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OZET

HEPATOSELLULER KARSiINOMA HUCRE DiZiLERINDE, HiPOKSi VE
RADYASYON STRESINE KARSI HUCRENIN DiRENC GELiSTIRMESINDE

HGF SINYAL iLETIiMi SISTEMIiNiN ROLUNUN BELIiRLENMESI

Asli Toylu

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, Izmir

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) vaskiiler bir tiimordiir ve hipoksi HCC
gelisiminde ve ilerleyisinde 6nemli bir anjiyogenik faktordiir. Hipoksi tarafindan uyarilan
bir¢ok faktor tiimor hiicrelerini ve komsu hiicreleri etkileyerek, tiimoriin daha agresif
olmasina ve tedavi direncine neden olmaktadir. Bu faktorlerden birisi olan hepatosit
bityiime faktoriiniin (HGF) karaciger hiicrelerinin biiyiime ve farklilagsmasinda 6nemli bir
rolii oldugu bilinmektedir. HGF ve reseptorii olan c-Met ekspresyonunun hipoksik
kosullarda arttig1 belirlenmistir. Ancak HCC gelisimi, ilerleyisi ve tedavi yanitinda HGF/c-
Met yolaginin rolii tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda HGF/c-Met yolagi aktivasyonunun, HCC hiicrelerinin hipoksi
yanitinda ve radyoterapi direncinde rolii olabilecegi diisiincesi ile HGF/c-Met yolagi
aktivasyonu ile hipoksik kosullarda hiicre sag kalimini, hiicre motilite ve invazyonunu,
HIF ve HIF aracili gen ekspresyonlarin1 ve HCC hiicrelerinin radyasyon uygulamasina
yanitlarinin nasil etkilendigini arastirdik.

Sonuglarimiz HCC hiicre dizilerinde HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin hipoksi ve
radyasyon ile uyarilabildigini gostermektedir. Hipoksi ve / veya HGF uygulamasi hiicre
canliligin1 degistirmemekte ancak motilite ve invazyonda belirgin artisa neden olmaktadir.
HCQC hiicrelerinde radyasyon stresine verilen yanit erken donemde motilite artis1 seklinde
olmakta ge¢c donemde ise hiicre canliligi etkilenmektedir. Radyasyon uygulamasi
oncesinde hiicrelerin hipoksi ve / veya HGF ile uyarilmalari halinde canliliklarinda,

motilite ve invazyonlarinda belirgin artis oldugu goriilmiistiir.
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Bu veriler HCC hiicrelerinin malign fenotip kazanmalarinda 6zellikle invazyon ve
metastaz siirecinde HGF/c-Met yolagi aktivasyonunun 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Bu etkiyi gerceklestirmesinde hipoksi tarafindan uyarilan HIF aktivasyonu
ve VEGF, EPO, integrin gen ekspresyonlarindaki artis onemli olabilir. Elde ettigimiz
veriler HCC hiicrelerindeki radyasyon direncinin gelismesinde HGF ve hipoksi tarafindan
uyarilan genlere ek olarak MT1-MMP ve Rlip76’nin da rolii olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoselliiler karsinoma (HCC), HGF, HIF, radyasyon, motilite.
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ABSTRACT

THE ROLE OF HGF SIGNALLING PATHWAY IN THE REGULATION OF
CELLULAR RESPONSES INDUCED BY HYPOXIA AND RADIATION IN
HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELL LINES

Asli Toylu

Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and

Genetics

Hypoxic microenvironment in liver tissue during hepatocellular carcinogenesis
(HCC) activates hepatocyte growth factor (HGF) signaling pathway which is important for
the hepatocyte growth and differentiation. In addition to being involved in carcinogenesis,
HGEF also stimulates resistance to radiotherapy.

The induction of HGF/c-Met signalling pathway might be one of the mechanisms in
order to develop resistance against hypoxia and radiation in HCC cells. We therefore
analysed the putative protective effect of HGF/c-Met signalling pathway from the hypoxic
stress and radiation. Hypoxia jars and gamma irradiation were used for hypoxia and
irradiation treatment, respectively. We analyzed the survival of HCC cells lines by
MTT/LDH viability assays. Alterations of the cell motility were measured by Boyden
Chambers. The changes in expression level of c-Met, HIF1 and their targets were
evaluated by RT-PCR and Western Blotting.

Our results showed that hypoxia or radiation treatment did not alter the viability of
HCC cells in short course, but it increased the cellular motility. Intriguingly, HGF addition
to system further increased these cellular responses. Before giving radiation to HCC cells,
treatment of hypoxia and /or HGF promoted the cellular survival for long term course. HIF
activation and its target genes VEGF, EPO and integrins, that are mediating the survival
responses, and MT1-MMP and Rlip76 gene expression, which are responsible for the
cellular resistancy, were up regulated.

These results are showing that the activation of HGF/c-Met signalling pathway up
regulates the cellular malignancy regarding with the invasion and metastasis processes.

Alterations of the cellular behaviours and gene expression levels, resulted from the
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stimulation by hypoxia, HGF and radiation, are responsible from the HCC progression and
response to therapy. Understanding of these signalling pathways could be helpful in

addressing new target molecules and establishing new treatment modalities for the HCC

patients.

Key Words: Hepatocellular carcinoma (HCC), HGF, HIF, radiation, motility.
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1.GIRiS VE AMAC

Diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin yarisindan sorumlu olan hepatoselliiler
karsinoma (HCC) tamisi alan hastalarda uygulanabilecek tedavi secenekleri oldukga
kisithdir. Cogunlukla kronik karaciger hasar1 zemininde gelisen HCC tanist alan hastalarda
sag kalim karaciger fonksiyonlarinin diizeyiyle ilgilidir. Yalmzca %15 oraninda cerrahi
rezeksiyon ve transplantasyon yapilabilen hastalarin geride kalam1 kemo ve/veya
radyoterapi uygulamalariyla tedavi edilmeye calisilmaktadir. Kemoterapi uygulamalar
karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle radyoterapi uygulamalarn ise komsu hayati
organlar, karaciger dokusunun duyarlilig1 gibi nedenlerle pratikte oldukg¢a sinirlidir. Ancak
gelistirilmekte olan yeni planlama yontemleri ve mikrokiire uygulamasi gibi teknikler ile
hastanin yarar gorebildigi radyoterapi protokolleri olusturulmaya baslanmistir. HCC daki
tedavi arayislar1 ve bu yeni tekniklerle gerceklestirilen radyoterapi uygulamalar ile elde
edilen basarili sonuclar, HCC hiicrelerinin radyasyona kars1 verdikleri biyolojik yanitlarin
neler oldugu sorusunu giindeme getirmistir.

Hepatositten karsinoma hiicresine doniisiimden sorumlu molekiiler mekanizmalarin
malignite derecesi, tedavi yaniti ve tedavi sonrasi hastalik tekrarlamasi gibi siirecleri de
etkiledigi diistiniilmektedir. HCC gelisiminde ortaya c¢iktig1 bilinen hipoksik mikrocevrenin
hepatositlerde yol actig1 degisimlerin damar destegi bol olan invazif ve metastatik kanser
dokular1  gelisimine  katkida  bulundugu  ©ne  siiriilmektedir. =~ Hepatositlerin
farklilagmalarinda, gelismelerinde ve hepatosit fonksiyonlarini siirdiirmelerinde rolii olan
Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)'niin de karsinogenez siirecinden etkilendigi hatta
siirecin Yyiiriitiiciilerinden biri oldugu diistiniilmektedir. HGF sinyal ileti sisteminin aktive
olmasiyla hepatositler sag kalim, hiicre hareketliligi, invazyon ve anjiyogenez agisindan
avantaj kazanmaktadirlar. Hepatositler hipoksik stres altinda HGF uyarimina benzer
sekilde sag kalim ve anjiyogenez mekanizmalarin1 aktive etmektedirler. Hipoksik
mikrocevrenin algilanmasiyla hiicre icinde meydana gelen molekiiler degisimlerin HGF
sinyal iletisini gergeklestiren proteinleri ve sinyal iletim mekanizmalarin1 da etkiledigi
bilinmektedir. HGF sinyal ileti sisteminin hipoksik kosullardaki hiicrelerde normalden
farkli olarak ¢alistig1 kabul edilebilir.

Gerek hipoksi gerekse HGF sinyal sistemi aktivasyonu hepatoselliiler karsinoma

hiicre fenotipini degistirmektedir. Bu degisim malign karakter kazanilmasma ve
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uygulanacak tedavilere direng gelistirilmesine neden olma potansiyeli tasimaktadir.
Dolayisiyla bu iki uyarimin hiicrelerde yol actigi degisimlerin ve kazandirdiklari olasi
diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi ile ileride tedavi amaciyla hedef olarak
kullanilabilecek molekiiller belirlenebilir.

Calismamiz kapsaminda HCC hiicre dizilerinin hipoksi, HGF ve radyasyon
uygulamasina nasil yanit verdiklerini ve bu yanitlarin molekiiler diizeyde hangi hedef
genler tarafindan yonlendirildigini tanimlamay1 hedefledik.

Bu hedef molekiillerin pre-malign lezyonlardaki ve tedavi Oncesi veya sonrasindaki
durumlarinin belirlenmesi ile HCC gelisimi ve ilerleyisinde ©Onemli, marker olarak

kullanilabilme potansiyelleri olan molekiiller tanimlanabilir.
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2.GENEL BILGILER

Diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin yarisindan sorumlu olan hepatoselliiler
karsinoma (HCC), yilda yarim milyondan fazla insanin 6liimiine neden olmaktadir'. HCC
tanist alan hastalarda 5 yillik sagkalim oram %35 civarindadir™. HCC gelisimine neden
olan kronik karaciger hasari acisindan onemli risk faktorleri Hepatit B Virusu (HBV),
Hepatit C Virusu (HCV), aflatoksin ve alkol kullanimudir®.

HCC kesin tedavisi olmayan bir hastaliktir. Cogunlukla sirotik zeminde lokal
ilerlemis olarak veya birden fazla odak olusturmus sekilde ortaya glkmaktadlrs. Hastanin
hayatta kalmas1 karaciger fonksiyonlariyla yakindan iligkilidir. Kronik karaciger hasar
veya siroz varligi karaciger fonksiyonlarimi esas etkileyen faktorlerdir, timor dokusuyla
ilgili ozellik ise timoriin biiyiikliigiidiir. Tiim6r dokusunun cerrahi rezeksiyonu hastalarin
2/3’tinde 5 yillik yagsam sansini1 saglamaktadir. Ancak hastalarin sadece %15’inden azinda
rezeksiyon veya transplantasyon yapilabilmektedir, kalan hastalara degisik tedavi
yaklagimlar1 uygulanmaktadir.

Karaciger fonksiyonlarinin hali hazirda bozuk olmasi sistemik kemoterapi
uygulamasini  sinirlamaktadir.  Radyofrekans ablasyon ve transarteryel kemo-
embolizasyonla bilylik damar tutulumu olmayan tiimorlerde bolgesel tiimoral ilerleme
durdurulabilmektedir®. Karaciger dokusunun radyasyon hasarina toleransinin diisiik olmasi
nedeniyle tiim karacigere, tiimor ilerlemesini durduracak dozda radyasyon
uygulanamamaktadir. Radyoterapi uygulamasi sonrast karaciger yetmezligi gelisimi riski
yaninda viral hepatitin aktive olmasi veya mide ve bobrekler gibi komsu dokularda hasar
olusumu riski artmaktadir"®.

HCC risk faktorleriyle karsilasan hepatositlerde uzun siireli hasar meydana
gelmektedir. HBV, HCV viriisleri hepatositleri enfekte ederek yol actiklar direk hasar
yaninda viral enfeksiyona bagli immiin yanit olusmas1 nedeniyle karaciger dokusunda
enflamasyona da neden olmaktadirlar’. Hepatosit nekrozu, enflamasyon ve saglam
hepatositlerdeki rejeneratif ¢ogalma uzun siireler boyunca devam etmektedir'®. Kronik
hasar ve tamir siireci sitokinler, biiylime faktorleri ve reaktif oksijen radikalleri (ROR)
acisindan zengin bir cevre icinde hepatositlerde ¢ogalmanin artmasina neden olur. Alkol
kullanimi dolasimdaki endotoksinleri artirmakta, enflamatuvar sitokinlerin salinmasina

neden olmaktadir''. Alkoliin hepatositlerde neden oldugu lipid peroksidasyonu sonrasinda
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meydana gelen hepatik hasar fibrozise ve siroz gelisimine yol agmaktadir'>'?. Aflatoksin
hepatositlerde mutajenik etkiler gostermekte, ozellikle p53 tiimor baskilayict geninde
neden oldugu mutasyonlar bu protein fonksiyonlarim1 bozmakta veya Ras onkogeninde
proteini aktive edici mutasyonlara neden olmaktadir'®.

Etiyolojik faktorlerin neden oldugu enflamatuvar yanit ve oksidatif stres karaciger
stromasint ve mikrogevresini degistirmekte, siroz gelisimine neden olmaktadir.
Hepatositlerde degisen mikrocevre i¢inde rejenerasyon amaciyla ¢ogalma hizi artmaktadir.
Gerek etiyolojik faktorler gerekse enflamasyonun yol agtigl cogalma, zamanla genetik ve
genomik diizenlenme degisikliklerine yol agacakUrlS. Zamanla sirotik karaciger dokusu
icinde fibrotik stromayla cevrilmis, ¢ogalan hepatositlerden olusan nodiiller olugmaya
baslar. Bu nodiiller hiperplastik nodiillere daha sonra da biiyiime hiz1 kontrolii kayb1 ve
genomik instabilite  gelisimiyle displastik  nodiillere = sonugta  karsinomaya
doniiseceklerdir'®. Diisiik seviyede displastik nodiil ici hepatositler yiiksek ¢cogalma hizina
sahiptir ancak ¢ogu hepatosit hiicre 6zelligini korumaktadirlar ve fonksiyonlarimi yerine
getirmektedirler. Zamanla hiicrelerin farklilagsma seviyesi azalir ve hepatosit fonksiyonlar
kaybolmaya baslar (Sekil 1).

fleri seviye displazi asamasinda nodiillerin biiyiikliigii artmaya baslar'’. Cogalma
hiz1 yiiksek olan ancak hepatoselliiler 6zellikleri azalmis olan hiicreler komsu karaciger
dokusu igine ilerleme egilimindedir. Hiicrelerin karaciger dokusu icine ve damar yapilar
araciligiyla uzak dokulara invazyon yetenegi kazanmalariyla birlikte diisiikk seviyede
farklilagmis, hepatik fonksiyonlarimi gerceklestiremeyen HCC hiicreleri ortaya c¢ikar.
Metastatik fenotipin kazanilmasinda hepatositlerin hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybetme,
matriks icinde hareket edebilme ve matriksi parcalama, dolasima girme, uzak dokulara
metastaz ve sonunda metastaz tekrarlamalar1 gibi ileri evredeki malign davraniglarin ortaya
cikmas1 hastanin prognozunu kotiilestirdigi gibi tedavi yanitsizhi@ini da beraberinde

getirmektedirlg’lg.
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KAH AAH Erken Donem ileri Evre
HCC HCC

Safra Yollan [ ——

Hiicre Yogunlugu __._

Hipoksi _-#llllllll
Yeni Kan __—#

Damarlari

Sekil 1: HCC gelisimi siirecinde hipoksiye bagli olarak ortaya ¢ikan patolojik degisimler2°.
( KAH: Klasik adenomatoz hiperplazi, AAH: Atipik adenomatdz hiperplazi )

2.1 HCC gelisiminde ve ilerleyisinde hipoksi varligi ve vaskiilarizasyon

HCC vaskiiler bir tiimérdiir ~*'**. Hepatokarsinogenez siirecinde kronik hepatik
hasarin bagladigi asamadan itibaren damarlanmay1 artiran biiyiime faktorlerinin
ekspresyonu artmustir. Interlokin-8 (IL-8) gibi sitokinler kronik enflamasyonda rol
almalarinin yaninda anjiyogenezi de tetiklemektedirler. Karaciger dokusunda meydana
gelen enflamasyon hiicrelerin hayatta kalmak icin koruyucu biiylime faktorleri
salgilamalarina neden olmaktadir™. Cevreye salinan vaskiiler endotel biiyiime faktorii
(VEGF) ve fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) gibi faktorler endotel hiicrelerinin yeni
damar olusturmaya yonlendirir. Oksidatif hasar sonucu olusan ROR’inin de anjiyogeneze
neden olan VEGF in ekspresyonunda artisa neden oldugu bilinmektedir**. Kronik
enflamasyon goriilen karaciger dokularinda normalden daha fazla VEGF var oldugu
belirlenmistir™. Ayrica HBV viriisiiyle enfekte hepatositlerde eksprese olan HBx proteini

de VEGF salinigim artirmaktadir®®.
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Siirec ilerledik¢e displastik nodiiller icinde ilk mikrovaskiiler ag yapilar1 ortaya
cikar. Ileri seviye displastik nodiillerde, biiyiikliigiin artis1 nedeniyle nodiil icindeki
hiicreler yeterli oksijen ve besin destegi alamazlar®’®. Hipoksiye maruz kalan bu hiicreler
kendilerine oksijen destegini saglamak icin damarlanmayi artiric1 bilyiime faktorleri
tiretmeye baslarlar. VEGF, FGF, HGF ve trombosit kaynakl1 biiylime faktorii (PDGF) gibi
anjiyogeneze yol acan biiyiime faktorleri ekspresyonu hipoksi ile artar”. Bu artis
anjiyogenez yaninda hiicre ¢cogalmasinin daha da artmasina, hiicrelerin i¢inde bulunduklari
enflamasyon stresine kars1 direng gelistirmelerine ve daha malign karakter kazanmalarina
da neden olacaktir. Displastik hiicreler sadece degisen mikro ¢evreleri nedeniyle degil ayni
zamanda artmis olan genomik degisimlerin bir sonucu olarak biiyiime faktorii yolaklarini
normalden daha fazla aktive etmektedirler. Siklikla genlerin ekspresyon diizeylerinde
epigenetik degisimler gozlenir; metilasyona bagl degisimler, mikrosatellit instabilitesi ve
telomeraz enzim ekspresyonu degisimleri gibi'. Diisiik seviyede olmakla birlikte genlerde

ve kromozomlarda yapisal degisimler de gbzlenmeye baslar.

VirGsler,
Toksinler
Durgun stellate hiicreler Oksidatif
Portal fibroblastlar stres
Hepatositler
Blylme Kronik Sinlizoidal Endotel :
D U Hasar <—|  Hucrelerive <+
Faktorleri Kupffer hiicreleri
Proliferatif, fibrojenik,
kontraktil myofibroblastlar
~a
« Kollajen Birikimi
Matriks Yikilimi /
~a . .
Normal Kan HlpOkSl
Akiminin Bozulmasi

Sekil2: Kronik karaciger hasar1 etkisiyle hipoksinin olusumu®’,
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HCC dokularinda mikrovaskiiler yogunluk artmistir. Damarlanmanin az oldugu
bolgelerde iskemi nedeniyle tiimor hiicreleri nekrozla oliirler. Nekrotik alanlara komsu
timor dokularinda da hipoksi nedeniyle VEGF miktarmin yiiksek oldugu saptanmistir.
HCC de damarlanmanin varligi maligniteyle de yakindan iligkilidir. Damar destegi iyi olan
timor dokularinda hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 daha yiiksek, invazyon ve metastaz
yetenekleri daha fazladir. Tiimor dokusundaki VEGF miktarinin hastalifin prognozuyla ve
tedavi sonrasit tekrar etme olasiligiyla da iliskili oldugunu &ne siiren g¢aligmalar

bulunmaktadir.

2.2 Hipoksi HiF1 ile calisir

Yeni damar olusumuna neden olan hipoksik mikrocevrenin hiicreler tarafindan
nasil algilandigi ve hipoksiye nasil yanit verildigi gerek iskemik olaylara yanit agisindan
gerekse tiimorigenez siiregleri acisindan biiyilk onem tasimaktadir. Hiicre ic¢i oksijen
miktar1 yasamsal fonksiyonlar agisindan kiiciik degisimlerle tolere edilebilmektedir®.
Oksidatif hasar etkin mekanizmalarla engellenmekte ve hizla giderilmeye calisiimaktadir.
Oksijen miktar1 azalmasi halinde ise hem oksijenin dagitimi hem de oksijen azalmasina
adaptasyon protein aktivite degisimleri ve gen ekspresyon degisimleriyle kontrol

3931 Hipoksi-indiiklenebilir faktor 1 (HIF—1) oksijen homeostazinin esas

edilmektedir
diizenleyicisidir’>. Oksijen miktarindaki azalma bir transkripsiyon faktorii olan HIF1
proteininin transkripsiyonel aktivasyonunu saglayarak gen ekspresyon degisiklikleri neden
olmaktadir.

HIF1 bir heterodimer proteindir. Hif1B alt iinitesi siirekli olarak hiicre icinde
bulunan bir proteindir. Hif 1o alt {initesi ise ekspresyonu ve transkripsiyonel aktivite diizeyi
hiicre i¢i oksijen miktarma bagl olan bir proteindir. Normoksik kosullarda Hif 1o proteini
hizla ubiqitinlenir ve proteozomda y1k111r3 3 Bir E3 ubiqitin protein ligaz olan von Hippel
Lindau proteini (pVHL) Hifla iizerindeki oksijen bagimlhi yikilma bolgesine (oxygen
dependent degradation domain(ODD)) baglanarak proteini ubiqitinler34. pVHL in ODD
bolgesine baglanabilmesi icin, bu bolgede yer alan 402 ve 564 prolin aminoasitlerinin
hidroksillenmis olmasi gerekmektedir’®. Prolinlerin hidroksillenmesi demir ve oksijen

bagimli olarak prolin hidroksilaz enzimlerince gerceklesir. Hipoksi varliginda hidroksilaz
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enzimleri oksijen azligina bagh olarak fonksiyon goremezler ve Hiflow proteini yikimi
engellenerek hiicre icinde birikmeye baslar®. Oksijen varliginda Hiflo'nin
transkripsiyonel aktivasyonu da engellenmektedir. pVHL proteininin ve bir ko-represor
olan HIF baskilayici faktor (FIH) proteininin iizerine, histon deasetilaz (HDAC) kompleks
proteininin baglanmasiyla HIF aktivasyonu baskilanir. Hif 1o proteini 803 nolu asparajin
amino asitinin de hidroksillenmesi ile transkripsiyonel ko-aktivator protein p300’iin bu
bolgeye baglanmasi engellenmektedir. Hipoksik kosullarda gerek Hiflo'nin yikilmasina
neden olan gerekse transkripsiyonel baskilanmasina neden olan enzimler ¢alisgamazlar ve
Hifla hiicre sitoplazmasinda birikir, ¢ekirdek icine go¢ eder ve burada Hif 1 alt iinitesiyle
birlesir. Bu sayede oksijen varliginda Hiflo proteini yikilirken, oksijen miktar1 azalinca
hiicre i¢i HIF1ot protein miktar1 artar ve transkripsiyonel olarak da aktif duruma ge(;elr3 7
Hipoksik kosulda aktive olan HIF proteini ¢ekirtekte hedef gen promotor bolgeleri
iizerinde yer alan hipoksi yanit elementi (HRE) adli -CGTG- baz dizisine baglanir. HIF
hedef genleri hiicre canliligi/biiylimesi, metabolizma degisimleri ve anjiyogeneze yol
acarlar’®( Tablo 1). HiF proteininin bu 6zellikleri goz 6niinde bulunduruldugunda timér
hiicrelerinde HIF varligi ile malign karakter arasindaki iliski anlamli hale gelmektedir.
Malign tiimérlerin yarisinda HIF proteininin arttign belirlenmistir’®. Tiimor hiicrelerinin
malignitesi artttkca HIF miktarimin da arttigi ve HIF miktarinin tiimor evresi ve

prognozuyla da korelasyon gosterdigi one siiriilmektedir™.

Yikilim N -
i Ubikiitinlenme
o 1T -
Q Do » e ! @ = Ol . @ @
Normoksi PHD1-3 ] ARDA PHD¥ -3 FIH-1

BHLH PAS P40z K532 P564 803
TAD-M TAD-C

.
Hipoksi l

Transkripsiyonun
aktiflenmesi

Sekil 3: HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin oksijen ile diizenlenmesi*'.
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Tablo 1: Hiflo transkripsiyon faktor proteini ile ekspresyonu diizenlenen genler*'.

Hiicre Hiicre Apoptosis Motilite Anjiyogenez Vaskiiler Tonus
Cogalmasi Sagkalim
Cyclin G2 EPO NIP3 AMF/GPI EG-VEGF ADM
IGF2 IGF2 NIX c-Met ENG ET1
IGF-BP1,2 NOS2 LRP1 LEP Haem
WAF1 VEGF TGF-a LRP1 oxygenase-1
TGF-a TGF-B3 NOS2
VEGF
pH Tlac Niikleotid Demir Glukoz
Diizenlemesi | Direnci Metabolizmasi | Metabolizmasi | Metabolizmasi
Carbonic MDRI1 Adenylate Ceruloplasmin | HK1,2
Anhydrase 9 Kinase 3 Transferrin AMF/GPI
Ecto-5’- Transferrin ENOI1
nucleotidase Receptor GLUT1
GAPDH
LDHA
PGK1
PKM

( Kisaltmalar: AMF, autocrine motility factor; ADM, adrenomedullin; EG-VEGF,
endocrinegland-derived VEGF; ENG, endoglin, ETI, endothelin-1; ENOI, enolase 1;
EPO, erythropoietin; GLUTI, glucose transporter 1; GAPDH, glyceraldehyde-3-P-

dehydrogenase; HK1, hexokinase 1; HK2, hexokinase 2; IGF2, insulin-like growth-factor
2; IGF-BP1, IGF-factor-binding-protein 1; IGF-BP2, IGF-factor-binding-protein 2;
LDHA, lactate dehydrogenase A; LEP, leptin; LRP1, LDL-receptor-related protein 1;

MDRI1, multidrug resistance 1; NOS2, nitric oxide synthase 2; PGK 1, phosphoglycerate

kinase 1; PKM, pyruvate kinase M; TGF-a, transforming growth factor-a; TGF-§3,

transforming growth factor-p3; VEGF, vascular endothelial growth factor.)
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2.3 Hipoksi tedavi direnci yaratir

Tiimor dokularinda HIF ekspresyonunun artmis olmasi hiicrelere stres kosullarinda
yasama avantaji saglamaktadir. Oksijeni ve ihtiyac duydugu besin miktariin
karsilanmadig1 kosullara HIF aracili proteomik degisimlerle uyum saglayan hiicreler bu
siire¢ icinde baska stres kosullarinda da kullanabilecekleri yasamsal sistemleri harekete
gecirmektedirler.

Hepatoselliiler karsinogenez siirecinde de HIF protein miktarini artiran faktorlerin
varlig1 ortaya koyulmustur42’43’44’45 . Erken donemde, alkol kullamimina bagli karaciger
hasar1 gelisimi sirasinda hipoksik stres nedeniyle hiicrelerde HIF miktarmin arttif
gdriiliir46. Benzer sekildle HBV enfekte hepatositlerde HIF aktivasyonu ve buna bagh
VEGF ekspresyon artisi gézlenmektedir“. Kronik karaciger hasari goriilen hastalarda
enflamasyonla iliskili sitokinlerin yaninda hasarli hiicrelerin olusturdugu oksijen
radikallerinin de hiicrelerdeki HIF miktarim artirdig1 belirlenmistir*®*’. Bu siireclerde HIF
proteininin artmasi hepatositlerin hayatta kalma olasiliklarim artirmaktadir. Ancak s6z
konusu stres kosullar1 altinda genomlarim koruyamayan displastik hiicrelerin ¢ogalmasi
acisindan da belirgin avantaj kazandirmaktadir.

Gerek kronik enflamasyon siirecinde gerekse displastik nodiillerden karsinoma
hiicrelerine doniisiim donemlerinde ortamda var olan biiyiime faktorleri hiicrelerin cogalma
hizin1 artirmakta ve canliliklarini devam ettirmelerini saglamaktadir. HIF proteini
tammmlanmis ¢ogu biiyime faktorii tarafindan (VEGF, FGF, PDGF, IGF)
artinlmaktadir™®,’!. HiF’in kendisinin de bu faktdrlerin ekspresyonlarini artirdigr g6z
oniine alindiginda hepatokarsinogenez siirecinde HIF ile biiyiime faktorleri arasinda pozitif
bir geri beslemenin var oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Karsinoma asamasinda hiicrelerde ortaya ¢ikan genomik degisimler nedeniyle HIF
ekspresyonunda artisa neden olacak mutasyonlar da protein miktarini artirmaktadir’ >,
Tiimor hiicreleri tamir edemedikleri DNA hasarlarinin varliginda HIF proteini araciligiyla
apoptozdan korunmaktadirlar. HIF anti-apoptotik gen ekspresyonlarimi artirarak (Bcl-2,
Survivin, XIAP) ve apoptotik genleri baskilayarak (Bax, Bid, Trail) apoptozu
engellemektedir*>>**>’. Bu sayede daha malign ve invazif fenotipe sahip hiicreler ortaya

cikmaktadir.
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HIF proteini artis1 hiicrelerin  kemoterapotiklere de direng gelistirmelerini
saglamaktadir. Cogu tiimor hiicresinde tedavide kullanilan ajanlarin hiicre icinde birikimini
azaltacak coklu ilag direnci proteini (MDR) ve p-glikoprotein ilag direnclilik genlerinde

HIF bagimh artis oldugu bilinmektedir’®’.

Hipoksi varligi da genel olarak hiicrelere
ulasan kan akimimt smirladigindan ilaglarin  doku iginde etkin doza ¢ikmasini
engellemektedir.

HCC tedavisi agisindan sinirli bir yeri olmakla birlikte radyoterapi uygulamalar1 da

HIF aracili direngle karst 1<ar§1yad1r60’61’62

. Hipoksik hiicrelerde oksijenin azlig1 nedeniyle
radyasyon ile olusturulan DNA hasarlarinin seviyesinde azalma olabilmekle birlikte esas
sorun HIF proteini tarafindan aktive hale getirilen sag kalimi saglayici sistemlerin
Varhgldlr63 0465 Radyoterapi sonrasinda olusan ROR’nin neden oldugu hiicre hasar1 HIiF
bagimli  anti-oksidan  proteinlerin  (SOD, HO-1, CP) ekspresyonlar1 ile
engellenmektedir®®’. HIF proteini ekspresyonunun anti-apoptotik etkileri yaninda hiicre
sagkalimm artiran PI3K/Akt yolagim da aktive hale getirdigi bilinmektedir®®. Akt’'nin
aktive olmas1t HIF’in anti-apoptotik etkilerini daha da artirmakta ve stres kosullarinda
hiicrelerin biiyiimesine, ¢ogalma hizimin artmasina neden olmaktadir’®. Dolayisiyla
hipoksik cevrenin varligi, HCC hiicreleri i¢in kemo ya da radyoterapi ajanlarina karsi

koyabilecekleri sistemleri onceden fonksiyonel hale getirebilme agisindan bir cesit 6n-

kosullanma/ 6nlem mekanizmasi olarak is gdrmektedir”.

2.4 Hipoksik kosullarda ve tiimorigenez siirecinde HGF/c-Met yolag aktive

olur ve tedavi direnci kazandirir

HCC gelisimi siirecinde biiylime faktorleri sinyal yolaklar1 hem etiyolojik
faktorlerden tarafindan etkilenirler, hem de karaciger dokusunda olusan yanitin
yonlendiricileri konumundadirlar. Olgun hepatositlerin ¢ogalmasim saglayan en 6nemli
faktor HGF dir. Parsiyel hepatektomi sonrasinda hem karaciger dokusunda hem de kanda
HGF miktar1 artar’>. Boylece olgun hepatositlerin ve hepatik progenitor hiicrelerin
cogalmasi ile rejenerasyon gegeklesir73. Karaciger dokusunun gelisiminde, hematopoetik
ve embriyonik kok hiicrelerin hepatositlere farkhilasmasinda HGF 6nemli rol oynar’*".
HGEF biiylime faktorii mezenkimal hiicrelerden salinir ve cogunlukla parakrin etki

yapar’®"""®, HGF’nin reseptorii olan membranda yerlesik c-Met proteini epitelyal
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hiicrelerde yer alir. HGF’nin c-Met proteinine baglanmasiyla reseptor tirozin kinaz
bolgeleri aktive olarak hiicre i¢i sinyal iletim sistemini aktive eder. HGF/c-Met aracili
sinyaller hiicrede c¢ogalma, motilite, farklilagma, tiibiilogenez ve anjiyogeneze neden
olacak genlerin ekspresyonunu degistirir’ (Sekil 4) . Karaciger dokusunda siniizoidal ve
Kupffer hiicrelerinde iiretilen HGF parakrin olarak c-Met reseptor proteinine sahip
hepatositlerde ve safra yolu epitel hiicrelerinde etki gosterir. Bu etkilesim normal karaciger
dokusu gelisimi siirecinde ve rejenerasyon siireglerinde gahslrgo. Hepatik hasarin
gozlendigi kronik hepatit ve siroz durumlarinda HGF ekspresyonunda bir miktar artig
olmakla birlikte esas etki hepatositlerdeki c-Met proteini miktar artisidir. Enflamasyon
sirasinda akut faz yaniti olarak ortama saliman IL-1 ve IL-6, c-Met transkripsiyonunu
artirmaktadirlar®'. Tiimaor gelisimi ve ilerlemesi sirasinda ise HGF/c-Met sistemi otokrin
olarak calismaya baslamaktadir. Displastik hepatositlerde HGF ekspresyonun baslamasi
sonrasinda c-Met transkripsiyonu da arti gosterir™. Hiicreler hem HGF’ye hem de
reseptori olan c-Met proteinine sahip olduklarinda, kendi kendilerine ¢cogalma ve invazyon
ozelliklerini kazanmaya baslarlar. HCC dokularinda genomik degisimler nedeniyle de
HGF asinn ekspresyonuna, c-Met mutasyonlarma ya da asinn ekspresyonlarina

rastlanmaktadir®’.

Hiicre Disi1 Bolge

Membran ici Bélge

W 1003
P Membrana Komsu Bolge

Kinaz
Boélaesi
pY1234

pY1235

priss Karboksi Ucu
pY 1356 Baglanma Bdélgesi

Sekil 4: c-Met reseptor proteini bolgeleri ve fosforilasyon yerleri’’.
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HGF erken donemlerde ¢ogalma hizini artirmaktayken tiimoriin ileri evrelerinde
daha c¢ok hiicre farklilagmasimi ve motilite/invazyon karakteristiklerini degistirmektedir.
Dolayisiyla HCC hiicrelerinde HGF/c-Met sisteminin varligi prognozu kotiilestirmektedir.
c-Met ekspresyonu varliginda tiimor dokusu i¢inde mikrovaskiiler yogunlugun, vaskiiler
invazyon hizinin ve intrahepatik metastazlarin arttign goriilmiistiir. c-Met varliginda
hastalarin sag kalim siireleri azalmakta ve tedavi sonrasi hastaligin tekrarlama olasilig
artmaktadir.

c-Met ekspresyonunun hipoksi varliginda da arttig belirlenmistir®**

. Hipoksi
etkisiyle HIF ve AP-1 transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasi sonucunda c-Met
transkripsiyonu artmaktadir. Displastik nodiillerin biiyiimesi siirecinde duyulan vaskiiler
destegin saglanmasinda, hipoksi aracili c-Met ekspresyonu artisinin biiyiik Snemi

86.87 1 - . .o .. . .
©'. llging bir diger veri ise c-Met aktivasyonu sonrasinda normoksik

bulunmaktadir
kosullarda da HIF proteininin aktive olmasidir®™. HGF/c-Met yolag1 ile HIF arasindaki

pozitif geri besleme hiicrelerde malign karakteri artirmaktadir.

2.5 HGF/c-Met sinyal yolag: tedavi direncin engellenmesi icin hedeftir

HCC patogenezinde sahip oldugu roller nedeniyle HGF/c-Met sinyal yolagi tedavi
acisindan ©Onemli bir hedeftir. Sinyal yolaginin degisik asamalarinda yapilabilecek
bloklayici girisimlerle HGF aracili degisimlerin engellenmesi planlanmaktadir. HGF nin
NK4 adi verilen kesilmis formunun c-Met reseptoriine baglanip reseptori HGF’ye
kapatmas1 ile baslangic asamasinda reseptor aktivasyonunun engellenmesi
amaglanmaktadir. HCC hiicre dizilerinde NK4 kullanimiyla hiicre ¢ogalmasinda ve
invazyonunda belirgin azalma oldugu gézlenmistirgg. c-Met aracili hiicresel yanitlarin
baskilanmas1 amaciyla c-Met’e baglanarak sinyal iletim sistemini diizenleyen Grb2
molekiili de malign davramiglarin  azaltilabilmesi  agisindan  hedef  olarak

de gerlendirilmektedirgo’gl

. Hiicre icinde HGF sinyali ile aktive oldugu bilinen AKT
molekiilii cogalma, sag kalim ve invazyon davramislarinin artirilmasimi saglamaktadir.
AKT aktivasyonunun azaltilmasin1 saglayacak tedavi segeneklerinin olusturulmasi HCC

92,93,94

tedavisi acisindan yogun olarak arastirilan bir konudur . Hipoksik mikrogevre

etkisiyle ortaya cikan invazif karakterin, kemoterapi ve radyoterapi direncinin
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engellenmesi agisindan giiniimiizde en belirgin hedef HIF proteini olarak goriilmektedir’.
HIF aracil1 yanitlarin durdurulmasi i¢in HiF inhibitorii olan YC-1 molekiiliiyle HCC hiicre

96,97

dizilerinde calismalar yapilmaya baslanmistir™"". Giintimiizde kullanilmakta olan ya da

HIF inhibitorii ozelligi de oldugu kesfedilen yeni molekiillerin sayis1 da giderek

artmaktadir’®”

. Tanimlanacak yeni hedef proteinler ile yeni tedavi ajanlarinin iliskileri, in
vivo caligmalar, hastalik prognozu ve yasam kalitesi gibi degiskenlerin nasil etkilendigi
gibi sorularin yanitlanmasit HCC tedavisi acisindan gelecek donemde yiiriitiilecek

calismalarin ana konularini olusturacaktir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan hepatoselliiler karsinoma hiicre dizileri Hep3B, HepG2 ve
Huh7 Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinden Prof. Dr. Mehmet
Oztiirk tarafindan saglanmistir.

Hiicreler %10 fetal bovin serum ( FBS, Biochrom, S0115), penisilin/streptomisin,
2mM L-Glutamin (Biochrom, K0283) iceren Dulbecco’s Modified Essential Medium
(DMEM, Sigma, D5546) besi ortami icerisinde, 37°C’de ve %5 CO, varliginda hiicre
kiiltiirii inkiibatoriinde ( Heal Force, HF90) iiretildi. Araliklarla faz kontrast mikroskobu ile
( Phase Contrast-2, Nikon, LWD 052, 202086) kontrol edildiler ve %80 yogunluga
ulagtiklarinda bir kism1 deneysel asamalarda kullanilirken bir kismi da dondurularak -
80°C’de saklandi. Hiicre dizilerinin kiiltiir islemleri sinif II steril hiicre kiiltiirii kabinetinde
(Aura Vertical S.D.4, C5681) steril sarf malzemeler kullanilarak gerceklestirildi.

Hipoksi uygulamasi anaerobik jar sistemi (Anaerocult-Merck) ile gerceklestirildi.
2] hacimli jar i¢ine kiiltiir kaplarinin yerlestirilmesi sonrasinda oksijen baglayici demir tozu
reaktifi su ile aktive edilip jar icine koyuldu ve sizdirmaz kapak ile hacim sabitlendi.

Hipoksik mikrogevreyi taklit etmek icin kobalt klorit (CoCl,) kimyasali kullanildi.
Distile su i¢inde ¢oziilerek elde edilen stok soliisyondan 50-400 uM konsantrasyonda besi
ortamina eklenerek kullanildi.

HIF proteini baskilayicist olan YC-1 molekiilii dimetilsulfoksit (DMSO) icinde
¢Oziildii ve ortam icine eklenerek kullanildi.

Radyasyon uygulamalari DEU Radyasyon Onkolojisi ABD tarafindan
kullanilmakta olan Kobalt 60 Teathron y radyasyon kaynagi ile uygulandi.
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3.2 Koloni Sag Kalimi Deneyleri

Kiiltiirde %80 yogunluga ulasan hiicreler gece boyu %2 serum igeren ortamda ag
birakilip belirtilen dozda HGF ile uyarildiktan 15 dakika sonra hipoksi jarina
yerlestirildiler. 6 ila 24 saat sonra hiicreler normoksik kosullara alindi ve bekletilmeden
tripsin ile siispanse hale getirildiler. Thoma laminda sayim ile hiicre konsantrasyonu elde
edilip 2000-3500 hiicre/ 2ml ortam olacak sekilde 3,5 cm’lik petrilere her kosul icin 3
tekrarli petri olacak sekilde ekildiler. Yaklagik 2 haftalik inkiibasyon sonrasinda petriler
PBS ile yikandi, koloniler metanolle fikse edilip Giemsa ile boyandilar. En az 50 hiicre

iceren koloniler sayilarak koloni sag kalim degerlendirmesi yapildi.

3.3 MTT Hiicre Cogalmasi Deneyleri

Kiiltiirde ¢ogaltilan hiicreler 48 kuyulu kiiltiir plakalarina 10.000 hiicre/ 400 pl besi
ortami / kuyucuk olacak sekilde ekildiler. Bir giin sonra gece boyu %2 serum igeren
ortama alinip a¢ birakildilar. 40 ng/ml konsantrasyonda HGF ile 15 dakika uyarimin
ardindan hipoksi jarlarina yerlestirildiler. Jar icinde 48 saat siiren hipoksi uygulamasi
sonrasinda kiiltiir plakalar1 normoksiye alindi ve bekletme yapilmadan 100pl besi ortami
icindeki hiicreler tizerine 20 pl MTT test reageni ( CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay, Promega G3580) eklendi. 30 dakika boyunca 37 C’de ve %5 CO,
varliginda inkiibasyon sonrasinda hiicreler tarafindan metabolize edilmis reagen igeren
kiiltir ortam1 spektrofotometrik olarak 490 ve 630 nm dalga boylarinda ol¢iimle
degerlendirildi. Kontrol hiicrelerinden elde edilen absorbans degerine gore diizeltme
yapildiktan sonra canl hiicre sayist degisimi kontroliin yiizdesi olarak kosullar arasinda
karsilastirildi.

Y-Radyasyon uygulamasi sonrasinda uzun siireli kiiltiir yapmak icin planlanan
deneyde de y-radyasyon uygulamasi oncesinde HGF uyarimi ve/ veya 2 saatlik hipoksi
uygulamast sonrasinda, hiicreler hipoksik kosullarda iken, 7y-radyasyona uygulamasi
gercgeklestirildi. Takip eden 48 saat icinde de Hep3B hiicreleri hipoksik kosullarda inkiibe
edilmeye devam edildi. Siire sonunda sekiz ayr kiiltiir kabindaki hiicreler tripsinizasyonla
kaldirilip sayild1 ve 48 kuyucuklu kiiltiir plakalarina 5,000 hiicre/ 400 pl/ kuyucuk olacak
sekilde %2 FCS’li DMEM ortaminda ekildi. y-Radyasyon uygulamasi 6ncesinde HGF ile
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uyarilan kosuldaki hiicreler, ekildikten sonra giin agir1 HGF ile uyarilmaya devam edildi. 3.

/5.77. ve 9. giinlerde canliligin nasil etkilendigi MTT canlilik testi kullanilarak saptandi.

3.4 LDH Hiicre Toksisitesi Deneyleri

Hiicreler yukarida anlatildign iizere 48 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekildi ve
tanimlanan deney plani uygulandi.48 saatlik hipoksi sonrasinda normoksiye alinan
plakalarda, kiiltiire hiicrelerin icinde bulundugu besi ortamindan 50 ul’si alinip 50 ul LDH
test reageniyle ( CytoTox 96 Non-Radiactive Cytotoxicity Assay, Promega, G1780)
karistirlldi. Oda 1s1sinda karanlikta gerceklestirilen 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda 6lii
hiicrelerden ortama aktarilan LDH enzimi ile metabolize edilen reagendeki renk degisimi
490 nm’de spektrofotometrik olarak o6lciildii. Kontrol hiicrelerinden elde edilen absorbans
degerine gore diizeltme yapildiktan sonra Olii hiicre sayisi degisimi kontroliin yiizdesi

olarak kosullar arasinda karsilastirildi.

3.5 Motilite/ invazyon Deneyleri

Hep3B hiicrelerinin bazal, HGF ve/veya hipoksi-radyasyon uygulamasi sonrasinda
motilite ve invazyon davranislarindaki degisimler Boyden Chamber sistemi esasina dayali
24 kuyulu kiiltiir plagina yerlesik kuyucuklar kullanilarak gerceklestirildi ( BD 354578 ve
354483). Motilite incelemesi 8 mikron c¢apli porlara sahip membranlar {iizerinde
gergeklestirilirken, membran iistii biiyiime faktorleri azaltilmig matrijel ile kaplanmasiyla

olusturulan kuyucuklar invazyon deneylerinde kullanildi.

Hiicre Ekimi:

24 kuyucuklu plak icine HGF igeren ve icermeyen 750ul %2 serumlu besi ortami
koyuldu.

Motilite/invazyon kuyucuklar plaka i¢ine yerlestirildi.

20.000 hiicre kuyucuk i¢ine aktarildi.

Hipoksik kosul i¢in kiiltiir plakalar1 hipoksi jari i¢ine yerlestirildi.

Hipoksinin baglatilmasinda 2 saat sonra ilgili plakalara radyasyon uygulandi.

Hiicreler 24 saat boyunca hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde bekletildi.
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Inkiibasyon siiresi sonunda motilite/invazyon kuyucuklari pensetle tutularak

boyandi (Diff-Quik Stain Set, Dade Behring, B4132-1).

Membranin iist kisminda yer alan go¢ etmemis hiicreler ucu pamuklu c¢ubuklar
yardimiyla silinerek uzaklastirildi. Membran alt yiizeyine go¢ eden hiicreler mikroskop
yardimiyla sayildi. Sayim membran genelinde 4 kenarda 1 ortada olmak iizere 5 alan

tizerinden gerceklestirildi.

3.6 RNA Eldesi

HGF, hipoksi ve radyasyonun degisik kombinasyonlarda uygulanmasiyla
olusturulan kosullardaki hiicrelerden inkiibasyon siireleri sonrasinda total RNA eldesi
gerceklestirildi.

RNA TidyG (Applichem A2867) adli fenol-guanidin bilesigi reaktif kullanilarak
hiicreler parcalandi ve RNA ¢oziiniir hale getirildi. Alkoller yardimiyla ¢oktiiriilen RNA
yikanip kurutulduktan sonra distile su icinde ¢ozdiiriildii.

RNA calismalarinda kullanilan biitiin malzemeler bir kullamimlik ve RNaz
icermeyen nitelikteydi. Plastik malzemeler, soliisyonlar ve aparatlar DEPC ile muamele
edilerek RNazlardan armdirildi. Yiizeyler ve eldivenler RNAse OFF (Applichem A2861)
soliisyonuyla temizlenerek calisildi.

RNA Izolasyon Basamaklar1:

1. Petri i¢indeki ortam uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.

2. 1ml RNA TidyG/ 1.10° hiicre olacak sekilde reagen eklendi. Kaziyici ile tiim
hiicreler pargalanincaya kadar karistirildi ve eppendorf tiipiine alindi. 5 dakika
bekletilerek homojen parcalanma saglanda.

3. 1ml reagen i¢ine 200l kloroform eklenip alt iist edilerek karistirildi. Bu sayede
RNA-DNA-protein fazlari elde edildi.

4. +4°C 10 dakika 8.000 rpm’de santrifiij ile fazlarin tam ayrimi sagland.

5. En iistteki RNA faz1 yeni bir tiipe aktarilip esit hacimde izopropanol eklenip
karistirllarak RNA ¢okeltildi. Bu islemin etkinligini artirmak i¢in tiipler gece
boyunca -20°C’da bekletildi.

6. +4°C de 10 dakika 8.000 rpm’de santrifiij ile RNA pelleti olusturuldu.
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7. Stipernatan atilip 1 ml %75’lik etanol ile pellet yikandi.
8. +4°C 10 dakika 10.000 rpm’de santrifiij ile RNA pelleti ¢oktiiriildii. Etanol
uzaklastirilip pellet oda 1sisinda kurutuldu.

9. pH: 8,0 distile su i¢inde RNA pelleti ¢oziildii ve -80°C’de saklandi.

RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi:

Elde edilen RNA orneklerinin miktar tayini ve saflik degerlendirmesi icin 260 ve 280
nm’de spektrofotometrik ( Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) olgiimleri yapildi. Olgiim

sonrasinda

A* X diliisyon faktorii X 40 pg/ml = ? pg/ml RNA

formiilii kullanilarak orneklerdeki RNA konsantrasyonu ve “AZA®" oramindan

yararlanilarak RNA saflik degerleri elde edildi.

*Diliisyon ve kalibrasyonlarda 10 mM Tris-Cl, pH: 7,5 soliisyonu kullanildi.

3.7 cDNA Sentezi

Uygun konsantrasyon ve saflik degerlerine sahip total RNA Ornekleri, rastgele
primerler araciligiyla cDNA sentezi kiti (Fermentas K1612) kullanilarak cDNA’ya
cevrildiler. cDNA sentezi basamaklari asagidaki gibidir:

1. RNaz icermeyen 200ul’lik PCR tiipii icine buz lizerinde reaksiyon karigimi

hazirland

2 pg total RNA Ornegi

1 pl random hekzamer primer

karigimi 12 pl’ye tamamlayacak miktarda su

2. Karisim 70°C’da 5 dakika inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonras1 tiip buz iizerinde sogutuldu ve sirasiyla asagidaki reagenler
eklendi:

4 ul 5X reaksiyon tamponu

1 ul riboniikleaz inhibitorii

2 ul 10 nM dNTP karisimi

Karisim 25°C’da 10 dakika inkiibe edildi.

Reaksiyona 1 ul M-MuLV revers transkriptaz eklendi.

Karisim 25°C’da 10 dakika ve daha sonra da 42°C’da 1 saat inkiibe edildi.
Reaksiyon 70°C’ta 10 dakika inkiibe edilerel enzim inaktive edildi.

S T

3.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hedef genlerin transkripsiyonunda mRNA diizeyinde meydana gelen degisimlerin
incelenmesinde cDNA iizerinden gerceklestirilen RT-PCR yontemi kullanildi. leri ve geri
primerler internetteki Primer3 programi ile tasarlandi, dizilerin yerlesimi NCBI BLAST
programi kullanilarak kontrol edildi. PCR ¢alismalar sicaklik dongii diizenleyicisinde (MJ
Research Inc, PTC-100TM) gerceklestirildi.

Kullanilan primer sekanslar1 ve PCR {iriinlerinin uzunluklar asagidaki listede

tanimlanmaktadir:

cMet ileri: S’ ATTTAGGTACCTCTCATAATGAAGGCCCCCG
cMet geri: ’GCAGTGAACCTCCGACTGTATGTC

PHD1 ileri: 5 TGGGCAGCTATGTCATCAAC
PHD1 geri: 5 TTGGACACCTTTCTGTCCTG

PHD?2 ileri: 5’ ATCCGAGGCGATAAGATCAC
PHD?2 geri: 5>CGTACATAACCCGTTCCATTG

PHD3 ileri: 5’ AATTGCCCTGGAGTACATCG
PHD3 geri: 5TGAATGATTTCCCCTCTGGA
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HiFla ileri: 5> TTTTACCATGCCCCAGATTC
HiFla geri: 5> ATTCATCAGTGGTGGCAGTG

FiH ileri: 5> GGGGATTACCATCACTGTGAAC
FiH geri: 5 TCTCATTATGGCCACTTTCTGA

VEGF ileri: 5CGAAACCATGAACTTTCTGC
VEGEF geri: TGGTGATGTTGGACTCCTCA

Rlip76 ileri: 5’ ACTGTGCAGATCAGCAATCG
Rlip76 geri: STCTGAGGCGTTCAATCTCTTC

SIAH2 ileri: 5> ACCTGGTGTGTAACCAATGC
SIAH2 geri: 5>CATGTTCTGGTTTCTCCGTATG

EPO ileri: TGTGGATAAAGCCGTCAGTG
EPO geri: SGCACAAGCAATGTTGGTGAG

SET ileri: 5’ ACGCAGAATAAAGCCAGCAG
SET geri: 5’>CTTCCTCCCCTTCATCATCA

MT1-MMP ileri: >CGTTTCAACGAAGAGCTCAG
MT1-MMP geri: S’GCTTCTGGTTGTTGAATTTCC

PCR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler %1,5 agaroz jel elektroforezinde, 80V akim
altinda, yaklagik 1 saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi ( Eagle Eye II, Stratagene). Bant
kalinliklart deney kosullar1 arasinda karsilastirildi. Beta aktin ve GAPDH genleri kontrol

amach kullanildi.
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3.9 Protein Eldesi

Kiiltiir kaplarinda yapisarak iireyen hiicrelerden deney kosullar1 uygulandiktan sonra

asagidaki basamaklar takip edilerek total protein eldesi gerceklestirildi:

1. Kiiltiir kaplar1 buz iizerine alinip besi ortami uzaklastirildi.

2. Soguk PBS ile hiicreler yikandi, 1 ml PBS icinde hiicreler kaziyiciyla toplanip tiip
icine alindi.

3. +4°C’da ve 5000 rpm’de 5 dk santrifiij ile hiicre pelleti elde edildi.

4. Supernatan atilip pellet iizerine 3 hacim lizis tamponu eklendi. Hiicreler 30 dk buz
tizerinde 5 dakikada bir vortekslenerek lize edildi.

5. +4°C’de 15 dakika maksimum hizda santrifiijleme sonrasinda protein igeren

slipernatan yeni tiipe aktarildi. Protein drnekleri -80°C’ta saklandi.

Lizis tamponu icerigi:
Tris HCL pH:7,4:50 mM, NP40 %1, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, Aprotinin 1 pg/ml,
Leupeptin 1pg/ml, Pepstatin 1ug/ml, NaF 1mM, Na;VO4 1mM, PMSF 1mM

Deneyler sonunda elde edilen ornekler icindeki protein miktar1i BCA Protein Assay
(Pierce, 23225) kiti kullanilarak belirlendi.

Hiicrelerdeki HIF proteini miktarinin incelenebilmesi icin buz iizerinde soguk PBS ile
yapilan yikama sonrasinda 500ul / 10 cm petri olacak sekilde 2X Laemmni protein
yiikleme tamponu dogrudan hiicreler iizerine eklendi. Elde edilen protein 6rnegi kaynatilip

dogrudan SDS-PAGE jeline 40 pl / kuyu olarak yiiklendi.
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3.10 Western Blotlama

Uygulanan deney kosullar ile hiicre i¢i hedef proteinlerdeki miktar degisimlerini
belirlemek amaciyla western blotlama yontemi kullanildi. Protein 6rnekleri %8 ile 10’luk
SDS-PAGE ile biiyiikliiklerine gore ayrimlandi. Her bir jel kuyusuna 50-100 pg protein 2X
jel yiikleme tamponu i¢inde 5 dakika kaynatildiktan sonra yiiklendi. Jel yiiriitme tamponu
icinde yaklasik 4-6 saat jel basina 25 mA akim uygulandi. Jel icindeki proteinler 300mA
akim ile blotlama tamponu i¢cinde PVDF membranlara aktarildilar.

Proteinlerin membranlara blotlanmasi sonrasindac-Met proteini i¢in %35 albumin-
PBS-NP40 tamponunda oda 1sisinda 1 saat bloklama yapildi. Membran %0,1 albumin-
PBS-NP40 tamponu i¢inde 1:1000 c-Met (C28, Santa Cruz) antikoru ile +4°C’ta gece boyu
inkiibasyon sonrasinda yikandi. c-Met antikoruna ikincil olarak HRP-bagl anti-tavsan
antikoru ile oda 1sisinda 30 dk inkiibasyonla baglanma gelceklestirilildi. Hiflo proteini
icin %S5 siit tozu iceren TBS-T tamponunda oda 1sisinda 30 dk bloklama sonrasinda
membran 1:250 oranda primer antikor (BD, 610959) iceren %3 siit tozu TBS-T
tamponunda gece boyu +4°C’ta inkiibe edildi. Ikincil antikor 45 dk oda 1sisinda bekletildi.
Her iki membran da tamponla yikamalar sonrasinda ECL (RPN 2108, Amersham) ile

muamele edildi ve olusan antikor sinyalleri film tizerine aktarildi.
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4.BULGULAR

4.1 Koloni Sag Kalimi Deney Sonuclari

Stres kosullarina maruz birakilan hiicrelerin bu kosullara yanit olarak adezyon-
canlilik ve mitoz basamaklarinin ii¢iinii birden kullanarak hayatta kalmasiyla olusturdugu
kolonilerin incelenmesi, ad1 gecen iic basamakta da yer alan sistemlerin ayni1 anda yeterli
seviyede fonksiyon gorebilmesine baglhidir. Tek bir hiicrenin kiiltiir kabi ylizeyine
yapisarak ¢ogalmasiyla olusan bu kolonilerin sayilar1 kullanilarak hiicrelerin elde ettikleri
yasama avantajlar1 degerlendirilmeye caligilir. Calismamizin baslangic asamasinda Huh7,
HepG2 ve Hep3B hepatoselliiller karsinoma hiicre dizilerinin, 40 ng/ml HGF ile
uyarildiktan sonra 6 saatlik hipoksi uygulamasi sonrasinda koloni olusturmalar saglanda.
Olusan koloniler icinde en az 50 hiicreye sahip olanlart degerlendirilerek koloni

sayilarindaki degisimler incelendi. Koloni sag kalimi deney sonuglart sekil 5, 6 ve 7’de

gosterilmektedir.
Hep3B Hipoksi’HGF-Koloni Sag Kalimi Deneyi
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Sekil 5: Hep 3B hiicre dizisinde koloni sag kalimi deney sonuglari.
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Huh7 Hipoksi/HGF-Koloni Sag Kalimi Deneyi
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Sekil 6: Huh7 hiicre dizisinde koloni sag kalim1 deney sonuglari.

HepG2 Hipoksi/HGF-Koloni Sag Kalimi Deneyi
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Sekil 7: HepG2 hiicre dizisinde koloni sag kalimi1 deney sonuglari.

Deney sonuglar 6 saatlik hipoksi uygulamasina hiicre dizilerinin farkli sekillerde
yanit verdigini gosterdi. Hep3B ve HepG2 hiicre dizileri hipoksi uygulamasini stres olarak
algilayarak koloni sayilarini azalttilar ancak Huh7 hiicreleri hipoksiyi bir ¢esit avantaj
olarak kullanarak daha fazla sayida koloni olusturdu. HGF bir biiyiime faktorii olmakla
birlikte bu ti¢ hiicre hattinda da 6 saatlik uygulama sonrasinda koloni sayilarinda azalmaya

neden oldu.
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Hep3B hiicre dizisine 24 saatlik HGF ve/ veya hipoksi uyguladigimizda elde

ettigimiz koloni sayilar asagida gosterilmektedir.

Hep3B Hipoksi/HGF-Koloni Sag Kalimi Deneyi
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Sekil 8: Hep 3B hiicre dizisinde 24 saat uyarim sonrasi koloni sag kalimi1 deney sonuclari.

HGEF ve/ veya hipoksi uygulama siiresi uzatildiginda Hep3B hiicrelerinde hipoksik
stres olusacak koloni sayisinit %50 azaltmaktadir. HGF uyarimi normoksik kosullarda
koloni sayisim1 azaltmakta ancak hipoksi varliginda bu etki tersine donmekte ve koloni
sayis1 artmaktadir.

Sonug¢ olarak hipoksi hepatoselliiler karsinoma hiicre dizilerinde genel olarak
koloni sag kalimin1 azaltmaktadir. HGF’in varligi, kisa siireli inkiibasyonlarda koloni sag
kalimim azaltmaktadir. Bununla birlikte hipoksik stres siiresi uzadiginda HGF bir sag

kalim artiric1 ajan olarak fonksiyon gérmeye baslamaktadir.

4.2 Canlilik Deney Sonuclar:

Hipoksi uygulamasi yapilan hiicrelerde hipoksik kosullarda kaldiklar1 siire
icerisinde ¢ogalma ya da oliim gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla MTT
canlilik deneyi ve LDH salinimi hiicresel toksisite deneyleri planlandi. HGF ile uyarilan/
uyarilmayan hiicreler 48 saatlik siire boyunca hipoksik ortamda inkiibe edildiler. Siire
sonunda saptanan canli hiicrelere ve Olii hiicrelere ait % hiicre sayilar1 asagida yer

almaktadir:
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Tablo 2: 48 saat hipoksi uygulamasi sonras1t MTT canlilik deneyi sonuglart.

48 Saat Hipoksi MTT Canlilik Deneyi (% canii hiicre)

Normoksi Normoksi- Hipoksi Hipoksi- HGF
HGF
Deney 1 100 106 102 107
Deney 2 100 102 108 110
Deney 3 100 98 96 89
Ortalama 100 102 102 102

Tablo 3: 48 saat hipoksi uygulamasi sonrast LDH toksisite deneyi sonuglari.

48 Saat Hipoksi LDH Toksisite Deneyi (% slii hiicre)

Normoksi Normoksi- Hipoksi Hipoksi- HGF
HGF
Deney 1 100 98 132 109
Deney 2 100 145 82 104
Deney 3 100 102 95 92
Ortalama 100 115 103 102

Hipoksik kosullarda 48 saat siireyle inkiibe edilen Hep3B hiicrelerinde canlilik

deneylerinden elde edilen veriler bu siire boyunca hiicre sayilarinda belirgin bir degisimin

gerceklesmedigini gostermektedir.

Radyasyon uygulamasi sonrasinda hiicre canliligindaki degisimlerin belirlenmesi

amacityla 6 Gy 7y-radyasyon uygulamasini takiben 24., 48. ve 72. saatlerde canlilik

degerlendirmeleri yapildi.

40




Tablo 4: 6Gy y Radyasyon uygulamasi sonrast MTT canlilik deneyi sonuglari.

v Radyasyon MTT Canlilik Deneyi (% cani: hiicre)

Normoksi Normoksi v Radyasyon Y Radyasyon
HGF HGF
24. saat 100 103 102 103
48. saat 100 98 100 99
72. saat 100 98 98 99

Tablo 5: 6Gy y Radyasyon uygulamasi sonrast LDH toksisite deneyi sonuglart.

v Radyasyon LDH Toksisite Deneyi (% sli hiicre)

Normoksi Normoksi v Radyasyon v Radyasyon
HGF HGF
24. saat 100 104 111 112
48. saat 100 102 106 99
72. saat 100 109 112 116

Y-Radyasyon uygulamasi 6ncesinde HGF uyarimi varligi ve/ veya 2 saatlik hipoksi
uygulamasi sonrasinda hiicrelerin hipoksik kosullarda y-radyasyona maruz birakilip takip
eden 24 saat icinde de hipoksik kosullarda inkiibasyonun Hep3B hiicrelerinde canlilig
nasil etkiledigi MTT ve LDH deneyleriyle incelendi.
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Tablo 6: HGF-Hipoksi-y-Radyasyon uyarimi sonrasinda 48. saatteki MTT canlilik deney

sonuglari.

48 saat HGF-Hipoksi-y Radyasyon MTT Canlilik Deneyi (% canii hicre)

Norm Norm Hyp Hyp v Rad vy Rad Hyp Hyp
HGF HGF HGF vYRad |yRad
HGF
Deney 1 | 100 103 102 106 92 97 109 110
Deney 2 | 100 108 117 121 111 118 120 123

Tablo 7: HGF-Hipoksi-y-Radyasyon uyarimi sonrasinda 48. saatteki LDH toksisite deney

sonuglari.

48 saat HGF-Hipoksi-y Radyasyon LDH Toksisite Deneyi (% sli hiicre)

Norm Norm Hyp Hyp vy Rad vy Rad Hyp Hyp

HGF HGF HGF Y Rad vy Rad

HGF
Deney 1 | 100 105 129 123 105 131 134 115
Deney 2 | 100 93 113 98 135 140 116 112

Normoksik ve hipoksik kosullarda y-Radyasyon uygulamasini takiben 48 saat
icerisinde hiicre canliliginda belirgin bir degisim gézlenmemektedir. Hipoksik kosulda 7-
Radyasyon uygulamasi oncesinde HGF uyarimi varliginda diisiik de olsa canli hiicre
sayisinda artig ve Olil hiicre sayisinda azalma gozlenmistir.

Radyasyon uygulamasim takip eden 3 giin icinde hiicre canliliginda belirgin bir
degisimin gozlenmemesi iizerine daha uzun sureli kiiltiir yapilmasina karar verilmistir.

Onceki deneylerden farkli olarak hiicreler y-radyasyon uygulamasi sonrasinda 48 saat
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hipokside tutulmaya devam edildi. Siire sonunda kaldirilip yeniden 48 kuyucuklu plakalara
ekildiler ve 3./5./7. giinlerde MTT canlilik testi ile degerlendirildiler. Deney sonuglarina

ait grafik asagida yer almaktadir.

HGF-Hipoksi-Radyasyon Sonrasi Uzun Sireli
Kaltir MTT Canlihk Deneyi

S 0 Rad

2 m Rad HGF

E @ Rad Hyp

* @ Rad Hyp HGF

3. gun 5.gun 7. gun 10.gun

Sekil 9: HGF-Hipoksi-y-Radyasyon uyarimi sonrasinda uzun siireli kiiltiir MTT canlilik

deney sonuglari.

Y-Radyasyon uygulamasi sonrasinda Hep3B hiicreleri uzun siireli kiiltiire
edildiklerinde 3. giinden itibaren 6lmeye baslamakta ve 7. giinde hiicrelerin yaklasik %401
O0lmektedir. HGF uygulamasi1 ile +y-radyasyona bagli hiicre oliimii % 20 oraninda
azalmaktadir. y-Radyasyon uygulamasi sirasinda ve takip eden 48 saat icinde hipokside
kalan hiicrelerde de % 20 oraninda sag kalim artis1 gerceklesmistir. Hem hipoksi
uygulanan hem de HGF ile uyarilan hiicrelerde ise toplamda 6len hiicre orani yar yariya
azalmakta, y-radyasyon uygulamasi sonrasinda en yiiksek hiicre canliligi hipoksi ve HGF
varhigimin aditif etkisiyle elde edilmektedir. Dolayisiyla Hep3B hiicreleri gerek hipoksi
varlign gerekse HGF uyarimi ile y-radyasyona baglh hiicre dliimiinden korunmakta, her iki
uyarimin birlikte yapilmasi halinde ise canli hiicre say1s1 2 kat artmaktadir.

Bu sonuglar tiimor hiicrelerinin i¢inde bulunduklart hipoksik mikrocevre etkisiyle
ve hiicrelerdeki HGF sinyal yolagi aktivasyonu nedeniyle radyoterapiye diren¢li hale
gelebildiklerini, bunun da O&tesinde radyoterapi sonrasinda direngli ve cogalabilme
kapasitesine sahip hiicre klonlarinin avantaj kazanmasina neden olduklarini ortaya

koymaktadir.
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4.3 Motilite/ Invazyon Deney Sonuclar

Hipoksi uygulamas: siiresi boyunca hiicre canliligl degisimi gozlenmedigi yukarida
belirtilen sonuclarla ortaya koyulmustur. Hiicrelerin canliliklarim devam ettirdikleri
hipoksik stres uygulamasi sirasinda motilite ve invazyon davraniglarinda degisim olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla Hep3B hiicre dizisi kullanmilarak motilite/ invazyon
deneyleri yapilmasimi planladik. Deney sirasinda kuyucuklara ekilecek hiicre sayisi
optimizasyonu sonrasinda 20.000 hiicre ile deneyler ger¢eklestirildi. Hiicreler kuyucuklara
yerlestirildikten sonra 24 saat boyunca normoksi-hipoksi uygulamasi gerceklestirildi.

Hep3B hiicreleri normoksi ortaminda HGF uyarimina bagl olarak hareketliliklerini
15 kata kadar artirdilar (Sekil 10). Hiicreler hipoksik ortama maruz birakildiklarinda
yaklagik 2,5 kathik bir motilite artis1 gerceklesti. HGF uyarimi ve hipoksi uygulamasi
birlikte yapildigi zaman kontrole gore 25 kat daha fazla hiicrenin porlardan gog¢ ettigi

saptandi.

Hep3B Hipoksi / HGF Motilite Deneyi

10
5
0 | — : : |

Norm Norm HGF Hipoksi Hipoksi HGF

kath artis
o

Sekil 10: HGF-Hipoksi uygulamasi sonrasinda motilite deney sonuglart.

Radyasyon uygulamasinin motilite iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yukarida
tanimlandigr gibi hazirlanan Hep3B hiicreleri kuyulara ekilip hipoksi baglatildiktan 2 saat
sonra radyasyon verildi. Normoksik kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda radyasyonun
hiicre hareketliligini 4 kat yukar1 ¢ikardigr goriildii (Sekil 11). Radyasyon verilen hiicreler
HGF uyarimi varliginda 8 kat daha fazla hareketliydiler. Hiicrelerin radyasyon uygulamasi
oncesinde hipoksi ortamina alinmalart motilite davramiglarin1 etkilemedi ancak ortama
HGEF eklenmisse en yiiksek degerde, normoksik kontrole gore 40 kata ulasan bir artig elde
edildi.

44



Hep3B Radyasyon / Hipoksi / HGF
Motilite Deneyi

50

40
Ly
£ 30
©
= 20 -
g

10

0 I .
Norm Rad Rad HGF Rad Hyp Rad Hyp
HGF

Sekil 11: Radyasyon-Hipoksi-HGF uygulamasi sonrasinda motilite deney sonuglari.

Motilite davranist Hep3B hiicrelerinde HGF uyarimu ile aktive edilmektedir. Bu
aktivasyon gerek hipoksik kosullarda gerekse radyasyon maruziyeti sonrasinda devam
etmektedir.

Matrijel kapli motilite kuyucuklar1 kullanilarak incelenen invazyon davranisi
Hep3B hiicrelerinin HGF ile uyarilmasi sonucunda kontrole gore 5 kat daha yiiksege ¢ikt1
(Sekil 12). Hiicreler hipoksi ortaminda inkiibe edildiginde 2 katlik bir artis belirlenirken
hipoksi ortaminda HGF uyarimi da yapilan hiicreler 10 kata varan invazyon artisi

sergilediler.

Hep3B Hipoksi/HGF invazyon Deneyi

—_
o N
!

katlh artis

o N A O
!

- 0 m

Norm Norm HGF Hipoksi Hipoksi HGF

Sekil 12: HGF ve hipoksi uygulamasi sonrasinda invazyon deney sonuglari.
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Hipoksi ve HGF uyarimi Hep3B hiicrelerinde invazyon yapabilme yetenegini
artirmaktayken radyasyon uygulamasi invazyon kapasitesinde belirgin bir diisiise neden
olmus, hiicrelerin bazal invazyon yeteneginde kontroliin dortte birine ulasan bir azalma
saptanmistir (Sekil 13). y-Radyasyon uygulanmis hiicrelerdeki invazyon davramisi HGF
varliginda ancak kontrol degerlerine yakin seviyeye ulasabilmektedir. Bu hiicreler hipoksi

ortaminda daha da diisiik seviyelerde invazyon gostermektedirler.

Hep3B Radyasyon / Hipoksi / HGF
invazyon Deneyi

1,2
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Norm Rad HGF Rad Hyp Rad Hyp
HGF

—_

kath artis

Sekil 13: Radyasyon-Hipoksi- HGF uygulamasi sonrasinda invazyon deney sonuglari.

Genel olarak HGF ile uyarilan Hep3B hiicrelerinde motilite ve invazyon
kapasitesinde belirgin artis oldugu saptanmistir. Hipoksik ortamda HGF uyarim varliginda
bu artis daha da yiiksek seviyeye cikmaktadir. Gerek motilite gerekse invazyon
davramiglart acisindan HGF ve hipoksi aditif etki gostermektedirler. y-Radyasyon
uygulanan hiicrelerde motilite davranisinda artis gézlenmekle beraber invazyon kapasitesi
digmekte, HGF ve hipoksi ile indiiklenebilen invazyon davranisi belirgin olarak

baskilanmaktadir.
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4.4 PCR Deney Sonuclar:

Hepatoselliiler karsinoma hiicre dizilerinde HGF/c-Met sinyal ileti yolaginda ve
hipoksi algilamasinda gorev yapan HIF proteini ekspresyonu diizenlenmesinde rol oynayan
baslica proteinlerin mRNA diizeylerindeki durumlarini RT-PCR yo6ntemini kullanarak
saptamay1 hedefledik. Hiicre dizilerinin uyarilmamis ve 24 saat HGF ile uyarilmig
kosullarda hedef genlerimiz ekspresyonunda meydana gelen degisimler asagida Sekil
14°da incelenebilmektedir. HGF reseptorii olan cMet geni mRNA transkripti elimizde var
olan hiicrelerin tiimiinde bulunmakta, sadece SNU398 hiicrelerinde digerlerine gore en
diisiik miktarda gozlenmektedir. PLC/PRF, SNU449 ve HepG2 hiicrelerinde ise cMet
miktar1 oldukga yiiksektir.

Hifloo mRNA’s1 tiim hiicrelerde yaklagik olarak ayni seviyede bulunmakla beraber
sadece Mahlavu hiicrelerinde 2 kat kadar daha az miktardadir. HIiF transkripsiyon
faktoriiniin hedef genlerinden olan VEGF farkli diizeylerde olmakla beraber tiim
hiicrelerde saptanmakta ancak EPO geni sadece HepG2, Huh7 ve Hep3B hiicrelerinde
karsilastirilabilir miktarda transkribe olmaktadir.

Hiicre i¢i Hifla proteini miktarini ayarlayan genlerden PHD1 ve 2 inceledigimiz
hiicrelerin hepsinde transkribe olmaktadir. PHD3 geninin ise SNU398, Mahlavu ve SK-
Hepl1 hiicrelerinde diger hiicrelere gore oldukga diisiik transkript miktarina sahip oldugu
goriilmektedir. FIH geni transkript diizeyi genel olarak tiim hiicrelerde bulunmakta ancak

diisiik miktarda saptanmstir.
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HepG2 Huh7 Hep3B PLC/PRF SNU 398 SNU 449 SNU 475 MV SK Hepl

HGF HGF HGF HGF HGF HGF HGF HGF HGF
1%} + 1%} + 1%} + %] + %] + %] +

+ (%] +

6} + %)
. ] | G B B B | . .| y o

cMet

Hifla

VEGF

EPO

PHD1

PHD2

PHD3

FIH

Sekil 14: Hepatoselliiler karsinoma hiicre dizilerinde mRNA diizeyinde gen ekspresyonu degisimleri.
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Hipoksi jar sistemiyle olusturdugumuz hipoksi uygulamasi ile hiicrelerde molekiiler

diizeyde hipoksi

algilamasinin  gerceklestigini

hiicrelerinde ise Sekil 16’da goriilmektedir.

ve HIF

CoCl
kontrol 50 uM 100 uM 200 uM 400 uM
- _ = o
e B T e—
e -

Beta aktin

VEGF

EPO

Sekil 15: Hep3B hiicrelerinde CoCl ile VEGF ve EPO gen ekspresyonu degisimleri.

CoCl

kontrol

50 uM

100 uM

200 uM

400 uM

P s U N

Beta aktin

S S G SRR SRS ViGH

- O T TN W O

Sekil 16: HepG?2 hiicrelerinde CoCl ile VEGF ve EPO gen ekspresyonu degisimleri.

aktivasyonunun basladigim
gosterebilmek amaciyla HIF’in hedef genleri olan VEGF ve Eritropoietin’de transkripsiyon
artisint RT-PCR yontemiyle tamimlamayi amagladik. Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde HIF
uyarmmi saglamak icin kobalt klorit (CoCl) uygulamasi ile normoksik kosullarda HIF
yikilimini baskilayarak proteinin hiicre i¢inde birikmesini saglandi. Hep3B hiicrelerinde CoCl

uyarimi ile HIF hedefi olan VEGF ve EPO genleri mRNA miktar1 artis1 Sekil 15°de, HepG2

Hipoksi ile transkripsiyonlarinin diizenlendigini diistindiigiimiiz diger hedef genlerin

HIF tarafindan etkilenip etkilenmediklerini belirlemek icin CoCl uygulanmis hiicrelerdeki
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mRNA diizeylerini inceledik. Sekil 17’°de goriildiigi tizere Hep3B hiicrelerinde CoCl dozuna
bagl olarak Siah2 ve SET genlerinde belirgin ekspresyon artis1 gdzlemlenmektedir. Ancak
membran tip MMP geninde ve Rlip76 transport proteini geninde anlamli bir ekspresyon

degisimi saptanamamistir.

CoCl

kontrol 50 uM | 100 uM | 200 uM | 400 uM |

Beta aktin
E—— e — | ———— —

— — — — —

SET

MT1-MMP

Rlip76

cMet

Sekil 17: Hep3B hiicrelerinde CoCl ile hedef genlerde ekspresyon degisimi.

Hep3B hiicre dizisinde kobalt uygulamasinin HGF’in reseptorii olan c-Met proteini
ekspresyonunu mRNA diizeyinde degistirmedigi goriilmektedir (Sekil 17) .

HepG2 hiicrelerinin ise kobalt ile uyardigimizda, Hep3B’lerden farkli olarak c-Met
mRNA’smi arttirdiklar ortaya ¢cikmustir (Sekil 18).
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CoCl

kontrol

Hep3B

HepG2

Sekil 18: Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde CoCl ile cMet geni ekspresyon degisimi.

HepG2 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi sonrasinda cMet geni ekspresyonunun nasil
etkilenecegini belirlemek amaciyla yapilan deney sonucunda cMet’in hipoksi varliginda
mRNA diizeyinin arttigi, HGF ile bu degerin bir miktar daha yiikseldigi gozlenmistir (Sekil
19).

Normoksi || Normoksi [ Hipoksi Hipoksi
HGF HGF

Sekil 19: HepG2 hiicrelerinde HGF / Hipoksi ile EPO ve cMet geni ekspresyonu degisimi.

EPO

cMet

Hep3B ve HepG?2 hiicrelerinde 24 saatlik hipoksi ve/veya HGF uygulamasi sonrasinda
kontrol genlerinde ve hedef genlerde transkripsiyonel olarak degisim olup olmadigim
belirlemek amaciyla yaptigimiz deney sonucunda (Sekil 20) hipoksi uygulamasiyla HIF
transkripsiyon faktorii proteininin hedefi olan VEGF geni transkripsiyonunda artis oldugu
gozlenmektedir. HepG2 hiicreleri gerek normoksik gerekse hipoksik kosullarda HGF uyarimi
ile VEGF mRNA miktarim artirmaktayken Hep3B hiicreleri azalttign ortaya c¢ikmustir.

Hiflo'nin kendi mRNA diizeyine baktigimizda Hep3B’lerde hipoksi ile diisiik seviyede bir
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artis olmakta, HepG2 hiicrelerinde ise degisim gozlenmemektedir. HGF uyarimi Hep3B

hiicrelerinin normoksideki Hiflow transkriptini azaltirken HepG2’lerde degistirmemektedir.

cMet ekspresyonu Hep3B hiicrelerinde hipoksiye bagli degisim gostermemekte ancak HepG?2

hiicrelerinde HGF ile artmaktadir.

PHD1 ve PHD2 gen transkripsiyonu, hipoksi ve/veya HGF uyarimi varhigi ile

incelenen iki hiicre dizisinde de degismemektedirler. HepG2 ve Hep3B hiicrelerinde diger

HCC hiicre dizilerinde de oldugu gibi gerek PHDI1’den gerekse PHD2’den cok daha az

miktarda transkripte sahip olan PHD3 geninde olduk¢a anlamli degisimler saptanmustir.

Hipoksi ortamindaki HepG2 hiicrelerinin PHD3 transkripsiyonu diizeyi degismezken

Hep3B’lerininki azalmaktadir. HGF uyarimi yapildiginda ise HepG2’lerin PHD3 diizeyi

yiikselmekte Hep3B’lerinki ise diismektedir.

24 saat
HepG2 Hep3B
N N H H N N
HGF HGF HGF
- S O A e
L I e e I
W WA W e W W e W
- wwm Poow geemy v oow
e Ee—— el S
- e e W e e
- -

H H
HGF

GAPDH

B B CMET

-y - Hiflo

- .- - VEGF

S e PHD3

Sekil 20: Hep3B ve HepG?2 hiicrelerinde 24 saat hipoksi ve/veya HGF uygulamasi ile gen

ekspresyonu degisimleri.
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Hep3B hiicre dizisinde radyasyon uygulamasi sonrasinda ortaya c¢ikan gen
ekspresyonu degisimlerinin tanmimlanmas1 amaciyla 6Gy 7y-radyasyona maruz birakilan
hiicrelerden 6 ila 24 saat sonra elde edilen RNA oOrnekleriyle RT-PCR caligmasi
gerceklestirilmistir. Hiflow ve c-Met transkript miktarinda y-Radyasyon uygulamasi ile
degisim gozlenmemektedir. VEGF, MT1-MMP ve RLIP76 genlerinde ise 6. ve 24. saatlerde
belirgin diizeyde artmaktadir (Sekil 21).

6 Gy Radyasyon

| Kontrol | 6 saat | | 24 saat

 — —— S Beta aktin

A S .. VECT
PR — o——
HiF 1

A — B Met

— | — — MT1-MMP

RLiP76
— - -

Sekil 21: 6Gy y-radyasyon uygulamasi sonrasinda hedef genlerdeki ekspresyon degisimleri.
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6Gy 6Gy 6Gy

y-radyasyon y-radyasyon y-radyasyon
HGF Hipoksi

HIF

Sekil 22: 6Gy y-radyasyon, HGF ve hipoksi uygulamasi sonrasinda hedef genlerdeki
ekspresyon degisimleri.



4.5 Western Blot Sonuclar:

Caligmamizda kullanmis oldugumuz anaerobik jar sistemi ile hiicre diizeyinde
hipoksik uyarimin gergeklestigini ve hipoksinin algilanmasi ile Hiflo proteininin yikiliminin
engellenmesi sonucu hiicre icinde birikimini gosterebilmek amaciyla 24 saat hipoksik jar
icinde tutulmus Hep3B hiicrelerinden total protein eldesi yapildi ve Hiflow antikoru
kullanilarak gerceklestirilen western blot goriintiisii incelendi. Hifla proteini miktarinda
hipoksi uygulamasina bagl artis oldugu bununla birlikte normoksik ortamdaki Hep3B

hiicrelerinin de Hifla proteini eksprese ettigi gozlenmektedir (Sekil 23).

Normoksi Hipoksi

Hiflo

Sekil 23: Hep3B hiicrelerinde 24 saat hipoksi ile Hif1a proteini miktar degisimi.

Hep3B hiicrelerinde normoksik kosullarda bazal Hiflo proteini ekspresyonu varlig

saptaninca diger HCC hiicrelerinde de normoksi ortaminda Hiflow proteini miktarlan

incelendi (Sekil 24).

Hep3B MV SNU449 SNU475 SNU398

_

Sekil 24: HCC hiicrelerinde normoksi ortaminda Hif1a proteini ekspresyonu.
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Normoksi ortaminda Hep3B hiicreleriyle karsilastirildiginda Mahlavu ve SNU398
hiicrelerinin 2-3 kat daha fazla, SNU449 ve SNUA475 hiicrelerinde ise ¢ok daha yiiksek oranda
Hiflo proteinine sahip oldugu goriilmiistiir.

Hipoksi uygulamasi ile Hifla proteini birikiminin gerceklestigini gosterdikten sonra
HGF uyariminin Hifla protein miktarini nasil etkiledigini arastirdik. Hep3B hiicrelerini 6 saat
stireyle HGF uyarimina veya hipoksiye maruz biraktik. Hipoksi ile Hifla proteini miktarinin

arttigini, normoksik kosulda HGF uyarimina bagl olarak da Hifla proteininin biriktigini

gozlemledik (Sekil25).

kontrol HGF hipoksi

| " h Hiflo

Sekil 25: Hep3B hiicrelerinde 6 saat hipoksi ve HGF uyarimi ile Hif 1o proteinleri miktar
degisimleri.

Hep3B hiicrelerinde hipoksi ve HGF uyarimlarinin c-Met reseptdr proteini tirozin
fosforilasyonu iizerindeki etkisini inceledigimizde, HGF uyarimi ile gerek normoksik gerekse
hipoksik kosullarda reseptoriin fosforillendigini ancak bu fosforillenmenin hipoksi ortaminda

normoksiye gore daha diisiik seviyede kaldigini saptadik (Sekil 26).

Norm - HGF Hipoksi Hipoksi HGF

Gl

P c-Met

Sekil 26: Hep3B hiicrelerinde 6 saat hipoksi ve/veya HGF uygulamasi ile cMet proteini

fosforilasyonu degisimi.
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Huh7 hiicrelerini kullanarak gerceklestirdigimiz deneylerde de hipoksi uygulamasi ile
Hiflo protein miktarinin arttigini gézlemlendi. Huh7’lerdeki c-Met protein miktarinin HGF

uyarimi sonrasinda azaldigi, hipoksi uygulamasi sonrasinda ise arttig1 belirlendi (Sekil 27).

Norm HGF Hipoksi

. . S

h u h Hifl oL

Sekil 27: Huh7 hiicrelerinde 24 saat hipoksi ve HGF uygulamasi ile cMet ve HIF proteini

miktar degisimi.

Hipoksi ortamindaki Huh7 hiicrelerinde, Hep3B’lerden farkli olarak c-Met reseptor
fosforilasyonun arttig1 saptandi (Sekil 28). Bununla beraber hipoksik ortamda HGF uyarimi
sonucu olusan c-Met fosforilasyonu seviyesi, Hep3B hiicrelerinde de gozlendigi gibi,

normoksik ortamdaki HGF uyarimiyla elde edilen degerden daha diisiik seviyedeydi.
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Norm HGF Hipoksi  Hipoksi-HGF

” . c-MetpY

c-Met pY

c-Met

calnexin

Sekil 28: Huh7 hiicrelerinde 6 saat hipoksi ve HGF uygulamasi ile fosfo cMet proteini ve
total cMet proteinleri miktar degisimi. (Calnexin proteini, esit yiikleme kontrolii olarak
kullanilmastir.)

HIF proteini inhibitorii olarak tanimlanan YC-1 molekiilii kullanarak yaptigimiz
calismalarda elde ettigimiz ekspresyon degisimlerinin ne oranda HIF bagimli oldugunu
arastirdik. Hep3B hiicrelerinde, hipoksi veya HGF uyarimindan 5 dakika 6nce kiiltiir ortamina
HIF proteini birikimini engelleyecek YC-1 molekiiliinii ekledigimizde Hifla, protein bandinin
kiiciildiigiinii gorditkk. YC-1 uygulanan hiicrelerde HGF uyarimi ile gerceklesen Hiflo
birikimi de engellenmekteydi (Sekil 29).

YC-1

Hipoksi Hipoksi-HGF Hipoksi Hipoksi-HGF

Hiflo

Sekil 29: Hep3B hiicrelerinde YC-1 varliginda, 6 saat hipoksi ve HGF uygulamasi ile Hifla

proteini miktar degisimi.
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Huh7 hiicreleri de gerek normoksi gerekse hipoksi ortaminda YC-1 inhibitorii ile

Hiflo proteini miktarin1 azaltmaktaydi (Sekil 30).

YC-1

Norm Hipoksi Hipoksi-HGF  Norm HGF H1p0k51 H1pok51 -HGF

--~“ -—. a ‘Aﬂ Hiflo
S

Sekil 30: Huh7 hiicrelerinde YC-1 varliginda hipoksi ve HGF uygulamasi ile Hiflo ve c-Met

proteini miktar degisimi.

Huh7 hiicrelerinde hipoksi uygulamasiyla meydana gelen c-Met reseptor proteini
miktar1 artis1 YC-1 varliginda azalma gosterdi. Normoksi ortaminda Huh7 hiicrelerinin sahip
oldugu bazal c-Met proteini miktar1 da YC-1 ile diismekteydi (Sekil 30).

Radyasyon stresine verilen yanitta Hiflot ve c-Met proteinlerinin nasil degisimler
gosterdiklerini belirlemek icin 6Gy 7y-radyasyon uygulamasimi takiben 24 saat icinde elde

edilen protein ornekleriyle blotlamalar gergeklestirildi (Sekil 31).
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6 Gy radyasyon

24s 36s

4s 16s
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Sekil 31: Hep3B hiicrelerinde 6Gy y-radyasyon uygulamasi sonrasi fosfo c-Met , total c-Met

ve HIF proteinleri degisimi. ( Calnexin esit yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.)

Hep3B hiicreleri 6Gy y-radyasyon uygulamasindan sonraki ilk 2 saat icinde Hifla
proteini miktarini 2 kat kadar artirdilar bundan sonra ise Hiflo miktar1 hizla diismeye basladi
ve 16. saten itibaren Hif 1ot protein seviyesi kontroldeki degerin de altina indi. Ozellikle 24 ve
36. saatlerde ¢ok belirgin bir azalma g6zlendi.

HGEF reseptor proteini c-Met miktar1 radyasyon uygulamasi sonrasindaki ilk 24 saat
icinde degisim gostermezken 36. saatte kontroliin yaris1 kadar azaldi. c-Met’in fosforilasyon
durumuna baktigimizda radyasyondan sonra 24 saat icinde fosforilasyon artist olmakla

beraber 6zellikle 16. saatte anlaml bir artis meydana geldi.
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5.TARTISMA

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) hepatit viriislerine bagli enflamasyon ve siroz
zemininde ortaya ¢ikan, zamanla hipoksik strese bagli anjiyogenik siirecin basladig ve ileri
evrelerinde iyi vaskiilarize olmus, farklilagmasini yitirmis invazif karakterdeki hiicrelere sahip
kotii prognozlu bir hastaliktir™'”, Karaciger dokusunda karsinoma gelisim siirecini anlamaya
yonelik olarak yapilan ¢alismalar, giiniimiizde sadece etiyolojik faktorlerin genom iizerindeki
etkilerini belirlemeyi amacglamakla yetinmemektedirli 100 Karsinogenez siireci i¢inde olusan
ve siirekli degismekte olan hepatik mikrocevrenin, karaciger dokusu i¢indeki tiim hiicre
gruplarinda nasil etkiler olusturdugunu, hiicreler arasinda ne gibi karsilikl etkilesimlere neden
oldugunu ve bu olaylarin karaciger fonksiyonlarinin idamesi ile baglantili olarak hastalardaki
sag kalim beklentisini ne derecede degistirdigini belirlemeyi de amaglamaktadlrlm’m.

Karacigerde siroz ve HCC gelisimi Oncesinde gerek sitokinler ve ROR gerekse
biiylime faktorleri acisindan zengin, hipoksi-reoksijenasyon dongiilerinin yasandigi bir ortam
olustugu tanimlanmaktadir™. Boyle bir mikrogevre igcinde var olan HCC dokularinda,
hipoksik ortamin etkisiyle ekspresyon bircok proteinin diizeyinin arttigt veya azaldigi
belirlenmistir'®>'®. Bu proteinler arasinda ézellikle biiyiime faktorleri ve bunlarin reseptorleri
yer almaktadir'®. Anjiyogenik yanitin olusmasi acisindan da bilyiik 6neme sahip olan
biiytime faktorlerinin sinyal ileti yolaklarinda yer alan ya da bu yolaklar tarafindan
diizenlenen proteinlerin, karsinogenez siireci sonrasinda invazif ve metastatik karakterin
kazanilmasina neden oldugu ve hastanin sag kalim siiresini kisalttig1 ortaya ¢cikmistir®’. Klinik
calisma sonuglari, HCC tedavisine yanitin diizenlenmesinde de benzer proteinlerin etkisiyle,
hastalarin yanitsizlik ve diren¢ gelisimi problemleriyle karsi karsiya kalindigini ortaya
koymaktadir™>.

Hepatoselliiler karsinoma tedavisi ve prognozu acisindan hedef olusturabilecek
molekiillerin saptanabilmesi amaciyla in vitro kosullarda hiicre dizileriyle yapilan
calismalarda biiyiime faktorlerinin ekspresyon diizeyi degisimleri ve hipoksi uygulamasi ile
bu proteinlerin nasil etkilendigi arastirilmaktadir'®. Hiicre sag kalimi, farklilagsma derecesi,
motilite ve invazyon gibi davranmiglarin s6z konusu proteinler tarafindan nasil etkilendigi ve
diizenlendigi giiniimiizde en c¢ok calisilan arastirma alanlart olarak karsimiza
cikmaktadir'®”'%, Ancak bu alanda heniiz yanitlanamamus pek ¢ok soru vardir. Bu nedenle
calismamizda hepatoselliiler hiicre dizilerinin hipoksi ve radyasyon stresi uygulamasina nasil

yanit verdikleri, bu yanitlarin ortamda karaciger gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynayan
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HGF/c-Met sinyal ileti yolagindan nasil etkilendikleri incelenmistir. Bu amacla 9 farkli HCC
hiicre dizisi kullanilmistir. Bu hiicrelerde hipoksi hedef genler ve hipoksi tarafindan uyarilan
biyolojik yanitlarin incelenmesine yoOnelik gergeklestirilen ©n caligmalar sonrasinda
calismalara HepG2, Huh7 ve Hep3B hiicre dizileri ile siirdiiriilmiigtiir.

Hep3B  hiicrelerinde hipoksi uygulamast sonrasindaki erken donemde hiicre
canliliginda degisim gozlenmemistir. Hipoksiye maruz birakilan HCC hiicre dizilerinde, sag
kalim ac¢isindan degisim gozlenmemesinin nedeninin hipoksi olusturmak amaci ile
kullandigimiz anaerobik jar sisteminde yeterli hipoksik ortam saglayamamis olmamiz olabilir.
Her ne kadar sistemde kullanilan indikatér ortamda hipoksi olustugunu gosteriyor olsa da
calismamizin siirdiiriilmesi i¢in hiicresel diizeyde yeterli seviyede hipoksik ortamin
olusturuldugunu, hipoksinin molekiiler diizeyde algilandigin1 ve yanit verildigini kanitlamak
gerekmekteydi. Bu nedenle hipoksik ortamin olustugunun ve hiicrelerin hipoksiyi
algiladiginin en onemli belirteci olan Hifla ekspresyonu incelendi. Bu deneylerde, Hifla
mRNA ve protein diizeyinde artis oldugu gosterildi (Sekil 20 ve 23). Buna ek olarak HiF1
transkripsiyon faktorii proteininin hedef genleri olan VEGF ve EPO’da da mRNA diizeyleri
degerlendirildi ve hipoksi uygulanmasina bagli olarak bu hedef genlerin ekspresyonunda artig
oldugu saptandr (Sekil 19 ve 20). Bu veriler hipoksik jar sisteminde, hiicrelerin hipoksi
uygulamasini algiladiklari, transkripsiyon ve protein miktar degisimi ile bu hipoksi uyarimina
yanit verdiklerini ortaya koymustur.

Hipoksi uygulamasimin hiicresel diizeyde algilandiginin tanimlanmasim takiben, HCC
hiicrelerinde HGF/c-Met sinyal yolaginin hipoksi varligindan nasil etkiledigi incelenmistir.
Bunun i¢in 6nce HGF’in hiicre membraninda yerlesik reseptorii olan c-Met’in, hipoksik
ortamdaki mRNA ve protein diizeyi degisimleri arastirilmistir. Literatiirde c-Met geni
promoter bolgesinde, HIF1 proteininin baglanabilecegi HRE sekanslarinin bulundugu
saptanmis oldugundan®, HIiF1 proteininin aktive oldugu hipoksik kosulda c-Met geni
transkripsiyonunun da degisecegi ongoriilmiistiir'®. Elde edilen veriler, HCC hiicre dizileri
arasinda, hipoksiye bagli olarak ortaya cikan c-Met geni ekspresyonu degisiminde farkliliklar
oldugunu gostermistir. Huh7 ve HepG2 hiicrelerinde hipoksi cMet protein ve mRNA
miktarin artirmaktayken Hep3B hiicrelerinde transkript miktarin1 degistirmedigi saptanmistir
(Sekil 17, 18, 19).

Hipoksi tarafindan uyarilan cMet ekspresyonunun HIF1 aracilikli olup olmadigim
incelemek i¢in normoksik ortamdaki hiicre i¢inde Hifla proteininin aktive olmasini saglayan
ve HIFl’in proteozom sisteminde yikilmasini engelleyen kobalt klorit (CoCl) molekiilii

uygulamasi kullamilmistir. Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde CoCl uygulamasi sonrasinda
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HiFI’in aktive olarak, hedefi olan VEGF ve EPO genleri transkripsiyonunu artirdig
belirlenmistir (Sekil 15 ve 16). Buna karsin c-Met mRNA diizeyinin HepG2’lerde yiikselirken
Hep3B’lerde degismedigi belirlenmistir (Sekil 18). HCC hiicrelerinde gerek hipoksi gerekse
CoCl uygulamas: ile HIF1 proteini aktivasyonu saglandigi ve hiicre tipine gore farklilik
gostermedigi kanitlandiktan sonra, hiicrelerde c-Met geni transkripsiyonu agisindan elde
edilen yamt farkliliklarinmn, aktif HIF1 transkripsiyon faktoriiniin uyarimi sonrasindaki
siirecten kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

HIF1 proteininin, aktivasyonu sonrasinda farkli HCC hiicre dizilerinde farkli yamitlara
yol acabildigini diisiindiiren bu veriler, ¢aligmalari bu hiicrelerde HIF1 aktivasyonu
diizenleyen molekiillerde farkliliklarin olabilecegine yonlendirdi. Normoksik ortamda hiicre
icinde sentezlenen Hiflow proteininin proteozom sistemi araciligiyla yikilmasi, bashica HIF1
diizenlenme mekanizmast oldugu bilinmekteydi3 2. Uretilen Hiflo, PHD hidroksilaz
enzimlerince isaretlenerek proteozom sistemine sunuldugundan, bu enzimlerin fonksiyonunda
meydana gelebilecek degisimler Hifla diizenlenmesi agisindan anlamli farklhiliklar
olusturabilecegi diisiiniildii. HIF1 transkripsiyon faktorii proteini, aktive olduktan sonra
negatif geri besleme mekanizmasiyla PHD genleri ekspresyonunu artirdigr i¢in Hiflo
diizenlenmesindeki farkliliklarin tantmlanmasinda uygun hedefler olabilecegi bngérﬁldﬁlo. Bu
ongoriiden yola ¢ikilarak HCC hiicre dizilerinin PHD1, PHD2 ve PHD3 enzimleri mRNA
ekspresyon diizeyleri acisindan karsilagtirildi.

Bu calisgma sonucunda incelenen tiim HCC hiicre dizilerinde PHD1 ve PHD2
transkripti bulundugu, PHD3’{in ise diger ikisine oranla daha diisiik seviyede eksprese oldugu
gozlenmistir (Sekill4). SK-Hepl ve SNU398 hiicrelerinde PHD3 geni eser miktarda eksprese
edilmektedir. PHD2 geni transkripsiyonu seviyesinde hipoksi veya HGF uyarimi ile anlamh
bir degisim olmadig ancak PHD1 ve PHD3 genleri transkripsiyonunun bu kosullarda yeniden
diizenlendigi belirlenmistir. HepG2 hiicrelerinde hipoksi uygulamasinin PHD1 ve PHD3
iizerinde anlamli bir etkisi bulunmazken, Hep3B hiicrelerinde hipoksi PHD3
transkripsiyonunu azaltmaktadir (Sekil 20). HGF ile uyarim yapildiginda bu iki hiicre
dizisinin yanitlarinin birbirine tiimiiyle ters oldugu saptanmistir: PHD3 transkripsiyonu
HepG2 hiicrelerinde artarken Hep3B’lerde azalmaktadir. Bu veriler aktive edilmis Hiflo
proteininin kendi kendisinin etkilerini sinirlayacak negatif geri besleme yolagimi HepG2
hiicrelerinde calistirabildigini, Hep3B hiicrelerinde ise ¢alistiramadigimi diisiindiirmektedir.

Hiicreler arasindaki bu farkliigin HIF1’e baglanan diger transkripsiyon faktorlerinden
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kaynaklanabilecegi gibi stres yanitim1 diizenleyen p53 proteini gibi faktorlerin aktivasyonuna
da bagli olabilecegi diisiindiirmektedir.

Stres yanitinin diizenlenmesi agisindan anahtar role sahip p53 proteininin HepG2
hiicrelerinde normal iken Hep3B dizisinde delete olmasi, bu hipotezi desteklemektedir, ayrica
hiicrelerin hipoksik stres nedeniyle sag kalimlarmin degismemesini de agiklayabilecek
mekanizmalardan  biri  olabilir''°. p53 proteininin  Hep3B  hiicrelerinde  yeniden
ekspresyonunun saglanmasiyla, PHD ekspresyonlarinin ve hiicre canliligiin nasil etkilendigi
ve hiicrelerin hipoksi uygulamasina nasil yanmit verdikleri arastirilabilir. Olasi1 bir diger
mekanizma da hipoksik stres uygulamasi ile aktive olarak hiicre sag kalimini diizenleyen
PI3K/AKT yolaginin aktivasyon durumudur. Hep3B hiicre dizisinde bazal kosullarda AKT
proteininin inaktif oldugu belirlenmistir ( Kunter I. , Erdal E. , yayinlanmamus veri). Hipoksi
uygulamasinin Hep3B hiicrelerini stresten koruyacak diizeyde AKT aktivasyonuna neden
olup olmadigimin belirlenmesi, c¢alismamiz siiresinde gozlenen hipoksi direncinin
aciklanabilmesi a¢isindan onemli bir hedef olusturmaktadir.

Hipoksi ortamindaki HCC hiicrelerinde elde ettigimiz veriler, HIF1 transkripsiyon
proteini miktarinin artigin1 ve transkripsiyonel olarak aktif hale gectigini ortaya koymaktadir.
Bilindigi gibi bir transkripsiyon faktorii olan HIF1 hedef genlerinin promotdr bolgelerindeki

H Calismamizin bu

HRE dizisine baglanarak bu genlerin ekspresyonlarini degistirmektedir
asamasinda, promotorlerinde aktif haldeki HIF1’in baglanabilecegi HRE bolgesini tasiyan
bazi hedef genlerin incelenmesine karar verildi. Hep3B hiicrelerinin CoCl ile muamele
edilmesiyle HIF1 proteini aktivasyonu saglanmis ve bu kosulda HIF1 hedef genlerinden
Siah2, SET, MT1-MMP ve Rlip76 transkriptlerindeki degisimler incelenmistir.

Hedef genlerin birincisi olan SET, hiicre icinde Protein Fosfataz IIA (PP2A)’ nin
inhibitorii olarak gérev yapmaktadir''?. Ornegin Protein Kinaz C (PKC) ve PI3K tarafindan
serin fosforile hale getirilen proteinlerin PP2A tarafindan de-fosforile edilmesi hiicre i¢indeki

113 Bu noktada

sinyal ileti yolaklarinin diizenlenmesinde 6nemli bir basamak olusturmaktadir
SET proteini, PP2A’y1 inhibe ederek PKC ve PI3K tarafindan olusturulan sinyalin idame
ettirilmesini saglamaktadlrm. SET’in hiicre i¢indeki bu roliiniin, kemoterapdtiklere karsi
diren¢ gelisimi ile dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir'’®>. Ozellikle BCR-ABL fiizyon
proteinine sahip KML hastalarinda, imatinib tedavisine karsi diren¢ gelisimi, SET proteini

ekspresyon artisi ile aglklanmaktadur116

. Hep3B hiicrelerinde elde ettigimiz sonuclar SET geni
transkripti miktarinin HiF1 aktivasyonu ile artmakta oldugunu ortaya koymustur (Sekil 17).
Bizim bilgilerimize gore, bu giine kadar literatiirde SET proteininin hipoksi uyarimi veya

HIF1 protein aktivasyonuyla iliskisine dair herhangi bir veri tammlanmamustir. Dolayisiyla

64



hipoksi ortaminda hiicre sag kalimin1 devam ettiren PI3K / AKT yolaginin diizenlenmesinde
rol alan SET proteini ekspresyonunun, HCC hiicrelerinde HIF1 tarafindan artirildig1 verisinin,
gerek karsinogenez siireci gerekse tedavi uygulamalar agisindan degerli olabilir. Gelecekte
bu etkinin PI3K-Akt yolagi ile ilskili olup olmadigini incelemeye yonelik deneylerin
yapilmasi planlanmustir.

Bir diger hedef gen olan SIAH2 bir ubiqitin ligazdlrm. WNT sinyal yolagindaki
diizenleyici fonksiyonuyla hepatoselliiler karsinoma gelisiminde rol almasinin yaninda HiF1

118 ..
. PHD3 enziminin

protein miktarim da diizenleyerek hipoksi yanitin1 etkilemektedir
proteozom sistemi tarafindan yikilmasi Siah2 aracilifiyla gerceklesmektedir ve bu sayede
Siah2 enzimi hiicre icinde HIF1 birikimini kolaylastiric1 etki gostermektedir''®. Siah2 geni
transkriptinin hipokside arttig1 bildirilmistir ancak bu artista HIF1’in olas1 roliine iligkin bir
veri bulunmamaktadir **'?!. Elde ettigimiz veriler Hep3B hiicre dizisinde CoCl uygulamasi
ile Siah2 transkriptinin arttigin1 gostermektedir (Sekil 17). Bu sonu¢ Siah2’nin Hep3B
hiicrelerinde, HiF1 aracili hipoksi yanitinin sinirlandirilmasini saglayan negatif geri besleme
mekanizmasinin bir iiyesi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu veriyi bu hiicrelerde hipoksi
uygulamasina bagli PHD3 transkripsiyonunda azalma olmasi da desteklemektedir. Her ne
kadar literatiirdeki veriler SIAH2 aracihikli PHD3 yikiminm protein diizeyinde regiile
edildigini gosteriyor olsa da verilerimiz buna ek transkripsiyonel bir diizenlenme olabilecegini
de diisiindiirmektedir.

Hep3B hiicrelerinde CoCl uyarimiyla ekspresyon degisimini inceledigimiz genlerden
biri de membran tip 1 metalloproteinazdir (MT1-MMP). Hiicre dis1t matriksin yikilmasina
yardimc1 olan MTI-MMP proteini ekspresyonunun artist embriyogenez, anjiyogenez,
miyokard yeniden-diizenlenmesinde oldugu gibi meme kanseri, glioma ve HCC’de de invazif
fenotipin kazamlmasini saglayan proteinlerden biridir'*>. HiF1 proteininin CoCl ile aktive
edildigi Hep3B hiicreleriyle yapilan deneylerde MTI1-MMP geni transkriptinin minimal
diizeyde arttigi belirlenmistir (Sekill7). Literatirde de MT1-MMP’yi HIF transkripsiyon
faktoriiyle iliskilendiren veya hipoksi uygulamasiyla ekspresyonunun diizenlendigini bildiren
veriler bulunmaktadir'>'**, Bu sonuglara bagli olarak MT1-MMP geni Hep3B hiicrelerinde
de HIF1 aracili invazif karakterin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan 6nemli proteinlerden biri
olarak degerlendirilebilir. Bu veri hipoksiye baglhh olarak tamimladigimiz hiicre
invazyonundaki artista (Sekil 12) MTI-MMP artisinin  rol oynayabilecegini de
diisiindiirmektedir. Hipoksi uygulamas ile uyarilan sinyal ileti yollarinin, HIF1 ve buna bagh

olarak MT1-MMP genleri ekspresyonunda artis yapmasi, ¢ogunlukla ileri evre ve tedaviye
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direncli HCC dokularinda gozlenen bu ozelliklerin, karsinoma ilerlemesi siirecinde nasil
kazanildigini agiklayacak mekanizmalardan biri olarak kabul edilebilir.

Hep3B hiicrelerinde, HIF1’in hedefi olabilecegi diisiiniilen dordiincii gen RLIP76’dur.
Gerek hipoksi/reoksijenasyon tepkimeleri sonrasinda gerekse radyasyon uygulamasi
sonrasinda sitopldizmada ortaya cikan toksik molekiilleri hiicre disina atan RLIP76 transport
proteini, hiicre sag kalimi agisindan biiyiik role sahiptir125. Hiicre icindeki oksijen radikallerini
ve enolonlar1 oldugu kadar doksorubisin gibi ilaglart da disariya pompalamakta, kemo ve

126 -
. Deney sonug¢larimiz bu genin

radyoterapiye diren¢ kazanilmasina neden olmaktadir
transkripsiyonunun da CoCl uygulamasi ile HIF1 tarafindan artirildigini gostermektedir (Sekil
17). Bu veri Hep3B hiicrelerinde hipoksi stresinin hiicre canliligini neden degistirmedigini
aciklamada onemlidir. Stres kosullarindaki HCC hiicrelerinin canliliklarim siirdiirebilmeleri
acisindan ihtiyac duyabilecekleri proteinlerden biri olan RLIP76’nin karaciger dokusundaki
ekspresyon durumunu veya HCC gelisimindeki roliinii gOsteren literatiir verisi
bulunmamaktadir. Bu acidan elde edilen RLIP76 ekspresyon verileri, gerek viicut iginde
olusan gerekse disaridan alinan toksik molekiillerin metabolitlerine parcalandigi, bunun
sonucunda da ¢ok cesitli yan {irlinlerin aciga c¢iktigi karaciger dokusunda, HCC gelisimi
mekanizmasinin agiklanmasina yardimci olabilecek onemli aday molekiillerden biridir.

Bu noktaya kadar elde ettigimiz sonuglar hipoksi ortamindaki HCC hiicrelerinde
canliligin korunabildigini, bunu saglamak icin de HIF1 proteini araciligiyla SET, Siah2,
RLIP76 gibi genlerde ekspresyonel degisimler gerceklestigini belirtmektedir. HCC gelisimi
stirecinde hepatositlerin i¢inde bulunduklart ortam hiicrelerin sag kalmalarin1 saglayacak bu
mekanizmalarin aktif olmasimi gerektirirken aynm1 zamanda hayatta kalan hiicrelerin daha
malign karakter sergilemelerine de neden olmaktadir. Hiicre davraniglarindaki degisimleri bu
acidan da inceleyebilmek amaciyla, c¢alismanin devaminda HCC hiicrelerinin
hareketliliklerinde ve invazyon yeteneklerinde ne gibi degisimler oldugunun ortaya koyulmasi
hedeflenmistir.

HCC gelisiminin erken donemlerinde hepatositlerde yogun bir ¢ogalma hizi artisi
gozlenirken ileri asamalarda bu hizin gorece azaldigi buna karsilik hiicrelerin motilite,
invazyon yeteneklerinin arttifi tamimlanmistir. Dolayisiyla motilitenin artmasi ve hiicrelerin
cevre doku icine invazyon yapabilmeleri, kanserin ileri evrelerinde daha belirgin olarak
gozlenmekte, hastalar agisindan ise kotii prognozu isaret etmektedir. Bu nedenlerle HCC
hiicrelerinin mikrogevreye baghi olarak hipoksi veya HGF uyarimi gibi faktorlerle

hareketliliklerinin hangi proteinler aracilifiyla diizenlendiginin belirlenmesi dnemlidir.
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Boyden odacik yontemi kullanilarak gergeklestirilen motilite deneyleri sonucunda,
Hep3B hiicrelerinin HGF ile uyarilmalar1 halinde hareketliliklerinin yiiksek diizeyde arttigini
gostermektedir, bu artis hipoksi ortaminda da gozlenmistir (Sekil 10). Hiicrelerdeki motilite
yanitin1 ~ diizenlenleyen PI3K-AKT-Rac proteinleri sinyal yolaginin, HGF/c-Met
aktivasyonuna bagli olarak uyarildig bilinmektedir'*"'?®

Hep3B hiicre dizisi de dahil pek ¢ok HCC hiicre hattinda HGF uyarimi sonrasinda AKT

. Bu baglantinin gerceklestigi,

proteininin aktif hale gegtiginin saptanmis olmasiyla aciklanabilir( Kunter I, Cokakli M,
Atabey N, Erdal E, yayinlanmamis veri). Huh7 hiicreleriyle gerceklestirilen deneylerde,
hipoksi uygulamasinin c-Met reseptor proteininde fosforilasyonu artirarak, motilite yanitini
dolayli olarak c-Met aktivasyonu ile sagladigim diisiindiirmektedir (Sekil 28). Ancak bu
yanitin varligi Hep3B hiicrelerinde degerlendirilememistir. Hipoksi uyarimi, c-Met’den
bagimsiz olarak da AKT’1 aktive etmis olabilir'*"*°. Bu yorumu destekleyecek hipoksi aracil
AKT aktivasyonuna dair elimizde veri bulunmamakla beraber, AKT uyariminin devam
etmesini saglayan SET geninde HIF1 aracih artis gozlemlenmis olmasi, diger bir
mekanizmanin var olabilecegini diisiindiirmektedir. SET proteininin Rac aracili motilite
davranisinin diizenlenmesinde rolii olduguna yonelik yayinlar bu olasilig desteklemektedir'".
Hiicre motilitesinin HGF ve hipoksi uyarimlarinin birlikte oldugu durumda daha da artmis
olmasi, bu iki sistemin motilite yanit1 olusturma acisindan birbirini destekledigini
gostermektedir. HepG2 hiicreleriyle yapilan baska caligmalar da benzeri bulgular ortaya
koymusturgz.

Motilitesinin arttigimi gordiigiimiiz Hep3B hiicrelerinde matrijel ile kapli invazyon
kuyucuklariyla yapilan deneyler benzer sonuglar vermistir. HGF uyarimi gerek normoksi
gerekse hipoksi ortaminda invazyonu artirmaktadir (Sekil 12). Tek basina hipoksi uygulamasi
halinde de invazyon artmakta ve motilitede oldugu gibi iki kosul birlikteyken birbirinin
etkisini daha da yiikseltmektedir. Gerek HGF gerekse hipoksi uyariminin, invazyonun
gerceklesmesi icin matrijel tabakasinin yikilmasini saglayacak MMP enzimlerini aktive ettigi

- . 132,133,134
bilinmektedir °="°>

. Daha once belirttigimiz tizere MT1-MMP geni ekspresyonunda
gerceklesen artis da invazyon artisindan sorumlu olabilir. Bunlara paralel olarak hipoksi ile
VEGEF geni ekspresyonunun artmasi (Sekil 20), hiicrelerde VEGF reseptorii uyarimina ve bu
sinyal sistemi aracihfiyla da invazyon yamiti olusumuna katkida bulunuyor olabilir*®*
VEGF’nin sadece motilite ve invazyonu degil, aym1 zamanda anjiyogenezi de artirdig
diisiiniiliirse, HCC hiicrelerinde hipoksi ortaminda VEGEF iliskili uyarimin da biiyiikk rolii

olacaktr*.
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HCC dokularinda yeterli damarlanmanin var olmasi maligniteyi artiran faktorlerden

biri olarak deg“gerlendirilmektedir135

. Hastalik prognozunun ve tedavi sonrasi tekrarlama
riskinin belirlenmesi amaciyla VEGF degerleri yaninda anjiyopoietin gibi diger anjiyogenezle
iligkili proteinlerin de ekspresyon diizeyleri karsllastmlmaktadlrl36’13 7. Dolayisiyla HCC
hastalarinda seyir ve hastaligin tekrarlama riski biiyilk oranda mikrogevre tarafindan, basta
hipoksi olmak iizere, miktarlar1 ve etkileri diizenlenen VEGF, HGF gibi biiyiime faktorleriyle
yakindan ilgilidir. Bu genlerin diizenlenmesinde HiF1 transkripsiyon faktoriiniin iistlendigi
roliin 6nemi goz oniine alindiginda, HIF1 aracili olarak ekspresyon degisimine ugrayan bu
genlerin, birer tedavi hedefi olabilecegini, fonksiyonlarmdaki ve yol actiklar1 hiicresel
davraniglardaki degisikliklerin tanimlanmasinin, hiicre ve tiimor biyolojisi agisindan 6nemli
oldugunu diisiinmekteyiz.

HCC gelisim mekanizmasi ve seyri ile ilgili tim degiskenlerin tedavi yanit1 ile de
dogrudan baglantis1 bulunmaktadir™. Son yillarda gelistirilen teknolojik yontemler sayesinde
radyoterapinin de HCC tedavi segenekleri arasina girmesi saglanm1§t1r6. Timor alam igine
sinirlandirilmis radyoterapi uygulamasi ile HCC hiicrelerinde olusan hiicresel yanitlar ve
tedavi direnci gelismesine yol acan molekiiler mekanizmalar ¢cok aktif arastirma alanlarindan
birisidir, ancak heniiz tam olarak agikliga glkarllamam1§t1r7. Calismamizin bu boliimiinde,
radyasyonun tedavideki artan roliinden yola cikarak, Hep3B hiicre dizisinde radyasyon
uygulamasi sonrasinda hiicre davranislar1 ve gen ekspresyonu agisindan ne gibi degisimler
sergilediklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Baslangic olarak radyasyon uygulanan hiicrelerdeki sag kalim degerleri incelenmistir.
Canlilik deneylerimizde Hep3B hiicrelerinin radyasyon uygulamasindan 72 saat sonrasina
kadar sag kalimlarinin degismedigi ortaya ¢ikmistir (Tablo 4, 5, 6, 7). Uzun siireli kiiltiire
edilmeleri halinde 5. giinde hiicrelerin % 90’dan fazlasinin, bir haftanin sonunda % 60’1nin ve
12. giinde % 35’inin canli oldugu saptanmistir (Sekil 13). Ekspresyon analizlerinde ise
radyasyon uygulamasi sonrasinda hiicre sag kalimini artiracak pek ¢cok gende transkript ya da
protein diizeyinde ekspresyon artis1 gozlenmistir (Sekil 21). ilk 24 saat icinde VEGF, RLIP76
ve MT1-MMP genleri transkripsiyonu artmistir. Hif 1ot geni transkriptinde degisim olmazken
protein miktarinda ilk 2 saat i¢inde anlamli bir artis olmakla beraber 4. saatten itibaren
belirgin bir diisiis baslamistir (Sekil 31). Radyasyon uygulamasinin normoksik ortamda
yapildig1 bu deneyde gozlenen Hifla proteini artisinin, dogrudan hiicre i¢inde radyasyonla
tetiklenen uyarima bagh oldugu diisiiniilebilir. Literatiirde radyasyona bagli Hifla artigini,

olusan oksijen radikallerine ve stres graniil aktivasyonuna baglayan veriler bulunmakla
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birlikte, bu etkilerin olusmasi i¢in gerekli siirenin uzunlugu nedeniyle gec etkiler oldugu
diisiiniilebilir'*®, Calismamizda elde ettigimiz Hifla artis1 radyasyonu takiben 2-4 saatlik siire
araliginda gozlendiginden, burada olas1 bagka mekanizmalarin rol aldig: diisiiniilebilir. Ancak
bu hipotezin kabul edilebilmesi icin, bir oksijen radikali koruyucusu molekiil kullanilarak
normoksik kosullarda kontrol ¢aligmalarinin yapilmasi gerekecektir.

HGF/c-Met yolagina bakildiginda, c-Met transkriptinde degisim olmadigi, protein
miktarinin da buna eglik ettigi goriilmektedir (Sekil 21, 31). Bununla birlikte c-Met’in
radyasyondan sonra aktivasyonunda artis oldugu belirlenmistir (Sekil 31). Aktif c-Met
reseptorii aracili hiicre ic¢i sinyallerin sag kalim yaninda, ileride tartisacagimiz motilite
yanitiyla da iligkili oldugu diistiniilmektedir. HGF/c-Met ekspresyonunun yiiksekligi ile HCC
malignitesi ve tedavi direnci gelisimi arasindaki baglantiy1 isaret eden veriler, bu sistemin
hiicrede yol actig1 degisimlerin tanimlanmasinin dnemini bir kez daha ortaya koymaktadlrso’
8185

Bu verilerden yola ¢ikarak, HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin ve/veya hipoksik
ortamin, radyasyon stresine karsi verilen hiicresel yanitta sag kalim acisindan ne gibi etkileri
oldugunu belirlemek amaciyla Hep3B hiicrelerine radyasyon uygulamasindan 6nce HGF
ve/veya hipoksi uygulamasi gerceklestirildi. MTT deneyleriyle elde edilen veriler uzun siireli
kiiltiir sonrasinda HGF’in hiicreleri korudugunu, hipoksinin de benzer oranda koruyucu
oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 9). HGF ve hipoksi uygulamasimin birlikte oldugu
durumda koruyucu etkinin 2 kat arttig1, bir hafta sonunda % 40’a inen canl hiicre oraninin %
80’e yiikseldigi belirlenmistir. HGF sinyal ileti sistemi ile hipoksik stres sinyalinin hiicre
canliligi artirmak {izere DNA tamirinde rol alan genleri artirdigi, apoptotik genleri
baskiladiklari yéniinde veriler bulunmaktadir’® > >* >, Bu yanitlarin hangi molekiillerin ortak
olarak etkilendiklerinin belirlenmesi ile koruma mekanizmasi yaninda tedavi amach hedef
molekiiller de belirlenebilecektir.

Radyasyon uygulamasi sonrasinda hiicre sag kalimi etkilendigi gibi hiicre hareketliligi
de bu stresten etkilenmektedir. Boyden odacik yontemiyle yaptigimiz deneylerde radyasyon
uygulamasini takip eden, hiicre sag kaliminda heniiz degisimlerin gozlenmedigi 24 saatlik
erken donemde, hiicre hareketliliginde belirgin bir artis oldugu saptanmistir (Sekil 11).
Hiicrelerin hareketlilikleri normoksik kosullarda radyasyon etkisiyle artmakta, HGF
varliginda bu yanmit daha da artmaktadir. Hipoksi varlifinin radyasyonla artirilan hiicre
motilitesi iizerinde etkisi yok gibi goriinmektedir. Bu sonuglara gore, HGF yolaginin aktif
oldugu tiimor hiicrelerinin, radyasyona maruz kaldiktan sonra hareketliliklerini artirarak strese

maruz kaldiklar1 bolgeden uzaklagmak i¢in avantaj kazandiklarim sdyleyebiliriz.
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HCC hiicre dizileriyle gergeklestirdigimiz calismalar hipoksi ve radyasyon stresi
uygulamalarina karsi olusan hiicresel yanitlar1 belirlemeyi hedeflemistir. Gerek hipoksi
gerekse radyasyon stresine verilen yanitlar, ortamda HGF proteini varligi halinde hiicrelerin
sagkalim acisindan daha direngli, malign fenotip acisindan daha agresif davraniglar
sergilemesine neden olmaktadir. Hiicresel yanitlarin olusumunda ise ii¢ sistem tarafindan da
uyarilan ortak molekiil HIF1 proteini olarak oniimiize ¢ikmaktadir. Gerek hepatositlerdeki
degisimler gerekse mikrocevre etkisiyle olusturulan yanitlar, olduk¢a karmasik etkilesimler
araciligiyla karsinogenez siirecinde ve hastalik seyrinde belirleyici sonuglar dogurmaktadir.
Molekiiler diizeyde olusan bu degisimlerden sorumlu mekanizmalarin tanimlanmasi,
gelecekte HCC hastalarinda daha gelismis yaklasimlarla tani, tedavi ve izleme olanagi

saglayacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

HCC vaskiiler bir tiimordiir ve hipoksi, HCC gelisimi ve ilerlemesi siireciyle baglantili
Oonemli bir anjiyogenik faktordiir. Hipoksi tarafindan uyarilan bir¢cok faktor tiimor hiicrelerini
ve komsu hiicreleri etkileyerek, tiimoriin daha agresif olmasina ve tedavi direncine neden
olmaktadir.

Bu faktorlerden birisi olan HGF’in karaciger hiicrelerinin biiyiime ve farklilagmasi
acisindan vazgecilmez bir bityiime faktorii oldugu bilinmektedir. HGF ve reseptorii olan c-
Met ekspresyonunun hipoksik kosullarda arttig1 belirlenmistir. Ancak HCC gelisimi, ilerleyisi
ve tedavi yanitinda HGF/c-Met yolagimin rolii tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda HGF/c-Met yolag1 aktivasyonunun HCC hiicrelerinin hipoksi yanitinda
ve radyoterapi direncinde rolii olabilecegi diisiincesi ile HGF/c-Met yolag1 aktivasyonu ile
hipoksik kosullarda

1) HCC hiicre sag kalimini,

2) HCC hiicre motilite ve invazyonunu,

3) HIF1 ve HIF1 aracili gen ekspresyonlarin,

4) HCC hiicrelerinin radyasyon uygulamasina yanitlarinin
nasil etkilendigini arastirdik.

Calisma sonuclarimiz HCC hiicre dizilerinde HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin hipoksi
ve radyasyon ile uyarilabildigini ortaya koymaktadir. Hipoksi ve / veya HGF uygulamasi
varliginda hiicre canliliginin degismedigi, buna karsilik hiicre motilitesinde ve invazyonunda
belirgin artig oldugu belirlenmistir. HCC hiicrelerinde radyasyon stresine verilen yanit erken
donemde motilite artis1 seklinde olmakta ge¢c donemde ise hiicre canlilig etkilenmektedir.
Radyasyon uygulamasi déncesinde hiicrelerin hipoksi ve / veya HGF ile uyarilmalar1 halinde
canliliklarinda, motilite ve invazyonlarinda belirgin artis oldugu goriilmiistiir.

Bu veriler HCC hiicrelerinin malign fenotip kazanmalarinda 6zellikle invazyon ve
metastaz siirecinde HGF/c-Met yolag1 aktivasyonunun 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir.
Bu etkiyi gerceklestirmesinde hipoksi tarafindan uyarilan HIF1 aktivasyonu ve VEGF, EPO

gen ekspresyonlarindaki artis 6nemli olabilir.
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Elde ettigimiz veriler HCC hiicrelerindeki radyasyon direncinin gelismesinde HGF ve

hipoksi tarafindan uyarilan genlere ek olarak MT1-MMP ve Rlip76’nin da rolii olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Ekspresyon degisimleri saptanan genlerin, HCC dokularindaki dagilimlarinin ve hangi

ara sinyal molekiilleri ile diizenlendiklerinin belirlenmesi yeni calisma hedeflerini
olusturmaktadir. Bir diger konu ise genel olarak motilite/ invazyon potansiyeli kazanan
hiicrelerin sag kalim agisindan avantaj kazanip kazanmadiklarinin ve bu potansiyelin hiicre
dis1 matriks bilesenlerine bagli olarak nasil diizenlendiginin belirlenmesidir. Gelecekteki

calismalar biiyiik oranda hiicre dig1 uyaranlarin veya stres yaratan mikrogevrenin hiicrede

neden oldugunu saptadigimiz bu degisimlere bagh olarak hiicrenin icinde yer aldigi bu ortami

nasil degistirmeye calistigi konusuna yonelecektir.

Calismamizda bunlara ek olarak, HCC hiicre dizileri kullanilarak yapilan ve tedavi
acisindan hedef olarak kullanilabilecek molekiil ve yolaklarin saptanmasini saglayan
arastirmalar sonucu elde edilen verilerin, hasta dokularina ait 6rneklerde de incelenmesi ve
degisikliklerin belirlenmesi sayesinde hastalar i¢in yeni tedavi segeneklerin olusturulmasi
saglanabilir. Klinisyenler ve temel bilimle ugrasan arastirmacilar ag¢isindan en biiyiik sorun,
uygun kosullarda saklanmig hasta doku materyallerine ulagabilmektir. HCC tanis1 alan veya
kronik karaciger hasar1 olan bireylerden elde edilebilecek karaciger materyallerinin uygun
kosullarda arsivlenmesi, bu hastalarla ilgili klinik veri kayitlarinin hassasiyetle yapilmasi,
gelecekte bu konuyla ilgili gerceklestirilecek ¢calismalar agisindan oldukca 6nemli bir

basamaktir.
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