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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

ONKOPROTEIN C-MYC’IN HUCRESEL LOKALIiZASYONUNU
BELIRLEYEN MOLEKULLERIN GELISTIRILMESI
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2025, 62 Sayfa

Jiiri
Dog. Dr. Siindiis Erbas Cakmak
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur Aslan
Dr. Ogr. Uyesi Aylin Gazdagh Talay

Bir¢ok kanser tiiriiniin gelisiminde 6nemli bir etkisi olan c-MYC onkoproteini transkripsiyon
faktorii olarak hiicrede birgok genin anlatiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu genler hiicre
biiyiimesi, proliferasyonu ve apoptozu, translasyon, transkripsiyon, hiicre dongiisii gibi dnemli birgok
hiicresel fonksiyonlar1 yonetir. C-Myc geninin amplifikasyonu, kromozom translokasyonu, retroviral
promotdr katilmasi gibi agirt aktiflesmesine neden olan etkenler hiicresel biiyiime ve ¢gogalma kontroliiniin
kaybolmasina ve dolayisiyla kanser olusumuna olanak tanimaktadir. C-Myc’in aktive olabilmesi igin Max
yapisi ile heterodimerizasyon gereklidir. Zayif prognoz ve diisiik sagkalim ile ilisikilendirilen c-MYC
mutasyonlarina bagh kanserleri hedeflemek igin literatiirde dogrudan veya dolayli olarak c-MYC yolagini
inhibe eden yaklagimlar ¢alisilmistir. MYC seviyesini ve/veya hiicresel lokalizasyonunu tespit eden, kiigiik
molekiiler problarin kullanildig1 yaklasimlar sinirlidir ve bu alanda daha fazla arastirilma yapilmasina
ihtiyag vardir.

Proje kapsaminda c-MYC proteinine baglanan bir modiil ile BODIPY floresan probunun
birlestirildigi, c-MYC’in hiicrede goriintiilenmesine imkan veren bir prob iretilmistir. Probun yiiksek
kuantum verimine sahip oldugu tespit edilmis, konfokal mikroskobu ve akig sitometri analizleri ile c-MYC
proteininin goriintiilenebildigi ispatlanmistir. C-MYC’i hedefleyen siRNA kullanildiginda floresan
sinyalinin ti¢ kattan fazla azaldig1 tespit edilmis olup probun bu proteine spesifik baglandigi gésterilmistir.
Cekirdek boyast DAPI ile beraber yapilan analizler probun DAPI ile Pearson korelasyon katsayisinin 0.989
oldugunu gostermektedir. Bu durum, probun ¢ekirdekte lokalize olan c-MYC proteini goriintiilendigine
isaret etmektedir. Probun uygulama dozunda insan akciger hiicrelerine toksik etki olusturdugu goriilmiistiir.
Probun yapisinda c-MYC baglanan modiiliiniin inhibitor 6zelliginden yola ¢ikilarak elde edilen bilesigin
teranostik Ozellikleri de incelenmistir. Prob uygulamasi sonucu izole edilen RNA, RT-PCR yontemi ile
kantifiye edilmis ve probun c-MYC altyolaginda yer alan siklin D gen anlatimini doza bagli olarak
istatistiksel olarak anlaml sekilde %50°den fazla azalttig1 goriilmistiir. Hiicre go¢iinii kontrol grubuna gore
12 kattan fazla azaltilabildigi tespit edilmistir ve bu bulgular bilesigin anti-metastatik etki gdsterme
potansiyelini gostermektedir. Elde edilen veriler kolay elde edilebilir, kuantum verimi yiiksek BODIPY
temelli probun teranostik etki gostererek hem c-MYC’i goriintiilemek i¢in hem de kanser proliferasyonu
icin 6nemli siklin D geninin anlatimini baskilamak i¢in kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: c¢-MYC, Kanser, Onkoprotein, BODIPY
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ABSTRACT
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Assist. Prof. Aylin Gazdagh Talay

The ¢c-MYC oncoprotein, which is critical in the development cancer, plays significant roles in
regulating the expression of many genes in the cell as a transcription factor. These genes regulate many
important cellular functions such as cell growth, proliferation and apoptosis, translation, transcription, and
cell cycle. Factors that cause c-Myc over-activation, such as gene amplification, chromosome translocation,
and retroviral promoter insertion, leads to the loss of cellular growth and proliferation control and cause
cancer formation. Heterodimerization with the Max is required for c-Myc activation. Approaches that
directly or indirectly inhibit the c-MYC pathway have been studied in the literature to target cancers
associated with c-MYC mutations and characterized with poor prognosis and low survival. Small probe
approaches to detect MYC levels and/or cellular localization are limited and requires more research.

Within the scope of the project, a probe was produced that combines a c-MYC protein binding
module and the BODIPY fluorescent probe, allowing the visualization of c-MYC in the cell. It was
determined that the probe has a high quantum yield, and the c-MYC protein is shown to be visualized with
confocal microscopy and flow cytometry analyses with the use of the probe. When siRNA targeting c-MYC
was used, the fluorescence signal decreased more than threefold, which indicates that the probe specifically
binds to this target protein. Analyses performed with the nuclear dye DAPI showed that the Pearson
correlation coefficient of the probe with DAPI was 0.989. This indicated that the probe visualized the c-
MYC protein localized in the nucleus. It was observed that the probe has toxic effect on human lung cells
at the applied dose. The theranostic properties of the compound were also examined since the c-MYC
binding module is a c-MYC inhibitor. The RNA isolated from the cells after the probe application was
quantified by RT-PCR method and it was observed that the probe decreased the cyclin D gene expression
located in the downstream of c-MYC pathway by more than 50% in a statistically significant manner,
depending on the dose. It was found that cell migration could be reduced by more than 12-fold compared
to the control group, and these findings demonstrate the potential of the compound to exhibit anti-metastatic
effects. The obtained data indicate that the BODIPY -based probe, which is easily obtainable and has high
quantum yield, can be used to both visualize c-MYC protein and suppress cyclin D expression, which is
important for cancer proliferation. Hence, the probe can be considered as a theranostic agent.

Keywords: c-MYC, Cancer, Oncoprotein, BODIPY
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

mL: mililitre

uL: mikrolitre
nm: nanometre
uM: Mikromolar
mM: Milimolar
MHz: Mega Hertz
dk: Dakika

S: Saat

Kisaltmalar

A549 : Insan Akciger Kanseri

AcOH : Asetik Asit

APL : Akut Promiyelositik Losemi

BET : Bromodomain ve Eksterminal
BR/HLH/LZ : Temel bolge/Sarmal-Dongii-Sarmal/Losin Fermuar
CC : Kontrol Hiicre

CCND1: Siklin D1

CCNG2 : Siklin G2

C-MYC: Cellular myelocytomatosis oncogene
CTGF : Bag Dokusu Biiyiime Faktorii

DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole

DKM : Diklorometan

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DMF : Dimetil Formamid

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit



E-box : E- Kutusu

FBS : Fetal Sigir Serumu

FITC : Floresan Izotiyosiyanat

GLUT1: Glukoz Transporter 1

HDAC : Histon Deasetilaz

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir
NFAT : Niikleer Faktor Aktive T Hiicreleri

0.S : Oda Sicakliginda

PBS : Fosfat Tamponlu Salin

RNA : Riboniikleik Asit

RT-PCR : Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
siRNA: Small Interfering RNA

TCA : Trikarboksilik Asit

TFA : Triflorasetik Asit

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi

TBST : Tris Tamponlu Salin

Tspl : Trombospondin-1

VEGEF : Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
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1. GIRIS

c-MY C onkoproteini birgok kanser tiirliniin gelisiminde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Transkripsiyon faktorii olarak hiicrede bircok genin anlatimimin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Bu genler hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve apoptozu, translasyon,
transkripsiyon, hiicre dongiisii gibi 6nemli bir¢ok hiicresel fonksiyonlar1 yonetir. Zayif
prognoz ve diisiikk sagkalim ile iligikilendirilen c-MYC mutasyonlarina bagl kanserleri
hedeflemek icin literatiirde dogrudan veya dolayli olarak ¢c-MYC yolagini inhibe eden
yaklagimlar ¢alisilmistir. MY C seviyesini ve/veya hiicresel lokalizasyonunu tespit eden,
kiigiik molekiiler problarin kullanildigi yaklasimlar sinirlidir ve tez calismasinin ana

motivasyonunu olusturmaktadir.

Tez projesi kapsaminda c-MYC proteinine baglanan bir modiil ile BODIPY
floresan probunun birlestirildigi, c-MYC’in hiicrede goriintiilenmesine imkan veren bir
prob lretilmistir. Probun konfokal mikroskobu ve akis sitometri analizleri ile c-MYC
proteininin  goriintiilenebildigi  ispatlanmistir. C-MYC’i  hedefleyen siRNA
kullani1ldiginda floresan sinyalinin {i¢ kattan fazla azaldig: tespit edilmis olup probun bu
proteine spesifik baglandig1 gosterilmistir. Cekirdek boyast DAPI ile probun Pearson
korelasyon katsayisinin 0.989 oldugunu gostermektedir. Bu durum, probun ¢ekirdekte
lokalize olan ¢c-MYC proteini goriintiilendigine isaret etmektedir. Probun uygulama
dozunda insan akciger hiicrelerine toksik etki olusturdugu goriilmiistiir. Probun yapisinda
c-MYC baglanan modiiliiniin inhibitér 6zelliginden yola ¢ikilarak elde edilen bilesigin
teranostik o6zellikleri de incelenmistir. Prob uygulamasi sonucu izole edilen RNA, RT-
PCR yontemi ile kantifiye edilmis ve probun c-MYC altyolaginda yer alan siklin D gen
anlatimin1 doza bagl olarak istatistiksel olarak anlamli sekilde %50°den fazla azalttig1
goriilmiistiir. Elde edilen veriler kolay elde edilebilir, kuantum verimi yiiksek BODIPY
temelli probun teranostik etki gostererek hem c-MYC’i goriintiilemek igin hem de kanser
proliferasyonu i¢in 6nemli siklin D geninin anlatimim1  baskilamak i¢in
kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Tez caligmasinda goriintiillenmesi hedeflenen ve teranostik bir yaklagimla inhibe
edilmesi saglanan c-myc onkoproteininin kanser biyolojisindeki Gnemi, bu proteini
hedefleyen farkli terapotik yaklagimlar ve bu proteini goriintiilemek i¢in kullanilan

literatlirdeki mevcut problar agagida 6zetlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kanser, organizmada farkli mutasyonlar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi ile karakterize hastaliklar biitiiniidiir. Baz1 zamanlarda bulundugu doku veya
organi etkiledigi gibi, metastas yaparak diger doku ve organlara da ilerleyip etkisini
gosterebilmektedir (Sekil 2.1), (EB Deniz, 2022). Onkolojik hastaliklarin 100’den fazla
tiiri goriilmektedir ve farkli terapi yontemleri uygulanabilmektedir. Bu yontemler
kemoterapi, radyoterapi, gen tedavisi, cerrahi miidahale, hormon tedavileri, hedefe
yonelik tedaviler ve immiino terapidir (Fitzmaurice ve ark., 2015; Pavlopoulou ve ark.,
2015; Tune vd. 2022).
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Sekil 2.1. Kanser hiicresinin metastaz semasi (Bergers ve Fendt, 2021).

2. 1. MYC Onkoproteini ve Kanserle iliskisi

c-MYC geni insanda kromozom 8’de yer alir ve protein basta hiicre dongiisii
olmak tiizere proliferasyon ve sagkalim ile iligkili yolaklara dogrudan etki eder (Nie ve
ark., 2012). Myc, protein ifadesi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, ribozom biyogenezi,
metabolizma, DNA tamiri, bagisiklik ve farklilasma siireglerine etki saglamaktadir (Sekil
2.2), (Dang ve ark., 2006; Meyer ve Penn, 2008). Siklin ve siklin bagimli kinazlara olan
etkisi hiicre dongiisiine etki etmesini saglarken, Glukoz Transporter 1 (GLUT1) gibi
genlerin anlatimimna olan etkisi dogrudan metabolizmay: etkilemesini saglar. Yapilan
caligmalarda, transgenik farelerde Myc aktivitesinin gecici bir siireyle azalmasi
durumunda, olusan tiimoriin geriledigi goriilmiistiir. Bu ve benzeri ¢alismalar onkojenik
Myc’nin diizenlenmesinin terap6tik ¢ikti saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Shachaf,

C. M. ve Felsher, D. W. 2005; Soucek ve ark., 2008; Arvanitis ve Felsher, 2006).
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Sekil 2.2. Myc hiicrede birbirinden fakli fonksiyonlar1 diizenlemektedir (Chen, Liu, ve Qing,
2018).

C-Myc hedef genlerinin E-kutusu dizilerini tanimakta transkripsiyonel
amplifikasyon saglamaktadir (Lin ve ark., 2012; Xiong ve ark., 2010). Myc protein
ailesi, C-terminusunda temel bdlge/sarmal-dongii-sarmal/l6sin fermuar (BR/HLH/LZ)
motifi ve N-terminusunda Myc kutular1 1-3 olarak bilinen yiiksek oranda korunmus {i¢
element igeren yiiksek yapisal homoloji sergiler. Myc, DNA-protein etkilesimleri igin
zorunlu BR/HLH/LZ dizaynimm kullanip Max’e baglanir. Daha sonra transkripsiyon
aktivasyonunun saglanmasi i¢in olusgan Myc/Max heterodimeri (Sekil 2.3), kromatin
modifiye bilesigini (TRRAP, GCNS5, TIP60 ve TIP48) getirerek, hedef genlerin
transkripsiyonel diizenleyici alanindaki CACGTG sekansa sahip olan E-kutusu DNA
dizisine baglanir (Adhikary ve Eilers, 2005; Pelengaris, Khan ve Evan, 2002; Meyer ve
Penn, 2008).
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Sekil 2.3. Myc, Max ile dimerizasyon saglayip, DNA’ya baglanmasi (Tambay, Raymond, ve Bilodeau,
2021).



Genomun en az % 15’ini kontrol edebilme yetenegine sahip olan, siiper
transkripsiyon faktorii olan Myc onkoproteinleri c-Myc, N-Myc ve L-Myc'i kodlayanlar
sirasiyla; C-MYC, MYCN ve MYC genleridir (Dang ve ark., 2006; Adhikary ve Eilers,
2005; Pelengaris, Khan ve Evan, 2002; Dang, 2012). Bir¢ok kanser ile iliskisi olan C-
Myc, ¢cokea goriilen karaciger, pankreas, meme kanserleri gelisiminde rol almaktadir (Lin
vd., 2010). Kanser hiicrelerinin metabolizmasi, mitokondriyal ve ribozomal biyogenezi,
diferansiyasyonu, apoptozu ve proliferasyonu ile ilgili anahtar genlerin ifadesi, stabilize
C-Myc araciligiyla tekrar diizenlenebilir (Lin vd., 2010; Dang, 2013; Jain vd., 2015;
Parasido vd., 2019). Kanserde Myc ifadesi c¢ogunlukla diizsensizdir. Myc
ekspresyonunun yiiksek seviyede olmasi, farkli durumlar ile olusabilmektedir. Bunlardan
bazilar1 ise, Myc kararliligim1 fazlalagtiran yukari akis sinyal yollarinda mutasyon
olusmasi, kromozomal hatalar, translokasyonu, gen amplifikasyonu, retroviral promotor
katilmasi, Myc’nin sahip oldugu dizilimdeki siiper gii¢lendiricilerin aktive edilmesi ile
Myc ifadesi yiiksek derecede saglanabilmektedir (Sekil 2.4), (Meyer ve Penn, 2008).

MY C’in temel kanser biyolojisi iizerine etkisi 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4. Myc’in fazla aktivasyonuna neden olan faktorler (Dhanasekaran vd. 2022).

2.1.1. c-MYC’in Kanser Hiicresi Metabolizmasina EtKisi

Tiimor hiicrelerinde kullanilan enerjinin diizenini saglayan temel unsur, C-
Myc’dir. Timorlii hiicrelerin biiylimeleri i¢cin gerekli enerjiyi, mikro alanindaki glikoz
kullanimii artirarak saglayip ayni zamanda protein, lipit, niikleik asit gibi diger
ihtiyaglarinda tiretilmesini temin edilebilmektedir (Miller vd., 2012). C-Myc, aerobik
glikoliz ya da diger adiyla Warburg etkisi ile kanserli hiicrenin yeterli oksijen miktarinda

dahi enerji metabolizmasinin temel kaynagi olan Krebs dongiisiinii atlatip, hiicrelerin



glikoz alimi1 yapmasini ve laktoz iiretiminin kolaylagsmasini saglamaktadir. Anabolik
stiregler igerisinde gereken laktozu kanser hiicrelerine saglayabilmek icin glikoliz sistemi
kullanilmaktadir (Warburg, Wind ve Neglers, 1930; Yan vd., 2019). Glikolizi, kanser
hiicrelerinin invazyonunu, kemorezistansini ve proliferasyonunu artiran c-Myc’in, enerji
mekanizmasini diizenlemek i¢in piruvat kinaz izoenzim tip M2’nin ekspresyonunu
artirdigi belirtilmistir (Sekil 2.5), (Yan vd., 2019; Luan vd., 2015; Gupta vd., 2018).
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Sekil 2.5. Arttirilmig c-Myc ifadesi Warburg etkisini ve tiimor olusumunu desteklemektedir
(Gupta vd. 2018).

Kan seker oraninin yiikselmesinin farelerdeki pankreas kanser hiicrelerinin daha
¢ok biiyiimesine sebep oldugu agiklanmistir (Sato vd., 2020). Glutamini glutamata
cevirip daha sonrada trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ile ATP olusumu i¢in kullanilan
enzim olan mitokondriyal glutaminazin, ekspresyonunun artis1 i¢in c-Myc'nin miR-23a
ve miR-23b'yi baskiladigi anlagilmistir. c-Myc’nin bu islevinin kanserli hiicreleri
oksidatif strese karsi korudugu sonucuna varilmistir (Gao vd., 2009). Kanser hiicreleri
hayatta kalabilmek ve ¢ogalabilmek icin glutamine gereksinim duymaktadirlar. Ayni
zamanda glutaminin diger bir 6nemi, mTOR’un ¢aligmay: siirdiirebilmesi ve esansiyel
amino asitlerin hiicreye girisinin saglanmasidir (Wise ve Thompson, 2010). Kanser
hiicrelerinin ¢evresinde, yeterli glikoz varliginda, glutamat ve amonyaktan yeni glutamin
olusumunun artmasini saglayan etken yapi glutamin sentetazdir. Kanserli hiicrelerin
glutamin eksiklik durumunun azaltilmasi, canliliginin saglanmasi, amino asit taginimini
gelistirici bir etki gdstermesi, glutamin sentetazin yiiksek ekspresyonu ile gergeklesir. c-
Myc’in demetilasyon yolu ile bu enziminin ekspiresyon artisina neden oldugu
kesfedilmistir (Bott vd., 2015).



2.1.2. c-Myc’in Tiimor Anjiyogenezini, Metastazi ve Kemorezistansindaki Rolii

Kanser hiicreleri biiyiiyebilmeleri ve metastaz yapabilmeleri i¢in yeni kan damari
olusumuna (anjiyogenez) ihtiya¢ duymaktadirlar. Hizl1 besin, oksijen gibi etmenlere
ulagabilmek i¢in anjiyogenezi hizlandirmak adina kanser hiicreleri, vaskiiler endotelyal
biiyiime faktori (VEGF) gibi anjiyojenik faktorlerin iretimini
artirmaktadir. Anjiyogenez ayni zamanda kanser hiicrelerine, olusturulan kan damarlari
ile viicutta hareket etme, baska dokulara metastaz olanagi saglamaktadir (Folkman,
2002). C-Myc’in anjiyogenezde dnemli bir yeri bulunmakta olup anjiyogenezi arttirdig
belirtilmistir (Sekil 2.6). Yapilann deneylerde c-Myc’in susturulmasi, tiimor igindeki
vaskiilarizasyon azalmasi1 ile korelasyon gostermistir. Pozitif olarak diizenledigi
faktorlerden VEGF ve anjiyogenezde yolaginda etkinlik gosteren diger proteinlerin
ifadesini olumlu yonde diizenleyebilmektedir (Huang vd., 2019; Baudino vd., 2002;
Smits vd., 2012). Fakat anjiyogenez iizerine yapilan ¢alismalarda Dews ve arkadaslari,
anjiyogenez lzerindeki etkisi olan c-Myc’nin VEGF'e baglhh olmadigim ileri
siirmiislerdir. Bunun {izerine c-Myc’in, anti-anjiyojenik faktorlerin ifadesini azalttigi,
trombospondin-1 (Tspl) ve bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF) gibi anti-anjiyojenik

faktorlerinde ifadelerini diisiirdiigii belirtilmistir.
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Sekil 2.6. c-MYC ‘in tlimor mikro ortamindaki durumu (Gao vd.. 2023)



C-Myc, miR-17-92 ekspresyonunu artirarak trombospondin-1 (Tspl) ve bag
dokusu biiyiime faktorii (CTGF) ekspresyonunu engelledigi agiklanmistir (Dews vd.,
2006). Diger bir aragtirmada ise, Chen ve arkadaslart HIF-lo etkinligini post-
transkripsiyonel olarak c-Myc ile artirilabilecegini, HIF-10/VEGF yolu araciligiyla yeni
kan damarlar1 olusturabilecegini belirtmislerdir. Hiicreler diisiik oksijen seviyelerine
maruz kaldiginda, HIF-1la VEGF {iretimini tetikler ve bu da anjiyogenez siirecini
hizlandirabilecegi anlatilmaktadir (Chen vd., 2013; Arany vd., 2008). Anjiyogenezin
pozitif diizenleyicisi olarak c-Myc'i hedeflemek, tiimor hiicrelerinin metabolizmasini
bozabilir ve metastatik potansiyellerini azaltabilir. Bu nedenle, c-Myc'in inhibisyonu,
kanser tedavisinde potansiyel bir strateji olarak degerlendirilebilir. Bu tezin amaci,
kanser gelisimini 6nlemek ve azaltmak i¢in C-Myec sistemini kullanmaktir. Bu baglamda
calisma, C-Myc'in hiicre i¢i sinyal yolaklar1 tizerindeki etkilerini kesfetmeyi ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve metastatik potansiyelini azaltmak i¢in yeni terapotik
stratejiler gelistirmeyi amaglamaktadir. Bu tezde, C-Myc'nin biyolojik islevlerini ve
roliinii derinlemesine analiz ederek, kanser tedavisinde yeni ve etkili yaklagimlarin oniinii
ve C-Myc lokasyonunun kanser hiicreleri tizerindeki etkisini arastirarak yenilikg¢i ve etkili

kanser tedavilerinin gelistirilmesine katkida bulunmay1 amaglamaktadir.

2.2. c-Myc'i Hedefleyen Terapotik Yaklasimlar

Bununla birlikte, ila¢ gelistirme ¢alismalarinda direkt Myc’yi hedefleyen ilaglarin
gelistirilmesi oldukc¢a zordur. Kinaz veya benzeri enzimlerde oldugu gibi kolay hedeflenir
protein aktif bolgesinin olmayisi, c¢ekirdekte bulunmasi sebebiyle monoklonal
antikorlarin kullanimindaki gii¢liikler bu zorlugun ana nedenleridir. Belirtilen giigliiklerin
iistesinden gelebilmek i¢in kansere gelisiminde etkin rol oynayan Myc’nin, dolayli veya
dogrudan inhibisyonu iizerine yapilan calismalar siirdiiriilmektedir ve asagida bu

yaklagimlar 6zetlenmistir (Chen, Liu ve Qing, 2018).
2.2.1 c-Myc'i Dogrudan Hedefleme
Literatiirde farkli mekanizmalarla c-Myc hedefleyen inhibitdrler mevcuttur (Sekil

2.7). Han vd., treonin-58'de fosforilasyonunu uyararak c-Myc ubikitinasyonunu ve

parcalanmasini uyaran MYCi361 ve MYCi975 kiigiik molekiil c-Myc inhibitorleri



gelistirmiglerdir. Bu sistem c-Myc’i dogrudan hedef alabilmektedir (Han vd., 2019).
C-Myc calisabilmesi igin MAX ile heterodimer yapi olusturmak zorundadir. Bu sayede
DNA'ya baglanabilmektedir (Blackwood ve Eisenman, 1991). Heterodimer yapinin bir
elemaninin pargalanmasi altyolagi etkilemektedir. MYCi361’in tiimér biiytimesini
baskiladig1 ve kanser hiicresinde PD-L1 anlatimini artirarak immiinoterapotik yanitin

artmasini sagladig1 anlagilmistir (Sekil 2.7).

KSI-3716 antikanser etkileri arastirilan bir diger c-Myc inhibitoriidiir. Bu
inhibitériin amact c-Myc/MAX heterodimerinin hedef genin promotor bdlgesine
baglanmasini engelleyerek, transkripsyonun baslayamamasini saglamaktadir. Bu durum
siklin D2, CDK4 gibi farkli genlerin c-Myec aracili fazla ifadesini gii¢lii bir sekilde inhibe
edebilmektedir. Ayrica KSI-1449 ve KSI-2302, c-Myc/Max/DNA kompleksinin
olusumunu 6nleyerek c-Myc tizerinde benzer bir etkiye sahiptir (Jeong vd., 2014; Jeong
vd., 2010). KSI-3716'nin farelerdeki mesane kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (Jeong vd. 2014).

Bir bagka inhibitor olan SAJM589, c-Myc/MAX heterodimer yapisini doza bagl
olarak engelleyebilmistir. SAJM589 inhibitoriiniin, c-Myc’in hedef aldigi genlerin
ifadesini etkili bir sekilde azaltabilecegi agiklanmistir (Choi vd., 2017).
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Sekil 2.7. Mevcut c-Myc inhibitorleri ve terapotik hedef yolaklar1 (Llombart and Mansour, 2022).



Daha 6ncede belirtildigi iizere, c-Myc’in hedef genlerin E-kutusuna baglanmasi
i¢in c-Myc/MAX heterodimer yapisinin olusabilmesi gerekmektedir. Bu kompleks yap1
olusmadiginda c-Myc islevsiz kalmaktadir. Bu c-Myc/MAX dimerini inhibe eden bir
baska yap1 ise Mycro3’diir.  Mycro3, c-Myc/MAX dimerizasyon inhibitori olarak
pankreas kanserinde, 6nemli dl¢iide apoptoz diizeyini arttirabildigi rapor edilmistir (Choi
vd., 2017).

c-Myc/MAX dimerizasyonun engelleyen diger bir molekiil ise 10058-F4’diir.
Rodaninin konsanzasyonu ile elde edilen bu inhibitor tez projesinde de MYC baglanan
modiilii olarak kullanilmistir. Bu inhibitdr, pre-B hiicre hattinda apoptozu arttirabilirken,
kanser tedavileri sirasinda uygulanan dekzametazon ve vinkristin gibi diger ilaglara kars1
kanserli hiicrelerin hassasiyetinin artmasini saglayabilmektedir. Ayn1 zamanda bu yapi,
akut promiyelositik 16semi (APL)'de arsenik trioksit hassasiyetini arttirabilmektedir.
Pankreas tiimor hiicrelerinin apoptozunu hizlandiran 10058-F4 ile yapilan tedavi,
glikolizde kismen baskilama ve pankreatik timor hiicre dongisiiniin G1/S evresinde
durmasini saglamaktadir (Sheikh-Zeineddini vd., 2019; Lv vd., 2018; Sayyadi vd., 2020;
Zhang vd., 2015).
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Sekil 2.8. Dogrudan (A) ve dolayli (B) sekilde c-Myc’in inhibisyonu (Posternak ve Cole 2016).
Calismada da c-MYC baglanma modiilii olarak kullanilan 10058-F4’nin kimyasal yapis1 sagda
verilmistir.
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2.2.2 Dolayh Yoldan Myc’nin Hedeflenmesi

Myc kaynakli kanserleri tedavi etmek i¢in yeni yaklasimlarda, Myc'yi dogrudan
hedef alan stratejilerin yetersizliginde, dolayli hedfleyen yeni yontemlerden
yararlanilmistir (Chen vd., 2018). Karmasik yapisi, ilag etkilesimi i¢in enzim aktif bolgesi
gibi belirgin bir bdolgesinin olmamast ve ayni zamanda cogunlukla hiicrelerin
cekirdeginde yer almasi sebebiyle, gii¢lii bir sekilde c-Myc'i hedef alacak inhibitor
gelistirmenin giigliik olusturdugu belirtilmektedir (Wang vd., 2021; Wang vd., 2021). c-
Myc proteininin hiicre i¢inde etkilesime gectigi birgok farkli protein ve RNA vardir. Bu
yapilardan bazilari; transkripsiyonel ve translasyonel kompleksler, kodlamayan RNA'lar,
hiicre i¢i sinyal yollarmin farkli bilesenleridir. Post-transkripsiyonel ve translasyonel
degisiklikler, c-Myc geninin epigenetik susturulmasi transkripsiyonel farkliliklar ile c-
Myc’in ifadesi sirasinda dolayli inhibisyonun gerceklesebilecegi belirtilmistir. Dolayl
yoldan c-Myc'nin inhibisyonu ve hedefledigi genlere olan etkisini azaltmak ya da
durdurmak i¢in farkli mekanizmalar sunulmaktadir (Ala, 2022).

Protein-protein  etkilesimini  diizenleyen ve gen transkripsyonunun
diizenlenmesinde yer alan BRD2, BRD3 ve BRD4 gibi BET c¢ekirdek proteinleri , ana
transkripsiyonel faktorler ve histonlar iizerindeki asetillenmis lizinlere baglanarak
epigenetik etkiler gergeklestirilebilmektedir. BRD2 ve BRD3 gibi BET proteinleri, c-
Myec ifadesini yukar regiile ederken, JQ1 ve OTXO015 gibi BET inhibitorleri, c-Myc
ifadesini asagi regiile ederek azaltmaktadirlar (Sekil 2.9). C-Myc ile etkilesim halinde
olan kanser hiicreleri i¢in yeni terapotik tedavi olarak diisiiniilen BET inhibitorleri tedavi
icin yeni bir yol olusturmaktadir (Morgado-Pascual vd., 2019; Coudé vd., 2015; Delmore
vd., 2011; Mertz vd., 2011).
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Sekil 2.9. Bromodomain ve ekstra terminal inhibitorlerinin ¢alisma mekanizmasi (Sun vd. 2022).
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PP2A, defosforilasyon saglayabilen timor baskilayici bir enzimdir. Serin/treonin
fosfatazi olup c-Myc’i defosforile edebilmektedir (Sekil 2.10). B56a, diizenleyici alt linite
olup PP2A’y1 tamamlamaktadir. PP2A, c-Myc’in post-translasyonel degisimini
sagladiktan sonra ubikitinasyon ve ardindan bozulmasini saglamasi agisindan énemli bir
yere sahiptir. Bu siire¢ ¢ercevesi ile B56a'nin degrede olmasi ile birlikte, c-Myc’in
ifadesinin ¢ok fazla artmasi, durumlar arasindaki baglantiyr géstermektedir (Arnold ve
Sears, 2006; Liu ve Eisenman, 2012; Farrell vd.,2014). Farrington ve arkadaslarinin
yapmis oldugu arastirmada, kullanilan PP2A'nin kiiclik molekiil aktivatorlerinin
(SMAPs) uygulaniminin, c-Myc etkisinde diisiis ve kanser hiicrelerinin artmasinda azalis
goriilmektedir. Bu azalisin Burkitt lenfoma, KRAS odakli kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri ve lclii negatif meme kanseri ve diger ¢esitli kanserlerde de goriildigi

belirtilmektedir (Farrington vd., 2020).
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Sekil 2.10. c-Myc’nin PP2A tarafindan post-translasyonel oalrak diizenlenmesi (Pippa ve Odero 2020).

MAPK, WNT, Notch yolaklar1 gibi birden fazla ana proliferatif yolak altinda yer
alan c-Myc’in aktivitesi, belirtilen bu yollarindan birinin engellenmesi durumunda
kismen azalabilmektedir (Sekil 2.11). Bu duruma ornek olarak, akciger kanser
hiicrelerine ERK2 inhibisyonu ile GI1-S ilerlemesine katilan proteinlerin ifadelerinde

diisiis ve hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina yol agtig1 agiklanmistir (Young Lim
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vd., 2016). PIBK/AKT/mTOR yolunu hedef almanin esasen daha etkili oldugu
belirtilmektedir. Hiicre igerisindeki c-Myc mRNA’sinin ribozomal ifadesinin baglatilip,
uzamasi i¢in 6nemli bir yere sahip olan 4EBPI1 ve S6 gibi farkli bilesenleri kontrol
edebilen mTOR, ayn1 zamanda birgok farkli proteinin translasyonunu diizenlemektedir.
PI3K, AKT, mTOR ve birbirleriyle etkilesim halinde olan PI3K/mTOR inhibitorleri
gelistirilmis ve klinik deneme ¢aligsmalarinin yapildiklart belirtilmektedir (Fonseca vd.,
2014; Alzahrani, 2019).
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Sekil 2.11. c-Myc’in, sinyal mekanizmalarindaki konumu ve gorevi (Huang vd. 2014).

Histon Deasetilaz Enzimleri (HDAC) birgok proto-onkogen ve kanser baskilayici
genin ifadesini tekrar programlayabilmektedirler. Bunu kromatinde histon proteinlerinin
deasetilasyonu ile gergeklestirebilirler (Li ve Seto, 2016). Kanser hiicresinin gelisme ve
bliylimesinde baskilayict etki saglayan HDAC inhibitorleri, kanser baskilayict genlerin
aktiflesmesini uyararak, c-Myec ile uyarilan kanser hiicresi olusum mekanizmasi tistiinde
etkili inhibisyon olusturdugu agiklanmaktadir (Liu vd., 2007; San José-Enériz vd. 2019).

HDAC ve c-Myc proteinleri, transkripsiyonun ve hiicre gogalmasinin diizenli olmasinda



13

gorev istenmektedirler. Ek olarak, pankreas kanserinde goriilen c-Myc’in, HDAC2
ifadesini artirip, kanserli hiicrelerin biiyiimesini engelleyen siklin G2 (CCNG2) ifadesini
baskiladig1 agiklanmistir (Marshall vd.,2010). Diger bir sekilde, c-Myc diistiriilmesini
saglayan, HDACG6 inhibisyonu pankreas kanser hiicrelerinin artmasinmi engelledigi
anlatilmaktadir (X-h F vd., 2019). Ek olarak lenfoma goriiniimiinde ve kiiglik hiicreli
olmayan akciger karsinomunda, HDAC inhibisyonu sonrasinda c-Myc ifadesinin diistiigii

saptanmistir (Kretzner vd.,2011; Seo vd., 2011).

C-Myc transkripsiyonunu uyarip, timor hiicrelerinin ¢ogalmasini destekleyen
NFAT'ar, kalsinérin duyarl transkripsiyon faktorlerinden olugsmus bir gruptur. Pankreas
kanser hiicrelerinde NFAT 1¢’nin ifadesinin yiiksek seviyelerde oldugu rapor edilmistir.
Pankreas kanseri hiicrelerin ¢ogalmayi ve biiylimeyi durdurmasi i¢in, kalsindrinin bloke
edilmesi ya da NFATIc seviyelerinin azaltilmas: gerekmektedir. Bu yol ile hiicre
dongiisiinde G1 duraklamasina sebep olunup, kanser hiicrelerinin gelismesine gii¢lii bir

sekilde engel oldugu s6ylenmektedir (Buchholz vd., 2006; Koenig vd., 2010).

c-Myc-MAX heterodimerizasyonunun, belirli genlerin promotdriindeki E-
kutusuna baglandigint ayn1 zamanda c-Myc-MAX kombinasyonun engellenmesi
sonucunda c-Myc'in onkojenik tesirinin baskilanacagi belirtilmisti. Bu baglamda, Struntz
ve arkadaglart KI-MS2-008 inhibitorii kullanarak, MAX’in homodimerini stabilize edip,
c-Myc ile olan heterodimerizasyonunu engelleyebilmektedir. KI-MS2-008 asimetrik bir
polisiklik laktam olup c-Myc-MAX olusumunu 6nleyebilmektedir. Bu sistem ile, c-Myc
tarafindan kontrol edilen transkripsiyonu etkili sekilde azaltip, yapilan fare
denemelerinde, hepatoseliiler karsinomu veya T hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi'ye
sahip farelerin, kanser hiicre boyutlarinda azalmalarin saglanabilecegi Saptanmistir

(Struntz vd., 2019).

Literatiirdeki calismalarda MYC’deki anormal etkinligi engelemek amaciyla
calisilan, MYC’deki post-translasyonel diizenleyicileri kontrol etme, epigenetik
baskilama, MAX-MAX dimerizasyonunda MAX’1 sekteye ugratma, dolayl ve direkt
yollardan diizenlemeye yonelik yaklagimlar aragtirilmistir (Allen-Petersen & Sears,
2019; Janghorban vd., 2014; Struntz vd., 2019). MYC’e hedeflenen ilag gelistirme ve

klinik stratejiler icin MY C’in floresan olarak takip edilmesi ve/veya teranostik yontemler
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ile goriintiilemenin yaninda terapdtik etki sunulmasi dnemlidir ve tez projesinin ana

konusunu olusturmaktadir.
2.3. Myc Problan

Kiigiik molekiiller kullanilarak MAX-MAX dimerlerinin olsumunu etkileyerek
MAX’1 etkisiz hale getirme, MYC’in post-translasyonel organizatorlerini yonetme,
MYC’deki karigikliklart epigenetik susturma gibi yontemlerle bicimlendirmeye 6zgii
stratejiler arastirilmistir (Allen-Petersen & Sears, 2019; Janghorban vd., 2014; Struntz
vd., 2019). Bulunan stratejilerin bir cogu MYC’e yonelik olmadigi, ayni zamanda
hedeften ayr1 teskil olusturma ve kapasitans yollar1 diizenlemektedir (Allen-Petersen &
Sears, 2019). MYC inhibasyonu i¢in galisilan yontemler, MYC ve MAX ikilisinde
protein-protein etkilesimini (PPI) direkt sekilde bozmayi ya da DNA baglanmasini
engeleyip gen transkripsyonunu dnlemeyi saglamak tizerinedir (Allen-Petersen & Sears,
2019). Inhibitor gelistirmede yasanilan sinirlamalar myc probu gelistirme s6z konusu

oldugunda da gegerlidir.
Benzer sekilde iki esas giiglik bulunmaktadir:

1. Kiigiik molekiiller ile MYC’i hedeflemek, belirli bir hedeflenebilir domaini
olmamasi sebebiyle giigliik arz etmektedir (Jin vd., 2013; Michel & Cuchillo,
2012; Yu vd., 2016).

2. Protein-Protein etkilesim yiizey alanlarinin molekiil agirligi az olan yapilarla

hedeflenmesi zordur (Mabonga & Kappo, 2019).

Buna ragmen bu stratejilerin uygulanabilirligini gosteren MYC-MAX dimerini
baskilayabilen inhibitorler gelistirilebilmistir ve benzer yaklagimlarin / benzer modiilelrin
prob gelistirmede de kullanilabilecegi diisiintilebilir (Hart vd., 2014; Stellas vd., 2014;
Choi vd., 2017; Castell vd., 2018; Han vd., 2019; Wang vd., 2007; Yin vd., 2003; Berg
vd., 2002; Kiessling vd., 2006; Shi vd., 2009; Chauhan vd., 2014; Kiessling vd., 2007).
Tarama yontemlerinden, florasan polarizasyonu, Forster rezonans enerji transferi,
bimolekiiler floresan/liisiferaz tamamlayiciligi, elektroforetik mobilite degisimi ve
elektroforetik mobilite degisimi MYC inhibitorlerini aragtirmak igin yararlanilmistir
(Berg vd., 2002; Choi vd., 2017; Hart vd., 2014; Kiessling vd., 2006; Wang vd., 2007;
Shirey vd., 2021).
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Shirley ve arkadaslart MYC goriintiilemesini saglayabilmek i¢in yapisinda MYC
baskilayict1 KJ-Pyr-9 tasiyab bir floresan bir prob iiretmislerdir (Shirey vd., 2021).
Florofor iskeleti olarak 7-dietilamino-4-metilkumarin kullanilmis ve emisyonun myc ile
arttig1 tespit edilmistir. Yaris¢1 inhibitor, izotop degisim deneyleri gibi gesitli farkl
yontemlerle baglanma teyit edilmistir. Inhibitdr tarama ¢alismalarinda prob degisim
analizlerinin kullanilabildigi gosterilmistir ve bu sonu¢ myc gibi hedeflenmesi zor
proteinlere karsi ila¢ gelistirmede problarin 6nemini ortaya koymaktadir. Tez projesi
kapsaminda Shirley ve arkadaglarinin yaklagimina benzer bir yontem uygulanmak

istenmis, cMYC baglanan inhibitdr birim ile BODIPY floroforu birlestirilmistir.

Cc-MYC proteinin yani sira gesitli farkli amaglarla c-MYC genini hedefleyen prob
da calisilmistir. Bu proteini kodlayan genin G-dortliisii olusturan yapisint  (5-
TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA-3 dizisine sahip) taniyan floresan bir prob bu
yapinin olusumu ve iligkili transkripsiyonel yolaklar hakkinda fikir vermesi agisindan
onemlidir. ¢c-MYC’in timérlerde asir1 ekspresyon oldugu goriilmiistiir (Baudino vd.,
2002; He vd., 1998). G-dortlii yapilar1 olusturan, DNA’da promotér alandaki guanin-
zengini G-dorliilerinin ipligin transkripsyonunu organize ettigi diistiniilmektedir.
Sentezlenen ligand veya problar i¢in muhtemel kenetlenme bolgeleri belirtilmistir (Dai
vd., 2011). Bu aragtirmada kenetlenme boélgeleri igin c-MYC Pu22 G-dortlii yapisina
yonelik problar tespit edilmis ve ticari anlamda bulunan floresan bulunan sentezler,
icerdikleri ligand tutunma alanlarina konumlandirilarak uygunluklari incelenmis ve A549
hiicreleri ile in vitro floresan analizinde floresan cevaplar analiz edilmistir. Sentezlenen
yapinin, c-MYC Pu22 G-kuadrupleksi ayirt ettigi konfokal lazer taramali mikroskobu ile
teyit edilmistir (Zhai vd., 2019). Bu ¢aligma, G-dortliisii yapilarinin genomda ¢ok sayida
olmasi1 ve bu yontemin cMYC protein seviyesi hakkinda bilgi vermiyor olmasi nedeniyle

tez projesindeki yaklasimdan ayrilmaktadir.

Sac¢ tokasi bilesimindeki DNA sekanslarinin otonom birlesim gostererek uzun
DNA polimerleri insa ettigi HCR (Hybridization Chain Reaction), enzimsiz bir arttirma
yontemidir (Gu vd., 2019). Li ve arkadaslarinin yaptiklar1 arastirmada, DNAzyme ve
cHCR (clamped HCR) ile Myc-Max proteinine duyarli  saptama mekanizmasi
tasarlanmistir. DNAzyme’1 etkinlestiren Myc-Max proteinidir ve etkin  DNAzyme,
floresan yayici isaretli substrati kesmesi ile baslayan siire¢ nihayetinde floresan yayici

birimden yogun bir FRET sinyali ortaya ¢ikarmaktadir. Boylelikle, az yogunluktaki
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Myc-Max saptanmasi imakanli olabilmektedir (Li vd., 2023). Baska bir ¢alismada, c-
MYC non-invaziv goriintiilemesini saglamak maksadiyla Fan Minogue ve arkadaslar
Liisiferaz sistemi araciligiyla fosforilasyona bagli glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3p) ve

Cc-MYC etkilesimini goriintiilemeyi basarmislardir (Fan Minogue v.d. 2010).

Bu tezde, teranostik bir yaklasim ile, c-Myc'nin goriintiillenmesi ve
hedeflenmesinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, bliylimesi lizerinde onemli bir etkiye
sahip olacag 6ngoriilmiistiir. c-Myc'nin inhibe edilmesi, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
biiyiimesini durdurabilir ve timor gelisimini Onleyebilir. Sonug¢ olarak, c-Myc'nin
hedeflenmesinde, lokasyonun belirlenmesi ve belirli genlerin ifaderlerindeki yukar1 veya
asag1 akig, mevcut tedavi yontemlerine veya ila¢ kesiflerinde daha odakli ve etkili bir
yaklagimi temsil etmekte ve bodylece kanser tedavisinde Onemli bir strateji haline

gelmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Prob Tasarim

Tez kapsaminda c-MYC onkoproteini goriintiilemek ve lokasyonunu belirlemek
amaciyla sentezlenecek olan hedef bilesik P’nin kimyasal yapist Sekil 3.1°de verilmistir.
Molekiiliin yapisinda yer alan mavi renkte gdsterilen birim c-myc’e baglanan 10058-F4
tiirevi bir inhibit6r yapisidir ((Sheikh-Zeineddini vd., 2019; Lv vd., 2018; Sayyadi vd.,
2020; Zhang vd., 2015) ve turuncu BODIPY yapisi floresan bilgi vererek c-myc
lokasyonunun tespitine imkan verecektir (Loudet v.d. 2007). BODIPY bilesikleri yiiksek
kuantum verimleri, fotokararliliklart ve biyolojik uygulamalara uygun Ozellikleri
nedeniyle  biyogoriintilemede  kullanilmaktadirlar.  Bu  bilesiklerin ~ kolay
tiirevlendirilebilir olmas1 kullanim1 kolaylastirmaktadir. Proje kapsaminda kullanilan
tirevi proparjil yapida iretilmis ve kolayca myc baglanan birimin bir pargasi ile
birlestirilmistir. Diger taraftan prob yapisinda yer alan mavi inhibitdr birimi son asamada

rodaninden yola ¢ikarak iiretilmistir.

=N
o/\/\/'\ll\/)\\
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o

Sekil 3.1. Hedef prob P’nin kimyasal yapisi. Turuncu olarak gosterilen BODIPY biriminin ise
floresan 6zelligi ile proteinin yeri hakkinda bilgi vermesi beklenmektedir. Mavi olarak gdsterilen birim c-

MYC proteinine baglanmaktadir.

Prob yapisindaki inhibitdriin se¢ilme amaci c-MYC proteinini tanima olsa da,
inhibisyon 6zelliginden de faydalanilarak teranostik bir etki de gézlenmek istenmistir.
Teranostik yaklasim goriintiilemeyi tedavi ile birlestiren bir yaklasimdir ve terapotik
stireclerin, hiicre ve dokulardaki birikme, ilag¢ etkinliginin es zamanli goriintiilenmesine
imkan vermektedir. Pankreas tiimor hiicrelerinin apoptozunu hizlandiran 10058-F4 ile
yapilan tedavi, glikolizde kismen baskilama ve pankreatik tiimor hiicre dongiistiniin G1/S

evresinde durmasini saglamaktadir (Sheikh-Zeineddini vd., 2019; Lv vd., 2018; Sayyadi
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vd., 2020; Zhang vd., 2015). Diger bir deyisle, prob yapisindaki bu inhibitoriin cMYC

yolagini da diizenlemesi beklenmektedir.

Proje deney plan1 probun sentezi ve karakterizasyonu ile baslamakta olup A549
insan akciger kanser hiicrelerinde toksisite analizi yapilmis, cMYC floresan analizi akis
sitometri ve konfokal mikroskobu ile gergeklestirilmis ve son olarak probun teranostik

etki gosterme potansiyeli arastirilmistir.

3.2. Prob Sentezi

P’nin sentez yolu Sema 1’de verilmistir. Bilesigin 6 basamakta sentezlenmesi
planlanmistir. Prob birimi geleneksel BODIPY sentez yontemi kullanilarak tiretilmis olup
bakir katalize klik tepkimesi ile 5 nolu bilesik elde edildikten sonra kondanzasyon yolu
ile P iiriinii elde edilmistir. Bilesikler Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektrumlari
ve/veya yliksek c¢oziiniirliklii kiitle analizi yapilarak (QTOF-LC/MS) karakterize
edilmistir. Karakterizasyon i¢in Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’ndeki (BITAM) Bruker Avance Neo 400 Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) cihaz1 kullanilmistir. Yiiksek Coziintirlikli Kiitle (QTOF-
LC/MS) analizleri Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’nden
(UNAM) temin edilmistir.

OH N
1 1l
H™ 0O H™ ~0

N=N
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Sema 3.1. Hedef bilesik P nin sentez yolu. Proje kapsaminda gelistirilen c-MYC proteinine baglanarak
protein lokalizasyonunu belirleyen ve ayrica teranostik etki gostererek cMYC altyolagini etkileyen probun
yapist. Tepkime kosullari: i) proparjil bromiir, KoCO3, DMF; ii) a. 2,4-dimetilpirol, TFA, DKM; a. p-
kloranil; c. EtsN, BF3.OEty; iii) 1,4-dibromobiitan, K;CO3z, DMF; iv) NaNs;, DMSO; v) 2, CUMCN4PFs,
DKM; vi) rodanin, AcOH, EtOH.
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3.2.1. 1 Nolu Bilesigin Sentezi

OH 0N

Sema 3.2. 1 Nolu bilesigin sentez semasi. Tepkime kosullari: DMF, K»,COs, Proparjil bromiir, 16s, O.S.

1 nolu bilesik olan 4-(prop-2-yn-1-yloksi)benzaldehit literatiirde var olan
prosediirden faydalanilarak sentezlenmistir (Erbas v.d. 2009). 4-Hidroksibenzaldehit
(2.45 gr, 20 mmol) 15 mL dimetilformamid (DMF) i¢inde ¢6ziindii. K2CO3 (5.5 gr, 40
mmol) reaksiyon karisimina eklendi. Proparjil bromiir (1.5 mL (2,36 gr), 19,83 mmol)
¢ozeltiye eklendi. Tepkime oda sicakliginda 16 saat karigtirildi. Daha sonra tepkimenin
¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. 4M HCI ¢ozeltisi ile pH 4°e ayarlanan, 200 mL su
ve 200 mL DKM ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra siiziiliip, ¢6ziicii evaporator altinda uzaklastirildi. Sentezlenen
maddeye hekzan ile yikama islemi yapildi. DKM mobil fazi ile silika kolon
kromatografisi yapilarak, saflastirma gerceklestirildi. Uriin toplanmip ¢oziiciisii
evaparatdrde uguruldu. Uriin miktari, 1.784 gr olarak tartildi. *H NMR 6l¢iimii yapildi ve

maddenin %356 verimle saf oldugu belirlendi. 'H NMR verisi literatiir ile uyumluydu.

H NMR (400 MHz, Kloroform-d) § 9.91 (s, 1H), 7.86 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.10 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 4.79 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 2.4 Hz, 1H).

3.1.2. 2 Nolu Bilesigin Sentezi

Sema 3.3. 2 Nolu Bilesik Sentezi. Tepkime kosullari: DKM, 2,4-dimetil pirol, TFA, p-kloranil, BF3.OEt,,
EtsN, O.S, 16s.
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2 nolu bilesik literatiirden faydalinarak sentezlenmistir (Erbas v.d. 2007). 500
mL’lik balon igerisine 300 mL DKM eklenip 40 dk DKM igerisine azot gazi verildi. Daha
sonra balonun i¢inde azot gaz1 verilmeye devam edilirken, balona aldehit (1 numarali
bilesik) (784 mg, 4.9 mmol) eklenip, ¢ozdiiriildii. Daha sonra balon igine 2,4-dimetil
pirol (1.3 mL, 1.2 gr, 12,61 mmol) eklendi. Hemen ardindan 8-10 damla Triflorasetik asit
(TFA) eklendi. Balonun icine hava girisi olmamast i¢in kapak ile kapatildi. 1 giin
boyunca oda sicakliginda karistir1ldi. 1 giin sonra aldehite gore esit mol sayida p-kloranil
(1.40 gr, 5.70 mmol) eklendi ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Sonra 5 mL boron
trifluorid-dietil eter kompleks (BFs OEt) ve ardindan 5 mL trietilamin (EtsN) eklendi ve
3 saat oda sicakliginda karistirildi. Siire dolduktan sonra 200 mL saf su, 100 mL DKM
ile ekstraksiyon yapildi. DKM fazina susuz sodyum siilfat eklendi ve siiziildii. Solvent
vakum evaparatdrde uguruldu. Sentezlenen madde i¢in 3:1 hekzan, etil asetat sistemli
silika kolon kromatografisi kurulup, karisim sisteme kati ekim yontemi ile eklendi.
Istenilen iiriin kolon sisteminde saf toplanip, ¢dziicii evaporatdrde uguruldu. Elde edilen
madde miktarinin 694.1 mg oldugu belirlendi. Madde safligini teyit etmek icin *H NMR
spektrumu alindi ve maddenin % 37 verimle saf olarak elde edildi. *H NMR verisi

literatiir ile uyumluydu.

IH NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.09 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
5.98 (s, 2H), 4.76 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.55 (m, 6H+1H), 1.42 (s, 6H).

3.1.3. 3 Nolu Bilesigin Sentezi

OH
H® O H

Sema 3.4. 3 Nolu Bilesigin Sentezi. Tepkime kosullart: DMF, K,COg, 1,4-dibromobiitan, 18s, O.S.

O/\/\/Br

@)

4-Hidroksibenzaldehit (2.44 gr, 20 mmol) 20 mililitre (mL) dimetil formamid
(DMF) i¢inde ¢oziildi. KoCOz (5.5 gr, 39,79 mmol) eklendi. 2 mol esdeger 1,4-
dibromobiitan (4.8 mL, 40 mmol) eklenerek 18 saat (s) boyunca oda sicakliginda (O.S)
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karistirlldi. Kati kisim filtre edilip uzaklastirildi ve ¢oziicii vakum evaporatorde
uzaklastirildi. Uriin karisimi, saf su ve diklorometan (DKM) ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra siiziiliip, ¢oziicii vakum
altinda uzaklastirildi. Silika kolon kromatografisi ile hekzan:etil asetat mobil faz karigimi
(hacimce 4:1 oranda) kullanilarak saflastirildi ve 3.58 gr madde, %69,52 verimle beyaz
katz iiriin olarak elde edildi. tH NMR spektrumu almarak iiriiniin saf oldugu tespit edildi.

Elde edilen veri literatiir ile uyumlu bulundu (Baser v.d. 2023).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § ppm; 9.84 (s, 1H), 7.79 (d, 2H, J=8.8 Hz), 6.96 (d, 2H,
J=8.7 Hz), 4.04 (t, 2H, J=6.1 Hz), 3.42 (t, 2H, J=6.7 Hz), 1.87 (m, 2H), 1.79 (m, 2H).

3.1.4. 4 Nolu Bilesigin Sentezi

O/\/\/Br O/\/\/N3
H (@] H (e}
3 4

Sema 3.5. 4 Nolu bilesigin sentezi. Tepkime kosullari: DMSO, NaNs, 3s, 60°C.

3 nolu bilesik (2.27 gr, 8.8 mmol) 13 mL dimetil siilfoksit (DMSO) iginde
¢oziildi. 1.5 esdeger sodyum azid (NaNs) (858 mg, 13.19 mmol) eklendi. 3 saat 60°C'de
karistirildi. Tepkime oda sicakligina sogutulduktan sonra 200 mL DKM ve 200 mL su ile
ektraksiyon yapildi. DKM, 300 mL su ile 3 kez daha ekstrekt edilerek DMSO
uzaklastirildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat (Na2SO.) ile kurutulduktan sonra
siiziiliip, ¢oziicii vakum altinda uzaklastirildi. Doniisiim *H NMR spektrumunda bromun
komsusu olan protonun kaymasi esas alinarak takip edildi. 1.32 gr madde, %68,40
verimle saf oldugu elde edildi. Ek bir saflastirma yapilmaksizin sonraki basamaga devam
edildi. *H NMR spektrumu alinarak iiriiniin saf oldugu tespit edildi. Elde edilen veri
literatiir ile uyumlu bulundu (Baser v.d. 2023).

IH NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 9.89 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.99 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 4.08 (t, = 6.0 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.14 — 1.87 (m, 2H), 1.87
~1.63 (M, 2H).
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3.1.5. 5 Nolu Bilesigin Sentezi

o/\/\/N3
H (@]
4

Sema 3.6. 5 Nolu bilesigin sentezi. Tepkime kosullari: DKM, O.S, CuMeCN4PFs

129 mg 0.59 mmol 4 nolu bilesik ve 75 mg 0.19 mmol 2 nolu bilesik (BODIPY),
10 mL DKM iginde ¢ozdiriiliip 80 mg Tetrakis(asetonitril)bakir(I) heksaflorofosfat
(CuMeCN4PFs) eklendi. Oda sicakliginda gece boyu karistirildi ve TLC ile {iriin olusumu
takip edildi. Ekstraksiyon hunisine DKM ve EDTA (1 g) igeren saf su eklenip,
ekstraksiyon yapildi. DKM kismi ayrilip sodyum siilfat ile kurutulup, siizdiiriildii ve
¢oziicli vakum evaporatorde uguruldu. Methanol : Etilasetat (hacimce 5:95) mobil fazi ile
silika kolon kromatografisi yontemi kullanilarak mobil karisim saflastirildi. Hedeflenen
madde 32 mg topland: ve safligin1 teyit etmek i¢in *H NMR spektrumu alindi. Madde %
25 verimle elde edildi. Bilesigin DKM i¢inde ve asidik ortamda bozunabilecegi tespit
edildi.
'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) § 9.89 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.69 (s, 1H),
7.19 (d, J =8.7 Hz, 2H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.96 (s, 2H),
5.26 (s, 2H), 4.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.55 (s, 6H), 2.27 — 2.06
(m, 2H), 1.91 —1.80 (m, 2H), 1.42 (s, 6H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) § 190.75, 163.66, 158.80, 155.38, 143.85, 143.05, 141.52,
132.04, 130.14, 129.35, 127.76, 122.68, 118.92, 115.39, 114.68, 67.23, 62.10, 51.11,
50.05, 27.14, 26.07, 14.56.
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3.1.6. P Kodlu Bilesigin Sentezi

Sema 3.7. P kodlu bilesigin sentezi. Tepkime kosullari: Etanol, AcOH, NaOAc, 1s, 80°C.

2-Tiyoakzotiazolidin (Rodanin) (80 mg, 6 mmol ) tartilip balona alindi. 5 nolu
bilesik (32 mg, 0.05 mmol) balona eklendi. 4 mL etanol, 1 mL asetik asit (AcOH) ve 200
mg sodyum asetat eklendi. 60°C'de 30 dk karistirildi ve TLC bakildi. 5 nolu bilesik bitene
kadar karigtirma islemine devam edildi. Daha sonra DKM ile ekstraksiyon yapild1 ve
DKM ayrilip sodyum siilfat ile kurutulup, siizdiiriildii. Coziicii vakum evaporatorde
ucuruldu. %5 Methanol — DKM ile TLC bakildi. Baslangi¢ fazla oldugu i¢in madde 25
mL’lik balona alindi. 50 mg daha Rodanin, 2 mL asetik asit, 5 mL Etanol, 200 mg sodyum
asetat eklenerek, 70°C’de 1 gece karistirildi. 1 giin sonra TLC bakild1 ve tam olusmadigi
tespit edildi. Tekrar 1 mL asetik asit, 200 mL sodyum asetat, 1 saat 80°C’de, sogutucu
balon tizerine takilarak karistirildi. 1 saat sonra tekrar TLC bakildi ve madde olusumu
goriildii. Saf elde edebilmek i¢in %5 Methanol — DKM sistemi ile preparatif TLC yontemi
ile saflagtirma yapildi. %20 Verimle elde edilen madde icin NMR, *3C NMR, kiitle analizi
yapildi. Maddenin saf olarak elde edildigi tespit edildi.

'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 7.69 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.10 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.96 (s, 2H),
5.26 (s, 2H), 4.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.55 (s, 6H), 2.25 — 2.12
(m, 2H), 1.91 - 1.80 (m, 2H), 1.41 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 192.92, 168.33, 160.99, 158.81, 155.40, 143.87, 143.06,
141.51, 133.38, 132.81, 131.79, 129.36, 127.78, 125.89, 122.68, 122.15, 121.17, 115.40,
67.21, 62.11, 51.22, 50.06, 33.23, 31.94, 30.95, 29.71, 28.56, 27.14, 26.19, 26.08, 24.23,
22.70, 14.57, 14.13, 0.00.

QTOF-LC/MS: Teorik [M+H]* 711.22004, deneysel, 711.22536, A = 7.48 ppm
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3.2. Spektroskopik Analizler

P probunun fotofiziksel karakterizasyonu 3 mL’lik kuartz kiivetler kullanilarak
Ultraviyole, Goriiniir ve Yakin Kizilotesi Spektrometresi (Shimadzu UV-3600 Plus) ve
Floresans Spektrometresi (Agilent Cary Eclipse) cihazlarinda dimetilsiilfoksit (DMSO)
¢oziiciisii iginde temin edildi. Analizler 3 mL hacim iginde alindi. Floresans spektrumu
490 nm’den uyarilarak elde edildi. Ekstinksiyon katsayisi Formiil 1’de verilen Beer-

Lambert kurali uygulanarak hesaplandi.

A =¢ClI Formiil 1

Formiilde A c¢ozeltinin pik dalgaboyunda UV-Vis absorbans degeri,
¢ ekstinksiyon katsayist ve | ise 151k yolu uzakligidir. Bilesigin DMSO i¢inde kuvantum
verimi 488 nm’den uyarilarak ve spektral veriler referans bilesik Rodamin 6G ile
kiyaslanarak asagida verilen Formiil 2 kullanilarak belirlendi. Bu referans bilesigin etanol
igindeki floresan kuantum verimi (¢r) 0.95’dir (Magde v.d. 2002). Hesaplamada
dimetilsiilfoksit ve etanol ¢oziiciilerinin refraktif indisleri (n) sirasiyle 1.4793 ve 1.361

olarak alinmistir.

oF = [dr(ref) * A(ref) * 1 (P) * n? (P)]/ [A(P) * I (ref) * n? (ref)] Formiil 2

Verilen formiilde A degeri uyarma dalgaboyu olan 488 nm’deki absorbans, I degeri ise
488 nm ile 800 nm’deki emisyon spektrumunun alanidir. Alan Origin yazilimi

kullanilarak alinmistir.

P bilesiginin biyolojik ortamdaki gibi sulu ortamdaki ¢oziiniirliigiinii test etmek i¢in 50%
su iceren DMSO c¢ozeltisi iginde 5 pM P ¢ozeltisi hazirlandi. Floresan spektrumu 1
mL’lik kuartz kiivet icinde 500 nm’den uyarilarak temin edildi. Sonrasinda kademeli
olarak 1 mL’lik kiivetten 250 puL ¢ozelti alinip madde icermeyen DMSO su karigimi ile
seyreltildi. Elde edilen grafiklerde 511 nm’deki emisyon siddetinin derisime gore grafigi
cizdirilerek olusan grafigin lineeritesi, dolayisiyla uygulama dozundaki sulu ortamda

¢ozilinlirliik tespit edildi.
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3.3. Hiicre Sitotoksisite Deneyleri

Hiicre kiiltiirii calismalari insan akciger Kanseri (A549) hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirildi. Hiicrelere %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve % 0.1 gentamisin
(Sartorius) igeren HG-DMEM (piriivatli) (Sigma) besiyerinde 37°C, %5 CO2 inkiibatorde
(Niive EC 160) inkiibe edildi. Hiicre sayist Thoma Lami kullanilarak Formiil 3’e gore
belirlendi.

Hiicre sayis1 = Ortalama hiicre sayis1 x Sulandirma Faktorii x 10* hiicre/mL
(Formiil 3)

Son hiicre yogunlugu 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plakaya 4
replika ekim yapildi, hiicreler 1 giin boyunca yukarida belirtilen kosullarda inkiibe edildsi,
plaka yiizeyine tutunmasi beklendi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerler kuyudan cekildi ve
farkli dozlarda hazirlanan P bilesigi besiyer ortaminda uygun dozlara seyreltilerek
kuyulara eklendi. P stok ¢6zeltisi DMSO iginde hazirlandi ve DMSO oraninin kiiltiirde
1%’nin altinda olmasina 6zen gosterildi. Hiicreler 37°C inkiibatorde 1 giin inkiibe edildi.
Besiyerler bosaltildi ve son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde 3- (4,5
dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) taze besiyerinde hazirlanip
karanlikta eklendi. 4 saat inkiibe edildi. Besiyerler bosaltilip 100 pL. DMSO eklend;,
olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesi saglandi ve 10 dk inkiibe edildi. Ornegin 570
nm’deki absorbanslar1 mikroplaka okuyucu ile dlgiildi. Elde edilen veriler uygulama

yapilmamis hiicre kontrol grubu ile kiyaslanarak verildi.

3.4. Akis Sitometrisi Deneyi

Her kuyuda 350.000 hiicre olacak sekilde 6-kuyulu plaklara A549 hiicresinin
ekimi yapildi. Kuyularin bir grubuna 5 uM olacak sekilde P ajani igeren taze besiyer
eklendi. 2 saat inkiibasyona birakildi. Kuyulardan besiyeri ¢ekilip, hiicreler toplandi. Bu
asamada 750 pL Fosfat Tamponlu Salin (PBS) eklenerek kuyular yikandi. PBS ¢ekildi
ve 750 pL Tripsin eklendi. Sonra 5 dakika inkiibasyon edildi. Uzerine 1.5 mL besiyer
eklendi. Falkonlar etiketlenir ve kuyulardaki hiicreler falkonlara alindi. 5 dakika 1000
rpmde santrifiij edildi. Besiyeri ve tripsin uzaklastirildi. Uzerine 500 pL %100 ethanol
vorteks tizerinde damla damla eklendi. +4 de 30 dakika inkiibasyon yapildi. Etanol
bosaltilip ve 500 uL PBS eklenildi. 1000 rpm de 5 dk santrifiij yapildi. PBS bosaltildi ve
tizerine 500 pL Tween 20 eklendi (PBS igerisinde %0.5’1ik). Oda sicakliginda 20 dakika
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inkiibe edildi. Tween 20 bosaltild1. iki sefer PBS ile yikand1 (5dk 1000 rpm santrifiij).
PBS bosaltilip, tizerine 500 pL Propidium lodide (PI) eklendi ve 20 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. PI
bosaltilip, PBS ile 2 sefer yikama yapildi. Daha sonra 2 numarali kuyuya 500 pL
bloklama ¢dzeltisi (%15 FBS iceren PBS icinde) eklendi. 30 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta karistiricida c¢alkalandi. 500 pL PBS eklenerek +4’e kaldirildi. Bloklama
asamasindan sonra 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra bloklama
soliisyonu dokiildi ve c-myc antikoru eklenecek gruba 1:500 oraninda hazirlanan myc
primer antikordan 500 pL eklendi ve 1 saat karistiricida karigtirildi. Sonrasinda primer
antikorlar bosaltilip ve Tween 20 igeren Tris Tamponlu Salin (TBST) ile 2 yikama
yapildi. Yikama sonrasinda Floresan izotiyosiyanat (FITC) sekonder antikor (Invitrogen
) eklenip, 1 saat inkiibe edilmistir. Akis sitometri analizleri BITAM biinyesinde yer alan

Beckman Coulter- Cytoflex B4ROVO cihazi kullanilarak gerg¢eklestirilmistir.

3.5. Konfokal Goriintiilleme Analizi

Konfokal hiicre goriintiileme analizi i¢in, her kuyuda 20.000 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. siRNA uygulanacak grubun islemleri kitte belirtilen prosediir takip
edilerek yapilmistir (sc-29226). Kontrol grubuna siRNA hari¢ ayni islemler
uygulanmistir. Daha sonra kuyulara (kontrol grubu ve siRNA uygulanmis grup) son
derisim 5 uM olacak sekilde P molekiilii eklendi ve 2 saat inkiibe edilmis ve sonrasinda
fiksasyon asamasina gecilmistir. Bu asamada kuyular %70 etanol ile fikse edilmistir.
Bunun i¢in kuyulara 300 pL %70’lik etanol eklenip, 30 dk, +4°C’de beklenilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyular PBS ile 3 kez yikanmistir. Daha sonra DAPI boyama
islemine gecildi. DAPI boyasindan (1 pg/mL) her bir kuyuya 300 pL eklenmistir.
Kuyularin iizeri folyo ile sarilip karanlik ortamda, oda sicakliginda 10-15 dk
bekletilmistir. Siire sonunda kuyular 3 kez PBS ile yikand1 ve son yikamadan sonra PBS
eklenip konfokal mikroskobu (Zeiss) ile goriintileme gergeklestirildi. Elde edilen
gorlntiiler ImagelJ ile kantifiye edildi ve gruplar arasindaki istatistiki analiz GraphPad
yazilimi kullanilarak 6grenci t testi ile analiz edildi. P degeri 0.05’den kiiclik veya esit
olan karsilagtirmalar istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Diger taraftan ¢ekirdek boyasi
DAPI ile kolokalizasyon analizi Image] JACOP plugin yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi.
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3.6. RT-PCR Analizi

RT-PCR (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi, myc
altyolaklarinda yer alan genlerin RNA diizeylerini karsilastirmak i¢in yapilmistir. Tezde
hedeflenen B-ACTIN, SNAIL, GLUT1, C-MYC, CCND1 gen bdlgesine 6zgii primerler
kullanilarak DNA o6rnekleri analiz edilmistir. Kullanilan primerlerin sekanslari Tablo
1’de verilmistir. B-Aktin referans gen olarak kullanilmistir. 24 Saat boyunca P ile inkiibe
edilen veya herhangi bir uygulama yapilmayan hiicrelerden RNA izole edilmis, izole
edilen RNA’lar NanoDrop cihazinda 6l¢iiliip konsantrasyonu ve safligi kontrol edildikten
sonra cCDNA sentezlenmistir. PCR reaksiyonu NucleoGene Qpcr sybr Green Master Mix
(2x) protokoliine gore hazirlanip, toplamda 10 uL hacminde hazirlanmis ve su bilesenler
icermektedir; Syber green 5 pL, 2,5 uL dH20, olarak Master Mix hazirlanmis ve son
olarak 2 uL cDNA kuyucuklarak eklenmistir. Cihaz olarak Bio-Rad CFX96 Touch Real-
Time PCR cihazi kullanilmistir. Sonuglar 244t hesaplanarak analiz edilmistir. Gruplar
arasindaki istatistiki analiz GraphPad yazilimi kullanilarak 6grenci t testi ile analiz edildi.
P degeri 0.05°den kiiciik veya esit olan karsilagtirmalar istatistiki olarak anlamli kabul
edildi.

Tablo 3.1 RT-PCR analizinde kullanilan primerler

Gen Primer 1 Primer 2

c-MYC CCT GGT GCT CCATGA GGAGAC | CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG

CCND1 TCTACACCGACAACTCCATCCG TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG

(siklin D1)

GLUT1 GCTACAACACTGGAGTCATCAA ACTGAGAGGGACCAGAGC

SNAIL TGCCCTCAAGATGCACATCCGA GGGACAGGAGAAGGGCTTCTC

GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG AGT C GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC

ACTB CAC CAT TGG CAA TGA GCG | AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
GTTC

3.7. Hiicre Gogii Analizi

Hiicre gogii deneyi, P bilesiginin anti-metastatik etkisini anlamak amaciyla insan
akciger adenokarsinom kokenli A549 hiicre hatti kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hiicreler, %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %0.1 gentamisin (Sartorius) i¢eren, piriivat
ilaveli HG-DMEM (Sigma) besiyerinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler, 37°C sicaklik ve %5
CO: igeren inkiibatorde (Niive EC 160) uygun kosullarda inkiibe edilmistir.
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Hiicre sayimi1, Thoma lami1 kullanilarak gerceklestirilmis ve her bir kuyuda 10x10*
hiicre olacak sekilde 24’lii well plate'lere ekim yapilmistir. Hiicreler, 24 saat boyunca
inkiibasyonda birakilarak konfluensin saglanmasi beklenmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyuda steril 200 pL pipet ucu kullanilarak
yukaridan asagiya dogru ¢izik olusturulmus ve bdylece yapay bir yara alan1 meydana
getirilmistir. Ardindan, mevcut besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler fosfat tamponlu salin
(PBS) ile iki kez yikanarak artik hiicreler ortamdan uzaklastirilmistir. Kontrol grubuna
herhangi uygulama yapilmazken bir grub hiicreye 5 uM dozda taze besiyer ile uygulama
yapilmistir. Cizik olusturuldugu anda mikroskop altinda ilk goriintiiler alinmig ve bu
zaman noktasi t0 olarak kabul edilmistir. Aynm1 kuyular, 24. ve 48. saatlerde tekrar
mikroskop altinda goriintiillenmis ve hiicre gog¢ii siireci takip edilmistir.

Goriintiiler, ImageJ yazilimi ile analiz edilmis; her zaman noktasinda dort farkl
alandan elde edilen yara alani1 6lglimleri kullanilarak ortalama yara alanlar1 ve standart
sapmalar hesaplanmigtir. Elde edilen veriler ile P probunun hiicrelerinin go¢ kapasitesi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Yara alanindaki degisim ilk yara alanina normalize

edilerek, Formiil 4 kullanilarak her grup i¢in ayrica hesaplanmustir:
Yara Alan1 = (Belirli Zamandaki Yara Alan1) / (Baslangi¢ Yara Alan1)*100
Formiil 4
Hesaplanan alanlarin istatistiki analizi GrapPad 068renci unpaired t testi

kullanilarak analiz edilmis, p degeri 0.05’in iizerinde olan karsilastirmalar anlamli kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Bilesiklerin Karakterizasyonu

Alt1 basamakli sentez sonrasi elde edilen bilesikler NMR yontemi ile karakterize
edilmistir. 1 nolu bilesik literatiire uygun sekilde iiretilmistir (Erbas v.d. 2007).
Saflagtirma islemi sonrasi elde edilen spektrum Sekil 4.1°de verilmistir. 4-
hidroksibenzaldehide proparjil biriminin baglanabildigi olusan yeni maddedeki 4.79 ve
2.57 ppm’de gelen proparjil pikleri ile teyit edilmistir. Benzer sekilde BODIPY
bilesiginin basariyla elde edildigi 9.91 ppm’deki aldehit pikinin yok olmasindan, 5.98,
2.56 ve 1.42°deki yeni pirolik piklerin de spektrumda bulunmasindan anlasilmaktadir
(Sekil 4.2).
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3 nolu bilesik bilesik literatlire gore sentezlenmis ve sonrasinda 4 nolu bilesigin

sentezine gecilmistir. Sentez yliksek verimle gergeklesmis olup yapiya azid biriminin

katildig1 3.39 ppm’deki sinyal ile teyit edilmistir. 4 nolu bilesigin 1H NMR spektrumu

Sekil 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.4. 5 nolu bilesigin *H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5)

5 nolu bilesik bilesik 2 ile 4 nolu bilesiklerin bakir katalizorliigiinde siklokatilim
yontemi ile elde edilmistir. Olusan iiriinde triazol protonu singlet olarak 7.69 ppm’de
gelmektedir ve bu iiriiniin oldugunun gostergesi kabul edilmistir. *H NMR spektrumu

Sekil 4.4°de verilmis olup *C NMR spektrumu Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. 5 nolu bilesigin *C NMR spektrumu (101 MHz, CDCls)

P kodlu prob ise rodanin ile 5 nolu bilesigin kondanzasyonundan elde edilmistir.
Olusan firiinde stiril bag1 protonu singlet olarak 7.61 ppm’de gelmektedir ve bu {iriiniin
oldugunun gostergesi kabul edilmistir. 'H NMR spektrumu Sekil 4.6 ve 4.7°de verilmis
olup 3C NMR spektrumu Sekil 4.8’de verilmistir. Bilesik ayrica yiiksek ¢oziiniirliiklii
kiitle spektrometrisi ile (QTOF-LC/MS) karakterize edilmistir, 7.48 ppm tutarlilikla kiitle

teyit edilmis ve sonug Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.6. P kodlu prob bilesiginin *H NMR spektrumu (400 MHz, CDCls)
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Sekil 4.7. P kodlu prob bilesiginin genisletilmis *H NMR spektrumu (400 MHz, CDCly)
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Sekil 4.8. P kodlu prob bilesiginin 3C NMR spektrumu (101 MHz, CDCls)
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Sekil 4.9. P kodlu prob bilesiginin QTOF-LC/MS kiitle spektrumu

4.2. Hiicre Sitotoksisite Deneyleri — MTT Testi Sonucu
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Sekil 4.10. P molekdiliiniin A549 hiicrelerine olan toksisitesi (n = 4)

Sentezlenen P prob molekiiliiniin in vitro sitotoksik etkilerini degerlendirmek
amaciyla A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatti kullanilarak MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) hiicre canlilik testi uygulanmustir.
Hiicrelere 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0-6.25 uM arasi) bilesik

uygulanmistir. Uygulanan tiim konsantrasyon araliginda, hiicre canlilik oranlarinda 0.391

uM’dan baglayarak anlamli bir azalma gdzlenmistir.

Sonuglar, maddeye ait ICso degerinin 4 uM oldugunu gostermektedir.
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4.3. Spektroskopik Analizler
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Sekil 4.11. P molekiiliiniin DMSO ¢6ziiciisti iginde UV-Vis absorbans spektrumu. Pik absorbans
degerinin 501 nm’de oldugu degerlendirmektedir.

Spektroskopik analizleri gergeklestirilen P bilesiginin UV-Vis spektrumunda,
sentezlenen prob molekiiliin dimetilsiilfoksit ¢oziiciisii i¢inde pik absorbans degerinin
501 nm dalga boyunda oldugu ve bu bolgedeki absorbans siddeti degerlendirilerek Beer
Lambert kurali ile hesap yapildiginda ekstinksiyon katsayisinin (g) 78000 M*cm™ oldugu
bulunmustur.
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Sekil 4.12. P probunun DMSO iginde 490 nm’den uyarilarak elde edilen floresans spektrumu.
Spektrumun 511 nm’de pik degere sahip oldugu goriilmektedir.

Prob P’nin 490 nm’de uyarilarak DMSO ¢d6ziiciisii i¢inde elde edilen spektrumu
Sekil 4.12°de verilmistir. Emisyon piki 511 nm olarak bulunmus olup Stokes kaymasi 10
nm’dir ve gorece kiiglik bir kaymadir. Bu emisyon dalgaboyu ve kayma degeri BODIPY

bilesiklerinde ¢ogunlukla gézlemlenen seviyededir. Bilesigin Rodamin 6G referans
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bilesigi ile karsilagtirilarak hesaplanan floresan kuantum verimi DMSO iginde 0.42 olarak

belirlenmistir.

Probun sulu ortamda ¢6ziiniirliigiinii test etmek icin 5 uM P ¢ozeltisi DMSO ve su
karisiminda ¢6zildii (hacimce esit). Cozelti derisiminde kismi azaltma yapilarak alinan
spektrumlarin 511 nm’deki floresan degisimi derisime gore ¢izdirildiginde lineer bir
korelasyon oldugu (R? = 0.983) ve uygulama dozu olan 5 uM’da bilesigin yeterince
¢oziildigi tespit edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. P probunun DMSO ve su i¢inde (hacimce 50%), farkli derisimlerde 500 nm’den
uyarilarak elde edilen floresans spektrumu. Fsi; degeri bilesigin 511 nm’deki floresan siddetini ifade

etmektedir.
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Sekil 4.14. P probunun DMSO ve su iginde (hacimce 50%), 500 nm’den uyarilarak 2 saat siiresince elde

edilen floresans spektrumu.

Probun uygulama siiresi olan iki saat boyunca sulu ¢ozeltilerde kararli olup olmadigini
test etmek maksadiyla bu siire boyunca emisyon spektrumundaki degisim takip edilmistir.

Sekil 4.14°de gorildiigii gibi pik emisyon siddetinde herhangi bir degisim olmamistir. Bu
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sonu¢ bilesigin Ol¢lim siiresince bozunmadan kaynakli herhangi bir yanhs bilgi

liretmeyecegini gostermektedir.

4.4. Akis Sitometrisi Deneyi Sonucu

multi-sample | All Events

300
I

W c-rrve antikor(FITC)
Or

200
1

Count

100
!

"JJ fo

4,
IH‘- [ ]

=

by
T T IIIIII| T T IIIIII| T T IIIIII| T T TTTTIT
102 108 10 108 108
FITC-A

Sekil 4.15. P pronunun akis sitometri yonteminde uygulanmasi. Kontrol 6rneklerine c-MYC
antikoru ve akabinde FITC etiketli sekonder antikor uygulanmistir (kirmizi). P probunun uygulandigt

orneklerde FITC sinyali giiglii sekilde alinmustir. P probu da FITC ile ayn1 yerde emisyona sahiptir.

Tez calismasinda, P propu ile klasik c-myc antikoru karsilastirilarak, hedef
proteine baglanma etkinligi akig sitometri yontemi ile degerlendirilmistir. Bu amagla c-
MY C antikoru uygulamasindan sonra FITC etiketli sekonder antikor kullanilmistir (Sekil
4.15, kirmiz1 kontrol grubu). Sonuglar, P’nin c-myc antikoruna kiyasla daha fazla FITC
sinyali iiretebildigini ortaya koymustur. Daha ucuz kii¢iik molekiil kullanima ile, ikincil

antikor gerektirmeden tek hamlede 6l¢iim yapilabilmistir.

4.5. Konfokal Goriintiileme Deneyi Sonucu

Bu ¢alismada, A549 akciger kanser hiicrelerinde c-Myc protein ekspresyonu ve
lokalizasyonu konfokal mikroskopi kullanilarak degerlendirildi. Hiicre c¢ekirdekleri
DAPI boyasindan gelen mavi floresan sinyali araciligiyla net bir sekilde gorsellestirildi.

Cc-Myc proteininin lokalizasyonunu belirlemek amaciyla 6zel olarak gelistirilen ve P



37

olarak adlandirilan prob 5 uM derisimde hiicreye uygulandi ve emisyon FITC kanalinda
goriintiilendi. Bir grup hiicre c-myc’e 6zgii siRNA ile susturuldu ve probun bu
kosullardaki floresan tepkisi bu hiicre grubunda test edildi. Sekil 4.16’da gosterilen
sonuglara gore sirRNA ile susturulmamis grupta floresan siddetin anlamli sekilde
yaklasik ti¢ kat baskilandigi gorildi. Bu durum, c-Myc protein seviyesi
baskilanmadiginda probun hedef proteine baglanarak etkili bir sinyal olusturdugunu
gostermektedir. Buna karsilik, siRNA ile c-Myc susturulmus grupta floresan sinyali
anlaml sekilde azalmis, sinyal yogunlugu diismiistiir ve bu durum floresan sinyalinin
cMYC ekpresyon seviyesi ile korele olduguna isaret etmektedir. Transkripsiyon faktorii
olan cMYC’in ¢ekirdekte lokalize olamsi beklenir. DAPI ¢ekirdek boyasi ile yapilan ¢ift
boyama sonucu elde edilen konfokal mikroskop goriintiileri ImageJ JACoP plugin
yazilimi ile analiz edildiginde Pearson katsayisi 0.989 olarak bulunmustur. Bu sonug
cMYC’in ¢ekirdek lokalizasyonuna isaret etmektedir ve elde edilen probun cMYC
proteininin hiicresel lokasyonunu belirlemek i¢in etkili bir sekilde kullanilabileceginin

gostergesidir.
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Sekil 4.16. Prob P molekiiliiniin konfokal goriintiileme analiz sonucu. Gériintiiler 5 uM P kullanilarak A549

hiicrelerinde alinmustir.
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4.6. RT- PCR Analizi Sonucu
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Sekil 4.17. P uygulamasinin cMYC alt yolaginda yer alan SNAIL, GLUT1, C-MYC ve CCND1 genlerinin

anlatimina etkisi. Referans gen olarak p-aktin kullanilmigtir. (n > 3)

P uygulanmis A549 hiicrelerinden elde edilen RNA kullanilarak yapilan RT-PCR
analizinde 4 uM ve 5 uM konsantrasyonlarinda uygulama sonrasi ozellikle siklin D1
(CCND1) geninde yar1 oranda bir azalma tespit edilmistir (Sekil 4.17). GLUT1°de 5 uM
P uygulamasinda kismi bir azalis olsa da bu sonug istatistiki olarak anlaml
bulunmamistir. SNAIL’de 4 uM’da kismi bir artis tespit edilmistir. cMYC’in dogrudan
kontroliinde olan ve hiicre dongiisii i¢in kagmilmaz olarak gerekli olan siklin D1

seviyesindeki azalma prob P’nin terapétik etkisine isaret etmektedir.
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4.7. Hiicre Gocii Analizi Sonucu

A549 hiicre hattinda, sentezlenen P probunun hiicre gocii tizerindeki etkisi, ¢izik
testi (scratch assay) yontemi ile degerlendirilmistir. A549 hiicreleri steril pipet ucu
kullanilarak ¢izik olusturulmus ve hiicreler mikroskop altinda goriintiilenmistir. Her bir
gOriintli i¢in yara alan1 6lglilerek ortalamalar alinmis ve standart sapmalar hesaplanmastir.
Bu ol¢limler dogrultusunda, her grup kendi baslangic yara alanina normalize edilerek

hiicre go¢ kapasitesi degerlendirilmistir.

Kontrol
150 SuMP * ok K
% 3k %k k 150 80~ 1
I * %k
c 100 g 60
8 £ 100+ v
s < 5 o
S 50 5 <
>- T -1 —
> 50 § 20l
t0  t24 t48 10 t24 48 kontrol P

t0 t24 t48

Kontrol

5uMP

J &

Sekil 4.18. P (5 pM) uygulamasimin A549 hiicrelerinde 48 saat boyunca hiicre gogiine etkisi.

Kontrol grubunda, herhangi bir madde uygulanmaksizin yapilan 6l¢iimlerde yara
alanimnin neredeyse tamamini kapandigr gostermektedir (Sekil 4.18). 5 puM doz
uygulamasinda ise hiicreler 48 saat sonunda bile yara alanimin yarisindan fazlasim
kapatamamistir.  Kontrol grubu ile karsilastinldiginda yara kapanmasinin
baskilanmasinin 12 kattan fazla oldugu goriilmektedir. Sonug olarak, P probunun A549

hiicrelerinin go¢ potansiyeli iizerindeki etkisinin oldugu belirgin sekilde gdzlemlenmistir.
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Bu veriler, P probunun 5 uM konsantrasyonlarda hiicre gogiinii baskilayan anti-metastatik

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

c-Myec, hiicresel proliferasyon, metabolizma, biiyiime, apoptozis ve farklilasma
gibi cok sayida temel biyolojik siirecin merkezinde yer alan oldukg¢a gii¢lii bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre dongiisiinii  hizlandirict  etkisi ve anabolik
metabolizmayr destekleyici rolii nedeniyle fizyolojik kosullarda siki bir sekilde
diizenlenmesi gerekirken, patolojik kosullarda bu kontrol mekanizmalarinin bozulmasi c-
Myc'nin tiimdrigenik potansiyelini ortaya cikarir. Ozellikle genetik amplifikasyon,
kromozomal translokasyon ve epigenetik diizenleyiciler araciligtyla MYC
ekspresyonunun artmast, pek ¢ok solid tiimor ve hematolojik malignitede agresif timor
davraniglart ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle MYC, hem kanserin molekiiler
biyolojisinin anlagilmasinda hem de hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde
kritik bir oyuncudur. Ancak MY C’nin ilagla hedeflenebilirliginin diisiik olmasi, dogrudan
inhibitor gelistirme siirecini  zorlagtirmigtir.  Son yillarda gelistirilen epigenetik
inhibitorler (6rnegin BET inhibitorleri), translasyonel baskilayicilar, MYC-Max
etkilesimini engelleyen molekiiller ve PROTAC teknolojileri, MY C’nin dolayl yollarla
hedeflenmesine olanak tanimis ve preklinik ¢alismalarda umut verici sonuglar elde

edilmistir.

c-Myc problari, MYC geninin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesini saglayarak
MYC hedeflenmesine yonelik terapotik stratejilerin - gelistirilmesinde Onemli bir
baslangi¢ noktasi olusturur. c-Myc problari, c-Myc anlatimimi 6lgmek tizere spesifik
olarak tanimak tizere gelistirilirler fakat literatiirde 6rnegi azdir. c-Myc ekspresyonunun
artist  bircok kanser tiirtiyle iligkili oldugundan, bu problar sayesinde c-Myc
diizeylerindeki degisimler hassas sekilde oOlciilebilir. Yiiksek ozgiilliige sahip problar,
ozellikle kanserli ve normal dokular arasindaki farklarin ortaya konulmasinda biiyiik
onem tasir. Klinik tani, prognostik degerlendirme ve hedefe yonelik tedavi

arastirmalarinda c-Myc problar1 6nemli bir arag olarak kullanilmaktadir.
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Bu calisma kanser tedavisindeki potansiyel hedeflerden biri olan c-Myc
proteininin hiicresel lokalizasyonunu belirlenmesi ve yapisinda cMYC taniyan birim
sayesinde MYC altyolaginda yer alan genlerin ifadesinin degisikliginin, teranostik

etkisinin, tespiti amaciyla yirttilmiistiir.

Calismada sentezlenen P molekiiliiniin 501 nm’de absorbansa sahip oldugu ve
511 nm’de emisyon piki verdigi tespit edilmistir. Bilesigin floresan kuantum verimi 0.42
olarak belirlenmistir. Sulu ¢ozeltilerde bilesigin uygulama dozunda ¢6ziiniir oldugu
gosterilmistir. Hiicre uygulamalarinda gerekli olan iki saatlik siire boyunca bilesigin
spektrumunda herhangi bir degisiklik olmadigi kanitlanmis, bilesigin sulu ¢ozeltilerde
Olglim siiresince kararli oldugu anlagilmistir. Bilesigin ilk olarak sitotoksik analizi
gerceklestirilmistir. Bu amacla A549 hiicre hattina farkli dozlarda P probu uygulanmis ve
bu hiicre hatti tizerinde 24 saat i¢inde toksik etki olusturdugu, 0.39 uM ve lizeri derisimde

hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkiledigi gosterilmistir.

Calismada, tasarlanan MYC probu ile klasik FITC etiketli c-Myc antikoru
karsilastirilmis, akis sitometrisi yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen FITC
sinyalleri kiyaslandiginda, P probunun, c-Myc antikoruna kiyasla hedef proteini ¢ok daha
yiiksek bir etkinlikle tanidigini ve baglandigini gésterilmistir. Ayrica, cMYC hedefleyen
siRNA uygulamasiyla birlikte P bilesigine ait sinyalde anlaml1 bir azalma gozlenmis; bu

da probun etkisinin spesifik olarak bu protein iizerinde oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada ayrica, A549 akciger kanser hiicrelerinde c-Myc protein ekspresyon
diizeyleri ve hiicre i¢i lokalizasyonu, konfokal mikroskopi kullanilarak detayli bigimde
analiz edilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri, DAPI ile boyanarak mavi floresan sinyali
aracilifiyla net sekilde gorsellestirilmistir. Deneysel tasarim kapsaminda, A549 hiicreleri
iki gruba ayrilmstir: birinci grup yalnizca P probu ile muamele edilirken, ikinci grupta
c-Myc'e 0zgii siRNA ile gen susturulmasi gergeklestirilmis ve ardindan P uygulanmistir.
Her iki grupta da DAPI ve FITC floresan sinyalleri konfokal mikroskopi ile
karsilastirmali olarak incelenmistir. Probun 1s1masi1 FITC bdlgesinde oldugu i¢in bu takip
gerceklestirilmistir. SIRNA uygulanmayan kontrol grubunda prob kaynakli floresan
sinyali daha yogun ve parlak olup, c-Myc proteininin hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese
edildigini ve P probunun hedefe basariyla baglandigimi gostermektedir. Buna karsin,

SIRNA ile c-Myc ekspresyonu baskilanmis grupta floresan sinyali belirgin sekilde
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azalmistir. Bu bulgular, hem siRNA'nin c-Myec ifadesini etkin bicimde bastirdigin1 hem
de P probunun cMYC segici baglanma kapasitesine sahip oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir. Ayrica DAPI ¢ekirdek boyasi ile yapilan kolokalizasyon analizleri probun
1simasinin ¢ekirdekte oldugunu teyit etmis ve cMYC transkripsiyon faktoriiniin hiicresel
loaksyonunun tespitinin prob ile saglanabilecegini gostermistir. Prob FITC etiketli
antikor temelli goriintiileme ile, akis sitometri yontemi kullanilarak kiyaslanmis ve
floresan sinyalin prob ile daha iyi elde edilebildigi gosterilmistir.

Probun teranostik etkisini arastirmak maksadiyla prob uygulanmis A549 akciger
hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilmig ve RT-PCR yontemi ile kantifiye edilmistir.
Analizler, 6zellikle cMYC tarafinfan kontrol edilen siklinD1 geninin yari oraninda
baskilandigin1 gostermektedir. Hiicre dongiisiiniin 6nemli bir elemani olan bu genin
baskilanmasi probun teranostik potansiyeline isaret etmektedir. Diger taraftan probun
kontrol grubuna kiyasla 48 saat iginde hiicre gogiinii 12 kattan fazla baskiladig

gosterilmis ve anti-metastatik potansiyelinin oldugu degerlendirilmistir.

5.2 Oneriler

Cc-Myc ekspresyonunun, timdér mikrogevresi, bagisiklik sisteminden kacis
mekanizmalar1 ve metabolik yeniden programlama {izerindeki etkilerinin daha
derinlemesine anlasilmasi, mevcut tedavilere entegre edilebilecek yeni stratejilerin
gelistirilmesine zemin hazirlayabilir. Ozellikle c-Myc ile iliskili tiimorlerde, bagisiklik
yanitinin  baskilanmasina neden olan molekiiler yollarin aydinlatilmasi, mevcut
immiinoterap6tik yaklagimlarin etkinligini artirmak acgisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

c-Myec, giiniimiizde hem tan1 hem prognoz hem de tedavi hedefi agisindan 6ne
¢ikan onemli bir biyobelirtec konumundadir. Oniimiizdeki dénemde, c-Myc odakli
caligmalarin artarak stirmesi; bu proteinin diizenleyici roliinii daha ayrintili sekilde ortaya
koyarak, kisisellestirilmis onkolojik yaklagimlarin gelistirilmesine katki sunacaktir.
Boylece, c-Myc hedefli tedavi stratejileri, kanser tedavisinde doniistiiriicii nitelikte yeni
kapilar aralayabilir.

Tez projesi kapsaminda elde edilen prob pahali antikor temelli yontemlere bir
alternatif sunabilir. Ayrica, ileri calismalarla cMYC yolaginda teranostik etkisinin detayli

olarak incelenmesi probun terapétik potansiyeline daha fazla 151k tutacaktir.
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