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Öz 
Amaç: Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen malignite olup kansere bağlı ölümlerin başlıca nedenlerinden biridir. Bu çalışmanın 

amacı, yeni bir benzoksazol türevi sentezlemek, farklı meme kanseri hücre hatlarında antikanser potansiyelini değerlendirmek ve 

bileşiğin NF-κB ile apoptozla ilişkili genler (APAF-1, sitokrom C, kaspaz-3 ve BCL-2) üzerindeki etkilerini Gerçek Zamanlı Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) yöntemiyle araştırmaktır. 

Gereç ve Yöntem: Yeni sentezlenen benzoksazol türevi, insan meme kanseri hücre hatları olan MCF-7 ve MDA-MB hücrelerine 

uygulanmıştır. Bileşiğin sitotoksik etkisi MTT testi ile değerlendirilmiş, NF-κB ve apoptozla ilişkili genlerin (APAF-1, sitokrom C, 
kaspaz-3 ve BCL-2) ekspresyon düzeyleri ise Real-Time PCR yöntemi kullanılarak analiz edilmiştir. 

Bulgular: Sentezlenen 5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol bileşiğinin kimyasal yapısı elemental analiz, kızılötesi spektroskopisi (IR) 

ve kütle spektrometrisi ile doğrulanmıştır. MCF-7 ve MDA-MB hücre hatlarında yapılan analizlerde, bileşik uygulaması sonrasında 

BCL-2 ekspresyonunun MCF-7 hücrelerinde kontrol grubuna göre arttığı, MDA-MB hücrelerinde ise azaldığı saptanmıştır. Sitokrom C 

ekspresyonunun MCF-7 hücrelerinde arttığı, buna karşın MDA-MB hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir değişiklik 

göstermediği belirlenmiştir. MTT analizi, sentezlenen bileşiğin her iki meme kanseri hücre hattında da sitotoksik etki oluşturduğunu 
ortaya koymuştur. 

Sonuç: Bulgularımız, yeni sentezlenen 5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol türevinin özellikle MCF-7 hücre hattında apoptozla ilişkili 

yolakları düzenleyerek antikanser etki gösterebileceğini düşündürmektedir. Apaf-1 ve BCL-2 ekspresyonundaki değişiklikler ile birlikte 
gözlenen sitotoksik etki, bu bileşiğin meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapötik ajan olarak değerlendirilebileceğini 

göstermektedir. Ancak etki mekanizmasının ayrıntılı olarak ortaya konulabilmesi için in vitro ve in vivo düzeyde ileri çalışmalara ihtiyaç 
vardır. 

Anahtar Kelimeler: Benzoksazol türevi; Meme kanseri; Sitotoksisite; Apoptoz; NF-κB; 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-κB 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-κB 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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GİRİŞ 

Kanser, hücre proliferasyonu, farklılaşması ve 

hayatta kalmasını düzenleyen kritik genlerde 

meydana gelen genetik ve epigenetik 

değişiklikler sonucunda gelişen kompleks bir 

hastalıktır. Hücre döngüsünün normal kontrol 

mekanizmalarının bozulması, hücrelerin 

kontrolsüz çoğalmasına ve sonuçta malign 

tümör oluşumuna yol açmaktadır1,2. Kanser 

gelişiminde onkogen aktivasyonu, tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonu ve apoptoz 

mekanizmalarının bozulması temel moleküler 

olaylar arasında yer almaktadır. 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen 

malignite olup, dünya genelinde kansere bağlı 

ölümlerin başlıca nedenlerinden biridir. Tanı 

ve tedavi alanındaki önemli gelişmelere 

rağmen, özellikle agresif moleküler alt tiplerde 

prognoz halen istenilen düzeyde değildir. Bu 

nedenle, daha etkili ve seçici antikanser 

ajanların geliştirilmesine yönelik çalışmalar 

önemini korumaktadır3. 

Deneysel meme kanseri araştırmalarında en 

yaygın kullanılan hücre modellerinden olan 

östrojen reseptörü pozitif (ER+) MCF-7 ve 

östrojen reseptörü negatif (ER−) MDA-MB-

231 hücre dizileri, farklı moleküler özellikleri 

nedeniyle antikanser ajanların 

değerlendirilmesinde önemli modellerdir. 

MCF-7 hücreleri luminal A alt tipini temsil 

ederken, MDA-MB-231 hücreleri yüksek 

invazyon ve metastaz potansiyeline sahip üçlü 

negatif meme kanseri (triple-negative breast 

cancer, TNBC) modelini temsil etmektedir 3. 

Kanser gelişimi ve progresyonunda apoptozun 

baskılanması ve anjiyogenezin artması temel 

biyolojik süreçlerdir. Programlanmış hücre 

ölümü olan apoptozun inhibisyonu, tümör 

hücrelerinin yaşamını sürdürmesine ve 

tedaviye direnç geliştirmesine katkıda 

bulunurken, anjiyogenez tümör büyümesi, 

invazyonu ve metastazı için gerekli damar 

ağının oluşumunu sağlamaktadır. Bu süreçlerin 

düzenlenmesinde merkezi rol oynayan Nükleer 

Faktör-kappa B (NF-κB), hücre proliferasyonu, 

inflamasyon, anjiyogenez ve apoptozun 

kontrolünde görev alan önemli bir 

transkripsiyon faktörüdür. NF-κB sinyal 

yolunun anormal aktivasyonu, birçok kanser 

türünde tümör progresyonu, metastaz ve tedavi 

direnci ile ilişkilendirilmiştir 4. 

Benzoksazol türevleri; antimikrobiyal, 

antiviral, antiinflamatuvar ve antitümör 

özellikleri nedeniyle ilaç geliştirme 

çalışmalarında dikkat çeken heterosiklik 

bileşiklerdir. Araştırma grubumuz tarafından 

daha önce sentezlenen benzoksazol 

türevlerinden 5-etilsülfonil-2-(p-

nitrofenil)benzoksazol bileşiğinin belirgin 

antitümör aktivite gösterdiği bildirilmiş ve bu 

bulgu yeni benzoksazol türevlerinin 

geliştirilmesine temel oluşturmuştur5.Bununla 

birlikte, yeni sentezlenen benzoksazol 

türevlerinin meme kanserindeki moleküler etki 

mekanizmaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. 

Bu çalışmada, yeni sentezlenen 5-amino-2-(p-

bromofenil)benzoksazol bileşiğinin ER(+) 

MCF-7 ve ER(−) MDA-MB-231 meme  
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kanseri hücre dizilerindeki antikanser etkisinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda 

bileşiğin sitotoksik etkisi MTT yöntemi ile 

belirlenmiş, ayrıca NF-κB ve apoptozla ilişkili 

APAF-1, CYCS (sitokrom C), CASP3 ve 

BCL2 genlerinin ekspresyon düzeyleri Gerçek 

Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-

Time PCR) yöntemi ile analiz edilmiştir. Elde 

edilen bulguların, yeni benzoksazol 

türevlerinin meme kanseri tedavisinde 

potansiyel terapötik ajan olarak 

kullanılabilirliğinin değerlendirilmesine katkı 

sağlaması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Benzoksazol Türevinin Sentezi 

Bu çalışmada kullanılan 5-amino-2-(p-

bromofenil)benzoksazol bileşiği ilk kez 

sentezlenmiştir. Sentez çalışmaları Ankara 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik 

Kimya Anabilim Dalı'nda gerçekleştirilmiştir. 

Bileşik, 2,4-diaminofenol dihidroklorür ile 

uygun karboksilik asidin polifosforik asit 

(PPA) ortamında siklokondenzasyon 

reaksiyonu ile sentezlenmiştir. Reaksiyon 

sonunda karışım alkalileştirilmiş, ürün organik 

faza alınmış ve uygun çözücüler kullanılarak 

kristallendirilmiştir6. Ara ürünlerden hareketle 

gerekli açilleme ve amidleşme reaksiyonları 

gerçekleştirilerek hedef benzoksazol türevleri 

elde edilmiştir. Reaksiyonlarda açil klorür 

türevleri hazırlanmış, uygun aminobenzoksazol 

ara ürünleriyle reaksiyona sokularak nihai 

bileşikler sentezlenmiştir6. 

Sentezlenen Bileşiklerin Yapısal 

Karakterizasyonu 

Sentezlenen bileşiklerin saflığı ince tabaka 

kromatografisi (Thin Layer Chromatography, 

TLC) ile değerlendirilmiş ve erime noktaları 

belirlenmiştir. Kimyasal yapıların 

doğrulanması amacıyla kızılötesi 

spektroskopisi (IR), ultraviyole spektroskopisi 

(UV), proton nükleer manyetik rezonans (^1H-

NMR), kütle spektrometrisi (MS) ve elemental 

analiz yöntemleri kullanılmıştır. 

Hücre Kültürü 

İn vitro çalışmalar Celal Bayar Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hücre Kültürü Laboratuvarı'nda 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada insan meme 

kanseri hücre hatları MCF-7 (ER pozitif) ve 

MDA-MB-231 (ER negatif) kullanılmıştır. 

Hücreler DMEM/F-12 besiyeri içerisinde %10 

fetal bovin serum (FBS), L-glutamin ve %1 

penisilin-streptomisin ilavesiyle 37°C, %5 CO₂ 

ve %95 nem içeren inkübatörde kültüre 

edilmiştir. Hücre büyümesi ters faz kontrast 

mikroskobunda düzenli olarak izlenmiş, %80–

90 konfluansa ulaştıklarında pasajlanarak 

deneylerde kullanılmıştır. 

Benzoksazol Türevinin Hücrelere 

Uygulanması 

Sentezlenen benzoksazol türevi dimetil 

sülfoksit (DMSO) içerisinde çözündürülerek 

stok çözelti hazırlanmış ve kültür ortamı ile 

çalışma konsantrasyonlarına seyreltilmiştir.  
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Hücreler farklı konsantrasyonlardaki bileşik ile 

inkübe edilerek sitotoksik ve moleküler etkileri 

değerlendirilmiştir. Kontrol gruplarında çözücü 

kontrolü olarak eşdeğer konsantrasyonda 

DMSO kullanılmıştır. 

MTT Hücre Canlılık Analizi 

Bileşiğin sitotoksik etkisi MTT yöntemi 

kullanılarak değerlendirilmiştir. MCF-7 ve 

MDA-MB-231 hücreleri 96 kuyucuklu 

plaklara ekildikten sonra farklı 

konsantrasyonlardaki benzoksazol türevi ile 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda MTT 

çözeltisi ilave edilmiş, oluşan formazan 

kristalleri uygun çözücü ile çözündürülmüş ve 

absorbans değerleri mikroplaka okuyucusunda 

ölçülmüştür. Hücre canlılığı kontrol grubuna 

göre yüzde (%) olarak hesaplanmış ve IC₅₀ 

değerleri belirlenmiştir. 

RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

Toplam RNA, High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokole 

uygun şekilde izole edilmiştir. RNA miktarı ve 

saflığı NanoDrop spektrofotometresi ile 260 ve 

280 nm dalga boylarında değerlendirilmiş, 

A260/A280 oranı 1,8–2,0 arasında olan 

örnekler analize dahil edilmiştir. 

İzole edilen toplam RNA'dan Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 

Diagnostics) kullanılarak tamamlayıcı DNA 

(cDNA) sentezlenmiştir. 

 

Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR (Real-Time 

qPCR) 

NF-κB ve apoptozla ilişkili APAF1, CYCS 

(Sitokrom C), CASP3 ve BCL2 genlerinin 

ekspresyon düzeyleri Real-Time kantitatif PCR 

yöntemi ile belirlenmiştir. Reaksiyonlar 

LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) 

cihazında uygun primerler ve floresan prob 

sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Gen 

ekspresyon düzeyleri referans gen ile 

normalize edilmiş ve sonuçlar 2^-ΔΔCt 

yöntemi kullanılarak hesaplanmıştır. 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler SPSS Statistics 15.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazılımı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Veriler 

ortalama ± standart sapma (SS) olarak ifade 

edilmiştir. Gruplar arasındaki farklılıkların 

değerlendirilmesinde Mann–Whitney U testi 

kullanılmış, p<0,05 değeri istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. 

BULGULAR 

Bu çalışmada yeni bir benzoksazol türevi olan 

5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol 

başarıyla sentezlenmiştir. Sentezlenen bileşiğin 

saflığı ince tabaka kromatografisi (TLC) ve 

erime noktası analizleri ile değerlendirilmiştir. 

Kimyasal yapısı ise elemental analiz, kızılötesi 

spektroskopisi (IR), nükleer manyetik rezonans 

(NMR) ve kütle spektrometrisi (MS) 

yöntemleriyle doğrulanmıştır. 
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Bileşiğin sitotoksik etkisi MCF-7 ve MDA-

MB-231 meme kanseri hücre hatlarında MTT 

yöntemi ile değerlendirilmiştir. MTT analizi 

sonucunda sentezlenen benzoksazol türevinin 

her iki hücre hattında da sitotoksik aktivite 

gösterdiği belirlenmiş ve moleküler analizlerde 

biyolojik aktivitesi en yüksek olan bileşik 

kullanılmıştır. 

Benzoksazol türevinin apoptoz ve hücre 

sağkalımı ile ilişkili NF-κB, APAF1, CASP9, 

BCL2 ve CYCS genlerinin ekspresyon 

düzeyleri Real-Time kantitatif PCR yöntemi 

ile araştırılmıştır. 

MCF-7 hücre hattında benzoksazol uygulaması 

sonrasında APAF1 gen ekspresyonunda 

kontrol grubuna göre azalma saptanmıştır. 

Buna karşılık BCL2 gen ekspresyonunda artış 

gözlenmiştir. CASP9 gen ekspresyonunda 

kontrol grubuna göre anlamlı bir değişiklik 

belirlenmemiştir. CYCS (Sitokrom C) gen 

ekspresyonunun arttığı, NF-κB gen 

ekspresyonunun da kontrol grubuna göre 

yükseldiği tespit edilmiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattında ise benzoksazol 

uygulaması sonrasında APAF1 gen 

ekspresyonunun kontrol grubuna benzer 

olduğu belirlenmiştir. BCL2 gen 

ekspresyonunda azalma gözlenirken, CASP9, 

CYCS ve NF-κB gen ekspresyonlarında 

kontrol grubuna kıyasla belirgin bir değişiklik 

saptanmamıştır. 

Real-Time PCR analizlerinden elde edilen Ct 

değerleri Tablo 1 ve Tablo 2'de sunulmuştur. 

 

 

 

Tablo 1. MCF-7 hücre hattında hedef genlere 

ait Ct değerleri. 

Gen Kontrol Benzoksazol 

ACTB 29.57 33.61 

NF-κB 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 hücre hattında hedef 

genlere ait Ct değerleri. 

Gen Kontrol Benzoksazol 

ACTB 37.05 38.68 

NF-κB Tespit edilmedi Tespit edilmedi 

CASP9 Tespit edilmedi Tespit edilmedi 

BCL2 27.82 30.58 

APAF1 Tespit edilmedi Tespit edilmedi 

CYCS Tespit edilmedi Tespit edilmedi 

TARTIŞMA 

Apoptoz, hücre içi ve hücre dışı sinyaller 

tarafından düzenlenen, organizmanın doku 

homeostazisini sağlayan programlanmış hücre 

ölümü mekanizmasıdır7. Bu mekanizmanın 

bozulması, tümör gelişimi ve progresyonunun 

temel nedenlerinden biri olarak kabul 

edilmektedir. Kerr ve arkadaşları apoptozun  

 

 

 

tümör gelişiminin kontrolünde önemli rol 

oynadığını göstermiş8, Adams ve Cory ise 

apoptozun düzenlenmesindeki bozuklukların 
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kanser patogenezinde kritik öneme sahip 

olduğunu bildirmiştir9 Takayama ve 

arkadaşları, tümör hücrelerinin apoptotik hücre 

ölümünden kaçarak proliferasyonlarını 

sürdürdüğünü göstermiştir10. Benzer şekilde 

Wang ve arkadaşları, meme kanserinde 

apoptotik mekanizmaların kaspaz yolakları 

üzerinden yeniden aktive edilebileceğini 

bildirmiştir11. Li ve arkadaşları ise BCL-2'nin 

meme kanserinin gelişimi ve tedavisinde 

önemli bir belirteç olduğunu ortaya 

koymuştur12. 

Mitokondri aracılı apoptotik yolakta BCL-2 

ailesi proteinleri, APAF1, sitokrom C ve 

kaspazlar temel düzenleyici moleküllerdir13. 

Antiapoptotik özellik gösteren BCL-2 proteini 

sitokrom C'nin mitokondriden sitoplazmaya 

salınmasını engelleyerek hücre yaşamını 

desteklemektedir15. Buna karşılık sitokrom 

C'nin sitoplazmaya salınması APAF1 ile 

birleşerek apoptozom oluşumunu başlatmakta 

ve kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptotik süreç 

ilerlemektedir13. Bu nedenle bu moleküllerde 

meydana gelen değişiklikler, apoptotik 

mekanizmaların değerlendirilmesinde önemli 

biyobelirteçler olarak kabul edilmektedir. 

Benzoksazol türevleri antimikrobiyal, antiviral 

ve antitümör etkileri nedeniyle son yıllarda 

üzerinde yoğun olarak çalışılan heterosiklik 

bileşiklerdir. Araştırma grubumuz tarafından 

daha önce sentezlenen 2-[p-nitrofenil]-5-

etilsülfonil-benzoksazol türevinin belirgin 

antitümör aktivite gösterdiği bildirilmiştir5. Bu 

bulgular doğrultusunda bu çalışmada yeni bir 

benzoksazol türevi olan 5-amino-2-(p-

bromofenil)benzoksazol sentezlenmiş ve 

biyolojik aktivitesi araştırılmıştır. Sentezlenen 

bileşiğin yapısı elemental analiz, IR, kütle 

spektrometrisi ve diğer spektroskopik 

yöntemlerle doğrulanmıştır. 

Real-Time PCR analizlerinde, sentezlenen 

bileşiğin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre 

hatlarında farklı moleküler yanıtlar 

oluşturduğu gözlenmiştir. MCF-7 hücrelerinde 

APAF1, BCL2, CASPASE-9, CYCS ve NF-

κB genlerine ait Ct değerlerinde kontrol 

grubuna göre değişiklikler saptanırken, MDA-

MB-231 hücrelerinde özellikle BCL2 dışında 

diğer hedef genler için amplifikasyon elde 

edilememiştir. Bu durum, yeni sentezlenen 

benzoksazol türevinin hücre tipine bağlı olarak 

farklı moleküler etkiler oluşturabileceğini 

düşündürmektedir. 

MCF-7 hücrelerinde gözlenen gen ekspresyon 

profili, bileşiğin apoptozla ilişkili moleküler 

yolaklar üzerinde etkili olabileceğini 

düşündürmektedir. Buna karşın MDA-MB-231 

hücrelerinde benzer değişikliklerin 

gözlenmemesi, bu hücre hattının daha agresif 

biyolojik özelliklerinden ve farklı moleküler 

yapısından kaynaklanıyor olabilir. ER pozitif 

MCF-7 hücreleri ile üçlü negatif özellik 

gösteren MDA-MB-231 hücrelerinin tedavilere 

farklı yanıt vermesi literatürde de bildirilen bir 

durumdur3. 

Bu çalışmanın en önemli bulgusu, yeni 

sentezlenen 5-amino-2-(p-

bromofenil)benzoksazol bileşiğinin özellikle 

MCF-7 hücre hattında apoptozla ilişkili 

genlerde değişiklik oluşturmasıdır. Bununla 

birlikte, bu değişikliklerin protein düzeyine 

yansıyıp yansımadığının Western blot, kaspaz 

aktivite analizleri ve akım sitometrisi gibi 

yöntemlerle doğrulanması gerekmektedir. 
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Sonuç olarak, elde edilen bulgular yeni 

sentezlenen benzoksazol türevinin özellikle ER 

pozitif meme kanseri hücrelerinde biyolojik 

aktivite gösterebileceğini düşündürmektedir. 

Ancak bu etkinin moleküler mekanizmasının 

tam olarak ortaya konulabilmesi için daha 

geniş örneklemli, protein düzeyinde 

doğrulayıcı ve in vivo çalışmalarla 

desteklenmesi gerekmektedir. 
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