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Oz

Amag: Meme kanseri, kadmlarda en sik goriilen malignite olup kansere bagl 6liimlerin baglica nedenlerinden biridir. Bu ¢aligmanin
amaci, yeni bir benzoksazol tiirevi sentezlemek, farkli meme kanseri hiicre hatlarinda antikanser potansiyelini degerlendirmek ve
bilesigin NF-«B ile apoptozla iliskili genler (APAF-1, sitokrom C, kaspaz-3 ve BCL-2) tizerindeki etkilerini Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) yontemiyle aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Yeni sentezlenen benzoksazol tiirevi, insan meme kanseri hiicre hatlari olan MCF-7 ve MDA-MB hiicrelerine
uygulanmustir. Bilesigin sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirilmis, NF-kB ve apoptozla iliskili genlerin (APAF-1, sitokrom C,
kaspaz-3 ve BCL-2) ekspresyon diizeyleri ise Real-Time PCR yontemi kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular: Sentezlenen 5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol bilesiginin kimyasal yapisi elemental analiz, kizil6tesi spektroskopisi (IR)
ve kiitle spektrometrisi ile dogrulanmistir. MCF-7 ve MDA-MB hiicre hatlarinda yapilan analizlerde, bilesik uygulamasi sonrasinda
BCL-2 ekspresyonunun MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna gére arttigi, MDA-MB hiicrelerinde ise azaldigt saptanmustir. Sitokrom C
ekspresyonunun MCF-7 hiicrelerinde arttigi, buna karsin MDA-MB hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik
gostermedigi belirlenmistir. MTT analizi, sentezlenen bilesigin her iki meme kanseri hiicre hattinda da sitotoksik etki olugturdugunu
ortaya koymustur.

Sonug: Bulgularimiz, yeni sentezlenen 5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol tiirevinin 6zellikle MCF-7 hiicre hattinda apoptozla iliskili
yolaklar1 diizenleyerek antikanser etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Apaf-1 ve BCL-2 ekspresyonundaki degisiklikler ile birlikte
gozlenen sitotoksik etki, bu bilesigin meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapdtik ajan olarak degerlendirilebilecegini
gostermektedir. Ancak etki mekanizmasinin ayrintili olarak ortaya konulabilmesi igin in vitro ve in vivo diizeyde ileri ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: Benzoksazol tiirevi; Meme kanseri; Sitotoksisite; Apoptoz; NF-kB; MCF-7; MDA-MB-231

Abstract

Objective: Breast cancer is the most common malignancy among women and remains one of the leading causes of cancer-related
mortality. The aim of this study was to synthesize a novel benzoxazole derivative, evaluate its anticancer potential in different breast
cancer cell lines, and investigate its effects on NF-xB and apoptosis-related genes, including APAF-1, cytochrome C, caspase-3, and
BCL-2, using the Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR) method.

Materials and Methods:The newly synthesized benzoxazole derivative was administered to the human breast cancer cell lines MCF-7
and MDA-MB. The cytotoxic effects of the compound were evaluated using the MTT assay, while the expression levels of NF-kB and
apoptosis-related genes, including APAF-1, cytochrome C, caspase-3, and BCL-2, were analyzed using Real-Time PCR.

Results:The chemical structure of the synthesized 5-amino-2-(p-bromophenyl)benzoxazole compound was confirmed by elemental
analysis, infrared spectroscopy (IR), and mass spectrometry. In analyses performed on the MCF-7 and MDA-MB cell lines, compound
treatment resulted in increased BCL-2 expression in MCF-7 cells compared with the control group, whereas BCL-2 expression
decreased in MDA-MB cells. Cytochrome C expression increased in MCF-7 cells, while no significant change was observed in MDA-
MB cells compared with the control group. MTT analysis demonstrated that the synthesized compound exerted a cytotoxic effect on
both breast cancer cell lines.

Conclusion:Our findings suggest that the newly synthesized 5-amino-2-(p-bromophenyl)benzoxazole derivative may exert anticancer
effects, particularly in MCF-7 cells, by modulating apoptosis-related pathways. The cytotoxic effect observed together with alterations in
APAF-1 and BCL-2 expression suggests that this compound may have potential as a therapeutic agent for breast cancer. However,
further in vitro and in vivo studies are required to elucidate the underlying mechanisms of action in detail.
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GIRIS

Kanser, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve
hayatta kalmasini diizenleyen kritik genlerde
meydana gelen genetik ve epigenetik
degisiklikler sonucunda gelisen kompleks bir
hastaliktir. Hiicre dongiisiiniin normal kontrol
mekanizmalarinin ~ bozulmasi, hiicrelerin
kontrolsiiz c¢ogalmasina ve sonugta malign
timor olusumuna yol agmaktadir'?. Kanser
gelisiminde onkogen aktivasyonu, timor
baskilayict genlerin inaktivasyonu ve apoptoz
mekanizmalarinin bozulmasi temel molekiiler
olaylar arasinda yer almaktadir.

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen
malignite olup, diinya genelinde kansere bagl
Olimlerin baslica nedenlerinden biridir. Tam
ve tedavi alanindaki Onemli gelismelere
ragmen, Ozellikle agresif molekiiler alt tiplerde
prognoz halen istenilen diizeyde degildir. Bu
nedenle, daha etkili ve segici antikanser
ajanlarin  gelistirilmesine yoOnelik calismalar
onemini korumaktadir®.

Deneysel meme kanseri arastirmalarinda en
yaygin kullanilan hiicre modellerinden olan
Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) MCF-7 ve
Ostrojen reseptorii negatif (ER—) MDA-MB-
231 hiicre dizileri, farkli molekiiler 6zellikleri
nedeniyle antikanser ajanlarin
degerlendirilmesinde ~ 6nemli  modellerdir.
MCF-7 hiicreleri luminal A alt tipini temsil
ederken, MDA-MB-231 hiicreleri yiiksek
invazyon ve metastaz potansiyeline sahip Uglii

negatif meme kanseri (triple-negative breast

cancer, TNBC) modelini temsil etmektedir *.

Future Biochemistry and Bioscience 2026;8(2):72-79

Kanser gelisimi ve progresyonunda apoptozun
baskilanmasi ve anjiyogenezin artmasi temel
biyolojik stiireclerdir. Programlanmis hiicre
Olimii olan apoptozun inhibisyonu, timor
hiicrelerinin ~ yagamini  siirdiirmesine  ve
tedaviye  diren¢  gelistirmesine  katkida
bulunurken, anjiyogenez tiimor biiyiimesi,
invazyonu ve metastazi ig¢in gerekli damar
aginin olusumunu saglamaktadir. Bu siireclerin
diizenlenmesinde merkezi rol oynayan Niikleer
Faktor-kappa B (NF-xB), hiicre proliferasyonu,
inflamasyon, anjiyogenez ve apoptozun
kontroliinde  gbérev  alan  Onemli  bir
transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB  sinyal
yolunun anormal aktivasyonu, bir¢ok kanser
tiirlinde timor progresyonu, metastaz ve tedavi
direnci ile iliskilendirilmistir *.

Benzoksazol tlrevleri; antimikrobiyal,
antiviral, antiinflamatuvar ve  antitimor
ozellikleri nedeniyle ilag gelistirme
caligmalarinda  dikkat ¢eken heterosiklik
bilesiklerdir. Arastirma grubumuz tarafindan
benzoksazol

daha once sentezlenen

tiirevlerinden S-etilsiilfonil-2-(p-
nitrofenil)benzoksazol  bilesiginin  belirgin
antitimor aktivite gosterdigi bildirilmis ve bu
bulgu  yeni  benzoksazol  tiirevlerinin
gelistirilmesine temel olusturmustur’.Bununla
birlikte, yeni  sentezlenen  benzoksazol
tiirevlerinin meme kanserindeki molekiiler etki
mekanizmalari heniiz tam olarak
aydmlatilamamugtir.

Bu calismada, yeni sentezlenen 5-amino-2-(p-
bromofenil)benzoksazol bilesiginin  ER(+)

MCF-7 ve ER(-) MDA-MB-231 meme
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kanseri hiicre dizilerindeki antikanser etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda
bilesigin sitotoksik etkisi MTT yontemi ile
belirlenmis, ayrica NF-xB ve apoptozla iligkili
APAF-1, CYCS (sitokrom C), CASP3 ve
BCL2 genlerinin ekspresyon diizeyleri Gercek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-
Time PCR) yontemi ile analiz edilmistir. Elde
edilen bulgularin, yeni benzoksazol
tirevlerinin meme  kanseri tedavisinde
potansiyel terapotik ajan olarak
kullanilabilirliginin degerlendirilmesine katki

saglamasi amaglanmigtir.
GEREC VE YONTEMLER
Benzoksazol Tiirevinin Sentezi

Bu c¢alismada kullanilan  5-amino-2-(p-
bromofenil)benzoksazol bilesigi ilk kez
sentezlenmistir. Sentez ¢aligmalari Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dali'nda gerceklestirilmistir.
Bilesik, 2,4-diaminofenol dihidrokloriir ile
uygun karboksilik asidin polifosforik asit
(PPA) ortaminda siklokondenzasyon
reaksiyonu ile sentezlenmistir. Reaksiyon
sonunda karigim alkalilestirilmis, tiriin organik
faza alinmig ve uygun c¢oziiciiler kullanilarak
kristallendirilmistir®. Ara iiriinlerden hareketle
gerekli agilleme ve amidlesme reaksiyonlari
gergeklestirilerek hedef benzoksazol tlirevleri
elde edilmistir. Reaksiyonlarda agil kloriir
tiirevleri hazirlanmig, uygun aminobenzoksazol
ara Tlriinleriyle reaksiyona sokularak nihai

bilesikler sentezlenmistir®.
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Sentezlenen Bilesiklerin Yapisal

Karakterizasyonu

Sentezlenen bilesiklerin saflig1 ince tabaka
kromatografisi (Thin Layer Chromatography,
TLC) ile degerlendirilmis ve erime noktalart
belirlenmistir.

Kimyasal yapilarin

dogrulanmasi amaciyla kiz1l6tesi
spektroskopisi (IR), ultraviyole spektroskopisi
(UV), proton niikleer manyetik rezonans (*1H-
NMR), kiitle spektrometrisi (MS) ve elemental

analiz yontemleri kullanilmistir.
Hiicre Kiiltiirii

In vitro calismalar Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari'nda
gerceklestirilmistir. Calismada insan meme
kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 (ER pozitif) ve
MDA-MB-231 (ER negatif) kullanilmistir.
Hiicreler DMEM/F-12 besiyeri icerisinde %10
fetal bovin serum (FBS), L-glutamin ve %1
penisilin-streptomisin ilavesiyle 37°C, %5 CO:
ve %95 nem igeren inkiibatdrde kiiltiire
edilmistir. Hiicre biiylimesi ters faz kontrast
mikroskobunda diizenli olarak izlenmis, %80—
90 konfluansa ulastiklarinda pasajlanarak

deneylerde kullanilmistir.

Benzoksazol Tiirevinin Hiicrelere

Uygulanmasi

Sentezlenen  benzoksazol tirevi  dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziindiiriilerek
stok ¢ozelti hazirlanmis ve kiiltlir ortami ile

calisma konsantrasyonlarina seyreltilmistir.
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Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki bilesik ile
inkiibe edilerek sitotoksik ve molekiiler etkileri
degerlendirilmistir. Kontrol gruplarinda ¢oziicii
kontrolii olarak esdeger konsantrasyonda

DMSO kullanilmastir.
MTT Hiicre Canhilhik Analizi

Bilesigin sitotoksik etkisi MTT yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. MCF-7 ve
MDA-MB-231  hiicreleri 96  kuyucuklu
plaklara ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlardaki benzoksazol tiirevi ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT
coOzeltisi ilave edilmis, olusan formazan
kristalleri uygun ¢oziicii ile ¢ozlindiirilmiis ve
absorbans degerleri mikroplaka okuyucusunda
Ol¢iilmiistiir. Hiicre canliligi kontrol grubuna

gore yiizde (%) olarak hesaplanmig ve ICso

degerleri belirlenmistir.
RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA, High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
kullanilarak {iretici firmanin 6nerdigi protokole
uygun sekilde izole edilmistir. RNA miktar1 ve
saflig1 NanoDrop spektrofotometresi ile 260 ve
280 nm dalga boylarinda degerlendirilmis,
A260/A280 orant 1,8-2,0 arasinda olan
ornekler analize dahil edilmistir.

[zole edilen toplam RNA'dan Transcriptor First
Strand cDNA  Synthesis Kit (Roche
Diagnostics) kullanilarak tamamlayict DNA
(cDNA) sentezlenmistir.
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Gercek Zamanh Kantitatif PCR (Real-Time
qPCR)

NF-xB ve apoptozla iliskili APAF1, CYCS
(Sitokrom C), CASP3 ve BCL2 genlerinin
ekspresyon diizeyleri Real-Time kantitatif PCR
yontemi ile belirlenmistir.  Reaksiyonlar
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics)
cihazinda uygun primerler ve floresan prob
sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Gen
ekspresyon diizeyleri referans gen ile
normalize edilmis ve sonuglar 2"-AACt

yontemi kullanilarak hesaplanmustir.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS Statistics 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazilim
kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler
ortalama =+ standart sapma (SS) olarak ifade
edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde Mann—Whitney U testi
kullanilmig, p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Bu calismada yeni bir benzoksazol tiirevi olan
5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol

basariyla sentezlenmistir. Sentezlenen bilesigin
saflig1 ince tabaka kromatografisi (TLC) ve
erime noktas1 analizleri ile degerlendirilmistir.
Kimyasal yapisi ise elemental analiz, kizilotesi
spektroskopisi (IR), niikleer manyetik rezonans
(NMR) ve Kkiitle spektrometrisi (MS)

yontemleriyle dogrulanmaistir.

75



Kosova ve ark.Benzoksazol Tiirevinin Meme Kanserindeki Biyolojik Aktivitesi

Bilesigin sitotoksik etkisi MCF-7 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda MTT
yontemi ile degerlendirilmistir. MTT analizi
sonucunda sentezlenen benzoksazol tiirevinin
her iki hiicre hattinda da sitotoksik aktivite
gosterdigi belirlenmis ve molekiiler analizlerde
biyolojik aktivitesi en yiiksek olan bilesik
kullanilmagtir.

Benzoksazol tiirevinin apoptoz ve hiicre
sagkalim ile iligkili NF-xB, APAF1, CASP9,
BCL2 ve CYCS genlerinin ekspresyon
diizeyleri Real-Time kantitatif PCR yo6ntemi
ile aragtirilmustir.

MCF-7 hiicre hattinda benzoksazol uygulamasi
sonrasinda APAF1 gen ekspresyonunda
kontrol grubuna gore azalma saptanmistir.
Buna karsilik BCL2 gen ekspresyonunda artis
gozlenmistir. CASP9 gen ekspresyonunda
kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
belirlenmemistir. CYCS (Sitokrom C) gen
ekspresyonunun artt1gi, NF-xB gen
ekspresyonunun da kontrol grubuna gore
yiikseldigi tespit edilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda ise benzoksazol
uygulamast sonrasinda APAF1 gen
ekspresyonunun  kontrol grubuna benzer
oldugu belirlenmistir. BCL2 gen
ekspresyonunda azalma gozlenirken, CASP9,
CYCS ve NF-xB gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir degisiklik
saptanmamigtir.

Real-Time PCR analizlerinden elde edilen Ct

degerleri Tablo 1 ve Tablo 2'de sunulmustur.
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Tablo 1. MCF-7 hiicre hattinda hedef genlere
ait Ct degerleri.

Gen Kontrol||Benzoksazol

ACTB |[29.57 |]33.61

NF-xB |33.78  |[36.09

CASP9(36.64 |36.16

BCL2 |[34.16 ||36.84

APAF1|37.83 |[35.23

CYCS []33.69 |36.67

Tablo 2. MDA-MB-231 hiicre hattinda hedef

genlere ait Ct degerleri.

Gen Kontrol Benzoksazol
ACTB ||37.05 38.68

NF-xB || Tespit edilmedi Tespit edilmedi
CASP9 |[Tespit edilmedi Tespit edilmedi
BCL2 [[27.82 30.58

APAFI1 |[Tespit edilmedi Tespit edilmedi
CYCS |[Tespit edilmedi Tespit edilmedi

TARTISMA

Apoptoz, hiicre igi ve hiicre dis1 sinyaller
tarafindan diizenlenen, organizmanin doku
homeostazisini saglayan programlanmis hiicre
olimii mekanizmasidir’”. Bu mekanizmanin
bozulmasi, timor gelisimi ve progresyonunun
temel nedenlerinden biri olarak  kabul

edilmektedir. Kerr ve arkadaslar1 apoptozun

timor gelisiminin  kontroliinde O6nemli rol
oynadigim gostermis®, Adams ve Cory ise

apoptozun diizenlenmesindeki bozukluklarin
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kanser patogenezinde kritik Gneme sahip
oldugunu  bildirmigtir’  Takayama  ve
arkadasglari, tiimor hiicrelerinin apoptotik hiicre
Oliimiinden kacarak proliferasyonlarini
siirdiirdiigiinii gostermistir'®. Benzer sekilde
Wang ve arkadaslari, meme kanserinde
apoptotik mekanizmalarin kaspaz yolaklarn
iizerinden yeniden aktive edilebilecegini
bildirmistir!!. Li ve arkadaslar1 ise BCL-2'nin
meme kanserinin gelisimi ve tedavisinde
onemli  bir belirte¢ oldugunu ortaya
koymustur!2,

Mitokondri aracili apoptotik yolakta BCL-2
ailesi proteinleri, APAFI1, sitokrom C ve
kaspazlar temel diizenleyici molekiillerdir'®.
Antiapoptotik 6zellik gosteren BCL-2 proteini
sitokrom C'nin mitokondriden sitoplazmaya
salinmasint  engelleyerek hiicre yasamini
desteklemektedir'’®>. Buna karsilik sitokrom
C'nin sitoplazmaya salmmasi APAF1 ile
birleserek apoptozom olusumunu baglatmakta
ve kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptotik siireg
ilerlemektedir'®. Bu nedenle bu molekiillerde
meydana gelen degisiklikler, apoptotik
mekanizmalarin degerlendirilmesinde 6nemli
biyobelirtecler olarak kabul edilmektedir.
Benzoksazol tiirevleri antimikrobiyal, antiviral
ve antitimor etkileri nedeniyle son yillarda
iizerinde yogun olarak calisilan heterosiklik
bilesiklerdir. Arastirma grubumuz tarafindan
daha oOnce sentezlenen 2-[p-nitrofenil]-5-
etilsiilfonil-benzoksazol tiirevinin  belirgin
antitimor aktivite gosterdigi bildirilmistir’. Bu
bulgular dogrultusunda bu c¢alismada yeni bir
benzoksazol tirevi olan  5-amino-2-(p-
bromofenil)benzoksazol

sentezlenmis  ve

biyolojik aktivitesi arastirilmistir. Sentezlenen
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bilesigin yapist elemental analiz, IR, Kkiitle
spektrometrisi  ve  diger  spektroskopik
yontemlerle dogrulanmustir.

Real-Time PCR analizlerinde, sentezlenen
bilesigin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda farkll molekiiler yanitlar
olusturdugu gozlenmistir. MCF-7 hiicrelerinde
APAF1, BCL2, CASPASE-9, CYCS ve NF-
kB genlerine ait Ct degerlerinde kontrol
grubuna gore degisiklikler saptanirken, MDA-
MB-231 hiicrelerinde 6zellikle BCL2 disinda
diger hedef genler icin amplifikasyon elde
edilememistir. Bu durum, yeni sentezlenen
benzoksazol tiirevinin hiicre tipine bagli olarak
farkli molekiiler etkiler olusturabilecegini
diisiindiirmektedir.

MCF-7 hiicrelerinde gbzlenen gen ekspresyon
profili, bilesigin apoptozla iliskili molekiiler
yolaklar  {izerinde  etkili

diisiindiirmektedir. Buna karsin MDA-MB-231

olabilecegini
hiicrelerinde benzer degisikliklerin
gozlenmemesi, bu hiicre hattinin daha agresif
biyolojik o6zelliklerinden ve farkli molekiiler
yapisindan kaynaklaniyor olabilir. ER pozitif
MCF-7 hiicreleri ile TUglii negatif o6zellik
gosteren MDA-MB-231 hiicrelerinin tedavilere
farkli yanit vermesi literatiirde de bildirilen bir
durumdur®.

Bu g¢alismanin en o&nemli bulgusu, yeni
sentezlenen 5-amino-2-(p-
bromofenil)benzoksazol bilesiginin Gzellikle
MCF-7 hiicre hattinda apoptozla iligkili
genlerde degisiklik olusturmasidir. Bununla
birlikte, bu degisikliklerin protein diizeyine
yansiylp yansimadiginin Western blot, kaspaz
aktivite analizleri ve akim sitometrisi gibi

yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.
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Sonu¢ olarak, eclde edilen bulgular yeni
sentezlenen benzoksazol tiirevinin 6zellikle ER
pozitif meme kanseri hiicrelerinde biyolojik
aktivite gosterebilecegini diislindiirmektedir.
Ancak bu etkinin molekiiler mekanizmasinin
tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in daha
genis  Orneklemli,  protein  diizeyinde
dogrulayict  ve in  vivo caligmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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