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0z
Amac: Antikanser aktiviteye sahip heterosiklik bilesikler
arasinda yer alan, i¢erdikleri iki nitrojen atomu ile pirazol ve bir

nitrojen atomu ile akridin tirevleri, kanser, norolojik
bozukluklar ve bulasici hastaliklarin tedavisinde umut verici
sonuclar elde edilmistir. Bu c¢alismanin temel hedefi,
sentezlenen pirazol ve akridin bilesiginin, dzellikle insan meme
kanseri (SKBR-3) hiicreleri tizerindeki antikanser aktivitesini
aragtirllmasidir.

Gere¢ ve Yontemler: Bu c¢alisma kapsaminda, 2-
hidrazinobenzotiyazol ~ve  4-kloroasetofenon  kullanilarak
sentezlenen hidrazona dayal olarak pirazol-4-karbaldehit elde
edilmistir.  Pirazol-4-karbaldehit, 5,5-dimetilsikloheksan-1,3-
dion ve 4-nitroanilin kullanilarak halkalandirma yontemiyle
yeni bir pirazol-akridin tiirevine (3-ACH) doniistiirilmistir. 3-
ACH, Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi, Niikleer
Manyetik Rezonans, Kiitle Spektrometrisi ve elemental analiz
kullanilarak karakterize edilmistir. Bu c¢alismada, SKBR-3
hiicrelerinde 3-ACH'nin sitotoksik etkilerini degerlendirmek
amaciyla farkli dozlarda (50, 100 ve 150 pg/mL) ve farkli
sirelerde (12 ve 24 saat) hiicre canlilifl testi ile analiz
edilmistir. Ayrica, 3-ACH uygulamasinin ardindan BAX,
Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 apopitoz yollarmni immiin
boyama yontemiyle incelemistir.

Bulgular: 3-ACH'nin insan meme kanseri hiicrelerinde
sitotoksik etkiler gosterdigini, bu etkilerin dozaj ve siire ile
iliskili oldugunu gosterdik. Apopitozun igsel yolaklardan
sorumlu olan Kaspaz-9 ve BAX, digsal yolaklardan sorumlu
olan Kaspaz-8 sentezi immiin boyama yontemi ile artist
gosterilmistir. Ayrica hem igsel hem de digsal yollardan sorumlu
olan Kaspaz-3’iin protein sentezi de belirgin bir sekilde
artmugtir.

Sonug¢: Bu bulgular, 3-ACH’nin hem igsel hem de dissal
apopitoz yollarin1 aktive ederek sitotoksik etkilerine katkida
bulunabilir. Arastirmamizin bulgulari, 3-ACH'n kanser tedavisi
icin umut verici bir ajan olarak degerlendirilmesine yonelik
kanitlar sunmaktadir. 3-ACH tedavisinin apopitotik yanitindaki
rolii daha detayli sekilde anlamak i¢in ek aragtirmalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: SKBR-3, akridin, pirazol, sitotoksisite,
apoptoz

ABSTRACT

Objective: Among heterocyclic compounds with anticancer
activity, derivatives of pyrazole containing two nitrogen atoms
and acridine containing one nitrogen atom have shown
promising results in the treatment of cancer, neurological
disorders, and infectious diseases. The main objective of this
study is to investigate the anticancer activity of the synthesized
pyrazole and acridine compound, particularly on human breast
cancer (SKBR-3) cells.

Material and Methods: In this study, pyrazole-4-carbaldehyde
was obtained based on hydrazone (HT) synthesized using 2-
hydrazinobenzothiazole and 4-chloroacetophenone. Pyrazole-4-
carbaldehyde was converted to a new pyrazole-acridine
derivative (3-ACH) by cyclization using 5,5-
dimethylcyclohexane-1,3-dione and 4-nitroaniline. 3-ACH was
characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Nuclear Magnetic Resonance, Mass Spectrometry, and
elemental analysis. The cytotoxic effects of 3-ACH on SKBR-3
cells were evaluated using the cell viability test at different
doses (50, 100, and 150 pg/mL) and durations (12 and 24
hours). Additionally, the synthesis of BAX, Caspase-3, Caspase-
8, and Caspase-9 apoptotic pathways was examined through
immunostaining after 3-ACH application.

Results: We demonstrated that 3-ACH exhibits cytotoxic
effects on human breast cancer cells, and these effects are dose
and duration-dependent. The synthesis increase of Caspase-9
and BAX responsible for intrinsic pathways and Caspase-8
responsible for extrinsic pathways was shown through
immunostaining. Moreover, the protein synthesis of Caspase-3,
responsible for both intrinsic and extrinsic pathways,
significantly increased.

Conclusion: These findings suggest that 3-ACH may contribute
to its cytotoxic effects by activating both intrinsic and extrinsic
apoptotic pathways. The results of our study provide strong
evidence for considering 3-ACH as a promising agent for
cancer treatment. Further research is needed to understand the
role of 3-ACH in the apoptotic response in more detail.
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GIRiS
Kadmlarda meme kanseri, yaklasik 2,3 milyon yeni
vaka (%]11,7) ile en yaygmn teshis edilen kanser tiirii
olarak bulunmustur. Ardindan akciger (%11,4),
kolorektal (%10), prostat (%7,3) ve mide (%5,6)
kanserleri gelmistir (1). Meme kanseri tedavisinde
cerrahi miidahale, radyasyon terapisi, kemoterapi,
hormonal terapi ve hedefe yonelik tedaviler gibi gesitli
yontemler kullanilmaktadir. Multidisipliner yaklasim,
hastalarin bireysel ihtiyaclarmma gore en etkili ve
koordineli tedavi planini olusturmayr amagclar. Bu
yaklagim, meme kanseri iizerine yapilan arastirmalari ve
tedavi seceneklerini kapsar. Cerrahi miidahale,
radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormonal tedavi ve
hedefe yonelik tedavilerin uyumlu bir sekilde bir araya
getirildigi multidisipliner yaklasim, hastalarin yasam
kalitesini artirabilir ve sagkalim oranlarini iyilestirebilir.
Molekiiler biyoloji ve ilag kimyasindaki hizli
ilerlemeler, yeni biyolojik hedeflere yonelik terapotik
stratejilerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Bu
baglamda, 6zellikle heterosiklik bilesiklerin sentezi ve
biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi, ilag tasarimi
ve gelistirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir (2).
Heterosiklik bilesikler sinifina giren akridin ve tiirevleri,
meme kanseri ve diger kanser tiirleriyle miicadelede
potansiyel terapdtik ajanlar olarak dnemli bir aragtirma
alanint olusturmaktadir (3). Akridinler hem dogal
kaynaklardan elde edilebilen hem de sentetik yollarla
iiretilebilen polisiklik aromatik  bilesiklerdir ve
antimikrobiyal, antipsikotik, antioksidan ve antitimor
gibi bir¢ok aktivite sergiledikleri bildirilmistir (4-6).
Akridin ve tiirevlerinin kanser hiicrelerine karsi
gosterdigi aktivitenin arkasindaki etki mekanizmalar
cesitlilik gdstermektir (3). Ancak bu bilesiklerin
antikanser aktivitesi DNA'ya baglanma ve topoizomeraz
inhibisyonu iizerine dayandigi, bunun da apopitoz ve
hiicre dongiisii arestine neden olabilecegi belirtilmistir
(.
Bir diger heterosiklik bilesikler smifina giren pirazol,
bes tiyeli heterosiklik bir halka yapisina sahiptir ve bu
Ozelligi, molekiiler etkilesimlerde gesitlilik saglayarak
cesitli biyolojik aktiviteler sergilemesine katkida
bulunmustur (8). Bu cercevede, pirazol tiirevlerinin
biyolojik aktiviteleri genis bir yelpazede incelenmis ve
antibakteriyel, antifungal, antiparazitik, antiviral ve
anti-inflamatuar gibi ¢esitli yonlerden etkili oldugu
bulunmustur (9). Buna ek olarak, yapilan caligmalar,
pirazol tiirevlerinin kanser hiicrelerinde apopitozu
indiikleyebildigini ve bazi kanser hiicrelerinin
biiytimesini engelledigini ortaya koymustur (10).
Pirazol-4-karbaldehit genellikle pirazol igeren organik
bilesiklerin sentezinde baglangic maddesi olarak
kullanilmaktadir (11). Ayrica, akridin igeren bilesiklerin
sentez  yontemlerinden  biri  olan  Hantzsch
reaksiyonunda aldehit, 1,3-siklohekzadion ve amin

kullanmaktir (6). Aldehit tiirevi olarak pirazol-4-
karbaldehit kullanmak hem pirazol hem akridin igeren
bilesik sentezi saglayacagindan bu c¢aligmada
kullanilmistir.  1,3-siklohekzadion tiirevi olarak 5,5-
dimetil-1,3-siklohekzadion (dimedon) ve amin olarak 4-
nitroanilin kullanilmistir.

Bu c¢alismada, 3-ACH'nin SKBR-3 hiicrelerindeki
sitotoksisitesi ve apopitozu indiikleyebilme kapasitesi
arastirildi. 3-ACH, farkli dozlarda (50, 100 ve 150
pg/mL) ve farkl siirelerde (12 ve 24 saat) uygulanarak
sitotoksik etkileri, WST-1 testi kullanilarak analiz
edildi. Apopitoz belirteglerini degerlendirmek amaciyla,
icsel ve digsal yollardan sorumlu kaspaz yolaklar
(BAX, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9) immiin boyama
yontemi ile arastirildi. Bu galisma, 3-ACH'in SKBR-3
hiicrelerindeki  biyolojik  etkilerini anlamak ve
potansiyel antikanser ozelliklerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir.

GEREC VE YONTEM
Kimyasal Sentez
Calisma boyunca kullanilan ¢oziiciiler damitilarak
kullanmilmustir.  2-(2-(1-(4-klorofenil)etilidin)hidrazino)
benzo[d]tiyazol (HT) sentezi i¢in bir balon igerisine 1 g
(6 mmol) 2-hidrazinobenzotiyazol ve 0,94 g (6 mmol)
4-kloroasetofenon karistirilarak, 20 mL etanol igerisinde
¢oziildii. Uzerine 0,4 mL asetik asit ilavesi yapilarak 3
saat geri sogutucu altinda isitildi. Olusan bej renkli
¢okelek 2:1 oraninda su-etanol karigiminda yikandi.
Daha sonra biitanolde kristallendirilerek saflastirildi.
1-(benzol[d]tiyazol-2-il)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-4-
karbaldehit (P4C) sentezi igin buz banyosunda 20
dakika bekletilen 0,55 mL (6 mmol) POCI; (fosforil
kloriir)’iin iizerine 2 mL sogutulmus DMF (N, N-dimetil
formamit) damla damla ilave edildi. Birkag dakika
karigtirildiktan sonra, karigimin iizerine 0,301 g (1
mmol) HT bilesigi eklendi. Karigim 30 dakika buz
banyosunda ve 30 dakika oda sicakliginda
karistirildiktan sonra 5 saat yag banyosunda 80-90 °C’de
refliks edildi. Karisim oda sicakligina getirildikten
sonra buzlu su eklendi ve olusan kahverengi ¢okelek
toliiende kristallendirilerek saflastirildi.
9-(1-(benzo[d]tiyazol-2-il)-3-(4-klorofenil)-1H-pirazol-
4-il)-3,3,6,6-tetrametil-10-(4-nitrofenil)-3,4,6,7,9,10-
hekzahidroakridin-1,8(2H,5H)-dion (3-ACH) sentezi
i¢in 0.340 g (1 mmol) (P4C) ve 0.019 g (0,1 mmol) P-
TSA (toliienstilfonik asit), 10 mL THF (tetrahidrofuran)
icerisinde ¢oziildii. Karisimin tizerine 0,280 g (2 mmol)
5,5-dimetilsiklohekzan-1,3-dion eklenerek 5 dakika
karigtirildi. Daha sonra 0,138 g (1 mmol) 4-nitroanilin
ilave edilerek 6 saat geri sogutucu altinda 1sit1ldi. Olugan
sar1 ¢okelek su ile yikandi ve etanolde kristallendirilerek
saflastirildi (12).
Karakterizasyon
Caligmada gergeklestirilen reaksiyonlarm ilerlemesini
takip etmede DC-Alufolien 20x20 cm Kieselgel 60 F254
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analitik ince tabaka kromatografisi (TLC) plakalar1 ve
Camag (254-366 nm) UV lambasi kullanildi. Elde
edilen  bilesiklerin  erime  noktast  Barnstead
Electrothermal 9200 cihazi ile 6l¢iildii.

Sentezlenen bilesiklerin yapilarin1 karakterize etmek
icin FT-IR (Bruker Optics Vertex 70), HPLC-TOF/MS
(Agilent 6530) ve NMR (Agilent 600 MHz) kullanildi.
'H-NMR analizinde 600 MHz, 3C-NMR analizinde 150
MHz kullanildi. NMR analizlerinde tiim bilesikler
CDCl; ile ¢bziildii (*H-NMR’da ¢oziiciiniin kimyasal
kayma degeri 7.26 ppm ve *C-NMR’da 77.2 ppm). Son
olarak Leco CHNS-932 cihaz ile bilesiklerin elementel
analizi gerceklestirildi.

Hiicre Kiiltiirii

Calismada Amerikan Tip Kiltir Koleksiyonu
(ATCC)’ndan temin edilen SKBR-3 Insan meme
kanseri hiicre hatti (ATCC® HTB-30™) kullanildi.
Hiicreler, %10 FBS (Biowest, S181H-500), %1
penisilin/streptomisin  (10.000 U/mL-10.000 pg/mL)
(Gibco, 10378016) ve %1 L-glutamin (Gibco,
25030081) igeren McCoy's SA medyumunda kiiltiir
edildi. Hicreler 37°C'de %5 CO; ile inkiibe edildi ve 2
giinde bir medyumu degistirilerek c¢ogaltildi. Hiicre
canliligt ve bilylime oranlart mikroskop altinda
incelendi. %90 konfluensiye ulagan hiicreler (Pasaj 1-3)
sitotoksisite ve immiin boyama deneylerinde kullanildi.
Bu calisma in vitro olarak gerceklestirildiginden etik
kurul izni gerekmemektedir.

Sitotoksisite Testi

Sentezlenen  bilesiklerin  anti-kanser  aktivitesini
belirlemek i¢in, WST-1 kiti (Takara Premix WST-1
MK400) kullanilarak SKBR-3 hiicreleri {iizerinde
sitotoksisite testi gergeklestirildi. Bunun igin hiicreler,
96-kuycuklu plakalara 8000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
hiicrelerin medyumu, dimetil siilfoksit (%0,1 DMSO)
iginde ¢o6ziilmiis, 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 150 pg/mL
konsantrasyonlarindaki ~ medyumlar eklendi.  96-
kuyucuklu plakalar daha sonra 12 ve 24 saat siireyle
37°C'de %5 CO, altinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi tamamlanan hiicrelerin tizerine Kitin protokoliinde
aciklandigr gibi WST-1 soliisyonu eklendikten sonra
spektrofotometri (Tecan, Infinite® 200Pro) kullanarak
450 nm'de absorbansta Olgim  gergeklestirildi.
Sonuglarin  tekrarlanabilirligini  dogrulamak igin
deneyler alt1 kez tekrarlandi.

Immiin Boyama

SKBR-3 hiicreleri  coversliplerin  oldugu  kilttr
ortaminda yetistirildi ve daha sonra coversliplerin
tizerine 3.5x konsantre paraformaldehit (Sigma-158127)
ile sabitlendi. PBS (Gibco, 14190-094) kullanilarak
hiicreler yikanarak sabitleme islemi sonlandirildi. Daha
sonra hiicreler PBS azid (Chemcruz, SC-296028) i¢inde
muhafaza edildi. Sabitlenmis hiicreler, +4 °C'de 24 saat
boyunca Bax (Abcam, ab32503, tavsan), kaspaz-3

(Abcam, ab13847, tavsan) kaspaz-8 (Abcam, ab32125,
tavsan) ve kaspaz-9 (Abcam, ab202068, tavsan) birincil
antikorlarla ayr1 ayri inkiibe edildi. Baglanmamis
antikorlar1 elimine etmek i¢in iki kez PBS ile yikandi.
Hiicreler, 37 °C'de 2 saat boyunca ikincil antikor (Sigma,
F9887) ile etiketlenmis floresein izotiyosiyanat (FITC,
anti-tavsan) ile inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikandiktan
sonra, 30 dakika boyunca 37 °C'de 7- aminoaktinomisin
D (7-AAD) DNA boyasi ile inkiibe edildi. Numuneler,
PBS ile ii¢ kez yikandiktan sonra bir mounting medium
ile kaplandi. Slaytlar, floresan mikroskop altinda
incelenene kadar -20 °C'de saklandi. Spesifik olmayan
etkilesimi ortadan kaldirmak i¢in negatif kontrol olarak
sadece ikincil antikor kullamildi. Istatistiksel Analiz
Arastirmada elde edilen sitotoksisite  verilerinin
istatistiksel ~analizi, GraphPad Prism 9 programi
kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar arasinda
karsilastirmalar yapmak i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) yontemi kullanildi. Bu deneylerde verilerin
normal bir dagilima sahip olup olmadigint kontrol etmek
icin Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov normalite
testleri kullanildi. Verilerin normal bir dagilima sahip
oldugu tespit edildi ve bunlar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak karsilastirildi. p<0.05 olan tiim
sonuglar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Bu c¢alismada pirazol-akridin tiirevi iki asamada
gerceklestirilmistir (Sekil 1). Bunun igin ilk asamada 4-
kloroasetofenon ve 2-hidrazinobenzotiyazol kullanilarak
HT bilesigi sentezlenmistir. Daha sonra benzotiyazol
grubu igeren baslangi¢ bilesigi olan P4C’nin sentezi i¢cin
HT bilesigine Vilsmeier—Haack reaktifi eklenmistir (13).
Ikinci  asamada ise  sentezlenen P4C, 5,5-
dimetilsiklohekzan-1,3-dion ve 4-nitroanilin bilesigi ile
etkinlestirilerek 3-ACH doniistiiriilmiistiir. Sentezlenen
P4C’in verim %83 ve EN. 224-225 °C bulunurken,
sentezlenen 3-ACH’nin verim %62 v e EN.

280-282 °C olarak bulunmustur.

Fourier Déniigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)
Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapisi ve igerdigi
fonksiyonel gruplart incelemek i¢in FT-IR analizi
gerceklestirildi.

Sekil 2'de gosterildigi gibi P4C, aromatik C-H

baglarmm varligini gosteren, 3066 cm™'de absorpsiyon

piki vermistir. 1696 cm™'deki gozlemlenen pik, P4C'in

aldehit grubuna ait karbonil grubunun varligini gosterir.

1600-1450 cm™ araligindaki pikler, bilesigin beklenen

yapist ile tutarli olan C=C ve C=N baglarinin varligini

gostermektedir.

P4C'nin tiirevi olan 3-ACH yine 3066 cm'de aromatik

C-H baglarina ait piki goéstermistir. 2959 ve 2869

cmdeki pikler, alifatik C-H baglarinin varhgim

gostermektedir. 1656 cmt'deki pik, bilesigin keton
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grubuna ait karbonil grubunun varligin1 gésterir. 1600-
1450 cm* arahigindaki pikler, bilesikte bulunan C=C ve
C=N baglarina aittir. Son olarak, 1532 ve 1388 cm"
Y'deki absorpsiyon pikleri, molekiilde bulunan nitro
gruplarinin oldugunu gostermektedir.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Bu caligmada, niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi kullanilarak sentezlenen bilesiklerin *H-
NMR ve *C-NMR analizleri gerceklestirilmistir.
P4C'nin 'H-NMR spektrumunda aldehit protonuna
(CHO) atfedilen 10.08 ppm'de tekli (singlet) bir sinyal

ve pirazoliin (CsH) karbonuna bagli protona karsilik
gelen 9.08 ppm'de baska bir tekli sinyal ortaya
¢ikarmistir.  Aromatik protonlar 7.97-7.42  ppm
araliginda multiplet olarak gozlenmistir (Sekil 3).
P4C'nin ®C-NMR spektrumu igin, 183.73 ppm'deki
sinyal aldehit karbona (C=0) atfedilirken, 168.19 ppm
ve 153.94 ppm'deki sinyaller sirasiyla benzotiyazol
halkasindaki C; ve Cy karbon atomlarina isaret
etmektedir. 150.64 ila 121.78 ppm arasinda gozlenen 12
pik, aromatik karbondan kaynaklanmaktadir (Sekil 4).

Cl
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Sekil 4: PAC ve 3-ACH’nin 3C-NMR spektrumu

3-ACH'ye ait *H-NMR spektrumu, pirazol halkasmin
(CsH) karbonuna baglh protonu 7,99 ppm’de tekli bir
sinyal olarak gostermektedir. 7,98-7,40 ppm araliginda
gozlemlenen multiplet (goklu) sinyaller, aromatik
protonlara (Ar-H) karsilik gelmektedir. 5,57 ppm'deki
singlet, akridin halkasindaki CoH karbonuna bagh
protondan kaynaklanmaktadir. 2,66 ppm ve 2,61
ppm'deki tekli sinyaller, sirasiyla akridin halkasinin Cop-
CsH ve C4-CsH karbonlarindaki protonlara atanir. 1,54
ppm ve 1,13 ppm'deki tekli pikler, molekiildeki metil
protonlara (CHs) karsilik gelmektedir (Sekil 3).

3-ACH'ye ait *C-NMR spektrumu, akridin halkasindaki
keton (C=0) karboniline karsilik gelen 197,62 ppm’de
bir sinyal gostermektedir. 168,50 ve 150,97 ppm’de
gozlenen sinyaller benzotiyazol halkasinda bulunan C;
ve Cy karbonlarina isaret etmektedir. 158,90 ve 158,70
ppm’de goriilen sinyaller akridin halkasindaki Csa-Cioa
karbonlarindan kaynaklanmaktadir. 150,47°de g6zlenen

sinyal nitro atomunun bagl oldugu (C-NO2) karbonunu
gostermektedir. 54,07 ppm, 52,42 ppm, 31,90 ppm ve
30,01’de ppm gozlenen sinyaller sirastyla akridin
halkasinda bulunan alifatik karbon atomlarma (C, ve
C7), (Ca ve Cs), (Cy) ve (Cs ve Cg) isaret etmektedir. Son
olarak spektrumda 28,57 ppm’de goriilen sinyal
molekiildeki metil karbonlarindan kaynaklanmaktadir
(Sekil 4).

Kiitle Spektrometrisi (ESI-MS)

Sentezlenen P4C ve 3-ACH'nin kiitle analizi,
Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi (ESI-
MS) ile gerceklestirilmistir. P4C'in molekiiler iyon
zirvesi m/z 338.33 [M-1]'de goézlemlenmistir; bu da
338,02 kiitleye sahip Ci7H10CIN3OS  molekiiler
formiiliine karsilik gelmektedir. Dolayisiyla P4C'in
kiitle spektrumu, yiiksek bir saflik derecesine isaret eden
teorik molekiiler iyon tepe noktasi ile tam Ortiisme
gostermigtir (Sekil 5).
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Sekil 5: P4C ve 3-ACH nin kiitle spektrumu
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3-ACH'nin analizi sirasinda parcalanmaya maruz
kaldig1 igin teorik kiitlesi dogrulanamamistir. Bunun
icin 3- ACH'nin elementel analizi gergeklestirildi.
Elementel Analiz

Bilesiklerin bilesimini belirlemek i¢in elementel analizi
yapilmistir. Tablo 1'de gosterildigi gibi hem P4C hem
3- ACH ig¢in hesaplanan degerler ve analiz sonucunda
elde edilen deneysel degerlerle uyumlu oldugu ortaya
cikmaktadir. Bu sayede sentezlenen bilesiklerin safligi
ve kimyasal yapilarinin dogrulugu kanitlanmustir.

Tablo 1: P4C ve 3-ACH elementel analizi

P4C 3-ACH
CurHhoCINSOS CaoH4CINsO4S
Hesaplanan Bulunan Hesaplanan Bulunan

0

é’ 60.09 59.93 66.51 66.32
0

f; 2.97 3.01 4.87 4.90
%

N 12.37 12.42 9.94 10.02
(? 9.4 9.47 455 461

Sonug olarak elde edilen bilesiklerin tiimii FT-IR, NMR,
kiitle spektrumlart ve elementel analizi bir biitiin olarak
incelendiginde, hedeflenen bilesikler basarili ile
sentezlendigi ve literatiirle uyumlu degerler verdigi
sonucuna ulastimistir (12).

150 r————————1
ns * % *

125+

100

Hiicre canliligi (% kontrol)
~
(* ]
1

Hiicre Canlilig1 Sonuglar

WST-1, hiicrelerin canliligin1  degerlendirmek igin
kullanilan bir sitotoksisite testidir. Bu calismada, 3-
ACH uygulamasinin farkli dozlar1 ve siirelerinin insan
meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini
degerlendirmek icin WST-1 kullanildi.

3-ACH'nin 12 saat boyunca uygulanmasi, 100 pg/mL ve
150 pg/mL dozlarinda kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya
neden olmustur. Ancak, 50 pg/mL 3-ACH
uygulamasiyla hiicre canlih@inda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gdzlenmemistir. 3-ACH'nin 24 saat
boyunca uygulanmasi, 100 pg/mL dozunda kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalmaya neden olmustur. 3-ACH’nin
SKBR-3 hiicrelerinin %50 hiicre biiyiimesini engelleyen
konsantrasyon dozu (ICsp), doz-hiicre canlilig1 grafigi
araciligiyla hesaplandi. 3-ACH’nin SKBR-3
hiicrelerinde 1Csp konsantrasyonu 12 saat sonunda 98,46
pg/mL bulunmustur. 24 saat boyunca 50 pug/mL ve 150
pg/mL  3-ACH uygulamasiyla hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmemistir.
Etkiler karsilastirildiginda, 150 pg/mL dozunda 3-
ACH'in 12 saatlik uygulamasinda istatistiksel olarak
azalma goriilmiisken, aynm1 dozda 3-ACH'nin 24 saatlik
uygulamasin da bu anlamlilik ortadan kalkmustir (Sekil
6).

B ns
*%
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Sekil 6: 3-ACH'nin SKBR-3 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin 12 saatlik (A) ve 24 saatlik (B) siirelerde

degerlendirilmesi (*p < 0.05)

Immiin Boyama Sonuclar
Immiin boyama yontemi antijen-antikor
komplekslerinin olusumuna dayanan bir immiinolojik
tekniktir. Bu ¢alismada, 3-ACH uygulamasinin ardindan
SKBR-3 hiicrelerinde tetiklenen apopitotik
mekanizmay1 arastirmak i¢in immiin boyama y6ntemini
kullanildi.

3-ACH'nin SKBR-3 insan meme kanser hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan BAX, kaspaz-9, kaspaz-8 ve
kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi.
Immiin boyama deneyleri, SKBR-3 hiicrelerine 3-ACH

(150 pg/mL) uygulandiktan sonra (sitotoksisite testinde
en yliksek verilere karsilik gelen) 12 saatlik uygulama
sonrasi gerceklestirildi. BAX proteini sentezi, 3-ACH
(150 pg/mL) ile 12 saat boyunca tedavi edilen SKBR-3
kanser hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla artig
gbzlemlenmistir

Benzer sonuglar kaspaz-9 (Sekil 8), kaspaz-8 (Sekil 9)
ve kaspaz-3 (Sekil 10) igin elde edildi. Kaspaz
proteinlerinin sentezi, 3-ACH (150 pg/mL) ile 12 saat
boyunca tedavi edilen SKBR-3 insan meme kanseri
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla daha yiiksekti.
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7-AAD FITC Merge

Sekil 7: SKBR-3 hiicrelerinde 3-ACH uygulamasi ile (150 pg/mL, 12 saat) ve 3-ACH uygulamasi olmadan BAX
proteinin ekspresyon diizeyinin incelenmesi (100X). 7-ADD: 7-aminoaktinomisin D, FITC: Floresein izotiyosiyanat,
FITC Merge

Merge: 7-ADD+FITC
7-AAD

Sekil 8: SKBR-3 hiicrelerinde 3-ACH uygulamast ile (150 pg/mL, 12 saat) ve 3-ACH uygulamasi olmadan Kaspaz-9

proteinin ekspresyon diizeyinin incelenmesi (100X). 7-ADD: 7-aminoaktinomisin D, FITC: Floresein izotiyosiyanat,
Merge: 7-ADD+FITC

Kontrol

BAX
3ACH (150 pg/ml.)

Kontrol

Kaspaz 9
3ACH (150 pg/mL)

7-AAD FITC Merge

Sekil 9: SKBR-3 hiicrelerinde 3-ACH uygulamasi ile (150 pug/mL, 12 saat) ve 3-ACH uygulamasi olmadan Kaspaz-8

proteinin ekspresyon diizeyinin incelenmesi (100X). 7-ADD: 7-aminoaktinomisin D, FITC: Floresein izotiyosiyanat,
Merge: 7-ADD+FITC

Kontrol

Kaspaz 8
3ACH (150 pg/mL)
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T-AAD

Kontrol

Kaspaz 3
3ACH (150 pg/mL)

FITC Merge

Sekil 10: SKBR-3 hiicrelerinde 3-ACH uygulamasi ile (150 pg/mL, 12 saat) ve 3-ACH uygulamasi olmadan Kaspaz-3
proteinin ekspresyon diizeyinin incelenmesi (100X). 7-ADD: 7-aminoaktinomisin D, FITC: Floresein izotiyosiyanat,

Merge: 7-ADD+FITC

TARTISMA
Kadinlarda, meme kanseri en yaygin teshis edilen
kanser tiiriidiir. 2020 yilinda diinya genelinde 9,23
milyon kadina kanser teshisi konmus ve 4,43 milyon
kadin kanserden hayatin1 kaybetmistir. 2040 yilina
gelindiginde, bu rakamlarin 13,3 milyon yeni vaka ve
7,1 milyon 6liim olmas1 tahmin edilmektedir (1).
Arastirmamizin temel amaci, 3-ACH'nin SKBR-3 insan
meme  kanseri  hiicreleri  {izerindeki  etkilerini
incelemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, sitotoksik
ozelliklere odaklanip 3-ACH'nin apoptozu tetikleme
potansiyeline odaklanilmistir. Morfolojik ve sitotoksik
degerlendirmeler yoluyla, 3-ACH'nin SKBR-3 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin uygulanan doza ve
zamana bagli oldugunu goézlemlendi. Bu sonuglar, 3-
ACH'nin SKBR-3 hiicrelerini hedefleyen potansiyel bir
kanser karsiti madde olarak umut vadettigini
gostermektedir Sitotoksik etkisinin yani sira, 3-ACH
uygulamasinin BAX (Sekil 7), kaspaz-9 (Sekil 8),
kaspaz-8 (Sekil 9) ve kaspaz-3 (Sekil 10) gibi cesitli
apopitozla iligkilendirilmis proteinlerin aktivasyonunda
artis gostermistir. Bu proteinler, kanser hiicrelerinde
sik¢a bozulan programlanmis hiicre 6limiiniin siki bir
sekilde diizenlendigi, hem ig¢sel hem de digsal
apopitotik yollarindaki 6nemli rolleri olan bilesenlerdir.
Bu proteinlerin aktivasyonu, 3-ACH'nin SKBR-3
meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin
sorumlusu  olarak  apopitozu tetikleyebilecegini
gostermektedir.
Son yillarda bilim insanlarinin, pirazol tiirevlerine olan
arastirma ilgisi artmaktadir. Su anda, klinik uygulamada
veya klinik denemelerde incelenen 34 pirazol tabanl
terapotik ilag bulunmaktadir (14). Farkli farmakolojik
alt birimlere sahip olan pirazol, meme kanserinin de
dahil oldugu birgok kanser hiicre hattinda test edilmistir.
Yeni bir dizi 1,2,4-oksadiazol igeren 1,2 3-triazol-
pirazol bilesigi sentezinin, insan meme kanseri olan

MCF-7, A549 (akciger kanseri), PC3 ve DU-145
(prostat kanseri) insan kanser hiicre hatlar1 {izerinde
sitotoksisite testleri yapilmis ve sentezlenen bilesiklerin
tim hiicre hatlarina karsi etkili oldugu gosterilmistir
(15). Yapilan bir caligmada, N,N-dimetil-N'-(3-(1-(4-
(trifluorometil)fenil)-1H-pirazol-4-
il)fenil)azansiilfonamid ~ pirazol  bilesiginin meme
kanserinin birgok onkogenik 6zelligini hem in vitro hem
de in vivo olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica,
sentezlenen bu bilesigin apopitozu tetikledigi ve DNA
hasarlarindan ~ sorumlu olan genleri  diizenledigi
gosterilmistir (16). Pirazol tiirevlerinin meme kanseri
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerini  gosteren
caligmalarla uyumlu olarak, sentezledigimiz pirazol-
akridin bilesiklerinin meme kanseri hiicrelerindeki
antikanser etkisini bu c¢alisma ile dogruladik. Ayrica,
hiicre 6liimiiniin altinda yatan apopitotik mekanizmay1
immiin boyama yontemiyle agikladik. Metastatik meme
kanseri hastalarinda pirazoloakridin bilesiginin klinik
faz Il calismalar1 devam etmektedir (17). Bu ve benzeri
caligmalar, yeni tedavi yontemleri ve ilaglarin
gelistirilmesi konusunda 6nemli bir adim olup, hastalar
icin umut verici bir gelecek sunma potansiyeline
sahiptir. Bu c¢aligmalarin sonuglari, meme kanseri
tedavisinde daha etkili ve giivenilir segeneklerin ortaya
¢tkmasina katkida bulunabilir.

Akridin, 1870 yilinda kesfedilen ve tip ve endiistri gibi
birgok alanda kullanilan antimikrobiyal, antiparaziter,
antiviral ve antimalaryal 6zelliklere sahip bir bilesiktir.
Akridin tiirevlerinin kanser karsitt etkisi, DNA ve DNA
ile iligkili enzimler olan topoizomeraz Il ve telomeraz ile
etkilesimleri nedeniyle bilim insanlar tarafindan kanser
aragtirmalarinda kullanilmaktadir (3). Potansiyel bir
antikanser ajani olarak sentezlenen 9-aminoakridin
tirevi  2-({4-[4-(akridin-9-ilamino) feniltiyosiilfanil]
fenil} (2-hidroksietil)amino)etan-1-ol (CK0402) anti-
kanser etkinligi agisindan incelenmistir. Calismada,
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ER(-) ve HER2 agir1 ifade edilen SKBR-3 insan meme
kanseri hiicrelerinde, CK0402 tedavisi ile doza ve
zamana bagli olarak antikanser etki gostermistir. Ayrica,
CK0402, SKBR-3 hiicrelerinde ER(+) ve HER2(-)
MCF-7 hiicre hatlarinda apopitozu ve otofajiyi
indiiklemigtir (18). Diger bir ¢calismada sentezlenen 3-
({4-[ 4-( akridin-9-ilamino ) feniltiyosiilfanil] fenil}
(3-hidroksipropil) amino) propan-1-ol (CKO0403),
amsakrinin  bir  siilfir iceren  9-anilinoakridin
analogudur. CK403'in antikanser etkinligi MCF-7,
MDA-MB-231, BT474 ve SKBR-3 meme kanseri hiicre
hatlar1 ile MCF-10A saglikli meme hiicre hatlarinda test
edilmistir. Sonuglar, CK0403'in MCF-7 disindaki tim
meme kanseri hiicre hatlarinda CK0402'den daha etkili
bir biiyiimeyi engelleme aktivitesi sergiledigini
gostermistir. Ayrica, CKO0403'in CKO0402'den daha
etkili bir sekilde apopitozu indiikledigi goriilmiistiir. Bu
yiiksek antikanser potansiyeli, CK0403"in gelecekteki
meme kanseri tedavilerinde umut vadeden bir se¢enek
olabilecegini gostermektedir (19). iki yeni 1-akridin-9-
il-3-metiltiyotirea  Au(I) DNA interkale edici
[Au(ACRTU)2]CI (2) ve [Au(ACRTU) (PPh3)]PF6 (3)
kompleksi hazirlanmigtir. 2. ve 3. bilesikler farkli
fenotiplerdeki meme kanseri hiicre hatlar1 MDA-MB-
231 (triple negatif), SKBR-3 (HER2+, ERa-, ve ERB-),
ve MCF-7 (ER+) iizerinde sitotoksik etki gostermistir.
Kaspaz-3 aktivasyonu araciligryla apopitozu
indiikledigi  gosterilmistir  (20). Yeni  sitotoksik
fenantren-fiizyonlu-tetrahidrodibenzo-akridinonlarin
hizli mikrodalga destekli tek agamali sentelenen bilesik;
rahim (HelLa), prostat (PC-3), fibrosarkom (HT-1080),
over (SKOV-3) kanser hiicrelerine karst in vitro
sitotoksisiteleri test edilmis ve normal (HEK-293T)
bobrek hiicre hattina karsi daha giivenli oldugu
belirlenmistir. Kanser hiicrelerinde sitotoksik profil
gostermistir. Kanser hiicrelerinin sayisinin azaldigi ve
apopitoz net bir sekilde ortaya konmustur. Kaspaz-3
aktivasyonunun  artmasi, apopitoz  indiiksiyonunu
desteklemistir (21). Yaptigimiz ¢aligmada literatiirle
uyumlu olarak SKBR-3 hiicrelerinde doz ve zaman
bagimli olarak sitotoksisiteyi artirirken hem igsel hem
de digsal yollardan sorumlu olan  kaspaz-3
aktivitesindeki artis ile apopitoz indiiklenmistir. Ayrica
calismamizda, kaspaz-3 apopitoz yolaginin yani sira,
apopitozun igsel yolaklardan sorumlu olan tyeleri
kaspaz-9 ve BAX ile digsal yolaklardan sorumlu olan
kaspaz-8’in protein seviyeleri de artmigtir.
Calismamizda, 3-ACH'nin insan meme kanseri hiicreleri
olan SKBR-3  hiicrelerinde  sitotoksik  etkiler
gosterdigini, bu etkilerin dozaj ve siire ile iligkili
oldugunu gosterdik. Apopitozda, basta hem i¢sel hem de
digsal yollardan sorumlu olan kaspaz-3’iin protein
sentezi olmak iizere, i¢sel yolaklardan sorumlu olan
kaspaz-9 ve BAX ile digsal yolaklardan sorumlu olan
kaspaz-8 protein sentezinin artig1 ortaya konmusgtur. Bu

proteinler, kanserli  hiicrelerde  sik¢a  bozulan
programlanmis hiicre dliimiiniin diizenlendigi icsel ve
digsal apopitotik yollarin 6nemli bilesenleridir. Bu
bulgular, 3-ACH'nin sitotoksik etkisini hem i¢sel hem
de dissal yollar1 aktive ederek gerceklestirebilecegini
gostermektedir. Bu proteinlerin uyarilmasi, 3-ACH'in
SKBR-3 hiicrelerinde apopitozu tetikleme yetenegine
sahip oldugunu ve bu 6zelligin sitotoksik etkisinin temel
mekanizmasi  olabilecegini  dislindiirmektedir.  3-
ACH''n insan meme kanseri hiicreleri tiizerindeki
etkilerini daha iyi anlamak igin ileri aragtirmalara ihtiyag
vardir.

Catisma Beyani: Bu ¢alismada herhangi bir potansiyel
¢ikar ¢atigmast bulunmamaktadir.
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