T.C.
NECMETTIN ERBAKAN
UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

WRN HELIKAZ AKTIiVITESINIiN
TESPiTi VE WRN PROTEINININ HEDEFLI
YIKIMI iLE POTANSIYEL ANTi-KANSER

ETKISININ ARASTIRILMASI

Aliye Beyza OZCELIK
YUKSEK LiSANS TEZi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Kasim-2024
KONYA
Her Hakki Sakhdir




TEZ KABUL VE ONAYI

Aliye Beyza Ozcelik tarafindan hazirlanan “WRN Helikaz Aktivitesinin Tespiti
ve WRN Proteininin Hedefli Yikimi ile Potansiyel Anti-Kanser Etkisinin Arastirilmasi.”
adl1 tez galismas1 26/11/2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Necmettin
Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Baslfan .
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur Aslan

Damisman
Dog. Dr. Siindiis Erbas Cakmak

Uye
Dr. Ogr. Uyesi Fatma Seger Celik

Fen Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../20.. giin ve ........ sayil1
karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Havva Nur UCBEYIAY
FBE Miidiirii

Bu tez calismast Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinatorliigii
tarafindan 23GAP15004 nolu proje ile desteklenmistir.



TEZ BILDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢cercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Aliye Beyza Ozgelik

Tarih: 26.11.2024



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

WRN HELIKAZ AKTIiVITESININ TESPiTi VE WRN PROTEINININ
HEDEFLI YIKIMI iLE POTANSIYEL ANTI-KANSER ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Aliye Beyza OZCELIK

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Danmisman: Do¢.Dr. Siindiis Erbas Cakmak
2024, 74 Sayfa

Jiiri
Do¢.Dr. Siindiis Erbas Cakmak
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur Aslan
Dr. Ogr. Uyesi Fatma Secer Celik

WRN proteini DNA’nin ¢ift zincirinin 3°-5” yoniinde ATP bagimli olarak ¢dziilmesini saglayan
bir helikaz enzimidir (Shen, 2000). DNA’nin alternatif yapilari olan DNA-RNA hibritlerini, ¢atallanmig
DNA’y1, D-looplarini, baloncuk ve pargali dubleks DNA’lari, tripleks DNA olusumlarimi ve DNA G4
kuadrupleks (G dortliisii) adi verilen DNA’nin olusturdugu kompleks yapilarin da agihmini saglayabilen
bir helikazdir (Ozgenc & Loeb, 2006). Bu 6zelliklere sahip olmalart nedeniyle rekombinasyon ile baglantili
olan DNA tamir mekanizmalarinda, replikasyon ve transkripsiyon proseslerinde aktif rol almaktadir (Luo,
2010; Bohr, 2008). Bunun yaninda iki veya daha fazla gendeki degisikliklerin hiicreyi 6lime gotiirmesi
anlamina gelen sentetik letalite kavrami1 WRN mutasyonlari ile de iliskilendirilmektedir. Hem DNA tamir
mekanizmalarinda aktif rol aliyor olmast hem de sentetik letalite i¢in bir hedef olmast WRN’yi kanser
calismalarinda 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu ¢alismada, proteozomal yolak araciligiyla hedefli WRN proteini
yikiminin, tasarlanan PROTAC molekiilii ile gerceklestirilmesi ve mikrosatellit instabilitesine sahip kolon
kanseri hiicrelerinde degradasyona bagl sentetik letal etki elde edilmesi hedeflenmistir. Inhibitdrlerin ve
kemoterapi ilaglarinin birgok yan etkiye sahip olmasi ve ilag direncliligine neden olmast, bilim insanlarini
kanser i¢in alternatif tedavi yontemlerinin arayigina itmistir. PROTAC’lar, inhibitorlere ve diger gen
susturma yontemlerine alternatif olarak degerlendirilmektedir. Hiicrede tekrar kullanilabiliyor olmast,
diisik dozlarda etki etmesi toksisitenin Oniine gecilmesini saglamaktadir. Bunlara bagli olarak bu
calismada, bir ucu WRN proteinine baglanan ve diger ucu E3 ligaz enzimine tutunan ve WRN proteininin
degradasyonunu saglayacak olan bir molekiil tasarlanmig olup, mikrosatellit instabilitesine sahip HCT-116
ve mikrosatellit stabilitesine sahip SW480 kolon kanseri hiicre hatlaryla ¢alisilmistir. Uretilen WRN-
PROTAC molekiiliiniin WRN degradasyonuna bagli olarak mikrosatellit instabilitesine sahip hiicrelerde
sentetik letalite gosterdigi kanitlanmistir. Tez kapsaminda ayrica, G-kuadrupleks yapisina sahip ve WRN
substratt olarak bilinen SHOX geninin bir bolgesinin sentetik oligomerinin Forster Tipi Enerji Transferi
(FRET) yontemi ile WRN aktivitesinin tespiti i¢in kullanim potansiyeli incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: PROTAC, Segici protein yikimi, Sentetik letalite, MSI, WRN Proteini.
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WRN Protein is an helicase enzyme responsible for ATP-dependent unwinding of double stranded
DNA in the direction of 3°-5” (Shen, 2000) Alternative DNA structures such as DNA-RNA hybrids, DNA
forks, D-loops, bubbles, partial duplex DNA, triplex DNA, G- quadruplexes (G-quartets) are substrates of
this helicase (Ozgenc & Loeb, 2006) Because of these properties, enzyme is involved in various processes
including DNA damage repair associated with recombination, replication and transcription ((Luo, 2010);
(Bohr, 2008)). In addition, the concept of synthetic lethality, which means that changes in two or more
genes leading to cell death, is associated with the WRN mutations. Both its active role in DNA repair
mechanisms and being a target for synthetic lethality bring WRN to the forefront in cancer studies. In this
study, it was aimed to perform targeted WRN protein degradation via proteasomal pathway with the
designed PROTAC molecule and to obtain synthetic lethal effect due to degradation in colon cancer cells
with microsatellite instability. The fact that inhibitors and chemotherapy drugs have many side effects and
cause drug resistance has led scientists to search for alternative treatment methods for cancer. PROTACs
are evaluated as alternatives to inhibitors and other gene silencing methods. PROTACs can be reused in the
cell, they can be effective at low doses with minimal toxicity. Accordingly, in this study, a molecule that
binds to WRN protein at one end and E3 ligase enzyme at the other end and provides degradation of WRN
protein was designed and studied with HCT-116 colon cancer cell line with microsatellite instability and
SW480 colon cancer cell line with microsatellite stability. It has been proven that the produced WRN-
PROTAC molecule shows synthetic lethality in cells with microsatellite instability due to WRN
degradation. In addition, using the Forster Energy Transfer (FRET) method, potential use of synthetic
SHOX oligomer, a G-quadruplex bearing WRN substrate, for the detection of WRN enzyme activity was
investigated in the thesis.

Keywords: PROTAC, Selective protein degredation, Sythetic lethality, MSI, WRN Protein.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

mL: mililitre

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

Kisaltmalar

ATP: Adenozin trifosfat

BF: Aydinlik Alan (Bright Field)

CO.: Karbondioksit

CRBN: Cereblon

CRISPR: Diizenli Aralikli Palindromik Tekrar Kiimeleri (Clustered Regularly
Interspaced Palindromic Repeats)

DKM: Diklorometan

DIPEA: N, N-Diisopropiletilamin

DMF: Dimetil Formamid

DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

EDCI: 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
FAM: 5(6)-karboksifluoresin

FBS: Fetal Serum Albumin

FITC: Fluoresin izotiyosiyanat

FRET: Forster Rezonans Enerji Transferi

FSC: ileri Sagilma (Forward Scattered)

G4: G-kuadrupleks

HCI: Hidroklorik Asit

HCT-116: Insan Kolon Kanser Hiicresi
HG-DMEM: High Glucose Dulbecco's Modified Eagle Medium



HOBL: Hidroksibenzotriazol

HRMS: Yiiksek Coziiniirliiklii Kiitle Spektrometri

LiOH: Lityum Hidroksit

MgCl2: Magnezyum Klorid

MMR: Yanlis Eslesme Tamiri (Mismatch Repair)

mRNA: Mesajc1 Riboniikleik Asit

MS: Mikrosatellit

MSI: Mikrosatellit Instabilitesi

MSI-H: Mikrosatellit Instabilitesi Yiiksek

MSS: Mikrosatellit Stabilitesi

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NaNs: Sodyum Azid

NaNOs: Sodyum Nitrat

NMR: Niikleer Manyetik Rezonans

n.s.: Not significant, anlaml degil

PARP: Poli(ADP-Riboz) Polimeraz

PBS: Fosfat Salin Tamponu (Phosphate Saline Buffer)

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PI: Propidyum Iyodiir

Prep TLC: Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi

PROTAC: Proteoliz Hedefli Kimera

QTOF-LC/MS: Kuadrupol Ugus Zamanlh Kiitle Spektrometresi (Quadrupole time-of-
flight Liquid Chromatography — Mass Spectrometry)

RNA: Riboniikleik Asit

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

RT-PCR: Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Realtime Polimerase Chain
Reaction)

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)

SSC: Yan Sac¢ilma (Side Scattered)

SW480: insan Kolon Kanser Hiicresi

TAMRA: 5(6)- Karboksitetrametilrodamin

THF: Tetrahidrofuran

TLC: ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer Chromatography)
Tm: Erime Sicaklig1



Ub: Ubikitin

UV: Ultraviyole

VHL: Von Hippel-Lindau
WRN: Werner Sendrom Helikaz
WS: Werner Sendrom
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GIRIS

Bu calismada WRN proteininin proteozomal degradasyonuna bagli olarak mikrosatellit
instabilitesine sahip kolon kanseri hiicrelerinde sentetik letal etkinin incelenmesi
hedeflenmistir. Kanser c¢aligmalarinda son donemde MSI-WRN sentelik letal
partnerliginin énemi g¢alismalarda ortaya konulmustur. Bununla beraber PROTAC adi
verilen proteozomal degradasyon saglayan ¢ift uglu ligand igeren molekiiller kanser
calismalarinda aktif olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, WRN geninin degradasyonu
icin PROTAC molekiilii tasarlanmis olup, MSI ve MSS olan iki kolon kanseri hiicre hatti
icin uygulamalar yapilmistir.

Bunun yaninda iki floroforun arasindaki mesafeye bagli olarak calisan Forster Enerji
Transfer Sistemi kullanilarak WRN helikaz aktivitesinin anlasilmasi hedeflenmistir.

Bununla ilgili kavramlar ve kaynak arastirmasi sunulmustur.
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1. KAYNAK ARASTIRMASI

1.1.WRN Geni

Werner sendrom geni olarak adlandirilan WRN geni, RecQ helikaz ailesinin bir
iiyesidir. Insanda bircok dokuda ekspresyona sahip olup, dzellikle endometriyum ve
kemik iligi dokularinda yiiksek ekspresyona sahip oldugu gosterilmistir (WRN RecQ like
helicase (WRN WRN RecQ like helicase [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBI, t.y.)
WRN geni 8. Kromozomda lokalize olup 8p12 seklinde haritalandirilir. Insan WRN geni,
E.coli RecQ helikazi ile homoloji gosterir ve aktif DNA RecQ helikaz1 olan proteini
kodlar. Bir DNA helikaz1 olarak WRN, DNA’nin ¢ift zincirinin 3’-5’ yoniinde ATP
bagimli olarak ¢oziilmesini saglayan bir enzimdir (Shen, 2000). Bunun yaninda, sadece
¢ift DNA zincirlerini degil ayn1 zamanda Sekil 1.1°de gosterilen DNA’nin alternatif
yapilart olan DNA-RNA hibritlerini, c¢atallanmig DNA’y1, D-looplarini, baloncuk ve
parcali dubleks DNA’lar1, tripleks DNA olusumlarini ve DNA G4 Kuadruplex (G
dortliisti) ad1 verilen DNA’nin olusturdugu kompleks yapilarin da agilimini saglayabilen

bir helikazdir (Ozgenc & Loeb, 2006).

Forked DNA é G4 tetraplex

Holliday

. M
Triplex DNA junction

DNA duplex E ‘-.
with bubble D-loop

. CETLTLT RMNA-DMA T Partial DNA
hybrid duplex duplex

Sekil 1.1. WRN’nin substrati olan alternatif DNA formlar1 (Ozgenc & Loeb, 2006).

RecQ ailesi; RecQl, WRN, BLM, RecQ4 ve RecQS5 helikazlarini igerir.
Bunlardan WRN ve BLM erken yaslanma ve cesitli kanser tiirlerine yatkinlik ile
iligkilendirilen resesif aktarima sahip olan nadir genetik hastaliklar ile baglantilidir. Pek

cok canli tiirlinde farklt domainlere sahip olabilen RecQ ailesinde, helikaz aktivitesi
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gosteren domain bu proteini kodlayan tiim canlilar i¢in ortaktir. Niikleer lokalizasyon
sinyal domaini, baz1 asidik domainler ve ekzoniikleaz aktivitesi gosteren domain ise
memelilere 6zgii domainlerdir (Sekil 1.2) (Bohr, 2008). 1432 amino asitten meydana
gelen ¢ok fonksiyonlu insan WRN proteini, kendine 6zgii 3°-5° ekzoniikleaz aktivitesine
sahip olmasiyla RecQ helikaz ailesinin 6ne ¢ikan iiyelerinden biridir. Bunlarin yaninda,
WRN ve BLM tek zincirli DNA baglanma aktivitesine sahiptirler ve homolog
rekombinasyonlarda kurulan Holliday baglantilarinda ve G-kuadrupleks yapilarinda
DNA’y1 substrat olarak isleyen enzimlerdir. Bu Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle
rekombinasyon ile baglantili olan DNA tamir mekanizmalarinda, replikasyon ve

transkripsiyon proseslerinde aktif rol almaktadirlar (Luo, 2010),(Bohr, 2008).

Sgs1, S. cer. |

| 1447

Rgh1, 5. pombe |

FEA, X laovi I N

| 1328

| 1436

RECQ1, human |

RECQ4, RTS, human [ |

RECQS5B, human | |

T/ /..

Exonuclease ACIDIC Helicase NLS RQC

TiBS

Sekil 1.2.RecQ helikaz ailesi iiyelerinin farkli canlilar igin verilmis domainleri. Domainler farkli renkler
ile sekil tizerinde temsil edilmistir. Tiim RecQ ailesinin ortak fonksiyonu helikaz aktivitesine sahip
olmalaridir, sekilde sar1 renk ile temsil edilmistir. Ayrica WRN proteini diger canlilardan farkli olarak gri
renk ile gosterilen ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (Bohr, 2008).

RecQ ailesi tyeleri de ¢ift zincir kiriklarinin onariminda onemli bir role
sahiptirler. Tamir edilmeyen DNA c¢ift zincir kiriklari, genomik instabilite, senesens,
hiicre oOliimii, erken yaslanma ve tiimor olusumlar1 ile iliskilendirilir. Cift zincir
kiriklarinin - tamiri i¢in temelde homolog rekombinasyon, homolog olmayan ug
birlestirme ve alternatif ug birlestirme mekanizmalari mevcuttur. WRN proteini biitiin bu
DNA g¢ift zincir kirigr tamir mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptir. Ekzoniikleaz
aktivitesi ile homolog olmayan ug birlestirmeyi destekler. CDK1, BRCA1 ve RADS1 gibi
bircok protein ile interaksiyonlara sahiptir. Proteinler ile etkilesime gegcen WRN

proteininin ekzoniikleaz ve helikaz aktiviteleri tetiklenir. Bodylece homolog
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rekombinasyon prosesleri gergeklesir. Bunun yaninda, RAD52 WRN’yi modiile ederek
holliday baglantilarim1  ¢6zme yetenegini engelleyebilir. WRN’nin  homolog
rekombinasyonda bir¢ok 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir. Alternatif ug birlestirme
stireclerinde de etkili oldugu bilinmektedir (Lu & Davis, 2021). WRN proteininin bdyle
onemli proseslerde gorev almasi, gende var olan mutasyonlarin biiyiik sorunlara yol
acmasina sebep olur. WRN genindeki ¢esitli mutasyonlar, Werner sendromu olarak

adlandirilan erken yaslanma ve kanser yatkinligina sebep olmaktadir.

1.2. Werner Sendromu

Werner sendromu (WS), 1985°te doktora 6grencisi olan Otto Werner tarafindan
kesfedilmistir. Werner’e gelen dort kardesin hepsinin 30’lu yaslarda; katarakt, sac kaybu,
saclarda erken grilesme ve ciddi cilt problemlerine sahip olmasi, hastaligin genetik
kaynakli oldugunu diisiindiirmiistiir. Erken yaslarda bir belirtinin gériilmemesi hastaligin
genetik baglantis1 hakkinda diislindiirse de bu hastaligin dejeneratif bir siire¢ olabilecegi
belirtilmisti. Otto Werner, ‘‘Skleroderma iliskili Katarakt> olarak yaymladig1 bu tezi,
sonraki donemde yapilan ¢aligsmalarla birlikte yazarlar tarafindan ‘“Werner Sendromu’’
olarak adlandirilmistir (Werner, 1985).

Werner sendromu, otozomal resesif kalitima sahip olan nadir bir genetik
hastaliktir. WRN geninde meydana gelen ¢esitli mutasyonlarin, genomda kararsizliklar
olusturdugu ve bu bozukluklarin kromozomal yeniden diizenlemelerin arttirdig:
bilinmektedir (Huang vd., 2006). WS erken yaslanma ile karakterize olup, viicutta
yaslanmaya dair pek ¢ok belirtiye sebep olur. Bu sendroma sahip bireyler; ergenlik ¢agina
kadar herhangi bir belirti gdstermeyip, 20’li 30’lu yaslarin baglarinda hizlandirilmig
yaslilik siirecine girdikleri gézlemlenmistir. Bunun yaninda, bu hastalarin tiroid ve cilt
kanseri gibi bazi kanser tiirlerine yatkinlik gosterdigi ¢alismalarda kanitlanmistir (GARD,
2024).

Werner sendromlu olan bireyler, genotipteki mutasyonlarin ve bozukluklarin
sonucu olarak, fenotipte ¢ok c¢esitli semptomlara sahiptirler. Werner sendromuna sahip
bireylerde saglarda incelme ve grilesme, bilateral katarakt gelisimi, hipogonadizm, cilt
tilseri, kemik anomalileri olan osteoporoz ve asil tendonunda kalsifikasyon gibi yaslilikla
ortaya ¢ikan fenotiplerin goriildiigii ve karakterize edildigi caligmalarda gosterilmistir

(Mohaghegh, 2004). Bunlarin yaninda, bu bireyler anormal yag ve seker metabolizmasina
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sahiptirler. Tip 2 diyabet, seker toleransimin farklilik gostermesi ve kolesterol gibi
metabolizma bozukluklarmin gelistigi goriilmektedir. Fiziksel 6zellikleri de etkileyen
WS; kisa boy, diisiik viicut kiitlesi, kus-benzeri yiiz goriiniimii, atopik cilt tipi ve yiiksek

perdeli anormal ses gibi semptomlara da sahiptir (Rincon vd., 2019; Takemoto vd., 2013)

Age 36 Age 48 Age 56

Sekil 1.3.Homozigot null mutasyonlara sahip bir Werner sendromu hastasinin 8-56 yaslar1 arasinda
kaydedilen goriintiileri. 8 yasinda tamamen normal fenotipe sahip olan bireyin, ilerleyen yaglarda
sendromun belirtilerine sahip oldugu yasam dongiisii i¢inde goriilmektedir (Hisama vd., 2006).

1.3. ilgili Mutasyonlar

WS ig¢in literatiirde 83 farkli patojenik mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar;
29 ekleme-silme, 23 ugbirlestirme, 23 anlamsiz (honsense), 3 genomik yeniden
diizenleme, 5 yanlis anlamli (missense) mutasyonu olarak tanimlanmistir. Bu
mutasyonlarin ¢ogu proteinin kesilmesi ve gen iirliniiniin islev kaybina sebep olan null
mutasyonlar ile sonuglanir (Yokote vd., 2017). 35 ekzon bdolgesine sahip olan WRN

geninde; ekzoniikleaz, helikaz, RecQ helikaz, niikleer lokalizasyon sinyal ve C-terminal
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domainleri ilizerinde bahsedilen ¢esitli mutasyonlar goriilmektedir. Sekil 4 {izerinde

domainlere 6zgii ¢esitli mutasyon tiirlerini takip etmek miimkiindiir (Oshima vd., 2018).

Sekil 1.4.Werner sendromuna sahip bireylerde, WRN geninin domainleri {izerinde ¢esitli patojenik
mutasyonlar (Oshima vd., 2018).

WS’ye sebep olan mutasyonlar genellikle WRN proteininin C-terminal
domaininde gerceklesen ve niikleer lokalizasyon sinyalini etkileyen, ekleme-silme ve ug
birlestirme mutasyonlaridir. Bunun yaninda, proteinin ekzoniikleaz domaini igerisinde
gerceklesen p.Lys125Asn ve Lys135Glu mutasyonlari, proteinin stabilizasyonunu ve
fonksiyonunu bozan bos mutasyonlar i¢in 6rnektir (Yokote vd., 2017). Genin helikaz
domainindeki p.Gly574Arg ve p.Arg637Trp mutasyonlarinin da proteinin temel
fonksiyonu olan helikaz aktivitesini bozdugu kanitlanmigtir (Yokote vd., 2017). Ayrica
etnik olarak incelendiginde WS’nin; Japon, Sardunya, Tiirk, Fas ve Hollanda kdkenlerine
0zgili mutasyonlar igerdigi kaydedilmistir (Saha vd., 2013). Bu spesifik mutasyonlarin
yayginliginin akrabalik iligkilerinin yakinligi ile ¢esitlendigi bilinmektedir (Oshima vd .,
2017).

1.4. Post Translasyonel Modifikasyonlar

Post translasyonel modifikasyonlar proteinlerin amino asit zincirlerinde meydana
gelen modifikasyonlari tanimlar ve ¢ok ¢esitli modifikasyonlarin olmasi proteinin yapisi
ve bir¢cok fonksiyonu iizerinde onemli etkilere sahip olmasini saglar. Modifiye edici
gruplarin amino asitlere eklenmesi 1ile gerceklesen modifikasyon prosesleri;
fosforilasyon, ubikitinasyon, asetilasyon, metilasyon gibi cesitli sekillerde saglanabilir.
Post translasyonel modifikasyonlar biyolojik ve mekanik siirecler iizerinde onemli
etkilere sahiptir. Sinyal iletimi, gen ekspresyonunun regiilasyonu, gen aktivasyonu, DNA
tamir mekanizmalari, modifikasyonlarla iligskilendirilen 6nemli proseslerden bazilaridir
(Ramazi & Zahiri, 2021). Fosforilasyon en yaygin ¢aligsilan modifikasyonlardan biridir
ve geri dondiiriilebilir bir prosese sahiptir. Bu 0Ozelligiyle enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi gibi bazi biyolojik siiregler i¢in bir kapat-a¢ fonksiyonu saglar. Genellikle
serin ve treonin amino asitleri tizerinde lokalizedir (Virag vd., 2020). Ubikitinasyon ise

hedef proteinin N-terminaline ubikitin polipeptiti eklenmesi ile proteozom tarafindan
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taninmasint  saglayan modifikasyonudur. Proteozomun tanimasiyla ubikitinlenen
proteinin degredasyonu saglanmis olur (Santos & Lindner, 2017). Cok yonlii bir
modifikasyondur ve 20 amino asitle de gergeklesebilir. Fakat genellikle lizin amino asiti
tercih edilir ve bir enzim kompleksi ile ubikitinleme gergeklesir. Ubikitinleme
modifikasyonu hiicresel anlamda ©6nemli fonksiyonlara sahiptir ve proliferasyon,
transkripsiyonun regiilasyonu, DNA tamir ve replikasyonu, protein degradasyonu ve
apoptoz bu 6nemli fonksiyonlardan bazilaridir (Ramazi & Zahiri, 2021).

Erken yaslilikla iliskilendirilen ve DNA tamir mekanizmalarinda 6énemli rollere
sahip olan WRN proteininde de ¢esitli post translasyonel modifikasyonlar gergeklesir.
Fosforilasyon, WRN i¢in en yaygin olan modifikasyonlardan biridir ve DNA ¢ift zincir
kirtklarinda ATM kinaz bagimsiz DNA-PK yolagimi veya ATM kinaz bagimli c-Abl
yolagini kullanarak fosforile edilebilir. Bu modifikasyonlar WRN’nin ekzoniikleaz ve
helikaz aktivitesini inhibe edebilir (Kusumoto vd., 2007). Bunun yaninda, ATR temelli
WRN fosforilasyonunun replikasyonla iligkili ¢ift zincir kiriklar1 ve genom stabilitesi
tizerindeki etkileri arastirilmigtir. ATR kinaz tarafindan yapilan WRN’nin S1141
fosforilasyonunun, DNA c¢ift zincir kiriklarinin tamirinin gerceklestirilmesini ve daha
sonra ubikitinlemeyi saglayarak fonksiyonunu tamamlayan WRN proteininin
degradasyonunu ve RADS51’in ayrilmasini saglar. Boylece ¢ift zincir kiriginin tamirinin
gerceklestirildigi ve genom stabilitesinin saglanmis oldugu kanitlanmistir (Su vd., 2016).

Yapilan caligmalardan yola ¢ikarak, WRN icin gerceklesen post translasyonel
modifikasyonlarin WRN’nin hiicresel fonksiyonlarini 6nemli Olclide etkiledigini ve
mekanizmasinin  post translasyonel modifikasyonlar ile kontrol edilebilecegi
anlasilmaktadir. Giintimiizde ubikitinleme modifikasyonunun planlanarak, enzim
kompleksi ile hedeflenen proteinin yikimini saglayan sistemler stratejik tedavi yontemleri

olarak kullanilmaktadir.



18

1.5. Hedefli Protein Yikimi
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Sekil 1.5. PROTAC ile preteozomal degredasyon (Kelm vd., 2023).

Protein degradasyonu, gen transkripsiyonu, DNA eslenmesi, hiicre siklusunun kontrolii
ve apoptoz gibi hiicresel anlamda 6nemli bir¢ok prosesin parcasidir. Proteoliz Hedefli
Kimera (PROTAC), protein degradasyonunda kullanilan teknolojilerden biridir ve
hedeflenen proteini ubikitinleyip ubikitin proteazom sistemini aktiflestirerek hedeflenen
proteinin yikimini saglar. Proteoliz hedefli kimeralar, hedefli protein yikimi saglayan ¢ift
baslt molekiillerdir. Bu molekiiller, hedeflenen protein ligandinin ve proteinlerin
parcalanmasint  saglayan E3 ubikitin ligaz ligandinin bir linker araciligiyla
birlesmesinden olusan 6zel ila¢ molekiilleridir. Secilen hedef protein i¢in proteozomal
degradasyon saglar ve antikanser terapiler i¢in umut vadetmektedir (X. Li vd., 2022).

Ubikitin proteazom temelli ¢alisan PROTAC]ar, 2 temel agamaya sahiptir ve bunlar;
hedeflenen proteinin poliubikitinlenmesi ve 26S proteolitik enzim kompleksi ile proteinin
yikilmasidir. Ubikitin proteozom, E1, E2, E3 ligaz olmak iizere ii¢lii bir enzim
kompleksini ifade eder ve ubikitin baglayic1 bu enzimler ATP’yi kullanarak ubikitin
transferi saglarlar. Bu islem tekrarlanarak poliubikitinleme gergeklesir ve proteinin
ubikitinlenmesi, 26S proteazom tarafindan hedef proteinin tanmmasmi saglar ve
degradasyon saglanir (Sekil 5) (Qi vd., 2021; Kelm vd., 2023). Bu sistem seg¢ici protein
degradasyonu sagladigi i¢in gliniimiizde kanser gibi 6nemli hastaliklarda hedefe spesifik
stratejik 1ila¢ tasarimlari calisilmaktadir. Ayrica hiicrede geri doniistiiriiliip tekrar

kullanilabilme &zelligine sahiptirler (Kelm vd., 2023). Bu strateji, gen ekspresyonunun
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diizenlenmesi, overeksprese olan proteinlerin yikimmin saglanmasi, protein
agregatlarinin pargalanmasi, diren¢ mutasyonlarinin giderilmesi gibi proseslerin
gerceklesmesini saglayarak bu patolojilere sahip hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemlidir
(Békés vd., 2022).

Giiniimiize kadar ¢esitli PROTAC tasarimlari yapilmis olup farkli hastaliklarla baglantili
proteinlere yonelik calismalar gerceklestirilmistir. Bu yiizden peptit temelli, kiiglik
molekiil temelli, RNA-PROTAC ve DNA PROTAC gibi niikleotit temelli, FotoPROTAC
ve CLIPTAC gibi farklit PROTAC c¢esitleri mevcuttur. Baslangicta peptit temelli olarak
baslayan PROTAC c¢alismalari, bu molekiillerin sindirim enzimlerince kolaylikla
parcalanmasi, diisiik stabiliteye ve zayif hiicre gecirgenligine sahip olmasi gibi
uygulamada zorluklara sahip olmasi, bilim insanlarini yeni tasarimlara yoneltmistir. Yeni
tasarimlarla birlikte zaman icerisinde, afinitenin artirilmasi, hedeflendirmenin
giiclendirilmesi, biyouyumlulugun artirilmasi ve ilag ile hedeflenemeyen (undruggable)
olarak diisliniilmiis hedeflere yonelik ¢aligmalarin yapilmasina odaklanilmistir(X. Li vd.,
2022).

Ilag teknolojisinde spesifite ve hedeflendirme en énemli konulardan biridir. Ilacin hedef
dis1 etkilesimleri ile yiiksek doz uygulamalari istenmeyen ve tehlikeli yan etkileri
dogurabilir. PROTACIarin igerdigi ilgili protein ligandi ve E3 ligaz ligand: ile
hedeflendirme segiciligi saglamasi ve bu modiillerin ¢esitlendirilebiliyor olmasi etkili bir
protein degradasyonu sagliyor. Ayni zamanda inhibitorler gibi bazi ilag molekiillerinde
karsilasilan ilag direngliligi problemini de asabiliyor. PROTACIar ilag direngli meme
kanserinde Gstrojen reseptoriine hedeflendirilmis olup basarili sonuglar elde edilmistir.
Bununla beraber sadece kanser i¢in degil, ayn1 zamanda hepatit C gibi ila¢ direncliligi
goriilen bagka hastaliklarda da kullanilmistir (Graham, 2022).

PROTAC]lar hiicre zar1 reseptdrlerine yonelik tasarlanabilir. Bu molekiiller reseptor
aracili olarak hiicre zarindan endositoz ile sitoplazmaya alinarak aktif hale getirilir ve
hedef protein igin yikimi gergeklestirirler. FOLR1 reseptoriine yonelik Folat-Kafesli-
PROTAC, HER2 reseptorii ile baglantili tiimor hiicreleri igin gelistirilmis olan Antikor-
PROTAC ve oligomerlerin alimin1 saglayan ve immunojenisitesi olmayan niikleolin
proteini ile iligkili Aptamer-PROTAC gibi gelistirilmis ve antikanser stratejileri
destekleyen PROTAC stratejileri de calisilmaktadir (Sincere vd., 2023).

PROTACIar, kiigiik-molekiillii inhibitorler, RNA interferans molekiilleri ve monoklonal
antikorlar gibi proteine yonelik terapotik ilag molekiillerine gore cesitli avantajlara

sahiptir. Genellikle kiiciik molekiillii inhibitorler i¢in hedef proteinin inhibisyonu icin
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aktif bolgenin gerekliligi ve proteine baglanan diger ligandlarda yarigsmasi, hiicrelerde
ilag direncliliginin gelismesi ve hedef dis1 etkilerin goriilmesi gibi dnemli problemler
ortaya ¢ikabilir. Bunun yaninda monoklonal antikor kullaniminda hedef proteine yiiksek
afinite gosterse de zayif hiicre gegirgenligi, oral kullanima miisait olmamasi ve yiiksek
biitgeli olusu kullanimini zorlagtirtyor. RNA interferans molekiillerinde ise mRNA ile
genin susturulmasi indiiklenebilir ama monoklonal antikorda oldugu gibi, hiicreye zayif
penetrasyon, hedef disi etkilesimlerin goriliir. Diger yontemlerden farkli olarak
PROTAC]ar, oral kullanima uygun olmasi, ilgili protein ve E3 ligazi ile disiik afinite
gosterse bile hedefe yonelik degradasyonu gerceklestirmesi ve tekrar kullanilabilir
olmasi, baglanmada aktif bolge gerekliliginin olmamasi, ilag yapilamayacak hedeflere
etki edebilmesi ve ilgili proteine hedeflendirilmesi agisindan 6ne ¢ikmaktadir (Liu vd.,
2022).

Insan viicudunda 600’den ¢ok E3 ligaz proteini kodlansa da hedeflenmis protein
degradasyonu igin kullanilabilecek E3 ligaz komplekslerinin tanimlanmasi gerekir.
Kanser ¢alismalari i¢in tasarlanan PROTACIarda VVon Hippel-Lindau (VHL) ve Cereblon
(CRBN) E3 ligaz ligandlar1 yaygin olarak kullanilir. VHL, elongin B ve C ve RBX-1
proteinlerinin olusturdugu bir E3 ubikitin ligaz protein kompleksidir (Han & Sun, 2023).
CRBN ise Cullin-4-RING (CRL4) E3 ubikitin ligaz kompleksini ve DNA hasari1 baglayici
protein 1 (DDBL1)’i igeren bir proteindir. Pek ¢ok kanser tiirii icin CRBN E3 ligaziyla
beraber hedeflendirilmis 30°dan fazla PROTAC tasarimi ¢alisilmistir. CRBN temelli
PROTAC molekiillerinin i¢inde agizdan alim i¢in en uygun PROTACtir ve klinik
calismalar i¢in kolaylik saglar ve iimit vadeder.

PROTAClar immiin sistem bozukluklari, viral enfeksiyonlar noérodejeneratif
hastaliklarda kullanilmakla beraber, kanser ¢alismalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Farkli
kanser tiirleri i¢in, kanserin tiirline ve mekanizmasina yonelik proteininin hedeflenmesi
ile global olarak ¢esitli sirketler ve bilim insanlari tarafindan ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.
2019 yilinda Arvinas sirketi tarafindan CRBN ligand1 ve androjen reseptoriine yonelik
tasarlanan ve direngli prostat kanserinde kullanilan ARV-11 (NCT04072952) ve Gstrojen
reseptoriine hedeflendirilmis metastatik meme kanseri igin kullanilan ARV-471 faz 2
caligmalar ytirtitiilmektedir (ClinicalTrials.gov, t.y.). Bunun yaninda 2021 yilinda LYNK
tarafindan akut miyeloid 16semi i¢in Ras ve GTPaz hedefli LNK-01002, 2022 yilinda ise
C4 Therapeutics tarafindan CFT8919 isimli kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri i¢in

ilaglar tiretilmistir (He vd., 2022) .
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Dogrudan WRN’ye baglanarak bu proteinin yikimini tetikleyen bir PROTAC
gelistirilmemis olmakla beraber, Rouse arastirma grubunun 2024’te yayimladig
arastirmada WRN lokusu bromodomain ile birlestirilmis ve proteinin bromodomain ile
birlikte iiretilmesi saglanmistir. Bromodomain hedefleyen PROTAC araciligiyla yikima
ugratilan fiizyon proteinlerin mikrosatellit instabil kanser hiicrelerinin hiicre siklusunu

bozdugu gosterilmistir (Tejwani vd., 2024).

1.6. WRN’nin Hiicresel Rolii

WRN helikazi hiicre i¢inde pek ¢ok goreve sahip olmakla birlikte, 6zellikle DNA
tamir mekanizmalarinda ve replikasyon catalinin agilmasinda dnemli gérevlere sahiptir.
WRN helikazlar1 normalde hiicre cekirdeginde lokalize olup, hiicrede DNA hasari
oldugunda yer degistirir ve ekzoniikleaz aktivitesi ile replikasyon c¢atalinin agilmasinda
bazi proteinlerle beraber rol oynar. DNA’nin ¢ift zincir kirigmin oldugu bélge i¢in
replikasyon ¢atali durdurulur ve WRN proteini baglanir. MRE11 proteininin aktivasyonu
saglar ve boOylece RADS1’i stabilize ederek, DNA degradasyonunu engelleyerek,
replikasyon c¢atalin1 yapilandirir (Tsuge & Shimamoto, 2022). Eger WRN fonksiyon
gostermezse replikasyon catalinda ve DNA tamir mekanizmalarinda hataya sebep olur,
bunlar anormal kromozom yapilar1 ve DNA da silinmeler ile sonuglanir. DNA c¢ift zincir
kiriklarinin tamirinden sorumlu olan homolog olmayan ug birlestirmede Ku faktoriiniin
ve MRN kompleksinin gorev aldigi bilinmektedir. Bununla birlikte, WRN proteininin de
Ku faktoriine baglandig1 ve homolog olmayan ug birlestirme tamir mekanizmasinda rol
oynadi@1 kanitlanmistir (Tsuge & Shimamoto, 2022; Kusumoto vd., 2007; Mendoza vd.,
2016)

WRN proteininin, RNA polimeraz ile bir kompleks olusturarak cekirdekcikte
ribozomal RNA transkripsiyonunu destekledigi bilinmektedir. Ancak calismalar siirlt
olup, normal bireylerde rDNA ile ilgili dizilimlerin diizenli ve belirli bir semaya sahip
oldugu ve WS’li bireylerde rDNA dizilimlerinin ise mutasyonlu kopya sayisinin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu galismalarla, WRN’deki rDNA mutasyonlarin WS’deki erken
yasliligin sebeplerinden biri olabilecegi diisiintilmektedir (Tsuge & Shimamoto, 2022).

WS hastalarinda one ¢ikan bir baska 6zellik, telomer anomalilerinin olmasidir.
Erken yaslanma belirtileri goriilen WS hastalarindan alinan fibroblastlarda, telomer

bozukluklar1 gézlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda, WS hastalarindan alinan fibroblastlara
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telomeraz enziminin verilmesinin telomer uzunlugunu artirdigi ve erken yaslanmanin
onlendigi gozlemlenmistir. Bdylece, WRN’nin telomer bakiminda 6nemli bir rol
oynadig1 anlasilmistir. Ayrica telomere baglanan shelterin proteinlerinden TRF1, TRF2
ve POT1 ile WRN proteininin baglandigr ve telomer dengesinde rol oynadigi da
bilinmektedir (Tsuge & Shimamoto, 2022).

DNA’nin guanince zengin bolgelerinden olup, paralel ve anti-paralel yonli bir
katlanmanin gerceklesmesi ile olusan ve DNA’nin diiglimleri olarak goriilen G-
kuadrupleks bolgelerinin agiliminda WRN proteini 6nemli bir role sahiptir. Genomda
olduk¢a yaygin oldugu diisiiniilen G4 sekanslari, genomda rastgele bir dagilim
gostermeyip, gelismis Okaryotlarda 6zellikle replikasyon orijininde bulunmaktadir. G4
sekanslariin replikasyon orijinine yakin bolgelerde bulunmasi, bilim insanlarina bu
bolgelerin transkripsiyonel diizenlemede ve replikasyonun baslamasinda gorev aldigini
disiindiirmektedir. Stabil bir yapiya sahip olan ve bunu korumaya calisan G4 yapilari
transkripsiyonun inhibisyonunda etkilidirler. Bunun yaninda bazi proteinlerle etkilesime
girerek transkripsiyonun baskilanmasinda ve stimiile edilmesinde de etkilidirler. WRN
helikazi, G4 bolgelerinin taninmasini ve agilmasini saglayan bir proteindir. Boylece, G4
DNA bolgeleri WRN’nin bir substrati olarak degerlendirilir ve bu stabil bolgelerin
¢oziilmesinde 6nemli bir role sahiptir (Mendoza vd., 2016).

Ayrica, WS’li zebra balig1 modellerinde, WS’de goriilen boy kisaligiin kemik
gelisimi ile ilgisi arasgtinlmistir. Kisa boy ve kemik gelisim bozukluklar ile
iliskilendirilen SHOX geninin, WRN proteininin dogrudan hedefi oldugu gdsterilmistir.
WRN’nin SHOX geninin transkripsiyonel regiilasyonunu sagladig: ve kemik gelisiminde
rol oynadig1 kanitlanmistir (Tian vd., 2022).

1.7. WRN Aktivite Sensorleri

WRN aktivitesinin belirlenmesi i¢in ticari olarak temin edilebilir problar vardir. Bu
problar etiketli ¢ift sarmal DNA’nin helikaz aktivitesine bagli olarak agilmasina veya
dolayli olarak ATP kullanimina dayanir. Etiketli DNA’da floresan bilesik ve
soniimlendirici yer alir ve sarmal agildiginda soniimlendiricinin uzaklagmasi ile floresan
bilesigin emisyonu gozlemlenir (https://bpsbioscience.com/wrn-helicase-activity-assay-
kit-78852). Proje kapsaminda firetilecek olan prob enerji transfer mekanizmasini
kullanacaktir. Forster Rezonans Enerji Transfer (FRET) metodu molekiillerin mesafesine

bagli olarak c¢alisan foto fiziksel bir prosestir. Radyasyon olmaksizin dipol-dipol
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birlestirme mekanizmasiyla uyarilmis dondr florofordan uygun bir alici proteine veya
florofora enerji transferinin gerceklesmesi ile ¢alisir. Rezonans temelli bir interaksiyon
olmasiyla interatomik mesafelerde gergeklesir. FRET, 1-10 nm lik yakin mesafelerde
calisir, ¢iinkii 1 nm nin altinda donor ve alic1 arasindaki ¢arpisma iistiin gelirken, 10 nm
nin tistiindeki mesafelerde ise dondr ve alicinin kendi emisyonu baskin olur (Shrestha vd.,

2015).
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Sekil 1.6. Forster Rezonans Enerji Transferi sistemi. Uyarilmis donér molekiiliinden, akseptor molekiiliine
enerji transferi gergeklesir. Ex. “’excitation’’ 1 ifade edip dondriin uyarilmasi anlamima gelir. Em. ise
emisyon anlamina gelen “’emission’” kelimesini agiklamaktadir. Mavi renkle ifade edilen dondr emisyonu
ile, yesil renkle gosterilen akseptor uyarimi grafiklerinin ¢akismasi (overlap) beklenir ( (Broussard &
Green, 2017).

FRET temelli caligmalar nano ilag¢ interaksiyonlarinin ve biyolojik sistemlerin
molekiiler sinyal goriintileme mekanizmalarinda basariyla kullanilir.  Yiiksek
hassasiyete, 1yi secicilige sahip olmasi ve radyoaktif olmamasi ilag stratejileri icin
onemlidir. FRET, spektroskopik bir cetvel olarak goriilir ve dondr ve alici floroforlar
arasindaki mesafeye duyarlidir (Chen vd., 2019). Enerji transferindeki verim iki birim
arasindaki uzaklikla ters orantilidir. Bu 0zelligi dikkate alinarak Onerilen proje
kapsaminda iiretilecek prob tasarlanmistir. WRN helikazi ile islenen G-kuadrupleks
yapist bozulur ve prob yapisindaki iki florofor arasindaki uzaklik artar. Uzakligin
artmasiyla dondr emisyonunun artmast ve WRN’nin helikaz aktivitesinin tespiti

saglanabilir.
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1.8. Werner Sendromu ve Kanser

Kansere yatkinlik ile iligkilendirilen genler fenotipik olarak diisiik ifade edilmeye
sahip olsalar da kansere sebep olan mekanizmalar ile dogrudan iligkilidirler. DNA tamir
mekanizmalari, hiicre farklilasmasi, hiicre proliferasyonu ve hiicre 6limii gibi kanser
hiicrelerinde etkilenmis ve degistirilmis yolaklarda, bu yatkinlik gosteren genlerin etkileri
goriilmektedir. Genlerin, timor yatkinligi ile iligkilendirilmis varyantlari mutasyon hizi
tizerinde de etkilidir. Bir¢ok gen ortak olarak c¢alisarak bireyde kansere yatkinligi
belirlemede rol oynar (Newman vd., 2020). Insan genetik hastaliklar;, kanserle
iligkilendirildiginde DNA tamir mekanizmalarinda bozukluklara sebep olan varyantlar
onemlidir ve Werner sendromunda etkili olan WRN geninin varyantlar1 da bu tamir
mekanizmalaria etki ederek, yiiksek oranda nadir kanserlere kars1 yatkinlik olusturur
(Newman vd., 2020). Amerika, Japonya, Sardinya, Tiirkiye, Bati Avrupa gibi farkli
bolgelerden Werner sendromuna sahip hastalarda melanoma, tiroid kanseri, meningioma,
16semi ve myelofibrozis gibi cesitli nadir kanser tiirlerinin goriildiigi kaydedilmistir
(Goto vd., 1996). WS’nin kanserle olan baglantisinin anlasilmasi igin yapilan
calismalarda mikrosatellitlerin etkisini aragtirmiglardir.

—CACACACACACACACA-

~GTGTGTGTGTGTGTGT-

8 repeat

~CACACACACACACACA- ~GTGTGTGTGTGTGTGT-
1} Insertion l } Insertion
-CACACACALCACACACACA- VGTGTGTGTGTGTGTf
1 Normal MMR l Aberrant MMR
~CACACADEACACACACA- ~GTGTGGTHTGTGTGTGT-

1 Repaired

Irreparable
-CACACACACACACACA- -GTGTGTGTGTGTGTGTGT-
~GTGTGTGTGTGTGTGT- —~CACACACACACACACACA-
(a) 8 repeat (b) 9 repeat

Sekil 1.7. Mikrosatellit instabilitesi. Baz tekrarlarindan olusan mikrosatellitlerde fazladan tekrarlarin
eklenmesi durumlar1 gergeklesir, eger tamir edilmezse instabiliteye sebep olur. Mikrosatellit instabilitesi
Yanlig Eslesme Tamiri (MMR) genlerindeki mutasyonlar sonucu meydana gelir (Kunitomi vd., 2017).

Mikrosatellitler  (MS) 1-9 niikleotit iceren kisa tekrar sekanslaridir.

Mikrosatellitler, intron ve kodlanmayan bélgelerde bulunabildigi gibi genellikle genin
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kodlanan bolgesinde bulunurlar. Mutasyona agik olan bu bolgelerde, bazlarda silinme ve
eklenme mutasyonlar1 goriilebilir. Sekil 1.7’ de goriilecegi lizere normalde meydana gelen
bu mutasyonlar yanlis eslesme tamir mekanizmalar1 ile diizeltilir, fakat WRN gibi
tamirden sorumlu bu genlerde ¢esitli mutasyonlarin olmasi DNA tamirinin
gerceklesmesini engeller. Bu yilizden tiimor olusumunda ve gelisiminde 6nemli bir rol
oynarlar. Genomik instabilitenin mikrosatellit bolgelerinde olmasi ise mikrosatellit
instabilitesi (MSI) olarak adlandirilir (K. Li vd., 2020). Mikrosatellitlerin hipermutasyon
bolgeleri olmasi ve yanlis eslesme tamir yolaklarindaki bozukluklar, ¢esitli kanserlerin
olusumunda o6nemlidir. Bu tip kanserler mikrosatellit instabilitesi yiiksek (MSI-H)
kanserler olarak tanimlanir ve kolorektal, gastrik ve endometrial kanserlerin bazi tipleri
bunlara 6rnektir (Newman vd., 2020). WRN geninin, DNA tamir mekanizmalarinda ve
telomer bakiminda etkili olmasiyla genomik stabilitenin 6nemli elemanlarindan oldugu
bilinmektedir. WRN geni, mikrosatellit instabilitesi goriilen kanser tiirleri ile
iligkilendirilmistir (Futami vd., 2008). RNA interferans ve CRISPR teknikleri
kullanilarak yapilan gen inaktivasyon ¢aligmalari1 ile WRN’nin helikaz aktivitesi MSI-H
hiicreler ile iliskilendirilmistir. Bunun yaninda mikrosatellit stabilitesine sahip
kanserlerde ve normal hiicrelerde, WRN’nin susturulmasinin tolere edilebildigi
gbzlemlenmistir. Bu yiizden, WRN, MSI-H kanserlerin tedavisi i¢in umut verici bir ilag
hedefi olarak degerlendirilir (Newman vd., 2020).

Bunun yaninda WRN’nin kanser ile stratejik baska baglantilar1 da vardir.
Kanserde bir yolaktaki problem, hiicrelerin yasamas: i¢in ikinci bir yolaga ihtiyag
duyabilir. Bdylece, ikinci yolagin inhibe edilmesi kanser hiicrelerini 6liime gonderebilir
ve bu strateji sentetik letal etki olarak adlandirilir (Mengoli vd., 2023). Sentetik letal
etkilesimlerin kesfedilmesi, kanser tedavi stratejilerinde dnemli bir potansiyel olarak
goriilmektedir. Sentetik letal etki, bir genin hiicrenin canliliini ikinci bir gene bagli hale
getirmesidir. Boylece, normal hiicreleri etkilemeden, hiicrede belirlenen ikinci gende
ilgili mutasyonu olusturarak kanser hiicresinin 6liimii saglanabilir. Bir¢ok kanser tiirii i¢in
bu ikili mutasyonlar arastirilmaktadir (van Wietmarschen vd., 2021). Sentetik letal etki
iki veya daha fazla genin ekspresyonundaki bozukluklar1 ifade eder. Sadece genin
inhibisyonu ile degil, ayn1 zamanda asir1 ekspresyon ve mutasyon durumlari da hiicreyi
oliime gotiirebilir. Inhibitorler genin susturulmasini hedefler ve mutasyonlu veya asir1

eksprese edilen sentetik letal partneriyle birlikte kanser hiicresini dliime gotiirtir.
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Sekil 1.8. Sentetik letalite konsepti. Sentetik letalite partneri olan A ve B genlerinin her ikisinde de
mutasyon olmasi, birinde mutasyon varken digerinin inhibe olmasi veya birinin asir1 eksprese olup
digerinin inhibe olmasi gibi durumlarda hiicre 6liimii gergeklesir ve bu durum sentetik letalite olarak
adlandirilir. Genlerden sadece birinin asir1 eksprese olmasi veya mutasyonu durumunda hiicre canliligini
devam ettirebilir (O’Neil vd., 2017).

Temelde kosullu ve kosulsuz olmak {izere sentetik letalite ikiye ayrilir. Kosulsuz
letalitede, letal partnerlerin mutasyonlu veya asir1 eksprese olma durumunda diger genin
inhibisyonu ile hiicre 6liime gonderilir. Bundan farkli olarak kosullu letalite de mutasyon
veya asir1 ekspresyon durumu olmasina ragmen ROS, hipoksi gibi bazi i¢sel kosullarin
olmasina veya radyasyon gibi DNA hasarina neden olacak dissal faktorlerin olmasina
ihtiya¢ duymasi durumudur (S. Li vd., 2020). Bunun yaninda kanserin ¢ok yonlii
etkilesimleri ve yolaklar1 olmasi farkli sentetik letal partnerlerin kesfedilmesinin yolunu
acmistir. Aynit zamanda mekanizmalarina ve etki alanlarina gore sentetik dozaj letalitesi,
kolateral letalite ve digerleri olarak siniflandirilabilirler (S. Li vd., 2020)

Sentetik letalite temelli kanser tedavileri son zamanlarda en etkili kanser tedavilerinin
arasinda yer aldi. Poli ADP-Riboz polimeraz (PARP) DNA ¢ift zincir kiriklarinin

tamirinde etkili oldugu bilinmektedir. PARP inhibitorlerinin sentetik letal partneri olan
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BRCAZ2 mutasyonuna sahip hiicreleri ve tiimorleri DNA hasarina sebep olacak bir ajan
kullanmadan 6liime gotiirdiigli kanitlanmigtir. Bunun yaninda MDA?2 ve PP2A, sentetik
dozaj letalitesine ornek olarak verilebilirr MAD2’nin asir1 ekspresyonu durumunda
PP2A’nin inhibisyonunun ger¢eklesmesiyle lenfoma, akciger ve karaciger timorlerinde
oliimle sonuglandig1 bilinmektedir (Topatana vd., 2020). Pek ¢ok kanser tiiriinde DNA
tamir mekanizmalarinda bozukluk olmasi sentetik letalite caligmalarina potansiyel bir
alan saglamistir. Homolog rekombinasyon, baz ¢ikarma tamiri ve homolog olmayan ug
birlestirme mekanizmalarinda etkili olan BRCA2-PARP1 sentetik letalite partnerliginin
PARP1 inhibitorii ile sentetik letalite de basari saglamasi bu tutumu 6ne ¢ikarmistir (Liu
vd., 2024; Chan vd., 2019; Fang, 2014). RecQ DNA helikazi olan WRN’ nin
inhibisyonunun, yanlis eslesme tamir mekanizmasinda bozukluklar sonucu meydana
gelen mikrosatellit instabilitesi (MSI) olan kanser tiirlerinde ¢ift zincir kiriklarina sebep
olarak kanser hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii ve hiicre siklusunda bozukluklara sebep
oldugu kanitlanmigtir (Chan vd., 2019). Kolon, gastrik, yumurtalik kanserleri gibi pek
cok kanser tiirlinde bulunan hipermutasyon bolgelerini ifade eden mikrosatellit
instabilitesinin  WRN ile iligkili oldugu ve sentetik letalite partnerligi sundugu
goriilmistiir (Chan vd., 2019). Kolon kanseri hiicre hatlarinda DNA instabiliteleri ¢ok
yaygin olup, DNA yanlis eslesme prosesleriyle iligkili olarak mikrosatellit instabilitesi de
%15 lik bir yiizdeye sahiptir (Berg vd., 2017; Ahmed vd., 2013).

MSS MSI
increase in non-canonical secondary DNA structures
[ — — e S,
y—v—a—r :'—v—g—a
l +WRN helicay YRN helicase (decreased NHEJ)
[ | —— [—" S — ¥ e e
EXO1 C D WRN helicase l mismatches unrepaired
structures unresolved
. N —
= = r—_————————
mismatches repaired mismalches unrepaired
structures resolved structures resolved increased double stranded breaks
lresynlhegis l / \
S pp— G2 arrest mitosis with DNA damag
_ cell proliferation
normal DNA replication @_:/\Q
increased p21 cytoplasmic bridges

cytokinesis failure
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fewer cells - increased p21
S-phase and M phase apoptosis

Sekil 1.9. MSS ve MSI ya sahip hiicrelerde WRN geninin fonksiyon modeli. MSS olan hiicrelerde WRN
helikazi zinciri agar ve MMR genleri tarafindan yanlig eslesme hatalari tamir edilir. Bunun yaninda, MSI
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hiicrelerde MMR genlerinde anormallikler oldugu i¢in yanlis eslesme hatalar1 tamir edilmez, mutasyonla
beraber replikasyon gerceklesir ve hiicre proliferasyonu devam eder. Bu MSI hiicrelerde WRN helikazinin
inaktivasyonu ile ¢ift zincir kiriklar1 artar ve hiicre G1 veya G2’den apoptoza gonderilir (Kategaya vd.,
2019).

Ayni zamanda WRN helikazi, MSI kolon kanseri hiicrelerinde p53 ve PUMA
genleri ile sentetik letalite partnerligi yapmaktadir. WRN’nin RNA interferans
kullanilarak inhibe edilmesiyle P53 ve PUMA aracili apoptotik yolak MSI kolon kanseri
hiicrelerinde indiiklenmektedir (Hao vd., 2022). WRN helikazinin inhibisyonunun MSS
ve saglikl hiicrelerde etki gostermeyip, MSI kolon kanseri hiicrelerinde sentetik letal etki
gostermesi ilag sirketleri igin potansiyel bir alan dogurmaktadir. Novartis HRO761 kodlu
WRN’nin ATPazin1 hedefleyen bir inhibitor gelistirmistir. Bu inhibitor ile yan etkilerin
azaltilmasi, ilag direngliliginin Oniine gegilmesi ve toksisite olmamasi saglanip, MSI
tiimorlerde gerileme goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Irinotecan ve Tislelizumab ilaglari ile
ayr1 olarak kombine tedaviler denenmektedir. 2020°de Vividion Therapeutics bir bagka
WRN inhibitérii olan VVD - 133214’ gelistirmistir. HRO761 ve VVD - 133214
WRN’nin allosterik bdlgesine baglanarak konformasyonunu degistiren inhibitorlerdir ve
HRO761 yiiksek segicilige sahiptir(Xie & Zhang, 2024) .

Insan boyun ve kafa skuaméz hiicreli karsinomlarinda yiiksek ekspresyona sahip
olan RecQ1 ve WRN genlerinin beraber susturulmasinin, karsinoma hiicre hatlarinda
hiicre biliylimesini inhibe ettigi gézlemlenmistir (Orlovetskie vd., 2017). Ayrica, bir WRN
inhibitorii olan NSC-19630 ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde WRN’nin DNA hasar1
veya hiicresel stres fonksiyonlarini etkileyerek hiicre proliferasyonunu zayiflattigi ve
apoptozu indiiklendigi kanitlanmistir (Aggarwal vd., 2011).

Yapilan arastirmalar ilaca direngli BRCA2 mutasyonuna baglh kanser olusumu
gozlenen fare modellerinde WRN inaktivasyonunun kanser hiicrelerinin 6limiinii
artirdigin1 gostermistir (Datta, 2021). WRN’nin DNA replikasyonunu DNA hasarina
ragmen devam ettirmesi kanserlesmenin Oniinii agmakta ve WRN inhibisyonu kanser
hiicrelerini ilaca karst duyarl hale getirmektedir.

Bunlarin yaninda WRN, WS hastalarinin yasamasi i¢in temel bir protein degildir.
WS hastalar1 ortalama 40-50 yillik yasam siiresine sahiptirler. Bu bilim insanlarina
WRN’nin kisa donemli susturulmasinin kanser hiicrelerini 61diirmesinin yaninda, bireyin
yasami i¢in normal hiicrelerde biiylik bir degisiklige sebep olmayacagini ve yan etkilerin

cok az olacagini diistindiirmiistiir (Mengoli vd., 2023).
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Projenin ikinci kisminda segici WRN protein yikimi saglanacaktir. Bu amagla
WRN’ye baglanarak onun poliubikitinlenmesine aracilik edecek PROTAC bilesigi
(hedef molekiil) sentezlenecektir. WRN baglanan modiil (mavi) ve E3 ligaza baglanan
CRBN modiilii (turuncu) WRN’yi E3 ligaza yakinlastiracaktir. Maleimid tlirevi mavi
modiil NSC-19630 olarak adlandirilan, WRN proteine baglanarak inhibisyona sebep
oldugu bilinen inhibitérden tiirevlendirilmistir (Aggarwal, 2011). Ubikitin E3 ligaza
baglanarak WRN’yi bu enzime yakinlastiracak olan molekiil, bu proteinin etiketlenerek
proteozomal degradasyonunun saglanmasi istenmistir. Hiicrede WRN protein

seviyesindeki azalma ve buna bagli biyolojik tepki incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada WRN proteinine yonelik calismast hedeflenen PROTAC
molekiiliiniin tasarimi, kimyasal sentezi ve H, 1*C Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
Spektrometri yontemi ve Yiiksek Coziintirlikli Kiitle Analizi (HRMS, QTOF-LC/MS)
kullanilarak yap1 tayininin gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Bununla birlikte
sentezlenen molekiiliin hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 icin SW480 ve HCT-116 hiicre hatlar1
kullanilmistir. Bu hiicre hatlar1 iizerinden molekiiliin sitotoksisite analizi, hiicre
hatlarindaki protein seviyelerinin degisimlerinin anlagilmasi i¢in Akis Sitometri teknigi

ve konfokal mikroskobunda analizi gergeklestirilmistir.

2.1. Bilesiklerin Tasarim

Bu c¢alismada WRN proteinine 6zgii bir PROTAC molekiilii tasarlanmistir.
Molekiiliin tasariminda WRN proteinine hedeflendirilmis bir modiil ile ubikitinleme
yaparak protein yikimini saglayan E3 ligaz modiiliine bir linker araciligiyla baglandig
bir tasarim gerceklestirilmistir. Boylece WRN modiilii, hiicredeki WRN proteinini
taniyip, bagl oldugu E3 ligaz modiilii sayesinde ubikitinleme ve proteinin yikimini

gerceklestirmesi hedeflendi.
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Sekil 2.1. Hedefli WRN yikimi saglayacak olan molekiiliin yapist ve ¢alisma mekanizmasi. Mavi birim

WRN’yi taniyacak ve turuncu CRBN birimi E3 Ligaza baglanarak ubikitinlemeyi tetikleyecektir. Bu
sayede proteozomal protein yikimi ger¢eklesecektir.



31

2.2. Bilesiklerin Sentezi
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Sekil 2.2. PROTAC bilesiginin sentez semasi. Tepkime kosullari: i) A, NaN3, DMSO, 60°C; ii) LiOH,
THF:H-0; iii) proparjil amin, DIPEA, DMSO, 130°C; iv) tetrakis asetonitril bakir (I) hekzaflorofosfat, 2,
CH.Cl5; v) N-maleimidomethanol (C), EDCI, HOBt, CHCl,.

2.2.1. 1 Nolu bilesigin sentezi

Br/\/\/\[(o\/ - Ns/\/\/\[(O\/

@)
1 O

Sekil 2.3. 1 Nolu bilesigin sentez semasi. Tepkime kosullari: NaNs, DMSO, 60°C.

10 mmol, 2,23 g, 1,78 mL) Etil-6-bromohekzanoat (A) 10 mL DMSO iginde ¢oziildii. 1,5
esdeger, 15 mmol, 975 mg sodyum azid eklendi ve agz1 kapatilip 3 saat 60°C de
karismaya birakildi. Siire sonunda karisim sogutuldu ve 200 mL dietil eter ve 200 mL su

ile ekstraksiyon yapildi. Ust faz olan dietil eter faz1 toplandi ve birkag spatiil sodyum
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stilfat ile kurutuldu. Filtre kagidi ile filtrelenip balona aktarildi. Coziicli vakum altinda
ucuruldu. Uriin kantitatif verimle elde edildi ve sonraki basamaklarda saflastiriimaya
ihtiya¢ duyulmadan kullanildi.

'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 4.09 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 6.9 Hz, 2H),
2.26 (t, J=7.4 Hz, 2H), 1.60 (m, 4H), 1.38 (m, 2H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

2.2.2. 2 Nolu Bilesigin Sentezi

Sekil 2.4. 2 Nolu bilesigin sentez semasi. Tepkime kosullari: LiOH, THF: H,O.

8 mmol, 1,5 g 1 nolu bilesigi 20 mL tetrahidrofuran (THF) i¢inde ¢oziildi. 16 mmol, 384
mg LiOH vial i¢inde 10 mL su ile ¢oziliip yavasca ¢ozeltiye eklendi. Oda sicakliginda
12 saat tepkime karismaya birakildi. Coziicii vakum altinda uzaklastirildi. Diklorometan
su ile ekstraksiyon sonrasi organik faz sodyum siilfat ile kurutuldu. Coziicii doner
buharlastiricida uzaklastirildi. Uriin 64% verimle elde edildi.

'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 3.22 (t, ] = 6.9 Hz, 1H), 2.31 (t, ] = 7.4 Hz, 1H),
1.99 - 1.45(m, 2H), 1.43 —1.21 (m, 1H).

2.2.3. 3 Nolu Bilesiginin Sentezi

0
0
N o
Cro — Ol
F O O NH
B HN (ON©)

I3

Sekil 2.5. 3 Nolu bilesigin sentezi. Tepkime kosullari: proparjil amin, DIEA, DMSO,130°C,16 saat.

500 mg, 1.8 mmol 2-(2,6-diokzopiperidin-3-yl)-4-floroisoindolin-1,3-dion 5 mL
dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii. 5.4 mmol, 3 mol esdeger, 919 mL diisopropil
etil amin (DIPEA) ve 1.98 mmol 1.1 esdeger, 74 mL proparjil amin sirasiyla tepkimeye
eklendi. Tepkime 130 °C’de 16 saat karistirildi. Hekzan: Etil asetat mobil fazi kullanilarak
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(1:1; v: v) TLC takibi yapildi. Baslangi¢ bilesigi tamamen tiikenene kadar takip edildi.
Tepkime oda sicakligina sogutuldu. Su ve dietil eter kullanilarak ekstraksiyon yapildi.
Organik faz toplandi, sodyum siilfat (Na;SOs) ile kurutuldu ve ¢oziicli basing altinda
uzaklastirildi. Elde edilen malzeme silika jel kolon kromatografisi ile Hekzan: Etil asetat
(1:1; v: v) mobil faz1 kullanilarak saflastirildi. Uriin sar1 kat1 olarak elde edildi (220 mg,
44%). NMR ve kiitle spektrometresi analizlerine gonderildi. Sonug istenen madde ile
uyumlu olarak elde edildi.

'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 8.02 (s, 1H), 7.50 (dd, J = 8.5, 7.2 Hz, 1H), 7.13 (dd,
J=17.2,0.6 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.38 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.85 (dd, J = 12.2,
5.4 Hz, 1H), 4.03 (dd, J = 6.1, 2.5 Hz, 2H), 2.90 — 2.59 (m, 3H), 2.20 (t, J = 2.4 Hz, 1H),
2.09 —2.01 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls3) § 170.92, 169.25, 168.17, 167.44, 145.56, 136.15, 132.43,
117.18, 112.75, 111.41, 79.14, 72.19, 48.96, 32.32, 31.42, 30.94 (aseton piki), 22.77.
QTOF-LCMS: hesaplanan m/z (M+H)* = 312.0984; deneysel m/z (M+H)* = 312.09749,
A =2.92 ppm.

2.2.4. 4 Nolu Bilesigin Sentezi

N . HO
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Sekil 2.6. 4 Nolu bilesiginin sentez semasi. Tepkime kosullari: tetrakis asetonitril hekzaflorofosfat, 6-
azidohekzaanoik asit, DKM, 25°C, 16 saat.

1.55 mmol, 450 mg 3 Nolu bilesik ve 4,65 mmol, 360 mg 2 nolu bilesik 6 mL
diklorometan i¢inde ¢oziildi. 0,68 mmol 255 mg Tetrakis (asetonitril) bakir (1)
hekzaflorofosfat eklendi ve 1 giin boyunca oda sicakliginda azot altinda karistirildi. Su
ve diklorometan ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra ¢oziicii vakum altinda uzaklastirildi. Maddenin saflastirilmasi igin
diklorometan i¢inde %7 dimetilformamid igeren mobil fazi kullanilarak silika kolon

kromatografisi ile, veya preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirildi ve en son
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yiirimeyen iiriin spotu 50% DMF igeren diklorometan ile silikadan alindi. 69 mg olarak

%10 verimle elde edildi.

'H NMR (400 MHz, kloroform-d) & 8.55 (s, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.41 (dd, J = 8.5, 7.2 Hz,
1H), 7.05 (dd, J = 7.1, 0.6 Hz, 1H), 6.92 (dd, ] = 8.6, 0.7 Hz, 1H), 4.87 (dd, ] =12.0, 5.3
Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 4.28 (t,J = 6.9 Hz, 2H), 2.86 — 2.64 (m, 3H), 2.24 (t,J = 7.0 Hz,
2H), 2.10 — 2.04 (m, 1H), 1.84 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.57 — 1.48 (m, 2H), 1.25 (td, J = 8.0,
7.4, 4.1 Hz, 2H).

BC NMR (101 MHz, CDCl3) & 177.18, 171.65, 169.44, 169.05, 167.52, 146.16, 145.10,
136.25, 132.38, 121.99, 117.24, 112.27, 110.70, 60.42, 53.44, 50.02, 48.91, 38.60, 33.27,
31.39,29.71, 25.63, 23.70, 22.76, 21.06, 14.20.

QTOF-LC/MS:: Teorik Kiitle (M-2H+Na): 489.15040, Deneysel Kiitle (M-2H+Na) -
:489.13814; A=25 ppm.

2.2.5. PROTAC Bilesiginin Sentezi
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Sekil 2.7. PROTAC bilesiginin sentez semasi. Tepkime kosullari: EDCI, HOBt, N-maleimidomethanol,
DCM, 25°C, 16 saat.

16 mg 4 Nolu bilesik ve 105 mg, 0.83 mmol N-maleimidometanol, 3 mL diklorometan
ve 0.3 mL DMF i¢inde ¢6ziildii. 120 mg EDCI ve 96 mg HOBt eklendi ve 1 giin boyunca
oda sicakliginda karanlikta karigtirildi. Sodyum bikarbonat ile doyurulmus su (pH:7) ve
diklorometan ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra ¢oziicii vakum altinda uzaklastirildi. Maddenin saflastirilmasi igin
hacimce 1:1 oraninda etil asetat ve aseton igeren mobil faz1 kullanilarak silika kolon
kromatografisi veya preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirildi. 3,5 mg olarak
%0,61 verimle elde edildi.

'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) & 8.15 (s, 1H), 7.99 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 7.82 — 7.73
(m, 1H), 7.67 (ddd, J = 8.6, 7.0, 1.0 Hz, 1H), 7.56 — 7.38 (m, 2H), 7.14 (dd, J = 7.2, 0.6
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Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.68 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 6.25 (s, 2H), 5.01 — 4.80 (m,
1H), 4.64 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.29 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.91 — 2.65 (M, 3H), 2.34 (t, J =
7.3 Hz, 2H), 2.17 — 2.06 (m, 1H), 2.00 — 1.82 (m, 2H), 1.79 — 1.56 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDC13 )8 172.43, 170.87, 168.26, 167.46, 146.14, 145.15, 136.26,
131.30, 124.99, 121.59, 117.13, 115.74, 112.35, 111.34, 67.42, 50.03, 48.93, 38.71,
33.33, 31.43, 29.75, 25.65, 23.72, 22.76.

QTOF-LC/MS: Teorik Kiitle (M+K)*: 616.15527, Deneysel Kiitle M+K)*: 616.22526.

2.3. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Bu calismada hiicre kiiltiirii deneyleri icin HCT-116 ve SW480 olmak {izere iki kolon
kanseri hiicre hatt1 kullanilmigtir. Calismada sentezlenen PROTAC maddesinin sagladigi
WRN proteini degradasyonu, mikrosatellit stabilitesine sahip olan ve olmayan iki farkli
hiicre hattinda sentetik letal etki agisindan incelenmistir. HCT-116, 48 yasinda erkek bir
hastadan primer tiimorden elde edilmis olup mikrosatellit instabilitesine sahiptir. SW480
ise 50 yasinda erkek bir hastanin primer tiimoriinden elde edilmistir ve mikrosatellit
stabilitesine sahip bir kolon kanseri hiicre hattidir (Berg vd., 2017; Ahmed vd., 2013).
Benzer ozellikleri tagimasi ve mikrosatellit stabilitesi ile sentetik letal etki i¢in kontrol
saglayacak gruplar olmasi nedeniyle bu ¢alisma da bu iki kolon kanseri hiicre hatti tercih
edilmistir.

Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda besiyeri se¢imi Onemlidir ve bazi kriterlere dikkat
edilmelidir. Hiicrenin enerji kaynagi ve dongiisiinlin diizenlenmesi i¢in temel biiylime
gereksinimlerinin saglanmasi gerekir. Bunun i¢in L-glutamin gibi temel aminoasitlerin,
vitamin ve minerallerin, ozmotik dengenin saglanmasi i¢in inorganik tuzlarin, enerji
kaynag1 olarak glikozun, biliyiime faktorlerinin saglanmasi ve besiyerinin
zenginlestirilmesi i¢in %2-10 serum, kontaminasyonun engellenmesi i¢in uygun
antibiyotigin ve uygun pH sartlarinin saglanmasi gerekir. Serumun iginde albumin,
transferrin gibi baglayici proteinler ve fibronektin gibi tutunmay1 destekleyen proteinler
bulunur. Primer kiiltiir i¢in bazal besiyeri kullanilmaktadir. Optimal kiiltiir kosullarinin
saglanmas1 ve pH’1n ayarlanmasi i¢in CO2 miktarinin %5-10 arasinda tutulmasi gerekir
ve pH takibi genellikle fenol kirmizis1 kullanilir. Diisiik pH ta besiyerinin rengi sartya

doner ve degistirilmesi gerekir (Arora, 2013) .
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Uygun hiicre kiiltiirii kosullarinin saglanmasi i¢in HCT-116 ve SW480 i¢in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (Gibco™ 41966029) bazal besiyeri kullanilmustir. Iceriginde 4.5
g/L D-glikoz, piriivat ve L-glutamin ve fenol kirmizisi igermektedir. Besiyeri %10 Fetal
sigir serumu (FBS) (Gibco™ A5256701) ve 1% gentamisin antibiyotigi ile
desteklenmistir. Hiicreler 37° C’ de, %5 CO2 ve %21 Oz i¢in ayarlanmis olan inkiibatorde
kiltiire edilmistir.

Hiicrelerin yikama, Olii hiicreleri uzaklastirma ve tripsin Oncesi besiyeri
uzaklastirma islemleri PBS ile yapilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasinda ve toplanmasinda

Tripsin-EDTA (Gibco™ 25300054) kullanilmistir.

2.3.1. Sitotoksisite Analizi

3-(4,5-Dimeiyltiyazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromir (MTT) analizi hiicre
canliligin anlasilmasi i¢in uygulanan hiicre metabolik aktivitesini dlgen bir spektrometrik
analiz yontemidir. Tetrazolyum tuzlar1 igeren bu analizde, pozitif yiikli tuzlarin
membrandan gecisi saglanir ve mitokondriye girigi saglanir. Canli hiicreler metabolik
olarak aktif olduklart i¢in tuzlarin formazan kristallerine doniistimiinii saglar. Canli
hiicrelerin metabolik aktivitesi ile olusan formazan kristali miktar1 dogru orantilidir. Suda
¢oziinmeyen bu kristaller DMSO ile ¢oziilerek, plaka okuyucu cihazinda 540-690 nm
arasinda Ol¢iim almir. Renk degisimi ile hiicre canliligmma karar verilen bu metot

kolorimetrik bir analizdir (Ghasemi et al., 2021).

Hiicre canliliginin anlasilmasi i¢in yapilan bu analizde, hiicreler tripsinize edilip toplandi.
Toplanan SW480 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinin sayimi gergeklestirilip 96-
kuyulu plakada kuyu bas1 5x10°% hiicre olacak sekilde 10% FBS, 1% antibiyotik iceren
DMEM besiyeri i¢inde 5% COz igeren inkiibatorde 37°C’de kiiltiire edildi. Hiicrelerin 24
saat inkiibasyonu sonras1 PROTAC bilesigi 80 uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5
uM, 1.25 uM dozlarinda kuyulara uygulandi, ajan eklenmeyen sadece besiyeri igeren
hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. PROTAC 1 4 mM’lik stok ¢ozeltisi dogrudan
DMSO ig¢inde hazirlandi ve besiyeri ile uygun seyreltme yapildi. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda MTT soliisyonu eklendi (5 mg/mL) ve 4 saat boyunca karanlikta, 37°C de
inkiibe edildi. Siire sonunda, besiyeri uzaklastirildi ve olusan kristaller DMSO ile ¢oziiliip

570 nm de ELISA plaka okuyucu cihazinda 6l¢iim alindu.
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2.3.2. Akis Sitometri Analizi

HCT-116 ve SW480 hiicre hatlar1 kullanilarak iki farkli grup ile galisildi. Protein analizi
icin Abcam ekstraseliiler ve intraseliiler proteinler i¢in olan flow sitometri protokolii
(Abcam, 2023) uygulandi. Propidyum Iyodiir (Pl) boyamasi i¢in Abcam PI boyama
protokolii (Abcam, 2016) uygulandi. Hiicrelerin farkli 6’lik plakalara, kuyu basina
500.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 37° C’de, 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda iki hiicre kontroliiniin besiyeri tazelendi ve WRN i¢in tasarlanmis PROTAC
bilesigi besiyerinin iginde 120 uM, 80 uM, 40 uM ve 20 uM olarak her bir hiicre hatt1
icin ayr1 olarak uygulandi ve 37° C’de 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda ependorflar
etiketlendi, PBS ile yikand1 ve tripsinize edilerek hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler
1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii. Daha sonra fiksasyon igin saf
etanol peletin tizerine diisiik ayarda vortekslenerek eklendi ve 30 dk 4°C’ de inkiibe
edildi. Numuneler siire sonunda 1000 rpm de 5 dk santrifiijlenerek pelet ¢oktiiriildi ve
etanol atildi. PBS ile 2 defa yikama yapildi. Sividan kurtulmak i¢in 1000 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. Hiicre kontrollerinden biri kompenzasyon i¢in kullanilmak iizere ayrildi
ve 4°C’de muhafaza edildi. Antikor ve PI uygulamasi dncesi ¢ekirdekte yer alan proteine
ulagsmak ve PI boyasinin iyi etki etmesi i¢in permeabilizasyon agamasi gereklidir. %0,5
Tween 20 iceren PBS hiicrelere eklenerek 30 dk inkiibe edildi. Siire sonunda 1000 rpm
de 5 dk santrifiij edildi ve siv1 atildi. Pelet PBS kullanilarak iki defa yikandi ve 1000 rpm
de 5 dk santrifiijlenerek yikama sivist atildi. Her 6rnek i¢in 50 pg Pl ve 50 ng RNaz
icerecek sekilde PBS karisimi hazirlandi ve hiicrelere eklendi. Karanlikta ve oda
sicakliginda 6rnekler 30 dk karistiricida birakildi. Daha sonra 6rnekler 1000 rpm de 5 dk
santrifiijlenerek siipernatant atildi. 2 defa PBS ile yikama yapilip, 1000 rpm de 5 dk
¢oktiiriildi, yikama sivisi atildi. Bloklama igin %10 FBS i¢eren PBS numunelere eklendi
ve 30 dk karistiricida birakildi. Siire sonunda 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek
bloklama sivist dokiildii. 1:500 oraninda TBST ile hazirlanan primer WRN antikoru
(Affinity: DF8369) numunelere eklendi ve 1 saat karigtiricida birakildi. Daha sonra
primer antikor topland1 1000 rpm de 5 dk santrifiijlendi ve PBS ile iki defa yikama yapilip
stvilar atildi. Numunelere FITC isaretli anti-rabbit sekonder antikor eklendi ve 1 saat
karistiricida inkiibe edildi. 1000 rpm de 5 dk santrifiijlenerek sekonder antikor toplandi
ve 2 defa PBS ile yikama yapildi. 1000 rpm de 5 dk santrifiijlenerek kalan sivi atildi.
500’er uL PBS eklenerek peletler ¢oziildii. Hazirlanan numunelere PI ve FITC isaretli

sekonder antikor etkilenecegi i¢cin muameleler karanlikta uygulandi. Beckman Coulter’in
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Cytoflex akis sitometri cihazinda numuneler igin PI ve FITC kanallarinda 3 tekrarli olarak
okuma yapildi. Fiksasyon sonrasi ayrilan hiicre kontrolleri ile kompenzasyon

gergeklestirildi. Daha sonra diger numuneler i¢in 6l¢timler alindi.

2.3.3. Isik Mikroskobunda Goriintiileme

HCT116 ve SW480 hiicrelerinin her kuyuya 500.000 hiicre igerecek sekilde 6’lik
plakalara ekimi yapildi ve 37° C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere
5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM ve 80 uM olarak PROTAC muamelesi yapildi. Her bir
hiicre hatti i¢in ayrica hiicre kontrollerinin besiyeri degistirildi. 37°C’de 24 saat madde
iceren besiyeri ile inkiibe edildi. Siire sonunda maddenin etkisinin incelenmesi i¢in 10X

lens ile 151k mikroskobunda goriintiileme alindi.

2.3.4. Floresan Goruntiilleme

Floresan goriintiileme icin HCT116 ve SW480 hiicrelerinin her biri i¢in hiicre kontrolii,
40 uM ve 80 uM’lik PROTAC uygulamalari igin floresan goriintiileme i¢in tasarlanmis
olan polimer lamel i¢eren 35 mm’lik kuyulara (Ibidi-81156), kuyu basina 50.000 olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi, 37° C’de 24 saat inkiibe edildi. Kontrol igeren 0rnegin
besiyeri tazelendi. Digerleri i¢in 40 uM ve 80 pM PROTAC igeren besiyeri hazirlandi.
Hazirlanan besiyerleri numunelere uygulandi ve 3 saat 37° C’de inkiibe edildi. Hiicrelerin
besiyeri ¢ekildi ve PBS ile yikandi. Fiksasyon igin saf etanol kuyulara eklendi ve 4°C’de,
30 dk inkiibe edildi. Daha sonra kuyulardan etanol g¢ekilip atildi ve PBS ile ii¢ defa
yikandi. Permeabilizasyon i¢in %0,5 Tween 20 iceren PBS eklendi ve hiicreler 20 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakild1. Siire sonunda 2 defa PBS ile yikandi. %10 FBS igeren
PBS eklendi ve 1 saat bloklama igin karistiricida birakildi. Bloklama sonrasi sivi
uzaklastirildi ve 1:500 oraninda primer WRN antikoru (Affinity-DF8369) eklendi. 1 saat
karistiricida inkiibasyon i¢in birakildi. Primer antikor numunelerden toplandiktan sonra
2 defa PBS ile yikama yapildi. FITC isaretli anti-rabbit sekonder antikor kuyulara eklendi
ve | saat karanlikta inkiibe edildi. Sekonder antikor toplandiktan sonra 2 defa PBS ile
yikandi ve PBS eklenerek ZEISS’in konfokal mikroskobunda goriintiileme alindh.
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2.4. FRET

2.4.1. FRET Emisyon Analizi

Dondr ve akseptdr floroforlarinin arasindaki enerji transferine dayanan FRET analizi i¢in
tasarlanan FAM-TAMRA etiketli SHOX oligomeri olan prob ile WRN helikaz
proteininin etkilesimini anlamak i¢in kullanilmasi hedeflendi. Protein ve probun
calismasi i¢in gerekli olan tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Tampon ¢6zeltisi 40 mM Tris-
HCI (pH:8), 4 mM MgCl> tuzu, 5 mM merkaptoetanol, %10 gliserol, 100 ug/ml BSA ve
2 mM ATP i¢ermektedir. Protein 96’lik plakalara 3 tekrarli olacak sekilde kontrol, 24
nM, 12 nM, 6 nM ve 3 nM olarak frakli derisimlerde eklendi. Hazirlanan tampon ve 2,5
uM probdan eklenerek &lgiime hazirlandi. Olgiim slitleri 5-5 ve 5-10 olarak belirlendi,
490 nm den uyarildi. Baslangi¢ dalga boyu 490 nm, bitis dalga boyu 600 nm olarak
emisyon Ol¢timleri alindi. WRN helikaz proteininin ve probun etkilesiminin zaman bagh

Olctimleri saatte bir olacak sekilde alindi. Probun sekansi asagida verilmistir.

5" FAM — GGACGGTAACGGCGGAGGCGGAGGCGGCGGAGGTAAGAAGG
TAMRA

Prob 5’ ucundan enerji donérii FAM ile 3’ ucundan ise enerji akseptori TAMRA ile
tirevlendirilmistir. Kirmizi ile gosterilen G4 sekanslarimin G-kuadrupleks olusumuna katki

sagladig1 diistiniilmektedir.

2.4.2. FRET Melting Analizi

FRET melting analizi igin tasarlanan FAM-TAMRA etiketli SHOX oligomeri olan
probun erime egrisi incelendi. Bunun igin 0,2 uM prob, 10 mM’lik (10 mM sodyum
kakodilat trihidrat, 0,1 M LiCl) kakodilat tampon ¢ozeltisi ve G4 ligand1 oldugu bilinen
bilesik 1 uM, 5 uM ve 10 uM eklenerek, RT-PCR cihazinda FRET melting prosediirii her
ornek i¢in 3 tekrarli olarak uygulandi. Probun G4 bolgesinde etkisi ve erime egrisi, G4
ligandi iceren ve icermeyen ornekler lizerinden incelendi.

Bunun yaninda, 10 mM kakodilat tampon ¢6zeltisi 2 mM ATP ve 4 mM MgCl; eklenerek
hazirlandi. 2,5 uM prob, ve 10 mM lik hazirlanan kakodilat tamponundan eklendi. 14 nM
WRN helikaz1 igeren ve igermeyen iki gruba ayirilarak 3 tekrarli olarak, RT-PCR
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cihazinda her 15 dk da zamana bagli 6l¢iim alindi. Enzimli ve enzimsiz olarak iki grupta

erime egrileri incelendi.

2.5. istatistiki Analizler

Calismada gergeklestirilen deneyler en az 3 tekrarl olarak gerceklestirilmistir. Veriler
aritmatik ortalama degerleri hesaplanarak sunulmus ve standart sapma (SD) grafik
tizerinde gosterilmistir. Elde edilen bulgularin karsilastirmali analizleri GraphPad
yazilimi kullanilarak dgrenci unpaired t testi ile yapilmistir. P degeri 0.05 ve alt1 olan

karsilastirmalar istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

3.1. Bilesiklerin Sentezi

Yapilan ¢alismada sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonu icin *H NMR, 3C NMR ve
kiitle spektrometrisi elde edilmistir. H NMR ve 3C NMR analizlerini
Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi nde
(BITAM) yapilmistir. Bunun yaninda kiitle spektrometresi Atatiirk Universitesi Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde (DAYTAM)
yapilmistir. Eklerde 1-13 arasinda verilerde kimyasal sentezi gerceklestirilen bilesiklerin

karakterizasyon verileri eklenmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

3.2.1. Sitotoksisite Analiz Sonuglari

PROTAC bilesiginin HCT-116 ve SW480 kolon kanseri hiicrelerindeki sitotoksik
etkisinin anlagilmasi i¢in MTT analizi se¢ilmistir. Bu analizde PROTAC maddesinin bu
hiicreler tizerindeki etkisinin anlagilmasi i¢in 5 pM, 10 uM, 20 uM, 40 uM ve 80 uM doz
aralig1 sec¢ilmis olup, iki hiicre hattin1 da ayr1 olarak uygulanmistir. 24 saat boyunca,
37°C’de inkiibe edilmistir. Elde edilen verilerin her biri hiicre kontrolilyle normalize
edilmistir. ELISA mikroplate okuyucuda 570 nm’de ol¢tim alimmustir. Sekil 17°de

verilmistir.
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Sekil 3.1. 2,5 uM ve 80 pM araliginda PROTAC maddesi uygulanmis HCT-116 hiicre hattinin MTT
yontemi kullanilarak elde edilen hiicre canlilif1 analiz sonuglari. n = 4, **** p < 0.0001.

Sekil 3.1’de MTT sonuglarindan anlasilacagi tizere 0-20 uM araliginda PROTAC
uygulamasinin HCT-116 hiicre hatti i¢in toksik etki gdstermedigi goriilmektedir. Bununla
beraber 80 puM’lik uygulama i¢in yiizde canliligin %42’ye distiigii ve disiisiin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistir. PROTAC’in bu doz i¢in olan

uygulamasinda sentetik letal etkiye bagli oldugu degerlendirilen 6liim goriilmiistiir.
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Sekil 3.2. 2,5 uM ve 80 pM araliginda PROTAC uygulanmig SW480 hiicre hattinin MTT ydntemi
kullanilarak elde edilen hiicre canlilig1 analiz sonuglar1. n = 4, *** p < 0.001.

HCT-116 da PROTAC uygulamalarinin tersine Sekil 3.2’de, SW480 hiicre hatti i¢in

hiicre canliliginin etkilenmedigini, en yliksek doz olan 80 uM i¢in bile canliligin %75
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olmasiyla PROTAC maddesinin SW480 hiicre hatt1 i¢in toksik veya oldiiriicii etkiye

sahip olmadig1 anlagilmaktadir.

*
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Sekil 3.3. 40 uM ve 80 uM PROTAC uygulanmis SW480 ve HCT-116 hiicrelerinin MTT yontemi
kullanilarak elde edilen hiicre canliligi karsilastirmali analiz sonuglari. n = 4, * p < 0.05, *** p < 0.001.

Bu iki hiicre hatt1 i¢i yapilan deneylerde MSS olan SW480 hiicre hatti i¢in toksik etki
gostermeyen WRN PROTAC’in, MSI o6zelligi tasryan HCT-116 da ise 80 uM’lik
uygulamada hiicre canliligin belirli bir oranda azalttigi gézlemlenmistir. Hem 40 uM
derisimde hem de 80 uM derisimde hiicre hatlariin canliliklarinin karsilagtirmasi
yapildiginda PROTAC’in MSI olan HCT-116 hiicrelerine toksik etkisi anlamli
bulunmustur (Sekil 3.3). Ayni maddenin ayiric1 6zelliklere sahip olan bu iki hiicre
hattinda uygulanmas1 ve farkli canlilik oranlarina sahip olmasi, PROTAC ile WRN
degradasyonunun gerceklestigi ve sentetik letal etkiye bagli olarak hiicre oOlimi

gergeklestigi sdylenebilir.

3.2.2. Isik Mikroskobunda Goériintiileme

Mikrosatellit stabilitesine gore segilen HCT-116 ve SW480 hiicre hatlarina, WRN-
PROTAC olarak tasarlanmis olan PROTAC bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicre goriintiileri 10X ¢ozliniirliikte 151k mikroskobunda alinmistir (Sekil 3.4-3.5).
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Sekil 3.4. PROTAC uygulanmig HCT-116 hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiisii. Sekilde goriilen A,
B, C, D, E, F 6rnekleri sirasiyla 0, 5,10, 20, 40, 80 uM’lik PROTAC uygulamalarmi gostermektedir.

Sekil 3.4’te HCT-116 hiicre hatt1 i¢cin 0-80 puM’lik PROTAC uygulamalari
goriilmektedir. MSI gosteren bu hiicre hattinda, WRN degradasyonu ile sentetik letal etki
goriilmesi ve doza bagl olarak hiicre oliimiiniin ger¢eklesmesi hedeflenmistir. Madde
uygulanmamis kontrol numunesi (Sekil 3.4.A) ve 10 uM, 20 uM, 40 uM ve 80 pM’lik
(sekil 3.4.C-F) uygulamalarda hiicre morfolojilerinin doza bagli olarak bozuldugunu ve

ozellikle 80 uM (Sekil 3.4.F) da hiicre 6liimiiniin arttig1 gdzlemlenmektedir.
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Sekil 3.5. PROTAC uygulanmig SW480 hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiisii. Sekilde goriilen A,
B, C, D, E, F 6rnekleri sirasiyla 0, 5,10, 20, 40, 80 uM’lik PROTAC uygulamalarimi gostermektedir.

Sekil 3.5’te PROTAC maddesinin MSS’ne sahip olan SW480 hiicre hatt1 i¢in olan
uygulamasi goriilmektedir. Sirastyla Sekil 3.5.A-F araliginda kontrol, 5 pM, 10 pM, 20
uM, 40 uM ve 80 uM’lik PROTAC’1n 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi hiicre canliligini

etkilemedigi ve hiicre morfolojilerinin korundugu gézlemlenmistir.

3.2.3. Akis Sitometri Sonuglar:

HCT-116 ve SW480 hiicre hatlarina PROTAC maddesi uygulamasi yapilmamis kontrol
grubu ile beraber, 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 120 uM’lik derisimlerde uygulanmis olup,
24 saat inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonrasi toplanan hiicreler i¢in akig sitometri
analizleri gerceklestirilmistir. Her bir hiicre hatti i¢cin boyasiz ve muamelesiz kontrol
numunelerinden yayilim ve kompenzasyon ayarlari belirlendikten sonra muamele edilmis
olan numunelerin FITC ve PI kanallariyla okumasi yapildi.

Her bir 6rnek igin ii¢ tekrarli okumalar yapildi. Oncelikle ileri sacilim (FSC) ve yan
sacilim (SSC) grafikleri elde edildi ve hiicrelerin dagilim gosterdigi aralik belirlendi.
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Daha sonra propidium iyodiir (PI) boyast uygulanmig Ornekler i¢in hiicre dongiisii
grafikleri elde edildi ve G1 (mavi), S (yesil) ve G2-M (pembe) evreleri grafikler tizerinde
isaretlendi. En son olarak, FITC isaretli WRN antikoru ile WRN’nin ekspresyon
seviyeleri gozlemlenmistir. Bu grafiklerde Pl ve FITC grafigi alinip, hem yasayan ve 6lii
hiicrelerin ayrimi hem de FITC alim oranlarni gézlemlendi. PE-FITC grafiklerinde saga
dogru gidildikge FITC alimmin arttigi, yukari dogru c¢ikildikga PI alimimnin arttigi
goriilmektedir. PI ve FITC alim analizlerini anlayabilmek igin kontrol numunesi
tizerinden popiilasyonu koruyacak sekilde kuadrant yerlestirildi ve bu yontem biitiin
ornekler i¢in tekrar edildi. Bu ylizden grafigin Q1-UR olarak etiketlenen kismi PI ve FITC
almig hiicreleri ifade etmektedir. Bu dogrultuda asagidaki sekillerde analizler

sunulmustur.
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Sekil 3.6. HCT-116 hiicre hattinda PROTAC uygulanmamig kontrol numunesinin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir 6rnek igin 10.000 hiicre
sayim1 yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ilk yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi
S fazindaki hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) PI -FITC
grafigi, popiilasyonun PI ve FITC alimini ifade eder. Kuadrantin bélgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC igaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu drneklerde ortalama %73,69 oraninda PI ve FITC alimi goriilmiistiir (SD: 3.01).
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Sekil 3.7. HCT-116 hiicre hattinda 20 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir drnek i¢in 10.000 hiicre
sayimi yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi
S fazindaki hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC
grafigi, popiilasyonun PI ve FITC alimini ifade eder. Kuadrantin bélgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC igaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu drneklerde ortalama %65,11 oraninda PI ve FITC alimi1 gériilmiistiir (SD: 0.88).
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Sekil 10.8. HCT-116 hiicre hattinda 40 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir drnek i¢in 10.000 hiicre
sayimi yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi
S fazindaki hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC
grafigi, popiilasyonun PI ve FITC alimini ifade eder. Kuadrantin bélgeleri canlilik ve FITC igaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC igaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu drneklerde ortalama %56.29 oraninda PI ve FITC alimi1 gériillmiistiir (SD: 0.57).
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Sekil 3.9. HCT-116 hiicre hattinda 80 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir drnek i¢in 10.000 hiicre
sayimi yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre déngiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri(mavi) ifade eder, bu
dozda hiicre dongiisii bozulmul olup sadece G1 evresi gozlemlenmistir. C) PI -FITC grafigi, popiilasyonun
PI ve FITC alimin1 ifade eder. Kuadrantin boélgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN antikorunun alimini
gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC isaretli WRN antikoru almis hiicreleri gosterir. Bu
orneklerde ortalama %55,09 oraninda PI ve FITC alim1 goriilmiistiir (SD: 3.35).
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Sekil 3.10. HCT-116 hiicre hattinda 120 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir 6rnek i¢in 10.000 hiicre
sayim1 yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. 1k yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi) ifade eder, bu
dozda hiicre dongiisii bozulmus olup sadece G1 evresi gozlemlenmistir. C) PI -FITC grafigi, popiilasyonun
Pl ve FITC alimini ifade eder. Kuadrantin bolgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN antikorunun alimini
gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC isaretli WRN antikoru almis hiicreleri gosterir. Bu
orneklerde ortalama %35,97 oraninda PI ve FITC alimi goriillmiistiir (SD: 2.73).
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HCT-116 hiicre hattinda uygulanan PROTAC WRN-PROTAC’1 sekillerde
goriinen Q1-UR bolgesi PI-FITC alim ytizdeleri 0, 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 120 uM
i¢in sirastyla %73,68, %65,11, %56,28, %55,09, %35,97 seklinde elde edilmistir. 0-40
uM araliginda hiicre dongiileri G1, S ve G2-M olarak diizgiin sekilde elde edilmistir. 80
uM ve 120 uM’lik uygulamalarda HCT-116 hiicre hatti i¢in hiicre dongiisiiniin
bozuldugu ve hiicrelerin 6liim oranimin arttigt ve hiicrelerin G1 evresinde kaldig:
gozlemlenmistir. Literatirde WRN ekspresyonunun azalmasina bagli olarak, DNA’nin
¢ift zincir kiriklarmin arttigi ve MSI hiicrelerin sitokinezin engellenmesi sonucu GI
evresinde kaldigi veya apoptoza ugradigi kanitlanmistir (Kategaya vd., 2019). Boylece
WRN degradasyonunun gergeklestigi ve buna bagli olarak hiicrelerin G1 evresinde
kaldig1 veya o6ldiigii bu calismada kanitlanmistir. PI-FITC grafiklerinden anlasilacagi
tizere 80 uM ve 120 uM’lik PROTAC uygulamalarinda, WRN’nin degradasyonunun
gerceklestigi ve FITC isaretli WRN antikorunun verdigi i1simanin azaldigr ve
popiilasyonun asagi yonlii kayma gosterdigi gézlemlenmistir. Kaymanin asagi yonli
olmas1 PI aliminin azaldigin1 ve hiicre 6liimiiniin arttigin1 géstermektedir. MSI hiicre hatti
olan HCT-116 da PROTAC ile WRN degradasyonuna bagli hiicre oliimiiniin

gerceklesmesi sentetik letal etki gergeklestigini gostermistir.
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Sekil 3.11. SW480 hiicre hattinda PROTAC uygulanmamig kontrol numunesinin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir drnek i¢in 10.000 hiicre
sayimmi yapilmig olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. 1k yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi
S fazindaki hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC
grafigi, popiilasyonun PI ve FITC alimini ifade eder. Quadrantin bélgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC isaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu drneklerde ortalama %82,12 oraninda PI ve FITC alimi goriilmiistiir (SD: 0.67).
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Sekil 3.12. SW480 hiicre hattinda 20 pM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri. A)
FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimmi gosterir. Her bir 6rnek igin 10.000 hiicre sayimi
yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi yapilmis
hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi S fazindaki
hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC grafigi,
popiilasyonun PI ve FITC alimmi ifade eder. Quadrantin bolgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gésterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC isaretli WRN antikoru almis
hiicreleri gosterir. Bu 6rneklerde ortalama %81,22 oraninda PI ve FITC alimi goriilmiistiir (SD: 0.32).
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Sekil 3.13. SW480 hiicre hattinda 40 pM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri. A)
FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir 6rnek igin 10.000 hiicre sayimi
yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi yapilmis
hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi S fazindaki
hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC grafigi,
popiilasyonun PI ve FITC alimmi ifade eder. Quadrantin bolgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC igaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu 6rneklerde ortalama %81,62 oraninda PI ve FITC alimi1 gériilmiistiir (SD: 2.37).
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Sekil 3.14. SW480 hiicre hattinda 80 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri. A)
FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimini gosterir. Her bir 6rnek igin 10.000 hiicre sayimi
yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi yapilmis
hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. Ik yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kism1 S fazindaki
hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) Pl -FITC grafigi,
popiilasyonun PI ve FITC alimmi ifade eder. Quadrantin bolgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gosterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC igaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu drneklerde ortalama %79,27 oraninda PI ve FITC alimi gériilmiistiir (SD: 0.75).
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Sekil 3.15. SW480 hiicre hattinda 120 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin akis sitometri grafikleri.
A) FSC-A/SSC-A grafigi, hiicre popiilasyonunun yayilimmi gosterir. Her bir 6rnek i¢in 10.000 hiicre
sayimi yapilmis olup sonuglar 3 tekrarli olarak elde edilmistir. B) PI histogram grafigi, PI boyamasi
yapilmis hiicrelerin hiicre dongiisiinii gosterir. 1k yiiksek pik G1 fazindaki hiicreleri (mavi), aralik kismi
S fazindaki hiicreleri (yesil) ve ikinci peak G2-M evresindeki hiicreleri (pembe) ifade eder. C) PI -FITC
grafigi, popiilasyonun PI ve FITC alimini ifade eder. Quadrantin bélgeleri canlilik ve FITC isaretli WRN
antikorunun alimmi gésterir. Q1-UR bolgesi PI alan canli hiicreleri ve FITC isaretli WRN antikoru almig
hiicreleri gosterir. Bu 6rneklerde ortalama %60,1 oraninda PI ve FITC alimi gortilmiistiir (SD: 0.72).
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SW480 de FITC-PI grafiklerinde 0, 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 120 uM’lik PROTAC
uygulamalari igin sirasiyla %82,12, %81,22, %81,62, %79,27 ve %60,1’lik oranda
hiicrelerin PI ve FITC aldig1 goriilmektedir. 120 uM’lik PROTAC uygulamasi hari¢ doza
bagli 6nemli bir degisim goriilmemistir. MSS’ne sahip olan SW480 de popiilasyonda
asag1 yonlii kayma goriilmemesi, PI alan canli hiicre sayisinin degismedigini ve sola
dogru kayma goriilmemesi FITC isaretli WRN antikoruyla isaretlenmis protein
seviyesinin degismedigini gostermektedir. Bunun yaninda, diger dozlarla birlikte en
yiiksek doz olan 120 puM’lik PROTAC uygulamasinda bile hiicre dongiisiiniin
bozulmadigi goriilmektedir.

Boylece, bu calismada WRN degradasyonu i¢in tasarlanmig olan PROTAC PROTAC
molekiilii i¢in mikrosatellit instabilitesine bagli olarak sentetik letal etkinin gerceklestigi
ve bunun yaninda mikrosatellit stabilitesine sahip hiicreleri etkilemedigi kanitlanmistir.
Ayrica, 80 uM’in istiindeki dozlarda SW480 hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin
etkilenmedigi ve HCT-116 hiicrelerinin maddenin etkisiyle hiicre dongiisiinde de
bozulmalar meydana getirdigi goriilmiistiir. Sekil 3.16’°de akis sitometrisi deney sonuglari
iki hiicrede karsilastirilmistir. Her hiicre grubunda PI ve FITC ile boyanmis hiicrelerin
yer aldigi Q1-UR kuadrantt PROTAC uygulanmamis gruba gore normalize edilerek
cizdirilmistir. Her doz PROTAC uygulamasinda 6lii hiicrelerdeki WRN sinyal azalmasi
(Q1-UR kuadrantindaki hiicre populasyonu) HCT-116 hiicrelerinde SW480’¢ gore
anlamli oalrak diisiik ¢ikmistir. Bu sonu¢ MSI hiicrelerde WRN yikiminin letal etkisine

isaret etmektedir.
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Sekil 116. HCT-116 ve SW480 hiicre hattinda farkli derisimlerde PROTAC uygulandiginda akis
sitometrisi Q1-UR kuadrantindaki normalize hiicre yiizdelerinin karsilastirilmasi. Bu kuadrant PI ve FITC

ile boyanmuis hiicreleri temsil etmektedir. n = 3.
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3.2.4. Spektroskopik Sonuglar

Yapisinda FAM FRET donérii olan probun WRN helikaz miktarina bagli olarak floresan
artis olusturup olusturmadiini tespit etmek i¢in 2,5 uM’lik probla birlikte 0-24 nM
araliginda WRN helikaz enzimine maruz birakilmistir. 96-kuyulu plakalarda 3 tekrarli
olarak gergeklestirilen 6l¢iimlerde floresan siddetindeki degisim anlamli bulunmamigtir
(Sekil 3.17-3.18). RT-PCR cihaz1 kullanilarak 30-37 °C sicaklik araliklarinda FAM
floresan siddeti incelendiginde de bir degisim olmadigi tespit edilmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.17. 2,5 uM Prob ve farkli derisimlerde WRN enzimi ile (0-24 nM) 24 saat muamelesi sonrasinda
elde edilen spektrum.
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Sekil 3.18. 2,5 uM prob ve farkli derigsimlerde (0-24 nM) WRN enzimi ile 24 saat muamelesi sonrasinda
elde edilen spektrum.
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Sekil 3.19. Probun farkli WRN enzimi varliginda 16 dakika ve 90 dakika boyunca inkiibasyonu ile 30-37
°C sicakliklarda RT-PCR cihazi ile elde edilen FAM emisyon grafigi.

Probun G-kuadrupleks yapisi olusturup olusturmadigini anlamak maksadiyla G4
stabilizasyonu yapan ve danisman arastirma grubu tarafindan etkinligi ispatlanmis, yapisi
Sekil 3.20.D’de verilen G4 stabilizorii (Baser vd., 2023) varliginda FRET erime testi
yapilmustir. Probun Tm degeri 51°C olarak belirlenirken stabilizator varliginda bu deger
53.5°C’ye kadar artmis ve sadece 2.5 derecelik bir fark olusmustur (Sekil 3.20). Bu ihmal
edilebilir derecede az farkin olugsmasi, probun istenilen seviyede G4 yapisi olusturmamis

olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 3.20. G-kuadrupleks yapisi (A), Prob bilesiginin ¢alisma prensibi (B), Prob molekiiliiniin tek basina
(mavi) ve 5 uM G4-stabilizatorii varliginda (turuncu) elde edilen FRET erime egrisi (C), deneyde kullanilan
G4 stabilizatoriiniin kimyasal yapis1 (D).
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3.2.5. Floresan Goriintiileme Sonuglari
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Sekil 3.21. HCT-116 hiicre hattinda 40 ve 80 uM’lik PROTAC uygulanan numunenin floresan mikroskop
goriintiileri. 5 farkli hiicre fotografi ImageJ programi kullanilarak degerlendirilmis ve GraphPad yazilimi
Ogrenci t testi ile karsilagtirilmistir.
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Sekil 3.22. SW480 hiicre hattinda 40 ve 80 pM’lik PROTAC uygulanan numunenin floresan mikroskop
gorintiileri. 5 farkli hiicre fotografi ImageJ programi kullanilarak degerlendirilmis ve GraphPad yazilimi
Ogrenci t testi ile karsilastirilmistir.

WRN helikazinin yikimini indiiklemesi beklenen PROTAC bilesiginin hiicreye
uygulanmasi ve sonrasinda FITC etiketli WRN antikoru ile muamele sonrasinda elde

edilen bulgular Sekil 3.21°’de sunulmustur. Hiicre canlilik analizi ile uyumlu sekilde
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bilesigin 40 ve 80 uM derisimlerde WRN seviyesinde sirasiyla %22 ve %25 oraninda
istatistiki olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu anlasilmistir. SW480 hiicresinde 40
ve 80 uM PROTAC uygulamasi sirasiyla %17 ve %20 oraninda floresan siddeti
azalmasina neden olmustur (Sekil 3.22). WRN yikimi iki hiicrede de gergeklesmis

goriinmektedir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1 Sonuclar

Bu calismada WRN proteinine hedefli bir PROTAC molekiilii tasarlanmis ve
sentezlenmis olup, WRN proteininin proteozomal yikimi amaglanmistir. 'WRN
proteininin yikimina bagli olarak mikrosatellit instabilitesine sahip olan kanserlerde
sentetik letal etkinin elde edilmesi ve buna bagli hiicre 6liimii planlanmistir. Yapilan
calismalar dogrultusunda sentezlenen WRN hedefli PROTAC ile mikrosatellit stabilitesi
olan SW480 hiicre hattina gore mikrosatellit instabilitesine sahip HCT-116 hiicre hattinda
sentetik letal etki olusumu gozlemlenmistir. MSS olan SW480 hiicre hattinda degisim
olmazken, MSI olan HCT-116 hiicre hattinda 80 uM ve 120 uM da istenen sentetik letal
etki elde edilmistir. Floresan goriintilleme ve flow sitometri verileriyle, PROTAC
molekiilinin WRN degradasyonunu sagladigi ve sentetik letal etkiye sebep oldugu,
bunun yaninda hiicre siklusunu da etkiledigi kanitlanmistir. MSI olan HCT-116 hiicre
hattinda etkili dozda hiicre dongiisiiniin G1 fazinda kaldig1 kanitlanmistir. Bu ¢alismada
sentezlenen PROTAC molekiilii potansiyel bir kanser ilaci olarak degerlendirilmekle
beraber, ilag direnci olusturma gibi birgok problemin yasandigi kanser ¢aligsmalarina 1s1k
tutabilir.

Ilerleyen ¢alismalarda, PROTAC 1 in vitro da ¢alismalarinin genisletilmesi ve
in vivo ¢aligmalarinin yapilmasi hedeflenmektedir. Bunun yaninda istenen uzunlukta
tiretilemeyen ve WRN aktivitesine bagh bir floresan degisim sergilemeyen Prob igin
alternatif sekanslarin belirlenmesi ve yeni bir tasarimla FRET yontemini kullanarak WRN

helikaz aktivitesinin yapilmasi hedeflenmektedir.

4.2 Oneriler
Projenin sonraki ¢alismalarinda, PROTAC’in in vitro c¢alismalarinin
genigletilmesi ve in vivo c¢aligmalarinin yapilmasi, PROTAC’in etkinliginin daha iyi

anlasilmasi ve bir ilag molekiilii olarak degerlendirilmesi i¢in 6nerilmektedir.
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EK-8. 4 Nolu bilesigin H NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz).
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EK-9. 4 Nolu bilesigin aromatik bolgesi genisletilmis *H NMR Spektrumu (CDCls,

400 MHz).
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Ek-10. 4 Nolu bilesigin *C NMR Spektrumu (101 MHz, CDClzs).
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EK-11. 4 Nolu bilesigin QTOF-LC/MS spektrumu.
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EK-12. PROTAC bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz).
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EK-13. PROTAC bilesiginin 13C NMR Spektrumu (101 MHz, CDCls).
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EK-14. PROTAC bilesiginin QTOF-LC/MS spektrumu.



