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OZET

Amag: Calismamizda, insan prostat kanser hiicre hattt (DU145)
ve prostat normal epitel hiicre hatlari (RWPE) arasinda miRNA
ifadesinin analizini yapmak ve kanser gelisiminde olasi roliinii
incelemegi amagladik.

Geregler ve Yontem: Insan prostat epitel hiicre hatti (RWPE)
ve prostat kanseri hiicre hatlart (DU-145) Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC) 'den temin edildi. Hiicre hatlarinin ¢ogal-
tilmasinda ve siirdiiriilmesinde RPMI 1640 besi ortami kulla-
nuldi. Transkriptom analizi i¢cin RNA izolasyonu yapilarak, kii-
tiiphane olusturuldu, kiitiiphanenin kantitasyonunun ardindan
NextSeq500 (illumina) ile sekanslama yapildi. Dizileme, hari-
talandirma, bagil gen ifade olciimleri gibi biyoinformatik ana-
lizler Genomics Workbench v 8 yazilimi kullanilarak GRCh38
referans sekansi ile yapild.

Bulgular: RWPE normal prostat epitel hiicre kiiltiirleri ile
DUI145 prostat kanser hiicreleri karsilastirildigr zaman DU-
145 prostat kanser hiicre kiiltiirlerinde, miRNA (hsa-mir-8072)
ifadesinde anlamli bir artma (p<0,05) gériildii.

Sonug¢: Bu sonug bize hsa-mir-8072 ifadesinin prostat kanse-
rinde onkogenik miRNA olarak rol oynayabilecegini diistindiir-
dii.

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-
Is (RWPE) and prostate cancer cells (DU 145); miRNA (hsa-
mir-8072) were significantly (p<0.05) up-regulated in DUI145
cells.
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Conclusion: This result suggests that the hsa-mir-8072 expres-
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GIRIiS

Prostat kanseri erkeklerde en yaygin kanser
tiirtidiir ve kansere bagli 6liimler arasinda ikinci en
stk neden olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1). Pros-
tat kanserinin progresyonu ve metastazi esnasinda
bir¢ok molekiiler mekanizma rol oynasa da, bu me-
kanizmalarin altinda yatan detaylar halen daha agik-
lanmaya muhtactir (2). Gliniimiizde erken evre pros-
tat kanseri prostatektomi ve radyasyon terapileri ile
tedavi edilebilir (3). Geg evre prostat kanserlerinde
androjen baskilama terapisi standart tedavi olmasi-
na karsin genellikle prostat kanserine direng gelisir
bu yiizden metastatik veya tekrarlayan tiimorler i¢in
giiniimiizde efektif bir tedavi yontemi yoktur (3).
Prostat kanserinde niiks riskini tahmin etmek i¢in
artmig serum PSA diizeyleri ve timdr evresi yay-
gin olarak kullanilan prognostik faktorlerdir (4, 5),
fakat bunlarin kullanimi birtakim limitasyonlara
sahiptir (6, 7). Bu nedenle, yeni prognostik goster-
gelerin kesfi, kanser davranisini tahmin etmek agi-
sindan son derece dnemlidir. Prognostik faktorlerde
ve tedavilerde karsilasilan bu caresizlikler kanser
hiicresine kars1 secicilik gosteren etkili yontemlerin
ortaya konulmasi ve var olan yontemler ile birlikte
0zgin tedavilerin gelistirilmesine yonelik arastir-
malarin artmasina neden olmaktadir.

Insan genomunda yer alan DNA ¢ogunlukla
RNA kodlamasina ragmen, kiigiik bir boliimii fonk-
siyonel proteinlerin sentezinde kullanilmaktadir.
Yakin zamana kadar genomun bu kii¢iik boltimiiniin
onemi kiiclimsenmesine karsin, small RNA mole-
kiillerinin ortaya ¢ikisi ile bu 6n yarg: etkinligini
yitirmistir. mikroRNA’lar (miRNA’lar), RNA’da ta-
mmlanmayan (non-coding) protein yapilar seklin-
de adlandirilmakla birlikte yaklagik 20-22 niikleotid
uzunlugundadir (8). miRNA’lar tiirler arasinda iyi
korunmusg ve gen regiilasyonu iizerine kritik rollere
sahip yapilardir (9). Protein tanimlayan ve tanim-
lamayan bolgelerde RNA dizisi olarak kopyalan-
ma siireci saglanan, fakat proteine doniistiiriilmesi
gerceklesmeyen, islevsel RNA molekiilleridir (10).
MiRNA sodylemi 2001 yilindan itibaren kullanilma-
ya baglanmigtir (11). MikroRNA, RISC (RNA-in-
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duced silencing complex) ile kompleks olusturur,
mRNA ile etkilesime gegtikten sonra mRNA’nin
niikleotit dizisinin polipeptit aminoasit dizisine ¢ev-
rilmesi inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin degrede
olmasina sebep olur (10). Bilim adamlari, mikroR-
NA’larin hiicreye ait pek¢ok fonksiyonun diizenlen-
mesinde 6nemli rol oynamasina karsin, hiicre iginde
miRNA miktarinin degismesinin insanlarda kanser
gelisimi ile baglantili olabilecegini ifade etmislerdir
(8). Hiicrelerin proliferasyonu arttiginda ve apop-
toz yeteneklerini kaybettiklerinde genellikle kan-
serlesirler. MikroRNA’lar bu siireglerde 6nemli rol
iistlenirler. Kanserlesme siirecinde mikroRNA’larin
fonksiyonlari, Calin ve ekibinin Kronik Lenfositik
Losemili (KLL) hastalarda yaptiklar c¢aligmalarla
ifade bulmustur (12). miRNA’lar tiimér formasyon
ve progresyonuna neden olabilecek gen ifadelerinde
ve onlarin diizensizliklerinde kritik bir fonksiyona
sahiptir (13). Malign ve normal doku arasindaki ifa-
de farkliliklarinin belirlenmesi, miRNA’larin timor
dokusundaki degisikliklerde ki rollerini giiclendir-
mis ve miRNA’larin timor gelisiminde onkogen
veya timor stipresorler olarak etkilestikleri ifade
edilmistir. Sonug olarak, bu konudaki ¢alismalarin
kanserin erken tanisi ve tedavisi i¢in yardimci ola-
bilecek kriterlerin ortaya cikarilmasinda etkin rol
oynayabilecegi ¢ok aciktir (8). Bir¢ok yeni arasg-
tirma O6zellikle hsa-miRNA’larin da prostat kanseri
olusumunda etkili olabilecegini belirtmektedir (14,
15). Spesifik miRNA’larin farkli tiimor tiplerindeki
ifade artis1 veya azalmasi onlar1 potansiyel tedavi
hedefi ve diyagnostik belirleyici haline getirmistir
(16, 17).

Biz de ¢alismamizda, prostat kanser hiicre hat-
t1 (DU145) ve prostat normal epitel hiicre hatlar
(RWPE) arasinda hsa-miRNA ifadesinin analizini
yapmak ve kanser gelisiminde olas1 roliinii ortaya
koymay istedik.

GEREC ve YONTEM

Bu caligma Istanbul Medipol Univegsitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD., Istan-
bul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif
Tip Arastirmalari Merkezi (REMER)’de gercek-
lestirildi. Kullanilan hiicre hattt DU 145 (ATCC®
HTB-81™) insan prostat kanseri hiicreleri olmakla
beraber, baska bir calismamizda temin edildi ve la-
boratuvar kosullarinda standardize edildi.
Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii i¢in, insan prostat epitel hiicre
hattt (RWPE) ve prostat kanseri hiicre hatlar1 (DU-
145) Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu (ATC-
C)’den temin edildi. DU-145 insan prostat kanseri
hiicre hattinin ¢ogaltilmasinda ve siirdiiriilmesinde
RPMI 1640 besi ortami (Biological Industries) kul-
lanildi, 500 mI’lik steril besi ortaminin igerisine %1
oraninda penisilin/streptomisin, %10 1s1 ile inaktive
edilmis fetal sigir serumu, %1 oraninda amfoterisin
B ve %] oraninda L-glutamin eklenerek cogaltildi.
RWPE-1 insan normal prostat epiteli hiicre hattinin
cogaltilmasinda ve siirdiiriilmesinde ise keratinosit
SFM besi ortami (Invitrogen, 17005-075) kullanil-
di. I¢erisinde L-glutamin, epitelyal biiylime faktorii
(EGF) ve bovin pitiiiter ekstrakti (BPE) bulunan bir
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kit ile birlikte satilan bu besi ortamina kitte bulunan
bu maddeler eklenerek, 37 °C sicaklikta, %5 CO2
ve nem igeren inkiibatdrde ¢ogaltildi. Hiicre hatla-
r1 canlilik, cogalma ve enfeksiyon agisindan inver-
ted mikroskopta giinliik olarak izlendi, flasklarda
%80’in iizerinde hiicre yogunlugu gozlendiginde
hiicreler pasajlanarak cogaltildi.

Transkriptom Analizi

2 grup hiicre tipinden RNA izolasyonlari, cDNA
sentezi ve RT PCR ile kantitasyon yapilarak, miR-
NA’ler i¢in Illumina NextSeq 500 dizileme sistemi
ile sekans analizleri yapildi, biyoinformatik deger-
lendirme ile sonug analizleri gerceklestirildi.

RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
Lot No:148050825) protokoliine gore yapildi. Ki-
saca lizis ve homojenize olmus hiicreler genomik
DNA’dan arindirilip 75 ng/ul toplam RNA izole
edildi. RNA kalitesi UV absorbans birimi spectra
Max i3 (Molecular Devices) ile olgiildii.
Kiitiiphane olusturulmasi

Kiitiphane hazirhigt ve sekanslama TruSeq
Stranded RNA LT kit (Illumina, Ref: 15032612,
Lot:10037008) ile yapildi. Kisaca 750ng toplam
RNA o6nce RiboZero (Illumina Lot:10035196) ile
fragmanlara ayrilmistir, iki basamakta cDNA sen-
tezi yapildi (Illumina, Lot:10035192), 3’ terminler
adenilasyon edildikten RNA fragmanlar1 6zel di-
zayn edilmis adaptdrler ile baglandi. Adaptorlere
baglanan diziler kitte tavsiye edildigi tizere PCR ile
cogaltildi. 10nM Tris-HCI ve Tween 20 ile karis-
tirllarak 6rnekler havuz haline getirilip normalize
edildi.

Kiitiiphane kantititasyonu

Olusturulan kiitiiphane 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 yiiklendi. Ergime egrileri (Melting curves)
ve ortalama Cq skoru=7.20 kalite degerleri olarak
belirlendi. Kalite kriterine aykir1 degerler elendi.
Sekanslama

Gruplarin iiclii replikeleri Nextseq500 (Illumina)
cihazi ile 18 saat siire ile sekanslandi. Kiimelenme
kalitesi llumina tarafindan 6nerilen minimum 300
bazlik fragmentlar CTE1, CTE2, CTA ve CTL kont-
rolleri kontrol edildi.

Biyoinformatik analiz

NextSeq 500 cihazinin olusturmus oldugu ham veri
BioSpace (Illumina) veri tabani ile “fastq” formati-
na cevrildi, genetik haritalandirma, kiimelendirme-
ler, dizilemeler ve analizler Genomics WorkBench
(GWB) version 8 (CLC bio,Qiagen) ile GRCh38 re-
ferans sekansi ile yapildi. Biyoinformatik analizden
sonra ¢ikan parametrik sonuclarda RPKM (Reads
per Kilobase of transcript per Millon mapped reads)
degerleri gen ifadeleri hesaplanmasinda kullanildi.
Istatistik Analiz

Orneklerimizde normal dagilim (normal distributi-
on) goriilmekteydi ve siralamaya (rank) dayali bir
test metodu segmek uygun degildi. Bu sebepten
dolay1 iki grupta ii¢ replike calisilmasina karsin
parametrik metodlar kullanilarak istatistik yapildi.
Istatistik analizlerde SPSS v.22 (IBM) kullanildi ve
p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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Tablo 1: RWPE normal prostat epitel hiicreleri ve DU-145 Prostat Kanser Hiicre Kiiltiiriinde miRNA gen ifadesi (p<0,05).

Grup 1: RWPE Grup 2: DU145

1A_SI 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 0,003 0 0 0,001
hsa-mir-8072 27 0,04 0,02 0 0,008 0,09 0,6 0.8 0.5
BULGULAR yi artiric1 ve/veya antiapoptotik olarak gorev ya-

Transkriptom analiz sonuglarma gore, Insan
prostat epitel hiicre hatt1 (RWPE) ve prostat kanseri
hiicre hatlar1 (DU-145) arasinda 30 farkli hsa-mir-
RNA ifadesi tespit edilmesine karsilik, bunlardan
sadece 6 miRNA gen ifadesi i¢in p degeri mevcut-
tu. Bu 6 gen ifadesi arasinda belirgin anlamlilik
(p<0,05) ifade eden hsa-miR-8072 ifadesi Tablo
1’de gosterilmistir. RWPE normal prostat epitel
hiicre kiiltiirleri ile DU145 prostat kanser hiicreleri
karsilastirildig1 zaman hsa-mir-8072 ifadesi 6zellik-
le RWPE normal prostat epitel hiicrelerinde anlaml
bir azalma gosterirken, DU-145 prostat kanser hiic-
re kiiltlirlerinde anlamli bir artig (p<0,05) goster-
mistir.

TARTISMA

Malign hiicrelerin heterojen yapist ve sebep
olarak gosterilebilecek degisme kapasitesindeki
artista sadece transkripsiyon diizeyinde degil, post-
transkripsiyonel mekanizmalar da aktif rol oynaya-
bilmektedir. Son 10 yilda kanser molekiiler biyo-
lojisi ¢aliganlarmin ilgisini yogun olarak miRNA
¢cekmektedir (18, 19)

Michael ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, insanlardaki sert ve sinirlari belirgin
tiimorlerin, normal doku yapilar ile kiyaslandik-
larinda ifade etkileri degismis olan miRNA’larin
varligin1 kanser dokularinda gozlemlediler (20).
Takip eden yillarda bu tiimorlere bagl degisiklige
ugramis miRNA ifadelerinin degisik timor tiplerin-
de de (meme, lenfoma, beyin) bulundugu gozlendi
(13, 21-25). Prostat kanseri ile iliskili miRNA’ler
tanimlanmig olsa bile onkogeneze katkida buluna-
bilecek spesifik miRNA ekspresyonlar1 hakkindaki
ortak gorisler acik degildir (26, 27). MiRNA’ler,
hedefleri mRNA’nin molekiiler diizeydeki 6zellik-
lerine gore onkogenik veya tiimdr siipresor 6zellik
kazanabilir. Calismamizda DU-145 prostat kanser
hiicre kiiltiirlerinde spesifik hsa-miR-8072 ekspres-
yonunda anlamli bir artis gézlemledik ve hsa-miR-
8072’nin onkogenik miRNA olarak etkin olabilece-
gini diistindik.

Gorevleri, onkogen ifadelerini denetlemek
olan miRNA’lar ‘tiimoér slipresor miRNA (TS-
miR)’ olarak isimlendirilmekle birlikte, bu ifa-
denin aksi ise, ‘onko-mir’ seklinde tanimlanan
ve timor gelisimini ve aktivasyonunu artirmak-
la suglanan yapilar olarak kargimiza ¢ikmaktadir
(28). TS-miR’lerin aksine, onkogenik miRNA’lar
cogunlukla kanser tiirlerinde kontrolsiiz biiytime-

par. i1k onkogenik miRNA’lardan biri miR-155’tir
(29, 30). Diger bir onkogenik miRNA, miR-21"dir.
MiR-21 hematolojik tiimorlerde (ALL, KLL vb)
ve kat1 tiimorlerde (Pankreas, prostat vb) ekspres-
yon seviyeleri yiiksek olarak bulunmustur (26, 31).
MiR-21, tim0r invazyon ve metastazinda onemli
bir rol oynar ve bu etkisini tiimorii aktive eden bir
protein olan PTEN’i etkileyerek gostermektedir.
PTEN, ektraselliiler matriks proteinlerini etkileye-
rek, hiicre iggalini engelleyerek tiimor baskilayici
bir etki gostermektedir (32). Bizde transkriptom
analizlerimizde hsa-miR-8072’nin anlamli ola-
rak artmis oldugunu goézlemledik. Yine onkojenik
miRNA’ler tiimor siipresdr proteinleri azaltarak
hiicre proliferasyonunu artirirlar ve boylelikle hiic-
re 6limiinii inhibe ederler (28).

Glinlimiizde, primer timor evrelemesinde
farkli parametreler; operasyon Oncesi serum PSA
seviyeleri, biyopside Gleason skorlamasi gibi prog-
nostik faktorler kullanilmaktadir. Ancak prostat
kanserinin oldukga heterojen ve multifokal bir has-
talik olmasindan dolay1 bu gdstergeler klinik sonu-
cu tahmin etmede ¢ogunlukla basarisiz olmaktadir
(33, 34). Bu nedenle tedaviye etkili cevabin gozlen-
mesi ve prostat kanserinin progresyonunun takibi
icin biyolojik biyomarkerlarin varligi ¢ok 6nemli-
dir. Son yillarda prostat kanserinin progresyonu ve
karsinogenezinde genetik ve epigenetik faktorlerin
varlig1 dikkat ¢ekicidir (35). Prostat bezine spesifik
cesitli gen ekspresyonlari, insan KLK2, PCA3, Bcl-
2, Bax, prostat spesifik membran antijeni ve prostat
kok hiicre antijeni prostat kanserinin patolojisi ile
iligkili olarak gdzlenmektedir (36). Ne yazik ki bu
biyomarkerlar arasinda ¢ok azi ¢oklu caligmalarla
onay almistir, bu nedenle daha giiclii biyomarker-
larin arastirllmasi gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir
(37). miRNA’larin dokuya 6zgiin ekspresyon pro-
fillerinin kolay saptanmasi ve yliksek stabiliteleri
nedeniyle, fizyolojik ve patolojik sartlardaki karak-
terizasyonlart i¢in ideal biyomarkerlar olarak diisii-
niilmekte ve onerilmektedirler (38-40).

Calismamizda artisin1 gozlemledigimiz hsa-
miR-8072’nin prostat kanserinin tanimlanmasinda
potansiyel bir biyomarker olarak kullanilabilece-
gini diislindiik ama bu konuya dair calisilmast ve
aciklanmasi gereken bir¢ok farkli yolagin (PTEN,
apotozis vb.) oldugunu, bu siireglerde in vivo calis-
malarin ve insan orneklerinin de degerlendirilmesi
gerektigini ve bu yolaklarin agiklanmasi halinde
prostat kanseri hastalar1 i¢in yeni tedavi protokol-
lerinin belirlenmesi a¢isindan ¢ok dnemli adimlarin
atilabilecegini fark ettik.
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