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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Yeni Sentezlenmis Benzimidazol
Tiirevlerinin Akciger Kanseri Hiicre Hatti Uzerine Sitotoksik/Apoptotik ve
Antimikrobiyal Etkilerinin Arastirilmasi “ baglikli bu ¢aligmanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada yontemine

uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Mustafa Ugkun
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Yiiksek Lisans

YENI SENTEZLENMIS BENZIMIDAZOL TUREVLERININ AKCIGER
KANSERI HUCRE HATTI UZERINE SITOTOKSIK / APOPTOTIK VE
ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mustafa Ugkun

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dali

62 + x sayfa
2019

Danisman: Prof. Dr. Elif APOHAN

Tiim diinyada her gecen giin artan hasta sayisiyla kanser 6nemli bir halk saglig1
sorunu olarak birinci siray1 almistir. Tim kanser gesitleri igerisinde erkeklerde
akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri bas1 cekmektedir. Her gegcen giin daha
da yayginlasan kanserle miicadele edebilmek icin kanser hiicrelerini secen yeni
kimyasal ajanlarin terkibi ve kesfi de dnem kazanmistir.

Bu calismada, sentezlenen on yeni benzimidazol tiirevi bilesigin, akciger
kanser hiicreleri (A549) ve saglikli akciger epitel hiicreleri (BEAS2B) {izerine
sitotoksik aktiviteleri, MTT analiz yontemi ve kaspaz 3 aktivitesine bakilarak
incelenmistir. Kontrol i¢in kanser ilac1 olarak kullanilan cisplatinle karsilagtirilmistir.
Ayrica gram negatif ve gram pozitif bakteri tiirleri {izerine antimikrobiyal, baz1 maya
tiireleri lizerine de antifungal aktiviteleri mikrodiliisyon yontemiyle incelenmistir.

Incelenen bilesiklerden dort tanesi (2c, 3a, 3b ve 5) A549 hiicrelerine karsi
daha yiiksek sitotoksik aktivite gostermistir. Cisplatinin 1Cso degeri, 72. saatte A549
hiicreleri i¢in 6.75 pg/mL iken, bilesik 2c, 3a, 3b ve 5'in ICso degerleri sirasiyla
24.35, 28.49, 38.51 ve 60.70 pg/mL olarak hesaplanmistir. BEAS2B hiicreleri igin
bu bilesiklerin ICsq degerleri A549 i¢in ICsy degerlerinden daha yiiksektir. BEAS2B
hiicreleri i¢in ICsg degerleri sirasiyla 87.63, 49.32, 57.89 ve 68,53 ug/mL iken,
mevcut ¢alismada cisplatinin 1Csy degeri 2.75 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica
bu dort yeni bilesik incelenen tiim mikroorganizmalara karsi yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir. Caligmadaki dort bilesigin yapilan analiz sonucuna gore Kaspaz 3
aktivitesini artirdig1 goriilmiistiir.

Bu dort yeni bilesigin sitotoksik aktivitesi gosterdigi tespit edilerek,
gelecekte kemoterapotik potansiyele sahip yeni benzimidazol tiirevi bilesiklerin
caligmasina 6rnek olacagi degerlendirilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Akciger kanseri, Antimikrobiyal etki, Benzimidazol,
Kaspaz 3 aktivitesi, Sitotoksik etki
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With the increasing number of patients all over the world, cancer has taken first
place as an important public health problem. Among all types of cancer, lung cancer
is the leading cause of cancer in men and breast cancer in women. To combat cancer
which is becoming more common with each passing day, the composition and the
discovery of new chemical agents that have chosen cancer cells have gained
importance.

In this study, the cytotoxic activities of the ten novel benzimidazole derivative
compounds on lung cancer cells (A549) and healthy lung epithelial cells (BEAS2B)
were examined by MTT analysis method and caspase 3 activity. It was compared
with cisplatin used as a cancer drug for control. Besides, antimicrobial activities on
gram-negative and gram-positive bacteria and antifungal activities on some yeast
species were examined by the microdilution method.

Four of the compounds examined (2c, 3a, 3b and 5) showed higher cytotoxic
activity against A549 cells. The ICs value of cisplatin was 6.75 pg/mL for A549
cells in 72 hours, while 1Cs, values of compounds 2c, 3a, 3b and 5 were calculated as
24.35, 28.49, 38.51 and 60.70 pg/mL, respectively. For BEAS2B cells, the I1Cs
values of these compounds are higher than the 1Cs, values for A549. ICsy values for
BEAS2B cells were 87.63, 49.32, 57.89 and 68.53 pg/mL, respectively, whereas the
ICso of cisplatin in the present study was calculated as 2.75 pg/mL. Besides, these
four novel compounds have high antimicrobial activity against all examined
microorganisms. Four compounds in the study showed that Caspase 3 activity was
increased according to the results of the analysis.

It has been determined that these four new compounds show cytotoxic activity
and will serve as an example for the study of new benzimidazole derivative
compounds with chemotherapeutic potential in the future.

KEYWORDS: Antimicrobial effect, Benzimidazole, Caspase 3 activity, cytotoxic
effect, Lung cancer,
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1. GIRIS

Organizmanin en kiiclik yasamsal ve islevsel birimi hiicre i¢in, degisen dis
kosullara karsi sabit bir i¢ durumun muhafaza edilmesi, hayatta kalmak igin
zorunludur (King vd. 2000) ve bu durum organizmada homeostazi (i¢ denge) olarak
tanimlanir. Cekirdek tarafindan kontrol edilen hiicre metabolizmasi, inorganik ve
organik madde ihtiyacinin karsilanmasi, atik maddelerin uzaklastirilmasi ayrica
hiicreler arasi iletisim ve madde iletiminin ger¢eklesmesi hiicre biiyiikligiiniin belli
siirlar igerisinde kalmasma baglidir. Kisacasi organizmanin yasami, yapt ve
fonksiyonlarmin islevi fizyolojik gereksinimlerinin korunmastyla miimkiindiir.

Hiicre ¢cogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda mutlak bir denge olmak zorundadir.
Bu denge bozulursa yani 6len hiicre sayisi, bdliinen veya farklilasan hiicre sayisindan
fazla oldugunda dejeneratif hastaliklar, tam tersi boliinen hiicre sayisi, 6len hiicre
sayisindan fazla oldugunda ise kanser veya bagisiklik sistemi hastalilari ortaya ¢ikar
(Karadag, 2016). Kisacast normal sartlarda organizmada; zigotla baslayip 6liime
kadar gegen siire zarfinda hiicreler, dogarlar, ¢ogalirlar, farklilagirlar ve yaslanarak
oliirler (Aksit ve Bildik, 2003). Organizmada bir hiicreye gereksinim kalmadiginda,
hiicre i¢i sinyal iletim sistemi (haberciler) devreye girerek hiicrenin yok olma
siirecini baglatir. Ayrica hiicrelerin 6liimii, cesitli hastaliklar ya da kirletici ajanlar
tarafindan zarar gordiigiinde, bagisiklik sistemi tarafindan tepkisel olarak koruyucu
bir mekanizma olarak da ortaya ¢ikar (Ozay ve Ulker, 2008).

Ic veya dis faktorler genetik dejenerasyona yatkin hiicrelerde malign
cogalmaya neden olabilir. Genetik yapisi bozulmus hiicreler, normal sartlarda
bagisiklik sistemi tarafindan taninarak yok edilirler. Ancak bazi hiicreler savunma
hiicrelerinden kurtularak kontrolsiiz bi¢cimde bdliinlir ve sayis1 artarak kanserli
hiicrelere dontisiir. Kanser, insan viicudunun ¢ogu organini veya dokusunu
etkileyebilen bir hastaliktir (Aktas ve Demiray, 2018).

Pek cok gelismis iilkede O6liim nedenlerinin basinda gelen kanser, yakin bir
gelecekte diinyanin geri kalaninda da kaynak seviyesinden bagimsiz, en Onemli
hastalik ve 6liim sebebi olarak, hatta iskemik kalp rahatsizlig1 veya diger spesifik
hastalik gruplarindan dolay1 gerceklesen oliimleri de asarak en 6nemli 6liim nedeni
olarak karsimiza ¢ikacaktir (Jemal vd. 2011). Cagimizin en 6liimciil hastaliklarindan
birisi olan kanserin her gecen giin daha yaygin olarak gbzlenmesi kanser hiicrelerini

secen yeni kimyasal ajanlarin bulunmasini 6nemli kilmistir. Organizmadaki yonetici
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molekiillerin yapisal birimleri niikleotidlere benzerlik gosteren heterosiklik yapili
aromatik bir bilesik olan benzimidazol tlirevleri genis terapotik uygulama
yelpazesine sahip maddeler olarak tibbi kimyada énemli bir farmakofor olarak dikkat
cekmektedir (Snehlata vd. 2016). Dogal bir¢ok {iriinde ve ilagta bulunan
benzimidazol tiirevleri; iyon sistemleri, B12 vitamin gesitleri, bazt metalloproteinler
dahil pek ¢ok biyolojik molekiil i¢in gegis ve baglanma molekiilii olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Giliniimiiz modern ila¢ kesfinde Onemli bir farmakofor olan
benzimidazol tiirevi bilesikler antitiimér, antifungal, anti-enflamatuar, antibakteriyel,
antihelmintik ve antiviral gibi ¢ok farkli farmakolojik gorev iistlenebilen ¢ok yonlii
bir bilesiktir (Apohan vd. 2017). Bu amagla kanserli doku olusumu ve gelisimini
durdurmak igin farkli hiicre sinyal yolaklar1 ve apoptozu uyaran maddeler
sentezleyerek yeni tedavi imkanlar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Goriir, 2010).

Bu calismada inénii Universitesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hasan
Kiiciikbay ve ekibi tarafindan sentezlenen on farkli Benzimidazol tiirevi maddenin,
akciger kanser hiicresi (A549 hiicre hatt1) ve akciger epitel saglikli hiicresi (BEAS
2B hiicre hatt1) iizerine farkli konsantrasyonlarda, zaman bagimli olarak sitotoksik ve
apoptotik etkileri arastirilmistir. Ayrica gram pozitif Staphylococcus aureus, gram
negatif Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterileri iizerine bilesiklerin
antibakteriyel etkisi, Candida albicans ve Candida tropicalis maya mantari iizerine

antifungal etkisi arastirilmustir.

1.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Kanser

Diinya genelinde kanser bir halk sagligi sorunudur, kanserin dnlenmesi ve
tedavisi konusunda her gegen giin artan bilgimize ragmen, her y1l yaklasik 14 milyon
yeni vakayla insidansi artan ve buna bagli olarak da mortalitesi ylikselen bir
hastaliktir. Kanser 2003 yilinda gelismis {ilkelerde ikinci sirada, gelismekte olan
tilkelerde ise en Onemli ii¢ Oliim sebebinden biri iken, 2015 yilinda tahmini 8,8
milyon kisinin, 2018 yilinda ise tahmini 9,6 milyon kisinin 6liime neden olmus,
giincel verilere gore ise diinya genelinde O6lim nedenleri arasinda ilk siraya
yerlesmistir. Onlenebilirligi yiiksek bir hastalik olan kanserin beklenmeyen bu
yiikselisi tiim diinya iilkelerinde kabul edilemeyecek biiytikliikte bir insani ve sosyal
maliyet olusturmaktadir (Jemal vd. 2011; WHO World Cancer Report, (2018); WHO
Cancer, 2018).
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Sekil 1.3. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiirliniin yasa gore dagilimi (%),
(Tiurkiye Birlesik Veri Tabani, 2015, Anonymous. 5)

Bolgesel ve uluslararast bazi farkliliklar olsa da, tiitiin, enfeksiyonlar, sagliksiz
beslenme ve ultraviyole 1sinlar kanser olusumunda temel risk faktorleri olarak 6ne
cikmaktadir. Ozellikle tiitiin, gelismis iilkelerde en onemli risk faktdrii olmay:
stirdiriirken, baz1 gelismekte olan Afrika ve Asya tlkelerinde enfeksiyon hastaliklari
en onemli kanser sebebidir. Obezite, gelismis iilkeler dahil artik diisiik ve orta gelirli
tilkeler de bile her gecen giin 6nemini artirarak kanser i¢in risk faktorleri arasinda
yerini almaktadir (Jemal vd. 2011, McGuire, 2016).

Titlin kanserojen bir iirlindiir ve diinya genelinde yaklasik 1,3 milyar insan
tiitiin {iriinii tiiketmektedir. Ozellikle sigara 16 kanser tiiriiniin temel sebebi ve diinya
genelinde kanser kaynakli 6liimlerin yaklasik beste birini kapsamaktadir. Amerika’da
yapilan bir arastirmaya gore 1991 ve 2003 yillart aras1 erkeklerde kanser kaynakli
O0lim oranlarindaki %40’a varan distisiin, Ozellikle son yillarda sigara
kullanimindaki azalmaya bagl oldugu diisiiniilmektedir (Jemal vd. 2011). TUIK
verilerine gore tilkemizde 15 yas ve iistii bireylerde tiitiin {irlinleri kullanimi1 2014
yilinda %27,3 iken 2016 verilerine gore bu oran %26,5’ye diigmiistiir. Erkeklerde
tiitlin drtinleri kullanimi 2014-2016 yillar1 aras1 %41,8’den %40,1’e diiserken,
kadinlarda ise %13,1°den %13,3’e yiikselmistir (TUIK &liim nedenleri istatistikleri,
2018). Tek bagina sigara diinya genelinde kansere bagli dlimlerin %20’sinden
sorumludur. Sigara kullananlarda akciger kanseri goriilme siklig1 igmeyenlere oranla

15 ila 30 kat daha fazladir (Jemal vd. 2011).



Yapilan arastirmalar 2008 yilinda diinya genelindeki kanser vakalarinin
%16,1’inin enfeksiyon hastaliklar1 etmenlerinden kaynaklandigin1 gostermistir.
Enfeksiyonlarin sebep oldugu kanserler (karaciger, mide ve rahim agzi kanseri)
gelismekte olan iilkelerde daha sik goriilmekteyken, gelismis iilkelerde prostat,
meme ve kolon kanserleri daha ¢ok One c¢ikmaktadir (WHO cancer, 2018).
Dolayisiyla diinya genelinde o6zellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
enfeksiyon hastaliklarina yakalanma oranmin diisiiriilmesi, kanser insidansinda da
onemli oranda azalmay1 beraberinde getirecektir (Jemal vd. 2011).

Kanserin Onlenebilmesi amaciyla, tiire 6zgli molekiiler yaklasimlar, hiicre
sinyal yolaklarin1 hedefleyen yeni ilaglarin kesfi, cerrahi ve tibbi onkolojideki
yeniliklerle erken tan1 ve tedavideki yeni gelismeler olaganiistii firsatlar sunmaktadir

(Jemal vd. 2011; WHO world cancer report, 2018).

1.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri; brons, bronsiyol ve alveollerden kdken alan epitel hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi sonrasi ortaya c¢ikan, temeli mutasyona bagli bir kanser
tirtiidiir. Mutasyonun asil hedefi biiylimeyi uyaran proto-onkogenler, biiylimeyi
inhibe eden kanser baskilayici genler ve hasara ugrayan DNA’nin onarimin
diizenleyen genlerdir (Aliyev, 2015;Yurdakul, 2017). Kontrolsiiz ¢cogalan hiicreler
alveollerin igerisini kaplayarak hava degisim yilizeyini azaltir, hastanin solunum
giicliigli gekmesine neden olur.

Akciger kanserinin histopatolojisine bakildiginda kiiclik hiicreli ve kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri olmak tizere iki tiirii vardir (Parkin vd. 2004). Kiiciik
hiicreli akciger kanseri, akciger kanserlerinin en hizli ¢ogalan tiiriidiir. Karakteristik
olarak tiimor hiicreleri kiigiiktiir, yogun olarak bir arada duran, farklilasma
gostermedigi i¢cin doku igerisinde diger hiicreler ve birbirinden ayrilmalar1 gii¢ olan
kanser hiicrelerinden olusur. Yapilan arastirmalar kii¢iik hiicreli akciger kanserinin,
sigara ic¢ilmesiyle yakin iliskisi oldugunu gostermektedir (Aliyev, 2015). Kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri, skuamoz (yassi epitel) hiicreli karsinoma,
adenokarsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olarak ii¢ alt tiiri vardir, akciger
kanserlerinin %85’ini kapsamaktadir (Mason ve Bousey, 2000; Parkin vd. 2004).

T.C. Saghk Bakanhigr’min 2016 Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporunda

yayinlanan 2014 yili verilerine gore tiim kanser vakalar1 i¢inde erkelerde goriilme
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siklig1 en yiiksek kanser tiirii % 52,5’le akciger kanseridir. Ulkemizde tiim yas ve
cinsiyet gruplar dikkate alindiginda % 21,9 goriilme siklig1 ile yine akciger kanseri
en On sirada yerini almistir (Goniillii, 1995; HSGM Faaliyet raporu, 2016). 2018
TUIK verilerine goére oliim nedenleri arasinda %38,4 ile dolasim sistemi
hastaliklarindan sonra, %19,7 ile kanserden oliimler ikinci sirada yer almaktadir.
Kanser sebebiyle gergeklesen oliimler 2018 yilinda toplam 81 bin 129°dur. Kanser
Olimleri dikkate alindiginda ise akciger kanseri %31,1 ile ilk siradadir (Akyiiz,
2006;Yurdakul, 2017; TUIK &liim nedenleri istatistikleri, 2018). Diinya genelinde
akciger kanserinden her yil yaklasik 1 milyon kisi hayatini kaybetmektedir.
Hastalarin ortalama yasam siiresi hastaligin ortaya ¢ikmasiyla birlikte 8 aydir ve
akciger kanseri hastalarmin en c¢ok bes yil siireyle sag kalim orani %15°tir
(Miisellim, 2007).

Akciger kanserinin ortaya ¢ikmasinda baslica etken sigara kullanimidir. Oyle
ki sigara kullanim1 tek basina akciger kanseri riskini 30 kat artirmaktadir. Sigara
icme siiresi, i¢ilen sigaranin cesidi, i¢ilen sigara miktar1 ve igilen siire kanser
gelisimini dogrudan etkilemektedir. Sigara kullanmadigi halde sigara dumanina
maruz kalma (pasif igicilik) tek basina kanser riskini azimsanmayacak oranda
artirmaktadir. Yapilan arastirmalar; mesleki maruziyete bagli kanser vakalarinda
asbest, dogada bulunan uranyumun bozunma sonucu olusan radon gazi, hava
kirliligi, kentsel yasam gibi sebepleri akciger kanserinin nedenleri arasinda
gosterilmektedir. Ayrica kalitsal faktorler dikkate alindiginda birinci derece
akrabalarinda akciger kanseri olanlarda riskin 2-3 kat arttigi degerlendirilmistir
(Akyiiz, 2006; Miisellim, 2007; Yurdakul, 2017).

Son yillarda yapilan arastirmalar akciger kanserinin molekiiler yapist ve
gelisimi hakkinda daha fazla bilgiye sahip olmamiz1 saglamistir. Elde edilen bilgiler,
tiimoriin boyutu, ozellikleri ve yayilimma da bakilarak koruyucu tedavi olarak
uygulanan kemoterapi, hormon tedavisi ve radyoterapi gibi yontemlerle kanserin
tekrarlama riskini azaltmay1 hedeflerken, akilli ilaglarla hedefe yonelik tedavilere
yonlendirmektedir (Yurdakul, 2017). Tam bu noktada arastirmacilara diisen en

onemli is, yeni arayiglara yonelerek terapdtik 6zellikte yeni ajanlar kesfetmektir.



1.4. Benzimidazol ve Tiirevleri

Giliniimiizde kanser hastaligina bagli 6liimler, 6liim nedenleri arasinda ilk
siralarda yer almakta ve kemoterapi kanser tedavisinde en sik kullanilan tedavi
yontemi olamaya devam etmektedir. Kemoterapi; kanserin ¢esidine, evresine gore
tedavi etmeyi, yayilimini énlemeyi, timoriin biiylimesini yavaslatmayi ve viicudun
farkli bolgelerine yayilmis kanser hiicrelerini yok etmeyi amaglayan ilagla tedavi
yontemidir (Aslan vd. 2006).

Kanserden oliimler bu kadar ¢okken arastirmacilar i¢in daha iyi, daha etkili
kemoterapotik ilag gelistirme ve hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikartilmasi ¢abasi
onem kazanmaktadir.

Bu baglamda 1943 yilinda Woolley benzimidazoliin kemoterapotik
potansiyelini fark ederek gesitli biyolojik tepkimelerin ger¢eklesmesinde piirinlere
benzer davranabilecegini ifade etmistir (Wolley, 1943; Bansal ve Silakari, 2012).
Ciinkii DNA-ilag kompleksleri RNA polimeraz enzimini etkileyerek, mRNA
sentezini durdururlar. Benzimidazol (c) yapisal olarak DNA niikleotidlerinden
heterosiklik yapili Adenin (a) ve Guanin (b) benzeri olduklar1 i¢in kemoterapotik
aktivitelerini bu yolla gosterebilecekleri diisiiniilmekte ve bu amagla ¢alisilmaktadir

(Spasov vd. 1999; Oren ve Yalgin, 1997; Barot vd.2013).
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Sekil 1.4. Piirin bazlar1 ve benzimidazol, (Walia vd. 2011; Oren ve Yal¢in, 1997).

Ayrica Brink yaptigi caligmalarda B12 vitamini ayrigma Uriinii olarak 5,6-
dimetilbenzimidazolii tanimlamis (Brink ve Folkers, 1949) ve bazi B12 vitamin
benzeri aktivite gdsteren benzimidazol tlirevlerini sentezlemistir (Sapasov vd. 1999;
Walia vd. 2011; Bansal ve Silakari, 2012). Baz1 yeni arastirma ve arastirmacilar igin
bu veriler 6rnek olmus ve son yillarda benzimidazol smifi organik bilesikler
antiparaziter, antikonviilzan (antiepileptik), analjezik, antihistaminik,
antihipertansifer, antiviral, antikanser, antifungal, anti-inflamatuar gibi bir¢ok

ozelliginden dolay1 ¢esitli biyolojik ¢alismalarda 6nemli bir heterosiklik yap1 olarak



dikkat ¢ekerek, gelismis ve galisilmistir ( Apohan vd.2017; Walia vd. 2011; Keri vd.
2009; Bansal ve Silakari, 2012; Barot vd.2013; Carlsson vd. 2002).

Benzimidazol, ¢ift halkasal yapisi, benzen ve imidazol fiizyonuyla olusmus,
aromatik yapili heterosiklik bir bilesiktir. Benzen iyi bir ¢oziicli ve ilag, plastik,
sentetik sakiz veya boyalarin kimyasal sentezinin 6nemli bir Onciisii olarak kimya
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Imidazol ise beyaz, renksiz, suda
¢Oziindiigiinde hafif alkali bir ¢ozelti olusturur. Yapisinda bitisik olmayan iki azot
atomu igeren diazoller sinifindan bir organik bilesiktir. Ayrica histidin aminoasidi,
histamin ve biliylimede etken olan biyotin gibi biyolojik pek ¢cok molekiil imidazol

yapisindadir.
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Sekil 1.5. Benzimidazoliin genel kimyasal formiilii, (Barot vd.2013).

Her gecen giin benzimidazol halkasi, farmasdtik molekiillerin gelistirilmesinde
faydali olabilecek yapisal bir motif olarak kullanilmakta ve yeni benzimidazol
tiirevleri sentezlenerek in vitro ve in vivo olarak kanser tedavisi i¢in potansiyel yeni
kemoterapotikler olarak gosterilmektedir. Ayrica farkli farmakolojik aktivitelere
sahip bilesikler olarak ¢ok yonlii 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Easmon vd. 2001;
Barot vd.2013; Alamgir vd. 2007; Ozdemir vd. 2017; Apohan vd. 2017).

Bazi dogal ilaglarin yapisinda heterosiklik halka sekliyle biyoaktif rol oynayan
benzimidazol ve tiirevleri kanser hiicrelerinin mitoz hiicre bdliinmesini Onledigi
cesitli calismalarla gosterilmis, yeni ve modern ilaglarin kesfedilmesinde 6nemli bir
farmakofor olarak antikanser ajanlarin tasariminda biiyik ilgi gérmiistiir ( Abonia vd.
2011; Wang vd. 2018).

Bu calismada Inénii Universitesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Hasan KUCUKBAY ve ekibi tarafindan sentezlenen 10 yeni benzimidazol tiirevi
bilesigin sitotoksik etkisi akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ve saglikli akciger epitel
hiicre hattt (BEAS2B) iizerinde test edilmistir. Giiclii sitotoksik etkiye sahip
bilesiklerin kaspaz 3 aktivitesi degerlendirilmistir. Ayrica bilesiklerin antimikrobiyal

aktivitesi de test edilmistir.



1.5. Hiicre Yasam Dongiisii ve Kanser

1.5.1. Hiicre yasam dongiisii

Tiim canlilar en kiiclik yasamsal ve islevsel birim olan tek bir hiicre ya da ¢ok
sayidaki hiicrenin birlesmesinden meydana gelmistir. Cok hiicreli ve kompleks bir
yapiya sahip olan insan, uzun siire tek basina hayatta kalamayan farklilasmis ¢ok
sayida ozellesmis hiicre gruplarindan olusur (Reece vd. 2013). Canliligin devamui tiim
biyolojik olaylarin hiicresel bir temelde gerceklesmesine ve hiicre bdliinmesine
baghdir. Okaryotik hiicre ¢ekirdegi, hiicrede organik ve inorganik madde
homeostazisi, metabolizma sonucu olusan atik maddenin uzaklastirilmasi, ayrica
hiicreler arasi madde iletiminin gergeklesmesi, haberlesme ve hiicre biiyiikliigiiniin
belli smurlar iginde kalmasindan sorumludur. Hiicre bdliinmesi hiicrelerin
ozelliklerine, gorevlerine, bulunduklar1 yere ve yasama siiresine gore degisir (Alberts
vd. 2013; Lamerton, 1974).

Hiicre boliinmesinin zamanlamas: ve hizi, organizmada normal bir siirecte
bliylime, gelisme ve hayatta kalma gibi durumlar i¢in kritik 6énem tasir. Canlida,
bliylime, gelisme ayrica doku ve organ onarimi i¢in hiicre boliiniir ve genetik olarak
birbirinin aynist iki yeni hiicre olusur (Alberts vd. 2013). Hiicre dongiisii olarak
tanimlanan bu siireg, bir hiicre boliinmesinin baslangicindan onu takip eden diger
hiicre béliinmesinin baglangicina kadar gecen zaman araliimi kapsar (Canpolat,
2016).

Hiicre boliinmesi; karakteristik olarak DNA eslenmesi (interfaz) ve eslenen
DNA’nin iki ayr1 hiicreye ayrilmasiyla (mitotik faz) meydana gelen ardisik iki siireg
sonucu gergeklesir (Reece vd. 2013; Cooper ve Hausman, 2016; Vermeulen vd.
2003).

Mitotik faz
)
> v 4
Karyokinez |——
Sitokinez

@
2 yeni hiicre
olusumu

Sekil 1.6. Hiicre dongiisii, (Reece vd. 2013 den diizenlenmistir)
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Hiicre interfaz siiresince sabit bir hizla biiyiirken, hacimsel olarak bir biiyiime
gerceklesir, DNA interfazin belirli bir kisminda sentezlenerek eslenir (Cooper ve
Hausman, 2016). Hiicre dongiisiiniin yaklasik % 90’11 kapsayan interfaz evresi
kendi i¢inde meydana gelen biyokimyasal olaylar dikkate alinarak G1, S ve G2 alt
evrelerinden olusur.

Gl’de hiicre biiylime siireciyle birlikte, DNA hasarlart kontrol edilerek
diizeltilir, ayrica DNA replikasyonu i¢in gerekli ¢esitli proteinler ve ATP sentezlenir.
S evresinde DNA zincirleri kalip olarak kullanilarak mevcut DNA’nin tipatip aynisi
bir kopya sentezlenir. G2 evresi yine hiicre biiyiimesinin devam ettigi ve mitotik evre
i¢in protein sentezi ve ATP {iretimin yapildig1 evredir. Dongiiniin yaklasik 24 saatte
stirdligii tipik bir insan hiicresinde 11 saat siiren G1, 8 saat siiren S, 4 saat siiren G2
evresi sonrast yaklasik 1 saat sliren ve iki asamada gergeklesen mitotik evreyle
dongii tamamlanir (Cooper ve Hausman, 2016).

Mitotik evrede interfazda eslenen DNA’nin kromozomlara doniistigi,
mikrotiiblillerin ~ olusturdugu ig iplikleri aracilifiyla kardes kromatidlerin
birbirlerinden ayrilarak hiicrenin zit kutuplarina taginmasiyla gerceklesen niikleus
(karyokinez) boliinmesi ve hiicrenin ortasindan ige dogru bogumlanarak
sitoplazmanin (sitokinez) boliinmesi sonrasi iki yeni hiicre meydana gelmektedir
(Alberts vd. 2013).

G1 evresinin sonlarina dogru hiicre ¢ogalmasini uyaran ve ekstraselliiler
biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilen restriksiyon noktasi olarak tanimlanan bir
hiicre boliinme karar noktas1 bulunur. G1 evresindeki kontrol noktasinin gecilmesi
biiylime faktorleri ve farklilasmayr uyarici hiicre dis1 ve ig¢i sinyallere baglidir.
Viicutta bulunan farkli doku tipleri i¢in epidermal, trombosit kaynakli, insiilin
benzeri gibi pek ¢ok farkli biiyiime faktorii bilesik bulunmaktadir. Eger G1’de uygun
bliylime faktorleri bulunmuyorsa hiicre restriksiyon noktasinda durur ve bu sekildeki
hiicreler GO olarak adlandirilan, hiicre biiylimesi durmus, metabolik olarak aktif
ancak protein sentez hiz1 diisiik, dinlenme durumundaki duragan evreye girebilir ve
uygun ekstraselliiler sinyallerle uyarilmadik¢a cogalmadan ¢ok uzun siire bu sekilde
kalabilirler (Cooper ve Hausman, 2016). Insan viicudunda g¢ogalmayan veya
¢ogalamayan hiicrelerin biiyiikk kismi1 GO duragan evredeki hiicrelerdir (Vermeulen
vd. 2003).

Kanserli hiicreler bu kontrolii kaybeder ve siirekli dongii ig¢inde kalirlar,

boylece ¢ok kez boliinerek sayisal olarak artis gosterir. Ayni zamanda hiicrelerdeki

10



kontak inhibisyonunun devre dist kalmasi ¢ogalan hiicrelerin iist iiste yiginlar

olusturarak tiimor yapilarinin olugsmasina neden olur.
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| Biiyiime faktorii |

Sekil 1.7. Hiicre dongiisiiniin biiylime faktoriiyle diizenlenmesi, (Cooper ve
Hausman, 2016)

1.5.2. Hiicre yasam dongiisiiniin diizenlenmesi

Hiicre dongiisii sirasinda bir evreden diger evreye gecis belirli bir diizen i¢inde,
bir kontrol sistemi araciligryla farkli hiicresel proteinler tarafindan diizenlenir ve
onceki bir olay tamamlanmadan sonraki olaylar ger¢eklesmez (Cooper ve Hausman,
2016; Vermeulen vd. 2003).

Hiicre dongiisii, kilit role sahip diizenleyici proteinler, dongiiniin belirli
noktalarinda aktive edilen bir serin—treonin protein kinaz ailesi olan siklinler (CYC),
siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKI) tarafindan
kontrol diizenlenir (Vermeulen vd. 2003; Canplat, 2016).

Yapilan deneysel calismalarda dokuz farkli CDK tanimlanmis ve bunlarin bir
kisminin hiicre dongiisiinde G1 (CDK4, CDK6 ve CDK2), S (CDK2), G2 ve M
(CDK1) etkin olarak gorev aldig1 tespit edilmistir (Sekil 1.8.) (Alberts vd. 2013). Bu
molekiillerin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 ve aktivitelerindeki degisimler dongiideki

ardisik olaylarin hizini belirlemede 6nemli role sahiptir.
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Sekil 1.8. Hiicre dongiisiinii diizenleyen CDK komplekslerinin gorev bolgeleri,
(Vermeulen vd. 2003)
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Her siklin molekiilii ayr1 biyokimyasal yapida olup farkli protein guruplarinin
veya farkl: siklinlerin fosforilasyonunu katalizlese de CDK'lar yapisal olarak temelde
aynidir, ancak hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, ne zaman ve hangi yogunlukta
bulunacaklar1 farklilik gosterir (Murray, 2004; Cabadak, 2008). Hiicre dongiistinde
CDK protein seviyeleri sabit kalirken, siklin (CYC) protein seviyeleri hiicre
dongiisiinde zaman zaman artip azalir ve bu sekilde CDK'larin diizenli olarak
aktivasyonunu saglarlar (Vermeulen vd. 2003).

Okaryotik hiicre dongiisii evreleri arasinda diizeni saglayan G1, S, G2 ve M
olarak adlandirilan dort kontrol noktasi vardir. Hiicre i¢i sentezlenen bazi kimyasal
maddeler bu noktalarda “dur” ve “devam et” sinyalleri olusturarak hiicre dongiisiinii
diizenler. G1 kontrol noktasinda hiicre biiyiikliigii ve DNA hasarinin olup olmadigi
kontrol edilir. Biiyiime faktorii yetersizligi, DNA hasar1 ve hiicre kontak inhibisyonu
gibi nedenler p53 geninin CDK inhibitérii olan p21’in ekspresyonunu uyararak
bircok CDK/CYC kompleksinin inhibisyonunu saglayarak “DUR” sinyali
olusmasina ve dongiiniin durdurularak, hiicrenin GO duragan evreye girmesine neden
olur. Her sey uygun oldugunda devam et sinyali dongiiyii tekrar baglatabilir ya da
DNA hasar1 onarilamiyorsa, hiicre apoptoz yoluyla yok edilebilir (Vermeulen vd.
2003; Murray, 2004; Cabadak, 2008).

S kontrol noktasinda DNA biitlinliigi stirekli izlenerek, hasarli DNA’nin
replikasyon Oncesi onarimi, replikasyon sirasinda yanlis baz eslesmeleri ya da
DNA’nin bazi boliimlerinin eksik replikasyonu gibi hatalar bulunup onarilarak kalite
kontrol gorevi gergeklestirilir.

G2 kontrol noktast DNA replikasyonu tamamlanmadan mitozun baslamasini
engeller. Ayn1 zamanda mitotik evre (M fazi) islemlerini uyarir, S evresinde tam
olarak replikasyonu gerceklesmemis DNA’y1 tanir ve gerekli durumlarda hiicre
dongiistinii S evresinde durduracak sinyalleri iiretir. DNA replikasyonu tamamlanana
kadar hiicre, G2 evresinde bekletilir. DNA replikasyonu tamamlaninca G2 kontrol
noktasinin inhibisyonu ortadan kalkar ve hiicre mitozu baslatir.

M kontrol noktas1t DNA biitiinliiglinii koruyarak, ig ipliklerinin kromozomun
sentromer bolgesindeki kinetokorlara baglanarak metafazdan anafaza gecisi ve

kromozomlarin yavru hiicrelere tasinmasini saglar.
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Sekil 1.9. Hiicre dongiisii kontrol noktalari, (Cooper ve Hausman, 2016)

Hiicre boliinmesi herhangi bir sebeple kontrolden ¢ikarsa kontrolsiiz boliinen
hiicreler ¢ogalir ve tiimdr olusumuna sebep olurlar (Canpolat, 2016). Incelenen
kanserlerin yarisindan fazlasinda p53 gen mutasyonunun oldugu rapor edilmistir.
Yapilan arastirmalar farkli kanser tilirlerinde, genellikle hiicre dongiisiiniin G1-S
fazim1 kontrol eden proteinlerinin inaktif oldugu, G2-M fazlari1 kontrol eden

proteinlerin de ise degisimin daha az gériildiigi rapor edilmistir (Cabadak, 2008).

1.5.3. Hiicre dongiisii ve kanser

Cok hiicreli organizmalarda genel ihtiyaglar dogrultusunda hiicrelerin
cogalmasi, farklilagmasi, canliligini devam ettirmesi veya hiicre 6liimii ¢esitli genler
tarafindan kontrol edilir. Kanserin olusumuna neden olan temel etken, mutasyona
ugramis hiicrelerin stlirekli ve kontrolsiiz cogalmasidir (Sherr, 1996; Aktas ve
Demiray, 2018). Kanser hiicreleri ile normal viicut hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki
hiicre boliinme davraniglar1 birbirinden farklilik gostermektedir. Kiiltiir kabi i¢indeki
saglikli hiicreler 24 saatte bir boliinerek tek sira hiicre tabakasi olarak zemini
kapladiginda olusan kontak inhibisyonu sonucu boéliinme durur. Kanserli hiicreler ise
hem saglikli hiicrelerden daha hizli boliiniirler, hem de kiiltiir kabinda {ist iiste
yigilarak kiimelenme olustururlar (Sekil 1.10.) (Anonymous 2, 2019; Cooper ve
Hausman, 2016).
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Sekil 1.10. Kiiltiir kab1 (a) normal hiicre, (b) kanserli hiicre boliinmesi (Aktas ve
Demiray, 2018)

Hiicre dongiisii sirasinda mutasyonlar1 ve hiicre transformasyonlarini azaltmak
icin DNA hasar1 tanima ve onarim mekanizmalari1 vardir. Ayrica bagisiklik sistemi
de kanserli hiicreleri tanimak ve yok etmek ig¢in programlanmistir. Tiim bu
homeostatik mekanizmalardaki aksamalar kontrolsiiz hiicre bdliinmesine yani
kansere sebep olur (Ali Burak, 2009; Anonymous 2, 2009). Kanser gelisimi ve
ilerlemesi genellikle hiicre dongiisii diizenleyicilerinin aktivitesindeki bir dizi
degisiklikle baglantilidir. Ornegin, hiicre dongiisiinii inhibe eden maddeler uygun
olmayan kosullarda boéliinmeyi durdururken, ayni maddelerin azda olsa aktivitesi
kanseri tesvik edebilir. Benzer sekilde, hiicre boliinmesini aktive eden diizenleyiciler
eger aktifse kansere yol acabilir. Cogu durumda, aktivitedeki bu degisiklikler, hiicre
dongiisii  diizenleyici  proteinlerini  kodlayan  genlerdeki  mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Anonymous 2, 2009). Mutasyonlar sonucu DNA tamir enzimleri
durur, proto-onkogenler de aktifleserek onkogene doniisiir, sonrasinda timor
baskilayict genler aktiflesir (Zhang, 2007).

DNA hasar1 ve hiicre kontak inhibisyonu gibi nedenlerle p53 geni p21 genini
aktiflestirerek hiicre donglistinii durdurur. Ancak yapilan arastirmalarda timor
hiicrelerinin yarisindan fazlasinda p53 geninin mutasyona ugradigi rapor edilmistir
(Ali Burak, 2009; Vazquez vd. 2008). PRb ve p53 gibi timor siipresor genlerinin
inaktivasyonu, normal olarak hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe eden proteinlerin
disfonksiyonu ile sonuglanir (Vermeulen vd. 2003). p53 tiimor baskilayict gen, hiicre
proliferasyonu, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve apoptoz gibi pek ¢ok etkiye sahip,
hiicresel siirecleri diizenleyen ¢ok fonksiyonlu bir transkripsiyon faktoriidiir (Ali

Burak, 2009; Anonymous 3, 2019).
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Sekil 1.11. p53 geninin hiicre dongiisiindeki bir dizi gérevi (Anonimous 1, 2019,
https://www.bethyl.com adresinden diizenlenmistir)

Kanser hiicrelerinin bir diger 6zelligi, saglikli viicut hiicrelerinden ¢ok daha
fazla sayida boliinebilmeleridir, bu sebeple kanser hiicreleri 6liimsiiz hiicreler olarak
tanimlanabilir. Oysa kiiltiirdeki saglikli viicut hiicreleri, yaklasik 40 boliinmeden
sonra oOliirler (Anonymous 2, 2019). Normal hiicrelerden daha hizli ¢ogalan kanser
hiicreleri fazla miktarda enerjiye ve atik maddelerin uzaklastirilmasina ihtiya¢ duyar,
ayrica farkli doku ve organlara yayilabilmesi yeni kan damarlarinin olugmas ile
mimkiin olur. Kanser hiicresinin, var olan damarlardan yeni damar uzantilar
olusturmasina anjiyogenez, kan ve lenf yoluyla diger doku ve organlara yayilmasi
olayina ise metastaz denir (Anonymous 4, 2019; Hartwell vd. 1994).

Kanser hiicresi mikro cevresinde; kontrolsiiz hiicre boliinmesi, anjiyogenez,
metastaz ve ilaglara karsi direncin olusumunu saglayan bir ortam olusur. Kanser
hiicrelerinin hizli metabolizmas1 daha ¢ok karbondioksit olugsmasini saglar. Buna
bagli olarak hipoksi (oksijen yetersizligi) ve inflamatuvar faktorlerde artis gozlenir.
Hipoksi sonucu oksijen ihtiyaci artan kanser hiicreleri damar olusumunu uyaran
anjiyogenik faktorler salgilar ve tiimor ile damar arasindaki ekstraselliiler matriks
proteinlerini pargalayan enzimler aktiflesir. Ayrica kanser hiicresindeki onkogenler

de damar olusumunu destekler (Anonymous 4, 2019; Hartwell vd. 1994).

1.6. Apoptoz

Her hiicre; boliiniir (proliferasyon), biiyiir, farklilagir (diferansiasyon) ve oliir
(apoptoz) (Erdogan ve Uzaslan, 2003). Zigottan baslayarak 6lene kadar gecen siire
zarfinda organizmada hiicre boliinmesi, farklilagmasi, metabolik faaliyetler ile hiicre
oliimii, siirekli ve diizenli olarak gergeklesen temel olaylardir. Yasamin devamliligi,

organizmada yap1 ve fonksiyonlarin fizyolojik gereksinimlerin belirlendigi sinirlar
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icinde gergeklesmesine baglidir. Bu sebeple hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve hiicre
Olumii arasinda kritik bir denge vardir ve bu denge bozulursa bir¢ok hastalik ortaya
cikar.

Eger hiicre boliinmesi artip, hiicre 6liimleri azalirsa kanser basta olmak iizere,
bir¢ok viral enfeksiyon, ndrolojik ve otoimmiinolojik ¢esitli bozukluklarin gelisimine
sebep olur (Thompson, 1995). Bunun tam tersi hiicre kaybimin fazla oldugu
durumlarda ise iskemi, kalp hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasi
s06z konusudur (Erdogan ve Uzaslan, 2003).

Ik kez 1972’de Kerr ve arkadaslari, genetik olarak kontrol edilen hiicre 6liimii
(apoptoz) ve programli olmayan, tesadiifi hiicre oOliimi (nekroz) olarak
isimlendirdikleri iki hiicre 6liim mekanizmasi tanimlamislardir. Ancak énemi yillarca
anlagilamayan apoptoz, bugiin embriyogenezden baslayip yaslanmaya kadar normal
doku homoeostazisi ve pek ¢ok hastaligin biyolojik siirecinde yer alarak biyomedikal
arastirmalarin en sicak alanlarindan biri haline gelmistir (Renehan vd. 2001).
Apoptozun daha iyi anlasilmasi, hiicre Oliimiinii kontrol eden yeni terapotik
stratejilerin gelistirilmesine 151k tutacaktir (Thompson, 1995).

Insan saghg sadece viicudun yeni hiicreler iiretmesi degil, ayn1 zamanda
yaslanan ve hasara ugrayan hiicrelerin kontrollii bir sekilde yok edilmesine baghidir.
Apoptoz mekanizmas1 olduk¢a karmasik ve kompleks olaylar biitiiniidiir. Apoptoz
stirecinde olusan ana morfoloji, ¢ekirdegin yogunlagsmas1 ve daha sonra hiicrenin
parcalara (apoptotik cisimcikler) ayrilmasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicrenin
hacmi kiigiilerek diger hiicrelerle olan baglantis1 kopar ve hiicre-cevre ile iliskisi
kesilir (Balakumaran vd. 1996), hiicrede kromatin yogunlagir, hiicre biiziilmesi
sonrast tomurcuklanmalar olurken fosfotidilserin molekiilleri hiicre zar1 dis yiizeyine
c¢ikar, bu durum fagositik hiicreler icin sinyal olusturur. Transglutaminaz enziminin
etkisi sonucu zardaki tomurcuklanmalarla baslayan apoptoz, hiicrenin apoptotik
cisimciklere ayrilmayla son bulur (Elmore, 2007). Bu apoptotik cisimcikler de
komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninip fagosite edilerek ortadan kaldirilir.

Arastirmacilart heyecanlandiran, bir hiicrenin yasamini veya o6liimiinii modiile
edebilme kabiliyetini kesfetmek ve muazzam terapotik potansiyeli olan ajanlar
iretebilmektir. Bu nedenle, tim arastirmalar, hiicre dongiisii mekanizmalarinin
aciklanmasina, analizine, hiicre donglisiinli durdurma ve apoptozu kontrol eden
sinyal yolaklarina odaklanmistir. Tiim bu amaglar apoptoz arastirmalarinin bas

dondiirticti bir hizla ilerlemesine yol agmistir. Kilit roldeki apoptotik proteinlerin
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birgogunun tanimlanmis olmasina ragmen, bu proteinlerin molekiiler mekanizmalar1
aciklanmaya devam etmektedir (Zhang ve Xu, 2002). Ciinkii pek ¢ok sitotoksik ilag
ve radyoterapi uygulamalari kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklerken hiicrenin
direng gostermesi basarisizlikla sonuglanan bir tedavi demektir. Bu tedaviler ayrica
normal hiicrelerde de apoptozu indiikleyerek, kemik iligi, bagirsak ve oral mukoza
tizerinde yan etkiler olusturarak kullanilabilecek dozu sinirlayabilir (Renehan vd.

2001; Gériir, 2010).

1.6.1. Apoptoz mekanizmalari

DNA hasari, oksidatif stres, radyasyon, viral enfeksiyonlar, bakteriyel
toksinler, onkogenler, kemoterapétikler, gibi bazi faktorler apoptozu tetikleyen
baslica etkenlerdir (Rastogi ve Sinha, 2009). Kaspazlar; apoptozun baslatilmasindan
DNA fragmantasyonuna, hiicre zarinin tomurcuklanmasindan, fosfolipid
asimetrisinin bozulmasina kadar tiim apoptoz siiresince gorev alan ve pek cok farkl
molekiil tarafindan hassas bir sekilde kontrol edilen apoptoz mekanizmasini kontrol
eden bir grup proteindir. Sistein proteazlari olan kaspazlarin bir kaskad olusturacak
sekilde aktiflesmeleri hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 etkenler tarafindan
gerceklestirilen iki farkl yolla tetiklenmektedir. Bunlar; ekstrensek (6lim reseptorii)
ve intrensek (mitokondriyal) olmak iizere baslica iki yolak iizerinden gerceklesir

(Sartorius vd. 2001; Goriir, 2010).

EKSTRENSEK YOLAK
e INTRENSEK YOLAK
UV, radyasyen, kimyasallar, ER Stres
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Sekil 1.12. Apoptozun iki yolag: ve gorevli temel proteinler (Ali Burak, 2009)
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1.6.1.1. Apoptozun ekstrinsik yolagi

Ekstrensek (6liim reseptorii) yolakta, hiicresel apoptozun ana fizyolojik
aktivatorleri, TNF (Tumor Necrosis Factor) gen reseptor ailesi iiyeleri olan Fas
(CD95/AP01), TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-1) ve TRAILR1 (TNF-
Related Apoptosis Inducing Ligand-R1), TRAIL-R2, TNF-R1 gibi 6liim ligandlarini
kullanir (Erdogan ve Uzaslan, 2003). Bu ligandlarin 6liim reseptoriine baglanmasi
sonucu kaspaz-8 aktivasyonu baslar ve diger kaspazlarin indiiklemesi ile hiicreyi

Olime gotiiren siire¢ baglamis olur (Sortorius vd. 2001).

1.6.1.2. Apoptozun intrinsik yolagi

Intrinsik yolakta, mitokondri aktivasyonu apoptozun indiiklenmesinde merkezi
oneme sahiptir. Mitokondri, bir taraftan apoptoz i¢in gerekli olan enerjiyi tiretirken
diger taraftan sitokrom-c, endoniikleaz G ve AIF gibi proapoptotik proteinlerin
sitoplazmaya salinimi kaspazlarin aktiflesmesini saglar. Sitokrom c sitoplazmada
apoptotik proteaz aktive edici Apaf-1’e baglanarak apoptozom adi verilen protein
kompleksini meydana getirir. Intrinsik yolak, Bcl-2 protein ailesi {iyeleri tarafindan
kontrol edilir. Bcl-2 ailesi, birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan
biri proapoptotik yani apoptozu indiikleyici etkiye sahipken digeri antiapoptotik yani
apoptozu baskilayic1 etkiye sahiptir. Ayrica apoptoz baslangici, 6liim reseptori
seviyesinde FLICE (kaspaz-8) inhibe edici proteinler (FLIP'ler) ile onlenebilir.

Apoptozun diizensizligi; kanser, otoimmiinite ve AIDS gibi hastaliklarla
iligkilidir. Bu nedenle, hiicre Oliimii yollarinin aydinlatilmasi ve apoptoz
modiilatorlerinin tanimlanmasi birgok terapotik etkiye sahiptir (Sortorius vd. 2001).

Yapilan aragtirmalar bu iki temel yolagin haricinde perforin/granzim A veya
B’yi igeren bir bagka apoptoz yolagi daha tanimlanmistir (Tripathi vd. 2009).
Perforin/granzimle indiiklenen apoptoz, sitotoksik T lenfositler tarafindan viriisle
veya hiicre i¢i patojenlerle enfekte olmus hiicreleri yok etmek i¢in kullanilan ana
yoldur (Trapani ve Smyth, 2002). T hiicrelerinin salgiladigi perforinler enfekte olmus
hiicrenin zarinda delikler agarken, granzimler endositozla hiicre igerisine girerek
kaspaz aktivasyonuyla apoptozu baslatir (Reece, 2013). Granzimlerin, katil hiicre ve
hedef hiicre arasinda olusan immiinolojik sinaps igine salinmasi, viriislerin, hiicre ici

bakterilerin ve kanserli hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasi
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icin dnemlidir (Lieberman, 2010). Yapilan arastirma ve bulgular kanser tedavisinde

yeni bir yaklagim olan immiinoterapinin Oniinii agmistir.

b Target
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Hucre Apoptozisi cD8* \ 2
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Sekil 1.13. Perforin/granzimle indiiklenen apoptoz mekanizmasi (Abbas vd. 2014).

1.7. Kaspaz-3

Kaspaz-3 aktif merkezinde sistein molekiilii tasiyip aspartat rezidiisiini
karboksil ucundan kesen bir molekiildiir. Diger kaspaz ailesi liyelerinden baslatici
kaspazlar olarak adlandirilan kaspaz-8 ve kaspaz-9 tarafindan aktiflestirilir ve
sitoplazmada kaspaz ailesinden olmayan hedef proteinlerini spesifik bolgelerinden
tantyarak keser.

Fonksiyonu en iyi tanimlanan ve cellat kaspaz olarak isimlendirilen kaspaz-3
aktiflestikten sonra pek ¢ok substrata baglanarak keser (Sekil 1.14.). Bu proteolitik
yikim apoptoz sirasindaki morfolojik degisimin temelidir. Ornegin, kaspaz-3 kestigi
gelsolin aktifleserek apoptozun karakteristik morfolojik degisimi olan plazma
membraninda tomurcuklanmasina neden olur (Renehan vd. 2001). Kaspaz- 3 ayni
zamanda lamin B, niikleer/mitotik aparat proteini (NuMA) ve sitokeratinler gibi
hiicre iskeleti elemanlarinin kesiminden de sorumludur (Renehan vd. 2001;
Balakumaran vd. 1996). Bu proteinlerin temel fonksiyonunun hiicrenin seklinin
korunmasi oldugu diistintildigiinde, kaspaz-3 aktivitesi ile bu proteinlerin
kesilmesinin apoptotik siirecteki morfolojik degisim agisindan 6nemi daha iyi
anlasilmaktadir.

Kaspaz 3 aktive olduktan sonra spesifik bir noktadan kesme yaparak dogrudan
etki edebilecegi gibi, baska molekiiller iizerinden dolayli olarak da etkisini
gosterebilir. Ornegin; endoniikleaz CAD inhibitorii olan ICAD kaspaz-3 ile

kesildiginde aktive olmakta ve kesilen parca aktif kisim olarak ortama salinmaktadir
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(Elmore, 2007). Kaspaz-3’iin spesifik bolgeler iizerinden kestigi daha pek ¢ok

substrat bulunmaktadir, bunlarda bazilart sekil 1.14’te gosterilmistir.

| 6LUM SUBSTRATLARININ KESIMI |
0f qk

L : \l

£ sy
Apoptoz o ik Y{ owh 7/ ‘\/\ )

w < \ /
Kesilmis > k:f’agma}'tl'§¥°ﬂ" Apoptoz

ICAD

Sekil 1.14. Kaspaz-3’iin apoptozda keserek aktiflestirdigi hiicre i¢i hedeflerden
bazilar1 (Erdogan ve Uzaslan, 2003; Thompson, 1995).
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2. KAYNAK OZETLERI

Sentezlenen bir dizi yeni benzimidazol tiirevi bilesik standart suslara kars1 in
vitro antimikrobiyal aktiviteleri agisindan test edilmistir. Bilesiklerin antibakteriyel
etkisi gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 ile Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ve gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterileri,
antifungal etkisi ise Candida albicans ve Candida trophicalis tiirii mayalar tizerine
test edilmistir. Bilesiklerin bazilarinin gram pozitif bakteriler iizerine MIC degerleri
12.5-400 pg / mL arasindadir. Bilesiklerin higbiri ¢alisilan konsantrasyonlarda gram
negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Ayrica test edilen
bilesiklerin sekizinin C. albicans'a karst MIC degeri 50-400 pg / mL arasindadir
(Kiigiikbay vd. 2001).

Bonham, aziridin halkas1 bagladiklar1 pirrolo[1,2-a]benzimidazol tiirevi
bilesiklerin sitotoksik etkisini insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve
HCC1937) lizerine test etmigler ve ¢alismanin kontrolii amaciyla normal fibroblast
hiicre hattin1 (GM00637) kullanmislardir. Benzimidazol tlirevi bilesiklerin sitotoksik
etkisinin normal fibroblast hiicre hattina gére meme kanseri hiicre hatlarinda daha
etkili oldugunu bildirmislerdir (Bonham, 2011).

Alt1 farkli benzimidazol tiirevi bilesigin sentezi yapilmis ve sitotoksik aktivitesi
yedi insan neoplastik hiicre hattina (K562, HL60, MCF7, A549, MDA231, HT29 ve
KB) kars1 degerlendirmistir. Alt1 nolu bilesigin A549 hiicre hattina kars1 28 uM ICsg
degeri hesaplanmistir. Bu bilesigin ayrica neoplastik olmayan HACAT hiicrelerinde
de segici bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis olup ICso degeri 22.2
uM olarak bulunmustur. Ayrica alt1 nolu bilesigin K562 hiicre hattinda apoptozu
indiikledigi tespit edilmistir. Bu sonuclar alt1 nolu bilesigin antikanser ajan olarak
gelistirilip degerlendirilebilecegi fikrini olusturmustur (Romero vd. 2011).

Dort farkli benzimidazol tiirevi bilesigin hiicre proliferasyonuna inhibisyon
etkisini Al-Duoh ve arkadaslari arastirmistir. MTT analizi yontemini kullanarak
kolon kanser hiicre hatt1 (HCT-116) ve meme kanser hiicre hatt1 (MCF-7) {izerine
sitotoksik etkisini 6l¢miigler. HCT-116 hiicre hattinda benzimidazol 2’nin ICsy degeri
16.2 pg/mL, benzimidazol 1’in 28.5 pg/mL ve benzimidazol 4’iin 24.08 pg/mL
oldugunu tespit etmislerdir. MCF-7 hiicre hattinda ise benzimidazol 4’iin ICsy degeri
8.86 pug/mL, benzimidazol 2’nin 30.29 pg/mL ve benzimidazol 1’in 31.2 pg/mL

oldugu tespit etmisledir. Benzimidazol 3’iin her iki hiicre hattinda da ICsy degeri 50
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pg/mL iizerinde oldugu i¢in sitotoksik olarak kabul edilmemistir. Sonuglar
benzimidazol tiirevlerinin hem kolon hem de meme kanseri hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksik oldugunu géstermistir (Al-Douh, 2012).

Youssef vd. tarafindan benzimidazol ve benzotiyazol tiirevi bilesikler
sentezlenmis ve karaciger kanseri hiicre hattt (HepG2) {izerindeki sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Ayrica bu bilesiklerin apoptoz aktivitesi de tespit edilmistir. Sonugclar;
sentezlenen bilesiklerin varliginda HepG2 hiicre hattinda hiicre dongiisiiniin G1
fazinda durdugunu, kaspaz-3 aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
artigini ve apoptozu indiikledigini gostermistir (Youssef, 2012).

LH4 olarak isimlendirilen tek islevli platin tris (benzimidazol) monokloroplatin
(ID) kloriirin, ayr1 ayr1 kersetin, kapsaisin, kurkumin ve cisplatin ile kombine edilerek
insan yumurtahik timdr hiicreleri (A2780°R, A2780°P%7R ve A2780 ) iizerine
sitotoksik etkisi arastirilmistir. LH4'{in A2780 hiicre hattina oranla direngli A2780°R
ve A2780%P%"®R hiicre hatlari iizerine daha aktif oldugu bulunmustur. Ayrica
kersetin, kapsaisin, kurkumin ve cisplatin ile kombine edilen LH4’{in direngli timor
hiicrelerine karsi daha yiiksek aktivite goOstermesi, bilesigin yeni platin bazh
antikanser ilag olarak gelisme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir
(Arzuman, 2014).

Bir dizi imidazopiridin/imidazopirimidin-benzimidazol konjugatlar1 (11a-t)
sentezlenerek bu bilesiklerin hiicre proliferasyonu inhibisyon etkisi, insan servikal
(Hela), akciger (A549), prostat (DU-145) ve melanom (B-16) kanseri hiicre hatlar
lizerine test edilmistir. Bilesiklerden 6zellikle A549 hiicre hatt1 {izenine etkili olan
111’nin ICsp degeri 1.48 uM ve 11p’nin ICso degeri 1.92 uM olarak hesaplanmistir.
Calismada bu bilesiklerin  A549 hiicre hattinda G2/M evrelerinde hiicre
polifereasyonunu inhibe ederek, ayrica kaspaz-3 aktivasyonu gostererek sitotoksik
etkiye sahip oldugu bildirilmistir ( Kamal vd. 2014).

Chen vd. tarafindan benzimidazol akridin tiirevi bilesiklerin in vitro insan
kolon kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi arastirilmistir. Benzimidazol tiirevi
bilesiklerin insan kolon kanseri hiicre hatlar1 (SW480 ve HCT 116) {izerine sitotoksik
etkisi belirlenmistir. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin SW480 ve HCTI116 hiicre
hatlar1 {izerine ICsg degerleri sirasiyla 6.5 pmol/L ve 3.33 umol/L olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak yeni benzimidazol akridin tiirevi bu bilesiklerin hem
ekstrensek, hem de intrensek apoptoz yolaklarini indiikleyerek insan kolon kanseri

hiicrelerine karsi sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Chen, 2015).
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Biyoaktif yan zincirler eklenerek sentezlenen yeni benzimidazol tiirevi
bilesiklerin in vitro sitotoksik etkisi hepatoselliiler karsinom (HepG-2) ve meme
karsinomu (MCF-7) hiicre hatlarina kars1 degerlendirilmis ve sitotoksik etkiye sahip
olduklar tespit edilmistir. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin HepG-2 ve MCF-7 hiicre
hatlarina kars1 ICso degerlerini sirastyla 12.30 uM ve 24.5 uM olarak hesaplanmistir
(El-Deen, 2016).

Kiiclikbay ve arkadaslari, benzimidazolyum bromid tiirevi yeni bilesikler
sentezleyerek karakterize etmislerdir. Bu bilesiklerin (1°den 7’ye numarali) in vitro
sitotoksik aktivitelerini yumurtalik kanser hiicre hatt1 (A2780) ve prostat kanser
hiicre hatlar1 (PC-3) iizerine sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve 24, 48 saat sonra
ICso degerleri hesaplanmistir. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin A2780 ve PC-3 hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kiigiikbay, 2016).

Akko¢ vd. tarafindan benzimidazolyum tuzlart ve bunlarin piridin ile
gelistirilen paladyum N-heterosiklik karben (Pd-NHC) bazli kompleksleri
sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Bu bilesiklerin sitotoksik aktivitesi insan
embriyonal bobrek hiicresi (HEK-293T), insan meme epitelyal adenokarsinomu
(MDA-MB-231) ve insan kolon epitelyal kolorektal adenokarsinomu (DLD-1) hiicre
hatlar1 lizerine test edilmis ve benzimidazol tiirevi bu bilesiklerin tiimor hiicrelerine
kars1 sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Akkoc, 2017).

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin insan servikal kanseri (HeLa) ve kolon kanseri
(SW-620) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmis benzimidazol
tirevi bilesiklerin kanserli hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesiklerin hi¢ biri SW-
620’nin proliferasyonunu inhibe etmedigi, HeLa hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu durumun, bilesiklerin HeLa hiicre hattina karsi
spesifik etkisi olarak degerlendirilip, daha ayrintili ¢alisilmasi gerektigi bildirilmistir
(Arslaner, 2017).

Insan meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde in vitro sitotoksik aktiviteleri
degerlendirilmek istenen 27 farkli yeni benzimidazol tiirevi bilesik tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Yapilan c¢alismalarda sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkileri
tespit edilmistir. Bu bilesiklerden dort aktif benzimidazol tiirevi bilesigin MCF-7
hiicre hatt1 tizerine ICsq degerleri 19.93 uM, 16.06 pM, 3.98 uM ve 10.59 uM olarak
belirlenmigtir. Sonu¢ olarak MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla

benzimidazol uygulanan hiicrelerin pargalandig1 tespit edilmistir (Ozdemir, 2017).
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Apohan vd. tarfindan, 14 yeni kobalt ve ¢inko benzimidazol kompleksi
sentezlenmis ve akciger kanseri (A549) ve kontrol amaciyla saglikli akciger epitel
hiicresi (BEAS2B) iizerine sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Incelenen
bilesiklerden 1, 4 ve 5 nolu ii¢ benzimidazol kompleksinin A549 hiicre hattina karsi
yiiksek bir sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Cisplatinin 1Cso degeri 72.
saatte A549 hiicreleri i¢in 2.56 pg/mL iken, 1, 4 ve 5 nolu bilesiklerin ICsq degerleri
sirastyla 1.97 pg/mL, 1.87 ug/mL ve 1.9 ug/mL olarak tespit edilmistir. BEAS2B
hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 59.8 pg/mL, 24.5 pg/mL ve 32.67 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Saglikli hiicre hattina sitotoksik etkisi, kanser hiicreleri
lizerine olan sitotoksik etkiden daha zayif oldugu ifade edilmistir (Apohan, 2017).

Bir dizi simetrik olmayan 2-morfolinoetil bagli benzimidazol tiirevi bilesik ve
bunlarin glimiis komplekslerini sentezleyen Aktas ve arkadaslari, sentezlenen
komplekslerin sitotoksik etkilerini meme kanseri (MCF-7) hiicre hattina karsi test
etmislerdir. Sentezledikleri benzimidazol tiirevi bilesikler ve glimiis komplekslerinin
MFC-7 hiicre hattina kars1 sitotoksik etkiye sahip ve ICsy degerinin 6-14 uM
arasinda oldugunu bildirmislerdir (Aktas, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Akciger kanseri hiicreleri (A549) ve saglikli akciger epitel hiicreleri (BEAS
2B), tiim c¢aligmalarda %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin igeren,
DMEM besiyeri ortaminda, %5 CO; iceren nemli atmosferde, 37 °C’de inkiibasyona
birakilarak c¢ogaltilmistir. Flaska ekimi yapilan hiicre hatlarinin kontrolleri ve
besiyeri degisimleri takip edilerek, konfluent olan hiicre hatlari uygun zaman
araliklarinda pasajlanarak hiicre hatti devamliligi saglanmistir. Deney kurulma
asamasinda konfluent duruma gelen hiicreler, tripsinle muamele edilerek toplanmis
ve santrifiij isleminden sonra siipernatan atilmistir. Sonra pelet {izerine 10 mL
DMEM besiyeri eklenmistir.

Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi (1x1) muamele edilen hiicreler sayim igin
hemositometreye alinarak mikroskop altinda canli hiicre sayimi1 yapilmistir.

MTT analizleri i¢in 96 kuyucuklu platelere uygun sayida hiicre ekimi yapilmis
ve ayni kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerin platelere yapisarak
cogalmas1 saglanmistir. Hiicreler platelere yapistiktan sonra benzimidazol

bilesikleriyle muamele edilmistir (Apohan vd. 2017).
3.2. Cahsmalarda Kullanilan Benzimidazol Bilesikleri

Bu calismada Inénii Universitesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Hasan
KUCUKBAY ve ekibi tarafindan sentezlenen benzimidazol tiirevi bazi bilesiklerin

sitotoksik ve antimikrobiyal etkisi c¢alisilmistir. Bu c¢alismada kullanilan

benzimidazol bilesikleri sunlardir;

Sekil 3.1. 1,5-disiibstitliiye benzimidazol (1)
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Sekil 3.4. Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (11) kompleksleri (4a,4b)
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Sekil 3.5. Bis (N-koordine-benzimidazol) ¢inko (IT) kompleksi (5)

3.3. Optimizasyon Calismalari

Benzimidazol tiirevi bilesikler A549 hiicreleri ve BEAS2B hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL) uygulanmis ve bilesiklerin ICsy degerleri
hesaplanmuistir.

Optimum maruz kalma siiresinin tespitine ydnelik olarak ¢aligmalarda
kullanilan hiicreler bilesiklerle farkli siirelerde (24, 48 ve 72 saat) muamele
edilmistir. Ayn1 deneyler cisplatin ile de tekrarlanmistir. A549 ve BEAS2B hiicreleri;
benzimidazol bilesikleri ve cisplatin ile muamele edildikten sonra MTT analizleri
yapilarak optimum konsantrasyon ve zaman belirlenmistir. MTT analizlerine gore
sitotoksik aktivite gdsteren bazi benzimidazol tiirevi bilesikler i¢in ICsg degerleri

konsantrasyon aralig1 dikkate alinarak kaspaz 3 analizi yapilmistir.

3.4. MTT Analizi

Bir hiicre popiilasyonunun ¢evresel faktorlere verdigi tepki in vitro olarak hiicre
canlilig1 ve proliferasyonunun 6lciilmesi analiziyle miimkiin olabilir. Tetrazolyum
tuzlart (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) veya MTT
dengeli tuz ¢ozeltilerinde sar1 bir ¢zelti olusturur ve pozitif yiikii sayesinde hiicreler
tarafindan igeri alinir. MTT'nin (sar1) tetrazolyum halkasi, hiicre i¢i NAD (P) H-
oksidorediiktazlar tarafindan mor formazan kristallerine indirgenir. Formazan

kristalleri sulu ¢ozelti iginde ¢ozliinmez, ancak DMSQ’da ¢oziiniir. Coziinme islemi
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sonrasi olusan mor renkli ¢ozelti spektrofotometrik olarak Slgiilebilir (McGahon vd.
1995). MTT reaktifi, hiicrenin az oldugu ortamlarda diisiik renklenmeye bagh diisiik
absorbans verir, ¢ilinkii 6li hiicre mitokondiyal faaliyet gerceklestiremez. ELISA
okuyucu tarafindan analiz edilerek, meydana gelen renk degisimine gore ¢ogalan
hiicre oranlar1 belirlenmektedir (Mosman 1983). MTT analizi sayesinde hiicre
hatlarina ilk etapta uygulanacak bilesik konsantrasyonlar1 da belirlenebilmektedir.
Cinkii MTT analizi hiicrelerin  %50’sinin  6ldiigi  bilesik konsantrasyonun
belirlenmesini saglamaktadir. Spektrofotometrede kolorimetrik olarak olciilebilen
renklenme, hiicre sayisi ile iiretilen sinyal arasinda dogru iliski hiicre ¢ogalmasi
oranindaki degisikliklerin dogru bir sekilde Ol¢iilmesini saglar (Stockert vd. 2012;
Darzynkiewicz vd. 1992).

MTT analizinin bu islevinden hareketle, A549 ve BEAS2B hiicreleri igin 96
kuyucuklu platelere (10.000 hiicre/kuyucuk) ekimi yapilan ve manipiilasyonu
gerceklestirilen hiicrelere artan konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL) benzimidazol
tirevi bilesikler ve cisplatin uygulanmis, 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele
edilmistir. Her kuyucuga, aktiflestirilmis MTT soliisyonu 20 pl eklenmis ve CO;’li
inkiibatrde 37°C’de 4 saat bekletilmistir. Hiicrelerin cogalma degerleri 570 nm

dalga boyunda ELISA okuyucu ile hesaplanmistir (Oktar, 2009; Apohan vd. 2017).

3.5. Kaspaz-3 Kolorimetrik Analizi

ICE-ailesi proteazlarin/ kaspazlarin aktivasyonu memeli hiicrelerinde apoptozu
baslatir. Kaspaz 3, ayn1 zamanda CPP-32 olarak da bilinen hiicre i¢i sistein
proteazidir. Proenzim olarak sentezlenir ve apoptoz sirasinda kaspaz kaskatinin
uyartlmasi ile aktif hale gecer. Kaspaz 3 enzimi, DEVD (Asp-Glu-Val-Asp)
aminoasit motifi iceren PARP (poli ADP-riboz polizeraz) ve 70 kD biiytikliigiindeki
Ul-riboniikleoprotein gibi molekiilleri parcalar (Apohan vd. 2017; Vaculova ve
Zhivotovsky, 2008).

Kaspaz-3 enzim aktivitesini belirlemek i¢in Kaspaz-3 kolorimetrik analiz kiti
kullanilmistir. Kaspaz 3 analizi i¢in, hem A549 hem de BEAS2B hiicreleri ile 6
kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 2 mL besiyeri ile
birlikte ekimleri yapilmistir. MTT analizinde etkisi goriilen 2c, 3a, 3b ve 5 nolu
benzimidazol tiirevi bilesikler ve kontrol amaciyla kullanilan cisplatin farkli dozlarda

48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. 48 saatin sonunda hiicreler toplanarak
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4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirilmistir. Bundan
sonraki agamalarda kullanilan kaspaz kiti sicaklik degisimlerinden etkilendiginden
tiim Ornekler ve uygulanacak maddeler buz dolu bir kap icerisinde bekletilerek
caligmalar gergeklestirilmistir. Buzda bekletilerek sogutulan liziz tamponundan
hiicrelerin tizerine 50 pL eklenerek karistirilmis ve buz iizerinde 10 dk bekletilmistir.
Ornekler ependorflara alinarak, 4°C’de sogutmali santrifiijde 10.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatan yeni bir ependorfa alinmis ve 96’lik platelerde ayri
ayrt kuyucuklara 50 pL silipernatan ve 50 pL 2X reaksiyon tamponu eklenmistir.
Daha sonra 1g1k almayan ortamda her kuyucuga 5 puL kaspaz-3 kolorimetrik substrat
(DEVD-pNA) ilave edilerek aliminyum folyoya sarilip 2 saat siireyle 37°C’de
bekletilmistir. Sonrasinda ELISA okuyucuda 405 nm’de absorbans Olgiimii
yapilarak, hiicrelerde kontrol grubu ve ilag uygulanmis hiicrelerde 48. saate kaspaz-3
enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler belirlenmistir (Apohan vd. 2017;
Vaculova ve Zhivotovsky, 2008).

Kaspaz aktivitesinin belirenmesinde kullanilacak olan diger bir veri total
protein analizidir. Bunun ig¢in toplanarak liziz edilen hiicre 6rneklerinin her birinden
96 kuyucuklu mikroplate 5 pL konularak {izerine 250 uL bradford c¢ozeltisi
eklenmis, 151k almamasi igin aliminyum folyo ile sarilarak 20 dk bekletilmis ve sonra
ELISA okuyucuda 595 nm’de absorbans Olgiimii yapilmistir. Absorbans sonrasi
hesaplanan total protein igindeki kaspaz-3 enzim aktivitesi, yiizdelik (%) olarak

hesaplanmistir (Apohan vd. 2017).

3.6. Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismalarda maddelerin antibakteriyel etkisini belirlemek i¢in gram negatif
Escherichia coli ATCC 25922 ile Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, gram
pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterileri kullanilmig ve nutrient agar
besiyerinde 37°C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edilerek Ttretilmistir. Antifungal
etkisini test etmek i¢in de Candida albicans ve Candida trophicalis olmak tizere iki
maya kullanilmig, bunlar 35 ml sabouraud dekstroz agar besiyerinde 30 °C’de 24-48
saat silireyle inkiibe edilerek tiretilmistir (Apohan vd. 2017; Magaldi vd. 2004; Reller
vd. 2009).

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasi igin

minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) mikrodiliisyon yontemi uygulanarak
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saptanmistir. Bilesikler; uygulama oncesi, kullanilacak mikroorganizmalar {izerine
inhibe edici etkisi bulunmayan DMSQO’da ¢o6zdiirtilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmustir.
Cozeltiler 96 kuyucuklu platelere alinarak seri sulandirmalar1 yapilmistir.
Benzimidazol tiirevi bilesiklerin MIK degerleri yukarida belirtilen bakteriler ve
mayalara uygulanarak belirlenmistir. Yukarida belirtilen sekilde iretilen
mikroorganizma Ornekleri, dogrudan koloni slispansiyon yontemiyle hazirlanmistir.
Bu amagla siispansiyon bulanikligr 0,5 McFarland standartina esdeger bulanikliga
ayarlanmis ve uygun sekilde sulandirilip standardize edildikten sonra kuyucuklara
eklenmistir. Ayrica kontrol amaciyla benzimidazol tiirevi bilesik igermeyen
besiyerine de hiicre ekimi yapilmistir. Inkiibasyona birakilan bakteriler 37°C’de 24
saat siireyle, mayalar ise 30°C’de 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. MIK degeri
mikroorganizmalarin {iremesini tamamen inhibe eden en diisiik konsantrasyon olarak

degerlendirilmistir (Apohan vd. 2017; Magaldi vd. 2004; Reller vd. 2009)
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4. BULGULAR

Yapilan bu calismada sentezlenen on farkli benzimidazol tiirevi bilesigin
akciger kanseri hiicreleri (A549) ve saglikli akciger epitel hiicreleri (BEAS2B)
tizerine sitotoksik etkisi test edilmis, kontrol amaciyla da cCisplatin kullanilmistir.
Ayrica tiim bilesiklerin gram pozitif, gram negatif bakteriler ve mayalar iizerine
antimiktobiyal etkisi test edilmistir.

BEAS2B hiicrelerine gore sitotoksik etkisi yliksek oldugu degerlendirilen ve
cisplatinle karsilastirmasi yapilan dort bilesik (2c, 3a, 3b ve 5) secilmis, apoptotik
mekanizmanin bir gostergesi olarak kaspaz-3 aktivitesine bakilmistir. Calismada
arastirilan tiim bilesiklerin konsantrasyon ve zaman bagimli parametreleri 6l¢iilmiis,

gerekli hesaplamalar yapilarak grafik olarak gosterilmistir.

4.1. Bilesiklerin A549 Hiicreleri Uzerine Sistotoksik Etkisi

1,5-disiibstitliye benzimidazol (1) bilesiginin A549 hiicreleri iizerine 24., 48. ve
72. saatlerde 1Csq degerleri sirasiyla 66.47 pg/mL, 51.31 pg/mL ve 38.11 pg/mL’dir
(Sekil 4.1).

Madde 1 A549
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Madde Konstrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.1. 15-disiibstitiiye benzimidazol bilesiginin (1) AS549 hiicreleri iizerine
zamana bagl sitotoksik etkisi

31



A549 hiicreleri lizerine 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2a) 24.,
48. saatlerde I1Csp degerleri >100 ug/mL iken, 72. Saatte 1Csy degerleri 83.40
ng/mL’dir (Sekil 4.2).

Madde 2a A549
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Sekil 4.2. 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2a) A549 hiicreleri iizerine
zamana bagli sitotoksik etkisi

1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2b) A549 hiicreleri {izerine
sitotoksik etkisinin zamana bagl grafigi Sekil 4.3’de gosterilmistir. 24. saatte ICs
degeri 57,.84 pg/mL olarak hesaplanmigken, 48. ve 72. saatlerde hesaplanan ICs
degeri ise sirastyla 37.09 pg/mL ve 26.22 pg/mL’dir.

Madde 2b A549
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Sekil 4.3. 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2b) A549 hiicreleri iizerine
zamana bagl sitotoksik etkisi
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Sekil 4.4’de 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2¢) A549 hiicreleri
tizerine 24., 48. ve 72. saatlerdeki konsantrasyon bagimli canlilik (%) degerleri
grafigi goriilmektedir. 24. saatte ICso degerleri 79.03 pg/mL olarak hesaplanmis, 48.

ve 72. saatte ise belirgin bir azalma gozlenen 1Csy degerleri sirasiyla 6nce 37.39

png/mL, sonrada 24.35 pg/mL ‘ye diismiistiir.
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1501
— 24.saat
==- 48.saat
;\:100_ + 72.saat
=<
=
©
O 501
0 T T T 1 T 1
O o K S S S
X0 N
0(\
\a

Madde Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 4.4. 1,3-distibstitilye benzimidazolyum tuzunun (2c) A549 hiicreleri iizerine
zamana bagli sitotoksik etkisi

1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a) 1Csp degerleri 24., 48. ve 72.

saatlerde sirasiyla 65.85 pg/mL, 35.49 nug/mL ve 28.49 pg/mL olarak tespit edilmis
ve Sekil 4.5’de gosterilmistir.

Madde 3a A549
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Sekil 4.5. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a) A549 hiicreleri {lizerine
zamana bagl sitotoksik etkisi
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A549 hicreleri  uzerine sitotoksik  etkisi

arastirilan

1,3,5-trisiibstitliye

benzimidazolyum tuzunun (3b) zaman ve konsantrasyon bagimli grafigi Sekil 4.6’da

gosterilmistir. 24. saatte 30.83 pg/mL olarak hesaplanan ICsg degeri, 48. saatte 36.26
ug/mL ve 72. saate ise 38.51 pg/mL olarak hesaplanmuistir.

Madde 3b A549
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Sekil 4.6. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3b) A549 hiicreleri iizerine

zamana bagl sitotoksik etkisi

1,3,5-tristibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3c) ICsq degerleri 24., 48. ve 72.

saatler i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir, sirasiyla 80.20 pg/mL, 67.32 pg/mL ve 56.32

ug/mL olarak tespit edilerek Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Madde 3c A549
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Sekil 4.7. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3¢) A549 hiicreleri iizerine

zamana bagli sitotoksik etkisi
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Sekil 4.8’de Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (I1) kompleksinin (4a) A549
hiicreleri lizerine 24., 48. ve 72. saatlerdeki canlilik (%) degerleri gosterilmistir. 24.,
48. ve 72. saatlerdeki ICsy degerleri sirasiyla 12.45 pg/mL, 4.58 pg/mL ve 3.98
ng/mL olarak hesaplanmistir.

Madde 4a A549
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Sekil 4.8. Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (I1) kompleksleri (4a) A549
hiicreleri iizerine zamana bagli sitotoksik etkisi

Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (1I) kompleksi (4b) A549 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisinin zamana bagh grafigi Sekil 4.9’da gosterilmistir. 24. saatte
ICs0 degeri 46.00 pg/mL olarak hesaplanmigken, 48. ve 72. saatlerde hesaplanan ICsg
degeri ise sirastyla 15.12 pg/mL ve 24.19 pg/mL’dir.

Madde 4b A549
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Sekil 4.9. Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (II) kompleksleri (4b) A549
hiicreleri lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi
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Bis (N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksinin (5) A549 hiicreleri
lizerine 24. saatteki ICso degerleri 98.11 pg/mL, 48. saatteki ICsy degerleri 71.85

ug/mL ve 72. saatte ICsg degerleri ise 60.70 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Bis (N-koordine-benzimidazol) ¢inko (IT) kompleksi (5) A549 hiicreleri
lizerine zamana baglh sitotoksik etkisi

Halen kanser tedavisinde kemoterapi ilaci olarak kullanilan cisplatin kontrol
amaciyla A549 hiicrelerine uygulanmis, 24., 48. ve 72. saatlerdeki ICso degerleri

sirastyla 23.55 pg/mL, 6.48 pg/mL ve 6.75 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil
4.11).

Cispilatin A549
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Sekil 4.11. Cisplatinin A549 hiicreleri lizerine zamana bagh sitotoksik etkisi
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Calismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesikler ve cisplatinin A549
hiicrelerine  kars1 sitotoksik etkisi, 5-100 pug/mL degisen konsantrasyonlarda
uygulanmis ve MTT analiz sonuglar1 24., 48. ve 72. saatte alinarak 1Csy degerleri

hesaplanarak gizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Benzimidazol tiirevi bilesikler ve cisplatinin akciger kanser hiicreleri
(A549) tizerine zamana bagl ICsy degerleri (ng/mL)

Zaman (saat)

Bilesik No 24 48 72
1 66,47 51,31 38,11
2a >100 >100 83,40
2b 57,84 37,09 26,22
2C 79,03 37,39 24,35
3a 65,85 35,49 28,49
3b 30,83 36,26 38,51
3c 71,00 48,46 64,35
4a 12,45 4,58 3,98
4b 46,00 15,12 24,19
5 98,11 71,85 60,70

Cisplatin 23,55 6,48 6,75

Cizelge incelendigin de 4a maddesinin 24., 48. ve 72. saatlerde 1Csy degerleri
sirastyla 12.45 pg/mL, 4.58 pg/mL ve 3.98 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu
degerler 4a maddesinin ticari ilag cispaltinden daha yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gosterirken, A549 hiicrelerine karsi en az sitotoksik etkiyi ise 2a

maddesinin gosterdigi gorillmiistiir.
4.2. Bilesiklerin BEAS2B Hiicreleri Uzerine Sistotoksik Etkisi

BEAS2B hiicreleri Tizerine sitotoksik etkisi arastirilan 1,5-disiibstitliye
benzimidazol (1) zaman ve konsantrasyon bagimli grafigi Sekil 4.12°de

gosterilmistir. 24. saatte 62.33 pg/mL olarak hesaplanan ICsy degeri, 48. saatte 49.14
ug/mL ve 72. saate ise 35.79 pg/mL olarak hesaplanmistir.
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Madde 1 BEAS2B
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Sekil 4.12. 1,5-distibstitiiye benzimidazol bilesiginin (1) BEAS2B hiicreleri iizerine
zamana bagl sitotoksik etkisi

1,3-disiibstitliye benzimidazolyum tuzunun (2a) BEAS2B hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisi maddenin konsantrasyon artisgina bagli olarak 24., 48. ve 72.
saatlerde ICsp degerleri sirasiyla >100 ug/mL, 86.35 pg/mL ve 61.16 pg/mL’dir
(Sekil 4.13).

Madde 2a BEAS2B
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Sekil 4.13. 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2a) BEAS2B hiicreleri
lizerine zamana bagli sitotoksik etkisi

1,3-disiibstitliye benzimidazolyum tuzunun (2b) BEAS2B hiicreleri {izerine
sitotoksik etkisinin zamana bagl grafigi Sekil 4.14’de gosterilmistir. 24. ve 48. saatte
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ICs0 degeri sirastyla 37.96 pg/mL ve 22.66 png/mL olarak hesaplanmisken, 72.
saatlerde hesaplanan ICsq degeri ise 28.55 pg/mL’dir.

Madde 2b BEAS2B

1507
= 24.saat
==° 48.saat
100 4 * 72.saat

Canhilik (%)

50 A

Madde Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.14. 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2b) BEAS2B hiicreleri
izerine zamana bagl sitotoksik etkisi

Sekil 4.15’de 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2c) BEAS2B
hiicreleri lizerine 24., 48. ve 72. saatlerdeki konsantrasyon bagimli canlilik (%)
degerleri goriilmektedir. 24. ve 48. saatte ICso degerleri >100 pg/mL daha biiyiik bir
deger olup, 72. saatte ise 87.63 pg/mL’ye diismiistiir.
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Madde Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 4.15. 1,3-disilibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (2c) BEAS2B hiicreleri
lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi
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1,3,5-trislibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a) BEAS2B hiicreleri lizerine
ICso degerleri 24., 48. ve 72. saatler i¢in belirlenmis, sirasiyla 57.85 pg/mL, 50.62
ug/mL ve 49.32 pug/mL olarak hesaplanarak Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Madde 3a BEAS2B
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Sekil 4.16. 1,3,5-tristibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a) BEAS2B hiicreleri
lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi

BEAS2B hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi arastirilan 1,3,5-tristibstitiiye
benzimidazolyum tuzunun (3b) zaman ve konsantrasyon bagimli grafigi Sekil
4.17°de gosterilmistir. 24. saatteki ICsq degeri 63.34 pg/mL, 48. saatteki ICso degeri
61.36 pg/mL ve 72. saatte ICsg degeri ise 57.89 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Madde 3b BEAS2B
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Sekil 4.17. 1,3,5-tristibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3b) BEAS2B hiicreleri
lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi
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1,3,5-trisiibstitilye benzimidazolyum tuzunun (3c) BEAS2B hiicreleri iizerine
24. saatteki 1Csp degeri >100 pg/mL olarak hesaplanmis, 48. saatteki ICso degeri
onemli bir diisiisle 98.25 ng/mL’ ye, 72. saatte ise ICsp degeri biiyiik bir azalmayla
13.56 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3c) BEAS2B hiicreleri
lizerine zamana bagl sitotoksik etkisi

Sekil 4.19’da Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (I1) kompleksleri (4a)
BEAS2B hiicreleri lizerine 24., 48. ve 72. saatlerdeki konsantrasyon bagimli canlilik
(%) degerleri gosterilmistir. 24. saatte 1Cso degerleri diisiik bir deger 4.69 ug/mL
olarak hesaplanmis, 48. ve 72. saatte ise daha da azalarak ICsy degerleri sirasiyla

once 3.17 pg/mL, sonrada 2.94 pg/mL’ye diigmiistiir.

Madde 4a BEAS2B

150 -
- 24.saat
==° 48.saat
;\:100_ * 72.saat
=
e
©
o 504

Madde Konsantrasyonu (ug/mlL)

Sekil 4.19. Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (I1) kompleksleri (4a) BEAS2B
hiicreleri lizerine zamana bagli sitotoksik etkisi
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Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (1I) kompleksleri (4b) BEAS2B
hiicreleri iizerine 24. saatteki ICso degeri 20.21 pg/mL, 48. saatteki ICso degerleri

12.76 pg/mL ve 72. saatte ICsg degerleri ise 9.26 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil

4.20).

Madde 4b BEAS2B
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Sekil 4.20. Bis (N-koordine-benzimidazol) kobalt (11) kompleksleri (4b) BEAS2B

hiicreleri {izerine zamana bagl sitotoksik etkisi

BEAS2B hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi arastiritlan Bis (N-koordine-

benzimidazol) ¢inko (II) kompleksinin (5) zaman ve konsantrasyon bagimli grafigi

Sekil 4.21°de gosterilmistir. 24. saatte 83.18 pg/mL olarak hesaplanan ICsy degeri,

48. saatte 83.69 png/mL ve 72. saatte ise 68.53 pg/mL olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.21. Bis (N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksinin (5) BEAS2B

hiicreleri lizerine zamana bagli sitotoksik etkisi
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Yapilan bu ¢alismada kontrol grubu olarak halen kanser tedavisinde kemoterapi ilaci
olarak kullanilan cisplatin kullanilmig, BEAS2B hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi
degerlendirilmistir. 24., 48. ve 72. saatlerdeki ICsy degerleri sirasiyla 4.72 pg/mL,
2.79 ug/mL ve 2.75 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.22).

Cisplatin BEAS2B
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100 4 + 72.saat
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Madde Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 4.22. Cisplatinin BEAS2B hiicreleri iizerine zamana bagli sitotoksik etkisi

Calismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesikler ve cisplatin 5-100 pg/mL
degisen konsantrasyonlarda BEAS2B hiicrelerine uygulanmig ve sitotoksik etki MTT
analizi yontemiyle test edilmistir. Maddelerin ve cispalatinin 24., 48. ve 72. saatteki

ICs0 degerleri hesaplanarak ¢izelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Benzimidazol tiirevi bilesikler ve cisplatinin saglikli akciger epitel
hiicreleri (BEAS2B) iizerine zamana bagl ICsq degerleri (ug/mL)

Zaman (saat)

Bilesik No 24 48 72
1 62,33 49,14 35,79
2a >100 86,35 61,16
2b 37,96 22,66 28,55
2C >100 >100 87,63
3a 74,13 53,46 43,73
3b 63,34 61,36 57,89
3c >100 98,25 13,56
4a 4,69 3,17 2,94
4b 20,21 12,76 9,26
5 83,18 83,69 68,53
Cisplatin 4,72 2,79 2,75
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Cizelge incelendiginde 4a maddesinin ICsy degerlerinin cisplatine ¢ok yakin oldugu
goriilmektedir. Ayn1 sekilde 4b maddeside saglikli hiicrelere karsi ¢ok yiiksek bir
sitotoksik etkiye sahiptir. Kemotorapotik ajanlarda aranan 6zellik saglikli hiicrelere
kanserli hiicrelerden daha az sitotoksik etki gostermesidir. Bu sebeple cizalge
incelendiginde BEAS2B hiicrelerine karsi en az sitotoksik etki gdsteren maddeler 2c,

33, 3b ve 5. maddeler oldugu goriilmiistiir.

4.3. Kaspaz-3 Spesifik Aktivitesi

Yapilan galismalarda elde edilen MTT analiz bulgularni incelendiginde 1,3-
distibstitiiye benzimidazolyum tuzu (2c), 1,3,5-trisiibstitliye benzimidazolyum tuzlari
(3a) ve (3b) ile Bis(N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksi (5) bilesiklerinin
A549 hiicre hatt1 tizerine BEAS2B hiicre hattina gore dikkate deger bir sitotoksik
etki gosterdigi degerlendirilmis, bu sebeple bu bilesiklerdeki kaspaz-3 spesifik
aktivitesi olgtilmustiir.

1,3-disiibstitliye benzimidazolyum tuzu (2¢) A549 hiicre hatti tizerine kaspaz-3
spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi Sekil 4.23’de gosterilmistir. Sekil
incelendiginde kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore uygulanan her iig
konsantrasyonda da belirgin bir artis gosterdigi, 6zellikle 72. saatin sonunda kontrole

gore iki kata yakin bir artis oldugu goriilmiistiir.
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Madde Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 4.23. 1,3-disiibstitliye benzimidazolyum tuzu (2c) A549 hiicre hatt1 {izerine
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yilizde (%) degisimi

44



A549 hiicre hatt1 lizerine 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a)
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi hesaplanmistir. Kaspaz-3
spesifik aktivitesinin kontrole gore konsantrasyon artisina bagli olarak artis

gosterdigi, 72. saatte ise artisin en yiiksek degere ¢iktig1 goriilmiistiir (Sekil 4.24).

Madde 3a A549 Kaspaz-3
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Sekil 4.24. 1,3, 5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzu (3a) A549 hiicre hatt1 lizerine
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi

1,3,5-tristibstitiiye  benzimidazolyum tuzunun (3b) kaspaz-3 spesifik
aktivitesinin A549 hiicre hattindaki kontrole goére degisimi hesaplanmis, Sekil

4.25’de gosterilmistir. 72. saatte artis en yliksek degere ¢ikmustir.

Madde 3b A549 Kaspaz-3

300+
L
‘»
2 2004
2
<
©
(32}
N 1004
o
2]
©
X
0-
N Q Q QS
&&0 N %) \,0
A
+

Madde Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.25. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzu (3b) A549 hiicre hatt1 iizerine
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi

45



Bis(N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksi (5) AS549 hiicre hatti
tizerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi Sekil 4.26’da
gosterilmistir. Madde konsantrasyonu degisimine bagli olarak kaspaz-3 aktivitesi

kontrole gore kiigiikte olsa bir artis gostermistir.

Madde 5 A549 Kaspaz-3

200 A

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

Madde Konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 4.26. Bis(N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksi (5) A549 hiicre hatti
tizerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi

BEAS2B hiicre hatt1 {izerine 1,3-disiibstitiiye benzimidazolyum tuzu (2c)
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi hesaplanmistir. Kaspaz-3
spesifik aktivitesi kontrolle kiyaslandiginda ilk iki konsantrasyon kontrol ile yaklagik

ayni olmasma ragmen, yiiksek konsantrasyonda g¢ok biiylik bir artis gostermistir
(Sekil 4.27).

Madde 2c BEAS2B Kaspaz-3
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Sekil 4.27. 1,3-distibstitiiye benzimidazolyum tuzu (2¢) BEAS2B hiicre hatti iizerine
kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi
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1,3,5-tristibstitilye  benzimidazolyum tuzunun (3a) Kkaspaz-3 spesifik
aktivitesinin BEAS2B hiicre hattindaki konsantrasyon artist ve kontrole gore

degisimi hesaplanmis ve Sekil 4.28’de gosterilmistir. 72. saatte kaspaz aktivitesi

kotrole gore artig gdstermistir.

Madde 3a BEAS2B Kaspaz-3
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100 A

501

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

Madde Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.28. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3a) BEAS2B hiicre hatti
tizerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi
1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3b) BEAS2B hiicre hatt1 {izerine

kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore degisimi Sekil 4.29°da gosterilmistir.
Madde konsantrasyonu degisimine bagli olarak kaspaz-3 spesifik aktivitesi kontrole

gore belirgin bir artig gostermistir.

Madde 3b BEAS2B Kaspaz-3
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Sekil 4.29. 1,3,5-trisiibstitiiye benzimidazolyum tuzunun (3b) BEAS2B hiicre hatt
tizerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi
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Bis(N-koordine-benzimidazol) ¢inko (II) kompleksi (5) BEAS2B hiicre hatti
tizerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin konsantrasyon ve kontrole gore degisimi
hesaplanmis ve Sekil 4.30°da gosterilmistir. Kaspaz-3 spesifik aktivitesi
konsantrasyona bagli olarak artmasi beklenirken bir azalma s6z konusudur. Bu

durum farkl1 bir hiicre 6liim yolaginin aktive oldugu seklinde yorumlanabilir.

Madde 5 BEAS2B Kaspaz-3
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Sekil 4.30. Bis(N-koordine-benzimidazol) ¢inko (IT) kompleksi (5) BEAS2B hiicre
hatt1 izerine kaspaz-3 spesifik aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimi

4.4, Minimum inhibe edici konsantrasyon (MiK) Bulgulari

Bu c¢alismada kullanilan benzimidazol tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitelerini test etmek i¢in Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Candida tropicalis tiirleri
kullanilmistir. Bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri 96 kuyucuklu
plaklar kullanilarak MIK degerleri mikrodilisyon ydntemiyle saptanmis ve
mikroorganizma iiremesini inhibe eden en diisiikk konsantrasyon pg/mL olarak ifade

edilmistir (Apohan vd. 2017).
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Cizelge 4.3. Benzimidazol tiirevi bilesiklerin mikroorganizmalar iizerine MIK
degerleri (ug/mL).

Madde E. P. > ¢, ¢
coli aeruginosa aureus  albicans tropicalis
1 - - - - -
2a 1600 800 1600 400 400
2b 1600 400 400 100 100
2C 1600 800 1600 800 800
3a 800 400 400 25 25
3b 800 400 200 50 100
3c 800 400 400 25 25
4a 1600 200 100 400 400
4b 1600 800 800 400 800
5 1600 800 1600 800 800
Gentamisin 0.78 0.39 3.12 - -
Fluconazol - - - 0.39 0.39

Calismalarda kullanilan bilesiklerin MIK degerleri ve kullanilan referans
bilesiklerin (gentamisin ve fluconazol) MIK degerleri Cizelge 4.3'de verilmistir.
Cizelge incelendiginde bilesiklerin mayalar i¢in 25 ile 800 pug/mL araliginda MIK
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Bilesiklerden 3b’nin C.albicans'a 50 pg/mL, 3a ve 3c bilesiklerinin C.albicans
ve C.tropicalis'e kars1 25 pug/mL MIK degeriyle en yiiksek antifungal aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismalarda kullanilan bilesiklerin antibakteriyel aktivitelerinin genel olarak
diisiik oldugu goriilmektedir. Gram negatif E.coli i¢in en diisiik MIK degeri 3a, 3b
ve 3c bilesiklerinde olup 800 pg/mL‘de bakteri liremesini inhibe etmistir.

P.aeruginosa i¢in MIK degerleri 200-800 pg/mL araliginda saptanmustir ve 4a
bilesigi i¢in MIK degeri en diisiik deger olarak 200 pg/mL oldugu gdzlenmistir.
Gram pozitif S.aureus i¢in MIK degerleri 100 pg/mL ile 1600 pug/mL arahiginda
Ol¢iilmiistiir. Saptanan en diisiik degerin 100 pg/mL 4a bilesigi ile 200 pg/mL 3b
bilesigi oldugu ve bu maddelerin S.aureus i¢in en yiiksek antibakteriyel etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Benzimidazol tiirevi bilesiklerle yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, bu
bilesiklerin kanser hiicresi cesidine gore, siire ve konsantrasyona bagli olarak
etkilerinin de degistigini gostermektedir. Yapilan bu c¢alismada, son yillarda hem
iilkemizde hem de diinyada insidansi siirekli artarak, kanser tiirleri arasinda dikkat
ceken, goriilme siklig1 ve 6liim orani en yiiksek olan akciger kanseri iizerine, yeni
sentezlenmis on farkli benzimidazol tiirevi bilesigin sitotoksik etkisi test edilmistir.
Benzimidazol tlirevi bilesiklerin sitotoksik etkisini inceleyen c¢aligmalarla ilgili
yapilan literatiir arastirmalarinda c¢ok farkli kanser hiicre hatlarinin kullanildig:
goriilmiistir (Romero, 2011; Al-Douh, 2012; Kamal vd. 2014; Akkoc, 2017,
Arzuman, 2014; Kiigiikbay, 2016: Apohan, 2017).

Onemli bir halk sagligi sorunu olan kanser tedavisinde siklikla kullanilan
kemoterapoétik ilaglarda aranan temel 6zellik, kanser hiicresini Sldiiriirken, saglikli
hiicreye ya hi¢ zarar vermemesi ya da en az zarari vermesidir. Bu amagla yapilan bu
calismada, A549 (akciger kanser hiicresi) hiicre hatti ve kontrol icin BEAS2B
(saglikli akciger epitel hiicresi) hiicre hatti kullanilmig, elde edilen bulgularin
literatiire ve bundan sonra yapilacak bu tlir caligmalara katki saglayacagi
Ongorilmistiir.

Gegmis yillarda uygulanan cerrahi miidehaleler kanser tedavisinde etkili
olmadig1 gibi farkli sonuclarin ortaya ¢ikmasmma da sebep olmustur. Hiicrenin
molekiiler yapisi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi kanser tedavisinde, hiicrenin
programli bir sekilde kendini yok ettigi apoptozu indiikleyen i¢ dinamikleri ¢alistiran
kemoterapotik ajanlarin kesfine yonlendirmistir.

Calismamizda once on farklt benzimidazol tiirevi bilesigin hiicre canlilig1
tizerine etkisini test etmek i¢in MTT analizi yapilmistir. MTT analizi hiicre
canliligiin tespitinde diger yontemlere gore uygulamasi kolay, spektrofotometrik
olarak cabuk sonug veren ve siklikla tercih edilen bir yontemdir(Kamal vd. 2014;
Arzuman, 2014; Apohan, 2017).

MTT sonuglar1 degerlendirildiginde benzimidazol tiirevi bilesiklerin A549
hiicre hatt1 tizerine sitotoksik etki gosterdigi goriilmektedir (Tablo 4.1). Bu
bilesiklerin saglikli hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisi de ayrica degerlendirilmistir
(Tablo 4.2). Yapilan ¢alisma sonrasi elde edilen bulgular A549 ve BEAS2B hiicre

hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkinin karsilastiritlmasini ve kemoterapotik potansiyele
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sahip olanlarin belirlenmesini saglamistir. Madde (1)’in 72. saatte ICso degeri A549
icin 38.11 pg/mL iken, BEAS2B i¢in 35.79 pg/mL’dir. Bunun gibi diger bazi
maddelerde de (2a, 3c, 4a, 4b) sitotoksik etkinin hem A549 hiicre hatt1 ve hem de
BEAS2B hiicre hatt1 {izerindeki etkilerinin oldugu goriilmektedir. Ancak yapilan
baska calismalarda da sentezlenen ve etkisine bakilan tiim bilesiklerin uygulanan
kanser hiicre hatt1 iizerine sitoksik etki gostermeyip benzer durumlarin olabildigi
bildirilmistir (Bonham, 2011; Romero, 2011; Kiiciikbay, 2016; Ozdemir, 2017).
Apohan ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada on dort benzimidazol tiirevi
bilesikten ii¢ tanesinin A549 ilizerine sitotoksik etkisi tespit edilmis ve cisplatinle
karsilagtirmas1 yapilmigtir. Diger bilesiklerin de belirli oranlarda sitotoksik aktivite
gosterdigi ancak BEAS2B ile karsilastirildiginda kemoterapotik potansiyelinin
dikkate deger olmadigi degerlendirilmistir (Apohan vd. 2017). Benzer bulgular bazi
benzimidazol tirevi bilesiklerin A549 hiicre hatti tlizerine sitotoksik etki
gostermedigini, ancak farkli kanser tiirleri i¢in sitotoksik etki gosterebilecegini, bu
nedenle yeni c¢aligmalarda bunun dikkate alinarak daha ¢ok hiicre hatti
kullanilmasinin yararli olacagi degerlendirilmistir.

Calismalarda elde edilen bulgular 6zellikle 2c¢, 3a, 3b ve 5. bilesiklerin
kemoterapétik potansiyele sahip olabilecegini gdstermistir. 2¢ bilesiginin A549 hiicre
canliligi iizerine etkisi 24, 48 ve 72. saatlerde konsantrasyona bagli olarak ICsg
degeri 79.03 pg/mL’den 24.35 pg/mL’ye diisiis gostermistir. Ayni bilesigin
BEAS2B hiicre canliligi tizerine etkisi ise 1Cso degeri >100 ug/mL’den ancak 87.63
ug/mL’ye diismiis ve bu bilesigin kemoterapotik potansiyele sahip olabilecegini
diistindiirmiistiir. 3a bilesigi A549 hiicre canliigi 24, 48, ve 72. saatlerde
konsantrasyona bagl olarak ICso degeri 65.85 ICso’den 28.49 pg/mL’ye diismiistiir.
Bilesigin BEAS2B hiicre hatti i¢in sitoksik etkisi ICso degeri ise 74.13 - 43.73 pg/mL
araligindadir. 3b bilesiginin A549 i¢in ICsg degeri 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla
30.83, 36.26 ve 38.51 ug/mL hesaplanmistir. BEAS2B i¢in ise 1Cso degeri sirasiyla
63.34, 61.36 ve 57.89 ng/mL olarak 6l¢iilmiistiir. 5 bilesik i¢in sitotoksik etki A549
hiicre hattinda ICso degeri 72. saatte 60.70 ng/mL iken, BEAS2B hiicreleri i¢in 68.53
olarak belirlenmistir. Tim bu bulgular dort benzimidazol tirevi bilesigin
kemoterapotik ajan olarak gelistirilebilecegi diisiincesinden hareketle, sitotoksik
etkiye sahip mekanizmanin apoptoz olup olmadigini test etmeye yonlendirmis ve bu

bilesikler i¢in kaspaz-3 aktivitesine bakilmistir.
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Calismamizda apoptozon tespiti i¢in spektrofotometrik yontem kullanilmigtir.
Apoptoz sonrasi olusan DNA fragmentlerinin ELISA okuyucu yardimryla mikroplak
icinde spektrofotometrik olarak 6l¢timii yapilmistir. Yontem maddelerin uygulandigi
orneklerden elde edilen absorbans degerlerinin  kontrolden elde edilenle
orantilanmasi sonrasi, Orneklerde aktive edilen apoptozun yari-kantitatif olarak
hesaplanmasina olanak saglamaktadir. Bu yontem oldukca pratik ve ¢abuk sonug
verdigi igin tercih edilmistir. Bilesiklerin apoptoz aktivitesini kantitatif olarak
gorebilmek i¢in elde edilen bulgular grafiklere doniistiiriilmiistiir (Sekil 4.23 - Sekil
4.30).

Calismada test edilen dort bilesigin apoptozu aktive ettigi ve kaspaz 3
aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir. Ancak yeni yapilacak caligmalarda farkli
yontemlerin de kullanilmasi apoptoz mekanizmasinin daha iyi anlagilmasina ve yeni
stratejilerin belirlenmesine 6nemli katkilar sunacaktir. Kullanilan bazi bilesiklerin
A549 hiicre hattina kars1 daha az sitotoksik etki gostermesi bu bilesiklerin diger bazi
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etki gostermeyecegi anlamina gelmemektedir.
Bu sebeple yapilacak yeni ¢alismalarda bilesiklerin farkli hiicre hatlarinda denenmesi
olumlu sonuglar ortaya ¢ikarabilir.

Yapilan kaspaz-3 spesifik aktivitesi ile MTT sonuglarinin birbiri ile uyumlu
oldugu degerlendirilmistir. 48 saat sonunda 2c bilesiginin AS549 hiicre hatt1 i¢in
kaspaz-3 aktivitesi kontrole oranla belirgin bir artis géstermekle birlikte 100 pg/mL
konsantrasyonda yiikselerek yaklasik %80°lik bir artis gostermistir (Sekil 4.23).
BEAS2B hiicre hatt1 igin ilk iki konsantrasyonda kontrolle hemen hemen ayni olan
kaspaz-3 aktivitesi, 100 pg/mL konsantrasyonda yine yaklasik ayni oranda artig
gostermistir (Sekil 4.27). Bu sonuglar 48 saatte A549 hiicre hatt1 i¢in 10 pg/mL ve 50
pg/mL konsantrasyonda, 100 pg/mL konsantrasyonda ise her iki hiicre hattinda da
apoptozu indiikledigini gostermistir. Chen vd. yapmis oldugu bir ¢alismada akridin
tiirevi benzimidazol bilesiklerinin kolon kanseri hiicre hatlar1 (SW480 ve HCT 116)
lizerine apoptoz yolaklarini indiikleyerek insan kolon kanseri hiicrelerine karsi
sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Chen vd. 2015).

3a maddesi BEAS2B hiicre hattina 48 saatte ilk iki konsantrasyonda kontrole
gore diisiik kaspaz-3 aktivitesi gosterirken, son konsantrasyonda kiiciik bir artis
gostermistir (Sekil 4.28). 3a bilesigi 48 saatte AS549 hiicre hattinda ise ilk
konsantrasyonda %350’ye varan bir artis ve son konsatrasyonda %70’lik bir artig

gostermistir  (Sekil 4.24). Bu bulgular bilesigin kanserli hiicrede apoptozu
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indiiklediginin bir gostergesidir. Yapilacak daha ayrintili caligmalar bilesigin baska
apoptoz yolaklarimi1 da indiikledigini gosterebilir. Literatiirde benzer ¢alismalar da
kaspaz-8 ve 9 aktivitesine de bakilmistir (Chen vd. 2015). Yine farkli analiz
yontemleri kullanilarak Apoptotik diger yolaklarin aktivitesi test edilebilmektedir
(Arzuman vd. 2014). Elde edilen bulgular bu bilesigin kemoterapotik ajan olarak
dikkate deger oldugunu gostermekte ve yeni yapilacak ¢aligmalara temel olusturacagi
distiniilmektedir.

3b maddesi A549 hiicre hattinda 48 saatte konsantrasyona bagli olarak kaspaz-
3 aktivitesinde belirgin bir artig gdstermis, 100 pg/mL konsantrasyonda ise kontrole
gore iki kat artmustir (Sekil 4.25). BEAS2B igin ilk iki konsantrasyonda kontroliin
altinda olmasi ve 100 pg/mL konsantrasyonda ise {i¢ katina ¢ikmistir (Sekil 4.29). Bu
sonu¢ bilesigin ozellikle ilk iki konsantrasyonda A549 hiicre hattinda apoptozu
indiiklerken BEAS2B’de apoptozu indiiklemedigi ve bu nedenle kemoterapotik ajan
olarak dikkate deger oldugu diisiincesi ile daha ayrintili ¢alisilmasimnin gerektigi
degerlendirilmistir.

A549 hiicre hatt1 lizerine apoptozu belirlemek igin kaspaz-3 aktivitesine
bakilan madde 5’in 100 pg/mL olan son konsatrasyonda dikkate deger bir yiikselis
gosterdigi goriilmiustir (Sekil 4.26). Aynt maddenin BEAS2B hiicre hattinda ise
kaspaz-3 aktivitesi kontrole gore diisiikk bulunmustur (Sekil 4.30). Bu durum MTT’de
genellikle tespit eilen hiicre 6liimiiniin farkli hiicre 6liim mekanizmalar1 (nekroz ya
da otofaji gibi) tarafindan gergeklesmis olabilecegi seklinde yorumlanmaistir.

Bir dizi kompleks biyokimyasal olayla gerceklesen apoptoz mekanizmasinin
nasil diizénlendiginin anlasilmast hiicrede dis miidahale ile apoptozun
maniplasyonuna ve terapodtik amaclarla kullanimina yol acacaktir. Bu sebeple yeni
kemoterapotik ajanlarin  kesfi onem kazanmistir. Calismamizda kullanilan
benzimidazol tiirevi bilesiklerin sitotoksik etkilerinin test edilmesi sirasinda elde
edilen bulgular bu bilesiklerin bazilarinin apoptozu indiikledigini gdstermis, yeni
yapilacak c¢aligmalarda daha ayrintili testlerle spesifik degerlendirmelerin
yapilabilecegi diigiiniilmiis ve calismalarin diger ¢alismalara temel olusturacagi
degerlendirilmistir.

Calismadaki antimikrobiyal aktiviteyle ilgili olarak test edilen bilesiklerin
bakterilere karst MIK degeri 100 ile 1600 pg/mL ve mayalara karsi ise 25 ile 800
ug/mL olarak olglilmiistiir (Tablo 3). Yapilan bu g¢alismada 4a bilesiginin gram

pozitif S.aureus bakterisi igin en diisiik 100 ug/mL, gram negatif P. aeruginosa’ya
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kars1 en diisiik MIK degeri 200 pg/mL 6l¢iilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada test edilen
3a ve 3c bilesikleri C.albicans ve C.tropicalis'e kars1 25 pg/mL MIK degeriyle en
yiiksek antifungal aktiviteyi gostermistir. Tiim bu bulgular benzimidazol tiirevi bazi
bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostererek bundan sonra
yapilacak yeni ¢aligmalar i¢in temel olusturacagi diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki bir ¢alismada bazi bis-5-metilbenzimidazol bilesiginin C.albicans
ve C.tropicalis'e kars1 antifungal aktiviteleri in vitro olarak denenmis ve bilesiklerin
mayalara karst minimum inhibitér konsantrasyonun (MIK) 25 ila 800 mg/L
araliginda oldugu ifade edilmistir (Kiiglikbay, 2003). Sentezlenen bir dizi yeni
benzimidazol tiirevi bilesigin antimikrobiyal aktivitesi Iin vitro calismalarda test
edilmis ve gram pozitif bakterilere (E. faecalis ve S. aureus) kars1 MIK degeri 50-
400 pg/mL olarak olgiilmistir. Ayni bilesiklerin gram negatif bakterilere (E.
coli ve P. aeruginosa) karsi herhangi bir antibakteriyel aktivitesinin olmadigi, ayrica
C.albicans ve C.tropicalis'e kars1 antifungal aktivitenin ise en diisiik 50 pg/mL MIK
degeri ol¢iildiigii rapor edilmistir (Kiiciikbay, 2009). Benzimidazol tiirevi bilesiklerle
yapilan baska bir calismada antibakteriyel etki orta derecede Olciilmiis, antifungal
etki ise MIK degeri en diisiik 100 pg/mL olarak bildirilmistir (Apohan vd.2017).
Tim bu calismalar dikkate alindiginda bu ¢alismada baz1 maddelerin antimikrobiyal
etkisinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan diger ¢alismalarda gram
negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite rapor edilmezken, bu ¢aligmada gram
negatif P. aeruginosa’ya karsi 4a bilesiginin MIK degeri 200 pg/mL olarak
Olgtilmiistiir.

Elde edilen bulgularin akciger kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek
hiicre 6liim mekanizmasii c¢alistirmasi, bilesigin yeni bir antikanser ilag olarak
gelisme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Bu durumun gelecekte yapilacak
arastirmalarda benzimidazol tiirevi yeni bilesiklerin sentezlenmesi ve denenmesi igin
temel olusturacagi diisiiniilmektedir. Ayrica calismada sadece A549 hiicre hattina
kars1 sitotoksik etki degerlendirilmistir. Eger yeni ¢alismalarda, sentezlenen bu
benzimidazol tiirevi bilesikler farkli kanser hiicre hatlar1 iizerine denenirse A549
tizerine etkili olmayan bir bilesigin bagka hiicre hattina karsi sitotoksik aktivite

gosterebilecegi diistiniilmektedir.
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