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OZET

Malign mezotelyoma (MM), viicudun plevral, peritoneal ve perikardiyal seroz
bosluklarini kaplayan ince bir doku tabakasindan kaynaklanan bir malignitedir. MM
tedavisinde mevcut antikanser ilaglarin segiciliginin diisiilk olmasi ya da hiicrelerin
zamanla direng gostermesi gibi durumlar etkin ve giivenli tedavi igin yeni ilag
adaylarinin tasarimi ve sentezine ihtiyacin 6nemini ortaya koymaktadir. Kanser
hiicrelerini kiigiik molekiillii inhibitorlerle hedeflemek, potansiyel bir terapotik strateji
olarak dogrulanmistir. Bu kapsamda indolin-2-on potansiyel antikanser ajanlart
gelistirmek icin kullanilan ¢ok yonlii bir yapi iskelesidir. Bu ¢aligmada orijinal olarak
tasarlanan ve sentezlenen indolin-2-on tiirevi dort bilesigin anti-proliferatif aktivitesi
degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin potansiyeli ilk olarak MTT analizi ile
mezotelyum (MeT-5A) ve Malign Mezotelyoma (SPC111, SPC212) hiicre hatlarinda
incelenmistir. Bilesikler, her iki MM hiicre hatlarinda biiyiimeyi konsantrasyona bagl
inhibe ederek antikanser aktivite sergilemistir. ilaveten bilesikler kanser hiicrelerine
kanser olmayan mezotel hiicrelerine gére daha toksik etki gostermiglerdir. Tiirevlerin
konsantrasyona bagl olarak hiicre gogii ve koloni olusum yeteneklerini de baskiladigi
sonucuna varilmistir. Ek olarak, hiicre proliferasyon mekanizmasinda etkin sinyal
yolaklarinda rol alan anahtar proteinlerin aktivasyon ve ekspresyon seviyeleri
incelendiginde; tiirevlerin konsantrasyon bagimh olarak ERK1/2, AKT, STAT3 ve
ERKS protein fosforilasyonunu baskiladigini fakat total ifadelerinde degisime neden
olmadigim géstermistir. Ilaveten genel olarak hiicre dliimii ile iliskilendirilen stresle
aktive olan MAPK ailesinin diger alt tiyeleri olan JNK/SAPK ve p38 sinyal
yolaklariin konsantrasyon bagimli olarak indolin-2-on tiirevlerince aktive edildigi
bulgusuna da ulasilmistir. Tiim bu sonuglar indolin-2-on tiirevi bilesiklerin MM

hiicreleri i¢in anti-kanser potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Malignant Mezotelyoma, indolin-2-on, Anti-proliferatif,

Hiicre Gogii.



SUMMARY

Malignant mesothelioma (MM) is a malignancy arising from a thin layer of
tissue lining the pleural, peritoneal and pericardial serous spaces of the body. The low
selectivity of existing anticancer drugs in the treatment of MM or the resistance of
cells over time reveals the importance of the need for the design and synthesis of new
drug candidates for effective and safe treatment. Targeting cancer cells with small
molecule inhibitors has been validated as a potential therapeutic strategy. In this
context, indolin-2-one is a versatile scaffold used to develop potential anticancer
agents. In this study, the anti-proliferative activity of four indolin-2-one derivative
compounds that were originally designed and synthesized were evaluated. The
potential of the synthesized compounds was first investigated by MTT analysis in
mesothelium (MeT-5A) and malignant mesothelioma (SPC111, SPC212) cell lines.
The compounds exhibited anticancer activity by concentration-dependent inhibition of
growth in both MM cell lines. In addition, the compounds were more toxic to cancer
cells than to non-cancer mesothelial cells. It was concluded that the derivatives also
suppressed cell migration and colony formation abilities depending on the
concentration. In addition, examining the activation and expression levels of key
proteins involved in active signaling pathways in cell proliferation mechanism showed
that the derivatives suppressed ERK1/2, AKT, STAT3 and ERKS5 protein
phosphorylation in a concentration-dependent manner but did not cause a change in
their total expression. Moreover, INK/SAPK and p38 signaling pathways which is
generally associated with cell death, were concentration-dependently activated by
indolin-2-one derivatives. All these results show that indolin-2-one derivative

compounds have anti-cancer potential for MM cells.

Key Words: Malignant Mesothelioma, Indolin-2-one, Anti-proliferative, Cell

Migration.
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TESEKKUR

Akademik gelisimim i¢in danismanligimi yapan, yiiksek lisans egitimim
boyunca tiim bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ve 6grencisi olmaktan onur
duydugum saym danisman hocam Prof. Dr. Asuman DEMIROGLU ZERGEROGLU’
na,
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Programlar1 Bagkanlig1 (BIDEB)’na

Sonsuz sayg1 ve sevgi ile tesekkiir ederim. ..
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Malignant Mezotelyoma (MM), perikard, periton ve plevranin i¢ bosluklarini
kaplayan mezotelyumdan kaynaklanan hiicrelerin anormal hale gelmesi ve kontrolsiiz
boliinmesi sonucu olusan bir kanserdir [Tosun et al., 2015]. MM anatomik konumu,
radyolojik tani araglarinin yetersizligi, 6zgiin serum biyobelirteglerinin olmamasi
nedeniyle erken evrede teshis edilmesi oldukg¢a giic olan bir malignitedir [Sekido.,
2013], [Toyokuni., 2019]. Giiniimiizde mezotelyoma tedavisi igin taninan veya
standartlagtirilmis bir ila¢ bulunmamaktadir [Grégoire., 2010]. Bu kapsamda tedavi ve
sag kalimi iyilestirmek icin yeni stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Kanser
patogenezinin daha iyi anlasilmasi lizerine kanser tedavi stratejileri spesifik olmayan
sitotoksik ajanlardan, se¢ici mekanizmaya dayali ve molekiiler yolaklar1 engellemeyi
amaglayan hedefe yonelik ajanlara yonelmistir. Amaglanan, normal dokulara zarar
vermeden, spesifik olarak tlimordeki hiicre sinyallerine segici olarak miidahale
edebilen yeni anti-kanser ajanlarin iiretilmesidir.

Sinyal yolaklari, ¢ogalma, farklilasma, metabolizma, apoptoz veya hayatta
kalma gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Normal
hiicrelerde bu sinyaller siki bir sekilde diizenlenirken, kanserli hiicrelerde kontrol
kaybolmaktadir. Kontroliin kaybolmasi, proliferasyonu destekleyen yollar1 stimiile
ederken, apoptoz gibi hiicresel 6liim yollarini inhibe ederek kanserli hiicrenin hayatta
kalmasini ve biiytimesini desteklemektedir.

Son yillarda kanser tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin yaklasik %60°1 heterosiklik
bilesiklerdir [Sachdeva et al., 2020]. indolin-2-on, aromatik heterosiklik bir organik
bilesik olarak tedavide kullanilan ilaglarin yapisinda siklikla bulunmaktadir. Hatta
Sunitinib, FDA tarafindan gastrointestinal ve renal kanser i¢in onaylanmis indolin-2-
on yapisi tastyan ¢ok hedefli reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitoriidiir. Yeni ajanlar
kesfetme stirecinde ¢ok sayida molekiiler hedefe yonelik bilesikleri sentezlemek icin
bu yap1 iizerinde ¢aligmalar yapilmustir.

Bu calismada, endiistriyel ve ekonomik yararlari nedeniyle gecen ylizyilda tiim
diinyada kullanilan dogal bir lifli silikat minerali olan asbeste ¢gevresel veya mesleki
maruz kalma ile yakindan iliskili oldugu bildirilmis ve cografi konumu nedeniyle

tilkemiz i¢inde 6nemli bir kanser tiirii olan Malignant Mezotelyomaya ile calistik.



Bu kapsamda, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya
boliimiinde 6zel olarak sentezlenmis olan indolin-2-on yapisinda dért maddenin
(GY342, GY339, GY306, GY333) anti-kanser etkileri mezotelyoma ve mezotelyum
hiicrelerinde degerlendirilmistir. Sirastyla maddelerin  hiicre canlilifi, hiicre
proliferasyonunda etkin sinyal yolaklarina etkisi, hiicre gogiine ve hiicrelerin koloni
olusturmalarina etkileri MTT, western blot, yara iyilesmesi ve koloni olusma deneyleri
ile incelenmistir. Tirevlerin yap1 ve aktiviteleri iliskilendirilmesi, indolin-2-on
yapisina bagli radikal gruplarin segici olarak hangi yolaklart hedef aldiginin
belirlenmesi ve hiicre gogii ile koloni olusum etkilerinin belirlenmesi tiirevlerin anti-
karsinojen potansiyeli hakkinda bilgi verecektir. Boylece yiiksek potansiyel ve

etkinlige sahip yeni tiirevlerin tasarim ve sentezi i¢in On veriler saglanmis olacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Mezotelyal Yapilarin Gelisimsel Kokeni

Mezotelyal ("mezotelyum" olarak da adlandirilir) hiicreler, dollenmeden ~3
hafta sonra olusturulan yiizey hiicreleri olarak ortaya ¢ikan mezodermal orjinlidir.
Mezoderm, erken embriyonik gelisim sirasinda olusan ii¢ germ tabakasindan biridir.
Mezoderm, diger iki germ tabakasi, ektoderm ve endoderm arasindaki boslukta
gastrulasyon adi verilen bir siiregte gelismektedir. Embriyo gelismeye devam ettikce,
s0lomik bosluklar ortaya c¢ikar ve bu bosluklar asagi yukar1 {i¢ ayr1 parca olarak
tanimlanabilir. Perikardiyal bosluk gelismekte olan kalbi barindirir, periton (karin)
boslugu sindirim sisteminin gelisen i¢ organlarini igerir ve iki tarafli plevral (gogiis)
bosluklarda akcigerler ortaya ¢ikar [Hiriart et al., 2019], [Toyokuni 2019]. Mezotelyal
hiicreler plevral, perikardiyal, peritoneal bosluklar dahil somatik bosluklar1 kaplar,

hyaluronik asit salgilar ve her organi veya organ loblarini sinirlar [Toyokuni 2019].

2.2. Malignant Mezotelyoma

Malignant Mezotelyoma (MM), plevra (%85) ve peritonu (%15) kaplayan
mezotelyal hiicrelerin malign transformasyonu nedeniyle olusan bir tiimordiir. MM,
cok nadiren perikard ve tunika vajinalisi kaplayan mezotelyal hiicrelerden gelisir.
Viicut bosluklarim1 ¢evreleyen serozal astardaki hiicrelerden kaynaklanan MM,
histolojik olarak 3 ana alt smifta toplanirlar: Epitelyal tip (%50), igsi hiicre
morfolojisine sahip Sarkomatoid tip (%15-20) ve digeri ise iki morfolojinin bir
karisimina sahip Bifazik (%30) tiptir [Blum et al., 2015], [Hung and Chirieac., 2020].

Plevral MM gelisimi, basta asbest olmak (vakalarin %80'1) lizere kanserojen
mineral liflere maruz kalma ile baglantihidir. Asbest benzeri lifli bir silikat olan
erionitinde yiiksek oranda kanserojen oldugu ve Tiirkiye'de vakalarin gogunun erionite
maruz kalma nedeniyle goriildiigii bildirilmistir [Metintas et al., 2017]. Tirkiye’de
Kapodokya cevresinde ii¢ kdyde MM tanimlanmistir. Bu kodylerde mezotelyoma
bulgusunun, evleri insa etmek i¢in kullanilan taslarda ve kullanilan ¢akillarda bu
liflerin varhigindan kaynaklandigi sonucuna varilmigtir [Carbone et al., 2011],
[Metintas et al., 2017]. MM olusumuna yol agan kanserojen liflere maruz kalmanin

yant sira, genetik yatkinlik ve nadiren iyonlastirict radyasyon gibi diger etiyolojiler
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MM ile iligkili bulunmustur. Ek olarak, asbest lifleri ile SV40 onkoproteinlerinin
birlikte kanserojen oldugu gosterilmistir. Maruz kalma ve hastaligin gelisimi
arasindaki uzun siire¢ nedeniyle, MM genellikle ileri asamalarda teshis edilmektedir.
Bu nedenle mevcut tedavilerin hayatta kalma siireleri {lizerine etkileri sinirlidir ve
cesitli arastirmalar, MM teshisinin konan bir hastanin ortalama sagkaliminin 6 ile 18
ay arasinda oldugunu bildirmektedir [Blum et al., 2015].

MM i¢in heniiz etkili bir tedavi bulunmamaktadir. Mevcut klinik yaklagimlar
kombine tedavilerden olugmaktadir. Gelismis MM nin sistemik tedavisi i¢in mevcut

standart, sisplatin ve pemetreksed kombinasyonudur [Martinotti et al., 2011].

2.3. Sinyal Yolaklan

2.3.1. MAP Kinaz Ailesi

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) evrimsel olarak korunmus,
biiyiime, ¢ogalma, farklilasma, migrasyon ve apoptoz gibi ¢ok sayida temel hiicresel
stireci kontrol eden hiicre igi sinyal iletim yolaklaridir [Plotnikov et al., 2011], [Asl et
al., 2021]. Bu yolagin aktivasyonunda, ligandin bir transmembran protein olan bir
reseptor tirozin kinaza baglanmasiyla sinyallerin bir dizi protein kinazin ardisik
aktivasyonu yoluyla iletilmesi gergeklesir [Safa et al., 2020].

MAPK kaskadi temelde {i¢ kinaz modiiliinden olusmaktadir: (i) MAP kinaz
kinaz kinaz (MAPKKK veya MEKK), (ii) MAP kinaz kinaz (MAPKK veya MEK) ve
(111) MAP kinaz (MAPK). MAPKK kinazlar (en yukar1 akis katmani) asagi akis
MAPKK” y1 kinaz bolgesinde serin (Ser) fosforilasyonunu diizenleyerek aktive eder.
Aktive olan MAPKK, Kkatalitik alan ig¢indeki Thr ve Tyr residuelerinin
fosforilasyonunu katalize ederek MAPK’yi aktive eder. Basamaklarin her biri iginde,
sinyal sirali fosforilasyon ve sirali kinazlarin aktivasyonlariyla yayilir ve sonunda
hedef diizenleyici proteinlerin fosforilasyonuna yol agar [Katz et al., 2007], [Plotnikov
etal., 2011], [Liu etal., 2018]. Memeli hiicrelerinde dort farkli, klasik MAPK kaskadi
mevcuttur (Sekil 2.1): Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK) Y2, c-Jun NH2-
terminal kinazlar (JNK) '4/3, p38 MAPK o/B/y/d ve ERKS5 [Nithianandarajah-Jones et
al., 2012].
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Sekil 2. 1: MAPK kaskadinin sematik gosterimi.

3.2.1.1. MEK1/2-ERK1/2 Yolag

Raf-MEK1/2-ERK1/2 yolu, en iyi karakterize edilmis MAPK sinyal yoludur. Bu
cok asamali siirecin aktivasyonu, biiylime ve farklilasma faktorleri, sitokinler,
hormonlar gibi uyaranlar tarafindan tetiklenir [Zhang and Liu 2002], [Kidger et. al.,
2018]. Yolun aktivasyon sinyali iizerine, Son-0f-Sevenless (SOS) gibi guanin
niikleotid degisim faktorleri GDP'min sican sarkomu (RAS) proteinlerinden
ayrilmasint tesvik eder ve RAS"1 aktif konformasyonuna geciren GTP ile
degistirilmesini saglar. RAS-GTP daha sonra plazma zarinda aktif homo veya
heterodimerler olusturan hizli hizlandirilmis fibrosarkom (RAF) proto-onkogen
serin/treonin-protein kinaza baglanir, bu daha sonra MEKI1/2'yi fosforile eder
[Montagut and Settleman., 2009], [Kidger et al., 2018]. Cogu protein kinaz gibi,
ERK1/2 hiicrelerde inaktif zimojenler olarak sentezlenir. Aktivasyon, kinaz
aktivasyon dongiisiinde bulunan Thr-X-Tyr motifindeki kritik treonin ve tirozin
kalintilarinin  fosforilasyonunu gerektirir [Kidger et al. 2018]. Aktif MEK1/2,
Tyr204/187 ve Thr202/185'te ERK1/2'nin (p44/p42) fosforilasyonunu katalize eder
[Zou et al., 2019]. Daha sonra aktive ERK'ler ¢cekirdege yer degistirir ve burada Elk1,
c-Myc, c-Jun, c-Fos dahil olmak iizere transkripsiyon faktorlerini kodlayan substrat
genlerinin yukari akis diizenleyicisi olarak islev goriir (Sekil 2.2). Transkripsiyon
faktorlerini transaktive ederek biiylimeyi, farklilagmay1 veya mitozu tesvik etmek icin

gen ekspresyonunu degistirir [Zhang and Liu., 2002], [Zou et al., 2019].
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Sekil 2. 2: MEK/ERK1/2 kaskadinin sematik gosterimi.
2.3.1.2. MEKS/ERKS Yolag:

ERKS, molekiiler agirligt ~110 kDa olan, klasik MAPK'lerin iki kati
bliytiikliigiinde bir 816 amino asitli (a.a.) proteinden olusur. Genis ve benzersiz C-
terminali nedeniyle biliylik MAP kinaz 1 (BMK1) olarak da adlandirilir [Paudel et al.,
2021]. Protein kinaz aktivitesinden sorumlu olan ERK1/2'ye %50 sekans 6zdesligine
sahip katalitik bir N-terminal bolgesi ve bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), bir
transkripsiyonel aktivasyon alan1 (TAD) igeren biiyiik, alisilmadik derecede uzun bir
C-terminal iki farkli fonksiyonel alandan olugsmaktadir [Cook et al., 2020], [Pereira
and Rodrigues., 2020]. Mitojenler, toll benzeri reseptor ligandlari veya hiicresel
stresler tarafindan hiicresel uyarim iizerine aktive edilmis MEKS, ERKS aktivasyon
dongiisiindeki TEY motifini fosforile ederek, MEK1/2 tarafindan ERK1/2 aktivasyona
¢ok benzer sekilde kinaz alaninin aktivasyonuna yol agar [Cook et al., 2020]. ERK5'in
N ve C terminal yarimlarinin sitozolde birbirine baglandigi ve MEKS tarafindan
fosforile edildikten sonra bu baglanmanin bozuldugu varsayilmaktadir [Drew., 2012].
Dolayisiyla, MEKS ile aktivasyon, ERK5'in agik konformasyonunun, NLS'nin agiga
citkmasini  indiikkler. ERKS daha sonra, ERKS'in sitozolden c¢ekirdege
translokasyonunu destekleyen C-terminalini oto-fosforile eder ve ¢ekirdege

translokasyonu indiikler. ERKS i¢in bilinen substratlar, c-FOS, c-MYC, Sap-la ve
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MEF2A, MEF2C, MEF2D, RSK ve serum/glukokortikoidle diizenlenen kinaz (SGK)
gibi diger kinazlar dahil olmak iizere transkripsiyon faktorleridir [Drew., 2012],
[Stecca and Rovida., 2019].

2.3.1.3. SAPK/JNK Yolag

Stresle aktive olan protein kinaz (SAPK) olarak da bilinen c-Jun amino-terminal
kinaz (JNK), oncelikle UV 1sinlamasi, DNA hasari, 1s1 soku ve oksidanlar gibi ¢ok
sayida stres kosuluyla uyarilir [Katz et al., 2007]. JNK proteinleri ii¢ gen tarafindan
kodlanir: MAPKS (JNK1'1 kodlar), MAPK9 (JNK2'yi kodlar) ve MAPK10 (JNK3'i
kodlar). INK1 ve JNK2 hemen hemen her hiicrede ifade edilirken, JNK3 esas olarak
beyinde bulunmaktadir [Wagner and Nebreda., 2009].

JNK proteini, JNK'nin yukar1 akisinda yer alan MKK4 ve MKK?7 iki MAPKK
tarafindan aktive edilir. Hem MKK4 hem de MKK?7, JNK'yi Thr183 ve Tyrl85
bolgelerinde eszamanli olarak fosforile edilir, ancak, MKK4'iin tirozini fosforile
etmeyi tercih ederken, MKK7'nin treonini fosforile etmeyi tercih eder. MKK4 ve
MKKY7, uyaran aktivasyonu lizerine sirayla TNF-a ve FFA dahil olmak iizere birgok
farkli yukari akis faktorii tarafindan diizenlenen bir dizi yukar1 akis MAP3K tarafindan
etkinlestirilir [Feng et al., 2020].
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Sekil 2. 3: JNK yolaginin yukari akig aktivatorleri ve asagi akis hedefleri.



Aktive edilmis JNK'ler daha sonra Jun proteinlerini fosforile eder (JunB, JunD,
and c-Jun) ve bu da bunun Fos proteinleri (c-Fos, FosB, Fra-1/2) ile dimerizasyonuna
yol agarak transkripsiyon faktorii aktivator protein-1'i (AP-1) olusturur ve ardindan
hedef genlerin transkripsiyonel programimi aktive eder. Aktive JNK'ler c-Myc, p53,
ETS Like-1 proteini (ELK1), aktive edici transkripsiyon faktorii 2 (ATF2), aktive
edilmis T hiicresinin niikleer faktorii (NFAT), sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii 1/31n (STAT1/3), BCL2 ailesi proteinleri (6rn., BCL2, BCL-xL, BAD,
BIM ve BAX) transkripsiyonunu da diizenler (Sekil 2.3). Bu sinyaller sonunda hiicre
proliferasyonu ve apoptoz, immiinolojik etkiler, insiilin sinyali ve ndronal aktivite

dahil olmak tizere ¢oklu hiicresel siireglerin diizenlenmesine yol agar [Pua et al., 2022].

2.3.1.4. p38MAPK Yolag

p38MAPK'ler, ozmotik, oksidatif, UV 15181 ve 1s1 soku stresi nedeniyle ortaya
cikabilecek sitokinler ve hiicresel stres tarafindan giiclii bir sekilde aktive edilir.
Mayadan memelilere kadar korunmus dort aile {iyesi mevcuttur: p38a (MAPK14),
p38P (MAPK11), p385 (MAPK13) ve p38y (MAPK12) [Brennan., 2021]. p38'in farkli
izoformlar1, farkli dokularda farkli sekilde eksprese edilir. Ornegin, p38a ve p38f cogu
dokuda her yerde ve ozellikle kalp ve beyinde yiiksek oranda eksprese edilir; p38y
oncelikle iskelet kasinda eksprese edilirken, p38d ekspresyonu esas olarak
akcigerlerde, pankreasta, ince bagirsakta, bobreklerde ve testistedir [Pua et al., 2022].

p38 yolagi MEKK3/4, TGFp ile aktive olan kinaz 1 (TAKI) ve apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1 (ASK1) gibi karakteristik MAPKKK!'ler tarafindan aktive edilir.
Birkag MAP3K, p38 sinyalini diizenler ve bazilari belirli streslere yamit verir. Ornegin,
ASK1, oksidatif strese yanit olarak p38'1 aktive eder [Brennan., 2021], [Garcia-
Hernandez et al., 2021]. U¢ MAP2K (MKK3, MKK4 ve MKKG6) p38 aktivitesini
diizenler. MKK4, spesifik olarak p38a ve p38'yi diizenler; MKK®6, p38y ve p389 icin
spesifiktir ve MKK3, p38a, p38p ve p38d'yi fosforile eder [Brennan., 2021]. JNK
aktivasyonunda oldugu gibi, p38 MAPK aktivasyonu, Thr-Gly-Tyr (TGY) motifinde
MAP3K'ler tarafindan ikili fosforilasyon gerektirir [Pua et al., 2022]. Sitozolden
cekirdege yer degistiren aktif p38 PAX6, ETS1, PRAK, MK3, RAR, AP-1, ATF1 ve
CHOP gibi akis asag1 transkripsiyonel hedefleri aktive ederek hiicresel fonksiyonlari

diizenlerler [Pua et al., 2022]. p38'in indiiksiyonunun, apoptozu indiikledigi, hiicre



ylizeyinden mitojenik reseptorleri uzaklastirdigi ve boylece hiicrenin hayatta

kalmasini engelledigi bildirilmistir [Katz et al., 2007].
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Sekil 2. 4: p38MAPK yolagi, yukar: akis ve asagi akis aktivasyonu.

2.3.2. PI3K/AKT Yolagi

Fosfatidilinositol 3-kinaz/Protein Kinaz B (PI3K/AKT) sinyal yolagi, cogalma,
farklilasma, metabolizma, apoptoz ve otofajiyi igeren birgok fizyolojik hiicre siirecinin
anahtar diizenleyicisidir [ Yang et al., 2019].

Memeli hiicrelerindeki PI3K, yapi, dagilim ve aktivasyon mekanizmasina gore
li¢ sinifa ayrilabilen bir aile olusturur. Sinif I PI3K'ler, farkl: iligkili adaptorlere dayali
olarak smif IA ve sinif IB'ye ayrilir. Smif [A PI3K'ler, reseptor tirozin kinazlar
tarafindan aktive edilirken, siif IB PI3K'ler, G-protein-bagl reseptorler tarafindan
aktive edilir. Bu PI3K'ler, p85 gibi diizenleyici bir alt birimden ve p110 gibi bir
katalitik alt birimden olusan heterodimerlerdir [Matsuda et al., 2013]. AKT,
PI3K'lerin asag1 yonlii ana hedefidir. Insan AKT'sinin ii¢ izoformu vardir: AKTZ,
AKT2 ve AKT3. Bir amino terminali (N-terminali), bir merkezi ve bir karboksil

terminali pargasi (C-terminali) olmak tizere ii¢ alan igerir [Nitulescu et al., 2018].



@
@ Buylme Faktori

Reseptdr Tirozin Kinaz

proliferasyonu, hayatta kalma,
y 4 protein sentezi, metabolizma, otofaji,
Y

g anjiyogenez

Sekil 2. 5: PIBK/AKT sinyal iletimi.

Hiicre dis1 uyanlar tarafindan yolun aktivasyonu {izerine, p85 ve pll10
heterodimerinde p85'in diizenleyici etkisi giderildikten sonra, aktive siif 1A PI3 kinaz
plazma zarina baglanir [Van Huizen and Mclnerney., 2020]. Fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfatin (PIP2) fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfata (PIP3) doniistiiriilmesinde
katalitik bir rol oynar [Sanaei et al., 2022]. PI3K'nin bir iiriinii olan PIP3, AKT'ye
baglanir ve AKT'nin membran alimina yol agar (Sekil 2.5). Pleckstrin homoloji (PH)
alanlar1 aracilifiyla fosfoinositide bagimli kinaza 1'e (PDKI1) baglanir, ardindan
PDK1, kinazda AKT'yi fosforile eder (AKT1'de Thr 308). AKT'nin tam aktivasyonu
icin, AKT'nin karboksil terminali diizenleyici alan1 (AKT1'de Ser 473) icinde PDK2
tarafindan fosforilasyonu gereklidir. Aktive edildikten sonra, AKT asag1 akis
substratlar1 dizisini fosforile eder veya ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in
birgok asagi akis hedefi inhibe eder [Hoxhaj and Manning.,2020], [Matsuda et al.,
2013].

2.3.3. STAT Yolag

JAK/STAT sinyal yolu, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve immiin/inflamatuar
yanitin modiilasyonu dahil olmak iizere birgok hiicresel fonksiyonlarda dnemli roller
oynamaktadir [Hin et al., 2020].

JAK ailesi, her biri yedi korunmus JAK homoloji alani (yani, JH1-7) i¢eren dort
tiyeden (yani, JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2) olusur. JAK proteinlerinin boyutlar1 120
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ila 140 kDa arasinda degisir [Pencik et al., 2016]. JAK'larin N-terminali (JH5-7),
JAK'lar ve sitokin reseptorleri ile diger kinazlar arasindaki iligskide islev goren bir "4.1
protein, ezrin, radixin, moesin" (FERM) alanini igerir. Src-homology-2 (SH2) alanlar
ile yapisal benzerliklere sahip olan JH3 ve JH4 alanlari, C-terminali ve N-terminali
alanlarin1 birbirine baglar ve aym zamanda ayni kokenli sitokin reseptorlerinin
baglanmasina yardimci olur. JAK'larin C-terminali, bir JHI kinaz alan1 ve bir JH2
psodo-kinaz alani icerir. JH1 alani, JAK'larin kinaz aktivitesi i¢in esastir ve JAK'larin
aktivasyonu i¢in gerekli korunmus tirozin kalintilarini igerir [Pencik etal., 2016], [Luo
etal., 2019].

STAT protein ailesi yedi liyeden olusur: STATI1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATSA, STATSB ve STAT6. Bu proteinler, reseptorler lizerindeki fosforile edilmis
tirozin kalintilarin1 ve aktive STAT proteinlerini tantyan SH2 alani ve aktiflestirilmis
STAT' lerin dimerizasyonunun yani sira diger proteinlerle etkilesimi saglayan bir
sarmal-sarmal alan1 da dahil olmak iizere bir¢ok fonksiyonel alani paylasir. DNA
baglama alani, DNA'ya baglanmaya ek olarak, STAT dimerlerinin niikleer
translokasyonunda da rol oynar. STAT'ler ayrica, transkripsiyonun aktivasyonu igin
gerekli olan bir C-terminal transaktivasyon alani igerir [Hin Tang et al., 2020].

JAK/STAT yolu, ilgili transmembran reseptorlerine baglanan interlokinler,
interferonlar ve EGF ailesi iiyeleri gibi cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri
tarafindan aktive edilir [Hin Tang et al., 2020]. Ligandin baglanmasi, reseptor
kompleksinde JAK'larin nispi pozisyonunu degistiren, fosforilasyona ve tirozin kinaz
aktivitelerinin aktivasyonuna yol agan konformasyonel bir degisiklige ugrar. Aktive
edilmis JAK'lar, reseptorlerin sitoplazmik kuyruklarindaki tirozin kalintilarim
fosforile eder (Sekil 2.6) [Thomas et al., 2015].

Sitoplazmik STAT'lar, fosforile edilmis reseptorlere baglanarak JAK'lar icin
substratlar haline gelir. Fosforillenmis STAT'ler, dimerler olusturur ve cekirdekte
birikir ve spesifik genlerin transkripsiyonunu aktive eder [Thomas et al., 2015]. STAT-
3'in akis asagisinda Mcl-1, siklin D1, MYC proto-onkogen bHLH transkripsiyon
faktorii (c-Myc) ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii dahil olmak tizere ¢ok sayida

gen tanimlanmistir [Gu et al., 2020].
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Sekil 2. 6: JAK-STAT sinyal yolagi mekanizmasi.

JAK yolu sinyali, aktivatorler ve inhibitdrler arasindaki hassas bir denge ile
normal hiicrelerde siki bir sekilde diizenlenir. Bu dengenin bozulmasi ve JAK yolunun
anormal aktivasyonu, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve c¢ogalmasi gibi kanser
hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinin bir¢ogunu tesvik ederek ¢ok sayida kanser

tiirlinlin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunur.

2.4. indol Yapisi ve Sentezlenen Tiirevler

Indol, bir boya olan indigo'nun incelenmesiyle ortaya ¢ikan temel bir
heterosiklik yapi iskelesidir. Bu yap1 iskelesi, benzen ve pirol halkalarindan olusur
(Sekil 2.7). Birgok dogal kaynakta bulunan, triptofan esansiyal amino asitin ve sinir
uyarilarmin iletimi ile iligkili 6nemli bir nérotransmiter olan serotoninin yapisinda
bulunur [Dhuguru and Skouta., 2020]. Ayrica dogal sekonder metabolit (alkaloitler),
bitkiler (vinkristin), deniz canlilar1 (manzaminler), bocekler, mantar metabolitleri
(sitokalasinler), memelilerin yani sira insan dokular1 ve viicut sivilar1 dahil olmak

tizere indol ¢ekirdegini igerir [Negi et al., 2014].
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Sekil 2. 7: Indol’iin molekiiler yapisi.

Indol ve tiirevleri anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-malaryal, anti-viral ve anti-
kanser aktiviteleri dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli farmakolojik oOzelliklere sahip
bilesiklerdir [Sachdeva et al., 2020]. Kanser hiicrelerinde ¢esitli hedefler iizerinde
hareket etme ve ilaca direngli kanserlere kargi iimit verici aktivite sergileme
potansiyeline sahiptir. Ayrica, Semaxanib, Sunitinib, Vinorelbine ve Vinblastine gibi
bazi indol i¢eren bilesikler, ilaca direncli kanser tedavisi dahil ¢esitli kanser tiirleri i¢in
klinikte uygulanmaktadir [Jia et al., 2020].

Siibstitiie edilmis indolin-2-on’lar, cesitli siibstitiientleri degistirerek farkl
reseptor tirozin kinazlara karsi segicilik sergileyen protein kinaz inhibitorlerinin
gelistirilmesi i¢in ¢ok yonlii bir yapi iskelesi olarak tanimlanmustir. Pirol-indolin-2-
on’lar, kinaz inhibitorleri olarak tanimlanan ilk yapilar arasindadir ve VEGFR, c-Kit,
FLT3, PDGFR-R /ve CSF1R'"nin inhibisyonu ile ilgili aragtirmalar yapilmistir. Klinige
ulasan indolin-2-on tipi ¢ok hedefli kinaz inhibit6rii Sunitinib'dir [R Prakash and Raja.,
2012]. Sunitinib’ in papiller tiroid kanseri hiicrelerinde GO / G1 fazinda hiicre dongiisii
durdurdugu ve ERK 1/2 ve JNK fosforilasyonunu bloke ettigi gosterilmistir [Fenton
et al., 2010]. 3-siibstitiie-5- (fenilamino) indolon tiirevlerinin A549 hiicre hattinda
ERK ve AKT'nin fosforilasyon seviyelerini gii¢lii bir sekilde bloke ettigi gdsterilmistir
[Yu et al., 2019]. Pirol siibstitiie indolinon tiirevi maddenin c¢esitli kanser hiicre
hatlarinda sitotoksik etki gosterdigi ve G2/M fazinda hiicre dongiisii tutuklamasini
indiikledigi, hem CDKI1 (Cdc2) hem de siklin B1 protein seviyelerini azalttigi
gosterilmistir [Xiong et al., 2010]. Indol bazli imidazo[2,1- b ][1,3,4]tiadiazol
tiirevlerinin pankreas kanseri hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi ve yara iyilestirme
deneyinde gb¢ hizim1 6nemli Glgiide inhibe ettigi bildirilmistir [Cascioferro et al.,

2020]. indolilakrilamid tiirevi maddelerin hepatoseliiler karsinomada fosforile
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ERK1/2 ve c-Jun protein seviyelerinin 6nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir [Hawash
etal., 2021].

Literatiirdeki bu bulgular dogrultusunda ERK yolaginda etkin olacagi 6ngoriilen
orijinal olarak sentezlenen, “Indolin-2-on” yapisi tastyan dort maddenin kantitatif ve

kalitatif analizleri yapilarak anti-kanser etkileri incelenmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8: Yeni sentezlenen indolin-2-on tiirevi maddelerin molekiiler yapisi. R=3,5-
dimetoksifenil (GY342); R=2,5-dimetoksifenil (GY339); R=3,4,5-trimetoksifenil
(GY306); R=ter-butil (GY333).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Bu calismada agagida belirtilen kimyasallar kullanilmistir.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) :F12 (Sigma-Aldrich D8900),
Medium199 (Sigma M5017), Fetal sigir serumu (Gibco Invitrogen 10270106),
Penisilin/Streptomisin  (Gibco Invitrogen 11548876), Tripsin (Thermo Fisher
25200056), Sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich S8875), L-Glutamin (Sigma-Aldrich
G7513)), HEPES (Sigma-Aldrich H0891), EGF (Sigma-Aldrich E9644)), Insiilin
(Sigma-Aldrich 10516), Dimetil siilfoksit (Merck 116743.1000), Amonyum persiilfat
(Applichem A2941), Sodyum dodesilsiilfat (MP Biomedicals 194831), Trizma base
(Sigma-Aldirch T1503), Glisin (MP Biomedicals 808822), Hidrojen kloriir (Sigma-
Aldrich 07102), Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich 06203), Gliserol (Applichem
A3092), B-Merkaptoetanol (AppliChem A1108), Metanol (Sigma-Aldrich 32213),
Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8787), Sodyum kloriir (Sigma-Aldrich S3014),
Potasyum kloriir (Sigma-Aldrich P5405), Sodyum fosfat dibazik (Sigma-Aldrich
S3264), Potasyum fosfat monobazik (Sigma-Aldrich P9791), Tween 20 (Applichem
A4974), Bromofenol Mavisi (Sigma-Aldrich B0126), Magnezyum kloriir (Sigma-
Aldrich M4880), TEMED (Sigma-Aldrich T7024), Proteaz-Fosfataz inhibitor
(Thermo Scientific 1862495) Akrilamid/Bisakrilamid (Fisher BioReagents BP1410-
1), ECL (Advansta K-12045-D20), Yagsiz siit tozu (Applichem A0830), Protein
marker (Thermo Scientific 26616), MTT tozu (Sigma-Aldrich M2128), Sisplatin
(Thermo Scientific Acros Organics 193760010).
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3.1.2. Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.1.” de belirtilmektedir.

Tablo 3.1: Cihaz listesi.

Ekipman Ad1 Marka, Model
Su banyosu Memmert, VWR VWB2
CO; Inkiibator Niive EC160
Beckman  Coulter allegra  X-22,
Santrifij Eppendorf centrifuge 5810R, VWR

Micro Star 17R

Laminer Akim Kabini

HERAsafe

Vorteks VWR, DaiHan Scientific VM-10
Is1 Blogu VWR

Plaka Okuyucu Thermo Scientific Varioskan Flash
Rotater BioCote

Manyetik Karistirici Heidolph

pH metre Jenco 6173

Orbital Shaker Biosan ES-20

Dikey Elektroforez ve Transfer Sistemi

BioRad Mini Protean

Ters Mikroskop

Leica DMil, Leica DM IL LED

Hassas Terazi

Precisa XB320M

3.1.3. Hiicre Kiiltiirii S1vi Besi Ortamlari

MeT-5A hiicre hatti i¢in kullanilan M 199 (9,5 g/L) besiyeri, son konsantrasyonu
400 nM hidrokortizon, 20 mM HEPES, 3,3 nM EGF, 870 nM insiilin, 1,24 g/L

yogunlukta sodyum bikarbonat ve %4 L-Glutamin igeren 500 mL otoklavlanmig dH>O

ile ¢oziinmiistiir. %10 FBS ve %1 Pen/Strep eklenerek son hacim 1 L olacak sekilde

dH20 ile tamamlanmistir. Hazirlanan tiim besiyerleri 0.22-pm goézenek boyutlu bir

filtreden gecirilip sterilize edilmis ve +4°C’ de saklanmistir.

SPC111 ve SPC212 hiicre hatti i¢in kullanilan DMEM: F12 (15,6 g/L) besiyeri,
1,2 g/L sodyum bikarbonat igeren 500 mL otoklavlanmis dH>O’ da ¢oziinmiistiir. %15
FBS ve %1 Pen/Strep eklenerek son hacim 1L olacak sekilde dH20 ile

tamamlanmuistir.
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3.1.4. Tampon ve Soliisyonlar

Deneylerde kullanilan tampon ve sollisyonlarin, icerik ve konsantrasyonlari

Tablo 3.2’de belirtilmistir.

Tablo 3.2: Tamponlar ve soliisyonlar listesi.

Tampon ve Soliisyonlar

I¢erik ve Final Konsantrasyonlari

Final konsantrasyonlar1 125 mM Tris Base, 0,95 M

Elektroforez Tamponu | 5X | Glisin %0,1 SDS olacak sekilde istenilen hacime uygun
tartim yapilip dH20 ile ¢ozlilmiistiir.
Final konsantrasyonlar1 250 mM Tris, 1,9 M Glisin
Transfer Tamponu 10X | olacak sekilde istenilen hacime uygun tartim yapilip

dH20 ile ¢oziilmistiir.

10X Tris Tamponlu Tuzlu Su
(TBS)

Final konsantrasyonu 200 mM Tris-HCI (pH: 7,4), 1,5
M NaCl olacak sekilde istenilen hacime uygun tartim
yapilip tizeri dH20 ile tamamlanmuigtir.

Fosfat Tamponlu

Tuzlu Su (PBS) 10X

80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na;HPO., 2,49 KH2PO4
tartilip 100 mL steril suda ¢6zlilmiis 0,22-pum filtreden
gecirilirmistir. Sonrasinda otoklavlanmig steril su ile
1L’ ye tamamlanmustir.

4X Protein Yiikleme Boyasi

Final konsantrasyonu 0,2 M Tris-HCI (pH: 6,8), %8
SDS, %0,4 Bromofenol Mavisi, %40 Gliserol, %20 -
Merkaptoetanol olacak sekilde istenilen hacime uygun
soliisyonlardan alinip {izeri dH>O ile tamamlanmugtir.

Lizis Tamponu

Final konsantrasyonu 1M NaCl, 1M MgCl;, %10
Gliserol, 1M Tris-HCI (pH:7,5-8), %1 Triton X-100
olacak sekilde istenilen hacime uygun soliisyonlardan
aliip tizeri dH,0 ile tamamlanmistir.

Stripleme Tamponu

Final konsantrasyonu 62,5 mM Tris-HCI (pH: 6,7), %2
SDS, 100mM B-Mercaptoetanol olacak sekilde istenilen
hacime uygun soliisyonlardan alinip tizeri dH.O ile
tamamlanmustir.

%S5’lik Bloklama Soliisyonu

Yogunlugu %35 olacak sekilde istenilen hacim igin
yagsiz siit tozu tartilip 1X TBS-T ile ¢6ziilmiistiir.

TRIS-HCI Soliisyonu

Konsantrasyonu 0,5 ve 1,5M olacak sekilde TRIS
tartilip, hazirlanmasi istenilen hacmi geg¢meyecek
sekilde belirli miktar dH2O’da ¢o6ziilmiistir. HCI
soliisyonu ile pH (6,8 ve 8,8) ayarlanip istenilen hacim
dH20 ile tamamlanmstir.

%10 Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS)

Yogunlugu %10 olacak sekilde istenilen hacim i¢in SDS
tartilip dH2O ile ¢oziilmiistiir.

%10 Amonyum Persiilfat
(APS)

Yogunlugu %10 olacak sekilde istenilen hacim igin APS
tartilip dH20 ile ¢Oziilmiistiir.
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3.1.5. Antikorlar

Protein fosforilasyon ve ekspresyon diizeylerinin analizinde kullanilan tiim
antikorlar, triinlerin veri sayfasinda belirtilen diliisyonlarda 9%5’lik bloklama
soliisyonunda hazirlanmistir. Primer antikor olarak, t-ERK1/2 (CST 9102), p-ERK1/2
(Thr 202/ Tyr 204 CST 9101), t-ERK5 (CST3372), p-ERK5 (Thr218/Tyr220
CST3371), t-JNK (SC 7345), p-JNK (SC 4668), t-p38 (CST 9212), p-p38 (CST 4511),
t-Akt (CST 4891), p-Akt (Ser 473 CST 4060), t-STAT3 (CST 9132), p-STAT3 (Tyr
705, CST 9131) yiikleme kontrolii olarak Cyclophilin B (PA1- 027A) kullanilmistir.
Tim primer antikorlara uygun Anti-Rabbit (CST 7075) sekonder antikoru

uygulanmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Hatlar1 ve Kiiltiirii

MeT-5A hiicre hatti, kanserli olmayan bireylerin plevral sivilarindan izole
edilmistir. Hiicreler, pRSV-T plazmidi ile transfekte edilmis ve klonlanmistir. SV40
ile oliimsiizlestirilmis, epitel morfolojiye sahip bir insan mezotel hiicre dizisidir.
SPC212 hiicre hatt1, tedavi Oncesinde asbeste maruz kalma Oykiisii mevcut 47
yasindaki bir kadin hastanin plevral boslugunun bifazik tiimériinden elde edilmistir.
SPC111 hiicre hatti, asbeste maruz kalma Oykiisii bilinen 55 yasindaki bir erkek
hastanin tedaviden once akcigerler ve gogiis duvari arasindaki boslukta biriken ekstra
stvisindan (plevral efiizyon) elde edilmistir. Tiim hiicreler 3.1.3° de belirtilen
besiyerlerinde 37 °C'de %5’lik CO2'den olusan nemli bir atmosferde biiyiitiilmiistiir.

Mezotelyoma hiicre hattit ATCC’den (MeT-5A, CRL-9444), MM hiicre hatlar
ECACC’ den (SPC111, 11120716; SPC212, 11120717) ticari olarak satin alinmistir.

3.2.2. Hiicre Ekimi ve Besiyeri Degisimi

Stvi  nitrojenden alinan hiicreler kullanilmak tizere taze besiyeri ile
¢Ozdiiriilmistiir. Cozdiirtilen hiicre ¢ozeltisi 1200 rpm' de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirilip pellet formundaki hiicreler serum igeren taze

besiyerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Siispansiyon haldeki hiicreler, yine taze besiyeri igeren
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petrilere aktarilmis ve 37 °C'de %5 CO2'li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmigtir. Her

2-3 giinde bir besiyeri yenilenmistir.

3.2.3. Hiicre Pasajlama (Altkiiltiir) ve Saklama

Petride %90-95 yogunluga ulasan tek tabaka halindeki hiicrelere altkiiltiirleme
yapilmigtir. Mevcut bulunan eski besiyeri uzaklastirilip petri yiizeyi nazik¢e 1X PBS
ile yikanmistir. Hiicreleri ayrigtirmak i¢in hiicrelerin yiizeyini ortecek kadar 1X tripsin
eklenerek 2-3 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, tripsinin aktivitesini
inhibe etmek i¢in serum igeren besiyeri ile hiicreler falkona toplanmistir. Hiicre
¢ozeltisi 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilip
pellet taze besiyerinde ¢oziilmiis ve hiicreler belli oranlarda diliie edilerek ekim islemi
yapilmugtir.

Pasajlama islemindeki gibi toplanan hiicre ¢ozeltisi 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilip hiicreler dondurma
soliisyonu (%5 oranda DMSO igeren besiyeri) ile siispanse edilmistir. Siispansiyon
halindeki hiicreler hizla kriyojenik tiiplere aktarilip buz iizerinde -80°C’ye

kaldirilmistir. 24 saat sonra -196°C’ye (s1v1 nitrojene) aktarilip saklanmustir.

3.2.4. Maddelerin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan 6zel olarak sentezlenmis olan indolin-2-on yapisinda
dort madde Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya boliimiinden
temin edilmistir. Tiirev maddeler stok konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde Dimetil
stilfoksit (DMSO) ile ¢o6ziilmiis ve nihai ¢dziicii konsantrasyonu maksimum %0,2
olacak sekilde besiyeri ile diliie edilerek hiicrelere uygulanmistir. Maddeler
kullanilmadan once her seferinde taze olarak hazirlanmistir.

Kontrol grubundaki hiicrelere herhangi bir madde uygulamasi yapilmazken,
tedavi gruplarina farkli konsantrasyonlarda tekrarli olacak sekilde madde uygulamasi

yapilmistir.
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3.2.5. Hiicre Canlihg1 Analizi

Tetrazolyum boyasinin, esas olarak mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan
mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi temeline dayanan MTT (3-(4, 5-
dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolyum bromiir) testi ile hiicre canlilig
degerlendirilmistir [Patravale et al., 2012]. SPC111, SPC212 hiicreleri 5x10*
hiicre/mL ve MeT-5A hiicreleri 1x10° hiicre/mL yogunlukta 96 kuyulu plakalara ekilip
37°C’ de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, 0-100 uM konsantrasyonlar
arasinda maddeler eklenmis ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. MTT tozu 5 mg/mL
yogunlukta olacak sekilde 1X PBS icinde ¢dzdiiriiliip ana stok elde edilmistir. Ana
stok soliisyonu taze besiyeri ile 5 kat diliie edilerek final soliisyonu hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonunda ortam uzaklastirilmis ve final soliisyondan 100 pL eklenip 2 saat
37°C’ de inkiibe edilmistir. Formazan iiriinii, oda sicakliginda karanlikta 10 dakika
100 uLL. DMSO i¢inde ¢oziindiikten sonra Thermo, Varioskan Flash mikrotitre plaka
okuyucuda 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii alinmistir. Segicilik indeksi
normal hiicre hattindaki ICso degerleri kanserli hiicre hattindaki ICso degerlerine
oranlanarak hesaplanmistir. ~3’e yakin degerler o bilesigin kanser hiicrelerine olan

seciciligi olarak kabul edilmistir [Weerapreeyakul et al., 2012].

3.2.6. Yara lyilesmesi Deneyleri

SPC111, SPC212 hiicreleri 2,5-3x10° hiicre/mL yogunlukta 96 kuyulu plakalara
ekilip 37°C’ de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Yaklasik %80-90 yogunluga
ulagsmis hiicre katmani 10 pL pipet ucu kullanilarak kazinmistir. Ayrilmis hiicreleri
cikarmak icin hiicre katmani 1X PBS ile nazik¢e yikanmistir. Hiicreler madde
varliginda veya yoklugunda %1 FBS iceren kiiltiir ortami ile muamele edilmistir.
Sisplatin (10 uM) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Madde uygulamasindan sonra
yara alan1 5x biiylitmede 0, 48. saatlerde inverted (ters) mikroskop (Leica DM IL LED)
ile goriintiilenmis ve goriintiiler LAS V4.6 programu ile yakalanmistir. Her numune
i¢in elde edilen goriintiiler, ImagelJ yazilimi tarafindan
“MRI_Wound Healing Tool.iym” eklentisi ile nicel olarak analiz edilmis ve
yakalanan goriintiilerdeki hiicresiz alan hesaplanmistir. Migrasyon orani veya

kapanma ylizdesi Formiil 3.1’ deki gibi hesaplanmustir:
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Yara lyilesmesi %: [W] x 100% (3.1)

t=0h

At=0n kazimadan hemen sonra olgiilen yara alant (t=on).

A=sn kazima yapildiktan h saat sonra 6lgiilen yaranin alani.

3.2.7. Koloni Olusum Deneyleri

SPC111 ve SPC212 hiicreleri, 0,5-1x10% hiicre/mL yogunlukta olacak sekilde 6
kuyulu plakalara ekilip 37°C’ de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda,
hiicreler belirli konsantrasyonlarda (5,10 pM) tiirevleri igeren besiyeri ile 24 saat
muamele edilip inkiibasyon sonunda besiyeri ilagsiz besiyeri ile degistirilmistir.
Yaklagik 3 giinde bir besiyeri degistirilerek kolonilerin olusumuna izin verilmistir ve
koloni olusumu mikroskop altinda giinliik olarak takip edilmistir. Minimum 50 veya
daha fazla hiicre popiilasyonu 1 koloni olarak kabul edilmistir. Koloniler yeri kadar
biiyiikliige ulaginca kuyulardaki eski besiyeri uzaklastirilmig ve hiicreler %4’lik
formaldehit (1X PBS i¢inde) fiksatifi ile 20 dakika inkiibe edilerek sabitlenmistir.
Daha sonra hiicreler %0,1’lik kristal viyole (1X PBS i¢inde) ile 15 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyular dH,O ile yaklasik 70 rpm’ de calkalanarak
yikanmis boya kalintilart uzaklastirllmis ve olusan koloniler kamera ile
fotograflanmistir. Son olarak, plate yilizeyine sabitlenmis koloniler sayilmis ve Formiil

3.2 ile kaplama verimliligi hesaplanmustir:

Koloni Sayist

Kaplama verimliligi: 100 (3.2)

Ekilen Hiicre Sayist

3.2.8. Protein Analizleri

3.2.8.1. Protein izolasyonu

SPC111 ve SPC212 hiicreleri, 1x10° yogunlukta olacak sekilde 6 cm’lik
petrilere ekilip 37°C’ de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra ortam
uzaklastirilmig, hiicreler madde icermeyen ve belirli konsantrasyonlarda (5, 10, 20
uM) dért maddeyi iceren besiyeri ile 24 saat muamele edilmistir. Inkiibasyon sonunda

hiicreler inkiibatérden ¢ikarilip laboratuvar ortamina getirilmistir. Petrilerde mevcut
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bulunan besiyeri 15 mL’lik falkonlara toplanmustir. Petri yiizeyindeki hiicreler soguk
1X PBS icinde plastik hiicre kaziyicisi yardimiyla kazinmistir. Kazinan hiicreler
falkonlardaki besiyeri yardimiyla toplanip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirllmig ve pellet, lizis buffer:proteaz-fosfataz
inhibitorii’den (100:1) olusan lizis mix yardimiyla fazla kopiirtiilmeden alinip
ependorf setlerine aktarilmistir. Aktarilan karisim 1000 pL  pipet yardimiyla
koptirtiilerek hiicrelerin pargalanmasi saglanmistir. Sonrasinda ornekler 14000
g/ref’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant da kalan protein lizatlari,

detayli etiketlenmis ependorf setlerine aktarilarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.8.2. Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Protein lizatlarinda bulunan total protein miktarmi tayin etmek amaciyla
Bikinkoninik asit analizi (BCA) yapilmistir. -20°C’de muhafaza edilen protein
numuneleri buz lizerinde laboratuvar ortamina c¢ikarilmistir. Her numunenin total
protein tiipiinden ve blank olarak kullanilmak {izere liziz tampondan 10 pL alinip
tekrarli olacak sekilde 96 kuyulu plakalara aktarilmustir. Uretici firmanin talimatlart
dogrultusunda, 6rnek sayisina gore A ve B soliisyonlar1 50:1 oranda karistirilip calisma
solisyonu hazirlanmistir. Calisma soliisyonundan 6rnek bagina 200 pL olacak sekilde
kuyulara eklenmistir. Daha sonra 96 kuyulu plaka folyo ile sarilip 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Mikroplaka okuyucu kullanilarak 562 nm'de absorbans
6lctimii alinmistir. Bilinmeyen numunelerdeki protein konsantrasyonlarini belirlemek
icin BSA diliisyonu yapilarak (2 mg/mL-0,12 mg/mL) standart bir egri olusturulmus
ve R? degerleri belirlenmistir. Absorbans 6l¢iimii alinan numunelerden blank degeri
cikarildiktan sonra elde edilen degerler, BSA standardindan elde edilen denklemde

yerine yazilarak protein konsantrasyonlar1 pg/mL cinsinden hesaplanmistir.

3.2.8.3. SDS-PAGE ve Western Blot

Protein numunelerinin ekspresyon seviyelerini kiyaslamak igin, proteinlerin
once y18ilma, sonra molekiiler agirliklarina gore ayrilma prensibine gore calistigr ikili
jel sistemi SDS-PAGE ve Western Blot teknigi kullanilmistir. SDS jel Tablo 3.3.” de

belirtilen hacimler kullanilarak hazirlanmstir.
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Tablo 3.3: %10 SDS-PAGE’de kullanilan soliisyonlar ve hacimleri.

%10 SDS Jel Yigilma Jeli Ayrilma Jeli
dH20 1,865 mL 3,625 mL
1,5M Tris-HCI pH:8,8 - 1,875 mL
0,5M Tris-HCI pH:6,8 750 puL -

%10 SDS 30 uL 75 ulL
TEMED 3uL 55uL

%210 APS 30 uL 75 uL
Akrilamid/Bisakrilamid 337,5ulL 1,875 mL

40-50 ng protein lizat1 ve 4X ylikleme boyasi (3:1 oranda) karistirilarak drnekler
ylklenmek iizere hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, 1s1 blogunda 95°C’ de 5 dakika
kaynatilarak denatiire edilmistir. Daha sonra kuyulara yiiklenip 1X elektroforez
tamponu igerisinde 75V’ta 20-25 dakika, devaminda 120V’ta 90 dakika
yiriitilmistir. SDS-PAGE ile ayrilan proteinlerin, 1slak transfer yontemiyle 1X
transfer tamponu igerisinde 110V’da 90 dakikada, aktive edilen PVDF membrana
transferi saglanmistir. Membranlar %5°1lik bloklama soliisyonu (Tablo 3.2) icerisinde
1 saat oda sicakliginda 100-120 rpm’de galkalanmistir. Sonrasinda 5-10-5 dakika
olmak iizere 3 kez 1X TBS-T ile ¢alkalanarak yikanmistir. Yikamasi tamamlanan
membranlar, uygun dillisyonlarda ilgilenilen proteine ait primer antikorunu
bulunduran %>5’lik bloklama soliisyonunun igerisinde 1 gece boyunca +4°C’ de
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda membranlar 3 kez 1X TBS-T ile 5-10-
5 dakika olmak tizere 120 rpm’de ¢alkalanarak yikandiktan sonra uygun diliisyonlarda
HRP-konjuge sekonder antikoru bulunduran %5’lik bloklama soliisyonu ile 1,5-2 saat
+4°C’de inkiibe edilmistir. Daha 6nceki yikamalarda belirtildigi gibi membranlara son
bir yikama islemi yapilmistir. Antikor uygulamasindan sonra, iireticinin 6nerdigi
sekilde 1:1 oranda ECL (Enhanced Chemiluminescence) ajanlari karistirilip membran
tizerine birakilmis ve karanlikta 5-6 dakika inkiibe edildikten sonra ChemiDoc XRS+
(BioRad) ile goriintiilenmistir. Her bandin yogunlugu ve normalizasyon islemleri
BioRad Image Lab programi kullanilarak analiz edilmistir. Bantlarin yogunlugu,

ylkleme kontroliine gore normalize edilmistir.
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Deneysel verilerin istatistiksel analizi, varyans analizi Two-way ANOVA ile
GraphPad Prism 7 kullanilarak yapilmistir. Tiim deneyler, ¢coklu tekrarlarla en az ii¢

kez tekrarlanmustir. p < 0,01=* istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Indolin-2-on Tiirevleri MM Hiicre Canhligim1 Azaltici
Etki Gostermistir

Indolin-2-on tiirevi maddelerin Malignant Mezotelyoma (SPC111 ve SPC212)
ve mezotelyal (MeT-5A) hiicre canlilig1 lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in MTT
analizleri yapilmigtir. SPC111, SPC212 hiicreleri 5x10* hiicre/mL ve MeT-5A
hiicreleri 1x10° hiicre/mL yogunlukta olacak sekilde 96 kuyulu plakalara tekrarli
olarak ekildikten sonra tiim hiicre hatlar1 72 saat boyunca, 0-100 uM konsantrasyon
araliklarinda maddelere maruz birakilmis ve hiicre canliligl {izerine etkileri
degerlendirilmistir. Sonuglarimiz indolin-2-on ¢ekirdegine bagl yapinin fenil halkasi
tizerindeki metoksi gruplarmin farkli pozisyonlarda (GY342 ve GY339), sayida
(GY306) ve tersiyer (GY333) baglanmasma gore sitotoksik etkinin degistigini
gostermektedir. 3 ve 5C pozisyonunda metoksi grubu bagli olan GY342 kodlu bilesik
her iki hiicrede de yaklasik 10 uM konsantrasyonda; 2 ve 5C pozisyonunda metoksi
grubu bagl olan GY339, 4C pozisyonunda bir metoksi grubu daha bagl olan GY306
ve fenil halkasina ter-biitil bagl tiirev GY333 5uM konsantrasyonda hiicre biiyiimesini
yartya indirdigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Bilindigi gibi segicilik indeksi kanser
olmayan hiicrelerin ICso degerlerinin, kanser hiicrelerinin ICsp degerlerine orani ile
hesaplanmaktadir. 1Cso degerleri karsilastirildiginda SPC111 ve SPC212 hiicre hatlari,
MeT-5A hiicre hattina kiyasla tiirevlere daha duyarli oldugu belirlenmistir. Sl
degerinin de 2’ nin {istiinde olmasi tiirevlerin kanserli hiicre hatlarina, kanser olmayan
hiicre hattina kiyasla daha segici oldugunu diistindiirmektedir. Tablo 4.1, bu ¢alismada
kullanilan hiicre hatlarinda degerlendirilen bilesikler i¢in elde edilen ICso degerlerini
Ozetlemektedir. Calismamizdaki ileri analizler igin kullanilan konsantrasyonlar, bu

degerler baz alinarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.1: MTT analizine dayali hiicre canliliginin tiirev bilesiklerin

konsantrasyona bagli inhibisyonu ve doz-yanit egrisi. A) Doz yanit egrileri ve

karsilik gelen ICso degerleri. B) Ortalama canli hiicre sayisinin absorbansinin
normalizasyonunu ifade eder. Veriler {i¢lii bagimsiz deneylerden elde edilmistir.

Anlamli degerler *p < 0.01 olarak secilmistir.
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Tablo 4.1: Tiirev bilesiklerin uygulanmasindan sonra normal (MeT-5A),
kanserli hiicre hatlart (SPC111, SPC212) i¢in inhibisyon konsantrasyonlari (ICso) ve
secicilik indeksleri (SI). Her bilesik i¢in SI degerleri normal hiicre hattindaki ICsg
degerleri/kanserli hiicre hattindaki ICsg degerlerine oranlanarak hesaplanmistir.

GY342 GY339 GY306 GY333
ICs, (nM) SI ICs (UMD SI ICs, (M) SI IC, (uM)  SI

MeT-5A 233 +12 12.57 135 1091 1.4 138215

SPC111  11.02+085 211  602+11 208  538£095 202 526 086 2.62

SPC212  10.08 +0.7 231 5.98+0.96 210 420+£1.05 259  590+082 234

4.2. Tiirevler in vitro Hiicre Gociinii inhibe Etmistir

Tiirev uygulamalarinin hiicrelerin hareketliligini ve gog¢ii iizerine etkileri yara
iyilesmesi deneyleri ile her iki MM hiicresinde arastirilmistir. Sekil 4.2-4.3" de
gosterildigi gibi 48 saat sonra her iki hiicre hattinin yara alanlarinda yiiksek iyilesme
kontrol gruplarinda goriiliirken, uygulama yapilmis hiicreler, bu kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda GY342 kodlu bilesigin hiicrelerin hareketliligini uygulanan
konsantrasyonlarda anlamli derecede etkilemedigi gézlemlenmistir. Tiirevlerin hiicre
goclinii inhibe edici etkisi, GY339 ve GY306 i¢in 10 puM konsantrasyonda
gergeklesirken; GY333 i¢in 5 uM konsantrasyonda anlamli bulunmustur. Bu sonuglar,
tiirevlerin kanser hiicrelerinin goglinii zaman ve konsantrasyon bagimh engelleyerek,

tiirevlerin hiicre hareketliligi ve gocii tizerinde etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.2: Tirev bilesiklerin SPC111 hiicre hattinda konsantrasyona ve zamana
bagli hiicre gocii lizerindeki etkisi. Hiicreler, 10 uL’lik bir pipet ucu ile kazinmis ve
5, 10 uM konsantrasyonlarda tiirev bilesikle islenmistir. Pozitif kontrol olarak
Cisplatin (Cis:10 pM) kullanilmistir. A) Orneklerin O ve 48 saatlerde ters
mikroskopla (5x objektif) goriintiisii B) Yara alanlar1, Image J yazilimi1 kullanilarak
analiz edilmistir. Anlamli degerler *p<0.01 olarak belirlenmistir.



SPC212

K 5uM 10 M Cis

Oh

Yara fyilesmesi (%)

48h

K 5pM 1opMm Cis

GY339

Oh

48h

Yara lyilesmesi (%)
o 8 8
%
_I

K suM 10pM Cis

GY306

Oh

48h
Yara lyilesmesi (%)

Oh

48h

Yara lyilesmesi (%)
o 8 8
%
_i

K 5iM  10pM  cis

A B

Sekil 4.3: Tiirev bilesiklerin SPC212 hiicre hattinda konsantrasyona ve zamana
bagli hiicre gocii lizerindeki etkisi. Hiicreler, 10 uL'lik bir pipet ucu ile kazinmis ve
5, 10 uM konsantrasyonlarda tiirev bilesikle islenmistir. Pozitif kontrol olarak
Cisplatin (Cis: 10 uM) kullanilmistir. A) Orneklerin O ve 48 saatlerde ters
mikroskopla (5x objektif) goriintiisii B) Yara alanlar1, Image J yazilimi1 kullanilarak
analiz edilmistir. Anlamli degerler *p<0.01 olarak belirlenmistir.
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4.3. iIndolin-2-on Tiirevleri MM Hiicrelerinin Koloni
Olusturma Yetenegini Azaltmistir

Tiirevlerin, kanserli hiicrelerin ¢gogalmasi ve karsinojenezi ile ilgili olan koloni
olusturma yetenegine etkisi her iki MM hiicresinde incelenmistir. Hiicreler ekilip
tiirevleri igceren besiyeri ile 24 saat inkiibe edildikten sonra bilesikleri igermeyen taze
besiyeri ile muamele edilmistir. Sonraki her {i¢ giinde bir besiyeri degistirilip koloni
olusumu mikroskop altinda takip edilmistir. Tek bir hiicrenin koloni olusturma
yetenegi kaplama etkinligi ile degerlendirilirmistir. iki hiicre hattinda da kontrol
grubundaki koloni sayisinin en fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
GY342 uygulanan hiicrelerde koloni sayis1 10 uM’ da azalmis fakat bu azalma miktari
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte diger ii¢ bilesigin 5 uM
konsantrasyondan itibaren koloni olusturma yetenegini inhibe ettigi belirlenmistir.
[laveten tiirevlerin, kontrol grubu kolonileri ile karsilastirildiklarinda, etkin olduklar:
konsantrasyonlarda olusan koloni boyutlarinin kiigiilmesine sebep oldugu bulgusu da

dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.4: Indolin-2-on tiirevlerinin SPC111 hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegine etkisi. Hiicreler uygulamadan sonra koloni olusumu deney protokoliine
tabi tutulmustur. A) Olusan kolonilerin goriintiileri B) Olusan kolonilerden elde
edilen kaplama etkinligi degerleri (Boliim 3.2.7” deki formiil yardimiyla
hesaplanmustir). Elde edilen veriler, en az li¢ bagimsiz deneyin ortalamasinin
normalize halini sunmaktadir. Anlamli degerler *p<0.01 olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.5: Indolin-2-on tiirevlerinin SPC212 hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegine etkisi. Hiicreler uygulamadan sonra koloni olusumu deney protokoliine
tabi tutulmustur. A) Olusan kolonilerin goriintiileri B) Olusan kolonilerden elde
edilen kaplama etkinligi degerleri (B6liim 3.2.7° deki formiil yardimiyla
hesaplanmistir). Elde edilen veriler, en az ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasinin
normalize halini sunmaktadir. Anlamli degerler *p<0.01 olarak se¢ilmistir.

4.4. Tiirevler Hiicre Proliferasyonunda Etkin Proteinlerin
Fosforilasyonunu Baskilamistir

SPC111 ve SPC212 hiicreleri 0, 5, 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda tiirevlerle
24 saat inkiibe edildikten sonra protein seviyeleri incelenmistir (Sekil 4.6). Belirtilen
konsantrasyonlarda GY342, GY339 ve GY306 uygulamasi SPC111, SPC212 hiicre
hatlarinin ERK1/2 fosforilasyonu anlamli olarak 10 uM’ dan ve GY333 uygulamasi 5
uM konsantrasyondan baslayarak baskilamistir. PI3K yolaginin alt akis proteini olan
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AKT’ nin fosforilasyonu incelendiginde GY342’ de 20 uM, GY339 ve GY306’ da 10
uM, GY333’ de 5 uM konsantrasyonlardan itibaren her iki hiicre hattinda da anlaml
bir azalma gostermistir. Tiirevler, STAT3 fosforilasyonunu GY342, GY339, GY306
icin 10 uM konsantrasyondan itibaren baskilarken GY333 5 uM konsantrasyondan
itibaren anlamh bir sekilde etkilemistir. Tiirevler arasinda sadece GY333 ERKS5
fosforilasyonu tizerinde 10 uM konsantrasyonla birlikte inhibisyona yol agmaktadir.
Tiirevlerin hiicresel stres durumunda aktive olan, apoptoz gibi hiicresel siireglerde rol
oynayan proteinlere etkisi incelendiginde ise; her iki hiicre hattinda da GY342, GY339,
GY306 uygulamasinin 10 pM konsantrasyondan itibaren p38 ve JNK
fosforilasyonunun artisini saglarken, GY333 uygulamasi bu artis1 5 uM’ dan itibaren
saglamistir. Ayrica her iki hiicre hattinin tiim total proteinlerin seviyelerinde anlamli

bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 4.6: Tirev bilesiklerin proliferasyonda etkili proteinlerin ekspresyon ve
fosforilasyon seviyelerine etkisi. A) SPC111 B) SPC212 hiicre hatlarina tiirevlerin 5,
10, 20 uM konsantrasyonlarda uygulanmasinin protein seviyesindeki degisimlerini
gostermektedir. Elde edilen veriler, en az ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasinin
normalize halini sunmaktadir. Anlamli degerler *p<0,01 olarak se¢ilmistir.
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5. TARTISMA

Sanayilesmeden bu yana diinya ¢apinda birgok faaliyet i¢in temel bir mineral
olarak kullanilan asheste maruziyet, cogunlukla plevrayi etkileyen MM' nin en yaygin
nedenidir. Su anda, MM i¢in uygulanan mevcut tedaviler smirl etkinlik
gostermektedir. Hedefe yonelik tedaviler, giiniimiizde kanser arastirmalarinin ana
odak noktalarindan biridir. Indolin-2-on, antikanser aktivitesi ile biyolojik etkilere
sahip heterosiklik bir yap1 iskelesidir. SU4984, SU6668 ve BIBF1120 bu gruptan
ortaya cikan ve hedefe yonelik antikanser tedavileri i¢in klinik kullanimda olan
ilaglardandir [Meti et al., 2016].

Bu kapsamda, yaptigimiz ¢calismada ERK yolaginda etkin olacagi ongoriilerek
tasarlanan ve sentezlenen GY342, GY339, GY306 ve GY333 kodlu dort indolin-2-on
tirevlerinin SPCI111, SPC212 ve MeT-5A hiicrelerinde anti-kanser etkinligi
degerlendirilmistir. Hiicre canlilik deneyleri, tiirevlerin anti-kanser veya sitotoksik
etkisinin yapisal modifikasyonla degistigini gostermektedir. Dort tiirev bilesik MM
hiicrelerinin canliligin1 konsantrasyona bagli bir sekilde azaltmistir. Bu etki
mezotelyum kontrol hiicresinde MM hiicrelerine uygulanan konsantrasyondan daha
yiiksek konsantrasyonlarda gozlemlenmistir. Uygulanan bilesiklerin  kanser
hiicrelerine segiciligi SI hesaplamasiyla dogrulanmstir.

Yara iyilesmesi deneyinden elde edilen sonuglar SPCI111 ve SPC212
hiicrelerinde, tiirevlerin hiicre hareketliligini ve gociinii kisitladigin1 gostermektedir.
Onceki arastirmalar, ERK1/2, INK ve p38 dahil olmak iizere MAPK 'lerin, hiicre gocii
ve proliferasyonunun diizenlenmesinde yer aldigin1 ve ERK1/2/MAPK yolunun asagi
regiilasyonunun, hiicre go¢iiniin ve ¢ogalmasinin azalmasina yol actigin1 géstermistir
[Wu et al. 2008]. Protein seviyesindeki analizlerimiz, ERK1/2/MAPK yolunun asag1
regiilasyonu yoluyla yara iyilesmesi sonuclarimiz1 destekler niteliktedir. Indolin-2-on
yapisi tagiyan bilesiklerin HelLa [Song et al., 2021] ve HepG2 [Wang et al., 2015]
hiicrelerinin gdg¢iinii inhibe ettigi gosterilmistir. Prostat PC-3 kanser hiicrelerinin
indolin-2-on yapisi tasiyan bilesige maruz kalmasi, F-aktin yapilarinin diizensizligi ve
bozulmasi yoluyla in vitro hiicre gogiiniin kayda deger bir sekilde engellenmesiyle
sonuclanmistir [Senwar et al., 2016]. Sharma ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada MDA -
MB-231 kanser hiicrelerinin bilesige maruz birakilmasi, F-aktin iskeletinin bozulmasi
yoluyla in vitro hiicresel gogii inhibe ettigini gostermistir [Sharma et al., 2016].

Calisgmamiz, tiirevlerin hiicre gogilinlin inhibisyonu {izerinde etkili oldugunu
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gostermektedir. Ancak tlirevlerin hiicre dis1t matriksin (ECM) farkli bilesenlerini bozan
onemli derecede hiicre gociliyle ilgili olan MMP gibi regiilatorlere etkisi gen veya
protein seviyesinde daha fazla molekiiler diizeyde ¢alisma gerektirmektedir.

Koloni olusum deneyleri, tiimor olusumu igin in vitro bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedir. Literatiire bakildiginda indolin-2-on yapisi tastyan bir dizi bilesik A2780
insan yumurtalik kanseri [Karthikeyan et al., 2019], HT-29 insan kolorektal
adenokarsinom ve A375 insan malign melanom [Tumosiené et al., 2021], HepG2 insan
karaciger kanseri [Zhang et al., 2019] hiicrelerinin klonojenik hayatta kalmasini
onemli 6l¢iide inhibe edici etki gostermistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler,
uygulanan indolin-2-on tiirevi bilesiklerin MM hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegini anlamli sekilde azalttigini gostermektedir.

Bilindigi iizere kanser hiicrelerinde bozulmus proliferasyon sinyallerin ve
proteinlerin hedeflenmesi giincel bir tedavi stratejisidir. Indolin-2-on tiirevlerinin
cesitli hiicre yolaklarim etkiledigine dair pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin
HepG2, MCF7 ve A549 kanser hiicre hatlarinda EGFR yolunun akis asag1 molekiilleri
olan AKT ve STAT3' iin ekspresyon ve fosforilasyonun indolin-2-on yapisi
bulunduran bilesik ile tedavisini takiben aktivitesinde azalma oldugunu gostermistir
[Liu et al., 2015]. Baska bir ¢alismada MCF-7 ve HelLa kanser hiicre hatlarinda
tiirevler apoptotik hiicre 6liimii sirasinda kaspazdan bagimsiz bir yolda pro-apoptotik
proteinler Bak ve Mcl-1' lerin aktivasyonunu indiiklemistir. Bahsi gegen ¢alismada,
bilesigin neden oldugu apoptoz mekanizmasinda MAP Kkinaz yolagimin onemi
belirtilmistir. MAPK asag1 akis hedefi olarak, p53 proteini aktive edilmistir. p53
proteini JNK, p38 ve ERK dahil olmak iizere farkli MAPK modiilleriyle etkilesime
girmistir. Sonuclar, p38, ERK1/2 ve JNK MAPK' nin spesifik inhibitorlerinin
eklenmesiyle, MAPK kaskadlarin p38 ve ERK' in, HeLa ve MCF7 hiicre hatlarinda
bilesik ile indiiklenen apoptotik aktivite i¢in vazge¢ilmez oldugunu gostermistir
[Sreenivasulu et al., 2019]. Argyros ve ark. tiimor dokusu ekstraktlarinda birkag
kinazin fosforilasyon durumunu analiz etmistir. Indolin-2-on yapis1 tastyan kimyasalla
tedavi edilen farelerde p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) ve p-AKT (Ser473) belirgin bir
azalma ortaya ¢ikarmistir. Diisiik p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) seviyeleri sonraki
immiinohistokimya deneyleriyle dogrulanmistir [Argyros et al., 2017]. Diger bir
calismada Sunitinib mimikleri sentezlemis MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonuna, esas olarak p53 artis1 ve STAT3 aktivatoriiniin

asag1 regiilasyonunun aracilik ettigini gostermistir [Shah et al., 2016].
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Ozetle, ¢aliyjmamizda ERK yolaginda etkin olacagi ongériilerek tasarlanan
tirevlerin in vitro sistemde anti-kanser potansiyelleri incelenmistir. Tasarlanan
tirevlerin bulgularimiz dogrultusunda o6ngoriilen etkiyi gosterdigi belirlenmistir.
Indolin-2-on yapisina dahil olan fenil halkasia bagli metoksi radikal gruplari farkli
pozisyonlarda (GY342 ve GY339), sayida (GY306) ve tersiyer (GY333) baglanarak
tiirev aktivitesini degistirmistir. Hiicre canlilik analizleri GY342 kodlu bilesik
haricinde GY339, GY306, GY333 kodlu bilesiklerin MM hiicrelerinin canliligint %50
inhibe eden konsantrasyonun ~5 pM oldugunu gostermistir. GY342 igin ise bu etki
~10 pM konsantrasyonda gorlilmiistiir. Mevcut sonuglarimiz tiirev aktivitesindeki
belirgin farki protein analizleri ile ortaya koymustur. GY333 kodlu bilesik MM
hiicrelerinde ERK1/2, AKT, STAT3 fosforilasyonunu 5 uM konsantrasyondan
baslayarak baskilarken, GY342, GY339, GY306 10 uM konsantrasyonda baskilamistir.
Yalnizca GY342 kodlu bilesik AKT fosforilasyonu 20 uM konsantrasyondan itibaren
anlaml bir sekilde azaltmistir. p38 ve JNK fosforilasyonunu her iki hiicre hattinda da
GY333 kodlu bilesik 5 uM konsantrasyonda anlamli bir sekilde artirirken, GY342,
GY339, GY306 10 uM konsantrasyonda artirmistir. JNK ve p38 MAPK yolaklarinin,
Bax fosforilasyonunu ve mitokondriyal translokasyonu indiikleyerek yalnizca pro-
apoptotik stirecleri tesvik etmekle kalmayip ayrica Bcl-2 ailesi {iyelerinin
fonksiyonlarini inhibe ederek anti-apoptotik fonksiyonlari baskilayan mekanizmalarda
yer aldigr bilinmektedir. Mevcut veriler, sitotoksik etkinin p38 ve JNK
fosforilasyonundaki artisin programli hiicre o6limii olan apoptoz iligkisini
disiindiirmektedir. Sonuglarimiz GY333 kodlu tiirevi bir adim 6ne ¢ikarmaktadir.
Benzer sekilde bu bilesik hiicrelerin gogiinde ve koloni olusturma potansiyelinde de
biraz daha etkin goziikkmektedir. Ancak diger tiirev bilesiklerin hiicreler tizerindeki
etkinligi de aciktir. Tim sonuglarimiz indolin-2-0n tiirevlerinin kanser terapdtikleri
olarak gelecek vaat eden kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in Onemli bir

potansiyele sahip olabilecegini isaret etmektedir.
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