Turkish Journal of Clinics and Laboratory

To cite this article: Okten S, Cakmak O, Tekin $. 6,8-Distibstitie kinolin analoglarinin anti kanser ajanlar olarak yapi aktivite (SAR) ¢alismasi. Turk J Clin Lab
2017; 8(4): 152-159.

" Orjinal Makale

6,8-dislibstitlie kinolin analoglarinin anti kanser ajanlar olarak yapi
aktivite (SAR) calismasi

The structure activity relationship (SAR) study of 6,8-disubstituted
quinoline derivatives as anti cancer agents

Salih OKTEN", Osman CAKMAK?, Saban TEKIN3

'Kirikkale Universitesi, Egitim Fakdiltesi, Matematik ve Fen Bilimleri Egitimi Bélimdi, Kirikkale, Tirkiye
%istanbul Gelisim Universitesi, Saglik Bilimleri Yiiksekokulu, 34315 Avcilar, istanbul, Tirkiye
3Gen Mihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlsu, Tlbitak MAM, 41470, Gebze, Kocaeli, Turkiye

0z
Amag: Bu calismada, 6,8-distibstitlie kinolin turevlerinin antikanser potansiyelleri, etki mekanizmalari ve farkli
stbstituentlerin aktiviteye etkilerinin belirlemesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Tetrahidrokinolin molekld (1), molekiler brom (Br)) ile reaksiyonu ve miteakiben aromatlastirimasi ile
6,8-dibromo-1,2,3,4-tetrahidrokinolin (6,8-dibromoTHQ, 2) ve 6,8-dibromokinolin (6,8-diBrQ, 3) elde edildi. Bu molekiiller, yer
degistirme ve Suzuki Kenetleme reaksiyonlari sonucuile 6,8-dimetoksikinolin (6,8-diMeOQ, 4), 6,8-disiyanokinolin (6,8-diCNQ,
6) ve 6,8-difenilkinolin’e (6,8-diPhQ, 5) donustirlldl. Sentezlenen bilesiklerin (2-6) antikanser potansiyellerinin ortaya
cikartmak icin Hela (insan rahim kanser hiicresi), HT29 (Kolon kanseri) ve C6 (Sican beyin kanser hiicresi) hiicre hatlarina karsi
BrDU hiicre proliferasyonu, LDH sitotoksisite, DNA bantlasma ve DNA Topoizomeraz | inhibisyon testleri uygulandi.

Bulgular: HT29 hiicre hatlarinda ise, bilesikler 2, 3, 4 ve 5 numarali bilesikler hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir
fakat HelLa ve C6 hiicre hatlarinda sadece 6,8-dibromoTHQ 2 ve 6,8-diPhQ 5 bilesikleri 5nemli derecede antiproliferatif
etki gostermistir. 6,8-dibromoTHQ 2, tiim hiicre hatlarinda yiksek inhibisyon gosterirken, sitotoksik etki gdstermemistir.
6,8-dibromoTHQ 2 DNA bantlastirma ve Topoizomeraz | enziminin inhibe edebilme 6zelligi ortaya ¢ikariimistir.

Sonuglar: Kinolin halkasinin C-6 ve C-8 konumlarinda fonksiyonel gruplarin degistikce farkl aktiviteleri gozlenmistir.
6,8-DiBrTHQ 2 ve 6,8-diPhQ 5 molekiillerinin antiproliferatif ve apoptotik aktivite gostermeleri sebebiyle antikanser ajan
olma potansiyelleri belirlenmistir.
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ABSTRACT

Aim: In this study, determination of the anticancer potentials of 6,8-disubstituted quinolines, mechanisms of their action
and effects of different substituents to anticancer activity were aimed.

Material and Method: Reaction of tetrahydroquinoline (1) with molecular bromine (Br,) and then aromatization of product
afforded 6,8-dibromo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (6,8-dibromoTHQ, 2) and 6,8-dibromoquinoline (6,8-diBrQ, 3). These
compounds were converted to corresponding derivatives 6,8-dimethoxyquinoline (6,8-diMeOQ, 4), 6,8-dicyanoquinoline
(6,8-diCNQ, 6) and 6,8-diphenylquinoline (6,8-diPhQ, 5) via nucleophilic substitution and Suzuki cross coupling reactions.
BrDU cell proliferation, LDH cytotoxcity, DNA laddering and DNA Topoisomerase | inhibition assays were applied to
synthesized compounds (2-6) against HeLa, HT29 and C6 cell lines to determine their anti cancer potentials.

Results: Although only 2 and 5 have antiproliferative effect against against HeLa (Human Cervix Carcinoma) and C6 (Rat
BrainTumor Cells) cell lines,compounds 2, 3,4 and 5inhibited the proliferation of HT29 (Human Colorectal Adenocarcinoma)
cell line. Moreover, 6,8-dibromoTHQ 2 showing significant inhibition against all cell lines did not showed cytotoxic effect.
However, compound 2 have caused DNA fragmantation and inhibited Topoisomerase | enzyme.

Conclusion: The exchange of functional groups of quinoline skeleton at C-6 and C-8 positions have caused different
anticancer activities. The potential of being anticancer agents of 6,8-DibromoTHQ 2 and 6,8-diphenylquinoline 5 were
investigated due to exhibition of their antiproliferative and apoptotic effects.

Keywords: Quinoline, tetrahydroquinoline, bromoquinoline, phenylquinoline, anticancer, cytotoxcity, apoptosis,

Topoisomerase | ihhibitori

Giris ve Kinakina (Cinchona) agacindan elde edilen hetero halkali

. . . . . onemli bir alkoloiddir. Tip, eczacilik, biyoorganik, endustri
Kanser, insanhgin karsi karsiya kaldigi en dnemli hastaliklardan . o .
. o N ve hatta sentetik organik kimya alanlarinda genis uygulama
birisi olup hala kesin bir tedavisi bulunamamistir. Kanser o o
. . . ) alanlari bulunmaktadir. Kinolin ve yapilarinda kinolin halkasi
tedavisi icin milyarlarca dolar harcanarak yeni kanser ilaclari L . ; .
bulunduran bilesikler antibakteriyel [4-5], antifungal [6-

7], antitimor [8-9], HIV replikasyon inhibitori [10] gibi
genis biyolojik aktivite gostermeleri sebebiyle heterosiklik

gelistirilmekte, fakat bunlarin bir kismi ciddi yan etkileri ve
dayanikhhk kazanilmasi nedeniyle kullanim disi kalmaktadir.
Bu nedenle, tedavi etme giicli yiksek ve yan etkisi distik yeni = 7~ . ) o )
bilesiklerin en 6nemli siniflarindan biridir ve tipta tedavi

ilag bileseni molekil sentezleme calismalari halen devam . - .
etmek amagli ila¢ olarak da kullaniimaktadir. Daha 6nceki

etmekte olup bilim insanlarinin ilgi odagdi haline gelmistir. . ) o L
yapilan calismalarda kinolin iskeletine sahip bircok moleklin
Azot atomu ihtiva eden alkoloidler [1-3] dogal olarak biyolojik  anti kanser aktiviteleri rapor edilmistir. Kinolin iskeletine sahip

aktivite gosteren bilesiklerdir. Kinolin, komir katranindan  pircok ticari ilag drnegi bulunmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Ticari kinolin tirevi ilaglar

153



VAEN

Volume 8 Number 4 p: 152-159

Kinolin bilesiginin analoglarindan olan bromo kinolinler
farmasotik kimya ve materyal endistrisinde yeni sibstitlie
kinolin tirevlerinin sentezlenmesi amaciyla kimyacilar icin
¢ok onemli anahtar molekiillerdir [8,11]. Aromatik boronik
asit ve bromo kinolin tirevleri arasinda gerceklesen Suzuki
capraz kenetlenme reaksiyonlari potansiyel biyo aktif yeni
molekiillerin sentezi icin 6nemli bir basamaktir [12]. Son
yillarda sitotoksik profillerini belirlemek amach, palladyum
katalizli capraz kenetleme reaksiyonlari ile 5,7-dibromokinolin
molekullinden yola cikilarak ¢ok sayida biyo aktif bilesik rapor
edilmistir [13]. Glinimizde kinolin iskeletine sahip farkli
gruplarla stibstittie bilesikler yaygin bir sekilde sentezlenmistir
ve cesitli kanser hiicrelerine karsi potansiyel anti kanser ajan
olduklari rapor edilmistir [8,14,15].

Onceki calismalarimizda 6,8-distibstitiie kinolinler icin sentetik
statejiler gelistirildi (Sema 1) [8,11]. Gurubumuz tarafindan
sentezlenen farkll substitlentlerle islevsel hale getirilen
kinolin tirevlerinin antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteleri
gosterdiklerini ticari bir kanser ilaci olan 5-florourasil (5-FU) ile
kiyaslanarak literatiirde rapor edilmistir [16-18].

P Br.. ~ X AN
[K\/ (j/ \J 1. Aromatlasma ‘E\'/ \\J
-
~Z >N~ Brominasyon Z SN 2. Substitusyon (LN{
Y

! H
1 "2
X= Br/OMe/CN/SMe/SiMe

Y= OMe/CN/SMe/SiMe3

Sema 1. 6,8-disuibstitlie kinolinler icin sentetik stateji

Bu guincel ¢alismamizda, kinolin ¢ekirdeginin C-6 ve C-8
konumlarinda stbstitlie bir seri kinolin tlrevleri sentezlendi,
kanser aktiviteleri incelendi ve sibstitlentlere bagli olarak
aktivitelerinin nasil degistigine dair karsilastirnlma yapilmistir.
Bu amacla, 6,8-distibstitiie kinolin tlrevlerinin Hela, HT29
ve C6 kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif etkilerini
karsilastirmali  olarak inceleyerek etki mekanizmalarini
arastirmak icin apoptosis, sitotoksisite ve antitopoisomeraz

ozellikleri caligiimistir.
Gereg ve Yontemler
6,8-Disiibstitiie Kinolinlerin Eldesi

Bltlin reaktif ve c¢ozlcller ticari olarak temin edildi.
6,8-Dibromo-1,2,3,4-tetrahidrokinolin (2), 6,8-dibromokinolin
(3), 6,8-dimetoksikinolin (4)

tlrevleri grubumuz tarafindan

ve 6,8-disiyanokinolin (6)
literatiirde rapor edilen
yontemlerle [8,19-20] sentezlendi ve yapilari IR, '"H NMR

ve C NMR spektrumlar ile belirlenerek spektral veriler
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rapor edilen degerlerle teyit edilmistir. 6,8-Difenilkinolin,
6,8-dibromokinolin‘in PhB(OH), ile Pd(PPh3)4 ve K,CO, ¢Ozeltisi
esliginde argon atmosferinde 1,4-dioksan ¢oziclslinde
kaynatilarak %82 verimle sentezlendi. Bu molekilln yapisi
IR, '"H NMR ve C NMR spektrumlari ile aydinlatildi. Spektral
veriler sonuglandirldigimiz Tubitak proje sonug raporunda

rapor edilmistir [21].
Hiicre Hatlari ve Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda C6, HT29 ve Hela hiicre hatlar kullanilmistir.
C6 hiicre hatti (ATCC® CCL-107™), Rattus norvegicus'un beyin
dokusundan elde edilen, fibroblast morfolojisine sahip adherent
ozellik sergileyen glioma hicreleridir. HT29 hiicre hatti (ATCC®
HTB-38™), insan kalin bagirsak dokusundan elde edilen ve
epitel hiicre morfolojisine sahip, adherent yapili kolorektal
adenokarsinoma hicreleridir. HeLa hiicre hatti (ATCC® CCL-2™)
ise, morfolojik olarak epitel hiicre yapisinda, adherent 6zellige
sahip insan serviks adenokarsinoma hiicreleridir. S6z konusu
hiicre hatlar ATCC'den temin edilmis, hiicre kiiltiiri ile cogaltilmis
ve sivi nitrojen icerisinde (-196 °C) muhafaza edilmistir.

Huicre kiiltirinde amag, hiicrelerin in vitro sartlar altinda yasayip
¢ogalmalarinisaglamaktir. Kullanilan hiicre hatlarina uygun olarak
secilen ve hicrelerin proliferasyonlari icin gerekli tim 6geleri
barindiran besiyeri, hiicrelerin yasam ortamini olusturmaktadir.
Besiyeri olarak; %5 FBS, %2 penisilin-streptomisin ve 0.22 NaHCO,
iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium, High
Glucose (4.5 g/L) kullanilmistir. T75 hicre kiltir flasklarindaki
besiyeriicerisine alinan hiicreler 37 °C'de, %5 CO, iceren ortamda,
ortalama 60-72 saat inkiibe edilerek biyimeleri saglanmistir.
Bulundugu kiltir flaskinda %80 biylme kaydeden hiicreler
(konfluent) deney icin hazir hale gelmistir.

BrdU Hiicre Proliferasyonu ELISA

Hicre proliferasyonunun belirlenmesi amaciyla kolorimetrik
Hicre Proliferasyon ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi kullanilmistir. BrdU Cell Proliferation ELISA
(BCPE), kiti firmanin (Roche) prosediriine gore kullanilmistir.
BCPE Kkiti icerigi BrdU labeling reagent, FixDenat, Anti-BrdU-
POD, Antibody Dilution Solution, Washing Buffer PBS ve
Substrate Solution olmak lizere alti soliisyondan meydana
gelmektedir. 96 kuyucuklu plate kullanilarak, her kuyuda 0.1
mL besiyeri icerisinde 3 x 10° hiicre olacak sekilde pipetlenen
hicreler 24 saat sureyle inklibasyona birakildi. 1:100 oraninda
BrdU:DMEM eklenerek hazirlanan BrdU labeling reagent,
20 pL/ kuyu seklinde pipetlenerek 37 °C'de, %95 nem ve %5



CO, igeren kiiltiir ortaminda 4 saat inkibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda kuyu icerikleri aspire edilerek 100 pL/kuyu olacak
sekilde FixDenat sollisyonu eklenedi 45 dakika oda isisinda
bekletildi. Ardindan aspire edilen kuyular izerine 50 pL/ kuyu
olacak sekilde Anti-BrdU-POD ilave edilerek oda isisinda 2
saat birakildi. Daha sonra plate icerigi aspire edildi ve 1:10
oraninda washing buffer: ddH,O seklinde hazirlanan yikama
soliisyonuyla 200 pL/kuyu olacak sekilde 3 kez yikama
yapildi. Bu islemin devaminda kullanima hazir olan substrat
soliisyonundan her bir kuyuya 50 pL eklenerek 45 dakika
streyle oda isisinda bekletildi. Siire sonunda reaksiyonu
sonlandirmakicin 1 MH,SO,'den 25 pL/kuyu ilave edilerek 450-
650 nm dalga boyunda spektrofotometrik ELISA mikroplate
okuyucu ile absorbans degerleri kaydedildi. Testler Ug¢ tekrarli
olarak gerceklestirilmistir. % inhibisyon degeri asagidaki
formile gore hesaplandi.

% inhibisyon =[100 x (Hiicre Kontrol — Deney)] / (Hlicre Kontrol)

% Kontrol Hiicre Bliyime = (OD 6rnek — OD 0.giin) / (OD
negatif kontrol - OD 0.giin)

% Biiylime inhibisyonu = 100 - % Kontrol Hiicre Biiyiime
LDH Sitotoksisite Testi

Hicre sitotoksisitesi plazma membran hasariyla yakindan
iliskiliolup farklryontemlerle tespit edilebilmektedir. Bunlardan
birisi membran hasarli hiicrelerden salinan sitoplazmik Laktat
dehidrogenaz (LDH) enziminin aktivitesinin 6l¢ciimlne dayanir.
LDH, tim hicrelerde bulunan stabil sitoplazmik bir enzim
olup plazma membraninda bir zarar meydana geldiginde
hizlica hiicre kiltlr slipernatantina karisir. Boylece uygulanan
test maddesinin, sitotoksik olup olmadigi LDH varligi veya
LDH enzim aktivitesi miktari belirlenerek tespit edilir. LDH
sitotoksisite testi, LDH sitotoksisite kiti (Roche) ve Ureticinin
prosediriine gore gerceklestirilmistir. LDH sitotoksisite testi
icin, test edilecek madde miktarina bagh olmakla birlikte
96 kuyucuklu plate kullanildi ve 100 pL'de 5000 hiicre/kuyu
olacak sekilde triplike olarak ekim yapildi. Test maddeleri IC, |
konsantrasyonlarinda kuyulara eklendikten sonra total hacim
DMEM ile total hacim 200 plye tamamlandi. Background
kontrolde hiicre olmayip yalnizca 200 uL DMEM bulunurken,
disiik kontrolde 100 pL hiicre ve 100 yL DMEM, yiiksek
kontrolde ise 100 pL hicre ve 100 pL %2'lik TritonX-100
bulunur ve plate 24 saat siireyle 37 °C'de, %95 nem ve %5 CO,
iceren kiltir ortaminda inkiibe edildi. Stire sonunda her bir
kuyudan 100 pL stipernatant alinarak, ayni sekilde etiketlenmis
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yeni plate kuyucuguna eklendi. Yaklasik 100 test icin, 11.25 mL
Dye icerisine 250 pL katalist ilave edilerek reaksiyon karisimi
hazirlandi ve tek kullanimlik olarak hazirlanan bu reaksiyon
karisimi 100 pL/kuyu olacak sekilde eklendi. 20 dakika oda
1sisinda ve karanlikta inkiibe edildi.492-630 nm dalga boyunda
absorbans degerleri kaydedildi. % Sitotoksisiteyi hesaplamak
icin triplike kuyularin ortalama absorbanslar alinarak her
birinden background kontroliin ortalama absorbans degeri
cikarldi (A). Elde edilen sonuglar tzerinden asagidaki formdil
kullanilarak % sitotoksisite hesaplandi.

% Sitotoksisite = [(A — Dusuk Kontrol) / (Yiksek Kontrol —
Dustik Kontrol)] x 100

DNA Bantlagsma Testi

Antiproliferatif 6zellik gosteren 6,8-disiibstitlie  kinolin
analoglarinin apoptotik 0zelliklerini degerlendirmek icin
Gong ve ark. (1994)nin izledigi DNA bantlasma yontemi
takip edilmistir [22]. 75 cm?lik hiicre kiltir flaskinda biyiyen
hiicreler, 6 mL icerisinde 750 000 hiicre olacak sekilde 25
cm?2'lik kiigtk kaltar flasklarina ekilerek 24 saat sireyle hicre
kiltdr ortaminda inkibe edildi. Sure sonunda IC, degeri
Uzerinden test maddeleri ilave edilerek 24 saat sireyle tekrar
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi flask icerigindeki
adherent hucreler, kaziyici yardimiyla kaldirilanidi ve 15
mLlik bir falkona alinarak 6000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi.
Dipte olusan pellete zarar vermeden siipernatatant aspire
edildi. Pellet Gzerine 200 mL DPBS ilave edilerek, hiicrelerin
dagiimasi saglandi. Ardindan Uzerlerine 5 mL %70’lik etil
alkol ilave edilerek 48 saat boyunca -20 °C'de muhafaza edildi.
Sure sonunda santrif(ij edilerek, alkol ortamdan cekildi. Dipte
kalan az miktarda alkollin de u¢masi ve hiicrelerin tamamen
kuruyabilmesi icin 37 °C'de, 1siticili bir karistiricida yaklasik 2
saat birakildi. Hiicre pelletinin tamamen kuruduguna emin
oldugumuzda, hazirladigimiz fosfat-sitrat tamponundan 50 pL
ilave ederek, hiicre pelletinin ¢dziilmesi saglanir ve ardindan
30 dakika daha 37 °C'de inkilbe edildi. Ardindan htcreler
santriftj edildi ve diistik molekdl agirlikli DNA'nin bulundugu
sipernatant kisimdan 40 uL alinarak bir eppendorf tipiine
aktarildi. Uzerine 5 uL RNaz A ve 5 uL Tween20 ilavesiyle 37
°C'de 30 dk inkiibasyona birakildi. Son olarak {izerine 5 pL
proteinazKilave edilerek 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. islem
sonunda Orneklerin Gzerine 5 pL loading dye eklenerek % 2'lik
agaroz jelde yuritildu. Elektroforez islemi tamamlandiginda
jel gorintileme sistemi kullanilarak DNA'da merdiven gibi
bantlasma varhdi tespit edildi.
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DNA Topoizomeraz | inhibisyon Testi

Antiproliferatif 6zellige sahip oldugu saptanan kinolin
tirevi bilesiklerin, topoizomeraz | inhibisyon aktiviteleri,
inhibisyon kiti (TopoGEN)
belirlenmistir. Topoizomeraz | enzim inhibisyon testi icin
kit prosediirti izlenmistir. Test edilecek her bir madde icin,
kit iceriginde yer alan 10xTGS Buffer'dan 2 L, super sarimh
DNA (pHOT1 DNA)dan 1 pL, topoizomeraz I'den 1 pL bir PCR
tlplnunicine alindive tizeri ddH_ O ile 20 ul'ye tamamlandi. 37
oC'de yaklasik 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
her bir PCR tlpd icerisine 5 x Stop Sollisyonundan 4 pL eklendi
ve EtBr'siiz %1'lik agaroz jel elektroforezde 2 saat yurutdldi.
Ardindan jel, 1 uL EtBr ilaveli 100 mL ddH,O icerisinde 20
dakika boyamaya birakildi ve jel, 100 mL ddH_O icerisinde 15
dakika bekletilerek fotograflandi.

topoizomeraz | kullanilarak

istatistiksel Analiz ve IC, degerlerinin hesaplanmasi

Calismamizda her bir test, kuyular triplike olacak sekilde farkli
zamanlarda Ui¢ kez tekrarlanarak (3 x 3) yapilmistir. Elde edilen
absorbans degerlerinden % sitotoksisite ve % inhibisyon
oranlar ve SEM ve + SD degerleri Microsoft Excel programiyla
hesaplanmistir. Elde edilen % sitotoksisite ve % inhibisyon
sonuglar varyans analizi SPSS (Statistic Program for Social and
Science) programi yardimiyla, one-way ANOVA testi kullanilarak
yapilmistir. ANOVA testi dogruluk degeri p < 0.05 olarak kabul
edilmistir. Test edilen kinolin bilesiklerinin IC, | konsantrasyonlari,
BCPE test sonuclan Uzerinden XLfit5 (IDBS, USA) programi
yardimiyla ve %95 giiven araliginda hesaplanmistir.

Bulgular
Kimya

Ucuz bir ticari materyal olan 1,2,3,4-tetrahidrokinolinden
(THQ, 1) baslayarak literatiirde rapor edilen prosedire uygun
olarak 6,8-dibromokinolin (3) bilesigi iki adimda hazirlanmistir
(Sema 2) [20]. THQ'in 1, molekiler bromla muamelesi
sonucunda yiksek bir verimde (%92) 6,8-dibromo-1,2,3,4-
tetrahidrokinolin  (6,8-diBrTHQ, 2)
Bu bilesik (2) DDQ
aromatlastirilarak, 6,8-disubstitie kinolin bilesikleri icin
anahtar molekul olan 6,8-dibromokinolin (6,8-diBrQ, 3) %90
verimle elde edildi (Sema 2).

= a Br N R b Br-_ e N
= j o | = ; | = ,.-]
N 92% . 90% Vil
H |
1

molekili  sentezlendi.
(Diklorodisiyanobenzokinon) ile

Br

NTIZ

Sema 2. 6,8-Dibromo kinolinlerin 2 ve 3 sentezi. Reaktifler ve sartlar
a) Br, (2 eq), CHCl,, 2 saat, 25 °C; b) DDQ (2 eq), benzen, 78 °C, 3 saat.
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6,8-Dibromokinolin  (3) brom

atomlari sodyum metoksit ve bakir siyanur ile yer degistirmesi

molekilinin  yapisindaki

sonucu iyi bir verimlerle 6,8-dimetoksikinolin (6,8-DiMeOQ,
3) ve 6,8-disiyanokinolin (6,8-DICNQ, 6) analoglari hazirlandi
(Sema 3). Calisma grubumuz tarafindan 6,8-DiBrQ 3, C-6 ve
C-8 konumlarinda farkli siibstitlentlerle yer degistirerek farkli
hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivitenin stibstitlente bagli
olarak degistigi rapor edilmistir [11]. Bu bilesigin 3, C-6 ve
C-8 konumlarinda fenil aromatik halkasi takilarak yeni kinolin
tlrevinin hazirlanmasi hedeflendi. 6,8-difenilkinolin
(6,8-diPhQ, 5), inert atmosfer altinda ve katalitik miktarda
Pd(PPh,),/K,CO, varhginda 6,8-dibromokinolin ve fenil boronik

asit arasindaki Suzuki kenetlenme reaksiyonuile iyi bir verimle

Yeni

hazirlandi (Sema 3).

Hi:CO ~ B
X /\\ .
a
Q‘NC/

OCH;
4

Sema 3. 6,8-DisUibstitlie kinolinlerin 4 ve 5 sentezi. Reaktifler ve sartlar
a) NaOMe, DMF, Cul, 150 °C, 4 saat; b) PhB(OH), (2 eq), 1,4-dioksan,
Pd(PPh,),, K,CO,, 85 °C, 5 saat; ¢) CuCN (4 eq), DMF, 150 °C, 6 saat.

Antiproliferatif aktivite calismalar

Bu calismada, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu bilesiklerin HeLa, HT29 ve C6
kanser hiicre hatlarina karsi 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 75 pg/
mL konsantrasyonlarinda antiproliferatif aktiviteleri belirlendi.
Kontrol bilesigi olarak ticari bir kanser ilaci olan 5-florourasil
(5-FU) kullanilmis ve 6,8-distibstitlie kinolin analoglarinin
antiproliferatif aktiviteleri bu bilesikle karsilastirilmistir. Tim
hicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivitesi en yuksek
6,8-diBrTHQ 2 bilesigi olarak belirlenmistir. 6,8-diBrTHQ 2 ve
6,8-diPhQ 5, 40 ug/mL ve daha ylksek konsantrasyonlarda
5-FU'ya nazaran Hela hicre hatlarinin proliferasyonunu
onemli derecede inhibe etmistir (p < 0.05). HT29 hiicre
hatlarina karsi 2, 3 ve 4'lUn ylksek inhibisyonlarina karsin
6,8-DiPhQ 5 ise 5-FU ile yakin bir inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir. Bilesik 5, baslangi¢ bilesigi olan 6,8-diBrQ (3) ve
kontrol bilesigi (5-FU) ile karsilastirildiginda C6 hiicre hattinda

daha yiksek inhibisyon gosterirken, tetrahidrokinolin (1)



molektliinden sentezlenen ilk tlrev olan 6,8-DiBrTHQ 2, 30
pg/mL ve daha ylksek konsantrasyonlarda 6nemli derecede
inhibe ettigi (p < 0.05) Sekil 2'de gorilmektedir. Tablo 1'de

verilen IC,  degerlerinden gorilecegi lizere test edilen kanser

A~
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hiicre hatlan Uzerinde en iyi inhibisyon yuzdesi 6,8-DiBrTHQ
2 ve 6,8-DiPhQ 5 bilesiklerine aittir. 6,8-DICNQ 6 hicbir hiicre
hattinda aktivite gdstermemistir.
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Sekil 2. Bilesik 2, 3, 4, 5 ve 6'nin Hela, HT-29 ve C6 hticre hatlarina karsi antiproliferatif aktivite grafikleri. Hiicre proliferasyonu BrdU hiicre

ELISA kiti kullanilarak hesaplanmistir. Yiizde inhibisyon degerleri tic bagimsiz deneyin triplike tekrari ile belirlenmistir (p < 0.05).

Tablo 1. 6,8-Dislibstitlie kinolin tirevlerinin IC, degerleri (ug/mL)
Bilesikler Kanser Hiicre Hatlari
(o) HelLa HT29

5-FU 31.27 33.60 32.90

2 26.11 22.70 21.30

3 - - 19.26

4 - - 31.19

5 33.80 28.41 43.60

Sitotoksik aktivite calismalar

Her bir bilesikicin hesaplanan IC, konsantrasyonlarinda (Tablo
1) etkili olduklar kanser hiicre hatlarina muamele edilerek
in vitro sivilarda Laktat dehidrojenaz enziminin ylzdesi
hesaplanarak sitotoksisiteleri belirlenmistir (Sekil 3). Bilesik
2'nin sitotoksisitesi %10-%34 (p < 0.05) araliginda olup test
edilen hiicre hatlarina karsi oldukca distk degerde oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, 6,8-diBrTHQ (2) bilesiginin butln
hicre hatlarindaki antiproliferatif etkisinin sitotoksik etki
Uzerinden degil farkli bir mekanizma lizerinden etkiledigini
gostermektedir. Benzer sekilde 6,8-diBrQ 3 ve 6,8-diMeOQ
4 bilesiklerinin de etkili olduklari hiicre hatlarinda (C6 ve
HT29) ortalama %4-%8 (p < 0.05) araliginda sitotoksisite
gostermeleri bu bilesiklerin 3 ve 4 baska bir mekanizma
ile etki ettiklerine delildir (Sekil 3). Fakat 6,8-diPhQ 5, Hela
hiicre hattinda %1.5 (p < 0.05) sitotoksisite gosterirken, C6 ve
HT29 hiicre hatlarinda (sirayla %48 ve %82) (p < 0.05) yuksek
sitotoksisite gostermistir. Bu veriler, 6,8-diPhQ’in 5 o6zellikle
HT29 hiicre hattina karsi antiproliferatif etkisinin sitotoksik
etki ile yaptigini ifade edebiliriz.

100 Sitotoksisite (%)

20

HeLa HT29

H5-FU B2 m5 m3 m4

Cé6

Sekil 3. Bilesik 2, 3, 4 ve 5'in Hela, HT29 ve C6 hiicre hatlarinda
sitotoksik aktivite grafikleri. Logaritmik cogalan hiicreler 2, 3,4 ve 5'in
IC,, konsantrasyonlarinda inkiibe edildi ve Lactate dehydrogenase
(LDH)
belirlendi. Yuizde sitotoksisite degerleri G¢ bagimsiz deneyin Ug¢ kez

sitotoksisite kiti kullanilarak bilesiklerin sitotoksisiteleri

tekrari ile belirlenmistir (p < 0.05).

DNA bantlasma deneyi ile bilesiklerin Apoptotik
potansiyellerinin belirlenmesi

Bilesikler antiproliferatif etkisinin oldugu hicre hatlarinda
apoptototik etkileri DNA bantlasma deneyi ile belirlenmistir.
Elektroforofez  jel gorintilerinde sadece 6,8-dibromo-
1,2,3,4-tetrahidrokinolin (2) molekili C6 hicrelerinin DNA
fragmentasyonuna sebep oldugunu gdstermektedir. Bu sonug,
6,8-diBrTHQ'nin 2 C6 hicre hattinda apoptozisin uyarilmasiyla
antiproliferatif aktivite gosterdigine isaret etmektedir. Diger
bilesiklerinise farkll mekanizmaile etki ettiklerini ifade edebiliriz.
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6 Hiacre Hath
C+) 2 ; 3 1 C

Hela Hocre Hatt

C{+) 2 C cf+) 4

Sekil 4. Bilesik 2, 3, 4 ve 5'in HelLa, HT29 ve C6 hiicre hatlarinda DNA bantlasma deneyi (Apoptoz). Test edilen Hiicrelerin DNA'si izole edilerek

1.5% jel'de elektroforez edilmistir. Veriler ti¢ farkl deneyin ¢ kez tekrari ile elde edilmistir. (M; 1 kb Markir; Control, madde muamele edilmemis

hiicre DNA's; (+) C, Camptothesin.

Bilesiklerin Topoizomeraz | Enzimi Uzerine Etkisinin
incelenmesi

DNA topoizomeraz |, DNAnin topolojik halinin kontrol etmede
onemli rol oynayan nikleer bir enzimdir. Bu enzim, DNA
reeplikasyonu ve tamiri gibi hiicre icin hayati 6nem tasiyan
fonsiyonlar icin engelleri ortadan kaldirarak bu faaliyetleri
kolaylastirir. Kanser hcrelerinin  replikasyonunu durdurmak
kanser hicrelerinin kontrol altina almak i¢in énemli bir adimdir.
Test edilen 6,8-DiBITHQ 2 ve 6,8-DiPhQ 5 bilesiklerinin Topo |
enzimini yuksek oranda baskiladigi belirlenmistir (Sekil 5). Bu
bilesiklerin daha ytiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda enzim
aktivitesinin tamamen bloke etmeleri beklenmektedir. Bakteri
replikasyonu icin zorunlu olan Topoizomeraz enzim aktivitesinin
bu bilesiklerce baskilanmasi bu bilesiklerin muhtemelen yiiksek
anti bakteriyel aktiviteye sahip olduklar tahmin edilmektedir.

Sekil 5. 6,8-Distibstitiie kinolin tlrevlerinin Topoizomeraz | Enzim
inhibisyon Testi. 1: Relaks DNA (sarimlari acilmis), 2: (-) Kontrol (Stiper
sarimli DNA + Topo |) 3: (+) Kontrol (pHOT1 DNA + Camptothesin + Topo
), 4: Bilesik 2 + pHOT1 DNA +Topo |, 5: Bilesik 5 + pHOT1 DNA +Topo I.

Tartisma

6,8-Disuibstitiie kinolin tirevleri, C-6 ve C-8 pozisyonlarindan
bromlama, nikleofilik stbstitisyon ve Suzuki capraz
kenetleme reaksiyonlari ile sentezlendi. Yapi aktivite iliskisi
(SAR) temelinde, bu bilesikler HeLa, HT29 ve C6 hiicre
hatlarina karsi preklinik testler uygulandi. Konsantrasyona
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bagl olarak 6,8-dibromoTHQ 2, 5-FU'ya kiyasla her (g
hiicre hattinin proliferasyonun 6nemli derecede inhibe
etmistir (Sekil 2). Bu bilesigin diger analoglarinin (3, 4 ve 5)
antiproliferatif aktiviteleri degerlendirildiginde, aromatik
dibromir 3 ve disiyano 6, 6zellikle HeLa ve C6 hiicre hatlarina
karsi antiproliferatif doymus dibromiire 2 nazaran 6nemli
derecede azaldigi (Sekil 2) gortlmistir. 6,8-DiBrQ 3'den
elde edilen 6,8-difenilkinolin (5) HeLa ve C6 hiicrelerine karsi
baslangic maddesinin azalan antiproliferatif etkisini tekrar
arttirmaktadir (Sekil 2). Benzer sekilde 6,8-DiBrQ 3’den elde
edilen 6,8-dimetoksikinolin (4) ve 6,8-disiyanokinolin (6), diger
analoglara (2ve 5) ve 5-FU nazaran Hela ve C6 hiicre hatlarinda
aktivite gostermemektedir. 6,8-DiMeOQ 4, HT29 hiicre
hatlarina karsi ise 5-FU'dan daha yiiksek ve baslangic maddesi
(3) ile paralel bir aktivite gostermistir ve 30 ug/mL Ustlindeki
konsantrasyonlarda HT29 hicrelerinin  proliferasyonunu
inhibe etmistir. Boylece 6,8-dimetoksikinolin (4) molekiliinin
hiicre spesifik aktivite gosterdigi kesfedilmistir.

LDH sitotoksik aktivite testlerinde, 6,8-difenilkinolin 5 HT29
hicrelerindeki sitotoksisitesi hari¢, tim bilesiklerin etkili
olduklarr hiicre hatlarinda sitotoksik aktiviteleri oldukca diistk
seviyede oldugu gorulmiustir (Sekil 3). Bu sonug bilesik 5'in
HT29 hiicre hatlarindaki antiproliferatif aktivitesi sitotoksik
etkisinin sebep oldugunu, diger bilesikler (2-4) icin ise farkli
bir mekanizma ile etkiledigini soyleyebiliriz.

Bilesiklerin test edilen hicre hatlarindaki antiproliferatif ve
sitotoksik etkilerini, C-6 ve C-8 konumlarina bagli gruplar
acisindan degerlendirilmesini su sekilde 6zetleyebiliriz: HT29
hicre hatlarina karsi kinolin halkasina Br ve OMe gruplari takih
oldugunda 6nemli derecede inhibisyon gosterirken siyano
ve fenil gruplari, etkinin azalmasina sebep olmaktadir. Fakat,
6,8-diPhQ 5 5-FU’inkine yakin inhibisyon gostermektedir. Bu
etkinin in vitro sivilarda LDH seviyesini arttirdigindan (Sekil 3)
sitotoksik etki ile meydana gelmis olabilir. HeLa ve C6 hicre
hatlarinda ise farkli bir sonug ortaya ¢ikmistir. 6,8-DibromoTHQ
2 her iki hiuicre hattinda yiksek inhihisyon gosterirken bu
bilesigin aromatlagmasi ve siyano 6 tlirevine donlsmesi



aktivitenin  kaybolmasina sebep olmustur.  Aromatik
dibromir'iin 3 brom atomlari OMe ile yer degistiginde
aktivite ylkselmektedir. Ancak 6,8-DiBrQ 3 Suzuki kenetleme
reaksiyonu ile Ph ile substitlie oldugunda Hela ve C6 hiicre
hatlarinda proliferasyonu inhibe etme 6zelligi kazanmistir.

DNA bantlasma deneyi ile 6,8-dibromoTHQ, 2 C6 hicre
hattinda DNA fregmatasyonuna sebep olurken Hela hiicre
hattinda bu etki goriilmemektedir (Sekil 4). Bu sonug, 2 nolu
bilesigin apoptosisi uyararak etki yaptigini gostermektedir.
Topoizomeraz | enzimini inhibe eden 2 ve 5 DNA sariminin
acllmasina engel olmaktadir (Sekil 5). Bu bilesiklerin (2 ve 5) Topo
| enzimini baskilamasiyla DNA replikasyonuna engel oldugu ve
kanser htcrelerinin proliferasyonunun inhibe ettikleri tahmin
edilmektedir. Bu bilesiklerin yeni Topoisomeraz | inhibitorl ve
antibakteriyel ajan adayi olduklarini 6n gorebiliriz.

Sonug olarak, yaptigimiz bu gtincel calisma 6,8-dibromoTHQ 2 ve
6,8-diPhQ 5 molekiillerinin antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik
aktivite gostermeleri sebebiyle antikanser ilag potansiyeline
sahiptirler. Fakat, bu bilesiklerin antikanser ilag olma potansiyelleri
ve etki mekanizlarinin daha iyi belilenmesi icin ileri in vitro ve in
vivo preklinik ve klinik calismalara ihtiyag vardir.

Maddi Destek ve Cikar iliskisi

Calismayr maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve
yazarlarin ¢ikara dayali bir iligkisi yoktur.

Maddi Destek ve Tesekkiir

Bu calisma yurutdlmesi icin Turkiye Bilimsel ve Teknik
Arastirma Kurumunun (TUBITAK, Proje No: 112T394) maddi
olarak desteklerinden dolayi tesekkiir ederiz.
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