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GIRIS ve AMAC: Larenks yass: hiicreli karsinoma, diinyada
en sik tanisi konan bas boyun kanserlerindendir. Larenks yassi
hiicreli karsinoma'min son yiulardaki insidansimin artisi, bu
kanserin tanisinda erken ve etkili biyobelirteg ihtiyacini ortaya
ctkarmaktadir. mikroRNA 'larin kanser progresyonunda onemli
rolleri bulunmaktadwr. Bu ¢alismada mir-1825’in larenks yassi
hiicreli karsinoma hiicre hatti olan Hep-2'de fonksiyonel
roliiniin arastiridmasint amacladik.

YONTEM ve GERECLER: Calisma kapsaminda; Hep-2
hiicre hattinda inhibitor mir-1825"in transfeksiyon etkinligi
Kantitatif Realtime PCR ile dogrulandi. Hep-2 hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon etkileri Xcelligence RTCA cihazi ile,
invazyon kapasiteleri Matrigel yontemi ile, apoptoz diizeyleri
ise caspase-3 seviyelerinin degisimleri ile gerceklestirildi.

BULGULAR: Calismalar neticesinde mir-1825’in Hep-2
hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi hiicrelerin proliferasyon
(p<0,05), migrasyon (p<0,05) ve invazyon (p<0.001)
diizeylerinin kontrol miRNA transfekte edilen hiicrelere gore
azaldigi, mir-1825"in apoptozu ise indiikledigi tespit edildi
(p<0,01).

TARTISMA ve SONUC: Larenks yassi hiicreli karsinoma
Hep-2 hiicre hatlarinda miR-1825 'in proliferasyon, migrasyon,
invasyon seviyelerini azalttigi ve apoptozu indiikledigi in vitro
deneylerle literatiivde ilk kez tarafimizdan gosterilmigtir.
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mikroRNA, mir-1825, biyobelirte¢
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Laryngeal cancer (LCa) is one of the most
commonly diagnosed head and neck cancers in the world. The
increase in the incidence of LCa in recent years reveals the
need for an early and effective biomarker in the diagnosis of
LCa cancer. In this study, we aimed to investigate the
functional role of mir-1825 in Hep-2, the LCa cell line.

METHODS: In the study, transfection efficiency of inhibitor
mir-1825 in Hep-2 cell line was confirmed by Realtime PCR.
Proliferation and migration effects of Hep-2 cells were
performed with Xcelligence RTCA device, invasion capacity
was performed by matrigel method, and apoptosis levels were
measured by changes in caspase-3 levels.

RESULTS: As a result of the studies, it was determined that
the proliferation (p<0,05), migration (p<0,05) and invasion
(p<0.001) levels of the cells after transfection of mir-1825 into
Hep-2 cells decreased compared to the control miRNA
transfected cells, while mir-1825 induced apoptosis (p<0,01).

DISCUSSION AND CONCLUSION: Our study have been
shown that miR-1825 reduces proliferation migration invasion
levels and induces apoptosis in laryngeal squamous cell
carcinoma Hep-2 cell lines for the first time in the literature.

Keywords: laryngeal squamous cell carcinoma, microRNA,
mir-1825, biomarker
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GIRIS

Larenks yassi hiicreli karsinoma, diinyada en sik
tanis1 konan bas boyun kanserlerinden olup agresif
seyirli bir timordir (1,2). Larenks yassi hiicreli
karsinoma i¢in uygulanan tedaviler arasinda cerrahi
yaklasim, kemoterapi ve radyoterapi uygulamalari
yer almasina ragmen yiiksek Oliim oranlar1 hala
varligini1 devam ettirmektedir. Larenks yass1 hiicreli
karsinomali hastalarda yliksek oranda metastaz ve
stk niiks gelisimine rastlanmakta ve bu durumlar
koti klinik seyire yol agmaktadirlar (3). Tedavi
seceneklerinin  sinirlt  basartya sahip  olmast
nedeniyle yassi hiicreli karsinomaniin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin  aydinlatilmast  ve
kanseri erken donem taniyabilme potansiyeline

sahip biyomarkirlarin  gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.
MikroRNA’lar (miRNA), yaklasitk 18-24

niikleotit uzunlugunda endojen olarak sentezlenen,
tek zincirli kisa riboniikleik asitlerdir (4). Kanser
arastirmalarinda  popiiler  konulardan  olan
mMiRNA’larin deregiilasyonun larenks yassi hiicreli
karsinoma dahil birgok hastaliklarin patogenezinde
rol aldigi  gosterilmistir  (5-7). miRNA’lar
hedefledikleri genlerin rollerine bagli olarak
onkogen ya da timor siipresor olarak islev
gormektedirler (8). Ornegin miR-423-3p, Hep-2
hiicrelerinde onkolojik role sahip oldugu gosterilen
miRNA’lardandir (10). miR-21'in de larenks tiimor
dokularinda onkojenik davrandigi ve Hep-2
hiicrelerinin proliferasyonunun ve hiicre dongiisii
ilerlemesinin inhibisyonuna yol agtig1 bilinmektedir
(9). Benzer sekilde mir-1825 tiimor onkojeni olarak
rol oynadigin1 gésteren ¢alismalar mevcuttur (11)
fakat larenks yass1 hiicreli karsinomadaki
fonksiyonel roliinlin  arastirilmast ik  kez
tarafimizdan bu c¢aligmada gergeklestirilmistir. Mir-
1825’in olgun dizisi 5-
UCCAGUGCCCUCCUCUCC-3"’diir (12). Mir-
1825’in hedefledigi genler arasinda larinks yassi
hiicreli karsinoma gelisiminden sorumlu oldugu
bilinen; squamous cell carcinoma antigen
recognized by T cells 3 (SART3), SID1
transmembrane family, member 2 (SIDT2),
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
(MLL), large tumor suppressor kinase 1 (LATS1)
genleri yer almaktadir (13,14).

Son yillarda miRNA'larin

migrasyon, invazyon gibi karsinogenezdeki rolii
tizerine bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (15-17). Bununla
birlikte, miRNA'larin  larenks  karsinogenezi
stirecindeki rolleri tam olarak aydinlatilamamustir.

proliferasyon,

Bu calismada amacimiz, larenks yasst hiicreli
karsinomada daha 6nceki mikrodizi ¢alismalarinda
deregiilasyona ugradigi tanimlanmig olan (18) mir-

1825'n larenks yass1 hiicreli karsinoma Hep-2
hiicre hatlarinda fonksiyonel roliinii incelemektir.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz hayvan veya insan deneylerini
icermedigi ve bir hiicre hatt1 ¢alismasi oldugu i¢in
etik onay gerektirmemektedir.

Hiicre hatti ve hiicre Kiiltiirii

Insan larenks yass1 hiicreli karsinoma hiicre hatt1
Hep-2, American Type Culture Collection (ABD)
tarafindan saglandi. Hiicreler %10 fetal buzagi
serumu (Invitrogen), 1% penisilin ve 100 U/mL
streptomisin ilavesiyle hazirlanan RPMI 1640
ortaminda (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD), %5
C02’de 37°C'de etiivde kiiltiire edildi.

MiRNA Transfeksiyonu ve Hiicre Canlihigi

Cogalma deneyleri, 37°C'de ve %5 CO2'de nem
iiretebilen bir inkiibatorlii bir Xcelligence RTCA
(Roche Applied Science, Basel, Isvigre) sSistemi
kullanilarak gergeklestirildi. Hep-2 hiicreleri e-
platelere kuyucuk bagina 15x103 hiicre diisecek
sekilde ii¢ tekrarli olarak ekildi. siRNA tranfection
reagent karisimiyla muamele edilen inhibitdér mir-
1825 ve kcontrol miRNA (non-targeting miRNA)
hiicrelere transfekte edildikten sonra ii¢ giin siireyle
ve XCELLigence’ta 15 dakikada bir 6l¢lim alinarak
hiicrelerin proliferasyon degisimlerine ait veriler
elde edildi. Hiicrelere mir-1825’in transfeksiyon
basarisim1  test etmek icin “Tagman Reverse
Transcriptase Kit” kullanilarak iretici firmanin
protokoliine gore qRT-PCR ile dogrulama iglemi

yapildt.

Migrasyon Assay

Mir-1825 ile muamele edilen ve kontrol
miRNA’larin  transfekte  edildigi  hiicrelerin
invazyon  degisimleri ~XCELLigence @ RTCA

sistemine ait olan CIM plate kuyucuklarinda
gergeklestirildi. FBS ile
15.000’er hiicre karisimi eklenerek gerceklestirildi.

icermeyen medyum

Hiicreler plate ylizeyinin altinda bulunan FBS’li
medyuma go¢ potansiyelleri 24 saat boyunca cihaz
yardimiyla o6lgiildii. Boylece miRNA’larin kanser
hiicreleri iizerinde invazyon potansiyellerine olan
etkileri tespit edildi.

invazyon Assay

mir-1825 igin insertler (Corning Transwell, Life
Sciences, ABD) kullanilarak migrasyon etkileri
Hep-2 hiicre hatlarinda c¢alisildi. 1:5 oraninda
hazirlanan matrigel (Corning® Matrigel® Matrix,
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Life Sciences, ABD) -Tris HCI karigimi insertlere
500 ul olacak sekilde eklenerek 4 saat 37°C’de
inkiibe edildi. mir-1825 ve kontrol mMIRNA
transfekte edilen hiicreler insert basina 300.000
olacak sekilde ekildi, insertlerin alt ylizeyine FBS’li
medyum konarak 24 saat boyunca hiicrelerin gog ve
invazyon potansiyellerini 6grenmek i¢in hiicreler
inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin insertlerin alt
yilizeyine gegen hiicrelerin fiksasyonu igin %100
metanolde 5 dakika bekletildi. Boyama islemi i¢in
insertlere kristal viyole (%0,01), etanol (%10) ve
distile sudan olusan karistm 20 dakika siiresince
muamele edildi. Ardindan yikama islemleri igin ¢
kez PBS ile muamele edildi. Insertlerde goriinen
hiicreler sayilarak analiz islemi gerceklestirildi.

Apoptoz Assay

mir-1825’in Hep-2 hiicrelerindeki apoptotik
seviye degisimlerinin tespiti “CaspACETM Assay
System, Colorimetric (Promega)” kiti kullanilarak
kaspaz assayi iretici firmanin protokoliine gore
gergeklestirildi. miRNA transfekte edilen hiicreler
ile kontrol miRNA iceren Hep-2 hiicrelerinin her
biri iki tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu
platelere kuyucuk basina 3x103 hiicre ekildi.
Hiicrelerin apoptotik diizeylerinin tespiti 405 nm’de
abzorbans 6l¢limii Multiskan FC micro plate reader
(Thermo, Rockford USA) ile gergeklestirildi.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, log-doniistiiriilmiis veriler
iizerinde "iki tarafli Student's t testi" kullanilarak
gergeklestirildi. P degeri <0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. + standart hata degerleri
kullanilarak hata ¢ubuklari ¢izildi.

BULGULAR
Hep-2 hiicrelerine miR-1825’in

transfeksiyonunun bagarist qRT-PZR ile dogrulandi
(p<0,01). mir-1825’in  Hep-2  hiicrelerindeki

inhibitor etkinliginin gosterilmesi icin,
proliferasyon migrasyon invasyon ve apoptoz
assayler yapildi.

Inhibitér miR-1825 transfekte edilen Hep-2
hiicrelerinde  Xcelligence RTCA ile yapilan
proliferasyon assayleri sonucunda miR-1825’in
transfekte edildigi Hep-2 hiicrelerinde kontrol
miRNA’ya gore proliferasyon hizinda azalig
gozlendi (Sekil 1, p<0,05).

Hiicrelerin
degerlendirmek i¢in  Xcelligence RTCA ile

migrasyon kapasiteleri

gerceklestirilen deney sonucunda Hep-2 hiicrelerine
transfekte edilen miR-1825 ve kontrol miRNA
sonrasi, miR-1825 ile muamele edilen Hhep-2
hiicrelerinde belirgin azalis oldugu saptanmistir
(Sekil 2, p<0,05).

MiR-1825 transfekte edilen Hep-2 hiicrelerinin
invazyon oranlarinda kontrol miRNA’ya gore
belirgin azalma oldugu goézlendi (Sekil 3, p<0.001).
Apoptoz assay deneyi hiicrelerin Kaspaz-3
seviyelerinin Ol¢iimiiyle gerceklestirildi. Calisma
neticesinde; mir-1825’in kontrol miRNA transfekte
edilen Hep-2 hiicrelerine gore artis gosterdigi
belirlenerek  mir-1825’in  apoptotik  stiregteki
etkinligi gosterildi (Sekil 4, p<0,01).
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Sekil 1. mir-1825’nin Hep-2 hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi
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Sekil 4. mir-1825’in Hep-2 hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi Hep-
2 hiicrelerindeki relatif Kaspaz-3 seviyeleri ve transfeksiyon
sonrasi artan apoptoz assay goriintiisii

TARTISMA
Karatas ve arkadaglarmin 2012  yilinda
yayimnlanan makalesinde, larenks yassi hiicreli

karsinoma tanisi alan ve CD133+ ile CD133- olarak
ayristirllan  hasta doku Orneklerinde mikroarray
profillemesi yapilmis ve ¢alismalar1 sonucunda mir-
1825’in artan ekspresyon diizeyine sahip oldugunu
bildirilmislerdir (18). Bu veriden yola ¢ikarak biz

de bu hiicre hatt1 calismamizda, Hep-2 hiicrelerinde
mir-1825’in fonksiyonel analizlerini
gergeklestirdik. Sonuglarimiz dogrultusunda mir-

1825’in  larenks yass1  hiicreli  karsinoma
progresyonunda, proliferasyon, invasyon,
migrasyon ve apoptoz siireglerinde etkin rol
oynadigin1 literatiirde  ilk  kez  gostermis

bulunuyoruz. Onceki ¢alismalarda larenks kanserli
hiicrelerde onkojenik etkiye sahip miRNA’lardan
miR-5000-3p’nin  ekspresyonunun azalmasinin,
laringokarsinomda  hiicre  proliferasyonunu ve
migrasyonunu baskiladigini gostermiglerdir (19).
Baska bir calismada mir-93’iin ifade diizeyinin
artistyla larenks kanserinin indiiklendigini gosteren
calismalar mevcuttur (20). Benzer sekilde miR-221
ekspresyonunun inhibisyonunun, larenks kanseri
hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi, hem apoptozu
hem de hiicre dongisiliniin  durdurulmasini
indiikledigi gosterilmistir (21). mir-21 diizeyine
sahip larenks kanserli hastalarin kotii prognostik
degerler gosterdigi, larenks kanseri diagnoz ve
prognozunda aday biyomarkir
kullanilabilecegi belirtilmistir (22).
Yapilan bagka bir ¢aligmada, prostat kanserinde
artan mir-1825 seviyesinin tiimor-lenf  nodu-
(TNM)  smiflandirmasinda,
etkilerinin degerlendirilmesinde aday biyomarkir
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (23). Ayni
zamanda mir-1825’in benign prostat hiperplazi ile
prostat
duyarhilig

olarak

metastaz tedavi

saptanmasindaki
yiikksek  oldugu
bildirilmistir (24). Hepatoseliiler karsinoma tanili

kanserli  hastalarin

ve Ozgilliglinin
hastalarin serumunda, ayni hastalarin kanlarina gore
mir-1825’in yiiksek ekspresyon diizeyine sahip
mir-1825’in  vaskiiler
invazyon ve kanser immiin gozetimini DUSP1, PD-
L1 ve MUCI'In regilasyonunu saglayarak
diizenledigi rapor edilmistir (25). Glioblastomalarda
miR-1825 artan regiilasyonunun hiicre canliligini,

oldugu gosterilmis ve

tiimor biiylimesini, invazyonunu ve migrasyonunu
Wnt/B-catenin  sinyal  yolagimi  baskilayarak
etkiledigi gosterilmistir (26). miR-1825’in glioma
tanmili hastalarin serumunda yapilan bir diger
calismada, mir-1825’in ekspresyonunun, saglikli
kontrollere kiyasla glioma hastalarinda Onemli
Olgiide azaldigi, yiiksek miR-1825 ekspresyonuna
sahip hastalarin daha uzun hayatta kalma oranina
sahip oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda mir-
1825 in vitro deneylerinde glioma hiicre hattinda
apoptoz, proliferasyon ve invazyon dahil olmak

95-100



Giizel Tanoglu E. ve Ark.

Kocaeli Med J. 2021;10(Ek Say: 2):95-100

iizere glioma gelisiminde rol oynadigi, mir-1825’in
hiicre proliferasyonunu ve invazyonu inhibe ederek
apoptozu indiikledigi gosterilmistir (11).
Kanserlerin yanisira mir-1825’in baz1 diger
kronik hastaliklarda da ekspresyon seviyelerinin
degistigi gosterilmistir. Ornegin, kronik konjestif
kalp yetmezligi tanis1 alan hastalarda saglikli gruba
gére artis gosteren ekspresyona sahip oldugu
bildirilmistir (27). Amyotrofik ILateral skleroz
geninde mutasyon tespit edilen hastalarin
serumlarinda ise bir Onceki verilerin tersi olarak
mir-1825’in ekspresyon seviyesinin belirgin azalis
gosterdigi rapor edilmistir (28). Bir diger ¢alismada
in vitro kiiltiir sirasinda 20q11.21 artig gosteren ii¢
insan embriyonik kok hiicre (hESC) hattinda miR-

1825'in  olgunlasmamisg formunun  mutant
hiicrelerdeki ~ regiilasyonunda  artis  oldugu
bildirilmistir ~ (29).  Larenks yasst  hiicreli

karsinomanin tan1 ve tedavisi igin aday biyobelirteg
olarak kullanilmasi i¢in aday olarak sunulan mir-
1825’in ileri molekiiler g¢aligmalara, taze kanser
doku  Ornekleri hayvan

dogrulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

ve deneylerinde

SONUC:

Larenks yassi hiicreli karsinoma Hep-2 hiicre
hatlarinda miR-1825’in proliferasyon, migrasyon,

invasyon seviyelerini azalttigt ve apoptozu

indiikledigi in vitro deneylerle literatiirde ilk kez
tarafimizdan gosterilmistir.
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