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OZET
Hepatoselliiler Karsinom Hiicre Dizilerinde HGF/c-Met Yolagimin Tiimor Hiicresi

Mikrocevre Etkilesimlerine ve Adhezyon, Proliferasyon, Motilite, Invazyon, Metastaz

Gibi Hiicre Davramslarina Etkisinin Belirlenmesi

Dilay CIGLIDAG

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Inciralty,
[ZMIR

Karaciger kanseri, biiyiime faktorlerini, ekstraselliiler matris (ECM) proteinlerini,
proteoglikanlarim1 ve onlarin ligandlarmi da iceren c¢esitli molekiillerindeki koordine
degisikliklerle karakterizedir. Hiicre adezyonu, migrasyonu ve proteolizisi gibi invazyon ve
metastaz gelisiminde 6nemli bircok biyolojik siirecte, bilylime faktorleri ve ECM arasindaki
yakin igbirligi oldugunu gosteren kanitlar giderek armaktadir. Bu durum karaciger kanserinde,
HCC hiicrelerinin, yiiksek miktarda Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF/SF) gibi biiyiime
faktorleri, ECM proteinleri ve proteoglikanlar iceren doku ile c¢evrili trabekiiler yapilar
icerisinde biiyiimeleri nedeniyle 6zellikle 6nemli olabilir.

Bu calisgmada, HCC hiicrelerinin HGF ile uyarilan biyolojik aktiviteleri (hiicre
adezyonu, proliferasyonu, motilitesi) iizerine HGF ve/veya ECM bilesenlerinin etkilerini
inceledik. Sonuglarimiz, ECM adezif glikoproteinlerinden kollajen ve fibronektinin hiicre
adezyonu ve motilitesini artirdigini, proliferasyonunda Onemli bir degisiklige neden
olmadigin1 gostermistir.Lamininin ise hiicre adezyonu ve motilitesini etkilemezken hiicre
proliferasyonunu artirdigi belirlendi. HGF varligi tiim bu biyolojik yanitlarin artmasina yol
acmaktadir. Heparin ise HGF varligindan bagimsiz olarak hem adezyonu, hem de migrasyon
ve proliferasyonu minimal diizeyde baskilamaktadir. Bu etkilerin mekanizmasinin anlasilmasi
icin gerceklestirilen mikrodizin ile HGF ve heparinin birlikte bulunmasi halinde 28 genin
ekspresyonunda azalma ve 47 genin ekspresyonunda artis saptanmistir.Ger¢ek zamanli RT-
PCR ile fibronektin, laminin ve heparinin genelde integrin ekspresyonlarin 1.2-6 kat
azaltmaktadir, HGF ile birlikte kullamiminda bu fark 2-9 kata ¢ikmaktadir. Kollajen ise
integrin gen ekspresyonlarinda 1.2-2 kat artisa yola agmakta, HGF uyarimi bu artis1 2-3 kata
cikartmaktadir. Calismada kullamilan SK Heplhiicre dizisinde E-kaderin ekspresyonu

olmadigi belirlenmistir.



Bu bulgular HGF ve/veya ECM bilesenlerinin HCC hiicrelerinin davranislarindaki
roliinii desteklemektedir. Ayrica HCC hiicrelerinde HGF/ c-Met sinyal ileti yolagi ile

integrinler ve ligandlar1 arasindaki iliskiyi aciklamaya katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: HGF/c-Met, ECM, heparin, integrin, adezyon, proliferasyon, motilite



ABSTRACT

The Detection of the Effect of HGF/c-Met Pathway on Tumor Cell Microenvironment
Interactions and Cell Behaviors Like Adhesion, Proliferation, Motility, Invasion,

Metastasis in Hepatocellular Carcinoma Cell Lines

Dilay Ciglidag

Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and Genetics,
35340, Inciralti, Izmir, Turkiye

Liver carcinogenesis is associated with changes in the coordinated actions of several
molecules including growth factors, extracellular matrix (ECM) proteins, proteoglycans, and
their ligands. There is increasing amount of evidence that a close collaboration between
growth factors and ECM in several biological processes such as cell adhesion, migration and
proteolysis are regarded as important steps in the development of invasion and metastasis.
This may be particularly important for the liver carcinogenesis, due to HCC cells mainly grow
in trabecular structures that are surrounded by tissue with a high content of ECM proteins and
proteoglycans as well as growth factors such as Hepatocyte Growth Factor (HGF/SF).

In this study, we examined the effects of HGF and/or ECM components on biological
activities of HCC cells induced by HGF. We have shown that collagen IV and fibronectin
increased cell adhesion and motility, but not cell proliferation, whereas laminin increased cell
proliferation without changing cell adhesion and motility. HGF stimulation increased all of
these biological effects. Heparin modestly decreased both basal and HGF induced adhesion,
proliferation and motility. Microarray analysis showed that in the presence of heparin and
HGF the expression of 47 genes increases whereas expression of 28 genes decreases
compared to heparin alone. Treatment with fibronectin, laminin and heparin decreased
integrin expressions by 1.2-6 fold. In the case of HGF treatment this decrease extend to 2-9
fold. Integrin expression was increased two fold by collagen IV treatment. Two to three fold

increase in integrin expression was obtained with HGF stimulation.



These findings support the role of HGF and/or ECM components in the behaviors of
HCC cells. It may also help to identify the association of HGF signaling and c-Met, integrins
and their ligands in HCC cells.

Keywords: HGF/c-Met, ECM, heparin, integrin, adhesion, proliferation, motility



1.GIRIS ve AMAC:

Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF), epitelyal, endotelyal, hematopoiyetik hiicreler,
hepatositler gibi genis bir hiicre grubunun ¢ogalma, hareket ve farklilagmasinda rol
oynamaktadir. HGF hem embriyonel gelisimde hem de eriskinde doku rejenerasyonu
stireclerinde hiicre davramglarimi etkileyen bir bilyiime faktoriidiir. HGF’in reseptorii olan
c-Met proteinin aktivasyonu ve bu protein aracilifi ile gerceklesen gen ekspresyonu
degisiklikleri , embriyolojik gelisim, doku rejenerasyonu, anjiogenez, bilyiime, invazyon,
morfolojik farklilasma gibi genis spektrumlu biyolojik olaylara sebep olur. HGF aym
zamanda hiicreler i¢in bir sagkalim faktoridir (1,2,3). Kanser gelisim siirecinin ¢ok
basamakli proliferatif, adhesif ve invazif siire¢ oldugu goz Oniine alindiginda, HGF/c-Met
yolaginin tiimdr olusumundan, tiimdr invazyonu ve metastaza kadar tiimorogenezin hemen
her basamaginda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (4).

Timor gelisimi, invazyon ve metastaz siireci ¢ok sayida etkilesimi gerektirir. Bu
etkilesimler tiimor hiicreleri ile tiimoriin mikrocevresi olarak da  adlandirabilecegimiz
fibroblastlar, endotel hiicreleri, inflamasyon hiicreleri ve hiicre dis1 matrisi (ECM) olusturan
bir¢ok protein ile gerceklesebilmektedir. Mikrogevre degisiklikleri hiicresel olaylari, hiicresel
olaylar da cevresel olaylara yamiti degistirmektedir. Degisen mikrogevrenin, timor
hiicrelerinde HGF sinyal ileti sistemini aktive ederek hiicre davraniglarini degistirdigi
diistiniilmektedir.

Bu proje kapsaminda HCC hiicre dizilerinden olan SK Hepl hiicre dizisinde
HGF/cMet yolaginin tiimor hiicresi mikrocevre etkilesimleri incelendi ve mikrocevredeki
degisimlerin timor hiicresi davraniglarinda hangi degisikliklere, nasil neden oldugu ve bu
degisikliklere neden olan mekanizmalarin belirlenmesi amaclandi. Spesifik olarak HGF/cMet
yolagi aktivasyonu ile farkli ECM bilesenlerinin hiicre adezyonu, proliferasyonu, gocii
iizerine etkileri ve bu bilesenlerin ligandlar1 olan integrin gen ekspresyonlarindaki

degisiklikler incelendi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinoma:

Hepatoselliiler karsinoma (HCC), biitiin diinyada goriilen kanserler i¢inde besinci en
yaygin kanserdir. Diinyada yilda 437,000 yeni olgu tamimlanmaktadir. HCC, biitiin
kanserlerin %35’ini olusturmaktadir. Mortalite oram1 olarak akciger, mide ve kolon
kanserlerinden sonra dordiincii sirayr almaktadir. HCC olgularinin % 80’den fazlasi,
gelismekte olan iilkelerde, 6zellikle Uzak Dogu ve Giineybati Asya’da goriilmektedir. HCC
insidansi, cografik kosullar ve nedenlere bagli olarak degisiklik gostermektedir, Akdeniz
iilkelerinde son on yilda belirgin bir sekilde arttig1 bildirilmistir(5).

HCC hepatositlerden koken alan epitel bir kanserdir. Karacigerde en sik goriilen malin
timordiir. HCC gelisimi ¢ok basamakli bir siirectir, biriken, genetik ve epigenetik
degisiklikleri iceren c¢ok sayida molekiiler olay1 icerir. Bunlarin arasinda kromozom
amplifikasyonlari, metilasyon degisiklikleri, translokasyonlar, gen regiilasyonu degisiklikleri
ve mutasyonlar sayilabilir (6).

Molekiiler seviyede, HCC heterojen bir hastaliktir. Cogunlukla siroz, hepatit B ve
hepatit C virusu ile birlikte gelisir. HCC, karacigerdeki onemli derecedeki fibrozis ile
birliktelik gosterir. Karacigerdeki fibrotik mikrocevre, hiicrelerinin migrasyona yardimci
olacak sekilde ECM’in kompozisyonunun degismesi ve biilylime faktorii miktarinin artmasi ile
karakterizedir (7). Kanser metastazi, malign tiimoriin hiicre- hiicre baglantisinin zayiflamasi,
timor hiicrelerinin bazal membram1 ge¢mesi, stromaya invaze olmasi, kan damarlaryla
yayilmasi ile orijinal tiimorden yeni neoplastik doku olusturmasi olarak tanimlanir. Biiyiime
faktorleri ve ECM elemanlar1 bu siirecin en 6nemli elemanlaridir.

HCC hiicreleri ile ECM proteinleri arasindaki baglantinin tiimor gelisimi ve metastazi
icin gerekli oldugu bildirilmistir (8,9). Bu durum karacigerde, HCC hiicrelerinin fazla
miktarda laminin, kollajen, vitronektin, fibronektin gibi ECM proteinleri ile ¢evrili trabekiiler
yapilar icinde gelismesi ve biiyiime faktorii agisindan zengin olmasi nedeniyle hem

hepatokarsinogenez, hem de invazyon ve metastaz siireclerinde énemlidir.



2.2. Hepatosit Biiyiime Faktorii:

Hepatosit Biiyiime Faktorii/ Scatter Factor (HGF/SF) mezensimal kokenli bir
sitokindir. Cok cesitli hiicrelerde proliferasyon, hiicre sag¢ilimi, invazyon, dallanma
morfogenezi, transformasyon ve anjiogenez gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Bu
nedenle HGF mitojenik, motojenik ve morfojenik 6zelliklere sahip biiyiime faktorii olarak
tanimlanmaktadir HGF, hepatositler icin mitojen olarak tanimlanmis bir biiyiime faktoriidiir
HGF sacilma (scatter) faktorii olarak da bilinmektedir. Epitel ve vaskiiler endotelial
hiicrelerin ayrismasina neden olmaktadir. HGF ayrica epitelial morfojen olarak da
tanimlanmistir. HGF gelisim siirecinde proliferasyon , dallanma (branching) ve motiliteyi
stimule eden ©nemli yolaklarda anahtar rol oynamaktadir. HGF, epitel hiicrelerde tiip
olusumunda, endotel hiicrelerde anjiogenezde rol oynar. Eritroid kolonilerini stimule eder,
miyoblastlarinin migrasyonunuda rol oynar (2).

HGF geni, kromozom 7q21.1 {iizerinde bulunmaktadir.18 ekson ve 17 introndan
olugmaktadir. Yaklagtk 70 kb uzunlugundaki bu dizi {izerinden elde edilen 6 kb
uzunlugundaki transkriptin translasyonu ile, 728 amino asit i¢eren biiyiik bir protein meydana
gelir(1). Sentez asamasmin basinda biiyiik Olciide inaktif, tek zincirli bir onciil iken (pro-
HGF) proteolitik islem sonucunda iki zincirli aktif heterodimer yapiya doniisiir. Pro-HGF’in
kesilerek HGF yapisina doniisiimiinde bazi1 koagiilasyon faktorleri (X, XI, XII, XIIa), doku tip
plasminojen aktivatorii (tPA), iirokinaz plasminojen aktivatorii (uPA) ve HGF aktivatorii
(HGFA) gibi baz1 serum serin proteazlar 6nemlidir (10,11,12). Ancak bu gibi serin proteazlar
ile karsilastirnlldiginda HGFA’nin HGF’e yo6nelik proteolitik aktivitesi daha giicliidiir (13,14).
HGFA molekiili de HGF’e benzer sekilde inaktif halde sentezlenip salgilanmakta ve
aktivasyonu i¢in trombin gibi serin proteaz ya da proteazlar tarafindan kesilmesi
gerekmektedir.

Olgun HGF, birbirine disiilfid baglar ile baglh olan 60 kDa agirliginda a-agir zincir (1-
494. amino asitler) ve 30 kDa agirhiginda B-hafif zincirden (495-728. amino asitler)
olugmaktadir. Agir zincir yapisinda dort kringl bolge (K1-K4) ve bir adet sac¢ tokas1 yapisi
bulunmaktadir ki bu boliim, heparin baglama bolgesi ile yiiksek homoloji
gostermektedir.Hafif zincir yapisinda ise bazi1 rezidiilerdeki mutasyonlara bagli olarak
enzimatik aktivitesini kaybetmis olan serin proteaz homoloji (SPH) bolgesi yer almaktadir .
HGEF yapisinda yer alan bolgeler Sekil 1’de gosterilmistir.

Delesyona dayali caligsmalar, birinci kringl bolgenin (NK1) reseptore baglanmadan

sorumlu oldugunu ve nokta mutasyon analizleri ise bu islemde iki amino asit grubunun



(E159, S161, E195, R197 ve D171, Q173) gerekli oldugunu gostermistir.Yapisinda yalnizca
birinci kringl bolgeyi igceren NK1 varyant1 ise c-Met reseptdriine baglanabiliyor olmanin yani
sira, fosforilasyonu indiikleyebilmekte ve hiicre proliferasyonu ile hiicre sagilimini
baslatabilmektedir. HGF yapisindaki a-zincir ya da ikinci (NK2) veya iigiincii (NK3) kringl
bolge sonrasi kesilmis olan varyant proteinler c-Met reseptdriine baglanabilmekte ancak
mitogenez gibi baz1 biyolojik fonksiyonlarini yerine getirememektedir. Onegin NK2, MDCK
epitel hiicrelerinin ayrismasina neden olurken, proliferasyonlarina etki edememektedir.

Bir modele gore, N bolgesi ile ikinci kringl bolge arasindaki etkilesim sonucu olusan
pozitif yiiklii bolge negatif yiiklii glikozaminoglikanlar i¢in baglanma bolgesi
olusturmaktadir. Ikinci bir modele gore ise, NK1 molekiiliiniin amino terminal bolgesi (N),
farkli NK1 molekiillerinin kringl bolgeleri ile hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler
araciligiyla yakin iligki kurmaktadir. Heparin ve heparan siilfatlar, HGF dimerizasyonunda
onemli fonksiyona sahiptir. Heparin yoklugunda NK1 monomer olarak davranirken, heparin
varliginda dimere ¢evrilmektedir. NK1, hiicre yiizeyinde uygun proteoglikanlarin bulunmasi
durumunda HGF agonisti olarak davranirken, glikozaminoglikanlarin  bulunmamasi

durumunda antogonist olarak davranmaktadir (15,16,17).
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Sekil 1: HGF ¢ DNA ve olgun proteinin sematik gosterimi (17 no’lu kaynaktan alinmistir).



2.3. Hepatosit Biiyiime Faktorii Reseptorii: c-Met

HGF’in reseptorii tirozin kinaz olan c-Met’tir (17). Reseptor tirozin kinazlar memeli
gelisiminde  hiicre fonksiyonu ve doku homeostazindaki anahtar islevleri diizenlerler.
Bunlarin arasinda hiicre biiylimesi ve sagkalimi, organ morfogenezi, damar olusumu, doku
tamiri ve rejenerasyon sayilabilir.

c-Met, 7 numarali kromozomun 7q21-q31 bantlar1 arasinda yerlesmistir. 20 intron ve
21 ekzon igeren yaklagik 120 kb uzunlugunda bir genden kodlanmaktadir (18).

c-Met, ligand1 HGF ve aktivatorii HGFA’ya benzer sekilde prekiirsér molekiiliin bir
dizi modifikasyon gecirerek olgun hale doniismesiyle meydana gelmektedir. Normal
hiicrelerde, primer Met transkripti iizerinden 150 kDa’luk bir polipeptid sentezlenir. Bu
yapimin kismen glikozillenmesiyle 170 kDa biiyiikliigiinde prekiirsor protein elde edilir.
Prekiirsor molekiiliin ise yeniden glikozillenerek 307 ve 308. rezidiiler arasindaki furin
bolgesinden kesime ugramasiyla birbirine disiilfid baglar ile bagli 50 kDa biiyiikliigiinde
o~zincir ve 140 kDa biiyiikliigiinde B-zincirden olusan heterodimer yap:1 meydana gelir.
a—zincir yapisinda tek bir hiicre dis1 bolge, B-zincir yapisinda ise biiyiik bir hiicre dis1 bolge,
transmembranal bolge, jukstamembran bolge ve hiicre i¢i tirozin kinaz bolgesi bulunmaktadir.
c-Met yapisinda bulunan fonksiyonel yapilar ile bolgeler Sekil 2’de goriilmektedir. Bu
yapmin N ucunda Sema bolgesi, pleksin, semaforin ve integrinlerde bulunan PSI bolgesi, TIG
bolgesi olarak da bilinen ve immunoglobulin, pleksin ve transkripsiyon faktorlerinde bulunan
IPT tekrarlari, transmembran (TM) ve jukstamembran (JM) bolgeleriyle karboksi ucunda
hiicre i¢i tirozin kinaz (TK) bolgesi yer almaktadir (20).

c-Met yapisindaki bolgelerin fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler son yillarda
gerceklestirilen mutagenez deneyleri sonucunda elde edilmistir. Reseptoriin a-zincir yapisi ile
B-zincirinin ilk 212 rezidiilik boliimiinin HGF/SF baglanmasi1 icin yeterli oldugu
bilinmektedir. c-Met’in bu béliimii semaphorin akson yapi proteinlerinin ‘SEMA’ bolgesine
homologdur ve spesifik bir P-tabakali katlanma yapisina sahiptir. Benzer katlanma
integrinlerin a zinciririnin amino ucunda da bulunmaktadir ve protein-protein etkilesimlerinde

Oonem tasimaktadir (21) .
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Sekil 2: c-Met yapisinda bulunan islevsel bolgeler (20 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).

2.4. HGF/c-Met ve Karsinogenez:

HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin kontrolii bir¢ok kanser gelisimimde Onem
tasimaktadir. HGF ve/veya c¢-MET’in karsinomalarda, solid insan tiimorleri ve
metastazlarinda ekspresyonunun artmis oldugu gozlenmektedir. Ekspresyon artist ise ¢cogu
zaman kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir. Cogu neoplazmda 6zellikle melanomlarda hem
HGF/SF’iin hem de c-Met’in ekspresyonlart artmigtir(22). Tiimor hiicrelerinde c-MET ya da
HGF ekspresyonunun baskilanmasi ise hiicrelerin tiimdrojenik potansiyelini azaltmaktadir
(23). HGF sinyal yolu basta kolon, meme, akciger, tiroid ve renal karsinomalar, melanoma,
sarkomalar ve glioblastoma olmak {izere cesitli kanser tipleri ile yakindan iligkilidir (24).
Ornegin, insan renal papiller karsinomasinda c-MET’in hem sporadik hem de kalitsal
mutasyonlart HGF sinyal yolunun konstitiitif olarak aktif olmasina neden olmaktadir (25).
Papiller renal karsinomali hastalarin genetik olarak incelenmesi sonucu c-MET geninde
missense mutasyon oldugu ve bu sekiz farkli bolgedeki mutasyonun c-Met reseptOriiniin
tirozin kinaz bolgesinde oldugu saptanmistir (26). Reseptoriin kinaz bolgesini etkileyen bu
mutasyonlar diger kanser tiplerinde ve metastatik lezyonlarda da saptanmistir (27).

HGF/SF ve c¢-MET’in proliferasyon, anjiogenez, invazyon ve metastaz gibi timor

olusumunda etkili olan olaylarda rolii oldukca iyi tanimlanmustir (Sekil 3).
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Sekil 3: HGF/c-Met ana sinyal ileti yolaklar1 (28 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).

2.5. HGF/c-Met Sinyal iletimi ve Metastaz iliskisi

Tiimor hiicre metastaz1 icin ECM’in proteolizisi, kanser hiicrelerinin E-kaderin bagimhi

hiicre ici adezyonlarinin (hiicre-hiicre baglantilarinin) bozulmasi, hiicre motilitesinde artis ve

neoplastik hiicrenin ECM igine invaze olarak dolasima katilmasi gerekmektedir (Sekil 4).

HGF/c-Met sinyal yolu hiicre motilitesi ve proteaz iiretiminde artig ile birlikte hiicre

ayrismasini uyarmakta, bunun sonucunda ise hiicre dis1 matris icerisine invazyon ve in vivo

kosullarda tiimor metastazina neden olmaktadir (29).

Tiimor invazyonundaki en onemli basamaklardan bir tanesi neoplastik hiicrenin ECM ile

etkilesimidir. ECM’in temel bilesenleri arasinda kollajen, laminin ve heparan siilfat

proteoglikanlar bulunmaktadir. ECM degradasyonu, plazminojen aktivatorii (uPA) ve matriks

metalloproteinaz (MMP) gibi proteinazlarin tiretimini gerektiren oldukca dinamik bir olaydir

(30).



HGF/c-Met ve integrin sinyal iletimi bazi solid timorlerde HGF/c-Met stimiilasyonu
MAPK1/2 iizerinden serin proteaz iirokinaz (uPA) ve reseptorii (uPAR)’1n ekspresyonunu
artirmakta ve hiicre yiizeyinde uPA artisina neden olmaktadir. uPA ise plazmin proteazina
doniistiirmek {izere plazminojeni keserek bazi ECM ve bazal membran bilesenlerinin
degradasyonuna etki etmektedir (31). Motilite, sacilim ve invazyondaki artig tiimor hiicresinin
ECM’e invazyonunu saglayarak dolasima gecen tiimor hiicresinin beyin, karaciger, kemik ve
kemik iligi gibi uzak dokulara metastaz yapmasmna yol a¢maktadir. Tiimor-konakgi
mikrogevresinde, tiimor hiicreleri tarafindan VEGF, bFGF salgilanirken, konakg¢i stromal
hiicreleri tarafindan HGF, uPA ve MMP’lar salgilanmaktadir. HGF’in kanser hiicrelerinden
MMP2, MMP7, MMP9 ve uPA gibi proteolitik enzimlerin ekspresyonunu veya sekresyonunu
artirdig1 bildirilmistir. HGF’in VEGF’in ekspresyonunu azalttigi da belirtilmistir. Ayrica
HGF’in E-kaderin - B-katenin birlikteliginin kaybina neden olarak hiicre- hiicre baglantilarini

bozulmasini destekledigi de bilinmektedir (19).
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Sekil 4: Metastatik siire¢ (46 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).



2.6. Hiicre Dis1 Matris ve Bilesenleri:

ECM, hiicreler tarafindan matrisi olusturmak iizere salgilanan, fibronektin, kollajen,
laminin, hiyaluronat, heparan siilfat, elastin gibi cesitli protein ve polisakkaritleri igeren
kompleks bir agdir. Her hiicre tipi, olusturduklari dokunun fonksiyonel gerekliligine bagh
olarak belirli kombinasyonlarda ECM bilesenlerini iiretirler (32). Cok hiicreli
organizmalardaki ¢ogu hiicre, ECM’i olusturan bilegsenlerle,hiicre dist kollajenler,
proteoglikanlar, adhezyon proteinleri ile biiylime faktorleri, kemokinler ve sitokinler ile
oldugu gibi siki bir iliski icindedir. Bircok ECM proteinleri, 30 gen ile tanimlanan kollajenler
ve 12 gen ile tanimlanan lamininlerle genis bir aile olusturur (33).

ECM bilesenleri, yapisal olarak, iskelet olusturma, esneyebilen destek saglama, farkli
doku tipleri arasinda bag olusturma, biiyiime faktorleri, sitokin ve kemokinler i¢in depo yeri
olusturma gibi islevleri vardir. Biyolojik olarak ise hiicre polaritesinin belirlenmesi, hiicre
adhezyonu, morfogenez/diferansiyasyon, migrasyon, proliferasyon ve apoptoz gibi biyolojik
olaylarda da 6nemli role sahiptir (34,36).

ECM, fibroz (lifsel) proteinler, adezif glikoproteinler ve proteoglikanlardan

olusmaktadir.

2.6.1. Fibroz (Lifsel) Proteinler:

ECM’ de bulunan baglica lifsel proteinler kollajen ve elastintir. Cesitli ECM’lerin
ozellikleri, kollajen ve elastinin doku bilesimindeki oranlarina gore degismektedir.

Kollajen, insan viicudunun en yaygin olarak bulunan proteinidir. Toplam proteinlerin
%30’unu, toplam viicut agirliginin %6’sm olusturur. Temel fonksiyonu, viicut organ ve
dokulan sekillendirmek, yapisal kuvvet saglamaktir. Kollajen karaciger dokusunun %12-
24’tnt, kikirdagin %50’sini, korneanin %68’ini, derinin %72’sini olusturur. Kollajenin
biyomedikal 6nemi, ateroskleroz, karaciger sirozu, romatoid artrit gibi patolojilerde ortaya
cikmistir. Degisik kollajen zincirlerinin kombinasyonu ile degisik tiplerde kollajenler ortaya
cikmistir. Tiim bazal membranlarda bulunan kollajen tipi fibrilsiz ag yapisiyla kollajen IV
(al, 02, a3, ad, aS5)’ tiir.

Elastin de kollajen gibi mezensimal kaynakli bir proteindir. Ancak, kollajen liflerden
farkli olarak elastik lifler, uzunluklarinin birka¢ kati kadar uzayabilirler ve eski durumlarina
geri donebilirler. Ayrica elastin, yine kollajen de farkli olarak karaciger ve korneada

bulunmamaktadir (35).



2.6.2. Adhesif Glikoproteinler:

Liflerin arasin1 dolduran temel maddenin molekiiler bilesenleri olarak adhesif
glikoproteinler 6nem tasirlar.

En iyi tamimlanmis ve en eski bilinen adezif 6zellikli matriks proteinleri fibronektin ve
kollajendir.Daha sonra laminin, trombospondin, tenasin, von Willebrand faktor, vitronektin,
entaktin de tanimlanmistir. Adhesif glikoproteinlerinin tiimii multifoksiyoneldir. Her biri, hem
hiicreler, hem de diger matriks proteinleri icin, birbirinden ayri, bagimsiz yapisal bolgeler
icerir. Bir¢ok glikoproteinler, arjinin-glisin-aspartat (RGD) dizilimini, hiicre tanima yiizeyi
olarak igerirler. Bu proteinlerin hiicrelerle etkilesimi, bir transmembran reseptor ailesi olan

integrinler araciligiyla gerceklesir (35).

2.6.3. Proteoglikanlar:

Proteoglikanlarin ~ 6zellikleri, proteinlerden c¢ok polisakkaritleri andirmaktadir.
Bilesimlerinin %95 ya da fazlasi karbonhidrattan kalan kismi proteinlerden olusan kompleks
makromolekiillerdir. Proteoglikanlar, yiiksek molekiil agirlikli ve polianyonik bilesiklerdir.

Yapilarinda, kor proteine kovalent bagli en az bir glikozaminoglikan (GAG) igerirler. (35).

2.6.4. Proteoglikanlarin Glikozaminoglikan Bilesenleri:

Glikozaminoglikanlar, viicutta en fazla bulunan heteropolisakkarit grubudur. Bag
dokunun ve ECM’in yapisal bilesenleri gibi davrandiklari gibi, hiicre yilizeyi ve cevresi
arasinda spesifik ligandlar olarak da davranirlar. Bunlar arasinda, hiyoluronik asit, kondroitin
stilfatlar, dermatan siilfatlar, heparin ve heparan siilfatlar, keratan siilfatlar sayilabilir

Alt1 degisik tiir glikozaminoglikan bulunmakla birlikte, bunlarin bazi ortak yonleri
vardir.Uzun heteropolisakkarit zincirler, disakkarit tekrarlayan birimlerden olusmatadir. Bu
disakkaritteki sekerin biri heksozamin, digeri iironik asittir. Glikozaminoglikanlarin ortak
bilesenlerinden biri siilfat gruplaridir. Fakat hiyoluronik asit istisna olarak siilfat icermez.

GAG zincirleri degisik por ¢apl ve yiikli jeller olusturur;molekiillerin giris-¢ikisini
kontrol ederler (35).

2.6.5. Heparin ve Heparan Siilfat:
Heparini diger glikozaminoglikanlardan bircok yonleriyle ayrilir. Temel maddedeki
diger glikozaminlerden farkli olarak, alfa glikozidik bag icerir. Heparin, mast hiicrelerinin

hiicre i¢i bilesenidir.



Heparan siilfat, heparine benzer bir disakkarit tekrarlayan iinitesi icermekle birlikte,
daha ¢ok N-asetil daha az N-siilfat gruplarnn ve daha diisiik oranda O-siilfat gruplar icerir.
Heparan siilfat hiicre dist bir yerlesim gostermesi ile heparinden ayrilmaktadir. Heparin gibi
antikoagiilan aktivite géstermez (35).

Saglikli bir karacigerdeki GAG’larin oram incelendiginde, heparin siilfat ve heparin
(yaklasik 65%), dermatan siilfat (yaklasik 13.5% ) hiyaluronik asit (yaklasik 13%) ve az
miktarda kondroitin siilfat oldugu goriilmektedir. Hepatik karsinomlarda, 6zellikle kondroitin
sulfat ve hyaluronik asit miktarlari belirgin bir sekilde artmaktadir.

HSPG’lar hem hiicre yiizeyinde hem de ECM’de bulunurlar. HSPG’lar yerlesimlerine
bagl olarak (hiicre yiizeyinde bagli olarak, soluble olarak), tiimorogenezi uyarabilir veya
baskilayabilir. Hiicre yiizeyinde bulunan HSPG’lar tiimérogenezi, kontrolsiiz hiicre
biiytimesine neden olan otokrin sinyalleri diizenleyerek diizenlerler. Fonksiyonlarinda ayrica
baglantili olduklan sinyal molekiilleri ve yapilar1 6nemlidir (36).

Heparin ve heparin siilfatlar, biiyiime faktorlerine baglanarak biiylime faktorlerinin
biyolojik etkilerini diizenlerler (37). Bu biiyiime faktorleri arasinda FGF, KGF ve HGF
sayilabilir. HGF ve HSPG’lar arasindaki etkilesim, HGF aktivitesinin diizenlenmesinde in
vivo ve in vitro olarak kritik rol oynamaktadir. Heparin eklenmesi, heparan siilfati (HS) eksik
CHO hiicrelerinin liganda baglanabilmesini ve ayrica ligand bagimli c-Met aktivasyonunu ve
c-fos ekspresyonunu artigina neden oldugu gosterilmistir.Ayrica K1 ile uyarilan hiicre yiizeyi
HS ‘1 olmayan 32D/c-Met hiicrelerinin heparin eklendiginde, HGF oligomerizasyonunun
artmasi yoluyla HGF sinyal iletiminin gerceklestigi de gosterilmistir (38, 39).

Heparinin sadece c¢-MET eksprese eden hiicrelerde DNA sentezini artirarak, hiicre
proliferasyonunu artirdignt  gosterilmistir (40). HGF, heparin ve diger heparin siilfat
proteoglikanlara kars1 yiiksek affiniteye sahiptir.Heparinin ayrica insanda ve ¢esitli hayvan
modellerinde sitoplazmadaki HGF ile etkilesime girdigi gosterilmistir (41).

Heparin ve heparan siilfatlar birgok biiyiime faktoriinde oldugu gibi HGF’in de
bolgesel konsantrasyonunu ve biyolojik aktivitesini etkilediklerinden, HGF/c-Met sinyal ileti
yolagi ile HSPG’larin, HCC gelisimi ve metastazi agisindan ¢ok kritik bir 6neme sahip oldugu

diistiniilmektedir.

2.7. Hiicre - Hiicre Dis1 Matris iliskisi:
Tiimor c¢evresi, malign hiicrenin davraniginin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir.
Kanser hiicreleri ile mikro ve makrogevresi arasindaki etkilesim tiimoriin biiylimesine olanak

saglayacak ve tiimorli immiin saldiridan koruyacak bir ortam olusturur. Kanser hiicreleri ile



cevrelerindeki dokularin fonksiyonel birlesmesi malignansi gelisimini degistirir. Lokal timor
invazyonu ve metastaz olusumu i¢in gerekli olan hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimindeki
molekiillerin ekspresyonlarinin degismesi ile ECM yeniden diizenlenir. Hiicrenin, ECM ve
komsu hiicrelerle etkilesimi, davraniglarinin kontroliinde rol oynayan bir¢ok Onemli yaniti
baglatir.

ECM, hiicrelerin yasamas1 i¢in fiziksel ortam saglarken, hiicrenin yerlesmesi,
tutunmasi, migrasyonu, Yyara iyilesmesi, morfonegez gibi bircok hiicresel olayin
gerceklesmesinde Onemli role sahiptir. Ayrica ECM, hiicrenin yasamim etkileyecek,
proliferasyonu, differansiyasyonu ve olimii ile ilgili cevresel sinyallerin hiicrelere
iletilmesinden sorumludur Bu nedenle kiiltiire edilen hiicreler i¢in uygun matrisin secilmesi
hiicrenin cevabi agisindan ¢ok onemlidir. Hiicrenin yasami matrisi ile yogun ve kompleks bir
baglantiy1 igerir (42).

Son yillarda , in vitro kosullarda, cesitli normal ve kanser hiicre tiplerinin sagkalimi
ile, ECM ‘e adhezyon arasinda yakin bir baglant1 oldugu gosterilmistir. Bu baglantilarda rol
oynayan molekiiller arasinda integrinler yer almaktadir. Integrinler, hiicre -ECM baglantisinin
kurulmasint saglayan en onemli molekiillerdir. Hiicre- ECM etkilesimindeki degisiklikler

tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastazinda 6nemli rol oynar (7).

2.8. Integrinler:

Birbiri ile kovalent baglh alfa ve beta heterodimerinden olusan transmembran
glikoproteinlerdir. Integrinlerin molekiiler yapilar1 alfa ve beta olmak iizere iki alt iiniteden
olusmaktadir (Sekil 5). Integrinlerin hiicre disinda kalan ve ligandlara baglanan boliimiinde
her iki alt birim gorev almaktadir ve bu birimlerin sitoplazmik uclar1 hiicre iskeleti ile
birlesmis durumdadir. Bu yapisal 6zellikleri nedeniyle integrinler hiicre iskeleti ile ECM
arasinda ¢ok saglam bir bag kurabilmektedir. Bugiine kadar 18a ve 8f alt iinitesiyle 24
integrin tanimlanmustir (43). Integrinlerin cogu RGD sekans veya peptid olarak bilinen,
spesifik 3 amino asit sekansina (arjinin-glisin-aspartat) baglanabilir.

Hiicre yiizeyinde bulunan integrinler agik veya kapali konformasyonda bulanabilirler.
Aktivasyon, ligand baglanmasi veya sitoplazmik bolgeler araciligr ile hiicre i¢inden gelen
sinyallerle olabilir (44).

Hiicreleri apoptozdan korumada yardim etmelerinin yaninda, integrinlerle olusturulan
adezyonun, hiicre biiylimesi, motilitesi, aktin hiicre iskeletinin organizasyonu gibi bir¢ok

sinyal yolagini stimule ettigi gosterilmistir. Integrinler, migrasyon, proliferasyon, sagkalim ve



apoptoz ile ilgili yolaklarda rol oynamaktadir (Sekil 9). Integrin bagimh sinyal yolaklari Ca,
potasyum kanal1 aktivasyonu ve sitoplazmik proteinlerin tirozin fosforilasyonunu da igerir.
Integrinler hiicre disinda vitronektin, fibronektin, kollajen ve laminin gibi ECM bilesenleri
ile, sitoplazmik bolgede ise aktin filamentler gibi hiicre iskeleti elemanlar1 ile etkilesim
icindedirler (45). Belirli integrinler belirli ECM bilesenleri ile iligkilidir (Sekil 6) (46).

Hiicre yiizeyinde ekspresyonlar1 hiicrelerin birbirleriyle ve ECM’deki fibronektin,
laminin gibi proteinlerle baglanmasini kolaylastirir. Integrinler ECM proteinlerinin
yapilanmasim  ve ECM’in kosullara gore degismesini saglamaktadirlar. Integrin
ekspresyonlarindaki degisikliklerin fonksiyonu tam olarak agik degildir, ama olasilikla
hiicrenin adhesif davramisim degistirerler ve ECM’den gelen farkli sinyalleri iletirler.
Integrinler reseptor tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonlarinin kontroliinde spesifik rol
oynarlar ve sagkalimla ilgili ve mitojenik yolaklarda RTK lar ile birlikte calisirlar (47).
Integrinler, bazal membran1 degrade eden proteolitik enzimlerin aktivitelerini diizenlemede de
gorev alirlar.

Biiyiime faktorleri ile ECM arasindaki yakin kollaberasyonun cesitli biyolojik siirecte
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Hiicrelerin biiyiime faktorlerine cevabi integrinlerin
spesifik ECM glikoproteinlerine baglanmasi ile gergeklesir (48). Integrinler ve biiyiime
faktorii reseptorleri arasindaki fiziksel etkilesim, farkli sinyallerle sonlanir. Sinyal biiyiime
faktorii reseptoril ile baglatilir ve bundan etkilenen integrin birlesmesi gerceklesebilir (Sekil
7a), integrinlerin ECM bilesenlerine baglanmasi adezyon-bagimli, ligand bagimsiz
aktivasyonu integrin bagimli biiylime faktorii reseptor aktivasyonuna neden olabilir (Sekil 7b)
veya integrinler adhesif Ozelliklerinden bagimsiz olarak biiylime faktorii bagimli sinyal
iletimine katilabilirler (Sekil 7¢) .

HGF’in reseptorii Met ile integrin a6p4 ile olusan kompleks, Met'in aktivasyonu, 4
sitoplazmik kuyrugunun fosforillenmesi ve diger sinyal molekiillerinin uyarilmasi ve Met
sinyalinin genislemesi ile sonlanir (Sekil 7c). Cesitli hiicre tiplerinde yapilan ¢alismalarda,
HGEF uyarisi ile aktive olan veya olmayan cesitli integrin tipleri tamimlanmistir (Sekil 8).

Kanser hiicreleri metastatik oldugunda ECM’e affinite ve aviditelerinde degisiklik
meydana gelir. Bu degisikliklerden bazilar1 integrinlerin ekspresyonlarindaki farkliliklarindan
kaynaklanir. Bircok calismada aymi tip malign hiicreler ve preneoplastik tiimorler arasinda
integrinlerin ylizeydeki ekspresyonlar1 ve dagilimlari agisindan onemli farkliliklar oldugu
gosterilmigtir. Kanser hiicreleri sagkalmak ve cogalmak icin ECM’e adezyona daha az

bagimli olsalar da tiimoér baslangicinda ve progresyonunda integrin sinyallerinden



yararlanirlar. Birgok calismada adhesif 6zellikleri de§ismis tiimor ve transforme hiicrelerin

ekspresyon paternlerinin ve integrinlerine affinitilerinin degistigi gosterilmistir (49).
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Sekil 5: integrin yapis1 ve sinyal olusumu (50 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).

Integrin alB1 | Laminin, kollajen

Integrin a2B1 | Laminin, kollajen

Integrin a3B1 | Laminin, kollajen, fibronektin, epiligrin, entaktin

Integrin a4f1 | Fibronektin

Integrin a5B1 | Fibronektin

integrin a6p1 | Laminin, merosin, kalinin

Integrin a7B1 | Laminin

Integrin a8f1 | Fibronektin

Integrin a9B1 | Tenaskin

Integrin avB1 | Fibronektin, vitronektin

Integrin a6f4 | Laminin

Integrin a4f7 | Fibronektin

integrin avB3 | Fibronektin, fibronojen, von Willebrand faktor, vitronektin, denatiire kollajen

Integrin avB1 | Fibronektin, vitronektin

Integrin avB5 | Vitronektin, osteopontin

Integrin avB6 | Fibronektin

Integrin avB8 | Fibronektin

Sekil 6: Baz1 integrin ailesi iiyeleri ve ligandlar1 (46 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).
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Sekil 7: Integrinler ve bilyiime faktorii reseptorleri arasindaki fiziksel etkilesim (51 no’lu

kaynaktan modifiye edilmistir).
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Sekil 8: HGF/c-Met sinyali ile integrin aktivasyonu (52 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).
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Sekil 9: Integrin ana sinyal ileti yolaklar1 (50 no’lu kaynaktan modifiye edilmistir).

Integrinlerin baz1 hiicre ici sinyal ileti yolaklarim diizenleyebilmesi igin hiicre-hiicre
baglantisinin kurulmasindaki en 6nemli molekiillerden biri olan kaderinler ile arasinda bir
etkilesim vardir (Sekil 4) (53).

E-kaderin, hiicre adezyonunun ve doku biitiinliigiiniin kurulmasindan sorumlu
transmembran bir glikoproteindir. E-kaderin doku biitiinligiinii o, B, y kateninlerle birlikte
saglar. E-kaderin/katenin kompleksleri, ¢esitli insan karsinoma hiicrelerinin gelisiminde ve
invasif fenotip kazanmalarinda anahtar rol oynamaktadirlar (54).

HGEF indiiksiyonundan hemen sonra, migrasyon onceki olaylardan birinin E-kaderin
baglantilarinin bozulmas1 oldugu da belirlenmistir (55).

Yapilan arastirmalar, epitel kanser hiicrelerinin olusumuna neden olan hiicre adezyon
molekiillerinden E-kaderinin  kayboldugunu gostermistir. aderin  ekspresyonundaki
degisikliklerin, sadece tiimor hiicre adezyonunu modiile etmedigi, sinyal iletimini de
etkileyerek tiimor malignansisinde onemli rol oynadigi bilinmektedir (53). E- kaderinin
invazyon ve metastazi baskilayici 6zelligi oldugu da bildirilmistir (56).

Adezyon molekiillerinin yap1 ve islevleri, ECM ile iliskilerini inceleyen ¢ok sayida

calisma olmakla birlikte, biiylime faktorleri ile ECM elemanlarinin hiicre davranislarini ve



integrin gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini nasil etkiledigine yonelik yeterli bilgi
yoktur. ECM bilesenlerinin ve HGF’in HCC gelisimi ve progresyonundaki rolii tam olarak
tanimlanmamistir. Bu c¢alisma ile kollajen, laminin, fibronektin gibi adezif ECM
glikoproteinlerin, heparin ve HGF in adezyon, motilite ve proliferasyon gibi hiicre
davraniglarina ve integrin ekspresyonuna etkisi incelenmistir. Heparinin HGF’e bagh
biyolojik yanitlar1 etkilemesinden sorumlu mekanizmanin tanimlanabilmesi amaciyla HGF ile
uyarilmis SK-Hepl HCC hiicre dizilerinde heparin uygulamasina bagli gen ekspresyonu

degisiklikleri ise cDNA mikrodizin yontemi kullanilarak arastirilmistir.



3. GEREC VE YONTEMLER:

3.1. Hiicre Hatlar1 ve Hiicre Kiiltiirii:

Caligma sirasinda kullanilan farkli 6zelliklerdeki HCC hiicre hatlar1 (SK Hepl, Huh7,
HepG2) Prof. Dr. Mehmet Oztiirk, Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii, Ankara, tarafindan hediye edildi. Hiicreler %10 Fetal Bovine Serum (FBS,
Biochrom, S0115), %1 penisilin/streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) ve %1 L-
Glutamin (Biochrom, K0283) iceren Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM,
Sigma, D5546) besi ortami igerisinde, 37° C’de ve %5 CO, varliginda hiicre kiiltiirii
inkiibatoriinde (Heal Force, HF90) tiretildi. Faz kontrast mikroskobu (Nikon, Phase Contrast-
2, LWD 052, 202086) ile diizenli araliklarla kontrol edilen hiicreler yeterli sayiya ulagtiginda
bir boliimii ¢alismada kullanilirken bir kismi pasajlanarak donduruldu ve -80 °C’de saklandi.
Biitiin hiicre kiiltiirii basamaklan steril kabinet (Aura Vertical S.D.4, C5681) icerisinde ve

steril malzeme kullanilarak gerceklestirildi.

3.2. HGF ile Stimiilasyon:

Tiim deneylerde 40 ng/ml olacak sekilde HGF (MY 111, Dr. Donald P. Bottaro, NIH,
NCI tarafindan saglandi) kullanilarak stimiilayon yapildi (38). HGF diliisyonlar1 i¢in Tris-
BSA* kullanildi. Stimiilasyon adezyon deneyleri icin deney sirasinda ve 15 ve 60 dk siire ile,

diger deneylerde ise 24 saat siire ile uygulandi.

3.3. Hiicre Koloni Olusturma Deneyleri:

SK Hepl hiicreleri 1000 hiicre/hiicre kiiltiir kab1 (kollajen kapli, PDL kapli, standart)
olacak sekilde ekim yapildi. iki hafta siiresince hiicreler incelendi ve koloni olusturmalari
beklendi. 14 giin sonunda yaklasik 30-50 hiicreden olusan koloniler Giemsa boyasi ile
boyanarak sayilabilir hale getirildi. Hiicre kiiltiir kaplari i¢indeki ortam uzaklastirildi ve 3 kere
1xPBS* ile yikandi. Sml/25 cm” olacak sekilde PBS: metanol (1:1) solusyonu eklendi ve 5
dakika bekletildi. 5 dakikanin sonunda solusyonun %50 si uzaklastirildi ve uzaklastirilan
miktar kadar metanol eklenip 15 dakika bekletildi. Tiim solusyon uzaklastirilip Sml/25 cm?
olacak sekilde taze saf etanol eklenip 3 dakika bekletilip hemen uzaklastirildi. 3ml/25 cm?
olacak sekilde taze hazirlanmis Giemsa* boyas1 eklenip 10 dakika bekletildikten sonra hiicre
kiiltiir kab1 ¢ok iyi bir sekilde yikandi. Hiicre koloni olusturma degerlendirmeleri icin her

deney iiclii olarak calisildi ve deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. Koloniler 151k mikroskobu ile



10X biiyiitme ile degerlendirildi. Koloni sayimi en az 50 hiicre iceren koloniler sayilarak

belirlendi (57).

3.4. Hiicre Adezyon Degerlendirmeleri:

Hiicreler, (hiicre tipine gore 1000-100,000 hiicre/ml olacak sekilde) ECM bilesenleri
olan kollajen, fibronektin, laminin ile kaplh kiiltiir kaplarma (BD BioCoat Cellware) ekildi.
Kontrol olarak hi¢cbir ECM bileseni ile kaplanmamis standart hiicre kiiltiir kaplart kullanildi.
Belirli zaman araliklarinda (15, 30, 45, 60. dk 2.4.8. saatler) yiizeye yapismayan hiicreler
Ca™ ve Mg"" igeren PBS* (Biochrom) ile 3 kez yikanarak uzaklastirildi. Yiizeye yapisan
hiicreler 500ul soguk metanol ile tesbit edildi. Farkli kosullarin hiicre adezyonuna etkisi
kiiltiir kaplaridaki hiicrelerin, faz kontrast mikroskobu (Nikon, Phase Contrast-2, LWD 052,
202086) 20’ lik bityiitmede 12 farkli alan sayilmasi ile belirlendi. Ayrica % 0.2’lik kristal
viyole* 1ile boyanmis hiicrelerin SDS* ile yikanmasi ile olusan renk degisiminin
spektrofotometrik analizi (Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000) 590 nm’de absorbans dl¢iimii
ile degerlendirildi (8,9). Deneyin akis semasi asagida goriilmektedir. Hiicre adezyon

degerlendirmeleri i¢in en az ii¢ kez, iiclii olarak calisildi.

Hiicre ekimi
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Hiicre ortaminin uzaklastirilmasi
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Ca™ ve Mg"" iceren PBS ile yikama ile
yapismayan hiifreler uzaklastirilmasi

Yapisan hiicreler methanol ile tesbit edilmesi

Kristal viyole ile boyama

/N

Mikroskopta sayim (20X)  Spektrofotometrik analiz (590 nm)



3.5. Hiicre Hareketinin Degerlendirmeleri:

Hiicreler 2x10°/ml olacak sekilde, ECM bilesenlerinden kollajen, laminin, fibronektin
bilesenleri ile kapli (BD BioCoat Cellware) 35mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve % 70
“confluent” olduklarinda yaklasik 16-17 saat %?2 Fetal Calf Serum (FCS)‘lu ortama alindilar.
Starvasyon sonrasi, ortam uzaklastirildi. Pipet ucu ile yara olusturulduktan sonra taze ortam
(%2 FCS’lu DMEM) eklendikten ve HGF stimulasyonu yapildiktan sonra
0.,12.,24.,36.,48.,60.saatlerde hiicreler soguk metanol ile tesbit edildi kristal viyole (% 0,2)*
ile boyand1 , 20’lik biiyiitmede faz kontrast mikroskobunda (Nikon, Phase Contrast-2, LWD
052, 202086) Nikon D100 fotograf makinesi ile goriintiilendi. Ayrica yara alanina go¢ eden
hiicreler yine ayn1 mikroskopta 40’lik biiyiitme ile sayilarak da degerlendirme yapildi (53,56).
Deneyin akis semasi asagida goriilmektedir. Hiicre gocii degerlendirmeleri igin, en az ii¢ kez,

ticlii olarak calisilda.
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Mikroskopta sayim  Fotografla goriintiileme



3.6. Hiicre Canlihigimin ve Proliferasyonunun Degerlendirmeleri:

3.6.1. Tripan Mavisi Canlilik Testi:

Hiicreler, 20,000 hiicre/kuyu olacak sekilde, ECM bilesenlerinden kollajen, laminin,
fibronektin ile kapli (BD BioCoat Cellware) , heparin (3ng/ml) iceren ve standart 48 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarmma %5 FCS iceren hiicre kiiltiir ortamu ile ekildi. HGF stimulasyonu
yapildi (40ng/ml). Hiicreler ekildikten sonra, 24., 36., 48., 72., 96.,120.saatlerde, tripsinle
(Tripsin-EDTA Biochrom) kalduldi, tripan mavisi (Biochrom) ile boyandi, ve thoma laminda
(Neubauer, ILDAM) sayild1 (56).

Canli hiicre sayis1 = Ortalama hiicre sayis1 (sayilan 10 alan) x dilusyon faktorii x 10*

formiilii ile hesaplandi.

3.6.2. Bromodeoksiiiridin (Brdu) Hiicre Proliferasyon Testi:

Brdu yontemine gore; 20 000 hiicre/well olacak sekilde, ECM bilesenlerinden
kollajen, laminin, fibronektin ile kapl ve standart 48 well hiicre kiiltiir kaplarina %5 FCS
iceren hiicre kiiltiir ortamu ile ekildi. 24. ve 36.saatlerde BrdU 30Mm (Applichem) antikoru
eklendi ve 37° C de 4 saat inkiibe edildi. Hiicreler 1x PBS ile 2 kere yikandi ve %70 soguk
etanol ile tesbit edildi. Tekrar 1x PBS ile 2 kere yikandi. Taze hazirlanmig 2N HCI* ile 20
dakika inkiibe edildikten sonra 3 kere 1x PBS ile yikandi. 1%BSA* ile 15 dakika bloklanda.
Biotin bagl anti fare Brdu ile 1 saat inkiibe edildikten sonra PBS-T* ile 3 kere yikandi. Anti-
tavsan Ig ile 10 dakika inkiibe edildi ve PBS-T ile 2 kere yikandi. Streptavidin-HRP (Dako)
ile 10 dakika inkiibe edildi. PBS-T ile 2 kere yikandi. Taze hazirlanmis DAB+Substrat
tamponu ve sivi DAB kromojen soliisyonu (Dako) ile 2 dakika inkiibe edildi. Distile su ile
yikandiktan sonra, once eozin ile 10 dakika, sonra hemotoksilen ile 5 dk boyandi.
Mikroskopta prolifere olan ve olmayan hiicreler ¢ekirdeklerinin renklerine gore (prolifere
olan hiicrelerin cekirdekleri daha koyu renkte goriiniir) sayilarak % proliferasyon orani
belirlendi (58). Deneyin akis semasit asagida goriilmektedir. Hiicre canliiginin ve

proliferasyonunun degerlendirmesi icin, en az ii¢ kez, iiglii olarak calisildi.
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3.7. RNA izolasyonu:

Hiicreler 2.10°/ml olacak sekilde, ECM bilesenlerinden olan kollajen, fibronektin,
laminin ile kapli ve standart 60mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina (BD BioCoat Cellware) ekildi.
Hiicreler %70 confluent olduklarinda bir gece (16 saat) %2 FCS’lu DMEM ile starvasyon
yapildi. 40 ng/ml konsantrasyonda HGF ile 15 dk stimulasyon yapildi. Stimulasyon sonrasi
Asit Guanidyum Tiosiyanat Fenol Kloroform yontemi ile RNA izolasyonu yapildi (59).
Hiicrelere 2ml RNAtidy G (AppliChem) eklendi. Hiicre lizat1 birka¢ defa pipetten gecirildi.
Lizat iki ayr1 ependorf tiipiine alindi. Her bir homojenata 200pl kloroform eklendi ve yavasca
kanistirildi. Ornekler buz iizerinde 15 dk bekletildi. 12,000 rpm’de 4% Cde 15 dk
santrifugasyon yapildi. Olusan siipernatantdan 750ul’si yeni bir tiipe alindi1 ve esit hacimde
izopropanol eklendi. Ornekler 4" C’de 1 giin bekletildi. 12,000 rpm’de 4% C’de 15 dk
santrifugasyon yapildi. Siipernatant1 atildi ve RNA pelleti %75’lik etanol* ile vortekslenerek
iki kere yikand1. 7500g’de 4° C’de 8 dk santrifugasyon yapildi. Pellet vakum altinda 10-15 dk
kurutuldu. RNA pelleti 50ul DEPC*’li su iginde ¢oziildii. Ornekler 10-15 dk 60° C’de inkiibe
edildi.

3.8. RNA Miktar Tayini:

Izole edilen RNA orneklerinden miktar tayini ve saflik derecesinin belirlenmesi
amaciyla spektrofotometre kullanilarak(Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000) 260 nm ve 280
nm de 6l¢iim gergeklestirildi. Olciim sonrasinda Ay X diliisyon faktorii (60) X 40 ug/ml = X
pg/ml RNA formiilii kullanilarak her bir ornekteki toplam RNA miktart ve “‘Ajgo/Azgo’”

oranindan yararlanarak RNA saflik derecesi belirlendi (60).

3.9. RNA’nin Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi:

Total RNA o6rnekleri, spektrofotometre 6l¢timii sonrasinda 0.750 gr agaroz iizerine 36
ml Dietil pirokarbonat (DPEC, Sigma, D5758) ile muamele edilmis dH,O eklenerek
mikrodalga (Argelik) firninda ¢6ziindiiriildii. Jel soliisyonu 55°C’ye kadar sogutulduktan
sonra {izerine 5 ml 10X MOPS tamponu* (Quality Biological, Inc.) ve 9 ml formaldehit (%37,
AppliChem) eklendi. %1.5-%?2 nondenatiire formaldehit agaroz jeli yaklasik 1 saat kadar
donduktan sonra RNA o6rneklerinin i¢inde bulundugu jel yiikleme karigimi da 60°C’de 1 saat
denatiire edildikten sonra, 2 pl RNA jel yiikleme soliisyonu* ile (2 pl, 10X, Quality
Biological, Inc.), (10X MOPS 2ul, formaldehit 4pl, formamid (AppliChem)10 pl, EtBr 1l
(Sigma, 200 pug/ml),RNA 2 pl) jelde, 50 V’luk akimda yaklasik 2 saat yiiriitiildii (60). RNA
kalitesi 28 S ve 18 S rRNA bantlar1 gosterilerek kontrol edildi (60). Elektroforez, Hoefer



HE33 yatay elektroforez aparati ve ve Hoefer Scientific Instruments, PSS00XT DC giic
kaynagi kullanilarak yapildi.

3.10. ¢ DNA eldesi:
¢ DNA sentezi icin random hexamer yontemi kullanildi (60). Tiim orneklerden

asagidaki protokole gore ¢ DNA sentezi yapildi.

Tablo 1: ¢ DNA Sentezinde Kullanilan Kimyasallar ve Konsantrasyonlari

Kimyasal Firma Konsantrasyon | Son EKklenen
Konsantrasyon | Miktar

Random Gibco BRL 50ng/ ul 25ng 0,5ul

hexamer

5XReaksiyon Promega 5X 1X 4 ul

Tamponu

dNTP MBI Fermantas 10 mM SmM 0,5 ul

M-MLV Revers | Promega 200u/ pl 100 0,5 ul

Transkriptaz

Kalip 2ug degisken

Distile su Toplam 20ul ‘ye
tamamlayacak
sekilde

Tabloda belirtilen kosullarda hazirlanan ornekler 37° C derecede 2 saat ve 65° C derecede 5

dakika bekletildi.

3.11. Gen Ekspresyonu Analizleri:

ECM bilesenlerinden kollajen, fibronektin, laminin ve heparin varliginin ve bu
bilesenlere ek olarak HGF ile uyarimin integrin tiplerinin ve E-kaderin ekspresyonlarina
etkisini belirlemek amaciyla RT PCR , Real Time PCR kullanild1 (61,62). Heparinin HGF
varliginda gen ekspresyonunu nasil etkiledigi ise mikrodizin yontemi ile belirlendi. RT-PCR
yontemi ile spesifik gen ekspresyon paternlerindeki degisim belirlemek icin spesifik hedef
genler belirlendi ve bu genlere 6zgiil primerler, primer 3 programi kullanilarak, ekson intron
kesigsme bolgelerine yerlesecek sekilde tasarlandi ve sentezlettirildi (VBCBiotech). Kullanilan
hedef genlere ait primer dizileri ve her bir primer i¢in kullanilam optimum kosullar tablo 2 de

verilmistir.




Tablo 2: Kullamilan Hedef Genlere Ait Primer Dizileri

Integrin B F 5°-TGT GAA TGC AGC ACA GAT GA-3> R 5’-AGA CAC CAC ACT CGC AGA TG-3’

Integrin f4 F

5’-AGT GAA GAG CTG CACGGA GT-3’ R 5°-GTT CTG CCC CAT CTT CTT GA-3’

Integrin a3 F

5’-TCC AGT TCC AGA AGG AGT GC-3’ R

5’-GTT CCG TTT GAA GGG GTT C-3’

Integrin a5 F

5’-GTG GGC AGG GTC TAC GTCTA-3* R

5’-GGA TAT CCA TTG CCA TCC AG-¥’

Integrin a6 F

5’-AAG CTC TCG TAG GCG AGT GA-3’ R

5’-TCT GGA AAC GTT GCA ATC AG-3’

Integrin av F

5’-TTC TTG GTG GTC CTG GTA GC-3’ R 5’-TCC GAA ATA TGC AGC CAT CT-3’

E-Kaderin F

5’-AAC CTC TGT GAT GGA GGT CA-3’ R 5’-GTG GTG GGA TTG AAG ATC G-3’

3.12. RT-PCR:

RT-PCR kontrolii olarak GAPDH primerleri ile tiim 6rneklerden tablo 3’e

gore amplikasyon gerceklestirildi. RT-PCR gen ekspresyon analizleri i¢in, en az ii¢ kez, iiclii

olarak ¢alisildi.

Tablo 3: RT-PCR ‘da Kullanilan Kimyasallar ve Konsantrasyonlari

Kimyasal Firma Konsantrasyon | Son Eklenen Miktar
Konsantrasyon
5XReaksiyon Promega Flexi | 5X 1X Sul
Tamponu Go Taq
Tamponu
dNTP MBI Fermantas | 10mM SmM 0,5ul
Primer F VBC Biotech 100pmol 10pmol 0,5ul
Primer R VBC Biotech 100pmol 10pmol 0,5ul
Taq DNA | Promega Flexi | Su/ul 1,25u 0,25ul
Polimeraz Go Taq
Kalip 1,5ul
Distile su Toplam 25ul’ye

tamamlayacak

miktarda




Tabloda belirtilen kosullarda hazirlanan 6rnekler, 94° C’de 7 dk (ilk denatiirasyon) ,
94° C’de 5 dakika (denatiirasyon), 50° C de 1 dk (primer baglanmasi), 72° C’de 1 dakika

(uzama) ve 72° C’de 7 dakika (son uzama) olmak iizere 30 dongii reaksiyon yapildi.

3.13. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi:

Tiim PCR iiriinleri DNA yiikleme tamponu ile 1pg/ml EtBr iceren %2 ‘lik agaroz jele
yiiklendi. 80 voltta 45 dk yiiriitiildii. Elektroforez, Hoefer HE33 yatay elektroforez sistemi ve
ve Hoefer Scientific Instruments, PSS00XT DC gii¢ kaynagi kullanilarak yapildi.Elektroforez
sonuclar1 EagleSight Software (Stratagene) ve Bio Imaging Systems (Synegene) kullanilarak
degerlendirildi.

3.14. Gercek Zamanh (Real Time) PCR:

Tiim gercek zamanli PCR reaksiyonlar1 Roche 480 kullanilarak yapildi (62).
Reaksiyonlar AU Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuarinda gerceklestirildi. Izole edilen
RNA 6rneklerinin spektrofotometrik olgiimleri NanoDrop ND 1000 ve analizleri Agilent
2100 Bioanalyzer kullanilarak yapildi. Syber Green yontemi ile once tiim primer ¢iftlerinin
erime sicaklig egrileri ¢ikarildi. Tiim primerlerin referans CP ve E degerleri hesapland1 (62).

ACP (kontrol-6rnek)
(EHedef) hedef

Ekspresyon Orani= formiiliinden yararlanarak
E

ACP (kontrol-6rnek)
Referans) referans

ekspresyon analizleri yapildi.Referans gen olarak GAPDH kullanildi.

Tablo 4: Ger¢cek Zamanl PCR ‘da Kullanilan Kimyasallar ve Konsantrasyonlari

Kimyasal Firma Konsantrasyon | Son Eklenen Miktar
Konsantrasyon

SYBR Green | Roche 2X 2X Sul

reaksiyon karigimi

Primer F VBC Biotech | 100pmol 10pmol 0,5ul

Primer R VBC Biotech | 100pmol 10pmol 0,5ul

Kalip 2ul

Distile su Roche 2ul /Toplam hacim 10 pl




Tabloda belirtilen kosullarda hazirlanan érnekler, 324 kuyulu plaklarin icinde 95° C’de
5 dk (ilk denatiirasyon) , 95° C’de 10 sn (denatiirasyon), 60° C veya 62° C de 25sn dk
(primer baglanmast), 72° C’de 25sn olmak iizere 40 dongii reaksiyon yapildi ve erime
egrilerinin ¢ikarilmasi i¢in 95° C’de 10 sn, 65° C’de 1 dk kosullarinda 1 dongii reaksiyon
yapildi.

3.15. ¢ DNA Mikrodizin Analizi:

Mikrodizin c¢alismalari AU Biyoteknoloji Enstitiisii  Merkez Laboratuarinda
gerceklestirildi. ¢ DNA mikrodizin gen ekspresyon analizi i¢in secilen kosullardan trizol
yontemi ile iiclii RNA izolasyonu yapildi (59). izole edilen RNA 6rneklerinin mikrodizin i¢in
uygun olup olmadigi, safligi ve kalitesi, Agilent 2100 Bioanalyzer kullanilarak belirlendi.
RNA ornekleri (2,5 pg), once tek iplikli sonra ¢ift iplikli c DNA ya cevrildi.(Affymetrix) Cift
iplikli c DNA purifiye edildi (Affymetrix GeneChip Sample Cleanup Module). Biotin isaretli
c RNA sentezi yapildi. Biotin isaretli c RNA’nin purifikasyonu yapildi. Sentezlenen ¢ RNA
nin miktan belirlendi (NanoDrop ND 1000). 20 pg ¢ RNA fragmente edildi. Fragmente
edilmis 15 pug ¢ RNA, insan ¢iplerine (Affimetrix HG-U133 Plus 2 ) 16 saat hibridize edildi
(Affymetrix GeneChip Hibridizasyon Firim1  640). Cipler yikandi, boyandi ve tarandi
(Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450, GeneChip Scanner 3000 (63).

3.15.1. Tek Iplikli c DNA Sentezi:
Tablo 5’de belirtilen kosullarda hazirlanan 6rnekler, 70° C’de 10 dk

4° C’de 2 dk, 42° C de 2 dk bekletildi, 42° C de 1 saat ve 4° C de 2 dk inkiibe edildi (63).

Tablo 5: c DNA Birinci Iplik Sentezinde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Eklenen Miktar
Ornek RNA degisken

Diliie edilmis polyA RNA kontrolleri | 2ul

T7 oligo dT primer 2ul

RNaz siz su degisken

5x 1.iplik reaksiyon karisimi 4 ul

DTT,0.1M 2ul

Super scriptll 1l




3.15.2. ikinci Iplik ¢ DNA Sentezi:
Tablo 6°da belirtilen kosullarda hazirlanan drnekler, 16° C de 2 saat inkiibe edildi (63).

Tablo 6: c DNA ikinci Iplik Sentezinde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Eklenen Miktar
RNaz s1z su 91l

5x 2.iplik reaksiyon karigimi 30ul

dNTP 10 mM 3ul

E.coli DNA ligaz 1ul

E.coli DNA polimerase I 4 ul

RNase H 1ul

T4 DNA polimeraz 1ul

EDTA 10 ul

3.15.3. Cift iplikli cDNA’nin Temizlenmesi:

Sentezlenen cift iplikli cDNA’ya, cDNA baglama tamponu 600uL eklendi ve 3 sn
vortekslendi. 2uL lik toplama tiipii i¢ine cDNA purifikasyon kolonu yerlestirildi ve kolon
icine 500uL ornek aktarildi, ve 1 dakika 8000g de santrifiij edildi. Kalan karisim kolona
tekrar yiiklendi. Yeni bir 2uL lik toplama tiipii, kolona transfer edildi ve iizerine 750 uL
cDNA yikama tamponu eklendi. 1 dakika 8000g de santrifiij edildi. Kolonun kapag acildi ve
5 dakika maksimum hizda santrifiij edildi. 1.5mL’lik toplama tiipii i¢ine kolon transfer edildi
ve kolon membrani iizerine direkt olarak, 14uL cDNA eliisyon tamponu eklendi. Oda

sicakliginda 1 dakika inkiibe edilidi ve 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi (63).

3.15.4. Biotinle Isaretlenmis cRNA’nin Sentezi:

Tablo 7‘de belirtilen kosullarda hazirlanan 6rnekler, 16 saat 37°C’de inkiibe edildi (63).



Tablo 7: Biotinle isaretlenmis cRNA’nin Sentezinde Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Eklenen miktar
Kalip cDNA Degisken

RNaz si1z su Degisken

10X IVT lsaretleme tamponu 4uL

IVT Isaretleme NTP karisimi 12uL

IVT Isaretleme Enzim karisimi 4uL

3.15.5. Biotinle isaretlenmis cRNA’nin Temizlenmesi ve Kantifikasyonu:

IVT reaksiyonuna, 60uL RNaz siz su eklendi ve 3 dak vortexlendi. Ornege, IVT cRNA
baglama tamponundan 350uL eklendi ve 3 dak vortexlendi. Lizata %96-100 liik etanolden
250uL eklendi, 2 mL’lik toplama tiipii igine IVT cRNA piirifikasyon kolonu yerlestirildi ve
700uL 6rnek uygulandi.15 dak 8000g de santrifiij edildi. Yeni bir 2mL’lik toplama tiipii i¢ine
spin kolon transfer edildi. Kolonun iizerine SO0uL IVT cRNA yikama tamponu eklendi. 15
dak 8000g’de santrifiij edildi. Kolon {iizerine %80’lik etanolden 500uL eklendi ve 15 dak
santrifilj edildi. Kolonun kapagi acildi ve 5 dak maksimum hizda santrifiij edildi. Yeni bir 1,5
mlL’lik toplama tiipiine kolon aktarildi ve kolonun membranin iizerine direkt olarak 11uL
RNaz si1z su eklendi. 1 dak maksimum hizda santrifiij edildi. Kolon iizerine direkt olarak
10uL RNaz s1z su eklendi ve 1 dak maksimum hizda santrifiij edildi. Ornek konsantrasyonu

ve saflig1 kontrol edildi (Nanodrop NT1000) (63).

3.15.6. cRNA’min Fragmentasyonu:
35 dakika 94°C’de inkiibe edildi ve agaroz jelde yiiriitiildii (63).

3.15.7. Hibridizasyon:

Prob dizinleri kullanilmadan 6nce oda sicakliginda kalibre olmasi icin birakildi. Sicak
bir blok icinde 5 dakika, 99 °C’de hibridizasyon karigimi 1sitildi. Bu arada uygun uglar ve
mikropipetler kullanilarak 1X hibridizasyon tamponu’nun uygun hacmi ile septumun igi
doldurularak dizin 1sitildi. Rotasyonla 10 dak 45°C’de 1X hibridizasyon tamponu ile prob
dizin dolduruldu. 5 dakika sicak blokta 45°C’de 3. basamakta 99 °C’de isitilmis olan
hibridizasyon karigimi transfer edildi.Hibridizasyon karigimi maksimum hizda 5 dakika

santrifiij edildi. Prob dizin kartusundan tampon soliisyon temizlendi ve uygun hacimle



dolduruldu. Prob dizin hibridizasyon firinina yerlestirildi ve 45°C’de 16 saat hibridize edildi
(63).

3.15.8. Yikama, Boyama ve Tarama:

Tablo 8’de belirtilen kosullarda hazirlanan karisimlarla, cipler, Affymetrix GeneChip
Fluidics Station 450 de yaklasik 1 saat yikandi ve boyandi. Yikanan ve boyanan cipler
GeneChip Scanner 3000 ile yaklasik 15 dk tarandi (63).

Tablo 8: Yikama, Boyama ve Taramada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Eklenen miktar
2X boyama tamponu 600uL
50mg/mL BSA 48uL
1 mg/mL SAPE 12uL.
Distile su 540uL
Kimyasal Eklenen
miktar
2X boyama tamponu 300uL
50mg/mL BSA 24uLL
10mg/mL Kegi IgG stok 6uL
0,5mg/mL biotinlenmis antikor 3,6uL
Distile su 266,4 uL.

3.16. istatistiksel Analiz: Mikrodizin sonuclarimin analizi ikili olarak yapilan 6rnekler
(biyolojik tekrarlar) RMA (robust microarray analysis) 6n isleme algoritmasindan gecirilmek
suretiyle normalize edilerek, ortalama degerleri kullanilarak R (istatiksel analiz programi) ile

istatistik analizi yapildi.



4.BULGULAR:

4.1. Uygun Hiicre Dizisinin Belirlenmesi

4.1.1. HGF calisilan tiim HCC hiicre dizilerinde hiicre adezyonunu artirmaktadir

SK Hepl, Huh7, HepG2, Hep 3B hiicre hatlarinin bazal ve HGF ile uyarilmis
adezyonu 15. ve 60. dakikalarda degerlendirildiginde 15. dakikada bazal kosullarda en
adhezif HCC hiicre dizisinin Hep 3B oldugu, bunu ¢ok yakin bir degerle.ikinci sirada SK Hep
1 hiicre dizisinin izledigi ve son sirada Hep G2 ve Huh7’nin de birbirine esit olarak. izledigi
gozlendi. 60. dakikada ise bazal adezyonu en fazla olan hiicre dizisinin SK-Hepl oldugu,
bunu Hep G2 hiicre hattinin izledigi gozlendi. HGF ile uyarinin, caligmaya alinan tiim hiicre
dizilerinin adezyonunu 15. dakikada 1,2- 1,7 kat artirdigi, artisin SK Hepl ve Hep3B
dizilerinde en belirgin oldugu belirlendi. HGF ile uyarinin, ¢alismaya alinan Hep 3B ve Huh7
hiicre dizilerinin adezyonunu 60. dakikada azalttigi, SK Hepl ve HepG2 hiicre dizilerinde
ise 1,1-1,2 kat artirdig1 belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10: Hep 3B,Hep G2, Huh7, SK Heplhiicre hatlarinin 15. ve 60. dakikalardaki bazal
adezyonlar1 ve HGF uyariminin hiicre adezyonuna etkisi (Grafikteki sonuglar her hiicre dizisi
icin en az li¢ kez, li¢lii olarak calisilmis , sonuglar 151k mikroskobisi ile 20X biiyiitme ile
yapisan hiicrelerin sayilmasi ve yapisan hiicrelerin spektrofotometrik Sl¢iimil ile bulunan

degerler kullanilarak elde edilmistir).



4.1.2. HGF, HCC hiicre dizilerinden SK Hep1’in motilitesini artirmaktadir

Hiicre migrasyon deneyleri HGF ile uyarilan adezyona yanit gozoniine alinarak SK
Hepl, Huh7, HepG2 hiicre hatlar ile siirdiiriildii.Calisilan hiicre dizileri arasinda HGF ile
uyarilan hiicre motilitesi artist SK Hepl hiicre dizilerinde en belirgin oldugu , ECM
glikoproteinlerine de HGF uyaris1 olmasa da en iyi yanit veren hiicre dizisi oldugu belirlendi
(Sekil 11).Tekrarlanan deneylerde gerek bazal gerekse HGF ile uyarilan adezyon ve motilite
deneylerindeki fark gézoniine alinarak daha sonraki caligmalarda SK Hepl hiicre dizisi ile

suirdiiriilmesine karar verildi.

4.2. SK Hep 1 hiicrelerinin adezyonuna hiicre sayisi ve siirenin etkisi

4.2.1. Hiicre Sayisi:
Sonuglarin degerlendirilmesi SK Hep 1 hiicrelerinin adezyonun hiicre sayisina ve
zamana bagh arttigi, ancak hem mikroskobik hem de spektrofotometrik degerlendirme igin

optimum sayinin 100,000 hiicre / 24 kuyulu hiicre kiiltiir kab1 oldugu gozlendi (Sekil 12).
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Sekil 12: SK Hepl hiicrelerinin adezyon deneyi spektrofotometre Ol¢iimleri i¢in optimum

hiicre sayisinin belirlenmesi

4.2.2. Siire:

Hiicre adezyonun genelde zamana bagl olarak arttigi, HGF uyarisina bagl adezyonun
1.2-1.5 kat artig1 gézlemlendi. HGF uyarimina baglh artisin en belirgin olarak 15 dk lik siirede
oldugu gozlendi. Tekrarlayan deneylerde en tutarli ve belirgin farkin 15 dk lik siirede elde

edilmesi nedeniyle adezyon deneylerinde 15 dk’lik siirenin kullanilmasina karar verildi (Sekil
13).
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Sebdl 11: HGF'in HOC hticre hatlarinin metilitesine etkish (Fotograftaki gorintiler tim hicre dizilerd igin en az 5 kez, il olarak galisilmig
denayler sonucunda elde edilmistin).
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Sekil 13: SK Hepl hiicrelerinin adezyonu i¢in uygun siirenin belirlenmesi

4.3. ECM glikoproteinlerinin valmz ve HGF ile birlikte kullanilmasinin hiicre

adezyvonuna etkisinin belirlenmesi

4.3.1. HGF, SK Hep1’in hiicre dizisinin adezyonunu artirmaktadir
SK Hepl hiicrelerinde, HGF’in hiicre adhezyonunun 1,6 kat artirdig1 saptandi (Sekil

14).
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Sekil 14: SK Hepl hiicrelerinin adezyonuna HGF’in etkisi (Grafikteki sonuglar her hiicre
dizisi i¢in en az ii¢ kez, iiclii olarak calisilmis , sonuclar 151k mikroskobisi ile 20X biiyiitme ile
yapisan hiicrelerin sayilmasi ve yapisan hiicrelerin spektrofotometrik Slciimii ile bulunan

degerler kullanilarak elde edilmistir)

4.3.2. Heparin, SK Hepl1 hiicre dizisinde HGF ile uyarilms adezyonu azaltmaktadir
Heparinin SK Hepl hiicre adezyonuna etkisini belirlemek i¢in gerceklestirilen
calismada HGF ve heparinin 3, 30, 300 pg/ml heparin konsantrasyonunlarinin etkisi Sekil 15
de goriilmektedir. Heparinin 3 pg/ml’lik  konsantrasyonda eklenmesinin SK Hepl
hiicrelerinde HGF ile uyarilan adezyonu, 30, 300 pg/ml ‘lik konsantrasyonlarinin ise hem

bazal hem de HGF ile uyarilan adezyonu minimal olarak azalttigi saptandi (Sekil 16).



Deneyler heparinin bazal adezyonu etkilemedigi ancak HGF ile uyarilan adezyonu etkiledigi

3 pg/ml’lik heparin konsantrasyonu kullanilarak siirdiiriildii.
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Sekil 15: Heparinin SK Hep1 hiicrelerinin adezyonuna konsantrasyonuna bagh etkisi
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Sekil 16: SK Hep 1 hiicrelerinin adezyonuna heparinin etkisi (Grafikteki sonuclar hiicre dizisi

icin en az ii¢ kez, iiclil olarak ¢alisilmig, bulunan degerler kullanilarak elde edilmistir).

4.3.3. Kollajen SK Hepl1 hiicre dizisinin adezyonunu artirmaktadir

ECM bilesenlerinden kollajenin, SK Hep 1 hiicrelerin adhezyonuna, zamana bagh
etkisi incelendi. Kollajenin ilk 30 dk’lik siirecte 2 kat,60 dakikalik siirecte hiicre adhezyonunu
1,2 kat artirdig1 saptandi. Ilerleyen zaman araliklarinda ise bu etkinin ortadan kayboldugu

saptand (Sekil 17).
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Sekil 17: SK Hepl1 hiicrelerinin adezyonuna kollajenin etkisi (Grafikteki sonuglar ii¢ kez, tiglii
olarak calisilmis , sonuglar 151k mikroskobisi ile 20X biiyiitme ile yapisan hiicrelerin sayilmasi

ile bulunan degerler kullanilarak elde edilmistir)

4.3.4. Fibronektin SK Hepl1 hiicre dizisinin adezyonunu artirmaktadir

Fibronektinin SK Hep 1 hiicre dizilerinde hiicre adezyonunu artirdig: saptandi (Sekil
18).
4.3.5. Laminin SK Hep1 hiicre dizisinin adezyonunu azaltmaktadir

Lamininin SK Hep 1 hiicre dizilerinde hiicre adezyonunu azalttig1 saptand1 (Sekil 18).

4.4. Mikrocevrenin hiicre migrasyonuna etkisinin belirlenmesi
4.4.1. HGF, SK Hepl hiicrelerinin motilitesini artirmaktadir
HGF’in SK Hepl hiicrelerinde hiicre motilitesini 6zellikle 24.saat ve 36.saatte iki kat

artirdig1 saptandi (Sekil 19).
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Sekil 19: SK Hepl hiicrelerinin migrasyonuna HGF’in etkisi (Grafikteki sonuglar hiicre dizisi

icin en az ii¢ kez, ii¢lil olarak ¢alisilmig, bulunan degerler kullanilarak elde edilmistir).
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Sekil 18: 5K Hepl htcrelerinin adezyonuna HGF ve ECM bilesenlerinin etkisi (60 dk)




4.4.2. Kollajen SK Hep1 hiicre dizisinin motilitesini artirmaktadir

Kollajenin SK Hepl1 hiicre dizisinin motilitesini artirdig1 gozlendi (Sekil 20a, 20b).

4.4.3. Fibronektin SK Hepl1 hiicre dizisinin motilitesini artirmaktadir

Fibronektinin SK Hep1 hiicre dizisinin motilitesini artirdig1 gozlendi (Sekil 20a, 20b).

4.4.4. Laminin SK Hepl1 hiicre dizisinin motilitesini degistirmemektedir

Lamininin SK Hepl hiicre dizisinin motilitesini degistirmedigi gozlendi (Sekil 20a,

20b).
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Sekil 20a: SK Hepl hiicrelerinin migrasyonuna HGF ve ECM glikoproteinlerinin (kollajen,

fibronektin, laminin) etkisi (Grafikteki sonuglar hiicre dizisi i¢in en az ii¢ kez, iiclii olarak

calisilmisg, bulunan degerler kullanilarak elde edilmistir).
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Sekil 20 b: SK Hepl hticelerinin migrasyonuna HGF ve ECM glikoproteinlerinin etkisi




4.4.5. Heparin SK Hepl1 hiicre dizisinin motilitesini azaltmaktadir
HGF’in SK Hepl hiicrelerinde hiicre migrasyonunu artirdig1, heparinin ise hem bazal

hem de HGF stimule hiicre motilitesini minimal diizeyde azalttig1 saptandi (Sekil 21).
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Sekil 21: SK Hepl hiicrelerinin migrasyonuna HGF’in ve heparinin etkisi (Grafikteki
sonuglar hiicre dizisi i¢in en az li¢ kez, ii¢lii olarak ¢alisilmis, bulunan degerler kullanilarak

elde edilmistir).

4.5. Mikrocevrenin hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi

4.5.1. HGF ve Heparinin SK Hepl hiicre dizisinin proliferasyonuna etkisi
HGF’in SK Hepl hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu minimal diizeyde artirdigi,
heparinin ise hem bazal hem de HGF stimule hiicre proliferasyonunu minimal diizeyde

azalttig1 saptand1 (Sekil 22).

SK Hep1 hiicrelerinin proliferasyonuna HGF ve
Heparinin Etkisi

140000
-

158888 T 0 HGF-Heparin -
80000 == T | |®@ HGF+Heparin -
60000 [ | |0 HGF-Heparin+
40000 + — )
20000 ,4| = i - | | |0 HGF+Hepar|n+

0 :
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Sekil 22: SK Hepl hiicrelerinin proliferasyonuna HGF’in ve heparinin etkisi (Grafikteki
sonuglar hiicre dizisi i¢in en az ii¢ kez, li¢lii olarak ¢alisilmig, bulunan degerler kullanilarak

elde edilmistir).



4.5.2. ECM Glikoproteinlerinin SK Hepl1 hiicre dizisinin proliferasyonuna etkisi

ECM bilesenlerinden lamininin SK Hepl1 hiicre dizisinin proliferasyonunu
24 .saatte yaklasik 1,6 kat artirdigi, kollajen ve fibronektinin ise yaklasik 1,2 kat artirdigi
saptanmistir. 36.saatte ise ECM bilesenlerinin higbirinin SK Hepl hiicre dizisinin

proliferasyonuna etkisi saptanmamistir (Sekil 23).
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Sekil 23: SK Hepl hiicrelerinin proliferasyonuna ECM glikoproteinlerinin etkisi (Grafikteki
sonuclar hiicre dizisi i¢in en az ii¢ kez, iiclii olarak calisilmis, bulunan degerler kullanilarak

elde edilmistir).

HGF in ECM glikoproteinleri ile birlikte olmasinin hiicre proliferasyonunu etkilemedigi

belirlenmistir (Sekil 24a, Sekil 24b)
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Sekil 24a: SK Hepl hiicrelerinin proliferasyonuna HGF ve ECM glikoproteinlerinin etkisi
(24.saat)
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Sekil 24b: SK Hepl hiicrelerinin proliferasyonuna HGF ve ECM glikoproteinlerinin etkisi

(36.saat)

4.6. SK Hep1 HCC hiicre dizisinin koloni olusturmasi icin ECM bilesenleri gereklidir
Sayim sonrasinda SK Hepl hiicrelerinin ECM bilesenleri olmadan koloni

olusturmadig goriildii (Sekil 25).
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Sekil 25: SK Hep 1 hiicrelerinin koloni olusumuna kollajenin etkisi (Grafikteki sonuglar
hiicre dizisi i¢in en az ii¢ kez, iiclii olarak calisilmis, bulunan degerler kullanilarak elde

edilmistir).

4.7. Mikrocevrenin gen ekspresyonu iizerine etkilerinin saptanmasi

Degisen mikrogevre kosullarinda, ekspresyonlar1 degisen genleri belirlemek amaciyla
calismamiza spesifik hedef genler belirlendi (integrin B1 , B4, a3, a5, a6, av, E-kaderin)

Secilen hiicre hattindan, belirlenen spesifik genlerin ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
icin RNA izolasyonu yapildi. Izole edilen RNA o6rneklerinin spektrofotometrik 6lciimleri

NanoDrop ND 1000 (Tablo 9) ve analizleri Agilent 2100 Bioanalyzer kullanilarak yapildi



(Sekil 26). Real time PCR (Roche 480 )optimizasyon calismalar1 sonucunda, E kaderin
primeri haricinde tiim primerlerin 60° C veya 62° C de amplifiye oldugu belirlendi

(Sekil 27).

Tablo 9: Total RNA izolasyonu Spektrofotometrik Analiz Sonuglari (HGF/ECM
glikoproteinleri)

Ornek Abs/260 | Abs/280 | Saflik Kons
(ng/ml)
HGF(-) / ECM (-) 27.700 | 12.989 | 2.13 1107.98
HGF(+) / ECM (-) 10.850 | 5.186 2.09 434.1
HGF(-) / KOLLAJEN (+) 12.768 | 6.048 2.11 510.72
HGF(+) / KOLLAJEN (+) 13.930 | 6.682 2.08 557.21
HGF(-) / LAMININ (+) 22.187 10573 | 2.1 887.49
HGF(+) / LAMININ (+) 17.736 | 8.898 1.99 709.45
HGF(-) / FIBRONEKTIN(+) 22.441 10.703 | 2.1 897.66
HGF(+) / FIBRONEKTIN (+) | 25559 | 11.947 | 2.14 1022.37

#Heparin - Heparin - Heparin + Heparin + Collagen - Collogen - Collagen Collagen Laminit +  Laminin + =ibronektir =ibronektiv

Sekil 26: Total RNA izolasyonu Analiz Gériintiileri (HGF/ECM Glikoproteinleri, Heparin)
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Sekil 27: Real Time PCR sonucunda gozlenen amplifikasyon grafikleri



4.7.1. HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in integrin p1 gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuglarina gore, integrin B1 gen ekspresyonuna HGF’in 1,22 kat azalttig1
kollajenin 1,4 kat azalttig1, HGF ile birlikte ise ekspresyonu 1,2 kat artirdig saptandi.

HGF’in laminin ve fibronektin ile birlikte iken ekspresyonu 2-3 kat azaltti1 belirlendi.

(Sekil 27, 28).
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Sekil 28: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin 31 gen ekspresyonuna etkisi

4.7.2 HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in Integrin p4 gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuglarina gore, integrin B4 gen ekspresyonunu HGF’in 1,25 kat azalttigi,
kollajenin 1,26 kat artirdigi, HGF ile birlikte ise 1,45 kat artirdifi saptandi. Lamininin
ekspresyonu 2,85 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 3,45 kat azalttig1 belirlendi. Fibronektinin
ekspresyonu 1,38 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 3,57 kat azalttig1 saptand1 (Sekil 27, 29).
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Sekil 29: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin 34 gen ekspresyonuna etkisi



4.7.3. HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in integrin o3 gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuglarina gore, HGF’in integrin a3 gen ekspresyonunu 1,25 kat
artirdig1, kollajen ile birlikte ise 2,4 kat artirdigir belirlendi. Kollajenin yalniz basina
ekspresyonu degistirmedigi saptandi. Laminin integrin a3 gen ekspresyonunu 2,85 kat
azaltti@1, HGF ile birlikte ise 3,22 kat azalttig1 saptandi. Fibronektinin ekspresyonu 1,45 kat
azalttigi, HGF ile birlikte ise 1,69 kat azalttigi saptand1 (Sekil 27,30).

3
O HGF-

. 25 m HGF+

5 2. O HGF-KOL+

>

2 O HGF+KOL+

s 1,51

2 m HGF-LAM+

o B HGF+LAM+

Q

S o5 | | |mHGF-FB+
O HGF+FIB+

0
Alfa3

Sekil 30: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin 03 gen ekspresyonuna etkisi

4.7.4. HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in Integrin a5 gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuglarina gore, integrin a5 gen ekspresyonunu HGF’in 1,39 kat artirdigi,
kollajenin 1,38 kat artirdigi, HGF ile birlikte ise 1,74 kat artirdign saptandi. Lamininin
ekspresyonu 1,38 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 1,13 kat azalttig1 belirlendi. Fibronektinin
ekspresyonu 1,16 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 1,92 kat azalttig1 saptand1 (Sekil 27, 31).
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Sekil 31: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin a5 gen ekspresyonuna etkisi



4.7.5 HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in Integrin a6 gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuclarina gore, integrin a6 gen ekspresyonunu HGF’in 1,2 kat azalttigi,
kollajenin 1,4 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 1,18 kat artirdigi saptandi. Lamininin
ekspresyonu 1,61 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 9 kat azalttig1 belirlendi. Fibronektinin
ekspresyonu 2,77 kat azalttigi, HGF ile birlikte ise 6,25 kat azalttig1 saptand1 (Sekil 27, 32).
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Sekil 32: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin a6 gen ekspresyonuna etkisi

4.7.6. HGF ve/veya Kollajen, Laminin ve Fibronektin’in Integrin av  gen
ekspresyonuna etkisi

Real time PCR sonuglarina gore, integrin av gen ekspresyonunu HGF’in 1,14 kat artirdig,
kollajenin 1,28 kat artirdigi, HGF ile birlikte ise 1,23 kat artirdigi saptandi. Lamininin
ekspresyonu 1,23 kat artirdigi, HGF ile birlikte ise 1,6 kat azalttig1 belirlendi. Fibronektinin
ekspresyonu degistirmedigi, HGF ile birlikte ise 1,16 kat azalttig1 saptandi (Sekil 27, 33).
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Sekil 33: HGF ve ECM glikoproteinlerinin integrin av gen ekspresyonuna etkisi



4.7.7. SK Hepl1 hiicrelerinde E-kaderin gen ekspresyonu

SK Hepl1 hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonu gercek zamanli PCR yontemi ile (Sekil 27 ) ve
RT- PCR yontemi ile de saptanamadi (Sekil 27, 34). Kontrol olarak kullanilan Hep40 hiicre
dizisinde E kaderin saptanirken bu hiicre dizisinde saptanamamasi, buna karsilik internal
kontrol olarak kullanilan GAPDH bandinin pozitif olmasi SKHepl hiicrelerinde E kaderin
ekspresyonu olmadigini gosterdi.

1 2 3

-

Sekil 34: SK Hepl ve Hep 40 hiicrelerinin E kaderin ekspresyonu

(1.kuyu E-kaderin eksprese eden HCC hiicre hatti, 2.kuyu 100bp marker, 3.kuyu SK Hepl
hiicre hatt1, 1. ve 3. kuyuda altta goriilen bant GAPDH (yaklasik 100 bp), 1.kuyuda iistte
goriilen bant E-kaderin band1 (303 bp) )

4.7.8. HGF ve/veya Heparinin integrin gen ekspresyonlarina etKisi

HGF ve/veya Heparinin integrin gen ekspresyonlarina etkisini incelemek icin izole
edilen RNA orneklerinin spektrofotometrik olgiimleri NanoDrop ND 1000 (Tablo 10) ve
analizleri Agilent 2100 Bioanalyzer kullanilarak yapild1 (Sekil 26).

RT PCR sonuglarma gore; HGF’in integrin a6 ekspresyonunu artirdigi,
ekspresyonuna bakilan diger integrin genlerinin ise ekspresyonlarina herhengi bir etkisinin
olmadigi belirlendi.

Heparinin integrin B1, integrin a3, integrin a6 ve integrin av gen ekspresyonlarina
herhangi bir etkisinin olmadigi, integrin P4, integrin a5 genlerinin ise ekspresyonlarini
azalttig1 belirlendi (Sekil 35).

Tablo 10: Total RNA Izolasyonu Spektrofotometrik Analiz Sonuglar1 (HGF/Heparin)

Ornek Abs/260 | Abs/280 | Saflik Kons
(pg/ml)
HGEF (-) / Heparin (-) 0,421 0,204 2,06 1263
HGF (+) / Heparin (-) 0,576 0,320 1,80 1728
HGF (-) / Heparin (+) 0,347 0,164 2,11 1041

HGF (+) / Heparin (+) 0,313 0,169 1,85 939
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Sekil 35: HGF ve Heparinin Integrin Gen Ekspresyonlarma Etkisi

l.kuyu HGF-/Heparin-, 2.kuyu HGF+/Heparin-, 3.kuyu HGF-/Heparin+, 4.kuyu
HGF+/Heparin+ (Sekildeki jel sonuclari, SK Hepl hiicre dizisi i¢in ii¢ kez calisilmis , elde

edilen degerler kullanilarak elde edilmistir).

4.8. ¢ DNA mikrodizin analizi

¢ DNA mikroarray gen ekspresyon analizi icin secilen kosullardan ii¢li RNA
izolasyonu yapildi. Izole edilen RNA &rneklerinin spektrofotometrik dlgiimleri NanoDrop ND
1000 (Tablo 11) ve analizleri Agilent 2100 Bioanalyzer kullanilarak yapild1 (Sekil 36).

Mikrodizin sonuglarinin analizi ikili olarak yapilan drnekler (biyolojik tekrarlar) RMA
(robust microarray analysis) ©n isleme algoritmasindan gecirilmek suretiyle normalize
edilerek, ortalama degerleri kullanilarak R (istatiksel analiz programi) ile istatistik analizi
yapildi. Ekspresyon farkinin en az 2 kat oldugu kosullar degerlendirmeye alinarak
ekspresyonu artan ve azalan genler belirlendi.Heparin varliginda HGF uyarisi ile ekspresyonu

artan ve azalan genler saptandi (Tablo12,13).



Tablo 11: Total RNA Izolasyonu Spektrofotometrik Analiz Sonuglari (HGF/Heparin)

Ornek Abs/260 | Abs/280 | Saflik Kons
(ng/ml)
HGEF (-) / Heparin (-) 1 0,248 0,132 1,87 744
HGEF (-) / Heparin (-) 2 0,497 0,259 1,91 1491
HGF (-) / Heparin (-) 3 0,421 0,204 2,06 1263
HGF (+) / Heparin (-) 1 0,968 0,471 2,05 2904
HGF (+) / Heparin (-) 2 0,473 0,266 1,77 1419
HGF (+) / Heparin (-) 3 0,576 0,320 1,80 1728
HGF (-) / Heparin (+) 1 0,186 0,096 1,93 558
HGF (-) / Heparin (+) 2 0,347 0,164 2,11 1041
HGEF (-) / Heparin (+) 3 0,205 0,096 2,13 615
HGF (+) / Heparin (+) 1 0,701 0,38 1,84 2103
HGF (+) / Heparin (+) 2 0,313 0,169 1,85 939
HGF (+) / Heparin (+) 3 0,246 0,137 1,79 738
—

Sekil 36: Total RNA Izolasyonu Analiz Goériintiileri (HGF/Heparin) (RNA 6rneklerinin analiz
goriintiileri Tablo 11°deki sira gibidir)



Heparin ve HGF in birlikte bulundugu kosullarda yalnizca heparin bulunan kosullara
gore hiicre motilitesi, hiicre dongiisii arresti , DNA bagiml transkripsiyon regiilasyonu,
proteoliz, hiicre ici baglantilarinin olugsmasi ve hiicre haberlesmesi ile ilgili genlerin
ekspresyonunda artis oldugu, transkripsiyonun negatif regiilasyonunu, hiicre adezyonu, hiicre
matriks adezyonu,sinyal iletimi, hiicre dongiisii regiilasyonu, kromozom organizasyonu ve
protein ubikitinasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunda ise iki kat ve tistiinde azalma oldugu

belirlenmistir (Tablo12 ve 13)

Tablo 12: Mikrodizin analiz sonucunda ekspresyonu azalan genler

Gen Tamim Gen Sembolii Biyolojik islev Tanmmm

Kalmodulin regiile spectrin-bagli | CAMSAPILL1 Bilinmiyor

protein 1- benzeri 1

Varsayilan protein FLJ40629 FLJ40629 Bilinmiyor

Pinin, desmozom bagli protein PNN DNA  bagimli transkripsiyon
regiilasyonu

DNA baglama 2 inhibitori, | ID2 Negatif transkripsiyon regiilasyonu

dominant negatif  heliks-loop-

heliks protein

CDCS5 hiicre boliinme dongiisii 5- | CDC5L DNA  bagimh transkripsiyon

benzeri (S. pombe) regiilasyonu, m RNA islenmesi ve
kesip ¢ikarilmasi

PHD parmak protein 3 PHF3 DNA  bagimh transkripsiyon
regiilasyonu

Erken biiyiime cevabr 1 EGRI1 DNA  bagimh transkripsiyon
regiilasyonu

Okaryotik translasyon baglama | EIF5B Translasyon regiilasyonu, protein

faktorii 5B biyosentezi

PRP4 pre-mRNA islenmesi faktorii | PRPF4B RNA islenmesi, m RNA cekip

4 homolog B (yeast) cikarilmasi

U2-bagli SR140 protein SR140 RNA islenmesi

Kollajen, tip VI, alfa 3 COL6A3 Hiicre adezyonu,gelisim

Integrin, beta 8 ITGBS Hiicre adezyonu,hiicre  matriks
adezyonu,sinyal iletimi

Kullin 2 CUL2 Hiicre dongiisii  arresti, hiicre
proliferasyonu, apoptoz

Monoklonal antibody Ki-67 | MKI67 Hiicre dongiisii, proliferasyonu

tarafindan taninan antijen regiilasyonu

DEP bolgesi iceren 1 DEPDCI1 Hiicre i¢i sinyal iletimi

GTP baglanma protein hiicre | GEM Hiicre yiizeyi reseptorii bagh sinyal

iskelet kaslarinda yiiksek oranda iletimi

eksprese edilir

SMC4 yapisal kromozom bakimi | SMC4L1 Kromozom organizasyonu

4-benzeri 1 (yeast)

Tetratricopeptid tekrar1 bolge 3 TTC3 Protein ubikitinasyonu

Coziinmiis tagiyici aile 7 SLC7A11 Protein kompleks olusumu,tagima

Mitojen aktive protein kinaz | MAP4KS5 Protein, amino asit fosforilasyonu

kinaz5

Kemokin (C-X-C motif) ligand1 2 CXCL2 Immun cevap

Uveal otoantijen UACA Viral yasam dongiisii




Tablo 12: Mikrodizin analiz sonucunda ekspresyonu artan genler

Gen tanim Gen sembolii Biyolojik Islev Tanimi

Varsayilan protein LOC144871 LOC144871 Bilinmiyor

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) polipeptid | DDX6 Bilinmiyor

6

Plekstrin homoloji bolgesi iceren B | PLEKHB2 Bilinmiyor

ailesi (evectins) iiyesi 2

Rho-iligkili BTB bdlgesi iceren 3 RHOBTB3 Bilinmiyor

Varsayilan LOC401394 | LOC40139%4 Bilinmiyor

Varsayilan LOC402578 LOC402578

Kromozoml acik okuma cercevesi 121 | Clorfl21 Bilinmiyor

Ovaryum spesifik asidik protein OSAP Bilinmiyor

Nipsnap homologu 3A (C. elegans) | NIPSNAP3A Bilinmiyor

Nipsnap homologu3A (C. elegans)

Metastaz bagiml akciger | MALAT1 Bilinmiyor

adenokarsinom transkripti 1

AKO091718 tarafindan  desteklenen | LOC401504 Bilinmiyor

varsayilan gen

Trophoblast-kokenli TncRNA Bilinmiyor

Varsayilan protein MGC16121 MGC16121 Bilinmiyor

Niikleer reseptor koaktivatorii 6 iliskili | NCOAGIP Bilinmiyor

protein

Serpin  peptidaz  inhibitorii, B | SERPINB9 Anti apoptoz sinyal iletimi

(ovalbumin), iiye 9

Myristoylated alanine-zengin protein | MARCKS Hiicre motilitesi

kinase C substrati

Lenfosit antijen 6 kompleks, bolge E LY6E Hiicre yiizeyi reseptorii bagli sinyal
iletimi

ERBB?2 ileticisi, 2 TOB2 Hiicre dongiisii  kontrolii,  hiicre
proliferasyonun negatif regiilasyonu

U2AF homoloji motif (UHM) kinaz 1 UHMK1 Hiicre dongiisii arresti

Tripartit motif-iceren 22 TRIM22 DNA bagiml transkripsiyon
regiilasyonu, protein,immun cevap,
protein ubikitinasyonu

PPAR baglanma proteini PPARBP DNA bagiml transkripsiyon
regiilasyonu,gelisim

RNA-baglanma bolgesi igeren (RNP1, | RNPC2 DNA bagiml transkripsiyon

RRM) 2 regillasyonuum RNA ve RNA
islenmesi, m RNA kesilip ¢ikarilmasi

Tubi benzeri protein 4 TULP4 DNA bagiml transkripsiyon
regiilasyonu

Kesip c¢ikarma faktorii, arjinin/serin | SFRS7 RNA ve m RNA islenmesi, kesip

zengin 7, 35kDa cikariimasi

Diisiik yogunlukta lipoprotein reseptor- | LRPS Proteolizis,lipid metabolizmasi

iligkili ~protein 8, apolipoprotein

reseptorii

Dynein, sitoplazmik, agir polipeptid 1 DNCH1 Proteolizis,mikrotiibiil temelli hareket,

Ektodermal-nérall ~ korteks  (BTB- | ENCI1 Geligim,sinir sistemi gelisimi

benzeri bolge ile )

Miyelin bazik protein MBP Merkezi sinir sistemi geligimi,immun
cevap

Spindlin SPIN Geligim, gametogenez,hiicre dogiisii

Seroid-lipofuskinozis, noral 8 CLNS Sinir sistemi gelisimi

Coziinmils tastyici aile 25, iiye 37 SLC25A37 Tasima

Gap junction protein, alfa7(connexin | GJA7 Tasima, hiicre ici baglantilarinin

45) olusmasi, hiicre haberlesmesi

RAB3B, RAS onkogen ailesi iiyesi RAB3B Hiicre ici protein taginmasi

Kromobox homologu 5 CBX5 Kromatin birligi ve dagilmasi




S.TARTISMA

Kanser giiniimiizde hala, insan morbidite ve mortalitesinin ciddi nedenlerinden biridir.
Kanser oliimlerinin %90’1 metastaz olusumundan kaynaklanir. Tiimor gelisimini igeren biitiin
siirecler, lokal invazyon ve tiimor metastazinin klinik olarak olusumu ile cok ilgili olmalarina
karsin molekiiler seviyede, yeterli diizeyde anlasilamamislardir (66). Kanser metastazi,
hiicrenin primer tiimorden ayrilmasi, damar veya lenfatik sistem yoluna girmesi, dolasim ile
yayilmasi, hedef organa yerlesmesi ve orada ¢ogalmasini iceren cok basamakli bir siirectir
(47,58). Yani metastaz tiimor hiicresi- konak hiicre, tiimor hiicresi-matriks etkilesimlerini
gerektiren bir biyolojik olaydir. Invazyon icin de sadece hiicre-hiicre etkilesimi degil, hiicre
ve ECM arasindaki etkilesimde gereklidir. ECM, HGF gibi bircok biiyiime faktorlerinin
depolanmasinda ve biyolojik aktivitesinde onemli rol oynamaktadir. ECM hiicrelerin hareket
etmesi icin gerekli ortam1 saglamakla kalmaz, HGF’in kesilmesi yani aktivasyonu icin gerekli
uPA ve tPA gibi faktorleri de icerir (31,44). Bu siire¢ karaciger kanseri gelisimi ve ilerlemesi
icin de ¢cok onemlidir..

ECM elemanlar1 ve biiyiime faktorlerininin, adezyon motilite ve proliferasyon gibi in
vivo timor metastazinda onemli hiicre davraniglarinina etkisinin incelenmesi ve bu faktorlerin
etkilerini hangi mekanizmalar araciligi ile gergeklestiginin belirlenmesi giiniimiizde en aktif
arastirma alanlarindan birisidir. ECM hepatositleri bir kapsiil olarak cevreler ve hepatositler
icin kalic1 bir toprak gibi gorev yapar (68). Hepatositlerin malign transformasyonu genelde
kronik karaciger hasari, rejenerasyon, ve siroz zemininde gerceklestigi icin ECM yeniden
diizenlenmesi HCC gelisiminde ¢ok onemli rol oynar. Yaralanma ve hasara yanit olarak
hepatositlerin proliferasyonu ve ECM komponentlerinin iiretimi gerceklesir. Hasar kalici
oldugunda ECM komponentlerinin net birikimi ve siroz olusur ve bu siire¢ neoplazi gelisimi
iile sonuglanabilir. HCC hiicreleri kollajen IV gibi ECM bilesenlerini sentezleyebilirler. HCC
da kollajen IV disinda laminin ve fibronektin ekspresyonunda artis oldugu da bildirilmistir
(68). Ana laminin reseptorii olan integrinlerin de HCC hiicrelerinin migrasyon ve
invazyonunda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ancak HCC dokularinda kollajen IV, laminin ve
fibronektin diizeylerindeki bu artisin HCC hiicrelerinin davraniglarin1 ve gen ekspresyonunu
nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. HCC’da saptanan bir diger dnemli degisiklik ise
glikozaminoglikanlardadir. Ozellikle heparin ve HSPG’larin varliginin tiimor gelisimi,
dediferansiyasyonu ve metastaz1 artirdigt ve bunlarin inhibisyonunun onemli olabilecegi

varsayllmaktadir (68). Heparin ve HSPG’larin en ©nemli roliiniin HGF gibi biiyiime



faktorlerinin salinim1 ve aktivasyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Ancak bu etkinin
nasil gerceklestigi heniiz tanimlanmamustir.

Bu nedenle calismamizda HCC hiicre dizilerinde HGF’in ve ECM adezif
glikoproteinlerden kollajen, laminin, fibronektinin, heparin gibi bilesenlerinin adezyon,
motilite ve proliferasyon gibi hiicre davramiglarina ve integrin ekspresyonundaki rolleri
incelenmistir.

HCC hiicre dizilerinden SK Hepl, Huh7, HepG2, Hep3B hiicrelerinin adezyonu ve
adezyonda HGF’nin ve kollajen, laminin, fibronektin , heparin gibi ECM elemanlarinin rolleri
incelenmistir. HGF’in 15 dk siire ile uygulanmasinin bu hiicre dizilerinin tamaminda hiicre
adezyonunu artirdigi, bu artisin SK Hep lhiicre dizisinde daha belirgin oldugu belirlenmistir.
Tiimor metastazinda ilk basamak neoplastik hiicrenin primer tiimor kitlesinden ayrilmasidir.
Bu basamakta epitelyal kokenli tiimorlerde E —kaderin kaybinin 6nemli oldugu bilinmektedir
(54). Bu calismada SK Hepl hiicre dizilerinde E-kaderin ekspresyonunun olmadig
saptanmistir. SK-Hepl hiicrelerinde E kaderin ekspresyonu RT-PCR ile incelendiginde
kontrol olarak kullanilan hiicrelerde E-kaderin gen diriiniiniin gozlendigi, ancak SK-Hepl
hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunun olmadigi saptanmugtir. Internal kontrol olarak
kullanilan GAPDH ile amplifikasyonda SK Hep 1 hiicreleri ve Hep 40 hiicrelerinde ayni
yogunlukta band elde edilirken ve pozitif kontrol olarak kullanilan Hep 40 hiicrelerinde E
kaderin ekspresyonu saptanirken, SK Hepl de E kaderine ozgii bandin gozlenmemesi
deneysel bir hata olmadigin1 gostermektedir. (Sekil 34). Bu da SK-Hepl hiicrelerinin diger
hiicrelere gore daha hizla adezyon yapmasini ve daha invazif fenotip gostermesini kismen
aciklamaktadir.

Yakin ge¢miste E-kaderinin tiimor gelisimi sirasindaki fonksiyonunun, siklikla yerine
mezengimal kaderinlerden N-kaderin veya kaderin-11 gibi kaderinlerin ge¢mesi ile gecersiz
kilindig1 gozlenmistir. E-kaderin/katenin kompleksleri,cesitli insan karsinoma hiicrelerinin
gelisiminde ve invazif fenotip kazanmalarinda anahtar rol oynamaktadirlar (54). Kaderin
ekspresyonundaki degisikliklerin, sadece tiimor hiicre adezyonunu modiile etmedigi, sinyal
iletimini de etkileyerek tiimor malignansisinde énemli rol oynadigi bilinmektedir (53).

Arastirmalar, HGF uygulamasindan 24-48 saat sonra metalloproteinaz, osteopontin
veya integrin ekspresyonu oldugunu tanimlamislardir. Bu genlerin kanser spesifik olmamasi
sasirtict degildir. HGF indiiksiyonundan hemen sonra, migrasyon onceki olaylardan birinin
E-kaderin baglantilarinin bozulmasi oldugu da belirlenmistir (55).

Primer tiimor kitlesinden ayrilan tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapabilmesi

icin oncelikle ECM adezif glikoproteinleri ile adezif iliskiler kurmasi gerekmektedir. Tiimor



hiicreleri in vivo kosullarda hem komsu hiicreler ile hem de ECM elemanlar ile adezif
iligkiler kurmaktadirlar. Bu degisikliklerin tiimor hiicrelerini, timo6r hiicrelerinin ise ECM
deki yapiyr etkiledikleri bilinmektedir (31,34,44). Bu tip adezif iliskilerde kollajen,
fibronektin ve laminin gibi ECM adezif glikoproteinleri onemlidir. Dolayisiyla kanser
gelisimi, sadece malign hiicrelerde yiiksek frekansta meydana gelen genetik degisikliklerden
degil, timor mikrocevresinde meydana gelen degisikliklerden de etkilenir. Calismamizda
ECM adezif glikoproteinlerinin varliginin SK Hepl hiicrelerinin adezyonuna etkisi
incelendiginde, kollajen ve fibronektinin adezyonu artirdigi, lamininin ise hiicre adezyonunu
bazal adezyona gore azalttigi belirlenmistir. HGF ile ECM elemanlarinin birarada
bulunmasinin bu hiicrelerin bu ECM komponentlerinin tiimiine adezyonunu artirdigi da
saptanmistir.

HGF hepatosit biiyiimesi ve DNA sentezinde bilinen en potent uyarandir; aym
molekiil bir sacilim (scatter) faktoriidiir ve bircok hiicre tipinin motilitesini artirir. Ornegin
epitel hiicreleri HGF yoklugunda hiicreler polarize, siki baglantili yapilar halindeyken, HGF
varliginda ayrisir, sekil degistirir, mezensimal morfoloji kazanir ve hareketli hale gecerler,
kollajen jel icine invaze olabilirler (69). Hiicrelerin hareketi i¢in ylizeye adezyon yapmasinin
gerekli oldugu gozoniine alindiginda, bizim gozledigimiz HGF’e bagli adezyon artisi
beklenebilir. Bu artisin hiicre motilite ve invazyonundaki degisiklige zemin hazirlamasi
olasidir.

Bir¢ok kanser tipi gibi, HCC gelisimi ve metastazinda, hiicre motilitesi Onemli
faktordiir. Invazyon ve metastaz HCC gelisiminde ©nemli belirleyicilerdir. Kanser
hiicrelerinin motilitesi, hiicrelerin mikrogevreleri ile etkilesimine baglidir (7). Biz de adezyon
degisikliklerinin hiicre motilitesinde bir degisime neden olup olmadigin saptamak icin hem
HGF’in hem de ECM bilesenlerinin SK Hepl hiicre dizisinin motilitesine olan etkisini
arastirdik. Adezyon deneylerindeki sonuca benzer olarak kollajen ve fibronektinin motiliteyi
artirdigi, lamininin ise hiicre motilitesini bazal motiliteye gore degistirmedigi, HGF in hiicre
motilitesini tim kosullarda artirdig1 saptanmistir. Hepatositler, diger ¢cogu epitel hiicrelerden
farkli olarak, organize olmus bir bazal membrandan yoksundur. Hemen hemen hi¢ laminin
olmayan ve kollagenlerin, fibronektin ve tenaskinin ¢ok miktarda bulundugu perisinozoidal
matrisle iligki icindedirler. Bu da HCC kokenli SK Hepl1 hiicrelerinin kollajen ve fibronektine
adezyonlarinin fazla olmast ve bu molekiillerle baglanmanin hiicre motilitesini artirmasina
karsin, lamininin hiicre adezyonu azaltici ve motiliteyi degistirmemesinin nedeni olabilir.

ECM komponentlerinin ve HGF’ in SK Hepl hiicre dizisinin proliferasyonuna olan

etkisi incelendiginde HGF’in SK-Hepl hiicrelerinde proliferasyonu minimal diizeyde



artirdigi, lamininin proliferasyonu artirdigi, kollajen ve fibronektinin ise proliferasyonu
degistirmedigi belirlenmistir. Bu sonug¢ hiicre adezyon ve motilitesi ile hiicre proliferasyon
stirecinin farkli mekanizmalar ile gerceklestigi, SK-Hep1 hiicrelerinin kollajen ve fibronektin
ile kurdugu adezif iliskilerin hiicre motilite ve invazyonunu tetikleyen sinyal ileti yolaklarini,
laminin ile gergeklestirdigi baglantilarin ise hiicre proliferasyon yolagimi aktive etttigini
diisiindiirmektedir. Daha onceki ¢alismalarimizda HGF e bagl c-Met aktivasyonu sonrasi 6rn
Grb2 gibi bazi sinyal ileti molekiillerinin bloklanmasi halinde motilite ve invazyonun
bloklanmasina karsin, mitojenitenin bundan etkilenmiyor olmasi da hiicre proliferasyonu ve
motilite, invazyon siirecinin farkli sinyal iletimi yolaklar ile uyariliyor olabilecegi goriisiinii

desteklemektedir (38).

Hiicrelerin ECM ve biiylime faktorleri ile etkilesimlerinin molekiilleri hiicre
davranisint birkag¢ yolla diizenledigi diisiiniilmektedir (51). Bu etkilesimlerden birisi bilyiime
faktoriinin  ECM’e baglanmasidir ve bu durum biiylime faktoriiniin  bolgesel
konsantrasyonunu ve biyolojik aktivitesini etkilemektedir. ikinci tip etkilesim ise biiyiime
faktorlerinin ve ECM-hiicre baglantilariin gen ekspresyonlarini diizenlenmesini ile
sonuclanir. Ornegin baz1 biiyiime faktorleri ECM proteinlerinin ve onlarin reseptorlerinin
ekspresyonunu degistirir. Sirotik karacigerde, tipl kollajen ve tip 4 kollajen ECM’in 6nemli
bilesenlerindendir, oysa bazal membran proteinlerinden laminin fibriler kollajen ile yer
degistirmistir. Bazal membranin bilesenleri kullanmilarak yapilan motilite deneylerinde,
integrin a3p1, a6p1, avpl, avpS HCC hiicre invazyonunda 6nemli oldugu tanimlanmigdir (7).
Hiicrelerin, ECM’e integrinler aracilifiyla tutunma ve ayrilmalar1 hiicre migrasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Kanser gelisimi sirasinda ¢ok degisik integrinlerin ekspresyon
seviyeleri artmaktadir. Normal hepatositlerde a5Blve a6f1 ana integrinler iken |,
hepatositlerin karsinogenezinde alf1, a2f1 ve a3B1 ¢ok miktarda eksprese olmaktadir. Bu
integrin ekspresyon degisiklikleri hiicrelerin migrasyon kapasitesinin artmasina neden
olmaktadir. Bundan bagka, sirotik tiimor mikrogevresinde ¢ok miktarda eksprese olan cesitli
bliylime faktorleri integrin ekspresyonunun nedeni olarak tanimlanmistir (7). Ancak
timorlerin ECM ve biiylime faktorlerinin birarada bulundugu bir ortamda bulundugu
gozoniline alindiginda, biiylime faktorleri ve ECM elemanlarini varliginin integrin gen
ekspresyonu iizerine etkilerinin incelenmesi integrin ekspresyon degisimlerinin hepatoseliiler
karsinogenez siirecine etkisini belirleyebilmek i¢in 6nemlidir.

Bu biyolojik etkilerin molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik olarak

gerceklestirdigimiz gen ekspresyonu analizleri ile ECM elemanlar1 ve HGF in yalniz olarak



uygulamalarinin  integrin  zincirlerinin  ekspresyonlarin1  degistirdigi, ancak birlikte
uygulamalarinin tek olarak gosterdikleri ekspresyon paternini degistirdigi belirlenmistir.

Real time PCR sonuglarina gore, HGF’in tek bagina uygulanmasi durumunda integrin g1, f4
ve a6 gen ekspresyonu minimal diizeyde azalttigi, sirasiyla 1.22 , 1.25 ve 1.2 kat, integrin o3,
a5 ve av gen ekspresyonu minimal diizeyde artirdifi, sirasiyla 1.25 , 1.39 vel.14 kat
belirlenmistir. Kolajenin tek bagina kullanimi halinde ise integrin fl1 ve a6  gen
ekspresyonlarini 1.4 kat azalttigi, B4, a5 ve av gen ekspresyonlarini ise sirasiyla 1.26, 1.38 ve
1.28 kat artirdig1, a3 gen ekspresyonunu ise degistirmedigi belirlendi. Bu durum HGF’in ve
kollajenin integrin ekspresyonunda ¢ok onemli degisikliklere neden olmadigini, adezyonu ve
motiliteyi artirict etkisinin diger integrin tiplerinden  veya  integrin ekspresyonu
degisikliklerinden cok, integrin lokalizasyon degisikliklerinden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir.

Fibronektin ve laminin ile kaplanmis ortamda 24 saat siire ile iiretilen hiicrelerde ise
kapli olmayan standart ortamda {iiretilenlere gére hem integrin f1 ve B4, hem de integrin o3,
aS ve a6 integrin gen ekspresyonlarini 1.5-3 kat azalttigi, yalnizca integrin av ekspresyonunu
1.23 kat artirdig1 belirlendi. a3B1 integrinin, laminin kollajen ve fibronektine baglanmada
a5flve  avpfl nin fibronektine, a6flve o6Bf4 ‘liin ise laminine baglanmada Onemi
diistinildtigiinde a3p1, a5B1, a6pl ve a6P4 gen ekspresyonudaki azalmanin fibronektin ve
lamininli ortamda elde edilen davranis degisikliklerinde rolii olabilir. Bu sonu¢ fibronektinli
ortamda c¢ogalan SK Hepl hiicrelerindeki motilite artisinda  a3B1, oSl integrin
ekspresyonundaki azalmanin rol oynayabilecegini ; lamininli ortamda ¢ogalmaya bagl azalan
a3pl, a6Blve a6p4 ekspresyon degisimlerinin ise hiicre proliferasyonundaki artista 6nemli
olabilecegini diisiindiirmektedir.

ECM adezif glikopreteinleri ile HGF in birlikte kiiltiir ortaminda bulunmasi halinde
genelde, incelenen ve degistigi saptanan tiim integrin tiplerinin ekspresyonlarinin
degisikliklerini (artma ve azalmayi) artirdigr saptanmistir. Bu artis kollajen ve HGF in
birlikte kullaniminda 1.45-2.4 arasinda gerceklesmektedir. HGF laminin ile birlikte iken gen
ekspresyonlarindaki azalma 3.45-9 kat veya fibronektin 1.7- 6.25 kat oldugu belirlenmistir.Bu
sonu¢ HGF’in kollajen, laminin veya fibronektin ile birlikte bulunmasi integrin gen
ekspresyonlarinda 6nemli degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle laminin ve HGF birlikte
iken B1, B4 ve a6 ekspresyonlarindaki sirasiyla 3.22, 3.45, ve 9 katlik azalma, HGF ve
laminin ile uyarilan proliferasyon artisinin bu integrinler ile modiile ediliyor olabilecegini
desteklemektedir. Calismamizda fibronektinin hem bazal hem de HGF ile uyarilan hiicre

adezyonunu ve motilitesini belirgin bir sekilde artirdigimi belirlemistik. Gercek zamanli PCR



sonuglart 24 saatlik fibronektin ve HGF uygulamasinin integrin B1, 4, a3, a5 ve a6 gen
ekspresyonlarinin sirasiyla 3, 3.57, 1.7, 1.9 ve 6.25 kat azaltigin1 gosterdi. Hiicre
motilitesinin gerceklesebilmesi icin hiicrelerin ECM deki adezif glikoproteinlere tutunmalari
ve daha sonra bu etkilesimleri ortadan kaldirarak hareket etmeleri gerekmektedir. Bu dinamik
stire¢ motilite ve invazyonun siirecinde Onemlidir.Bu nedenle SKHepl hiicrelerinde
fibronektin ve HGF uyarimina bagh a3p1, a5B1, a6flve a6p4 integrin ekspresyonundaki
azalma, motilite ve invazyon artisinda rol oynuyor olabilir.

HGF’in miyeloma hiicrelerinin fibronektine adezyonunu stimiile ettigi ve bu durumun
a4 ve B1 integrin ile ilgili oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada HGF’in bu tip integrinlerin
ekspresyonunu artirmadigi da bildirilmistir. HGF’in miyeloma hiicrelerinin adezyonunu, Akt
bagimsiz olarak PI3K yolaginin aktivasyonu ile stimule ettigi sonucuna varilmistir (66). HGF,
c-Met aracilign ile B-lenfoma hiicrelerinin, fibronektin ve kollajene adezyonunu (1
integrinler (04B1, a5p1) araciligla artirarak migrasyonu ve invazyonu da artirdigi, laminine
adezyonu ise degistirmedigi belirtilmistir. Laminin reseptorii olan a6B1’in HGF ile aktive
olmadig gosterilmistir (61).

HCC hiicrelerinin migrasyonunun, hiicrelerinin yiizeyinde bulunan integrin a6f1
ekspresyonuna bagli oldugu gosterilmistir. Integrin aktivasyonunun neoplastik hiicrelerle
mikrogevreleri arasindaki yapisal ve fonksiyonel etkilesimlerin saglanmasindan sorumlu
oldugu soylenmektedir (56). Bizim ¢alismamizda HGF uygulamasimin kollajen varliginda
a6p1 ve a3plintegrin ekspresyonunda artisa neden olsa da, calisilan diger integrinler i¢in 24
saatlik siirede integrin gen ekspresyonunu azalttigi saptanmistir.

Biiyiime faktorleri ECM’e belirli matris molekiillerinin kor proteinlerinden veya
glikozaminoglikan zincirlerinden baglanabilirler. Bir¢ok biiyiime faktorii, negatif yiiklii
heparan siilfat proteoglikanlarin zincirlerine baglanabilen motifleri icerir. Bunlarin arasinda
FGF, KGF, IL-3, HGF/SF, TGF-B, PDGF, Schwan hiicresi biiyiime faktorii sayilabilir (67).

Cesitli biiytime faktorleri yiiksek affinite ile tirozin,serin/threonin kinaz aktiviteli
reseptorlere baglanirlarken diisiik affinite ile de proteoglikanlara baglanirlar. Bu baglanma
bliylime faktorlerinin yiiksek affiniteli sinyal reseptorlerine sunulmasi icin gereklidir.
Proteoglikanlar sinyali tek basina iletemezler ama biiyiime faktoriinii modiile ederler (65).
Biiyiime faktorlerinin aktivasyonlarinin diizenlenmesinde proteoglikanlarin rolii ile ilgili
yapilan arastirmalarin sayis1 gittikce artmaktadir. HGF, heparin ve diger heparin siilfat
proteoglikanlara kars1 yiiksek affiniteye sahiptir. Heparinin ayrica insanda ve cesitli hayvan
modellerinde sitoplazmadaki HGF ile etkilesime girdigi gosterilmistir (41). HSPG’ larin

baglanmas1 HGF sinyal yolaginin aktivasyonu i¢in gerekli olmamasina ragmen olasilikla,



hiicrelerin normal veya anormal davranislarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(28). Bu calismada 3 pg/ml heparin varliginin  SK Hepl hiicre dizisinin adezyonunu,
motilitesini ve proliferasyonunu hem bazal olarak, hem de HGF ile uyarildiginda minimal
derecede azalttigi saptanmustir. Calismamizda heparin dozuna bagli bir degisim
saptanamamistir.

Glikozaminoglikanlar ve onlarin heparine baglanabilen ¢esitli biiyiime faktorlerinin
biyolojik aktivitelerinin diizenlenmesindeki rolleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, deneyde
kullanilan, ¢oziinebilen heparin konsantrasyonunun biyolojik etkinin sonucu agisindan ¢ok
onemli oldugu belirtilmektedir. Ornegin 0.1-10ug/ml gibi diisiik konsantrasyonlarda
heparinin, primer rat hepatositlerinde HGF nedenli mitogenezi artirdigi, 100pug/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda ise higbir etkisi olmadigi veya inhibe edici etki gosterdigi belirtilmistir.
Bu calismada heparinin veya heparan siilfatlarin c-Met reseptor dimerizasyonunu,
fosforilasyonunu saglayarak proliferasyonu artirdign da gosterilmistir (40). Bagka bir
calismada ise heparinin hepatositlerin yiizeyinde bagli HGF’in serbest kalmasina neden
oldugu bildirilmistir (41).

HGF ve heparinin insan keratinosit hiicrelerinde proliferasyonu 5 kat artirdig
gosterilmistir (54). Heparininin proliferasyon iizerine etkisini HCC hiicre dizilerinden HepG?2
hiicrelerinde inceleyen bir calismada ise heparinin anti proliferatif etki gosterdigi gosterilmisti
(64). Ancak bu etkilerin mekanizmasi tam olarak tanimlanmamistir. Bu degisikliklerde
integrinlerin rol oynayip oynamadigi incelendiginde, heparinin integrin B1, integrin o3,
integrin a6 ve integrin av gen ekspresyonlarina herhangi bir etkisinin olmadigi, integrin 4,
integrin a5 genlerinin ise ekspresyonlari ise azalttigi belirlendi. HGF eklenmesinin ise
heparin tarafindan indiiklenen bu azalmayir artadan kaldirdigi goézlemlemistir.Heparin
hiicrelerden HGF salinimim artirarak hiicreleri yaralanma, iskemi gibi durumlarda koruyucu
etki yapabilecegi diistiniilmektedir (41). Heparinin bu etkiyi nasil olusturdugu ag¢ik degildir.
Ancak HGF ile heparinin birlikte bulunmasi halinde SK Hep1 hiicrelerinin gen ekspresyonu
paternlerinin degistigi agiktir. Bu konunun daha ayrintili olarak incelenmesi biiyiime faktorleri
ile heparinin etkilesimlerinin hangi genler araciig1 ile gerceklestiginin aciklanmasinda ¢ok
onemlidir.

Heparin ve HSPG’larin HCC gelisiminde, 6zellikle proliferasyon ve diferansiyasyon
arasindaki dengeyi koruyarak rol oynayabilecegi, heparinaz ile heparin ve HSPG’larin ortadan
kaldirilmas1 halinde tiimor bilytimesi ve metastazinin 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir (68).

Biz de bu amacla HGF’in yalmz ve heparin ile birlikte uygulandigt SK Hepl

hiicrelerinden elde edilen ¢ DNA lart kullanilarak mikrodizin analizi ile bu iki kogulda



eksprese edilen genler arsinda farklilik olup olmadigini arastirmayi1 planladik. Mikrodizin
calismalarimizin analizleri heniiz siirmektedir. On analizler heparin ve HGF in birlikte
bulundugu kosullarda hiicre motilitesi, hiicre dongiisii arresti , DNA bagimli transkripsiyon
regiilasyonu, proteoliz, hiicre i¢i baglantilarinin olusmast ve hiicre haberlesmesi ile ilgili
genlerin ekspresyonunda artis oldugu, transkripsiyonun negatif regiilasyonunu, hiicre
adezyonu, hiicre matriks adezyonu, sinyal iletimi, hiicre dongiisii regiilasyonu, kromozom
organizasyonu ve protein ubikitinasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunda ise iki kat ve
iistiinde azalma oldugu belirlenmistir. Bu veriler heparinin hiicre proliferasyonu ve
motilitesini baskiladigina yonelik verilerimiz ile uyum gostermektedir. Mikrodizin ydntemi
ile saptanan gen ekspresyonu degisimlerinin RT-PCR gibi bir yontemle dogrulanmasi
sonrasinda, heparinin hiicre adezyon ve proliferasyonunu azaltici etkisinin mekanizmasinin
aciklanmasina katki saglayabilir.

Sonuglarimiz ECM adezif glikoproteinlerinden kollajen ve  fibronektinin hiicre
adezyonu ve motilitesindi artirdigini, proliferasyonunda onemli bir degisiklige neden
olmadiginm gostermistir. Laminin ise hiicre motilitesini etkilemezken hiicre proliferasyonunu
artirmaktadir. HGF varligimin tiim bu biyolojik yanitlarin artmasina yol ac¢tigi belirlenmistir.
Heparin ise HGF varligindan bagimsiz olarak hem adezyonu, hemde migrasyon ve
proliferasyonu minimal diizeyde baskilamaktadir. HGF’in ve kollajenin integrin
ekspresyonunda ¢ok onemli degisikliklere neden olmadigi, adezyonu ve motiliteyi artirici
etkisinin hiicre icinde integrin yerlesim degisikliklerinden kaynaklanmiyor olabilecegini
diistiniilmektedir. SKHepl hiicrelerinde fibronektin ve HGF uyarimina bagh o3p1, aSB1,
a6Blve a6P4 integrin ekspresyonundaki azalmanin, motilite ve invazyon artiginda; lamininli
ortamda ¢ogalmaya bagh azalan a3p1, a6pflve a6p4 ekspresyon degisimlerinin ise hiicre
proliferasyonundaki artista rol oynuyor olabilir.

HCC gelisiminde ve ilerlemesinde integrinlern ve ECM adezif glikoproteinlerinin
roliinii arastiran yeterli ¢alisma yoktur. Ozellikle gliozaminoglikanlarin roliine yonelik
yalnizca birkag¢ ¢alisma bulunmaktadir.

Ozetle calismamiz HCC hiicrelerinin kollajen, laminin, fibronektin ve heparin
varliginda standart ortamdaki hiicrelere gore; integrin gen ekspresyonlarinin, hiicre adezyon,
motilite ve proiferasyonlarinin degistigini gostermistir. Bu da tiimor gelisiminde invazyon ve
metastaz gelisiminde tiimor hiicreleri kadar, timor mikrocevresinin incelenmesinin de ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu da kanserli hiicrenin davraniglarini ya da tedaviye
yanitin1 ongdérmeye yonelik calismalarda ECM adezif glikoproteinleri ve proteoglikanlarda

onemli aday molekiiller olabilecegini diisiindiirmektedir.



6. SONUC

Bu calismada HGF/c-Met sinyal ileti yolagi ve tiimor mikrogevresinin tiimoriin
biyolojik davraniglarina olan etkisi ve bu etkilere neden olabilecek gen ekspresyonu
degisikliklerin tanimlanmasi amaglandi. HGF ve ECM bilesenlerinin, HGF ile uyarilan hiicre
adezyonu, hiicre proliferasyonu, motilite ve invazyon gibi hiicre davranislarina etkileri
incelendi. Calismada, ECM adezif proteinlerinin ve proteoglikanlarinin, HCC hiicrelerinin
HGF’e yanitin1 modiile ettii ve bu hiicrelerin gen ekspresyon paternlerinde degisikliklere
neden oldugu gosterildi.

Heparin, SK Hepl hiicrelerinde adezyon, proliferasyon, motilesini, hem bazalda hem
de HGEF ile uyarildiginda minimal diizeyde azaltmaktadir. Kollajen ve fibronektin ise hem
bazal hem de HGF ile uyarildiginda hiicre adezyonu ve motilitesini artirmaktadir. Fakat ayni
etki laminin varliginda gozlenmemektedir. Laminin hiicre adezyonu azaltmakta, hiicre
migrasyonunu degistirmemekte ve hiicre proliferasyonunu ise artirmaktadir.

Bu biyolojik etkilerin molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik olarak
gerceklestirdigimiz gen ekspresyonu analizleri HGF ve kollajenin tek basina veya birlikte
kullanimlar1 halinde integrin gen ekspresyonlarinda Onemli bir degisiklige neden olmadigi,
ancak birlikte kullanimlart halinde 1.2-2.4 kat artisa yol agtigr belirlenmistir. Bu durum
HGF’in ve kollajenin tek baglarina kullanimlarinin integrin ekspresyonunda ¢ok onemli
degisikliklere neden olmadigini, adezyonu ve motiliteyi artirici etkisinin integrin ekspresyonu
degisikliklerinden ¢ok, integrin lokalizasyon degisikliklerinden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir.

Fibronektinin tek basina uygulanmasi halinde integrin o3, a5, a6 ve [lgen
ekspresyonunu 1.2-3 kat azalttigi, HGF ile birlikte kullaniminda bu farkin 2-6 kata ¢iktigi
belirlenmistir. Ayrica fibronektinin yalniz basina f4 ekspresyonu degistirmedigi halde, HGF e
yanit olarak B4 gen ekspresyonunu 4 kat azalttifi gozlenmistir.

Lamininin integrin a3 gen ekspresyonunu 3 kat azalttigi, HGF in bu azalmayi
minimal diizeyde artirdigi belirlendi. Lamininli ortamda ¢ogalan hiicrelerde integrin a6 gen
ekspresyonunu 1.6 kat azaldigt HGF uyulamasinda bu farkin 9 kata c¢iktigi belirlendi.
Lamininin integrin B4 gen ekspresyonunu 3 kat azalttigi, a3B1 integrinin, laminin kollajen ve
fibronektine baglanmada a5B1 ve avfl nin fibronektine, a6flve a6B4 ‘lin ise laminine
baglanmada Onemi diistinildiigiinde o3p1, a5B1, a6Bl ve a6P4 gen ekspresyonudaki
azalmanin fibronektin ve lamininli ortamda elde edilen davranis degisikliklerinde rolii

olabilir. Bu sonug fibronektinli ortamda ¢ogalan SKHepl hiicrelerindeki motilite artiginda



a3p1, a5P1 integrin ekspresyonundaki azalmanin rol oynayabilecegini ; lamininli ortamda
cogalmaya baghh azalan o3p1, a6Plve a6B4 ekspresyon degisimlerinin ise hiicre
proliferasyonundaki artista onemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica ECM proteoglikanlarindan heparinin ise integrin 1, integrin a3, integrin a6 ve
integrin av gen ekspresyonlarina herhangi bir etkisinin olmadigi, integrin B4, integrin o5
genlerinin ise ekspresyonlarimi azalttigi belirlendi. Calismada kullanilan SK Heplhiicre
dizisinde E-kaderin ekspresyonu olmadig1 da gozlendi.

Sonuglarimiz, ECM adezif glikoproteinlerinden kollajen ve fibronektinin hiicre
adezyonu ve motilitesini artirdigini, proliferasyonunda Onemli bir degisiklige neden
olmadigin1 gostermistir. Laminin ise hiicre motilitesini etkilemezken hiicre proliferasyonunu
artirmaktadir. HGF varliginin tiim bu biyolojik yanitlarin artmasina yol ac¢tigi belirlenmistir.
Heparin ise HGF varligindan bagimsiz olarak hem adezyonu, hemde migrasyon ve

proliferasyonu minimal diizeyde baskilamaktadir.
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8. EKLER

EK 1:*

BSA (%1)

1 g BSA

PBS-T ile 100 ml’ye tamamlanir.

DEPC’li su, 11t (Dietilpirokarbonath su)
1ml DEPC
999 ml distile su

%75 Etanol, 50ml
%96’11k etanolden 37,5 ml alinir
12,5 ml DEPC’li su ile 50 ml’ye tamamlanr.

Giemsa Boyasi , pH = 6,8
5 ml stok boya

pH =6,8 olan Gurr Tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.

2N HCI, 100ml
62 ml HCI

38 ml distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Kristal Viyole, %0,2’lik

15 ml boya i¢in;

%0,5 olan stoktan 6 ml alinir
%20 (3ml) metanol ve

6 ml 1x PBS eklenir.

10 x MOPS, 11t (3(N-Morpholino) Propan Sulfonik Asit

0,2 M MOPS (pH 7) 41,8 gr alinir
IM Sodyum asetat 20 ml alinir
0,5 M EDTA 20 ml alir



2N NaOH ile pH:7 ‘ye ayarlanir.

1XPBS, 11t

0,2 g KCl1

0,2 g KH,PO,

8 g NaCl

2,17 g Na,HPO,4 -7H,0

pH’17,4’e ayarlanir.

ddH20 ile 1000 ml’ye tamamlanir.

PBS-T, 50 ml
% 0.05 Tween (250pl)
49,75 ml PBS ile tamamlanir.

RNA Yiikleme Tamponu
%50 Gliserol

Im M Sodyum EDTA
9%0,4 Bromfenol Mavisi

%1 SDS
1 g SDS
ddH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

Tris BSA

0,5 M Tris

1,5 M NaCl

% 2 BSA pH:7,3’e ayarlanir.



EK 2: Hiicre Dizileri

HuH-7

Profil: Insan hepatoma hiicre dizisi
Doku: Karaciger (karaciger kanseri)
Genetigi: Differansiye
Smiflandirma: Timor

Morfoloji: Epitelyal

Ozellikleri: c-Met+

HEP-3B

Profil: Insan hepatokarsinom hiicre dizisi
Doku: Karaciger (karaciger kanseri)
Genetigi: Differansiye

Siniflandirma: Timor

Morfoloji: Epitelyal-benzeri

Ozellikleri: c-Met+

SK Hepl

Profil: Insan adenokarsinom hiicre dizisi
Doku: Karaciger (karaciger kanseri)
Genetigi: lyi differansiye degil
Siniflandirma: Timor

Morfoloji: Endotelyal

Ozellikleri: c-Met+

HEP G2

Profil: Insan hepatokarsinom hiicre dizisi
Doku: Karaciger (karaciger kanseri)
Genetigi: Differansiye

Smiflandirma: Timor

Morfoloji: Epitelyal

Ozellikleri: c-Met+



