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Giriş
Kronik enflamasyonun epitelyal mezenkimal geçiş (EMT) mekanizmasını tetikleyerek
metastatik prostat kanseri (PCa) gelişimine katkı sağladığı bilinmektedir (1).
İntravazasyon yapan mezenkimal karakterdeki tümör hücreleri, damar içerisinde
seyahat ederken anoikis direnci olarak adlandırılan apoptozdan kaçma mekanizması
ile hayatta kalır(2). Enflamatuar ortamda, prostat hücrelerine spesifik tümör
baskılayıcı olan NKX3.1 proteininin, yıkıma uğradığı ve migrasyonu tetiklediği
bilinmektedir (3). NKX3.1 geninin kaybının EMT profili üzerindeki etkisi, bu genin
tekrar hücrelere kazandırılması durumunda EMT değişimi ve anoikis direnci
üzerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu amaçla, NKX3.1 ekspresyonu olan ve olmayan
in vitro kronik enflamatuar hücre kültürü modeli tasarlandı.
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Şekil 2. Enflamatuar kültür ortamında 1 hafta süreyle büyütülen LNCaP
hücrelerinin A) ışık mikroskobu görüntüleri. B) NKX3.1 ve vimentin
lokalizazyonunu C) NKX3.1 ve α-SMA lokalizasyonunu gösteren immünfloresan
görüntüleri

Materyal ve Metot
U937 monosit hücreleri makrofajlara farklılaştırıldı ve makrofajlar sitokin salımı için
indüklenerek ‘şartlandırılmış ortam’ (CM) elde edildi. CM içeriğindeki TNF-α ve TGF-
β1 sitokin konsantrasyonları Elisa yöntemiyle ölçüldü. PCa lenf nodu metastazı hücre
hattı LNCaP hücreleri, belirlenen dozlarda CM ortamında iki hafta kültüre edilerek in
vitro kronik enflamatuar bir hücre kültürü modeli oluşturuldu. Enflamatuar
mikroçevrede tetiklenen EMT aktivasyonunun hücreler üzerindeki etkisi, morfolojik
değişimin ışık mikroskobunda izlenmesiyle ve EMT ilişkili markerların immünfloresan
işaretlemesiyle araştırıldı. Hücre canlılığı WST-1, anoikis direnci anoikis protokolü ile
analiz edildi.

Sonuçlar ve Tartışma
LNCaP hücreleri belirlenen dozlarda TNF-α/TGF-β1 konsantrasyonlarına
sahip CM ile 1-4 hafta kültür edildi. Hücrelerde mezenkim-benzeri morfolojik
değişim gözlendi. İmmünfloresan analizlerine göre, artan TNF-α/TGFβ-1
konsantrasyonları ile doğru orantılı olarak vimentin ve α-SMA gibi EMT ilişkili
belirteçlerin ekpsresyonunun arttığı saptandı. TNF-α/TGFβ-1 konsantrasyon
artışına bağlı olarak hücrelerdeki canlılığın ve metabolik hızın azaldığı,
NKX3.1 ekspresyonu kazandırılmasının da hücre canlılığını ve anoikis
direncini baskıladığı gözlendi. Tümör baskılayıcı fonksiyon gösteren
NKX3.1, normal prostat hücrelerinde hücre canlılığını destekleyici bir rol
oynarken, stres koşullarında hücre canlılığını baskıladığı ve kronik
enflamasyon ile artan anoikis direncini baskıladığı sonucuna varıldı.

Şekil 3. Enflamatuar kültür ortamında 4 hafta süreyle büyütülen LNCaP
hücrelerinin A) metabolik hızını gösteren WST-1 grafiği B) anoikis direncini
gösteren ölüm grafiği

Şekil 1. EMT  aracılığıyla migrasyon yeteneği kazanan hücreleri temsil eden  görüntü (Lee 
et al., 2017


