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1. OZET

Tezin bashgi: Hepatoselliler Karsinom Hiicre Hattinda N-asetilgalaktozamin ile Konjuge
Oligoniikleotit Aracilt ABCB1-MDRI Gen Ifadesinin Baskilanmasinin In Vitro Arastirilmasi
Ogrencinin Ad1 Soyadi: Burcu HASTURK

Damismanin Adi Soyadi: Prof. Dr. Fatih EREN

Programin Adi: Tibbi Biyoloji ve Genetik Doktora Programi

Amacg: Ileri evre hepatoselliiler karsinom (HCC) tedavisinin &niindeki engellerden birisi olarak
kabul edilen kanser-goklu ilag¢ direncinden (MDR), 6zellikle sorumlu tutulan ABCB1-MDR1
geninin  asirt  ekspresyonunun  N-asetilgalaktozamin  (GalNAc) konjuge antisens
oligoniikleotitler (ASOs) ile baskilanmas1 amaglanmaktadir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, ABCB1-MDR1 mRNA’sin1 hedefleyen ii¢ (GaINAc-ASO1,
GalNAc-ASO2, ve GalNAc-ASO3) ve bir negatif kontrol (GalNAc-ASO4) ASO dizileri
tasarlandi. Tasarlanan ASO’larin inhibitor etkinligi hesaplamali yontemlerden faydalanarak
degerlendirildi. ASO dizilerinin 5’ ucuna GalNAc C3 fosforamit ligandi ve DNA omurgasina
fosforotiyoat (PS/PTO) modifikasyonlari eklendi. HepG2 hiicrelerine farkli dozlarda GalNAc-
ASO konjugatlart uygulandi. GaINAc-ASO konjugatlarinin inhibitor etkisini degerlendirmek
icin ABCB1-MDR1’in gen ekspresyonu ve protein diizeyi, sirastyla, kantitatif ger¢cek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ve western blot yontemleri ile 6l¢iildii. GaINAc-ASO4
konsantrasyonlarinin HepG2 tizerindeki hiicre canlilik analizleri kolorimetrik (MTT) ve
florometrik (resazurin) yontemler ile degerlendirildi.

Bulgular: HepG2 hiicrelerine uygulanan GalNAc-ASO4 konsantrasyonlarinin (0,625 pM,
1,125 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM), 144 saate kadar MTT ve resazurin testlerine gore
hiicre canlilig1 tizerine sitotoksik etkisi bulunmamaktadir. HepG2 hiicrelerinde, 20 pM
GalNAc-ASO konsantrasyonlarinin, tedavi edilmemis kontrol grubuna gore 24, 48 ve 72 saat
sonra ABCB1-MDR1 gen ekspresyonunu azaltan istatistiksel anlamli etkisi bulunmaktadir.
GalNAc-ASO konsantrasyonlarinin, 72 saat sonra ABCBI1-MDR1 protein ekspresyonunu
istatistiksel olarak azalttigi western blot ile gosterilmistir. GaINAc-ASO4’iin ise ABCBI-
MDR1’in ekspresyonunu etkilemedigi gosterilmistir.

Sonu¢: Hepatosit hiicrelerindeki asialoglikoprotein reseptorlerine (ASGP-Rs) baglanarak
karacigeri spesifik olarak hedefleyen GalNAc ligandi ile konjuge ASO’larin, hiicrelere
gimnotik iletimi sayesinde ABCB1-MDRL1 genini inhibe ederek, anti-kanser tedavilerin etkisini
arttirabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ABCB1-MDR1, antisens oligoniikleotitler, gimnozis, hepatoselliiler

karsinom, N-asetilgalaktozamin



2. SUMMARY

Title of Thesis: In vitro investigation of N-acetylgalactosamine conjugated oligonucleotide
mediated suppression of ABCB1-MDR1 gene expression in hepatocellular carcinoma cell line
Student Name, Surname: Burcu HASTURK

Supervisor Name: Prof. Dr. Fatih EREN
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Objective: The aim is to suppress the overexpression of the ABCB1-MDR1 gene, which is
responsible for cancer-multidrug resistance (MDR), a significant challenge in the treatment of
advanced hepatocellular carcinoma (HCC), through the utilization of N-acetylgalactosamine
(GalNAc)-conjugated antisense oligonucleotides (ASOs).

Materials and Methods: In this study, ASO sequences (GalNAc-ASO1, GalINAc-ASO2, and
GalNAc-ASO3) were designed and evaluated for their inhibitory activity against ABCB1-
MDR1 mRNA using computational methods. The ASO sequences were modified with a
GalNAc C3 phosphoramide ligand and phosphorothioate (PS/PTO) modifications to the DNA
backbone at the 5’ end. HepG2 cells were treated with varying doses of GalNAc-ASO
conjugates, and the results were analyzed. To evaluate the inhibitory effect of GaINAc-ASO
conjugates, the gene expression and protein levels of ABCB1-MDR1 were measured using
guantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) and western blot methods,
respectively. The effect of different concentrations of a negative control (GaINAc-ASO4) on
HepG2 cell viability was assessed using colorimetric (MTT) and fluorometric (resazurin)
methods.

Results: The study found that treatment with GaINAc-ASO4 concentrations (0,625 uM, 1,125
uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, and 20 uM) did not affect the cell viability of HepG2 for up to 144
hours, as determined by MTT and resazurin assays. However, in HepG2 cells, 20 uM GalNAc-
ASOs concentrations resulted in a decrease in ABCB1-MDR1 gene expression after 24, 48, and
72 hours compared to the untreated control group. Additionally, the study found that GaINAc-
ASO concentrations decreased ABCB1-MDRL1 protein expression after 72 hours, as determined
by western blot analysis. GaINAc-ASO4 did not affect ABCB1-MDRL1 expression.
Conclusion: By inhibiting the ABCB1-MDR1 gene through gimnotic delivery to cells, ASOs
conjugated with the GalNAc ligand, which binds to asialoglycoprotein receptors (ASGP-Rs) in
hepatocyte cells and specifically targets the liver, are considered to enhance the effectiveness
of anti-cancer therapy.

Keywords: ABCB1-MDR1, antisense oligonucleotides, gymnosis, hepatocellular carcinoma,

N-acetylgalactosamine



3. GIRIS ve AMAC

Genetik ve cevresel etkenlere bagli olarak, karaciger hiicreleri olan hepatositlerden, en yaygin
goriilen epitelyal kokenli ve kotii huylu primer tiimorii olan hepatoselliiler karsinom (HCC)
gelisebilmektedir (Sukowati ve ark., 2024). Metabolik sendrom (MetS) ve non-alkolik
steatohepatit (NASH) gibi karaciger hasar1 ve inflamasyona yol agan hastaliklarin tetikledigi
ya da yaygin olarak kronik viral hepatit enfeksiyonlarinin yol ac¢tig1 primer karaciger kanserinin
en yaygin sekli HCC’dir (Llovet ve ark., 2021). Mevcut inflamasyondan kaynaklanan serbest
radikallerin artisina bagli olarak DNA hasar1 ve kanser iliskili mutasyonlar gelisebilmektedir
(Kay ve ark., 2019). Siirekli karaciger hasar1 ise DNA onarim mekanizmalarinin yetersiz
kalmasi sonucu DNA hasarinda artisa sebep olabilmektedir (Borude ve ark., 2018). Takipte
olan karaciger hastalarinda, HCC’nin erken tanisi ile tedavi miimkiin olsa da, genellikle
hastaligin asemptomatik seyri veya agresif sekli nedeni ile ileri evre HCC goriilmektedir ve
HCC mortalitesi artmaktadir (Yang ve ark., 2019). HCC’de uygulanan farkli tedavi segenekleri
olmasina ragmen, kanserin sinsi ilerleyen yapis1 nedeniyle hastalarin ge¢ tan1 almalari, yasam

stirelerini kisaltmaktadir (Raza, 2014).

fleri evre HCC’nin sistematik tedavisinde, Sorafenib gibi tirozin Kinaz inhibitorleri (TKIS)
kullanilmaktadir (Cidon, 2017). Intrinsik ve ekstrinsik kanser ¢oklu ilag direnci (kanser-MDR),
anti-kanser ilaglarin hiicreden disar1 pompalanmasina yol agan ilag tasiyict sistemlerin asiri
ekspresyonu ile iliskilendirilmektedir (Mansoori ve ark., 2017). Kanser-MDR’si, HCC
tedavisinin Oniindeki en 6nemli engellerden birisidir. Kanser-MDR ’sinin varligi, kemoterapotik
ajanlarin kanser hiicrelerindeki etkinligini azaltmaktadir (Emran ve ark., 2022). Kanser-
MDR’sine yol agan en 6nemli aracilardan birisi, ATP baglayic1 kaset alt ailesi B {iyesi 1
(ABCBI) veya yaygin olarak bilinen ismiyle ¢oklu ilag direnci proteini 1 (MDR1)’dir. ABCBI1-
MDR1 geni, anti-kanser ilaglar gibi pek c¢ok yabanct maddeyi disari pompalayan hiicre
zarindaki bir permeabilite-glikoproteini 1’1 (P-gp) iretmektedir (Juvale ve ark., 2022). Bu
protein, zararl bilesiklerin hiicrede birikmesini engellemek i¢in savunma mekanizmasi olarak
gelistigi diisiiniilen fizyolojik hayati 6neme sahip ve genis substrat spesifikligi bulunan, ATP’ye
bagl bir akis pompasidir (Badiee ve ark., 2023). Bu nedenle, ABCB1-MDRI1 asir1 gen
ekspresyonunun, anti-kanser ilaglar ile kanser tedavisine izin verecek sekilde kontrol altina

aliabilmesi son derece 6nemlidir (Y. Wang ve ark., 2021).

Bugiine kadar 6zellikle kanser tedavileri i¢in kullanilan ABCB1-MDRU1 inhibitorlerinin higbiri,
klinik oncesi caligmalarin aksine, klinik deneylerde istenilen basartyr gdsterememistir
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(Karthika ve ark., 2022). ABCB1-MDR1 geninin farkli sinyal yolaklari ile aktive olmalar1, asir
gen ckspresyonunu kontrol etmeyi zorlagtirmaktadir. Farmasotik ilaglar, hidrofobik
yapilarindan dolayi, endojen toksinlere benzer sekilde hiicre disina ¢ikartilarak, etkinlikleri
azaltilmaktadir. Ozellikle, hepatomalardan tiirevlenen tiimér hiicrelerinde, MDR ATPaz’1n asir1
ekspresyonu bu etkiyi arttirarak, bircok anti-kanser tedaviye engel olusturmaktadir (Ceballos
ve ark., 2019). Bunun nedeni, ABCB1-MDR1’in genis substrat spesifikligine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. ABCB1-MDR1’in asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i ilag birikimini azalttig1 i¢in
kanser olgularinda kanser-MDR ’sinin ana mekanizmalarindan birisi olarak kabul edilmektedir.
Bu yiizden, ABCB1-MDRI1 inhibitorlerinin ¢esitli hastaliklari, 6zellikle kanseri tedavi
edebilecegi one siiriilmektedir (M. L. Chen ve ark., 2020).

Karaciger hastaliklarinin tedavisine yonelik yapilan ¢alismalarda, N-asetilgalaktozamin
(GalNAc) ligandinin, hepatositlerdeki asialoglikoprotein reseptorlerine (ASGP-Rs) istekle
baglanarak, karacigere etkili oligoniikleotit (ON) iletimini sagladigi bildirilmistir. Bunun
lizerine, karaciger hastaliklarina yonelik ¢esitli GalNAc-ON terapotikleri gelistirilmistir
(Debacker ve ark., 2020).

Bu ¢alismada, ileri evre HCC hastalik profilini yansitan HepG2 hiicre hattinda, ABCB1-MDR1
asirt ekspresyonunun, hepatosit hedefli GalNAc-ASO konjugatlariyla in vitro baskilanmasi
arastirilmaktadir. EK olarak, ilgilendigimiz transmembran proteinlerinin (ABCB1 ve ATP1A1,
sodyum/potasyum tasiyan ATPaz alt birimi alfa-1) 1s1 duyarli proteinler olmasindan dolayz,
termal denatiirasyon ve soguk denatiirasyon kavramlari giindeme getirilerek, western blot

deneyleri ile agiklanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hepatoselliiler Karsinom

Hepatoblastom, anjiosarkom, hemanjiosarkom, intrahepatik kolanjiokarsinom ve HCC, primer
karaciger kanser tiirleridir (Dash ve ark., 2020). i¢lerinden HCC, vakalarin yaklasik %75’ini
olusturmaktadir ve yetiskinlerdeki en yaygin seklidir (Forner ve ark., 2012; Llovet ve ark.,
2021; McGlynn ve ark., 2021; Asafo-Agyei & Samant, 2023). HCC, siklikla hepatit B viriisii
(HBV) veya hepatit C virlisii (HCV) enfeksiyonlarinin tetikledigi siroz gibi kronik karaciger
hastaliklar1 olan bireylerde ortaya ¢ikmaktadir (Davis ve ark., 2008; El-Serag, 2012). Viral
hepatitlere bagh olarak, konak karacigerin hepatositlerine, viicudun kendi immiin sisteminin
saldirisi tetiklenmektedir (Cheng ve ark., 2017). immiin yanit ile aktive olmus inflamatuar
hiicreler, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) a¢iga ¢ikmasina yol agmaktadir
ve endojen kaynakli DNA hasart meydana gelmektedir (Nishida & Kudo, 2013). Sonugta,
kanser riskini arttiran gen mutasyonlari, hepatokarsinogeneze yol agabilmektedir (Mason ve
ark., 2021).

Viral hepatitler (HBV ve HCV), yagh karaciger hastaliklari (alkole bagl yagli karaciger
hastaligi, AFLD ve non-alkolik yagl karaciger hastaligi, NAFLD), metabolik hastaliklar
(obezite ve tip 2 diyabet), baz1 kalitsal hastaliklar ve karsinojenler, HCC i¢in 6nemli risk
faktorleri olarak kabul edilmektedir (El-Serag & Rudolph, 2007; Tsoulfas, 2019). HCC’de,
potansiyel patogenetik risk faktorleri arasinda, mutajenik ve/veya karsinojenler dzellikte tiitiin,
alkol ve aflatoksin bulunmaktadir (Wogan, 1999; Petrick ve ark., 2018). Predispozan
davranigsal faktorler nedeniyle HCC, erkeklerde kadinlara gore daha yaygindir (Wu ve ark.,
2018). HCC igin yaygin olmayan diger risk faktorleri, Wilson hastaligi, primer biliyer
kolanjitten kaynaklanan siroz, thorotrast maruziyeti, anabolik androjenik steroidler, tirozinemi,
al-antitripsin eksikligi, porfiri kutanea tarda (porfiri), glikojen depo hastalig1 ve
hemokromatozdur (Motola-Kuba ve ark., 2006; Hardt ve ark., 2012; Balogh ve ark., 2016;
Shiani ve ark., 2017).

Organ rezeksiyonu, kombine ilag tedavileri ve transplantasyon protokolleri, HCC tanis1 konan
hastalar icin potansiyel tedavilerdir. Tedavi ve prognoz, tlimoriin histolojik bulgularina,
boyutuna, yayilimina, hastanin semptomlarina, hastanin tan1 anindaki saglik durumuna, yani
evresine baghdir (Marrero ve ark., 2018).

Kanserin metastaz1 ve karaciger fonksiyonu gozetilerek, tiimdriin tamaminin ¢ikarilabildigi

durumlarda cerrahi en etkili uygulamadir (Jarnagin ve ark., 2010). Transplantasyon,
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immiiniteyi baskilayan ilaglarin kullannmin1  gerektirdigi icin karaciger metastazinin
goriilmedigi durumlarda tercih edilmektedir (Obed ve ark., 2007). Ablasyon, arteriyel kateter
bazli tedavi, radyoterapi ve sistematik tedavi segenekleri de bulunmaktadir (Numata & Wang,
2022). Ancak, asemptomatik durumlarda veya tiimoriin agresif formlarinda hastalarin geg tani
almasi, mortaliteyi arttirmaktadir (Yang & Roberts, 2010a). Bu nedenle, diger kanser
olgularinda oldugu gibi erken teshis icin tiimor belirtegleriyle karaciger hastalarinda rutin
taramalarin gerceklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

HCC insidansi, HBV enfeksiyonunun endemik oldugu ve vertikal bulasma yoluyla edinen
bireylerin sayisinin giderek arttig1 iilkelerde yiikselmektedir (Nelson ve ark., 2016). Ulkemiz
HBV enfeksiyonu agisindan orta derecede endemik kabul edildiginden, HCC vakalarinin
¢ogunda, kronik HBV’den sekonder olarak gelistigi bilinmektedir (Akarca, 2008; Tabak ve
ark., 2017). HBV ile enfekte bireyler, HCC tedavisini takiben en diisiik sagkalim oranini
sergilemektedir (Yang & Roberts, 2010b). Bu nedenle, HBV ve HCV’li hastalarin diizenli
olarak HCC agisindan taramalarinin yapilmasi ve kontrol altina alinmasi, hastaligin ilerlemesini
onlemenin en etkili yoludur. Ayrica, HCC’de daha diisiik risk faktorleri olarak genetik
bozukluklardan kaynaklanan, alfa 1-antitripsin eksikligi, hemokromatoz ve Wilson hastaligina
yonelik toplum taramasi protokollerinin olusturulmasi gibi onleyici yaklasimlara ihtiyag
duyulmaktadir. HBV asistyla, HBV enfeksiyonundan ve kronik HBV-sirozu kaynakli HCC
gelisme riskinden biiyiik 6l¢iide korunmak miimkiindiir (Francica & Borzio, 2019).

Karaciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin ii¢lincii en yaygin nedeni olarak
bildirilmistir (Sung ve ark., 2021; Rumgay ve ark., 2022). Erken evre HCC’li hastalarda,
tiimoriin cerrahi rezeksiyonu veya karaciger transplantasyonu ile %70’e yakini 5 yil, ileri evre
HCC’1i hastalarin sistemik tedavisi ile 1 yildan az sagkalimlari bulunmaktadir (Rao ve ark.,
2021). Ileri evre HCC’li bireylerde, sitotoksik ajanlarla sistemik kemoterapi (antrasiklinler,
vinka alkaloidler, epipodofilotoksinler ve taksanlar vd.) ve TKi’ler (sorafenib, lenvatinib,
regorafenib ve cabozantinib vd.) ile hedefe yonelik tedavi, temel yaklagimlardir (Chan &
Bendayan, 2010; Duan ve ark., 2019). Ayrica, birinci ve ikinci basamak terap6tik ajanlar olarak
bazi monoklonal antikorlar (mAb), HCC tedavisi i¢in onaylanmustir (Psilopatis ve ark., 2023).
Ozellikle kanser tedavisi i¢in mAb’lar ile sitotoksik ilaclarin veya ON’lerin birlestirildigi
sirastyla antikor-ila¢ konjugatlart (ADCs) ve antikor-ON konjugatlari (AOCs) ile hedefe
yonelik yeni tedavi stratejileri gelistirilmektedir (Hamilton, 2015; Dovgan ve ark., 2019).
Bununla birlikte, mAb’larin kullanimi mevcut ilag kombinasyonlarinin kullanimin1 ortadan
kaldirmadig i¢in halen kanser-MDR’si 6nemli bir klinik engel olmaya devam etmektedir ve

alternatif tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Lohitesh ve ark., 2018).
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4.2. ATP Baglayic1 Kaset (ABC) Tasiyicilari

ATP baglayic1 kaset (ABC) tastyicilari, genis, multi-fonksiyonel ve evrimsel olarak
taksonomige yayilmis eski bir protein siiper ailesi grubudur (Dean & Annilo, 2005; Vasiliou ve
ark., 2008; Caygill & Dolan, 2023). insan ABC tastyic1 ailesi filogenetik olarak yedi alt grup
(ABCA-ABCG) ile simiflandirilmaktadir ve toplam 51 iiye igermektedir (HUGO Gene
Nomenclature Committee) (Sekil 1).

ABC tastyicilart baslica, iki domainden olusmaktadir: Transmembran domainleri (TMDs) ve
niikleotit-baglama domainleri (NBDs) / niikleotit-baglama kivrimlar1 (NBFs) olmak tizere iki
homolog fonksiyonel birim (N- ve C- terminal) (Vasiliou ve ark., 2008; Wen & Tajkhorshid,
2011; Veiga-Matos ve ark., 2023). Integral membran (IM) domaini ya da membran kapsayan
domainleri (MSDs) olarak da bilinen TMDs, cift tabakali membrana géomiilii, membrani ¢ok
kez kateden, degisken sayida olmakla birlikte, cogunlukla her bir monomer 6 a-helix olacak
sekilde toplam 12 transmembran alana sahiptir (Rees ve ark., 2009; Fukuda & Schuetz, 2012).
Bu yapi, hiicresel homeostazi saglamak igin taginacak g¢esitli substratlar i¢ine alarak plazma
membrant boyunca gegisini kontrol edebilen translokasyon yolunu olusturmaktadir (Linton &
Higgins, 2006). TMDs, gen dizisi ve yapist olduk¢a degiskendir. TMD’de, substrat
baglanmasini takiben hiicre membranit boyunca substrat translokasyonu icin gerekli olan
konformasyonel degisiklikler, ATP hidroliz enerjisinden saglanmaktadir (Zoghbi ve ark.,
2017). ABC domaini olarak da bilinen NBDs, ATP baglayici alanlardir. Bu nedenle, korunmus
gen dizisine sahiptir. NBDs, sitozolik bélgede konumlanan, hidrofobik yapida, iki domainden
olugmaktadir (Rees ve ark., 2009). ABC tasiyicilarinda, ¢esitli substratlari membran boyunca
konsantrasyon gradiyentinin tersi yoniinde tasiyabilmek icin ATP, sitozolik alt birimlere
baglanmaktadir ve ATP hidrolizi ile pompalama islevi gerceklestirilmektedir (Thomas &
Tampé, 2020).
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Sekil 1. ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilarmin siniflandirmas: (HUGO Gen Isimlendirme
Komitesi’nden uyarlandi.)

ABC tasiyict sistemleri, prokaryotlarda ve Okaryotlarda benzer fonskiyonlar1 yerine
getirmektedir. Prokaryotlarda, disaridan, hiicrenin igerisine ve sitoplazmadan periplazmik
alana; Okaryotlarda ise hiicreden digariya aktarim gergeklestirmektedir (Al-Shawi, 2011).
Cesitli substrat tanima yeteneginde olan tasiyicilar i¢in hidrofobik vakum modeli kabul
gormektedir (Cao ve ark., 2009). Insanlarda ABC tastyicilari, gen polimorfizmlerine dayali bazi
kalitsal ve kompleks hastaliklarla iligkilidir. Ayrica, gen ekspresyonundaki asir1 artisa bagl
olarak kanser-MDR’si ve antibiyotik-ila¢ direnci ile iliskilendirilmektedir (Lubelski ve ark.,
2007). ABC sistemleri, belirli bir tipte ya da farkl tiplerde substratlar1 tasima 6zellikleriyle
birbirlerinden ayrilmaktadir (Ter Beek ve ark., 2014). Ksenobiyotikleri tasiyan P-gp olarak da
bilinen ABCBI1 [6nceki isimleri: PGY1 (permeabilite-glikoprotein Y1), MDR1 (coklu ilag
dire¢ proteini 1), CLCS (kolsisin duyarlili)]; spesifik anyonik bilesikleri tasiyan ATP
baglayici kaset alt ailesi C tiyesi 1 / ABCC1 kan grubu (ABCC1) [6nceki isimi: MRP1 (¢oklu
ilag direnci iligkili protein 1)], hidrofobik ve polisiklik yapidaki kimyasallara gii¢lii bir sekilde
baglanabilen, meme kanseri direng proteini (BCRP) olarak da bilinen ATP baglayici kaset alt
ailesi G tiyesi 2 / Junior kan grubu (ABCG?2), kanser hiicrelerinde anti-kanser ilaglarin
etkinligini sinirlamaktadir (Mahadevan & List, 2004; Taylor ve ark., 2017; Heming ve ark.,
2022). Iglerinden, ABCBI1, molekiiler yapisi en iyi karaterize edilen, genis substrat
spesifikligine sahip ATP’ye bagli akis pompasidir (Dean ve ark., 2001).



4.2.1. Hepatoselliiler karsinomda ABCB1-MDR1

Insan ABCBI1-MDRI1 geni, kromozom 7’nin uzun kolunda lokalizedir (NC 000007.14).
Promotorlerin alternatif olarak tercih edilmesine ve alternatif splayz mekanizmasina gore ekson
sayis1 (28-32) ve mRNA uzunlugu degismektedir (Skinner ve ark., 2023). ABCB1-MDR1
proteini, tiire ve hiicre tipine bagl olarak 130-180 kDa molekiiler agirligindadir ve 10-15 kDa
N-terminal glikozilasyonunu igermektedir (Salama ve ark.,, 2006). Glikozilasyon,
ibikiitinasyon ve fosforilasyon, post-translasyonel modifikasyonlaridir (Genecards). ABCB1-
MDRI1 proteini fizyolojik 6neme sahip pek ¢ok islevi yerine getirmektedir. Hiicre i¢in zehir ya
da ilag gibi yabanci bilesikleri digariya pompalayarak, organizmay1 korumak {izere evrimlestigi
diisliniilen bir savunma mekanizmasini temsil etmektedir. ABCB1-MDR1 ekspresyonu yoluyla
ksenobiyotikler, karacigerden safra kanallarina; bobreklerden idrara ve bagirsaktan liimene
taginmaktadir. Boylelikle, zararli bilesiklerin viicuttan atilmasini saglamaktadir. Bu siireg,
elektrokimyasal gradiente ters yonde gerceklestigi icin gerekli enerji, ABCB1-MDRI1’in
ATPaz aktivitesi sonucu ATP hidrolizi ile karsilanmaktadir (Veiga-Matos ve ark., 2023).
Pankreas, plasenta, beyin (kan-beyin bariyeri), testisler (kan-testis bariyeri), eksprese edildigi
diger organlardir ve koruyucu bir bariyer olarak benzer islevleri yerine getirmektedir (Kodan
ve ark., 2020). Ancak, eksprese oldugu bazi hiicrelerin kanserli tablolarinda, asir1 gen
ekspresyonu ile karakterize olan sitotoksik ilaglarin  hiicreden disar1  atilimini
gerceklestirmektedir ve kanser-MDR ’sinin mekanizmalarindan birisini olugturmaktadir (Wang
ve ark., 2019). ABCB1-MDRI1’in promotdr bolgesinde, disiik frekansta polimorfizm
goriilmektedir (Hodges ve ark., 2011). Bu gendeki mutasyonlar, kolsisin direnci (Phenotype
MIM number: 120080) ve iflamatuar bagirsak hastalig1 13 ile iligkilendirilmistir (Phenotype
MIM number: 612244) (Omote ve ark., 2004; Ho ve ark., 2006).

Gen polimorfizmlerinden ziyade baz1 kanser hiicrelerinde, ABCB1-MDR1’in asir1
ekspresyonuna bagli olarak hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu azaltmasi ile bilinen kanser-MDR
fenotipi, klinik agidan 6nemlidir (Wolking ve ark., 2015; Engle & Kumar, 2022). Organizmay1
potansiyel zararli maddelerden koruyucu etkisinden dolay1r azalmis ekspresyonu ise gesitli
patolojik hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Ho ve ark., 2003; Van Assema & Van Berckel,
2016). Cesitli transkripsiyon faktorleri (p53, YB-1 ve NF-KB vd.), ABCB1-MDR1 geninin
promotor bolgelerine baglanarak, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde etkilidir (Goldsmith
ve ark., 1995; Bargou ve ark., 1997; Zhou & Kuo, 1997). Kanser hiicrelerinde, mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarindan, klasik MAPK/ERK yoluyla pozitif; p38
MAPK yoluyla negatif; c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yoluyla pozitif veya negatif diizenlenme
saglanmaktadir. PI3K/Akt ve Wnt/p-katenin yolu ise pozitif transkripsiyonel diizenleyicilerdir
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(Yang ve ark., 2001; Lim ve ark., 2008; Lii ve ark., 2012). ABCB1-MDR1’in proksimal
promotordeki hipermetilasyonun indiikledigi distal promotdriin tercih edilmesi ile ABCBI1-
MDR1°de, ekspresyon artisi meydana gelmektedir (Skinner ve ark., 2023). Farmasotik ilaglar,
ABCB1-MDR1’in inhibitorleri (KEGG DGO01622), substratlart (KEGG DGO01665) veya
indiikleyicileri (KEGG DGO01893) gibi davranabilmektedir. Bu nedenle, ABCB1-MDR1’in
substratlar1 veya indiikleyicileri olmayan bir anti-kanser ilact ya da ABCB1-MDRI1’i inhibe
edebilen ilaglarla kombine kanser tedavilerinin basarili olabilmesi beklenmektedir (Lei ve ark.,
2023). Ancak, hem sitotoksik ilaglarin hiicre zarina niifuz etme gereksinimleri, hem de ABC
tastyici proteinlerin son derece genis bir substrat tanima modeline sahip olmalari, bu durumda
uzak bir ihtimal gibi goriinmektedir (Glavinas ve ark., 2004). Bunun yerine, anti-kanser
ilaglarin hiicre digina iletiminden sorumlu hedef ABCB1-MDR1’in, mRNA diizeyinde kontrol
altina alimmasi ile mevcut anti-kanser ilaclarin sitotoksik etki gostererek, kanserli hiicreleri
hedeflemesi alternatif bir tedavi olasiligi sunmaktadir. Kisa, kodlanmayan ON terapétikleri
[antisens oligoniikleotit (ASO); kiiciik interferans yapan RNA (siRNA) / kisa interferaz RNA
(RNAI) / susturucu RNA; anti-mikro RNA (anti-miR)], genom ifadesini diizenleyebilme
yetenekleri sayesinde, kanser-MDR fenomenini tersine ¢evirebilme potansiyeli sunabilecek,

umut verici stratejiler arasinda yer almaktadir (Cui ve ark., 2021; Emran ve ark., 2022).

4.3. Antisens Oligoniikleotitler

ASO terapotikleri, hedef mRNA’ya baglanabilmek i¢in baz eslesmesi prensibinden
faydalanarak tasarlanmaktadir (Angrish & Khare, 2023). Eger, hedef mRNA’nin niikleotit
dizisi biliniyorsa, primer tasarimina benzer sekilde ON terapdtikleri de tasarlanabilmektedir
(Deleavey & Damha, 2012; Hendling & Barisi¢, 2019). ASO’lar, hedef mRNA ekspresyonunu
farkli mekanizmalar ile degistirebilmektedir. Pre-mRNA ile heterodupleks olusturduktan sonra
riboniikleaz H (RNaz H) aracilig1 ile mRNA’y1 degrade edebilmektedir. Ayrica, ribozomun alt
birimlerine baglanmasini engelleyerek translasyonu durdurabilir (sterik bloklama) ya da ekson
atlanmasi1 veya ekson eklenmesi ile dogru proteinin {retilmesini saglayabilirler (splyaz
modiilasyonu) (Morcos, 2007; Watts & Corey, 2011; Chery, 2016).

ON’lerin, terapotik etkilerini gosterebilmeleri icin, yabanci DNA/RNA’larin hiicre igine
girmesini dnlemek lizere programlanmis, dogal savunma sistemlerini agmalar1 gerekmektedir
(Bishani & Chernolovskaya, 2021; Muslimov ve ark., 2023). RNAimmuno database, ON
terapotiklerinin, hiicrede olusan dizi spesifik ve dizi spesifik olmayan etkileri hakkinda

arastirmacilara genel bilgi saglamaktadir (RNAimmuno, 2024).
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Yabanct DNA/RNA’lar, spesifik hiicre sensorlerini aktive ederek, tip I interferon (IFN)’un
indiiklenmesine ve sitokinlerin salinmasimna yol agabilmektedir. ON’ler organizmaya
verildikleri zaman, sitoplazmik (retinoik asitle indiiklenebilir gen I, RIG-I; melanom
farklilagsmasi ile iliskili protein 5, MDA-5; protein kinaz R, PKR; 2'-5’-oligoadenilat sentetaz
1, OAS-I vd.) ve endozomal (toll benzeri reseptor, TLR 3, 7, 8 vd.) spesifik hiicresel sensorleri
aktive etmektedir. Spesifik adaptor proteinler araciligiyla, spesifik transkripsiyon faktorlerine
sinyaller iletilmektedir. Ardindan, tip I IFN ve pro-inflamatuvar sitokinler iiretilmektedir.
Baska sensorler (melanom 2’de yok, AIM2; NLR ailesi pirin alan1 3, NLRP3 vd.) tarafindan
yabanct DNA/RNA’nin taninmasi ile piroptoz hiicre olimii tetiklenebilmektedir
(RNAimmuno, 2024). Bir diger dnemli konu ise, ON terapétiklerinin hedef mRNA yikimi
sonucu olusacak miRNA’larin, istenmeyen hedef disi etkilere yol agabilme potansiyelidir
(Olejniczak ve ark., 2009).

Yapilan calismalar, RNAI siirecinin primer hepatositlerde ¢oklu sinyal yolaklariyla dogustan
gelen immiin tepkilerini gelistirdigini ortaya koymaktadir (Zhao ve ark., 2013; Zhao & Lu,
2017). ON terapotikleri, immiinostimiilator aktivitelere sahip iki islevli olarak
tasarlanabilmektedir. Aslinda, istenmeyen yan etkiler olarak pro-inflamatuvar sitokin
olusumuna yol agmadan, immiinite uyarimi faydalidir. Bu yiizden terapotik ON’lerin, istenilen
gen iizerindeki etkileri diginda sinerjik bir etki olarak kanserleri ve viral enfeksiyonlari tedavi
eden yeni ajanlar olarak da kabul gérmeleri kaginilmazdir (Judge ve ark., 2005; Hu ve ark.,
2020).

Gilinlimiizde, farmasotik olarak uygun dozlarda, dogru hedeflenen, stabilite gdsteren ve yari
omriinli arttiran, giiclii farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikler barindiran, giivenli
terapotik ON’ler gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Kii¢iik boyutlar1 sayesinde hiicrelere gimnotik
iletim ile verimli bir sekilde girebilen ASO’larin disinda, RNA bazli terapdtiklerin biiytik
cogunlugu (siRNA, CRSPR-Cas9 sgRNA vd.), ylik ve/veya biiyiikliiklerinden dolay1 ancak bir
iletim ajani ile hiicrelere girebilmektedir (Dowdy, 2017; Kuespert ve ark., 2020). ASO’lar, 4-
10 kDa’lik boyutu ve negatif yiiklii fosfat igermeleri nedeniyle umut verici terapotik dzelliklere
sahiptirler (Angrish & Khare, 2023).

Ayrica, ON terapdtiklerinin, subkutan olarak ii¢ veya alti ayda bir uygulanabildigi ¢alisma
sonuglart bildirilmistir (Roberts ve ark., 2020; Egli & Manoharan, 2023). Ancak, hiicreler
ciplak halde bulunan ON terapoétiklerini  kabul edemediklerinden dolayr birlikte
gonderilecekleri ajanlara gereksinimleri bulunmaktadir. Cilinkdi, ¢iplak ON’ler, kanda RNaz’lar
tarafindan hizla pargalanirlar, bobrekler tarafindan temizlenirler, karaciger ¢opgii reseptorleri

tarafindan emilirler ve dogustan gelen immiin sistemi aktive edebilirler (Springer & Dowdy,
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2018). Bu nedenle, ON’lerin terapdtik potansiyellerini gerceklestirilebilmeleri i¢in onlart RNaz
saldirilarindan koruyacak, sentetik ve lipit nanopargaciklar (LNPs), dinamik polikonjugatlar,
eksozomlar ve N-asetilgalaktozamin (GalNAc) gibi konjuge sistemler ile maskeleme ve
sitoplazmaya endozomal kagis1 miimkiin kilan formiilasyonlarin, kanser-MDR ’sine yol agan
mekanizmalara ve metastatik kanser hiicrelerine verimli ON iletimini kolaylastirabilecegi
distiniilmektedir (Dowdy, 2017; Subhan ve ark., 2021). Karaciger hastaliklari i¢in GalNAc-
ON konjugatlari, biiyiik 6l¢iide artan genel yar1 Omiir, stabilite ve hedeflenme iistiinliikleri
disinda ON’lerden yaklasik 5000 kat daha biiyiik olan LNP’lere kars1 giiclii bir alternatif olarak
goriilmektedir (Springer & Dowdy, 2018).

4.3.1. Modifiye antisens oligoniikleotitler

ASO’lar, niikleaz saldirilarina karsi direncin kazanilmasi, mRNA’ya baglanma afinitesinin
tyilestirilmesi ve istenmeyen immiin stimiilasyonun azaltilabilmesi ic¢in cesitli sekillerde
modifiye edilebilmektedir (Huang, 2017; Karaki ve ark., 2019). ASO’lar, sentetik olarak DNA,
RNA ya da kimerik yapida tasarlanabilmektedir (Karaki ve ark., 2019). ASO terapétikleri,
sentezlenecek niikleotit zincirindeki omurga (PO, fosfodiester), seker halkasi (2'), niikleobaz
ve terminal modifikasyonlar ile in vitro ve in vivo uygulamalardaki stabilite ve afinite gibi
zorluklar i¢in gelistirilmektedir (DeVos & Miller, 2013; Frazier, 2014). PO baginda bulunan
niikleotitler arasindaki fosfat grubunun koprii olusturmayan oksijen atomlarindan birisinin, bir
kiikiirt atomu ile degistirilmesiyle elde edilen PTO gibi minimal diizeydeki omurga
modifikasyonlari, 1yi tolere edilebilmektedir.

Bu modifikasyon, niikleazlara bagli bozunmalara kars1 diren¢ kazandirmaktadir. Boylelikle,
yart omriinii bliylik 6l¢iide arttirmaktadir ve stabiliteyi saglamaktadir (Stein ve ark., 1988).
Ancak, PTO modifikasyonu, hedef mRNA’ya baglanma afinitesini azaltmaktadir (Roberts ve
ark., 2020). Bu nedenle, ek modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yaygin olarak kullanilan,
2" O-metil (2'-OMe), 2' O-metoksietil (MOE), 2" O-floro gibi riboz seker halkasi
modifikasyonlari, spesifik olmayan protein baglanmalarin1 azaltarak, hedefe iletilmelerini
miimkiin kilmaktadir (DeVos & Miller, 2013; Michel ve ark., 2020). Kilitli niikleik asit (LNA),
etil bisiklik niikleik asit (cEt-BNA), 2',4'-kisith 2'-O-etil (kisith etil) ve 2'-0O,4'-C-etilen-
koprilii niikleik asit (ENA) seker modifikasyonlari, niikleaz stabilitesini ve mRNA afinitesini
arttirmak i¢in tercih edilmektedir.

ON’lerin erime sicakligini arttiran primidin metilasyonu (5-metilsitidin, 5-metiliiridin vd.) ya
da niikleobaz1 olmayan niikleotidler, niikleobaz modifikasyonlarina ornektir. 5’ terminalin
fosforilasyonu gibi terminal modifikasyonlar ise fosfatazlara karsi koruma saglamaktadir.
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Ayrica, fosforodiamidat morfolino oligoniikleotid (PMO)’de oldugu gibi riboz heterosiklini
yerine morfolin halkast kullanilarak farkli bir kimyada iiretilen ¢esitli modifikasyonlardan da
faydalanilmaktadir (Roberts ve ark., 2020).

Bu modifikasyonlar, ti¢ farkli motifte kullanilmaktadir (Sekil 2).

(1) Tiim-uzunluk Motifi: ASO dizisinde yer alan tiim niikleik asitlerin modifiye edilmesi.

(i) Gapmer Motifi: ASO dizisinde, sadece belirli bir sayidaki niikleik aside monomerlerin
eklenmesi ve arada "gap" denilen DNA alaninin birakilmasi.

(i11) Mixmer Motifi: ASO dizisinde yer alan niikleik asitlerin "monomer-DNA-monomer-DNA-

..." seklinde devam eden tekrarlar seklinde modifiye edilmesidir.

(i s g’

PS/LNA/ 2-O-Me /
i) s 3 2-0-MOE / 2F
(i) 5 3’ — DNA

Sekil 2. Antisens oligoniikleotit dizi motifleri (Dhuri ve ark., 2020’den uyarlandi.)

ASO tasarimlarinda tercih edilen motiflere goére, mRNA iki sekilde protein iiretimini
azaltabilmektedir. Eger gapmer motifi kullaniliyorsa (ii), ASO, hedef mRNA’ya baglandiktan
sonra sahip oldugu gap bolgesinden RNaz H araciligi ile bolinmektedir. Boylelikle, RNA
boliinmesi ya da pargalanmasi gerceklesmektedir. Tiim dizi modifiye ASO (i) ve mixmer ASO
(111) motifleri, hedef mRNA ile hibrit olusturduktan sonra ribozomun kiiciik alt birimine
baglanmasini engelleyerek sterik bloklama meydana gelmektedir. Boylece, translasyonu bloke
ederek, hedef mRNA’nin susturulmasini saglamaktadir.

(Reza ve ark., 2021). ilac teknoloji sirketleri, farkl: tasarimlarla ON ilaglar1 sentezlemektedir
(Sekil 3).
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Sekil 3. Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA)-onayli oligoniikleotit terapdtiklerinin
kimyasal bilesenleri (Roberts ve ark., 2020’den uyarlandi.)
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Cogunlukla, ¢iplak halde bulunan ON terapétiklerinin hiicre zarindan gegisleri zor oldugu icin
birlikte gonderilecekleri tasiyici ajanlara gereksinim duyulmaktadir. Ancak, tek zincirli ve
kiigiik yapida olan modifiye ASQO’lar, transfeksiyon olmaksizin hiicreye iletilebilmektedir. Bu
iletim sekline gimnozis veya serbest alim denilmektedir (Soifer ve ark., 2011).

In vivo’da ON terapétiklerinin iletiminde, transfeksiyon prosediirleri olarak elektroporasyon
veya transfeksiyon reaktiflerinin eklenmesi miimkiin olmadig1 i¢in gimnotik iletim giderek
daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ayrica, in vitro’da, transfekte edilmesi zor veya tolere
edilemeyen hiicrelerde de oldukga faydali bir alternatiftir (Qiagen, 2024). ASO’larin gimnozis
ile aktarilmasi, ileride gerceklestirilmesi planlanan in vivo deneylere gegisi kolaylastiracak in

vitro simiilasyonu miimkiin kilmaktadir.

4.4. N-Asetilgalaktozamin (GalNAc) Konjugati

Hiicre membraninda yer alan proteinlerin 6nemli bir kismu, hiicre yiizey reseptorii olarak gorev
yapmaktadir. Memeli hepatositlerinin siniizoidal ylizeyinde, yiiksek oranda lektin yapisindaki
ASGP-Rs bulunmaktadir. Transmembran bir protein olan ASGP-R’nin esas gorevi, yapisindan
terminal sialik asitlerin ¢ikarilmasiyla olusan terminal galaktoz veya GalNAc kalintilar1 igeren
serum glikoproteinlerini ve asialoglikoproteinleri (ASGPs) baglayarak, dolasimdan hizlica
temizlemektir. (Springer & Dowdy, 2018; Debacker ve ark., 2020). Bu reseptoriin, dolasimdaki
hedef substratlarindan GalNAc’li ASGP’lilere olan afinitesi, galaktozlu ASGP’li ligandlara
olan afinitesinden daha yiiksek oldugu i¢in hepatik iletimde GalNAc konjugatlart bu
reseptorlere, 6zgiil ve spesifik olarak baglanabilmektedir (Novogrodsky & Ashwell, 1977).
Hepatositlerin membran yiizeyinde ¢ok miktarda ve spesifik olarak eksprese edilen ASGP-R,
48 kDa major ASGP-R1 ve 40 kDa mindr ASGP-R2 olmak {lizere 2 alt birimden olusmaktadir.
Bu reseptorler, insan hepatik lektin (HHL) 1 ve 2 alt birimlerinden olusmaktadir (Gupta, 2012).
HHL1 ve 2 alt birimleri, bir sitozolik N-terminal alan, bir transmembran segmenti, bir sap alani
ve hiicre disina uzanan bir Ca?* bagimli karbonhidrat tanima alan1 (CRD) bulunan C-terminalini
icermektedir. CRD’ye B-D galaktoz veya yiiksek afiniteli GalNAc rezidiileri baglanmaktadir
(Roggenbuck ve ark., 2012).

GalNAc, insanda A kan grubunun antijenini olusturan ve ASGP-R1’e yiiksek afiniteyle
baglanan bir terminal karbonhidrattir (Marcus ve ark., 1964; Meier ve ark., 2000). Reseptor
aktivasyonu, baglanan ligand sayisiyla dogru orantilidir. GalNAc konjugatlarinin, pH>6 ve
Ca?" varliginda ASGP-R’ye baglanmasiyla klatrin bagimli reseptor aracili endositoz siireci

baslamaktadir. Endozomal olgunlagsma esnasinda, asidik ortamda GalNAc konjugatlart ASGP-
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R’den ayrilmaktadir ve GalNAc lizozomda yikilmaktadir. Serbestlesen ASGP-R, hepatosit
plazma membranina geri donmektedir (Meier ve ark., 2000).

Insan viicudundaki en biiyiik i¢ organ karacigerdir ve %80’inden fazlas1 hepatositlerden
olusmaktadir. Detoksifikasyon, demir homeostazi, metabolizma, temel plazma proteinlerinin
sentezi ve pihtilasma gibi hayati islevleri yerine getirmektedir. Dolayisiyla, karaciger
hastaliklarinin tedavisi i¢in hepatositler hedeflenerek, secici ve etkili hiicre i¢i ON iletimine,
GalNAc konjugatlar ile bir ¢oziim iretilmektedir. Ayn1 zamanda, diger doku tiplerini de
kapsayan ON terapoétikleri alaninda yapilacak tiim caligmalara yol gostermektedir (Springer &
Dowdy, 2018). GalNAc-ON biyokonjugatlari, reseptér aracili endositoz ile ASGP-R
ekspresyonunun oldugu belirli dokulara veya hiicrelere, dogru hedeflenmeyi vadetmektedir.
2017 yilina ait bir caligmada, GalNAc-siRNA konjugatinin etkili in vitro veya in vivo alimi i¢in
mindr reseptdr alt tinitesi ASGP-R2’nin gerekli olmadigi ve ana alt linite ASGP-R1’in yeterli
oldugu bildirilmistir (Tanowitz ve ark., 2017). Karacigere ait ¢esitli hiicre hatlarinda eksprese
edilen ASGP-R, in vitro insan hepatoma hiicre hatlarindan HepG2’de 76.000, HepAD38’de
17.000 ASGP-R/hepatosit yogunluk gosterirken; HuH-7, HUH-6 ve ayrica, BNLCL2 ve HuH-
5-2 gibi diger tiiretilmis hepatoma hiicre hatt1 alt klonlarinda ~3.000 ASGP-R/hepatosit gibi
daha diisiik bir yogunlukta eksprese edilmektedir (D'Souza & Devarajan, 2015).

GalNAc ile konjuge edilmis ON’ler, klatrin aracili yol ile endositozu tetikleyen ASGP-R
tarafindan taninarak, endozomal/lizozomal kagis meydana gelmektedir. Pek ¢ok arastirmada,
GalNAc ile konjuge sistemler sayesinde, ASGP-R’nin aracilik ettigi alim ile karacigere
hedeflenerek ON terapdtiklerinin gen susturmay indiiklendigi gosterilmistir (Rajeev ve ark.,
2015).

Farkli GaINAc ligand tasarimlari (mono-, di-, tri- veya tetra-GalNAc) gelistirilerek, ON’lerin
hepatositlere iletilme etkinligi arttirilabilmektedir. Ayrica GalNAc konjugatlar1, kiigiik
molekiillerin (doksorubisin vd.) karaciger hedefli iletimi i¢in de kullanilabilmektedir (Huang,
2017). Klinik o6ncesi farelerde yapilan bir arastirmada, GalNAc-siRNA konjugatlar1 deri
altindan uygulanarak, insan karacigerindeki anormal transtiretin (TTR) proteinlerinin iiretimine
yol agan TTR mRNA’sina miidahale ederek dolagimdaki amiloid proteinlerinin seviyelerini
azalttig1 gosterilmistir (Weingértner ve ark., 2020).

Biyoteknolojik ilag sirketleri, ON terapisinin gelistirilmesine yonelik ¢cok sayida klinik deneyi
desteklemektedir. Cesitli karaciger hastaliklar1 i¢in klinik deneyleri gergeklestirilen GalNAc-
ON calismalar1 bulunmaktadir (Lu ve ark., 2022). Giiniimiizde, Alnylam, Arrowhead, Dicerna,
Ionis gibi biyoteknolojik ilag sirketleri ON terapisinin gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida klinik

deneyi desteklemektedir. 2018 yilinda Alnylam’in Onpattro (patisiran) ilaci, kalitsal transtiretin
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amiloidoz (hATTR) tadavisi icin FDA tarafindan onaylanan ilk siRNA’dir. Ayrica, Huntington
ve Alzheimer hastalig1 gibi merkezi sinir sistemi bozukluklari, g6z ve karaciger hastaliklari i¢in
tedaviler gelistirilmektedir (Hu ve ark., 2020).

Ornegin, Alnylam’m, ¢ok cesitli hepatosit hedefli karaciger hastaliklari i¢in iig, faz Il denemesi
dahil olmak iizere klinik deneylere gecilen alti, GalNAc-siRNA konjugati bulunmaktadir.
Dicerna, daha yaygin olarak kullanilan ii¢ degerlikli model yerine, dort-degerlikli tescilli bir
GalNAc platformu gelistirmistir (Springer & Dowdy, 2018). Yakin zamanda, Alnylam ve lonis
tarafindan GalNAc-ON terapotiklerinin - 6zellikle kronik hastalikta ve genis hasta
popiilasyonlarinda kullanimlar1 igin subkutan uygulama yerine oral uygulama yoluyla

verilebilecegi yoniindeki ilerleme duyurulmustur (Debacker ve ark., 2020).

4.5. Transmembran Proteinleri

ABCB1 gibi membran proteinleri, bir¢ok ilag i¢in hala ana hedeflerden birisidir (Yin & Flynn,
2016). Bu nedenle, membran proteinlerinin ekspresyon analizlerinin dogrulugu, daha fazla
onem kazanmaktadir. Integral membran proteinlerinin (IMPs) ¢ogunda, yaptya hidrofobiklik
kazandiran bir transmembran a-sarmal bulunmaktadir (Stillwell, 2016). Hidrofobik sarmal, 1s1
kaynakli protein agregasyonuna yol agtig1 icin western blot deneylerinde protein tespitini
zorlagtirmaktadir (Miyano ve ark, 2021). Niikleer, sitoplazmik ve mitokondriyal proteinler ile
karsilastirildigi zaman, molekiiler yontemlerle ¢alisilmast en zor sinifi, membran proteinleri
olusturmaktadir. Deney asamalarinda, proteinin stabilitesini ve islevini korumak olduk¢a zordur
(Parton ve ark., 2011). Proteinlerin katlanma-acgilma kinetigine bagli uygun kosullarin
belirlenmesi, ulasilmasi gereken altin standarttir (Romero-Romero ve ark., 2011). Bu nedenle,
literatlirdeki protein agregat egilimi tahmin araglarindan, deneysel optimizasyon i¢in de

faydalanilmaktadir (Housmans ve ark., 2021).

SDS-PAGE ya da western blot deneylerinde, proteinlerin denatiirasyonu i¢in en az 60°C’lik bir
1s1 uygulanmasinin gerekli oldugu bilgisi literatiire yerlesmistir. Termal denatiirasyonda, protein
katlanmalarinin (sekonder ve tersiyer yapi) acgilmasi, polipeptitlerin ayrilmasi ve disiilfit
baglarinin kirilmasi gibi islemler gerceklesmektedir (Horscroft & Roy, 1997). Boylelikle,
denatiire edici ajan olarak kullanilan SDS, proteinlerdeki hidrofobik bdlgelere
baglanabilmektedir ve protein denatiirasyonu tamamlanmaktadir (Winogradoff ve ark., 2020).
Genellikle, baslangi¢ denatiirasyon 1sis1 olarak 60°C’nin ¢ok {izerinde olan, 95-100°C’lik 1s1lar,
arastirmacilar tarafindan benimsenmektedir. Bu durum, ¢ogunlukla, optimal denatiirasyon 1s1s1
olarak, 95-100°C (5'-10") gibi yiiksek 1silarin mutlak kabuliine ve kullanimina
yonlendirmektedir. Alternatif olarak, 70°C’deki (2'-10") protein denatiirasyonu da, bazi
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kaynaklar tarafindan onerilmektedir (Abcam, 2024; Bio-rad, 2024; Thermo Fisher Scientific,
2024). Bu 1smin dayanagi, ¢ok gecisli membran proteinleridir. Ciinkii, bu proteinlerin,
denatiirasyon i¢in kaynatildiklar1 zaman toplanma egiliminde olduklar1 bilinmektedir. Bu
durum, proteinlerin SDS-PAGE jeline verimli bir sekilde girmelerine engel olabilmektedir
(Abcam, 2024). Literatiirde, ilgilenilen hedef IMP’lerin western blot analizine yonelik protein
denatilirasyon 1sist bilgisi kesinlestirilmemis ise farkli 1s1 ve siirelerin degerlendirildigi bir
denatlirasyon testinin yapilmasi Onerilmektedir (Bio-Techne, 2024). Tim bu bilgiler,

proteinlerin optimal denatiirasyon 1silarindaki farkliliga dikkat ¢cekmesi agisindan da 6nemlidir.

Aslinda proteinler, ele aldigimiz konu kapsaminda, 1sitilarak (termal denatiirasyon) ya da
sogutularak (soguk denatiirasyon) denatiire edilebilmektedir (Davidovic ve ark., 2008). Soguk
denatiirasyon, tek-domain, multi-domain ve multimerik globiiler proteinlerin, yeterince diisiik
1silarda, polipeptit zincirinin ac¢ilmasi ile polar olmayan gruplarin suyla etkilesimini igeren
termodinamik yasalara gore aciklanmaktadir (Privalov, 1990; Sanfelice & Temussi, 2016). Bu
noktada 6nemli olan ise, hangi proteinin, hangi 1s1l kosullara uygun denatiire olabildiginin

bilinmesidir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullamilan kimyasallar, sarf maddeler ve cozeltiler

Kullanilan Malzemeler

Kimyasallar ve Sarf Maddeler Uretici Firmalar (Mensei)
cDNA Sentez Kiti (C03-01-25) A.B.T. (Tirkiye)
Primer Dizileri Sentebiolab (Tiirkiye)

Amonyum Asetat (LB.TK.190611.01002)

Asetik Asit (LB.TK.010030.01001)

Borik Asit (LB.TK.020100.01002)

Dimetil Siilfoksit (LB.TK.201790.01000)

Edta-4Na (LB.TK.080212.01002)

Etanol (LB.TK.200655.02501)

Gliserin (LB.TK.070190.01001)

Tekkim (Tiirkiye)
Glisin (LB.TK.930135.01002)
Hidroklorik Asit (LB.TK.080231.01001)
[zopropil Alkol (LB.TK.090250.01001)
Metanol (LB.TK.120320.02501)
Potasyum Kloriir (LB.TK.150440.01002)
Sodyum Klortir (LB.TK.170540.01002)
Tri- Sodyum Sitrat Dihidrat (LB.TK.920091.01002)
Antisens Oligoniikleotit Dizileri Eurogentec (Almanya)
RNA izolasyon Kiti (R2053) ZymoResearch (Almanya)
RIPA Tamponu (3924401) (Simaanya) Electrophoresis
Protein Belirteci 180 kDa (RM19001) Abclonal (Almanya)
2-Merkaptoethanol (LB.M.805740.0250)

Merck (Almanya)

TEMED (M110732.0100)

19



Sigir Serum Alblimin (D1712)

Hiicre Kiiltiirii Flasklar (sc-200262 / sc-200263)

Santa Cruz Biotechnology
(Almanya)

Siringa Filtre (LB.IS.094.07.003)

Pipet Uglar1 (1.005.01.001, 1.005.01.002, 1.005.01.003)

PCR Tiipleri (1.123.01.002)

Mikrosantrifiij Tiipleri (S.078.03.002)

Isolab (Almanya)

Dulbecco's PBS (10X) (PBS-10XA)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM-LPA /

HPA)

Fetal Bovine Serum (FBS-11B)

Penisilin/Streptomisin (100X) (PS-B)

Tripsin-EDTA (%0,25) (TRY-3B)

Capricorn Scientific
(Almanya)

Sodyum Dodesil Siilfat (800-100 EG)

Tris (600-127 EG)

Wisent Multicell (Kanada)

96-kuyulu PCR Plaka (PP-96-HS-LC480)

Labselect (Kanada)

Bis-akrilamid (A2214)

Bromfenol Mavisi (A2223)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (A3338)

Tween 20 (A4031)

Biomatik (Kanada)

Tripan Mavisi Soliisyonu (03-102-1B)

Biological Industries (Israil)

Akrilamid (LB.SA.A3553)

Resazurin (R7017)

Sigma-Aldrich (ABD)

Sekonder Antikor (7074P2)

MDR1/ABCB1 Primer Antikor (13342S)

Na,K-ATPaz al Primer Antikor (23565S)

Proteaz/Fosfataz inhibitér Kokteyli (5872)

ECL Kiti (6883P3)

Cell Signaling Technology
(ABD)

Primer Dizileri

Synbio Technologies (ABD)

Amonyum Persiilfat (17874)

Bikinkoninik Asit Protein Tahlil Kiti (23225)

Thermo Fisher Scientific
(ABD)
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Poliviniliden Difloriir Transfer Membrani (88520)

Yagsiz Siit Tozu (LP0033B)

SYBR Kiti (1725271)

Bio-Rad (ABD)

Hiicre Kiltird Plakalari (703001, 712001, 702001,
748001, 701001)

Kriyojenik Viyaller (606101)

Nest (Cin)

Kullanmilan Cozeltiler

Cozeltiler

Protokoller

10X Tris Borik Asit EDTA (TBE)

Cold Spring Harbor

10X Tris-Glisin Transfer Tamponu

Thermo Fisher Scientific

MTT Stok Soliisyonu (12 mM)

Cold Spring Harbor

0,5 M Tris-HCI, pH 6.8 (100 mL)

1 M Tris-HCI, pH 7.6 (100 mL)

%1.0 Bromofenol Mavisi (10 mL)

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (10 mL)

10X Tris Tampon Salin (TBS)

10X Tris-Glisin SDS Yiiriitme Tamponu

2X Tris-Glisin SDS Ornek Tamponu (Laemmli Tamponu)

%5 Si1gir Serum Albumin (BSA)

%5 Yagsiz Siit Tozu

%50 Akrilamid/BIS (29:1)

Amonyum Persiilfat

Ayirma Jel Tamponu (1M Tris-HCI, pH 8.8)

Istifleme Jel Tamponu (0,375M Tris HCI, pH 6.8)

Tris-tampon Salin ile Tween 20 (TBST)

2X Laemmli Tamponu

Thermo Fisher Scientific

Resazurin Stok Soliisyonu (0,15 mg/ml)

(Sharma ve ark., 2019)
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5.1.2. Kullanilan cihazlar ve bilgisayar programlari

Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

Uretici Firmalar (Mensei)

Buz Dolab1

Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu (-20°C)

Gorenje (Slovenya)

Ultra Derin Dondurucu (-80°C)

New Brunswick Scientific (ABD)

Kriyojenik Dondurucu (-150°C)

Sanyo (Japonya)

Vertikal Laminar Flow Kabin (Class-11)

NuAire (Birlesik Krallik)

Mikro 120 Santrifiij

Hettich (Almanya)

TProfessional Termal Dongii Cihazi

Biometra (Almanya)

Mini-Protean Tetra Cell Sistemi

Bio-Rad (ABD)

Standart Gii¢ Cihaz1

Biometra (Almanya)

Jel Elektroforez Sistemi

Bio-Rad (ABD)

Vortex

IKA (Tiirkiye)

Manyetik Karistirict

Elektro-Mag (Tiirkiye)

Hassas Terazi

Mettler Toledo (Isvigre)

UV Transilluminator Cihazi

Vilber Lourtmat (Fransa)

Etiv

Heraeus (Almanya)

Mini Orbital Karistirici

Stuart (ABD)

LightCycler 480 Instrument II Cihazi

Roche Diagnostics (Almanya)

Sogutmal1 Santrifiij

Beckman Culter (ABD)

ChemiDoc Goruntiileme Sistemleri

Bio-Rad (ABD)

Microplate Spektrofotometre

Agilent Technologies (ABD)

Ultra Saf Su Cihaz1

Millipore (Almanya)

Enspire Mikroplaka Okuyucu

Perkin Elmer (ABD)

Inverted Mikroskop

Zeiss (Almanya)

CO, Inkiibatorii

Sanyo (Japonya)

Vertikal Laminar Flow Kabin (Class-I1)

Thermo Fisher Scientific (ABD)
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PH Metre Hanna (Italya)

Otoklav Sanyo (Japonya)

320 R Masaiistii Sogutmali Santrifiij Hettich (Almanya)
Ultrasonik Cihazi UltraSonic LLC (ABD)
Kirik Buz Makinesi Scotsman (ABD)

Kullanilan Bilgisayar Programlari

Bilgisayar Programlar Uretici Firmalar (Mensei)
Prism 9.3.0 GraphPad (ABD)
Image Lab Version 6.1 Bio-Rad (ABD)
LightCycler 480 Instrument Il Roche Diagnostics (Almanya)
Infinity - Gel Documentation Imaging Vilber Lourtmat (Fransa)
5.2. Yontem

5.2.1. Antisens oligoniikleotitlerin in silico tasarlanmasi
5.2.1.1. ABCB1 mRNA’sinin hedef eksonlar1 i¢in ikincil ve ii¢iinciil yapi tahmini

Insan ABCB1 geni transkript varyant 1 mRNA’smin (NM_001348945.2), ekson 10, ekson 17
ve ekson 20 niikleotit dizileri GenBank’tan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) FASTA
formatinda elde edildi. ABCBI1 geni transkript varyant 1 (5586 bp) mRNA’sima ait ekson 10
(192 bp), ekson 17 (204 bp) ve ekson 20 (177 bp) niikleotit dizilerinin 2D yap1 tahmini RNAfold
sunucusu (http://rna.tbi.univie.ac.at/) kullanilarak gerceklestirildi. RNA enerji parametresi
(Turner model, 2004) secilerek analiz edildi. Vienna formatinda, minimum serbest enerji
(MFE) ve termodinamik istatistiksel uyum tahmin sonuglari elde edildi. Ekson 10, ekson 17 ve
ekson 20’nin FASTA dizileri ve 2D yap: bilgileri kullanilarak, 3dRNA/DNA sunucusu
(http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA) araciligi ile 3D yapilarinin, fizik ve biyoinformatik temelli
metotlar ile tahmini yapildi ve PDB dosyalari elde edildi.

5.2.1.2. ABCB1 mRNA’sin1 hedefleyen ASO dizilerinin tasarlanmasi

Insan ABCBI1 geni transcript variant 1 mRNA’sim (NM_001348945.2) hedefleyen ASO
dizileri, siRNA Wizard aract (https://www.invivogen.com/sirnawizard/) kullanilarak elde

edildi. %GC igerigi 30-55 araliginda filtrelenerek, 20-mer hedef diziler listelendi. Aday ASO
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dizileri icin Oligonucleotide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) kullanilarak sa¢ tokast ve dimer
analizi yapildi. Aday ASO’larin, NCBI Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ile
ABCB1’in tiim transkript varyantlarin kapsadig1 kontrol edildi. Insan genomu i¢in off-target
validasyonu yapild: (http://crdd.osdd.net/servers/aspsirna/asptar.php). iclerinden 3 ASO dizisi
(ASO1, ASO2 ve ASO3) secildi. siRNA Wizard araci ile ASO1’den bir negatif kontrol dizisi
(ASO4) olusturuldu. ASO dizilerine ait bilgiler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Antisens oligoniikleotit dizi bilgileri

ASO No. Anlamh zincir (58’ -> 3') Kars1 anlamh zincir (3’ > 5) Baslangic | %GC
Gz‘lé\l C,)Alc- GCTATAATGCGACAGGAGAT | CGATATTACGCTGTCCTCTA 977 45.00
Gz‘lé\l C')AZC- GCCACCACGATAGCTGAAAA | CGGTGGTGCTATCGACTTTT 1958 50.00
G':Ié\l C')Aéc_ GGAGTGTCCGTGGATCACAA | CCTCACAGGCACCTAGTGTT 2526 55.00
G':Ié\l C')A:lc_ GGCATTAGGCAAGTCAATAG CTATTGACTTGCCTAATGCC 45.00

5.2.1.3. ASO dizileri icin katlanma serbest enerji tahmini

MaxExpect sunucusu
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/MaxExpect/MaxExpect.html)
kullanilarak DNA-ASO’larmn (3'-5"), katlanma serbest enerjileri tahmin edildi.

5.2.1.4. ASO dizileri i¢in hibrit serbest enerji tahmini

DuplexFold sunucusu
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/DuplexFold/DuplexFold.html)
kullanilarak ASO dizilerinin (ASO1, ASO2 ve ASO3) hibrit serbest enerjileri (HFE) tahmin
edildi.

5.2.1.5. ASO dizilerinin erime tahmini
DINAMelt sunucusu (http://www.unafold.org/hybrid2.php), homodimer simiilasyonlar
uygulamasi ile ASO dizilerinin (ASO1, ASO2 ve ASO3) erime 1s1s1 konsantrasyonu (TmConc)

ve erime 1s1s1 kapasitesi (TmCp) grafikleri olusturuldu.
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https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/MaxExpect/MaxExpect.html

5.2.1.6. ASO dizilerinin ikincil yapi ve ii¢iinciil yap: tahmini

RNAfold sunucusu (http://rna.tbi.univie.ac.at/) araciligr ile DNA parametresi (Matthews
model, 2004) secilerek, tek zincirli DNA-ASO dizilerinin (ASO1, ASO2 ve ASO3) ikincil
yapilar1 tahmin edildi. RNAfold sunucusu ile belirlenen DNA-ASO (3’-5")’larin ikincil yap1
bilgileri ve FASTA dizileri kullanilarak, 3dRNA/DNA sunucusu
(http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA) ile ASO dizilerinin (ASO1, ASO2 ve ASO3) iigiinciil yap1
tahmini yapildi ve PDB dosyalar elde edildi.

5.2.1.7. ABCB1 mRNA’smnin hedef eksonlari ile ASO etkilesim tahmini

Insan ABCBI1 geni transcript variant 1 mRNA’sma (NM_001348945.2) ait ekson 10 (192 bp),
ekson 17 (204 bp) ve ekson 20 (177 bp) niikleotit dizileri ile ASO’larin igiinciil yap1
tahmininden elde edilen PDB dosyalar1 kullanilarak, HNADOCK sunucusu
(http://huanglab.phys.hust.edu.cn/hnadock/) ile RNA-DNA kompleks yapt modellemesi igin
niikleik asit molekiiler yerlestirme (docking) gerceklestirildi.

5.2.2. Hiicre kiiltiirii calismalari

5.2.2.1. GalNAc-ASO dizilerinin sentezi

Hedef ABCB1 ekspresyonunun inhibisyonunu saglamak i¢in tasarladigimiz ASO dizilerinin 5’
ucuna GalNAc C3 fosforamit karbonhidrat ligand1 (Glen Research, ABD) kati1 fazda eklenerek
ticari firma tarafindan sentezlendi (Eurogentech, Almanya). ASO dizileri i¢cin PTO omurga
modifikasyonu tercih edildi. GaINAc ile konjuge PTO-DNA-ASO’lar, HPLC saflagtirma ile
1000 nmol sentez Olgeginde ve liyofilize halde temin edildi. GalNAc-ASO’lardan, stok

cozeltiler hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

5.2.2.2. HepG2 hiicre hatt1 kiiltiir kosullar:

Bu calismada kullanilan, HepG2 (ATCC HB-8065) hiicre hatt1 viyali, Marmara Universitesi
Genetik ve Metabolik Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi (GEMHAM)’nden temin
edildi. Deneylere gegmeden Once, hiicrelerin morfolojisi incelendi ve kontaminasyon agisindan
degerlendirildi. Hiicreler, %10 1s1 ile inaktif edilmis fetal sigir serumu (FBS), %1 esansiyel
olmayan amino asitler, %1 sodyum piruvat, %1 L-glutamin ve %21 penisilin/streptomisin ile
desteklenmis diisiikk ve yiiksek glikozlu DMEM, hacimce yar1 yariya (1:1) karistirilarak
kiiltirlendi (1 atmosfer basing altinda, %98 nem, %5CO2 ve 37°C). Flasklar, her giin inverted
mikroskopta incelenerek (Sekil 4), hiicre yogunlugu %70-80’e (Sekil 5) ulastiginda pasajlandi.
Hiicreler, -150°C’de (%90 FBS + %10 DMSO) stoklandi.
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Hep G2 Hucreleri (4X)

Hep G2 Hucreleri (10X)

Hep G2 Hiicreleri (20X)

Hep G2 Hiicreleri (40X)

Sekil 4. HepG?2 hiicrelerinin morfolojisi (Ters mikroskop, Zeiss)
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Hep G2 Hucreleri (4X) Hep G2 Hucreleri (10X)

Hep G2 Hucreleri (20X) Hep G2 Hiicreleri (40X)

Sekil 5. Hiicre yogunlugu %70-80’e ulasan HepG2 hiicrelerinin morfolojisi (Ters mikroskop,
Zeiss)

5.2.2.3. HepG2 hiicrelerine GalNAc-ASO uygulamasi

HepG?2 hiicreleri, 12-kuyulu plaklara ekildikten 24 saat sonra GaINAc-ASO uygulamalari (2,5
uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM) gergeklestirildi. Belirlenen nihai konsantrasyonlar1 verecek ara
stoklar olusturulduktan sonra, GalNAc-ASO’lar, herhangi bir transfeksiyon reaktifi olmadan,
hiicrelere dogrudan, gimnotik iletim (serbest alim) ile verildi. GaINAc-ASO uygulamasindan
24, 48 ve 72 saat sonra, ABCB1-MDRI1 gen ekspresyonunu belirlemek i¢cin RNA izolasyonu
ve 72 saat sonra protein izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA ve protein 6rnekleri, sirasiyla,
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (gQRT-PCR) ve western blot deneylerinde

kullanildi. HepG2 hiicrelerine daha genis bir aralikta GalNAc-ASO4 konsantrasyonlari (0,625
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uM, 1,125 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM) uygulanarak, 144 saate kadar MTT ve

resazurin hiicre canlilik deneyleri gerceklestirildi.

5.2.3. ABCB1-MDRI1 ekspresyon belirleme calismalari

5.2.3.1. ABCB1-MDR1 gen ekspresyonunun qRT-PCR yontemi ile incelenmesi

HepG2 hiicreleri, 12-kuyulu plaklara ekildikten 24 saat sonra GalNAc-ASO tedavileri
uygulandi (2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM). 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler, trizol ile
dogrudan toplandi. Hiicrelerden, spin-kolon temelli yontem ile kit talimatnamesine uygun
olarak (Direct-zol RNA Microprep Kits, Zymo Research) total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. RNA o6rneklerinin kantifikasyonu, mikroplaka spektrofotometresi (Biotek
Epoch) ile belirlendi. Tiim 6rneklerin baslangic konsantrasyonlari esitlenerek, total RNA’dan
rastgele primerler kullanilarak kit talimatnamesine (¢cDNA Synthesis Kit with RNaz Inh., High
Capacity, A.B.T.) gore cDNA’lar sentezlendi (TProfessional Therocycler, Biometra) (Tablo 2
ve Tablo 3). Hedef genlerin mRNA ekspresyonu, primerler (Tablo 4) ile SYBR green Kiti
(SsoAdvanced Univ SYBR Grn Suprmix, Bio-Rad) kullanilarak, qRT-PCR deneyi (Tablo 5 ve
Tablo 6) gergeklestirildi (LightCycler 480 Instrument II, Roche). Amplifikasyondan sonra
"Absolute quantification/2nd Derivative Max" analizi ile CT’ler belirlendi ve "Tm calling"
analizi ile erime egrisi analizi yapildi. Ayrica, qRT-PCR firiinleri, %2’lik agaroz jel
elektroforezde yiiriitiilerek kontaminasyon ve baglanma agisindan degerlendirildi. ABCB1
mRNA ekspresyonu, karsilastirmali CT (2C22Y [Act = Ctiedef gen (ABCB1) - ClReferans gen (GAPDH)])
yontemi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar, referans gen ekspresyonu ile (GAPDH,

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) normalize edildi.
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Tablo 2. Ters transkriptaz reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1X
10X reaksiyon tamponu 2ul
dNTP karisimi (2,5 mM) 1wl
Rastgele hekzamer (50 uM) 2 ul
Ters transkriptaz (200 U/ul) 1wl
RNaz inhibitorii 0,5 ul
RNaz igermeyen su 3,5u
RNA 0Ornegi 10 pl
Toplam reaksiyon hacmi 20 ul

Tablo 3. Ters transkriptaz reaksiyon kosullari*

Ters Transkriptaz Adimlari Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Adim 1 25 10’ 1
Adim 2 37 120’
Adim 3 85 5! 1
Adim 4 4 00 1

*Biometra TProfessional 1s1 dongii cihazi

Tablo 4. gRT-PCR primer dizi bilgileri

Gen Ismi fleri Primer Dizisi (5'—3’) Geri Primer Dizisi (5'—3’)

ABCB1 | TCCATGCTCAGACAGGATGTGA | TCATTGGCGAGCCTGGTAGT

GAPDH | ACCATCTTCCAGGAGCGAGAT | GGGCAGAGATGATGACCCTTTT
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Tablo 5. gRT-PCR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1X
SYBR green supermix (2X) 5ul
Ileri ve geri primerler (10 pM) 0,5 ul
cDNA 6rnegi (200 nmol) x ul
Niikleaz-igermeyen su 45 -xul
Toplam reaksiyon hacmi 10 wl

Tablo 6. gRT-PCR reaksiyon kosullari*

gqRT-PCR Adimlari Denatiirasyon Baglanma
[k Déngii 95°C - 30" -
401 95°C - 10" 60°C - 10"
Sogutma 4°C - o
Erime Egrisi Analizi Standart

*Roche LightCycler 480 Instrument 11 gRT-PCR cihazi

5.2.3.2. ABCB1-MDR1 protein ekspresyonunun western blot yontemi ile incelenmesi

HepG2 hiicreleri, 12-kuyulu plaklara ekildikten 24 saat sonra GalNAc-ASO tedavileri
uyguland1 (2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM). 72 saat sonra hiicrelerden, liziz tamponu (RIPA
+ proteaz/fosfataz inhibitorii) ile kit talimatnamesine gore total protein izolasyonu
gerceklestirildi (RIPA buffer, SERVA; 100X Protease Inhibitor Cocktail, Cell Signaling).
Ornekler, porsiyonlanarak -80°C’de sakland1. Bikinkoninik asit (BCA) deney kit (Pierce BCA
Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) prosediirii ile protein konsantrasyonlar1 belirlendi
ve standart egri grafigi cizilerek, konsantrasyonlar 20 pg olarak esitlendi. Protein 6rneklerine,
2X Laemmli tamponu eklenerek, ddH2O ile toplam 10 pl’ye tamamlandi ve +4°C’de (60’)
denatiire edildi. Denatiire protein 6rnekleri ve protein belirteci (180 kDa), %4-8 SDS-PAGE
mini jele (Imm) yiiklenerek, dnce 50V (5'), sonra 130-150V’da 60’ igerisinde ayristirildi.
Proteinler, jelden, metanol ile aktiflestirilmis polivinil floriir (PVVDF) membrana (Pierce, PVDF
Transfer Membran, 0,2 um, Thermo Fisher Scientific), 100V’de (60") 1slak transfer
gerceklestirildi (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad). Membran, ddH.0 ile yikand1 (4x5).
Membran, %5 yagsiz siit tozu (TBS-t) ile oda sicakliginda bloklandi (60"). Membranlar, protein
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belirtecine gore 130-180 (ABCBI1) ve 100 (ATP1A1) kDa’y1 kapsayacak sekilde kesildi.
Membranlar, primer antikor ile oda sicakliginda galkalandi (180'). Membranlar, TBS-t ile
calkalandi (3x10). Membranlar, oda sicakliginda sekonder antikor ile ¢alkaland1 (60’).
Membranlar, TBS-t ile (3x5) ve TBS ile (2x5) calkalandi. Protein bantlari, ECL reaktifi
(SignalFire, Cell Signaling) kullanilarak, goriintiilendi (ChemiDoc Imaging Systems, Bio-Rad).
Protein kantitasyonu, Image Lab Version 6.1 yazilimi araciligi ile gergeklestirildi (Bio-Rad).
Sonuglar, referans gen ekspresyonu (ATP1A1) ile normalize edildi. Bu ¢alismada kullanilan

antikorlar Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Antikor bilgileri

Antikor Isimleri Diliisyon Katalog Numaralari
ABCB1-MDR1 1:1000 13342 (Cell Signaling Technology)
Na,K-ATPaz al (ATP1Al) 1:1000 23565 (Cell Signaling Technology)
Anti-tavsan IgG, HRP-bagl Antikor 1:3000 6883 (Cell Signaling Technology)

5.2.4. Hiicre canhihig1 calismalar:

5.2.4.1. Tripan mavisi testi

Besiyeri icerisindeki hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi (%0,1), hacimce 1:1 oraninda
karistirilip, hemositometreye yiiklendi. Maviye boyanmis (6lii) ve boyanmamis (canli)
hiicreler, 151k mikroskobunun 10X objektifi kullanilarak sayildi. 1 ml besiyeri ortaminda kag

milyon hiicre oldugu hesaplandi ve hiicre ekimi gerceklestirildi.

5.2.4.2. MTT testi

144 saate kadar 96-kuyulu plaklara 100 pl besiyeri icerisinde 5000 hiicre 3 tekrarli olacak
sekilde ekildi. Ayrica, kontrol ve blank kuyular1 olusturuldu. 24 saat sonra besiyeri
uzaklastirildi ve nihai GaNAc-ASO4 konsantrasyonlari (0,625 uM, 1,125 uM, 2,5 uM, 5 uM,
10 uM, 20 uM) olacak sekilde hiicrelere verildi. 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat sonra 10 pl/kuyu
MTT stok soliisyonu eklendi. 37°C’de inkiibe edildi. 2 saat sonra kuyularda formazan
kristallerinin olusumu gdzlendikten sonra besiyeri uzaklastirildi. Kuyulara, 100 pl/kuyu MTT
¢oziicii (DMSO) eklendi. 96-kuyulu plaka, 5’ ¢alkalandiktan sonra OD570 nm’de absorbanslari
Olciildii (Perkin Elmer, EnSpire Multiplate Plate Okuyucu). Asagidaki formiile gore hiicre
sitotoksisitesi hesaplandi.

Sitotoksisite (%) = (100 x (kontrol - 6rnek) / kontrol)
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5.2.4.3. Resazurin testi

144 saate kadar opak 96-kuyulu plaklara 100 pl besiyeri igerisinde 5000 hiicre 3 tekrarli olacak
sekilde ekildi. Ayrica, kontrol ve blank kuyulart olusturuldu. 24 saat sonra besiyeri
uzaklastirildi ve nihai GaINAc-ASO4 konsantrasyonlari (0,625 uM, 1,125 uM, 2,5 uM, 5 uM,
10 uM ve 20 uM) olacak sekilde hiicrelere verildi. 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat sonra 20
ul/kuyu resazurin stok soliisyonu eklendi. 37°C’de inkiibe edildi. 2 saat sonra, Aeksitasyon = 530 -
570 (560 nm) ve Aemisyon = 580 - 620 (590) nm’de floresan okuma gergeklestirildi (Perkin Elmer,
EnSpire Multiplate Plate Okuyucu). Asagidaki formiile gore hiicre sitotoksisitesi hesaplandi.

Sitotoksisite (%) = (100 x (kontrol - 6rnek) / kontrol)

5.2.5. istatistiksel hesaplamalar

Niceliksel verilerin, ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi. Coklu karsilastirma
testleri tek yonlii varyans analizi veya iki yonlii varyans analizi kullanilarak analiz edildi. Tim
istatistiksel analizler, Graphpad Prism 9.3.0 programi ile gerceklestirildi (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). P degeri .05 ten kiiglik ise istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. In Silico Analiz Bulgular1

6.1.1. ABCB1 mRNA hedef eksonlar ikincil ve ii¢iinciil yap: tahmin bulgular:

Insan ABCB1 mRNA’s1 transcript variant 1 (5586 bp)’e ait ekson 10 (192 bp, Sekil 6a), ekson
17 (204 bp, Sekil 7a) ve ekson 20 (177 bp, Sekil 8a)’nin 2D (http://rna.tbi.univie.ac.at/) ve 3D
(http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA) yapilar1 tahmin edilmistir. MFE tahmin sonucuna goére
ekson 10’un, -42 kcal/mol MFE’e sahip, nokta parantez gosteriminde optimal ikincil yapisi
Sekil 6b ve Sekil 6¢’de gosterilmistir. Termodinamik uyum tahmin sonucuna gore serbest
enerjisi -45,96 kcal/mol’diir. MFE yapisinin frekansi %0,16’dir. Ekson 10’un -23,50 kcal/mol
MFE’ye sahip nokta parantez gosterimindeki sentroid ikincil yapis1 Sekil 6d’de gosterilmistir.
MFE tahmin sonucuna goére ekson 17°nin, -48,80 kcal/mol MFE’ye sahip, nokta parantez
gosteriminde optimal ikincil yapisi Sekil 7b ve Sekil 7¢’de gosterilmistir. Termodinamik uyum
tahmin sonucuna gore serbest enerjisi -52,22 kcal/mol’diir. MFE yapisinin frekansi %0,39’dur.
Ekson 17°nin -33,50 kcal/mol MFE’ye sahip nokta parantez gosterimindeki sentroid ikincil
yapist Sekil 7d’de gosterilmistir. MFE tahmin sonucuna gore ekson 20°nin, -29,30 kcal/mol
MFE’ye sahip, nokta parantez gdsteriminde optimal ikincil yapisi Sekil 8b ve Sekil 8c’de
gosterilmistir. Termodinamik uyum tahmin sonucuna gore serbest enerjisi enerjisi -32,13
kcal/mol’diir. MFE yapisinin frekansi %1,01°dir. Ekson 20°nin -14,50 kcal/mol MFE’e sahip
nokta parantez gosterimindeki sentroid ikincil yapisi Sekil 8d’de gosterilmistir. Eksonlarin
FASTA ve 2D bilgileri kullanilarak, optimize protokol ile 3D yapisi i¢in 5’er model elde
edilmistir. I¢lerinden en diisiik skora sahip olan model en iyisi olarak belirtildigi i¢in tercih
edilmistir. Ekson 10 i¢in 26,6358 skorlu model (Sekil 6g); ekson 17 igin 26,4863 skorlu model
(Sekil 7g); ekson 20 igin 26,6531 skorlu model (Sekil 8g) se¢ilmistir.

6.1.2. ABCB1 mRNA eksonlarini hedefleyen ASO’lar

Insan ABCB1 mRNA transcript variant 1 (5586 bp)’i hedefleyen ASO’lar listelendi
(https://www.invivogen.com/sirnawizard/). i¢lerinden, ekson 10 (192 bp)’u hedefleyen ASO1;
ekson 17 (204 bp)’yi hedefleyen ASO2 ve ekson 20 (177 bp)’yi hedefleyen ASO3 ve negatif
kontrol ASO4 dizileri degerlendirildi (Tablo 1).

6.1.3. ASO’larin katlanma serbest enerji tahmin bulgulari
ASO’larin katlanma serbest enerjileri elde edildi
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/MaxExpect/MaxExpect.html).

33



ASO!’in 1,6 (Sekil 9a), ASO2’nin 1,4 (Sekil 9e) ve ASO3’lin 1,3 (Sekil 9i) katlanma serbest
enerji degerlerine gore ikincil yapilar1 tahmin edildi. ASO1, en yiiksek katlanma serbest
enerjisine sahip oldugu i¢in en iyi ASO adayi olarak belirlendi. Katlanma serbest enerjilerine
gore en iyl ASO aday1 siralamasi: ASO1>AS02>ASO3 tiir.

6.1.4. ASO’larn hibrit serbest enerji tahmin bulgular:

ASO’larm, HFE tahmin sonuglari elde edildi
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/DuplexFold/DuplexFold.html).
ASO1’in -24,5 (Sekil 9b), ASO2’nin -26,2 (Sekil 9f) ve ASO3’lin -26,6 (Sekil 9j) HFE
konformasyonuna goére katlanmalari tahmin edildi. I¢lerinden ASO1 en yiiksek HFE’ye sahip
oldugu i¢in en iyi ASO aday1 olarak belirlendi. HFE’ye gore en iyi ASO aday1 siralamast:
ASO1>AS0O2>AS0O3’tiir.

6.1.5. ASO’larin konsantrasyon ve 1s1 kapasitesi tahmin bulgular

ASO’larn, TmConc ve TmCp grafikleri, DINAMelt server
(http://www.unafold.org/hybrid2.php) kullanilarak homodimer simiilasyonlar1 uygulamasi ile
elde edildi. ASOL1 igin 36,5 TmConc ve 35,2 TmCp degerleri elde edildi (Sekil 9c ve Sekil 9d).
ASO2 i¢in 50,5 TmConc ve 41,5 TmCp degerleri elde edildi (Sekil 9g ve Sekil 9h). ASO3 i¢in
65,7 TmConc ve 54,9 degerleri elde edildi (Sekil 9k ve Sekil 9I). I¢lerinden ASO3, en yiiksek
TmConc ve TmCp degerlerine sahip oldugu i¢in en kararli ASO aday1 olarak degerlendirildi.
Tm degerlerine gore en kararli ASO adayi siralamasi: ASO3>AS02>AS0O1’dir.

6.1.6. ASO’larn iigiinciil yap:1 tahmin bulgularn

ASO’larm  TUglinciil  yapilarina  ait  modeller  ve skorlar  elde  edildi
(http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA). Yapilan tahminler igerisinde en diisiik skora sahip olan
ASO 3D modeli tercih edildi. ASO1 igin 11,2472 skorlu model (Sekil 6e ve Sekil 6f), ASO2
icin 6,37399 skorlu model (Sekil 7e ve Sekil 7f) ve ASO3 i¢in 18,596 skorlu model (Sekil 8e
ve Sekil 8f) secildi.

6.1.7. Hedef ABCBI eksonlari ile ASO’larin etkilesim tahmin bulgular

Ekson 10 (192 bp) ile ASO1’in, ekson 17 (204 bp) ile ASO2’nin ve ekson 20 (177 bp) ile
ASO3’iin RNA-DNA etkilesimlerine ait modeller elde edildi
(http://huanglab.phys.hust.edu.cn/hnadock/). Ekson 10 (192 bp) ile ASO1’in RNA-DNA

etkilesim sonucuna gore docking enerji skoru -228,62 ve ligand rmsd degeri 235,61 dir (Sekil
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6h). Ekson 17 (204 bp) ile ASO2’nin RNA-DNA etkilesim sonucuna gore docking enerji skoru
-121,49 ve ligand rmsd degeri 169,90°dir (Sekil 7h). Ekson 20 (177 bp) ile ASO3’iin RNA-
DNA etkilesim sonucuna gore docking enerji skoru -260,03 ve ligand rmsd degeri 355,38dir
(Sekil 8h). Ek olarak, HNADOCK sunucusu sirasiyla ASO3 ile ekson 20, ASO1 ile ekson 10
ve ASO2 ile ekson 17 igin daha yiiksek docking enerjisi skorlar1 gostermistir. 2D yap1
tahminlerine goére, ASO1 hibridizasyon i¢in hedef ekson 10 mRNA’ya 10 nt erisebilirlige
sahipken (Sekil 6a), ASO2 hibridizasyon i¢in hedef ekson 17 mRNA’ya 15 nt erisebilirlige
sahiptir (Sekil 7a). Ek olarak, ASO3 hibridizasyon i¢in hedef ekson 20 mMRNA’sina 11 nt’lik
bir erisilebilirlige sahiptir (Sekil 8a).

(a)

>ABCB1 (Exon 10}
GUAUGCCUAUUAUUACAGUGGAAUUGGUGCUGGGGUGCUGGUUGCUGCUUACAUUCAGGUUUCADUUUGGUGCCUGGCAGCUGGAAGACARAAUACACARARUUAGARARC

AGUUUUUUCAUGCUAUAAUGCGACAGGAGAVAGGCUGEUUUGAUGUGCACGAUGUUGEEEAGCUUARACACCCGACUUACAGA.
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Sekil 6. ASO1’in ABCBL1 ekson 10 ile RNA-DNA etkilesim tahmini. (a) ABCB1-ekson 10°un
FASTA dizisi (NCBI, NM_001348945.2). (b) ABCB1l-ekson 10’un nokta parantez
gosteriminde minimum serbest enerji tahmini (Viyana formati, RNAfold web sunucusu). Nokta
parantez gosterimindeki bir nokta, eslesmeyen bir konumu temsil ederken, bir eslesme,
parantezler ile gosterilmektedir. (c) ABCB1-ekson 10’un MFE ikincil yapisi (-42,00 kcal/mol,
RNATfold web sunucusu). (d) ABCB1-ekson 10’un sentroid ikincil yapisi (-23,50 kcal/mol,
RNAfold web sunucusu). (e, f) ASOL’in tersiyer yapi tahmini (Skor: 11,2472, 3dRNA/DNA
web sunucusu). (g) ABCB1-ekson 10’un tigiinciil yap1 tahmini (Skor: 26,6358, 3dRNA/DNA
web sunucusu). (h) ASO1’in ABCB1-ekson 10 ile RNA-DNA etkilesim tahmini (Docking
skoru: -228,62, Ligand rmsd: 235,61, HNADOCK sunucusu).
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(a)

>ABCB1 (Exon 17)
GUCAGUGUUGAUGGACAGEATATUACGACC ATARAUGUARGGUUUCTACGGEARATC AUUGGUGUGEUGAGUCAGGAACCUGUATTGUUUGCCACCACGAUAGCUGAA

AACAUUCGCUAUGGCCGUGARAAUGUCACCATGGAUGCAGATUGAGAARAGCUGUCAAGGARGCCARUGCCUAUGACUUUAUCAUGARACUGCCUCAT
b
= [ASETRA IS TR DRD D D B PR § § PP Ceeeeeeoete .. P N A R S S A S PR A P A S S IS SIS DR R R D D R AR R S
N S A N R RS PR S A TR DD RV DR D DD ED DI D EERRRREES DR DD D PR IDRDIRRIRREED I DRID RN DD Nl

(d} )  3I-CGETGGTGCTATCGACTTTT-S (h)

Sekil 7. ASO2’nin ABCB1 ekson 17 ile RNA-DNA etkilesim tahmini. (a) ABCB1-ekson
17°nin FASTA dizisi (NCBI, NM_001348945.2). (b) ABCB1-ekson 17’nin nokta parantez
gosteriminde minimum serbest enerji tahmini (Viyana formati, RNAfold web sunucusu). Nokta
parantez gosterimindeki bir nokta, eslesmeyen bir konumu temsil ederken, bir eslesme,
parantezler ile gosterilmektedir. (c) ABCB1-ekson 17°nin MFE ikincil yapisi (-48,80 kcal/mol,
RNAfold web sunucusu). (d) ABCB1-ekson 17°nin sentroid ikincil yapisi (-33,50 kcal/mol,
RNAfold web sunucusu). (e, f) ASO2’nin tersiyer yapi tahmini (Skor: 6,37399, 3dRNA/DNA
web sunucusu) (g) ABCB1-ekson 17°nin tersiyer yapi tahmini (Skor: 26,4863, 3dRNA/DNA
web sunucusu). (h) ABCB1-ekson 17°nin ASO2 ile RNA-DNA etkilesim tahmini (Docking

skoru: -121,49, Ligand rmsd: 169,90, HNADOCK sunucusu).
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(a)

>ABCB1 (Exon 20}
ACAGCAGGARAUGAAGUUGAAUUAGARAAUGCAGCUGAUGAAUCCARAARGUGARATUGAUGC CUUGGAARUGUCUUCARAUGAUUCAAGAUCCAGUCURRUARGAAARAGA

TCARCUCGUAGGAGUGUCCGUGGAUCACARGC CCAAGACAGARAGCTUAGUACCAAAGAGGCUCUG

(b}
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Sekil 8. ASO3’iin ABCBI ekson 20 ile RNA-DNA etkilesim tahmini. (a) ABCB1-ekson 20°nin
FASTA dizisi (NCBI, NM_001348945.2). (b) ABCB1l-ekson 20’nin nokta parantez
gosteriminde minimum serbest enerji tahmini (Viyana formati, RNAfold web sunucusu). Nokta
parantez gosterimindeki bir nokta, eslesmeyen bir konumu temsil ederken, bir eslesme,
parantezler ile gosterilmektedir. (c) ABCB1-ekson 20°nin MFE ikincil yapisi (-29,30 kcal/mol,
RNAfold web sunucusu). (d) ABCB1-ekson 20’nin sentroid ikincil yapisi (-14,50 kcal/mol,
RNAfold web sunucusu). (e, f) ASO3’iin tersiyer yap1 tahmini (Skor: 18,596, 3dRNA/DNA
web sunucusu) (g) ABCB1-ekson 20’nin tersiyer yapi tahmini (Skor: 26,6531, 3dRNA/DNA
web sunucusu). (h) ASO3’iin ABCBI1-ekson 20 ile RNA-DNA etkilesim tahmini (Docking
skoru: -260,03, Ligand rmsd: 355,38, HNADOCK sunucusu).
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Sekil 9. ASO’larin enerji, konsantrasyon ve 1s1 kapasitesi tahminleri. (a) ASO1’in katlanma
serbest enerjisi (1,6). (b) ASO1’in hibrit serbest enerjisi (-24,5). (¢, d) ASO1 konsantrasyon
(TmConc: 36,5) ve 1s1 kapasitesi (TmCp: 35,2) grafikleri. (¢) ASO2’nin (1,4) katlanma serbest
enerjisi. (f) ASO2’nin hibrit serbest enerjisi (-26,2). (g, h) ASO2 konsantrasyon (TmConc:
50,5) ve 1s1 kapasitesi (TmCp: 41,5) grafikleri. (i) ASO3’iin (1,3) katlanma serbest enerjisi. (j)
ASO3’ln hibrit serbest enerjisi (-26,6). (k, 1) ASO3 konsantrasyon (TmConc: 65,7) ve 1s1
kapasitesi (TmCp: 54,9) grafikleri.

6.2. ABCB1-MDRI1 Ekspresyon Bulgular:

6.2.1. ABCB1-MDRL1 gen ekspresyonu gRT-PCR bulgulari

HepG2 hiicrelerine, 2,5 pM, 5 uM, 10 uM ve 20 pM konsantrasyonlarinda GalNAc-ASO
(GaINAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3) ve negatif kontrol (GalNAc-ASO4)
uygulanmustir. 24, 48 ve 72 saat sonra hedef ABCB1-MDR1 geninin relatif ekspresyonuna ait
gRT-PCR sonucu paylasiimistir (Sekil 10 ve Tablo 8). HepG2 hiicrelerinde tedavi edilmemis
gruplara gore GalNAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3’iin, 24, 48 ve 72 saat igin 20
uM konsantrasyonu ABCB1-MDR1 gen ekspresyonunu azaltmistir. GaINAc-ASO1 10 uM,
GalNACc-ASO3 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlart igin istatistiksel anlamli sonuglar sadece 24

saat sonra elde edilebilmistir (Tablo 8).
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Hep G2
(insan Hepatoselliler Karsinom)

B

ASO1-25 M
ASO1-5 pMm
ASO1-10 uM
ASO1-20 pM
AS02-2 5 M
ASO2-5 um
AS02-10 uM
AS02-20 uM
ASO3-2.5 M
ASO3-5 M
ASO3-10 uM
ASO3-20 pM
AS04-2 5 UM
ASO4-5 M
ASO4-10 pM
ASO4-20 pM
Tedavi edilmemis kKontrol

LX)

ABCB1 Gen Ekspresyonu
(Kat Degisimi)
== %]

24h 48h 72h
Zaman (Saat)

(=]

Sekil 10. Relatif ABCB1-MDRL1 gen ekspresyon analizi sonuglari (2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve
20 uM konsantrasyonlarinda GalNAc-ASO (GalNAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalNAc-
ASO3) ve negatif kontrol (GaINAc-ASO4) uygulanan (24, 48 ve 72 saat) HepG?2 hiicrelerinde,
ABCB1-MDR1 gen ekspresyonu, GAPDH ile normalize edildi. iki yonlii varyans analizi ile
degerlendirildi. GraphPad Prisim 9.3.0. *P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001).
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Tablo 8. GaINAc-ASO konsantrasyonlarina ait relatif ABCB1-MDRI1 gen ekspresyonlarinin
karsilastirmast

Kontrol - ASO1-10 pM 0,8825 0,3947 - 1,370 *

Kontrol - ASO1-20 pM 0,8920 0,6259 - 1,158 *
Kontrol - ASO2-20 pM 0,8665 0,4969 - 1,236 *
Kontrol - ASO3-5 pM 0,8795 0,007324 - 1,752 *
Kontrol - ASO3-10 pM 0,8785 0,4794 - 1,278 *

Kontrol - ASO3-20 pM 0,7422 - 1,038

Kontrol - ASO1-20 pM 0,8760 0,3143 - 1,438 *
Kontrol - ASO2-20 pM 0,9070 0,5227 - 1,291 *
Kontrol - ASO3-20 pM 0,8630 0,6265 - 1,100 *

2,5 uM, 5 uM, 10 pM ve 20 uM konsantrasyonlarinda GalNAc-ASO (GalNAc-ASO1,
GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3) ve negatif kontrol (GaINAc-ASO4) uygulanan (24, 48 ve
72 saat) HepG2 hiicrelerinde, ABCB1-MDR1 gen ekspresyonu, GAPDH ile normalize edildi.
iki yonlii varyans analizi ile degerlendirildi. GraphPad Prisim 9.3.0. *P < 0.05, **P < 0.01,
**xp <0.001).
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6.2.2. ABCB1-MDRI1 protein ekspresyonu western blot bulgulari
HepG2 hiicrelerine ait total protein miktari, BCA testi ile degerlendirildi (Sekil 11).

BCA Standart Egri

09
08 y =0,0004x + 0,0274
07 R?=0,9976

OD Absorbans (562 nm)

0 500 1000 1500 2000 2500

BCA standart konsantrasyonlari (pg/ml)

Sekil 11. BCA standart egri grafigi

HepG2 hiicreleri belirtildigi gibi (2,5 puM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM) farkli GalNAc-ASO
(GaINAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3) ve GalNAc-ASO4 (negatif kontrol)
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Hedef ABCBL1 ve referans ATP1A1 proteinlerinin 72 saat
sonraki western blot bant sonuglar1 Sekil 12a-1, Tablo 9 ve Tablo 10; Sekil 13a-p, Tablo 11,
Tablo 12 ve Tablo 13’de sunulmustur. GaINAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalINAc-ASO3 (2,5
uM harig) ile tedavi edilen HepG2 hiicrelerinde, ABCB1’in toplam bant hacmi tedavi
edilmeyen gruba kiyasla azalmistir. Ayrica, referans protein ATP1A1’in toplam bant hacminde
onemli bir degisiklik gézlenmemistir. GaINAc-ASO4, ABCB1 ve ATP1ALl’in toplam bant
hacmini  6nemli  Olgiide  degistirmemistir.  Sonuglar, = GaINAc-ASO1l’in  tiim
konsantrasyonlarinda, relatif ABCB1 protein ekspresyonunu azalttigini gostermektedir. Benzer
sekilde, GalNAc-ASO2, relatif ABCB1’in protein ekspresyonunu 2,5 puM hari¢ tim
konsantrasyonlarda azaltmistir. GalNAc-ASO3’iin 10 uM konsantrasyonunda, relatif
ABCBZY’in protein ekspresyonunu da azaltmigtir. GaINAc-ASO4’iin relatif ABCB1 protein

ekspresyonu iizerinde herhangi bir etkisi olmamustir (Sekil 13r ve Tablo 14).
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Sekil 12. GalNAc-ASO1 ve GalNAc-ASO2 tedavisi uygulanmis HepG2 hiicrelerine ait
ABCB1-MDR1 (130-180 kDa) ve ATP1A1 (100 kDa) western blot sonuglar1 (72. saat). (a, c,
e, g) ABCB1-MDRI proteinine ait western blot bant gériintiileri (ChemiDoc MP, Bio-Rad). (b,
d, f, h) ATP1A1 proteinine ait western blot bant goriintiileri (ChemiDoc MP, Bio-Rad). (i, j, K,
) ABCB1-MDR1 ve ATPIAl western blot bantlar1 analizinin GalNAc-ASO
konsantrasyonlarina gore karsilastirmasi (Tek yonlii varyans analizi, GraphPad Prism 9.3.0. *P
<0.05, **P <0.01, ***P < 0.001).

Tablo 9. GalNAc-ASO1 tedavisi uygulanmigs HepG2 hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 ve
ATP1A1 western blot toplam bant hacmi

Kuyu 1 Kuyu 2 Kuyu 3 Kuyu 4
(2,5uMASOL) | (5uMASOL) | (10 uM ASO1) | (20 uM ASO1)

a. ABCB1 36,813 25,578 18,948 21,169

b. ATP1A1 21,422 16,277 17,803 17,127

c. ABCB1 29,907 25,066 26,327 17,842

d. ATP1A1 18,940 19,003 17,889 12,177
a + ¢ Ortalama (SS) 33,360 (4,883) 25,322 (0,362) 22,638 (5,218) 19,506 (2,353)
b + d Ortalama (SS) 20,181 (1,755) 17,640 (1,928) 17,846 (0,061) 14,652 (3,500)

Image Lab (Version 6.1, Bio-Rad) program ile analiz edildi. ABCB1-MDR1 ve ATP1Al
western blot bantlar1 analizinin GaINAc-ASO1 konsantrasyonlarina gore karsilagtirmasi (Tek
yOnlii varyans analizi, GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001).
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Tablo 10. GalNAc-ASO2 tedavisi uygulanmis HepG2 hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 ve
ATP1A1 western blot toplam bant hacmi

Kuyu 1 Kuyu 2
(2,5 uM ASO2) (5 #M ASO2)

Kuyu 3 Kuyu 4
(10 uM ASO2) (20 uM ASO2)

a. ABCB1 33,703 28,454 29,096 27,402
b. ATP1Al 17,322 19,074 25,912 18,476
c. ABCB1 32,639 19,325 19,913 15,650
d. ATP1A1 17,261 17,388 15,282 17,278

a + ¢ Ortalama (SS) 33,171 (0,7524) | 23,890 (6,4558) | 24,505 (6,4933) | 21,526 (8,3097)

b + d Ortalama (SS) 17,291 (0,0431) | 18,231 (1,1924) | 20,597 (7,5162) | 17,877 (0,8471)

Image Lab (Version 6.1, Bio-Rad) program ile analiz edildi. ABCB1-MDR1 ve ATP1Al
western blot bantlar1 analizinin GaINAc-ASO2 konsantrasyonlarina gore karsilagtirmasi (Tek
yonlii varyans analizi, GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001).
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Sekil 13. GaINAc-ASO3, GalNAc-ASO4 tedavisi uygulanmis ve tedavi uygulanmamig HepG2
hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 (130-180 kDa) ve ATP1A1 (100 kDa) western blot sonuglari
(72. saat). (a, c, e, g, i, k)l ABCB1-MDRI proteinine ait western blot bant goriintiileri
(ChemiDoc MP, Bio-Rad). (b, d, f, h, j, 1) ATP1A1 proteinine ait western blot bant goriintiileri
(ChemiDoc MP, Bio-Rad). (m, n, o, p) ABCB1-MDR1 ve ATP1A1 western blot bantlari
analizinin GaINAc-ASO konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi (Tek yonlii varyans analizi,
GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). (r) GalNAc-ASO
konsantrasyonlarina ait relatif ABCBI1-MDR1 protein ekspresyonlarinin karsilastirilmasi
(Western blot analizinde ABCB1-MDRI1 protein diizeyi, ATP1A1 proteini ile normalize edildi
(Tek yonlii varyans analizi, GraphPad Prisim 9.3.0. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001). (s, t,
v) ABCB1-MDRI1 ve ATP1A1 western blot bantlari analizi (Image Lab Version 6.1, Bio-Rad).
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Tablo 11. GalNAc-ASO3 tedavisi uygulanmis HepG2 hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 ve
ATP1A1 western blot toplam bant hacmi

Kuyu 1 Kuyu 2 Kuyu 3 Kuyu 4
(2,5 uM ASO3) (5 uM ASO3) (10 uM ASO3) | (20 M ASO3)

a. ABCB1 34,853 34,684 34,323 32,544

b. ATP1A1 18,352 16,891 15,151 14,563

c. ABCB1 42,169 22,611 23,239 26,430

d. ATP1A1 13,200 12,081 15,465 15,401
a + ¢ Ortalama (SS) 38,511 (5,173) 28,647 (8,537) 28,781 (7,838) 29,487 (4,323)
b + d Ortalama (SS) 15,776 (3,643) 14,486 (3,402) 15,308 (0,222) 14,982 (0,593)

Image Lab (Version 6.1, Bio-Rad) program ile analiz edildi. ABCB1-MDR1 ve ATP1Al
western blot bantlar1 analizinin GaINAc-ASO3 konsantrasyonlarina gore karsilagtirmasi (Tek
yonlii varyans analizi, GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001).

Tablo 12. GalINAc-ASO4 tedavisi uygulanmis HepG2 hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 ve
ATP1A1 western blot toplam bant hacmi

Kuyu 1 Kuyu 2 Kuyu 3 Kuyu 4
(2,5 uM ASO4) (5 uM ASO4) (10 M ASO4) (20 uM ASO4)

a. ABCB1 61,980 59,664 48,141 47,494

b. ATP1A1 15,857 19,931 13,404 16,145

c. ABCB1 62,049 48,219 56,582 50,362

d. ATP1A1 17,091 12,408 16,444 14,336
a + ¢ Ortalama (SS) 62,014 (0,048) 53,942 (8,093) 52,361 (5,969) 48,928 (2,028)
b + d Ortalama (SS) 16,474 (0,873) 16,170 (5,320) 14,924 (2,149) 15,241 (1,279)

Image Lab (Version 6.1, Bio-Rad) program ile analiz edildi. ABCB1-MDR1 ve ATP1Al
western blot bantlar1 analizinin GaINAc-ASO4 konsantrasyonlarina gore karsilagtirmasi (Tek
yOnlii varyans analizi, GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001).
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Tablo 13. Tedavi uygulanmamis HepG2 hiicrelerine ait ABCB1-MDR1 ve ATP1Al western
blot toplam bant hacmi

(ggztlioll) (ggztliozl) (mﬁi) (Eé*%t”nﬁ) CUELEIE (2

a. ABCBL 62,980 58,774 61,043 55,160 59,489 (3,359)
b. ATP1AL 18,003 17,781 19,029 17,201 18,003 (0,763)
¢. ABCB1 57,381 61,659 47,840 47,450 53,583 (7,077)
d. ATP1AL 18,205 19,085 18,496 17,610 18,349 (0,614)
a+c 60,181 60,216 54,442 51,305 56,536 (4,419)
b+d 18,104 18,433 18,763 17,405 18,176 (0,580)

Image Lab (Version 6.1, Bio-Rad) program ile analiz edildi. ABCB1-MDR1 ve ATP1Al
western blot bantlar1 analizinin negatif kontrol karsilastirmasi (Tek yonlii varyans analizi,
GraphPad Prism 9.3.0. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001).

Tablo 14. GalNAc-ASO konsantrasyonlarma ait relatif ABCBI-MDR1 protein
ekspresyonlarinin karsilagtirmasi

Diizeltilmis P

Degeri

Kontrol - ASO1 - 2,5 pyM 0,47 0,08642 - 0,8536 * 0,0118
Kontrol - ASO1 - 5 pM 0,5355 0,1519 - 0,9191 ** 0,0039
Kontrol - ASO1 - 10 pM 0,5920 0,2084 - 0,9756 ** 0,0015
Kontrol - ASO1 - 20 pM 0,5655 0,1819 - 0,9491 ** 0,0023
Kontrol - ASO2 - 5 uM 0,5820 0,1984 - 0,9656 *x 0,0018
Kontrol - ASO2 - 10 pM 0,6095 0,2259 - 0,9931 *x 0,0011
Kontrol - ASO2 - 20 pM 0,6165 0,2329 - 1,000 el 0,0010
Kontrol - ASO3 - 10 pM 0,3955 0,01192 - 0,7791 * 0,0412

2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda GalNAc-ASO (GalNAc-ASO1,
GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3) ve negatif kontrol (GaINAc-ASO4) uygulanan (24, 48 ve
72 saat) HepG2 hiicrelerinde, ABCB1-MDRL1 protein ekspresyonu, ATP1A1 ile normalize
edildi. ki yonlii varyans analizi ile degerlendirildi. GraphPad Prisim 9.3.0. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001).
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6.3. Hiicre Canhhig1 Bulgular

HepG2 hiicrelerine, negatif kontroliin (GalNAc-ASO4) artan konsantrasyonlari (0,625 pM,
1,125 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM) uygulanmaistir. 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saatlerine
ait MTT (Sekil 14) ve resazurin (Sekil 15) hiicre canlilik analizine gore GalNAc-ASO4

sitotoksik etki gostermemektedir.
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Sekil 14. HepG?2 hiicrelerine uygulanan GalNAc-ASO4 konsantrasyonlarina ait MTT canlilik
(%) analizi sonuglar1 (Kontrol grubu %100 olarak kabul edildi ve tedavi sonrasi (24, 48, 72, 96,
120 ve 144 saat), GaINAc-ASO4 konsantrasyonlarmin hiicre canliligina olan etkisi iki yonlii
varyans analizi ile degerlendirildi, GraphPad Prisim 9.3.0. P > 0.05, p degeri anlami degildir).

[3)]
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Sekil 15. HepG2 hiicrelerine uygulanan GalNAc-ASO4 konsantrasyonlarina ait resazurin

canlilik (%) analizi sonuglar1 (Kontrol grubu %100 olarak kabul edildi ve tedavi sonrasi (24,
48, 72, 96, 120 ve 144 saat), GaINAc-ASO4 konsantrasyonlarinin hiicre canliligina olan etkisi
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iki yonlii varyans analizi ile degerlendirildi, GraphPad Prisim 9.3.0. P > 0.05, p degeri anlami1
degildir).
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, ABCB1 inhibitorii olarak tasarlanan GalNAc-konjuge PTO-ASO’larin HepG2
hiicrelerindeki etkinligi arastirilmistir. [n silico analiz ile secilen GalNAc-ASO konjugatlar
HepG2 hiicrelerine herhangi bir tasiyici sistem kullanilmadan gimnotik iletim ile uygulanmis
ve ABCBI ekspresyonu iizerindeki etkisi incelenmistir.
Bu galismada, FDA onayli birinci nesil antiviral ilag fomivirsen’deki (21 nt) PTO-DNA-ASO
(20 nt) motifi kullanilmistir (Roush, 1997). Birinci nesil ASO’lar, PO bagli ON’lere kiyasla
niikleaz bozunmasina kars1 daha direnglidir. PTO-ASO’lar albiimin gibi serum proteinlerine
giiclii bir sekilde baglanmaktadir. Boylelikle, bobrek klirensini azaltmaktadir ve daha uzun siire
in vivo dolasimi saglamaktadir (Batista-Duharte; Dhuri ve ark., 2020). Bununla birlikte,
nispeten diisiik afinite, siirh 6zgiillik gibi spesifik olmayan etkileri ve in vitro yiiksek
konsantrasyona bagli toksik etkileri in vivo yararl terapétik etkilerini sinirlamaktadir (Yoo,
2004; Krieg, 2019).
Stein ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen gimnozis yontemine gore, hiicrelerde ASO alimi bir
tastyict sistem gerektirmemektedir. Modifiye ASO’lar, hiicrelere uygulanan diisiik ilag
konsantrasyonlarina benzer sekilde, 2D veya 3D modellerde adherent veya siispanse halindeki
hiicrelerin hedeflenen sekilde susturulmasini saglamaktadir. Ayrica arastirmacilar, ASO aracili
susturmanin, uygun prosediirler izlendiginde ¢ok az toksisite ile veya hi¢ toksisite olmadan
yaklasik 240 giin boyunca siirdiiriilebilecegini bildirmistir (Stein ve ark., 2009).
Gonzalez-Barriga ve ark. (2017), mikroskobik analiz yoluyla PTO omurgali ASO’larin
gimnozisi tesvik ettigini gostermistir. Gimnotik alimina klatrin aracilik ederek endozomal-
lizozomal birikime yol agmaktadir. Gimnotik iletim yoluyla hiicrelere iletilen ASO’larin
niikleer RNA hedeflerinin ekspresyonunu etkili bir sekilde modiile ettigi bildirilmistir
(Gonzalez-Barriga ve ark., 2017). PTO omurgali ASO’larin hiicreler tarafindan gimnotik
aliminin, disiilfit degisimi ile yonlendirilen hiicre ylizey proteinlerine baglanmasi ile
gerceklesen bir olgu oldugu bilinmektedir (Laurent ve ark., 2021; Weidner ve ark., 2023).
ASO’lardaki tiim fosfat baglarinin en az %75’inin, hiicresel alimin gerg¢eklesmesi igin bir PTO
omurgasi gerektirdigi bildirilmistir (Souleimanian ve ark., 2012; Hillebrand ve ark., 2019).
Weidner ve ark. (2023), tiim dizi modifikasyonu, omurga kimyasi ve konjugasyon stratejilerini
kullanarak antimiR’lerin, 2D ve 3D epitel hiicre kiiltiirlerinde gimnotik alimdaki etkinligi
gosterilmistir.
Ancak Soifer ve ark. (2011), modifiye edilmemis PTO omurgali ASO’larn, tasiyici bir arag
kullanilmadigi siirece in vitro uygulamalarda inaktif oldugunu bildirmistir. Bu nedenle,
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calismamizda PTO-DNA-ASO’larin 5" ucuna bir GalNAc C3 fosforamit ligand1 ekleyerek
PTO-DNA-ASO’lar1 hepatosit hiicrelerine spesifik hale getirdik. ASO’larin hepatosit
hiicrelerine hizl1 alimindan faydalandik.

ASO terapotiklerinin afinitesini ve stabilitesini arttirmaya yonelik biyoteknolojik stratejiler,
hiicrelerde gimnotik iletim ve gimnozisin 6neminin artmasina yol agmistir (Anwar ve ark.,
2023). Gimnotik iletimin etkinligi, ASO’larin kii¢iik boyutlarindan kaynaklanan avantajlarina
ek olarak 3’ ve/veya 5’ uglarinda, niikleobazlarda, seker halkasinda ve omurga seviyesinde
yapilan modifikasyonlar ile garanti altina alinmaktadir (Blenke ve ark., 2020). Gimnotik iletim,
transfeksiyon prosediirlerinin uygulanabilir olmadigi durumlarda 6zellikle yararlidir. Ek olarak,
salin iginde verilebilen PTO-ASO’lar, lipidler gibi diger formiilasyonlarin ek toksik
etkilerinden kaginmak i¢in in vivo olarak avantajlidir (Gagnon & Corey, 2019). Hillebrand ve
ark. (2019), modifiye ASO’larin gimnotik iletim yoluyla HIV-1 mRNA’smin degradasyonunu
gostermistir. Hillebrand ve ark. (2019), gimnozis yoluyla hiicrelere verilen LNA-ASO’larin,
transfeksiyon reaktifleri yoluyla verilen siRNA’lar ile ayni sitoplazmik dagilimi sergiledigini
bildirmistir. ASO’larin gimnozis ile aktarilmasi, gelecekteki in vivo deneylere gegisi
kolaylastiracak in vitro simiilasyonlara aracilik etmektedir.

Deneyleri gerceklestirmeden Once, tasarladigimiz ASO’larin etkinligini karsilastirmak igin
hesaplamali yontemlerden yararlandik (Madanagopal ve ark., 2022; Uttarkar ve ark., 2022, Al-
Madhagi, 2023; Chen & Ho, 2023). ASO’larin basarisini artirmak igin gelistirilen in silico
protokollerin yonergelerini izleyerek molekiiler docking simiilasyonlar1 gergeklestirdik
(Uttarkar ve ark., 2022). Sonug olarak, in silico kosullar altinda ASO1’in en etkili ve ASO3’{in
en kararli oldugunu belirledik. Ekson hedeflemesi a¢isindan, sirasiyla, ASO3, ASO1 ve ASO2
basarili olmustur. En yiiksek katlanma serbest enerjisine sahip olan dizi en etkili dizidir
(Madanagopal ve ark., 2022). ASO1, diger molekiillere kiyasla daha yiiksek katlanma serbest
enerjisi nedeniyle en iyi aday olarak secilmistir. Benzer sekilde en yliksek HFE’ye sahip olan
dizi en etkili dizidir. ASO1, daha yiiksek HFE’ye sahip oldugu igin en iyi aday oldugu
distiniilmektedir. Katlanma serbest enerji tahmini ve HFE tahmininden elde edilen sonuglar,
uyumludur. ASO’larin Tm’si genellikle TmConc ve TmCp degerleri kullanilarak tahmin
edilmektedir. Daha yiiksek Tm degerleri genel olarak hem in vitro hem de in vivo’da artan
etkinlige karsilik gelmektedir (Madanagopal ve ark., 2022). Yiksek TmConc ve TmCp
degerlerine dayanarak, ASO3 en kararli ASO aday1 olarak goriilmektedir. Ayrica, ekson 20°nin
ASO3 ile, ekson 10’un ASOL ile ve ekson 17°nin ASO?2 ile molekiiler docking enerji skorlari
sirastyla daha yiiksektir. 2D yap1 tahminlerine gore, ekson 17, 20 ve 10’un sirasiyla ASO2,
ASO3 ve ASOI1 ile hibridizasyon i¢in daha erisilebilir oldugu belirlenmistir.
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ABCB1 mRNA hedefi ile ASO’lar arasindaki etkilesim, 3000 nt’nin lzerindeki dizilerin
analizine izin vermeyen niikleik asit 3D yap1 tahmin sunucularindaki sinirlamalar nedeniyle
tahmin edilememektedir (Wang ve ark., 2023). Bu nedenle, ASO’larin etkinligi eksonlarin 3D
yapilar1 kullanilarak karsilagtirilmistir.  Bu protokollerin ve hesaplamali  yontemlerin
gelistirilecek yonleri olsa da, terapotik ASO’larin se¢imini ve basarisini arttirmak i¢in yeni bir
firsat sunmaktadir.

Klinik ¢alismalar, ABCB1 ekspresyonunda 1,5-2 kat artisin kanser-MDR fenotipinin gostergesi
oldugunu belirtmektedir. Markov ve ark. (2020), ON’ler tarafindan ABCBI1 ekspresyonunda
%50’lik bir azalmanin hiicrelerde vinblastin duyarliligini geri kazanmak i¢in yeterli oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, calismamizda, ABCB1’in hiicredeki hayati fizyolojik rolii nedeniyle
GalNAc modifiye PTO-ASO’lart kullanmay1 sectik. Bu ASO’lar, diger hiicrelerdeki
ekspresyonlar1 etkilemeden hepatositlerin ASGP-R’lerine spesifik olarak baglanma
ozgiilliigiine ve istegine sahiptir.

Soifer ve ark. (2011) calismalarinda, adherent HeLa hiicreleri 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonlarda LNA-modifiye ASO ile tedavi edilmis ve 3. ve 6. giinlerde Bcl-2 mRNA
ve protein ekspresyonunun inhibisyonu ile sonu¢lanmistir. Calismamizda, HepG?2 hiicrelerinde,
24 saat sonra GalNAc-ASO1’in 10 uM ve 20 uM, GalNAc-ASO2’nin 20 uM ve GalNAc-
ASO3’tin ise 5 uM, 10 uM ve 20 uM i¢cin ABCB1-MDRI1 gen ekspresyonu azalmistir ve
istatistiksel olarak anlamlidir. 48 saat sonra sadece GaINAc-ASO2’nin 20 uM i¢in ABCBI1-
MDR1 gen ekspresyonunu azalttigi, istatistiksel anlamli sonug elde edilmistir. 72 saat sonra ise
GalNAc-ASO1, GalNAc-ASO2 ve GalNAc-ASO3’tin 20 uM konsantrasyonlari, ABCBI1-
MDRI1 gen ekspresyonunu azaltmistir ve istatistiksel olarak anlamlidir. Tiim GalNAc-ASO’lar
icin 20 uM konsantrasyonlar, ABCB1-MDR1 gen ekspresyonunu baskilamak i¢in uygun
dozdur. Ardindan, bu konsantrasyonlarin 72 saat sonra ABCB1-MDRL1 protein ekspresyonu
tizerine etkisi arastirilmistir. Konsantrasyon arttikca ABCB1-MDR1 protein ekspresyonu
azalmaktadir.

HepG2 hiicrelerinde, GaINAc-ASO1’in 2,5-20 uM’ye kadar, GaINAc-ASO2’nin 5-20 uM’ye
kadar ve GalNAc-ASO3’iin ise 10 uM i¢in ABCB1-MDR1 protein ekspresyonu azalmistir ve
istatistiksel olarak anlamlidir. Bununla birlikte, 20 uM GalNAc-ASO3 konsantrasyonunda
protein ekspresyonu igin istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilememistir. Ancak,
GalNACc-ASO3 igin 10 uM konsantrasyonunda protein ekspresyonunu azaltan istatistiksel
anlamli sonuglar elde edildigi icin 20 pM konsantrasyona ydnelik ek deneylere ihtiyag
bulunmaktadir. Gen ekspresyonu sonuglari ile uyumlu olarak protein ekspresyonu igin de 20

uM’lik konsantrasyon, ABCB1-MDRI1 protein ekspresyonunu baskilamak i¢in uygun doz

54



olarak kabul edilebilir. Uygulanan tiim konsantrasyonlar igin, GalNAc-ASO4 negatif
kontroliin, hem ABCBL1 protein ekspresyonu, hem de sitotoksisite tizerinde olumsuz bir etkisi
olmamustir.

Farmasotik ilaglar ana etki mekanizmalar1 disinda, ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan
ABCBI tastyicisinin inhibitorleri, substratlari veya indiikleyicileri olarak etki edebilirler (Yu
ve ark., 2017). Anti-kanser ilaglari, ABCB1’in proksimal promotoriin hipermetilasyonunu
indiikleyerek distal promotorii igin bir tercihe yol agmaktadir. Sonu¢ olarak, ABCB1’in
ekspresyonu kanser hiicrelerinde artmaktadir. Anti-kanser ilaglar ve DNA hipometilasyon
ajanlar1 ile kombine tedavi, hiicreyi anti-kanser ilaglara karsi yeniden duyarli hale
getirebilmektedir (Skinner ve ark., 2023). Bu nedenle, ABCB1’i mRNA diizeyinde inhibe
edebilen ilaglarla kombine anti-kanser ilaglarin ileri evre HCC tedavisinde basarili olmasi
beklenmektedir.

ON’lerin gastrointestinal sistemden etkilenmeden, intraperitonal veya intravendz yerine oral
yolla verilmesi i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmektedir (Chan & Bendayan, 2010; Segaard et al.,
2021; Afrin et al., 2023). Ionis Pharmaceuticals (2002), bir ASO molekiiliinii, permeasyon
arttiric1 olarak kullanilan sodyum kaprat bazli bir tablet ile birlikte ilk kez tek doz olarak
insanlara oral yoldan uygulamis ve plazma biyoyararlanimini test etmistir (Tillman ve ark.,
2008). Alnylam Pharmaceuticals (2019), farelere oral gavaj (3 mg/kg) yoluyla 3 doz GalNAc-
konjuge siRNA uygulanmasinin, yaklasik 40 giin boyunca hedef mRNA’nin yaklasik %90
oraninda azalmasi ile sonuglandigini bildirmistir (BioSpace, 2019; Segaard ve ark., 2021). lonis
Pharmaceuticals ve AstraZeneca (2021), GalNAc ile konjuge edilmis ON ve sodyum kaprat
tabletini oral yoldan insan olmayan primatlara uygulamistir (Segaard ve ark., 2021). Gelecekte,
GalNACc-ASO terapotiklerinin oral uygulamada biyoyararlaniminin artmasi beklenmektedir.
Bu c¢alismada, PTO-GalNAc-ASO’larin hiicre canliligi iizerindeki etkisini degerlendirdik.
Ancak, maliyet kisitlamalari nedeniyle, hepatoksisiteyi azaltabilecek ek modifikasyonlar ASO
dizilerine dahil edilememistir. Ek olarak, ASO dizilerinin 3’ veya 5’ uglar1 floresan olarak
etiketlenememistir ve hiicrelerdeki gimnotik iletimi mikroskobik olarak gosterilememistir.
Calismanin, protein ekspresyonunun, yalnizca western blot deneyleri ile gosterilmesi, tek bir
hiicre hattinin kullanilmasi, 2D calisma ile sinirlandiriimasi, TKI’ler ile kombine etkilerini
degerlendirilememesi ve anti-kanser ila¢ direnci ile iliskili olabilecek diger ABC tasiyici
tiyelerin harig¢ tutulmasi gibi ¢esitli sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bununla birlikte 6n sonuglar,
GalNACc-ASO konjugatlarinin HCC’de ABCB1’i inhibe etme potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.
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Ileride, biriken anlaml1 sonuglar ile hepatosit hedefli GaINAc-ASO konjugatlarini, anti-kanser
ilaclarin etkilerini arttiran ve ileri evre HCC’li bireylerde sagkalim oranlarini iyilestirebilecek
kombine tedavi se¢enekleri i¢in potansiyel ABCBI inhibitor adaylari olarak kabul edilebilecegi
diistiniilmektedir. ABCB1’i hedefleyen GalINAc-ASO konjugatlarinin anti-kanser ilaglar ile
terapotik etkisini 3D hiicre modellerinde ve in vivo olarak gostermek i¢in ek ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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