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Amag: Kodlama yapmayan kiigtik RNAlar hiicre farklilagmasi, biiytimesi, gelismesi, immiin
reaksiyonlar, stres adaptasyonu gibi fizyolojik siireglerin yan1 sira, kanser, kalp hastaliklar1 gibi
kompleks hastaliklarla da iliskilendirilmistir. MIR223, hematopoetik sisteme 6zgii bir miRNAdir.
T-hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (T-ALL) patogenezine katkida bulunan miRNAlar arasinda
yiiksek anlatima sahip oldugu ve onkomir olarak aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada
MIR223 geninin T-ALL hiicre serilerinde alternatif bir yaklasim olarak 6zgiin kilitli niikleik asit
(KNA) kullanilarak baskilanmasi ve gen sessizlestirme etkinliginin gosterilmesi amaglanmugtir.
Gereg ve Yontem: Kiiltiire edilen T-ALL hiicre serilerine (Jurkat ve Molt4), 24 ve 48 saatlik siirelerde,
100 ve 150pmol konsantrasyonda MIR223e 6zgii KNA uygulanmustir. Her iki zaman araliginda
RNA izolasyonu sonrasi, stem loop polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cDNA sentezlenerek,
kantitatif gergek zamanlh PZR (QRT-PZR) ile miRNA anlatim diizeyleri belirlenmistir.

Bulgular: Her iki hiicre serisinde de 24. saatte, 150pmol KNA, sadece transfeksiyon ajani
uygulanmis (Mock) hiicrelerle karsilagtirildiginda MIR223 dizeyinin yiiksek oranda
baskilandig gozlenmistir (Jurkat %73, p=0,001 ve Molt4%80 p=0,04). Molt 4 hiicre serisinde
anlamli diizeyde baskilanma 48. saatte devam etse de (p=0,005), Jurkat hiicre serisinde 48.
saatteki baskilama istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug: MIR223 onkogenik etki gosteren bir miRNA olarak tanimlanmistir ve antisens
oligolar ile MIR223 geninin sessizlestirilmesi T-ALL gibi artmig MIR223 anlatim1 gosteren
kanserlerde hastaligin seyrini ve tedavi alternatiflerini aragtirma imkani saglamaktadir. Bu
¢alismada T-ALL hiicrelerinde alternatif bir RNA interferans (sessizlestirme) uygulamasi
olarak KNA kullanilmistir ve bu molekillerin ¢ok etkin ancak kisa siireli olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: T-ALL, MIR223, kilitli niikleik asitler (KNA), gen sessizlestirmesi

ABSTRACT

Objective: Noncoding small RNAs play roles in physiological processes such as cell differentiation,
growth, development, immune reactions, stress adaptation as well as complex diseases such as
cancer and heart diseases. MIR223 is a specific miRNA to the hematopoietic system. Among
the miRNAs associated with the pathogenesis of T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL),
MIR223 was shown to have the highest expression level and functions as an oncomir. In this
study we aimed to suppress MIR223 gene expression by using locked nucleic acid (LNA) in
T-ALL cell lines as an alternative gene silencing technique and to show the silencing efficacy.
Material and Methods: T-ALL cell lines (Jurkat and Molt4) were cultured and MIR223 specific
LNA was applied in 100pmol and 150pmol concentrations for 24 hours and 48 hours. RNA was
isolated from cells at both time points, followed by a stem loop polymerase chain reaction (PCR)
for cDNA synthesis and the miRNA expression levels were evaluated by quantitative real time PCR.
Results: In both cell lines a 150pmol application of LNA was compared to mock cells and the
MIR223 expression was already suppressed at 24hours (73% in Jurkat (p=0,001) and 80%in
Molt4 (p=0,04)). The suppression was continued at 48 hours in Molt4 cell line (p=0,005)
where as there was no statistical significant difference in Jurkat at 48 hours.

Conclusion: MIR223 has been identified as an oncomir and silencing the MIR223 with
synthetic antisense oligos provide the opportunity to investigate the course and alternative
therapy options of cancers with increased MIR223 expression, such as T-ALL. In this study
LNA was used as an alternative RNA interference application in T-ALL cells and showed that
LNA can effectively suppress gene expression when used in the short term.
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GIRIS

RNA interferans (RNAi), mRNA diizeyinde gen
anlatiminin susturulmasini ifade eder. RNAi, genle-
rin anlatimlarini durdurabilme ve bunun sonucunda
meydana gelen fenotipik degisimleri gozlemleyebil-
me imkanini vermektedir. Bu yontem ilk defa Cae-
norhabditis elegans (C.elegans) modelinde bazi1 gen-
lerin kiiciik RNA'lar araciligiyla susturulmasinda
denenmistir (1). RNAi yaklasiminda farkli kodlama
yapmayan kiigitk RNAlar (miRNA, siRNA, piRNA,
rasiRNA, shRNA, scnRNA) kullanilmaktadir. Kod-
lama yapmayan RNAlar icerisinde en biiyiik grubu
endojen kokenli miRNA ya da genellikle ekzojen
kokenli siRNAlar olusturmaktadir (2-4).

MikroRNAlar (miRNA) 17-25 niikleotid uzun-
lugunda, genomun kodlanmayan bolgesinde yer alan
diizenleyici kiigitk RNA molekiilleridir. miRNA'lar
post transkripsiyonel asamada hedef mRNAlarin 3’
translasyona ugramayan boélgelerinde (untranslated
region, UTR) bulunan, kendilerine komplementer
olan dizilere baglanarak gen anlatimini baskilar. miR-
NATlarn ilk kesfinden bu yana 6karyotlarda ytizler-
cesi daha tanimlanmus ve hiicre farklilagmasi, bityii-
mesi, gelismesi, immiin reaksiyonlar, stres
adaptasyonu gibi fizyolojik; kanser, kalp hastaliklar:
gibi patofizyolojik olaylarla iliskilendirilmislerdir (5).

MIR223, bioinformatik tahmin araglari ile tespit
edilmis, hematopoetik sisteme 6zgii bir miRNAdir
(6). Yapilan aragtirmalarda 16semi, pankreas, kolorek-
tal, meme, mide, over gibi kanser cesitleri ve lupus
eritematozus, romatoid artrit, glioblastoma, kronik
astim, tip 2 diyabet gibi hastaliklarla iliskilendirilmis-
tir (7, 8). Ayrica MIR223’in hiicre dongiisti, timor
yayilimi, hematopoetik farklilagma ve hiicrelerin im-
miin fonksiyonlarinda da rol aldig1 saptanmustir (9).

MIR223in, T-Hicreli Akut Lenfoblastik Losemi
(T-ALL) patogenezine katkida bulunan miRNAlar
arasinda en yiiksek anlatima sahip oldugu ve onkomir
olarak aktivite gosterdigi tespit edilmistir (10).

mirRNAlarin hedeflenerek baskilanmasi, son yillarda
gindemde olan ve farkli kanser tiirlerinde de
uygulanan bir tedavi yontemidir. Bu ¢alismada
T-ALLde yiiksek anlatimi gosterilmis MIR223’tin,
T-ALL hiicre serilerinde kilitli niikleik asitler (KNA)
kullanilarak baskilanmasi gergeklestirilmis ve gen
sessizlestirmesinin etkinligi degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

Calismada T-ALL hiicre hatlar1 Jurkat ve Molt4
kullanilmistir. Hiicreler, i¢inde ¢ogalacaklar1 %10 FBS
(Fetal Bovine Serum) ile zenginlestirilmis ve %1 pe-
nisilin/streptomisin eklenmis RPMI 1640 medyum
i¢inde, 37°Cde %5 CO, sartlarinda biiytitilmiistiir.

Kilitli Niikelik Asit (KNA) Anti-MIR223
ile MIR223 Gen Baskilanmas:

KNA Anti-MIR223 muamelesi i¢in 24 kuyulu
plaklar kullanilmistir. Oncelikle 3X10° hiicre, 24. ve
48. saat Ol¢timleri i¢in FBS iceren 300ul RPMI besi
yeri iginde kuyulara dagitilmistir. Karsilastirma igin
kontrol gruplar: olarak; muamele edilmemis (untre-
ated, Unt) ve bos transfeksiyon ajani ile muamele
edilen (Mock) hiicreler kullanilmistir. Daha 6nceki
gen susturma ¢aligmalarimiza dayanilarak hiicre se-
rileri 100pmol ve 150pmol KNA ile muamele edil-
mistir (hakem degerlendirmesinde).

Yeterli miktarda gogaldig1 gozlenen hiicreler iizeri-
ne, iki farkli dozda ana stogu 5000 pmol olan KNA ve
transfeksiyon ajan1 (FuGENE® 6 Transfection Reagent
(Promega, Madison, WI, USA)) 100 pl FBS igermeyen
besi yeri ile birlikte kuyulara ilave edilmistir. Alt1 saat
inkiibasyonun ardindan kuyulara son bir kez daha 100pl
FBS igeren RPMI 1640 besi yeri eklenmistir. Olusturu-
lan reaksiyon karisimlari Tablo 1de gosterilmistir. 24 ve
48. saatlerde hiicreler kuyulardan toplanarak PBS ile
1/10 oraninda diliie edildikten sonra (100 ul Medyum
+900 ul PBS) hiicre canlilif1 belirlenmistir.

Tablo 1. KNA Anti-MIR223 konsantrasyonlarina gore hazirlanan reaksiyon karigimlar:
LNA-Son Konstrasyon LNA Anti-miR Transfeksiyon Ajani FBS igermeyen Toplam hacim
Medyum (ul)
10 pmol 1 pl (5000 pmol) 3l 97 ul 100 pl
50 pmol 5 ul (5000 pmol) 3ul 92 ul 100 ul
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Stem Loop PZR ve Kantitatif Ger¢ek Za-
manli PZR (QRT-PZR)

Toplanan hiicreler, 1 ml trizol ile homojenize edil-
mis ve trizol protokolii ile RNA izolasyonu gercekles-
tirilmistir. RNAlarin kalitesini ve konsantrasyonunu
tayin edebilmek i¢in spektrofotometre (nd-1000, Na-
noDrop Technologies, Inc., Wilmington, USA) kulla-
nilmiltir. MIR223 gen anlatim diizeyini tespit edebilmek
icin oncelikle spesifik primerler kullanilarak SNORD24
(endojen kontrol miRNA) ve MIR223 igin stem-loop
cDNA sentezi yapilmistir. Stem-loop cDNA sentezi
i¢in 1000 ng total RNA, 10 mM dNTP, 5 pmol MIR223
RT Primer, 5 pmol SNORD24 RT Primer, 0,1M DTT
(1,4-ditiotreitol), 40 tinite RNaz, 5X tampon ¢ozeltisi
ve 200 tinite ters transkriptaz enzimi Superscript II
(Invitrogen Life Technologies, USA) kullanilmistir.
Reaksiyonun uygulandig sicaklik ve iliskili stireleri;
42°Cde 50 dakika ve 70°Cde 15 dakikadr.

Gen anlatim baskilanma diizeyleri gergek za-
manl kantitatif PZR (LightCycler 480, Roche Di-
agnostics GmbH, Germany) ile belirlenmistir.
MIR223 i¢in F 5°-TCGCGGTGTCAGTTTGTCA-
AA-3’ ve R 5’-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
primerleri ve referans miRNA olarak kullanilan
SNORD24 i¢in F 5-TGCGGTGCAGATGATGTA-
AAA-3veR5-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
primer ¢iftleri kullanilmistir. Hedef ve referans gen-
ler igin final konsantrasyonda 1X ana karisim (Ro-
che Diagnostic, Almanya), 200nM primer, 0,04
tinite prob (universal probe library (UPL) prob no:21,
Roche) olacak sekilde PZR reaksiyon karigimlar:
hazirlandiktan sonra 96 kuyulu plak igerisine, her
bir kuyuya karisimdan 10 pl paylastirilmigtir. Uze-
rine 200ng cDNA 6rnegi ilave edilmistir. Her 6rnek
ti¢ kopya olacak sekilde calisilmigtir. Rolatif kanti-
fikasyon algoritmasi ile gen anlatim diizeyleri be-
lirlenmigtir. PZR’nin doéngii sicaklik ve siireleri; 95
°Cde 10 dak inkiibasyon (1 dongii), 95°Cde 10 sn,
60°Cde 20sn, 72°Cde 1sn (45 dongii) ve 40 °Cde
10 sn sogutma (1 dongii) olacak sekildedir.

Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda Grap-
hPad Software Inc. (La Jolla, California, US) kullanil-
mustir. Sadece transfeksiyon ajani iceren mock hiicre-
leri ile uygulama yapilan hiicre gruplar: arasindaki

rolatif gen anlatiminin istatistiksel analizi igin student-t
test kullanilmistir ve P < 0.05 (hipotezler ¢ift yonli
olarak) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Jurkat ve Molt4 hiicre serilerinde, 100 ve 150 pmol
konsantrasyonlarda MIR223e 6zgiin KNA ile 24. ve
48. saatlerde uygulama yapilarak MIR223 gen anla-
timlar1 incelenmigtir (Sekil 1A ve 1B). Muamelenin
yapildig1 ilk 24. saat icinde hem Jurkat hem de Molt4
hiicre serilerinde MIR223 geni anlatiminin, sadece
transfeksiyon ajani iceren hiicrelere gore Jurkat hiic-
re serisinde %70 ve Molt4 hiicre serisinde %80den
fazla baskilandig1 belirlenmistir.

Her iki hiicre serisinde de 24. saatte, 100 pmol ve
150 pmol konsantrasyonlarda MIR223 anlatimlarinin
azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamlilik gosteren
baskilanmanin 150 pmol konsantrasyonda oldugu
belirlendi. Jurkat ve Molt4 hiicrelerinde 24. saat bas-
kilanma i¢in KNA ile muamele edilmemis hiicrelere
oranla anlaml derecede MIR223 anlatim diizeyleri-
nin azalmis oldugu (sirasiyla, p=0.001 ve p=0.046)
saptanirken, 48. saatte baskilanmanin 6zellikle Jurkat
hiicre serilerinde etkin olarak gergeklesmedigi belir-
lenmistir (p=0.3). Molt4 hiicrelerinde ise 48. saatte
baskilanma devam etse de 24. saate gore daha diisiik
oranlarda olmugstur (p=0.005).

SONUC ve TARTISMA

miRNAlarin anlatiminda meydana gelebilecek
diizensizlikler hematopoietik sistemin diizenini boza-
rak 16seminin ortaya ¢tkmasina sebebiyet verebilmek-
tedir. miRNA anlatimi hedeflenerek gelistirilen tedavi
yontemleri heniiz emekleme asamasindadir. Bununla
beraber miRNA biyolojisi hakkinda bilgilerimiz art-
tikga bu biyolojik molekiillerin hematolojik kanserler-
den akut l6semilerin tani ve tedavisinde etkin bir se-
kilde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir (11).

Yapilan ¢aligmalarda miRNA'larin agir1 veya az
anlatimlarinin ya da tamamen delesyona ugramala-
rinin 16semi tiplerinde tiimor baskilayic: ya da on-
kogen benzeri rolleri gésterilmistir (12, 13). Bu ¢a-
lisgmalardan birinde MIR-92a’nin, AML hiicre hatt1
olan CD32 hiicrelerinin kontrolsiizce ¢ogalmasina
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Sekil 1. KNA Anti-MIR223 baskilanmasi
sonrasinda, A) Jurkat ve B) Molt4 hiicre serisinde
24. ve 48. saatlerdeki MIR223 anlatiminin gercek
zamanli kantitatif PZR ile belirlenmesi. Her deney
ti¢ kez tekrarlandi ve 6rnekler triplike olarak
calisildi. SNORD24 referans geni ile normalize
edildi (A, p=0.001; B, p=0.046 ve p=0.005 - t-test)

sebep olacak sekilde, p63 geninin anlatimini baski-
ladig1 gosterilmistir (14, 15). Bir diger ¢alismada
farelerin hematopoietik sisteminde MIR-155 ve MIR-
29a’nin anlatimindaki artisin myeloproliferatif has-

taliklar ve l6semiler ile iligkili oldugu saptanmigtir

(16, 17). MIR223’in ektopik anlatiminin hematopo-

ietik kok hiicrelerinin %30-50 oraninda T hiicreleri-
ne farklilagmasini sagladig gosterilmistir (18). Bu
yonde yapilan bir diger ¢calismada, tetiklenmis mye-
loid o6nciilleri enjekte edilen farelerde MIR223 anla-
timinin, lenfosit hiicrelerini B yoniine degil, sadece
T yoniine farklhilagtirdigini ortaya koymustur. Bu da
MIR223tin daha ¢ok T lenfosit soyuna 6zgii hiicre-
lerde aktif oldugunu gostermektedir (19).

KNA'lar komplementer RNAYya yiiksek afinite ile
baglanabilen ¢ok 6zgiin RNA analoglaridir. Dolayisi
ile son yillarda KNA'lar miRNA baskilamalarinda
tercih edilmeye baglanan molekiiller arasindadir (20).
Etkin gen sessizlestirme potansiyelleri, diigiik toksi-
site ve yliksek metabolik stabilitelerinden dolay1 yeni
nesil antisens oligo tedavi yaklagimlarinda da ilgi
odag1 olmustur. KNA oligolar riboz kalintilarini sa-
bitleyen fazladan metilen kopriisiine sahip niikleik
asit bloklaridir (21, 22). Bildigimiz kadariyla ilk defa
bu calismada, in vitro KNA kullanilarak T-ALL hiic-
re serilerinde MIR223 baskilanmas ve etkinligi arag-
tirldi. Antisens oligo tedavi yaklagimi icin 6n arag-
tirma sonuglar: olarak, ilk 24. saat i¢inde yiiksek
konsantrasyonlu uygulamada hem Jurkat hem de
Molt4 hiicre serilerinde farkli oranlarda MIR223 geni
anlatiminin etkin olarak baskilandig ve 48. saatte bu
etkilerin azaldig1 gozlendi. iki hiicre serisinde birbi-
rinden farkli oranlarda etkinin gézlenmesi iki hiicre
serisinin birbirinden farkli T-ALL alt gruplarini tem-
sil etmesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, bu ¢a-
lisma, hedef miRNAy1 sessizlestirmenin ilk 24 saat-
teki etkinliginin 48 saat sonra azalmasi KNAlarin
daha cok, kisa siireli ama etkin olarak tedavi planla-
rinda kullanilabilecegi ile ilgili 6n bulgularin eldesi-
ni saglamistir. Daha uzun baskilama siirelerinin de-
gerlendirilecegi c¢alismalarda her uygulama
zamaninda (24. saat, 48. saat vb) besi yerinin yenile-
rek KNAnin yeniden eklenmesi ya da KNAnin bir
viral vektor i¢ine klonlarak, sabit anlatiminin saglan-
mast daha uygun olabilir. Ileride bu amagla dizayn
edilecek arastirmalarda, elde edilen 6n bulgular 151-
ginda hem zamansal hem konsatrasyon ¢esitliklikle-
ri kullanilmasi hem de transfeksiyonda kullanilabi-
lecek vektorlerin giivenlik testleri ile birlikte
degerlendirilmesi 6ngorilmistiir.
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MIR223 onkogenik etki gosteren bir miRNA
olarak tanimlanmuigtir (23) ve antisens oligolar ile
MIR223 geninin susturulmasi1 T-ALL gibi artmis
MIR223 anlatimi gosteren kanserlerde hastaligin
seyrini arastirma imkani saglayabilir. Bu ¢alisma-
dan elde edilen 6n bulgularda, T-ALL hiicrelerin-
de alternatif bir RNA interferans uygulamasi olarak
kullanilabilecek KNAnin, kisa stireli ancak etkin
oldugu gosterilmis ve hastalik patogenezini aras-
tirmaya yonelik yapilacak caligmalarda etkili bir
in vitro model olarak bu yaklasimin kullanilabile-
cegi belirlenmistir.
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