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ÖZET

Amaç: Çalışmamızda, insan prostat kanser hücre hattı (DU145) 
ve prostat normal epitel hücre hatları (RWPE) arasında miRNA 
ifadesinin analizini yapmak ve kanser gelişiminde olası rolünü 
incelemeği amaçladık.

Gereçler ve Yöntem: İnsan prostat epitel hücre hattı (RWPE) 
ve prostat kanseri hücre hatları (DU-145) Amerikan Tip Kültür 
Koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi. Hücre hatlarının çoğal-
tılmasında ve sürdürülmesinde RPMI 1640 besi ortamı kulla-
nıldı. Transkriptom analizi için RNA izolasyonu yapılarak, kü-
tüphane oluşturuldu, kütüphanenin kantitasyonunun ardından 
NextSeq500 (illumina) ile sekanslama yapıldı. Dizileme, hari-
talandırma, bağıl gen ifade ölcümleri gibi biyoinformatik ana-
lizler Genomics Workbench v 8 yazılımı kullanılarak GRCh38 
referans sekansı ile yapıldı.

Bulgular: RWPE normal prostat epitel hücre kültürleri ile 
DU145 prostat kanser hücreleri karşılaştırıldığı zaman DU-
145 prostat kanser hücre kültürlerinde, miRNA (hsa-mir-8072) 
ifadesinde anlamlı bir artma (p<0,05) görüldü.

Sonuç: Bu sonuç bize hsa-mir-8072 ifadesinin prostat kanse-
rinde onkogenik miRNA olarak rol oynayabileceğini düşündür-
dü.

Anahtar Kelimeler: kanser, miRNA, onkogen

ABSTRACT
Objective: In this study, we aimed to analyze miRNA expression 
between prostate cancer cell line (DU145) and prostate normal 
epithelial cell lines (RWPE) and to investigate its possible role 
in cancer development.
 
Material and Methods: Human prostate epithelial cell line 
(RWPE) and prostate cancer cell line (DU145) were acquired 
from ATCC. Both cell lines were maintanied in RPMI 1640 
medium. Total RNA were isolated and fragmented. Adapters 
were ligated to prepare RNA library for whole trasncriptome 
experiments. Statistics and bioinformatics analysis including 
mapping, clustering, sequencing were done by using Genomics 
Workbench v 8. software.

Results: As we compared the normal prostate ephitalial cel-
ls (RWPE) and prostate cancer cells (DU 145); miRNA (hsa-
mir-8072) were significantly (p<0.05) up-regulated in DU145 
cells.

Conclusion: This result suggests that the hsa-mir-8072 expres-
sion may play a role as a oncogen in prostate cancer.

Keywords: cancer, miRNA, oncogene

Çalışma İstanbul Medipol Üniversitesi, İstanbul’da yapılmıştır.

GİRİŞ

 Prostat kanseri erkeklerde en yaygın kanser 
türüdür ve kansere bağlı ölümler arasında ikinci en 
sık neden olarak karşımıza çıkmaktadır (1). Pros-
tat kanserinin progresyonu ve metastazı esnasında 
birçok moleküler mekanizma rol oynasa da, bu me-
kanizmaların altında yatan detaylar halen daha açık-
lanmaya muhtaçtır (2). Günümüzde erken evre pros-
tat kanseri prostatektomi ve radyasyon terapileri ile 
tedavi edilebilir (3). Geç evre prostat kanserlerinde 
androjen baskılama terapisi standart tedavi olması-
na karşın genellikle prostat kanserine direnç gelişir 
bu yüzden metastatik veya tekrarlayan tümörler için 
günümüzde efektif bir tedavi yöntemi yoktur (3). 
Prostat kanserinde nüks riskini tahmin etmek için 
artmış serum PSA düzeyleri ve tümör evresi yay-
gın olarak kullanılan prognostik faktörlerdir (4, 5), 
fakat bunların kullanımı birtakım limitasyonlara 
sahiptir (6, 7). Bu nedenle, yeni prognostik göster-
gelerin keşfi, kanser davranışını tahmin etmek açı-
sından son derece önemlidir. Prognostik faktörlerde 
ve tedavilerde karşılaşılan bu çaresizlikler kanser 
hücresine karşı seçicilik gösteren etkili yöntemlerin 
ortaya konulması ve var olan yöntemler ile birlikte 
özgün tedavilerin geliştirilmesine yönelik araştır-
maların artmasına neden olmaktadır. 
 İnsan genomunda yer alan DNA çoğunlukla 
RNA kodlamasına rağmen, küçük bir bölümü fonk-
siyonel proteinlerin sentezinde kullanılmaktadır. 
Yakın zamana kadar genomun bu küçük bölümünün 
önemi küçümsenmesine karşın, small RNA mole-
küllerinin ortaya çıkışı ile bu ön yargı etkinliğini 
yitirmiştir. mikroRNA’lar (miRNA’lar), RNA’da ta-
nımlanmayan (non-coding) protein yapıları şeklin-
de adlandırılmakla birlikte yaklaşık 20-22 nükleotid 
uzunluğundadır (8). miRNA’lar türler arasında iyi 
korunmuş ve gen regülasyonu üzerine kritik rollere 
sahip yapılardır (9). Protein tanımlayan ve tanım-
lamayan bölgelerde RNA dizisi olarak kopyalan-
ma süreci sağlanan, fakat proteine dönüştürülmesi 
gerçekleşmeyen, işlevsel RNA molekülleridir (10). 
MiRNA söylemi 2001 yılından itibaren kullanılma-
ya başlanmıştır (11). MikroRNA, RISC (RNA-in-
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duced silencing complex) ile kompleks oluşturur, 
mRNA ile etkileşime geçtikten sonra mRNA’nın 
nükleotit dizisinin polipeptit aminoasit dizisine çev-
rilmesi inhibisyonuna ve/veya mRNA’nın degrede 
olmasına sebep olur (10). Bilim adamları, mikroR-
NA’ların hücreye ait pekçok fonksiyonun düzenlen-
mesinde önemli rol oynamasına karşın, hücre içinde 
miRNA miktarının değişmesinin insanlarda kanser 
gelişimi ile bağlantılı olabileceğini ifade etmişlerdir 
(8). Hücrelerin proliferasyonu arttığında ve apop-
toz yeteneklerini kaybettiklerinde genellikle kan-
serleşirler. MikroRNA’lar bu süreçlerde önemli rol 
üstlenirler. Kanserleşme sürecinde mikroRNA’ların 
fonksiyonları, Calin ve ekibinin Kronik Lenfositik 
Lösemili (KLL) hastalarda yaptıkları çalışmalarla 
ifade bulmuştur (12). miRNA’lar tümör formasyon 
ve progresyonuna neden olabilecek gen ifadelerinde 
ve onların düzensizliklerinde kritik bir fonksiyona 
sahiptir (13). Malign ve normal doku arasındaki ifa-
de farklılıklarının belirlenmesi, miRNA’ların tümör 
dokusundaki değişikliklerde ki rollerini güçlendir-
miş ve miRNA’ların tümör gelişiminde onkogen 
veya tümör süpresörler olarak etkileştikleri ifade 
edilmiştir. Sonuç olarak, bu konudaki çalışmaların 
kanserin erken tanısı ve tedavisi için yardımcı ola-
bilecek kriterlerin ortaya çıkarılmasında etkin rol 
oynayabileceği çok açıktır (8). Birçok yeni araş-
tırma özellikle hsa-miRNA’ların da prostat kanseri 
oluşumunda etkili olabileceğini belirtmektedir (14, 
15). Spesifik miRNA’ların farklı tümör tiplerindeki 
ifade artışı veya azalması onları potansiyel tedavi 
hedefi ve diyagnostik belirleyici haline getirmiştir 
(16, 17).
 Biz de çalışmamızda, prostat kanser hücre hat-
tı (DU145) ve prostat normal epitel hücre hatları 
(RWPE) arasında hsa-miRNA ifadesinin analizini 
yapmak ve kanser gelişiminde olası rolünü ortaya 
koymayı istedik.

GEREÇ ve YÖNTEM

 Bu çalışma İstanbul Medipol Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji AD., İstan-
bul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif 
Tıp Araştırmaları Merkezi (REMER)’de gerçek-
leştirildi. Kullanılan hücre hattı DU 145 (ATCC® 
HTB-81™) insan prostat kanseri hücreleri olmakla 
beraber, başka bir çalışmamızda temin edildi ve la-
boratuvar koşullarında standardize edildi.
Hücre Kültürü
 Hücre kültürü için, insan prostat epitel hücre 
hattı (RWPE) ve prostat kanseri hücre hatları (DU-
145) Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATC-
C)’den temin edildi. DU-145 insan prostat kanseri 
hücre hattının çoğaltılmasında ve sürdürülmesinde 
RPMI 1640 besi ortamı (Biological Industries) kul-
lanıldı, 500 ml’lik steril besi ortamının içerisine %1 
oranında penisilin/streptomisin, %10 ısı ile inaktive 
edilmiş fetal sığır serumu, %1 oranında amfoterisin 
B ve %1 oranında L-glutamin eklenerek çoğaltıldı. 
RWPE-1 insan normal prostat epiteli hücre hattının 
çoğaltılmasında ve sürdürülmesinde ise keratinosit 
SFM besi ortamı (Invitrogen, 17005-075) kullanıl-
dı. İçerisinde L-glutamin, epitelyal büyüme faktörü 
(EGF) ve bovin pitüiter ekstraktı (BPE) bulunan bir 

kit ile birlikte satılan bu besi ortamına kitte bulunan 
bu maddeler eklenerek, 37 °C sıcaklıkta, %5 CO2 
ve nem içeren inkübatörde çoğaltıldı. Hücre hatla-
rı canlılık, çoğalma ve enfeksiyon açısından inver-
ted mikroskopta günlük olarak izlendi, flasklarda 
%80’in üzerinde hücre yoğunluğu gözlendiğinde 
hücreler pasajlanarak çoğaltıldı.
Transkriptom Analizi
2 grup hücre tipinden RNA izolasyonları, cDNA 
sentezi ve RT PCR ile kantitasyon yapılarak, miR-
NA’ler için İllumina NextSeq 500 dizileme sistemi 
ile sekans analizleri yapıldı, biyoinformatik değer-
lendirme ile sonuç analizleri gerçekleştirildi.
RNA izolasyonu
RNA izolasyonu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, 
Lot No:148050825) protokolüne göre yapıldı. Kı-
saca lizis ve homojenize olmuş hücreler genomik 
DNA’dan arındırılıp 75 ng/ul toplam RNA izole 
edildi. RNA kalitesi UV absorbans birimi spectra 
Max i3 (Molecular Devices) ile ölçüldü. 
Kütüphane oluşturulması 
Kütüphane hazırlığı ve sekanslama TruSeq 
Stranded RNA LT kit (Illumina, Ref: 15032612, 
Lot:10037008) ile yapıldı. Kısaca 750ng toplam 
RNA önce RiboZero (Illumina Lot:10035196) ile 
fragmanlara ayrılmıştır, iki basamakta cDNA sen-
tezi yapıldı (Illumina, Lot:10035192), 3’ terminler 
adenilasyon edildikten RNA fragmanları özel di-
zayn edilmiş adaptörler ile bağlandı. Adaptörlere 
bağlanan diziler kitte tavsiye edildiği üzere PCR ile 
coğaltıldı. 10nM Tris-HCI ve Tween 20 ile karıs-
tırılarak örnekler havuz haline getirilip normalize 
edildi. 
Kütüphane kantititasyonu
Oluşturulan kütüphane Kappa library quantification 
(Illumina, Lot: KK4824) ile real time PCR (CFX 
Connect, BioRad) cihazinda kantite edildi. 10 ul 
reaksiyon hacminde 20pM olarak real time PCR 
cihazina yüklendi. Ergime eğrileri (Melting curves) 
ve ortalama Cq skoru=7.20 kalite değerleri olarak 
belirlendi. Kalite kriterine aykırı değerler elendi. 
Sekanslama 
Grupların üçlü replikeleri Nextseq500 (Illumina) 
cihazı ile 18 saat süre ile sekanslandı. Kümelenme 
kalitesi llumina tarafindan önerilen minimum 300 
bazlık fragmentlar CTE1, CTE2, CTA ve CTL kont-
rolleri kontrol edildi. 
Biyoinformatik analiz
NextSeq 500 cihazının olusturmus olduğu ham veri 
BioSpace (Illumina) veri tabani ile “fastq” formatı-
na çevrildi, genetik haritalandırma, kümelendirme-
ler, dizilemeler ve analizler Genomics WorkBench 
(GWB) version 8 (CLC bio,Qiagen) ile GRCh38 re-
ferans sekansı ile yapıldı. Biyoinformatik analizden 
sonra çıkan parametrik sonuçlarda RPKM (Reads 
per Kilobase of transcript per Millon mapped reads) 
değerleri gen ifadeleri hesaplanmasında kullanıldı.
İstatistik Analiz
Örneklerimizde normal dağılım (normal distributi-
on) görülmekteydi ve sıralamaya (rank) dayalı bir 
test metodu seçmek uygun değildi. Bu sebepten 
dolayı iki grupta üç replike çalışılmasına karşın 
parametrik metodlar kullanılarak istatistik yapıldı. 
İstatistik analizlerde SPSS v.22 (IBM) kullanıldı ve 
p<0.05 değerleri anlamlı kabul edildi.
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BULGULAR

 Transkriptom analiz sonuçlarına göre, İnsan 
prostat epitel hücre hattı (RWPE) ve prostat kanseri 
hücre hatları (DU-145) arasında 30 farklı hsa-mir-
RNA ifadesi tespit edilmesine karşılık, bunlardan 
sadece 6 miRNA gen ifadesi için p değeri mevcut-
tu. Bu 6 gen ifadesi arasında belirgin anlamlılık 
(p<0,05) ifade eden hsa-miR-8072 ifadesi Tablo 
1’de gösterilmiştir. RWPE normal prostat epitel 
hücre kültürleri ile DU145 prostat kanser hücreleri 
karşılaştırıldığı zaman hsa-mir-8072 ifadesi özellik-
le RWPE normal prostat epitel hücrelerinde anlamlı 
bir azalma gösterirken, DU-145 prostat kanser hüc-
re kültürlerinde anlamlı bir artış (p<0,05) göster-
miştir.

TARTIŞMA

 Malign hücrelerin heterojen yapısı ve sebep 
olarak gösterilebilecek değişme kapasitesindeki 
artışta sadece transkripsiyon düzeyinde değil, post- 
transkripsiyonel mekanizmalar da aktif rol oynaya-
bilmektedir. Son 10 yılda kanser moleküler biyo-
lojisi çalışanlarının ilgisini yoğun olarak miRNA 
çekmektedir (18, 19)
 Michael ve ark. 2003 yılında yaptıkları bir 
çalışmada, insanlardaki sert ve sınırları belirgin 
tümörlerin, normal doku yapıları ile kıyaslandık-
larında ifade etkileri değişmiş olan miRNA’ların 
varlığını kanser dokularında gözlemlediler (20). 
Takip eden yıllarda bu tümörlere bağlı değişikliğe 
uğramış miRNA ifadelerinin değişik tümör tiplerin-
de de (meme, lenfoma, beyin) bulunduğu gözlendi 
(13, 21-25). Prostat kanseri ile ilişkili miRNA’ler 
tanımlanmış olsa bile onkogeneze katkıda buluna-
bilecek spesifik miRNA ekspresyonları hakkındaki 
ortak görüşler açık değildir (26, 27). MiRNA’ler, 
hedefleri mRNA’nın moleküler düzeydeki özellik-
lerine göre onkogenik veya tümör süpresör özellik 
kazanabilir. Çalışmamızda DU-145 prostat kanser 
hücre kültürlerinde spesifik hsa-miR-8072 ekspres-
yonunda anlamlı bir artış gözlemledik ve hsa-miR-
8072’nın onkogenik miRNA olarak etkin olabilece-
ğini düşündük.
 Görevleri, onkogen ifadelerini denetlemek 
olan miRNA’lar ‘tümör süpresör miRNA (TS-
miR)’ olarak isimlendirilmekle birlikte, bu ifa-
denin aksi ise, ‘onko-mir’ şeklinde tanımlanan 
ve tümör gelişimini ve aktivasyonunu artırmak-
la suçlanan yapılar olarak karşımıza çıkmaktadır 
(28). TS-miR’lerin aksine, onkogenik miRNA’lar 
çoğunlukla kanser türlerinde kontrolsüz büyüme-

yi artırıcı ve/veya antiapoptotik olarak görev ya-
par. İlk onkogenik miRNA’lardan biri miR-155’tir 
(29, 30). Diğer bir onkogenik miRNA, miR-21’dir. 
MiR-21 hematolojik tümörlerde (ALL, KLL vb) 
ve katı tümörlerde (Pankreas, prostat vb) ekspres-
yon seviyeleri yüksek olarak bulunmuştur (26, 31). 
MiR-21, tümör invazyon ve metastazında önemli 
bir rol oynar ve bu etkisini tümörü aktive eden bir 
protein olan PTEN’i etkileyerek göstermektedir. 
PTEN, ektrasellüler matriks proteinlerini etkileye-
rek, hücre işgalini engelleyerek tümör baskılayıcı 
bir etki göstermektedir (32). Bizde transkriptom 
analizlerimizde hsa-miR-8072’nın anlamlı ola-
rak artmış olduğunu gözlemledik. Yine onkojenik 
miRNA’ler tümör süpresör proteinleri azaltarak 
hücre proliferasyonunu artırırlar ve böylelikle hüc-
re ölümünü inhibe ederler (28). 
 Günümüzde, primer tümör evrelemesinde 
farklı parametreler; operasyon öncesi serum PSA 
seviyeleri, biyopside Gleason skorlaması gibi prog-
nostik faktörler kullanılmaktadır. Ancak prostat 
kanserinin oldukça heterojen ve multifokal bir has-
talık olmasından dolayı bu göstergeler klinik sonu-
cu tahmin etmede çoğunlukla başarısız olmaktadır 
(33, 34). Bu nedenle tedaviye etkili cevabın gözlen-
mesi ve prostat kanserinin progresyonunun takibi 
için biyolojik biyomarkerların varlığı çok önemli-
dir. Son yıllarda prostat kanserinin progresyonu ve 
karsinogenezinde genetik ve epigenetik faktörlerin 
varlığı dikkat çekicidir (35). Prostat bezine spesifik 
çeşitli gen ekspresyonları, insan KLK2, PCA3, Bcl-
2, Bax, prostat spesifik membran antijeni ve prostat 
kök hücre antijeni prostat kanserinin patolojisi ile 
ilişkili olarak gözlenmektedir (36). Ne yazık ki bu 
biyomarkerlar arasında çok azı çoklu çalışmalarla 
onay almıştır, bu nedenle daha güçlü biyomarker-
ların araştırılması gerekliliği ortaya çıkmaktadır 
(37). miRNA’ların dokuya özgün ekspresyon pro-
fillerinin kolay saptanması ve yüksek stabiliteleri 
nedeniyle, fizyolojik ve patolojik şartlardaki karak-
terizasyonları için ideal biyomarkerlar olarak düşü-
nülmekte ve önerilmektedirler (38-40). 
 Çalışmamızda artışını gözlemlediğimiz hsa-
miR-8072’nin prostat kanserinin tanımlanmasında 
potansiyel bir biyomarker olarak kullanılabilece-
ğini düşündük ama bu konuya dair çalışılması ve 
açıklanması gereken birçok farklı yolağın (PTEN, 
apotozis vb.) olduğunu, bu süreçlerde in vivo çalış-
maların ve insan örneklerinin de değerlendirilmesi 
gerektiğini ve bu yolakların açıklanması halinde 
prostat kanseri hastaları için yeni tedavi protokol-
lerinin belirlenmesi açısından çok önemli adımların 
atılabileceğini fark ettik.
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Tablo 1: RWPE normal prostat epitel hücreleri ve DU-145 Prostat Kanser Hücre Kültüründe miRNA gen ifadesi (p<0,05).
Grup 1: RWPE Grup 2: DU145 

1A_S1 1B_S2 1C_S3  2A_S4 2B_S5 2C_S6  

Feature ID Fold change P-value RPKM RPKM RPKM Means RPKM RPKM RPKM Means

hsa-mir-150 1,6 0,44 0 0,1 0 0,04 0,08 0 0 0,03

hsa-mir-3670-2 >30 0,19 0 0 0 0 0 2,4 0 0,8

hsa-mir-6080 1,2 0,12 0,4 0,6 0,2 0,4 0,5 0,9 1 0,8

hsa-mir-6723 >30 0,06 0,01 0,01 0 0,009 0 0 0 0

hsa-mir-7515 >30 0,19 0 0 0 0 0,003 0 0 0,001

hsa-mir-8072 27 0,04 0,02 0 0 0,008 0,09 0,6 0,8 0,5
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