m Yi: 2 Cilt:2 Sayi: 3 Sayfa:16-22

Akut Losemi Hiicre Serilerinde
Beta-Katenin siRNA Uygulamalarn

“B-Catenin siRNA Application In Acute
Lymphoblasyic Leukemia Celi Lines”

Ozden Hatirnaz Ng!, Yiicel Erbilgin!, Esin Aktas?, Giinnur DenizZ,
Ugur Ozbek!, Miige Sayitoglul*,

1Genetik Anabilim Dah, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Istanbul Universitesi, istanbul
2immunoloji Anabilim Dali, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Istanbul Universitesi, Istanbul

Alinan destekler: Bu calisma TUBITAK (Project no: 106S112) ve Istanbul Universitesi BAP
(Proje no: 1667) tarafindan desteklenmistir.

OZET

Riboniikleik asit (RNA) interferans, evrimsel olarak korunmus ve ¢ift iplikli kisa RNA dizilerinin hedef mRNA’lara baglanarak,
gen anlatimim baskilayan bir biyolojik siirectir. Kegfini takiben deneysel kullanimi son derece yaygimlagmig ve farkli alanlarda
¢ok sayida caligma yapilmigtir. Bu caligmada Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) hiicre serilerinde, WNT sinyal ileti yolagimin
kilit molekiilii olan BETA KATENIN genini siRNA ile baskilayarak apoptotik etkilerini incelenmistir. Sonugta siRNA yéntemi
ile beta-katenin genini %60 bagan ile kapatarak anlatimim baskilanmigtir. Ayrica baskilanma sonrasi, MOLT4 hiicre serilerinde
apoptozun baskilanmamusg hiicrelere gore iki kat arttig1 belirlenmistir. Buna gére ALL hiicre serilerinde var olan aktif WNT
sinyalleri, siRNA kullamim ile kapatilarak apoptozdan kacan 16semi hiicrelerinin yeniden apoptoza y6nelmesi saglanmigtir.
siRNA uygulamalari, 6zellikle in vitro ¢aligmalarda hizl, etkin ve ucuz bir yontemdir. Ancak in vivo ¢caligmalardaki etkinligi
ve klinik uygulamalan i¢in daha genis kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadar.

ABSTRACT

Ribonucleic acid (RNA) ineterference, is an evolutinaly conserved biyologic process in which double stranded short RNA
sequences leads transcriptional suppression of targeted genes. Ever since its discovery it has been widely used in many different
areas. In this study, we aim to suppress the active WNT pathway in Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) cell lines by beta-
catenin specific siRNA, key molecule of WNT pathway, and eveluate its effects on apoptosis. We were able to suppress beta-
catenin expression with a success rate of 60%. Furthermore in MOLT4 cell line, the apoptosis level was 2 fold higher than
untreated cells. In conclusion, the active WNT pathway in ALL cell lines can be suppressed by using siRNA and the cells can
be lead to apoptosis. siRNA treatments are fast, easy to apply and cost efficient methods for in vitro studies. Nevertheless there
is still need for more expriments for its usage in in vivo and clinical applications.
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Giris ve Amag

Cift zincirli ribonukleik asitlerin (dsRNA), gen
haskilanmas: {izerindeki etkileri ilk kez bitkilerde tammlanmigtir
(1). Ancak RNA aracili baskilanma mekanizmasini esas
tamimlayan caligma C.Elegans’da Fire ve arkadaglar tarafindan
1998 yilinda gergeklestirilmistir (2). Bu kegif sonrasi sirasi ile
farkli organizmalarda benzer mekanizmalar tespit edilmigtir
(1,3-5). Otuz baz ¢iftinden daha uzun, ¢ift iplikli RNA’lar,
tiirler aras1 korunmug “Dicer” enzimi tarafindan taninir ve
yaklagik 21-23 niikleotidli kiigiik “interferans” RNA’ya (small
interfering, siRNA) doniistiiriiliir. siRNA’lar, RNA aracili
baskilama kompleksine (RISC) katilir (6) ve RISC’in hedef
mRNA’ya baglanmasim saglar. Tiim bu siirecler sonunda
RISC’in endoniikleaz aktivitesi ile hedef mRNA pargalanir ve
transkripsiyon baskilanir (7). Mekanizmanin detayh agiklanmasi
ile birlikte, sentetik sSiIRNA’nin in vitro caligmalarda kullanim
hiz kazanmmg ve molekiiler biyolojinin en énemli metodlarmdan
biri haline gelmistir. siRNA dizayn ederken, birbirine
komplementer 21 niikleotidli, GC igerigi %30-50 arasinda
olan ve ardigik ya da palindrom dizilerin bulunmadig siRNA’lar
tercih edilmelidir (8,9). siRNA hakkinda daha ¢ok bilgi
tiretilmesi ile siRNA kiitiiphaneleri olugturulmus, biyoinformatik
araglarla bilgisayara dayal etkin ve iglevsel siRNA’lar dizayn
edilmigtir (10).

WNT erken donem gelisiminde kritik 6neme sahip bir
sinyal ileti yoludur. WNT sinyallerinin, lenfosit énciillerinin
sagkahm ve proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynadig1
gosterilmigtir (11). Bu nedenle anormal WNT aktivasyonunun,
lokomogenezin nedenlerinden biri oldugu 6ne siiriilmektedir
(12). Yaptigimmz 6nceki ¢aligmalarda, Beta katenin aracili
kanonik WNT sinyal ileti yolaginin akut 16semilerde (T-ALL
ve B-ALL) bozulmug aktivasyonunu gosterdik (Revizyonda).
Bu galigmamizda, daha 6nceden hastalarda saptadigimiz bu
anormal aktivasyonu, akut 16semi hiicre serilerinde (Jurkat,
Molt 4, CEM ve REH) siRNA yoOntemini kullanarak
baskilamay1 ve baskilanma sonucu hiicrelerdeki gen/protein
anlatimi, hiicre sayis1 ve apoptoz gibi parametrelerdeki
degisiklikleri incelemeyi hedefledik. Bu amagla kanonik WNT
sinyal ileti yolagimin anahtar molekiilii olan B-KATENIN
genini hedefleyen spesifik siRNA ile 16semi hiicre serilerinde,
WNT yolag kapatilmig ve apoptoz iizerine etkileri incelenmisgtir.

Materyal ve Metod

Hiicre Kiiltiirii

T-lenfositik 16semi (Molt4, Jurkat, CEM), B-lenfositik
losemi (REH) hiicre serileri, %10 FCS (fetal calf serum),

penisillin (50U/mL), streptomisin (50mg/mL; Invitrogen Life
Sciences, USA) iceren RPMI 1640 (Invitrogen Life
Technologies, USA) besi yerinde, 370C de ve %5 CO2
kogullarinda biiytitiilmiigtiir.

B-KATENIN genine 6zgii siRNA ile 8-KATENIN
Geninin Susturulmasi

Calismada 0. saatte, hiicreler, siRNA ve kontrollerle
muamele edildikten sonra 24., 48. ve 72. saatlerde toplanmig
ve ilgili deneysel agamalar icin farkli iglemlere tabii
tutulmuglardir. Her zaman arali i¢in, RNA izolasyonu
yapilacak hiicreler (QRT), canlilifin 6lgiilecegi hiicreler
(Viabilite), immiinfloresan (IF) yapilacak hiicreler ve apoptozun
olgtilecegi hiicreler (annV) belirlenmigtir.

B-KATENIN siRNA ve “nontargeting” (hedeflemeyen)
siRNA’lar liyofilize halde satin alinarak, uygun kosullar altinda,
lipofektamin aracil transfeksiyon kiti (Invitogen) kullanarak,
hiicrelere transfekte edilmigtir. B-KATENIN geninin etkin
olarak susturulmasi i¢in, bu gene 6zgii ve 4 farkh bolgeden
olugturulmus antisens siRNA havuzu kullamlmigtir. Tiim hiicre
serilerinde B-KATENIN genine 6zgiin siRNA’nmin yani sira
(beat), hedeflemeyen (“non-targeting”) siRNA’lar (2) ve
herhangi bir muameleye maruz kalmamig (“untreated’) kontrol
hiicreleri (unt) kullanilmigtir. Anlatim seviyeleri, NT 6meklerine
gore kargilagtinlomgtir. Her bir kuyucuktaki 3x105 hiicre igin
100nM siRNA verilmigtir. Calismamizda 24., 48. ve 72.
saatlerde hiicreler toplanip analizler yapilmigtir.

Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hiicre serilerinden elde edilen hiicreler, RLT soliisyonu
(Qiagen, GmbH, Almanya) icinde homojenize edildikten sonra
caligma yapilana kadar -800C derin dondurucuda saklanmgtir.
Qiagen RNeasy Plus Kit (Qiagen, GmbH, Almanya) protokolii
kullanilarak total RNA izolasyonu gergeklestirilmigtir. RNA
orneklerinin kalite ve miktar tayini icin Nanodrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific, Almanya) cihazi kullanilmigtir. 1?g total
RNA’dan, random hekzamer (Roche, Mannheim, Almanya)
ve ters transkriptaz enzimi(MBI Fermentaz, Litvanya)
kullanarak, ¢cDNA sentezi gergeklestirilmigtir.

Kantitatif gercek zamanli PZR

Kantitatif gercek zamanh PZR, Light Cycler 480 cihazinda
(Roche Applied Sciences, Manheim, Germany)
gerceklestirilmigtir. Hedef genlere 6zgii primer ve problar
insan “universal probe library” kullanilarak (Roche Applied
Sciences, Almanya) tasarlanmigtir. Kantitatif PCR
amplifikasyonlar final 20u1 icinde 5uM primer ve 0.5 uM
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prob kullanarak Light Cycler 480 ProbMaster Mix (Roche
Applied Sciences, Almanya) ile yapilmigtir, Her &rek ¢ift
caligilmighir. Normalizasyon i¢in en uygun 3 referans gen (B-
aktin, Siklofilin ve ABL) segilmigtir. Relatif gen anlatim
diizeyleri delta Ct algoritmas: (13) ile hesaplanmgtir.

Immiinfloresan analizler

Elde edilen hiicreler PBS ile yikamp 1x1{6 olacak sekilde
sulandirilip sitosantrifiij (Thermo Scientific) yardum ile lamlarin
iizerine yapigtirilmigtir. Anti-Aktif-Beta-Katenin (clone 8E7,
mouse monoclonal IgG1K, Millipore, Temecula, CA) antikoru
niiklear ? katenin birikiminin tespiti icin kullanilmigtir. Total
? katenin tespiti i¢in Katenin-Beta AB-2 tavsan poliklonal
antikoru (Thermo Fisher Scientific, USA) ve kontrol olarak
Beta-Aktin epitop spesifik tavgan antikoru (Millipore, Temecula,
CA) kullamlmstir. Fikse edilen hiicrelerde proteinlere spesifik
primer antikorlar ile inkubasyon yapihip (gece boyu, 4+0C’de),
floresan igaretli ikincil antikorlar (2-3 saat oda 1sisinda) ile
goriintiilenme saglanmistir. Her igaretlemede niikleusu
goriintiilemek i¢in DAPI (1:15000 ve 5 dak.) boyamasindan
yararlamlmigtir. Analizler dijital floresan mikroskopta (Leica
CTR 6000, Wetzlar, Almanya) gergeklestirilmigtir.

Apoptoz Oraminm Belirlenmesi

Siispansiyon haldeki hiicrelerdeki apoptoz oram akim
sitometrisi ile "Annexin V:FITC Apoptosis Deteksiyon Kiti
(BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) kullanilarak
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saptanmugtir. Hiicre siispansiyonundaki apoptotik hiicreler
Annexin V-FITC, 6lii hiicrelerin tayini ise Propidium iodid
(PI) kullanilarak tespit edilmigtir. Hiicreler 0.01 M HEPES,
0.14 mM NaCl and 2.5 mM CaCl2. igeren tampon g¢ozelti
icerisinde Annexin V ve propidium iyodid ile boyandiktan
sonra BD FACS Calibur cihazinda Cell Quest programnda
analiz edilmigtir. Analiz sonucunda erken apoptotik hiicreler
Annexin V (+) /Propidium iyodid (14), gec apoptotik hiicreler
ise Annexin V (+) /Propidium iyodid (+) ekspresyonu ile tayin
edilmigtir.

BULGULAR

B-KATENIN baskilamasimin mRNA diizeyinde
belirlenmesi:

Lenfoid 16semi hiicre serilerinde B-KATENIN genine
ozgii siRNA muamelesini takiben, gen baskilanmasi 8ncelikle
mRNA diizeyinde incelenmigtir (Sekil 1). Molt4 hiicre serisinde,
24. saatte N'T'lere gire baskilanma %49 iken, 48. saatte %66
ve 72. saatte %62 olarak belirlenmigtir (Sekil 1A). Jurkat hiicre
serisinde 24. saatte baskilanma gizlenmezken, 48. saatte %65
ve 72. saatte %55 olarak belirlenmigtir (Sekil 1B). Bu verilere
gdre en iyi baskilanma 48. saatte elde edilmigtir. CEM hiicre
serisinde sadece 24. saatte baskilanma gtzlenirken, 48 ve 72.
saatlerde bu baskilanmanin ortadan kalkti1 (Sekil 1C), Reh
hiicre serisinde ise 24. saatte baglayan baskilanmanin 48. ve
72. saatlerde sabitlendifi gozlenmigtir (Sekil 1D).
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Sekill: Lenfoid lésemi hiicre serilerinde B-KATENIN
baskilanmasinin mRNA diizeyinde gosterilmesi. A,B ve C T-
lenfoid hiicre serileri, D.B-lenfoid hiicre serisi. Her 6rnek iki
kez ¢aligilmmg ve 3 farkh referans gen ile normalize edilmigtir.
Bcat; B-KATENIN siRNA uygulanmig, Unt; herhangi bir
uygulama yapilmamig, Nont; Hedefsiz siRNA kontrolleri
uygulanmig hiicreler.

siRNA muamelesi sonrasi immiinfloresan yntemi ile B-
KATENIN baskilanmas:, protein diizeyinde de gsterilmistir.
Molt4 hiicre serisinde yapilan siRNA muamelesi sonucunda

Muamele edilmemis

baskilanma 24. saatten itibaren gézlenmis, en ideal baskilanma
48, satte elde edilmigtir (Sekil 2).

Jurkat, Molt4 ve Reh hiicre serilerinde B KATENIN geni
siRNA uygulamas ile yaklagik %60 oraminda baskilanmgtir.
Bu baskilanma B katenin proteininin immiinfloresan
isaretlenmesi ile 48. saatten itibaren protein diizeyinde
gosterilmigtir, Benzer gekilde, Jurkat hiicre serilerinde de 24,
saaften itibaren mRNA baskilanmasi net bir gekilde gézlenmig
ve 48. saat ve 72. saatlerde baskilanma protein diizeyinde
gozlenmigtir (Sekil 3).

SIRNA ile muamele edilmis

A

45, saat
B

72. saat

Sekil 2: Molt4 hiicre serilerinde 48. ve 72. saatlerde
baskilanmanin protein diizeyinde gésterilmesi. Total Beta-

Katenin Anti-Aktif-Beta-Katenin (clone 8E7, mouse
monoclonal IgG1K, Millipore, Temecula, CA) ile tepit edildi.
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Muamele edilmemis

SIRNA ile muamele edilmis

A

48. saat
B

72. saat

Sekil 3: Jurkat hiicre serilerinde 48. ve 72. saatlerde
baskilanmanin protein diizeyinde godsterilmesi. Total Beta-
Katenin Anti-Aktif-Beta-Katenin (clone 8E7, mouse
menoclonal IgG1K, Millipore, Temecula, CA) ile tepit edildi.

B-KATENIN baskilanmasinin apoptoz iizerine etkisi
Molt4 hiicre serilerinde 48. saat apoptoz oranlan,
AnnexinV (AnnV) ve Propidium Iodide (PI) ekspresyon
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Sekil 4: siRNA baskilanmasinin 48. saatte apoptoz
izerindeki etkisi. PI; propidium iodide, AnnV; annexin V, Ut;

NT

oranlarina gore akim sitometri cihazinda 6lgiilmiigtiir. 48.
saatte siRNA uygulanan hiicrelerde {Bkat siRNA),
uygulanmayan hiicrelere gore 2 kat daha fazla apoptoz
saptanmigtir, Hedeflemeyen (2) siRNA ve siRNA
uygulanmarmg (ut) hiicre kontrolleri sirasiyla %4 ve %5
apoptoz gosterirken, siRNA uygulanmig hiicrelerde apopotoz
oran %10 olarak belirlenmigtir (Sekild).

Bkat siRNA

506

3

gt

mnamele edilmemig, NT; hedefsiz siRNA ile muamele edilmig,
Bkat siRNA; Beta-katenin siRNA ile muamele edilmig hiicreler
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TARTISMA

Giiniimiizde siRNA uygulamalari, hedefe yonelik terapi
geligtirme caligmalarinda en 6nemli metod olarak kargimiza
cikmaktadir. Kolay uygulanabilir olmasi, kismen ucuz olmasi
ve hizli sonuca gotiirmesi siRNA uygulamalarini, post
transkripsiyonel modifikasyon caligmalan i¢in ideal bir yontem
haline getirmektedir. WNT aktivasyonu bir¢ok kanser
geligsiminde rol oynayan ve aragtirmalara ¢ok fazla konu olan
bir yolaktir. Bu yolagm anlagilmasinda merkez rolii 8 katenin
proteini oynar. Artomg B katenin varhigy, sitoplazmada baglayan
ve niikleustan, hedef genlere dogru uzanan bir aktivasyon
mekanizmasim tetikler. Ligand bagiml1 ya da bagimsiz olarak
baglayan aktivasyon mekanizmalarinin ilk tetikleyicisi
sitoplazma/niikleus 8 katenin oramdir. Bulgularimiza gére
akut 16semi hiicre serileri ve hastalarda belirgin bir 8 KATENIN
artig1 ile beraber WNT yolag aktivasyonu vardir. Losemi hiicre
serilerinde B KATENIN geninin posttranskripsiyonel olarak
susturulmasi ile kanonik WNT sinyal ileti yolaginin
aktivasyonun durdurulmas: ve devaminda gozlenen apoptotik

degisimler izlenmisgtir.

Jurkat, Molt4 ve REH hiicre serilerinde B KATENIN geni
siRNA uygulamasi ile yaklagik %60 oraninda mRNA diizeyinde
baskilanmigtir. mRNA diizeyinde saptanan baskilanmanin,
protein diizeylerine de yansidig1 yapilan immunfloresan
isaretlemelerle gosterilmigtir. Bu bulgular, siRNA
uygulamasinin ii¢ giin boyunca etkin olarak devam ettifini
gostermektedir. Ancak CEM hiicre serisinde baskilanma sadece
24. saatte g6zlenmig ve sonraki zaman araliklarinda ortadan
kalkmigtir. Bunun nedeni kullanilan siRNA’mn transfeksiyon
baganisimn hiicre serileri/karakteristikleri arasinda degigkenlik
gostermesi olabilir. B KATENIN geninin baskilanmasinin
apoptoza etkisi incelendiginde baskilanmanm ikinci giintiniin
sonuda, siRNA uygulanan hiicrelerde, uygulanmayan hiicrelere
gore 2 kat daha fazla apoptoz gergeklestigi gortilmigtiir. Diger
kanserlerde oldugu gibi losemilerde de g6zlenen artmig apoptoz,
malign hiicrelere yagamsal bir avantaj saglamaktadir.
Caligmamizda inceledigimiz aktif WNT yolaginda, 8-
KATENIN geni haskilandiginda, hiicrelerin yeniden apoptoza

yoneldigi goriilmektedir. Bu sonuglar WNT iiyelerinin 16semi
patogenezine katthmlarim ve bu siirecte apoptoz yolaklar ile

de iletigim i¢inde olduklarim gostermektedir.

siRNA’lar kegiflerinden bugiine, molekiiler biyolojinin
en etkin kullamlan yéntemlerinden biri olmustur. Ozellikle
tiirler aras1 korunmug olmalari, ¢cok sayida deney modelimde
kullamimlarina olanak saglamigtir. siRNA kullanimm ile segici
olarak, istenilen her tiirlii gen baskilanabilmektedir. Geligimsel
genetik, sinyalizasyon mekanizmalari, enfeksiyon gibi ¢ok
sayida ve farkh alanda kullanimn miimkiindiir. siRNA’mn tiim
bu yaygin kullanim alanlarinin yam sira terapotik kullanim
da giindeme gelmistir. Her ne kadar in vitro kullammda etkin
bagarilar elde edilse de klinik uygulamalar icin daha ¢ok
deneysel calismaya ihtiya¢ oldugu agikardir. In vivo
caligmalarda kargilagilan en biiyiik sorun siRNA’mn hiicre
icine etkin olarak aktarilamamasi ve hiicre i¢inde etkinhginin
kisa siireli olmasidir. Hiicre igine aktarnm sirasinda kullamlan
ajanlar hiicrede stres ve toksik etki olugturabilirler. Daha 6nce
yapilan caligmalarda hiicreye siRNA aktarimini takiben
hedeflenen diziden bagimsiz olarak hiicrede interferon yamt
gelistifi gosterilmistir . Ayrica aktarim bagar ile gerceklegse
bile siRNA’mn hiicre i¢indeki anlatimi daimi olmamaktadir.
Bunun iistesinde gelebilmek i¢in siRNA’larm siirekli anlatumm
saglayan vektorler icine klonlanmas: glindeme gelmigtir (17).
siRNA teknolojisindeki tiim bu geligmeler, in vivo ¢cahgmalarin
sayisim arttirmgtir ve klinik uygulamalar icin umut vaadeden
sonuglar elde edilmistir (18, 19). Her ne kadar klinik
uygulamalar i¢in heniiz erken gibi goziikse de siRNA yontemine
dayali gen haskilanmasi, kanser gibi yogun ve agir terapi
gerektiren hastaliklarin tedavisinde umut vaadeden bir

yontemdir.
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