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ÖZ
Giriş/Amaç: Ewing sarkoma, nöral orijinli çocukluk çağında kemikte görülen malign kemik tümörüdür. MikroRNA’ların kanser 
patogenezinde önemli rolleri vardır. Tanımlanan insan mikroRNA’larının yarısına yakınının genomun kırılgan yerlerinde bulunması 
nedeniyle bu küçük moleküllerin kanser progresyonunda biyobelirteç olarak rol alabileceği düşünülmektedir. Bu çalışmada, miR-214-3p’nin 
hücre hatlarında Ewing sarkoma progresyonu üzerindeki fonksiyonel rolünün araştırılması amaçlanmıştır.
Gereç ve Yöntem: Ewing sarkoma hücre hatlarından TC-71, TC-106, CHLA-99 çalışmada kullanıldı ve tümör süpresör mikroRNA olan 
miR-214-3p’nin fonksiyonel rolü kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincirleme reaksiyonu (qRT-PZR) ile araştırıldı. Fonksiyonel in 
vitro çalışmaları kapsamında proliferasyon, migrasyon, invazyon ve apoptoz assay çalışmaları gerçekleştirildi.
Bulgular: miR-214-3p’nin TC106 hücre hattında anlamlı düzeyde azalış gösterirken, TC71 ve CHLA99 hücre hatlarında ise anlamlı olarak 
değişmediği tespit edildi. miR-214-3p’nin, TC106 hücrelerinde yapılan ileri fonksiyonel çalışmalardan proliferasyon, migrasyon, invazyon ve 
apoptoz assay çalışmalarıyla azalış gösterdiği tespit edilmiştir.
Sonuç: Ewing sarkomada miR‐214’ün hücre hatlarındaki olası fonksiyonunu incelediğimiz bu çalışmanın sonuçları doğrultusunda, 
literatürde ilk kez miR‐214-3p’nin Ewing sarkoma hücre hatlarında düşük ekspresyon seviyesine sahip olduğu ve tümör süpresör etki 
gösterdiği tespit edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Ewing sarkoma, miR-214-3p, hücre hattı

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.

Keywords: Ewing sarcoma, miR-214-3p, cell line
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GİRİŞ
Ewing sarkoma (EWS), tüm yaşlarda osteosarkom 
ve kondrosarkomdan sonra üçüncü sıklıkta görülen 
çocukluk çağı tümörüdür. Kemik ve yumuşak dokularda 
rastlanan bu tümör, agresif seyir göstermektedir (1). 
EWS tedavisinde cerrahi ve kemoradyoterapi yöntemleri 
uygulanmaktadır. Sıklıkla metastaz yapan ve genellikle 
ölümle sonuçlanan bu kanser tiplerinin tanı ve tedavisine 
yönelik çalışmalar halihazırda yetersiz kalmaktadır. Bu 
nedenle, EWS tanısı alan bireyler için acilen yeni ve etkili 
tedavilere ihtiyaç duyulmaktadır (2). 

MikroRNA’lar (miRNA); yaklaşık 20 nükleotit 
uzunluğunda, proteine çevirisi olmayan genler tarafından 
üretilen, kodlanmayan kısa RNA dizileridir. Gen 
regülatörü özelliği gösteren ve çeşitli genleri hedefleyen 
miRNA’ların kanserlerin patogenezindeki rollerinin 
aydınlatılması önem arz etmektedir (3). miRNA’ların farklı 
hücre tiplerinde ve farklı gelişim aşamalarında anormal 
şekilde eksprese edildiği birçok çalışmada gösterilmiştir 
(4,5). Bu veriler, miRNA’ların hücre büyümesinde 
farklılaşma ve programlanmış hücre ölümü gibi önemli 
roller oynadığını göstermektedir. MiRNA’ların kanser 
gelişiminde hedef mRNA’nın türüne göre onkogen 
veya tümör süpresör genler gibi davrandıkları deneysel 
çalışmalarla gösterilmiştir (6). Tümörlü dokularda 
normale göre azalış gösteren miRNA’lar hücre 
proliferasyonunu, hücre göçünü, hücre invazyonunu 
ve apoptozu inhibe ederek düzenler. Birçok miRNA ve 
hedefleri yakın zamanda tanımlanmış olmasına rağmen, 
miR-214-3p’nin bazı kanser türlerinde proliferasyon, 
apoptoz, metastaz ve anjiyogenez gibi hücre döngüsünü 
düzenleyen genleri hedefleyerek regülasyonlarında 
rol oynadığı bildirilmiştir (7,8). miR-214-3p’nin dizisi 
5’-ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU-3’ şeklinde olup 
bazı kanserler üzerinde tümör süpresör veya onkogenik 
özelliklere sahip olduğu bilinmektedir (9). 

Bu çalışmada, miR-214-3p’nin hücre hatlarında 
EWS progresyonu üzerindeki fonksiyonel rolünün 
araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM
Hücre hattı çalışması olduğu için, çalışmamızın yapılması 
için etik kurul onayına ihtiyaç olmamıştır. Çalışmamız, 
Dünya Tıp Birliği Helsinki İlkeler Deklarasyonu’nun Etik 
Standartlarını karşılamaktadır.

Hücre Kültürü
Ewing sarkoma hücre hatlarından TC-71, TC-106 ve 
CHLA-99, Children’s Oncology Group (Texas, US)’tan 
alındı. EWS hücre hatları %10 Fetal Bovine Serum 
(FBS), %1 Penisilin, Streptomisin, Ampisilin (PSA) ve 
L-Glutaminin IMDM besiyerine ilavesiyle 37 °C’de %5 
CO2’li ortamda inkübe edildi.

RNA İzolasyonu
Hücrelerin yoğunluğu 5-10x106/ml ulaştığında 
hücrelerin üzerine 1 mL Trizol solüsyonu ile protokol 
doğrultusunda RNA izolasyonu gerçekleştirildi (Thermo 
Scientific, US). İzole edilen RNA’ların konsantrasyon 
ve saflık kalitelerinin tespiti NanoDrop ND-2000c 
spektrofotometre cihazında 260 nm ve 280 nm dalga 
boyundaki absorbans değerleri ile tespit edildi. 

MiR-214-3p’nin qRT-PZR ile Doğrulanması
Ewing sarkoma hücre hatlarında miR-214-3p’ün ifade 
düzeyini tespit etmek için izole edilen RNA’lar, miR-214-
3p’ye ve kontrol olarak RNU43’e özgü primer kullanılarak 
cDNA’ya çevrildi. cDNA’ya çevrilen örnekler hsa-miR-
214-3p’ye ve RNU43’e özgü prob (Applied Biosystems 
Foster City, CA) ve Universal Master Mix (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) kiti ile LightCycler480-
II gerçek zamanlı PZR cihazında üretici firmanın 
protokolüne göre reaksiyona sokuldu.. Deneyler iki 
tekrarlı olacak şekilde yapıldı miRNA’ların kantitatif 
analizleri delta-delta-CT metoduyla tespit edildi.

EWS Hücrelerinde miR-214-3p ile Transfeksiyonu
TC-106, TC-71 ve CHLA-99 hücre hatlarında miR-214-
3p’nin transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Herhangi bir 
geni hedeflemeyen bir oligonükleotid dizisi  kontrol 
miRNA (nontargeting miRNA) olarak kullanıldı. 
Hücreler, her bir kuyucuk için 3000 hücre olacak 
şekilde 6 kuyucuklu plate’e ekildi. X-tremeGENE siRNA 
Transfection Reagent kullanılarak miR-214 hücrelere 
kuyucuk başına 500 μl olacak şekilde dağıtıldı. 1 saat 37 
°C’de inkübe edilen hücreler üzerlerine 500 μl Opti-MEM 
ilave edilerek 24 saat inkübasyona bırakıldı. miRNA’ların 
transfeksiyon başarısını test etmek için “Taqman 
Reverse Transcriptase Kit”  kullanılarak üretici firmanın 
protokolüne göre cDNA sentez işlemi gerçekleştirildi. 
qRT-PCR ile doğrulama işlemi yapıldı. 

Hücre Proliferasyonu
Hücrelerin proliferasyon kapasiteleri MTS Assay 
yöntemi ile WST-1 kullanılarak gerçekleştirildi. Hücreler 
oyuk başına 3x103 hücre yoğunluğunda 96 well platelere 
yerleştirildi ve 24 saat sonra X-tremeGENE siRNA 
Transfection Reagent (Invitrogen) kullanılarak miR-214-
3p mimik, ve hedeflemeyen miR ile transfekte edildi. 
Çoğalma oranları, transfeksiyondan sonra 3 gün boyunca 
her 24 saatte bir ölçüldü. Hücre çoğalması, mikroplaka 
okuyucu ile 490 nm’de absorbans ölçüldü ve hücreler 
thoma lamında sayıldı.

Migrasyon ve İnvazyon Assay
Hücre migrasyon ve invazyon analizleri Corning 
Transwell plateler (Corning) kullanılarak yapıldı. 
Migrasyon assay için BioCoat™ Matrigel® ve Invasion 
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Chambers (Corning, NY, ABD) kullanıldı. MiR-214 
mimik hedeflemeyen miR ile transfekte edildikten sonra 
hücreler, iki kopya halinde kuyucuk başına 5x105 hücre 
yoğunluğunda invazyon platelerine ekildi. 24 saat sonra, 
migrasyona uğrayan hücreler %100 metanol ile sabitlendi 
ve %2 etanol içerisinde %0,3 kristal viyole ile boyandı. 
Ardından hücreler sayılarak hücrelerin migrasyon ve 
invazyon kapasiteleri hesaplandı.

Apoptoz Assay
MiR-214-3p’nin TC-71, TC-106 ve CHLA-99 
hücrelerindeki apoptotik seviye değişimlerinin tespiti için 
apoptoz assay gerçekleştirildi. MiR-214-3p ile transfekte 
edilen hücreler kaspaz-3 aktivitesi ile “CaspACETM Assay 
System, Colorimetric (Promega)” kiti kullanılarak kaspaz 
assayi üretici firmanın protokolüne göre gerçekleştirildi. 
Hücrelerin abzorbans ölçümü Multiskan FC micro plate 
reader (Thermo, Rockford USA) ile gerçekleştirildi. 

İstatistiksel Analiz 
İstatistiksel analizler Student’s t test ile yapıldı. İstatistiksel 
olarak 0,05 veya daha düşük bir “p” değeri anlamlı 
kabul edildi. Her deney iki kez yapılarak ve ekspresyon 
seviyelerindeki farklılıklar 2-ΔΔCT yöntemi kullanılarak 
değerlendirildi. 

BULGULAR
TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hücrelerine miR-214-3p 
mimik transfeksiyonlarının etkin bir şekilde gerçekleştiği 
qRT-PZR ile gerçekleştirilen çalışma ile doğrulandı (Şekil 
1) (TC-71 p=0,001, TC-106 p=0,002, CHLA-99 p=0,01).

MiR-214-3p transfekte edilen TC-71, TC-106 ve CHLA-99 
hücrelerinde MTS assayle yapılan proliferasyon assayleri 
sonucunda yalnızca miR-214-3p mimiğin transfekte 
edildiği TC-106 seviyesinin anlamlı değişime uğradığı, 
TC-71 ve CHLA-99 için bu seviyelerin kontrol miRNA’ya 
göre anlamlı değişim göstermedikleri tespit edildi (Şekil 
2) (TC71=0,08, TC106=0,001, CHLA99=0,17).

Hücrelerin migrasyon kapasiteleri değerlendirmek 
için yapılan assay çalışmaları sonrasında TC106 
hücrelerine transfekte edilen miR-214-3p ve kontrol 
miRNA sonrası, miR-214-3p ile muamele edilen TC106 
hücrelerinde belirgin azalış olduğu saptanmıştır (Şekil 
3a) (TC71=0,0001, p>0,05). 

MiR-214-3p transfekte edilen TC106 hücrelerinin 
invasyon oranlarında da benzer değerler bulunarak 
invazyon kapasitesinde kontrol miRNA’ya göre azalma 
olduğu gözlendi (Şekil 3b) (TC71=0,007, p >0,05).

İleri in vitro doğrulama çalışmalarına TC71, TC106, 
CHLA-99 hücresinde miR-214-3p’nin apoptoz 
aktivitelerinin değerlendirmesi işlemi ile devam edildi.

Hücrelerde miR-214-3p ve kontrol miRNA ile transfe 
edildikten sonra hücre proliferasyonun azalmasındaki 
nedenlerin araştırılması için hücrelerin Kaspaz-3 
seviyeleri ölçüldü. Erken apoptotik hücrelerin artmasıyla 
artış gözlenmesi beklenen Kaspaz 3 aktivitesinde TC71 
ve CHLA99’da anlamlı değişim gözlenmezken (p>0,05) 
TC106 hücresinde miR-214-3p transfeksiyonu sonrası 
apoptoz indüklenmesinde rol oynadığı tespit edildi 
(Şekil 4) (p=0,007). 

Şekil 1. MiR-214-3p ve kontrol miRNA transfeksiyonu sonrası TC-
71, TC-106 ve CHLA-99 hücrelerinde mir-214-3p ifade düzeyi

Şekil 2. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hücrelerinde mir214-3p’nin 
transfeksiyonu sonrası proliferasyon grafiği

Şekil 3. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hücrelerinde mir214-3p’nin 
transfeksiyonu sonrası a) migrasyon ve b) invazyon oranları
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TARTIŞMA
Ewing Sarkoma hücre hatları (TC71, TC106 ve CHLA99); 
agresif özellik göstermektedirler ve bu yönüyle klinik 
olarak agresif tümör davranış gösteren EWS’i taklit 
etmektedirler. Bu agresif davranış modeli nedeniyle, EWS 
tanısında rol alabilecek biyobelirteçlerin belirlenmesi, 
erken tanı ve yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde 
önem arz etmektedir (10).

MiR-214-3p’nin kemik oluşumunu inhibe etmek 
için osteoklastlara transfer edildikten sonra kemik 
oluşumunda azalma görüldüğü tespit edilmiş ve iskelet 
bozukluklarının tedavisinde kullanılması için önemli bir 
aday olarak kullanılması önerilmiştir (11). MiR-214-3p’nin 
osteoblast fonksiyonu için gereken ana transkripsiyon 
faktörlerinden biri olan ATF4 tarafından hedeflendiği 
ve miR-214-3p’nin iskelet oluşumu ile ilişkisi olduğu 
aynı zamanda osteoblasta özgü transkripsiyon faktörü 
olan Sp7 hedeflenerek C2C12 miyoblast hücrelerinin 
osteojenik farklılaşmasının baskılanmasında rol oynadığı 
yapılan çalışmalar arasındadır (11). Başka bir çalışmada 
pankreatik kanserde miR-214 artan ekspresyonunun 
kemoterapiye artan direnç gösterdiği ve onkogen özellik 
gösterdiği saptanmıştır (12). Servikal kanserlerde miR-
214 seviyesinin azaldığı HeLa kanser hücrelerinde ise 
MAP2K3 ve MAPK8 genlerini hedefleyerek normal 
gruplara göre miR-214’ün ifadesinde artış olduğu 
bildirilmiştir (13).

Bir diğer çalışmada miR-214-3p’nin, retinoblastomdaki 
kemorezistansını inhibe etmek için bir tümör baskılayıcı 
olarak işlev gördüğü, bu da miR-214-3p’nin retinoblastom 
tedavisi için potansiyel tanısında ve terapötik ajan olarak 
kullanılabileceği önerilmiştir (14).

MiR-214’ün proliferasyon, apoptoz, anjiyogenez ve 
metastaz gibi hücresel süreçleri düzenleyen genleri 
hedefleyerek onları aktive ettiği tahmin edilmektedir 
(15). Yapılan bir diğer çalışmada, anjiyosarkomunun 
mikro-tanecikler yoluyla miR-214-3p salgıladığı primer 
tümörlerin cerrahi rezeksiyonu plazma miR-214-3p’nin 
seviyesini düşürdüğü anjiyosarkomunda bu miRNA’ların 
malign endotel proliferatif hastalıklar için tanısal 
biyobelirteçler olarak potansiyel olabileceği önerilmiştir 
(16). 

Bir diğer çocukluk çağı malign yumuşak doku kanseri 
olan Rabdomiyosarkom hücre hatlarında N-ras 
ekspresyonunun, miR-214’ün pro-miyojenik ve anti-
proliferatif aktivitelerini nötralize ederek miR-214’ün 
ekspresyonunun belirgin şekilde azaldığı ve tümör 
süpresör bir rol oynadığı bildirilmiştir (17). Çalışmamız 
kapsamında Ewing sarkoma hücre hatlarından olan 
TC71’de miR-214-3p seviyesinin tümör süpresör görevi 
gördüğü tespit edilerek ileri çalışmalarla doğrulanması 
gerekmektedir.

SONUÇ
Ewing sarkoma da miR-214’ün EWSFLI ilişkisi 
gösterilmesine rağmen TC71, TC106 ve CHLA99 hücre 
hatlarındaki etkisi ve hüresel fonksiyonel deneyleri 
literatürde ilk kez bu çalışmada gösterilmiştir. Ewing 
sarkoma’nın tanı ve tedavisi için aday biyobelirteç olarak 
kullanılmasında ileri moleküler çalışmalara ihtiyaç 
duyulmaktadır.
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Şekil 4. TC-71, TC-106 ve CHLA-99 hücrelerinde mir214-3p’nin 
transfeksiyonu sonrası apoptoz seviyeleri 
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