilesik B’nin DU 145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi .....34
4.5. Bilesik A’nin BEAS-2B Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
BEITTENMEST ... 39
4.6. Bilesik B’nin BEAS-2B Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
BEIITENMEST ... s 40
4.7. 5-Fluorourasil’in DU145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksisitesinin
BEITTENMEST ... 45
4.8. Bilesik A Konsantrasyonlari ile 5-Fluorourasil Dozlarmin Kombine
Uygulamasinin Olusturdugu Sitotoksik Etkinin Incelenmesi ..........cccocoevrrvivnnne, 48
4.9. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi ...........cccccceeeinenen, 52
5.SONUC VE ONERILER ........c..c.cooviiiiiiieeieceeeee s see s ss s en s tss s asnnens 54

KAYNAKLAR DIEZINT oo oo et ee e e e ee e e ea e s e e en s 57



xii

SEKILLER DIZiNi

Sekil Sayfa
2.1. Prostat Dezinin @anatomiSi ..........ccceoviiiiiiiiiiiie 4
2.2. Normal ve kanserli prostat Dezi gOrintliisii ..........cveververiereiireiiseeeee s 5
2.3. Prostat DEZININ 1G YAPIST .eeeuvveeeerieeiieeeiieesieeesteesiteeesteeessseeessaeesssseessseesssbeesnsseesssseessneens 6
2.4. Prostat kanserinin 1975-2007 yillar1 arasinda 1rka bagli olarak goriilme sikligi ve

OlUM OTANIATT ..o nneas 7
2.5. Prostat kanseri hiicrelerinin Gleason dereceler ..........coveverieriinieiienieniinienic e 9
2.6. Prostat kanseri riSK Gruplart .........c.oooiiiioiiiiiiee e 10
2.7. Kemoterapide kullanilan 5-FIUOrourasil’in yapisi ..........cccceeeeeeiiiinininieneneseseseeins 12
2.8. Benzimidazolln YAPIST «...eecueieiiiiiiiiiiiiie ittt 16
2.9. Bilesik A’nin Kimyasal YaPIST ....cc.eeiviiiiiiiiiiieiieces e 17
2.10. Bilesik B’nin Kimyasal YapIST ......cccuiiiieiiiiiieiie e 17

4.1. DU14S5 hiicre hattina 24 saat siireyle uygulanan Bilesik A’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin incelenmesi ...........ccoeveiieiiieiiiniic i, 29

4.2. DU145 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan Bilesik A’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin incelenmesi ...........ccovveiieiiieiiiniic i 30

4.3. DU145 hiicre hattina 24 saat siireyle uygulanan Bilesik B’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin iNCEIENMESI ........ccooevviiiiiiiii 31

4.4. DU14S5 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan Bilesik B’nin olusturdugu
morfolojik degigikliklerin inCelenmEesi ...........cccvririeririiiiieieiseee e 32

4.5. Bilesik A konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ...........ccccoocviiiiiiiinnnnnn. 33

4.6. Bilesik A konsantrasyonlarinin 48 saat stireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi .............cocoeoiviiiiiiieenn. 34

4.7. Bilesik B konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ...........ccccoocviiiiiiiinnnen. 35

4.8. Bilesik B konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ..........c.ccoevvevviiniirernennnne 35

4.9. Bilesik A konsantrasyonlarinin 24 saat slireyle BEAS-2B hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ...........ccccovcveiiiiiiiiennnnnn. 39

4.10. Bilesik A konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ................ 40

4.11. Bilesik B konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ................ 41



SEKILLER DIiZINIi (devam)

Xiii

Sekil Sayfa

4.12. Bilesik B konsantrasyonlarinin 48 saat siirecyle BEAS-2B hiicre hattina

uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ..............

4.13. Bilesik A’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda DU145 ve BEAS-2B

hiicrelerindeki canliliK OTANTATT c.coevveneee ettt e e e e e e

4.14. Bilesik B’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda DU145 ve BEAS-2B

hiicrelerindeki canliliK OTANTATT c.c..vvveeeie et e e

4.15. Bilesik A ve B’nin DU145 ve BEAS-2B hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik

uygulamalar1 sonucunda hesaplanan ICso degerleri .........cooovevviiiiiiiiniiiiice e,

4.16. 5-Fluorourasil dozlarinin 24 saat stireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi

sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ............cccocvevvrivineenns

4.17. 5-Fluorourasil dozlarinin 48 saat stireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi

sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi ............cccocvevvrivinienns

4.18. Bilesik A konsantrasyonlari ve 5-Fluorourasil dozlarinin 24 saat siireyle 1:1
oraninda kombine uygulamasinin DU145 hiicre hattinda olusturdugu

mitokondriyal aktivitenin belirleNMeSi .........ccccceeveiieiiiic e,

4.19. Bilesik A konsantrasyonlar1 ve 5-Fluorourasil dozlarinin 48 saat siireyle 1:1
oraninda kombine uygulamasinin DU145 hiicre hattinda olusturdugu

mitokondriyal aktivitenin DelirlenmMEeSI ...,

4.20. Bilesik A, 5-Fluorourasil ve kombine uygulamalarin 24 saat siireyle DU145 hiicre

hattinda olusturdugu mitokondriyal aktivite sonucu hiicrelerdeki canlilik

VUZACLETT ..ttt e e e e nbe e e e nne e
4.21. Bilesik A, 5-Fluorourasil ve kombine uygulamalarin 48 saat siireyle DU145 hiicre

hattinda olusturdugu mitokondriyal aktivite sonucu hiicrelerdeki canlilik

VUZACIETT ..ttt ettt et e e nen e e neenneas

4.22. DU145 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan Bilesik A’nin 100, 150 ve 200 uM
konsantrasyonlarinda olusturdugu apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyon

(0 2101 -1 o EUUOT TR



Xiv

CIZELGELER DiZiNi
Cizelge Sayfa
3.1. Bilesik A ve Bilesik B konsantrasyon gruplart ..........ccccceeviiiiiiiisiienniee e 19

3.2. 5-Fluorourasil dOzZ SrUPIart .........ccceiiiiiiiiiiiiic s 20



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

% Yiizde

°C Celcius degree (Santigrat derece)

ug mikrogram (107 gram)

uL mikrolitre (107 litre)

uM mikromolar (10 molar)

cm santimetre (102 metre)

cm? santimetrekare

g gram

g gravity (goreceli santrifiij kuvveti)

kb kilobaz (1000 niikleotide es uzunluk birimi)
mg miligram (10 gram)

mL mililitre (107 litre)

mM milimolar (107 molar)

ng nanogram (10° gram)

nm nanometre

rpm rounds per minute (dakikadaki devir sayis1)
Kisaltmalar Aciklama

5-FU 5-Fluorourasil

A549 Insan akciger adenokarsinomu hiicre dizisi
ABTS 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
AlF Apoptoz indiikleyici faktor

ANOVA Tek yonlii varyans analizi

APAF-1 Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1

ark. Arkadaglart

ATTC Amerikan kiiltiir koleksiyonu

BEAS-2B Insan saglikli akciger bronsiyal epitelyal hiicre dizisi

Caco-2 Insan kolorektal kanseri hiicre dizisi



Kisaltmalar

CAD
CCD-18Co
CDI

DISC
DLD-1
DMEM
DMSO
DNA
DU145
EDTA

Fas

FBS

FT-IR
HCT-116
HEK-239T
Hep3B
HL-60
ICs0

ICAD
L-929
LHRH
MCF-7
MDA-MB-231
MPT

MTT

PBS

PC-3
PEPSI

PSA

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam)

Aciklama

Kaspaz ile aktiflesen DNaz

Insan normal kolon fibroblast hiicre dizisi
Ilag etkilesim katsayis1

Oliim indiikleyici sinyal kompleksi
Insan kolon kanseri hiicre dizisi
Dulbecco’s modified eagles’s medium
Dimetil siilfoksit

Deoksiriboniikleik asit

Insan prostat kanseri hiicre dizisi

Etilen diamin tetra asetik asit

Apoptoz antijeni 1

Fetal bovine serum (Fetal dana serumu)
Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopi
Insan kolon kanseri hiicre dizis
Embriyonik bobrek hiicre dizisi
Hepatoselliiler karsinom hiicre dizi
Insan 16semi hiicre dizisi

Hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren doz
Kaspaz ile aktiflesen DNaz inhibitorii
Saglikli fare fibroblast hiicre dizisi
Liiteinlestirici hormon salict hormon
Insan meme karsinom hiicre dizisi
Meme adenokarsinoma hiicre dizisi

Mitokondriyal permeabilite gegis poru

3-(4,5-dimetiltiazol- 2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

Insan prostat kanseri hiicre dizisi

Piridinle 6nleyici madde hazirlama stabilizasyonu ve baslatilmasi

Prostat spesifik antijen

XVi



Kisaltmalar

RNA

SNU449
SNU475

SPSS

Stuart SMP-30
SW13

TNF

TNFR

TS

vd.

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam)

Aciklama

Riboniikleik asit

Hepatoselliiler karsinom hiicre dizi
Hepatoselliiler karsinom hiicre dizi
Statistics program for social and science
Erime noktasi tayin cihazi

Insan prostat kanseri hiicre dizisi
Tlimor nekroz faktor

Timor nekroz faktor reseptorii
Timidilat sentaz

ve digerleri

XVii



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin boliinme kontrollerini kaybederek hizli bir sekilde kontrolsiiz
olarak cogalmasi olarak tanimlanabilir. Diinya kanser istatistiklerine gére 6liim nedenleri
arasinda kanser ikinci sirada yer almaktadir (Diinya Saghk Orgiitii, 2019). Ulkemizde de
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en 6nemli 6liim sebebidir (T.C Saglik Bakanligi
Tiirkiye Halk Saglhign Kurumu, 2015; Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2019) Kanser tedavisi,
hiicrelerde meydana gelen degisimler, goriilme siklig1 ve tedavinin basari oranina gore
degisiklik gostermektedir. Giiniimiizde kullanilan ilaglarin tedavide yetersiz kalmasi,
kullanildiktan sonra ciddi yan etkilerinin olmasi ve kanser hiicrelerinin bu ilaglara karsi
direnc¢ olusturmasi sebebiyle tedavinin olumlu sonu¢lanma orani diismektedir (Montenegro

vd., 2015).

Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen ve 6liime neden
olan kanser tiirtidiir (Attard vd., 2016). Prostat kanseri, epitel dokudaki glandiiler yapinin
malign hiicrelere doniisiimiiyle ortaya ¢ikmaktadir (Pullar ve Shah, 2016). Yas, genetik, 1rk,
beslenme tarzi, aile dykiisii, sosyo-ekonomik durum gibi faktorler prostat kanseri riskini
etkilemektedir (Mandair vd., 2014; Ryu vd., 2017). Tedavi secenekleri arasinda radikal
prostatektomi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi yer almaktadir (Weiner ve Kundu,
2018). Guniimiizde halen prostat kanserini tedavi etmek amaciyla yeni terapétik ajanlarin

arayisi devam etmektedir.

Benzimidazole farkli yan gruplar eklenmesi ile ¢esitli kimyasal 6zelliklere sahip
farkli benzimidazolyum tuzlari sentezlenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda benzimidazolyum
tuzlarinin farkli antimikrobiyal, antifungal, antioksidan ve antiproliferatif gibi farklh
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (Huda vd., 2019). Son déonemlerde farkli
benzimidazolyum tuzlarinin insan kolon kanseri ve 16semi (HCT-116 ve HL-60) hiicreleri
(Igbal vd., 2013), kolon kanseri ve prostat kanseri (HCT-116 ve PC-3) hiicreleri (Igbal vd.,
2015), kolon kanseri ve meme kanseri (DLD-1 ve MDA-MB-231) hiicreleri (Akkog vd.,
2016), akciger kanseri (A549) hiicreleri (Apohan vd., 2017), kolorektal kanser ve meme
kanseri (Caco-2 ve MCF-7) hiicreleri (Karlik vd., 2018), kolon kanseri ve insan meme
kanseri (HCT-116 ve MCF-7) hiicreleri (Huda vd., 2019) gibi farkli kanser hiicreleri



tizerindeki ¢ogalmay1 baskilayict etkilerinin incelendigi goriilmektedir. Bu ¢aligmalardan

alian olumlu sonuglar aragtirmacilari bu bilesiklere yoneltmektedir.

Calismada 6ncellikle yeni sentezlenen iki farkli benzimidazolyum bilesiginin 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin prostat kanseri hiicreleri
(DU145) ve insan saglikli akciger bronsiyal epitelyal hiicreleri (BEAS-2B) iizerindeki
morfolojik ve sitotoksik etkileri arastirilmistir. Daha sonra ¢alismada yine MTT verilerine
gore secilen benzimidazolyum tuzu konsantrasyonlari ile prostat kanserinin tedavisinde
kullanilan kemoterapdtik bir ilag olan 5-Fluorourasil dozlart 1:1 oraninda kombine olarak
uygulanarak DU145 hiicreleri tizerindeki antagonistik/sinerjistik ilag etkilesimi
gbzlenmistir. Son olarak ¢aligmada MTT verilerine gore se¢ilen benzimidazolyum tuzunun
100, 150 ve 200 pM konsantrasyonlarinmn hiicre dliimii iizerindeki etkisi Hiicre Oliimii

Belirleme Kiti kullanilarak incelenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser genel olarak, hiicrelerin boliinme mekanizmalarinin bozularak kontrolsiiz bir
sekilde cogalmasi anlamina gelmektedir. Olustugu hiicrenin yani sira farkli hiicre, doku ve
organlara yayilim gostererek onlar1 da etkileyebilmektedir. Kanserin ortaya ¢ikmasinda
genetik etmenlerin yaninda sigara, alkol, yas, beslenme, viriisler ve iyonize 1sinlar gibi

cevresel etmenler de etkilidir (Baykara, 2016).
2.1.1. Kanser hiicrelerinin sahip olduklari ortak ozellikler
Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak birtakim 6zelliklere sahiptirler. Bu

Ozellikler kanser hiicrelerinin tespit edilmesinde ve tedavi hedeflerinin belirlenmesinde rol

oynamaktadir. Bu 6zelliklerden bazilar1 sunlardir:

. Kanser hiicreleri apoptozdan kagma yetenegine sahiptirler,

o Proliferatif sinyaller kontrol edilip durdurulmadigindan kontrolsiiz sekilde
cogalirlar,

o Hiicrelerin birbirleriyle temas etmesi halinde bdliinmeyi durdurmak yerine

cogalmaya devam ederler,

o Telomeraz aktiviteleri sayesinde siirekli cogalabilirler,

o Yeni damar sistemleri gelistirerek besin ve oksijen gereksinimlerini
karsilayabilirler (anjiogenez),

o Kan dolasgimma girerek farkli dokulara yerlesip kanserlesme siirecini

baslatabilirler (metastaz) (Hanahan ve Weinberg, 2011).



2.1.2. Kanserlerin koken aldiklar: hiicreye gore siniflandirilmasi

2.1.2.1. Karsinomalar

Karsinomalar epitel hiicrelerden kdken alarak olusurlar. Kanserlerin % 90’1 bu sinif

olusturmaktadir.

2.1.2.2. Sarkomlar

Kas, kemik ve kikirdak dokusundan gelisen solid yapidaki tiimorlerdir.

2.1.2.3. Losemi ve Lenfomalar

Bu gruptaki kanserler immiin sistem ya da kan hiicrelerinden gelismektedirler

(Eroglu, 2014).

2.2. Prostat Bezi

Prostat, pelvis boslugunda bulunan koni seklinde bir organdir (Sekil 2.1).
Embriyonik dénemde 12. haftadan itibaren siniisten gelismeye baslar. Ortalama hacmi 20
mL, kalinlig1 2,5 cm, yiiksekligi 3 cm ve genisligi 4 cm olan bez erkeklerde en 6nemli iireme

ve salgi bezidir (Yildizhan, 2006).

Tunika Vaginalis

Sekil 2.1. Prostat bezinin anatomisi (Eroglu, 2014).



2.3. Prostat Kanseri Etyoloji ve Patolojisi

Prostat kanseri epitel dokuda bulunan glandiiler yapinin malign hiicrelere

dontismesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.2).

Prostat Bezi

Saglikli prostat bezi TUmorlu prostat bezi

Sekil 2.2. Normal ve kanserli prostat bezi goriintiisii (Onal, 2019).

Prostat kanserinin % 95’1 adenokarsinom seklindedir. Kalan % 5’lik kisim
cogunlukla periferik zondan, daha az olarak da santral ve transizyonel zondan kdken alir
(Sekil 2.3). Prostat kanseri mesane ve penis gibi g¢evre dokulara ilerleyerek hasar
olusturabilme egilimindedir. Gelisimde hem c¢evresel hem de genetik faktorler rol
oynamaktadir. Yas, ik, aile Oykiisii, hormonal faktorler ve beslenme en onemli risk

faktorleridir (Pullar ve Shah, 2016).



Periferik Zon 7
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Prostatin sardigi Uretra kanali

Sekil 2.3. Prostat bezinin i¢ yapisi (Erdogru, 2019).

2.4 Prostat Kanseri Insidansi
Prostat kanseri gorlilme siklig1 bakimindan erkeklerde akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadir (Attard vd., 2016). 2012 yilinda diinya genelinde 1,11 milyon

erkege prostat kanseri teshisi konulmustur. Insidansi yasla birlikte artmakta olup, 50 yas ve

tizeri erkeklerde ortaya ¢ikma ihtimali daha fazladir (Pullar ve Shah, 2016).
2.5. Prostat Kanseri Risk Faktorleri
2.5.1. Yas

Yapilan ¢aligmalarda prostat kanseri tanist alan erkeklerin yas ortalamasi 60 olarak
belirlenmistir (Gronberg, 2003). 70 yasina kadar her sekiz erkekten birinde goriilmekte olup
40 yas alt1 bireylerde teshisi nadirdir (Siegel vd., 2016). Yas ilerledikge artis gostermektedir.

2.5.2. Aile oyKkiisii

Ailesinde kanser dykiisii olan bireylerin olmayan bireylere gore kansere yakalanma

orani iki kat artmaktadir (Pullar ve Shah, 2016).



2.5.3. Irk

Yapilan caligmalarin sonuglar1 llkelerarasi ve irklar arasinda prostat kanserine

yakalanma riskinin oldukca farkli oldugunu gostermistir. Afrikali erkeklerin prostat

kanserine yakalanma riski beyaz erkeklere gore % 70 daha fazladir (Sekil 2.4). Afrika ve

Asya’da goriilme oran1 Kuzey Amerika’ya gore daha azdir (Yildizhan, 2006).
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Sekil 2.4. Prostat kanserinin 1975-2007 yillar1 arasinda irka bagl olarak goriilme siklig1 ve

6liim oranlar1 (Atug, 2019).

2.5.4. Hormonal faktorler

Testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin miktarinin artmasi sonucu hiicre

boliinmesi artmakta ve kanserlesme siireci baglamaktadir. Testosteron, insiilin, dstorojen,

leptin gibi hormonlar prostat kanseri gelisme riskini arttirmaktadir (Eroglu, 2014).



2.5.5. Beslenme

Viicuda besinlerle alinan yag miktarinin artmasi sonucu androjenik uyar1 artmakta,

bu sekilde artan androjen miktar1 prostat kanseri riskini arttirmaktadir (Eroglu, 2014).

2.6. Prostat Kanseri Tiimorlerinin Siniflandirmasi

Prostat kanseri tiimorleri epitelyal ve stromal tiimorler olarak ikiye ayrilmaktadir

(Y1ildizhan, 2006).

2.6.1. Epitelyal tiimorler

Adenokarsinom

Transizyonel hiicreli karsinom
Noroendokrin karsinom
Miisindz

Saf duktal

o ~ W e

2.6.2. Stromal tiimorler

1. Leiyomyosarkom

2. Rabdomyosarkom

2.7. Prostat Kanserinin Histolojik Siniflandiriimasi

2.7.1. Gleason siiflandirmasi

Gleason siniflandirmasi prostat kanseri i¢in yapilan diger dereceleme yontemleri
arasinda en c¢ok kabul goren smiflandirmadir. Kanser siiphesi bulunan hastalarda teshis
amaciyla yapilan biyopsilerin incelenmeleri sonucunda histolojik siniflama yapilir
(Yildizhan, 2006). Histolojik siniflama 1960’11 yillardan bu yana Gleason derecelendirme
sistemine gore yapilmaktadir. Gleason siniflandirmasi mikroskop altinda goriilen bez

farklilagsmasina gore 5 gruba ayrilmaktadir ( Brawley vd., 2018) (Sekil 2.5).



Gleason 1: Yapilan incelemede tiimdriin sinirlari belirli, sikisik yapida, birbiriyle ayni olan

oval veya yuvarlak yapilardan olusur.

Gleason 2: Tiimdriin sinirlart genel olarak belli olmakla birlikte tiimore ait olmayan dokuya

uzantilar mevcuttur. Yapilar gevsek yerlesimli ve birbiriyle ayni degildir.

Gleason 3: Bez yapilarinin sekil ve boyutlart birbirinden farklidir. 1. ve 2. siniflamaya gére

yapilar daha kiiciik goriilmektedir. En sik rastlanan siniflamadir.

Gleason 4: Timor sinirlart belirsizlesmis ve yapilar birbiriyle birlesmis durumdadir.

Gleason 5: Glandiiler yapiya benzerlik ortadan kalkmig, normal yapilar kaybolmustur.
Ortas1 nekroz olan kribriform yapilar mevcuttur (Yildizhan, 2006; Basaran, 2008).

Sekil 2.5. Prostat kanseri hiicrelerinin Gleason dereceleri (Yiicel, 2019).

2.8. Prostat Kanseri Teshisi

Prostat kanseri teshisi i¢in baslica 4 yonteme basvurulur:
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2.8.1. Rektal muayene

Bilinen en eski yontem olup kanser varliginda sertlesen prostatin parmak yardimiyla
muayenesi yapilmaktadir. Duyarlilig1 diger yontemlere gore daha az oldugundan stipheli bir

durumda ileri tetkik gerektirmektedir (Eroglu, 2014).

2.8.2. Prostat spesifik antijen (PSA) testi

PSA prostat bezinde epitel hiicreler tarafindan iiretilen serin proteaz enzimidir.
Gorevi {retilen seminal sivinin sivilagtirilmast ve spermlerin  korunmasi olarak
bilinmektedir. 1980 yilindan bu yana prostat kanseri teshisinde kullanilmaktadir. 4
ng/mL’nin altindaki degerler normal kabul edilmektedir (Sekil 2.6). Prostata 6zgii olmasinin
yaninda prostat kanserine 6zgii degildir. Iyi huylu olusumlar nedeniyle de kandaki seviyesi
yiikselebilmektedir. Bu sebeple siipheli bir durumda PSA testine ek ikincil bir teshis yontemi
kullanilmalidir (Pullar ve Shah, 2016).

Distik Risk Grubu Orta Risk Grubu Yiksek Risk Grubu

PS& <10 PSa 10-20 PS& =20
T1-23 T2b T2c
Gleason<? Gleason=7 Gleason>?

Sekil 2.6. Prostat kanseri risk gruplar1 (Oguz, 2019).

2.8.3. Transrektal ultrasonografi

Rektal muayeneyi desteklemek ve prostat bezinin goriintiilenerek incelenmesi

amactyla ultrasonografik dalgalar kullanmilarak yapilir. Bu islem sirasinda biyopsi almak

miimkiin oldugundan prostat kanseri teshisinde giivenilir bir yontemdir (Eroglu, 2014).
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2.8.4. Biyopsi

Prostat kanseri teshisinde en giivenilir yontem biyopsi almmasi islemidir. Ozel
igneler yardimiyla hastanin prostat bezinden almman pargalar sayesinde teshis miimkiin

olmaktadir (Pullar ve Shah, 2016).

2.9. Prostat Kanseri Tedavisi

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan bes yontem vardir: Bunlar; Aktif gozetim,

radyoterapi, kemoterapi, cerrahi tedavi ve hormon tedavisidir.

2.9.1. Aktif gozetim

Bu tedavi seceneginde hastanin belli araliklarla PSA seviyesinin 6l¢iilmesi ve gerekli
goriildiigiinde diger teshis yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. Gleason skoru 7°den
kiiciik ve PSA diizeyi 10 ng’dan diisiik olan erkeklerde tercih edilen tedavi yontemidir
(Weiner ve Kundu, 2018).

2.9.2. Radyoterapi

[leri seviye prostat kanseri olan hastalar i¢in uygulanan tedavi yontemidir. Tek basina
uygulanabilecegi gibi diger tedavilerle kombine olarak da uygulanabilir. Cerrahi tedaviden
once tiimor biiylimesini engellemek ve boyutunu kiigiiltmek, cerrahi miidahale sonrasinda
ise tiimdr gelisimini engellemek amaciyla uygulanabilir. Tedavinin siiresi ve dozu hastaligin

evresine, hastanin yasina bagli olarak degismektedir (Brawley vd., 2018).

2.9.2.1. Brakiterapi

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan radyoterapi yontemlerinden birisidir. Tiimoriin
yakinina yerlestirilen implantlar sayesinde radyasyonun hedef dokuya ulasmasi saglanir.
Prostat kanserinde genellikle iyodin 125 veya paladyum 103 radyoaktif maddeleri
kullanilmaktadir (Dénmez-Yilmaz ve Unsal, 2013).
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2.9.3. Kemoterapi

Prostat kanserinin ilerlemis evrelerindeki hastalara ¢esitli kimyasal ilaglar verilerek
kanser hiicrelerinin hasara ugratilip biiylimesinin engellenmesi amaglanir (Baykara, 2016).
Kemoterapi ilaglar1 oral, intravendz, intramuskiiler veya subkutan gibi ¢esitli yollarla

hastaya verilmektedir.

Prostat kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-Fluorourasil bir pirimidin
analogudur (Sekil 2.7). 5-Fluorourasil, ilk kez 1957 yilinda sentezlenen kemoterapdtik bir
ilag olup prostat, akciger, meme, karaciger, kolorektal ve mide gibi bir¢cok farkli kanser
tirtinde halen kullanilmaktadir (Yang vd., 2014; Ji vd., 2017). 5-Fluorourasil, DNA ve
RNA’da bulunan pirimidin molekiillerine benzer heterosiklik yapida bir bilesiktir. Besinci
karbon molekiiliine flor baghdir (Yang vd., 2014). 5-Fluorourasil timin veya urasil yerine
DNA veya RNA’ya baglanarak ve timidilat sentazi inhibe ederek antikanser etkisini
gostermektedir (Hamouda vd., 2017). TS apoptoz ve protein sentezinin diizenlenmesinde rol

alan bir enzimdir (Zhang vd., 2008).

O

Sekil 2.7. Kemoterapide kullanilan 5-Fluorourasil’in yapisi (Wisniewska-Jarosinska vd.,
2011).

2.9.4. Cerrahi Yontem
Radikal prostatektomi olarak da bilinen bu yontemde tiim prostat dokusu cerrahi

yontemle ¢ikarilir. Radikal prostatektomi sonrasinda PSA seviyesinin oOlgiilemeyecek

seviyeye diismesi beklenir (Brawley vd.,2018).
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2.9.5. Hormon Tedavisi

Hormon tedavisindeki amag testosteron diizeylerini diisiirerek kanser hiicrelerini
testosterondan yoksun birakmaktir. Androjen yoksunluk tedavisi olarak da bilinir. Cesitli

yollarla yapilmaktadir (Pullar ve Shah, 2016).

1. LHRH agonistleri (6rnegin goserelin)

2. LHRH antagonistleri (6rnegin degarelix)

3. Anti-androjenler (6rnegin bikalutamid)

4. Cerrahi kastrasyon (yani bilateral subkapsiiler orchiektomi).
2.10. Hiicre Oliimii

Cesitli  sebeplerle mutasyona ugrayan hiicrelerin  kanserlesme siirecini
baslatmamalar1 i¢in organizma tarafindan yok edilmeleri gerekir. Hiicre homeostazinin
korunmast ve mutasyona ugrayan hiicrelerin yok edilmesi hiicre oliimii olarak
adlandirilmaktadir (Giiles ve Eren, 2008). Hiicre 6liim sekilleri nekroz, apoptoz ve otofaji

olarak 3’e ayrilmaktadir (Kroemer vd., 2009).

2.10.1. Nekroz

Nekrozun sebepleri arasinda hipertermi, hipoksi, oksidatif fosforilasyon ve ¢esitli
toksinler yer alir. Nekrotik 6liimde hiicre apoptozdakinden farkli olarak biiziismek yerine
siser ve parcalanir. Hiicrelerdeki enerjinin azalmasiyla birlikte hiicre zarinin gegirgenligi
bozularak sodyum ile su hiicre i¢ine girerek hiicrenin sismesine sebep olur. Sonucta hiicre
zar1 parcalanir ve yapisal biitiinliigli bozulur. Bunun sonucunda plazma hiicre bosluklarina
sizar ve inflamasyona sebep olur (Tomatir, 2003). Nekrozun genler tarafindan kontrol
edilemedigi bilinmesine ragmen bazi ¢aligmalarda 6liim reseptorlerinin kaspaz inhibitdrleri

varliginda nekroza sebep oldugu tespit edilmistir (Kroemer vd., 2009).
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2.10.2. Apoptoz

Patolog Kerr tarafindan apoptoz terimi programli hiicre Oliimiinii tanimlamak
amaciyla ilk kez 1972 yilinda kullanilmistir (Kerr vd., 1972). Canli viicudunda yeni hiicreler
olusurken var olan bazi hiicrelerin de yok edilip hiicre homeostazinin korunmasi
saglanmaktadir. Genler tarafindan diizenlenen ve fizyolojik hiicre 6liimii olan apoptoz genel
olarak hiicrelerin aldiklar1 sinyaller sonucunda kendi kendilerini yok etmeleri olarak
tanimlanabilir. Bu sekilde hiicre homeostaz1 korunmaktadir. Apoptozun tetiklenmesinde
sitokinler, biiylime faktorleri, sitotoksik ajanlar glukokortikoidler, kalsiyum miktar1, timor
nekroz faktér (TNF), TGF-p (Transforming growth factor beta), bakteriyal-viral
enfeksiyonlar, kimyasallar, radyasyon gibi hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller etkilidir (Tomatir,

2003).

2.11. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalar1 enerji gerektiren kompleks olaylar1 icermektedir. Intrinsik
(diger adryla mitokondriyal) ve ekstrinsik yol olmak tizere iki ana apoptotik yol vardir. Bu
iki yol birbiriyle baglantilidir ve bir yolda kullanilan molekiil diger yolda da etkili
olabilmektedir (Igney ve Krammer, 2002).

2.11.1. intrinsik yol

Intrinsik yolda reseptdr olmayan uyaranlar hiicre icerisindeki hedeflerle etkilesim
halinde olup hiicre i¢i sinyal olusturmaktadirlar. Bu uyaranlar negatif veya pozitif bicimde
intrinsik yolu baglatabilirler. Negatif sinyaller bazi sitokinler, biliylime faktorleri ve
hormonlar gibi uyaranlarin olmadig1 durumlarda apoptozu tetikleyerek etki ederler. Toksin,
hipotermi, hipoksi, radyasyon, serbest radikaller gibi uyaranlar pozitif sinyal olusturarak
mitokondriyal permeabilite gecis poru (MPT) nun agilmasina ve sitokrom c¢ salinimina
sebep olurlar (Saelens vd., 2004). Sitokrom ¢ ve Apaf-1 birleserek sitozolde apoptozom
kompleksini olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u aktiflestirdikten sonra kaspaz-9’da
prokaspaz-3’i kaspaz-3 haline doniistiiriir. Kaspaz-3 ICAD (DNase enzim inhibitorii) ni
inaktif hale getirerek CAD (DNase) ‘1 aktiflestirir. CAD DNA’nin fragmante olmasini
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saglar. Mitokondriden salinan AIF c¢ekirdege transloke olarak DNA’nin 50-300 kb’lik
pargalara boliinmesine neden olur (Du vd., 2000; Hill vd., 2004).

2.11.2. Ekstrinsik yol

Ekstrinsik yolda apoptoz, transmembran reseptdr aracili etkilesimlerle baslatilir.
Oliim reseptdrii aracili apoptoz da denir. TNF &liim reseptorleri rol almaktadir. Hiicrenin
ylizeyinde bulunan o6lim reseptorlerine (Fas, TNFR) o6liim sinyalleri (FasL, TNF-a)
baglanarak reseptorler trimerik bir yap1 kazanirlar. Trimerik yapidaki reseptorler
prokaspazla birlesir, DISC (death inducing singnaling complex) olusur ve prokaspaz-8 aktif
hale geger. Kaspaz-8 aktive oldugunda apoptoz tetiklenir. Kaspaz-8 ya dogrudan kaspaz-3 i
aktive eder ya da mitokondriyal yolla kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’iin aktive
olmasini saglar. Kaspaz-3 CAD’1 aktif hale getirerek DNA’nin fragmante olmasina neden

olur (Eroz vd., 2012).

2.12. Otofaji

Hiicre organelleri veya makro molekiiller bir kese yardimiyla lizozomlara tasinir ve
burada lizozomla birlesip pargalanir. Bu mekanizmaya otofaji denilmektedir. Otofaji
hiicrenin karsilagtigi oksidatif stres, aglik gibi fizyolojik kosullarda besin elde etmek
amactyla molekiillerin geri doniisiimiinii saglayan bir mekanizmadir. Otofaji yaslanma,
metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre farklilagsmasi ve bagisiklik sisteminin
bir pargasi olarak patojenlerin yikiminda rol oynamaktadir. Otofaji mekanizmasinda
meydana gelen aksakliklar kanser, ndrodejeneratif hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklarinin

olusmasina sebep olabilmektedir (Oz-Arslan vd., 2011).

2.13. Benzimidazol ve Tiirevleri

Benzimidazol, benzen halkasinin 4,5 pozisyonlarinda imidazole baglanmasiyla
olusur (Sekil 2.8). Imidazolde bulunan azot atomu niikleofilik ozelligi sayesinde
niikleotitlerle yapisal benzerlik gostermektedir. Bu sebeple biyolojik dneme sahiptirler.
Cesitli antifungal, antidiyabetik, antibakteriyal, antioksidan ve antikanser etkileri sebebiyle

hem biyolojik hem de farmakolojik olarak ilgi gérmektedirler (Huda vd., 2019).
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d

N

Sekil 2.8. Benzimidazoliin yapisi (Anonim, 2019).
Kimyasal formiil: C7HeN>
Molekiiler agirlik: 118,135 g/mol

Son yillarda yapilan ¢alismalarda heterosiklik bilesikler sentezlenerek cesitli etkileri
arastirilmaktadir. Bu heterosiklik bilesiklerin en onemlilerinden biri olan benzimidazol
bircok gecis metali i¢in ligand gorevi gormektedir. Benzimidazole farkli element ve yan
gruplarin da eklenmesiyle ¢esitli benzimidazolyum tuzlar1 ve kompleksleri sentezlenmekte

ve bilesigin etkinligi artmaktadir (Tonelli vd., 2017).

Calismada kullanilan iki farkli benzimidazolyum tiirevi olan Bilesik A ve B toz
halinde Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Béliimii’nde sentezlenmistir
(Sekil 2.9; 2.10). Benzimidazolyum tiirevi bilesikler sentezlenirken azot atmosferi altinda ve
geleneksel yontemlerle 50 mL’lik balon icerisinde ve manyetik karistirici ile sentezlenmistir.
Saflagtirma islemi i¢in uygun c¢oziiciler varlifinda yeniden kristallendirme ydntemi
kullanilmistir. Elementel analiz 6lgiimleri VarioEL III cihaz ile gergeklestirilmistir. FT-IR
analizleri Perkin Elmer Spektrum 100 spektrometresi ile gerceklestirilmistir. Erime noktast

analizleri Stuart SMP-30 erime noktasi tayin cihazi ile ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 2.9. Bilesik A’nin kimyasal yapisi.
Kimyasal formiil: C22H16BrFzN20
Molekiiler agirlik: 461,28 g/mol
Bilesik B
H
N
N \/ \
* o

Br_

Sekil 2.10. Bilesik B’nin kimyasal yapisi.
Kimyasal formiil: C21H17BrN2O
Molekiiler agirlik: 393,2 g/mol
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Deney Plani

Calismada iki farkli benzimidazolyum tiirevinin (Bilesik A ve B) sitotoksik etkilerini
arastirmak i¢in daha 6nce Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan satin alinan ve -196 ° C’de
saklanan insan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatt1 (DU145; ATCC® HTB-81)
kullanilmistir. Ayrica c¢aligmada iki farkli benzimidazolyum tiirevinin saglikli hiicre
tizerindeki etkisini de gozlemleyebilmek i¢in ayn1 kosullarda saklanan insan saglikli akciger

bronsiyal epitelyal hiicre hatti (BEAS-2B; ATCC® CRL-9609) kullanilmistir.

Calismalarda hiicreler % 1 penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu, % 10’luk
Fetal Bovine Serum (FBS) ve Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igeren besiyeri
icerisinde 6nce 25 cm? lik, daha sonra 75 cm? ik kiiltiir kaplarinda, 37 °C’de, % 5 CO2 ve
% 95 nem iceren ortamda inkiibe edilerek karbondioksitli inkiibatérde (Thermo)
cogaltilmigtir. Hiicrelerin cogalmasi ve kontaminasyon takipleri ters 151k mikroskobu (Nikon

Eclipse, TC100) kullanilarak giinliik olarak yapilmuistir.

Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda % 70-80 yogunluga ulastiktan sonra deneye alimustir.
Hiicrelerin flaskin tabanindan ayrilmasi i¢in flaskin igerisindeki besiyeri c¢ekilerek PBS
(dengelenmis fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikama yapilmis ve sonrasinda hiicreler 5
dakika % 0,25’lik Tripsin EDTA (Sigma-Aldrich) ile muamele edilmistir. Daha sonra
hiicreler, icerisinde 9 mL besiyeri bulunan tiiplere aktarilmis ve +10 °C’de, 1200 rpm’de, 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin sonunda tiipteki silipernatant bosaltilarak
yerine yeni besiyeri eklenmis ve hiicrelerin besiyeri i¢erisinde homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmigtir. Hiicrelerin sayilmasi i¢in Tripan Mavisi Boyast (Sigma-Aldrich)
kullanilmistir. Canli hiicreler Tripan Mavisi Boyasini hiicre zar1 bozulmadig i¢in iglerine
almazken, 6l hiicrelerde ise hiicre zar yapist bozuldugu i¢in boya direkt olarak hiicrenin
igerisine gegerek mavi renk almasina neden olur. Bu sayede canli hiicre ile 6lii hiicreler
birbirinden kolaylikla ayirt edilebilir duruma gelmektedir (Avelar-Freitas vd., 2014). Canli
hiicre sayisin1 belirlemek i¢in hiicreler 5 dakika siireyle Tripan Mavisi ile muamele edilmis

ve siire sonunda hiicre sayim cihazinda (Cedex XS, Innovatis) sayilmistir.
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Sayim sonuglara gore hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma her bir kuyuda 100 pL
hacimde 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Kiiltiir kaplar1 hiicrelerin tabana yapismasi
igcin 37 °C’de, % 5 CO2ve % 95 nem igeren karbondioksitli inkiibatérde 24 saat siireyle

inkiibasyona birakilmustir.

Bilesikler dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde 100 mM ana stok olacak sekilde
¢Ozdiirtilmiistiir. Ana stok soliisyonundan DMEM ile diliie edilerek 10, 25, 50, 75, 100, 150,
200, 250 ve 500 uM’lik dokuz farkli konsantrasyon hazirlanmistir (Cizelge 3.1.). Deneyde
bilesiklerin ¢dzdiriilmesi i¢in kullanilan DMSO’nun hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisinin
olup olmadigini belirlemek amaciyla en yiiksek konsantrasyon olan 500 uM konsantrasyonu
icin sadece DMSO iceren ¢oziicii kontrol grubu konsantrasyonlar arasina eklenmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan konsantrasyonlar her bir kuyuya 100 uL hacim
icerisinde olacak sekilde ilave edilerek, hiicreler 24 ve 48 saat siireyle muamele edilmistir.
Deney planinda kontrol gruplarina sadece 100 pL besiyeri ilave edilmistir. Her doz i¢in en

az 8 kuyu kullanilmis ve deneyler 3 kez tekrar edilmistir.

Cizelge 3.1. Bilesik A ve Bilesik B konsantrasyon gruplari

Sira Uygulanan Ila¢ Konsantrasyonlari

Kontrol grubu (sadece besiyeri)

10 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

25 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

50 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

75 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

100 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

150 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

200 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

©O| O N| o O | W N

250 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu

[EY
o

500 uM Bilesik A ve B konsantrasyon grubu
500 uM ¢oziicii kontrol doz grubu (DMSO)

[
[

Calismada  S-Fluorourasil  (5-FU, Sigma-Aldrich) pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. 5-Fluorourasil kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan antimetabolit ilag

grubuna dahil bir urasil analogudur. 5-Fluorourasil bas ve boyun, gdgiis, kolon kanseri ve
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ozellikle prostat gibi birgok kanser tiiriinde yaygin olarak kullanilan kemoterdpatik bir
ilactir. Kanserlesen hiicrelerin ¢ogalmasini DNA’nin replikasyonu sirasinda timidilat
sentazin inhibe edilmesi sayesinde durdurmaktadir. Bu sayede timin yerine urasil gegerek
DNA’nin replikasyonunu durdurmaktadir (Grem, 1997; Zhang vd., 2008). Toz halinde satin
alian 5-Fluorourasil (Sigma-Aldrich) DMSO igerisinde 100 mM ana stok olacak sekilde
¢Ozdiriilmiistiir. Ana stok soliisyonu DMEM ile diliie edilerek 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
250 ve 500 uM’lik dokuz farkli doz grubu hazirlanmistir (Cizelge 3.2.). DMSO’nun hiicreler
tizerindeki sitotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla en yiiksek doz olan 500
uM dozu i¢in ¢dziicii kontrol grubu dozlar arasina eklenmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
100 puL hacim igerisinde hazirlanan dozlar her bir kuyuya ilave edilmistir. Kontrol grubu
kuyularia sadece 100 puL besiyeri eklenmistir. Hiicreler hazirlanan 5-Fluorourasil dozlart
ile 24 ve 48 saat siire boyunca muamele edilmistir. Her doz i¢in en az 8 kuyu se¢ilmis ve

deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

Cizelge 3.2. 5-Fluorourasil doz gruplari

Sira Uygulanan 5-Fluorourasil Dozlar:

Kontrol grubu (sadece besiyeri)

10 uM 5-Fluorourasil doz grubu

25 uM 5-Fluorourasil doz grubu

50 uM 5-Fluorourasil doz grubu

75 uM 5-Fluorourasil doz grubu

100 uM 5-Fluorourasil doz grubu

150 uM 5-Fluorourasil doz grubu

200 uM 5-Fluorourasil doz grubu

©O©| 0| N| o g B W N

250 uM 5-Fluorourasil doz grubu

[ERY
o

500 uM 5-Fluorourasil doz grubu
500 uM ¢oziicii kontrol doz grubu (DMSO)

-
-

3.2. Hiicre Morfolojilerinin Ters Isik Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Calismamizda, DU145 hiicre hattinda Bilesik A ve B’nin farkli konsantrasyonlariin

olusturdugu morfolojik degisiklikleri belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
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1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmstir. 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonunda gozlenen
morfolojik degisiklikler ters 151k mikroskobunda incelenmis ve Kameram 21 programiyla

gorlintiilenmistir.

3.3. Bilesik A ve B’nin Hiicre Canhihgi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda, DU145 ve BEAS-2B hiicrelerine uygulanan Bilesik A ve B
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT) yontemi ile belirlenmistir (Mossmann, 1983). Bu yontem hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in giivenilir, kolay uygulanan, duyarli, pratik ve sik kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. MTT, canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sirasinda mitokondride
bulunan siiksinatdehidrogenaz enzimi ile formazan kristallerine doniistiiriilebilen bir
boyadir. Olusan boya hiicre zarin igerisinde toplanmakta ve uygun ¢oziiciiler ile muamele
edildiginde ¢oziilerek serbest kalmaktadir. Elde edilen renk yogunlugu canli hiicre sayisiyla
dogru orantilidir. Bu nedenle yapilan spektrofotometrik Ol¢limler sayesinde hiicre

canliliginin ylizdesi hesaplanabilmektedir (Beytur vd., 2011; Riss vd., 2016).

Sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 1x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM’lik dokuz
farkli konsantrasyon grubu 100 pL hacim igerisinde her bir kuyuya ilave edilmistir.
Muamele siirelerinin sonunda her bir kuyuya taze hazirlanmis 20 pL (5 mg/mL, Applichem),
MTT soliisyonu konularak, 37 °C’de, 3 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde kiiltiir kabinin igerigi dokiilmiis ve her kuyuya 100 pL DMSO ilave edilerek
5 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. 5 dakikanin sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinin absorbans degerleri ELISA cihazinda (Biotek, Powerwave XS) 550 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak o6lgiilmiistiir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.
Kuyulardaki absorbans degerlerinin yiizdesi doz grubunun absorbansinin yiiz ile carpilip
kontrol grubunun absorbansina boliinmesiyle hesaplanmistir (Cao vd., 2010; Beytur vd.,
2011; Turan vd., 2017).
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3.4. 5-Fluorourasil’in Hiicre Canhlig1 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 1x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler 10 ile 500 uM arasinda hazirlanan 5-Fluorourasil
dozlar ile 24 ve 48 saat siireyle muamele edilmis ve siire sonunda her bir kuyuya 20 pL
MTT eklenerek 37 ° C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
kiltir kaplarinin igerigi dokiilerek uzaklastirilmis ve her kuyuya 100 uL DMSO ilave
edilerek 5 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. 5 dakikanin sonunda g¢alisilan gruplarin
absorbans degerleri ELISA cihazinda (Biotek, Powerwave XS) 550 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir. Kuyulardaki
absorbans degerlerinin ylizdesi doz grubunun absorbansinin yiiz ile carpilip kontrol

grubunun absorbansina boliinmesiyle hesaplanmistir.

3.5. Bilesik A Konsantrasyonlar1 ve 5-Fluorourasil Dozlarinin Kombine

Uygulamasmin Hiicre Canhilig Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Calismada MTT sonuglarindan elde edilen veriler goz oniine alinarak Bilesik A’nin
DU145 hiicreleri iizerinde daha yiiksek bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle kombine ilag uygulamasinda Bilesik A konsantrasyonlari ile 5-Fluorourasil
dozlarmin kombine uygulanmasina karar verilmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Calismada 10, 25, 50, 75, 100, 150,
200, 250 ve 500 uM Bilesik A konsantrasyonlari ve 5-Fluorourasil dozlarinin 1:1 oraninda
24-48 saat siireyle kombine uygulanmasinin DU145 hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri MTT

yontemiyle arastirilmistir.

Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir. Kuyulardaki absorbans degerlerinin yiizdesi
doz grubunun absorbansinin yiiz ile ¢arpilip kontrol grubunun absorbansina béliinmesiyle

hesaplanmuistir.

Antogonistik ve sinerjistik etki ise ilag etkilesim katsayist (CDI) formiiliine gore,
kombine doz grubu absorbansinin Bilesik A absorbans degeri ve 5-Fluorourasil absorbans

degeri carpimina bdliiniip yiiz ile ¢carpilmasiyla hesaplanmistir.
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CDI<1 degerinde iki madde arasinda sinerjistik etkilesim, CDI>1 degerinde antagonistik

etkilesim oldugu sonucuna ulasilmistir (Daphu vd., 2014).

3.6. istatistiksel Analiz

Calismada Bilesik A, B, 5-Fluorourasil’in ve Bilesik A konsantrasyonlari ile 5-
Fluorourasil dozlarimin kombine uygulamasinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisinin
belirlenmesi amaciyla elde edilen veriler IBM SPSS Statistics v22 programinda Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in Cok Yonlii Karsilastirma Yontemiyle

istatistiksel olarak analiz edilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
calismadan elde edilen sonuglar IBM SPSS Statistics v22 programinda student t-testi
kullanilarak analiz edilmis ve anlamlilik dereceleri hesaplanmistir Anlamlilik diizeyi p<0.05

olarak kabul edilmistir. Istatistiksel anlamliliklar grafiklerde (*) ile gosterilmistir.

3.7. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Calismada DU145 hiicrelerinde MTT verilerine gore se¢ilen 100, 150 ve 200 uM
Bilesik A konsantrasyonlariin neden oldugu apoptotik/nekrotik hiicre 6liimiinii arastirmak
i¢in Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti (Roche) kullanilmistir. Kullanilan kit kolorimetrik

olarak sonuglarin kantitatif olarak analiz edilmesini saglamustir.

Hiicre sayimindan elde edilen sonuglara gore 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir
kuyuya 1x10* hiicre ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyulara segilen
konsantrasyonlar ilave edilerek hiicreler ile 24 saatlik muamelesi saglanmistir. Kontrol
grubu kuyularina sadece besiyeri ilavesi yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ters 151k
mikroskobu yardimiyla kuyular incelenmis ve deneye alinmak {izere secilmistir. Ardindan
kiiltir kab1 25 © C’de, 200 g’de, 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda segilen
kuyulardaki siipernatant alinip eppendorf tiiplere aktarilarak nekrotik hiicre 6liimiini
belirlemek ic¢in kullanilmistir. Daha sonra seg¢ilen kuyulara 200 pL lizis tamponu ilave
edilmis ve apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in oda sicakliginda 30 dakika karanlik

ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda kiiltiir kab1 tekrar 25 ° C’de, 200 g’de, 10 dakika
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santrifiij edilmistir. Nekroz igin eppendorf tiiplere aktarilan siipernatanttan, apoptoz iginse
hiicre lizat1 6rneklerinden streptavidin kapli kuyulara 20 pL ilave edilmis ve kuyulara Anti-
Histon Biotin, Anti-DNA POD ve inkiibasyon tamponu karisimindan 80 uL eklenmistir.
Karanlik ortamda 2 saat siireyle inkiibe edilen kiiltiir kaplarinin siire sonunda igerikleri
dokiilerek 3 kere 300 pL yikama tamponuyla kuyular yikanmistir. Yikama isleminin
sonrasinda kuyulara 100 pL 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
substrat1 ilave edilmis ve karanlik ortamda 15 dakika 250 g’de calkalanmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde 100 uL ABTS durdurma soliisyonu eklenen kuyular 405 nm dalga boyunda
ELISA cihazinda spektrofotometrik olarak okunmustur. Elde edilen sonuglara gére DNA
fragmentasyon oranlari1 doz grubu absorbansinin kontrol grubu absorbansina boliinmesiyle

hesaplanmistir (Sommer vd., 2005).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bilesik A’min DU145 Hiicre Hattinda Olusturdugu Morfolojik Degisikliklerin Ters

Isik Mikroskobunda Incelenmesi

DU145 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanan 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
250 ve 500 uM Bilesik A konsantrasyonlarmin hiicre morfolojisinde olusturdugu
degisiklikler incelenmistir. Kontrol gruplartyla karsilastirildiginda hem 24 hem de 48 saat
uygulamalarinda 10 ve 25 pM konsantrasyonlarinda hiicre morfolojisinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Bununla beraber denenen diger konsantrasyonlarda ise doza ve
zamana bagli olarak hiicre morfolojilerinde degisiklik ve hiicre sayisinda azalma oldugu
tespit edilmistir. Doz artisina bagli olarak hiicrelerin birbirinden ayrildigi, pargalanarak

hiicresel biitiinliikklerini kaybettikleri gorilmistiir (Sekil 4.1; 4.2).

4.2. Bilesik B’nin DU14S Hiicre Hattinda Olusturdugu Morfolojik Degisikliklerin Ters

Isik Mikroskobunda Incelenmesi

DU145 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanan 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
250 ve 500 pM Bilesik B konsantrasyonlarinin hiicre morfolojisinde olusturdugu
degisiklikler incelenmistir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 24 saat uygulamasinda
denenen 10, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarinda hiicre morfolojisinde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Bununla beraber 75 pM konsantrasyonundan itibaren doz artisina bagl
olarak hiicre morfolojisinde degisiklik ve hiicre sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir.
(Sekil 4.3). 48 saatlik uygulamada ise 10 ve 25 puM konsantrasyonlarinda hiicre
morfolojisindeki herhangi bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. Oysa 50 uM
konsantrasyonundan itibaren doz ve uygulama siiresinin artisina bagli olarak hiicrelerin
normal ig seklindeki morfolojilerinin bozuldugu ve hiicrelerin yuvarlaklastigi tespit
edilmistir. Hiicre sayisindaki azalmay1 takiben hiicreler arasindaki baglantilarin koptugu,

hiicrelerin birbirinden uzaklastig1 belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Calismada denenen Bilesik A ve B’nin daha once herhangi bir hiicre hattinda
olusturabilecegi morfolojik degisiklikler incelenmemistir. Bu nedenle bilesiklerin

olusturdugu hiicre morfolojisindeki degisiklikler ilk defa ortaya konmaktadir.

Bununla birlikte yeni sentezlenen pek cok farkli yapr iceren benzimidazolyum
tuzlarmin olusturdugu hiicre morfolojisindeki degisiklikler farkli c¢aligmalarla ortaya
konmustur. Ornegin, Haque vd. yaptiklari c¢alismada insan kolon kanseri (HCT-116)
hiicrelerine 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda meta-ksilil
bagli bis-benzimidazolyum tuzlarini uygulayarak 48 saat sonunda meydana gelen morfolojik
degisiklikleri faz-kontrast mikroskobunda incelemislerdir. Hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ok
sayida vakuol olusumunun go6zlenmesi hiicrelerdeki otofajik karakteristigi ortaya
koymustur. Ayrica kompleksler giiclii sitotoksik etki gostererek hiicrelerin normal
morfolojilerini kaybetmelerine, hiicre sayisinda ve hiicre canlilifinda 6nemli Olciide
azalmaya sebep olmustur. HCT-116 hiicrelerinde apoptoza 6zgli morfolojik degisikliklerin

oldugu rapor edilmistir (Haque vd., 2012).

Insan kolon kanseri (HCT-116) hiicrelerinde yapilan bir calismada 48 saat siireyle
uygulanan 25, 50, 100, 200 ve 400 uM konsantrasyonlarindaki para-ksilil bagli bis-
benzimidazolyum tuzlarinin ve bu tuzlara bagh olarak sentezlenen giimiis komplekslerinin
morfolojik etkileri faz-kontrast mikroskobunda incelenmistir. Calismada sentezlenen
komplekslerin doza bagli olarak hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica hiicrelerin normal morfolojilerini kaybederek vakuol olusturduklar: tespit edilmistir.
Vakuol olusumuna bagl olarak hiicrelerde otofaji belirtilerinin goriildiigii rapor edilmistir

(Haque vd., 2013).

Igbal vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise insan kolon kanseri (HCT-116) ve insan
16semi hiicrelerine (HL-60) 48 saat siireyle uygulanan farkli para-ksilil bagl bis-
benzimidazolyum tuzlarinin ve gliimiis bagli komplekslerinin etkileri aragtirilmistir.
Caligmada ligand ve komplekslerin 1,5625 ve 100 uM arasindaki konsantrasyonlar
denenmistir. Calismada bizim bulgularimizla benzer sekilde HCT-116 ve HL-60
hiicrelerinin morfolojilerinde degisiklikler oldugu gozlenmistir. 48 saatlik bis-
benzimidazolyum tuzu uygulamasinin sonucunda HCT-116 hiicrelerinde normal hiicre

morfolojilerinin bozuldugu ve hiicrelerdeki pseudopodial uzantilarinin belli kisimlarda
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kayboldugu tespit edilmistir. Ayrica giimiis kompleksi uygulanan hiicrelerde ise apoptoza
bagli hiicre membraninda kabarcik olusumu gozlenmistir. Ayni bilesikler HL-60 hiicrelerine
uygulandiginda ise her iki bilesigin de hiicre sayisinda azalmaya ve hiicre morfolojisinde

bozulmaya sebep oldugu rapor edilmistir (Igbal vd., 2013).

Igbal vd. yaptiklari farkli bir ¢alismada yeni sentezlenen benzimidazolyum bromiir
tuzu (II) ve glimis igeren kompleksinin (III) anti-proliferatif etkilerini insan kolon kanseri
(HCT-116), insan prostat kanseri (PC-3) ve insan normal kolon fibroblast hiicre hatlarinda
(CCD-18Co) arastirmiglardir. Kirk sekiz saatlik uygulama sonucunda meydana gelen
morfolojik degisiklikler faz-kontrast mikroskobunda incelenmistir. Bilesik II'nin kontrol
grubu hiicreleriyle kiyaslandiginda HCT-116 ve PC-3 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigi goriilmiistiir. Kompleks III ile muamele edilen HCT-116 ve PC-3 hiicrelerinde ise
giimiis metal iyonunun hiicrelerde birikmesine bagli olarak sitotoksisitenin arttig1, hiicrelerin
normal morfolojilerini kaybettikleri ve hiicre canliliklarinin azaldigi belirtilmistir. Hiicre
membraninda kabarcik olusumu, kromatin yogunlasmasi ve hiicrelerin sitozollerinde
apoptotik cisimciklerin olusmasiyla apoptotik hiicre oOliimiinlin gerceklestigi rapor
edilmistir. CCD-18Co hiicrelerine 48 saat stlireyle uygulanan bilesik II ve kompleks III’iin
ise hiicreler tizerinde zayif sitotoksik etki gosterdikleri faz-kontrast mikroskobuyla tespit
edilmistir (Igbal vd., 2015).

Farkl1 bir ¢alismada ise yine benzimidazolyum tuzlar1 ve bu tuzlara baglh giimiis ve
paladyum i¢eren komplekslerin 20 uM konsantrasyonlar1 72 saat siireyle insan kolon kanseri
hiicrelerinde (DLD-1) denenmistir. Yirmi dort saat sonunda meydana gelen morfolojik
degisiklikler floresans bir boya olan Hoechst ve propidyum iyodiir ile belirlenmistir.
Calismada birkag saat igerisinde hiicresel morfolojik degisiklige rastlanmamakla birlikte 24
saatte 0zellikle bilesik 2 ve 4’{in hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
Kirk sekiz ve 72. saat uygulamalarinda ise 24 saatte goriilen morfolojik degisikliklere ek

olarak farkli herhangi bir degisiklik gézlenmedigi rapor edilmistir (Akkog vd., 2016)

Yapilan diger bir farkli caligmada ise yeni sentezlenen benzimidazol-giimiis (I)
kompleksleri (2a-d) saglikli fare fibroblast hiicrelerine (L-929) 24 saat siireyle 6,25; 12,5;
25; 50 ve 100 pM konsantrasyonlarinda uygulanarak olusturdugu morfolojik etkiler

floresans 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Hiicrelerin membran biitiinliiglinti
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kaybettikleri ve 6zellikle 2¢ bilesiginin hiicre cogalmasini inhibe ederek hiicre membraninda

kabarcik olusumuna neden oldugu rapor edilmistir (Karlik vd., 2018).

Calismalarin  sonuglarindan elde edilen veriler her yeni sentezlenen
benzimidazolyum ve tiirevlerinin birbirinden farkli morfolojik etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Sentez esnasinda eklenen her bir atom, bilesigin yapisint degistirmekle
birlikte hiicre tizerindeki morfolojik etkisini de degistirmektedir. Bu nedenle yeni
sentezlenen bu bilesiklerin farkli morfolojik etkilere sahip oldugu ag¢ik bir sekilde

gozlenmektedir.



Sekil 4.1. DU145 hiicre hattina 24 saat silireyle uygulanan Bilesik A’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin incelenmesi (a: Kontrol, b: 50 uM, c: 75 uM, d: 100
uM, e:150 uM, f: 200 uM, g: 250 uM, h: 500 uM, Skala bar:50 um).




Sekil 4.2. DU145 hiicre hattina 48 saat silireyle uygulanan Bilesik A’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin incelenmesi (a: Kontrol, b: 50 uM, c: 75 uM, d: 100
uM, e:150 uM, f: 200 uM, g: 250 uM, h: 500 uM, Skala bar:50 um).
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Sekil 4.3. DU145 hiicre hattina 24 saat siireyle uygulanan Bilesik B’nin hiicrelerde
olusturdugu morfolojik degisikliklerin incelenmesi (a: Kontrol, b: 75 uM, ¢: 100 uM, d:
150uM, e: 200 uM, f: 250 uM, g:500 uM, Skala bar:50 um).




Sekil 4.4. DU145 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan Bilesik B’nin olusturdugu
morfolojik degisikliklerin incelenmesi (a: Kontrol, b: 50 uM, c: 75 uM, d: 100 uM, e:150
uM, f: 200 uM, g: 250 uM, h: 500 uM, Skala bar:50 pm).




33

4.3. Bilesik A’nin DU145 Hiicre Hattinda Olusturdugu Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Calismamizda DU145 hiicreleri Bilesik A’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve

500 uM konsantrasyonlar1 ile 24-48 saat siireyle muamele edilmistir.

Yirmi dort saatlik muamele siiresi sonunda Bilesik A’nin 10 ve 25 uM
konsantrasyonlarinin DU145 hiicre ¢ogalmas: tizerinde herhangi bir inhibe edici etkisi
gbzlenmezken (p>0,05), 50 uM konsantrasyonundan itibaren hiicre canliligin1 % 16, 34, 46,
59, 72, 72 ve 82 oraninda azalttig1 belirlenmistir (***: p<0,001; Sekil 4.5). Hiicreleri % 50

oraninda dldiiren ICsg degeri 24 saat i¢in 113 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Bilesik A konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Kirk sekiz saatlik muamele siiresi sonunda ise Bilesik A’nin 10 ve 25 uM
konsantrasyonlariin DU145 hiicre ¢ogalmasi tizerinde herhangi bir inhibe edici etkisi
gbzlenmezken (p>0,05), 50 uM konsantrasyonundan itibaren hiicre canliligini sirasiyla %
26,47, 58, 87,91, 92 ve 93 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (***: p<0,001; Sekil 4.6). Kirk

sekiz saat i¢in bulunan ICsp degeri 80 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.6. Bilesik A konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmast
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).

4.4. Bilesik B’nin DU145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda DU145 hiicreleri Bilesik B’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve

500 uM konsantrasyonlar1 ile 24-48 saat siireyle muamele edilmistir.

Yirmi dort saatlik muamele sonunda 10, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarinin DU145
hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi gézlenmezken (p>0,05), 75 uM
konsantrasyonundan itibaren hiicre canliligini sirasiyla % 15, 15, 19, 22, 30 ve 59 oraninda
azalttig1 tespit edilmistir (***: p<0,001; Sekil 4.7). Bilesik B nin ICso degeri 24 saat i¢in 420
UM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Bilesik B konsantrasyonlarinin 24 saat stireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Kirk sekiz saatlik muamele sonunda 10 ve 25 uM konsantrasyonlarinin DU145 hiicre
canlilifi iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi gozlenmezken (p>0,05), 50 uM
konsantrasyonundan itibaren hiicre canliliginda sirastyla % 16, 17, 20, 22, 27, 32 ve 71
oraninda azalma meydana gelmistir (***: p<0,001; Sekil 4.8). Kirk sekiz saat i¢in ICso degeri

363 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.8. Bilesik B konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Her iki bilesigin en yiiksek konsantrasyonlar1 i¢in denenen ¢oziicii kontrol
uygulamalarinda kullanilan DMSO miktarinin hiicre canlilig1 {izerine herhangi bir etkisinin

bulunmadigi tespit edilmistir.

Yapilan farklt bir caligmada 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda 72 saat siireyle HCT-116 hiicrelerine uygulanan meta-ksilil bagl bis
benzimidazolyum tuzlarinin anti-proliferatif etkisi MTT yoOntemiyle arastirilmistir.
Sentezlenen 6 farkli bilesikten bilesik 8, 10 ve 12 iki tane bromiir anyonu icermektedir ve
ICs0 degerleri sirasiyla 0,2 uM, 0,1 uM ve 1,1 uM olarak hesaplanmistir. Bilesik 9, 11 ve 13
ise iki tane hekzaflorofosfat anyonu igermektedir. Yetmis iki saatlik ICso degerleri sirasiyla
4,1 uM, 8,7 uM ve 17,6 uM olarak belirlenmistir. Bromiir anyonu iceren bilesiklerin kolon
kanseri lizerinde daha fazla sitotoksik etkiye sahip olduklar tespit edilmistir (Haque vd.,

2012).

Igbal vd. yaptiklari bir ¢aligmada insan kolon kanseri (HCT-116) ve 16semi (HL-60)
hiicre hatlarini kullanmislardir. Hiicrelere 48 saat siireyle 1,5625 ve 100 uM arasinda degisen
7 farkli konsantrasyonda para-ksilil bagl bis-benzimidazolyum tuzu ve giimiis iceren
kompleks uygulayarak sitotoksik etkilerini MTT yontemiyle incelemislerdir. Para-ksilil
bagl bis-benzimidazolyum tuzu i¢in HCT-116 hiicre hattinda ICso degeri 5,6 uM, HL-60
hiicre hattinda ICso degeri 4,1 uM olarak belirlenmistir. Glimiis iceren kompleks i¢in yapilan
deneylerden elde edilen verilere gore HCT-116 hiicre hatti i¢in ICso degeri 0,3 pM, HL-60
hiicre hatt1 i¢inse ICso degeri 0,08 uM olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore
giimiis kompleksi, para-ksilil bagli bis-benzimidazolyum tuzuna gére her iki hiicre hatti
icinde alt1 kat daha fazla sitotoksik etki gostermistir (Igbal vd., 2013).

Igbal vd. yaptiklari baska bir ¢alismada yeni sentezlenen benzimidazolyum bromiir
tuzu (II) ve glimiis igeren kompleksinin (III) anti-proliferatif etkilerini insan kolon kanseri
(HCT-116) ve insan prostat kanseri (PC-3) hiicre hatlarinda arastirmiglardir. HCT-116
hiicrelerinde denenen 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5 ve 25 uM konsantrasyonlarinin 48 saatlik
uygulamasi sonucunda ICsp degeri bilesik II i¢in 4,4 uM, kompleks III i¢in ICso degeri 1,7
UM olarak hesaplanmistir. PC-3 hiicrelerinde denenen 6,25; 12,5; 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarinin 48 saatlik uygulamasi sonucunda bilesik II i¢in ICsg degeri 159 uM,

kompleks Il i¢in ise ICsodegeri 50,2 uM olarak hesaplanmistir. Sonuclar karsilastirildiginda
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giimiis bagl kompleksin (III) benzimidazolyum bromiir tuzuna (II) gore her iki hiicre
hattinda da ¢ogalmayi baskilayici etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir (Igbal vd.,
2015).

Yapilan farkli bir caligmada yeni sentez benzimidazolyum tuzlari (2 ve 3), bu tuzlarin
giimiis bagl kompleksi (4) ve Pyridine Enhanced Precatalyst Preparation Stabilization and
Initiation (PEPPSI) paladyum bagli kompleksleri (6 ve 7) 0,5-200 uM konsantrasyonlari
arasinda 72 saat siireyle insan kolon kanseri (DLD-1) ve meme kanseri (MDA-MB-231)
hiicrelerine uygulanmistir. Yetmis iki saat sonunda PEPPSI paladyum bagli kompleksler (6
ve 7) hem DLD-1 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde zayif anti-proliferatif etki gostererek
ICs0 degerlerinin 200 uM’dan biiyiik oldugu tespit edilmistir. Glimiis bagl kompleks (4) en
giiclii anti-proliferatif etkiyi gostererek DLD-1 hiicrelerinde ICsp degeri 12,41 pM, MDA-
MB-231 hiicrelerinde ICso degeri 11,98 uM hesaplanmistir. Yeni sentez benzimidazolyum
tuzlar1 2 ve 3’lin ise DLD-1 hiicrelerindeki ICsp degerleri sirasiyla 127,37 uM, 21,07 uM
iken, MDA-MB-231 hiicrelerinde 134,55 uM, 15225 uM olarak belirlenmistir.
Benzimidazolyum tuzlar1 birbiriyle karsilagtirlldiginda benzimidazolyum tuzu 3’iin
pentametilbenzil grubu igermesi nedeniyle benzil grubu i¢eren benzimidazolyum tuzu 2’den
daha yiiksek anti-proliferatif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica benzimidazolyum
tuzu 3 ve kompleks 4 yiiksek sitotoksik etki gostererek DLD-1 ve MDA-MB-231 hiicreleri
icin potansiyel anti kanser ila¢ olma 6zelligi tasidiklar1 rapor edilmistir (Akkog vd., 2016).

Yapisinda kobalt (IT) bulunan yeni sentez benzimidazol kompleksleri (2, 4, 6, 8, 10,
12 ve 14) ve ¢inko (II) bulunan (1, 3, 5, 7, 9 ve 13) yeni sentez benzimidazol kompleksleri
insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (A549) hiicrelerine 0-100 pg/mL konsantrasyonlari
arasinda 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanmistir. Kirk sekiz saatlik uygulama sonucunda en
giiclii anti-proliferatif etkiyi kompleks 1, 5 ve 8 gdstermis ve ICso degerleri sirasiyla 27,84
pg/mL, 15,02 pg/mL ve 23,94 ug/mL olarak hesaplanmistir. Yetmis iki saatlik uygulama
sonunda ise kompleks 1, 4 ve 5 diger komplekslere gore daha yiiksek sitotoksik etki
gostermis ve ICso degerleri sirasiyla 1,97 pg/mL, 1,87 pg/mL ve 1,9 pg/mL olarak
belirlenmistir. En giiclii sitotoksik etkiyi gosteren kompleks 4, 4-bromobenzil substitiienti

icermektedir (Apohan vd., 2017).
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Yapilan farkli bir calismada yeni sentezlenen benzimidazol-giimiis (I) kompleksleri
(2a-d) ve 1-benzil-3H-benzimidazolyum p-toluensulfonat tiirevleri (1a-d) 6,25; 12,5; 25; 50
ve 100 uM konsantrasyonlarinda 24 saat siireyle insan kolorektal kanser (Caco-2) ve insan
meme kanseri (MCF-7) hiicrelerine uygulanmistir. Muamele siiresi sonunda -benzil-3H-
benzimidazolyum p-toluensulfonat tiirevlerinin (la-d) anti-proliferatif bir etki
gostermedikleri tespit edilmistir. Ayrica uygulanan komplekslerin MCF-7 hiicrelerinde
sitotoksik bir etki gostermedikleri ve 2a-d kompleksleri i¢in de 2,5-100 uM arasindaki
konsantrasyonlarda herhangi bir 1Csg degeri hesaplanamadigi rapor edilmistir. Yirmi dort
saatlik uygulama sonunda en yiiksek anti-proliferatif etkiyi yapisinda klorid anyonu
bulunduran 2d kompleksi gostermis ve ICso degeri 9 uM olarak hesaplanmaistir. 2a, 2b ve 2¢
kompleksleri de ytiksek anti-proliferatif etki gostererek ICso degerleri sirastyla 57 uM, 40
uM ve 52 uM olarak belirlenmistir (Karlik vd., 2018).

Yapilan diger bir ¢aligmada 0,25; 0,5 ve 1 pg/mL konsantrasyonlarinda 6 farkli 1,1'-
(1,3-fenilen bis (metilen)) bis (3-alkil/aril-1H-benzimidazol-3-yum) tuzlarinin sitotoksik
etkisi HCT-116 ve MCF-7 hiicrelerinde incelenmistir. Bilesik 6 HCT-116 hiicre ¢ogalmasini
1 pg/mL konsantrasyonunda % 75 oraninda inhibe ederek en yiiksek anti-proliferatif etkiyi
gosterirken bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5 tiim dozlarda zayif sitotoksik etki gostermistir. Bilesik
6’nin MCF-7 hiicrelerinde 0,25; 0,5 ve 1 ug/mL konsantrasyonlarinda ¢ogalmayi inhibe
edici etki ise % 9, 15 ve 28 oraninda tespit edilmistir. HCT-116 hiicrelerinde oldugu gibi
MCF-7 hiicrelerinde de bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5 zayif sitotoksik etki gdstermistir. Bilesik 6 nin
heptil grubu igererek yiiksek lipofilik karakterde olmasinin anti-proliferatif etkiyi
giiclendirdigi rapor edilmistir (Huda vd., 2019).

Farkli benzimidazolyum tiirevleriyle farkli kanser hiicrelerinde yapilan deneyler ve
yaptigimiz c¢alismanin sonuglart birbirleriyle benzerlik gostererek benzimidazolyum

tiirevlerinin kanser hiicreleri lizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Calismalarin  sonuglarindan elde edilen veriler her yeni sentezlenen
benzimidazolyum ve tiirevlerinin birbirinden farkli sitotoksik etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Sentez esnasinda eklenen her bir atom bilesigin yapisini degistirmekle

birlikte hiicre lizerindeki sitotoksik etkisini de degistirmektedir. Ayrica yeni sentezlenen bu
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bilesiklerin farkli hiicre hatlarinda da farkli sitotoksik etkilere sahip oldugu da agik bir
sekilde gozlenmektedir.

4.5. Bilesik A’nin BEAS-2B Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda BEAS-2B hiicreleri Bilesik A’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250

ve 500 uM konsantrasyonlari ile 24-48 saat siireyle muamele edilmistir.

Yirmi dort saatlik muamele sonucunda 10 ve 25 uM konsantrasyonlarinda hiicre
canliligini baskilayici herhangi bir etki gézlenmezken (p>0,05), 50 uM konsantrasyonundan
itibaren hiicre canliliginda sirasiyla % 22, 29, 36, 52, 69, 81 ve 90 oraninda azalma meydana
gelmistir (***: p<0,001; Sekil 4.9). Yirmi dort saat i¢in % 50 oraninda hiicreyi 6ldiiren ICso
degeri 144 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.9. Bilesik A konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu
hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir (***: p<0,001).

Kirk sekiz saatlik muamele siiresi sonunda ise Bilesik A’nin 10 pM
konsantrasyonunun BEAS-2B hiicre ¢ogalmasi iizerinde herhangi bir baskilayici etkisi

gozlenmezken (p>0,05), 25 pM konsantrasyonundan itibaren hiicre canliligin1 sirastyla %
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10, 23, 36, 46, 69, 87, 91 ve 91 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (***: p<0,001; Sekil 4.10).
Kirk sekiz saatlik 1Cso degeri 109 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.10. Bilesik A konsantrasyonlarinin 48 saat slireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu
hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir (***: p<0,001).

Calismamizda Bilesik A konsantrasyonlarinin DU145 ve BEAS-2B hiicre dizisinde
yarattigl toksik etki karsilastirilmistir. DU145 hiicrelerinde Bilesik A’nin BEAS-2B
hiicrelerine oranla sitotoksik aktivitesinin fazla oldugu hem 24 hem de 48 saatte

belirlenmistir.

4.6. Bilesik B’nin BEAS-2B Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda BEAS-2B hiicre hatt1 Bilesik B’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250

ve 500 uM konsantrasyonlariyla 24 ve 48 saat siireyle muamele edilmistir.

Yirmi dort saatlik muamele sonucunda 10, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarinda hiicre
canliligr iizerinde herhangi bir baskilayici etki gozlenmezken (p>0,05), 75 uM
konsantrasyonundan itibaren hiicre canliliginda sirasiyla % 12, 17, 32, 40, 42 ve 74 azalma
meydana gelmistir (***: p<0,001;Sekil 4.11). Yirmi dort saat i¢cin % 50 oraninda hiicreyi
oldiiren ICso degeri 307 uM olarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.11. Bilesik B konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmasi sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu
hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir (***: p<0,001).

Kirk sekiz saatlik uygulama sonucunda ise Bilesik B’nin 10 uM konsantrasyonunun
BEAS-2B hiicre ¢cogalmasi tizerinde herhangi bir inhibe edici etkisi bulunmazken (p>0,05),
25 uM konsantrasyonundan itibaren % 14, 18, 20, 22, 36, 50, 53 ve 92 oraninda hiicre
Olimiine neden olmustur (***: p<0,001; Sekil 4.12). Kirk sekiz saat i¢in % 50 oraninda

hiicreyi dldiiren ICso degeri 200 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Bilesik B konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle BEAS-2B hiicre hattina
uygulanmas1 sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu
hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir (***: p<0,001).
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Calismamizda Bilesik B konsantrasyonlariin DU145 ve BEAS-2B hiicrelerinde

yarattig1 toksik etki de karsilastirilmistir. DU145 hiicrelerinde Bilesik B’nin daha az toksik
etki gosterirken, saglikli BEAS-2B hiicrelerinde daha toksik oldugu hem 24 hem de 48 saatte

belirlenmistir.

Bilesik A

ve B’nin BEAS-2B hiicrelerinde olusturdugu

sitotoksik etki

karsilastirildiginda ise Bilesik A’nin Bilesik B’ye oranla saglikli hiicre dizisi lizerinde daha

toksik oldugu da gozlenmektedir.

BILESIK A 24 SAAT

BILESIK A 48 SAAT

DU145 BEAS-2B DU145 BEAS-2B
KONTROL % 100 canl % 100 canli % 100 canli % 100 canli
10 pM Etki yok Etki yok Etki yok Etki yok
25 utM Etki yok Etki yok Etki yok % 90 canli
50 pM % 84 canli % 78 canli % 74 canli % 77 canli
75 pM % 66 canli % 71 canli % 53 canli % 64 canli
100 pM % 54 canli % 64 canli % 42 canli % 54 canli
10mM % 41 canli % 48 canli %13 canl % 31 canli
200 pM % 28 canl1 % 31 canli % 9 canl % 13 canli
250 pM % 28 canl1 % 19 canli % 8 canl % 9 canh
500 pM % 18 canli % 10 canli % 7 canli % 9 canli

Sekil 4.13. Bilesik A’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda DU145 ve BEAS-2B
hiicrelerindeki canlilik oranlari.
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BILESIK B 24 SAAT

BILESIK B 48 SAAT

DU145 BEAS-2B DU145 BEAS-2B
KONTROL % 100 canli % 100 canlt % 100 canli % 100 canli

10 pM Etki yok Etki yok Etki yok Etki yok
25 M Etki yok Etki yok Etki yok % 86 canli
50 pM Etki yok Etki yok % 84 canli % 82 canli
75 pM % 85 canli % 88 canli % 83 canli % 80 canl1
100 pM % 85 canli % 83 canli % 80 canli % 78 canli
150 M % 81 canli % 68 canli % 78 canli % 64 canli
200 pM % 78 canli % 60 canli % 73 canli % 50 canli
250 pM % 70 canli % 58 canli % 68 canli % 47 canli
500 pM % 41 canli % 26 canli % 29 canli % 8 canli

Sekil 4.14. Bilesik B’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda DU145 ve BEAS-2B
hiicrelerindeki canlilik oranlari.

24 SAAT ICso 48 SAAT ICso
BILESIK A BIiLESIK B BILESIK A BIiLESIK B
DU145 113 uM 420 uM 80 uM 363 uM
BEAS-2B 144 uM 307 uM 109 uM 200 uM

Sekil 4.15. Bilesik A ve B’nin DU145 ve BEAS-2B hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik
uygulamalar1 sonucunda hesaplanan ICsg degerleri.

Igbal vd. yaptiklar ¢calismada yeni sentezlenen benzimidazolyum bromiir tuzu (I1)

ve glimiis iceren bir kompleksi (III)’nin insan kolon kanseri (HCT-116) ve insan prostat
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kanseri (PC-3) hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisini incelemiglerdir. Ayni ¢alismada bu
maddelerin saglikli hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerini de gozlemlemek i¢in insan
normal kolon fibroblast hiicre hattin1 (CCD-18Co) kullanmislardir. Calismada saglikli hiicre
hatt1 olarak secilen CCD-18Co hiicre hattinda her iki madde i¢in hesaplanan ICsg degerinin
200 uM’dan daha yiiksek oldugu ifade edilirken, HCT-116 kanser hiicrelerinde 1Csq degeri
bilesik II i¢in 4,4 uM, kompleks III i¢in ICso degeri 1,7 uM olarak hesaplanmistir. PC-3
hiicrelerinde ise bilesik II i¢in ICso degeri 159 uM, kompleks III i¢in ise ICsodegeri 50,2 uM
olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak denen benzimidazolyum bromiir tuzu (II) ve glimiis
iceren kompleksi (IIT)’nin saglikli hiicreler lizerinde daha az toksik etkiye sahip oldugu
gozlenmigstir (Igbal vd., 2015). Ayrica ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan 5-
Fluorourasil’in ICsp degeri normal hiicreler iizerinde 19 uM olarak hesaplanirken, CCD-
18Co hiicre hattinda her iki madde i¢in hesaplanan ICso degerinin 200 pM’dan daha yiiksek
oldugu ifade edilmistir. Bu sonuclar degerlendirildiginde kemoterapide aktif olarak
kullanilan bir ajan olan 5-Fluorourasil’e oranla yeni sentezlenen her iki maddenin saglikli

hiicre iizerinde daha az toksisite olusturdugu belirlenmistir.

Yapilan literatiir aragtirmasinda yeni sentez benzimidazolyum tuzlari (2 ve 3), bu
tuzlarin gilimiis bagli kompleksi (4) ve Pyridine Enhanced Precatalyst Preparation
Stabilization and Initiation (PEPPSI) paladyum bagli kompleksleri (6 ve 7) 0,5-200 uM
konsantrasyonlar1 arasinda 72 saat siireyle embriyonik bobrek hiicrelerine (HEK 293T)
uygulanmistir. Muamele sonunda PEPPSI pladyum bagli komplekslerinin ICso degerlerinin
200 pM’dan biiyiikk oldugu tespit edilerek anti-proliferatif etki gostermedikleri rapor
edilmistir. En yiiksek anti-proliferatif etkiyi glimiis bagli kompleksin (4) gosterdigi ve 1Cso
degerinin 4,21 pM olarak hesaplandigi belirtilmistir. Benzimidazolyum tuzlari i¢in ise (2 ve

3) ICsp degerleri sirasiyla 64,06 uM ve 8,73 uM olarak hesaplanmstir (Akkog vd., 2016).

Yapisinda kobalt (IT) bulunan yeni sentez benzimidazol kompleksleri (2, 4, 6, 8, 10,
12 ve 14) ve ¢inko (II) bulunan (1, 3, 5, 7, 9 ve 13) yeni sentez benzimidazol kompleksleri
BEAS-2B hiicrelerine 0-100 pg/mL konsantrasyonlar1 arasinda 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmistir. Sentezlenen 14 kompleks arasindan 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonucunda
en giiclii anti-proliferatif etkiyi kompleks 4, 5 ve 8 gosterirken, 72 saatlik uygulama
sonucunda ise en giiclii anti-proliferatif etkiyi kompleks 4, 6 ve 8’in gosterdigi tespit

edilmistir. Kompleks 4, 5 ve 8’in 24 saatlik uygulamalar1 sonucunda ICsp degerleri sirastyla
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40,54 pg/mL; 37,81 pg/mL ve 39,78 ug/mL olarak hesaplanmistir. Kirk sekiz saatlik
uygulamalar sonucunda ise 1Cso degerleri sirasiyla 28,57 pg/mL; 33,35 ug/mL ve 20,76
ng/mL olarak belirlenmistir. Yetmis iki saatlik uygulamanin sonucunda kompleks 4, 6 ve 8
icin ICso degerlerinin sirasiyla 24,5 pg/mL, 1,99 pg/mL ve 12 pg/mL oldugu tespit
edilmistir. Sonuglar dikkate alindiginda yapisinda kobalt bulunan komplekslerin daha gii¢lii
sitotoksik etki gosterdikleri rapor edilmistir. (Apohan vd., 2017).

Yapilan farkli bir ¢alismada yeni sentezlenen benzimidazol-giimiis (I) kompleksleri
(2a-d) saglikli fare fibroblast hiicrelerine (L-929) 24 saat siireyle uygulanarak olusturdugu
etkiler incelenmistir. 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda uygulanan
benzimidazol-giimiis kompleksleri i¢in ICso degeri MTT yonteminden elde edilen sonuglara
gore hesaplanmistir. L-929 hiicrelerinde en giiclii anti-proliferatif etkiyi 2d kompleksi
gostermistir. 2d kompleksinin ICsp degeri 10 uM olarak hesaplanirken, 2a kompleksi igin
ICs0 degeri 26 uM, 2b kompleksi icin 47 puM, 2c¢ kompleksi i¢in 39 uM olarak
hesaplanmustir. Pozitif kontrol olarak uygulanan sisplatinin ICso degeri 46 uM olarak
bulunmustur. 2d kompleksinin sisplatine gore 5 kat giiglii anti-proliferatif etkiye sahip
olmasinin yapisinda bulunan klorid anyonundan kaynaklandigi rapor edilmistir (Karlik vd.,

2018).

4.7. 5-Fluorourasil’in DU145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Calismamizda DU145 hiicreleri 24 ve 48 saat stireyle 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200,

250 ve 500 uM 5-Fluorourasil dozlariyla muamele edilmistir.

Yirmi dort saatlik muamele sonunda 10, 25 ve 50 uM dozlarinda hiicre canliligt
tizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadig: belirlenmistir (p>0,05). Hiicre ¢cogalmasini
baskilayict etkinin ise 75 pM dozundan itibaren basladigi belirlenmistir. Hiicre
canliligindaki azalma orani sirasiyla % 6, 6, 6, 7, 8 ve 9 olarak hesaplanmistir. Fakat bu
azalma istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik gostermemektedir (p>0,05). Bu nedenle

denenen dozlar i¢in herhangi bir ICso degeri hesaplanamamistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. 5-Fluorourasil dozlarinin 24 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, p>0,05).

Kirk sekiz saatlik uygulama sonunda ise 5-Fluorourasil 10, 25, 50, 75 ve 100 uM
dozlarinda hiicre ¢ogalmasi ilizerinde herhangi bir etkisi olmadigi belirlendi (p>0,05).
Sitotoksik etkinin 150 puM dozundan itibaren basladigi ve sirasiyla % 10, 10, 16 ve 27
oraninda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (***: p<0,001). Bununla

beraber 48 saat i¢in de herhangi bir ICso degeri hesaplanamamuistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. 5-Fluorourasil dozlarinin 48 saat siireyle DU145 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu olusturdugu mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100
kabul edilerek hesaplama yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Gyorfty vd. yaptiklart bir ¢alismada 30 farkli kanser hiicre hatti iizerinde 11
antikanser ilact kullanarak bu ilaglarin hiicreler tizerindeki diren¢ mekanizmalarin1 ve gen
ekspresyonlarini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada DU145 hiicre hattinin 5-Fluorourasil’e
kars1 % 88,1 direngli oldugu sonucuna ulasilmistir. Calisma 5-Fluorourasil i¢in 1Cso degeri
bulanmamigtir. Bu bulgular ¢alismamizi destekler niteliktedir. Ayrica yapilan ¢alismada
prostat kanseri (SW13), gogiis kanseri (MDA-MB-231), hepatoselliiler karsinom (SNU449,
SNU475, Hep3B), hiicre hatlarinin da 5-Fluorourasil’e kars1 direngli oldugu rapor edilmistir
(Gyorfty vd., 2006).

Yapilan farkli bir calismada ise PC-3 hiicreleri 24 saat siireyle 0, 50, 100, 150 ve 200
pg/mL dozlarinda 5-Fluorourasil ile muamele edilmistir. Yirmi dort saat siire sonunda ICso

degeri 814,1 pg/mL olarak hesaplanmistir (Yang vd., 2012).

Yapilan bir ¢aligmada 72 saat siireyle 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 uM
dozlarinda HCT-116 hiicrelerine uygulanan 5-Fluorourasil’in sitotoksik etkisi MTT

yontemiyle belirlenmistir. 5-Fluorourasil’in HCT-116 hiicrelerindeki 72 saatlik ICso degeri
19,2 uM olarak tespit edilmistir (Haque vd., 2013).

HCT-116 hiicrelerinde pozitif kontrol olarak kullanilan 5-Fluorourasil’in 0,78; 1,56;
3,13; 6,25; 12,5 ve 25 uM dozlarinin 48 saatlik uygulamasi sonucunda ICso degeri 7,6 uM
olarak belirlenirken, HCT-116 hiicrelerinde ayn1 konsantrasyonlarda bilesik II ve III’iin 48
saatlik uygulanmalar1 sonucunda bilesik II i¢in ICsg degeri 4,4 uM, kompleks III i¢in ICsp
degeri 1,7 uM olarak hesaplanmistir. Ayni calismada prostat kanseri hiicre dizilerinden birisi
olan PC-3 hiicrelerinde pozitif kontrol olarak kullanilan 5-Fluorourasil’in 6,25; 12,5; 25, 50,
100 ve 200 uM dozlarinda 48 saatlik uygulanmasi sonucunda ICsp degeri 13,7 uM olarak
belirlenmistir. PC-3 hiicrelerine ayni konsantrasyonlarda 48 saatlik bilesik II ve kompleks
[II’in uygulanmas1 sonucunda bilesik II i¢in ICsg degeri 159 uM, kompleks III i¢in ise ICso
degeri 50,2 puM olarak hesaplanmistir (Igbal vd., 2015). Calismanin sonuglar
degerlendirildiginde, HCT-116 hiicrelerinde denenen bilesik II ve III’1in sitotoksik etkisinin
calismada pozitif kontrol olarak kullanilan 5-Fluorourasil’e gore daha yiiksek oldugu
belirlenirken, PC-3 hiicrelerinde ise denen bilesiklerin sitotoksik etkisinin 5-
Fluorourasil’den daha az oldugu belirlenmistir. Bu da bize bilesiklerin farkli hiicreler

tizerinde farkli sitotoksik etkilere neden olabilecegini gostermektedir.
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Yapilan diger bir calismada ise pozitif kontrol olarak kullanilan 5-Fluorourasil’in 0,
10, 20, 30, 40, 50 ve 60 uM dozlart MDA-MB-231 ve HCT-116 hiicrelerine uygulanmustir.
5-Fluorourasil’in MDA-MB-231 hiicrelerindeki I1Cso degeri 7,5 uM olarak hesaplanirken,
HCT-116 hiicrelerindeki ICsp degeri ise 5,5 uM olarak hesaplanmistir (Habib vd., 2019).

4.8. Bilesik A Konsantrasyonlar1 Ile 5-Fluorourasil Dozlarimin Kombine

Uygulamasinin Olusturdugu Sitotoksik Etkinin incelenmesi

Bilesik A’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 konsantrasyonlar1 ile 5-
Fluorourasil’in 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 dozlari 1:1 oraninda kombine olarak
hazirlanarak 24 ve 48 saat siireyle DU145 hiicrelerine uygulanmistir. Yirmi dort saatlik
muamele sonucunda DUI145 hiicre hattina uygulanan tiim dozlarin hiicre ¢ogalmasini
baskilayict bir etki gosterdigi belirlenmistir. Dozlara gore bu etki sirastyla % 16, 17, 26, 43,
53, 81, 89, 89 ve 92 oraninda hesaplanmistir (***: p<0,001; Sekil 4.18). Bilesik A
konsantrasyonlar1 ve 5-Fluorourasil dozlarinin 24 saatlik kombine uygulanmasi sonucunda

ICso degeri 91 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Bilesik A konsantrasyonlar1 ve 5-Fluorourasil dozlarinin 24 saat siireyle 1:1
oraninda kombine uygulamasmmin DUI145 hiicre hattinda olusturdugu mitokondriyal
aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama
yapilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Kirk sekiz saat siire ile 1:1 oraninda kombine uygulanan Bilesik A konsantrasyonlari
ile 5-Fluorourasil dozlarinin tiim dozlarda DU145 hiicre ¢cogalmasini baskilayici bir etki
gosterdigi belirlenmistir. Dozlara gore bu etki sirasiyla % 18, 24, 38, 55, 77, 93, 93, 94 ve
95 oraninda hesaplanmistir (***: p<0,001; Sekil 4.19). Kirk sekiz saat i¢cin ICso degeri 66
UM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Bilesik A konsantrasyonlart ve 5-Fluorourasil dozlarinin 48 saat siireyle 1:1
oraninda kombine uygulamasinmin DUI145 hiicre hattinda olusturdugu mitokondriyal
aktivitenin belirlenmesi. Kontrol grubu hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama
yapilmustir (K: Kontrol,***: p<0,001).

MTT sonuglarina gore Bilesik A ve 5-Fluorourasil arasindaki antagonistik ve
sinerjistik etki ise ila¢ etkilesim katsayisi (CDI) formiiliine gore, kombine doz grubu
absorbansinin Bilesik A absorbans degeri ve 5-Fluorourasil absorbans degeri ¢arpimina

boliiniip yiiz ile carpilmasiyla hesaplanmistir.

CDI<1 degerinde sinerjistik etkilesim, CDI>1 degerinde antagonistik etkilesim oldugu kabul
edilmistir (Daphu vd., 2014).
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DU145 24 SAAT
BILESIK A 5-FU KOMBINE CDI

CANLILIK CANLILIK | CANLILIK

KONTROL % 100 % 100 % 100

10 pM % 100 % 99,3 % 84,1 0,85
25 pM % 99,3 % 96,9 % 82,6 0,86
50 pM % 83,9 % 96,9 % 73,6 0,91
75 uM % 65,9 % 94,3 % 56,7 0,91
100 pM % 54,1 % 93,7 % 47,3 0,93
150 pM % 40,6 % 93,6 % 18,9 0,5
200 pM % 28,3 % 93,2 % 11,4 0,43
250 pM % 27,5 % 91,9 % 10,9 0,43
500 pM % 18,1 % 91,4 % 7,7 0,47

Sekil 4.20. Bilesik A, 5-Fluorourasil ve kombine uygulamalarin 24 saat stireyle DU145
hiicre hattinda olusturdugu mitokondriyal aktivite sonucu hiicrelerdeki canlilik yiizdeleri.
Kontrol grubu hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir.

Calismada Bilesik A ve 5-Fluorourasil’in kombine uygulanmasi sonucunda

sinerjistik bir etki gosterdigi ve bu sayede hiicre ¢ogalmasi ilizerindeki sitotoksisiteyi

arttirdiklar gériilmiistiir. Yirmi dort saat siireyle uygulanan 10, 25, 50, 75 ve 100 uM Bilesik

A ve 5-Fluorourasil’in kombine uygulanmasi sonucunda zayif bir sinerjistik etki gosterdigi

hesaplanmistir. Bununla beraber 150 uM dozundan itibaren ise ilag etkilesimlerinin hiicre

cogalmasi tlizerindeki baskilayic1 etkisinin daha fazla oldugu goézlenmis ve giiclii bir

sinerjistik etki olusturdugu hesaplanmistir.
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DU145 48 SAAT
BILESIK A 5-FU KOMBINE CDI
CANLILIK CANLILIK CANLILIK
KONTROL % 100 % 100 % 100
10 pM % 99 % 96 % 81,6 0,86
25 uM % 93 % 92,6 % 76,4 0,89
50 pM % 73,8 % 92,4 % 61,6 0,90
75 uM % 53,1 % 91 % 44,5 0,92
100 pM % 42 % 90,6 % 22,6 0,59
150 pM % 12,6 % 90,3 % 7,2 0,63
200 pM % 8,8 % 90 % 6,7 0,85
250 pM % 8,2 % 84,4 % 6,4 0,92
500 pM % 7,3 % 73,2 %5 0,94

Sekil 4.21. Bilesik A, 5-Fluorourasil ve kombine uygulamalarin 48 saat stireyle DU145
hiicre hattinda olusturdugu mitokondriyal aktivite sonucu hiicrelerdeki canlilik yiizdeleri.
Kontrol grubu hiicreleri % 100 kabul edilerek hesaplama yapilmistir.

Kirk sekiz saat siireyle uygulanan 10, 25, 50 ve 75 uM dozlarinda Bilesik A ve 5-
Fluorourasil’in kombine uygulanmasi sonucunda zayif bir sinerjistik etki gosterdigi
hesaplanmistir. Bununla beraber 100 ve 150 uM uygulamalarinda gii¢lii bir sinerjistik etki
olusturdugu, fakat bu etkinin 200, 250 ve 500 pM uygulamalarinda ise tekrar zayif sinerjistik

etkiye doniistiigii belirlenmistir.

Kanser tedavisinde karsilasilan en 6nemli sikintilardan birisi tedavi amagli kullanilan
ilaglara kars1 ilag direncinin gelismesidir. 5-Fluorourasil prostat kanseri tedavisinde yaygin
olarak kullanilmakla birlikte, hastaligin tedavisinde kanser hiicrelerinin ilaca karsi direng
olusturmasina neden olabilmektedir. DU145 hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada 5-
Fluorourasil’e kars1 hiicrelerin % 88.1 oraninda direngli oldugu belirlenmistir (Gyorffy vd.,
2006). Direng kazanan hiicreleri 61diirmek oldukga zorlasmakta ve bu durum tedavi siirecini
zora sokmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde diren¢ kazanan hiicreleri yok etmek i¢in daha
etkili kemoterapotik ajanlarin arayisi stirmektedir. Literatiir arastirmasinda herhangi bir

benzimidazolyum tiirevinin ve 5-Fluorourasil’in kombine uygulamasiyla ilgili bir galismaya
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rastlanmamistir. Caligmamizda ilk defa DU145 hiicrelerinde benzimidazolyum tiirevi olan
Bilesik A konsantrasyonlari ile 5-Fluorourasil dozlar1 birlikte kombine olarak uygulanmig

ve 5-Fluorourasil sitotoksisitesini arttirdigi belirlenmistir.

4.9. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

DU 145 hiicrelerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in Hiicre
Oliimii Belirleme ELISA Kiti kullanilmistir. Bilesik A’nin MTT sonuglarindan elde edilen
verilere gore 100, 150 ve 200 pM konsantrasyonlart sec¢ilmis ve kuyulara segilen

konsantrasyonlar ilave edilerek hiicreler 24 saat siire ile muamele edilmistir.

Bilesik A’nin segilen 100, 150 ve 200 pM konsantrasyonlarinin DU145 hiicrelerinde
apoptotik hiicre 6limiinii 100 uM konsantrasyonunda 5 kat, 150 uM konsantrasyonunda 7,1
kat ve 200 uM konsantrasyonunda ise 7,9 kat arttirdig1 goriilmiistiir. Ozellikle Bilesik A’nin
doz artigina baglh olarak apoptotik hiicre 6liimiinii arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.22.).

Yapilan istatistiksel analizlere gore Bilesik A’nin DU145 hiicrelerinde nekrotik
hiicre 6liimiinii 100 uM konsantrasyonunda 3,6 kat, 150 uM konsantrasyonunda 4,1 kat ve
200 uM konsantrasyonunda ise 9,4 kat arttirdig1 goriilmiistiir. Ozellikle Bilesik A’nimn 200

uM konsantrasyonunda nekrotik hiicre 6liimiiniin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.22.).

Calismamizla benzer bir sekilde Igbal vd. tarafindan yapilan bir galismada HCT-116
hiicreleri benzimidazolyum-giimiis kompleks III’tin 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlariyla
muamele edilmis ve hiicreler Hoechst 33342 ile boyanarak mikroskop altinda
gorlintiilenmistir. Sonuglara gore kompleks III’{in doza bagli olarak HCT-116 hiicrelerinde
olusturdugu apoptoz orani artarak 100 uM konsantrasyonunda % 90’a ulasmistir. Yapilan
FAM-FLICA analizi ile HCT-116 hiicrelerinde kompleks III'iin neden oldugu apoptotik
indiiksiyonun kaspaz yolu ile baglantili oldugu rapor edilmistir (Igbal vd., 2015).
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Sekil 4.22. DU14S5 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan Bilesik A’nin 100, 150 ve 200 uM
konsantrasyonlarinda olusturdugu apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyon oranlari.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda androjen bagimsiz DUI145 prostat kanseri hiicre hattinda
benzimidazolyum tiirevi olan Bilesik A ve B’nin morfolojik ve sitotoksik etkileri

arastirilmistir.

DU145 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanan Bilesik A ve B’nin hiicre
morfolojisinde farkliliklara yol ag¢tigi ilk kez belirlenmistir. Kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda 6zellikle uygulanan en yliksek konsantrasyonlarda doza ve zamana bagh
olarak hiicre sayisinda azalma oldugu tespit edilmis, hiicrelerin yuvarlaklastigi, birbirinden
ayrildig1 ve parcalanarak normal morfolojilerini kaybettikleri goriilmiistiir. Ayrica Bilesik

A’nin Bilesik B’ye oranla hiicreleri daha fazla 6ldiirdiigii goriilmiistir.

Bilesik A ve B’nin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla hiicrelere MTT testi
uygulanmistir. MTT sonuglarina gore 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarinda uygulanan Bilesik A doza ve zamana bagli olarak giiclii bir sitotoksik
etki gostermistir. Yirmi dort saat i¢in 1Csgo degeri 113 uM, 48 saat icin ise 80 uM olarak
hesaplanmigtir. Ayni konsantrasyonlarda uygulanan Bilesik B’nin ICso degeri 24 saat i¢in
420 uM, 48 saat icin ise 363 uM olarak hesaplanmistir. Bilesik A ile Bilesik B’nin DU145
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi kiyaslandiginda Bilesik A’nin daha giiglii sitotoksik etkiye

sahip oldugu belirlenmistir.

Bilesik A ve B’nin saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi i¢in
insan saglikli akciger bronsiyal epitelyal hiicre hatti BEAS-2B kullanilmistir. Aym
konsantrasyonlarda uygulanan Bilesik A i¢in ICso degeri 24 saatte 144 uM, 48 saatte 109
uM olarak hesaplanmustir. Bilesik B igin 24 saatlik ICso degeri 307 uM, 48 saatlik ICsodegeri
200 pM olarak belirlenmistir. Bilesik A ve B’nin saglikli hiicrelerde olusturdugu sitotoksik
etki karsilagtirildiginda, Bilesik A’nin Bilesik B’ye oranla BEAS-2B hiicrelerinde daha

toksik oldugu gozlenmektedir.
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Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin saglikli hiicreyi 6ldiirmesi karsilasilan en
onemli sorunlardan birisidir. Bu nedenle yeni kemoterapotik ilag denemelerinde ilacin
kanserli hiicreyi 6ldiiriirken saglikli hiicreye biiyiik oranda zarar vermemesi istenmektedir.
Bilesik A hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulamalarda DU145 hiicrelerinde saglikli hiicreye
oranla daha giiglii sitotoksik aktivite gostermistir. Bilesik B’nin 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda ise DU145 hiicrelerinde daha az toksik etki gosterirken, saglikl hiicrelerde

daha giiclii sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak kemoterapide siklikla kullanilan bir antikanser
ilag olan 5-Fluorourasil kullanilmistir. Ayni dozlarda hiicrelere uygulanan 5-Fluorourasil’in
24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda DU145 hiicre hattinda zayif bir sitotoksik aktivite
gosterdigi belirlenmis ve ICso degeri hesaplanamamigtir. MTT verilerinden elde edilen
sonuglara gore bilesiklerin DUI145 hiicrelerinde meydana getirdigi sitotoksik etki 5-
Fluorourasil’in sitotoksik etkisiyle karsilagtirildiginda hem Bilesik A hem de Bilesik B 5-

Fluorourasil’e oranla hiicre ¢cogalmasi tizerinde daha fazla toksik etki gostermistir.

Bilesik A’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlart ile 10,
25,50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM 5-Fluorourasil dozlarinin kombine olarak hiicrelere
uygulanmas1 sonucunda hiicre ¢ogalmasini inhibe edici etkinin arttig1 goriilmiistiir. Yirmi
dort saatlik uygulama sonucunda I1Cso degeri 91 uM, 48 saatlik uygulama sonucunda ise ICso
degeri 66 uM olarak belirlenmistir. Yirmi dort ve 48 saat siireyle uygulanmis kombine dozlar
icin hesaplanan ila¢ etkilesim katsayis1 1 degerinden kiiclik oldugu i¢in Bilesik A ve 5-

Fluorourasil’in sinerjistik bir etkiyle ¢alistiklart sonucuna varilmistir.

Bilesik A’nin 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinin neden oldugu
apoptotik/nekrotik hiicre Sliimiinii arastirmak i¢in Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti
kullanilmistir. Hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in denenen konsantrasyonlarda hem apoptoz
hem de nekroz oranlariin arttig1 gézlenmekle birlikte 100 ve 150 uM konsantrasyonlarinda
apoptotik etkinin, 200 uM konsantrasyonunda ise nekrotik etkinin daha fazla oldugu tespit

edilmistir.
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Yaptigimiz caligmaya gore yeni sentezlenen benzimidazolyum tiirevi Bilesik A ve
B’nin DU145 ve BEAS-2B hiicre hatlar {lizerinde doza ve zamana bagli olarak sitotoksik
aktivite gosterdigi ilk kez rapor edilmistir. Bilesik A yapisinda bulunan triflorometil grubu
ile Bilesik B’den hem yapisal hem de aktivite agisindan farklilik gostermektedir. Sitotoksik
etkinin Bilesik A da, Bilesik B’ye gére daha yiiksek oldugu da gézlenmistir. Ayrica Bilesik
A’nin 5-Fluorourasil ile doza ve zamana bagli olarak sinerjistik bir etki gosterdigi de ilk kez
belirlenmistir. Son olarak Bilesik A’nin DU145 hiicrelerinde hiicreyi apoptoz ve nekroza

stiriikleyerek hiicre 6liimiine sebep oldugu ilk kez tespit edilmistir.

Bu calismada sadece prostat kanseri hiicre dizisi ile ¢alisilmistir. Bu nedenle ayni1
bilesiklerin farkli kanser hiicrelerinin ¢ogalmast iizerindeki etkilerinin ve etki
mekanizmalariin arastirilmasi gerektigini, bu etkilerin farkli siirelerde incelenebilecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica prostat kanseri tedavisinde ya da farkli kanserlerin tedavisinde
kullanilan kemoterapi ilaglariyla kombine olarak Bilesik A ve B’nin etkilesimlerinin
incelenmesi farkli ¢alismalarin konusu olabilir. Bu nedenle ¢alismamizin gelecek ¢aligmalar

icin kaynak olabilecegini diisiinmekteyiz.
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