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G-kuadrupleks (G4) yapist niikleik asitlerin guanince zengin bélgelerinde olusan ve dizi i¢erigine,
uzunluguna, monovalent katyona bagli olarak farkli konformasyonlarda bulunan ikincil bir yapidir. G-
kuadrupleks yapismin kanser olusumu ve gelisiminden sorumlu onkogen anlatimini ve telomeraz
aktivitesini etkilemesi bu yapilar1 anti-tiimor tedavi hedefi olarak bilim diinyasinin ilgi odagi haline
getirmistir. G-kuadrupleks yapilarini kararli hale getiren ligandlarin gelistirilmesi, yapi-aktivite iligkilerinin
¢oziimlenmesi ve hedef hiicrede aktifleserek secici etkinlik gosteren ligandlarin terapdtik potansiyellerinin
degerlendirilmesi 6nemli bir ¢aligma alani olmustur. Bu tez ¢alismasinda segici olarak G-kuadrupleks
yapisina baglanan, farkli yiik ve konjugasyona sahip BODIPY temelli farkli G4 ligandi sentezlenmis ve G4
secicilikleri, stabilizasyonu karsilastirilmistir. Diizlemsel ligand yapisinin ve yiik sayisinin G4 baglanma
ile korele oldugu, tasarlanan ligandlardan sirasiyla ii¢ ve iki pozitif yiike sahip distiril yapida olan
piridinyum yapida NGL-4 ve ammonyum yapida NGL-8 ligandlarinin daha iyi stabilizasyon sagladigi
tespit edilmis olup bu ligandlarin G4 olusturan DNA oligomerlerinin Ty, derecesinde 26°C’ye varan
artmaya sebep oldugu gozlenmistir. G4-spesifik antikorlarla yapilan floresan mikroskop ve akis sitometri
analizler NGL-4 ligandinin B16-F10 fare melanom hiicresinde G4 katlanmasini yaklasik 3 kat artirdigim
gostermektedir. Timor mikrogevresi makrofaj (RAW 264.7) ve Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu ko-
kiiltiirleri ve bakteri quorum sensing (cogunluk algisi) sinyal bilesikleri agil homoserin lakton (AHL)
kullanilarak taklit edildiginde immiin tepkinin farkli diizenlenebildigi tespit edildi. NGL-5 ligandinin
yapisinda yer alan nitrobenzil biriminin kanser mikrogevresi ile iligkili hipoksi ortaminda indirgenmesi ile
aktiflesebilecek sekilde tasarlanmistir. Ayrica yapisinda yer alan iyot agir atomu sayesinde singlet oksijen
iireterek G4 oksidasyonu yapabilecek olup bu sayede fotodinamik etki ile G4 stabilizasyonunun sinerjik
etkisinden faydalanilmak istenmigtir. Nitrorediiktaz enzimi ile aktiflesebildigi belirlenen ligandin, 151k,
karanlik, hipoksi ve normoksi mikrogevrelerinde anlamli sekilde guanin oksidasyonunu artirdigi, hiicre
goglinii yavaslattigi, 1s1kli ve hipoksik mikrogevrede sitotoksisitesinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Floresan mikroskobu ile yapilan analizlerde NGL-8 ligandinin asetillenmesi ile elde edilen yiiksiiz NGL-7
ligandinin hiicre penetrasyonunun 2 kat fazla oldugu ve c¢ekirdekte lokalize oldugu anlasilmistir. Bu
ligandin histon deasetilaz 2 ve 6 enzimlerinin fazla ekprese edildigi mikrosatelit kararsiz kolon kanseri
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu %73 oraninda baskiladigi gézlemlenmistir. G4 ligandlarinin tiimor
proliferasyon, metastazi, immiin diizenlenme ve inflamasyon {izerindeki etkisi gesitli kanser hiicreleri
iizerinde aragtirilmistir. Ligandlarin promotoriinde G4 yapist bulunan onkogenlerin (HIF-1a, BCL-2,
cMYC, VEGFA, TERT) anlatimini transkripsiyonel olarak baskiladig1 belirlenmistir. Immiin sistemin
diizenlenmesinde sorumlu sitokinler, kemokinler, diizenleyici proteinlerin gen anlatimini baskiladigi
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gosterilmigtir. Bu tez calismasi ile G4 ligandlarinin immiin sistem {izerindeki transkripsiyonel etkisi
arastiritlmis ve potansiyel terapotik etkisi tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: G-kuadrupleks ligand1, immiin diizenleme, kanser mikrogevresi
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The G-quadruplex (G4) structure is a secondary structure that forms in guanine-rich regions of
nucleic acids and exists in different conformations depending on the sequence, length, and monovalent
cation. Scientific interest in G-quadruplex structures as targets for antitumor therapy has grown due to their
influence on the expression of oncogenes and telomerase activity responsible for cancer develepment. The
development of ligands that stabilize G-quadruplex structures, elucidation of the structure-activity
relationships of ligands, and the targeting of specific cells using activatable ligands have become an
important area of research. In this thesis, eight different novel BODIPY-based G4 ligands with varying
charges and conjugations that selectively bind to the G-quadruplex structure were synthesized, and their
G4 selectivity and stabilization were compared. It was found that the planar ligand structure and the number
of charges correlate with G4 binding. NGL-4 ligand which has a pyridinium structure with three positive
charges, and the NGL-8 ligand which has an ammonium structure with two positive charges were provided
better stabilization among the designed ligands and it was observed that these ligands cause an increase in
the Tm of G4-forming DNA oligomers of up to 26°C. Fluorescence microscopy and flow cytometry
analyses using G4-specific antibodies were showed that NGL-4 ligand increases nearly three-fold G4
conformation in B16-F10 mouse melanoma cells. Differential regulation of immune responses was
observed when the tumor microenvironment was mimicked using co-cultures of macrophages (RAW
264.7) and Pseudomonas aeruginosa bacterial infections or the bacterial quorum-sensing signaling
molecule acyl homoserine lactone (AHL). NGL-5 is designed to be activated by the reduction of its
nitrobenzyl moiety in a hypoxic environment associated with the cancer microenvironment. Additionally,
due to the presence of the heavy iodine atom in its structure, it is capable of producing singlet oxygen and
undergoing G4 oxidation; the aim is to take advantage of the synergistic effect of G4 stabilization through
photodynamic therapy. It was found that the ligand, which was determined to be activated by the
nitroreductase enzyme, significantly increased guanine oxidation in light, dark, hypoxic, and normoxic
microenvironments, reduced cell migration, and exhibited greater cytotoxicity in light-hypoxic
microenvironments. The uncharged NGL-7 ligand, which is obtained by acetylating the NGL-8 ligand, has
been shown to penetrate cells twice as effectively and localize in the nucleus when observed under a
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fluorescence microscope. It was observed that this ligand suppressed cell proliferation by 73% in
microsatellite-unstable colon cancer cells in which histone deacetylase 2 and 6 enzymes were
overexpressed. The effects of G4 ligands on tumor proliferation, metastasis, immune regulation, and
inflammation have been studied in various cancer cell lines. It has been determined that ligands
transcriptionally suppress the expression of oncogenes (HIF-1a, BCL-2, cMYC, VEGFA, TERT) that
contain a G4 structure in their promoters. It has demonstrated that cytokines, chemokines, and regulatory
proteins influence the gene expression involved in the regulation of the immune system. This thesis
investigates the transcriptional effects of G4 ligands on the immune system and discusses their potential
therapeutic effects.

Keywords: cancer microenvironments, immun regulations, G-quadruplex ligands
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1. GIRIS

DNA’nin ikincil yapilarindan biri olan G-kuadrupleks yapisi guanince zengin
DNA/RNA zincirinde bulunur. Bu yap1 ¢ogunlukla DNA’da bir¢ok onkogenin promotdr
bolgesinde, telomer bolgesinde, ¢ift zincir kg1 bolgesinde yer alir. Transkripsiyonel
veya traslasyonel diizeyde gen anlatimini etkiledigi, telomeraz aktivitesini inhibe ettigi
son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Bochman vd., 2012). G-kuadrupleks
yapisinin ¢esitli helikaz enzimleri, proteinler veya kiiciik molekiiller ile etkilesime girerek
dinamik bir sekilde acilip kapanabildigi ve katlanma kinetiginin diizenlendigi tespit
edilmistir (Sun vd., 1997). Dinamik G-kuadrupleks yapisinin diizenlenmesine olanak
taniyan, bu yapilart stabilize edebilen ¢esitli dogal ve sentetik bilesikler ¢aligilmistir
(Wang vd., 2022). Fakat hedef hiicreye veya niikleik asit bolgesine 6zgii ligandlarin
sayist literatiirde ¢ok azdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda G-kuadrupleks yapisina
baglanarak bu bolgenin stabilizasyonunu arttiracak yeni ligandlarin literatiire
kazandirilmasi, kanser mikrogevresinde aktiflesir tiirevlerinin tasarlanmasi ve teerapdtik
etkilerinin aragtiritlmasi amaglanmistir. Tasarlanan BODIPY temelli ligandlar farkli yiik
veya molekiiler gruplarla modifiye edilerek baglanma, se¢icilik gibi 6zellikleri optimize
edilmistir. Bu 0Ozellikleri ile kanser hiicresine ve/veya mikrocevresine 6zgii, belli
enzimlerin varliginda aktiflesebilir ligandlarin sentezlenmesi amaclanmistir. Tez
calismasinda ilk kez kanser mikrogevresi ile iligkili hipoksi ortami ile karakterize
nitrorediiktaz enzimi ile aktiflesen fotoduyarlastiric1 6zelligi olan bir ligand gelistirilmis
ve G4 oksidasyonu, fotodinamik ve transkripsiyon diizenleme etkisi incelenmistir. Bu tez
calismasinda, amonyum DNA baglanma modiiliiniin asetil grubu ile kafeslenmesi
yoluyla, Histon deasetilaz (HDAC) enzimi aracilifiyla aktive olabilen ilk G4 ligandi
tasarlanmig ve sentezlenmistir. Ayrica her ligandin karakterizasyonu ve optimizasyonu
yiikli, boyutu ve konjuge yapisit dikkate alinarak karsilastirmali olarak c¢alisiimistir.
Sentezlenen G-kuadrupleks ligandlarin farkli kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi
arastirilmistir. Timor mikrogevresi hipoksi ortami, makrofaj ve bakteri enfeksiyonu ko-
kiiltiirleri kullanilarak taklit edilmistir. G4 ligandlarinin hem kanser hiicresi hem de
makrofaj hiicresindeki tiimor proliferasyon, metastazi ve immiin diizenlenme {izerindeki
etkisi incelenmistir. Tezde elde edilen bulgular kanser mikrogevresinin G4 ligandlarinin
etkinligini degistirebildigini ve aktivitesini kontrol edebildigini gdstermektedir.
Calismanin terapotik ligandlarin gelistirilmesinde literatiire dnemli katki saglayacagi

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. G-Kuadrupleks Yapis1

Genetik materyali tasiyan niikleik asitler ¢ok cesitli yapida bulunabilirler.
DNA’nin Watson-Crick baz eslesmesi ile iki zincirin birbirini tamamlayarak olusturdugu
sag-el ¢ift sarmal B-DNA en yaygin formudur. Bunun haricinde sol-el sarmal Z-DNA,
A-motif, sag-tokasi, tripleks, i-motif ve G-kuadrupleks gibi farkli formlarda bulunabilir.
G-kuadrupleks (G4) yapisi guanince zengin dizilerde guaninlerin Hoogsteen hidrojen
bagiyla baglanmas1 sonucu olusan ikincil DNA veya RNA yapisidir (Burge vd., 2006).
Hoogsteen hidrojen bagi ayni diizlem tizerinde bulunan guanin bazlarinin N1H ile O6 ve
N2H ile N7 atomlar1 arasinda kurulur ve bdylece her bir guanin bazi komsu guanin
bazlartyla toplam 4 hidrojen bagi1 yaparak G-tetrad yapisini olusur (Sekil 2.1). G-tetradin
merkezinde ise her bir guaninin O6 atomundaki eslesmemis elektronlar ile etkilesimde
olan monovalent alkali katyon bulunur (Sen ve Gilbert, 1988). En az 2 G-tetrad van der
Walls kuvveti ve aromatik halkanin © elektronlar1 yardimiyla birbiri iizerine istiflenerek
G4 yapisin1 meydana getirir. G-tetradlar arasinda yaklasik 3,3 A mesafe bulunur (Forman
vd., 2000). Ayrica ¢ogu G4 sag-el sarmal olmasina ragmen sol-el sarmal ve hibrit G4
yapisi da raporlanmistir. Sol-el sarmal G4’ler 12 niikleotidlik GTGGTGGTGGTG dizisi
ile olusur (Das vd., 2021). Fakat yapiya katilan guaninlerin veya guanin haricindeki
bazlarin sayisi, G-tetradlar arasinda kalan niikleik asit ilmeginin konumuna veya
uzunluguna, yapiy1 olusturan niikleik asit zincir sayisina, oluk tipine ve merkezde yer alan
monovalent katyona gore G4 yapist ¢ok cesitli yapisal polimorfizm gosterir (Zhang vd.,
2014). Ayrica biitiin bu faktorler yapinin kararliligini etkiler.

Guaninler glikosidik bagin agisina gore syn veya anti konformasyonda
bulunmasindan dolay1 niikleik asit zincirinde paralel veya antiparalel oryantasyon sergiler
(Sekil 2.1). Her bir G4 yapisinda dort tane paralel veya antiparalel guanin tekrarlari
vardir. Paralel G4 yapisindaki biitiin guaninler anti konformasyonda ve birbirlerine
paralelken antiparalel G4 yapisinda ise hem syn hem de anti konformasyondanki
guaninlerden dolay1 en az bir zincir digerlerine gore antiparaleldir. Bu durum bir G-
tetradda 4 farkli olasiligi meydana getirir: 1) biitiin zincirlerin ayn1 yonde ve biitlin
guaninlerin anti veya syn konformasyonda oldugu paralel G-tetrad, 2) ii¢ zincir ayni
yonde bir zincirin ters yonde ve guaninlerin anti-anti-anti-syn veya syn-syn-syn-anti
konformasyonda oldugu (3+1) G-tetrad (hibrid G-tetrad), 3) iki komsu zincirin ayni

yonde ve diger iki komsu zincirin ters yonde ve guaninlerin syn-syn-anti-anti



konformasyonda oldugu tip 1 antiparalel G-tetrad, 4) iki ¢apraz zincirin ayni1 yonde ve
diger iki capraz zincirin ters yonde ve guaninlerin anti-syn-anti-syn konformasyonda

oldugu tip 2 antiparalel G-tetradlardan G4 yapisi olusabilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. G-kuadrupleks yapisi ve guanin bazinin anti ve syn konformasyonu (Zhang vd., 2014).

G4 yapisii olusturan niikleik asit zinciri dizinde guanin haricindeki bazlar ilmek
olusturarak G-tetradlar1 birbirine baglar. Bu ilmeklerin konumu da G4 yapisinin
topolojisini ¢esitlendirir. Pervane, yanal ve ¢apraz (propeller, lateral, and diagonal) olarak
ilmek tipleri 3 ana sinifa ayrilir. Pervane ilmek komsu paralel G-tetradlar1 baglar ve
besten fazla bazdan olusur. Yanal ilmek komsu antiparalel G-tetradlar1 baglar ve ii¢ veya
daha fazla bazdan olusur. Capraz ilmek karsilikli antiparalel G-tetradlar1 baglar ve
genellikle iki veya daha fazla bazdan olusur (Zhang vd., 2014). Boylece paralel topolojide
3 tane pervane ilmik, hibrit topolojide 2 yanal ve 1 pervane ilmek, antiparalel topolojide
ise 2 yanal ve 1 ¢apraz ilmek veya 3 yanal ilmek vardir. Ayrica zincir yonii ve ilmek tipi
farkliligindan dolay1 hibrid ve antiparalel G4 yapisinin 2 ayri alt formu bulunur (Ma vd.,
2020).
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Sekil 2.2. G-kuadrupleks yapisinin farkli konformasyonlari ve ilmek ¢esitleri. a) Paralel G-tetrad ve
pervane ilmek, b) Hibrit G-tetrad ve yanal ilmek, c) Tip 1 antiparalel G-tetrad ve ¢apraz ilmek, d) Tip 2
antiparalel G-tetrad ve yanal ilmek yapis1. N: dar (narrow) ve W genis (wide) olugu ifade etmektedir.
(Zhang vd., 2014).




G-kuadrupleks yapisinin bir bagka topolojik farkliligi G-tetradlarin disindaki oluk
cesitleridir. Her bir G-tetradin 4 adet olugu bulunur. Bu oluklar komsu guanin
konformasyonuna gore 3 farkli boyutta olabilir. Komsu 2 anti veya syn guanin arasinda
orta boyutta, syn guanin anti guanine dik ise dar boyutta, anti guanin syn gunanine dik

ise genis boyutta oluk olusur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. G-kuadrupleks yapisindaki dar, orta ve genis boyutta oluk tipleri (Zhang vd., 2014). N: dar
(narrow) ve W genis (wide) olugu ifade etmektedir.

G-tetrad merkezinde bulunan monovalent katyon elektrostatik stabilizasyon
saglar ve G4 yapisinin fizyolojik kosullarda kararli tutar. Ayrica katyonun pozisyonu,
ilmek veya oluklarla etkilesimi G4 topolojisini ve stabilitesini etkiler (Bhattacharyya vd.,
2016). Hiicrede bulunan pek ¢ok katyonun arasinda potasyum iyonu (K*) en yiiksek G-
kuadrupleks stabilitesi saglar. Potasyum katyonunun biiyiik iyonik yarigapt (1,33 A)
diisiik solvasyon entalpisi saglar ve buna bagli olarak enerji kayb1 minimumdur (Hud vd.,
1996). Potasyum haricinde sodyum (Na"), rubidyum (Rb"), talyum (TI"), sezyum (Cs")
ve amonyum (NH4") monovalent katyonlar1 ve stronsiyum (Sr*?), baryum (Ba*?),
kalsiyum (Ca*?), kursun (Pb™) divalent katyonlar1 G4 stabilitesi saglayabilir
(Bhattacharyya vd., 2016). Fakat diisiik konsantrasyonda mangan (Mn*?), kobalt (Co™?),
nikel (Ni*?) divalent katyonlar1 K* varliginda bile G4 yapisinin agilmasina neden olabilir.
Ayrica monovalent katyon konsantrasyonu azsa veya sicaklik yeterince yiiksekse divalent
katyonlar G4 yapisinin destabilize olmasina neden olabilir (Cadoni vd., 2021). Nadir
caligmalar olsa da trivalent lantanit metal katyonlarin da G4 stabilitesi sagladig
gbzlenmistir (Kwan vd., 2007).

G-kuadrupleks yapisini olusturan zincir sayisina gore de polimorfizm gdsterir.
Yapiy: tek bir niikleik asit zinciri olusturursa intramolekiiler, birden fazla zincir varsa
intermolekiiler olarak siniflandirilir. Intermolekiiler G4’ler ise 2 zincirli (bimolekiiler), 3

zincirli (trimolekiiler) ve 4 zincirli (tetramolekiiler) olabilir (Zhang vd., 2014).



G-kuadruplekslerin topolojik yapist X-ray kristalografisi, niiklear manyetik
rezonans (NMR) spektrometresi, dairesel dikroizm (CD) spektrometresi, kiitle
spektrometresi (MS) gibi yontemlerle tespit edilir. X-ray ve NMR teknikleri G4’lerin 3
boyutlu yap1 analizini de saglar (Ma vd., 2020). Niikleik asitlerin kiralite 6zellikleri
oldugu i¢in karakteristik refraktif indeksi ve sag-sol polarize 1s18a gore absorpsiyonu
vardir. CD analizinde paralel topolojide G4’ler 260 nm’de pozitif Cotton etkisi ve 235
nm’de negatif Cotton etkisi gosterirken hibrid topolojide G4’ler 290 nm’de pozitif Cotton
etkisi ve 235 nm’de negatif Cotton etkisi gosterir. Antiparalel G4’ler ise 290 ve 240
nm’de pozitif Cotton etkisi ve 260 nm’de negatif Cotton etkisi vardir (Paramasivan vd.,
2007). Fakat tek basina CD analizi topoloji belirlemek i¢in yeterli olmayabilir, X-ray
veya NMR analizleriyle birlikte sonuclar degerlendirilir.

Intramolekiiler G4 topolojisi igin yapilan galismalar igin telomer dizisi en uygun
aday olmustur. Insan telomer bolgesi 5’-d[TTAGGG]-3’ dizisinin 15-200 baz
tekrarlariyla guanince zengin bir DNA boélgesidir. Dizi tekrarinda bulunan TTA bazlar
G4 yapisindaki ilmekleri olusturur. NMR spektroskopisi ve molekiiler dinamik
hesaplamalari ile Na* katyonu varhiginda [ AGGG(TTAGGG)3] dizisinin antiparalel G4
topolojisi olusturdugu gosterilmistir. Bu yapiya katilan her bir G-tetradtaki 2 komsu
guanin ayni yondeyken diger 2 komsu guanin zit yonde bulunarak syn-syn-anti-anti
konformasyonuyla 1 dar, 1 genis ve 2 orta boyutta oluk ve TTA bazlarinin 1 ¢apraz ve 2
yanal ilmek yapisi olusturur (Wang ve Patel, 1993). Aymi DNA dizisi K katyonu
varliginda ise paralel topolojisi olusturur. Bu G4 yapisindaki biitiin guaninler anti
konformasyonda, biitiin oluklar orta biiyiikliikkte bulunur ve 3 pervane ilmek vardir
(Parkinson vd., 2002). Sonraki yillarda ayni telomerik dizinin K ¢6zeltisinde CD ve
NMR teknikleri kullanilarak hibrid (3+1) topoloji de olusturabildigi gosterilmistir (Dai
vd., 2007). Ayn1 DNA dizisinden elde edilen ii¢ farkli sonu¢ goz oniine alindiginda G-
kuadrupleks yapisinin birka¢ polimorfizmi bulunabilir. Telomer haricindeki G4’lerin
topolojisi de ayrica incelenmistir. Ornegin K* katyonu varhginda c-kit, c-myc ve VEGF
genlerinin promotor bolgesinde bulunan G4’lerin paralel topolojideyken bcl-2 ve hTERT
genlerinin promotdr bolgesinde bulunan G4’leri hibrid topolojidedir (Ma vd., 2020).

Cift zincirli intermolekiiler G-kuadruplekslerde genellikle ayni tip iki ilmek
bulunur ve ilmek tipine gore ¢apraz-ilmekli, yanal-ilmekli ve pervane-ilmekli olarak {i¢
farkl1 topolojisi vardir. Farkli ilmek tipi igeren ¢ift zincirli G4’ler ise oldukg¢a nadirdir
(Zhang vd., 2014). Capraz-ilmekli G4, Oxytricha nova siliyatindaki telomer bolgesindeki
d(G4T4G4) dizisinde rapor edilmistir (Haider vd., 2002). Tetrahymena siliyatinin



telomerik d(TG4TTG4T) dizi ise yanal-ilmekli intermolekiiler G4 olusturur (Phan vd.,
2004). Insan telomer bolgesinde yapilan ileri calismalarda pervane-ilmekli
intermolekiiler G4 olusumu gosterilmistir (Zhang vd., 2014). Neidle ve ekibinin B-
raf geninin promotdr bolgesindeki d(G3CG4AGsA2G3A) dizisi lizerinde yaptigr X-ray
kristalografi ¢aligmalarinda bu dizinin dimerik G4 yapisi olusturdugu gézlenmistir. Bu
yapida 7 ardisik G-tetrad ve merkezinde 6 K" katyonu bulunur. Ayrica GCGC tetradi ve
sitozinler ile adeninler arasinda 6 tane ilmek olusumu ile essiz bir yapis1 vardir (Wei vd.,
2013).

Trimolekiiler G-kuadrupleks yapisinmi Mergny ve ekibi poliakrilamid jel
elektroforezi, CD spektroskopisi, UV absorbans ve kiitle spektroskopisi yontemlerini
kullanarak gdstermistir. Bu yap1 i¢in 3 zincir iki adimda olusur. ilk olarak tekli zincirler
Li" soliisyonunda kisa dubleksler olusturur ve bu G-tetrad igin rehber gorevi goriir,
guaninleri birbirine yaklagtirir. Daha sonra ara yap1 Na® soliisyonuna alinir ve tri-G-
kuadrupleks yapist olusur. Trimolekiiler G4 yapisinin iistiinde ve altindaki 2 dupleks
kuyrugundan dolay1 geleneksel G4’lerden farklidir. Fakat guanince zengin 3 zincirin G-
kuadrupleks yapisi olusturabildigi ortaya konmustur (Zhou vd., 2012).

Tetramolekiiler G-kuadruplek yapist guaninin tek tekrarini igeren 4 ayri zincir ile
olusabilir. d(TG4T) DNA dizisinde biitiin zincirler birbirine paralel, biitiin guaninler anti
konformasyonda, biitiin oluklar orta biiyiikliikte ve hi¢ ilmek olmadan tetramolekiiler G4
olusturur (Phillips vd., 1997). Fakat daha karmasik yapilar da vardir. Ornegin
d(GCGGXGGY) dizisi Na* soliisyonunda 2 ayr1 G4 monomerinin 2 GCGC tetrad: ile
birbirine baglanmasiyla olusur. Her bir monomer G4 yapisinda 2 G-tetrad vardir.
d(GGGT) dizisi K soliisyonunda 2 paralel tetramolekiiler G4 monomerleri ekstra bir G-
tedrat ile baglanarak birbirine kenetlenmis G4’leri olusturur (Zhang vd., 2014).

Genomdaki G-kuadruplekslerin varlig1 géz oniine alindiginda RNA dizilerinin de
RNA G-kuadrupleksi (rG4) olusturabilmesi sasirtict degildir. DNA ile RNA arasindaki
farkliliklar G4 yapisina da yansir. Timin yerine urasil, deoksiriboz sekeri yerine riboz
sekeri ve riboz sekerindeki 2’-hidroksil grubunun bulunmasi rG4 yapisini etkiler. RNA
zincirinde timin yerine urasil bulunmasi yani C5-metil eksikligi RNA G4’lerin ilmeginin
hidrasyon seviyesini diisiiriir ve bdylece yapinin agilmasi i¢in daha yiiksek sicaklik
gereklidir. rG4’lerin oluklarindaki 2-hidroksi (2°-OH) grubunun su molekiilleriyle
etkilesimi yapinin DNA G4’lerden daha kararli olmasin1 saglar (Zhang vd., 2010). Riboz
sekerindeki 2°-OH gurubu C3’endo kivrimini olusturur ve bazlarin syn konformasyonuna

gecmesini engeller. Bazlar ayn1 yonde ve anti konformasyonda bulunur. Bundan dolay1



rG4’ler paralel topolojidedir. Kisa ilmek zinciri rG4 yapis1 ayrica daha kararli kilar. DNA
ve RNA G4 yapisi arsindaki diger onemli fark katyon baglanma ozelligidir. K* katyonu
hem DNA G4 hem de RNA G4’lerin yapisina katilirken Na® katyonunun RNA G4
yapisina etkisi yoktur (Fay vd., 2017).

2.2. G-kuadruplekslerin Biyolojik Rolii

Niikleik asitler genetik bilginin saklandigi, bir organizmanin bilesenlerini etkili
bir sekilde olusturmak i¢in kodun anlatimi ve kalitimi saglayan biyopolimerlerdir.
Bilinenin aksine niikleik asitler sadece c¢ift-zincir sarmal yapida degil alternatif
konformasyonlarda bulunarak islevini siirdiiriir. Bunlara A-DNA, Z-DNA,
intramolekiiler tripleks, sag-tokasi, paralel-zincir DNA ve kuadrupleks DNA 6rnek
verilebilir. G-kuadrupleks (G4), DNA veya RNA dizilerinin guanin bakimindan zengin
bolgelerinde olusan bir niikleik asit ikincil yapisidir. ilk kez 1910 yilinda guanilik asit
tiirevlerinin kendiliginden birlestigi Bang tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra Gellert
vd. (1962) X-ray kirmmimi analiziyle guanozin monofosfatlarin kendiliginden birleserek
diizlemsel bir tetrad olusturabildigini gosterilmistir. Yapilan pek cok biyokimyasal ve
yapisal analiz sonucunda diger bazlarin araya girdigi guanin tekrarlarindan olusan DNA
ve RNA niikleik asit zincirlerinin G4 yapisini olusturabildigi in vitro olarak gosterilmistir
(Sen vd., 1988). Guanin zengini dizilerde G4 yapisinin olustuguna dair artan kanitlara
ragmen hiicre i¢cinde G4 yapisinin kararli kalacaginin garantisi yoktur. Kromozomal
DNA’da G4 dizisi tamamlayici dizisi ile rekabet halindedir. Tamamlayici dizi varliginda
G4 dizisi G4 yapisini olusturmak yerine Watson-Crick Hidrojen bagi ile ¢ift-zincir sarmal
DNA olusturma egilimindedir. Cift sarmal agilmadik¢a G4 yapisinin kendiliginden
katlanmas1 kolay degildir (Dell'Oca vd., 2024).
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Sekil 2.4. Genomda G-kuadrupleks yeri ve islevi (Varshney vd., 2020).




Insan genomunda yapilan bilgisayar temelli biyoinformatik analizlerle korunmus
G>3NxGx3NxG>3NxG3 dizisi kullanilarak 300000°den fazla potansiyel G-kuadrupleks
(pG4) dizisi tespit edilmistir (Hupper ve Balasubramanian, 2005). Yiiksek verimli G4-
dizileme analiziyle ise yaklasik 700000 pG4 ortaya ¢ikarilmistir (Chambers vd., 2015).
Dizi ¢esitliligi géz oniline alindiginda pG4’ler genomda rastgele degil belli fonksiyonel
bolgelerde bulunur (Sekil 2.4). Bu bolgeler G-zengini mikro ve minisatellitler, telomerler,
mitotik ve mayotik ¢ift zincir kirilma (DSB, “double-strand berak™) bolgeleri,
transkripsiyonel baslangi¢ bolgeleri (TSS, “trancriptional start site””), mRNA’larin 5°-
UTR bolgesidir (Bochman v.d., 2012). Bulundugu bolgeler de gbz 6niine alindiginda G-
kuadrupleksler transkripsiyon, translasyon, DNA replikasyonu, DNA hasar tamiri,
genomik stabilite ve epigenetik dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel siireclerde rol oynar
(Sekil 2.4). Ayrica bu bolgeler farkl: tiirler arasinda genel olarak korunmugstur. Sadece
G4 yogunlugu, dizi igerigi veya uzunlugu bakimindan degiskenlik gdsterir. G4’ler
bakteri, diisiik 6karyotik canlilar, insan RNA ve DNA viriisleri dahil olmak {izere pek ¢cok
organizmada bulunur (Rhodes vd., 2015).

2.2.1. G-Kuadruplekslerin telomerlere etkisi

Insan genomunda biyolojik olarak kesfedilen ilk G-kuadrupleks yapisi telomer
bolgesindedir ve en fazla bu bélgede bulunur. Insan telomeri kromozomlarin tek zincirli
3’- uglarinda d(TTAGGG) ardisik tekrar dizilerinden olusur. Kromozom uglarmin
birbirine baglanmasini, niikleazlar tarafindan kesilmesini engeller. Guanince zengin bu
bolge G4 yapisinin olusumu i¢in oldukca uygundur.

Telomerik G4’lerin in vivo kaniti G4’e baglanan antikor kullanilarak Stylonychia
telomerinde gosterilmistir (Schaffitzel vd., 2001). Bu ¢alismada telomerde antiparalel
intermolekiiler G4 yapisinin varligt ve DNA repikasyonu sirasinda yapinin agildig
gosterilmistir. Boylece telomerdeki G4 yapisinin telomer bolgesini kaplayarak korudugu
onerilmistir. Daha sonraki calismalar telomerik G4 yapis1 ve bu yapiy1 taniyan proteinler
tizerine yogunlagir. Rifl (replikasyon zamanlamasini diizenleyen faktér 1) ve TFR2
(telomerik tekrara baglanan faktor 2) proteinlerinin telomerik G4 yapisina baglanarak
kromozom uglarin1 korudugu bulunmustur (Biffi vd., 2012). TLS/FUS (Liposarkomada
transloke/ sarkomada bulunan) proteini hem telomerik DNA G4 hem de RNA G4
yapisina baglanarak histon metilasyonu seviyesini arttirdig1 ve boylece kromatin uglarini

korudugu tespit edilmistir (Takahama vd., 2013). Kromozom uglarinin korunmasinin



yani sira telomerik G4’ler telomer uzunlugunun diizenlenmesinde 6zellikle telomeraz
aktivitesinin sinirlandirmada gorev yapar. Intramolekiiler antiparalel topolojiye sahip G4
yapisi telomerazin baglanmasini engellerken intermolekiiler paralel topolojiye sahip G4
yapisi telomeraz enzimi tarafindan agilabilir (Moya vd., 2015). Telomer ucuna baglanan
protein a ve B (TEBPa/p) tarafindan telomerik G4’lerin kapanmasinin diizenlenmesi
telomer uglarinin niikleazlardan korunmasina ve RecQ benzeri helikazlar ise gerektiginde

telomer sentezi i¢in yapinin agilmasina yardimci olur (Rhodes ve Lipps, 2015).

2.2.2. G-Kuadruplekslerin transkripsiyon ve translasyona etkisi

Insan telomerindeki G-kuadrupleks yapisinin varligina ait ilk bulgular radyoaktif
ve floresan isaretli G4 stabilize eden molekiillerin veya yapi-spesifik antikorlarin
mikroskop goriintiilerinde kromozom uglarindaki sinyale dayanir. Fakat sinyallerin
sadece kromozom uglarinda degil kromozoma dagilmis halde olmas1 G4’lerin kromozom
boyunca bulunabilecegini ortaya cikarmustir. Insan genlerinin yaklasik %40’tan
fazlasinin promotoriinde potansiyel G-kuadrupleks (pG4) dizisinin bulunmasi gen
anlatiminin diizenlemesinde G4’lerin islevsel oldugunu gosterir. Bu genlere bakildiginda
pG4 yapis1 onkogen veya diizenleyici genlerde housekeeping veya timor baskilayici
genlere oranla daha fazla bulunur (Huppert vd., 2007). Promotor bolgesinde bulunan G4
yapisi basitce RNA polimerazin ilerlemesini engelleyerek transkripsiyonu baskilar. G4
stabilize eden molekiillerin kullanildig1 caligmalar ile promotérde ve gen sonunda
bulunan G4 yapisinin gen anlatimimin baglamasini ve sonlanmasint etkiledigini
gostermistir (Fernando vd., 2009). Ayrica insan tiim genom analizi transkripsiyonla
iliskili XPB ve XPD helikazlarinin tanima dizilerinin pG4 dizisiyle ¢akistiginin tespiti ile
transkripsiyon sirasinda G4 yapisinin acilip kapanarak gen anlatimini diizenledigi
belirlenmistir (Gray vd., 2014). ATRX (X’e bagh a-talasemi zihinsel gerilik sendromu)
proteini SWI/SNF sinifi bir kromatin yeniden diizenleyici faktoriidiir ve DAXX histon
saperonuyla birlikte genomda ardisik tekrarl dizilere baglanir. Bu tekrar dizilerinin pG4
dizisi olabilecegi bilgisayar temelli ¢alismalar ile gosterildikten sonra in vitro’da ATRX
proteinin G4 yapisina baglandig1 belirlenmistir. Bu durum ATRX yoklugunda G4 yapisi
kromatin erisilebilirligi ve gen anlatimini olumsuz etkileyebilir (Truch vd., 2022). DNazIl
duyarl bolgelerde pG4’lerin varligi niikleozom olusumunu ve kromatin kararhilig: ile
iligkilendirilebilir (Hegyi, 2015). Pek cok gene ait RNA’nin 5’ ¢evrilmeyen bolgesinde

(5’UTR) pG4 yapisinin bulundugu in vitro ve in vivo ¢alismalarla belirlenmistir (Bugaut
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vd., 2012). Ornegin kirilgan X sendromuna neden olan CGG tekrarlarinin fazlaligi G4
yapisini olusturur. 5’UTR bolgesindeki bu G4 yapisi translasyonu engelleyici rol oynar
(Darnell vd., 2001). Telomerik DNA’nin transkripsiyonundan sorumlu uzun guanince
zengin tekrarlar iceren RNA’da (TERRA) G4 yapisinin bulunmasi sasirtici degildir.
Telomere baglanan protein TRF2, TERRA G4’leri ile etkilesime girerek telomer
organizasyonunu diizenler (Biffi vd., 2012). Onciil mRNA’nin ekzon kesilme
bolgelerinde bulunan G4’ler hem olgun mRNA olusumunda hem de alternatif kesilme
siirecinde rol oynar. Cogunlukla RNA G4’leri mRNA’lar {izerinden arastirilmis olsa da
bu yapilar IncRNA, miRNA, piRNA gibi kodlanmayan RNA’larda da bulunur (Kharel
vd., 2020).

2.2.3. G-Kuadruplekslerin replikasyona etkisi

Replikasyon sirasinda DNA polimerazlarin ve helikazlarin genetik ve epigenetik
kararsizligr onlemek icin G-kuadrupleks yapisini diizenledigine dair pek ¢ok g¢alisma
vardir (Valton vd., 2016). Transkripsiyon veya replikasyon sirasinda ¢ift-zincirli
DNA'nin acilmasi, tek-zincirli DNA'y1 aciga cikararak G4 yapisinin katlanmasinm
destekler. Fakat bu durum DNA veya RNA polimerazlarinin zincir {izerinde ilerlemesini
engelleyebilir. Hiicrede G4 yapisinin acgilmadigi ve replikasyon catalinin ilerlemeye
devam edemediginde Okazaki pargalarina benzer 60-300 niikleotitden 80 kilobaza kadar
degisen boyutlarda DNA delesyonlart meydana gelir (London vd., 2008). G4 yapisin
acarak replikasyonun dogru bir sekilde islemesine yardime1 olan ve genomik kararsizlig
onleyen WRN helikazi telomer bolgesinin, FANCJ, BLM ve Pif1 helikazlar1 genomun i¢
bolgelerinin replikasyonunda gorev alir. Bu helikazlardaki mutasyonlar ¢ift-zincir kiriga,
telomer kisalmasi, DNA parcalarinin olusmasi veya replikasyonun tamamlanmamasina
neden olur. Kusurlu replikasyon sonucunda ise genomik kararsizlik meydana gelir
(Brosh, 2013). Ayrica mitoz sirasinda acilmamis G4 iceren zincirin kalip olarak
kullanilmast DNA lezyonuna neden oldugu ve bu durumun sonraki hiicrelere aktarildigi
PCR temelli analizlerle ortaya ¢ikarilmistir (Lemmens vd., 2015). Bir baska caligmada
ise G4 yapisindan dolay1 duraksayan DNA polimeraz kompleksinin kurtulmasi i¢in
EXO1 ekzoniikleaz enziminin birkag¢ niikleotidi keserek yapinin agilmasii ve DNA
polimerazin serbest kalmasini sagladig tespit edilmistir (Stroik vd., 2020).

Replikasyon baglama bdlgelerinin GC agisindan zengin diziler icermesi bu

bolgelerde pG4’lerin olabilecegini isaret eder. Bu bolgelerdeki pG4’lerin replikasyonun
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baslamasini tetikledigi kesfedilmistir. (Valton vd., 2014). G4 igeren replikasyon
orijinlerinin niikleozomdan yoksun bolgelerde bulunmasi, replikasyonun baglamasi igin
gorevli proteinleri veya helikazlarin G4 yapisim1 taniyip bu bolgelere yonelmesi
replikasyonun baglamasina yardime1 olabilir (Dell’Oca vd., 2024).

Mitokondriyal DNA’nin (mtDNA) agir zinciri pG4 dizileri bakimidan zengindir.
G4 ligand ile yapilan in vitro bir calismada ligandin mtDNA ya segici oldugu ve buradaki
G4 yapisina baglanarak DNA/RNA polimerazin islevini inhibe ettigi ve solunumda
gorevli proteinlerin kodlandigin genlerde delesyonlara yol actigi bulunmustur. G4
yapisinin bu rolii antiparalel G4 yapisinin olusumunu tetikleyen bir mutasyonun
olusturulmasi ile dogrulanmis ve hiicresel solunum fonksiyonunda ciddi sorunlara yol
act1ig1 gozlenmistir (Falabella vd., 2019). Ek olarak baz1 viriislerin replikasyon baslama
bolgesinde pG4 dizisi kesfedilmistir. Boylece viral genomun replikasyonunda da G4
yapisinin etkin olabilecegi varsayilabilir (Madireddy vd., 2016).

2.2.4. G-Kuadruplekslerin kromozom yeniden sekillenmesi ve genomik kararhihga
etkisi

G-kuadrupleks yapisinin telomerler, promotor ve replikasyon baslama bolgesi
gibi bulundugu yerler géz dniine alindiginda yapinin kromozom yeniden sekillenmesine
etki etmesi sasirtict degildir. Daha 6nce tartisildig1 gibi G4 yapisi niikleozomdan yoksun
bolgelerde bulunmasi niikleozom konumlanmasinin yani sira histon modifikasyonlarini
da diizenleyebilir (Guilbaud vd., 2017). Ayrica kromozom yeniden sekillenmesine 6rnek
olarak G4 yapisini tantyabilen YY1 transkripsiyon faktoriiniin hem G4 yapisina hem de
uzak kromatin bolgelerine baglanmasi DNA ilmegi olusumunu destekler. Bu mekanizma
enhancer-promotor etkilesimlerini diizenleyerek gen ekspresyonunu etkileyebilir (Li vd.,
2021).

Polimerazlara engel teskil eden G4 yapisinin ortadan kaldirilmasiyla meydana
gelen DNA kiriklart DNA mutasyonlarina neden olur ve DNA hasar yanit1 (DDR)
yolagin1 aktive eder (Pavlova vd., 2021). Kanser hiicrelerinde G4 stabilite eden
molekiillerin kullanildigr c¢alismada DDR yolaginda goérevli H2A.X ve ATM’nin
fosforilasyona ugrayarak yolag: aktive ettigi tespit edilmistir (De Maris vd., 2019).

Insan genomundaki in siliko analiz ile 30 binden fazla rekombinasyon bdlgesinde
potansiyel G4 dizisi ortaya ¢ikarilmasi ile mayotik rekombinasyonda G4 yapisinin etkili
olabilecegi sonucuna varildi (Mani vd., 2009). G4 yapisin1 agmakla gérevli BLM helikazi

bulunmayan insan ve fare embriyonik kok hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada kardes
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kromatidler arasinda pek c¢ok rastgele par¢a degisiminin yasandigi gosterilmistir (van

Wietmarschen vd., 2018).

2.2.5. G-Kuadruplekslerin DNA oksidasyonunun G4 yapisina etkisi

Serbest oksijen radikalleri G-kuadrupleks yapisina katilan bazlara zarar verebilir.
Ozellikle redoks potansiyeli diisiik olan guanin bazi oksidasyona kars1 oldukgca hassastir.
Reaktif oksijen tiirleri, G-kuadrupleks yapisindaki guaninleri oksitleyerek 8-okso-7,8-
dihidroguanin (OG), 5-guanidinohydantoin (Gh), spiroiminodihydantoin (Sp) gibi
oksidasyon tirtinleri olusturur (Sekil 2.5, Fleming ve Burrows, 2020). Normal kosullarda
guanin, sitozin bazi ile eslesirken, oksidatif hasar sonucu olusan OG, adenine karsi
afinitesi nedeniyle yanlis baz eslesmesine yol agabilmektedir. Replikasyon sirasinda
OG'nin adenin ile eslesmesi, izleyen replikasyon dongiisiinde adeninin timin ile
eslesmesine neden olmakta ve sonug olarak 6zgiin guanin-sitozin baz ¢ifti, timin-adenin
baz cifti ile yer degistirir. Bu uyumsuzluk T-G mutasyonuna yol agmaktadir. (Poetsch,

2020).
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Sekil 2.5. Guanin oksidasyonu ve olugan iiriinler (Fleming ve Burrows, 2020).

Guanin oksidasyonunun kodlanan ve kodlanmayan zincirde olmasina gore
transkripsiyon seviyesinde farkli diizenlenmeler gerceklesir. VEGF promotor bolgesinin
kodlanan dizinde bulunan OG, baz kesip ¢ikarma tamiri (BER) sistemi tarafindan
kesildiginde cift zincirin acilmasina ve G4 yapisinin olusumunun tetiklenmesine neden

olur. Bu durum transkripsiyon uzama kompleksinin ilerlemesini durdurarak mRNA
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sentezinin baskilanmasina neden olur. Fakat kodlanmayan dizide OG varlig1 ise
transkripsiyonu tetiklemektedir (Fleming vd., 2017).

Kromozom uglarinda tek-zincirli DNA formunda bulunan telomer bolgesindeki
guaninler serbest radikallerin saldirisina agiktir. OGG1 (8-oksoguanin glikosilaz) ve BER
(baz kesip ¢ikarma tamiri) G4 guaninleri iizerindeki aktivitesi oldukca diisiik ve yavastir.
Bu durum telemorlerde yapi ve fonksiyonu etkileyen oksitlenmis azotlu bazlarin
birikimine yol agar (Dou vd., 2003). Oksijen radikallerinin G4 yapisindaki azotlu bazlarin
hasarma yonelik smFRET mikroskopisi kullanilarak yapilan c¢aligmada guanin
oksidasyonunun G4 yapisini actig1 ve timin oksidasyonunun ise G4 yapisinin olusumunu
engelledigi gosterildi (Lee vd., 2017). G4 yapisinin agilmasi telomer bdlgesini daha
ulagilabilir olmasimi saglayarak telomeraz aktivitesini artirabilir. POT1 (telomer
korumasi) proteini telomere daha kolay baglanir ve tamir enzimlerinin baglanmasini
engeller. Sonu¢ olarak uzayan telomer bolgesinde oksidasyonlu bazlar birikir
(Theruvathu vd., 2014).

Timin bazinin oksidasyonu sonucu olusan timin glikol (Tg) G4 ilmeginin G-tetrad
yakininda olursa yap1 bozulur. Tg iizerindeki fazladan iki OH grubu hem sterik engel
yaparak hem de hidrasyon seviyesini arttirarak G4 yapisinin olusumunu zorlagtirir (Lee
vd., 2017). Azotlu bazlarin oksidasyon iiriinleri tekrar oksidasyona ugramaya meyillidir.
Tekrar tekrar NEIL glikosilaz enzimi tarafindan onarilmasi telomer kisalmasina ve

fonksiyon kaybina neden olur.

2.3. G-kuadrupleks Ligandlar:

Niikleik asitlerin guanince zengin bolgelerinde olusan G-kuadrupleks yapisinin
kanserle iliskili genlerin promotoriinde ve telomer bolgesinde bulunmasi DNA
replikasyonu, genomik kararlilik, transkripsiyonel diizenlemede rol oynadigi son yillarda
yapilan pek cok calismada gosterildi. Bu calismalar G4 yapisinin basta anti-kanser
arastirmalar1 olmak iizere pek ¢ok farkli alanda ila¢ hedefi olarak potansiyel tasidiginm
vurgulamaktadir. G4 yapisinin telomeraz aktivitesini ve onkogen transkripsiyonunu
baskilamada kullanilmasi i¢in G4 yapiyla etkilesime giren ve onu stabilize eden kiiciik
molekiiller tasarlanmaya baslandi. G4 yapisiyla etkili bir sekilde etkilesime girebilen bu
kiiciik molekiiller G4 ligand1 veya stabilizator olarak adlandirilir. Farkli bolgelerdeki
farkli biyolojik fonksiyonlara sahip G4 yapisindan dolay1r G4 ligandlar hiicreyi farkl
sekilde etkileyebilir. Ornegin, replikasyon catalinin ilerlemesi durdurarak tek zincirli

DNA kiriklarina, RNA G4 yapisini stabilize ederek translasyonun engellenmesine neden
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olabilir. Bu ligandlar G4 yapisina kars1 yiiksek ilgi gosterdigi gibi baska niikleik asit
bolgelerine de baglanabilir. Bundan dolay1, 6zellikle G4 yapisina baglanirken diger DNA
veya RNA ikincil yapilarina baglanmayan ligandlarin tasarlanmasi biiyiik 6neme sahiptir.
G4 yapisinda ligandlar i¢in birgok interaksiyon bolgesi vardir; terminal G-tetrad, orta G-
tetrad, oluk/ilmek/omurga bolgesi veya merkez kanal gibi (Zhang v.d., 2014). Diizlemsel
aromatik halkali ligandlar genel olarak n-m istiflenme araciligiyla G4 ile etkilesime
girerken ¢ok az1 G-tetradlarin arasina interkale olur. Amino grubu veya yan zincir i¢eren
ligandlar, G4 yapisindaki oluk, ilmek ve negatif yiiklii fosfat omurgasi ile etkilesime
girer. Protonlanma veya metilasyon ile amino grubunun pozitif yiik kazanmasi ligandin
G4 yapisinin oluklarint veya negatif yiiklii fosfat omurgasini daha iyi tanimasina ve
elektrostatik etkilesimlerle daha giiclii baglanmasina olanak saglar (Zhang vd., 2014).
Ligandin modifiye edilmis yan zincirleri ilmekteki bazlar1 ve olugu taniyabilir ve hidrojen
bagi olusturur, ayrica ligandin sudaki ¢oziintirliigiinii arttirir. Kiigiik ve uzun pozitif ytiklii
yan zincirlere sahip ligandlar G4 yapisinin merkezine uzanabilir ve yapiyi stabilitesini
arttirir. Diizlemsel ligandlarin G-tetrad arasina girme potansiyeli olmasina ragmen yiiklii
ligandlarin G4 yapisindaki oluk, ilmek, omurgaya daha fazla etkilesime sahip oldugu
arastirmalar sonucunda tespit edilmistir (Murat vd., 2011, Neidle 2017). Sonug olarak G4
ligandlari, G4 yapisina dogrudan baglanabilir, G-tedratlarin arasina interkale olabilir veya
G4 ile iliskili proteinlere baglanabilir. Ligand ile G4 yapis1 arasindaki baglanma sabitinin
(Kp) 10 mol.L"! seviyesinde veya daha diisiik olmas1 beklenir (Sun vd., 2019).

G-tetrad uclarina ligandlarin baglanmasi ligand-G4 komplekslerinin en yaygin
etkilesimidir. Bu yiizden G4 ligandlar1 6ncelikli olarak G-tetrad uglarina n-m istiflenme
ile etkilesim saglayacak kiiciik, diizlemsel aromatik halkasal yapida tasarlanmistir (Sekil
2.6). Biiylik aromatik ylizeye sahip ligandlar G4 DNA’ya dupleks DNA’ya gore daha
yiiksek segicilikle baglanir. Porfirin tiirevi olan TMPyP4 merkezinde bir aromatik halka
ve halkanin dort kosesinde dort N-metilasyon grubu bulunan bir molekiildiir ve G4 ligandi
olarak yaygin bir sekilde ¢alisilmistir (Anantha vd., 1998, Han vd., 2001). TMPyP4’{in,
G4 yapisina yliksek ilgi sergiledigi, telomeraz aktivitesini inhibe ettigi, bir¢cok onkogenin
anlatimini baskiladig1 saptanmistir (Siddiqui-Jain vd., 2002, Grand vd., 2002, Kim vd.,
2003, Cogoi ve Xodo 2006). Ligandda bulunan porfirin halkasi ile G-tetradin bir ucuna
yerlesir (Parkinson vd., 2007). TMPyP4’iin yiiksek ilgiyle G4’e baglanmasina ragmen
diisiik seviyede G4 DNA’ya karsi segiciligi vardir, dupleks DNA’ya da baglanma
kapasitesi bulunur (Dixon vd., 2005). Akridin tiirevi olan BRACO-19 telomeraz
inhibisyonu gosteren aromatik bir G4 ligandidir (Gowan vd., 2002) ve G4 yapisinin en
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iist veya en alt G-tetradi ile oluklarina baglanabilir (Machireddy vd., 2017). Piridin amid
tiirevi piridostatin (PDS) secici olarak {ist G-tetrada baglanir (Rodriguez v.d., 2008).
Telomerik bolgedeki G4 yapisi stabilizasyonu yoluyla BRCA?2 eksikligi olan hiicrelerde
telomer kirilganligimi artirir ve boylece ¢ift sarmal kiriklarinin birikimini ve kontrol
noktasi aktivasyonunu indiikleyerek ve G2/M ilerlemesini diizensizlestirerek homolog
rekombinasyon (HR) kusurlu hiicrelerin ¢ogalmasini azaltir. Ayrica bir prob olarak
kullanilarak RNA G4 vyapilarinin in vitro haritas1 ¢ikarilmistir (Kwok vd.,
2016). Streptomyces annulatus’dan izole edilen dogal makrosiklik bilesik Telomestatin,
telomerik G4’¢ baglanarak telomeraz inhibisyonu saglar (Shin-ya v.d., 2001).
Florokinolon tiirevi olan CX3543 ve CX-5461 G4 yapisina yiiksek ilgiyle baglanarak Poll
transkripsiyonu baskilar ve apoptotik hiicre 6liimiine yol acar (Drygin vd., 2009, Masud
vd., 2021). Ayrica CX5461 icin ilk defa klinik ¢aligmalar yapilmis ve Faz I denemelerine
baslanmistir (Hilton vd., 2022).

Ayrica ¢aligma grubumuz tarafindan BODIPY tiirevi olan GQ1 ligandinin c-myc
oligomerinin list G-tetradina segici olarak baglandig1 ve HIF-1a gen anlatimini azaltarak
hipoksi ile iligkili metabolik yeniden diizenleme, oksijen tiiketimini etkiledigi ve hiicre

goclinil engelledigi bulundu (Baser vd., 2023).
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Sekil 2.6. G-kuadrupleks ligand 6rnekleri (Santoz v.d., 2021, Baser vd., 2023).
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G-quadruplex/i-motif ligandlar1 veritabani G4LDB 2.2’ye gore literatiirde
3200’den fazla ligand vardir (Wang vd., 2022). Bu ligandlarin arasinda antrakinonlar,
amidoakridinler, kinakridinler, kindolinler, katyonik porfinler, perilenler, berberinler,
kinoantroksazin, bistriazol, biskinolinyum ve bunlarin tiirevleri gibi pek ¢ok kimyasal
yap1 G4 ligand1 olarak tasarlanmis ve ¢alisilmistir (Ou vd., 2008; Santoz v.d. 2021). Fakat
bu ligandlarin biiyiik cogunlugu G4’e kars1 yiiksek ilgi gosterseler bile belli hiicre tipine
veya ortam sartlarina gore aktiflesebilme 6zelligine sahip ¢ok az ligand bulunmaktadir.
Yeni ¢alismalar, G4 ligandlarinin biyouyumlu, hiicre segiciligi veya 1sik varliginda,
enzimatik reaksiyon ile aktiflesme gibi daha fonksiyonel uyari-duyarli ligand
tasarlanmasi yoniinde gelismektedir. Isik ile uyarilan ligand tasarimi dalga boyu,
yogunluk, mesafe veya siirenin kolayca ayarlanabilmesinden dolay1 son yillarda bir¢cok

arastirma grubu tarafindan ¢alisilmaktadir (Velema v.d., 2014).

2.3.1. Fotoduyarlastiric1 G4 ligandlar

Diistik oksidasyon potansiyelinden dolayr guanin bazi oksidatif hasara karsi
duyarhidir. G4 ligandlar1 araciligiyla kontrolli ROS olusumu hedefli terapotik
yaklagimlar i¢in fotodinamik terapinin (PDT) kullanilmasina olanak tanimistir. PDT nin
basartyla gerceklesmesi i¢in fotoduyarlastirici (PS) bir molekiil, molekiiler oksijen ve 151k

kaynagi gereklidir. G4 ligandlar1 bu amacla tasarlanarak PS olarak gorev alabilir.
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Sekil 2.7. Modifiye edilmis Jablonski Diagram1 (Agostinis vd., 2011).

Cogu PS, Sy temel enerji seviyesinde, molekiiler orbitalinde zit spinli iki elektrona
sahiptir. Isik emilimi bir elektronun daha yiiksek enerjili bir orbitale aktarilmasina yol
acar. Uyarilmis PS oldukga kararsiz halde S; seviyesine geger, fazla enerjisini 1s1 veya

floresan olarak yayar. Alternatif olarak uyarilmig PS, bir elektronun ters spinine sahip
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daha kararli bir triplet durum (T;) olusturmak icin bir sistemler arast gegise (ISC)
ugrayabilir (Sekil 2.7). T durumundaki PS dogrudan fosforesans yayarak So seviyesine
gecebilir, Tip II enerji transferi veya Tip I elektron transferi yaparak ROS olusturabilir.
Tip II reaksiyonda uyarilmis triplet durumdaki PS, temel triplet haldeki molekiiler
oksijene (*02) enerji aktarir, kendisi temel seviyeye gegerken molekiiler oksijen uyarilmig
singlet duruma gegerek singlet oksijen (102) olusur. Tip 1 reaksiyonda ise PS elektronca
zengin substrat1 indirgenir ve radikal anyon PS olusur. Indirgenmis PS elektron donérii
olarak davranir ve molekiiler oksijene elektron transfer eder. Boylece siiperoksit anyon
radikali (O2") olusur, daha sonraki indirgenmelerle hidrojen peroksit (H>O>) ve hidroksil
radikali (OH") olusur (Sekil 2.7, Agostinis vd., 2011). Sonug olarak PS araciligtyla olugan
ROS hiicrede oksidatif stresi tetikler ve apoptotik, nekrotik veya otofaji ile iliski hiicre
oliimii meydana gelebilir. Ideal bir fotoduyarlastirict G4 ligandinm segici olarak G4
yapisina baglanmasi ve ¢ok az karanlik toksisite gostermesi beklenir.

Katyonik porfirin tiirevi ZnP1, se¢ici olarak telomerik G4’e baglandig1 ve mavi
151k altinda singlet oksijen iireterek DNA hasarina yol actig1 gozlenmistir (Beniaminov
v.d., 2016). Triazole birimi bulunan dibenzokinoksalin tiirevi TR2, telomerik G4 yapisina
secici olarak baglanir, 465 nm 1s1ik altinda Tip 1 mekanizmasiyla ROS {iretir.
Fotositotoksitesi ¢esitli kanser hiicrelerinde nanomolar derisim seviyesindedir ve 3D
timor sferoid olusumunu inhibe etmistir (Sekil 2.8.a, Zhang vd., 2024).
Dibenzotiyoksanten imide (DBI) paralel G4 yapisina yiiksek afiniteyle baglandigi, mavi
151k altinda HeLa ve MCF7 hiicre hatlarinda yiiksek fotositotoksite (ICso <30 uM)
gostermistir. Ayrica zebra baligi rabdomiyosarkom modelinde yapilan in vivo analizlerle
anti-timor etkisi belirlenmistir (Sekil 2.8, Deiana vd., 2023). Benzotiyazolyum-
asetonitril-metilakridinyum konjugati (BAMA) G4 RNA yapisin1 hedefler ve beyaz 151k
altinda Tip I mekanizmastyla O>" iiretir. Hem normoksi hem de hipoksi (%2 Oz seviyesi)
ortaminda fotositotoksite gostermistir. RNA dizilime analizleri BAMA uygulanmis
hiicrede oksidatif stres, immiinite ve hiicre 6liimii yolaklarinin etkilendigi belirlenmistir
(Sekil 2.8, Chen vd., 2023). G4 ligandi olarak iyi ¢alisilmis piridostatinin floresan grup
(PDS-FL) ve squaraine boyasi (PDS-SQ) ile modifiye edilerek hem bir prob hem de PS
igerir sekilde tasarlanmistir. c-MYC G4 yapisina yliksek oranda segici olan PDS-SQ,
yakin kiziltesi altinda ROS tiretebilmektedir ve boylece hiicreyi apoptoza gotiirerek anti-

tiimor etki sunmaktadir (Sekil 2.8, Li vd., 2023).
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Sekil 2.8. Fotoduyarlastiric1 G4 ligand1 6rnekleri: TR2 (Zhang vd., 2024), DBI (Deiana vd., 2023),
BAMA (Chen vd., 2023), PDS-FL ve PDS-SQ (Li vd., 2023).

2.3.2. Aktiflesebilen G4 ligandlar1

G-kuadrupleks ligandlarinin en temel 6zelligi dubleks DNA yerine G4 yapisini
tanty1p yiiksek afinite ile baglanma yetenegidir. Fakat giinlimiize kadar tasarlanan ve
sentezlenen pek ¢cok G4 ligandi olmasina ragmen belli bir hiicreye yonlendirilen veya
hastalikla iligkili aktivasyon saglanan G4 ligand1 olduk¢a az sayidadir. Fonksiyonel uyari-
duyarli G4 ligand1 tasarlanmasi hedefli terapdtik yaklagimlara imkan tanir. Bunun igin
ortam pH’1, 151k gibi fiziksel uyaranlarla konformasyon degisimi, hastalik belirteci protein
veya enzim araciliyla aktiflesme, niikleik asit dizisi veya G4 yapist iliskisi proteinleri
spesifik tanima mekanizmalar1 kullanilabilir (Asamitsu vd., 2019).

Yapilan bir ¢aligmada, G4-ligandlarinin hiicre/sekans seciciliginden ziyade G-
kuadrupleks yapilarmma baglanan proteinlerin hedefli yikimi gergeklestirilmistir. G-
kuadrupleks ligandi PDS ve E3 ligaz baglama birimi iceren G4L-PROTAC kompleksi
G4 yapisina baglandiktan sonra G4 yapist ile iliskili proteinlerin ubikitinasyonunu
kolaylastirir (Sekil 2.9). Boylece G4 iligkili proteinler proteozomal degredasyon ile
parcalanir. G4L-PROTAC ligandinin kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve FUS
ve SMARCA4 gibi transkripsiyon faktorlerini parcalandigi gosterilmistir (Wang vd.,
2026).
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Sekil 2.9. G-kuadrupleks ligandi igeren G4L-PROTAC sistemi ve ¢alisma mekanizmasi (Wang vd.,
2026).

G-kuadrupleks yapisiyla birlikte yakinindaki niikleik asit zincirini de tantyabilene
G4 ligandlar1 gelistirilmistir. Bir siklik imidozole/lizin poliamid tiirevi cIKP ve
pirol/imidazol poliamid zinciri PIP yapisindan olusan kompleks G4 yapisini olusturdugu
ve c-MYC G4 yapisina ve yanindaki niikleik zincirine hedeflendigi gosterilmistir
(Asamitsu vd., 2016). G4 ligandi olan Phen-DC3 ile netropsin molekiiliiniin
birlesiminden olugan kompleks de benzer sekilde hem G4 yapisin1 hem de bitisigindeki
dubleks DNA’ya baglanma kapasitesine sahiptir (Nguyen vd., 2017). Ayrica yiiksek
afinite ile telomerik, mitokondriyel ve RNA G4 yapisina 6zgi G4 ligandlar
tasarlanmaktadir (Asamitsu vd., 2019).

Bio-reductants’ SNy ; :
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Sekil 2.10. Aktiflesebilir G4 ligandi Pt™)-salphen kompleksi (Bandeira vd., 2018).
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Sekil 2.11. Aktiflesebilir G4 ligand1 rotaksan temelli kafeslenmis ligand ve 2 nolu molekiil (Kench vd.,
2021).

Indirgenme ile aktiflesen ilk G4 ligand: oktahedral Pt")salphen kompleksi Vilar
ve ekibi tarafindan sunulmustur (Sekil 2.10). Fizyolojik sulu ortamda (pH: 7.4) DNA ile
etkilesime  girmezken  askorbik  asit veya  glutatyon  gibi  biyolojik
indirgeyicilerin varhigindan diizlemsel Pt™-salphen kompleksine indirgendigi ve olusan
bu bilesigin G4 yapisina yiiksek ilgiyle baglandig: belirlenmistir (Bandeira vd., 2018).
Bilesigin in vitro etkinligi incelenmemistir. Daha sonra ayni1 ¢aligma grubu tarafindan
Pt™-salphen kompleksinin etrafinda rotaksan kafesi bulunan (2 nolu molekiil, Sekil 2.11)
ve esteraz enzimi hidroliziyle veya 1s1k uyarimiyla iki asamali olarak aktiflesen G4
ligand:1 tasarlamistir. Dairesel dikroizm kullanarak G4 yapisina baglanma ilgilerine
bakildiginda 2 nolu molekiiliin ytiksek ilgiyle baglandig: fakat rotaksan bulunan pasif
formlarinin baglanmadig: tespit edilmistir. U20S osteokarsoma hiicre hattinda yapilan
caligmalar 2 nolu G4 ligandinin toksik etkisinin bulunmadigi ve canli hiicre
goriintiilenmesinde hiicreye girmedigi gozlenmistir. Rotaksan kafesli 2 nolu G4
ligandinin hiicreye girdigi, UV 151k uygulamasiyla sitotoksik etkisinin oldugu
belirlenmistir. Bu rotaksan kafesi (3 nolu molekiil, Sekil 2.11) hiicre alimim

arttirmaktadir, esteraz veya 1sik ile aktifleserek kontrollii baglanma saglamaktadir (Kench

vd., 2021).
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Sekil 2.12. Azobenzen tiirevli aktiflesebilir G4 ligandi (Ramos-Soriano vd., 2025).

Azobenzen tiirevlerinin 1s1k varliginda tersine ¢evrilebilir sekilde izomerize
olmasi aktiflesebilen G4 ligandi tasariminda kullanilmistir (Sekil 2.12). Galan ve ekibinin
tasarladig: siklik azobenzen molekiilii 405 nm ile uyarildiginda ¢rans izomerine dontisiir
ve HIV-1 uzun terminal tekrari bolgesindeki (LTR-III) G4 DNA’ya cis izomerine oranla
50 kat fazla baglanma afinitesi gosterir (Ramos-Soriano vd., 2025). Dudek ve ekibinin
orto-fluoroazobenzer tiirevleri tlizerinde yaptiklar1 ¢alismada goriiniir 151k altinda cis
izomerlerine doniisen Q-Azo4F-C G4 ligandinin A549 hiicre hattinda oldukga toksik
(ICs0 4.8 uM) oldugu, buna karsilik trans izomerinin daha az toksik (ICs0>100 uM) etki
gosterdigi belirlenmistir (Dudek vd., 2025). Siklik azobenzen tiirevleriyle (diazosinler)
yapilan bir bagka calismada da goriiniir 1s1kta trans izomerine donilisen G4 ligandinin cis
izomerine kiyasla G4 yapisina daha fazla stabilize ettigi ve U20S hiicre hattinda 311
genin transkripsiyonel aktivitesini énemli 6l¢iide diistirdiigli belirlenmistir (Zhang vd.,
2025). Bir kafes birimi nitroveratril iceren ve piridostatin tiirevi olan [C]-PDS, 365 nm
UV 151k varliginda kafes biriminin kopmasiyla aktifleserek G4 yapisina baglandigi ve
fotositotoksisite, SRC onkogeninin anlatimim1 baskiladigi, telomeraz inhibisyonu
sagladigi gosterilmistir (Murat v.d., 2011).

Son yillarda BODIPY temelli molekiiller G4 ligand1 olarak calisilmaktadir.
Cogunlukla G4 yapisina yiiksek afiniteye sahip floresan prob olarak tasarlanmistir (Zhang
vd., 2014). Wang ve ekibi tarafindan sentezlenen BODIPY temelli MYC3 ligandinin c-
MY C promotoriine yiiksek afiniteyle baglandig1 belirlenmistir (Li vd., 2022). Bir baska
BODIPY temelli G4 liganlar1 Dembska ve ekibi tarafindan sentezlenmis ve c-MYC G4
yapisini stabilize etmistir (Zubertowski vd., 2025). Calisma grubumuz tarafindan
sentezlenen 1lk aktiflesebilir distiril BODIPY tiirevi ligand Gla sentezlenmistir. Hipoksi
ortaminda indirgeyici enzimler tarafindan nitrobenzil biriminin indirgenerek aktiflestigi
(Sekil 2.13) ve G4 yapisina yiiksek afiniteyle baglandig1 gosterilmistir. Ayrica hiicre
dongiisiinden sorumlu onkagenlerden biri olan c¢c-MYC geninin anlatimini

transkripsiyonel olarak azalttigi gozlenmistir (Uyar v.d., 2023). Piridinyum BODIPY
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temelli benzer bir ligand kullanilarak kanser kanser metabolik yeniden programlanmasi

calisma grubumuzun yaptig1 arastirmalarda saglanmis ve metastatik egilim baskilanmigtir

(Baser v.d. 2023).

Hipoksi ortami ve
Nitrorediiktaz enzimi

Sekil 2.13. Hipoksi ortaminda aktiflesen G4 ligandi ve aktiflesme mekanizmasi (Uyar v.d., 2023).

2.4. Tiimor Mikrocevresi

Kanser, birden fazla faktoriin neden oldugu karmasik bir hastaliktir ve temelde
gen ekspresyonu ve protein aktivitelerinin kontroliinlin bozulmasina bagli olarak
hiicrenin apoptozdan kagmasi ve asir1 hiicre boliinmesiyle ortaya ¢ikar. Hiicrede biriken
mutasyonlar karar mekanizmasinin bozulmasima yol acarak hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesine ve metastatik 6zellikler kazanmasina neden olur. Onkogenlerin aktivasyonu
veya timor baskilayict genlerin susmasi hiicre dongiisiiniin bozulmasma ve hiicre
Oliimiinlin inhibisyonuna yol acar. Dahasi malignant kanser hiicresi hiicreler arasi
baglantidan sorumlu proteinlerin anlatimini azaltarak ve hiicre hareketini saglayan
proteinlerin anlatimi arttirarak metastaz yapabilir ve viicut boyunca yayilabilir (Sarkar
vd., 2013). Bu yiizden kanser insan sagligini tehdit eden ciddi bir hastaliktir. Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gore diinyada 2024 yilinda yaklasik 20 milyon yeni vaka ve 10
milyon 6lim gerceklesmistir. 2040 yilina gelindiginde 28.4 milyon insanin kanserden
etkilenecegi ongoriilmektedir (Ferlay vd., 2024).

Kanser gelisimine bakildigindan kanser hiicresi bagimsiz diisiiniilemez. Kanser
hiicresi yagsamak ve gelismek i¢in ¢evreden gelen sinyal veya desteklere ihtiya¢ duyar.
Kanser hiicresinin etrafini saran bu ¢evreye tiimor mikrogevresi (TMC) ad1 verilir. Timor
mikrogevresi oldukca kompleks ve heterotipik yapidadir. Burada tiimor hiicrelerinin
sirekli olarak ¢ogalmak, apoptoza direnmek, bagisiklik sisteminden kagmak ve metastaz
icin gerekli sinyal ve bilesenler aldig1 hassas bir sistem vardir (Balkwill vd., 2012). Erken

asamada pek cok calisma sadece kanser hiicresine odaklanirken kanser gelisimi
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calismalar ilerledikce TMC’nin timor olusumu, gelisimi, metastazi, ila¢ direnci,
bagisiklik baskilamasinda kilit rol oynadigi kanitlanmistir. Genetik kararsizligindan
dolay1 ilag¢ direncine yatkin kanser hiicresini hedeflemek yerine nispeten daha kararli gen
ozelliklerine sahip TMC nin diger bilesenlerini hedefleyen tedaviler ortaya ¢ikmaktadir.

Tiimdr mikrogevresi hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenleriyle dinamik bir
sistemdir (Sekil 2.14). Kanser tipine gére TMC bilesenleri ¢ok ¢esitlik gosterir. Oksijen,
pH ve basincin etkiledigi fiziksel mikrogevre; hiicredist matriks, kan damarlarinin
olusturdugu mekanik mikrogevre; glikoz, lipit, sitokinlerin oldugu metabolik mikrogevre;
bagisiklik hiicrelerinin  bulundugu immiin mikrocevre; bag dokusu hiicrelerinin
olusturdugu stromal mikrogevre gibi ¢esitli bilesenler tiimdr mikrogevresini olusturur ve

birbirleriyle etkilesim halindedirler (Anderson vd., 2020, Wang vd., 2025).
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2.4.1. Fiziksel mikrocevre ve hipoksi ortami

Normal fizyolojik kosullarda dokulardaki oksijen seviyesi %@4-8 arasinda
degismektedir. Oksijen seviyesinin %2 nin altinda olan ortama hipoksi ortami adi verilir
(McKeown, 2014). Hipoksi tiimordeki oksijen ihtiyaci ve tiikketimindeki dengesizlikten
kaynaklanan diisiik oksijen seviyesindeki ortamdir. Hizli ¢ogalan kanser hiicreleri oksijen
tiketimini artirirken diger yandan tiimér boyunca yayilan kilcal damarlar oksijen
ihtiyacin1 karsilar (Brown ve Wilson, 2004). Ayrica daha biiyiik tiimorlerde kan
damarlarindan uzaklasan hiicrelerde oksijenin siirli difiizyonu hipoksi ortami olusturur.
Hipoksi ortaminda hiicrede hipoksiye duyarli faktorler aktive olarak pek cok genin
aktivasyonuna yol agar. Hiicre metabolik yolaklarini degistirir ve hipoksi ortamina uyum
saglar (Semenza, 2012). Normal oksijen kosullarinda sitoplazmada HIF-1a alt birimi
prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan prolin birimlerinden (Pro-402 ve Pro-564
birimleri) hidroksile edilir. Hidroksillenmis HIF-1a Von Hippel-Lindau (VHL) E3 ligaz
enzimi tarafindan taninir ve ubikitinasyon-proteazom sistemiyle cok kisa siirede
parcalanir. Ancak hipoksik kosullarda PHD etkinlik gosteremez ve HIF-o cekirdege
girerek HIF-B alt birimi ile birleserek birden fazla hiicresel yolakta goérevli genin
promotoriinde bulunan hipoksi yanit elemani (HRE) bolgesine baglanarak gen anlatimini
tetikler (Sekil 2.15, Sullivan vd., 2008). Ayrica HIF-1a stabilizasyonu ve fonksiyonu
hipoksi olmayan ortamda biiylime faktorleri, sitokinler veya onkogenik sinyallerle
oksijen seviyesinden bagimsiz olarak kontrol edilebilir. PI3K/Akt/mTOR ve RassMAPK
sinyal yolaklart HIF-1a sentezi veya inhibisyonunda gorev almaktadir (Ma vd., 2022).
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Sekil 2.15. Normoksi ve hipoksi ortaminda HIF traﬁskripsiyon faktoriiniin diizenlenmesi (Qannita vd.,
2024).
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HIF-1aq, bir transkripsiyon faktorii olarak kanser biiylimesi ve gelisiminde gorev
alan genleri hedefler. Anjiyogenezde gorevli VEGF, glikolizde gorevli glikolitik enzimler
ve glukoz tasiyict GLUT, anti-apoptotik yolakta gorevli BCL-2, hiicre boliinmesinde ve
metastazda gorevli Twist ve Snail, hiicre dis1 matriksi parcalayan metalloproteinazlar ve
katepsin C proteazlar gibi bir¢ok genin anlatimini diizenler (Qannita vd., 2024). Ayrica
immiin sistem hiicrelerinde hipoksi ortaminda HIF-1a araciligiyla kemokin, interlokin ve
immiin kontrol reseptorlerinin sentezini etkiler. Tiimor mikrogevresindeki CD8" T
hiicreleri ve NK hiicrelerinin sayisini azaltirken MDSC ve TAM hiicrelerinin sayisini
arttirarak immiinbaskilayict aktiviteyi destekler (Semenza, 2023).

Timoriin fiziksel mikrogevresinin bir diger 6nemli 06zelligi asidik pH’in
olmasidir. Enerji elde etmek icin oksidatif fosforilasyon yapan normal hiicrelerin aksine
tiimdr hiicreleri aerobik kosullarda kontrolsiiz bir bicimde ve yiiksek oranda anaerobik
glikoz yolagini tercih ederek enerji ihtiyacini karsilar (Warburg vd., 1927). Bu yolak
araciligiyla ¢cok miktarda laktik asit tiretilir ve hiicre disina atilir. Ayrica pentoz-fosfat
yolagiyla asir1 CO2’nin karbonik anhidraz enzimi tarafindan hidrasyonu H" iyonu iiretir
ve bu durum TMC’nin asitligini arttirir. Normal hiicreler ile karsilastirildiginda timor
hiicrelerinde yiiksek hiicrei¢i pH ve diisiik hiicredisi pH vardir (Kato vd., 2013). Bu iyon
gradiyent farkli Na'/H" pompasi, H /K" ATPaz, Na'/HCOs tasiyicis1 gibi pek ¢ok
membran tagiyici sistemin isleviyle korunur. Asidik mikrogevre tiimor hiicresinin hayatta
kalmasma, cogalmasia, invasyonuna ve apoptozdan kagmasina yardimci olur.
Proteolitik enzimlerin hiicre disina salinnmiyla metastazi tetikler. Vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) ve IL-8 iretimi damarlagsmay1 saglar. Makrofajlarin M2
polarizasyonu, dentritik hiicrelerin ve lenfositlerin sitotoksik aktivasyonunun inhibisyonu
immiin sistemden kagisi kolaylastirir (Worsley vd., 2022). Ayrica asidik ortamda
glutamin tasiyicist ACT2 ve glutaminaz-1’in anlatimi artarak glutamini glutamata
dontistiiriir ve bu sayede glikozun yetersiz kaldigi durumda tiimor hiicresi glutamin
metabolizmasini aktif olarak kullanir (Corbet vd., 2014). Yag asitleri, kolesterol gibi
lipitlerin asidik TMC’de bol bulundugu tespit edilmistir. Yiiksek miktardaki kolestrol
CD8" T hiicrelerinde PD-1 anlatimini artirarak timor hiicresinin immiin sistemden
kagmasini kolaylasgtirir (Ma vd., 2019).

Yiiksek interstisyel basin¢g (HIFP) tiimor gelisiminin 6nemli bir belirtecidir.
Normal sirkiilasyonda kilcal damarlarin arteriyel segmentinden sivilar sizar ve
ekstraseliiler matriksteki lenfatik damar veya veniiller aracilifiyla kan dolasimina geri

doner ve boylece diisiik seviyede (0-3 mm Hg) interstisyel basing korunur. Fakat timor
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hiicrelerinin sinirli bir alanda hizli ¢ogalmasi, hizla ¢gogalan tiimor hiicrelerinin besin ve
oksijen ihtiyacini kargilamak yeni kan damarlarinin olusumu, bu kan damarlarinin
anormal yapisindan dolay1 timor mikrogevresinde biiylik miktarda sivi birikir ve 10-40
mm Hg arasinda interstisyel basing olusur (Purkayastha vd., 2021). Oksijen ve besin
maddelerinin transferini sinirlayarak hipoksi ve asitligi siddetlendirir. Ayrica antitimdr

ilaclarinin timor hiicresine ulasimini kisitlayabilir (Bockelmann ve Schumacher, 2019).

2.4.2. Stromal mikrocevre

Hiicre dis1 matriks (ECM, extracellular matrix) proteinler, proteoglikanlar,
glikoproteinler ve baska pek ¢ok biyomolekiilden olusur. Ayrica stroma ve timor
hiicrelerinin salgiladig sitokinler, biiylime faktorleri, hormonlar ile pH, oksijen, basing
gibi fiziksel parametreler hiicre dis1 matriksin olusumunu etkiler (Hynes, 2009). Hiicre
dis1 matriksteki ana proteinlerden fibrin ve proteoglikan doku sertligi ve bazal membran
olusumunu saglayarak stroma hiicreleri ile timor hiicreleri arasinda bariyer gérevi goriir.
Tiimo6r dokusunda hiicre dis1 matriks diizenleyen enzimlerin anlatimi artar, biiyiime
faktorleri salgilanir ve boylece hiicre dis1 matriks yeniden sekillenerek tiimdr gelisimi igin
uygun ortami saglar (Lu vd., 2011). Tiimor hiicre yiizeyinde anlatimi artan integrin hiicre-
ECM etkilesimiyle adhezyon ve migrasyona etki eder. Ayrica yeni kan damarlarinda
sentezlenen integrin ile timor anjiyogenezi meydana gelerek tiimor proliferasyonu artar
(Luo vd., 2007). Matriks metalloproteinazlar (MMP) ECM yeniden sekillenmesinde
onemli rol oynar. Hiicre dis1 matriksteki proteinleri parcalayarak metastazi ve yeni kan
damarlarinin olusumunu tetikler, pro-apoptotik faktorleri hidroliz ederek apoptoza direng
olusturur (L1 ve Wang, 2020).

Besin, oksijen ihtiyaci ve atiklarin temizlenmesi bakimindan tiimorler kan ve lenf
damarlar ile ¢evrelenmistir. Normal dokularda endotel biiyiime faktorii A (VEGF-A),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
anjiyogenin ve diger pro-anjiyojenik faktorler gibi gesitli faktorler ve sinyal yollar
tarafindan anjiyogenez olusumu ve endostatin ve anjiyostatin gibi anjiyojenik inhibitorler
ile anjiyogenez inhibisyonu sik1 bir sekilde denetlenirken tiimor dokusunda anjiyogenez
homeostazi dengesizdir (Ionescu vd., 2022). Ayrica bu dengesizlik anormal fonksiyona
yol acarak vaskiilojenik taklit olusur. Vaskiilojenik taklit ile endotel hiicrelerinden
bagimsiz besin kaynagi saglanir ve tiimor proliferasyonu, invazyon ve metastaz tetiklenir

(Zheng vd., 2021). Hipoksi ortamda aktiflesen HIF transkripsiyon faktorleri VEGFA ve
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diger vaskiiler biiylime faktorlerinin anlatimini bagslatarak anjiyogenezi destekler
(Sullivan vd., 2008). TMC’de olusan yeni kan damarlar1 son haline ulasmadan zay1f bir
damar sistemi sunar. Tiimor vaskiiler sistemin diizensiz yapis1 anti-tiimor ilaglariin ve
immiin hiicrelerinin tiimor hiicresine ulasimini engeller ve bdylece timor hiicresi immiin
sistemden kacar ve hayatta kalir (Peix ve Casanovas, 2022).

Kanser hiicreleri hayatta kalmak i¢in cevresindeki endojen dokudaki stroma
hiicrelerini provoke edebilir. Stroma hiicre ¢esidi tiimor tipine gore farklilik géstermesine
ragmen temelde vaskiiler endotelyal hiicreler, fibroblastlar, adiposit ve stellat
hiicrelerinden olusabilir. Fibroblastlar normal dokularda dinlenme halindedir. Yaralanma
halinde gecici olarak miyofibroblastlara doniisiir ve yarayi kapatmak i¢in normal
hiicrelerin proliferasyonu, hiicre dist matrisin yeniden yapilanmasina yardimci olur. Fakat
kanser hiicresi tarafindan salgilanan TGF-B, PGDF ve FGF2 gibi biiylime faktorleri de
miyofibroblast farklilasmasina neden olur. Bu farklilasim kalicidir ve apoptoza karsi
direng gosteren bdyle miyofibroblastlara kanserle iliskili fibroblast (CAF, tumor-
accociated fibroblast) ad1 verilir. CAF hiicrelerinde spesifik olarak a-diiz kas aktini (o-
SMA), fibroblast spesifik protein-1 (FSP1) ve fibroblast aktive edici protein (FAP) gibi
biyolojik belirteclerin anlatimi yapilir (Kalluri ve Zeisberg, 2006). CAF hiicreleri timor
gelisimi ve metastazinda kritik rol oynar. Kanser hiicresi trombosit kaynakli biiytime
faktorli, IL-1 veya temel fibroblast biliylime faktorii salgilayarak CAF hiicrelerinde
hepatosit bilylime faktoriiniin (HGF) anlatimi1 yapilmasi i¢in uyarir. HGF ise anti-apoptoz,
anti-inflamasyon ve anjiyogenezde kritik rol oynar (Nakamura ve Mizuno, 2010). Ayrca
CAF hiicreleri MMP, biiylime faktorleri ve sitokin salgilar, Notch ve p53 sinyal
yolagindaki diizensizlikler proliferasyonu, anjiyogenezi, invazyonu ve enflamasyon
yanitin1 uyarir (Procopio vd., 2015). Normal fibroblastlara kiyasla CAF hiicrelerinde
anjiyogenezi tesvik eden ve oksidatif strese karsi toleransi arttiran adrenomedullin
hormonunun yiiksek miktarda salgilar (Benyahia vd., 2017). CAF hiicrelerinde
programlanmis hiicre oliimii protein ligandi 1/2 (PD-L1/2) anlatim1 fazladir ve T
hiicrelerinden kacar (Pinchuk vd., 2008). Ayrica CCL22 ve CCL28 kemokinleri ve IL-10
salgilayarak miyeloid kokenli immiin baskilayict hiicreler (MDSC) ve diizenleyici T
hiicrelerini (Treg) aktiflestirerek, NK hiicresnin fonksiyonunu inhibe ederek immun
baskilamasi olusur (Takahashi vd., 2017). Pek cok c¢alisma CAF hiicrelerinin ilag
direncine neden oldugunu gostermektedir. Hiicre i¢ine ila¢ alimindan sorumlu membran
tastyicilarinin anlatiminin azaltilmasi kemoterapi ilaglarinin kanser hiicresindeki dozunu

azaltir (Cheng vd., 2020).
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Endotel hiicreleri kan damarlarinda tek tabaka halinde bulunur ve ¢evresindeki
dokulara besin, oksijen, immiin hiicrelerinin gegisini diizenler. Tiimor mikrogevresindeki
endotel hiicreleri normalden farkli davranir. Tiimorle iliskili endotel hiicrelerinde hiicre-
hiicre baglantisindan sorumlu ICAM, VCAM, E-kaderin gibi proteinlerin anlatim1 azalir
ve hem doku biitlinliigii bozulur hem de T hiicrelerinin ulagmasi ve tutunmasi engellenir
(Motz ve Coukos, 2011). Hiicre 6liimii ve immiinolojik toleransin kontroliinden sorumlu
FasL. ve TRAIL ligandlarinin tiimorle iliskili endotel hiicrelerinde anlatimi artar. Bu
ligandlarin reseptorlerine sahip TIL, Treg, T hiicresinde apoptoz tetiklenir ve oliir. Bu
sayede tiimor hiicresi immiin sistemden kacar (Rossin vd., 2019). Perisit hiicreleri
vaskiiler endotel hiicrelerinin etrafini sarar ve hem fiziksel hem de parakrin sinyal yoluyla
birbirleriyle etkilesim halindedir ve anjiyogenez siirecine katki saglar, EMT yeniden
sekillenmesinde, beyindeki kan-beyin bariyerinin diizenlenmesinde gorev alir (Bergers
ve Song, 2005). Tiimorle iligkili perisit (TAP) hiicreleri ile endotel hiicreleri arasindaki
anormal sinyallesme timor anjiyogenezini ve metastazi tetikler. Ayrica TMC igindeki
immiinomodiilasyonu etkiler. Normalde sadece MHC I sentezleyen perisit hiicreleri IFN-
vy ile indiiklendiginde MHC II sentezleyerek antijen sunan hiicrelere doniisiir. Boylece
yardimci T hiicrelerini ¢ceker ve enflamasyon baslatir (Harrell vd., 2018).

Adiposit hiicreleri enerji dengesini diizenleyen, fazla enerjiyi yag asidi tiirevleri
olarak depolayan oOzellesmis yag hiicrelerdir. Yapilan pek ¢ok c¢alisma TMC’de
adipositler ile kanser hiicreleri arasinda aktif bir metabolit iletimi oldugunu gostermistir.
Adiposit tarafindan salgilanan yag asitleri, pro-inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 ve IL-
10), matriks metallaproteinazlar, insiilin tiimor olusumu ve gelisimine katki saglar
(Mukherjee vd., 2022). Ayica kanserle iligkili adipositler immiin diizenleyici etkisi vardir.
Miyeloid hiicrelerini TMC’ye ¢eker ve salgiladigt CCL2 ile makrofajlarda M2
polarizasyonu yaparak kanser hiicresinin immiin sistemden kagmasini destekler (Arendt
vd., 2013). Serbest yag asitlerinin hiicreye aliminda gorevli tasiyict CD36 kanser
hiicrelerinde bol bulunur. Bu tasiyiciyla hiicre i¢ine alinan yag asitleri hiicrede B-
oksidasyonla enerjiye doniistiiriilerek timor gelisimini ve Wnt ve TGF-f sinyal yolagin

aktiflestirerek epitel-mezenkimal gegisi (EMT) tetikler (Kazantzis ve Stahl, 2012).
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2.4.3. Immiin mikrogevre

Bagisiklik hiicreleri TMC nin en kritik bilesenidir. Ciinkii aldig1 sitokin, kemokin
sinyalleriyle tlimor gelisimini hem baskilayabilir hem de tesvik edebilir. Kronik
enfeksiyona bagli kalici inflamasyon ¢esitli kanser tipinin gelisimine neden oldugu pek
cok ¢alisma tarafindan gosterildi. Immiin sistem tiimér hiicrelerini tiimdre 6zgii antijenler
aracilifiyla tanir ve ortadan kaldirir. Bu siire¢ timor immiin gozetimi olarak da
adlandirilir. Timor immiin gozetiminin yok etme, dengeleme ve kagistan olusan ii¢
asamas1 vardir. ilk olarak immiin sistem hiicreleri kanser hiicresini spesifik antijenlerle
tanir ve yok eder. Yok etme asamasi biitiin timor temizlendiginde tamamlanir ama bir
parca timor kaldiginda tamamlanmaz. Yok etme asamasi tamamlanmadiginda immiin
sistem ile timor gelisimi arasinda bir gecici bir dengeleme durumu olusur. Bu agamada
kanser hiicreleri pasif hale gegebilir veya artan mutasyonlar sonucu proliferasyona devam
edebilir. Immiin sistem miimkiin oldugunca kanser hiicrelerini yok etmek icin cabalar.
Fakat biitiin tiimoriin yok edilememesi kanser hiicrelerinin antitimér immiin yaniti
baskilamasina, diren¢ kazanmasina ve kagmasina neden olur. Kagis asamasinda immiin
sistem tiimor gelisimini kontrol altina alamaz ve durdurulamaz bir timér ortaya ¢ikar
(Swann ve Smyth, 2007).

Immiin sistem hiicreleri genel olarak dogustan gelen ve kazamlmis bagisiklik
hiicreleri olarak iki sinifa ayrilir ve iki sinif da tiimor immiin gozetimine katilir. Dogustan
gelen bagisiklik hiicreleri miyeloid kokenlidir ve makrofajlar, dentritik hiicreler (DC),
notrofiller, eozinofiller, bazofiller ve mast hiicrelerinden olusur. Konaktaki enfeksiyona
ilk tepki veren hiicrelerdir, patojenleri fagositoz ile ortadan kaldirir ve antijen sunumunda
gorev alirlar. Kazanilmis bagisiklik hiicreleri lenfosit kokenlidir ve T hiicreleri, B
hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicrelerden (NK) olusur. Ozgiil hedefleri tanir ve immiin hafiza
olustururlar. TMC deki fonksiyonlarina gore ise NK, CD8" T hiicresi, CD4" yardimci T
hiicresi (Th), M1 makrofaji1 ve dentritik hiicreleri anti-timor immiin yanitta gérev alirken
miyeloid kokenli baskilayici hiicreler (MDSC) ve Foxp3™ diizenleyici T hiicreleri (Treg)
tiimor immiin sistemi baskilayic1 gérevdedir. Biitiin bu hiicreler hem var olan aktif immiin
hiicreleri kontrol etmek hem de baskilamak i¢in kanser hiicresi ve mikrogevresi tarafindan
bolgeye cekilir ve yayilirlar. immiin hiicrelerinden kaginmak igin tiimér hiicreleri pek ¢ok
mekanizma gelistirmistir. Timor antijenlerinin anlatimi azalir veya tamamen ortadan
kalkar, immiinbaskilayici hiicre dis1 vezikiil ve 1L-10, TGF-B gibi molekiiler salinimi,

ICAMI gibi hiicre-hiicre baglayict molekiillerin kaybi, BCL-2 ve diger anti-apoptoz
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molekiillerinin anlatiminin artmasi ile apoptoza direng olusturma, programlanmis 6lim
ligand1 1 (PD-L1), Fas ve TRAIL asir1 anlatimi ile immiin sistemden kacabilir (Labani-
Motlagh vd., 2020).

Makrofajlar kemik iliginden iiretilen monosit 6nciillerinden tiirevlenen ve islevine
gdre ¢ok cesitli fenotiplere sahip immiin sistem elemamidir. Iltihaplanma, doku onarimu,
Genel olarak iltihaplanmay1 kontrol ederek diger hiicrelerin enfeksiyon bolgesine
cekilmesi, doku onarimi, patojenlerin fagositozu, antijen sunumu gorevlerinin yani sira
dokuya 6zgii olarak karacigerde Kupffer hiicresi, akcigerde alveolar, beyinde mikroglia
gibi cesitli fonksiyonlara sahiptir. Tiimor mikrogevresinde bulunan makrofajlara tiiméorle
iligkili makrofajlar (TAM) ad1 verilir ve pek ¢ok tiimor dokusunda bolca bulunur (Pan
vd., 2020). Makrofajlar ¢evreden aldiklar: sitokin veya kemokin uyaranlara gére M1 tipi
ve M2 tipi olarak iki farkli polarizasyon sergilerler. M1 makrofajlar1 pro-inflamasyon ve
anti-timor Ozelliklidir ve bakteriyel irlinler, lipopolisakkarit, IFN-y, IL-1p3, TNF ile
aktiflesir. Patojenleri veya kanser hiicresini tanir ve yok eder. Bunun i¢in iki mekanizma
gelistirmistir. Ilki ROS veya NO gibi sitotoksikler salgilayarak hedefi 6ldiirmeye
yoneliktir. Fakat bu siire¢ ¢cok yavastir. Diger 6liim mekanizmasi ise antikor bagimli hiicre
aracilt sitotoksisite (ADCC) ile hiicre olimidiir. Kisa siirede 6liim gergeklesse de bu
mekanizma i¢in 6zgiil anti-tiimor antikorlara ihtiya¢ vardir. Ayrica salgiladiklart pro-
inflamasyon sitokinlerle diger immiin sistem hiicrelerini blgeye ¢eker. M2 makrofajlar
anti-inflamasyon ve pro-tiimor 6zelliklidir ve IL-4, IL-10, IL-13 sitokinleriyle aktiflesir.
Uyarinin ¢esidine gore M2a, M2b, M2c ve M2d olarak alt siniflara ayrilir (Mantovani
vd., 2004). Ayrica M2 makrofajlarinda glikoliz aktivasyonu, yag asidi sentezi,
trikarboksilik asit modifikasyonu ve azot dongiisii metabolizmas1 gibi metabolik yeniden
programlama meydana gelir. M2 makrofajlart EGF, PDGF, HGF gibi biiyiime faktorleri
ve epitel biliylime ligand1 sargilayarak tiimor hayatta kalmasi ve proliferasyonunu
destekler. VEGF, TNF-a, timidin fosforilaz ve prostaglandin E2 salgilayarak
anjiyogenez, timor gocii, invazyon ve metastazi tetikler. Cesitli MMP enzimi ile
ECM’nin yeniden sekillenmesinde rol oynar (Riabov vd., 2014). TMC’de makrofajlar
sadece kanser hiicresiyle degil aynm1 zamanda T hiicrelerii, NK, MDSC gibi baska
hiicrelerle de etkilesim halindedir. Ozellikle hipoksi ortaminda kanser hiicresinin HIF-1a,
anlatimiyla laktik asit liretimini artar ve ortamdaki laktik asit TAM hiicrelerinin M2
polarizasyonunu tetikler (Colegio vd., 2014). Dahas1 ortamdaki laktik asidin varlig1
arjinaz 1 enziminin makrofajlar tarafindan salinmasina neden olur. Fakat arjinaz enzimi

T hiicre reseptorlerinden CD3-{ zincirindeki L-arjinini parcalar ve bdylece CDS8"



31

sitotoksik T hiicre aktivasyonunu engellenir (Degirmencay vd., 2024). M2 makrofaji
tarafindan salmman CCL22 kemokini TMC’ye Treg hiicrelerini ¢ekerek immiinbaskisi
olusturur (Curiel vd., 2014). TAM membranlarinda HLA-C, -E ve -G insan 16kosit
antijenleri bulunur ve béylece NK hiicrelerini inhibe ederek IFN-y anlatimini azaltir (Noy
ve Pollard, 2014). TAM tarafindan salinan TGF-B sitokini T hiicresi, NK hiicresini
baskilar, DC gogiinii azaltir ve CD4" T hiicrelerinin Treg hiicresine farklilasmasini
tetikleyerek immiin kagis1 destekler. Ayrica hem PD-1 hem de PD-L1 anlatimim
arttirarak PD-1/PD-L1 kontrol noktasinin inhibisyonuna sebep olur (Hao vd., 2012).

Dendritik hiicreler (DC) TMC ve lenfoid organda az bulunmasina ragmen antijene
0zgl bagisiklik ile T hiicrelerinin aktiflesmesinde 6nemli rol oynar. Olgunlasmamis
DC’ler sitokinler, hasar iliskili molekiiler paternler (DAMP), patojenle iliskili molekiiler
paternler (PAMP) gibi ¢evresel sinyaller ve hiicre-hiicre etkilesimiyle olgunlagarak CD8"
T hiicrelerine antijen sunan hiicreler halini alir. Ayrica olgun DC IL-12 sitokini
salgilayarak NK hiicresinin aktivasyonunu artirir. Normalde anti-tiimor ozellikteki
DC’nin TMC i¢inde kanser hiicresi ve kanserle iligkili diger hiicreler tarafindan gelen
sinyallerle uyarimi diizgiin gerceklesmezse tiimdr immiin kacist meydana gelir. Kanser
hiicreleri CC-kemokin ligand 4 (CCL4) salgilayarak DC’nin TMC’ye girmesini onler,
koloni uyaric1 faktér 1 (CSF1) iireterek veya FMS benzeri tirozin kinaz 3 ligandinin
(FLT3L) yoklugu DC olgunlagsmasini inhibe eder, TM(’de yag asitlerinin birikimi, besin
ve oksijen azligi DC’nin metabolizmasini degistirir ve islevselligi azalir (Wculek vd.,
2020).

Bazofiller kemik iliginde farklilagir ve olgunlasir, daha sonra kan dolasimiyla
viicuda dagilir. Alerjik hastaliklar, parazit enfeksiyonunda goérevli olmasinin yani sira
otoimmiinite ve T hiicresi farklilasmasinda da gorevlidir. IL-4, CCL3, CCL4 salgilayarak
CD8" T hiicresini uyarir (Sektioglu vd., 2017). MHC 1 ve CD86 membran proteinleri ile
antijen sunumu yaparak immiin sistemi harekete ge¢irir. Diizenleyici T hiicrelerini IL-3
ve STATS araciligiyla etkiler (Sharma vd., 2018). Ayrica bazofiller timoér gelisimini
VEFG-A ve proanjiyogenik faktorler salgilayarak dogrudan etkileyebilir (Varricchi vd.,
2018). Eosinofiller de bazofiller gibi kemik iliginde olgunlasip dolagima katilir. Pek ¢cok
farkli sitokin, biiylime faktorleri ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) salgilayarak T hiicre
cogalmasi, DC olgunlasmasi, diger immiin sistem hiicrelerinin diizenlenmesinde rol alir
(Lotfi ve Lotze, 2018). Ayrica PD-L1 ve nitrik oksit sentaz ile T hiicrelerini
baskilayabilir. Boylece eosinofillerin hem anti-tiimdr hem de pro-tiimor 6zelligi bulunur

(Grisaru vd., 2022).
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Notrofiller TMC’de en ¢ok bulunan immiin hiicrelerindendir. Anti-timor 6zellikli
N1 ve pro-tiimdr 6zellikli N2 nétrofilleri olarak kabaca iki alt sinifa ayrilir. Timor ve
tiimorle 1iligkili stromal hiicreleri tarafindan salman sitokinler (IL-1B, IL-6, IL-17),
kemokinler (CXCL1, CXCL2, CXCL6) veya biiylime faktorlerine (G-CSF, GM-CSF)
gore notrofiller olgunlasir. IFN-y ile olgunlasarak antijen sunan hiicrelere doniigiir ve T
hiicrelerini aktiflestirir. Tiimorle iligkili notrofiller (TAN) reaktif oksijen tiirleri, nitrik
oksit, arginaz 1 salgilayarak T hiicre aktivasyonunu engeller, PD-L1, VISTA gibi immiin
kontrol noktasi ligandlar1 ile immiin sistemden kacar, salgiladiklar1 biiylime faktorleriyle
timor gelisimini destekler, metalloproteinazlar ile ECM’yi yeniden sekillendirir (Jaillon
vd., 2020).

Miyeloid kokenli baskilayict hiicreler (MDSC) graniilosit veya monositlerle
benzer morfolojiye sahiptir. TMC’den gelen biiylime faktorleri, sitokinlere bagli olarak
olgunlasarak immiin baskilayici 6zellik kazanirlar. Bu aktivasyon sonucu ARG1 ve iNOS
sentezleyerek NK ve T hiicrelerini inhibe eder. Yiiksek oranda 2,3-dioksigenaz (IDO)
anlatimi yaparak T hiicrelerinde apoptozun aktiflesmesine neden olur. Ayrica reaktif
oksijen ve nitrojen tiirevleri salgilayarak T hiicre fonksiyonunu inhibe eder (Xiang vd.,
2009).

Lenfositler spesifik antijenleri taniyip ayirt edebilen ve hafiza olusturabilen
adaptif immiin sistemin pargasidir. Kemik iligindeki kok hiicrelerden tiirevlenen
lenfositler daha sonra ikincil periferik organlara gegerek burada farklilasir ve
olgunlasirlar. Morfolojik olarak benzer olsalar da lenfositler cok ¢esitlidir ve pek cok
farkli gruplara ayrilir. T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal 6ldiiriici (NK) hiicreleri olarak
ana gruba ayrilan lenfositler, daha sonra 6zgiil antijen reseptdrlerine gore cesitli alt
gruplara ayrilir. B ve T hiicreleri ayni antijen reseptoriine sahip pek ¢ok klon olusturur ve
farkli antijenlere sahip farkli klonlar1 bulunur. T hiicreleri, timusta siki bir segilim
siirecinden gegirilerek olgunlagir. En yaygin T hiicreleri yardimer CD4" T hiicreleri,
sitotoksik CD8" T hiicreleri ve diizenleyici T hiicreleridir. Biitiin T hiicrelerinde T hiicresi
reseptorii (TCR) ve ko-reseptér CD3 bulunur. Aktive edilmis bir CD8" dolagima
girdiginde ve antijenik hedefini buldugunda iki farkli ldiirme fonksiyonunu kullanir. ik
mekanizma Fas/Fas Ligandinin (FasL) kullanimini igerir. Aktive edilmis CD8" T
hiicreleri, bir¢ok hiicre tipinde bulunan bir reseptor olan Fas'a (CD95) baglanan FasL'yi
ifade eder ve bu da kaspazlarin aktivasyonuna ve ardindan hedef hiicrenin apoptozuna
yol agar. Ikinci mekanizmada ise granzimlerin ve perforinin salmimiyla kaspazlarin

aktivasyonunu igerir. Ayrica CD8" T hiicreleri, makrofaj veya diger bagigiklik hiicreleri
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aktiflestiren IFN-y salgilar. Timor mikrogevresine ortamda bulunan kemotinler
aracihigiyla CD8" T hiicreleri ¢ekilir (Maimela vd., 2019). Kanser hiicresindeki MHC-1
antijeninin CD8" T hiicre reseptorii tarafindan taninmasiyla apoptoz indiiklenir ve kanser
hiicresinin 6liimii gerceklesir. Fakat kanser hiicresindeki BCL-2 proteinin artmasi, MHC-
1, PD-L1, CTLA-4 gibi antijen sunumunu inhibe ederek sitotoik T hiicrelerden kagabilir
(Labani-Motlagh vd., 2020). CD4" T hiicreleri veya diger adiyla yardimer T hiicreleri,
antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan aktiflesir ve antijene bagli olarak Th1, Th2, Th9
ve Treg gibi pek c¢ok alt gruba ayrilir. Thl hiicreleri, sitotoksik T hiicre aktivasyonuna
yardimct olmak igin IL-2 ve IFN-y salgilar. Th2 hiicreleri, tiimdr mikrogevresine
eozinofil alimini indiikleyebilen ve antitimdr yanitinda rol alabilen IL-4 ve IL-13 gibi
sitokinler salgilar (Borst vd., 2018). NK hiicreleri de 6ncelikle perforin ve granzim igeren
sitolitik graniillerin salinimi yoluyla apoptozu indiikleyerek tiimoér hiicrelerini
oldiirtir. NK  hiicrelerinin diisiik aktivitesi tiimdr gelisimini artirir. Bununla birlikte
timore sizan NK hiicreleri TMC’den etkilenerek fenotipi degiserek MDSC’ye
dontigebilir, IFN-y salgilamasi azalabilir ve sitotoksitesi inhibe olabilir (Park vd., 2013).

2.5. BODIPY Yapisi ve Ozellikleri

BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) molekiilii ilk olarak
Kreuzer ve Treibs tarafindan floresans boyasi olarak sentezlenmis ve raporlanmistir
(Treibs ve Kreuzer, 1968). Sentezi genellikle pirol ve benzaldehid kullanilarak baglar.
Asit katalizor kullanilarak aromatik aldehit ile pirol arasinda kondenzasyon gergeklesir
ve kararsiz yapida bulunan dipirrometan olusur. Daha sonra oksidasyon ajani kullanilarak
dipirrometan, dipirrometen ara iirliniine ylikseltgenir. Son olarak bor kaynagi baz
yardimiyla yapiya eklenerek BODIPY sentezi tamamlanir (Loudet ve Burgess, 2007).
Yapisal olarak BODIPY ana konjuge govdesi simetriktir ve iki flor atomu diizlemin iki
farkli tarafinda yer alir (Sekil 2.16). Ana govdenin sekiz aktif bolgesi temel sentez
sirasinda veya sonraki sentez basamaklariyla degistirilebilir. 8-pozisyonu (meso)
genellikle temel sentez asamasinda farkli aldehit veya acil kloriir kullanilmasiyla
modifiye edilebilir ve ana gdvdenin sentezinden sonra ¢apraz baglanma, niikleofilik ilave
reaksiyonlartyla cesitlenebilir. 2,6-pozisyonunda halojenasyon reaksiyonu yapilabilir.
3,5-pozisyonunda klik reaksiyonu, Knoevenagel yogunlagsma reaksiyonu, capraz-
baglama (cross-coupling) reaksiyonu yapiyr modifiye etmek igin yapilan Onemli
yontemlerdir ve BODIPY molekiiliiniin fotofiziksel 6zelliklerini degistirir. Ornegin

Knoevenagel reaksiyonu BODIPY molekiiliiniin diizlemsel yiizeyini, konjugasyon
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derecesini arttirir ve hem absorbans hem de emisyon spektrasini kirmizi bolgeye kaydirir
(Boens vd., 2015).

Giliniimiizde yapisal degisimlerle farkl: tiirevleri sentezlenmis olan BODIPY ’leri
floresan prob, hiicre goriintiilenmesi, elektroluminesan cihazlar, molekiiler anahtarlar gibi
cesitli alanlarda kullanilmaktadirlar. Boyle ¢ok cesitli alanlarda kullanilmasi esas olarak
BOIDPY 'nin yiiksek molar sogurma katsayisi, yiiksek floresans kuantum verimi, dar
sogurma bantlari, uzun dalga boyu emisyonu gibi fotofiziksel oOzelliklerinden
kaynaklanir. Ayrica yapiin kolay modifikasyonu fotofiziksel 6zelliklerinin kontroliinii
kolaylastirir (Li vd., 2022). Bu tez ¢alismasinda, farklit BODIPY tiirevleri G4 ligandi

olarak ¢aligilmistir.
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Sekil 2.16. BODIPY molekiiliiniin kimyasal yapisi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. G4 Ligandlarinin Tasarim ve Sentezi

Bu tez kapsaminda yeni BODIPY temelli G-kuadrupleks (G4) ligandlar1 organik
kimya yontemiyle sentezlendi (Sekil 3.1). Sentezlenen molekiiller silika kolon
kromatografisi, ekstraksiyon, ¢oktiirme, siizme, yikama gibi ¢esitli teknikler kullanilarak
saflastirldi. Saflastirilan molekiillerin 'H ve '*C Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektrometrisi ve yiiksek c¢oziiniirlikli kiitle spektrometri (HRMS) analizleriyle
karakterizasyonu yapildi. Ayrica sentezlenen her ligandin fotofiziksel karakterizasyonu

yapilarak, UV-Vis absorbans ve emisyon spektrumlari 6l¢iildii.

Sekil 3.1. Tez kapsaminda sentezlenen G4 ligandlari.

Tez caligmasi kapsaminda organik sentezi yapilan biitiin molekiiller BODIPY
(4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) ana govdeye sahiptir. BODIPY ana gévdesi
Knoavenagel kondanzasyon yontemi ile farkli substitiientler eklenerek modifiye edilmis,
konjugasyon artirilarak G4 yapisina baglanmada etkili oldugu degerlendirilen m-yiizeyi
genisletilmistir (Sekil 3.1). Aktif ligandlarin pozitif yiikleri piridin kuaternizasyonu ile
(NGL1-6) veya ammonyum tuzu halinde (NGL-8) saglanmistir.
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3.1.1. Farkh yiik ve modifikasyonlara sahip g4 ligandlarinin sentezi
3.1.1.1. 1 nolu molekiiliin sentezi

Trietil amin (2 mL) 150 mL diklorometan (DKM) i¢inde ¢oziildii. 15 dakika azot
gazi1 gecirildi. 2,4-dimetil pirol (1,1 mL, 10.64 mmol) ve asetil kloriir (357 pL, 4,54
mmol) eklendi. Balonun agzi sikica kapatilip 16 saat oda sicakliginda karist1. Trietil amin
(EtsN, 4 mL) ve boron triflorid dietil etenat (BF3.OEt2, 4 mL) eklendi. Reaksiyon karigimi
DKM ve su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu.
Mobil faz olarak hekzan:DKM (2:1, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle
ornek saflastirildi. 1 nolu molekiil kat1 halde ve %3,5 verimle elde edildi. "H NMR (400
MHz, CDCl3) & 5,98 (s, 2H), 2,50 (s, 3H), 2,45 (s, 6H), 2,34 (s, 6H). >*C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 153,62, 141,41, 140,99, 132,07, 121,25, 17,33, 16,39, 14,43. HRMS: [M+H]"
icin teorik m/z degeri: 263,15256; deneysel m/z degeri: 263,15084; A = 6,54 ppm.

3.1.1.2. 2 nolu molekiiliin sentezi

1 nolu molekiil (37,4 mg, 0,14 mmol), 4-piridin karboksaldehit (37 uL, 0,39
mmol), asetik asit (0,5 mL) ve piperidin (0,4 mL) 10 mL benzen i¢inde ¢6ziildii. Dean-
Stark aparati ile 90°C’de reflaks edildi. Reaksiyon karisimi DKM ve su ile ekstraksiyon
edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak
hekzan:etilasetat (2:1, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle ornek
saflastirildi. 2 nolu molekiil kirmiz1 kat1 halde ve %35.,4 verimle elde edildi. '"H NMR
(400 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6 8,59 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 7,17 (d,
1H), 6,64 (d, ] = 16,4 Hz, 1H), 5,99 (s, 2H), 2,48 (s, 6H), 2,09 (s, 6H). '>*C NMR (100
MHz, CDCl) 6 155,65, 150,70, 149,37, 142,85, 141,86, 138,32, 135,44, 130,91, 126,71,
123,03, 121,42, 121,38, 120,81, 30,94, 16,97, 14,65 (Sekil 4.42). HRMS: [M+H]" i¢in
teorik m/z degeri: 352,17911; deneysel m/z degeri: 352,17803; A = 3,07 ppm.

3.1.1.3. NGL-1 molekiiliin sentezi

2 nolu molekiil (17,8 mg) 2 mL dimetil formamid (DMF) icinde c¢oziildii.
Iyodometan (0,5 mL) eklendi. Reaksiyon karigimi 1 giin boyunca oda sicakliginda karistr.
DMF doéner buharlastiricida uzaklastirlldi. Katt madde etilasetat ile yikanarak
saflastirildi. NGL-1 koyu kirmizi olarak ve %70 verimle elde edildi (Sekil 3.2). '"H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 6 9,37 (d, J = 5,1 Hz, 2H), 8,58 (d, J = 5,0 Hz, 2H), 8,34 (dd, J =
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16,4,2,1 Hz, 1H), 7,30 (dd, J = 16,4, 2,1 Hz, 1H), 6,36 (s, 2H), 4,75 (s, 3H), 2,75 (s, 6H),
2,40 (s, 6H). HRMS: [M]" i¢in teorik m/z degeri: 366,19476; deneysel m/z degeri:
366,19416; A = 1,64 ppm.

NGL1

Sekil 3.2. NGL-1 ligandinin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: i.a) Ny, 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM;
1.b) p-kloranil; i.c) EtsN, BF;OEt,; ii) 4-piridinkarboksaldehit, asetik asit, piperidin, 90°C; iv) CHsl,
DMF.

3.1.1.4. 3 nolu molekiiliin sentezi

2-hidroksi benzaldehit (1,24 g, 10 mmol), benzil bromiir (1,18 mL), potasyum
karbonat (3,7 g) 12 mL dimetil formamid iginde ¢oziildii. Gece boyu oda sicakliginda
reaksiyon karistirildi. DMF uguruldu ve diklorometan ve su ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak hekzan:DKM (5:1,
V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle molekiil saflastirildi. 3 nolu molekiil
seffaf yag halde ve %94 verimle elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): & 10,59
(s, 1H), 7,89 (dd, J = 8,0, 1,8 Hz, 1H), 7,63 — 7,52 (m, 1H), 7,51 — 7,35 (m, 5H), 7,08 (d,
J = 8,1 Hz, 2H), 5,23 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls) § 189,77, 161,08, 136,10,
135,91, 128,76, 128,49, 128,31, 127,31, 125,23, 121,04, 113,05, 70,50. HRMS: [M+H]"
icin teorik m/z degeri: 213,09100; deneysel m/z degeri: 213,09147; A = 2,21 ppm.

3.1.1.5. 4 nolu molekiiliin sentezi

3 nolu Molekiil (1,26 g, 6 mmol) 150 mL DKM i¢inde ¢6ziildii. 15 dakika boyunca
azot gazi gecirildi. Daha sonra hizla 2,4-dimetil pirol (1,54 mL, 15 mmol) ve birka¢ damla
trifloroasetik asit (TFA) eklendi. Balonun agz1 sikica kapatilip 16 saat oda sicakliginda
karist1. p-kloranil (1,62 g, 6 mmol) eklendi ve reaksiyon oda sicakliginda 3 saat karist.
Daha sonra 7 mL trietilamin (Et3N) ve 7 mL boron triflorid dietil eterat (BF3;OEt;) eklendi

ve reaksiyon oda sicakliginda 3 saat karisti. Reaksiyon karisimi DKM ve su ile
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ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak
hekzan:DKM (2:1, v:v) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle molekiil saflastirildi.
4 nolu molekiil kat1 halde ve %17 verimle elde edildi. '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,29
(ddd, J =83, 7,4, 1,8 Hz, 1H), 7,22 — 7,04 (m, 7H), 7,02 — 6,81 (m, 2H), 5,89 (s, 2H),
5,03 (s, 2H), 2,50 (s, 6H), 1,33 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 155,44, 154,97,
142,62, 138,96, 136,96, 131,62, 130,48, 129,67, 128,50, 127,81, 126,80, 124,53, 121,77,
120,88, 113,26, 70,06, 14,62, 13,92. HRMS: [M+H]" i¢in teorik m/z degeri: 431,21008;
deneysel m/z degeri: 431,20892; A = 2,69 ppm.

3.1.1.6. 5 nolu molekiiliin sentezi

4 nolu Molekiil (200 mg, 0,464 mmol) 8 mL benzen i¢inde ¢oziindii. 4 esdeger 4-
piridin karboksaldehit (175 pL, 1,855 mmol), asetik asit (0,4 mL) ve piperidin (0,4 mL)
eklendi. Dean-Stark aparati ile 90°C’de reflaks edildi. Reaksiyon karisimi1 DKM ve su ile
ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak
etilasetat:metanol (95:5, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle molekiil
saflastirildi. 5 nolu molekiil yesil kat1 halde ve %13 verimle elde edildi. 'H NMR (400
MHz, CDCI) & 8,58 (d, J = 6,2 Hz, 4H), 7,85 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 6,2 Hz,
4H), 7,36 (ddd, 1 =8.3, 7,4, 1,8 Hz, 1H), 7,18 — 6,92 (m, 10H), 6,61 (s, 2H), 5,06 (s, 2H),
1,43 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 155,50, 150,29, 143,71, 142,84, 136,70,
134,36, 132,93, 130,98, 129,71, 129,05, 128,58, 127,95, 126,84, 124,00, 123,43, 121,93,
121,35, 121,08, 118,31, 113,31, 70,13, 14,24. HRMS: [M+H]" igin teorik m/z degeri:
609,26317; deneysel m/z degeri: 609,25934; A = 6,29 ppm.

3.1.1.7. NGL-2 molekiiliiniin sentezi

5 nolu molekiil (10 mg) 2 mL DMF i¢inde ¢dziildii. Ilyodometan (0,5 mL) eklendi.
Reaksiyon karigimi 2 giin boyunca oda sicakliginda karisti. DMF uguruldu. Kati etilasetat
ile yikanarak saflastirildi. NGL-2 molekiilii koyu yesil kat1 olarak ve %90 verimle elde
edildi (Sekil 3.3). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,93 (d, J = 6,7 Hz, 4H), 8,22 (d, ] =
6,5 Hz, 4H), 7,95 (d, J = 16,2 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 7,62 — 7,51 (m, 1H),
7,37 (dd, J = 7.5, 1,8 Hz, 2H), 7,30 — 7,14 (m, 7H), 5,23 (s, 2H), 4,33 (s, 6H), 1,50 (s,
6H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 155,23, 151,13, 150,86, 146,09, 144,04, 140,84,
137,37, 135,56, 132,05, 129,68, 128,80, 128,32, 127,78, 127,55, 124,74, 122,74, 122,55,
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121,09, 114,30, 69,92, 55,41, 47,85, 34,88, 14,36. HRMS: [M]*? i¢in teorik m/z degeri:
319,15088; deneysel m/z degeri: 319,15109; A = 0,66 ppm.

i il.a
OH o] L
ii.b
0” "H 0” "H 1.c
3

Sekil 3.3. NGL-2 ligandinin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: i) benzil bromiir, K,COs;, DMF; ii.a)
N, 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM; ii.b) p-kloranil; ii.c) EtsN, BF;OEt,; iii) 4-piridinkarboksaldehit, asetik
asit, piperidin, 90°C; iv) CHsl, DMF.

3.1.1.8. 6 nolu molekiiliin sentezi

150 mL DKM ¢oziiciisiine 15 dakika boyunca N> gazi uygulandi. 1 mL (10 mmol)
benzaldehit ve 2 mL (20 mmol) 2,4-dimehtil pirol eklendi. Birka¢ damla TFA yavasca
damlatildi. Agz1 sikica kapatilip listline N2 gazi bulunan balon yerlestirildi. Gece boyu
oda sicakliginda karistirildi. Sonraki giin 1,6 g p-kloranil eklendi ve 3 saat oda
sicakliginda karisti. 7 mL EtsN ve 7 mL BF3.0Et; eklendi, 3 saat oda sicakliginda karisti.
TLC ile iirlin olusumu kontrol edildikten sonra DKM:dH-O ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra ucuruldu. Mobil faz olarak
DKM:Hekzan (2:1, V:V) kullanilarak silica kolon kromatografisi yapildi. 6 nolu molekiil
kahverengi kat1 olarak %10 verimle elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCls3) & 7,41 (dd,
J=5,1,2,1 Hz, 3H), 7,26 — 7,19 (m, 2H), 5,91 (s, 2H), 2,48 (s, 6H), 1,30 (s, 6H). '*C
NMR (101 MHz, CDCl3) 6 155,45, 143,17, 141,74, 135,02, 131,45, 129,13, 128,94,
127,96, 121,19, 14,59, 14,34. ESI-MS: teorik m/z degeri 325,16821 (M+H)" ; deneysel
m/z degeri 325,16654 (A: 5,1 ppm).



40

3.1.1.9. 7 nolu molekiiliin sentezi

162 mg (0,5 mmol) 6 molekiilii 50 mL etil alkol i¢inde ¢oziildii ve 60°C’de
karistirildi. 1.5 esdeger (0,75 mmol) 190 mg iyot (I2) eklendi. 1.5 esdeger (0,75 mmol)
132 mg iyodik asit (HIO3) 2 mL suda ¢oziildiikten sonra reaksiyon karisimina eklendi. 7
dakika aralikla TLC ile {riin olusumu takip edildi. 15. dakikada baslangi¢ tiikkendigi
gbzlendi ve reaksiyonu durdurmak i¢in 2 g sodium thiosulfate 5 mL suda ¢oziiliip eklendi.
Etil alkol doner buharlastirict ile uzaklastirildt ve DKM:dH-O ile ekstraksiyon yapildi.
DKM:Hekzan (5:4, V:V) ile kolon kromatografisi yapildi. Pembe kat1 halde 5 molekiilii
%80 verimle elde edildi. '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,58 — 7,41 (m, 3H), 7,31 — 7,09
(m, 2H), 2,58 (s, 6H), 1,31 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz, CDCls) § 156,79, 145,38,
141,39, 134,75, 131,30, 129,54, 129,47, 127,79, 85,66, 16,95, 16,05. HRMS: [M] i¢in
teorik m/z degeri: 575,95422; deneysel m/z degeri: 575,95579; A = 2,73 ppm.

3.1.1.10. 8 nolu molekiiliin sentezi

200 mg (0,35 mmol) 7 nolu molekiil 5 mL benzen i¢inde ¢dziindii. 5 mol esdeger
(1,75 mmol) 165 pL 4-piridin karboksaldehit eklendi. 0,4 mL asetik asit ve 0,4 mL
piperidin eklendi. 90°C’de Dean Stark aparati ile reflaks edildi. Uriin olusumu TLC ile
takip edildi. DKM:dH2O ile ekstraksiyon yapildi ve organik faz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra uguruldu. Mobil faz olarak MeOH:DKM (1:9, V:V) kullanarak kolon
kromatografisi yapildi. Mavi kat1 haldeki 8 nolu molekiil %10 verimle elde edildi. 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ 8,61 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 16,7 Hz, OH), 7,83 —
7,70 (m, OH), 7,51 (dd, J = 5,0, 1,9 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 7,29 — 7,18 (i,
0H), 1,41 (s, 1H). ®CNMR (101 MHz, CDCl3) § 150.34, 149.97, 147.11, 143.69, 141.50,
136.69, 134.63, 133.55, 129.97, 129.73, 127.91, 122.76, 121.54, 17.58. HRMS: [M+H]"
i¢in teorik m/z degeri: 755,01459; deneysel m/z degeri: 755,01791; A = 4,40 ppm.
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3.1.1.11. NGL-3 molekiiliiniin sentezi

6 nolu molekiil (20 mg, 0,027 mmol) 2 mL DMF i¢inde ¢oziindi. 0,5 mL metil
iyodiir (CH3sl) eklendi. Oda 1sisinda gece boyu karistirildi. Sonraki giin 0,5 mL CHsl
eklenip yine gece boyu karistirildi. DMF’1 ugurmak i¢in hekzan ile yikama yapildi. Yesil
katt NGL-3 molekiilii kantitatif verimle elde edildi (Sekil 3.4). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dy) 6 8,97 (d, J= 6,8 Hz, 4H), 8,35 (d, /= 6,4 Hz, 4H), 8,09 (d, /= 16,7 Hz, 2H),
7,90 (d, J = 16,6 Hz, 2H), 7,67 (dd, J = 5,1, 1,9 Hz, 3H), 7,53 (dd, /= 6,5, 2,8 Hz, 2H),
4,33 (s, 6H), 1,47 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 162,78, 150,80, 149,88,
148,21, 146,24, 144,43, 134,75, 133,91, 133,84, 130,81, 130,30, 128,57, 128,20, 127,36,
125,04, 88,34, 47,92, 17,76. HRMS: [M]"? i¢in teorik m/z degeri: 392,23765; deneysel
m/z degeri: 392,02533; A > 100 ppm.

Sekil 3.4. NGL-3 ligandinin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: i.a) Ny, 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM;
1.b) p-kloranil; i.c) EtsN, BF3OEt,; ii) HIOs, I, EtOH, 60°C; iii) 4-piridinkarboksaldehit, asetik asit,
piperidin, 90°C; iv) CHzI, DMF.
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3.1.1.12. 9 nolu molekiiliin sentezi

150 mL diklorometan 15 dakika boyunca N> gazi gecirildi. 1,2 mL (12,7 mmol)
piridin karboksaldehit ve 2,6 mL (26,2 mmol) 2,4-dimetilpirol eklendi. Birka¢ damla
TFA yavasca damlatildi. Agzi sikica kapatilip N> gazi altinda oda sicakliginda 16 saat
karistirildi. Sonrasinda 3,4 g (13,8 mmol) p-kloranil eklendi ve 3 saat oda sicaklifinda
karistirildi. Trietil amin (7 mL) ve 7 mL boron triflorid dietil etenat eklendi, 3 saat oda
sicakliginda karistirild. Ince tabaka silika kromatografisi (TLC) ile iiriin olusumu kontrol
edildikten sonra diklorometan ve su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz sodyum siilfat
ile kurutulduktan sonra ¢o6ziicii doner buharlastiric1 ile uzaklastirildi. Silika kolon
kromatografisi ile DKM:MeOH (95:5, V:V) mobil faz kullanilarak saflastirma islemi
yapildi. 864 mg, turuncu kat1 9 nolu molekiil %21 verimle elde edildi. Karakterizasyon

verisi literatiir ile uyumlu bulunmustur (Yurt v.d. 2019).

3.1.1.13. 10 nolu molekiiliin sentezi

9 nolu molekiil (345 mg, 1 mmol), 4-piridin karboksaldehit (455 pL, 4 mmol),
asetik asit (0,4 mL) ve piperidin (0,4 mL) 10 mL benzen i¢inde ¢dziildii. Dean-Stark
aparati ile 90°C’de reflaks edildi. Reaksiyon karisimi DKM ve su ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak etilasetat:metanol
(97:3, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle saflastirildi. 10 nolu molekiil
mavi-yesil kat1 halde ve %23,8 verimle elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCl;) § 8,77
(d, J=5,9 Hz, 2H), 8,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H), 7,81 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 7,42 (d, J = 6,3
Hz, 4H), 7,31 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 16,4 Hz, 2H), 6,65 (s, 2H), 1,44 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 152,56, 150,75, 150,23, 143,54, 143,28, 142,67, 136,75,
134,06, 133,01, 123,46, 123,05, 121,49, 119,12, 14,98. HRMS: [M+H]" i¢in teorik m/z
degeri: 504,21656; deneysel m/z degeri: 504,21582; A = 1,47 ppm.

3.1.1.14. NGL-4 molekiiliiniin sentezi

10 nolu molekiil (35 mg) 2 mL DMF iginde ¢éziildii. Iyodometan (0,5 mL)
eklendi. Reaksiyon karisimi 2 giin boyunca oda sicakliginda karisti. DMF uguruldu. Kati
ornek etilasetat ile yikanarak saflastirildi. NGL-4 molekiilii koyu yesil kat1 olarak ve %70
verimle elde edildi (Sekil 3.5). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 69,27 (d, ] = 6,7 Hz, 2H),
8,95 (d, J = 6,8 Hz, 4H), 8,53 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 8,25 (d, J = 7,0 Hz, 4H), 7,95, 7,28 (s,
2H), 4,50 (s, 3H), 4,34 (s, 6H), 1,57 (s, 6H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 152,60,
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150,53, 149,82, 147,47, 146,20, 144,07, 136,03, 133,76, 133,39, 128,44, 127,24, 124,97,
121,95, 49,06, 47,94, 16,03. HRMS: [M]™ i¢in teorik m/z degeri: 182,75935; deneysel
m/z degeri: 182,75933; A=0,11 ppm.

Sekil 3.5. NGL-4 ligandinin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: i.a) Ny, 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM;
1.b) p-kloranil; i.c) Et;N, BF30Et;; ii) 4-piridinkarboksaldehit, asetik asit, piperidin, 90°C; iii) CHsl,
DMF.

3.1.2. Tumo6r mikrogevresinde aktiflesen 1518a duyarh ligandin sentezi
3.1.2.1. 11 nolu molekiiliin sentezi

2-hidroksi benzaldehit (1,5 g, 12,3 mmol) ve 1,2 mol esdeger 4-nitrobenzil bromiir
(2,92 g, 13,5 mmol) 15 mL dimetilformamit i¢inde ¢oziildii. 2 mol esdeger potasyum
karbonat (3,39 g, 24,6 mmol) eklendi. Reaksiyon karigsimi1 16 saat oda sicakliginda karisti.
DMF uguruldu ve reaksiyon karisimi diklorametan (DKM) ve su ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Daha sonra mobil faz olarak DKM
kullanilarak silika kolon kromatografisiyle 6rnek saflastirildi. 11 nolu molekiil beyaz kat1
olarak ve %87 verimle elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): § 10,58 (s, 1H),
8,29 (d, J = 8,69 Hz, 2H), 7,90 (d, J = 7,69 Hz, 1H), 7,66 (d, J = 8,74 Hz, 2H), 7,57 (t,J
=7,85Hz,1H), 7,12 (t,] = 7,46 Hz, 1H), 7,02 (d, ] = 8,33 Hz, 1H), 5,33 (s, 2H). *C NMR
(CDCl3, 101 MHz, 6 ppm) 69,1, 112,7, 121,6, 124,0, 125,2, 127,5, 129,2, 136,0, 143 .4,
147,7,160,1, 189,2. HRMS (ESI): [M+H]" i¢in teorik m/z degeri 258,0766 ve deneysel
m/z degeri 258,0764, A: 0,77 ppm.
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3.1.2.2. 12 nolu molekiiliin sentezi

Oncelikle 150 mL DKM c¢ézeltisinden 20 dakika boyunca N gaz1 gegirildi. Daha
sonra hizla 11 nolu molekiil (1,2 g, 4,7 mmol), 2,2 esdeger 2,4-dimetil pirol (1,05 mL,
10,3 mmol) ve birka¢ damla trifloroasetik asit (TFA) eklendi. Balonun agzi sikica
kapatilip 16 saat oda sicakliginda karisti. 1,1 esdeger p-kloranil (1,27 g, 5,17 mmol)
eklendi ve reaksiyon oda sicakliginda 3 saat karisti. Daha sonra trietilamin (6 mL) ve
boron triflorid dietil eterat (6 mL) eklendi ve reaksiyon oda sicakliginda 3 saat karisti.
Reaksiyon karisimi DKM ve su ile ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum
siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak DKM:hekzan (2:1, V:V) kullanilarak silika kolon
kromatografisiyle 6rnek saflastirildi. 12 nolu molekiil turuncu kati halde ve %22 verimle
elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): & 8,10 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,42 (ddd, J
=38,3, 7,4, 1,8 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,26 (s, 1H), 7,21 (dd, J = 7,5, 1,8 Hz,
1H), 7,13 (td, J = 7,5, 1,0 Hz, 1H), 7,01 (dd, J = 8,4, 1,0 Hz, 1H), 5,96 (s, 2H), 5,17 (s,
2H), 2,58 (s, 6H), 1,40 (s, 6H). 3*C NMR (CDCls, 101 MHz, § ppm) 14,22, 14,87, 69,56,
113,63, 121,27, 122,80, 123,97, 124,99, 127,44, 130,14, 130,98, 131,69, 138,50, 142,62,
144,40, 147,74, 155,21, 155,57. ESI-MS: [M+H]" i¢in teorik m/z degeri 476,1952 ve
deneysel m/z degeri 476,1937, A: 5,3 ppm.

3.1.2.3. 13 nolu molekiiliin sentezi

12 nolu molekiil (435 g, 0,92 mmol) 100 mL etanol i¢ince ¢oziindii, 2,2 esdeger
iyodin (2 mmol, 511 mg) ve iyodik asit (335 mg) eklendi. Reaksiyon karigimi 60°C’de
15 dakika karistirildi. Uriin olusumu TLC ile belirlendikten sonra reaksiyon sodyum
tiyosiilfat ile soniimlendi. Etanol uguruldu ve reaksiyon karigimi diklorometan (DKM) ve
su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz
olarak DKM:hekzan (2:1, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle 6rnek
saflastirildi. 13 nolu molekiilii kirmiz1 kat1 halde ve %45 verimle elde edildi. '"H NMR
(400 MHz, CDCls, & ppm): 6 8,10 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,53 — 7,42 (m, 1H), 7,30 (d, ] =
8,5 Hz, 2H), 7,16 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,05 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,17 (s, 2H), 2,67 (s, 6H),
1,39 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 156,85, 155,23, 144,85, 143,99, 131,66,
131,48, 130,05, 129,74, 127,74, 127,46, 124,82, 124,09, 123,90, 123,27, 122,97, 114,25,
113,96, 69,93, 16,77, 16,65. HRMS (ESI): [M+H]" i¢in teorik m/z degeri 726,9812 ve
deneysel m/z degeri 726,97751, A: 5,08 ppm.
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3.1.2.4. 14 nolu molekiiliin sentezi

13 nolu molekiil (300 mg, 0,41 mmol) 5 mL benzen i¢inde ¢oziildii. 4 esdeger 4-
piridin karboksaldehit (154 pL, 1,64 mmol), asetik asit (0,4 mL) ve piperidin (0,4 mL)
eklendi. Reaksiyon karisimi 90°C’ye 1sitildi ve Dean-Stark aparati kullanilarak reflaks
edildi. Yesil-mavi tiriin olusumu TLC ile takip edildi. Reaksiyon sogutuldu ve karigimi
diklorometan (DKM) ve su ile ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat
ile kurutuldu. Mobil faz olarak etilasetat:metanol (95:5, V:V) kullanilarak silika kolon
kromatografisiyle 6rnek saflastirildi. 14 molekiilii mavi-yesil kat1 halde ve %27 verimle
elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): § 8,62 (d, J = 6,1 Hz, 4H), 8,05 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 7,99 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 7,52 — 7,46 (m, 2H),
7,44 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 7,25 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,17 — 7,10 (m, 2H), 7,04 (d, ] = 8,4
Hz, 1H), 5,13 (s, 2H), 1,40 (s, 6H), >*C NMR (101 MHz, CDCl3) & 154,10, 149,44,
148,81, 146,66, 145,35, 142,57, 142,54, 135,81, 132,57, 130,78, 128,72, 126,46, 123,47,
122,85, 122,09, 121,62, 120,50, 113,03, 68,80, 16,03. HRMS (ESI): [M+H]" igin teorik
m/z degeri 906,0421 ve deneysel m/z degeri 906,04729, A: 5,73 ppm.

3.1.2.5. NGL-5 molekiiliiniin sentezi

14 nolu molekiil (40 mg, 0,44 mmol) 2 mL dimetilformamit icinde ¢oziildii.
Iyodometan (0,5 mL) eklendi. Reaksiyon karigimi 2 giin boyunca oda sicakliginda karist1.
DMF uguruldu. Kat1 6rnek etilasetat ile yikanarak saflastirildi. NGL-5 molekiilii koyu
yesil kat1 olarak ve %90 verimle elde edildi (Sekil 3.6). '"H NMR (400 MHz, DMSO-dj)
68,97 (d,J=6,4 Hz, 4H), 8,35 (d, ] = 6,3 Hz, 4H), 8,12 — 8,03 (m, 4H), 7,91 (d,J = 16,6
Hz, 2H), 7,66 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,52 — 7,35 (m, 4H), 7,28 (t, ] = 7,4 Hz, 1H), 5,39 (s,
2H), 4,34 (s, 6H), 1,45 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO-dj) & 155,04, 150,85, 149,69,
147,74, 147,37, 146,25, 145,25, 141,63, 134,85, 133,80, 132,83, 129,67, 128,50, 125,03,
123,79, 123,46, 123,41, 88,12, 69,72, 34,87, 17,21. HRMS (ESI): [M+H]" i¢in teorik m/z
degeri 467,54005 ve deneysel m/z degeri 467,53804, A: 4,30 ppm.



46

Sekil 3.6. NGL-5 ligandinin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: i) 4-nitrobenzil bromiir, K,CO3, DMF;
ii.a) N, 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM; ii.b) p-kloranil; ii.c) EtsN, BF3OEt,; iii) HIOs, I, EtOH, 60°C; iv)
4-piridinkarboksaldehit, asetik asit, piperidin, 90°C; v) CHsl, DMF.

3.1.2.6. 15 nolu molekiiliin sentezi

2-Hidroksibenzaldehit (2,44 g, 20 mmol), trietilamin (4,2 mL) ve asetil kloriir
(2,14 mL) 25 mL DKM ig¢inde ¢oziildii. Reaksiyon karisimi gece boyu oda sicakliginda
karist1. Reaksiyon karisitmi DKM ve sodyum bikarbonat iceren su ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak DKM kullanilarak
silika kolon kromatografisiyle drnek saflastirildi. 15 molekiilii sar1 yag halde ve %78
verimle elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): & 10,09 (s, 1H), 7,87 (dt, J =
7,7, 1,3 Hz, 1H), 7,62 (tdd, J = 7,4, 1,8, 0,9 Hz, 1H), 7,42-7,37 (m, 1H), 7,17 (d, ] = 8,2
Hz, 1H), 2,38 (s, 3H) ppm. '3C NMR (101 MHz, CDCls) § 188,9, 169.4, 151,7, 135,5,
131,5, 128,2, 126,6, 123,72, 21,0 ppm. HRMS (ESI): [M+H]" i¢in teorik m/z degeri
165,0552 ve deneysel m/z degeri 165,05459, A: 3,7 ppm.

3.1.2.7. 16 nolu molekiiliin sentezi

Oncelikle 150 mL DKM c¢ézeltisinden 20 dakika boyunca N> gaz1 gegirildi. Daha
sonra hizla 15 molekiilii (1 g, 6 mmol), 2,2 esdeger 2,4-dimetil pirol (2,4 mL, 22,5 mmol)
ve birka¢ damla trifloroasetik asit eklendi. Balonun agzi sikica kapatilip 16 saat oda
sicakliginda karisti. 1,5 esdeger p-kloranil (2,2 g, 9 mmol) eklendi ve reaksiyon oda
sicakliginda 3 saat karisti. Daha sonra trietilamin (8 mL) ve boron triflorid dietil eterat (8

mL) eklendi ve reaksiyon oda sicakliginda 3 saat karistirildi. Reaksiyon karigtmi DKM
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ve su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil
faz olarak DKM kullanilarak silika kolon kromatografisiyle drnek saflastirildi. 16 nolu
molekiil turuncu kat1 halde ve %20 verimle elde edildi. '"H NMR (400 MHz, CDCls, §
ppm): & 7,51 (td, J =7.8, 1,8 Hz, 1H), 7,36 (td, ] = 7,5, 1,2 Hz, 1H), 7,33 — 7,21 (m, 2H),
5,97 (s, 6H), 2,09 (s, 6H), 1,47 (s, 6H) ppm, 3*C NMR (101 MHz, CDCls) § 169,0, 155,7,
148,0, 143,1, 136,3, 131,1, 130,3, 129,9, 127,7, 126,5, 123,8, 121,3, 20,8, 14,6, 13,9 ppm.
HRMS (ESI): [M+H]" i¢in teorik m/z degeri 383,1742 ve deneysel m/z degeri 383,17283,
A: 3,58 ppm.

3.1.2.8. 17 nolu molekiiliin sentezi

16 nolu molekiil (360 mg, 0,942 mmol), iyodin (478 mg, 1,8 mmol) ve iyodik asit
(331 mg, 1,8 mmol) 100 mL etanol icinde ¢6ziindii. Reaksiyon karigimi 60°C’de 15
dakika karistirildi. Uriin olusumu TLC ile belirlendikten sonra reaksiyon sodyum
tiyosiilfat ile soniimlendi. Etanol uguruldu ve reaksiyon karigtimi DKM ve su ile
ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu. Mobil faz olarak
etilasetat:hekzan (1:3, v:v) kullanilarak silika kolon kromatografisiyle 6rnek saflastirildi.
17 molekiilii kirmizi kat1 halde ve %45 verimle elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCI;)
07,58 (q,J=6.,8, 6,1 Hz, 1H), 7,41 (q, J = 6,6, 6,1 Hz, 1H), 7,33-728 (m, 2H), 2,67 (s,
6H), 2,12 (s, 3H), 1,51 (s, 6H), HRMS: [M] i¢in teorik m/z degeri 633,95970; deneysel
m/z degeri: 633,95975; A = 0,08 ppm.

3.1.2.9. 18 nolu molekiiliiniin sentezi

17 nolu molekiil (65 mg, 0,11 mmol) 5 mL benzen iginde ¢oziildii. 4 esdeger 4-
piridin karboksaldehit (40 pL, 0,44 mmol), asetik asit (0,4 mL) ve piperidin (0,4 mL)
eklendi. Reaksiyon karisimi 90°C’ye 1sitildi ve Dean-Stark aparati kullanilarak reflaks
edildi. Yesil-mavi iirin olusumu TLC ile takip edildi. Reaksiyon sogutuldu ve karigimi
DKM ve su ile ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile kurutuldu.
Mobil faz olarak etilasetat:metanol (95:5, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisi
yapildi. Asetil biriminin kopmasi nedeniyle saf iiriin elde edilemedi. '"H NMR (400 MHz,
CDCl) 6 8,60 (d, J = 5,2 Hz, 4H), 8,07 (d, /= 16,9 Hz, 2H), 7,80 (d, /= 16,6 Hz, 2H),
7,49 (d, J = 5,2 Hz, 4H), 7,18 — 7,06 (m, 4H), diger pikler ¢oziicii altinda kaldig1 i¢in

okunamamustir.
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3.1.2.10. 19 nolu molekiiliin sentezi

18 nolu molekiil (157 mg, 0,43 mmol), ve 2 mol esdeger potasyum hidroksit (48
mg, 0,9 mmol) tetrahidrofuran (THF): metanol (4:1, V:V) c¢ozeltisinde ¢oziildii.
Reaksiyon karigimi 16 saat oda sicakliginda karisti. Reaksiyon karisimi DKM ve sodyum
bikarbonat igeren su ile ekstraksiyon edildi. Organik faz toplanarak sodyum siilfat ile
kurutuldu. Mobil faz olarak DKM kullanilarak silika kolon kromotografisiyle 6rnek
saflastirilmaya calisildi fakat bilesik bozundugu i¢in elde edilemedi.

3.1.2.11. NGL-6 nolu molekiiliin sentezi

19 nolu molekiil (40 mg, 0,44 mmol) 2 mL dimetilformamit i¢inde ¢ozildii.
Iyodometan (0,5 mL) eklendi. Reaksiyon karisimi 2 giin boyunca oda sicakliginda karist1.
DMF uguruldu. Kat1 6rnek etilasetat ile yikanarak saflastirildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. NGL-6 molekiiliiniin sentez basamaklar1. Tepkime kosulu: i) trietilamin, asetil kloriir, DKM;
ii.a) N», 2,4-dimetil pirol, TFA, DKM; ii.b) p-kloranil; ii.c) EtsN, BF;OEty; iii) HIO3, I, EtOH, 60°C; iv)
4-piridinkarboksaldehit, asetik asit, piperidin, 90°C; v) KOH, THF, MeOH; vi) CH;I, DMF.



49

3.1.3. HDAC enzmini ile aktiflesen ligandin sentezi
3.1.3.1. 20 nolu molekiiliin sentezi

4-hidroksibenzil alkol (2,5 g, 20 mmol), 1,4-dibromobiitan (2,4 mL, 20 mmol) ve
potasyum karbonat (4,15 g, 30 mmol) 15 mL DMF i¢inde ¢oziildii. Reaksiyon karigimi
oda sicakliginda gece boyu karisti. TLC ile iiriin olusumu gozlendikten sonra
DKM:dH2O0 ile ekstraksiyon edildi. Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan sonra
vakum altinda uguruldu. Mobil faz olarak DKM:Hekzan (2:1, V:V) kullanilarak silika
kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 20 nolu molekiil beyaz kat1 olarak %50 verimle elde
edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H),
4,59 (s, 2H), 3,98 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,48 (t, J= 6,6 Hz, 2H), 2,21 — 2,00 (m, 2H), 2,02
— 1,80 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158,24, 133,59, 128,53, 114,37, 66,87,
64,54, 33,54, 29,46, 27,88.

3.1.3.2. 21 nolu molekiiliin sentezi

20 nolu molekiil (2 g, 7,72 mmol) ve 1,5 mol esdeger sodyum azid (0,76 g, 11,58
mmol) 10 mL dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢6ziildii ve 60°C’de 3 saat karistirildi.
Eter ve su ile ekstraksiyon yapilarak saflastirildi. 21 nolu molekiil sar1 kat1 halde kantitatif
olarak elde edildi. Ileri saflastirma yapilmadan sonraki sentez basamagma gecildi. 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,58 (s,
2H), 3,98 (t,J = 6,0 Hz, 2H), 3,35 (t,J= 6,6 Hz, 2H), 1,97 — 1,71 (m, 4H). *C NMR (101
MHz, CDCls) 6 158,38, 133,43, 128,62, 114,47, 67,22, 64,77, 51,19, 40,76(dmso), 26,49,
25,74.

3.1.3.3. 22 nolu molekiiliin sentezi

21 nolu molekiil (2 g, 9 mmol) ve trifenil fosfin (PPhs, 3,54 g, 13,5 mmol) 15 mL
THF i¢inde ¢6ziindii. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dakika karistiktan sonra 1
mL su eklendi ve 1 saat daha oda sicakliginda karisti. TLC ile iiriin olusumu goézlendi.
THF rotary evaporator ile uguruldu. Mobil faz olarak DKM:Metanol (9:1, V:V)
kullanarak silika kolon kromatografisi ile saflastirildi. 22 nolu molekiil beyaz kat1 olarak
%80 verimle elde edildi. "H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,25 (d, ] = 8,5 Hz, 2H), 6,84 (d,
J=38,5 Hz, 2H), 4,53 (s, 2H), 3,96 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,74 (t, ] = 7,0 Hz, 2H), 1,80 (m,
2H), 1,65 — 1,50 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 158,61, 133,23, 128,61, 114,53,
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67,80, 64,93, 41,91, 30,28, 26,67. QTOF-LC/MS: Teorik m/z degeri (M+H)" = 196,1332,
deneysel (M+H)" = 196,1353, A= 10,7.

3.1.3.4. 23 nolu molekiiliin sentezi

22 molekiilii (150 mg, 0,77 mmol) 50 mL DKM i¢inde ¢oziindii. 1.5 mol esdeger
trietil amin (EtzN, 108 uL) ve 1,5 esdeger asetil kloriir (AcCl, 55 puL) damla damla
eklendi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda gece boyu karisti. Sodyum bikarbonat
iceren su ve DKM ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan
sonra vakum altinda uguruldu. NMR sonucuna gére hem amin hem de hidroksi
fonksiyonel grubuna asetil baglandig1 gdzlendi. Daha sonra elde edilen biitiin madde (186
mg, 0,66 mmol) I ml THF:MeOH (4:1, v:v) i¢inde ¢oziildii ve 1,5 mol esdeger potasyum
hidroksit (75 mg) eklenerek oda sicakliginda 4 saat karistirildi. TLC ile iiriin olusumu
gozlendikten sonra sodyum bikarbonat iceren su ve DKM ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan sonra vakum altinda uguruldu. 23 nolu
molekiil beyaz-sar1 kat1 olarak %355 verimle elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) §
7,28 (d, J=17,1 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 5,72 (b, 1H), 4,61 (s, 2H), 3,97 (t, J =
6,1 Hz, 2H), 3,31 (td, J = 17,0, 5,7 Hz, 2H), 1,96 (s, 3H), 1,89 — 1,75 (m, 2H), 1,75 - 1,57
(m, 2H).

3.1.3.5. 24 nolu molekiiliin sentezi

23 nolu molekiil (70 mg, 0,3 mmol) ve 1,2 mol esdeger piridinyum klorokromat
(PCC, 78 mg, 0,36 mmol) 10 mL DKM i¢inde ¢dziindii. Oda sicakliginda 3 saat karisti.
Sodyum bikarbonat igeren su ve DKM ile ekstraksiyon yapildi. Mobil faz olarak
DKM:Metanol (9,7:0,3, V:V) kullanarak silika kolon kromatografisi ile saflagtirildi. 24
nolu molekiil beyaz kati olarak %80 verimle elde edildi. 'H NMR (400 MHz, CDCls) &
9,88 (s, 1H), 7,82 (s, 2H), 6,98 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,58 (b, 1H), 4,07 (t, ] = 6,2 Hz, 2H),
3,34 (td, J = 7,1, 5,9 Hz, 2H), 1,98 (s, 3H), 1,92 — 1,80 (m, 2H), 1,78 — 1,68 (m, 2H), *C
NMR (101 MHz, CDCIs) 6 190,82, 170,14, 163,96, 132,03, 129,95, 114,73, 67,76, 39,17,
30,94, 26,38, 23,37.
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3.1.3.6. NGL-7 molekiiliiniin sentezi

4 nolu molekiil (40 mg, 0,12 mmol) ve 2 mol esdeger 24 nolu molekiilii (57 mg,
0,24 mmol) 5 mL benzen i¢inde ¢oziindii. Piperidin (400 pL) ve asetik asit (200 pL)
eklendi ve 90°C’de 1sitilarak Dean-Stark aparati ile reflaks edildi. Reaksiyonun rengi
turuncudan mora dondiigiinde iirtin olusumu TLC ile kontrol edildi. DKM:dH,O ile
ekstraksiyon edildi. Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan sonra vakum altinda
ucuruldu. Mobil faz olarak DKM:MeOH (95:5, V:V) kullanilarak silika kolon
kromatografisi ile saflagtirildi. NGL-7 molekiilii mavi kat1 olarak %7 verimle elde edildi
(Sekil 3.8). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,61 (d, J= 16,3 Hz, 2H), 7,57 (d, J = 8,8 Hz,
4H), 7,49 (dd, J=5,2, 1,9 Hz, 3H), 7,38 — 7,31 (m, 2H), 7,21 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 6,90
(d, /= 8,8 Hz, 4H), 6,62 (d, /= 1,1 Hz, 2H), 5,64 (s, 1H), 4,02 (t, /= 6,1 Hz, 4H), 3,33
(td, J=17,0, 5,8 Hz, 4H), 1,98 (s, 6H), 1,91 — 1,79 (m, 2H), 1,79 — 1,64 (m, 2H), 1,43 (s,
6H), 3*C NMR (101 MHz, CDCls) § 170,15, 159,69, 152,69, 141,85, 138,17, 135,73,
135,27, 133,19, 129,60, 129,07, 129,05, 128,91, 128,53, 117,52, 117,26, 114,78, 67,51,
39,31, 29,71, 26,63, 26,40, 23,38, 14,61. QTOF-LC/MS: Teorik m/z degeri (M-F)" =
739,38254, deneysel (M-F)" =739,3821, A=0,59; Teorik (M+H)" = 759,38877, deneysel
(M+H)" = 739,3878; Teorik (M+Na)" = 781,37071, deneysel (M+Na)" = 739,3698.

OH R S Br O/\/\/N3 o> N
1 .
i? ii i? i
OH OH OH OH
20 21 22

/&0 NGL7 0)\

Sekil 3.8. NGL-7 molekiiliiniin sentez basamaklari. Tepkime kosulu i) 1,4-dibromobiitan, K,CO3, DMF;
i1) NaN3;, DMSO, 60°C; iii) PPhs;, THF, H,O; iv) EtsN, AcCl, DKM; v) PCC, DKM,; vi) 4, piperidin,
asetik asit, 90°C.
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3.1.3.7. 25 nolu molekiiliin sentezi

22 nolu molekiil (3 g, 15,3 mmol) 20 mL THF i¢inde ¢6ziindii. Sodyum bikarbonat
(2 g) 1 mL su i¢inde ¢oziindiikten sonra karigima eklendi. Ditert butil dikarbonat (Boc.O,
3,7 g, 16,87 mmol) karigima eklendi. Reaksiyon karigimi oda sicakliginda gece boyu
kanigti. TLC ile iirtin olusumu gézlendikten sonra DKM:dH>O ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan sonra vakum altinda uguruldu. Mobil faz
olarak FEtil asetat:Hekzan (1:2, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisi ile
saflastirildi. 25 nolu molekiil beyaz kat1 olarak %80 verimle elde edildi. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) & 7,28 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,87 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,66 (b, 1H), 4,61 (s,
2H), 3,97 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,19 (q, J = 6,7 Hz, 2H), 2,19 — 1,76 (m, 2H), 1,72 — 1,56
(m, 2H), 1,44 (s, 9H), 3C NMR (101 MHz, CDCI3) § 158,49, 156,03, 133,15, 128,63,
114,48, 79,17, 67,50, 64,97, 40,26, 28,41, 26,79, 26,54. QTOF-LC/MS: Teorik m/z
degeri (M+Na")" 318,16758, deneysel degeri 318,16699, A =1,9.

3.1.3.8. 26 nolu molekiiliin sentezi

25 nolu molekiil (0,5 g, 1,7 mmol) ve piridinyum klorokromat (0,365 g, 1,7 mmol)
50 mL DKM iginde ¢6ziindii. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 1 saat karisti. TLC ile
iriin olusumu gozlendikten sonra DKM:dH2O ile ekstraksiyon edildi. Organik faz
sodyum siilfat ile kurulduktan sonra vakum altinda ucguruldu. Mobil faz olarak
DKM:Hekzan (2:1, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisi ile saflastirildi. 26 nolu
molekiil beyaz siv1 olarak %80 verimle elde edildi. '"H NMR (400 MHz, CDCls) & 9,88
(s, 1H), 7,83 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,68 (b, 1H), 4,07 (t, ] = 6,2
Hz, 2H), 3,21 (q, J = 6,7 Hz, 2H), 1,95 - 1,77 (m, 2H), 1,78 — 1,64 (m, 2H), 1,45 (s, 9H),
3C NMR (101 MHz, CDCls) & 190,87, 164,01, 156,04, 132,02, 129,85, 114,73, 79,23,
67,87, 40,17, 28,42, 26,77, 26,35.

3.1.3.9. 27 nolu molekiiliin sentezi

26 nolu molekiil (0,35 g, 1,2 mmol) ve 4 nolu molekiil (0,2 g, 0,6 mmol) 5 mL
benzen i¢inde ¢oziindii. Piperidin (0,4 mL) ve asetik asit (0,4 mL) eklendi ve 90°C’de
isitilarak Dean-Stark aparati ile reflaks edildi. Reaksiyonun rengi turuncudan mora
dondiigiinde tirtin olusumu TLC ile kontrol edildi. DKM:dH>O ile ekstraksiyon edildi.
Organik faz sodyum siilfat ile kurulduktan sonra vakum altinda uguruldu. Mobil faz

olarak etilasetat:hekzan (1:3, V:V) kullanilarak silika kolon kromatografisi ile
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saflastirildi. 27 nolu molekiil mavi kat1 olarak %80 verimle elde edildi. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7,61 (d, J= 16,6 Hz, 2H), 7,57 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 7,49 (m, 3H), 7,36 —
7,30 (m, 2H), 7,21 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 6,61 (s, 2H), 4,63 (b,
1H), 4,02 (t,J= 6,2 Hz, 2H), 3,22 (q, /= 6,7 Hz, 2H), 1,84 (dq, /= 8,8, 6,4 Hz, 2H), 1,69
(dq, J =9,9, 7,1 Hz, 2H), 1,46 (s, 18H), 1,43 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) §
159,73, 156,01, 152,68, 141,76, 138,06, 135,75, 135,29, 133,15, 129,50, 129,05, 129,02,
128,87, 128,53, 117,48, 117,17, 114,74, 79,18, 67,57, 40,29, 31,60, 28,44, 26,83, 22,66,
14,61.

3.1.3.10. NGL-8 molekiiliiniin sentezi

27 nolu molekiil (44 mg, 0,05 mmol) ve 0,5 mL trifloroasetik asit 5 mL DKM
icinde ¢oziindii. Oda sicakliginda 4 saat karisti. TLC ile iiriin olusumu kontrol edildikten
sonra 2 mL toluen eklendi ve vakum altinda uguruldu. Bu islem 2 kere tekrarlandi. NGL-
8 molekiilii mavi kati olarak %89 verimle elde edildi (Sekil 3.9). QTOF-LC/MS: Teorik
m/z degeri (M-F)" = 655,3614, deneysel (M-F)" = 655,3515, A= 15,1; Teorik (M+H)" =
675,3676, deneysel (M+H)" = 675,3563, A= 16,7; Teorik (M+Na)" = 697,3501, deneysel
(M+Na)" = 697,3395, A = 15,2.

OH O/\/\/Br 0/\/\/N3 O/v\/NHz E o
. i T j<
[E? i [;? i :i} [E? )
_— [ iii iv [¢]
_m . -
OH OH OH OH
H
20 21 22 ¢ 25

NGLS8

Sekil 3.9. NGL-8 molekiiliiniin sentez basamaklari. Tepkime kosulu: 1) 1,4-dibromobiitan, K»CO3, DMF;
ii) NaN3;, DMSO, 60°C; iii) PPhs, THF, H,O; iv) NaHCO3, Boc,O, THF; v) PCC, DKM; vi) 6, piperidin,
asetik asit, 90°C; vii) TFA, DKM.
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3.1.4. Acil homoserin laktonlarin sentezi
3.1.4.1. AHL1 molekiiliiniin sentezi

AHLI1, AHL2 ve AH3 bilesiklerinin sentezi Altves v.d. 2025 makelmizde
verilmistir. a-Amino-y-butyrolactone hydrobromide (200 mg, 1,1 mmol) 5 mL DKM ve
I mL THF i¢inde ¢oziindii. Trietilamin (139 pL) ve n-hexanoyl chloride (71 puL, 0,5
mmol) eklendi. Oda sicakliginda gece boyu karisti. DKM:H-O ile 3 kere ekstraksiyon
yapildi. ileri saflastirma yapilmadi. Beyaz kati olarak AHL1 %31,6 verim ile elde edildi
(Sekil 3.10). 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 6,13 (d, J= 5,6 Hz, 1H), 4,56 (ddd, J= 11,6,
8,6, 6,0 Hz, 1H), 4,47 (td, J=9,1, 1,3 Hz, 1H), 4,29 (ddd, /=11,3, 9,3, 5,9 Hz, 1H), 2,85
(dddd, J =12}, 8,6, 5,9, 1,3 Hz, 1H), 2,25 (td, /= 7,3, 0,9 Hz, 2H), 2,14 (dtd, J = 12,6,
11,4, 8,9 Hz, 1H), 1,79 — 1,52 (m, 2H), 1,32 (td, /=4,9, 4,3, 1,9 Hz, 4H), 0,99 — 0,79 (m,
3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 175,65, 173,80, 66,12, 49,21, 36,15, 31,36, 30,57,
25,13,22,37, 13,91.

3.1.4.2. AHL2 molekiiliiniin sentezi

a-Amino-y-butyrolactone hydrobromide (200 mg, 1,1 mmol) 5 mL DKM ve 1 mL
THF i¢inde ¢6ziindii. Trietil amin (139 pL) ve n-Octanoyl chloride (86 pL, 0,5 mmol)
eklendi. Oda sicakliginda gece boyu karisti. DKM:H>O ile 3 kere ekstraksiyon yapildi.
Ileri saflastirma yapilmadi. Beyaz kat1 olarak AHL2 %27,7 verim ile elde edildi (Sekil
3.10). '"H NMR (400 MHz, CDCI3) § 6,10 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,56 (ddd, J = 11,6, 8,6,
5,9 Hz, 1H), 4,47 (td, J = 9,0, 1,3 Hz, 1H), 4,29 (ddd, J = 11,3, 9,3, 5,9 Hz, 1H), 2,85
(dddd, J = 12,6, 8,6, 5,9, 1,3 Hz, 1H), 2,29 — 2,20 (m, 2H), 2,14 (dtd, J= 12,5, 11,4, 8,8
Hz, 1H), 1,85 — 1,54 (m, 2H), 1,42 — 1,13 (m, 8H), 0,98 — 0,80 (m, 3H). '*C NMR (101
MHz, CDCls) ¢ 175,62, 173,80, 66,12, 49,23, 36,20, 31,65, 30,60, 29,17, 28,97, 25,44,
22,60, 14,06.

3.1.4.3. AHL3 molekiiliiniin sentezi

a-Amino-y-butyrolactone hydrobromide (200 mg, 1,1 mmol) 5 mL DKM ve 1 mL
THF i¢inde ¢6ziindi. Trietil amin (139 pL) ve n-Butyryl chloride (54 pL, 0,5 mmol)
eklendi. Oda sicakliginda gece boyu karisti. DKM:H-O ile 3 kere ekstraksiyon yapildi.
Ileri saflastirma yapilmadi. Beyaz kati olarak AHL3 %35 verim ile elde edildi (Sekil
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3.10). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 6,19 (s, 1H), 4,57 (ddd, J = 11,6, 8.6, 6,0 Hz, 1H),
4,47 (td, J=9,0, 1,3 Hz, 1H), 4,29 (ddd, J= 11,2, 9.3, 5,9 Hz, 1H), 2,84 (dddd, J = 12,5,
8,6,5.,9, 1,3 Hz, 1H), 2,24 (td, J= 7,3, 1,2 Hz, 2H), 2,15 (dtd, J= 12,5, 11,4, 8,8 Hz, 1H),
1,69 (h, J = 7,4 Hz, 2H), 0,97 (t, J = 7,4 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 175,63,
173,64, 66,12, 49,20, 38,03, 30,53, 18,89, 13,68.
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Sekil 3.10. AHL molekiillerinin sentez yolu. Tepkime kosullari: i) n-Butyryl chloride, Et;N,
CH,Cl,/THF; ii) n-hexanoyl chloride, Et;N, CH>Cly/THF; iii) n-octanoyl chloride, EtsN, CH>Cl,/THF.

3.2. G4 Ligandlarinin Fotofiziksel Ozellikleri

Tez kapsaminda sentezlenen ligandlarin fotofiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi
i¢in absorbans ve emisyon spektrumlar: dl¢iildii. G4 ligandlarinin Fosfat Salin Tamponu
(PBS) icindeki c¢oziintrligli farkli derisimlerde (5-50 puM) hazirlanan c¢ozeltilerin
absorbans spektrumlari 6lgtilerek belirlendi. Maksimum absorbans degerlerinin derisime
gbre degisiminin lineeritesi molekiillerin ¢oziiniirliigliniin Olciitii olarak kabul edildi.
Ligandlarin uygulama siiresince stabilitelerini belirlemek i¢in ligandlar PBS i¢inde 25
uM derisimde hazirlandi ve 0, 2 ve 24 saat sonra absorbans ve emisyon degerleri 6l¢iildii.
Emisyon oOl¢iimii i¢in HM3 ligand1 490 nm’den ve diger tiim ligandlar 630 nm’den
uyarildi. Ayrica molar ektinksiyon katsayisi (€, molar extinction coefficient) Esitlik (3.1)
kullanilarak hesaplandi. Denklemde C degeri 6rnegin derisimini, / 6l¢tim alinan kuvartz

kiivetin 151k yolunu ve 4 ise maksimum absorbans degerini ifade etmektedir.

A= cecl 3.1
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3.3. Ligandlarin G4 Yapisina Baglanmasinin Belirlenmesi

Sentezlenen ligandlarin G-kuadrupleks yapilarmi stabilizasyonlar1 Foster
rezonans enerji transferi erime (FRET melting) yontemi kullanilarak belirlendi. FRET
metodu bir enerjiyle uyarilan donér ile bu enerjinin transfer edildigi akseptor arasindaki
dipol-dipol rezonansidir (Forster, 1948). Dondr ile akseptor arasindaki uzaklik ne kadar
yakinsa FRET o kadar yiiksek verimle gerceklesir. Fakat iki molekiil arasindaki mesafe
ortalama 10 nm’den fazlaysa FRET verimi azalir ve dondr enerjisini akseptore aktaramaz,
donér emisyonu gozlemlenebilir. Bu yontem sicaklifin yavasca arttirilmasi ve donor
emisyonunun takip edilmesiyle ligand-G4 yapis1 arasindaki etkilesimin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Murat vd., 2011). G-kuadruplekse baglanan ligandlarin yapiy1
saglamlagtirmas1 ve yapinin gevsemesi i¢in daha yliksek sicakligin gerekli olmasi
beklenmektedir. Bu amacla G-kuadrupleks yapisi igceren ve icermeyen tek zincirli DNA
parcasinin donor olarak 5’-ucunda FAM (Carboxyfluorescein) ve akseptor olarak 3°-
ucunda TAMRA (Tetramethylrhodamine) bagh oligomerler kullanilmistir (Cizelge 3.1).
Oncelikle 10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir igeren ve pH 7.2 olan tampon
cozeltide 0.2 uM derisimde oligomerler 95°C’de 5 dakika 1sitildiktan sonra gece boyu
oda sickliginda birakilarak G4 yapisinin olusumu tetiklendi. Daha sonra farkli derisimde
(1,2, 5,10 uM) ligand eklendi. Hazirlanan 6rnekler qPCR cihazina (Bio-rad CFX96 Real
Time System) yerlestirildi ve baslangicta 6rnekler 25°C’de 5 dakika bekletildi, sonrasinda
95°C’ye ulasana kadar sicaklik dakikada 1°C artirildi. Dondér (FAM) 492 nm’de uyarildi
ve 516 nm’deki emisyonu takip edildi. Ug tekrarla yapilan deney sonuglarinin ortalamasi
almip 0 ile 1 degerleri arasinda normalize edilerek grafik olusturuldu. Normalizasyon

degeri 0,5e karsilik gelen sicaklik (ATm) kontrol ve deney grubu arasinda karsilastirildi.

Cizelge 3.1. FRET deneyinde kullanilacak oligomerlerin dzellikleri (Chen v.d., 2022).

Oligomer s me . . Uzunluk
Adi 5’ /3‘modifikasyonu 5’-3’ sekans (baz)
h-TELO FAM/TAMRA AGG GTT AGG GTT AGG GTT AGG G 22
MYC FAM/TAMRA TGG GGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA 27
AGG
¢c-KIT FAM/TAMRA AGG GAG GGC GCT GGG AGG AGG G 22

GGG GGC TGG GCC GGG GAC CCG GGA
h-TERT FAM/TAMRA GGG GTC GGG ACG GGG CGG GG 44

AGG GGC GGG CGC GGG AGG AAG GGG
BCL2 FAM/TAMRA GCG GGA GCG GGG CTG 39

ss-DNA FAM/TAMRA CAA AAATTT TTG CAA AAATTT TTG 24
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3.4. Ligandlarin G-Kuadrupleks DNA’ya Baglanma Katsayisinin Belirlenmesi

Son konsantrasyonu 0.5 uM olan ligand, FRET tamponu i¢inde (10 mM sodyum
kakodilat, 0.1 M LiCl, pH 7,2) hazirland1 ve seri konsantrasyon artis1 (0,05-1 uM) ile G4
yapist igeren oligomerler ve G4 yapisi igermeyen ssDNA eklendi, absorbansi 300-800
nm arasinda 6l¢iildii. NGL-4’lin c-MYC oligomerine baglanma katsayis1 Esitlik (3.2)’de
verilen Benesi-Hildebrand denklemi kullanilarak hesaplandi. Denklemde Kq degeri
1/Ky’y1  ifade etmekte olup Benesi-Hildebrand grafiginin  egimi kullanilarak
hesaplanmistir. AA absorbans degisimi, A, ise baslangi¢ absorbans degerini ifade eder

(Uyar v.d. 2023).

1/AA = 1/(Ka'AAo) [DNA] + 1/AA,  (3.2)

3.5. Singlet Oksijen Uretiminin Belirlenmesi

L1 ligandimin 151k varliginda singlet oksijen (10,) iiretmesi beklenmektedir. Bunu
belirlemek i¢in singlet oksijen varliginda oksitlenerek dibenzoilbenzene (DBB) doniisen
ve absorbansi degisen difenil izobenzofuran (DPBF) bilesigi kullanilarak bu bilesigin
absorbansi takip edildi (Sekil 3.11). ilk olarak DPBF (50 uM), DMSO ¢ozeltisinde
¢oziindiikten sonra belli aralikta hem karanlikta hem 151k varliginda 6l¢tim alinip
ligandsiz ortamda 15131n DPBF iizerinde etkisinin olmadig1 gosterildi. Daha sonra hem
ligand hem DPBF igeren ¢ozelti ayn1 sekilde hem karanlikta hem 151k varliginda, sabit
uzaklikta absorbans Ol¢iimii alindi. Isik kaynagi olarak 630 ve 660 nm LED lamba
kullanildi. (Bright LED Electronics Corp. sirasiyla BL-BJG344V-1-AA-AV ve BL-
BDO033R4V-1 modelleri). Singlet oksijen kuantum verimini hesaplamak i¢in metilen
mavisi referans olarak kullanilarak Esitlik (3.3) ile hesaplandi. Denklemde ® kuantum
verimini, R referansi, S 6rnegi, A absorbans degerini ve S ise zaman goére absorbans

degisim grafiginin egimini temsil etmektedir.

®s = Pr (Ar/As) (Ss/Sr) (3.3)
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Sekil 3.11 a. NGL-5 ligandinin 151k varliginda singlet oksijen iiretimi b. DPBF molekiiliiniin singlet
oksijen varliginda DBB’ye oksidasyonu (Ercin v.d., 2021).

3.6. Aktiflesen Ligandlarinin Enzimatik Kesimi

NGL-5 ligandindaki nitrobenzil biriminin indirgenerek aktif formun olustugunu
gostermek icin nitrorediiktaz enzimi uygulandi (Sekil 3.12). Bunun i¢in 1 mM NGL-5,
nitrorediiktaz enzimi (4 mg/mL) ve NADH (100 uM) distile suda karistirdiktan sonra
37°C’de 1 giin inkiibe edildi. NGL-7 ligandi ise histon deasetilaz (200 nM) PBS ig¢inde
uyguland: ve 37°C’de 1 giin inkiibe edildi. Ornekler asetonitril i¢inde ¢6ziildii ve HPLC
(Thermo Scientific UltiMate 3000 HPLC System) cihazinda analizi yapildi. Mobil faz
olarak asetonitril:su:asetik asit (80:20:0.1 V:V) ve C18 (Thermo Scientific™,
Accucore™, CatNo:17126-102130) kolonu kullanildi.
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Hipoksi ortami ve

Nitrorediiktaz enzimi Enzimatik Kesim
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Sekil 3.12. Aktiflesebilen ligandlarin aktiflesme mekanizmasi. a) NGL-5 ligandi hipoksik ortamda
nirtorediiktaz enzimi ile indrigenerek NGL-6 ligandina doniisiir. b) NGL-7 ligandinin asetil birimleri
histon deasetilaz enzimi ile amonyum katyonuna sahip NGL-8 ligandina doniisiir.

3.7. Hipoksi Ortaminin Olusturulmasi

Hipoksi ortam1 olusturmak i¢in hem oksijence fakir gaz karistmi hem de kobalt
kloriir (CoCl2) kullanildi. MCF7 (insan meme kanseri), A549 (insan akciger kanseri),
BI16-F10 (fare melanoma), RAW 264.7 (fare makrofaj) hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler
ilk olarak %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco) ve %0,1 genitamisin (Sartorius) iceren
HG-DMEM (Sigma) besiyerinde 37°C, %5 CO: inkiibatorde (Niive EC 160) biiyiitiildii.
Daha sonra hipoksi grubu hipoksi kabima (Billups-Rothenberg, Inc.) alind1 ve 6zel gaz
karisimi (0,5% Oz, 5% CO2 ve 94.5% N») 20 litre/dakika akis hiziyla 10 dakika
uygulayarak hipoksi olusturuldu. Hiicreler 37°C’de 1, 4, 6 ve 24 saat hipoksi ortaminda
inkiibe edildi. Farkli derisimlerde (50, 100, 150, 200, 250 uM) CoCl: eklenerek hipoksi
ortam1 olusturuldu ve hiicreler 24 ve 48 saat 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler RNA
izolasyonu yapilmak i¢in toplandi. cDNA sentezi yapildi ve qPCR teknigi kullanilarak
Hiflo gen anlatiminin analizi yapilarak uygun hipoksi ortami daha sonraki deneyler igin

secildi.
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3.8. Ligandlarin Hiicre Canliig Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

MCF7 (insan meme kanseri), A549 (insan akciger kanseri), Bl6-F10 (fare
melanoma), RAW264.7 (fare makrofaj), Hep3B (insan karaciger kanseri), HTC 116
(mikrosatelit kararsiz insan kolon kanseri), SW480 (mikrosatelit kararli insan kolon
kanseri), HUVEC (insan normal gobek kordonu endoteli), L929 (fare normal fibroblasti)
hiicre hatlari, DMEM (4500 mg/L glukoz, %10 FBS, %0,1 genitamisin) besiyerinde
37°C, %5 CO; inkiibatérde (Niive EC 160) inkiibe edildi. Hiicre sayis1 Neubauer laminda
(Isolab) Esitlik (3.4)’e gore belirlendi.

Hiicre Sayis1 = Ortalama hiicre sayisi X Sulandirma Faktérii X 10* hiicre/mL 3.4)

Son konsantrasyonu 5x10* hiicre/mL (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 96 kuyulu
plakaya 4 tekrarl ekim yapildi, 1 giin inkiibe edildi.

A549 hiicre hatt1 i¢in hipoksi ortam1 200 uM kobalt kloriir (CoCl;) eklenerek
olusturuldu ve 37°C’deki inkiibatorde 1 giin inkiibe edildi. Ko-kiiltiir i¢in P. aeruginosa
(PAO susu), Nutrient Broth (Merck) besiyerinde ve 37°C’deki inkiibatorde biiyiitildii.
AS549 hiicreleri yikandi ve genitamisin icermeyen besiyeri eklendi. P. aeruginosa
stogundan 1x10° hiicre olacak sekilde A549 hiicreleri olan kuyulara eklendi ve ayn1 anda
farkli konsantrasyonlarda (1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 uM) hazirlanan NGL-4 ligand1
normoksi grubuna direkt, hipoksi grubuna ayrica CoCl; ile eklendi ve 37°C’deki
inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. Besiyeri atildi ve kuyular PBS ile yikandi, %0,2
genitamisinli besiyeri eklendi, 20 saat inkiibe edildi. Ayrica B16-F10 ve RAW264.7
hiicre hatlar1 ve ko-kiiltiiriine farkli konsantrasyonlarda (1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 uM)
hazirlanan NGL-4 uygulandi, 37°C’deki inkiibatérde 1 giin inkiibe edildi.

MCF7 hiicre hatt1 i¢in hipoksi ortam1 100 pM CoClz eklenerek olusturuldu ve
37°C’deki inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. Besiyerleri bosaltildi ve farkli
konsantrasyonlarda (1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 160 uM) hazirlanan NGL-5 ligandi
normoksi grubuna dogrudan, hipoksi grubuna ayrica 100 uM CoCl» ile beraber eklendi
ve 37°C’deki inkiibatorde 20 saat inkiibe edildi. Isik grubu i¢in 660 nm dalga boyundaki
LED 151k kaynag1 plakanin altindan ve 10 cm mesafeden, 30 dakika uyguland.

A549, MCF-7, Hep3B, HTCI116, SW480, HUVEC, L1929, B16-F10 ve
RAW?264.7 hiicre hatlar1t NGL-7 ligandi i¢in kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda (1,25,
2,5,5, 10, 20, 40, 80 uM) hazirlanan NGL-7 ligand1 eklendi ve 37°C’deki inkiibatorde 1
giin inkiibe edildi.
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Besiyerleri bosaltildi ve son konsantrasyonu 0,5 mg/mL olacak sekilde 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) taze besiyerinde hazirlanip
karanlikta plaka kuyularina eklendi. 3 saat 37°C’de inkiibe edildi. Besiyerleri bosaltilip
200 uL DMSO eklendi ve 10 dk 37°C’de inkiibe edildi. 570 nm’de absorbanslari
mikroplaka okuyucusu (Thermo Scientific, Multiskan Skyhigh Microplate Reader) ile
Ol¢iildii. Absorbans degerlerinin ortalamasi alindi, kontrol grubuna gdre normalize

edilerek canlilik yiizdesi excel programinda hesaplandi ve grafik ¢izildi.

3.9. Ligandlarin Gen Anlatimina Etkisi

MCF7 (insan meme kanseri), A549 (insan akciger kanseri), Bl6-F10 (fare
melanoma), RAW264.7 (fare makrofaj), Hep 3B2.1-7 (insan karaciger kanseri), HTC 116
(insan kolon kanseri), SW480 (insan kolon kanseri), Huvec (insan normal gébek kordonu
endoteli), L929 (fare normal fibroblasti) hiicre hatlari, DMEM (4500 mg/L glukoz, %10
FBS, %0,1 genitamisin) besiyerinde 37°C, %5 CO: inkiibatdrde (Niive EC 160) inkiibe
edildi. Hiicre sayis1 Neubauer laminda (Isolab) Denklem 4’e¢ gore belirlendi. Son
konsantrasyonu 3x10* hiicre/mL (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 6 kuyulu plakaya 3
tekrarli ekim yapildi, 1 giin inkiibe edildi.

AS549 hiicre hatt1 i¢in hipoksi ortam1 200 uM kobalt kloriir (CoClz) eklenerek
olusturuldu ve 37°C’deki inkiibatorde 1 giin inkiibe edildi. Ko-kiiltiir i¢in P. aeruginosa,
Nutrient Broth (Merck) besiyerinde ve 37°C’deki inkiibatorde biiyiitiildii. A549 hiicreleri
yikand: ve genitamisin igermeyen besiyeri eklendi. P. aeruginosa stogundan 1x10° hiicre
olacak sekilde A549 hiicreleri olan kuyulara eklendi ve ayn1 anda 5 uM NGL-4 ligand1
normoksi grubuna direkt, hipoksi grubuna ayrica CoCl; ile eklendi ve 37°C’deki
inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. Besiyeri atildi ve kuyular PBS ile yikandi, %0,2
genitamisinli besiyeri eklendi, 20 saat inkiibe edildi.

B16-F10 ve RAW264.7 ko-kiiltiirii i¢in 6zel insort plaka kullanildi. Plakanin alt
tabanina B16-F10 hiicresi, insort icine ise RAW 264.7 hiicresi ekildi. Besiyerleri
bosaltildi ve 5 uM NGL-4 ligand1 eklendi ve 37°C’deki inkiibatérde 1 giin inkiibe edildi.

MCFT7 hiicre hatt1 i¢in hipoksi ortami 100 uM kobalt kloriir eklenerek olusturuldu
ve 37°C’deki inkiibatdrde 4 saat inkiibe edildi. Besiyerleri bosaltildi ve 5 pM NGL-5
ligand1 normoksi grubuna dogrudan, hipoksi grubuna ayrica 100 uM CoCl; ile beraber
eklendi ve 37°C’deki inkiibatorde 20 saat inkiibe edildi. Isik grubu i¢in 660 nm dalga
boyundaki LED 151k kaynag1 plakanin altindan ve 10 cm mesafeden, 30 dakika uygulandi.



62

HTC116, SW480, HUVEC, hiicre hatlar1 NGL-7 ligand1 i¢in kullanildi ve sadece
normokside calisildi. 5 ve 20 uM NGL-7 ligandi eklendi ve 37°C’deki inkiibatorde 1 giin
inkiibe edildi.

RNA izolasyonu i¢in A.B.T.™ RNA Purification Kit kullanild1 ve iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda izolasyon gerceklestirildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
tripsin (%0,25 ETDA, Gibco) ile toplandi. 1 mL Buffer P eklendi, 5 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. 200 pL kloroform eklendi, karistirildi, vortekslendi, 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. 15 dk 12000 g +4°C’de santrifiij edildi. Seffaf olan iist kisim dikkatlice
yeni bir ependorfa alindi. (Alt pembe boliim protein, orta beyaz boliim DNA, {ist seffaf
bolim RNA). 1 mL Buffer RB eklendi, karistirildi. Lizat kolon ependorfa aktarildi. 3 dk
12000g +4°C’de santrifiij edildi. Alta gegen s1v1 atildi. Biitiin lizat bitene kadar bu islem
tekrarlandi. 500 uL. Wash Buffer I eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. Alta
gecen sivi atildi. 500 pL. Wash Buffer II eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi.
Alta gecen siv1 atildi. Bos kolon 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. 50 pL niikleazsiz
su eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. Ornekler -80°C’de saklandi. cDNA
sentezinden Once 6rneklerin nanadrop (Nabi) ile miktarlar1 ve safliklar1 6l¢iildii.

cDNA sentezi i¢in NucleoGene cDNA Sythesis Master Mix (5X) kullanildi ve
tireticinin talimatlar1 dogrultusunda sentez gergeklestirildi. 1000 ng total RNA ile
calisildi. Hacimleri niikleazsiz su ile 16 pL’ye tamamlandi. 65°C’de 5 dk inkiibe edildi.
4 puL master miks eklenerek hacimleri 20 pL’ye tamamlandi. 25°C’de 5 dk, 50°C’de 60
dk ve 85°C’de 5 dk inkiibe edildi. Ornekler 20 kat seyreltildi, -20°C’de saklandi.

Gen ekspresyon analizi NucleoGene qPCR Sybr Green Master Mix (2X)
kullanirak CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRAD) cihazinda yapildi.
Fare ve insan hiicrelerinde B-aktin (ACTp) referans gen olarak kullanildi, P. aeruginosa
icin referans gen olarak proD kullanildi.Genlere ait primer dizileri Cizelge 3.2de verildi.
Deney 4 tekrarli yapildi. Sonuglarin 222" degeri hesaplanarak Gaphpad Prisim 8
programinda t-test analizi veya One-Way ANOVA yapildi.
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Cizelge 3.2. PCR analizinde kullanilan primerlerin sekansi.

Gen Primer 1 (5° to 3°) Primer 2 (5’ to 3°)
ACTpB CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
TBP1 TGTATCCACAGTGAATCTTGGTTG GGTTCGTGGCTCTCTTATCCTC
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTT
HIFla | TATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGC CACCTCTTTTGGCAAGCATCCTG
BCL2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
cMYC CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG
hTERT ATGCGACAGTTCGTGGCTCA ATCCCCTGGCACTGGACGTA
VEGFA TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA GATGGCAGTAGCTGCGCTGATA
CDH1 | GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG
WNT1 CTGTCCTGCCTCCTCATC GGACCCAGCACAATAAATAGTT
TWIST CGCCCCGCTCTTCTCCTCT GACTGTCCATTTTCTCCTTCTCTG
- SNAIL TGCCCTCAAGATGCACATCCGA GGGACAGGAGAAGGGCTTCTC
é VIM AGGCAAAGCAGGAGTCCACTGA ATCTGGCGTTCCAGGGACTCAT
= PD-L1 TGCCGACTACAAGCGAATTACTG CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG
IL-1B CCACAGACCTTCCAGGAGAATG GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG
IL-6 AGACAGCCACTCACCTCTTCAG TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG
IL-8 GAGAGTGATTGAGAGTGGACCAC CACAACCCTCTGCACCCAGTTT
MUC2 ACTCTCCACACCCAGCATCATC GTGTCTCCGTATGTGCCGTTGT
MUCSA CCACTGGTTCTATGGCAACACC GCCGAAGTCCAGGCTGTGCG
MUCSB | CTGCTACGACAAGGACGGAAAC AAGGCTGTGAGCGCACTGGATG
HDAC6 GCCTCAATCACTGAGACCATCC GGTGCCTTCTTGGTGACCAACT
HDAC2 CTCATGCACCTGGTGTCCAGAT GCTATCCGCTTGTCTGATGCTC
HLA-B CAGTTCGTGAGGTTCGACAG CAGCCGTACATGCTCTGGA
HLA-E TTCCGAGTGAATCTGCGGAC GTCGTAGGCGAACTGTTCATAC
HLA-F TGGCCCTGACCGATACTTG GCAGGAATTGCGTGTCGTC
ACTB | CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG
HIF-1la | CCTGCACTGAATCAAGAGGTTGC CCATCAGAAGGACTTGCTGGCT
HDAC6 TCGCTGTCTCATCCTACCTGCT GTCAAAGTTGGCACCTTCACGG
BCL-2 | CCTGTGGATGACTGAGTCCACCTG | AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG
VEGFA CTGCTGTAACGATGAAGCCCTG GCTGTAGGAAGCTCATCTCTCC
% IL-1B TGGACCTTCCAGGATGAGGACA GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG
= IL-6 TACCACTICACAAGTCGGAGGC CTGCAAGTGCATCATOGTTGTTC
IL-10 CTATGCTGCCTGCTCTTACTG GGGAAGTGGGTGCAGTTATT
CCL1 GCTTACGGTCTCCAATAGCTGC GCTTTCTCTACCTTTGTTCAGCC
CCL2 GCTACAAGAGGATCACCAGCAG GTCTGGACCCATTCCTTCTTGG
CCLS CCTGCTGCTTTGCCTACCTCTC ACACACTTGGCGGTTCCTTCGA
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Cizelge 3.2.(devam) PCR analizinde kullanilan primerlerin sekansi.

PDLI TGCGGACTACAAGCGAATCACG CTCAGCTTCTGGATAACCCTCG
E MHC-1 AGACACAGAAAGCCAAGGG CACTTCACAGCCAGAGATCAC
E CTSB AGTCAACGTGGAGGTGTCTGCT GTAGACTCCACCTGAAACCAGG
TGF-B TGATACGCCTGAGTGGCTGTCT CACAAGAGCAGTGAGCGCTGAA
proD GGGCGAAGAAGGAAATGGTC CAGGTGGCGTAGGTAGAGAA
S psl CCTCGTACATCGGTGGTGAAG CCCTGCTTACGGTCTTTGACAC
-§0 lasl TGTTCAAGGAGCGCAAAGG ATGGCGAAACGGCTGAGTT
§ lasR AGCGACCTTGGATTCTCGAAG CGAAGAACTCGTGCTGCTTTC
& rhil TGCTCTCTGAATCGCTGGAA GTTTGCGGATGGTCGAACTG
rhIR TTGCTGAGCGTGCTTTCC AGGATGATGGCGATTTCCC

3.10. Ligandlarin Hiicre Gociine Etkisi

MCF7 insan meme kanseri hiicre hattt DMEM (4500 mg/L glukoz, %10 FBS,
%0,1 genitamisin) besiyerinde ve %5 CO,, 37°C’deki inkiibatorde biiyiitiildii. 5x10°
hiicre 6-kuyulu plakaya 3 tekrarli ekildi, 1 giin inkiibe edildi ve hiicrelerin ylizeye
tutunmast saglandi. Hipoksi kosulu i¢cin 100 uM kobalt kloriir eklendi, 4 saat inkiibe
edildi. Daha sonra normoksi ve hipoksi deney gruplarina 5 uM NGL-5 besiyerine eklendi,
20 saat inkiibe edildi. Isik deney grubuna 10 cm mesafeden 660 nm 1s1k alttan 30 dakika
boyunca uygulandi. Sar1 (200 puL) pipet ucu ile plaka tabanina ¢izik ¢izildi. Ciziklerin 24
ve 48 saat sonra goriintiisii alind1. ImageJ programi ile ¢izik alan1 hesaplandi ve kontrole

kiyasla analizi yapildi.

3.11. Hiicre Akis Sitometrisi

MCF7 insan meme kanseri hiicre hattt DMEM (4500 mg/L glukoz, %10 FBS,
%0,1 genitamisin) besiyerinde ve %5 CO,, 37°C’deki inkiibatorde biiyiitildii. 5x10°
hiicre 6-kuyulu plakaya 3 tekrarli ekildi, 1 giin inkiibe edildi ve hiicrelerin ylizeye
tutunmasi saglandi. Hipoksi kosulu icin 100 uM kobalt kloriir (CoCl,) eklendi, 4 saat
inkiibe edildi. Daha sonra normoksi ve hipoksi deney gruplarina 5 uM NGL-5 besiyerine
eklendi, 20 saat inkiibe edildi. Isik deney grubuna 10 cm mesafeden 660 nm 151k alttan 30
dakika boyunca uygulandi. Biitiin deney gruplar1 1 giin inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler
tripsin kullanilarak toplandi, %4 paraformaldehid oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak
fiksasyon yapildi. %0,5 Tween-20 oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak membran
gecirgenligi artirldi. %10 FBS oda sicakliginda 1 saat uygulandi. 8-OHdG antikoru (sc-
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39387, Santa Cruz Biotechnology) son konsantrasyonu 1 pg/mL olacak sekilde eklendi,
gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Beckman Coulter CytoFLEX S akis sitometri cihazi
kullanilarak 6rnekler FITC (488 nm lazer) kanalinda takip edildi. Sonuglar FlowJo X
programinda analiz edildi.

G-kuadrupleks ligandlarinin  hiicre kiiltiirtinde ~ G-kuadrupleks yapisina
baglandigini belirlemek i¢in uygun antikorlar kullanilarak mikroskop goriintiileme ve
hiicre akis sitometrisi yontemleri kullanildi. B16 hiicresi DMEM (4500 mg/L glukoz,
%10 FBS, %0,1 genitamisin) besiyerinde ve %5 CO2, 37°C’deki inkiibatorde biiyiitildii.
Goriintiileme i¢in 12-kuyulu plakanin kuyularina lamel yerlestirildi ve 5x10* hiicre/kuyu,
hiicre akis sitometrisi i¢in 6-kuyulu plakaya 5x10° hiicre/kuyu ekildi ve 1 giin inkiibe
edilerek hiicrelerin yiizeye tutunmasi saglandi. Hipoksi kosulu i¢in 150 pM kobalt kloriir
(CoCl) eklendi, 1 giin inkiibe edildi. NGL-4 5 ve 20 uM eklendi, 37°C’de inkiibe edildi.
Pozitif kontrol i¢cin G4 yapisina baglandigi bilinen TMPyP4 molekiilii 5 pM derisimde
kullanildi. 5 saat inkiibe edildikten sonra besiyerleri atilip kuyular PBS ile yikandi. %4
paraformaldehid oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak fiksasyon yapildi. %0.5 Tween-
20 oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak membran gegirgenligi artirildi. %10 FBS oda
sicakliginda 1 saat uygulandi. Anti-DNA G4 1H6 primer antikor (Sigma-Aldrich, Cat:
MABE1126) 1:200 seyreltme ile eklendi. Gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Kuyular 2
kere PBS ile yikandi. Goat anti-mouse IgG (H+L) FITC sekonder antikor (Invitrogen,
Cat:31569) 1:1000 eklendi. 2 saat +4°C’de inkiibe edildi. Kuyular 2 kere PBS ile yikandi.

Hiicreler PBS icinde siispanse edildi ve analizi yapildi.

3.12. Floresan Mikroskopu Goriintiileme

Goriintiileme i¢in 12-kuyulu plakanin kuyularma lamel yerlestirildi ve 5x10*
hiicre 1 giin inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeye tutunmasi saglandi. Hipoksi kosulu i¢in
150 uM kobalt kloriir eklendi, 1 giin inkiibe edildi. NGL-4 molekiilii 5 ve 20 pM eklendi,
37°C’de inkiibe edildi. Ligand 5 saat inkiibe edildikten sonra besiyerleri atilip kuyular
PBS ile yikandi. %4 paraformaldehid oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak fiksasyon
yapildi. %0,5 Tween-20 oda sicakliginda 30 dakika uygulanarak membran gegirgenligi
artirildi. %10 FBS (fetal bovin serum) oda sicakliginda 1 saat uygulandi. Anti-DNA G4
1H6 primer antikor (Sigma-Aldrich, Cat:MABE1126) 1:200 seyreltme ile eklendi. Gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi. Kuyular 2 kere PBS ile yikandi. Goat anti-mouse IgG (H+L)
FITC sekonder antikor (Invitrogen, Cat:31569) 1:1000 eklendi. 2 saat +4°C’de inkiibe
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edildi. Kuyular 2 kere PBS ile yikandi. Mikroskop goriintiileme i¢in Zeiss microscopy,
Axiocam 305 camera cihazi kullanildi. DAPI (uyarma dalga boyu 353 nm ve emisyon
dalga boyu 465 nm) ve FITC (uyarma dalga boyu 495 nm ve emisyon dalga boyu 519

nm) kanallar1 kullanildi.

3.13. Koloni Olusumu Analizi

HTC116 hiicre hattt DMEM (4500 mg/L glukoz, %10 FBS, %0,1 genitamisin)
besiyerinde ve %5 CO,, 37°C’deki inkiibatdrde biiyiitiildii. 1x10* hiicre 6-kuyulu plakaya
3 tekrarli ekildi, 2 giin inkiibe edildi ve hiicrelerin yiizeye tutunmasi saglandi. NGL-7
ligand1 5 ve 20 uM ve HDACG6 inhibitorii 1 pM derisimde deney gruplarina eklendi, 2
giin inkiibe edildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi ve toplam 8 gilin boyunca inkiibasyon
gerceklesti. Daha sonra kuyular bosaltilip PBS ile yikandi. Saf metanol eklenerek 30
dakika sogukta fiksasyon yapildi, kuyular PBS ile yikandi. %0,5 kristal violet eklenerek
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi, kuyular PBS ile yikandi. Kuyularin fotografi

dijital kamera ile ¢ekildikten sonra ImageJ programi kullanilarak koloniler sayildi.

3.14. Transkriptom Analizi

B16-F10 hiicre hattt DMEM (4500 mg/L glukoz, %10 FBS, %0,1 genitamisin)
besiyerinde ve %5 CO2, 37°C’deki inkiibatrde biiyiitiildii. 5x10° hiicre 6-kuyulu plakaya
3 tekrarli ekildi, 1 giin inkiibe edildi. NGL-7 ligand1 5 ve 20 uM derisimde eklendi ve 1
giin inkiibe edildi. RNA izolasyonu i¢in A.B.T.™ RNA Purification Kit kullanild1 ve
reticinin talimatlart dogrultusunda izolasyon gerceklestirildi. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra tripsin (%0,25 EDTA, Gibco) ile toplandi. 1 mL Buffer P eklendi, 5 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. 200 uL kloroform eklendi, karistirildi, vortekslendi, 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. 15 dk 12000 g +4°C’de santrifiij edildi. Seffaf olan {ist
kisim dikkatlice yeni bir ependorfa alindi. (Alt pembe bdliim protein, orta beyaz bolim
DNA, iist seffaf boliim RNA). 1 mL Buffer RB eklendi, karistirildi. Lizat kolon ependorfa
aktarildi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. Alta gecen siv1 atildi. Biitiin lizat bitene
kadar bu islem tekrarlandi. 500 pL. Wash Buffer I eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij
edildi. Alta gecen sivi atildi. 500 pL Wash Buffer II eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de
santrifiij edildi. Alta gegen sivi1 atildi. Bos kolon 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. 50
uL niikleazsiz su eklendi. 3 dk 12000g +4°C’de santrifiij edildi. 1000 ng total RNA 3

tekrarli olarak hazirlandi. Sonraki islemler RefGen firmasi tarafindan yapilmistir. RNA
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safliklar1 Ol¢tildii. mRNA kiitiiphanesi poli-A kuyrugu esas alinarak hazirlandi ve
dizileme yapildi. Biyoinformatik analiz icin FASTQC araci kullanildi. Normalizasyon
sonrasinda, gruplar arasi anlatimi degisen genleri belirlemek i¢in edgeR R paketi ve
Quasi-Likelithood modeli kullanilmistir. Gen ontoloji analizinde TopGO paketi ve
Kolmogorov-Smirnov (KS) istatistiksel testi kullanilmigtir. Yolak analizlerinde

clusterProfiler paketi kullanilmistir.

3.15. Minimum Inhibisyon Derisiminin Belirlenmesi

Pseudomonas aeruginosa (PAO susu), Nutrient Broth (Merck) besiyerinde ve
37°C’deki inkiibatdrde bilyiitiildii. P. aeruginosa stogundan 1x10° hiicre olacak sekilde
bakteri 96 kuyulu plakaya 4 tekrarli ekim yapildi ve ayn1 anda farkli konsantrasyonlarda
(1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 uM) hazirlanan NGL-4 ligandi ve AHL molekiilleri eklendi,
37°C’deki inkiibatorde 1 giin inkiibe edildi. Daha sonra bakteri canliligt 600 nm’deki
absorbanslart mikroplaka okuyucusu (Thermo Scientific, Multiskan Skyhigh Microplate
Reader) ile ol¢iildii. Absorbans degerlerinin ortalamasi alindi, kontrol grubuna gore

normalize edilerek canlilik yiizdesi excel programinda hesaplandi ve grafik ¢izildi.

3.16. Biofilm Olusumunun Belirlenmesi

Pseudomonas aeruginosa (PAO susu), Nutrient Broth (Merck) besiyerinde ve
37°C’deki inkiibatdrde bilyiitiildii. P. aeruginosa stogundan 1x10° hiicre olacak sekilde
bakteri 96 kuyulu plakaya 4 tekrarli ekim yapildi ve ayn1 anda farkli konsantrasyonlarda
(1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 uM) hazirlanan NGL-4 ligandi1 ve AHL molekiilleri eklendi,
37°C’deki inkiibatorde 1 giin inkiibe edildi. Kristal violet (%0,1) 125 pL eklendi ve 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Kuyular PBS ile 4 kere yikand1 ve yaklasik 2 saat
oda sicakliginda kurutuldu. Asetik asit (%30) 150 pL eklendi ve 100 pL temiz plakaya
aktarildi. Biofilm olusumu 550 nm’deki absorbanslari mikroplaka okuyucusu (Thermo
Scientific, Multiskan Skyhigh Microplate Reader) ile dlgiildii. Absorbans degerlerinin
ortalamas1 alindi, kontrol grubuna gore normalize edilerek canlilik yiizdesi excel

programinda hesaplandi ve grafik ¢izildi.



68

3.17. Piyosiyanin Uretimi

Pseudomonas aeruginosa (PAO susu), Nutrient Broth (Merck) besiyerinde ve
37°C’deki inkiibatdrde biiyiitiildii. P. aeruginosa stogundan 1x10° hiicre olacak sekilde
bakteri 15 mL falkon tiiplere 2 tekrarli ekim yapildi ve aym anda farkli
konsantrasyonlarda (1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 uM) hazirlanan NGL-4 ligand1 ve AHL
molekiilleri eklendi, 37°C’deki inkiibatdrde 1 giin inkiibe edildi. Falkon tiipler santrifiij
edildikten sonra slipernatant temiz falkona alindi ve kloroform eklendji, karistirildi. Tekrar
santrifiij edildi. Alttaki mavi segment temiz falkona alind1 ve 0.2 M hidrokloriir asit
eklendi, karistir1ldi. Santrifiij edildi pembe segment 96 kuyulu plakaya alindi. Piyosiyanin
miktarinin belirlenmesi i¢in 520 nm’deki absorbanslari mikroplaka okuyucusu (Thermo
Scientific, Multiskan Skyhigh Microplate Reader) ile olgiildii. Piyosiyanin miktari
agasidaki Esitlik (3.5) kullanilarak hesaplandi (Altves vd., 2025).

[Piyosiyanin Derisimi] (ug/mL) = Ornek Absorbansi (Asz) x 17,072 (3.5

3.18. istatiksel Analiz

Bu tez calismasinda gergeklestiren biitiin deneyler en az 3 tekrarli yapildi.
Tekrarlarin ortalama degerleri ve standart sapmalar grafik iizerinde gosterildi. Istatiksel
analiz i¢in GraphPad Prism 9 programinda 6grenci t-testi veya tek yonlii ANOVA analizi
kullanildi. Analiz sonuglarinda p degeri 0,05'ten kiiciik veya buna esit olan
karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (* p < 0,05; ** p <0,01; ***p <

0,001; **** p <0,0001).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. G-kuadrupleks Ligandlarin Sentezi

Tez calismasinda sentezlenen biitiin potansiyel G-kuadrupleks ligandlarinda
BODIPY (boron dipirrometen) ana govdesi kullanildi ve ana gdvdeye farklh
modifikasyonlar eklenerek cesitlendirildi. NGL-1’de meso-pozisyonda bir pozitif yiikli
metil-piridinyum, NGL-2’de meso-pozisyonda fenil benzil eter ve 3,5-pozisyonda distiril
yapida iki pozitif yiikli metil-piridinyum, NGL-3’te meso-pozisyonda fenil ve 3,5-
pozisyonda distiril yapida iki pozitif yiiklii metil-piridinyum ve 2,6-pozisyonda iyot
atomlar1 yer almaktadir. NGL-4’te meso, 3,5- pozisyonlarinda toplamda tii¢ pozitif yiikli
metil-piridinyum bulunmaktadir. NGL-5’de meso-pozisyonda 4-nitrobenzil fenil ve 3,5-
pozisyonda distiril yapida iki pozitif yiiklii metil-piridinyum ve 2,6-pozisyonda iyot
atomlar1 yer alirken NGL-6’da meso-pozisyonda fenol ve 3,5-pozisyonda distiril yapida
iki pozitif yiikli metil-piridinyum ve 2,6-pozisyonda iyot atomlar1 vardir. Son olarak,
NGL-7’de meso-pozisyonda fenil ve 3,5-pozisyonda p-tolioksi-N-butil asetamid, NGL-
8’de meso-pozisyonda fenil ve 3,5-pozisyonda p-tolioksi-N-butil aminium bulunur (Sekil
3.1).

Sentezlenen ligandlarin ve ara basamaklardaki her bir molekiiliin saflagtirilmasi
yapildi. 'H ve 3C Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektrometrisi ve yiiksek
¢oziiniirliikli kiitle spektrometri (HRMS) analizleriyle karakterizasyonu yapildi. Elde

edilen karakterizasyon verileri tezin EKLER kisminda verilmistir.

4.2. G-kuadrupleks Ligandlarin Fotofiziksel Ozellikleri

Sentezlenen BODIPY -temelli G4 ligandlan fotofiziksel 6zellikleri PBS (pH:7.4)
icinde incelendi (Sekil 4.1). Sadece NGL-1’in absorbans degeri 504 nm, diger molekiiller
650 nm civarindadir. 3,5-pozisyonundaki distiril yapida eklenen siibstitiientler BODIPY
ana govdesinin konjugasyonu arttirarak batokromik kaymaya neden olmustur. Emisyon
spektrumlarina  bakildiginda NGL-7 ve NGL-8 molekiillerinde hi¢ emisyon
gozlenmezken NGL-1, NGL-2, NGL-3, NGL-5 ve NGL-6 molekiillerinde ¢ok az
emisyon degeri ve NGL-4 molekiiliinde ise en fazla emisyon degeri tespit edildi (Cizelge
4.1). Oda sicakliginda, PBS icinde, 2 ve 24 saat kararlilik i¢in absorbans ve emisyon
spektrumlarina bakildiginda en kararli molekiilin NGL-4 oldugu goriildii ve diger
molekiillerde ¢cok az kararsizlik veya zamanla ¢cokmeye bagli absorbans degisimi goriildii.

Ligandlarin 5-50 pM derisim araliinda absorbans spektrumlar1 incelendiginde PBS
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icinde derigimin absorbans ile lineer bir korelasyona sahip oldugu tespit edilmistir ve bu

veriden yola ¢ikarak bu tamponda ve bu derisim araliginda yiliksek oranda ¢oziindiigii

belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. G-kuadrupleks ligandlarina (25 uM) ait absorbans ve emisyon spektrumlari. NGL-1 488 nm,
NGL-2, NGL-3, NGL-4, NGL-5, NGL-7, NGL-8 630 nm’den uyartlmistir. Tampon ¢dzelti olarak PBS
(pH: 7,4) kullanildz.



0.6

Absorbans
o o o o
[3S] (98] N W

o
=

0

3

0.3

0.25

0.2

Absorbans
(=}
[

e
=

0.05

0

0.35
0.3
0.25

Absorbans
=)
[ ]

0.15
0.1
0.05
0

0.6

Absorbans
°© o o o ©
—_ [\ (8] N W

0

3

00 400

— ()

NGL-4 Absorbans Spektrumu

c— )

\/M:

00 400 500 600 700
Dalga Boyu (nm)

NGL-5 Absorbans Spektrumu

—
—

Dalga Boyu (nm)

NGL-7 Absorbans Spektrumu

T.

A/

00 400 500 600 700 80

Dalga Boyu (nm)

NGL-8 Absorbans Spektrumu

e—T()

T2

600 700 80

500
Dalga Boyu (nm)

2
2

800

M

0
2
300 400 500 600 700 800

TO

4
0

0

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Emisyion Yogunlugu

630

200

—_
W
(=]

100

Emisyion Yogunlugu
wn
(=)

630

Emisyion Yogunlugu
S - N S
S &5 & & 3

(=)

630

100

80

60

40

Emisyion Yogunlugu

20

630

71

NGL-4 Emisyon Spektrumu K

— )

e 124

630 730
Dalga Boyu (nm)

780

NGL-5 Emisyon Spektrumu

680 730

Dalga Boyu (nm)

780 830

NGL-7 Emisyon Spektrumu

TO

T2

e—T24

-

g Py

650 670 690
Dalga Boyu (nm)
NGL-8 Emisyon Spektrumu .
iv
— 24
650 670 690
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1.(devam) G-kuadrupleks ligandlarina (25 pM) ait absorbans ve emisyon spektrumlari. NGL-1
488 nm, NGL-2, NGL-3, NGL-4, NGL-5, NGL-7, NGL-8 630 nm’den uyarilmistir. Tampon ¢6zelti
olarak PBS (pH: 7,4) kullanildi.
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Cizelge 4.1. G-kuadrupleks ligandlarina ait absorbans, emisyon, molar ektinksiyon katsayist degerleri.
NGL-1 488 nm, NGL-2, NGL-3, NGL-4, NGL-5, NGL-7, NGL-8 630 nm’den uyarilmistir. Tampon
cozelti olarak PBS (pH: 7,4) kullanildu.
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Sekil 4.2. G-kuadrupleks ligandlarina (5-50 uM) ait absorbans spektrumu ve grafikleri. Tampon ¢ozelti

olarak PBS (pH:

7,4) kullanildz.
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Sekil 4.2.(devam) G-kuadrupleks ligandlarina (5-50 pM) ait absorbans spektrumu ve grafikleri. Tampon
¢Ozelti olarak PBS (pH: 7,4) kullanildu.



74

4.3. Ligandlarin G-kuadrupleks Yapisina Baglanmasinin Belirlenmesi

Ligandlarin G-kuadrupleks yapisina baglanarak yapinin kararliligini arttirmasinin
belirlenmesi icin FRET DNA erime deneyi yapildi. Farkli konsantrasyonlarda (1, 2, 5 ve
10 uM) ligandlar ve 0.2 uM G-kuadrupleks iceren (bcl-2, c-myc, c-kit, h-tert ve h-telo)
ve igermeyen (ss-DNA) oligomerler FRET tamponunda (10 mM sodyum kakodilat, 100
mM lityum kloriir, pH 7.2) kademeli olarak sicaklik artisina maruz birakildi. Normalize
edilen sonuclarin grafigi ¢izildi. Elde edilen sonug¢lardan 0.5 normalize degere karsilik
gelen Tm degerleri kontrol grubuna kiyaslanarak AT. degerleri hesaplandi ve G4
ligandlar1 arasinda karsilastirma yapildi (Cizelge 4.2). G-kuadrupleks yapis1 bulunmayan
tek-zincirli DNA (ss-DNA) oligomerine sentezlenen G4 ligandlarinin ilgisi olmamustir.
Sadece NGL-8’de doz artigina bagli bir baglanma tespit edildi. G-kuadrupleks yapisi
bulunan DNA oligomerlerine kars1 sentezlenen biitiin G4 ligandlarinin ilgisi vardir. G4
yapisini kararliligina sicakliga karsi en fazla arttiran NGL-4 molekiiliidir. 5 uM
konsantrasyonda bcl-2, c-myec, c-kit, h-tert ve h-telo oligomerleri i¢in sirasiyla AT degeri
20,16, 9,66, 19,5, 17,66 ve 15,3 derecedir. Ligandin ii¢ pozitif yiike sahip olmasindan
dolay1 sentezlenen diger G4 ligandlara oranla DNA’nin negatif yiiklii fosfodiester
omurgasi ile kovalent olmayan etkilesimlerde bulunarak yapiy1r daha kararli kildig:
diisiiniilmektedir. HDAC enzimi ile aktiflesen G4 ligandinin ise pasif formu NGL-7’nin
G4 yapist bulunan oligomerlere karsi hi¢ ilgisinin olmamasi iizerinde pozitif yiik
bulunmamasi1 ve bdylece DNA’ya baglanmamasi literatiirle uyumludur. Aktif formu
NGL-8 ise pozitif yiik kazanarak G4 DNA’y1 kararli kilmistir. NGL-8 ve NGL-7
arasindaki ATy degeri kiyaslandiginda bcl-2, c-myc, c-kit, h-tert ve h-telo oligomerleri
i¢in sirastyla 23,23, 24,0, 12,5, 13,0 ve 24,5 derecedir. Calisma grubumuzun daha 6nceki
calismasinda sentezlenen G4 ligandina oranla bu tez ¢alismasinda sentezlenen HDAC
enzimi ile aktiflesen G4 ligandinin G4 yapisini daha fazla kararli kildigi, aktif-inaktif
stabilizasyon farkinin ¢ok daha fazla oldugu belirlendi belirlendi (Uyar vd., 2023).
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Sekil 4.3. NGL-1’in FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 uM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.
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Sekil 4.4. NGL-2’nin FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 uM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.
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Sekil 4.5. NGL-3’tiin FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 pM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.



78

10 nolu molekiil-ssdna 10 nolu molekiil-bel2

1.2 - 1.2
5 — k ONtr0] P s ONErO]
'é | 1 uM ‘g 1 1 uM
2 5uM = & 5 uM
2 10 uM = 10 uM
g 0.8 g 0.8
g £
& 0.6 = 0.6
S 0.4 % 0.4
8 02 g 0.2
5 0. :
g
£ 2 /
Z () — 0
25 45 65 25 45
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
12 10 nolu molekiil-cKit 12 10 nolu molekiil-cMyc
’E‘) — L ONtrO] »c:o ’ — L ONrO]
N LM - | 5 1 1M 7
) 20
2 5 M 3 5uM /
g 038 10 uM = 0.8 10 uM
Z 0.6 2 0.6
= 04 = 04
2 3
8 8
= 0.2 502
£ g
Z 0 z 0
25 45 65 85 25 45 65 85
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
J 12 10 nolu molekiil-tert 1o 10 nolu molekiil-telo
ED kontrol )gn ’ kontrol
s 1 | M £ 1M
) i E =
ED 5uM )ED 1 ?OHMM —_x =
i
§ 0.8 10 uM E 08
£
= 0.6 206
£ @
Z 04 £ 04
2
Té 0.2 202
S g
Z 5} ¥
0 Zz 0 °
25 45 65 85 25 45 65 85
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)

Sekil 4.6. 10 nolu molekiiliin FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 pM) ve oligomer (0,2 uM)
FRET tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) i¢inde kullanildi.
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Sekil 4.7. NGL-4"iin FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 uM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.
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Sekil 4.8. NGL-5’in FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 pM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.
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Sekil 4.9. NGL-7’nin FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 pM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.
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Sekil 4.10. NGL-8’in FRET DNA erime egrileri. Ligand (1, 2, 5 ve 10 uM) ve oligomer (0,2 uM) FRET
tamponu (10 mM sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) iginde kullanildu.

Cizelge 4.2. G4 ligandlarinin (5 M) normalizasyon degeri 0,5’¢ karsilik gelen sicaklik (ATy) degerleri.

ssDNA BCL2 cKIT cMYC hTERT telo
NGL-1 0,16£0,24 | 2,66+0,47 | -0,83+023 | 1,83+0,24 | -0,16+0,85 | 4,3+0,47
NGL-2 -0,1640,23 | 2,26+1,03 8,3+1,8 4,5+0,7 2+1,4 2,6+£0,47
NGL-3 0,16£0,23 | 9,16+0,23 1340,4 17,5+0,81 | 2,3+0,47 | 18,16+0,23
NGL-4 2,76:0,32 | 20,16+1,65 | 9,66+2,49 | 19,5t1,47 | 17,66:0,47 | 153047
NGL-5 0,66+0,23 8+0,1 11,16£0,23 | 22,5404 30,4 17,16£0,23
NGL-7 -0,3340,23 | -1,5+04 | -0,16+0,23 | 0,16£0,23 | 0,66+0,47 | -2,66+0,62
NGL-8 19,3£0,23 | 23,2540,25 | 2401 12,5401 130,1 24,5401
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4.4. Ligandlarin G-Kuadrupleks DNA’ya Baglanma Katsayisinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda sentezlenmis, farkli modifikasyonlara, konjugasyona ve yiik
sayisina sahip olan G4 ligandlarinin G4 yapisina baglanmasi ve buna bagl stabilizasyonu
FRET DNA erime deneyiyle belirlenmis ve sonuglar 6nceki boliimde sunulmustur. G4
yapisina en yiiksek ilgiyle baglanan NGL-4 i¢in baglanmanin derecesini belirlemek igin
ileri deneyler tasarlandi. Bu amagla G4 yapisina baglanma katsayis1t UV-Vis absorbans
spektrometrisi kullanilarak gergeklestirilen titrasyon deneyi ile arastirildi. Promotdriinde
G4 yapisi igeren c-MYC genine ait DNA dizisi bu amagla se¢ildi. NGL-4 sabit tutularak
c-myc oligomeri eklendiginde spektrumun batokromik kayma gdsterdigi ve pik degerinin
azaldig1 tespit edildi (Sekil 4.12). NGL-4’lin c-MYC oligomerine baglanma katsayisi
Benesi-Hildebrand denklemi kullanilarak hesapland: (Sekil 4.13). Baglanma sabiti 2,88
uM! olarak bulundu. G4 yapisi olusturmayan rastgele sekansa sahip ssDNA oligomeri
ile deney gergeklestirildiginde ise spektral degisimin olduk¢a az oldugu goriildii.

0.04 — () cydeger
CMYC 0.1 esdeger
0.035 0.25 esdeger
0.5 esdeger
0.03 0.75 esdeger
,5_\ 1 esdeger
S0.025 = 1.25 esdeger
2 B — 1.5 esdeger
S 0.02 —) esdeger
=
2
20,015
<
0.01
0.005
0 m Y I

300 350 400 450 5%)alga ]_§>(5)(§/u (nn6190 650 700 750 800

0.026
SSDNA — () cgdeger
0.021 0.1 esdeger
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\c?'/ e ().75 esdeger
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§ 0.006
O
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Sekil 4.11. NGL-4 (5 uM) ile c-myc ve ssDNA oligomerlerinin titrasyon grafigi. FRET tamponu (10 mM
sodyum kakodilat, 100 mM lityum kloriir, pH 7,2) kullanildi.
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Sekil 4.12. a) NGL-4’iin c-MYC ve ds-DNA oligomeri titrasyonuna bagli olarak 655 nm’deki absorbans
degisimi. b) NGL-4 ile c-MYC oligomerinin titrasyon egrisinin Benesi-Hildebrand ¢izimi.

4.5. Uc Pozitif Yiiklii G4 Ligandi1 NGL-4’iin Kanser ve Mikrocevresine Etkisi

Tez kapsaminda sentezlenen G-kuadrupleks ligandlarinin  G-kuadrupleks
DNA’ya olan ilgisi incelendiginden G4 yapisina en fazla kararlilik kazandiran BODIPY
ana govdeli, distiril yapida ve ii¢ pozitif yiike sahip NGL-4 ile ileri hiicre kiiltiiri deneyleri
yapilmasina karar verildi. Hiicre akis sitometrisi ve floresan mikroskobu kullanilarak, G4-
spesifik antikorlar ile NGL-4’{in hiicre i¢inde G4 yapisina olan ilgisi incelendi. Normal
oksijen seviyesine sahip normoksi ortami ve diisiik oksijen seviyesinde ortaya ¢ikan
hipoksi ortami taklit edilerek bu ortamlarda gesitli kanser hiicre hatlarinda NGL-4’{in
hiicre canlilifina ve gen anlatimma olan etkisi gozlendi. Insan akciger (A546), fare
melanoma (B16-F10) kanser hiicre hatlar ile yapilan ¢aligmalarin yani sira makrofaj
hiicresi ve P. aeruginosa kullanilarak farkli ko-kiiltiir ortamu ile tlimér mikrogevresi
olusturuldu. Boylece NGL-4’in hem kanser hiicresinde hem de tiimér mikrogevresi
icindeki kanser, makrofaj veya bakteri hiicrelerinde kanser gelisimi, immiin sistem

tepkisi, enfeksiyon ve inflamasyon yanit1 arastirildi.

4.5.1. Hipoksi ortamin olusturulmasi

Kanser mikrogevresinin fiziksel 0Ozelliklerinden biri olan hipoksi ortamin
olusturulmasi icin kobalt (IT) kloriir kullanild1 ve hipoksi ortamu taklit edildi. Oncelikle
farkli derisimde (150, 200, 250 uM) ve siirede (24, 48 saat) CoCl, uygulanarak uygun
doz secildi ve sonraki hiicre kiiltiirii deneylerinde belirlenen bu doz uygulandi. Hipoksi
ortamimin olustugunun tespiti icin HIF-lo gen anlatimindaki degisim takip edildi.
Sonuglara gore A549 hiicre hattinda HIF-1a gen anlatim1 her deney grubunda en az 2 kat
artt1. 48 saat 200 uM CoClyuygulandiginda en fazla artis (2,56 kat) gozlendi (Sekil 4.13).
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Elde edilen bu sonuglar dikkate alinarak, sonraki hiicre kiiltiirii deneylerinde hipoksi
ortami olusturmak i¢in 48 saat 200 uM CoCl; uygulanmasina karar verildi. B16-F10
hiicre hattinda ise 24 saatlik CoCl, uygulanmasina HIF-1a gen anlatimi olmazken 48 saat
sonunda 2 kat artis gozlendi. Hipoksi ortami olusturmak i¢in 48 saat 150 uM CoCl,

uygulanmasina karar verildi.
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Sekil 4.13. A549 ve B16-F10 hiicre hatlarinda HIF-1a gen anlatiminin farkli CoCl, (0-250 uM) ve
stirelerdeki (24 ve 48 saat) degisimi ve CoCl; hiicre canliliklar1 lizerine etkisi. a) A549 hiicre hatti, b)
B16-F10 hiicre hatti, ¢) CoCl, uygulamasinin (0-250 uM) A549 ve B16-F10 hiicre canliligina etkisi.

Referans gen olarak ACTp kullanilmistir, n > 3.

Ayrica kobalt kloriiriin hiicrelere sitotoksik etkisi MTT testi ile arastirildi. Farkli
derisimde (25, 100, 150, 200, 250 uM) CoClz uygulanmis ve uygulanmamis 6rnekler 24
stireyle inkiibe edildikten sonra MTT eklenerek hiicre canlilig: takip edildi (Sekil 4.13).
Sonuglara gore A549 hiicre hattinda 150 uM ve sonraki derisimlerde %20 hiicre 6limi
tespit edilmesine ragmen yar1 ldiriicti dozu (ICso) 250 uM derisimin iizerindedir. Elde

edilen veriler, uygulama dozunda canliligin biiyiik 6l¢iide korundugunu gostermektedir.
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4.5.2. NGL-4 ligandinin hiicre canlhihigina etkisi

Ug pozitif yiiklii G4 ligand1 NGL-4’iin hiicre canliligina olan toksik etkisi farkli
kanser hiicrelerinde test edildi. A549 insan akciger karsinoma hiicre hatti ile A549- P.
aeruginosa ko-kiiltiiri normoksi ve 200 uM CoCl; ile tetiklenen hipoksi ortaminda
incelendi. NGL-4’1in 24 saatlik uygulama sonuclarina gére A549 hiicre hattinda normoksi
ortaminda toksik olmadig1 ve hipoksi ortaminda ise normoksi ortamina gore biraz toksik
oldugu belirlendi. B16-F10 fare melanoma hiicre hattinda ve RAW264.7 fare makrofaj
hiicresinde uygulanan doz araliginda toksik etki gézlenmedi. NGL-4’iin ICso degeri 20
uM derisimin iizerindedir (Sekil 4.14). ileri hiicre kiiltiirii calismalarinda FRET DNA
erime testi sonuglarinda G4 yapisini kararl tutan 5 pM derisimin kullanilmasina karar

verildi.

a) ® Normoksi  ® Hipoksi (200uM CoCl2) b) ® Normoksi  ®Hipoksi (200uM CoCl2)
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80 80
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20 20
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Sekil 4.14. NGL-4’iin (0-20 uM) hiicre canliligina etkisi. a) A549 hiicre hatti, b) A549- P. aeruginosa ko-
kdiltiird, ¢) B16-F16 hiicre hatt1, d) RAW264.7 hiicre hatt1. (n > 3)

4.5.3. NGL-4 ligandinin G-kuadrupleks stabilizasyonunun in vitro analizi

G-kuadrupleks yapisinin tez c¢alismasinda sentezlenen BODIPY temelli
ligandlarla kararli hale geldigi daha 6nce FRET DNA erime ve UV-Vis absorbans

degisimi testleriyle gosterildi. Bu deneylere ek olarak, anti-G4 antikoru ile floresan
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mikroskobu ve akis sitometrisi yontemleri kullanilarak hiicre iginde ligandin G4
kararligina etkisi incelendi. Antikor uygulanmamis B16-F10 hiicresi negatif kontrol ve
literatiirde G4 yapisina baglandigi bilinen TMPyP4 molekiilii ise pozitif kontrol olarak
kullanildi. Sonuglara gore, normoksi mikrogevresinde B16-F10 hiicrelerinde NGL-4
uygulamasi sonrasi anlamli olarak yaklasik 3 kat floresan sinyalinde artis elde edildi
(Sekil 4.15). Ayn1 kosullarda NGL-4’{in derigimi arttikca G4 yap1 kararliligini arttirdigi
akig sitometri analizlerinde de tespit edildi (Sekil 4.16). Bu durum NGL-4’iin hiicre i¢ine
girerek G4 yapisinin stabil kalmasinda rol oynadigini gostermektedir. Ayrica akis
sitometri analizleri degerlendirildiginde, tez ¢alismasinda sentezlenen yeni BODIPY
temelli NGL-4’tin ayni1 derisimde (5 pM) G4 yapisina baglandigi bilinen TMPyP4

ligandina gore normoksi ortamda G4 yapisini daha kararli kildig: tespit edildi.
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B16-F10 Normoksi

* % % %

o | L
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Sekil 4.15. Normoksi kosullarinda B16-F10 hiicre hattinda NGL-4 uygulamasi ile hiicrede G4 yapisi
olusumunun floresan mikroskop ile analizi. Deney 20 puM NGL-4 uygulanarak FITC etiketli Anti-G4
antikor ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.16. B16-F10 hiicre hattinda NGL-4 (5 ve 20 uM) ligandinin G4 yap1 kararliligina olan etkisi. a)
Akis sitometrisi histogrami, b) Antikor pozitif hiicre sayis1. Hipoksi ortami i¢in 150 uM CoCl, kullanildi.
Kontrol: antikor uygulanmamis 6rnek, N-K: normoksi kontrol, N-5: Normoksi 5 puM NGL-4, N-20:
Normoksi 20 uM NGL-4, H-K: Hipoksi kontrol, H-5: Hipoksi 5 uM NGL-4, H-20: Hipoksi 20 uM NGL-
4, T-5: Normoksi 5 uM TMPyP4 (pozitif kontrol) deney gruplarini temsil etmektedir.
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4.5.4. NGL-4 ligandinin immiin sistem iizerine etkisi

Promotor bolgesinde G4 yapist olan BCL-2, cMYC ve VEGFA onkogenlerinin
gen anlatimi incelenerek NGL-4’{in kanser gelisimindeki etkisi arastirildi. Buna gore
B16-F10 hiicre hattinda NGL-4 uygulanmis grupta kontrol grubuna kiyasla G4 yapisi
barindiran BCL-2, cMYC ve VEGFA gen anlatiminda anlamli bir azalma meydana geldi
(Sekil 4.17). Makrofaj hiicresi ile ko-kiiltirdeki B16-F10 hiicrelerinde ise degisim
gbzlenmedi. Pro-inflamatuar (IL-1p, IL-6) ve anti-inflamatuar (IL-10, TGF-p) sitokinleri
incelendiginde IL-1P, IL-10 ve TGF-B degisim olmazken, IL-6 gen anlatiminda 2,7 kat
azalma oldu. Ko-kiiltiirdeki B16-F10 hiicrelerinde ise IL-1B ve IL-10 gen anlatiminda
strastyla 1,85 ve 1,3 kat azalma, IL-6 gen anlatiminda 23 kat artma gozlendi (Sekil 4.18).
Kanser gelisimi ve immiin sistem diizenlenmesinden sorumlu kemokinler CCL1, CCL2
ve CCLS5 kanser hiicreleri tarafindan tiimor mikrogevresine salinarak kanser hiicresinin
immiin sistem hiicrelerinden kagarak proliferasyonunu arttirir. Ko-kiiltiirde RAW264.7
makrofaj hiicresiyle etkilesimde olan (hiicresel temas olmadan ortak besiyer i¢inde olan)
ve olmayan B16-F10 kanser hiicresinde kemokin iretimi NGL-4 varliginda
transkripsiyonel olarak baskilandig1 gozlendi. T hiicrelerin baskilanmasinda bir kontrol
noktasi olarak islev goren PD-L1/PD-1 yolagi kanser hiicresinin immiin sistemden
kagmasina yol agar. NGL-4 uygulanmis grupta ve ko-kiiltiirde PD-L1 gen anlatimindaki
azalma kanser hiicresinin T hiicresi tarafindan taninmasina ve ortadan kaldirilmasina
destekleyici rol oynar. Katepsin B (CTSB), sistein proteaz enzimidir ve tiimérle iliskili
proteinleri pargalayarak antijen sunumuna uygun hale getirir (Deng vd., 2022). NGL-
4’tin CSTB gen anlatimini 3 kat azalttig1 fakat ko-kiiltiirdeki B16-F10 kanser hiicresinde
bu genin anlatimmm 1,5 kat arttirdigi belirlendi. Sitotoksik CD8" T hiicrelerinin
tanimasindan sorumlu membran reseptorlerinden MHC-1 gen anlatimi NGL-4
uygulamasiyla 3 kat azaldig1 gozlendi. Bu durum, Katepsin B asagi regiilasyonu ile
antijen sunumunda artmay1 tesvik edebilirken MHC-I’in azalmasina bagl olarak da

kanser hiicresinin sitotoksik CD8" T hiicresi tarafindan taninmasina engel olabilir.
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Sekil 4.17. B16-F10 hiicresi ve RAW264.7 ile ko-kiiltiiriindeki B16-F10 hiicresinin gen anlatim1
degisimi. 5 uM NGL-4, ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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Sekil 4.17.(devam) B16-F10 hiicresi ve RAW264.7 ile ko-kiiltiiriindeki B16-F10 hiicresinin gen anlatim1
degisimi. 5 uM NGL-4, ACT referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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Fare makrofaj hiicresi RAW264.7 ve B16-F10 fare melanoma hiicre hatt1 ile
indirekt ko-kiiltiir ortaminda bulunan RAW264.7 hiicrelerinin NGL-4 varliginda tiimor
immiinitesine olan etkisi transkripsiyonel olarak arastirildi. Bu deney kuyulara
yerlestirilen insertlerle hiicrelerin ayrik tutularak madde aligverisinin ise yapildig1 bir
ortamda gergeklestirildi. Temas halinde olmayan, sinyal aligverisi yapabilen kanser ve
makrofaj hiicrelerine G4 ligandinin etkisi incelendi.

MYC transkripsiyon faktorii dogrudan PD-L1 gen promotdriine baglanarak gen
anlatimin1 aktive eder (Nirala, 2025). NGL-4 ile elde edilen bulgular iki genin
anlatimindaki degisimin korelasyon gosterdigine isaret etmektedir. Ligand fare melanom
hiicresinde iki gende de az miktarda fakat istatistiksel olarak anlamli bir diisiise sebep
olmustur. Makrofaj hiicresinin varligt B16-F10 melanom hiicresinde her iki genin de
anlatiminda azalmaya sebep olmustur.

Promotor bolgesinde G-kuadrupleks yapisinin oldugu bilinen BCL-2, MYC ve
VEGFA onkogenlerinde RAW?264.7 hiicrelerinde kontrol ile deney gruplarinda arasinda
fark goriilmedi. Bu durum normal hiicrelerde kanser hiicrelerine kiyasla daha az G4
yapisinin bulunmasindan kaynaklanabilir. Ko-kiiltiir ortamindaki RAW264.7 hiicresinde
NGL-4 uygulamasinin MYC iizerinde 1,25 kat artis ve VEGFA {izerinde ise 1,28 kat
azalig gorildi. MYC, hiicre biiylimesi ve farklilasmasindan sorumlu VEGFA, TGF-f,
HIF-1a gibi genleri kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. MY C gen artigina ragmen
VEGFA gen anlatimindaki azalma NGL-4’{in gen anlatimindaki baskilama etkisine isaret
olabilir.

Pro-inflamatuar (IL-1p, IL-6) ve anti-inflamatuar (IL-10, TGF-B) sitokinleri ko-
kiltiir disindaki hiicrede degisim olmazken ko-kiiltiirdeki hiicrelerde sirasiyla 1,48, 1,2,
1,5 ve 1,2 kat azalis goriildii. Makrofaj kaynakli IL-1p ve IL-10 azalmas1t MDSC ve NK
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hiicrelerin  TMC’ye ¢ekilmesini Onlemeye ve sitotoksik CD8" T hiicrelerinin
aktivasyonuna ve metastaz, anjiyogenezin engellenmesine yardimei olabilir (Garlanda
vd., 2025, Raskova vd., 2022).

CCLI1, CCL2 ve CCLS5 kemokinlerinin gen anlatimi ko-kiiltiirdeki hiicrelerde
sirastyla 1,3, 1,4 ve 1,2 kat artma goriildii. CCL gen anlatimindaki artis Treg, MDSC
hiicreleri gibi tiimor ilerlemesini destekleyen hiicrelerin TMC’ye ¢ekilmesini
kolaylastirir. Makrofajlarin M2 polarizasyonu gegirmesine neden olur ve bdylece
immiinbaskilamay1 destekler (Kadomoto vd., 2021, Huang vd., 2020). Ayni zamanda fare
mesane kanseri ve fare akciger kanserinde yapilan ¢alismalar CCL5 kemokin salgisinin
sitotoksik CD8" T hiicrelerinin TMCye ¢ekilmesinde rol oynadigini gostermektedir (Sun
vd., 2023, Franciszkiewicz vd., 2012). RAW 264.7 makrofajda NGL-4 ligandinin
kemokin sentezini artirmast TMC’yi baskilanmis soguk bodlgeden immiin aktif
durumunda sicak bolgeye cevirebilen potansiyel bir immiin-modiilator etki saglayabilir.

PD-L1 membran reseptorii gen anlatimi ko-kiiltiir disindaki hiicrede 1,2 kat
artarken ko-kiiltiir icindeki hiicrede 1,2 kat azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. CTSB gen anlatim1 ko-kiiltlir digindaki hiicrede degismezken ko-
kiiltiirdeki hiicrede 2 kat artmistir. MHC-1 gen anlatimi ise ko-kiiltiirdeki hiicrelerde 1,6

kat azalmistir.
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Sekil 4.18. RAW264.7 hiicresi ve B16-F10 ile ko-kiiltiiriindeki RAW264.7 hiicresinin gen anlatimi
degisimi. 5 pM NGL-4, ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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Sekil 4.18.(devam) RAW264.7 hiicresi ve B16-F10 ile ko-kiiltiiriindeki RAW264.7 hiicresinin gen
anlatimi degisimi. 5 uM NGL-4, ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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4.5.5. NGL4 ligandinin inflamasyon iizerine etkisi

Kanser hastalarinda bagisiklik sisteminin zayiflamasi onlar1 bakteriyel veya viral
enfeksiyonlara karsi hassaslastirir ve radyoterapi, kemoterapi veya invaziv cerrahi
miidahaleler patojenlere karsi direnglerini daha da azaltir. Yapilan ¢alismalar tiimor igi
mikroorganizmalarin kanser proliferasyonuna, immiinbaskilamaya veya ila¢ direncine
neden oldugunu gostermektedir. Fakat ¢oklu ila¢ aliminin getirdigi uygun dozun
belirlenmesi, ilag kombinasyonlarinin etkilesimleri gibi sorunlarla hastanin yiikiiniin
artmasi tedaviye olumlu sonug¢ vermesini engelleyebilir. Bu durum hem antikanser hem
de antimikrobiyal 6zelliklere sahip tek ajan gelistirilmesine olan ihtiyaci gerekli kilar. Bu
ajanlar kanser gelisimini Onlerken ayni zamanda ortamda bulunan patojenlerin etkisini
ortadan kaldirarak kanser ve enfeksiyonun birlikte tedavi edilmesine olanak tanir. Tez
kapsaminda sentezlenen NGL-4’iin P. Aeruginosa ile olusturulan tiimor mikrogevresinde
hem kanser hiicresi hem da bakteri lizerindeki patojen ve inflamasyon tepkisi ilgili
yolaklarda bulunan genlerin anlatimi {izerinden arastirildu.

A549 insan akciger karsinoma hiicre hatti ile P. aeruginosa arasindaki ko-kiiltiir
normoksi ve hipoksi kosullarinda ayr1 ayr1 incelendi. Oncelikle hipoksi ortamin belirteci
olan HIF-1a gen anlatim1 hipoksi ortaminda, A549 hiicresinde normoksi ortama gore 3
kat artt1 ve NGL-4 uygulandiginda ile yaklasik 2 kat azalisin tespit edilmesi G4 ligandinin
G4 DNA’y1 kararli kilarak gen anlatimini baskiladigini gostermektedir (Sekil 4.19). Fakat
enteresan bi¢imde ligand uygulanmamis ko-kiiltiirde normoksi ve hipoksi ortaminda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi. Ko-kiiltiirde hipoksi olusumunun
bakteri metabolizmasina bagli olarak inhibe edilmis olabilecegi degerlendirildi (Legendre
vd., 2012).

Yapilan pek ¢ok calisma kronik enfeksiyon ve bunun sonucunda devamli veya
durdurulamayan inflamasyonun kanser gelisimini destekledigini  gdstermistir
(Mantovani, 2005). Bu durum kanser hastalarinin zaten zayiflamis bagisik sistemine daha
fazla stres biriktirmektedir ve tedavi siirecini olumsuz etkilemektedir. NGL-4’iin
inflamasyon tizerindeki etkisi pro-inflamasyon sitokinleri IL-1p, IL-6 ve IL-8 ile yapilan
mRNA seviyesindeki degisim ile gosterildi. A549 hiicre hattinda normoksi ortaminda
degisim olmazken hipoksi ortaminda ciddi bir artis ve 5 uM NGL-4 uygulamasinda IL-
1B, IL-6 ve IL-8 gen anlatiminda sirastyla 1,5, 4,5 ve 2,8 kat azalma tespit edildi. P.
aeruginosa ile enfekte edilen A549 hiicrelerinde ise NGL-4’iin kontrol grubuna kiyasla

normoksi ortaminda IL-1f gen anlatiminda azalma olurken IL-6 ve IL-8 gen anlatiminda
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artma oldu. Inflamasyon sirasinda pro-inflamasyon sitokinlerinin salgilanmasi ve niikleer
faktor kappa-B (NF-kB) aktivasyonu HIF-1o proteinin degradasyonunu Onlemektedir
(Malkov vd., 2021, Rius vd., 2008). Hipoksi ortaminda pro-inflamasyon sitokinleri
enfekte olan A549 hiicresinde 6nemli miktarda artarken NGL-4 uygulamasi ile IL-1p3, IL-
6 ve IL-8 gen anlatiminda sirasiyla 2,9, 2,6 ve 9 kat azalma tespit edildi. Enfekte olan
A549 hiicrelerinde pro-inflamasyon sitokinlerinin artis1 sitokin firtinasi meydana
getirerek kronik inflamasyona yol agar ve kanser gelisimini destekleyebilir. Fakat NGL-
4’1in sitokin firtinasin1 6nlemesi kronik inflamasyonu durdurma potansiyelinin oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde CAR-T kanser terapi uygulamalarinda sitokin salimini
kontrol etmek igin IL-6’nin hedeflenmesi ve c¢esitli klinik fazlarda IL-6 baskilayici
antikorlarin test ediliyor olusu tez calismasi kapsaminda elde edilen G4 ligandi
uygulamasi ile IL-6 baskilamasinin translasyonel degerini artirmaktadir (Yi vd., 2024,
Kishimoto ve Kang, 2022).

Solunum, gastrointestinal yollarinda bulunan epitel hiicreler mukusla kaplidir.
Mukus, patojenler ve toksinlere karsi koruyucu bir bariyer saglar. Enfeksiyon, astim,
KOAH ve kistik fibrozis gibi hastaliklara mukus salgis1 degisir ve hastalik takibi igin bir
belirte¢ gorevi gorebilir. Mukusun temel bilesenlerinden olan glikoproteinler MUC
(musin) gen ailesi tarafindan kontrol edilir. MUC1, MUC2, MUCS5B gibi bir kisim
musinin farkli kanserlerde anlatiminda degisim oldugu saptanmigtir. MUC2 artisinin
enfeksiyonu artirarak inflamasyona bagli kanser gelisimini tetikleyebilecegi, artan musin
katmaninin immunoterapdtik ilaglarin etkisini azaltabilecegi diisliniilmektedir (Kufe,
2009). Ligandlarin musin yolagina olan etkisini anlamak maksadiyla P. aeruginosa ile
enfekte olan ve olmayan A549 kanser hiicresinde MUCSAC, MUCS5B ve MUC2 gen
anlatimindaki degisim incelendi. Enfekte olmayan A549 kanser hiicresinde normoksi
ortaminda degisim olmazken hipoksi ortaminda MUC5SAC ve MUCS5B gen anlatiminda
5 uM NGL-4’1in etkisiyle anlamli azalma vardir. MUC2 gen anlatiminda hipoksi kontrol
grubunda normaksi kontrol grubuna kiyasla 58,45 kat artis varken NGL-4 grubunda bu
artis 12,4 kat azalarak MUC2 gen anlatimi1 baskilanmistir. P. aeruginosa ile enfekte olan
A549 kanser hiicresinde ise normoksi grubunda enfekte olmayan A549 kanser
hiicresindeki gibi degisim olmazken hipoksi kontrol grubunda MUCS5AC, MUCSB ve
MUC?2 gen anlatiminda sirastyla 26,6, 11,7 ve 2,4 kat artis vardir (Sekil 4.19). NGL-4
uygulanmis deney gruplarinda MUCS5SAC, MUC5B ve MUC2 gen anlatiminda sirasiyla
18, 17,6 ve 6,45 kat azalma gozlendi. Sonuglara gére NGL-4 musin {retimini

transkripsiyonel diizeyinde onemli Olgiide baskilamistir. Enfeksiyon, astim, kronik
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bronsit ve kistik fibroz gibi asir1 mukus iiretimine neden olan hastaliklarda mukus
miktarinin azaltilmasi ve bu sayede ila¢ penetrasyonunun artmasina NGL-4’iin yardimci
olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde kanser ilaglarinin etkinligini artirma,
enfeksiyona bagli kanser gelisimindeki artisin engellenme potansiyeli mevcuttur. Ayrica
sitokinlerin musin sentezini tetikledigi ¢aligmalar literatiirde bulunur (Chen vd., 2003,
Song vd., 2003). Bu tez calismasinda da normoksi kosula kiyasla hipoksi kosulda P.
aeruginosa ile enfekte olan A549 kanser hiicresinde IL-1B, IL-6 ve IL-8 sitokinleri ve
MUCSAC, MUCS5B ve MUC2 musinlerinin gen anlatimi artmis ve NGL-4 uygulamasi
bu artis1 baskilamistir.
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Sekil 4.19. P. aeruginosa ile enfekte olan ve olmayan A549 hiicre hattinda NGL-4 ligandinin gen
anlatimina etkisi. NK: Normaksi kontrol; N5: Normoksi 5 pM NGL-4; HK: Hipoksi kontrol; H5: Hipoksi
5 uM NGL-4 deney gruplarini temsil etmektedir. Ko-kiiltiir icindeki A549 hiicreleri 4 saat P. aeruginosa

ile enfekte edildi. ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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Sekil 4.19.(devam) P. aeruginosa ile enfekte olan ve olmayan A549 hiicre hattinda NGL-4 ligandinin

gen anlatimina etkisi. NK: Normaksi kontrol; N5: Normoksi 5 uM NGL-4; HK: Hipoksi kontrol; H5:

Hipoksi 5 uM NGL-4 deney gruplarin1 temsil etmektedir. Ko-kiiltiir icindeki A549 hiicreleri 4 saat P.
aeruginosa ile enfekte edildi. ACT referans gen olarak kullanildi. (n > 3).

4.5.6. NGL-4 ligandinin quorum sensing iizerindeki etkisi

Quorum sensing (¢ogunluk algilama), bakteriler arasindaki otoindiikleyici adi
verilen molekiiller araciligryla yonetilen bir haberlesme yontemidir. Bakteri popiilasyonu
arttikga ortamda otoindiikleyiciler birikir ve bunun sonucunda bakteri popiilasyonu
senkronize hareket etmeye baslayarak viriilans faktorlerin sentezi, biofilm olusumu, spor
olusumu, antibiyotik direncinin gelismesi meydana gelir (Rutherford vd., 2012). Gram-
negatif bakteri olan Pseudomonas aeruginosa otoindiikleyici molekiil olarak agil-
homoserin laktonlar (AHL) kullanir ve ortamda AHL birikimi quorum sensing tetikler.
Tez c¢alismasmin bu bdliimiinde AS549 insan akciger karsinoma hiicre hatti ile P.
aeruginosa ko-kiiltiirtine dort-karbonlu (AHL1), alti-karbonlu (AHL2) ve sekiz-karbonlu
(AHL3) acil-homoserin laktonlar1 eklenerek quorum algilama tetiklendi. Daha sonra bu
kosullarda NGL-4 uygulanarak NGL-4-iin quorum algilama iizerindeki etkisi aragtirildi
(Sekil 4.20).
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P. aeruginosa ile enfekte olan A549 hiicreleri incelendiginde IL-1B gen
anlattiminda sadece AHL’lerin etki etmedigi, AHL’ler ile es zamanli NGL-4
uygulamasinin ise AHL1’de 2,8 kat artis oldugu goézlemlendi. IL-6 gen anlatiminda
AHLT1’in artirdigi, AHL2 ve AHL3’iin azalttig1, es zamanli NGL-4 uygulamasinin ise
biitiin gruplarda artisa sebep oldugu gériilmiistiir. Ozellikle AHL1’de 3,5 kat artis oldugu
belirlendi. IL-8 gen anlatimimi AHL1 ve NGL-4 uygulanmig 6rnekte 1,4 kat arttii ve
diger gruplarda az bir diislis olmasina ragmen NGL-4’lin bu genin anlatimina etkisi
olmadi. Mukus sentezinden sorumlu genlerden MUC2 ve MUCSAC anlatim1 AHL1 ve
NGL-4 uygulanmis 6rnekte sirasiyla 8 ve 5 kat artmistir. MUCSB gen anlatimini ise
AHL’lerin en az 2 kat azalttig1 ama NGL-4’iin etkisinin olmadig1 goriildii. Sonug olarak
dort-karbonlu AHL1 ile tetiklenmis quorum sensing sonucu A549 hiicresinde NGL-4
varlig1 pro-inflamatuvar sitokinlerin ve musin sentezinden sorumlu genlerin anlatimini
arttirdigr belirlendi. Bu sayede NGL-4’iin quorum algilama sinyal bilesiklerinin fazla
oldugu (bakteri yiikiiniin fazla oldugu) durumda enfeksiyona karsi koruyucu bir rolii
olabilecegi diisiiniilmektedir. AHL1 varliginda NGL-4, musin iiretimini destekleyerek

fiziksel bir bariyer olusturmaktadir.

% % % %

47 57 *okokk
& 3+ E 4
o) Ky
@ =
E‘E 24 *k © 2 37 ok ok ok ok
25 ** 2 E
g ’_| < 24
5 1 e
0- ) v J 0- |;_-| IJ_-l
Kontrol AHL1 AHL1 AHL2 AHL2 AHL3 AHL3 T T T

NGL-4 NGL-4 NGL-4 Kontrol AHL1 AHL1 AHL2 AHL2 AHL3 AHL3
NGL-4 NGL-4 NGL-4

Sekil 4.20. P. aeruginosa ile enfekte olan A549 hiicrelerinde gen anlatimi degisimi. A549 hiicreleri 4 saat
P. aeruginosa ile enfekte edildi. 5 uM derisimde AHL1, AHL2, AHL3 ve NGL-4 uygulandi. ACTf
referans gen olarak kullanildi. Kontrol grubu ile deney gruplari istatiksel olarak anlamlidir. (n > 3).
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Sekil 4.20.(devam) P. aeruginosa ile enfekte olan A549 hiicrelerinde gen anlatimi degisimi. A549
hiicreleri 4 saat P. aeruginosa ile enfekte edildi. 5 uM derisimde AHL1, AHL2, AHL3 ve NGL-4
uygulandi. ACT referans gen olarak kullanildi. Kontrol grubu ile deney gruplart istatiksel olarak

anlamlidir. (n > 3).

4.5.7. NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’un canlhihigina etkisi

NGL-4 ligandinin P. Aeruginosa’nin canliligt minimum inhibisyon derigimi

(MIC) ile belirlendi. Bunun i¢in farkli derisimlerde NGL-4, bakteri kiiltiiriine eklendi ve

absorbans degerleri dl¢iildii. Sonuglara gére NGL-4’ilin P. aeruginosa tizerinde toksik

etkisi bulunmamaktadir (Sekil 4.21).

Ayrica AHL molekiilleri ile quorum sensing tetiklenen bakteri kiiltiirtinde de

NGL-4’1in toksisite lizerine etkisi arastirildi. Bilesigin toksik etkisi gozlenmedi.
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Sekil 4.21. NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’da hiicre canliligina etkisi. 200 pM CoCl; ile hipoksi ortam
olusturuldu. a) Normoksi ve hipoksi ortaminda NGL-4’{in bakteriye doza bagl sitotoksik etkisi; b) AHL
bilesiklerinin varliginda NGL-4’{in bakteriye doza bagli sitotoksik etkisi.

4.5.8. NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’da biyofilm ve piyosiyanin olusturmasi

Biyofilmler kendi tirettikleri hiicre dis1 polimerik madde matriksi i¢cinde yasayan
ylizeye tutunmus veya tutunmamis halde bulunabilen mikroorganizma toplulugudur.
Serbest halde olan mikroorganizmalara kiyasla biyofilmlerin hizli ¢ogalma, antibiyotik
direnci, quorum sensing gibi avantajlar1 vardir. P. aeruginosa biyofilmleri kronik akciger
hastalarinda, kistik fibrézde ilerleyen akciger hasarina yol acarak solunum yetmezligine
neden olabilir. Inflamatuar etkiye sahip NGL-4’iin P. aeruginosa’da biyofilm
olusumundaki etkisi farkli derisimlerde incelendi. Sonuglara gére normoksi ve hipoksi
kosullarinda biyofilm olusumunda artis olmustur. 5 uM AHL ile tetiklenmis
kiiltiirlerindeki farkli derisimlerde NGL-4 uygulanmis orneklerde ise 4 karbonlu
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AHLT’in biyofilm olusumunu azaltirkken AHL2 ve AHL3’lin biyofilm olusumunu

artirmistir.
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Sekil 4.22. NGL-4 ligandinin tek basina (iist resim) ve AHL varliginda (alt resim) P. aeruginosa’da
biyofilm olusumu. 200 uM CoCl; ile hipoksi ortam olusturuldu.
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4.5.9. NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’da gen anlatimina etkisi

Gram-negatif bakterilerden biri olan P. aeruginosa’da quorum sensing agil
homoserin lakton (AHL) veya S-adenosilmetiyonin (SAM) molekiilleri araciligiyla
gerceklesebildigi bilinmektedir. Bakteride AHL sentezi Lasl, RhIl ve PqsABCDH
sentetazlar tarafindan sentezlenir. Daha sonra sentezlenen AHL ’ler LasR, RhIR ve PgsR
sitoplazmik transkripsiyon faktorleri tarafindan algilanarak hem AHL sentetazlarin hem

de biiyiime, biyofilm olusumu, antibakteriyel diren¢ genlerinin anlatimini arttirir
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(Rutherford ve Bassler, 2012). Quorum sensingin inhibisyonu i¢cin AHL sentetazlarin ve
reseptorlerinin baskilanmasi P. aeruginosa enfeksiyonuna karsi terapotik bir yaklasim
sunar. Bunun i¢in NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’da quorum sensing iliskili genlerin
anlatimina etkisi arastirildi. Normoksi ortamda NGL-4 uygulamasi lasl, rhil ve rhIR gen
anlatimin1 anlamli bir sekilde sirasiyla 2,5, 3,5 ve 2,7 kat baskilamigtir. Fakat hipoksi
ortamda degisim goriilmemistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. NGL-4 ligandinin P. aeruginosa’da quorum sensing gen anlatimina etkisi. 200 uM CoCl; ile
hipoksi ortam olusturuldu. NK: normoksi kontrol, N5: normoksi 5 uM NGL-4, HK: hipoksi kontrol, H5:
hipoksi 5 pM NGL-4. Referans gen olarak proD ve rpsL kullanild1. (n > 3).

Farkli karbon sayilarina sahip AHL molekiilleri ile quorum sensin tetiklendi ve
NGL-4’1in etkisi ayrica incelendi. Sonuglara gore dort karbonlu AHL1 varliginda /asl,
rhil sentetazlarin anlatimi azalirken NGL-4 uygulamasi gen anlatimini artirmistir. Fakat
lasR transkripsiyon faktoriiniin anlatimi 3,3 kat azalmistir. Alti karbonlu AHL2 ve NGL-
4 varliginda anlamli bir degisim goriilmedi. Sekiz karbonlu AHL3 ve NGL-4 varliginda
lasI gen anlatimi 4,8 kat azalmistir (Sekil 4.24). AHL3 uygulanmis bakterilerde rhll, lasR

ve rhIR degisimi yiiksek standart sapma nedeniyle analiz edilememistir.
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Sekil 4.24. NGL-4 ligandinin ve AHL molekiillerinin P. aeruginosa’da quorum sensing gen anlatimina
etkisi. Referans gen olarak proD ve rpsL kullanildi. (n > 3).

4.5.10. Transkriptom analizi

Ug pozitif yiiklii G-kuadrupleks ligandmmn hiicresel etkilerinin arastirilmasi
amactyla RNA-dizileme kullanilarak genel transkriptom analizi gerceklestirildi. Bunun
icin normoksi ortaminda B16-F10 hiicre hattina NGL-4 molekiilii 5 ve 20 uM derisimde
uygulandiktan sonra total RNA izolasyonu yapildi. Gen anlatimi analizi RefGen

firmasindan hizmet alimi1 yoluyla gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.3. B16-F10 hiicresinde kontrol ve 5 pM NGL-4 uygulanmis 6rnek arasindaki en anlaml
degiskenlik gosteren ilk 15 geni igeren direransiyel expresyon analizi.

Gene

Gadd4sg

Nppb

Mt2

Gbfl

Huwel

Lsm4

Psph

Cnotl

Nmel

Gpx4

Bax

Ndufs5

Rps10

Sucla2

Mrpl17

Kontrol

16.02 (x0.9)

16.29 (x0.3)

264.28 (x11.0)

90.81 (+4.3)

80.83 (x2.2)

125.55 (£7.5)

46.34 (x0.9)

150.95 (£5.8)

213.35 (x15.1)

96.30 (£2.8)

456.37 (+0.8)

85.73 (£7.0)

144.21 (x2.7)

147.99 (£7.1)

149.97 (29.6)

N5

28.51 (¢5.1)

30.20 (£6.2)

349.78 (+43.8)

61.06 (£11.1)

54.07 (+10.8)

160.62 (+£9.8)

63.30 (£8.6)

104.58 (+20.8)

262.36 (+12.5)

121.42 (+8.8)

539.25 (x22.4)

107.24 (+5.4)

174.80 (+11.6)

172.67 (+6.9)

174.57 (+9.4)

LogFC

0.89 A
0.95 A
0.47 A
-0.51
~(0) il
0.42 A
0.52 A
-0.46
0.37 A
0.40 A
031 4
0.39 A
0.34 A
0.29 A

0.29 A

P Degeri FDR
418 %107 6.75 x 107"
4.48 x 1074 6.75 x 1071
4.94 x 107 6.75 x 107"
5.50 x 1074 6.75 x 1071
6.73 x 1074 6.75 x 107"
9.14 x 1074 6.75 x 1071
1.24 x 1073 6.75 x 107"
1.33x1073 6.75 x 1071
1.36 x 1073 6.75 x 107"
1.47 x 1073 6.75 x 1071
1.65 x 1073 6.75 x 107"
1.73 x 1073 6.75 x 1071
1.86 x 1073 6.75 x 107"
1.91 x 1073 6.75 x 1071
2.03x1073 6.75 x 107"

Kontrol ve 20 pM NGL-4 arasindaki transkriptom sonucuna bakildiginda IER3

(Immediate Early Response 3) ve DDIT4 (DNA damage-inducible transcript 4)

genlerinde anlamli bir diislis olmustur (Cizelge 4.4). IER3, strese duyarli bir gendir ve

proliferasyon, apoptoz, farklilasma, DNA onarimi gibi hiicre tipine bagli olarak farkli

yanit yolaklarinda islevlidir (Kanduri vd., 2025). DDIT4, hiicre biiyiimesi, yaslanmasi,

otofaji ve tlimorigenesisden sorumludur ve ayrica anlatimindaki artis pro-apoptotik

proteinlerin  baskilanmasina neden olur.

Genel

sonuglara bakildiginda enerji

metabolizmasi, PI3K-Akt-mTOR sinyal yolagi, otofaji siireclerine ait genlerde anlaml

bir azalma goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. B16-F10 hiicresinde kontrol ve 20 pM NGL-4 uygulanmis 6rnek arasindaki en anlaml
degiskenlik gosteren ilk 15 geni igeren direransiyel expresyon analizi.

Gene Kontrol N20 LogFC P Degeri FDR
Ter3 177.56 (+4.7) 119.76 (+8.0) -0.57 v 9.69 x 1077 “ 6,03 x 107
Dditd 177.21 (£1.5) 122.62 (£7.9) ~0.53 ¥ 1.57 x 107 *+ 6,03 x 1073
ND2 2760.73 (+105.7) 3461.24 (+135.4) 0.32 A 3.63x 1075 7.46 x 1072
Asns 184.47 (+10.8) 240.90 (£6.9) 0.38 4 3.88x107° 7.46 x 1072
Mxd4 81.70 (£9.0) 45.62 (£6.7) -0.84 ¥ 513 x 1075 7.89 x 1072
Ankrd37 52.41 (£7.5) 30.50 (+1.6) -0.78 ¥ 6.27 x 1075 8.05x 1072
Psph 46.34 (£0.9) 70.16 (1.0) 0.59 A 1.39 x 1074 1.53 x 1071
Selenbp1l 86.05 (+7.3) 58.66 (7.1) -0.56 ¥ 2.56 x 107 2.47 x 1071
Mt2 264.28 (+11.0)  316.49 (15.3) 0.26 A 3.45x 107 2.95x 1072
Ptms 598.60 (£9.2) 507.44 (+28.2) -024 v 4.49x 1074 3.46 x 1071
Cel5 26.75 (£2.3) 14.17 (£0.9) -091V 5.65 x 107 3.96 x 1071
Gapdhrt2 292.34 (+14.9)  241.95 (+10.2) -028 'V 7.24 x 107 4.64 x 1071
Carsl 119.96 (+14.5) 156.19 (+9.8) 0.38 A 9.11 x 107 5.08 x 1072
Sqstm1 94421 (+12.0)  1074.89 (50.8) 0.18 A 9.24 x 1074 5.08 x 1071
Nars1 287.46 (+14.1)  334.37 (+12.4) 0.21 A 1.38 x 1073 711 x 101

Cizelge 4.5. B16-F10 hiicresinde kontrol ve 20 uM NGL-4 uygulanmis drnek arasindaki en anlaml

degiskenlik gosteren yolaklar.

Yolak Gen Orani P Degeri FDR
mTOR signaling(ﬁ)athway -

Mus musculus (house -2 -2
mouse) 1/158 1.48 x 10 *3.12x10
Autophagy - animal - Mus 9 2
musculus (house mouse) 1/16%7 1.56 x 10 *3.12 %107
MicroRNAs in cancer - Mus

musculus (house mouse) 1/314 2.94x1072 *3.44 x 1072
PI3K-Akt signaling pathway -

Mus musculus (house 1/368 3.44 x 102 *3 44 x 1072

mouse)
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Most Enriched GO Terms

Biological Process

Negative regulation of glycolytic process

GO Terms

Negative regulation of carbohydrate metabolic process
Regulation of glycolytic process

Regulation of carbohydrate catabolic process

Negative regulation of small molecule metabolic process
Glycolytic process

Intrinsic apoptotic signaling pathway in response to dna damage
Pyruvate metabolic process

Regulation of generation of precursor metabolites and energy

Regulation of carbohydrate metabolic process

Sekil 4.25. B16-F10 hiicresinde kontrol ve 20 uM NGL-4 uygulanmig 6rnek arasindaki gen ontoloji
terimlerinin bulundugu biyolojik siiregler.

4.6. Hipoksi Ortamda Aktiflesen ve Fotoduyarlastiric: Ligand: NGL-5

Hipoksi ortami, tiimdr mikrogevresinde diisiik oksijen seviyesine bagli ortaya
cikar. Hipoksiye maruz kalan hiicrede basta HIF-1a olmak {izere bir dizi genin anlatimi
baslar ve bdylece hiicre hipoksik strese uyum saglayarak hayatta kalir. HIF-la
araciligryla gerceklesen agresif fenotipe karsin hipoksi, hiicre dongiisiinii yavaslatabilir
ve proliferasyon yavaslar (Li vd., 2008). Tiimdr tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlar
genellikle proliferasyon orami yiiksek hiicrelerde etkili oldugu i¢in hipoksi ortamdaki
hiicreler bu ajanlara karsi duyarsizdir. Bu nedenle hipoksik tlimor hiicrelerini segici olarak
hedef alan ajanlarin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu amagla tez
caligmasinda hipoksi ortama duyarli nitrobenzil birimine sahip G-kuadrupleks ligand
gelistirilerek hipoksik tiimor hiicreleri hedeflendi. Sentezlenen BODIPY ana goévdeli
NGL-5"teki nitrobenzil birimi rediiktaz enzimleri tarafindan indirgenerek ana gévdeden
ayrilir ve ligand G4 yapisina baglanmaya daha elverisli bir konformasyonda bulunarak
aktiflesir (Sekil 3.2a). Ayrica BODIPY gdvdesini 2,6 karbon grubuna bagli bulunan iyot
atomu sistemelr aras1 gecisi artirarak, uygun 151k varliginda uyarilarak singlet oksijen
tiretimini saglar ve DNA hasarina neden olmasi beklenmektedir. Bu G4 ligandi ile
literatiire hem hipoksi ortamda aktiflesen hem de uygun 1s18a duyarli yeni bir BODIPY
temelli G4 ligand1 kazandirilmasi1 hedeflenmis ve kanser gelisimine olan etkisi

arastirilmastir.
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4.6.1. Singlet oksijen iiretiminin belirlenmesi

Iyot atomu iceren ligandlarin 131k varliginda singlet oksijen (O,) iiretmesi
beklenmektedir. Bunu belirlemek i¢in singlet oksijen varliginda oksitlenerek
dibenzoilbenzene (DBB) doniisen ve absorbansi degisen difenil izobenzofuran (DPBF)
bilesigi kullanilarak bu bilesigin absorbansi takip edildi. Fakli konsantrasyonda ligand,
151k kaynagi ve mesafe uygulanarak deney optimize edildi. DPBF molekiiliiniin
absorbansi 151k kaynagindan veya mesafeden etkilenmemektedir. 630 nm 151k kaynagi
uygulamasi NGL-5 ligandinin 5 uM derisimindeki singlet oksijen kuantum verimi 0,43
olarak hesaplanirken ayni derisimin 660 nm 131k kaynagindaki singlet oksijen kuantum
verimi 0,45°tir. NGL-3 ligandinin 5 pM derisimindeki, 660 nm 151k kaynagindaki singlet
oksijen kuantum verimi 0,61°dir. Ayrica NGL-5 molekiiliiniin pozitif yiiksiiz piridin
formunun 5 pM derisiminde 0,70 kuantum verimiyle singlet oksijen lirettigi tespit
edilmistir. Isik uygulanmadigi durumlarda tuzak bilesik DPBF’inn absorbans
spektrumlarinin ~ degismiyor olmast bilesiklerin ~ karanlikta singlet  oksijen

olusturmadiginin gostergesidir.
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Sekil 4.26. Fotoduyarlastirict NGL-3, NGL-5 ve 14 nolu molekiiliin singlet oksijen iiretimine ait DBPF
absorbans spektrumlari.
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Sekil 4.26.(devam) Fotoduyarlastirict NGL-3, NGL-5 ve 14 nolu molekiiliin singlet oksijen iiretimine ait
DBPF absorbans spektrumlari.
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Sekil 4.26.(devam) Fotoduyarlastirict NGL-3, NGL-5 ve 14 nolu molekiiliin singlet oksijen iiretimine ait
DBPF absorbans spektrumlart.

4.6.2. NGL-5 ligandinin nitrorediiktaz enzimi ile aktiflesmesi

Nitrobenzil birimi bulunan NGL-5 ligandinda, bu hacimli yapinin molekiil ana
govdesine acili durmasi ve sterik engel olusturmasi G-kuadrupleks yapisina
baglanmasina engel olmaktadir. Bu birimin hipoksik ortamda bol bulunan nitrorediiktaz
enzimi tarafindan ayrildigini géstermek i¢in NGL-5 ligandina enzim uygulamasi yapild
(Sharma v.d., 2019). Enzim iceren ve igermeyen Orneklerin HPCL cihazinda yapilan
analizi sonucu NGL-5’1n gelis zaman 1.65 dakika iken enzim uygulanmis 6rnegin gelis
zamaninin 2.06 dakika oldugu tespit edildi (Sekil 4.27). Spektrumda tek ve farkl

zamanlarda pik goriilmesi enzimatik doniisiimiin gergeklestigine isaret etmektedir.
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Sekil 4.27. NGL-5 ligandina nitrorediiktaz enzimi uygulanmis ve uygulanmamis drneklere ait HPLC
spektrumu. NGL-5 (1 mM), nitrorediiktaz enzimi (4 mg/mL) ve NADH (100 uM) PBS (pH: 7.4)
tamponunda 37°C’de 1 giin inkiibe edildi.
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4.6.3. Meme kanseri hiicresinde hipoksi ortamin olusturulmasi

Oksijence fakir hipoksi ortaminda hiicrelerde alternatif metabolik yolaklar
aktiflestiren transkripsiyon faktorii olan HIF1 proteininin anlatimi artar (Muz v.d., 2015).
Normal kosullarda HIF1 proteini oksijen varliginda proteozomal yolakla parcalandigi
icin hipoksi ortaminin olustugunu belirlemek i¢cin HIF1 proteinini anlatimi takip edilebilir
(Talks v.d., 2000). Bu amagla farkli siirelerde 6zel gaz karisimi ve farkli derisimlerde
CoCl; eklenerek hipoksi ortami olusturulan MCF7 hiicre hattinda HIF1 geninin anlatimi1
takip edildi. Ayrica uygun referans genin belirlenmesi i¢in GAPDH, TBP1 ve ACTp
genleri test edildi. Buna gore zamana bagli olarak hipoksi gazi uygulanmasi sonunda
HIFla geninin anlatimi GAPDH ve TBP1 referans genlerine oranla artarken ACTf
referans genine oranla artis 1. saatten itibaren artmistir (Sekil 4.28). GAPDH ve TBP1
referans genlerinin hipoksi ortamdan etkilenebilecegi diisiiniilerek sonraki ¢alismalarda

ACTp geninin referans gen olarak kullanilmasina karar verildi.

TBP1 GAPDH ACTB
*k *k
_ 2.0 * %k _ 2.0 . ) 49 'i{ lm m *kkk
E £ £ 1 -
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» &g 2 al
o o 15 o
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Sekil 4.28. MCF7 hiicre hattinda, farkl1 zamanlarda gaz uygulanmis deney gruplarindaki HIF1a gen
anlatim1. Referans gen olarak sirasiyla TBP1, GAPDH ve ACT kullanildi. Hiicreler hipoksi kabinde
bilyitilmistiir.

HIF-la proteinin proteozomal degradasyonundan sorumlu prolil hidroksilaz
enzimini inhibe eden CoCl,, hipoksi ortamin taklidi i¢in kullanilmaktadir (Mufioz-
Sanchez vd., 2019, Dai vd., 2012). Ayrica CoCl», HIF-1a transkripsiyonununda artigsa
sebep olmaktadir. Hipoksi ortami olusturmak icin hiicrelere CoCl> uygulandi. Farkli
derisimlerdeki uygulama sonucunda derisim arttikca HIFla gen anlatiminda artig

gbzlendi. Ayrica CoCl2’nin hiicre canliligina etkisi incelendiginde hiicrelere toksik



110

olmadig1 belirlendi (Sekil 4.29). ileri calismalarda MCF7 hiicresinde hipoksi ortamin

olusturulmasi i¢in 100 uM CoCl; uygulanabilecegine karar verildi.

) %k %k %k %k b
a
- %k %k %k %k | )
4 100
E * %k
>g %k %k Xk k l E
a ] =
= *% S 60
E 2 @
=
g 2 4
= 1 =
[ 20
§ ]
0- T T T 0
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
CoCl, Derigimi (M) Derigim (uM)

Sekil 4.29. a) MCF7 hiicre hattinda farkli derisimlerde CoCl, HIF1a gen anlatimi. Referans gen olarak
ACTp kullanildi. b) CoCl,’nin hiicre canliligina etkisi (n > 3).

4.6.4. NGL-5 ligandinin hiicre canhihigina etkisi

Isik ile uyarilan NGL-5’1n toksik etkisinin belirlenmesi icin MCF7 insan meme
kanseri hiicre hatt1 kullanildi. Farkli 151k kaynagi (630 nm ve 660 nm), farkli mesafeler
(10 cm ve 20 cm), farkli stireler (30 dakika, 60 dakika) ve 151k kaynagiin hiicrelerin
iistiinden veya altindan uygulanmasi gibi ¢esitli optimizasyon deneyleri gerceklestirildi.
Yapilan farkli uygulamalar sonucunda 660 nm kirmizi 151k kaynaginin hiicrelerin altindan
10 cm mesafeden ve 30 dakika uygulanmasinin en uygun optimizasyon olduguna karar
verildi (Sekil 4.30). Bu kosullar altinda NGL-5’1n hipoksi ortamda, 1sikla uyarildiginda
ICso degerini 52,2 uM oldugu belirlendi. Karanlikta 1Cso degeri normokside 160 uM
tizerinde ve hipokside 140 pM olarak belirlendi. 20 ve 40 uM ligand kullanilan
analizlerde normoksi ortamlarinda ve karanlik hipoksi ortaminda hiicre canlilig
korunurken hipoksi 1s1k uygulanmis ortamda hiicre canliliginin %60’lara diistiigi

gozlenmistir. Bu durum singlet oksijen iiretiminin hiicre canliligina olan etkisine isaret

etmektedir.



111

= Normoksi o Normoksi
140 Karanlik  Hipoksi Isik @ Hipoksi

120 120

= 100 50100
= =

S 80 5 80
O

£ 60 © 60
He =

T 40 £ 40
= c
3 =

20 I 20

0 0

0 12525 5. 10 20 40 80 160 5 10 20 40

Derisim (uM) Derisim (uM)

Sekil 4.30. NGL-5 ligandinin MCF7 hiicre canliligina etkisi. 100 uM CoCl, ile hipoksi ortam
olugturulmustur. 660 nm 151k kaynagi 30 dakika, 10 cm mesafeden hiicrelerin altindan uygulanmstir.

4.6.5. NGL-5 ligandinin gen anlatimina etkisi

Yiiksek verimli DNA-dizileme analiziyle insan genomunda yaklasik 700000 G4
yapisi iceren bolge ortaya ¢ikarilmistir ve bu bolgelerin %40°tan fazlasi gen promotor
bolgesinde bulunur (Chambers vd., 2015). Dahas1 bu bolgelerin onkogen veya timor
baskilayici genlere ait olmasi kanser gelisimi arastirmalari i¢in odak noktast olmustur. Bu
tez caligmasinda sentezlenen NGL-5 molekiiliiniin nitrobenzil birimi sayesine timor
mikrogevresine has hipoksi ortaminda aktiflesmesi ve kanser hiicresini hedeflemesi
amaclanmistir. Bu hedef dogrultusunda, onkogen promotdriine baglanarak gen anlatimini
transkripsiyonel diizeyde diizenlenmesi mRNA seviyesinde arastirildi. Sonuglara gore
HIF-1a gen anlatim1 karanlik normoksi ortaminda degismezken hipoksi ortamda 2,6 kat
artmasi hipoksi ortamin olustugunu gostermektedir. NGL-5 uygulandiginda ise 1,4 kat
azalma olmast G4 ligandinin HIF-la gen promotoriine baglanarak anlatimim
baskiladigini gostermektedir (Sekil 4.31). Isik varliginda HIF-1a gen anlatimi karanlik
normoksi ortaminda degismezken hipoksi ortamda NGL-5 varliginda 1,2 kat azalmistir.
BCL-2 gen anlatimi1 karanlik normoksi ortaminda NGL-5 varliginda 1,4 kat azalmistir,
fakat hipoksi ortamda 1,3 kat artmistir. Isik varliginda BCL-2 gen anlatimi karanlik
normoksi ortaminda degismezken hipoksi ortamda NGL-5 varliginda 1,2 kat azalmistir.
MYC gen anlatim1 biitiin ortamlarda NGL-5 varliginda anlamli bir azalma goriildii.
VEGFA gen anlatimi karanlik ve 151k normoksi ortaminda degismezken hipoksi
ortaminda NGL-5 varliginda anlamli bir azalma goriildii. Ayrica 151k ortaminda biitiin
genlerin anlatim1 karanlik ortama kiyasla daha az olmasi DNA oksidasyonunun

gerceklestigini diislindiirmektedir. Ligandin etkisinin gorece zayif olmas1 da ligandin G4
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stabilizasyonuna bagli etkisinin oksidasyona oranla daha az olabilecegini

diisiindiirmektedir (Redstone vd., 2019).
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Sekil 4.31. NGL-5 ligandinin MCF7 hiicrelerindeki gen anlatimi degisimi. 100 uM CoCls ile hipoksi
ortam olusturulmustur. ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3). DNK: karanlik normoksi kontrol,
DNS: karanlik normoksi 5 uM NGL-5, DHK: karanlik hipoksi kontrol, DHS5: karanlik hipoksi 5 uM
NGL-5, LNK: 151k normoksi kontrol, LN5: 151k normoksi 5 pM NGL-5, LHK: 151k hipoksi kontrol, LHS5:
151k hipoksi 5 uM NGL-5.

4.6.6. NGL-5 ligandina bagh guanin oksidasyonunun in vitro belirlemesi

Yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS) varligi hiicresel hasara, oksidatif
strese veya DNA hasarina yol agabilir. Oksidasyon sonucunda DNA onarim
mekanizmasinin tetiklendigi, hiicrede oksidatif stres olustugu bilinmektedir (Cadet v.d.,
2017). Oksidatif DNA hasari, diislik oksidasyon potansiyeli nedeniyle cogunlukla guanin
bazlarinda meydana gelmektedir (Margolin v.d., 2006). NGL-5 ligand1 151k ile
uyarildiginda BODIPY gdvdesinde bulunan agir iyot atomlart araciligiyla singlet oksijen
(10y) iirettigi singlet oksijen tuzak bilesigi olan DBPF molekiiliiniin absorbans degisimi
ile gosterildi. Bu calismada guanin oksidasyonunu gdstermek icin 8-okso-7,8-
dihidroguanin (8-OHdG) hedefli antikor kullanilarak akis sitometrisi deneyi
gergeklestirildi. Sonuglara gore 5 uM NGL-5 varliginda ve 151k altinda hiicrede 8-OHdG

olustugu ve en fazla olusumun da 151k ile uyarilmis 6rnekte oldugu gozlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.32. NGL-5 ligandi ile hiicrede 8-OHdG olusumu. 100 uM CoCl2 ile hipoksi ortam
olusturulmustur. a) Akis sitometrisi histogramlari, b) Antikor pozitif hiicre sayisi. DNK: karanlik
normoksi kontrol, DN5: karanlik normoksi 5 uM NGL-5, DHK: karanlik hipoksi kontrol, DHS: karanlik
hipoksi 5 uM NGL-5, LNK: 151k normoksi kontrol, LNS5: 1s1k normoksi 5 uM NGL-5, LHK: 11k hipoksi

kontrol, LHS5: 1s1k hipoksi 5 uM NGL-5. (n > 3).
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4.6.7. NGL-5 ligandinin metastaza etkisi

Tliimor metastazi, kanser hiicrelerinin birincil tiimdr biiylimesinin ilk bolgesinden
cogaldiklar1 ve ikincil tiimorler olusturduklar uzak organlara yayilmasidir. Bu siireg
epitel-mezenkimal ge¢is (EMT) ile baslar ve hiicre-hiicre ile hiicre-matriks yapisindaki
gorevli birgok proteinin diizenlenmesini igerir (Zhang v.d., 2015). Ayrica HIF1
transkripsiyon faktorii EMT iligkili E-kaderin (CDH1), WNT1, TWIST, SNAIL, ZEBI,
MMP gibi metastazda gorevli proteinlerin anlatiminda etkilidir (Bao v.d., 2021). NGL-5
G-kuadrupleks ligandinin HIF-1a genini baskilamasiyla EMT yolag1 iizerindeki etkisi
arastirildi. Plaka lizerinde olusturulan hiicresiz yaranin zamanla hiicre gocii ile kapanmasi
analiz edildiginde ve qPCR sonuglar1 degerlendirildiginde 5 uM NGL-5, metastaz

egilimini, hiicre go¢iinii anlaml1 oranda inhibe etmistir (Sekil 4.33, 4.34).
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Sekil 4.33. MCF7 insan meme kanseri hiicre hattinda yara alaninin NGL-5 varligindaki degisimi
normalize edilmis sonug grafikleri. a) 24 saat inkiibasyon normalize edilmis sonu¢ grafigi, b) 48 saat
inkiibasyon normalize edilmis sonug grafigi. DNK: karanlik normoksi kontrol, DNS5: karanlik normoksi 5
puM NGL-5, DHK: karanlik hipoksi kontrol, DHS: karanlik hipoksi 5 uM NGL-5, LNK: 151k normoksi
kontrol, LN5: 151k normoksi 5 pM NGL-5, LHK: 151k hipoksi kontrol, LHS: 151k hipoksi 5 uM NGL-5. (n
> 3). 100 uM CoC12 ile hipoksi ortam olusturulmustur.
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Sekil 4.34. MCF7 insan meme kanseri hiicre hattinda yara alaninin NGL-5 varligindaki migrograf
goriintiileri. a) Karanlik deney grubuna ait 24 ve 48 sonras1 migrograflari, b) Isik deney grubuna ait 24 ve
48 sonras1 migrograflart. DNK: karanlik normoksi kontrol, DNS5: karanlik normoksi 5 uM NGL-5, DHK:

karanlik hipoksi kontrol, DHS: karanlik hipoksi 5 uM NGL-5, LNK: 151k normoksi kontrol, LN5: 151k
normoksi 5 pM NGL-5, LHK: 11k hipoksi kontrol, LHS: 151k hipoksi 5 pM NGL-5. (n > 3). 100 uM
CoCl, ile hipoksi ortam olusturulmustur.
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EMT siirecinde gorevli proteinlerin gen anlatimi degisimi sonuglarina
bakildiginda hipoksi ortaminda NGL-5 ve 151k uygulanmig 6rneklerde kontrol grubuna
kiyasla EMT yolagimmin baskilandig1r belirlendi. E-kaderin (CDHI1) hiicre-hiicre
baglantisindan sorumlu bir proteindir ve anlatiminin azalmasi hiicrelerin birbirinden
ayrilmasiyla sonuglanir. CDH1 gen anlatimi karanlik hipokside NGL-5 uygulamasiyla
1,8 kat artmistir. Vimentin (VIN) ise hiicreye esneklik kazandirarak hareketliligi
destekler, hipoksi ortaminda 151k altinda NGL-5 uygulamasi VIM gen anlatimini anlamli
olarak azaltmistir. TWIST ve SNAIL transkripsiyon faktorleri EMT siirecinde gorevli
pek cok proteinin anlatimini diizenler. Bu transkripsiyon faktdrlerinin gen anlatimi da
NGL-5 varliginda azalmistir, 6zellikle karanlik hipoksi ortamimnda TWIST gen anlatimi
4,65 kat azalmigtir. WNT transmembran proteinidir ve Wnt sinyal yolagi ile SNAIL
sentezini tetikler. Karanlik hipoksi ortaminda 3,6 kat anlatimi azalmistir. ZEB2
transkripsiyon faktorii de CDH1’in baskilanmasi ve vimentinin salgilanmas1 gibi EMT
stirecini baslatilmasinda gorev alir. ZEB2 gen anlatim1 da NGL-5 varliginda azalmistir.
Biitiin sonuglar degerlendirildiginde NGL-5’1n 6zellikle hipoksi ortaminda EMT siirecini
baskiladig1 belirlendi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. MCF7 hiicre hattinda NGL-5 ligandinin EMT iligkili genler tizerine etkisi. DNK: karanlik
normoksi kontrol, DNS5: karanlik normoksi 5 uM NGL-5, DHK: karanlik hipoksi kontrol, DHS: karanlik
hipoksi 5 uM NGL-5, LNK: 151k normoksi kontrol, LN5: 151k normoksi 5 uM NGL-5, LHK: 151k hipoksi

kontrol, LHS5: 151k hipoksi 5 uM NGL-5. 100 uM CoCl; ile hipoksi ortam olusturulmustur. ACTp referans
gen olarak kullanildi (n > 3).



117

* %k

* %k % *k
* %k k k 1.5

[
* *

_ry

0.5 i - _
I ﬁ
DNKDN5 DHKDH5 LNK LN5 LHK LH5 0.0- T T

*
1
0_—— I I I
1 1
DNKDN5 DHKDH5 LNKLN5 LHK LH5

-
o
|

WNT1
Gen Anlatimi Degisimi
1]
]
ZEB2
Gen Anlatimi Degisimi

Sekil 4.35.(devam) MCF7 hiicre hattinda NGL-5 ligandinin EMT iligkili genler lizerine etkisi. DNK:
karanlik normoksi kontrol, DN5: karanlik normoksi 5 pM NGL-5, DHK: karanlik hipoksi kontrol, DHS5:
karanlik hipoksi 5 uM NGL-5, LNK: 151k normoksi kontrol, LN5: 151k normoksi 5 uM NGL-5, LHK: 151k
hipoksi kontrol, LHS: 1s1k hipoksi 5 uM NGL-5. 100 uM CoCl; ile hipoksi ortam olusturulmustur. ACTf

referans gen olarak kullanildi (n > 3).

4.7. Histon Deasetilaz Enzimi ile Aktiflesen G4 Ligandi: NGL-7

G-kuadrupleks yapisinin  onkogen promotér ve telomer bolgelerinde
yogunlagmasi, dinamik agilir-kapanir yapist kanser arastirmalart i¢in yeni bir alan
sunmustur. Sentezlenen pek c¢ok G4 ligandimin 151k, sicaklik ve pH gibi ortam
kosullarinda veya hiicresel enzimlerin varliginda aktiflesebilir molekiil tasarimi kanser
hiicresinin hedeflenmesine olanak tanir. Bu tez calismasinda ise histon deasetilaz
(HDAC) enziminin taniyacagi asetillenmis butil-amin birimi bulunan BODIPY temelli
G4 ligand1 (NGL-7) sentezlendi. Normal kosullar altinda yiiksek halde bulunan NGL-7
molekiilii HDAC tarafindan deasetillenerek pozitif yiiklii amonyumu bulunan NGL-8
molekiiliine doniiserek aktiflesir. NGL-7nin G4 yapisina ilgisi yokken NGL-8’in yiiksek
ilgisi FRET DNA erime testi ile tespit edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla kanser

hiicresine etkisi arastirildi.

4.7.1. Histon deasetilaz enzim uygulamasi

Histon deasetilaz enzimi varliginda deasetilasyonu gostemek icin yiiksek
performasnli s1vi kromatografisi (HPLC) kullanildi. Bunun i¢in 20 uM NGL-7 ile 200
nM HDAC6 PBS (pH 7.4) icinde 24 saat, 37°C’de inkiibe edildi ve 6rnek HPLC
kullanilarak analiz edildi. 24 sonunda NGL-7’nin tamaminin NGL-8’e doniistiigii
goriildii (Sekil 4.36). Fakat NGL-7 deasetilasyonu sadece HDAC6 enzimine bagimli veya

6zgiin olmayabilir. Insan HDAC enzim ailesinin 18 iiyesi ve sirtuin (SIRT) deasetilaz
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enzimleri gibi pek cok farkli deasetilaz bulunur. Bu deasetilazlarda NGL-7’nin asetil

birimini tanty1p hidroliz gerceklestirebilir.
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Sekil 4.36. NGL-7, NGL-8 ve HDACG6 uygulanmig NGL-7’e ait HPLC spektrumu. NGL-7 (20 uM) ve
histon deasetilaz 6 enzimi (200 nM) PBS (pH: 7,4) tamponunda uygulandi.

4.7.2. Farkl hiicre hatlarinda HDAC seviyesinin belirlenmesi

Sitoplazmada ve niikleusta bulunan HDAC6 ile sadece niikleusta bulunan
HDAC?2 enzimlerin gen anlatimi farkli hiicre hatlarinda mRNA seviyesinde arastirildi.
HDAC enziminin en fazla anlatim yapildig1 hiicre hattinin belirlenmesi ve ileri hiicre
kiiltiirii deneylerinin yapilmasi amaclandi. Sonuglar normal insan hiicresi olan HUVEC
hiicre hattina normalize edildi. HDAC6 ve HDAC2 gen anlatimi HEB3B, HTCI118,
SW480 ve 1929 hiicre hatlarinda en az 2 kat fazla yapildigi belirlendi (Sekil 4.37). Insan
hiicreleri arasinda HCT116°da her iki enzimin de anlaml1 derecede fazla olmasi nedeniyle

ileri deneylerde bu hiicre hatt1 G4 ligandinin etkinligini test etmek i¢in kullanilmstir.
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Sekil 4.37. Farkl1 hiicre hatlarmda HDAC6 ve HDAC2 gen anlatimi degisimi. ACTP referans gen olarak
kullanild1. (n > 3).

4.7.3. NGL-5’in hiicre canhihgina etkisi

Genis yelpazede MCF7 (insan meme kanseri), A549 (insan akciger kanseri), B16-
F10 (fare melanoma), RAW264.7 (fare makrofaj), Hep 3B2.1-7 (insan karaciger kanseri),
HTC116 (mikrosatelit kararsiz insan kolon kanseri), SW480 (mikrosatelit kararli insan
kolon kanseri), Huvec (insan normal gobek kordonu endoteli), L929 (fare normal
fibroblasti) hiicre hatlar1 lizerinde gergeklestiren 24 saatlik toksisite ¢aligmasinda 40 uM
derisime kadar NGL-7’nin toksik etkisi goriilmedi. Fakat 8 giinliik uzun inkiibasyon
sonucunda koloni olusumu incelendiginde HTC118 hiicre hattinda 5 ve 20 pM NGL-
7’nin sirastyla %35 ve %73 oraninda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlendi
(Sekil 4.38).

NGL-7 ve 1 uM HDACS6 inhibitoriiniin (1,2,3,4-tetrahydro-N-hydroxy-2-[(1-
methyl-1H-pyrrol-2-yl)carbonyl]-6-isoquinoline carboxamide) es zamanli
uygulamasinda o6zellikle 5 pM NGL-7’nin hiicre proliferasyonundaki negatif etkisi
azalmistir. Bu durum HPLC sonucuyla birlikte degerlendirildiginde HDAC6 enziminin
deasetilaz enzimleri arasinda NGL-7’nin aktiflesmesinde etkili olanlardan biri oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.38. a) Farkli hiicre hatlarinda NGL-7’nin hiicre canliligina etkisi. b) NGL-7 (5 uM) ve HDAC6
inhibitori (1 uM) igeren ve igermeyen orneklerdeki 8 giinliik koloni olusumu deneyi fotograflar: ve sonug
grafigi.

4.7.4. In vitro NLG-7 ligandinin lokalizasyonu ve g-kuadrupleks stabilizasyonu

Yeni nesil BODIPY temelli G-kuadrupleks ligandinin hiicre i¢indeki lokasyonu
floresans mikroskobu ve G4 yapisina olan ilgisi Anti-G4 antikoru ile akis sitometrisi
kullanilarak incelendi. Buna gére HTC116 hiicre hattinda 3 saat inkiibe edilen NGL-7 ve
NGL-8’nin niikleusta lokalize oldugu ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi bilinen DAPI
boyasi ile kolokalize olmasi ile anlasildi (Sekil 4.39). Yiiksiiz-pasif formdaki NGL-7,
yuklii-aktif formdaki NGL-8’e gore niikleusta 2 kat fazla floresan sinyali vermesi yiiksiiz
halinin hiicre penetrasyonunun daha fazla olduguna isaret ediyor olabilir.

Yapilan akis sitometri analizlerinde, NGL-7’nin hiicredeki G4 yapisina kararl
kilma yetenegi derisim artisina bagl olarak artmaktadir (Sekil 4.39). Ayrica HDAC6

inhibitoriiniin, G4 yapisinin kararliligina pozitif etkisi oldugu goriildii.
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Sekil 4.39. NGL-7 ligandinin in vitro lokalizasyonu ve G4 satabilizasyonu. a) NGL-7 (50 uM) ligandinin
HTC116 hiicresindeki lokalizasyonunu gosteren floresan mikroskop ile analizi. b) NGL-7 (5 uM) ve
HDACS6 inhibitorii (1 uM) igeren ve igermeyen Orneklerdeki G4 stabilizasyonunu gosteren akis
sitometrisi sonucu ve analiz grafigi.

4.7.5. NGL-7 ligandinin gen anlatimina etkisi

Histon deasetilaz enzimi tarafindan aktiflesen G-kuadrupleks ligandi NGL-7’nin
promotoriinde G4 yapisi bulunan ve bulunmayan onkogenler ile immiin sisteme ait genler
tizerindeki etkisi transkripsiyonel seviyede arastirildi. Saglikli insan endotel hiicresi
HUVEC, mikrosatallit karasiz kolorektal karsinom HTC116 ve mikrostallit kararli kolon
adenokarsinom SW480 kullanilarak 5 ve 20 pM NGL-7 uygulandi. Hiicrede genel
transkripsiyon faktorii olarak islevli ve G4 yapis1 bulunmayan TBP1 gen anlatiminda
HUVEC hiicresinde doza bagl artis goriiliitken HTC116 ve SW480 hiicre hatlarinda
anlamli bir degisim olmadi. G4 yapis1 bulunan BCL-2, TERT ve VEGFA gen anlatiminda
HTC116 ve SW480 hiicre hatlarinda baskilanma meydana gelirken HUVEC hiicrelerinde
negatif etki olmadi. MYC gen anlatimi biitiin hiicre hatlarinda NGL-7’den etkilenmedi.
HDACS6 gen anlatimi ise doza bagli azalma goriildii. Hiicre-hiicre baglanti proteini CDH1
gen anlatiminda azalma ve hiicre go¢ii, metastazda rol oynayan TWIST gen anlatiminda

artma olmast EMT siirecini tetikleyebilir. NGL-7’nin immiin sistem iizerindeki etkisi
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immiin kontrol noktas1 ligandi PD-L1 ve insan 16kosit antijenleri HLA-B, HLA-E, HLA-
F gen anlatimlar1 incelendi. PD-L1 gen anlattmi1 HUVEC hiicresinde doza bagli artarken
kanser hiicrelerinde fark olmadi. HLA gen anlatimlarinda ise az da olsa anlamli bir
azalma meydana geldi. NK ve sitotoksik T hiicrelerinin kusurlu hiicreleri tanimasinda
gorevli HLA genlerinin azalmasi otoimmiin hastaliklara kars1 bir strateji gelistirmek i¢in
kullanilabilir. Ayrica mikrosatellik kararsizligi bulunan HTC116 hiicre hattinda HLA gen
bolgelerindeki genomik kararsizlik bu hiicrelerde HLA gen anlatimimi etkileyecek

diizeydedir (Kloor vd., 2010, Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. NGL-7 (5 ve 20 uM) ligandinin HUVEC, HTC116 ve SW480 hiicre hatlarindaki gen
anlatimina etkisi. ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).



123

* %k %k

* %k
* *
1.5 . % * kX % o %
* %k %k %
£ * £ 10 M = .
72 [
> 1.0 L - D
a0 [ a]
w = 0 =
o E <E
g s T & 0.5
& 0.54 2
c c
[ [}
o o
0.0 T T T 0.0 T T T
(0 5 2 0 5 2 0 5 2, (0 5 20 0 5 20 0 5 20,
"hovee ' Hrctte T swaso ! "hovec ' HTc1te '' swaso !
il * ok * %k % ¥
2.0+ X
£ 1.0 l L L
) £ 154
o T * *
= = [m)
5 E B¢
O & 0.5+ 2 = 107
: 2
c <
g g 0.5
0.0 T T T 0.0-
(0 5 20 0 5 2 0 5 20, 0 5 20 5 20
""Hovec ' Hrc11e ' swaso ! M huvec | | HTC116 || swaso !
1.5 1.5
* %
E E * * %
ur =
—— u»
D 1.0 - 1.0 sl L
~ 0 (m)
o= @
2 E < E
= < E
o © T E
& 0.5 Z 0.5
o 5
o o
0.0 T T 0.0 T T T
[0 5 20, 0 5 20, (0 5 20 0 5 20 0 5 20,
""Huovec ' ' HTct1e | ' swaso ! Mhovee ' Thrcis '7 swaso !
* %k
1.5 yT‘ * ¥
* %k %
E * ok * * = 1.0 L I
E |—‘ E
;HE)) 1.0 i l )g
w 2 L3
< E < E
= =
ITE T & 05-
< 0.5 £
c c
é o
0.0 T r 0.0 . ,
/0 5 20 0 5 2 0 5 20, (0 5 20 0 5 2 0 5 20
""Huovee ' " Hre11e 'Y swaso ! Paovee ' Tarets 7 swaso !

Sekil 4.40.(devam) NGL-7 (5 ve 20 uM) ligandimin HUVEC, HTC116 ve SW480 hiicre hatlarindaki gen
anlatimina etkisi. ACTp referans gen olarak kullanildi. (n > 3).
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HDACS6 inhibitorii (1 pM), normal epitel HUVEC hiicresinde BCL2, TERT ve HDAC
anlatimini sirasiyla 2,2, 2.4 ve 3,8 kat artirmistir. HDAC6 inhibitorii ve NGL-7 birlikte
uygulandiginda ile NGL-7 dozuna bagh olarak gen anlatimlarinda azalma gergeklesti.
Fakat mikrosatellit kararsizli§i bulunan kolorektal karsinom HTCI116 hiicresinde ise
HDACS6 inhibitéri BCL2, TERT ve HDAC anlatimini 2 kattan fazla azaltmistir. NGL-7
uygulandiginda da BCL-2 ve TERT gen anlatiminda azalma devam etmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. NGL-7 ligandinin HUVEC ve HTC116 hiicre hatlarindaki gen anlatimina etkisi. a) Huvec
hiicre hatti. b) HTC116 hiicre hatti. HDACG6 inhibitorii (1 pM), ACTp referans gen olarak kullanildi.
Deneyde belirtilen kontrol grubu inhibitér veya G4 ligand1 uygulanmamis grubu ifade etmektedir (n>3).
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

G-kuadrupleks yapis1 niikleik asitlerin guanince zengin bolgelerinde olusan ve
dizi igerigine, uzunluguna, monovalent katyona bagli olarak farkli konformasyonlarda
bulunan ikincil bir yapidir. G-kuadrupleks yapisinin kanser olusumu ve gelisiminden
sorumlu onkogen anlatimin etkilemesi bu yapilarin anti-timdr tedavi yontemi olarak
kullanilmasi agigindan bilim diinyasinin ilgi odagi olmustur (Neidle 2017). Bu amagcla
dinamik G-kuadrupleks yapisinin diizenlenmesine olanak taniyan kiiciik molekiiller
gelistirilmistir. Giiniimiize kadar G-kuadrupleks yapisina baglanabilen ve stabilize
edebilen bir¢ok molekiil sentezlenmis ve g¢alisgiimistir (Wang v.d., 2022). Bu tez
calismasinda secici olarak G-kuadrupleks yapisina baglanan BODIPY temelli, farkl
sayida pozitif yiiklli, fonksiyonel gruplu, nitrorediiktaz veya histon deasetilaz enzimleri
tarafindan aktiflestirilebilen ve fotoduyarlastirict O6zelliklere sahip G4 ligandlar
tasarlandi ve sentezlendi. Fotofiziksel opmizasyonu i¢in absorbans ve emisyon
spektrumlar1 alindi. BODIPY ana gdvdesinin 3,5-pozisyonundaki distiril yapida eklenen
siibstitlientler ana gévdenin konjugasyonu arttirarak absorbans spektrumda batokromik
kaymaya neden olmustur. Ayrica bu modifikasyon floresan emisyonlarini
soniimlenmistir (Cizelge 4.1). Sentezlenen biitiin G4 ligandlar1 PBS i¢inde yiiksek oranda
¢ozlindiigii gézlenmistir. Oda sicakliginda ve PBS i¢inde en kararli G4 ligand1 ise NGL-
4’tiir (Sekil 4.2). G4 ligandlarinin G4 yapisina olan ilgisi FRET DNA erime analizi ve
DNA absorbans titrasyon deneyiyle belirlendi. Ligandlarin pozitif yiik sayis1 arttikca G4
yapisma olan ilgisi artmaktadir. Ug pozitif yiike sahip NGL-4, G4 yapisina kars1 en
yiiksek afiniteye sahiptir ve G4 yapis1 bulunmayan oligomere baglanmayarak G4 segici
0zelligi bulunmaktadir. Hig pozitif yiik bulunmayan NGL-8, hem G4 yapis1 bulunan hem
de bulunmayan DNA’ya baglanmamistir. Ayrica BODIPY gdvdesine distiril yapida
ammonyum tuzu bulunan ligandlar piridinyum bulunan ligandlara kiyasla G4 yapisim
daha fazla stabilize ettigi bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu durum amonyum formunda
pozitif yiiklii distril BODIPY molekiiliiniin G4 yapisina segici olarak baglandigini ve
sentezlenen G4 ligandlarmin potansiyel hedefli ilag tasarimina uygun oldugunu
gostermektedir.

Ligandlarin G4 stabilizasyonuna etkisi anti-G4 antikoru ile floresan mikroskobu

ve akis sitometrisi yontemleri kullanilarak in vitro analizi gergeklestirildi. B16-F10
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hiicrelerinde NGL-4 uygulamasi sonrasi hem floresan mikroskobunda hem de akis
sitometrisinde 20 pM derisimde G4 stabilizasyonunda anlamli olarak yaklasik 3 kat artig
elde edildi. Ayrica aymi derisimde NGL-4’lin, G4 yapisina baglandig1 bilinen TMPyP4
ligandina gore G4 yapisin1 daha kararh kildigi tespit edildi.

A549, B16-F10 kanser hiicre hattt ve RAW264.7 normal makrofaj hiicresinde
NGL-4’{in 24 saatlik uygulamasinda 20 uM derisime kadar sitotoksik etki olmamustir.
fleri hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda uygulama dozu olarak G4 baglanma deneyleri baz
alindi ve 5 uM belirlenmistir. Promotor bolgesinde G4 yapisi olan onkogenlerin (BCL-2,
cMYC, HIF-1a ve VEGFA) gen anlatimin1 B16-F10 kanser hiicresinde baskilanirken
RAW264.7 normal makrofaj hiicresinde degisim gostermemistir. Bu sonuglar, genomik
kararsizlig1 sahip kanser hiicresinde G4 yapisinin daha kolay olugmasi veya stabil
kalmasindan dolayr G4 ligandinin kanser hiicresini hedefleyebildigini gostermektedir
(Kosiol vd., 2021, Richl vd. 2024). B16-F10’da pro-inflamatuar sitokin IL-6 gen
anlatiminda 2,7 kat azalmasi1 anti-tiimor yolaklarin tetiklenmesine yardimer olur. Ayrica
NGL-4’tin IL-6 ve VEGF anlatimini diiglirerek tiimor gelisimi ve anjiyogenezini
engelledigi literatiirdeki caligmalarla uyumludur (Wei vd., 2003). G4 ligandinin DNA
hasar1 ve mikroniikleus olusumunu tetikledigi boylece cGAS-STING yolagmi aktive
ederek kemokin salgilanmasindaki rolii literatiirde gosterilmistir (Miglietta vd., 2021). Bu
calismada da NGL-4’iin CCL2 ve CCL5 kemokinlerinin gen anlatim1 azaltmasi literatiirii
desteklemektedir. MYC transkripsiyon faktorii PD-L1 gen anlatiminda rolii vardir ve
NGL-4 ile elde edilen bulgular iki genin anlatimindaki azalmada korelasyon gosterdigine
isaret etmektedir (Nirala, 2025). Katepsin B (CTSB), antijen islenmesinde rol alan bir
proteaz enzimidir ve tiimor immiinolojisinde cift yonlii etkisi vardir. Tiimorle iligki
proteinleri dogru oranda parcalayarak immiin sistemin taniyabilecegi peptitler
olusturabilir veya asir1 parcalanma sonucu proteinler tamamen ortadan kalkabilir ve
immiinbaskilama olusur (Deng vd., 2022). NGL-4 uygulamas: B16-F10 hiicrelerinde
CTSB gen anlatimint azaltmasi tiimorle iligkili proteinlerin tamamen yikiminin 6niine
gecebilir. Fakat sitotoksik CD8" T hiicrelerinin tanimasindan sorumlu membran
reseptorlerinden MHC-1 gen anlatim1 NGL-4 uygulamasiyla azalmasi kanser hiicresinin
sitotoksik CD8" T hiicresi tarafindan taninmasina engel olabilir. RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinde NGL-4 farkli etkiler gostermistir. Ko-kiiltiirdeki makrofajda IL-1B gen
anlatimindaki azalma immiinbaskilayici hiicrelerin TMC’den uzaklagmasma ve
sitotoksik T hiicrelerinin TM(C’ye cekilmesine ve aktiflesmesine yardimci olabilir

(Garlanda vd., 2025). Ayrica VEGFA ve IL-1B anlatiminin baskilanmasindaki
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korelasyon literatiirle uyumludur (Voronov vd., 2014). IL-10 gen anlatimindaki azalma
M1 polarizasyonu sagladigi, sitotoksik T hiicrelerini aktiflestirdigi i¢in immiin
diizenlenmesinde kritiktir ve NGL-4 IL-10 gen anlatimini baskilamistir (Sun vd., 2024).
Fare modellerinde yapilan ¢alismalar CCL5 kemokininin CD8" T hiicrelerinin TMC’ye
cekilmesinde rolii oldugu gosterilmistir (Johrer vd., 2008). Bu baglamda ko-kiiltiirdeki
makrofaj hiicresinde NGL-4 varliginda kemokin gen anlatimmin artmasi immiin
hiicrelerini TMC’ye ¢ekerek immiin aktif sicak bolge olusumuna potansiyel bir katkisi
olabilir. Sonuglara gore, NGL-4 bilesiginin toksik olmayan derisimde immiin-modiilator
davranigi1 gosterdigi gozlenmistir.

Hipoksi ortaminda aktiflesen ve promotdriinde G4 yapist bulunan HIF-1a
transkripsiyon faktorii sitokinlerin anlatimini arttirir ve ayni zamanda artan sitokin
miktar1t NF-xB araciligiyla HIF-1a degradasyonunu engeller (Malkov vd., 2021). Boylece
HIF-1a ve sitokinler birbirlerini destekleyerek tiimor gelisiminde gorev alir. Bu tez
calismasinda, A549 hiicre hattinda hipoksi ortaminda HIF-1a ve sitokinlerinin (IL-18, IL-
6 ve IL-8) gen anlatiminin artmasi literatiirle uyumludur. NGL-4 varliginda ise bu gen
anlatimlarmin baskilanmast HIF-la promotdriindeki G4 stabilizasyonundan dolay1
gerceklesmis olabilir. Ayrica bu transkripsiyonel baskilayict etki P. aeruginosa ile
enfekte edilen A549 hiicrelerinde daha fazla gézlenmistir. Bu durum NGL-4’iin timor
gelisimini  baskilama 06zelliginin yani1 sira sitokin firtinasini  6nlemesi kronik
inflamasyonu durdurma potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Fakat P. aeruginosa ile
enfekte edilen A549 hiicrelerinde HIF-1a gen anlatiminin degismemesi bakteri tarafindan
salinan 2-alkil-4-kinolon gibi sinyal molekiillerinin HIF-la proteinin 26S-proteazom
proteolitik yoluyla yikimina neden olmasindan kaynaklanabilir (Legendre vd., 2012).
Ayrica inflamatuar sitokinler NF-kB, MAP kinaz veya Ras-MEK1/2-ERK1/2 sinyal
yolaklar1 araciliftyla mukus genlerinin (MUCSAC, MUCS5SB ve MUC?2) anlatiminm
baglatir (Thai vd., 2008). Hipoksi ortaminda P. aeruginosa ile enfekte olan ve olmayan
A549 hiicrelerinde mukus gen anlatiminda azalma belirlendi. Sonug¢ olarak NGL-4
bilesiginin hipoksi ortaminda HIF-la gen anlatimmi baskilamasi sitokin ve musin
anlatimin1 da baskilayarak kronik inflamasyonun 6niine gegmesine, timor gelisiminin
durdurulmasina ve ila¢ penetrasyonunun artmasina yardimci olarak ¢ok yonlii bir immiin-
modiilator etki sunabilmesine imkan verebilecegi degerlendirilmistir.

A549 hiicrelerinin P. aeruginosa ile enfeksiyonunda AHL molekiilleri ilave
edilerek quorum sensing aktivasyonu saglandiginda NGL-4’{in davranig1 degismektedir.

Ozellikle dért karbonlu AHL1 molekiilii varliginda NGL-4 hem sitokinlerin hem de
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musin gen anlatimini artirmistir. Quorum sensing aktiflestiginde sinyale bagli olarak
NGL-4 hiicresel savunmay1 destekleyici farkli bir yolaga katiliyor olabilir. Daha sonra P.
aeruginosa lizerinde NGL-4’ln etkisi aragtirilmistir. Sitotoksik 6zelligi olmamasina
ragmen AHL sentezinden (lasl, rhll) ve reseptorlerinden (r2/R) sorumlu gen anlatiminda
0zellikle normoksi kosulunda baskilanma gozlendi. Hipoksi ortaminda ise anlamli bir
degisim olmamasi CoCly’nin bakteri kiiltiiriinde hipoksi ortamini taklit etmek i¢in etkili
olmamasindan kaynaklanabilir ve agir metal toksisitesi, biyofilm olusumunu tetikler
(Gupta vd., 2014). Bu tez ¢alismasinda da CoCl; uygulamasiin biyofilm olusumunu
artirdigi gozlendi. AHL molekiilleri ve NGL-4’lin es zamanli uygulandigi orneklerde
sadece AHL1’in gen anlatimina anlamli bir etkisi olmustur. AHL sentetaz rhll gen
anlatimi artarken AHL reseptorii /asR gen anlatimi azalmistir. Bu durum bakterinin
ortama AHL molekiilleri salinip quorum sensing aktif tutmasina fakat reseptoriin
baskilanarak ilgili asag1 genlerin aktivasyonunun durdurulmasina neden olabilir.

RNA-dizileme yontemiyle NGL-4’{in genis kapsaml1 etkisi incelendiginde enerji
metabolizmasi, PI3K-Akt-mTOR sinyal yolagi, otofaji siireclerine ait genlerde anlaml
bir azalma gorilmiistir. Bu durum NGL-4’tin cMYC, VEGFA, gibi ana regiilator
onkogenlerde G4 stabilizasyonu saglamasi ve sonrasinda agagi regiilasyon ile bu yolaklari
etkilemesinden kaynaklanabilir. Ayrica G4 yapilar1 mitokondriyal DNA ve RNA gibi cok
cesitli sayida bulundugu icin hiicre iginde farkli yolaklarda gorevli proteinlerin
translasyonunu etkileyebilir (Bugaut vd., 2012).

Hipoksi ortamda aktiflesen ve fotoduyarlastirici 6zellikteki NGL-5 ile yapilan
caligmalarla ligandin singlet oksijen iliretme kapasitesi absorbans spektrum ve guanin
oksidasyonu olusturmasi akis sitometrisi analiziyle belirlendi. Singlet oksijen kuantum
verimi NGL-5’in yiiksiiz piridin formunda pozitif yiklii formuna gore daha yliksek
olmas1 aslinda ligandin DNA’ya baglandiktan sonra yiikiiniin ndtrlenecegi icin serbest
haline kiyasla daha fazla singlet {iretebilecegini diisiindiirmektedir. Hiicre i¢i guanin
oksidasyonu {iriinii 8-okso-7,8-dihidroguanin (8-OHdG) olusumu incelendiginde en fazla
151k ve hipoksi ortaminda olustugu belirlendi. Fakat NGL-5 varliginda kontrole kiyasla
8-OHdG artirmistir, bu durum G4 stabilizasyonunun replikasyon stresi, DNA tamir
proteinlerinin hasarli bolgeyi tantyamamasindan dolay1 8-OHdG birikimini artirmasindan
kaynaklanmis olabilir (Fleming ve Burrows, 2020). MCF7 insan meme kanseri hiicre
hattinda karanlik ve normoksi ortamda toksisitesi olmazken hipoksi ve 1sikli ortamda
sitotoksisite gdstermektedir. Promotoriinde G4 yapist bulunan onkogenler (HIF-1a, BCL-
2, cMYC, VEGFA) 151k ve hipoksi ortamda baskilanmistir. Ayrica 11k ortaminda biitiin
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genlerin anlatim1 karanlik ortama kiyasla daha az olmasi DNA oksidasyonunun
gerceklestigini diistindiirmektedir. Tiimor metastazi siirecindeki genleri (CDH1, WNTI,
TWIST, SNAIL, ZEB2) NGL-5, onkogen anlatiminin baskilanmasi sonucu dolayli olarak
etkileyerek baskilamistir.

Histon deasetilaz enzimi ile aktiflesen G4 ligandi NGL-7’in HTC116 mikrosatelit
kararsiz insan kolon kanserindeki koloni olusumu takibi ile %73 oraninda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirlendi. Yiiksliz-pasif formdaki NGL-7, yiikli-aktif
formdaki NGL-8’e gore niikleusta 2 kat fazla floresan sinyali vermesi yiiksiiz halinin
hiicre penetrasyonunun daha fazla olduguna isaret ediyor olabilir. Ayrica ¢ pozitif yiiklii
NGL-4’e gore NGL-7 hiicrede G4 stabilizasyonunu daha fazla saglamistir. Bu durum
yiklii G4 ligandlarinin hiicre penetrasyonunda zayif kalmasindan kaynaklanabilir.
Saglikli HUVEC ve kanser HTC116, SW480 hiicre hatlar1 karsilastirildiginda NGL-7"nin
G4 yapist bulunan onkogen anlatiminda kanser hiicrelerinde baskilandigi, saglikli
hiicrede degisim olmadig1 belirlendi. Ayrica G4 yapist bulunmayan TBP-1 gen
anlatiminda biitiin hiicre hatlarinda baskilanma goriilmedi. Bu durum NGL-7 nin normal
hiicrelerde HDAC enzim seviyesinin diisiik olmasindan dolay: aktiflesemeyecegi ve
kanser hiicresinde ise asirt HDAC enzimi ile aktifleserek kanser hiicresini
hedefleyebildigini gostermektedir. Yapisal secicilik ile NGL-7"nin G4 yapisini tanidigini
DNA’ya rastgele baglanmadigini, yapi-spesifik 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda farkli yiik sayisina ve fonksiyonel gruplara sahip
yeni BODIPY temelli G4 ligandlar tasarlanmis ve sentezlenmistir. Ligandlar arasinda
G4 stabilizasyonu yapi-aktivite iliskisiyle belirlenmistir. Farkli kanser hiicrelerinde ve
tiimdr mikrogevresi i¢indeki kanser, makrofaj ve bakteri ko-kiiltiiriinde kanser gelisimi,
immiin sistem tepkisi, enfeksiyon ve inflamasyon yaniti arastirildi. NGL-4’{in farkl hiicre
tiplerine ve sinyallere gore immiin-modiilatér davranis sergiledigi gozlemlendi. Hiicre
tipine bagli enzim seviyesi ve G4 yapir seciciligi kullanilarak NGL-5 ve NGL-7
ligandlarinin kanser hiicresi hedefli terapotik ajan gelistirilmesinde literatiire katki

saglanmustir.
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5.2 Oneriler

Tez ¢alismasinda sentezlenen G4 ligandlarinin bilgisayar temelli yaklasimlarla
molekiiler doking calismalar1 yapilabilir. Boylece G-kuadrupleks yapisina nasil
baglandig1 belirlenebilir. Farkli topolojideki G4 yapilariyla kiyaslanabilir. Bu sayede G4
ligandlarina yeni fonksiyonel gruplar eklenerek modifiye edilebilir ve hedef G4 yapisina
daha secici ligandlar tasarlanabilir. G4 ligandlar1 ile 3D hiicre kiiltiirii veya deney
hayvanlan tizerinde in vivo arastirmalar yapilabilir. Transkriptom analizi sonucundaki

alternatif yolaklarda ligandlarin etkisi incelenebilir.
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EK-15. 5 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-16. 5 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).

10 3 |C38 H31 B F2 N4 O: +ESI Scan (rt: 0.116 min) Frag=90.0V Sample74.d
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EK-17. 5 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-18. NGL-2 molekiiliiniin "H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-db).
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EK-19. NGL-2 molekiiliiniin *C NMR spektrumu (101 MHz, DMSO-dp).
x10 3 [*ESI Scan (rt: 0.096-0.299 min, 124 scans) Frag=90.0V Sample10.d
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5
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
EK-20. NGL-2 molekiiliiniin kiitle spektrumu
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EK-21. 6 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl3).
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EK-22. 6 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
x10 4 [C19 H19 B F2 N2: +ESI Scan (rt: 0.132 min) Frag=90.0V Sample23.d
| 325.16654
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK-23. 6 nolu molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)
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EK-24. 7 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-25. 7 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
x10 3 |€18 H17 B F2 12 N2: +ES| Scan (rt: 0.103 min) Frag=90.0V Sample24.d
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4
3_
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
EK-26. 7 nolu molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)
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EK-27. 8 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl3).
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EK-28. 8 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).

%10 4 |TES! Scan (rt: 0.456 min) Frag=90.0V Sample25.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK-29. 8 nolu molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)

BEARASHBBELSRANS 9 5 5000000
el R e bl i
ARSI Ay ininirlnid | L
r [ |
‘ . [ ‘ L4000000
| I I8
' bl ' J
L3000000
F2000000
‘ L1 000000
j 1 | ‘
e —| o VJ‘\JPQL | LJ_. | LLJ " ’"JI" Lo
8 Le8xng 8 a
: . F g, . . : . . e . : . . g . : .
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0

f1 (ppm)

EK-30. NGL-3 molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCI;).
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EK-31. NGL-3 molekiiliiniin *C NMR spektrumu (400 MHz, CDCI;).
x10 3 |tESI Scan (rt: 0.103 min) Frag=90.0V Sample26.d
6 392.02533
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4_
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
EK-32. NGL-3 molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)
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EK-33. 10 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (iist) ve genisletilmis spektrum (alt)
(400 MHz, CDCl).
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EK-34. 10 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).

x10 5 |C30 H24 B F2 Nb&: +ESI Scan (rt: 0.227 min) Frag=90.0V Sample12.d
| 504.21582
0.8
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0.4
0.2
252.61177
ol 6074670 ag1.20700 | 552.48388
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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EK-35. 10 nolu molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)
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EK-36. NGL-4 molekiiliiniin "H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-db).
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EK-37. NGL-4 molekiilin *C NMR spektrumu (100 MHz, DMSO-ds). Yikama ve
tepkimeler sirasinda Ornek i¢inde kalan DMF (162.78, 34.87, 31.25) ¢oziiciilerin de

pikleri spektrumda gdriinmektedir.

x10 4 |*ESI Scan (rt: 0.086-0.351 min, 156 scans) Frag=90.0V Sample13.d

6 274.13890

| 182.75933

548.27695

217.10388 1 X 365.10125 469.38312 . 592.2;6631
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK-38. NGL-4 molekiiliin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (QTOF-LC/MS)
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EK-39. 11 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-40. 11 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
90 0 ESI
x10 4 C14 H11 N O4: +ESI Scan (rt: 0.147 min) Frag=90.0V Sample11.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK-41. 11 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-42. 12 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-43. 12 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).

User Spectra
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EK-44. 12 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.

[-10000

161



517
&

| 800

/ 750
700

650

550
500
450
400
350
300
250
200
150

100

I L b

w e o

5 53483 5

ol eng
]

00 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1. 10 05 00 05
f1 (ppm)

EK-45. 13 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-46. 13 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-47. 13 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-48. 14 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl3).
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EK-49. 14 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-50. 14 nolu molekiiliinii kiitle spektrumu.
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EK-51. NGL-5 molekiiliiniin "H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-dp).
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EK-52. NGL-5 molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, DMSO-dp).
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User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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EK-53. NGL-5 molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-54. 15 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-55. 15 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-56. 15 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-57. 16 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).

166



169.00

1557
— 14808
— 14312

Ji

i

1

1

1

1

1

1.

N
1485
1397

Ll J |

167

100000

(90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

-20000

10000

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

EK-58. 16 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).

User Spectra
Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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EK-59. 16 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-60. 17 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-61. 17 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-62. 18 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCI3).
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EK-63. 20 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-64. 20 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-65. 21 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-66. 21 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-67. 22 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-68. 22 nolu molekiiliiniin *°C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI3).
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EK-69. 22 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-70. 23 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-71. 24 nolu molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-72. 24 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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EK-73. NGL-7 molekiiliiniin aromatik bdlgesine ait 'H NMR spektrumu (400 MHz,
CDCl).
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EK-74. NGL-7 molekiiliiniin alifatik bélgesine ait 'H NMR spektrumu (400 MHz,
CDCl).
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EK-75. NGL-7 molekiiliiniin 1*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI;).
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EK-76. NGL-7 molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-77. 25 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-78. 25 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCI5).
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EK-79. 25 nolu molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-80. 26 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-81. 26 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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EK-82. 27 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl3).
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EK-83. 27 nolu molekiiliiniin 'H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-84. 27 nolu molekiiliiniin '*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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User Spectrum Plot Report

178

Sample Name 330 NGO57 Rack Pasition Instrument TOF Acq Operator SYSTEM (SYSTEM)
Inj Vol (uly 1 Plate Position IRM Status Success
Data File 330 NGO57.d Aca Method 200-2000+175V_  Comment Acq Time (Localy 12/17/2025 3:20:20
positive ,m AM (UTC-08:00)
106 [ TESI Scan (rt: 0,124 min) Frag=175.0V 330 NGO57.d
E 655.5515
1,051
n
0,95
0.9
0.85-
0.5
0.751
0.7
0,65
067
0.557
0.5 56,3537
0,457
0
0,35 654,3545
03]
0,25
esa.rss ‘
0.2
0.15+ ‘ ‘ | ‘ 657.3552
T
0.0 552.;‘3591 \‘ ‘I ‘\ “ |‘| 663.?426 6&7.“?721
| [ R i
_ o NNV VIV N o N 0 N A N
T T =T T T T T T B Sy e s B R T e S I
643 644 645 646 647 698 699 650 651 652 653 654 655 656 657 658 659 660 661 662 663 669 665 666 G667 668 669 670
Counts s, Mass-to-Charge (m/z)
User Spectrum Plot Report Agilent
Sample Name 330 NGO57 Rack Position Instrument TOF Acq Operator SYSTEM (SYSTEM)
Inj Vol (ul) 1 Plate Position IRM Status Success
Data File 330 NGO57.d Acq Method 200-2000+175 V_ Comment Acg Time (Local) 12/17/2025 3:20:20
positive ,m AM (UTC-08:00}
105 [+EST Scan (rt: 0.124 min) Frag=175.0v 330 NGOS7.d
5.1
o
4.8
6753563
4.6
4]
4.7
]
3.8
367
3.4
3. 697.3395
2
2.8
2.6
2.4
2.7
.
1.5
151 695.3434
1.4
1.7
1+
0.8
061 6854200 713,3200
" 7093679
ol i f | | ‘ ‘ ‘ ' ﬂ i) I
0z N | RN . \-"ﬁ‘ ol ﬁ\.'w.ﬂ\ww'\hh u
o Lo U U At A sl i e b s WA A Nt ant sl VWU WAV A e UL
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
670 672 674 676 678 680 682 684 686 688 690 692 694 696 698 700 702 704 706 708 710 712 714 716 718 720 722 724

Counts vs. Mass-to-Charge (myz)

NGL-8 molekiiliiniin kiitle spektrumu.
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EK-86. AHL1 molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCI3).
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EK-87. AHL1 molekiiliiniin '3*C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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EK-88. AHL2 molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-89. AHL2 molekiiliiniin '3C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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EK-90. AHL3 molekiiliiniin '"H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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EK-91. AHL3 molekiiliiniin '3C NMR spektrumu (101 MHz, CDCl5).
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