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Oz

1H-benzo[d]imidazol ¢ekirdegi iceren alt1 farkli heterosiklik bilesik (S1-S6) iki basamakta hazirland1 ve yapilar farkh
spektroskopik yontemler kullanilarak karakterize edildi. Sentezlenen heterosiklik bilesikler insan serviks
adenokarsinom (HeLa) ve insan saglikli akciger (Beas-2B) hiicre hatlarina karsi test edildi. Pozitif kontrol ilag olarak
cisplatin aym sartlar altinda serviks hiicre hattina karsi denendi. Bilesik S4'lin HeLa hiicre hattina karsi yiiksek
sitotoksik aktivite gosterdigi (IC50: 3.72 + 0.14 pM) bulundu. Calismanin son basamaginda, ila¢ adaylar ile
etkilestirilen hiicrelerin renkli goriintiileri konfokal mikroskobu kullanilarak alind.

Anahtar kelimeler: Benzimidazol, Heterosiklik Bilesik, Konfokal, Sitotoksik Aktivite.

Abstract

Six different heterocyclic compounds containing 1H-benzo[d]imidazole nuclei (S1-S6) were prepared in two steps and
their structures were characterized using different spectroscopic methods. The synthesized heterocyclic compounds
were tested against human cervix adenocarcinoma (HelLa) and human healthy lung (Beas-2B) cell lines. Cisplatin as a
positive control drug was tested against the cervix cell line under the same conditions. Compound S4 was found to
exhibit high cytotoxic activity against HeLa cell line (IC50: 3.72 £ 0.14 uM). In the last step of the study, color images
of the cells interacted with the drug candidates were taken using confocal microscope.
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1. Giris

Insanlarin yasam kalitesini etkileyen ve dliimlerin
basta gelen nedenleri arasinda yer alan kanser, her
yil dinyada milyonlarca insanin  hayatinm
kaybetmesine neden olmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii'niin arastirmasina gore, diinyada her bes
erkekten biri ve her alti kadindan biri kansere
yakalanmakta ve sekiz erkekten biri ve on bir
kadindan biri de kanser nedeni ile yasamini
yitirmektedir (World Health Organization, 2018).

Gilinlimiizde organik bilesikler ve dogal iiriinleri
iceren birgok kemoterapi ilact bulunmaktadir.
Kemoterapi  tedavisinde  oOzellikle cisplatin
(Rosenberg vd., 1969), karboplatin (Busschots
vd., 2015), oksaliplatin (To vd., 2016) ve
satraplatin (Wheate vd., 2010) gibi farkli platin
bazli ilaglar kullanilmaktadir. Yumurtalik, testis,
g0giis kanseri ve melanoma gibi tiimdrlerin farkl
tiplerinin tedavileri metal bazli antikanser ajanlar
arasinda 6nemli bir yere sahip olan bu platinyum
temelli aktif ilaglar kullanilarak yapilmaktadir.
Ote yandan, platin igeren bu ilaglarin sadece belli
timorlerin  tedavisinde kullanilabilmeleri  ve
miyelosupresyon (kemik iligi  aktivitesinde
azalma), ototoksisite (isitme kaybi), norotoksisite
(sinir sistemi hasar1) ve nefrotoksisite (bobrek
fonksiyonlarinin azalmasi ve hasar) gibi birgok

yan etkisinin olmasi1 (Yang vd., 2019) ve
kemoterapotik  kanser ajanlarina  karsi  ilag
direncinin artarak biiylimesi ciddi bir tibbi

problem yaratmaktadir. Bu nedenle, kanser
tedavisi i¢in yeni, etkin ve giivenli kemoterapotik
ilag adaylarinin gelistirilmesine biiyiik bir ihtiyac
vardir.

Benzimidazol halkasi, farkli terapotik alanlarda
kullanilan bir¢ok onemli ilacin (antihistaminikler,
antihelminikler, proton pompa inhibitorleri ve
anjiyotensin reseptor antagonisti) elde edildigi bir
tir ayricalikli iskelet yapisina sahiptir (Bansal ve
Silakari, 2012). Benzimidazol temelli heterosiklik
bilesiklerin antibakteriyal (Gok vd., 2013; Gok
vd., 2015), antiviral (Tonelli vd., 2014; Cheng vd.,
2005), antiparazit (Rojas-Aguirre vd., 2012;
Farahat vd., 2018), antikanser (Aslan vd., 2020;
Akkog, 2019a; Akkog, 2019b; Akkog¢ vd., 2019;
Akko¢ vd., 2017; Akko¢ vd., 2016),
antienflamatuar (Sharma vd., 2017), antioksidan
(Abdelgawad vd., 2019), antiglikasyon (Taha vd.,
2018), antidiyabetik (Shingalapur vd., 2010) ve
glukozidaz inhibitdrleri (Ozil vd., 2018) gibi farkli
biyolojik aktivite 6zelliklerinden dolay1 kimyada
olduk¢a onemli bir yeri vardir. Benzimidazol
cekirdegi iizerindeki cesitli siibstitiientler ile bu
genis biyolojik aktivite yelpazesi saglana-
bilmektedir.
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Ticari olarak satilan ve benzimidazol ¢ekirdegi
iceren cok sayida ilag Ornegi vardir. Ornegin;
Bendamustin, kronik lenfositik 16semi, multipl
miyelom ve Hodgkin olmayan lenfoma
tedavisinde kullanilan bir kemoterapi ilacidir.
Karbendazim, yaygin olarak kullanilan, genis
spektrumlu bir benzimidazol fungisit ve bir

benomil metabolitidir. Fenbendazole,
gastrointestinal ~ parazitlere  karsi1  kullanilan
antelmintik bir ilagtir. Kandesartan, yiiksek

tansiyon ve konjestif kalp yetmezIligi tedavisinde
kullanilan bir anjiyotensin reseptor blokeridir.
Telmisartan, hipertansiyon, kalp yetmezligi ve
diyabetik bobrek hastaligini tedavi etmek igin
kullanilan bir ilagtir. Maribavir, hematopoetik kok
hiicre / kemik iligi nakil hastalarinda insan
sitomegalo viriis hastaligimin  6nlenmesi ve
tedavisi i¢in kullanilan bir antiviral ilagtir.

Benzimidazol tiirevlerinin bu kadar genis
biyolojik aktivite 0Ozelliklerinden dolayr bu
calismada, ilk olarak benzimidazolden yola
cikarak farkli  N-alkilbenzimidazol tiirevleri
sentezlendi. Ikinci basamakta, sentezlenen N-

alkilbenzimidazol tirevleri ile farkli aril
halojeniirler ~ etkilestirilerek  benzimidazolyum
tuzlar1 hazirlandi ve yapilar1i  spektroskopik
yontemler ile aydinlatildi. Son olarak, bu

bilesiklerin normal ve kanserli hiicre hatlarindaki
sitotoksik aktiviteleri test edilerek birbiri ile
karsilastirildi. ilag adaylari ile muamele edilen
hiicrelerin renkli goriintiileri konfokal mikroskobu
ile almarak hiicrelerin canlilik oranlar1 tespit
edildi.

2. Gerec ve Yontem
2.1. Kullanilan Reaktif ve Cozgenler

Gerekli reaktiflerin bazilar1 yapilan c¢aligmada
sentezlenirken bazilar1 da ticari olarak satin alind.
3-Metilbenzil bromiir, 4-metilbenzil bromiir, 2-
(bromometil) benzonitril, 4-vinilbenzil kloriir, 9-
(klorometil)antrasen,  N-(4-bromobiitil)fitalimit,
N-(2-kloroetil)piperidin hidroklortir, N,N-
dimetilformamit (DMF), potasyum hidroksit
(KOH), etil alkol ve dietil eter gibi reaktif ve
cozgenler analitik saflikta olup Merck (Darmstadt,
Almanya), Sigma-Aldrich (Interlab A.S., ABD),
Alfa-Aesar (Massachusetts, ABD) veya Scharlau
(Barselona, Ispanya) firmalarindan satin alindi.

Serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) ile insan
saglikli akciger hiicre hatti (Beas-2B) ATCC'den
satin alindi. DMEM, FBS, glutamax, PBS ve
trypsin-EDTA  Gibco firmasindan satin alindi.
Cis-diaminplatinyum (II) dikloriir ve 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
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bromiir (MTT) Sigma-Aldrich firmasindan tedarik
edildi. Hoechst 33258, pentahidrat (bis-benzimid)
ve propidyum iyodiir (PI) boyalart ThermoFisher
Scientific firmasindan satin alindi. Doku kiiltiirii
flasklari ve 96 kuyucuklu plakalar Jet Biofil
firmasindan satin alind1.

2.2. Benzimidazolyum Tuzlarinin Sentezi

S1-S3, S5, S6 bilesikleri (Akkog vd., 2019) ile S4
(Akkog, 2019a) bilesigi literatiire gore hazirlandi.
Benzimidazol (1 mmol) ve potasyum hidroksit (1
mmol) etil alkol (40 mL) igerisinde ¢oziildil.
Tepkime karigimi bir saat oda sicakliginda

karistirildiktan sonra reaksiyon ortamina aril/alkil
halojeniir (1 mmol) yavas yavas ilave edildi ve 6
saat refluks edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi
oda sicakligina sogutularak olusan potasyum
kloriir tuzu siiziilerek ortamdan uzaklastirildi.
Baslangic maddesi kristallendirilerek saflastirildi.
Elde edilen N-aril/alkil benzimidazol (1 mmol) ile
aril halojeniir (1 mmol) DMF de ¢oziildi ve
tepkimenin ger¢eklesmesi igin reaksiyon 24 saat
80 °C'de karigtirilarak devam ettirildi. Tepkime
tamamlandiktan sonra ortamdaki DMF vakum
uygulanarak  uzaklagtirildi.  Kristallendirilerek
saflagtirilan bilesiklerin spektroskopik karakteri-
zasyon sonuglart asagidaki gibidir.

1-[4-(1,3-Dioksoizoindolin-2-il)butil]-3-(4-metilbenzil) benzimidazolyum bromiir, S1

Verim: %33, e.n.: 263-266 °C, renk: beyaz. IR: 1544.9, 1737.7 cm™. 'H NMR (400.13 MHz, CDCls), &:
1.88, 2.16-2.40, 2.89, 5.83, 6.01, 7.14-7.86, 11.56. *C NMR (100.13 MHz, CDCls), &: 21.19, 21.20, 21.25,
34.56, 51.52, 51.55, 113.81, 127.08, 128.29, 129.50, 130.07, 131.25, 131.41, 131.97, 132.18, 134.19, 139.32,

142.77, 167.70.

1-(2-Siyanobenzil)-3-[4-(1,3-dioksoizoindolin-2-iD) butil]benzimidazolyum bromiir, S2

Verim: %58, e.n.: 186-189 °C, renk: beyaz. IR: 1562.9, 1704.4, 2943.9 cm™. *H NMR (400.13 MHz, CDCls),
5: 1.89, 2.16, 3.80, 4.78, 6.17, 7.31-8.18, 11.56. *C NMR (100.13 MHz, CDCls), &: 25.57, 26.63, 36.62,
47.22, 48.92, 112.03, 113.18, 113.59, 117.26, 123.36, 123.38, 127.27, 127.56, 127.72, 130.09, 131.04,
131.29, 131.91, 133.34, 134.11, 134.15, 134.59, 135.77, 143.44, 168.43.

1-[4-(1,3-Dioksoizoindolin-2-il)butil]-3-(4-vinilbenzil)benzimidazolyum bromiir, S3

Verim: %60, e.n.: 110-112 °C, renk: krem. IR: 1557.6, 1699.3, 2931.3, 3069.8 cm™. *H NMR (400.13 MHz,
CDCls), &: 1.87, 2.13, 3.78, 4.75, 5.28, 5.75, 5.88, 6.66, 7.38-7.83, 11.55. *C NMR (100.13 MHz, CDCls),
8: 25.57, 26.62, 36.69, 46.93, 51.27, 113.13, 113.86, 115.24, 123.36, 127.10, 127.23, 128.66, 131.13, 131.44,

132.89, 131.93, 134.14, 135.82, 138.48, 142.99, 168.43.

1-(3-Metilbenzil)-3-(2-(piperidin-1-il)etil) benzimidazolyum kloriir, S4

Verim: %85, e.n.: 154-155 °C, renk: kahve rengi. IR: 1558.4 cm™. *H NMR (400 MHz, CDCls), 6: 1.17-1.67,
2.34, 2.67, 3.48, 4.91, 5.78, 7.15-7.96, 11.40. *C NMR (100 MHz, CDCls), &: 15.28, 21.35, 23.50, 25.29,
44.30, 51.62, 56.10, 113.48, 113.77, 125.21, 127.02, 127.08, 128.76, 129.25, 130.06, 131.00, 131.62, 132.62,

139.36, 143.97.

1-[4-(1,3-Dioksoizoindolin-2-il)butil]-3-(3-metilbenzil)benzimidazolyum bromiir, S5

Verim: %78, e.n.: 219-221 °C, renk: beyaz. IR: 1557.7, 1699.5, 2955.1 cm™. *H NMR (400.13 MHz, CDCls),
5: 1.90, 2.14, 2.34, 3.79, 4.77, 5.82, 7.15-7.83, 11.54. *C NMR (100.13 MHz, CDCls), &: 21.36, 25.59,
26.65, 36.69, 46.95, 51.60, 113.12, 113.85, 123.36, 125.35, 127.22, 128.93, 129.26, 130.10, 131.22, 131.46,

131.91, 132.41, 134.13, 139.39, 143.01, 168.43.

1-(Antrasen-10-ilmetil)-3-(2-siyanobenzil)benzimidazolyum kloviir, S6

Verim: %35, e.n.: 227-228 °C, renk: sar1. IR: 1553.9, 2216.5, 2940.2, 3133.9 cm™. *H NMR (400.13 MHz,
DMSO-ds, 298 K), &: 5.86, 6.79, 7.07-8.92, 9.17. *C NMR (100.13 MHz, DMSO-ds, 298 K), &: 48.67,
56.47, 110.67, 114.17, 115.06, 117.17, 122.19, 123.94, 126.13, 127.49, 127.81, 127.97, 128.33, 129.62,
129.90, 131.01, 131.50, 131.61, 131.89, 132.32, 134.07, 134.25, 137.97, 142.93.

2.3. Sentezlenen Bilesiklerin In Vitro Sitotoksik
Aktivite Calismalart

In vitro sitotoksik aktivite calismalar1 literatiire
gore yapildi (Akkog, 2019a; Akkog, 2019b;

Akkoc¢ vd., 2019; Akkoc¢ vd., 2017; Akkoc¢ vd.,
2016). Insan serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) ve
insan normal (kanserli olmayan) akciger hiicre
hatt1 (Beas-2B) %10 FBS-%90 DMEM ortaminda
kiiltir edildi. Hiicreler, steril 96 kuyucuklu
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plakalara 1 x 10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda
ekildi. Plakalar 37 °C ve %5 CO; igeren nemli bir
ortamda 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler 0.5 uM ile
200 uM (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200)
araliginda degisen ilag¢ adaylarinin (S1-S6) dokuz
fakli konsantrasyonuna 72 saat i¢in maruz
birakildi. Benzimidazolyum tuzlarinin  stok
¢oOzeltileri PBS de hazirlandi. Pozitif kontrol
olarak metal bazli antikanser ajan olan cisplatin
kullanildi. 72 saatlik siire tamamlandiktan sonra
kuyucuklardaki DMEM vakum ile uzaklastirildi
ve hazirlanan MTT stok ¢ozeltisi (50 pL, 5
mg/mL) her bir kuyucuga ilave edildi. Plakalar 4
saat siire ile bir inkiibator igerisinde tekrar inkiibe
edildi. Daha sonra, kuyucuklardaki ortam bir
pipetdor araciligt ile dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi ve olusan formazonu ¢6zmek igin
200 uL DMSO her bir kuyucuga ilave edildi. 96
kuyucuklu plaka 30 dakika boyunca bir plaka
karigtiric1 iizerinde karigtirildiktan sonra standart
ELISA mikro plaka okuyucu (Biorad 6800) ile
595 nm de plakalarin absorbans 6l¢iimleri yapild.
ICso degerleri GraphPad Prism programi ile
hesaplandi. Tiim bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri
ii¢ farkli data point ve {i¢ bagimsiz c¢alisma ile

2.4. Konfokal Mikroskop Metodu

Kanserli (HeLa) ve saglikli insan hiicreleri (Beas-
2B) 12 kuyucuklu cam plakalarin her bir
kuyucuguna 1 mL ve 5x10* yogunlukta ekildi.
Hiicreler 37 °C ve %5 CO:; igeren bir inkiibatérde
24 saat i¢in inkiibe edildi. 24 saat sonra, negatif
kontrol disinda her bir kuyucuga final
konsantrasyon 20 uM olacak sekilde ila¢ adaylar
ve cisplatin konuldu. Cam plaka bir inkiibatérde
24 saat i¢in tekrar inkiibe edildi. Belirlenen siire
tamamlandiktan sonra hiicre ortamindaki besiyeri
vakum ile uzaklagtirildi ve her bir kuyucuk iki kez
PBS ile dikkatli bir sekilde yikandi. Her bir
kuyucuga 1 mL taze besiyeri konuldu ve igerisine
hiicreleri boyamak i¢in 1ug/mL Hoechst ve
Ipug/mL propidyum iyodiir ilave edilerek yavagca
karigtirildi. Cam plaka 30 dakika igin tekrar
inkiibe edildi. Son olarak, hiicrelerin renkli
goriintiileri konfokal mikroskobu ile fotograflandi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Sentezlenen Benzimidazolyum Tuzlarinin
Karakterizasyonu

tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi Literatiire gére hazirlanan bilesiklerin (S1-S6)
alinarak standart sapma degerleri hesapland: acik yapilar1 Sekil 1°de verildi (Akkog, 2019a;
(Tablo 2 ve 3). Akkog vd., 2019).

oA DM

S1 S2 S3

80°C, 24 h

@w

Sekil 1. Sentezlenen benzimidazolyum tuzlarmin agik yapisi.

'H NMR spektrumunda, asagi alanda sirasiyla
11.56, 11.56, 11.55, 11.40, 11.54 ve 9.17 ppm'de
singlet olarak elde edilen NCHN pikleri, N-
alkil/aril benzimidazollerden benzimidazolyum
tuzlarinin  (S1-S6)  basarilhi  bir  sekilde
sentezlendigini  desteklemektedir. *C NMR
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spektrumunda S1-S6 i¢in NCHN karbon pikleri
sirastyla 142.77, 143.44, 142.99, 143.97, 143.01
ve 142.93 ppm'de elde edildi (Akkog, 2019a;
Akkoc¢ wvd., 2019). Benzimidazol halkasinda
bulunan N=C gerilme bantlarinin varligr da
(1544.9, 1562.9, 1557.6, 1558.4, 1557.7, 1553.9
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cm™) tasarlanan bilesiklerin yapilarmi dogrula-
maktadir.

3.2. Sentezlenen Bilesiklerin Sitotoksik Aktivite
Calismalart

Onceki calismalarimizda S1-S6 bilesiklerinin in
vitro sitotoksik aktiviteleri insan meme kanser
hiicre hatti (MDA-MB-231), insan kolon kanser
hiicre hatti1 (DLD-1) ve insan embriyonik bdbrek
hiicre hattina (HEK-293T) kars1 test edildi
(Akkog, 2019a; Akkog¢ vd., 2019). Elde edilen
sonuglar Tablo 1°de verildi.

Yapilan taramalarda S2 bilesiginin hem kanserli
hem de saglikli hiicreler {izerine bir toksik
etkisinin olmadig1 yani inaktif oldugu goriildii.
Ote yandan, S6 bilesiginin kanserli meme hiicre
hattina kars1 yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu
ve kanserli kolon hiicrelerine kars1 da diger ilag
adaylarina kiyasla daha yiiksek antiproliferatif
etki gosterdigi bulundu (Akkog¢ vd., 2019). Bu
nedenle, bu calismada hem ilgili bilesiklerin
serviks hiicre hattina karsi sitotoksik etkileri hem
de yiiksek etkiye sahip olan S6 bilesiginin Beas-
2B hiicre hattina kars1 segiciliginin olup olmadigi
arastirildi.

Tablo 1. Benzimidazolyum tuzlarinin insan hiicre hatlarina kars1 sitotoksik aktivite sonuglari.

Bilesik MDA-MB-231 DLD-1 HEK-293T

S1 37.43 £4.38 100.31 £ 2.74 T.E*

S2 > 200 > 200 > 100

S3 105.95+4.84 59.37 £ 3.61 T.E*

S4 > 100 T.E* 28.63

S5 53.35+2.05 74.45 £3.59 48.48 £ 4.25
S6 1.26 £0.85 10.98 £2.33 16.22 £4.20

T.E.* : Test edilmedi

Sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif aktiviteleri
Hela ve Beas-2B hiicre hatlarina karst 72 saat
icin test edildi. Bu bilesiklerin 0.5 pM ile 200 uM
arasinda degisen dokuz farkli konsantrasyonu
sitotoksik aktiviteyi belirlemede kullanildi. ICso
degerleri li¢ bagimsiz deney sonucunun ortalamasi
almarak hesaplandi ve sonuglar asagidaki
tablolarda verildi (Tablo 2 ve 3).

Tablo 2. Sentezlenen bilesiklerin HeLa hiicre
hattina kars1 in vitro sitotoksik aktivite sonuglari.

ICs0 (M)
Bilesik

HelLa
S1 14.57 £2.01
S2 137.50 £ 5.33
S3 42.34 +4.83
S4 3.72+£0.14
Cisplatin 2.12+0.02

509

Test edilen bilesiklerin dordii de (S1-S4) Hela
hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite gosterdi. N-
etilpiperidin  ve 3-metilbenzil grubu igeren
benzimidazolyum tuzu S4 serviks kanserli hiicre
hattina karst 3.72 + 0.14 uM ICsp degeri ile diger
bilesiklere kiyasla en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
sergiledi. Sentezlenen bu ilag adaymin ICso degeri,
referans olarak kullanilan cisplatinin ayni hiicre
hattina kars1 gostermis oldugu deger ile (ICso:
2.12 £ 0.02 puM) birbirine ¢ok yakin oldugu
bulundu.

N-metilbenzonitril ve N-bitilfitalimit gruplarini
iceren S2 kodlu bilesik 137.50 £ 5.33 uM ICsp
degeri ile HelLa hiicreleri iizerinde diger
bilesiklere kiyasla daha az antiproliferatif
aktiviteye sahiptir. 4-Metilbenzil grubu iceren S1
bilesigi (14.57 £ 2.01 pM) HeLa hiicre hattina
karst 4-vinilbenzil grubu igeren S3 (42.34 + 4.83
uM) kodlu bilesikten daha etkin olmustur. HelLa
hiicrelerinin S1-S4 bilesikleri ile etkilestirildikten
72 h sonraki canlilik oranlar1 Sekil 2'de verildi.
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Sekil 2. Konsantrasyona bagli olarak degisen Hela hiicrelerinin canlilik oranlari.

Sekil 2'de goriildiigii gibi, sentezlenen S2 kodlu
bilesik 0.5 uM ve 100 uM arasindaki
konsantrasyonlarda serviks hiicrelerine kars1 gozle
goriilebilir bir sitotoksik aktivite gostermedi. Ote
yandan, S1, S3, S4 bilesikleri ile cisplatinin
sitotoksik etkisi doza bagli olarak degisti ve
yiiksek konsantrasyonlarda diisiik hiicre canlilik
oranlari  gozlendi. Ayrica, S4'iin  kanser
hiicrelerinin canlilik oranlar iizerindeki etkisinin
klinik ilag¢ olarak kullanilan cisplatin ile neredeyse
esdeger oldugu Sekil 2 de goriilmektedir. En
diisiik hiicre canlilik orani bilesiklerin (S1-S4 ve
cisplatin) 200 uM konsantrasyonunda goriildi.

S4-S6  bilesiklerinin  Beas-2B  hiicre  hatti
iizerindeki sitotoksik etki sonuglari Tablo 3'de
verildi. N-etilpiperidin ve 3-metilbenzil grubu
iceren S4 bilesigi, serviks kanserli hiicre hattina
kars1 3.72 £ 0.14 pM ICso degerini gosterirken
saglikli Beas-2B hiicreleri {izerine 24 saat igin
59.40 uM olarak etki ettigi bulunmustur.

3-Metilbenzil ve N-biitilfitalimit gruplarini igeren
S5 ile N-metilantrasen ve N-metilbenzonitril

100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Hiicre Canlilig1 (%)

gruplarini igceren S6 bilesiklerinin Beas-2B hiicre
hatt1 tizerindeki etkileri arastirildi. Test edilen bu
bilesiklerin (S5 ve S6) saglikli hiicre hatlarinda bir
seciciliginin olmadigi ve siras1 ile 120.26 + 5.72
uM, 1076 £+ 144 puM ICso degerlerini
gosterdikleri bulundu.

Tablo 3. Beas-2B hiicre hattina kars: test edilen
bilesiklerin in vitro sitotoksik aktivite sonuglari.

Bilesik 1Cs0 (M)
Beas-2B

S4 59.40

S5 120.26 £ 5.72

S6 10.76 + 1.44

Beas-2B hiicre canlilik oranlarinin, test edilen ilag
adaylarinin  konsantrasyonlarinin  azalmasi ile
arttigr Sekil 3'de goriilmektedir. S5 bilesigi 100
puM'a kadar toksik etki ¢ok gdstermezken,
konsantrasyon 200 puM’a ¢ikarildiginda saglikli
hiicre sayisinin yaklastk %12 oranmna kadar
diistiigli goriilmektedir.

=S5
m S6

0,5 1 2 5

10

20 50 100 200

Konsantrasyon (%)

Sekil 3. Beas-2B hiicrelerinin canlilik oranlari.
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S6 bilesigi 1 uM da %4 oraninda hiicreleri
oldiirlirken, konsantrasyon 10 pM’a c¢iktiginda
hiicrelerin bu ilag¢ adayindan etkilenme oranlar da
%49’a ¢ikmaktadir. Konsantrasyon 20 uM’a

cikarildiginda ise hiicrelerin bundan
etkilenmelerinin ¢ok keskin bir sekilde arttigi ve
hiicre Olim oranminin  %86’ya  yiikseldigi

goriilmektedir. Fakat, 20 uM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlara (50, 100, 200 pM gibi)
cikildiginda, hiicrelerin  bu  konsantrasyon
degisiminden etkilenmedigi ve canlilik oranlarinin
20, 50, 100 ve 200 uM igin sirasiyla %14.37,
%12.50, %12.53, %11.57 oldugu bulundu.

3.2. Konfokal Mikroskop Goriintiileri

HeLa ve Beas-2B hiicrelerinin  goriintiileri
Olimpus  FV1000  Konfokal  mikroskobu
kullanilarak alindi. Kirmizi renkte gosterilen oli
hiicrelerin ve mavi renkte gosterilen canli
hiicrelerin tanimlanmasinda Hoechst (mavi) ve PI
(kirmiz1) floresan boyalar1  kullanildi. HeLa

Cisplatin

Kontrol

hiicreleri cisplatin ve S2 bilesigine 24 saat igin
maruz birakildi (Sekil 4).

Negatif kontrol grupta hiicreler canliliklarini
devam ettirirken, pozitif kontrol grupta (cisplatin
uygulanan) hiicrelerin biiylik oranmin 6ldigi
Sekil 4’de verilen fotograflarda goriilmektedir.
Konfokal goriintiileri, cisplatin ve S2 bilesiginin
HeLa iizerindeki MTT sonuglarini dogrulamak-
tadir.

Negatif kontroliin  konfokal goriintiilerinde
hiicrelerin canliliklarini  tamamen koruduklari
Sekil 5°de wverilen ilk resimde goriilmektedir.
Fakat, S5 ve S6 bilesikleri ile muamele edilen
hiicrelerin canlilik oranlarinin negatif kontrole
kiyasla c¢ok distigiic ve S6 bilesiginin S5
bilesiginden daha toksik etkiye sahip oldugu
alinan fotograflarda goriilmektedir. Sonug olarak,
MTT sonuglart ile konfokal goriintiilerinden elde
edilen sonuglar birbirini desteklemektedir.

Sekil 4. HeLa hiicrelerinin cisplatin ve S2 uygulandiktan 24 saat sonraki konfokal goriintiileri.

Kontrol

Sekil 5. Beas-2B hiicrelerinin ilag adaylar1 uygulandiktan 24 saat sonraki konfokal goriintiileri.
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4. Sonuclar

Calisma  kapsaminda  Oncelikle farkli  N-
alkilbenzimidazol tilirevleri  hazirlandi.  Bu
tirevlerden yararlanarak alti benzimidazolyum
tuzu  sentezlendi.  Sentezlenen  bilesiklerin
sitotoksik aktiviteleri HeLa ve Beas-2B hiicre
hatlarina kars1 test edildi. Bu bilesiklerden
Ozellikle S4 bilesiginin 3.72 + 0.14 uM ICso
degeri ile antikanser ilag adayr olma yoniinde
onemli bir potansiyele sahip oldugu belirlendi.
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