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Giris/Amag: Ewing sarkoma, noral orijinli ¢ocukluk c¢aginda kemikte goriilen malign kemik timoriidiir. MikroRNAlarin kanser
patogenezinde 6nemli rolleri vardir. Tanimlanan insan mikroRNAlarinin yarisina yakininin genomun kirilgan yerlerinde bulunmasi
nedeniyle bu kiigiik molekiillerin kanser progresyonunda biyobelirte¢ olarak rol alabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismada, miR-214-3pnin
hiicre hatlarinda Ewing sarkoma progresyonu tizerindeki fonksiyonel roliiniin aragtirilmasi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Ewing sarkoma hiicre hatlarindan TC-71, TC-106, CHLA-99 ¢aligmada kullanild: ve timoér stipresér mikroRNA olan
miR-214-3pnin fonksiyonel rolii kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincirleme reaksiyonu (qRT-PZR) ile arastirildi. Fonksiyonel in
vitro ¢aligmalar1 kapsaminda proliferasyon, migrasyon, invazyon ve apoptoz assay ¢alismalar: gerceklestirildi.

Bulgular: miR-214-3p’nin TC106 hiicre hattinda anlamli diizeyde azalis gésterirken, TC71 ve CHLA99 hiicre hatlarinda ise anlamli olarak
degismedigi tespit edildi. miR-214-3pnin, TC106 hiicrelerinde yapilan ileri fonksiyonel ¢alismalardan proliferasyon, migrasyon, invazyon ve
apoptoz assay ¢aligmalariyla azalis gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug: Ewing sarkomada miR-214%tin hiicre hatlarindaki olasi fonksiyonunu inceledigimiz bu ¢alismanin sonuglari dogrultusunda,
literatiirde ilk kez miR-214-3pnin Ewing sarkoma hiicre hatlarinda diisitk ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve tiimor stipresor etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ewing sarkoma, miR-214-3p, hiicre hatt1

ABSTRACT

Introduction/Aim: Ewing sarcoma is a malignant bone tumor in childhood, of neural origin. MicroRNAs have important roles in cancer
pathogenesis. Since almost half of the identified human microRNAs are located in the fragile parts of the genome, these small molecules are
thought to play a biomarker role in cancer progression. In this study, it was aimed to investigate the functional role of miR-214-3p on Ewing
sarcoma progression in cell lines.

Material and Method: TC-71, TC-106 and CHLA-99 Ewing sarcoma cell lines were used in the study and the functional role of miR-214-
3p, a tumor suppressor miRNA was investigated by quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR). Within the
scope of functional in vitro studies, proliferation, migration, invasion and apoptosis assay studies were carried out.

Finding: It was found that miR-214-3p decreased significantly in the TC106 cell line, but not significantly changed in the TC71 and CHLA99
cell lines. It has been determined that miR-214-3p decreased from advanced functional studies in TC106 cells with proliferation, migration,
invasion and apoptosis assay studies.

Conclusion: In line with the results of this study, in which we examined the possible function of mir-214 in cell lines in Ewing sarcoma,
for the first time in the literature, it was found that miR-214-3p had a low expression level in Ewing sarcoma cell lines and had a tumor
suppressor effect.
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GIRIS

Ewing sarkoma (EWS), tim vyaslarda osteosarkom
ve kondrosarkomdan sonra tgiincii siklikta goriilen
cocukluk cagi timoriidiir. Kemik ve yumusak dokularda
rastlanan bu tiimor, agresif seyir gostermektedir (1).
EWS tedavisinde cerrahi ve kemoradyoterapi yontemleri
uygulanmaktadir. Siklikla metastaz yapan ve genellikle
o6limle sonuglanan bu kanser tiplerinin tani ve tedavisine
yonelik calismalar halihazirda yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle, EWS tanisi alan bireyler i¢in acilen yeni ve etkili
tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir (2).

MikroRNAlar (miRNA); yaklastk 20 niikleotit
uzunlugunda, proteine gevirisi olmayan genler tarafindan
tretilen, kodlanmayan kisa RNA dizileridir. Gen
regiilatorii 6zelligi gosteren ve cesitli genleri hedefleyen
miRNAlarin  kanserlerin patogenezindeki rollerinin
aydinlatilmasi6nemarzetmektedir (3). miRNA'larin farkli
hiicre tiplerinde ve farkli gelisim asamalarinda anormal
sekilde eksprese edildigi bircok ¢alismada gosterilmistir
(4,5). Bu veriler, miRNAlarin hiicre biiylimesinde
farklilasma ve programlanmis hiicre 6limi gibi 6nemli
roller oynadigini gostermektedir. MiRNAlarin kanser
gelisiminde hedef mRNAmnin tiiriine goére onkogen
veya timor siipresor genler gibi davrandiklar1 deneysel
caligmalarla gosterilmistir (6). Tumorli dokularda
normale goére azalis gosteren miRNAlar hiicre
proliferasyonunu, hiicre go¢iinii, hiicre invazyonunu
ve apoptozu inhibe ederek diizenler. Birgok miRNA ve
hedefleri yakin zamanda tanimlanmig olmasina ragmen,
miR-214-3pnin bazi kanser tiirlerinde proliferasyon,
apoptoz, metastaz ve anjiyogenez gibi hiicre dongiisiinii
diizenleyen genleri hedefleyerek regiilasyonlarinda
rol oynadig: bildirilmistir (7,8). miR-214-3pnin dizisi
5-ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU-3’seklinde olup
bazi kanserler iizerinde tiimor siipresor veya onkogenik
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (9).

Bu ¢aligmada, miR-214-3pnin hiicre hatlarinda
EWS progresyonu fiizerindeki fonksiyonel roliiniin
arastirilmasi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre hatt1 galismasi oldugu i¢in, ¢alismamizin yapilmasi
i¢in etik kurul onayina ihtiya¢ olmamistir. Calismamaiz,
Diinya Tip Birligi Helsinki [lkeler Deklarasyonu’'nun Etik
Standartlarini karsilamaktadir.

Hiicre Kiiltiiri

Ewing sarkoma hiicre hatlarindan TC-71, TC-106 ve
CHLA-99, Children’s Oncology Group (Texas, US)’tan
alindi. EWS hiicre hatlar1 %10 Fetal Bovine Serum
(FBS), %1 Penisilin, Streptomisin, Ampisilin (PSA) ve
L-Glutaminin IMDM besiyerine ilavesiyle 37 °Cde %5
CO2’li ortamda inkibe edildi.
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RNA izolasyonu
Hiicrelerin ~ yogunlugu  5-10x106/ml  ulagtiginda
hiicrelerin tizerine 1 mL Trizol soliisyonu ile protokol
dogrultusunda RNA izolasyonu ger¢eklestirildi (Thermo
Scientific, US). Izole edilen RNAlarin konsantrasyon
ve saflik kalitelerinin tespiti NanoDrop ND-2000c
spektrofotometre cihazinda 260 nm ve 280 nm dalga

boyundaki absorbans degerleri ile tespit edildi.

MiR-214-3p’nin qRT-PZR ile Dogrulanmasi

Ewing sarkoma hiicre hatlarinda miR-214-3p’tin ifade
diizeyini tespit etmek i¢in izole edilen RNAlar, miR-214-
3p’ye ve kontrol olarak RNU43% 6zgii primer kullanilarak
cDNAYya ¢evrildi. cDNAya ¢evrilen 6rnekler hsa-miR-
214-3p'ye ve RNU43%e ozgii prob (Applied Biosystems
Foster City, CA) ve Universal Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) kiti ile LightCycler480-
II ger¢ek zamanli PZR cihazinda iiretici firmanin
protokoliine gore reaksiyona sokuldu.. Deneyler iki
tekrarli olacak sekilde yapildi miRNAlarin kantitatif
analizleri delta-delta-CT metoduyla tespit edildi.

EWS Hiicrelerinde miR-214-3p ile Transfeksiyonu
TC-106, TC-71 ve CHLA-99 hiicre hatlarinda miR-214-
3pnin transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Herhangi bir
geni hedeflemeyen bir oligoniikleotid dizisi kontrol
miRNA (nontargeting miRNA) olarak kullanildi.
Hiicreler, her bir kuyucuk igin 3000 hiicre olacak
sekilde 6 kuyucuklu platee ekildi. X-tremeGENE siRNA
Transfection Reagent kullanilarak miR-214 hiicrelere
kuyucuk bagina 500 pl olacak sekilde dagitildi. 1 saat 37
°Cde inkiibe edilen hiicreler izerlerine 500 ul Opti-MEM
ilave edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. miRNAlarin
transfeksiyon basarisini test etmek i¢in “Tagman
Reverse Transcriptase Kit” kullanilarak iiretici firmanin
protokoliine gore cDNA sentez islemi gerceklestirildi.
qRT-PCR ile dogrulama islemi yapildi.

Hiicre Proliferasyonu

Hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri MTS Assay
yontemi ile WST-1 kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler
oyuk bagina 3x103 hiicre yogunlugunda 96 well platelere
yerlestirildi ve 24 saat sonra X-tremeGENE siRNA
Transfection Reagent (Invitrogen) kullanilarak miR-214-
3p mimik, ve hedeflemeyen miR ile transfekte edildi.
Cogalma oranlari, transfeksiyondan sonra 3 giin boyunca
her 24 saatte bir dl¢iildii. Hiicre ¢ogalmasi, mikroplaka
okuyucu ile 490 nmde absorbans o6lgiildii ve hiicreler
thoma laminda sayildi.

Migrasyon ve Invazyon Assay

Hiicre migrasyon ve invazyon analizleri Corning
Transwell plateler (Corning) kullanilarak yapildi
Migrasyon assay i¢in BioCoat™ Matrigel® ve Invasion
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Chambers (Corning, NY, ABD) kullanildi. MiR-214
mimik hedeflemeyen miR ile transfekte edildikten sonra
hiicreler, iki kopya halinde kuyucuk basina 5x105 hiicre
yogunlugunda invazyon platelerine ekildi. 24 saat sonra,
migrasyona ugrayan hiicreler %100 metanol ile sabitlendi
ve %2 etanol igerisinde %0,3 kristal viyole ile boyandu.
Ardindan hiicreler sayilarak hiicrelerin migrasyon ve
invazyon kapasiteleri hesaplandi.

Apoptoz Assay

MiR-214-3pnin  TC-71, TC-106 ve CHLA-99
hiicrelerindeki apoptotik seviye degisimlerinin tespitiigin
apoptoz assay gerceklestirildi. MiR-214-3p ile transfekte
edilen hiicreler kaspaz-3 aktivitesiile “CaspACETM Assay
System, Colorimetric (Promega)” kiti kullanilarak kaspaz
assayi iiretici firmanin protokoliine gore gergeklestirildi.
Hiicrelerin abzorbans 6l¢iimii Multiskan FC micro plate
reader (Thermo, Rockford USA) ile gergeklestirildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Student’s t test ile yapildu. Istatistiksel
olarak 0,05 veya daha disiik bir “p” degeri anlamli
kabul edildi. Her deney iki kez yapilarak ve ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar 2-AACT y6ntemi kullanilarak

degerlendirildi.

BULGULAR

TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hiicrelerine miR-214-3p
mimik transfeksiyonlarinin etkin bir sekilde gergeklestigi
qRT-PZR ile gergeklestirilen ¢caligma ile dogrulandi (Sekil
1) (TC-71 p=0,001, TC-106 p=0,002, CHLA-99 p=0,01).
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Sekil 1. MiR-214-3p ve kontrol miRNA transfeksiyonu sonras1 TC-
71, TC-106 ve CHLA-99 hiicrelerinde mir-214-3p ifade diizeyi

MiR-214-3ptransfekteedilen TC-71,TC-106 ve CHLA-99
hiicrelerinde MTS assayle yapilan proliferasyon assayleri
sonucunda yalnizca miR-214-3p mimigin transfekte
edildigi TC-106 seviyesinin anlamli degisime ugradigi,
TC-71 ve CHLA-99 i¢in bu seviyelerin kontrol miRNA’ya
gore anlamli degisim gostermedikleri tespit edildi (Sekil
2) (TC71=0,08, TC106=0,001, CHLA99=0,17).
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Sekil 2. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hiicrelerinde mir214-3pnin
transfeksiyonu sonrasi proliferasyon grafigi

Hiicrelerin migrasyon kapasiteleri degerlendirmek
TC106
hiicrelerine transfekte edilen miR-214-3p ve kontrol
miRNA sonrasi, miR-214-3p ile muamele edilen TC106
hiicrelerinde belirgin azalis oldugu saptanmustir (Sekil

3a) (TC71=0,0001, p>0,05).

icin vyapilan assay ¢aligmalar1 sonrasinda

MiR-214-3p transfekte edilen TC106 hiicrelerinin
invasyon oranlarinda da benzer degerler bulunarak
invazyon kapasitesinde kontrol miRNAya gore azalma
oldugu gozlendi (Sekil 3b) (TC71=0,007, p >0,05).
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Sekil 3. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hiicrelerinde mir214-3pnin
transfeksiyonu sonrasi a) migrasyon ve b) invazyon oranlar1

fleri in vitro dogrulama c¢alismalarina TC71, TC106,
CHLA-99 miR-214-3p’nin

aktivitelerinin degerlendirmesi islemi ile devam edildi.

hiicresinde apoptoz

Hiicrelerde miR-214-3p ve kontrol miRNA ile transfe
edildikten sonra hiicre proliferasyonun azalmasindaki
nedenlerin arastirilmas:t i¢in hiicrelerin Kaspaz-3
seviyeleri 6l¢tildii. Erken apoptotik hiicrelerin artmasiyla
artis gozlenmesi beklenen Kaspaz 3 aktivitesinde TC71
ve CHLA99da anlaml degisim gozlenmezken (p>0,05)
TC106 hiicresinde miR-214-3p transfeksiyonu sonrasi
apoptoz indiiklenmesinde rol oynadigi tespit edildi

(Sekil 4) (p=0,007).
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Sekil 4. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hiicrelerinde mir214-3p'nin
transfeksiyonu sonrasi apoptoz seviyeleri

TARTISMA

Ewing Sarkoma hiicre hatlar1 (TC71, TC106 ve CHLA99);
agresif oOzellik gostermektedirler ve bu yoniiyle klinik
olarak agresif timor davranis gosteren EWS'i taklit
etmektedirler. Bu agresif davranis modeli nedeniyle, EWS
tanisinda rol alabilecek biyobelirteglerin belirlenmesi,
erken tani ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde
Onem arz etmektedir (10).

MiR-214-3pnin  kemik olusumunu inhibe etmek
icin osteoklastlara transfer edildikten sonra kemik
olusumunda azalma goriildigii tespit edilmis ve iskelet
bozukluklarinin tedavisinde kullanilmasi i¢in 6nemli bir
adayolarakkullanilmasiénerilmistir (11). MiR-214-3p’nin
osteoblast fonksiyonu icin gereken ana transkripsiyon
faktorlerinden biri olan ATF4 tarafindan hedeflendigi
ve miR-214-3pnin iskelet olusumu ile iliskisi oldugu
ayni zamanda osteoblasta 0zgii transkripsiyon faktorii
olan Sp7 hedeflenerek C2C12 miyoblast hiicrelerinin
osteojenik farklilasmasinin baskilanmasinda rol oynadig:
yapilan ¢aligmalar arasindadir (11). Bagka bir ¢aligmada
pankreatik kanserde miR-214 artan ekspresyonunun
kemoterapiye artan direng gosterdigi ve onkogen ozellik
gosterdigi saptanmistir (12). Servikal kanserlerde miR-
214 seviyesinin azaldigi HeLa kanser hiicrelerinde ise
MAP2K3 ve MAPKS genlerini hedefleyerek normal
gruplara gore miR-214tn ifadesinde artis oldugu
bildirilmistir (13).
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Bir diger caliymada miR-214-3p’nin, retinoblastomdaki
kemorezistansini inhibe etmek i¢in bir timor baskilayici
olarak islev gordiigii, bu da miR-214-3pnin retinoblastom
tedavisi i¢in potansiyel tanisinda ve terapétik ajan olarak
kullanilabilecegi 6nerilmistir (14).

MiR-214%tin proliferasyon, apoptoz, anjiyogenez ve
metastaz gibi hiicresel siiregleri diizenleyen genleri
hedefleyerek onlari aktive ettigi tahmin edilmektedir
(15). Yapilan bir diger calismada, anjiyosarkomunun
mikro-tanecikler yoluyla miR-214-3p salgiladig1 primer
tiimorlerin cerrahi rezeksiyonu plazma miR-214-3p’nin
seviyesini diislirdiigii anjiyosarkomunda bu miRNAlarin
malign endotel proliferatif hastaliklar igin tanisal
biyobelirtegler olarak potansiyel olabilecegi nerilmistir
(16).

Bir diger ¢ocukluk ¢ag1 malign yumusak doku kanseri
olan Rabdomiyosarkom hiicre hatlarinda N-ras
ekspresyonunun, miR-214’tin pro-miyojenik ve anti-
proliferatif aktivitelerini notralize ederek miR-214’iin
ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi ve timor
stipresor bir rol oynadig: bildirilmistir (17). Calismamiz
kapsaminda Ewing sarkoma hiicre hatlarindan olan
TC71de miR-214-3p seviyesinin timor siipresor gorevi
gordugii tespit edilerek ileri galigmalarla dogrulanmasi
gerekmektedir.

SONUC

Ewing sarkoma da miR-214"tin EWSFLI iligkisi
gosterilmesine ragmen TC71, TC106 ve CHLA99 hiicre
hatlarindaki etkisi ve hiiresel fonksiyonel deneyleri
literatiirde ilk kez bu calismada gosterilmistir. Ewing
sarkoma’nin tani ve tedavisi i¢in aday biyobelirteg olarak
kullanilmasinda ileri molekiiller c¢aligmalara ihtiyag¢
duyulmaktadir.

ETiK BEYANLAR

Etik Kurul Onay:: Hiicre hatt1 ¢alismasi oldugu igin,
¢alismamizin yapilmasi igin etik kurul onayina ihtiyag
olmamustir.

Aydinlatilmis Onam: Hiicre hatt1 ¢calismasi oldugu igin
aydinlatilmis onam alinmamastir.

Hakem Degerlendirme Siireci: Harici ¢ift-kor hakem
degerlendirmesi.

Cikar Catismas1 Durumu: Yazarlar, bu c¢aligmada
herhangi bir ¢ikara dayali iliski olmadigini beyan
etmiglerdir.

Finansal Destek: Caligmay: destekleyen kurum
Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 21573).

Yazar Katkilari: Yazarlarin timi; makalenin tasarimina,

yuritillmesine, analizine katildigin1 ve son siiriimiinii
onayladiklarini beyan etmislerdir.
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