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ZNF304 gen ifadesinde artis ve CXCR4’de azalma ile prostat kanserinde anoikis
degisebilir

Significant increase in ZNF304 and decrease in CXCR4 gene expressions may alter
anoikis in prostate cancer
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Oz

Amag: Prostat kanser hlcre hatti (DU145) ve prostat normal epitel hiicre hatlari (RWPE) arasinda anoikis
mekanizmasini arttiracak veya inhibe edebilecek genlerin analizini yapmak ve kanser gelisiminde olasi rolinu
incelemek.

Gereg ve Yéntem: insan prostat epitel hiicre hatti (RWPE) ve prostat kanseri hiicre hatlari (DU-145) Amerikan
Tip Kulttir Koleksiyonu (ATCC)'den temin edildi. Hiicre hatlarinin ¢ogaltiimasinda ve surdiriimesinde RPMI 1640
(Biological Industries) besi ortami kullanildi. Transkriptom analizi igcin RNA izolasyonu yapilarak, kutiiphane
olusturuldu, kutiphanenin kantitasyonunun ardindan NextSeq500 (illumina) ile sekanslama yapildi. Dizileme,
haritalandirma, bagil gen ifadeleri dlgimleri gibi biyoinformatik analizler Genomics Workbench v 8 (Qiagen)
yazilimi kullanilarak GRCh38 referans sekansi ile yapilmistir.

Bulgular: RWPE Normal prostat epitel hiicre kilturleri ile DU145 prostat kanser hucreleri karsilastirldigir zaman
DU-145 prostat kanser hiicre kiltirlerinde, ZNF304, PYCARD ve Notch3 gen expresyonlarinda anlaml bir artig
(p<0,05) gorulirken, CXCR4, Pak3, SerpinB1 gen ekspresyonlarinda anlamli bir azalma (p<0,05) gérilmustur.
Sonug: DU145 prostat kanseri hiicre hattinda anoikis ile iligkili Gnemli gen ekpresyonlarinda artis ve azalma
g6zlemledik. Degisime baglh olarak hiicrelerin anoikisden kagarak metastatik 6zellik kazanabilecegini diisiinduk.
Anahtar Sozciikler: Apoptozis, anoikis, kanser, mezenkimal gegis.

Abstract

Aim: To analyze genes that may increase or inhibit the anoikis mechanism between prostate cancer cell line and
prostate normal epithelial cell line and examine the possible role of cancer in cancer development.

Materials 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 (Biological Industries) 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. (Qiagen) software.

Results: As we compared the normal prostate ephitalial cells (RWPE) and prosatate cancer cells (DU 145);
ZNF304,PYCARD ve NOTCH3 were significantly (p<0.05) up-regulated in DU145 cells, on the other hand,
CXCR4, PAK3, SERPINB1 genes were significantly down-regulated.

Conclusion: We found that there are significant differential gene expressions in DU-145 cells which may lead to
metastatic state via evasion of anoikis process.

Keywords: Apoptosis, anoikis, cancer, mesenchymal transition.

Yazigma Adresi: Sule Ayla

istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, Rejeneratif ve Restoratif Tip
Arastirmalari Merkezi (REMER), istanbul, Tiirkiye

Makalenin Gelig Tarihi: 16.07.2017 Kabul Tarihi: 24.07.2017

157



Giris

Malign kanserlerin en o6nemli &zelliklerinden birisi
metastaz yetenekleridir. Kanser hucreleri lenf veya
venOz dolasim yolu ile uzak organlara taginmaktadir
(1). idealize modellerde 1 gr timér icin dolagsima her
guin 10°  timér  hiicresinin dokuldugu/girdigi
g6zlenmistir (2). Bir ¢odu basta apoptoza olan
yatkinliklari  ve aniokise direng gdstermemeleri
nedeniyle daha damar igindeyken elimine olurlar (3,4).
Hayatta kalan az sayida hticre grubu ise hedef bélgeye
ulasgir, ancak bu hicrelerin de buyuk kismi gerekli
¢ogalma basarisini gdsteremez. Ancak kan, kanser
hicrelerine kisa sureli ev sahipligi yapmay! hastalik
boyunca sirdur(r.

Kanser aragtirmalarinda son vyillarda kaydedilen
gelismeler, hastalara sunulan tani ve tedavi
yontemlerinin degismesine ve sad kalim surelerinin
artmasina neden olmaktadir. Molekiler biyolojik
calismalarin artmasi ve teknolojik gelismelerin ¢cok hizli
ve kolay paylasilabilir olmasi da bu gelismede 6nemli
rol oynamaktadir. Kanser hicrelerinin sag kalimi,
metastaz yetenegi, cevre matriksi ile olan iligkileri ve
farklilasabilme yetenegi disinda hicre  6lim
mekanizmalari da yodun olarak caligiimaktadir. Yakin
zamana kadar morfolojik tanimlamalarla siniflandirilan
iki hicre oOlim cesidi nekrozis ve apoptosis olarak
bilinmekteydi. Olgiilebilen biyokimyasal &zelliklerinin
yaninda olduk¢a karmasik mekanizmalari ile hicre
O6limu glnimizde, apoptosis, otofajik hiicre 6lim,
mitotik katastrofi, nekroptosis, parthanatos, ferroptosis,
pyroptosis, pyronekrozis, anoikis, kornifikasyon,
entosis ve netosis olarak siniflandirimaktadir.
Apoptotik hlicre élumindn bir modeli olarak da kabul
edilen anoikis; yetersiz hicre- hiicre matriksi iligkisi ile
olusmaya baslayan ve metastaz biyolojisinde rol alan
¢ok 6nemli bir mekanizma olarak bilinmektedir. Anoikis
ilk olarak 1994 yilinda Frish ve Francis (5) tarafindan
tanimlanmis ve o ddénemden sonra da kanser ve
anoikis inhibisyonu iligkisi caligiimaya baslanmisgtir.
Yeni bir terminoloji olan anoikis eski Yunancada evsiz
anlaminda kullaniimaktadir ve matrikse yapigsamayan
(yetersiz  hilcre-hiicre matriks iligkisi) hucrelerde
meydana gelen apoptozisi tanimlamaktadir. Anoikisin
varligi, apoptozis mekanizmasinin énemli bolimlerini
kontrol eden integrin diizenlemelerini ifade eder, ¢uinku
integrinler in vivo 6nemli matriks reseptoérleridir (5).
Anoikis normal deri dokusunda (6) ve kolon epitel
hiicrelerinde  (7) olusmaktadir.  ilging  olarak,
embriyogenezisin ilk kavitasyon mekanizmasinda
o6nemli bir fizyolojik gelisim roli oynar (8). Anoikis,

hicrelerin displastik  buytumeleri ve yanlis
lokalizasyonlarda  yeni  matrikse  yapigsmasinin
o6nlenmesinde organizmanin  énemli bir defans
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mekanizmasi olarak rol oynar, bu duzenlenme kanser
hiicrelerinde ve hiicrelerin uzak organ metastazlarinda
dikkat cekicidir (9). Cok sayida heterojen hiicreden
olusan tumoér dokusuna ait hucreler, metastaz
surecinde dolasima ge¢me yoninde degisikliklere
ugrayarak c¢ogalmaktadirlar. Bu dénemde sayisiz
malign hiicre dolasima gegerken, ¢ok az sayida hicre,
yerlesmek icin belirledigi organa gé¢ ederek o bolgede
¢ogalma sansina sahip olmaktadir. Hiicre disi matrikse
baglanamamak hiicre 6liml icin bir sebeptir ve
dolagsima gegen ancak tutunamayan hucrelerin pek
¢ogu anoikis nedeni ile 6lmektedir. (10,11). Anoikis
direnci tumor invazyon ve metastazinda 6nemli rol
oynarken, anoikis duyarlihgi da doku ile baglanti

yapamayan kanser hicrelerinin - yok olmasi ile
sonucglanmaktadir. Bu olay, ekstraselliler matris
bilesenleri (ECM) lzerinde bulunan baglanti

kompleksleri ile iliskide olan integrinler tarafindan
diizenlenmektedir ve hucre iskeletinde aktinin kontrol
ettigi hlcre cikintisi sayesinde ekstrasellller matrise
yapismasi ve hiicre gégu saglanabilmektedir. Epiteliyal
mezenkimal gegis (EMT) kok hiicre Ozelliklerini
belirlenmesinde, hiicre gogl  6zelliginin  ortaya
¢clkmasinda ve adezyon yapan baglantinin bozularak
invaziv 06zellik kazanilmasinda rol oynamaktadir.
Boylelikle anoikis ile timoér mikro gevresinden kacgis
ortaya c¢ikmaktadir (12). Anoikis direnci tumor
metastazi igin  bir zorunluluktur. EMT  timor
hucrelerinin anoikisden kaginmasina izin verir (13).
Tamor hdcrelerinin anoikis icin direnci ana apoptotik
olusumun inaktivasyonu ve blylime faktoru/integrin
sinyal yolaginin aktivasyonunun neden oldugu tumor
mikro gevresindeki essiz olusumlar ya da epigenetik
degisimler ile surdirilir (14-16). Prostat kanseri
erkeklerde en sik tani konulan kanserler arasinda ikinci
siradayken, kansere bagh olimlerde ise besinci sirada
yer almaktadir (17,18).

Bu calismada, prostat kanser hiicre hatti ve prostat
normal epitel hiicre hatlari arasinda anoikis
mekanizmasini arttiracak veya baskilayacak genlerin
analizi yapilarak kanser gelisiminde olasi rolu
incelendi.

Gereg ve Yontem

Gen analizi

insan prostat epitel hiicre hattt (RWPE) ve prostat
kanseri hlcre hatlarinda (DU-145), anoikis ile iligkisi
oldugu dusundlen, ZNF304, PYCARD, Notch3,
CXCR4, Pak3, SerpinB1gen ekspresyonlari arastirildi.
Hiicre kdltdird

insan prostat epitel hiicre hattt (RWPE) ve prostat
kanseri hicre hatlar (DU-145) Amerikan Tip Kaltur

Ege Tip Dergisi



Koleksiyonu (ATCC)den temin edildi. DU-145 insan
prostat kanseri hiicre hattinin ¢ogaltimasinda ve
surdirtlmesinde RPMI 1640 besi ortami (Biological
Industries) kullanildi, 500 ml’lik steril besi ortaminin
icerisine %1 oraninda penisilin/streptomisin, %10 is1 ile
inaktive edilmis fetal sigir serumu, %71 oraninda
amfoterisin B ve %1 oraninda L-glutamin eklenerek
cogaltildi. RWPE-1 insan normal prostat epiteli hiicre
hattinin  ¢ogaltiimasinda ve sirdurdlmesinde ise
keratinosit SFM besi ortami (Invitrogen, 17005-075)
kullanildi. igerisinde L-glutamin, epiteliyal biyime
faktort (EGF) ve bovin pituiter ekstrakti (BPE) bulunan
bir kit ile birlikte satilan bu besi ortamina kitte bulunan
bu maddeler eklenerek, 37 °C sicakhkta, %5 CO2 ve
nem iceren inklbatérde ¢ogaltildi. Hucre hatlari
canhlk, cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted
mikroskopta gunlik olarak izlendi, flasklarda %80’in
Uzerinde hicre yogunlugu gdzlendiginde hucreler
pasajlanarak ¢ogaltildi.

Transkriptom Analizi
RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Lot
No0:148050825) protokoliine gére yapildi. Kisaca lizis
ve homojenize olmug hicreler genomik DNA’dan
arindirihp 75 ng/uL toplam RNA izole edildi. RNA
kalitesi UV absorbans birimi spectra Max i3 (Molecular
Devices) ile 6lguldi.

Ktitiiphane olusturulmasi

Kutiphane hazirhgi ve sekanslama TruSeq Stranded
RNA LT kit (lllumina, Ref: 15032612, Lot:10037008) ile
yapildi. Kisaca 750 ng toplam RNA oénce Ribo-Zero
(Mlumina Lot:10035196) ile fragmanlara ayrildi, iki
basamakta cDNA sentezi yapildi (lllumina, Lot:
10035192), 3 terminler adenilasyon edildikten sonra
RNA fragmanlan o¢zel dizayn edilmis adaptorler ile
baglandi. Adaptérlere baglanan diziler kitte tavsiye
edildigi Uzere PCR ile gogaltildi. 10nM Tris-HCI ve
Tween 20 ile karis-tirlarak ornekler havuz haline
getirilip normalize edildi.

Kltiiphane kantitasyonu

Olusturulan kutiphane Kappa library quantification
(lllumina, Lot: KK4824) ile real time PCR (CFX
Connect, BioRad) cihazinda kantite edildi. 10 uL
reaksiyon hacminde 20 pM olarak real time PCR
cihazina yuklendi. Ergime egrileri (melting curves) ve
ortalama Cq skoru=7.20 Kkalite degerleri olarak
belirlendi. Kalite kriterine aykiri degerler elendi.

Sekanslama

Gruplarin G¢lu replikeleri Nextseq500 (lllumina) cihazi
ile 18 saat sire ile sekanslandi. Kiimelenme kalitesi
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llumina tarafindan Onerilen minimum 300 bazhk
fragmentlar CTE1, CTE2, CTA ve CTL kontrolleri
kontrol edildi.

Biyoinformatik analiz

NextSeq 500 cihazinin olusturmus oldugu ham veri
BioSpace (lllumina) veri tabani ile “fastq” formatina
cevrildi; genetik haritalandirma, kimelendirmeler,
dizilemeler ve istatistik analizler Genomics WorkBench
(GWB) version 8 (CLC bio, Qiagen) ile GRCh38
referans sekansi ile yapildi.

[statistik analiz

Biyoinformatik analizden sonra c¢ikan parametrik
sonuglarda reads per kilobase of transcript per million
mapped reads (RPKM) degerleri gen ifadeleri
hesaplanmasinda kullanildi. RPKM degerleri GWB
donanimindaki quantile metoduna goére normalize
edildi. T test ile normalize edilmis gen ifade degerleri
gruplar arasinda karsilastirildi ve p <0.05 degeri
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Transkriptom analizi sonuglarina gére, RWPE normal
prostat epitel hicreleri ile DU145 prostat kanser
hicreleri arasinda yapilan karsilastirma ile 7506 adet
belirgin gen analiz edilerek, bunlarin iginden 1802 gen
apoptozisle iligkili olarak bulundu, yine bunlarin i¢cinden
113 gen anoikis ile iligkilendirildi. Bu 113 gen
ekspresyonu arasinda belirgin anlamhlik (p<0.05) ifade
eden genler Tablo-1’de gdsterilmistir. RWPE normal
prostat epitel hiicre kulturleri ile DU145 prostat kanser
hicreleri karsilastirildigi zaman DU-145 prostat kanser
hiicre kdltirlerinde, ZNF304,PYCARD ve Notch3 gen
expresyonlarinda anlamli bir artis (p<0.05) goérulirken,
CXCR4, Pak3, SerpinBigen ekspresyonlarinda
anlamli bir azalma (p<0.05) goruldi.

Tablo-1. DU-145 Prostat Kanser Hicre Kulturinde Gen
Ifadesindeki Degisimler (p<0.05).

Gen Kat Gen Kat

ifadesinde degigimi P ifadesinde degisimi p
artis (Fold dederi | Zaiis (Fold degeri

change) change)

ZNF304 916.3 p<0.01 | CXCR4 -44.9 p<0.01
PYCARD | 843.4 p<0.05 | PAK3 -17.9 p<0.05
NOTCH3 | 233.9 p<0.05 | SERPINB1 | -13.1 p<0.01
Tartigsma

Daha 6nceki ¢alismalar, Notch sinyal yolaginin prostat
kanserinin progresyonunda onemli bir rol
oynayabilecegine dair 6énemli bilgiler vermigtir. Bazi
hiicre biyolojisine dair ¢calismalar aksini iddia etse bile
prostat kanserinde Notch aktivitesi 6zellikle, ileri

159



metastatik hastaliklarda artmaktadir (19). Daha ilging
olarak, Notch aktivitesi metastatik timor 6rneklerinde,
primer timoér érneklerinden daha yuksek gozlenmistir
(20). Yine calismalarda, prostat kanseri kok hicre
benzeri hicrelerde NF-kB sinyal aktivasyonunu
artirarak anoikis direnci olugturmaktadir (21). Bizim
calismamizda da DU-145 prostat kanseri hicre
hatlarinda normal epiteliyal hiicre (RWPE) hatlarina
kiyasla Notch3 ekspresyonunda o6nemli bir artis
g6zlenmistir. Anoikis direnci ile iligkili oldugu distndlen
bu artis, Ozellikle metastatik kanser hucreleri igin
6nemlidir.

Aslan ve ark. (22) tarafindan yapilan bir caligmada zinc
finger transcription factor (ZNF304) over kanser
metastazlarinda 6nemli bir anahtar rol oynadigi
soylenmistir.  Ayni galismada  ZNF304  gen
ekspresyonunun  birgok  proto-onkogenik  yolagi
destekleyerek timor hicresinin yagsamasini,
migrasyonunu ve invazyonunu kolaylastirdigi ve
ZNF304’un, B1 integrin ile birlikte Src/fokal adhezyon
kinaz ve paxillin regilasyonunu saglayarak anoikisi
engelledigi gosterilmistir (13). Bir baska calismada
ZNF304’in normal over ve meme epiteline kiyasla
invaziv meme ve over tumor epitelinde artmis oldugu
g6zlenmistir (23,24) Calismamizda da yaptigimiz gen
tanimlamalari arasinda ZNF304’Un DU-145 prostat
kanser hucre serilerinde normal prostat epitel hicre
serilerine oranla gok daha yiiksek oranda bulundugu
saptanmistir.

Anoikis, integrin aktivitesinin yoksunluguna bagl olarak
gérilen adheren malign olmayan hicrelerde
apoptozisin bir formudur (5,25). Ancak malign hucreler
anoikise direng gelistiir ve bu da metastatik
potansiyelin artmasina neden olur (26). integrinler,
anoikisde ekstrasellller matriks proteinleri ve hicreler
arasinda adezyonu saglayan onemli mediyatorlerdir
(14,27). Son zamanlarda vyapillan c¢alismalarda
integrinlerin aktivasyonu, doku disina ¢ikisi sirasinda
ekstraselliler matriks elemanlari ile etkilesimi artirarak
ve timoér yayillmasi sirasinda anoikis duyarliligini
azaltarak prostat kanser hdicrelerinin  metastatik
potansiyelini artirmaktadir (28). Eger adezyonun
olmadigi durumlarda kanser hiicrelerinin anoikisden
kacisinin molekuler mekanizmasi anlasildigi takdirde,
kanser hicrelerinin primer tumoérden daha uzak
metastaz yaparak yayilma prosedurinin anlagiimasi
icin 6nemli bir adim oldugu dusunulmektedir (12).

Davalieva ve ark. (29) yaptidi bir calismada, SerpinB1
protein bozuklugunun prostat kanserinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi distndlmdastar. Calismamizda
SerpinB1 gen ekspresyonlarinin DU145 prostat kanser

160

hicre serilerinde anlamli  derecede azaldigini
g6zlemledik. Serpin B1’in spontan hicre olimlerini
hizlandirdidi, boéylece yeni karakterize edilen apoptozis
yolaklarinin ~ 6énemli  bir parcasini  olugturdugu
disunilmektedir (30).

Rosenbaum ve ark. (31) yaptidi bir galismada, prostat
kanser hastalarinin olugturdugu homojen bir grupta 6
epigenetik biyoisaretleyicinin (AIM1, CDH1, KIF1A,
MT1G, PAK3, ve RBM) onemli bir prognostik deger
oldugu gdsterilmigtir, calismamizda da DU-145 prostat
kanser hucre hattinda PAK3 gen ifadesinde anlamli bir
azalma gozlenmistir.

CXCR4 timor hcrelerinden eksprese edilen oldukga
yaygin kemokin reseptorleridir ve 23 farkh kanser
tirinde belirlenmigtir yine timdérin metastazi ve
agresif 6zelligi ile iliskilendirilmistir (32,33). Insan
prostat kanserlerinde, CXCL12 ve CXCR4 ekspresyon
seviyelerindeki artis normal ya da benign prostat
hiperplazilerindeki dokulardan daha ylksektir (34).
Hastalar, timorlerde CXCR4’ln yuksek
ekspresyonuna sahiplerse yasam sireleri CXCR4’Uin
disik seviyelerine sahip hastalara goére daha kisadir
(35). CXCL12 ve CXCR4 arasindaki etkilesim, prostat
kanserinin kemik ve noral dokuya metastazinda 6nemli
bir rol oynar (36). Kanser gelisimi esnasinda,
hipoksinin  CXCR4 ekspresyonunu artirdigi  ve
metastazi destekledigi bilinir (37,38). Abblet ve ark.
(39) bir calismasinda anoikis direncli kanser
hicrelerinde CXCR4 ekspresyon oranlari anlamli
derecede yuUksek bulunmustur. Kochetkova ve ark.
(40) yaptiklar bir caigmada CXCR4 ve CCR7 kemokin
reseptdrleri icin, anoikisi inhibe ederek malign timorler
ve metastatik kanser mekanizmalari igin dikkat ¢ekici
bir aciklama yaptiklarini ifade etmiglerdir.
Calismamizda vyapilan calismalarin aksine DU145
prostat kanseri hicre hatlarinda CXCR4 gen
ifadesinde bir azalma oldugunu goérdiik ve bu durumun
anoikis direnci ile iligkili oldugunu distindik ama bu
konuya dair calismasi gereken bircok farkli sinyal
yolaklarinin da oldugunu fark ettik ve bu yolaklarin
aciklanmasi  halinde kemokin bazli antikanser
asilarinin  uygulanmasinda ¢ok &énemli adimlar
atilabilecegini fark ettik.

Sonug¢

Calismamizda, DU145 prostat kanseri hlcre hattinda
anoikis ile iligkili Gnemli gen ekpresyonlarinda artis ve
azalma goézlemledik. Degisime bagdh olarak hicrelerin
anoikisden kacarak metastatik Ozellik kazandigini
dustndik.
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