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OZET

Malignant Mezotelyoma (MM) genelde akciger ve karin zarinin ylizey serozal
hiicrelerinden kaynaklanmakla beraber, perikardin serozal ylizeylerinden veya tunika
vajinalisten de gelisebilen agresif bir kanser tirtdir. MM'nin cerrahi, kemoterapi
veya radyasyon ile tedavisi ise nadiren iyilestiricidir. Bilindigi Uzere, kanser
hicrelerinde apoptotik sinyallere duyarsizlik oldugu icin apoptozun ve/veya diger
hicre 6limu yollarinin indiklenmesi kanser tedavisindeki 6nemli yaklasimlardan bir
tanesidir. Literatiir kapsaminda, toksisitede azalmayla birlikte azalmis ila¢ direnci
hedeflenerek; farkli fonksiyonel gruplarin eklendigi indolin-2-on tiirevi maddelerin;
terapétik etkilerinin artacagl ve kanser hicrelerini 6lime goétirecegi hipotezi
dogrultusunda; orjinal olarak sentezlenmis olan indolin-2-on tirevlerinin saghkli
Mezotelyum ve MM hiicrelerinde hiicre donglsiine ve apoptoza etkisi analiz
edilmistir. Bu projede, Akis sitometrisi-PI boyama, AO/EB ve DAPI/PI floresan boyama
ve western blot analizileriyle, tim tlrevlerden Uglnin her iki MM hiicre hattinda
hiicre donglisini S fazinda durdurdugu ve konsantrasyona bagli olarak apoptoza yol
actigl belirlenmistir. Boylece tiirevlerin anti-kanser potansiyelleri in vitro sistemde

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Malignant Mezotelyoma, Apoptoz, indol Tiirevleri, Hiicre

Oliimii, Hiicre Dongiisi.



SUMMARY

Malignant Mesothelioma (MM) is an aggressive type of cancer that usually
arises from the surface serosal cells of the lung and peritoneum but can also develop
from the serosal surfaces of the pericardium or tunica vaginalis. Treatment of MM
with surgery, chemotherapy or radiation is rarely curative. As it is known, induction
of apoptosis and/or other cell death pathways is one of the important approaches in
cancer treatment since cancer cells are insensitive to apoptotic signals. Within the
scope of the literature, by targeting decreased drug resistance with decrease in
toxicity; indolin-2-one derivatives to which different functional groups are added; In
this study, the effects of originally synthesized indolin-2-one derivatives on the cell
cycle and apoptosis in healthy mesothelium and MM cells were analyzed in line with
hypothesis that their therapeutic effects would increase and lead to death of cancer
cells. In this project, Pl staining with flow cytometry, AO/EB and DAPI/PI fluorescent
staining and western blot anaysis showed that among all derivatives three of lead to
the S phase arrest and concentration dependent apoptosis in both MM cell lines.
Thus, anti-cancer potentials of derivatives have been demonstrated in the in vitro

system.

Keywords: Malignant Mesothelioma, Apoptosis, Indole Derivatives, Cell Death,

Cell Cycle.
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1.GiRIS

Malignant Mezotelyoma (MM), akciger zari ve karin zari yizeyini saran
mezotel doku hicreleri kaynakli bir hastahktir. Akciger zari mezotelyomalarinin
yaklasik %70 ila %90' kanserojen mineral liflere, 6zellikle asbeste maruz kalma ile
iliskilendirilmistir [Hiriart vd., 2019]. MM’nin ancak ileri evrelerde farkedilmesinin
nedeni, basta anatomik konumu olmak lizere, spesifik biyobelirteclerin olmamasi ve
radyolojik tani araglarinin yetersizligidir [Sekido, 2013].

Heterosiklik bilesikler insan vicudunun gesitli biyolojik streglerinde dnemli
bir rol oynar ve bir¢ogu cesitli, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri dolayisiyla klinikte
kullanimdadir. Bunlar arasinda indol, 6nemli farmakolojik olarak aktif molekillerden
biridir. Literatlr verilerinin de destekledigi gibi, cesitli kanser hicre hatlarinda
sitotoksik etki gostermelerinin ve hiicre donglsi tutuklanmasini indiklemelerinin
yani sira programli hiicre 6liimii olan apoptozu indiikledikleri bildirilmistir. indollerin
kanser hicrelerindeki uygulamalarina iliskin c¢esitli c¢alismalara ve kimyasal
reaktivitesine dayanarak indol, etkin sonuglar veren yeni ilag adaylari elde etmek

amaciyla modifiye edilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tez galismasinda son yillarda insidansi artmis olan Malignant Mezotelyoma
hiicrelerinde dort farkliindolin-2-on tlrevlerinin anti-kanserojen potansiyelinin hiicre
donglsi ve apoptoz mekanizmalarina etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda (i) Orijinal olarak sentezlenen indolin-2-on tilrevlerinin anti-kanser
etkinligine dair kalitatif ve kantitatif verilerin saglanmasi; (ii) MM hiicrelerinde
etkinliginin  belirlenmesine ilaveten diger kanser hiicrelerindeki uygulama
potansiyeline 6ngori saglanmasi; (iii) Ulasilan sonuglarla kinaz inhibitori ve
heterosiklik indolin-2-on sinifiilaglarin etkinligine dair literatiire katkida bulunulmasi;
(iv) Toksisitede azalma ve azalmis ila¢ direnci hedeflenerek, ylksek potansiyel ve
etkinlige sahip hedefli indol bazl diger molekiillerin tasarlanip sentezlenmesi icin 6n

verilerin saglanmasi hedeflenmistir.



Bu kapsamda dort indol turevi maddenin iki farkli kanser hiicresinde hicre
donglisii Gzerine etkileri akis sitometrisi ve ilgili hlicre donglsi proteinlerinin
analizleriyle belirlendikten sonra hiicre 6limine neden olup olmadiginin morfolojik
analizinin iki farkli boyama yapilarak nitel ve nicel olarak analiz edilmesi ve

apoptozdaki anahtar proteinlere etkilerinin degerlendirilmesi gergeklestirilmistir.



2. KANSER

Kanser, DNA hasariyla kontrolsiz hlicre biylimesi veya anormal hicre
bolinmesiyle olusan multifaktoriyel bir hastaliktir. Kanserlerin %10-15" inin kalitimla
iliskili oldugu dusunulirken, kalan vakalarin %85-90'inin gevre ve yasam tarzindan

kaynaklandigi belirtilmis ve Sekil 2.1’de gosterilmistir [Kaleli vd., 2018].

Meme Diger
; %10-15
Melenom 2.1 18 .
Testis 8.6
Prostat 2.2 ‘ Alkol %4-6 Beslenme
Biibrek 2.5 ~ Obezite ‘« : %30-35
Kolorektal 2.5 %10-20 Cevresel -
Genler Tiroid Faktdrler ]
Akciger 2.6 trol |
85 ,
L Enfeksiyonlar
Multipl Miyelom %15-20
4.3
Girtlak Sigara %25-30
B.0

Sekil 2.1: Kanserin gelismesinde gevrenin ve genlerin roli.

Cogu kanser vakasinda metastaz goriilmektedir ve 6lim ¢ogu zaman dokunun
kendisinden kaynaklanmak yerine sekonder olarak gelisen metobolik degisiklikler
sonucunda gerceklesmektedir (Sekil 2.2). Bu degisiklerin akabinde cogu hastada
kanser kaseksisi (kilo ve kas kaybina neden olan sendrom) nedeni ile diisiik sagkalim

ve tedavi cevabi gorilmektedir [Erdamar vd., 2014], [Web 1, 2022].
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Sekil 2.2: Kanserin evrimsel siireci.

Kanser hiicreleri, blylime sinyallerinin deregililasyonu sonucu sirekli
proliferatif 6zellikte olma, invazyon 6zellikleri ile kan ve lenf yolunu kullanarak uzak
dokulara kagip metastaz yapabilme, immin yikimdan kagma ve hatta baskilayabilme
gibi 6zelliklere ilaveten anjiyogenez yolu ile kan damarlari olusturup besin ve oksijen
ihtiyaclarini  karsilayabilir, apoptoza karsi direng gosterebilir ve timorlerin
enflamasyon olusturmasi sonucunda serbest oksijen radikalleri Ureterek DNA
hasarinda artisa sebep olabilmektedirler. Bu o6zelliklerin her biri esas alinarak
tasarlanip uygulanan hedefe yonelik tedaviler Sekil 2.3’te 6zetlenmektedir [Hanahan

ve Weinberg., 2011].
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Sekil 2.3: Kanserin ayirt edici 6zelliklerinin terap6tik hedeflenmesi.

2.1. Malignant Mezotelyoma

Akciger zarinin primer timorleri nadir olmakla birlikte MM en yaygin olanidir
ve asbest maruziyeti ile iliskili agresif bir kanser turtadur (Sekil 2.4). 2021 Dinya Saglik
Orgiiti siniflandirmasi, MM’nin dért ana histolojik alt tipini tanimlamistir. Bunlar;

epitelioid, sarkomatoid, bifazik ve desmoplastiktir [Onagi vd., 2021], [Web 2, 2022].
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Sekil 2.4: Asbest fiberlerinin mezotelyal hiicrelere etkisi.



Asbest ve erionit gibi dogal minerallerin disinda yogun radyasyona maruz
kalma, simian virlisi 40 (SV40), karbon nanotipleri (CNT’s), nanopartikdller, silikon
karbid ve floro-edenit gibi bilesikler de MM riskini arttirmaktadir. Sekil 2.5’te asbeste
bagl karsinogenezin muhtemel mekanizmasi gosterilmektedir [Hiriart vd., 2019],

[Sekido., 2013].
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Sekil 2.5: Asbest indiklemeli karsinogenezin muhtemel mekanizmasi. ROS (Reaktif
oksijen tirevleri), HMGB1 (yuksek mobiliteli grup 1), TGF-B (Donlstirici bliyime
faktori B).

MM gelisiminde genetik risk faktorlerinin roliine iliskin bilgiler son yillarda
artmaktadir. Hem dusik hem de yiksek riskli genetik faktorlerin tanimlanmasiyla
birlikte, asbest vb. kanserojenlere maruz kalmadan tek basina genetik faktorlerin

MM'yi indlikledigi henliz gosterilmemistir [Betti vd., 2019].



2.1.1. Tani ve Tedavi Yontemleri

Biyopsi orneklerindeki histolojik bulgularin klinik ve radyolojik 6zelliklerle
korelasyon gdstermesi 6nem tasimaktadir. Kalretinin, WT-1, D2-40 (podoplanin) ve
vesitokeratin 5/6 spesifik tanisal mezotelyal belirteglerdendir. Primer epitelyoidin %
70'inde ve sarkomatoid plevral mezotelyomalarin % 90 ila % 100'iinde p16 delesyonu
tespit edilmistir. Bu homozigot gen delesyonunun varhg simdiye kadar
mezotelyomanin en iyi gostergesi olmustur. Bugline kadar, bu delesyon herhangi bir
iyi huylu mezotelyal lezyonda bildirilmemistir [Arif ve Husain., 2015].

MM’nin ancak ileri evrelerde farkedilmesinin nedeni, basta anatomik konumu
olmak (zere, spesifik biyobelirteclerin olmamasi ve radyolojik tani araglarinin
yetersizligidir [Sekido., 2013]. Hastaligin tedavisinde imatinib, etoposid, fluorourasil,
paklitaksel gibi ilaglar kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglar bazi yan etkilere sebep olmasi
ve saglikh dokuyu negatif etkilemesinden kaynakli tedavinin etkinligini ve verimini
sinirlamaktadir. Bu nedenle var olan tedavilere ek olarak, yan etkisi az, hedefe yonelik
ve ¢ok hedefli tasarlanmis antikanser ilaglara ihtiyac¢ vardir [Verma., 2007].

Cerrahi, kemoterapi veya radyasyon ile MM tedavisi nadiren yanit
vermektedir. Cerrahi yontemlerin ¢ogunlukla riskli olmasinin yani sira kemoterapi
veya radyasyon tedavisi ile elde edilen sonuclar, destekleyici tedaviye kiyasla
sagkallmda anlamli  bir iyilesme gostermemektedir. Ayrica, mezotelyoma
hastalarinda degisik derecelerde basari gosteren bir dizi immiinoterapi tedavi

stratejisi de test edilmektedir [Lemjabbar-Alaoui vd., 2015].



3. HUCRE DONGUSU

Hicre donglsi, G1 fazi, S fazi (sentez), G2 fazi ve M fazi (mitoz ve sitokinez)
olarak bilinen dort asamadan olusur. G1 fazindaki hiicrede mitojenik sinyallerin etkisi
ile D- tipi siklinler yukari reglle olurken katalitik partnerleri CDK4 veya CDK6'yi
baglayip aktif bir kompleks haline getirirler. INK4 inhibitor ailesi (p16INK4A, p15INKB,
p18INKA4C, p19INK4D) siklin D-CDK4/6 kinazin aktivitesi ile negatif diizenlenir. KIP/CIP
proteinleri (p21°P1, p27XIP1 p57XP2) stabil siklin D-CDK4/6 komplekslerinin olusmasini
saglar ve buna ek olarak CDK2 VE CDK1'i barindiran komplekslerin inhibitéri olarak
calisirlar. Siklin D-CDK4/6 kinazlar retinoblastoma proteini (RB1)’i foforile ederler.
Fosforillenmis RB1, transkripsiyon faktori olan E2F’i baglar ve aktivitesini bastirir
veya inaktive eder. Eger RB1 siklin D-CDK4/6 tarafindan kismi inaktive edilirse E2F’ler
salinmis olur. E2F, CDK2'yi baglamak ve aktive etmekten sorumlu iki E-tipi siklini (E1
ve E2) hedefler. RB’in fosforilasyonu siklin E-CDK2 tarafindan gerceklestirilir ve bu
yolla E2F transkripsiyonel programi gergeklestirilerek hiicrenin S fazina girmesi icin
gerekli olan protein sentezi saglanir. G1 fazi sliresince, DNA replikasyon orjini
Uzerinde ORC1-6, CDT1, CDC6 VE MCM2-7 DNA helikazindan olusan replikasyon
oncesi kompleksler olusur. S fazi baslangicinda, DBF4-CDC7 ve siklin E CDK2
tarafindan bir dizi fosforilasyon ile DNA replikasyonu tetiklenir. Bu fosforilasyonlarla
CDC45 MCM2-7-GINS (CMG) kompleksi olusur ve DNA helikazin aktivasyonu saglanir.
DNA replikasyon orijinlerinin ateslenmesi gorevi siklin E-CDK2’den, siklin A-CDK2’ye
gecer. Siklin A, ayni zamanda G2/M evresinde CDK1 ve CDK2’'nin aktivasyonunu
saglayabilir ama bu evrenin gegisi silirecinde en 6nemli islevi siklin B-CDK1’in
aktivasyonudur. PLK1 tarafindan fosforile edilen siklin B mitoz baslangicinda
cekirdekte birikir. Ayrica, hiicre béliinmesi ve mitotik ilerleme ile ilgili bir¢ok proteinin
fosforilasyonu siklin B-CDK1 tarafindan saglanir.

CDK aktive edici kinaz (CAK), hiicre dongisu icindeki CDK’lerin aktivasyonunu
saglayan bir komplekstir ve katalitik alt birim siklin H ve kompleksi stabilize eden
MAT1 halka proteininden olusur. Ayrica, transkripsiyon faktort TFIIH nin bir Uyesi

olarak islev gorur. Bu kompleks icinde, CDK7, RNA polimeraz II’'nin C terminal alanini



fosforile eder. Hiicre donglisiiniin genel isleyisi, Sekil 3.1’de gosterilmektedir [Suski

vd., 2021].
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Sekil 3.1: Hiicre dongisinin mekanizmasi.

Hiicre donglisiiniin dizenleyicilerini kodlayan proto-onkogenler mutasyonla
onkogen haline gelirler ve ilerleyen asamalarda kanserin olusumuna neden olurlar.
Tumor baskilayici  genlerin  aktivasyonu hiicrenin  kontrolsiiz  bliyimesini
engelleyebilen bu negatif diizenleyici molekdllleri kodlar. En 6nemli timor baskilayici
gen proteinleri Rb, p53 ve p21’dir. Ortak islev olarak belirli olaylar tamamlanmadan
hiicre dongusinin ilerlemesine engel olurlar. Ancak bu negatif diizenleyicilerde bir
mutasyon gerceklesmesi durumunda bu islevlerini kaybederler. Ornegin, G1 kontrol
noktasinda bir¢cok gorevi olan p53, mutasyona ugramis haliyle insan timor
hicrelerinin neredeyse yarisindan fazlasinda tanimlanmistir. Mutasyonlu p53 genine
sahip bir hicre genomik DNA hatalarini tespit edemez. Ayrica, kismen islevsel
oldugunda ise mutasyonlari tanimlasa bile bu onarim icin gerekli DNA onarim
enzimlerinin aktive olarak islev gormesini saglayamayabilir. Bu durumda DNA
onarilamaz ve bu nedenle p53’lin apoptozu tetiklemesi sonucunda hiicrenin kontrollii
Olimininin saglanmasi beklenir. Ancak, kanser hiicrelerindeki mutant p53 formu

apoptozu tetikleyememektedir. Bunun yani sira, mutant p53, p21 retimini tetikleme



yetenegini kaybettigiicin yeterli p21 seviyesi saglanamayacaktir. Yeterli p21 seviyeleri
olmadan, CDK aktivasyonu (izerinde etkili bir blok yoktur. Ozetle, bu &nemli

mutasyonlar kisaltiimis bir hiicre déngtlisiine ve timorlesmeye neden olabilirler [Suski
vd., 2021].
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4. APOPTOZ

Programlanmis hicre o6limia (PCD), hiicre ici uyaranlara yanit olarak
programlanip yonetilen, dizenlenmis hicre 6limi mekanizmasidir. Temel olarak
apoptoz, otofaji ve nekroptoz gibi (programlanmis nekroz) mekanizmalariniigerir. Bu
programlanmis 6lim yolaklari, malign hiicrelerin progresyonunu ve yayilmasini
engelleyen birer dogal savunma sistemi olarak calisirlar [Su vd., 2015].

Bu programli hiicre 6lim gesitlerinden apoptozun olusumu sirasinda hiicrede
bir dizi biyokimyasal ve morfolojik degisiklik gozlenir. Bu ana morfolojik degisiklikler,
hiicre blziilmesi, membran kabarciklanmasi, nikleer kromatinin yogunlasmasi,
kromozomal DNA'nin interniikleozomal bdlgelerden bdllinmesi ve c¢ekirdegin
parcalanmasiniicerir. Hiicre membranin kabarciklanmasinin sonucu olarak, zara bagl
apoptotik cisimler salinir. Normal sartlarda plazma zarinin i¢ yiziinde yer alan
fosfatidilserin, fagositler tarafindan yutulmalarini kolaylastiran bir tanima sinyali
saglamalari icin dis ylzeye transloke olur. Béylece apoptotik hiicre pargalari hizli ve
verimli bir sekilde enflamasyona neden olmadan yok edilir [Burlacu., 2003].

Hiicrede apoptozun gercgeklesip gerceklesmeyecegi bir dizi sinyalin degisim
dengesine baghdir. Bu indliksiyon/baskilama mekanizmasini etkileyen genler Tablo

4.1'de verilmistir [Edlich., 2018].

Tablo 4.1: Apoptozun indiiklenme/baskilanma mekanizmasi.

Apoptozisi Baskilayan Genler Apoptosizi indiikleyen Genler

e Bcl-2 grubundan; e Bcl-2 grubundan;

BHRL-1, bcl-w, bcl-xI, mcl-1, A1, | Bax, Bad, Bak, Bcl-Xs, bad, bik, Hrk 1

brag, bfl-1

e c-abl geni ® c-myc

® ras onkogeni e P53,P21

e coOzlnebilir fas ® Fas (CD95/APO-1)

e p35 e interlékin donustiriici enzim
benzeri proteinler (iCE)

e A20 e LOH (MTS1/CDK41)
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4.1. Apoptozun Diizenlenmesinde BCL-2 Protein Ailesinin Rolii

Apoptoz, dissal olarak bilinen 6lim reseptorlerinin aracilik ettigi yol ya da i¢sel
olarak bilinen mitokondriyal yol aracihgiyla indiklenebilir. i¢csel yol, biyime
faktorlerinin eksikligi, kemoterapotik ajanlar, radyasyon, hipoksi ve onkogen
aktivasyonu gibi hiicresel stresler tarafindan tetiklenir.

Bu yolaklar, Bcl-2 homoloji (BH) alanlari adi verilen spesifik homoloji
bolgelerinin varhigi ile karakterize edilen Bcl-2 ailesi proteinlerinin Gyeleri tarafindan
diizenlenir [Basu., 2021]. Bcl-2 protein ailesi Ui¢ alt gruba ayrilabilir. Anti-apoptotik
grup, Bcl-2, Bel XI, Bcl-W, Bcl-B, Bcl2A1 ve Mcl-1 olarak siralanabilir. Bu proteinler dért
Bcl-2 homoloji alanina (BH1, BH2, BH3 ve BH4) sahiptir. Ayrica Bcl2A1 disinda tim
diger Uyeler zar O6tesi alanlara sahiptir ve tipik olarak hicresel, ¢ekirdek veya
mitokondriyal membranlarla iliskilidir. ikinci alt grup, Bax, Bak ve Bok'tan olusur ve
bu grup BH4 alanindan yoksundur. Son olarak, lglinci alt grup ise sadece BH3 alanina
sahiptir ve Bik, Bim, Bad, Bid, Bmf, Hrk, PUMA ve NOXA’dan olusur. Bu sadece-BH3
domaini iceren pro-apoptotik Uyeler 6lim sinyali ile dogrudan Bax ve Bak ile
etkilesime girerler ve membran (izerinde homooligomerizasyonlarini saglayarak
MOMP’a (mitokondriyal dis zarin gegirgenligi) neden olurlar. Anti-apoptotikler ise
mitokondri lzerinde Bax-Bax yer degisimi ve aktivasyonunu engellemek adina BH3
domenlerine baglanirlar. Bcl-2 ailesi liyelerince apoptozun diizenlenme mekanizmasi

Sekil 4.1’de gosterilmektedir [Grilo ve Mantalaris., 2019].
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Sekil 4.1: Apoptozun Bcl-2 ailesi proteinleri araciligi ile diizenlenmesi.

Bcl-2 ailesi Uyelerinin pro ve anti apoptotik proteinleri, bir 6lim sinyali
olmadiginda islevleri icin 6nemli ipuglari saglayan farkh hiicre ici boélmelere
yerlesirler. Antiapoptotik Uyeler baslangicta Ozellikle mitokondri, endoplazmik
retikulum ve nilkleer zarlarda bulunan integral zar proteinleri iken proapoptotik
proteinlerin blylk cogunlugu sitozolde lokalize olmus haldedir. Ancak bir 6lim
sinyalini takiben, pro-apoptotik proteinler olarak islev gormelerini saglayan
konformasyonel degisiklige wugrarlar ve bu degisiklik mitokondri dis zarini
hedefleyerek entegre olmalarini saglar. Bcl-2 proteinleri apoptozu dizenlerken belli
mekanizmalar kullanir. Ornegin, Bcl-2 ailesi lyelerinin aktif ve inaktif formda
bulunmasi, homodimer ve heterodimer olusturabilme kabiliyetleri ile saglanir.
Translokasyon olarak bilinen mekanizma ile pro-apoptotik Bax proteinin aktif hale
gelmesi icin dimerizasyonunun vyaninda translakasyon da gerekir. Apoptotik

sinyallerin varliginda, normalde sitoplazmada bulunan Bax, homodimer olusturur ve
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mitokondriye transloke olur. Boylelikle, Bax- Bax homodimeri, mitokondriyal protein
haline gelir.

Diger yandan, normalde hayatta kalim sinyallerinin etkisi ve AKT/PKB sinyal
yolu ile fosforile halde tutulan Bad proteini bir 6lim sinyalinin ortaya ¢ikmasiyla,
kalsiyum bagimli fosfataz enzimi tarafindan defosforile hale getirilir. Boylelikle
defosforile Bad mitokondri zarinda bulunan anti-apoptotik  Bcl-xl/Bcl-2
heterodimerine katilarak apoptozun gerceklesmesini destekler. Bu mekanizma
fosforilasyon olarak bilinir.

Yalnizca BH3 alani iceren, uzun ve esnek halkaya sahip Bid proteini ise
sitoplazmada bulunur. Fas ligandi, Fas reseptorine baglandiginda kaspaz-8
aktivasyonu saglanir ve Bid proteini p15 karboksi terminal fragmentini olusturacak
sekilde kaspaz-8 tarafindan proteolitik olarak béliniir. Béylelikle, kesik p15 (tBiD)
mitokondri membranina yerlesir ve buradaki proteinlerle etkileserek apoptozisin
gerceklesmesini saglar. Bu mekanizma ise proteolitik bolinme olarak bilinir.
Apoptozun gerceklesmesi lizerindeki bu 6nemli etkilerinden dolayi Bcl-2 proteinleri

kanser terapilerinin bir hedefidir [Burlacu., 2003].

4.2. Kaspazlar

Kaspazlar (sistein bagimli aspartat spesifik proteazlar), substratlarindaki
aspartat kalintilarindan proteolitik kirlimalar ile aktiflesme 6zelligine sahip bir proteaz
ailesidir. Bu parcalanma sonucu bliylk ve kiclk alt birimler serbest kalir ve aktif
tetramerik enzimi olusturur. Kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5 ve kaspaz-11
inflamasyonun diizenlenmesinde islev goren inflamatuar kaspazlar olarak bilinir iken,
kaspaz-14 keratinosit farklilasmasi ile iliskilidir. Kaspazlarin geri kalani, apikal ve
oldiricu alt familyalari olarak gruplandirilabilir ve apoptozda énemli roller oynarlar.
Kaspazlar, hiicrelerde zimojen (prokaspaz) formunda bulunur. Oldiriici (efektor)
kaspazlar olarak bilinen kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, kaspaz-8 veya kaspaz-9
aktivasyon kaskadinin asagi akisinda bulunur ve icsel ve dissal apoptoz yollarinin
birlestigi bir noktayi temsil eder. Efektor kaspazlar bir kez aktive oldugunda, cok cesitli

hiicresel proteinlerin proteolitik boliinmesinden sorumludur [Zhang vd., 2003].
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Baslatici kaspazlar ise DED (6lim efektor alani) ve CARD (kaspaz alim alani) denilen
protein-protein etkilesimini saglayan uzun prodomenlere sahiptirler. Efektor
kaspazlar kisa prodomenler icerirler ve aktivasyonlari baslatici kaspazlarca saglanir.
Ozetle, hiicre 6limii ile sonuglanan protein yikimini katalizleyen kaspazlar apoptozu
aktive eden bircok faktor tarafindan dogrudan ve dolayli olarak aktive edilirler

[Valmiki ve Ramos., 2009].

4.3. Apoptozun Ekstrinsik (Dissal) ve instrinsik (icsel) Yol ile
Gergeklesme Mekanizmasi

Apoptoz, instrinsik (Mitokondriyal) yol ve Ekstrinsik (dissal) olarak bilinen iki
yolla gerceklesir. Dissal apoptotik yolak, hiicrelerin ylizeyinde eksprese edilen spesifik
Olim reseptorleri araciligl ile dis uyaranlar tarafindan gerceklestirilir. Bunlar, Fas
reseptorleri (Fas reseptorii), DR4/DR5, timor nekroz faktori reseptorleri (TNF-R) ve
TNF ile iliskili apoptozu indlkleyen ligand reseptorleri (TRAIL-R) olarak bilinen
reseptorlerdir. Hicre ylzeyindeki bu 6lim reseptorleri kendilerine spesifik ligandlar
ile etkilesir ve aktive olurlar. Boylelikle Fas ile iliskili 6lim alani (FADD) ve timor
nekroz faktorle iligkili 61im alani (TRADD) adaptor proteinleriile birlesirler. Boylelikle
olimi-indukleyen sinyal kompleksi (DISC) olusur. Daha sonra, inaktif pro-kaspazin
uzun ve kisa kollarini birbirinden ayirarak aktif kaspaz-8’in olusmasini saglarlar.

Bugline kadar en iyi karakterize edilen ligandlar ve karsilik gelen 6lim
reseptorleri CD95/FasR, TNF-a/TNF-R1, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5'tir (Sekil 4.2). TNF
reseptor ailesi, sisteinden zengin hiicre disi alanlarin ve 6lim sinyalini hlicrenin
disindan icine ileten ve apoptozu gergeklestiren bir sitoplazmik alanin (6lim alani)
varhgi ile karakterize edilir. Olim reseptérlerinin yapisi Sekil 4.2’de gdsterilmistir.

[Kashyap vd., 2021], [Web 3, 2022].
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Sekil 4.2: Olim reseptérlerinin yapisi.

Kaspaz-8’in, kaspaz-3’u aktiflestirmesi iki yolla gerceklesir. ilk olarak kaspaz-8,
prokaspaz-3’'G direkt olarak parcalayip aktif hale getirebilir. Kaspaz-3, DNA
fragmantasyon faktori (DFF 45)'i, DNAaz aktivitesi olan DFF 40 oligomerine
donusturar. Boylelikle DFF 40 cekirdekte apoptotik kromatin kondenzasyonunu
gerceklestirir.

Diger bir yol da ise, mitokondriden sitokrom-c salinimini saglamak i¢in kaspaz-
8, Bcl-2 proteinini Bid ve tBid’e (terminal kismi) ayirir. Bid ve tBid’in mitokondriye
transloke olmasiyla mitokondriyal porlar acilmis olur ve apoptozom adi verilen
kompleks olusur. Apoptozom kompleksi; sitokrom-c, apoptotik proteaz aktive edici
faktor (APAF-1) ve prokaspaz-9’un ayni alanlarinin bir araya gelmesi ve ATP’ nin
katilmasi ile olusur. Boylelikle kaspaz-9 aktiflesmis olur. Kaspaz-9’un kaspaz-3’
aktiflestirmesi ile devam eden siire¢ yeniden DNA fragmantasyonu ile sonugclanir.
DNA fragmantasyonunun olusmasi proteolitik kaspaz aktivasyonun bir sonucu olarak
kaspazla aktive olan DNAaz (CAD) inhibitori olan ICAD’in inaktive edilip CAD’in aktive
olmasiyla saglanir. Serbest kalan CAD, DNA’yi pargalar. Dissal yolak Sekil 4.3'te

gosterilmektedir [Ichim ve Tait., 2016].
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Sekil 4.3: Apoptozun digsal (ekstrinsik) yolagi.

Yukarida da bahsedildigi gibi i¢c uyaranlar metabolik veya hipoksik stresler ve
ayrica endoplazmik retikulum stresi tarafindan tetiklenmektedir. Hiicre igi sinyaller
ile apoptotik uyaranlarin alinmasi sonucu pro-apoptotik Bcl-2 ailesi lyelerinin ve
kaspazlarin aktivasyonu gerceklesir. Pro-apoptotik Bid proteini, Bax ve Bak
proteinlerinin aktiflesmesini saglarken, anti-apoptotik Bcl-2'yi inaktive eder.
Aktiflesen bu iki protein, mitokondri membraninda por olusumunu saglayarak
membran potansiyelini degistirir ve mitokondri dis zar gegirgenligine (MOMP) yol
acar. Boylelikle acilan porlardan sitokrom-c ile birlikte Ca**, Smac, AIF ve Endo-G
salinimi gergeklesir [Kashyap vd., 2021].

SMAC apoptotik faktor inhibitorleri (IAF) olarak bilinen proteinleri inaktive
eder ve AlF'lerin cekirdege transloke olmasi ve parcalanmasi saglanarak apoptoz
hizlandirihir. ENDO-G ise DNA’nin parcalanmasini saglar. Apoptozom kompleksinin

olusumu ve kaspaz-9'un kesilerek aktiflesmesini takiben gerceklesen siire¢ dissal
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yolakla ayni devam eder. Apoptozun icsel yolagi Sekil 4.4’te gosterilmektedir [Jeng.,

2018], [Kashyap vd., 2021].

instrinsik Apoptoz Yolag

| Plazma Membrani
Hucre ici stres
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Pro-kaspaz-3/6/7

|

Kaspaz-9

| —

Kaspaz-3/6/7

|
l

Apoptozom

W

Sekil 4.4: Apoptozun igsel (instrinsik) yolagi.

Dissal ve icsel yolagin kesisim noktasi nihai hedef olan MOMP’un
tetiklenmesini saglamak amaciyla BH3 etkilesimli &liim agonisti (BiD) proteininin
kaspaz-8 tarafindan bolinmesidir. Boylelikle MOMP’u etkileyecek aktif ve kesilmis
BID (t-Bid) formu olusturulur. Apoptozun bu iki yolaginin kesisimi Sekil 4.5’te
gosterilmektedir [Ichim ve Tait., 2016], [Lavrik., 2010].

18



Ekstrinsik yolagin aktivatorleri: ‘ Oliim ligand

oliim sinyalleri Oliim reseptorii
FADD DISC
Prokaspaz-8/10 H'ﬂ [TH
J[] instrinsik yolagin
— aktivatorleri: istnlama, DNA

cFLIP ig o
Kaspaz-8/10 hasari ve diger faktorler
ik — =z — =

XIAP,
l cylc.v
Prokaspaz-3/6/7 B ||““|| _— LA
'_m Kaspaz-9 (] ° ®

[ || ” Il l Apoptozom
Kaspaz-3/6/7

Apoptoz Substratlan\\ Apoptoz

Current Opinien in Biotechnology

Sekil 4.5: Ekstrinsik ve instrinsik yolagin kesisim semasi.

4.4. PARP ve p53 Proteinlerinin Apoptozdaki Rolii

DNA hasarina sepep olan ajanlar p53'iin MDM2 baglama alaninda kritik bir
serin kalintisini fosforile edebilen kinazlarin (ATM ve DNA PK gibi) aktivasyonunu
indukler. p53 fosforile edildiginde ise artik MDM2'ye baglanamaz ve p53'in MDM2
aracili inhibisyonunu engellenmis olur. p53, hiicrede DNA hasari oldugunda hiicrenin
hasari onarabilmesi icin hiicre dongisini durdurur veya ¢ogu durumda hiicreyi
apoptoza yonlendirir. Bax, NOXA, PUMA ve p53AIP1 gibi mitokondriye lokalize olan
proteinlerin p53 aracili indiiksiyonu, sitokrom c salinimini ve Apaf-1/kaspaz-9
apoptozomunun aktivasyonunu tetikler. Ayrica p53, Fas ve DR5 (Oliim Reseptérii 5)
gibi 6lim reseptorlerinin ve DR aracili apoptotik sinyallesmeye katilmasi muhtemel
olan PIDD ifadesini de indikler. p53 ile indiklenen apoptozun diger potansiyel
aracilari, agirhkli olarak Golgi aygitina ve endoplazmik retikuluma lokalize olan

PMP22/gas3 protein ailesinin bir tyesi olan PMP-22 (PERP) ile ilgili p53 apoptoz
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efektorini igerir. Boylelikle p53, DNA hasari durumunda hiicre dénglsininiin
reglilasyonunu saglar [Dlamini vd., 2004].

Poli-ADP riboz polimerazlar (PARP) DNA onarimi, transkripsiyon, replikasyon
ve metabolizmada aktif rol oynayan proteinlerdir. DNA baglayan N terminal ug,
modifikasyondan sorumlu merkezi bélge ve C terminal katalitik bélgeden olusurlar.
Ozellikle hiicre ici NAD*/ ATP seviyesi apoptoz veya nekrozu aktive etme kararinin
belirlenme siirecinde 6nemlidir. Apoptotik kaspaz-3’lGn etkisi ile PARP, DEVD
motifinden 24 kDa’luk N terminal ve 89 kDa’ luk katalitik alani iceren C terminale
bolindr. C terminal alan katalitik alani korudugu icin bazal enzimatik aktivitesi devam
eder. Ancak, bolinme sonucu PARP hasar tanima fonksiyonunu kaybeder ve DNA
hasarina karsi inaktif hale gecer. Boylelikle, NAD* tiiketiminin éniine gegilir. /n vivo
bollinmede kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin hedefi olan PARP’ lar, kaspazlarca kesilmeleri
icin potansiyel kesim motiflerine sahiptirler.

Ozetle, PARP ya onarim siirecinde rol almak tizere poli (ADP)-riboz sentezi
gerceklestirir ya da kaspaz aktivasyonu ile boltinen PARP’In inaktivasyonu saglanarak

apoptoz desteklenir [Soldani ve Scovassi, 2002].
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5. INDOLIN-2-ON TUREViI MADDELER

Kinazlar ¢ok gesitli sinyal yollarini aktive ederek proliferasyon, farkhlasma, yer
degistirme, anjiyogenez ve metabolizma gibi ¢cok sayida hiicresel islevi diizenleyen
enzimlerdir. Kanserli dokularda asiri eksprese edildikleri ve ¢ogunlukla dlzensiz
olduklari gosterilmistir. Bu nedenle, kiigik molekiller kullanarak kinaz aktivitesinin
modiile edilmesi, kanser tedavisi igin stratejik bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir.
[Dhokne vd., 2021].

indoller, yapisal olarak bes liyeli bir pirol halkasina kaynasmis halde bulunan
alti Giyeli benzen halkasindan olusurlar. indol ve tiirevleri anti-bakteriyel, anti-fungal,
anti-viral ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak Uzere cesitli farmakolojik 6zelliklere
sahip heterosiklik bilesiklerdir [Sachdeva vd., 2020]. Ayni zamanda, kanser
hiicrelerinde gesitli hedefler Gizerinde hareket kabiliyetleriyle ilaca direngli kanserlere
karsi olumlu bir potansiyele sahiptir. Semaxanib, Sunitinib, Vinorelbine ve Vinblastine
gibi bazi indol iceren bilesikler, ilaca direngli kanser tedavisi dahil bir¢ok kanser tiri
icin klinikte kullanima sahiptir [Jia vd., 2020]. Pfizer tarafindan Sutent olarak
pazarlanan Sunitinib ise bobrek hiicreli karsinom ve imatinib direncli gastrointestinal
stromal timor (GIST) icin FDA tarafindan onaylanmis kicik molekilll, cok hedefli
reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitoridir ve VEGFR, PDGFR, FLT3 ve c-Kit molekiilleri
Uizerinde aktiftir [Goodman vd., 2007].

Pirol slbstitlie indolin-on tlirevi maddenin c¢esitli kanser hicre hatlarinda
sitotoksik etki gosterdigi ve G2 / M fazinda hiicre dongtisi tutuklamasini indikledigi,
hem CDK1 (Cdc2) hem de siklin B1 protein seviyelerini azalttigi gosterilmistir [Xiong
vd., 2010]. Daha 6nce, bir seri indolin-2-on tirevi tasarlanarak sentezlenmis ve giicli
anti-proliferatif etkiye sahip Pakl inhibitori kesfedilerek apoptoza etkisi
degerlendirilmis ve bu ajanin doza bagiml bir sekilde insan Meme Adenokarsinoma
(MDA-MB-231) hiicrelerinde apoptozu indikledigi ve pro-apoptotik protein olan
Bax'in ekspresyonunu yukari diizenlerken, anti-apoptotik protein olan Bcl-2
proteinlerini asagi regiile ettigi gbzlemlenmistir. Ek olarak kaspaz-8 ve kaspaz-3'lUn

kesimide belirlenmistir [Yao vd., 2020].
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Diger bir calismada, 6-metoksikarbonil indolin-on'dan tirevlendirilmis
antitimor aktiviteye sahip daha glicli bir ¢oklu kinaz inhibitéri sentezlenmistir. Bu
yeni maddenin, insan Kolon Kanseri (HT-29), insan Karaciger Kanseri (HepG2) ve insan
Mide Kanseri (MKN74) hiicrelerinin koloni olusumunu glicli bir sekilde inhibe ettigi
ve apoptozu indikledigi saptanmistir [Qin vd., 2020]. Ayrica baska bir calismada,
bifenil metilen indolinon tiirevleri Prostat Kanseri (DU-145) hiicrelerinde uygulanmis
ve membran kabarciklanmasi gibi morfolojik degisikliklilerle birlikte apoptotik
parcaciklarin olusumu saptanarak, maddelerin doza bagh sekilde apoptozu
indlkledikleri gosterilmistir [Donthiboina vd., 2019]. Benzer sekilde, spiro-
dihidroksitiopiran-indolinon tiirevi yeni maddeler sentezlenmis ve Akciger Kanseri
(A549) hiicrelerinde denenmistir. Tlrevler arasinda Ustlin ve karsilastirilabilir anti-
timor aktivitesi saptanmistir. Molekiler mekanizma calismasi ile orta dizeyde
MDM?2 inhibe edici aktivite sergiledigi ortaya cikarilmis ve 6nemli 6l¢ciide GO/G1
fazinda hiicre dongilsi tutuklanmasini ve kanser hiicresi apoptozunu indukledigi
gosterilmistir [Liu vd., 2019].

Avyrica bu sonuglari dogrulayan farkli bir makalede, kullanilan indolin-on tirevi
maddelerin insan Kolerektal Karsinoma (HCT-116) hiicrelerinde p53-MDM2
etkilesimini azalttig1 gorilmustir. Bilesiklerin bu etkilesimi bozma kabiliyetini p53
artisinin eslik ettigi MDM2 protein ekspresyon seviyelerinde anlaml dusis ile
desteklenmistir [Ribeiro vd., 2017].

Bu tez calismasinda Sekil 5.1’de kimyasal yapilari gdsterilen, Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasoétik Kimya Laboratuvarinda Prof. Dr. Sultan Baytas ve ekibi
tarafindan sentezlenmis olan indolin-2-on tilrevlerinin kanser hiicre dongisi ve

Olimune etkileri incelenmistir.
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Sekil 5.1: indol-2-on tiirevlerinin kimyasal yapisi. (A) GY342; R= 3,5-dimetoksifenil,
GY339; R= 2,5-dimetoksifenil, GY306; R= 3,4,5-trimetoksifenil, GY333; R= ter-butil.

Projemiz kapsaminda GY342, GY339, GY306 ve GY333 kodlu dort indolin-2-on

tirevi, SPC111 ve SPC212 MM ve Mezotelyal MeT-5A hiicrelerinde uygulanarak hiicre
canliigini %50 baskilayan konsantrasyonlari Bisra Demirkan’in tez ¢alismasi
kapsaminda degerlendirilmistir. Elde edilen ICso degerleri baz alinarak bu dort tirevin
hicre donglsu ve apoptoza etkileri; Pl boyama ile akis sitometri, AO/EB ve DAPI/PI
floresan boyama ve bu proseslerdeki anahtar proteinlerin aktivasyon, ifade ve kesim

seviyelerindeki degisiklikler incelenerek belirlenmistir.
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6. MATERYAL & METOD

6.1. Hiicre Kultuirii Uygulamalan

Bu tez ¢alismasinda, hiicre modeli olarak Malignant Mezotelyoma (SPC111 ve
SPC212) ve kanser olmayan Mezotelyum (MeT-5A) hiicre hatlar kullaniimistir.
SPC212 ve SPC111 hiicreleri %15 FBS (10270106, Gibco), %1 penicillin-streptomycin
(15140122, Gibco), 1,2 gram sodyum bikarbonat (S8875, Sigma Aldrich) iceren 1
litrelik DMEM/F-12 (D8900, Sigma Aldrich) besiyerinde 37°C de %5 CO;'li ortamda
blyatalmistir. SPC212 hiicre hatti, asbeste maruz kalma 6ykisi bilinen 47 yasindaki
bir kadin hastanin plevral boslugundan elde edilmis timordir. SPC111 hiicre hatti ise
asbeste maruz kalma oOykisu bilinen 55 yasindaki bir erkek hastanin plevral
eflizyonundan (sivi birikimi) elde edilmis timordir. MM hiicre hatlari ECACC’'den
temin edilmistir (SPC111, 11120716; SPC212, 11120717). Kanser olmayan bireylerin
plevral sivilarindan izole edilmis olan MeT-5A hiicreleri (CRL-9444) ATCC'den temin
edilmistir. Bu hicreler ise %1 penicillin-streptomycin, sodyum bikarbonat, %10 FBS,
L-Glutamin, hidrokortizon (HO888, Sigma Aldrich), HEPES (HO891, Sigma Aldrich), EGF
(E9644, Sigma Aldrich), insilin (16634, Sigma Aldrich) iceren M199 (M5017, Sigma
Aldrich) besiyerinde 37°C de %5 CO’li ortamda buyutilmustir.

6.2. indolin-2-on Tiirevlerinin Uygulamalari

Calismada kullanilan dort adet indolin-2-on tirevi madde DMSO
(116743.1000, Merck) ile ¢ozilmustir. Kontrol grubundaki hiicrelere herhangi bir
madde uygulamasi yapilmazken, tedavi gruplarina farklh konsantrasyonlarda tekrarli
olacak sekilde madde uygulamasi yapilmistir. Pozitif kontrol olarak 25 uM
konsantrasyonda Sisplatin (193760010, Acros Organics) uygulanmistir. Kullanilan
indolin-2-on tiirevi dort bilesik Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya

Laboratuvarinda Prof. Dr. Sultan Baytas ve ekibi tarafindan sentezlenmistir.
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6.3. Hiicre Dongiisu Analizleri

Bu bolimde uygulanan maddelerin hiicre donglist tGzerine etkileri Pl boyama
ile Akis sitometrisi yontemiyle 6l¢iimlendirilmistir. Uygulanan maddelerin hiicre
dongisliniin hangi evresine, hangi konsantrasyon uygulamada nasil bir etki gosterdigi
saptanarak konsantrasyona bagli olarak karsilastiriimis ve 6nceki canlilik deneyleri ve

ICso degerleri ile tutarhiligi degerlendirilmistir.

6.3.1. Hiicre Dongiisiiniin Pl boyama ile Akim Sitometrisinde
Degerlendirilmesi

Petrilere ekilen hicrelerin 24 saat 37°C’ de inkiibe edilmesinin ardindan
serumsuz besiyeri ile 24 saat inkibe edilmistir. Akabinde, sentezlenen maddelerin
belirli konsantrasyonlarda uygulamalari yapilip tekrar 24 saatlik inkibasyona
birakilmistir. Sonrasinda, hiicreler tripsin ile kaldiriip toplanarak 3000 rpm’de
santriflij edilmistir. Akabinde, slipernatant atilarak hiicre pelleti PBS’ te ¢ozilmdstir.
Tekrar 3000 rpm’ de santrifij yapilmis, slipernatant atiimis ve pellet %70’lik etanolde
(70616185001, Tekkim) coziilerek fiksasyon islemi yapilmistir. Ornekler énce yarim
saat +4 °C’ de bekletilmis sonra -20 °C’ye alinmistir. Fikse edilen hiicrelerden etanol
uzaklastiriip PBS ile yikandiktan sonra calisma soliisyonu (Pl, %10’luk Triton x-
100(25200056, Thermo), RNAaz (10109142001, Sigma) enzimi) eklenerek vortexlenir
ve tekrar santrifiij edilip sipernatanti uzaklastiriimis 6rnekler PBS’te ¢ozildiikten
sonra BD-Accuri C6 cihazinda analizleri saglanmistir. Sonuglarin istatistiksel analizleri

Two-Way ANOVA ile GraphPad Prism 7 programi kullanilarak yapilmistir.
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6.3.2. Hiicre Dongiisiui Protein Analizleri

6.3.2.1. Protein izolasyonu

Petrilere ekilen SPC212 hiicreleri (1.2x 10® hiicre/petri) 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir ve hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda tiirevler uygulandiktan 24 saat
sonra numuneler soguk PBS (fosfat tamponlu salin) ile kazinarak toplanmistir.
Santrifiij ile ¢oktirilen hiicrelerin Ust fazi atilmis ve %1’lik taze fosfataz (1862495,
Thermo Fisher Scientific) inhibitorl iceren lizis tamponu eklenerek siringa yardimi ile
parcalanmistir. Hicre karisimi ependorflara alinip +4°C’de 14000 g/ref'te 10 dk
santrifiij edildikten sonra, elde edilen st faz alinip ylklenecek protein
konsantrasyonunun belirlenmesi adina lizatlardan bir miktar ayrildiktan sonra geri
kalan kismi =20 °C’de muhafaza edilmistir. Ayrilan lizatlar bikinkoninik asit (BCA) testi
yapllmak Uzere Pierce BCA protein assay kiti (23227, Thermo-Fisher Scientific)
kullanilarak firmanin yénergesindeki bilesim oranina uygun hazirlanmis BCA karisimi
eklendikten sonra 562 nm'de absorbans degerleri Varioskan Flash (Thermo-Fisher
Scientific) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Saptanan absorbans degerlerini
kullanarak standart grafikleri ¢izilmis ve elde edilen dogrusal grafigin formili ile R?
degeri bulunmustur. Protein lizatlarinin  konsantrasyonlari pg/ml cinsinden

hesaplanmistir.

6.3.2.2. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Uygulanan maddelerin apoptotik hiicre yolaginda goérev alan onemli
proteinlere olan etkisini saptamak amaciyla, total protein 5X yikleme boyasi ile
karistirilarak 100°C ‘de 5 dakika kaynatildiktan sonra kuyulara ylklenmistir. Bantlar
halinde ayrilacak orneklerin molekiler agirliklarini belirlemek adina jele marker
(26619, Thermo-Fisher Scientific) ylklemesi de yapilmistir. 1X’lik elektroforez
tamponu tanka eklendikten sonra protein yiikli jelde tanka yerlestirilmistir. %12-15

SDS-PAGE ile ayrilmasi icin elektroforez islemi yapilarak ornekler jeldeki ilk fazin
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sonuna gelene dek yuritllmuistir. Ayni hizaya gelen proteinlerin gli¢ seviyesi
arttirillarak bantlarin tam olarak ayrilmasi saglanmistir.

Bantlarin ayrilmasinin akabinde, transfer islemi ile 6rnekler Amersham
Hybond P 0.45 PVDF (GE10600023, GE Healthcare) membrana aktarilmistir. Transfer
islemi ise 1X transfer tamponu icerisinde gergeklestirilmistir. Transferden alinan
membran, TBS-T'de %5 (w/v) yagsiz sut tozu iginde 1 saat bloke edilmistir. Jelin

hazirlanmasi sirasinda kullanilan miktarlar Tablo 6.1’de verilmistir.

Tablo 6.1: SDS-PAGE jelinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

1 jeligin Ayrilma Jeli Yigilma Jeli
1.5M pH;8,8 Tris HCI ( 0.375M -
0-7102, Sigma Aldrich)

0.5M pH;6,8 Tris HCI - 0.375 M
%40 Akrilamid/
Bisakrilamid (A4989, %10 %4.5
Applichem)
%10 SDS (194831, MP) %0.10 %0.10
TEMED (T7024, Sigma %0.10 %0.10
Aldrich)
APS (A2941,Applichem) %0.05 %0.05

6.3.2.3. immiin Belirleme

Gece boyunca +4'te birincil antikor ile muamele edilen membran, inkiibasyon
sonunda 1X TBS-T ile 3 kez yikandiktan sonra %5’lik yagsiz sit tozu (A0830,
Applichem) icerisinde belirlenen dilisyonlarda hazirlanmis birincil antikora uygun
yaban turpu peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder (ikincil) antikor ile 1-2 saat
calkalayici Gzerinde inkiibe edilmistir. Sekonder antikor uygulamasindan sonra 1X
TBS-T ile 3 kez yikanan membran, ECL plus western blotting substrate kiti (32132,
Thermo-Fisher Scientific) ile firma yonergesi dikkate alinarak muamele edilmis ve
ChemiDoc XRS+ (BioRad) ile goriintilenmistir. Her bir proteine ait bant yogunluklari
Siklofilin B proteini ile normalize edilmis ve istatistiksel analizler Two-Way ANOVA ile
GraphPad Prism 7 programi kullanilarak yapilmistir. Hiicre donglsi anahtar

proteinlerinin analizleri icin, p21 (2947, Cell Signalling Technology), p27 (3686, Cell
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Signaling Technology) ile sekonder antikor olarak anti-rabbit (7074, Cell Signalling
Technology) ve anti-mouse (7076, Cell Signalling Technology) ile ylriitme kontroli

Siklofilin B (PA1-027A, Thermo-Fisher Scientific) kullaniimistir.

6.3.2.4. Stripleme

Daha 6nce baglanmis antikoru uzaklastirip birbirine yakin molekiler agirliktaki
proteinleri ve bir proteinin aktivasyon ve ifade edilmesine olan etkisini
gorintileyebilmek icin stripleme islemi yapilmistir. 30 dakika 42 °C’de ve 120 rpm’de
stripleme tamponu ile galkalanan membranlarin 3 kez 1X TBS- T ile yikama yapilmigtir.
Daha 6nce transfer isleminden sonra yapildigi gibi %5 lik yagsiz suit tozu iceren 1X TBS-
T karnisimi icinde 1 saat boyunca 100 rpm’de calkalanarak bloklama yapilmistir.
Ardindan tekrar 3 kez 1X TBS- T ile yikanan membranlar istenilen birincil antikor ile

muamele edilmistir.

6.3.2.5. Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

Tum deneyler icin tampon ve solilsyonlar steril stoklar ve otoklavlanmis dd

H,0 kullanilarak taze hazirlanmis ve Tablo 6.2’de kullanilan miktarlar gésterilmistir.
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Tablo 6.2 Tampon ve soliisyonlarin hazirlanmasi.

Tampon ve icerik Final Konsantrasyon
Soliisyonlar
Gliserol %10
(G5516, Sigma Aldrich)
MgClI2 1 mM
(M4880, Sigma Aldrich)
Hucre Lizis Tamponu NaCl 150 mM
(53014, Sigma Aldrich)
Tris (pH:8.8) 20 mM
Triton X-100 %1
(T8787, Sigma Aldrich)
BME %20
Bromofenol Mauvisi %0.4
4X Protein Yiikleme (B0126, Sigma Aldrich)
Boyasi Gliserol %40
SDS %8
(194831, MP)
Tris-HCI, pH 6.8 200 mM
Glisin 095 M
(808822, MP)
SDS Yiurutme SDS 0.5%
Tamponu (5X)
Tris-Base 125mM
(T1503, Sigma Aldrich)
NacCl 1.5M
TBS (10 X) -
Tris-HCl (pH 7.4) 200 mM
TBS(10X) %10
TBS-T
Tween-20 %0,10
(A4979, Applichem)
Transfer Tamponu Glisin 25M
(10X) ;
Tris-Base 250 mM
Transfer Tamponu Metanol %20
(1X) (32213, Sigma Aldrich)
Transfer Buffer (10x) % 10
%5’lik Bloklama Yagsiz Sut Tozu 0.05
Soliisyonu (A0830, Applichem)
BME 100 mM
Stripleme Tamponu SDS 0,02
Tris-HCI, pH 6.7 62.5 mM

(0-7102, Sigma Aldrich)
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6.4. Hiicre Oliimiiniin Morfolojik olarak Floresan Boyama ile
Belirlenmesi

Hicre oliminiin degerlendiriimesinde floresan boyama ve protein analizleri

gercgeklestirilmistir.
6.4.1. AO/EB Uygulamalari

MeT-5A, SPC212 ve SPC111 hicreleri belirlenen sayilarda 100 pl RPMI ile 96
kuyucuklu petrilere iki replika olacak sekilde ekilmistir. Maddelerin belirlenen
konsantrasyonlari ve ¢oziclu kontrol ile 24 saat inkiibasyonundan sonra, final
konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde PBS icinde ¢ozinmus AO/EB (Akridin
Turuncusu: 235474 Sigma Aldrich / Etidyum Bromir: E7637, Sigma Aldrich) ikili boya
karisimindan her kuyu igin 6 pl olacak sekilde eklenmis ve 20-25 saniye bekletildikten
sonra besiyeri ¢ekilip uzaklastirilmistir. Son olarak floresan mikroskop (ZOE™, BioRad)
kullanilarak 6rnekler 20X biylitmede FITC ve Texas Kirmizisi filtresi kullanilarak analiz
edilmis ve gorintiler apoptotik ve nekrotik hiicreleri belirlemek icin ¢akistiriimistir.
Sonuclarin istatistiksel analizleri Two-Way ANOVA ile GraphPad Prism 7 programi

kullanilarak yapiimistir.
6.4.2. DAPI/PI Uygulamalari

Madde uygulamasi ardindan 24 saat inkibe edilen hicreler son
konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde PBS ile seyreltilmis PI (P4170, Sigma Aldrich)
boyasi ile kuyulardaki besiyeri ¢ekildikten sonra muamele edilmistir. 10 dakika
karanlikta inkiibasyon sonrasi Pl hiicrelerden uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.
Fiksasyon islemi igin sirasiyla, %4’lik konsantrasyonda Formaldehit (7041, JT Baker)
eklendikten sonra 5 dakika inkibasyon saglanmis ve formaldehitte uzaklastirildiktan
sonra tekrar PBS ile yikanmistir. Boyamanin son adimi olarak, nihai konsantrasyonu 1
ug/ml olacak sekilde PBS ile seyreltilerek hazirlanan DAPI (4083, Cell Signaling
Technology) boyasi kuyulara eklenmis ve karanlikta 10 dakika inkiibasyonun akabinde

uzaklastiriimis ve kuyular PBS ile yikanmistir. Son asama olan goriintileme icin ZOE
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Fluorescent Cell imager (Bio-Rad) cihazinda texas kirmizisi ve mavi filtreler
kullanilmistir. Orneklerin 20X objektif ayarli gériintiileri, cihazin 4 kat yakinlastirma
ayari kullanilarak kaydedilmistir. (Kullanilan hicreler, ekimi yapilan hiicre sayisi,
uygulanan maddeler ve inkibasyon siresi AO/EB boyama ile benzer sekilde

gerceklestirilmigtir).

6.4.3. Apoptotik Protein Analizleri

Apoptotik proteinlerin analizleri hiicre dongilisi protein analizleri basligi
altinda verildigi gibi gerceklestirilmistir. Apoptoz aktivasyonunu gosteren anahtar
proteinlerin analizleri icin, PARP (9532, Cell Signalling Technology), Bax (5023S, Cell
Signaling Technology), Bcl-2 (92868, Cell Signaling Technology), kaspaz 3 (CST, 14220)

proteinleri incelenmistir.
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7.BULGULAR

7.1. indolin-2-on Tiirevlerinin Hiicre Dongiisiinii S fazinda
Tutuklamasi

ICso degerleri baz alinarak dort indolin-2-on tirevinin SPC111 ve SPC2212
hlcrelerinin  donglst  Uzerine etkilerini  degerlendirmek amaciyla farkh
konsantrasyonlarda (0-10 uM) uygulanan orneklerde Pl boyama vyapilarak akis
sitometrisinde incelenmistir.

Bulgularimiz, her iki MM hicre hattinda (¢ indolin-2-on tilirevlerinin
konsantrasyona bagh olarak hiicre donglsiniin S fazinda tutuklandigini
gostermektedir. Hicrelere GY342'nin uygulanmasi sonucu kullanilan konsantrasyon

araliginda tutuklanma tespit edilmezken, GY339 ve GY306 uygulanmasl sonucu

hicrelerde 10 puM, GY333'te ise 5 UM konsantrasyonda S fazinda tutuklandig
belirlenmistir ve hlicre dongilsinin fazlarindaki % oranlarini gosteren bar

grafikleriyle birlikte Sekil 7.1 ve Sekil 7.2’de gosterilmistir.
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Sekil 7.1: SPC111 hiicrelerinde, hiicre dongtisi profilinin degerlendirilmesi. SPC111

(a) hiicre hattinin hiicre dongusi profili ve grafiksel analizi (b), 5 uM ve 10 uM

konsantrasyonlarda Pl boyama ve akis sitometrisi ile incelendi. % Hicre grafigi, en
az U¢ bagimsiz deney (n = 3) kullanilarak gizilmistir (*p<0,01).
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Sekil 7.2: SPC212 hiicrelerinde, hiicre donglsi profilinin degerlendirilmesi. SPC212

(a) hiicre hattinin hiicre dénguisi profili ve grafiksel analizi (b) 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarda Pl boyama ve akis sitometrisi ile incelendi. % Hiicre grafigi, en
az U¢ bagimsiz deney (n = 3) kullanilarak gizilmistir (*p<0,01).
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Hicre dénglsinidn analizinin takibinde hiicre dongusiinde bir hasar durumunda
aktive olan ve donglinin ilerlemesini durduran kontrol noktasi proteinlerinden p21
ve p27 ifadeleri incelenmistir. Sekil 7.6 gozlemlendigi gibi protein ifadelerinde
konsantrasyona bagh artis gozlemlenmistir. Bu bulgu, histogramdan elde edilen
sonuclari desteklemektedir. Goruldugi Gizere GY342 uygulanan hiicrelerde kontrolle
karsilastirildiginda p21/p27 seviyesinde anlamh artis 20 uM konsantrasyondan
itibaren baslarken; her iki hiicrede GY339 ve GY306'da 10 uM; GY333'de ise 5 uM

konsantrasyondan itibaren gézlemlenmektedir.

7.2. indolin-2-on Tiirevlerinin Konsantrasyon Bagimli Olarak
Apoptoza Etkisi

Turevlerin hiicre donglsine etkileri belirlendikten sonra hicre 6limine
etkilerini arastirmak icin ilk olarak iki farkh ¢iftli boyama yontemi (AO/EB ve DAPI/PI)

yontemi kullaniimigtir.

Bilindigi gibi Akridin turuncusu/Etidyum Bromdr ikili floresan boyama hiicre
O0limd modunun apoptoz veya nekroz yoluyla ayirt edilmesini saglayan bir
degerlendirme yontemidir. Bu yontemde canli ve apoptotik olmayan hiicrelerin
cekirdekleri tekdlize yesil boyanir. Erken apoptotik hticreler, yogunlasmis kromatin
ve parcalanmis cekirdekleri nedeniyle cekirdeklerinde parlak yesil noktalara sahip
olarak goriiniir. Ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin membrani kusurlu oldugu igin
EtBr ile kirmizi boyanir. Ancak ge¢ apoptotik hiicreler yogunlastiriimis ve pargalanmis
cekirdek morfolojisi gosterirken, nekrotik hiicrelerde yogun kromatin yoktur ve canl

hiicrelere benzeyen niikleer bir morfoloji gésterirler [Sufi vd., 2017].

SPC111, SPC212 ve MeT-5A hiicrelerine dort farkli indolin-2-on tirevi (0-20
UM) konsantrasyon araliginda eklenerek, 24 saat inkiibasyon sonunda boyanarak
incelenmistir. Pozitif kontrol olarak 25 uM Sisplatin uygulamasi yapiimistir. MeT-5A
hiicrelerine yapilan uygulamalarda her tilrev icin uygulanan konsantrasyon araliginda

hiicre sayisinda kontrole gére anlamli olmasa da azalma gozlemlenmektedir.
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Buna karsin tiirevler kanser hiicrelerinde ayni konsantrasyonlarda daha etkin
olmustur. Her iki MM’li hiicre hattinda GY342 uygulanan hiicrelerde hiicre sayisinda
azalma gozlense de anlamli azalma 10 uM’in Ustlindeki konsantrasyonlardadir. GY339
ve GY306 uygulanan hiicreler i¢gin 10 uM konsantrasyondan baslayarak ol hiicre
oraninda artis gozlemlenirken, GY333 uygulamasiyla elde edilen bu artis 5 uM

konsantasyon itibariyle belirlenmis ve Sekil 7.3 ve 7.4’te gosterilmistir.

10 pM konsantrasyon baz alinarak tirevlerin birbirine goére etkinligi
karsilastirildiginda GY342 numarali tiirev kullanilan konsantrasyon araliginda anlamli

degerde etkin olmazken her iki hiicrede GY339 ve GY306’'nin ondan daha etkin

oldugu, GY333’lin ise hiicreleri oldiirmede etkinliginin digerlerinden daha fazla

oldugu anlamli olarakta belirtilmistir (Sekil 7.3 ve Sekil 7.4).
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GY342

GY339

Sekil 7.3: MeT-5A, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde hiicre 6liminiin morfolojik
degerlendirilmesi. AO/EB ile degerlendirilen hiicrelerde, canl hiicre sayisi azalirken;
apoptotik ve nekrotik hiicreler artis géstermektedir (a,b,c,d). Olgek cubugu:100 pm.
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Sekil 7.3: Devam
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Sekil 7.4: MeT-5A, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde hiicre 6limundn istatistiksel
degerlendirilmesi. Hiicreler, dort indolin-2-on tiirevi ve Sisplatin’in (25 uM) ardisik
konsantrasyonlari ile 24 saat boyunca muamele edildi. AO/EB ile degerlendirilen
hicrelerde, canli hiicre sayisi azalirken; apoptotik ve nekrotik hiicreler artis
gostermektedir. Sayimlar Image J yazilimi kullanilarak yapilmistir. Temsili sonuglar
Met-5A icin iki, SPC111 ve SPC212 icin li¢ bagimsiz deneyin ortalamasini
gostermektedir (n= 3, *p<0,01).

Bu deneylerin takibin de, benzer sistem ile islev géren DAPI/PI boyasi
kullanilarak da maddenin hiicre 6limine etkisi incelenmistir. Sayilan hiicreler 96
kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saatte tirevlerin 10 pM konsantrasyonlari ile
muamele edilmistir. Bu deneylerde, DAPI canli hiicreleri boyarken PI boyasi sadece
nekroz ve apoptoz geciren 6li hicreleri boyamaktadir. Bilindigi gibi apoptotik hiicre
Olimu apoptotik cisimler, kromatin yogunlasmasi ve niikleer membran kabarmasi
gibi morfolojik belirteclerle karakterize edilmektedir [Zheng vd., 2019]. DAPI ve PI ¢ift
boyamasi, uygulanan doért indolin-2-on tiirevinin 10 uM konsantrasyonda bu kanser
hiicrelerininde apoptoza yol actigini géstermektedir. Bu deneyde boyanan kanser
hiicreleri sadece morfolojik olarak gosterilmektedir. Gozlenen apoptotik cisimcikler
ve kromatin kondenzasyonu gibi apoptozu isaret eden belirtegler de nitel olarak

AO/EB sonuglarini desteklemektedir (Sekil 7.5).
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GY-306 GY-333

Sekil 7.5: SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde hiicre 6limunin DAPI/PI floresan boyama
ile morfolojik degerlendirilmesi. Tirevlerin 10 uM konsantrasyonlari uygulanmistir.
Gorlintller 20X biyitme kullanilarak alinmistir. Normal (hasarsiz) hiicreler beyaz;
gec apoptotik hiicreler sari ve nekrotik hiicreler kirmizi okla gésterilmistir. Olcek
cubugu 25 um’i gostermektedir.

Bu deneylerin takibinde madde uygulamasi yapilan hiicrelerde apoptotik
yolaklarda rol alan anahtar proteinlerin analizleri gerceklestirildi. Dort farkl tirev
farkli konsantrasyonlarda SPC111 ve SPC212 hiicrelerine uygulanarak protein
analizleri 6.3.2’de bahsedildigi gibi western blot yardimiyla analiz edildi. Apoptozda
pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin seviyesi hiicrelerin 6limini ya da
hayatta kalimini belirler. Bu kapsamda indolin-2-on tilrevlerinin MM hiicrelerine
uygulanmalarinin takibinde Bax ve Bcl-2 seviyeleri degerlendirilmistir.

Bulgularimiz GY342 uygulanan hiicrelerde 20 uM’da, GY339 ve GY306

uygulanan hiicrelerde 10 uM ve GY333 uygulanan hiicrelerde 5 uM’dan itibaren Bax

seviyesi yikselirken Bcl-2 seviyesinde dislis gerceklestigini ve 10 uM konsantrasyon
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baz alinarak Bax/Bcl-2 oranindaki artisin karsilastirildigi grafikle de tlrevlerin

uygulanmasinin apoptozu tetikledigini gostermektedir (Sekil 7.6 ve Sekil 7.7).
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Sekil 7.6: SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde hiicre dongiisi ve oliimiyle ilgili protein
seviyelerinin degerlendirilmesi. 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarda
uygulanan dort tiirevin SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde p21, p27, Bax, Bcl-2, kaspaz-

3 ve PARP proteinlerinin degisimini gostermektedir (n=3, *p <0.01).
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Sekil 7.7: SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oraninin istatistiksel grafigi.
SPC111 ve SPC212 hiicreleri igin 10 uM ortak konsantrasyonda Bax/Bcl-2 oranindaki
artis gosterilmektedir.

Bu anlamli sonuclar daha ileri evrelerin varligin da analiz etmek icin kaspaz-3
ve PARP seviyelerinin degerlendirilmesiyle saglamlastirilmistir. PARP ve Kaspaz 3
seviyeleri incelendiginde Sekil 7.6’da gosterildigi gibi GY342 uygulanan hiicrelerde
PARP miktarinda azalma gozlenirken bu azalma anlamli bulunmamistir ve bu
hiicrelerde kaspaz 3 kesimi tespit edilmemistir. Buna karsin diger lg tiirevde 10 uM

konsantrasyondan itibaren PARP ve Kaspaz 3 kesimi gozlenmis ve degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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8. TARTISMA ve SONUC

Gunlimuzde, MM tedavisinde henliz etkin bir terapi bulunmamaktadir. Bu
nedenle, alternatif stratejilerin ve/veya daha etkin ilaglarin gelistiriimesi 6nem
tasimaktadir. indoller basta anti-kanser aktiviteleri olmak iizere genis farmakolojik
ozelliklere sahip heterosiklik molekiillerdir. indollerin, farkli kanser tiirlerinde anti-
proliferatif ve anti-kanserojen etkiye sahip oldugu in vitro ve in vivo olarak cesitli
calismalarla gosterilmistir [Morigi vd., 2019]. Literatir bilgilerimiz dogrultusunda,
indollerin Malign Mezotelyoma hiicre hatlarinda etkisine iliskin bir calismaya
rastlanmamistir. Buradan yola ¢ikarak gerceklestirdigimiz projemiz kapsaminda;
orijinal olarak sentezlenmis dort farkli indolin-2-on tirevinin MM hiicre canlihigini
doza bagiml olarak distrdigini belirledik. Diger bir tez ¢calismasi kapsaminda elde
edilmis olan hiicre canlligini %50 baskilayan konsantrasyonlar ve segicilik indeksi
degerleri baz alinarak bu tezde dort tlrevin hiicre donglisii ve apoptoza etkisinin
belirlenmesini amacladik. Bu ¢alismada o6nce akis sitometri ile hiicre dongisi
analizleri yapilmis, dort tlirevden Uglinde kullanilan konsantrasyon araliginda her iki
MM hiicresinin S fazinda tutuklanmasina neden oldugu belirlenmistir. Bu tutuklanma

kullanilan dozlarda GY342 maddesi uygulandiginda izlenmezken GY339 ve GY306’da

10 uM konsantrasyondan itibaren ve GY333'te 5 uM dan itibaren gozlenmistir.
Bunlara ilaveten siklin bagimli kinaz inhibitorleri p21 ve p27 protein ifadelerinde
konsantrasyona bagh olarak gerceklesen artis bu sonuclari desteklemistir. Farkl bir
calismada A549 hicrelerinde indol yan zinciri tasiyan PDE4/tubilin inhibitora
trimetoksifenil benzodoksazol turevlerinden 4r kodlu ajanin G2/M ve S fazinda
konsantrasyona bagli tutuklama yaptigi ve GO/G1 fazindaki hiicre oraninda azalmaya
neden oldugu belirlenmistir [Liu vd., 2021]. Tibiline baglanan molekillerin 6zelligi,
sonunda apoptoza neden olan mitotik tutuklanmadir [Carlson., 2008]. Daha 6nce
imidazo-tiyadiazol bagh indolin-on tirevleri ile yapilan bir calismada, bu ajanlarin
mikrotibil agini bozarak apoptozu indikledigi ve tlibilin polimerizasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir [Rao vd., 2018]. Ayrica baska bir calismada bifenil metilen
indolinon tilrevlerinin apoptozu indiikledigi ve yine tiibilin polimerizasyonunu inhibe

ettigi gosterilmistir [Donthiboina vd., 2019]. Bu sonuclar akis sitometri yontemi ile S
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fazinda saptanan bu tutuklanmayi tirevlerimizin mikrotibdlleri etkileyerek
gerceklestirebilecegi konusunu disiindirmektedir. Bu dogrultuda ilgili proteinlerin
detayli analizi, tlirevlerin tibdlin polimerizasyonu Uzerine etkilerinin incelenmesi ve
hicre  donglsinld  tutuklayan  fazdaki diger anahtar  proteinlerinin
degerlendirmesinden elde edilecek sonuglar bu 6ngoriiniin dogrulanmasi konusunda

1sik tutacaktir.

indolin-on tiirevlerinin farkli hiicrelerde apoptotik etkileri olduguna dair farkli
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Benzylidene-indolinon tiirevleri HuH7 ve HepG2
hicrelerinde PARP kesimine ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmaktadir [Ho vd.,
2014]; ayrica ICA isimli indoliin SW480 hiicrelerinde Siklin D1 ekspresyonunu
azaltirken hicrelerin G1 fazinda birikmesini ve hiicrelerde apoptozun olusmasini
sagladigl saptanmistir [Sufi vd., 2017]. Ek olarak, orjinal sentezlenmis farkh indol
turevlerinin HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde Bcl-2 seviyesini azaltarak Bax

seviyesini arttirdigi belirtilmistir [Song vd., 2016].

Hicre dongusl analizlerinin takibinde, hiicre 6luminin AO/EB ve DAPI/PI
florasan boyama kullanilarak yapilan morfolojik analiz galismalari, kanser hiicrelerinin
ajanlarimizca indiklenmeleri sonucu hiicre sayisinda konsantrasyon bagimli
azalmaya neden olduklari gézlenmistir. GY342 uygulanan hiicrelerde hiicre sayisinda
azalmanin yanisira apoptotik morfoloji 10 uM Uzerindeki konsantrasyonda basladigi
belirlenmistir. GY339, GY306 molekiillerinde ise bu durum 10 uM ve GY333’de 5 uM
konsantrasyonlarda belirlenmistir. Her iki kanser hiicresinde Bax seviyesinde
konsantrasyona bagiml artis belirlenirken anti-apoptotik protein Bcl-2 seviyesinde
paralel olarak duslis go6zlemlenmistir.  Bax/ Bcl-2 orani degerleri uygulama
yapilmamis kontrol hiicre grubuna gére artis géstermektedir. Bu veriler hiicrelerde
apoptozun baslatildigini isaret etmektedir. Benzer bir calismada MDA-MB-231
hiicrelerinde, ZMF-005 indol tirevinin Bax protein ifadesini konsantrasyona bagli
arttirdigl, Bcl-2 proteinin seviyesini azalttigi ve hiicrelerde kaspaz-8 ve 3'lin kesimine
neden oldugu belirtilmistir [Yao vd., 2020]. Bir diger arastirmada tibilin inhibitori
olarak sentezlenmis indol icerikli baska bir tlirevin (M-24), MCF-7 hiicrelerinde
zamana bagh olarak Bcl-2 ve PARP seviyelerinin asagi regillasyonu gortliirken, Bax

proteinin artisi ile p53’ln yukari reglilasyonu gozlenmistir [Zuo vd., 2017]. Tirevlerin
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uygulamalari sonucunda elde ettigimiz Bax/Bcl-2 oranindaki artis bu sonuglarla
benzerlik gostermekte ve konsantrasyon bagimli olarak apoptozu tetiklediklerini
isaret etmektedir. Kaspaz 3 ve PARP kesimleride apoptozun ileri evrelerinin
gerceklestigini isaret etmektedir. Morfololojik ve protein diizeyindeki analizlerimizle
de desteklenen bu bulgular, ajanlarin konsantrasyona bagh olarak her iki kanser
hlcresinde de apoptoza neden oldugunu ortaya koymaktadir.

MM tedavisinde dogal kaynakli ve sentez olmak lzere cesitli bircok ilag
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda indol bazli ajanlar gerek hedefe yonelik gerekse
destek tedavi olarak kombinasyonlarla siklikla kullanilmakta ve antikanser etkinlikleri
Uzerine calismalar ylrittlmektedir. Caismamizda indolin-2-on tirevi dort ajanin MM
Uzerindeki antikanser etkisini arastirmak amaciyla yola ¢ikarak hiicre dongisi, 6limu
ve bu olaylardaki anahtar protein seviyeleri lizerine etkisini degerlendirdik. Sonuclar,
ajanlarin konsantrasyona bagli MM hiicrelerinin p21 ve p27 proteinlerini kullanarak
hiicre donglisiiniin durduruldugu; daha sonra henliz incelenmemis olsa da
muhtemelen p53 araciligl ile Bax seviyesinin yilkseltilmesi ve Bcl-2'nin asagl
cekilmesiyle apoptozu baslattigl, Kazpaz 3 ve PARP kesimi ile ise apoptozun
nihayetlendirildigini gdstermektedir. Elde ettigimiz olumlu bulgularla bu ajanlarin etki

mekanizmalari Gizerine daha detayl analizleri gergeklestirmeyi hedeflemekteyiz.
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