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OZET

Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Motilitesinde PKB/Akt/mTOR Sinyal Yolagimn
Onemi
Emine Celik, Dokuz Eyliil Universitesi, T1p fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali, 35340, Balcova-Izmir, Tiirkiye, emine.celik@deu.edu.tr

Karaciger kanseri, bilinen kanser tiirleri icinde goriilme siklig1 olarak besinci, 6liim
oran1 olarak ligiincii sirada yer almaktadir. Oldukga agresif bir tiimor olan ve karaciger
kanserlerinin %83’ {inii olusturan hepatoselliiler karsinoma (HCC) karaciger kanserleri
arasinda en onemli olanidir. Cesitli hiicre tiplerinde baslica proliferasyon, apoptoz ve otofaji
yanitlarinda 6nemi bilinmekte olan PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin HCC’ de gorevli
oldugu ve HCC gelisiminde cok onemli bir rol istlendigi bilinmektedir. Bir¢ok kanser
cesidinde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, hiicrelerin integrin aracilifiyla hiicre dis1 matrikse
(ECM)’ e baglanti kurmalar sonucunda uyarilabilmekte olup ECM bilesenleri varliginda,
HCC hiicre hatlarinin hareket etme mekanizmalari ve bu mekanizmalarda PI3K sinyal
yolaginin etkisi tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda farkli aktif Akt seviyesine sahip olan ti¢ HCC hiicre hatt1 kullanilmistir.
Hiicre hatlarinda ECM bilesenleri varliginda PI3K’e 6zgiil LY294002 inhibitorii kullanlarak
hiicre hareketliliklerine yara iyilesmesi ve/veya 6zel motilite/invazyon diizenekleri ile
bakilmistir. Integrin ekspresyon profillerindeki degisiklikler RT-PCR yontemi ile
incelenmistir.

Kullanilan hiicre hatlarinda ECM bilesenlerinin hiicre hareketliligini arttirdig1
gozlenirken LY294002° nin bu etkiyi engelledigi tespit edilmistir. Zamana ve kollajen I
varhigina bakildiginda Beta4, alfal, alfa2, alfa4 integrinlerin ekspresyon profillerinde
degisikliklerin oldugu gozlenmistir. Kollajen I varliginda integrin alfal ekspresyonunun artis
gosterdigi ve bu artisin LY294002 inhibitorii ile baskilandigi da bulunmustur.

Calismamizda HCC hiicrelerinde PI3K sinyal yolagimin kollajen I uyarimh

hareketlilikte baslica integrin alfal ekspresyonuna bagimli etkisi olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoselliiler Karsinoma, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, hiicre disi
matriks (ECM), integrin



ABSTRACT

Importance of PKB/Akt/mTOR Signalling Pathway in Motility of Hepatocelluler

Carcinoma Cells

Emine Celik, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of Medical

Biology and Genetics, 35340, Balcova-Izmir, Turkey, emine.celik @deu.edu.tr

Liver cancer is the fifth most frequent cancer and the third cause of tumor-related
death in the world. Hepatocellular carcinoma (HCC) is a very agressive tumor . Its incidence
is %83 among the liver cancers. PI3K/Akt/mTOR signalling pathway controls proliferation,
apoptosis and autophagy of the cells. Moreover this pathway has a role in HCC occurance and
development. Cells adhere the extracellular matrix (ECM) by their integrins and this adhesion
stimulates PI3K/Akt/mTOR signalling pathway. The importance of PI3K signalling on cell
motility in HCC cells has not been well established.

In our experiments we used three different cell lines (Huh7, SNU449, MV) which
have different activated Akt levels. We studied the effect of LY294002, which is the specific
inhibitor of PI3K, on cell motility in the presence of ECM components. In order to examined
the effect of LY294002 on cell motility, we used wound healing assay and motility/invasion
chambers. Furthermore Reverse-Transcriptase polymerase chain reaction was performed to
determine in three HCC cell lines.

ECM components increase cell motility in these three cell lines. LY294002 has an
opposite effect on cell motility. It has observed that expression profilles of beta 4, alfa 1, alfa
2 and alpha 4 integrins have changed as in time and presence of collagen I dependent manner.

Our result indicate that the presence of collagen I might increase integrin alpha 1

expression by activating PI3K signalling pathway in HCC cell lines studied .

Key words: Hepatocellular Carcinoma, PI3K/AKT/mTOR signalling pathway, extrasellular

matrix, integrin



GIRIS VE AMAC

HCC cok agresif bir timor olmakla beraber yilda yaklasik olarak bir milyon yeni
olgunun tespit edildigi bir kanser cesididir (3, 4, 5). Hepatokarsinogenez siirecinin
baslamasinda etkin olan cesitli risk faktorleri bulunmaktadir (1,4,5). Risk faktorlerine bagh
olarak HCC’ de bir¢ok molekiiler degisiklikler meydana gelmektedir. Bunlardan en 6nemlileri
hiicre sinyal yollarinda meydana gelen degisikliklerdir. HCC’ de gorevli oldugu ve HCC
gelisiminde cok onemli bir rol iistlendigi bilinen sinyal yollarindan bir tanesi PI3K/Akt sinyal

yoludur (10).

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin c¢esitli hiicre tiplerinde baslica proliferasyon,
apoptoz ve otofaji yanitlarinda 6nemi bilinmektedir. Bu yolagin ana oyuncularindan olan Akt
(aym1 zamanda protein kinaz B ya da PKB olarak da bilinir), molekiiler agirligi 59 kDa olan
bir serin/treonin kinazdir (11, 12, 13). Akt" mm HCC’ deki rolii heniiz bir agiklik
kazanmamakla beraber yapilan ¢alismalarda HCC’ lerde fosforile Akt’ nin varliginin 12 kat
arttign tespit edilmistir (14). Bircok kanser cesidinde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin,
hiicrelerin integrin araciligityla ECM’ ye baglanti kurmalanni sonucunda uyarildigi

bilinmektedir (19).

Normal karacigerde ECM goreceli olarak dokuda %3’ liik bir alan kaplamaktadir ve
yas agirhigin yaklagik olarak % 0,5’ ini olusturmaktadir. Karacigerde gozlenen degisik
yapidaki kronik karaciger yaralanmalarina karsi bir cevap olarak fibrogenez veya ECM
degisiklikleri meydana gelmektedir. Normal yapidan fibrotik bir karacigere gecis icin ECM’
de hem miktar olarak hem de icerik olarak degisiklikler meydana gelmelidir. Yapilan
calismalar hepatik stelat hiicrelerin bu olayda rol oynadigin1 géstermektedir. Hepatositler ve
hepatik sinusoidal hiicreler gibi diger hiicre tipleri ECM diiretimi icin daha az katkilari
bulunmaktadir (20, 21). ECM bilesenlerinden kollajen 1 hepatosellular karsinoma (HCC)

gelisiminde dikkat ceken en 6nemli molekiillerden biridir (23).

Bu calismada yapilmasi hedeflenen ECM bilesenlerinden kollajen I' e bagh olarak
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagimin HCC hiicrelerinde motilitede meydana getirdigi



degisikliklerin tespit edilmesidir. Bu etki mekanizmas1 HCC’ de tedavi i¢in kullanilabilecek
onemli bir basamaktir.

GENEL BiLGILER

Karaciger kanseri, bilinen kanser tiirleri i¢cinde goriilme sikligi olarak besinci, 6liim
oran1 olarak {ciincii sirada gosterilmektedir (1). Hepatoselliiler karsinoma (HCC),
kolanjiyokarsinoma, hepatoblastoma, hemangiokarsinoma, hemangioendotelyoma gibi
cesitleri olan karaciger kanserleri icinde HCC gozlenen tiim kanserlerin % 83’ {inii

olusturmaktadir ve karaciger kanserlerinden en énemli olanidir (2).

1.1 Hepatoseliiler Karsinoma (HCC)

HCC yilda yaklasik olarak bir milyon yeni olgunun tespit edildigi (3, 4, 5) olduk¢a
agresif bir timordiir. HCC’ nin tedavi yontemlerinden olan cerrahi girisimler ve karaciger
nakli, ancak kiiciilk bir oram olusturan ve erken donem tiimorlere sahip olan hastalara
uygulanabilmektedir (3, 6, 7). HCC olgulariin %70-90’ 1 kronik karaciger hasarina ve sirotik
zemine bagl olarak meydana gelmektedir. HCC’ nin goriilme siklig1 cografik konuma ve

cinsiyete bagh olarak degiskenlik gostermektedir (1, 5).

HCC olusumunda etkin olan baslica risk faktorleri Sekil 1.1° de gosterildigi gibi
hepatit B (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV), alkol ve aflatoksin B1 (AFB1)’ dir (1,4,5). Biitiin
bu risk faktorlerinin karacigerde baslica, enflamasyon ve hiicre dig1 matriks (ECM) yapisinin
degisimine sebep olduklar1 ve bdylelikle hepatoselliiler karsinogenez siirecine zemin
hazirladiklart diisiiniilmektedir. Yine bu risk faktorlerinin normal hiicre ¢ogalmasini arttirici
yonde gorev alan 6nemli bazi genlerin mutasyonunu tetikledigi gosterilmistir (2, 8). Ornegin
aflatoksine bagli olan HCC olgularinda, tiimor baskilayici bir gen olarak gorev alan p53’ {in
249. kodonunda bulunan arjinin aminoasidinin serine doniismesine sebep olan bir mutasyon
tammmlanmistir (9). Farkli etiyolojik faktorlere bagli olan ve tanimlanan 6nemli molekiiler

degisiklikler ila¢ endiistrisi icin onemli olabilmektedir.
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Sekil 1.1. Hepatokarsinogenez siirecinin olugsmasinda etkin olan ¢esitli risk faktorleri

@)

HCC’nin neoplastik gelisimi histolojik acidan bir¢ok olayla iliskilidir. Risk
faktorlerine baglh hiicre Oliimlerine yanit olarak karacigerde gozlenen hepatosit
rejenerasyonunda olusan hiperplastik nodiiller sitolojik olarak normal bulgulardir ve HCC
olusumunda ilk basamakta yer almaktadir. Bu lezyonlar pre-malignant displastik nodiillere
doniigebilmekte ve sitolojik olarak iyi tespit edilebilen hiicre degisiklikleri ile cekirdek
yigilimima sebep olmaktadir. HCC’ lerde yapilan molekiiler analizler sonucunda cesitli

genetik ve epigenetik degisiklikler tespit edilmistir (Sekil 1.2) (2).
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Sekil 1.2. HCC’ nin histopatolojik ilerleyisi ve molekiiler 6zellikleri (2)

Hepatokarsinogenez siirecinin ge¢ evrelerinde gozlenen molekiiler degisikliklerden
telomer kisalmasi ve hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasi sonucunda onkogenlerin
aktif hale gectigi ve hiicrede 6nemli olan bircok olayda rol alan sinyal yollarinin da siirekli
aktif halde bulundugu bilinmektedir (1). Somatik mutasyonlara bagh olarak, karaciger
gelisiminde rol oynayan Wnt/ B katenin sinyal yolu HCC’ de siklikla aktif halde
bulunmaktadir. Bununla beraber hedgehog ve c-met protoonkogen/ hepatosit biiyiime faktorii
reseptorii (MET) sinyal yolu olarak bilinen ve gelisim siirecinde gorev alan sinyal yollar1 da
HCC gelisiminde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Tiimor biiyiikliigii ve prognozuyla iliskisinin
oldugu bilinen ve ayni1 zamanda bir onkogen olan myc de HCC’ de mutasyonu sik rastlanan
bir molekiildiir (Sekil 1.3) (10).




Prickle 1|%55  Grelisimde rol alan
sinyal yollarn
\, %26 2550-60 %30-40

Wit/ Hedgehog MET
Katenin

Hiicre proliferasyonu

immortaliti

’7 myc PIIEAAET
%30-60 %38 Yl
Onkogenik sinyal PTEN
vollan

Sekil 1.3. Gelisimde gorevli olan sinyal yollar ile onkogenik oldugu bilinen sinyal

yollarinin HCC ile olan iliskileri (10)

HCC’ de gorevli oldugu ve HCC gelisiminde ¢ok Onemli bir rol iistlendigi bilinen
diger sinyal yolu da PI3K/Akt sinyal yoludur. PI3K/Akt sinyal yolunun aktif olmasi1 ve Akt’
nin negatif diizenleyicisi olan PTEN molekiiliiniin ekspresyonundaki azalma HCC olgularinin
%40-60’ mda rapor edilmistir. Akt sinyal yolunun aktiflenmesiyle beraber apoptozdan
sorumlu olan TGF B (transforming biiyiime faktorii ) yolu baskilanmakta ve B katenin sinyal

yolunun da aktif hale gectigi bilinmektedir (10).



1.2 PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag:

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin c¢esitli hiicre tiplerinde baslica proliferasyon,
apoptoz ve otofaji yanitlarinda 6nemi bilinmektedir. Bu yolagin ana oyuncularindan olan Akt
(ayn1 zamanda protein kinaz B ya da PKB olarak da bilinir), molekiiler agirligi 59 kDa olan

bir serin/treonin kinazdir (11, 12, 13).

PI3K/AKT sinyal yolunda PI3K’ nin altinda yer alan Akt molekiild, hiicre i¢inde PI3K
(fosfotidilinositol 3 kinaz) tarafindan iki farkli sekilde aktive edilebilmektedir. Birinci uyarim;
IGFR, EGFR, HGF gibi herhangi bir tirozin kinaz reseptoriiniin ligand bagimli aktivasyonu,
ikinci uyarim ise; PI3K molekiiliiniin siirekli aktivasyonu veya fizyolojik olarak PIP3
sentezinin inhibitdrii ve ayn1 zamanda bir timdor baskilayici fonksiyona sahip olan PTEN
molekiiliiniin fonksiyonunun kaybi sonucunda meydana gelen uyarimdir. PTEN molekiilii
bircok kanserde somatik delesyonlarla ve mutasyonlarla tespit edilmis olan bir tiimor
baskilayici gendir. Yapilan caligmalarda sirotik zemine bagli olarak meydana gelen HCC’

lerde PTEN mRNA diizeyinin diistiigii gosterilmistir (14).
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Sekil 1.4. Hepatokarsinogenez siirecinde rolii oldugu diisiiniilen sinyal yolaklar1 ve

Akt’ nin rol aldig1 hiicresel olaylar (14)

Hiicre i¢inde Akt aktivasyonunu saglayan PI3K molekiili katalitik alt birim (p110a,
pl10b ya da p110g) ve diizenleyici alt birim (p85a, p85b ya da p55g) olmak iizere iki alt
birimden olusmaktadir. Duragan fazda olan hiicrelerde p85, p110a’ ya baglanarak p110a’ nin
stabilizasyonunu saglamakta ve kinaz aktivitesini inaktive etmektedir. Biiyiime faktorii uyarisi
geldigi anda p85 alt biriminin SH2 domaini (Reus-sarcoma-oncogene homology-2 domain)
reseptor tirozin kinazin yada onlarin substrati olan adaptor proteinlerin YxxM motifine
baglanarak, p110a’ nin inhibisyonunu ortadan kaldirarak plazma membranina katalitik alt
birimin yerlesmesini ve fosfotidilinositol 4,5 bifosfat (PIP2)’ 1 fosforilleyerek 3,4,5-trifosfat
(PIP3) haline doniigsmesini saglamaktadir. Sonrasinda PIP3, PDK gibi Plecstrin homoloji

domaini igeren proteinleri hiicre membranina toplamaktadir (14, 15, 16).



Akt in HCC’ deki rolii heniiz bir agiklik kazanmamakla beraber yapilan ¢alismalarda
HCC’ lerde fosforile Akt nin varliginin 12 kat arttigi tespit edilmistir (14). Akt yolunun
aktiflenmesi apoptozdan sorumlu olan TGF- B’ nin ve biiylime inhibitor aktivitesine sahip

olan CCAAT/enhancer baglanma proteini o’ nin baskilanmasina sebep olmaktadir (1).

PI3K/Akt sinyal yolunun 6nemli bir diizenleyicisi olan mTOR, besin diizeyini kontrol
etmekte ve Gl fazindan S fazina gecisi saglamaktadir. mTOR proliferasyonda ve hiicre
biiylimesinde merkezi bir diizenleyici role sahiptir. Besin yoklugu durumunda mTOR
aktivitesi baskilanmaktadir. HCC’ lerin bir kisminda mTOR aktivasyonunun cok yiiksek
oldugu tespit edilmistir. mTOR sinyal yolaginin rapamisin ile bloke edilmesi sonucunda HCC
hiicre hatlarmin biiyiimesinde inhibe ettigi gosterilmistir (14). Rapamisin bir makrolid
antibiyotiktir ve kiiciik bir hiicresel protein olan FKBP12 (FK506 binding protein 12) ile
etkilesime girmektedir. Rapamisin- FKBP12 kompleksi kinaz TOR’ a baglanarak TOR-
Raptor baglanmasina ve TOR-Raptor hedeflerinin fosforillenmesine engel olmaktadir. TOR
protein sentezini kontrol eden bircok ve cesitli fonksiyona sahiptir. TOR, POLI ve POLIII
bagimli transkripsiyonu diizenlemektedir. Ayn1 zamanda kisa siireli S6K ve 4EBP ailesi
proteinlerini de fosforilleyerek protein sentezini diizenlemektedir. S6K protein sentezi ve
hiicre biiyiikliigiiniin kontrolii i¢in pozitif bir diizenleyicidir. 4EBP proteinleri ise protein

sentezinde negatif diizenleyiciler olarak gorev almaktadir (15).

PI3K/AKT sinyal yolagi hiicre biiylimesinden sorumlu olan transkripsiyon
faktorlerinin bir kismini da kontrol etmektedir. Iki 6nemli 6rnek forkhead box (FOX)
proteinleri ve niikleer faktor kB (NFgB) proteinidir (15). PI3K/Akt sinyal yolunun etkiledigi
diger bir molekiil de aktin organizasyonu, gen ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu gibi
biyolojik olaylar1 diizenleyen Rac proteinidir. Akt; Rac’ 1, PTEN’ i inaktive ederek aktif hale
getirmektedir ve bu inaktivasyonun fibroblastlarda migrasyonun diizenlenmesinde etkin

oldugu bilinmektedir (17, 18).

Rho ailesine ait olan Rho, Rac ve Cdc-42 molekiilleri hiicre i¢in 6nemli olan cesitli
sinyal yollarinda rol alir. RhoA aktivitesi stres fiberlerin ve fokal adezyonlarin yapilanmasini
diizenlemektedir. Rac molekiili ise lamellipodyumlart ve membran hareketini

diizenlemektedir. Bu yapilarin diizenlenmesi hiicre gogii icin 6nemlidir. Rho GTPaz’ lar1 ve



PIP2 molekiilleri, aktin dinamiklerinin diizenlenmesinde 6nemlidir ve bir hipotez olmakla
beraber Rho proteinlerinin etkilerini PIP metabolizmasi ile yaptig1 diisiiniilmektedir. PI3K ¢
nin molekiiler inhibitérii olan LY294002° nin hiicrelere uygulanmasi sonucunda Rac
aktivasyonunun ve lamellipod yapisiyla membran hareketlerinin arttifn gézlenmektedir. Ayni
zamanda  inhibitoriin  uygulanmast  sonucunda  hiicrelerde  proliferasyonun  ve

transformasyonun arttig1 gosterilmistir (17).

Bir¢ok kanser cesidinde PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin, hiicrelerin integrin
araciligiyla ECM’ ye baglanti kurmalar1 sonucunda uyarildig1 bilinmektedir. Ornegin; kolon
kanseri hiicreleriyle yapilan bir caligmada integrin a5 ve P-Akt seviyeleri arasinda dogru
orantil1 bir iligki oldugu tespit edilmistir ve kolon kanseri hiicrelerinde, P-Akt ve integrin a5
ekspresyonunun yiiksek oldugu bilinmektedir. Integrin a5’ in ekspresyonunda bir baskilanma
s0z konusu oldugunda hem integrin a5 ekspresyonu azalmakta hem de P-Akt protein
miktarinda azalma gozlenmektedir. Buna baglh olarak integrin a5 in baskilanmasi sonucunda
kolon kanseri hiicrelerinin hiicre adezyon ozelliklerinde azalma, apoptoza gitmelerinde ise
artis oldugu saptanmistir. Azalan integrin ekspresyonu ve buna bagl olarak azalma gosteren
PI3K/Akt sinyal yolu aktivasyonu hiicrelerin integrin bagimli hareket etme o6zelliklerini
PI3K/Akt sinyal yolu iizerinden gosterdigi tespit edilmistir (19). Benzer calismalar kiigiik

hiicreli akciger kanserine (SCLC) ait hiicrelerle de yapilmis ve ayn1 sonuglara ulasiimistir.

Normal karacigerde ECM goreceli olarak dokuda %3’ liik bir alan kaplamaktadir ve
yas agirhgin yaklagik olarak % 0,5’ ini olusturmaktadir. Karacigerde gozlenen degisik
yapidaki kronik karaciger yaralanmalarina karsi bir cevap olarak fibrogenez veya ECM
degisiklikleri meydana gelmektedir. Normal yapidan fibrotik bir karacigere gecis icin ECM’
de hem miktar olarak hem de icerik olarak degisiklikler meydana gelmelidir. Yapilan
calismalar hepatik stelat hiicrelerin bu olayda rol oynadigin1 gostermektedir. Hepatositler ve
hepatik sinusoidal hiicreler gibi diger hiicre tipleri ECM diiretimi icin daha az katkilari

bulunmaktadir (20, 21).



1.3. ECM ve Komponentleri

ECM; proteinlerle, glikozaminoglikanlarla ve diger makromolekiillerle iletisim
kurabilen {i¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. Temel gorevleri; hiicre adhezyonunu, migrasyonunu,
proliferasyonunu ve canliligim1 saglamaktir. Ekstraselliilar matriks viicutta biitiin dokularda
bulunan hiicreleri ¢evreleyen karmasik bir yapidir. Biyokimyasal yapist dokudan dokuya

farklilik gostermektedir (22).

Karacigerdeki ECM komponentleri, kollajen, kollajen olmayan glikoproteinler,
proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, matrikse baglanan biiyiime faktorleri ve matriseliiler
proteinleridir. 20 farkli kollajenden tip I, III ve V normal bulunan ECM’ nin gercek
bilesenleridir (23). Normal ve sirotik karacigerde ECM iireten hiicreler hepatik stelat hiicreleri
(HSC) ve miyofibroblastlardir (MFB). Normal karaciger parankimasinda ECM ii¢ ana
boliimde bulunur; portal sistemde, santral ven/veniillerde ve sinoizoidler cevresindeki Disse
boslugunda. Karacigerde bulunan destek doku daha ¢ok fibriler kollajenleri (en ¢ok I ve III),
diisiik miktarda kollajen V, VI, XIV, fibronektin, elastin, dekorin, tenaskin-C igermektedir.
Fibriller kollajen olan tip I, III ve V ¢ok 6nemli ECM bilesenleridir. Tip IV kollajen ise tipik
olarak subendotelyal lokasyonda bulunmaktadir. Burada bazal membran glikoproteinleri olan
laminin, nidojen/entaktin ve fibulin ile iliski icerisindedir. Bu durumun tersi olarak,
sinoizoidler ¢evresindeki Disse boslugunda yapisal ve molekiiler karakter acisindan karaciger

icin essizdir (23).

Hepatositler ve sinusoidal endotelyal hiicreler arasinda gevsek bir yapiya sahip ECM
bilesenleri bulunmaktadir. Bu bilesenlerden; kollajen IV ve laminin, perlekan,
nidojen/entaktin gibi diger bazal membran proteinleri diger organlarda gozlenmeyen bir
sekilde kilcal damarlan kaplamaktadir. Bu kollajenler tarafindan olusturulan gevsek yapi,
siirekli olmayan endotelyum ile iliski igerisindedir. Bu durum da makromolekiillerin

sinusoidal kan ve hepatositler arasinda kolayca gecislerini saglamaktadir (23).

Karaciger fibrozu, kronik uyaranlara bir cevap olarak yara iyilesmesi siirecinde
meydana gelmektedir. Fibrozis, ECM bilesenlerinden olan kollajen tip I’ in asir1 miktarda

depolanmasiyla karakterizedir. Saglikli bir karacigerde kollajen total karaciger proteinlerinin



sadece % 5- 10’ unu olusturmaktadir. Siroz sirasinda, daha ¢ok fibriller kollajenler (I ve III)
olmak tizere bu oran %50’ lere ulagsmaktadir. Isik mikroskobunda bakildigi zaman
damarlanma olusumu sirasinda kollajen I ve bazal membran bileseni olan kollajen IV ve
laminin oraninda sinoizoidler ¢evresindeki Disse boglugunda artis gozlenmektedir. Kollajen I
invaziv davranis1 yonlendirmekte ve artan kollajen I siroz i¢in bilylik onem tasimaktadir.
Boylece siroz zemininin artisini saglayarak HCC’ nin invaziv Ozelliinin artmasini

saglamaktadir (23).

ECM bilesenleri igerisinde 6nemli olan diger bilesen fibronektin, cesitli gdrevleri olan
bir glikoproteindir ve de normal ve fibrotik hepatik ECM’ nin en onemli bilesenidir.
Fibronektin tekrarlayan dizileri ile kollajen, heparin, fibrin ve integrin gibi cesitli ligandlara
baglanabilme 6zelligine sahiptir. Karacigerde bir yaralanma s6z konusu oldugunda sinusoidal
endotelyal hiicreleri fibronektin eksprese etmektedirler (24). Fibronektin HCC’ lerde diger
timorlerden farkli olarak stroma ile cevrelenmemistir ve tiimor hiicreleri ile iliski
icerisindedir. Fibronektin normal hepatosit hiicreleri tarafindan sentezlenmekle beraber iyi
diferansiye olmus tiimor hiicrelerinde daha cok eksprese edilmektedir. Fibronektin, meydana

gelen yaranin iyilesme siirecinde ve HCC’ nin ilerlemesinde 6nemli bir molekiildiir (23).

Tiimor hiicreleri ve konak¢1 stromasi arasindaki iliski, HCC’ de timor davraniginin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. in vitro kosullarda polistren iizerinde kiiltiire
edilen hepatositler yiizeye yapisirak zayif biiyiime oOzelligi gostermekte ve birkag giin
icerisinde apoptoza gitmektedirler. Eger kiiltiir yilizeyi kollajen I ile kaplanirsa hepatositler
yiizeye cok iyi yapisip hizli proliferasyon gostermektedirler. Ama albiimin ekspresyonu ve
diger karacigere spesifik olan proteinler hizli bir sekilde kaybolmaktadirlar. Bu proteinlerin
hiicre kiiltiirii ortamindaki ekspresyonu hiicrelerin yapistigi membranda bulunan ECM

komponentinin tipine baghdir (23).

ECM hiicrelerle; hiicre membraninda bulunan, iyi karakterize edilmis olan ve matriks
reseptorii olarak gorev alan integrinlerle etkilesim kurarak iletisim saglamaktadir (23).
Hepatik yaralanmalarda kontraktil filamentlerin ekspresyonu meydana gelmektedir ve ECM
sentezi (Ozellikle kollajen) artis gostermektedir. ECM bilegenlerinden olan kollajen I integrin

gibi bir substrata baglandiginda tiimor hiicrelerinde invaziv 6zellige sebep olmaktadir (23).



1.4 integrinler

Integrinler, ECM molekiillerinin heterodimerik reseptdrleridir, kovalent olmayan bir
sekilde birbirine baglanmis o ve B alt birimlerinden olusan bir transmembran glikoproteinidir
ve her alt birim biiyiik bir ekstraseliiler domaine, membran1 bir kez gecen bir domaine ve kisa

katalitik olmayan sitoplazmik bir kuyruga sahiptir (Sekil 1.5) (25).

integrin
heterodimeri
ligand baglanma
hilgesi oL B
hiicre ici
domaini

-~

Sekil 1.5. integrin molekiiliiniin yapist

18a ve 8P zincirinin kombinasyonu integrin heterodimerlerini meydana getirmektedir

ve en az 25 farkli kombinasyon meydana gelmektedir. (26, 25).



Tablo 1.1: integrinlerin ligand 6zellikleri (27)

Integrinler Ligandlar
Bl al Kollajen, laminin
o2 Kollajen, laminin
o3 Fibronektin, laminin, kollajen
o4 Fibronektin (kesilen domainine)
as Fibronektin (RGD-igeren domainine)
a6 Laminin
o7 Laminin
1] Fibronektin, vitronektin
a9 Tenaskin
al0 Kollajen
all Kollajen
ov Vitronektin, fibronektin, osteopontin
B2 aL ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
oM C3b, fibrinojen, ICAM-1, VCAM-1
aX C3b
aD ICAM-3, VCAM-1
B 3 allb Fibrinojen, fibronektin, von Willebrand faktorii, vitronektin, trombospondin
ov Vitronektin, denatiire kollajen, von Willebrand faktorii, fibrinojen, trombospondin, fibulin, osteopontin
Laminin, desmin
B4 ab Vitronektin
BSav Fibronektin
B6av Fibronektin (kesilen domaini), VCAM-1, MAdCAM-1
B7 04 E-kaderin
oE Vitronektin
B8av

Metastaz yapan kanser hiicreleri ve anjiyogenez yapan endotelyal hiicrelerde ECM’ ye

kars1 baglanti kurma egilimi ve birlesme yetenegi artist gozlenmektedir. Fenotipik

degisiklikler integrinlerin ekspresyonlarinda meydana gelen degisikliklerden, ECM’ nin

yapisinda degisiklik meydana getiren proteazlarin salinimindan ve yeni ECM molekiillerinin




depolanmasindan kaynaklanmaktadir. Bu degisiklikler gen ekspresyonlarimin diizenlenmesi,
hiicre i¢i iskelet organizasyonu, hiicre adezyonu ve hiicre sagkalimi ile ilgili olan sinyal

yolaklarini aktif hale getirmektedir (25).

Serin/treonin protein kinaz C (PKC) ailesinde integrine bagimli sinyal meydana
gelmektedir. Integrinlere fibronektinlerin baglanmasiyla PKC plazma membran bolgesine
yerlesmektedir. Plazma membranina PKC’ nin yerlesmesi ile beraber fokal adezyon
formasyonu, FAK fosforilasyonu, hiicre sa¢ilimi meydana gelmektedir. PKC integrin B1 alt
birimine baglaninca enzim ve B1’ in sitoplazmik domaini arasinda koprii gorevi goren
tetraspaninleri tetiklemektedir. Bununla beraber, PKC hiicre yiizeyinde integrin f1
ekspresyonunu, endositozlarimi ve hiicre igine gec¢melerini, hiicre gogiiniin artmasin

saglamaktadir (27).

Integrinler matriksle etkilesime girince PI3K sinyal yolag: aktif hale ge¢mektedir.
PI3K’ nmin SH-2 domaininin FAK ve Src fosfotirozinleri ile etkilesime girmesi sonucunda
PI3K plazma membranina gelir ve PI3K yolagi aktiflenir. PI3K sinyal yolagi inhibe
edildiginde hepatik stelat hiicrelerin motiliteleri de inhibe edildigi g6zlemlenmistir. PI3K

aktivasyonu kollajen I mRNA’ s1 ve protein ekspresyonu icin 6nemlidir (27).

HCC’ lerde ECM bilesenine bagli olarak integrin ekspresyonunda degisiklikler
meydana gelmektedir. ECM ile integrin arasinda iliski meydana gelmesi sonucunda
PI3K/AKT sinyal yolag: aktif hale gelmektedir. Ornegin HCC’ lerde degisen ECM yapisina
bagl olarak normal karacigerde bulunmayan, HCC’ de bulunan o2f1 ve a3B1 integrinlerin

eksprese edildigi bilinmektedir (28).



GEREC VE YONTEM

2.1. HCC Hiicre Dizileri

Tezde kullanilacak olan hiicreler tablo 2.1° e gore serumlu ortamda P-Akt proteini
diizeylerine ve hiicre motilite 6zelliklerine gore secilmistir. Bu tabloya gore serumlu ortamda
P-Akt protein miktar1 ve motilite 6zelliklerine gore Mahlavu, SNU-449 ve Huh7 hiicre hatlar

secilmistir.

Tezde kullanilmis olan hiicre dizilerine ait bilgiler Tablo 2.1°de yer almaktadir. Daha
once yapilan calismalara gére Mahlavu, Huh7, SNU-449 hiicrelerinin serumlu ortamda P-Akt
protein miktar1 ve hiicre motilitesi ozellikleri de tabloda yer almaktadir (Imge Kunter,
yayinlanmamus veri). Kullanilan HCC hiicre dizileri Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji

ve Genetik Boliimiinden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan temin edilmistir.

Tablo 2.1. Tezde kullanilan hiicre dizileri

Hiicre dizisi Yas ! Timor | gpy 2 Farkhlasma Serumlu ortam Hiicre
Tipi derecesi P-Akt proteini motilitesi
Mahlavu ? HCC - Farklilagsmamig -+ o+
SNU-449 52 HCC + Farklilagmamisg + +
Huh7 57 HCC - Farklilagmis +/- -

T
Tiimor cerrahisi yapildiginda hastalarin yast

2
HBV DNA’s1 varligi

2.2 Yara lyilesmesi Testi ile Hiicre Hareketliginin incelenmesi

Hiicre ¢esidine bagl olarak hiicreler farkli sayida 35mm ve 60 mm ¢apindaki ekstraseliiler
matriks bileseni ile kapli olmayan, fibronektin, kollajen-I ve kollajen IV ile kapli olan hiicre
kiiltiirii kaplarina % 10 FCS’li ortamda ekilip, % 70 yogunluga ulastiklar1 anda sar1 pipet ucuyla
yara olusturulmus ve yiizeyden kalkan hiicreler steril 1X PBS ile yikanmistir. Kalkan hiicreler
uzaklastirildiktan sonra hiicre kiiltiir kaplarina iic farkli kosul uygulanmistir. Kosullardan bir
tanesi kontrol amaciyla kullanilan ve %?2 FCS iceren ortam, ikinci kosul %2 FCS’ 1i ortam i¢ine
PI3K inhibitorii olan ve stok konsantrasyonu 16,3 mM olan LY294002 (Calbiochem, 440202)’

den son konsantrasyonu 30 pM olacak sekilde hazirlanan ortam, iigiincii kosul ise LY294002 nin




icinde ¢oziildiigii DMSO (dimetil siilfoksit)’ yu iceren ortamdir. 24 saat sonunda hiicre kiiltiir
kaplari soguk 1X PBS ile yikanip soguk metanol ile -20 C” de 5 dakika fikse edilmis ve % 0,2’lik
kristal viyole ile boyanmistir. Boyanan hiicrelerin faz kontrast mikroskobunda fotograflar1 ¢ekilip

sayimlar1 yapilmistir. Deneyin akis semasi soyledir:

Hiicre ekimi

% 70 yogunlukta yara olusumu

1X PBS’le yikama ve uygun ortamin ilave edilmesi
24 saat sonra liBS ile yikama
Metano%le tesbit
Kristal Viyolle ile boyama
Gi)‘riiniiileme

2.2.1 Hiicrelerin %0.2 Kristal Viole ile Boyanmasi

Soguk metanol ile -20 C” de 5 dakika fikse edilmis olan hiicrelerin bulundugu hiicre
kiiltir kaplarina ylizeyi tamamen kaplayacak sekilde %0,2 kristal viole eklenip oda
sicakliginda 10 dakika boyama islemi i¢in beklenmistir. Ardindan kristal viole uzaklastirilip
hiicre kiiltiir kaplar1 distile su ile iyice yikanmistir. Hiicre kiiltiir kaplarinin kurumasi

beklenmis ve ardindan hiicrelerin fotograflar1 ¢cekilmistir.

2.3.Western Blotlama
2.3.1.Kiiltiir Hiicrelerinden Total Protein izolasyonu

SNU449 hiicre hatti ECM bileseni ile kapli olmayan hiicre kiiltiir kaplarma 120. 10*
hiicre/10cm caph hiicre kiiltiir kab1 (Greiner bio-one, 664160) olacak sekilde ekilmistir. %70
yogunluga ulasan hiicrelerin ortami uzaklastirilip steril 1X PBS ile yikama yapilmstir.
Yikamanin ardindan deney kosullart hiicrelere uygulanmistir. Kosullarin ilki kontrol olarak
kullanilan %10 FCS igeren DMEM ortami, ikincisi %10 FCS iceren DMEM ortaminda
hazirlanmis olan 30 uM konsantrasyonda L.Y294002 iceren DMEM ortamu, {i¢iincii kosulda
LY294002’nin ¢oziiciisii olan DMSQO’ yu iceren kosuldur. Kosullar saglandiktan 24 saat sonra

total protein izolasyonu yapilmistir. Total protein izolasyonu i¢in su yontem kullanilmistir.



Deney siireleri dolan hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicreler 100 uM Na3;VOy, iceren soguk
1X PBS ile 3 kez yikanip yine 100 uM NazVO, igeren 500 pul PBS igerisinde hiicre
kaziyicilarla kazinarak, 1,5 ml’ lik ependorf tiiplerin igine toplanmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonu 200 g de 5 dakika santrifiijlenip iist faz uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti iizerine,
pelletin yaklasik olarak 3-4 kati kadar buzda sogutulmus NP-40 liziz tamponu (bkz Ek1)
eklenip pipetlenmistir. Buz iizerinde 5 dakika araliklarla kanistirnllarak 30 dakika bekletilen
ornekler +4 °C’ de sogutulmus santrifiijde 15700 g de 15 dakika santrifiijlendikten sonra total
hiicre proteinini iceren iist faz yeni bir tiipe aktarilmis ve elde edilen proteinlerin protein
miktar1 belirlenip, daha kii¢iik hacimlere ayrilarak -80 °C’ lik buzdolabinda daha sonra

kullanilmak iizere dondurulmustur.
2.3.2.Protein Miktar Tayini

Protein miktarlarinin belirlenmesi icin BCA Protein Assay Kiti (Pierce, 23225)
kullanilmistir. Her bir tiipte farkli miktarlarda stok BSA (Pierce, 23209), BCA ve ddH,O
bulunmaktadir. Miktar tayini yapilacak olan toplam protein lizatlarinin her birinden 2 pl

alimip, ddH20 ile 6nce 100 ul’ ye tamamlamp ardindan BCA ile Iml’ye tamamlanmaistir.

Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in protein miktar tayininde kullanilacak BSA+BCA+ ddH20 ile

2 ul+ BCA+ ddH20 kanigimlart 60 C’ de 15 dakika inkiibe edilmistir. Is1 etkisiyle protein

miktarlarina bagli olarak meydana gelen reaksiyon sonucunda renk degisimlerinin optik
densiteleri (OD), atilabilen plastik spektrofotometre kiivetleri kullanilarak (Brand 759220)
562 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000) kor baz
almarak Ol¢iilmiistiir. Bilinen BSA konsantrasyonlarina kars1 spektroda okunan OD degerleri
kullanilarak ¢izilen standart dogrusal grafikten elde edilen matematiksel formiil kullanilarak

diger orneklerdeki bilinmeyen protein miktarlar1 hesaplanmistir (bkz Ek1).
2.3.3. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
BioRad mini protein elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Electrophoresis Cell 165-

3301) tarife uygun sekilde hazirlanmigtir. Kullanilacak olan jel hacmi yine kilavuza gore karar

verilmistir. Bir falkon tiip icinde Tablo 2.3” teki gibi % 10’luk ayiric1 jel (seperasyon jeli)



icerikleri karigtirllarak hazirlanmis ve iki cam arasina dokiilmiistiir (bkz Ekl1). Jelin tizeri
dH20’ya doydurulmus saf izoamil alkol eklenerek havayla temasi kesilmistir ve jelin
katilagmas1 beklenmistir. Ayirici jelin icerecegi poliakrilamid konsantrasyonuna Tablo 2.4’ te
gosterilen sekilde bakilacak olan proteinin biiyiikliigiine gore karar verilmistir (bkz Ek1).
Ayirict jel katilaginca {izerindeki izoamilalkol dokiilmiis ve Tablo 2.5’ te gosterildigi gibi %
5’lik istifleme jeli (Staking jeli) hazirlanip camlar arasina, ayirici jelin iizerine dokiilmiistiir
(bkz Ekl). Uygun kalinliga sahip olan taraklar camlarin en iist kismina uygun sekilde
yerlestirilip istifleme jelinin katilasmas1 beklenmistir. istifleme jeli donduktn sonra tarak
yavas¢a cikarilmis ve kuyucuklar polimerize olmayan akrilamidi uzaklastirmak icin

elektroforez isleminde kullanilan yiirlime tamponu ile yikanmistir.

Konsantrasyonlart belirlenmis orneklerden esit miktarlardaki proteinler, % 10 p-ME

(Applichem, A1108,0100) iceren 2X yiikleme tamponu ile son konsantrasyon 1X olacak

sekilde karistirilip, 95 OC’ de 5 dakika kaynatilmigtir. Kaynatilan 6rnekler oda sicakligina
gelince 2300 g de 5 saniye karistirlmistir ve tanka yerlestirilmis tris-glisin elektroforez
yiirime tamponu igerisindeki jellerin kuyularina yiliklenmistir. Bir kuyuya da proteinlerin
biiyiikliiklerini tahmin etmek amaciyla icinde bilinen biiyiikliiklerde cesitli proteinler bulunan
onceden boyali biiyiikliikk belirteci (prestained size marker) (MBI Fermantas SMO0671)
yiiklenmistir. Ornekler istifleyici jelin sonuna kadar 70V’da, ayiric1 jelde ise 110 V sabit

gerilimde 2-3 saat yiiriitiilmiistiir.
2.3.4. Proteinlerin Kat1 Bir Yiizeye Transferi

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra eldiven giyilerek her jel basina uygun
bityiikliikkte 1 adet PVDF membran (Sigma, P2563-10EA) ve 4 adet Whatmann kagidi

kesilmistir. PVDF membran kullanilmadan 6nce 30 saniye metanol icerisinde bekletilip dH20

ile 1-2 saniye yikanmistir. Membran ve whatmann kagitlar1 Tris-Glisin transfer tamponu
icinde en az 10 dakika bekletilmistir. Yiiriitme tamamlandiginda jel camlar arasindan ¢ikarilip

1-2 dakika aym tampona konulmustur.

Yari-kuru transfer cihazina (Hoefer SemiPhor- Pharmacia Biotech) sirasiyla 2 adet

Whatmann, jel, PVDF membran ve 2 adet Whatmann kagitlar1 yerlestirilmistir. Katmanlar



arasindaki hava kabarciklan c¢ikartilmistir. Cihaz kapatilip, elektrotlar takildiktan sonra, jelin

3
mm i bagma 3.5 - 5.5 mA olacak sekilde akim gecirilerek 12 V civarinda, 50 dakika transfer

gerceklestirilmistir.
2.3.5. Iimmiinoblotlama

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membran hemen TBS icgerisine konulmustur.
Blotlama sirasinda 6zgiil olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in membran % 0.5 Tween-20
iceren TBS-T tamponu ile hazirlanan % 6’lik siit tozu ile 1 saat oda sicakliginda muamele
edilerek bloklama islemi gergeklestirilmistir. Belirlenmek istenilen proteine karsi 6zgiin
olarak tretilmis antikorlar (primer antikor), %3 siit tozu igceren TBS-T i¢inde optimizasyon
sonrasinda belirlenmis konsantrasyonlarda olacak sekilde diliisyonlar1 yapilmis ve +4 °C’de
gece boyunca ya da oda 1sisinda 1 saat yavasca calkalanarak inkiibe edilmistir. Bu islemin
ardindan membran en az 6 kere 10’ar dakikalik araliklarla diisiik hizda yikanmigstir. Daha
sonra primer antikorun elde edildigi hayvana kars1 ve ucunda HRP enzimi takili antikorun
yine %3 siit tozu igeren TBS-T kullamilarak optimize dilisyonlar1 yapilmis ve 1 saat oda
1sisinda yavasca calkalanarak inkiibe edilmistir. Primer antikor sonrasinda yapilan yikama
islemi tekrarlanmistir. Kullanilan antikorlara ait bilgiler ve optimize edilmis diliisyon

kosullar1 Tablo 2.6.” da 6zetlenmistir.

Tablo 2.6. Kullanilan antikorlar, diliisyonlar ve inkiibasyon kosullar

Firma/Katalog no Koken Antikor Ad1 Diliisyon Inkiibasyon Kosullar:
Cell Signaling - 4051 Fare o- P-Akt Ser 473 1/1000 +4 °C’de gece boyunca
Cell Signaling-9272 Tavsan o -Akt 1/1000 +4 °C’de gece boyunca
Santa Cruz Sc-11397 Tavsan o - Kalneksin 1/7500 Oda 1s1s1, 1 saat

Tiim yikamalarin ardindan Pierce (West Dura Extended Duration Substrate, 34075)

goriintilleme kiti kullanilarak bantlar goriintiilenmistir. Membran 5 dakika soliisyon
karisimiyla muamele edildikten sonra naylon igerisine alinmistir. Isimaya duyarli Kodak
(5256441) filmi naylon igerisindeki membran iizerinde, kasette kapali sekilde, farkli

antikorlar icin farkli siirelerde tutulup ardindan da banyo edilen filmden sonuglar



goriintiilenmistir. ikincil antikorun ucuna baglh olan HRP enzimi Pierce kitinin icerisindeki

substrat1 pargalayarak 1s1maya sebep olmustur.

2.4. RNA izolasyonu

SNU449 hiicreleri, higbir sey ile kapli olmayan ve ECM komponentlerinden kollajen I
ile kapli olan 60mm’lik (BD BioCoat Collagen I- 60 mm, Kat. No: 3544041) kiiltiir kaplarina
5. 10" hiicre/ 60 mm’ lik hiicre kiiltiir kab1 olacak sekilde ekildi. Hiicreler %70 yogunluga
ulagtiklarinda PI3K inhibitorii olan LY294002° den 30 uM olacak sekilde %10 FCS iceren
RPMI ortami ile 24 saat boyunca 37 C ‘ de %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda RNA izolasyonu kiti (Promega SV Total RNA Isolation System,
73100) ile RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu i¢in su islemler yapildi. 24 saat sonunda
hiicreleri igeren hiicre kiiltiir kaplar1 buz iizerine alinip 1X soguk PBS’ le yikandi ve 500 pl
1X PBS’ le hiicreler kazinip 1.5 ml’ lik ependorflara hiicreler alindi. 200 g de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra iist faz atilip hiicre pelleti iizerine 175 ul RNA lizis tamponu eklendi
ve pipetaj yapildi. Ardindan hiicre lizisinin iizerine 350 ul RNA diliisyon tamponu ilave edilip
3-4 kez tiip alt iist edilip 70 °C” de 3 dakika inkiibasyon yapildi. 15700 g de 25 °C’ de 10
dakika santrifiij yapildiktan sonra hiicre lizatim iceren {iist faz yeni bir tiipe aktarildi. Hiicre
lizatinin {izerine 200 ul %95 etanol ilave edilip tiip 3-4 kez alt iist edildi. Karisim kolona
aktarilip 15700 g de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipiine gecen sivi bosaltilip kolon
tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. 600 ul RNA yikama soliisyonu ilave edilip 15700 g de bir
dakika santrifiij yapildi. Kolonun yerlestirildigi toplama tiipii tekrar bosaltilarak kolona
hazirlanmis olan DNaz inkiibasyon karisimindan (40 pl sar1 Kor tamponu, 5 pul 0.09 M
MnCl2 ve 5 ul DNaz I enzimi) 50 pl her bir kolona ilave edilip 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Ardindan 15700 g de 1 dakika santrifiij yapildi. Kolona 600 ul RNA yikama
sollisyonu ilave edilip 15700 g de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipii tekrar bosaltilip
kolona 250 ul RNA yikama soliisyonu ilave edildi ve 15700 g de 2 dakika santrifiij yapildi.
Kolon toplama tiipiine aktarilip her bir kolona 60-70 ul niikleaz icermeyen su ilave edilip
15700 g de 1 dakika santrifiij edilerek RNA eldesi yapild1 ve elde edilen RNA’ lar -80C” de

saklandi.



2.4.1. RNA Miktar Tayini

izole edilen RNA 6rnekleri 60 °C’ de 15 dakika inkiibe edildikten sonra elde edilen
RNA’ larin miktar tayini ve saflik derecesinin belirlenmesi amaciyla 260 nm ve 280 nm de
spektrofotometrede (Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000) ol¢iimleri yapildi. Ol¢iim sonrasinda
Az X diliisyon faktorii (60) X 40 pg/ml = X pg/ml RNA formiilii kullanilarak her bir
ornekteki toplam RNA miktar1 ve ‘‘Ajs0/Azg0’” oranindan yararlanarak RNA saflik derecesi

belirlendi.

2.4.2. ¢ DNA eldesi

¢ DNA sentezi icin cDNA sentez kiti (Fermentas, Kat. No: K1622) kullanildi. Tiim
orneklerden asagidaki protokole gore ¢ DNA sentezi yapildi. Oncelikle 1 pg RNA+ 1ul
random hexamer + X pl DEPC’ 1i su = 12 pl olacak sekilde hazirlanan karisim 70 °C’ de 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her bir tiipe 4 pl 5X reaksiyon tamponu + 1ul
RiboLock Ribonuclease inhibitor + 2 ul 10 mM dNTP karisimu ilave edilip 25 °C’ de 5 dakika
inkiibasyon yapildi. Her bir tiipe 1 ul M-MuLV Reverse Transcriptase ilave edilip reaksiyon
25 °C’ de 10 dakika, 42 °C’ de 1 saat ve 70 °C’ de 10 dakika olacak sekilde kurularak cDNA

sentezi gerceklestirildi.



2.4.3. Transkript Diizeyinde Gen Ekspresyonu Analizleri

Farkli kosullardaki integrin ekspresyonunda meydana gelen degisikliklere bakmak

tizere RT-PCR yontemi kullanildi. RT-PCR yontemiyle ekspresyon seviyelerine bakilacak

integrinleri eksprese eden genlere 6zgiill primerler kullanilmistir. Kullanilan primerlerin

primer dizileri ve RT-PCR sonucunda elde edilen iiriin biiyiikliikleri Tablo2.3.” te

gosterilmistir.

Tablo 2.6. Integrin genlerine 6zgiil olan primer dizileri ve 6zellikleri

Primer Forward Primer Reverse Primer Uriin
Adr Dizisi (5°2>3’) Dizisi (5°2>3) Biiyiikliigii (bp)

GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA 143
Integrin B1 TGT GAA TGC AGC ACA GAT GA AGA CAC CAC ACT CGC AGA TG 355
Integrin B3 AAT TTC TCC ATC CAA AGT GCG GCA G TTG TAG CCA AAC ATG GGC AAG CAG 278
Integrin p4 AGT GAA GAG CTG CAC GGA GT GTT CTG CCC CAT CTT CTT GA 364
Integrin al ACA GCG AAG AAC CTC CTG AA TCT GGC ATT GGA AAA GAT CC 223
Integrin a2 TTA CTG GTT GGT TCA CCC TGG AGT TAC TGA TTC CCA CAT TGC TGT GCC 242
Integrin a3 TCC AGT TCC AGA AGG AGT GC GTT CCG TTT GAA GGG GTIT C 308
Integrin a4 TCG CCA ACG CTT CAG TGA TCA ATC C TCT ATG CCC ACA AGT CAC GAT GGA 212
Integrin a5 GTG GGC AGG GTC TAC GTCTA GGA TAT CCA TTG CCA TCC AG 302
Integrin a6 AAG CTC TCG TAG GCG AGT GA TCT GGA AAC GTT GCA ATC AG 345
Integrinav | TTC TTG GTG GTC CTG GTA GC TCC GAA ATA TGC AGC CAT CT 323




2.4.4. RT-PCR

RT-PCR yonteminde esit yiikklemenin yapilip yapilmadigini kontrol etmek amaciyla
bir house-keeping gen olan GAPDH’ a 06zgiil primerler kullanilarak tiim 6rneklerden

amplifikasyon gerceklestirildi.

Tablo 2.7. RT-PCR’ da kullanilan soliisyonlar

Son Konsantrasyon | 1 reaksiyon i¢in

gerekli miktarlar
(ul)

dH20 - 13.15

10 X PCR Tamponu 1X 2

MgCI12 1.5 mM 1.2

dNTP 0.2 mM 0.4

Primer-F 0.25 pmol/ul 0.5

Primer-R 0.25 pmol/ul 0.5

Taq polimeraz 1250 0.25

cDNA - 2

Tablo 2.8. RT-PCR reaksiyon kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
95 (°C) 5dk 1

95 (°C) 30 sn

56 (°C) 40 sn } 28

72 (°C) 40 sn

72 (°C) 7 dk 1

2.4.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elktroforezi ile Goriintiilenmesi

Tiim PCR iiriinleri DNA yiikleme tamponu ile 1pg/ml EtBr iceren %2 ‘lik agaroz jele

yiiklendi. 80 voltta 45 dk yiiriitiildii ve goriintiileme islemi yapildi.



2.5 Motilite

SNU449 hiicre hatlarinda gerceklestirilen motilite deneyi i¢in kontrolle beraber ii¢
farkli kosul kullanildi. Kontrol olarak kullanilan kosul i¢inde %10 FCS iceren RPMI, ikinci
kosul i¢inde %10 FCS iceren RPMI ° da hazirlanan ve PI3K/Akt sinyal yolaginin 6zgiil
inhibitorii olan LY294002° yi son konsantrasyonu 30 uM olacak sekilde iceren kosul ve
tictincii kosul da LY294002’ nin ¢oziiciisii olan DMSO’ yu igeren kosuldur.

Motilite deneyi i¢in 8 pum por biiyiikliigiine sahip olan kontrol insortlerini (BD
BioCoat, 354578) iceren kuyucuklar kullanildi. Kontrol insortlerin (Sekil 2.1) iginde
bulundugu kuyucuga kullanilacak olan kosulu iceren ortamdan 750 pl ilave edildi ve insortiin
icine 1.10* hiicre / insort olacak sekilde SNU449 hiicreleri 500 pl kosula uygun ortam iginde
ekildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’ de ve %5 CO, iceren inkiibatorde inkiibe edildikten
sonra ortamlar uzaklastirildi ve hiicreler (Medion Diagnostics, Kat no:130832) boyandi. Gog
edemeyip, insortiin icinde kalan hiicreler kulak temizleme ¢ubugu ile membrani zedelemeden

dikkatlice uzaklastirildi. Gog¢ eden hiicreler mikroskopta sayilarak degerlendirme yapildi.

Insert

0 uM PET |
rerihran Eouyueuk

Sekil 2.1. Hiicre hareketlilik 6zelliklerinin degerlendirildigi insort sekli



BULGULAR

3.1 HCC Hiicrelerinde Hareketliligi Degistiren Etmenler

3.1.1 HCC hiicre hatlarinda PI3K/Akt Yolagimin Hiicre Hareketliligine Etkisi

HCC hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolagimin hiicre hareketliligi iizerine etkilerini
arastirmak amaciyla; Mahlavu, SNU 449, Huh7 hiicrelerinde, bu yolagin LY294002 ile 6zgiil
inhibisyonu halinde kontrolleri ile es zamanh olarak in vitro kosullarda yara iyilestirme ve

motilite kapasiteleri karsilagtirildi.

Onceki calismalarimizda, aktif Akt (ser 473’den fosforile) seviyeleri ile HCC
hiicrelerinin in vitro kosullardaki hareketlilikleri arasinda bir iligki olabilecegi gosterilmistir
(Kunter I., yayinlanmamis veri). Buna gore, Sekil 3.1’ de goriildiigii gibi, farkli diizeyde Akt
yolak aktivasyonuna sahip olan Mahlavu, SNU 449, Huh7 hiicrelerine, bazal kosullarda (%2
serum igeren) 24 saatlik 30 uM LY294002 inhibisyonu uygulandiginda en az Huh7
hiicrelerinde hareketliligin degismedigi, buna karsin diger hiicrelerde hareketlilikte belirgin
diizeyde azalma oldugu bulunmustur. Inhibitor ¢oziiciisii olan DMSO’nun kontrolii amaciyla
hazirlanan kontrol deneylerinde DMSO’nun hiicre hareketini etkilemedigi belirlenmis olup,

LY?294002 ile elde edilen etkinin DMSO dan kaynaklanmadigi gosterilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Bazal kosullarda Huh-7, Mahlavu ve SNU-449 hiicrelerinde 30uM

LY294002’ nin yara iyilesmesini lizerine etkisi

Aktif Akt seviyeleri farkli olan Mahlavu, SNU449 ve Huh7 hiicre hatlarinda PI3K/Akt
sinyal yolunun molekiiler inhibitorii olan L'Y294002 ile yapilan ¢alismada Mahlavu, SNU449
hiicre hatlarinda kontrole gore inhibisyonun meydana geldigi western blot yontemiyle
gosterilmistir. Huh7 hiicre hattinda kontrole gore c¢ok diisiik miktarda bir degisiklik
saptanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Mahlavu, SNU449, Huh7 hiicrelerinde serum varliginda LY294002’ nin P-

Akt tizerine etkisi

3.1.2. PI3K/Akt sinyal yolagi inhibisyonunun SNU449 hiicre motilitesine etkileri

LY-30 uM

DMEM-10

Huh?7

DMSO

LY-30 uM

P-Akt

Akt

Kalneksin

HCC hiicrelerinde, PI3K/Akt sinyal yolagmin inhibisyonu sonucunda bu sinyal

yolunun hiicre hareketliligi {izerine etkisini arastirmak amaciyla SNU449 hiicrelerinde gog

etme yetenekleri baskilanmistir. Bu ¢alisma in vitro kosullarda kontrolleri ile es zamanh

olarak diizenlenmis olup SNU449 hiicrelerinin 1.Y294002 inhibitorii varlifinda motilite

ozelligine bakilmistir.

SNU449 hiicrelerine %10 serum varliginda 24 saatlik 30 uM LY294002 inhibisyonu

uygulandiginda hiicrelerin goc edebilme yeteneklerinde Sekil 3.3’ te de goriildiigii gibi

yaklasik olarak 2 kat kadar azalma oldugu bulunmustur. inhibitor ¢oziiciisii olan DMSO’nun

kontrolii amaciyla hazirlanan kontrol deneylerinde DMSO’nun hiicre hareketini etkilemedigi

belirlenmis olup, 1.LY294002 ile elde edilen etkinin DMSO dan kaynaklanmadig gosterilmistir.
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Sekil 3.3. a. Kontrol b. Kontrol insortlerde LY294002’ nin SNU449 hiicreleri iizerine
etkisi c. Kontrol insortlerde . Y294002’ nin SNU449 hiicrelerinde hiicre motilitesi iizerine

etkisi.

3.1.3. HCC hiicre hatlarinda ECM’ nin Hiicre Hareketliligi Uzerindeki Etkisi

HCC hiicrelerinin hareket edebilme ozellikleri iizerinde ECM bilesenlerinin ¢ok
onemli oldugu bilinmektedir. HCC hiicrelerinin integrinleri araciligi ile baglandigi farkli
ECM bilesenlerinin in vitro kosullarda meydana getirilen yaranin iyilesmesi iizerindeki

etkilerinin farkli oldugu gosterilmistir (Sekil 3.4).

Huh7, Mahlavu ve SNU449 hiicre hatlarinda %2 FCS varliginda kontrol olarak kullanilan
ve herhangi bir ECM bileseni ile kapli olmayan, fibronektin, kollajen I ve kollajen IV ile kaph



hiicre kiiltir kaplarinda gerceklestirilen yara iyilesmesi deneyinde kontrole gore fibronektin,
kollajen I, kollajen IV kapli hiicre kiiltiir kaplarinda en hareketli olan hiicre hattinin Mahlavu

oldugu, bunu SNU-449 ve Huh7’nin izledigi gozlemlenmistir.

HUCRE ADI Huh7
B -
FiBRONEKTIN -
KOLLAJEN I

-
KOLLAJEN IV

-

Sekil 3.4 Huh7, Mahlavu ve SNu449 hiicre hatlarinda ECM bilesenlerinin in vitro

kosullarda meydana getirilen yaranin iyilesmesi lizerine etkisi

3.1.4 ECM’ nin SNU449 Hiicrelerinde Hiicre Yapismasi Uzerindeki Etkisi

ECM bilesenleri HCC hiicrelerine bulunduklar ortama uyum saglamalarinda oldukga
biiyiik kolaylik saglamaktadir. SNU449 hiicreleri ile yapilan ¢aligmada kontrol olarak
kullanilan ve hi¢ bir seyle kapli olmayan hiicre kiiltiir kaplarina ve kollajen I ile kapli olan
hiicre kiiltiir kaplarma ekilen SNU449 hiicrelerinin kollajen I kaph hiicre kiiltiir kaplarina
kontrole oranla 24 saat sonunda daha ¢ok sayida olduklar1 gdzlenmistir (Sekil 3.5).



Uncoated Kollajen I

24h

Sekil 3.5. ECM bilesenlerinden olan kollajen I' in SNU449 hiicrelerinin yapigsma

ozelligi lizerindeki etkisi

3.2. PI3K/Akt Sinyal Yolaginn SNU 449 Hiicrelerinde integrin Ekspresyonunun Etkisi

HCC hiicrelerinde motilitenin kontroliinde rolii olan integrin aracilikli sinyal
yolaklarinin aktivasyonunda Akt’nin Onemini arastirmak iizere, PI3K/Akt sinyal yolunun
inhibitorii olan 1.Y294002 ile SNU449 hiicre hattinin 24 saat boyunca kontrol olarak
kullanilan ve hi¢bir sey ile kapl olmayan hiicre kiiltiir kaplarinda ve kollajen I ile kapli olan
hiicre kiiltiir kaplarinda muamele edilmesi sonucunda elde edilen RNA’ lardan yapilan RT-
PCR sonuclarma gore integrin ekspresyon profilinde degisiklikler tespit edilmistir. Inhibitor
¢oziiclisii olan DMSO’nun kontrolii amaciyla hazirlanan kontrol deneylerinde DMSO’nun bazi
integrinlerin ekspresyonu iizerinde ¢ok az da olsa etkisinin oldugu tespit edilmistir. SNU449
hiicre hattinda yapilan RT-PCR sonuglarina gore hicbir ECM bileseni ile kapli olmayan hiicre
kiiltiir kaplarinda %10 FCS varliginda 30 uM LY?294002 iceren kosulda sadece %10 FCS iceren
ve sadece DMSO iceren kosula gore integrin f1 ekspresyonunda azalma oldugu, kollajen I kaph
hiicre kiiltiir kaplarinda ise LY294002 nin integrin Plekspresyonu iizerinde etkisinin olmadigi
bulunmustur. integrin ol ekspresyonuna bakildiginda hicbir ECM bileseni ile kapli olmayan
hiicre Kkiiltiir kaplarinda sadece %10 FCS ve sadece DMSO iceren kosullara gore %10 FCS
varliginda 30 pM LY294002 iceren kosulda ekspresyonda azalma oldugu, kollajen I kapli hiicre
kiiltiir kaplarinda ise LY294002° nin integrin o2 ekspresyonunda hi¢bir ECM bileseni ile kaph
olmayan hiicre kiiltiir kaplarindaki azalma kadar olmasa da azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir.

Integrin a2, integrin o3, integrin a5 ve integrin a6 ekspresyonlarinin sadece hicbir sey ile kaplt




olmayan ve %10 FCS varliginda 30 uM LY294002 iceren kosulda azaldig1 ve diger kosullarda bir
degisikligin olmadig1 tespit edilmistir. Integrin a4 ekspresyonuna baktigimizda ise higbir sey ile
kapli olmayan ve kollajen I ile kapli olan hiicre kiiltiir kaplarinda %10 FCS varliginda 30 uM
LY294002 iceren kosulda ve kollajen I ile kapli olan %10 FCS iceren ortamda ekspresyonda

azalma tespit edilmistir.
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Sekil 3.6 1.Y294002’ nin kollajen I varliginda integrin ekpresyonu iizerine etkisi



3.3. Kollajen I’ in SNU 449 Hiicrelerinde Integrin Ekspresyonunun Etkisi

HCC hiicrelerinde integrin ekspresyonu, hiicrelerin bulundugu ortamda mevcut olan
ECM bilesenlerine baghdir. Farkli ECM bilesenlerine gore farkli integrinlerin ekspresyon
seviyelerinde artig, azalis ya da degismeme durumu s6z konusudur. SNU449 hiicreleri kontrol
olarak kullanilan ve higbir gey ile kapli olmayan hiicre kiiltiir kaplar ile kollajen I kapli olan
hiicre kiiltiir kaplarina ekilmis ve 8. saatte, 16. saatte, 24. saatte elde edilen RNA’ lardan RT-
PCR’ lart yapilmistir. Zamana bagli olarak kontrol olarak kullanilan ve hi¢bir ECM bileseni
ile kapli olmayan hiicre kiiltiir kaplarina ve kollajen I kapl hiicre kiiltiir kaplarina ekilmis olan
SNU449 hiicrelerinde integrin ekspreyon profilleri incelenmistir. SNU449 hiicre hattindan
elde edilen RNA’ larla yapilan RT-PCR sonuclarina gore integrin Bl ve integrin a5’ in
ekspresyonlarinda zamana bagh olarak degisiklik tespit edilmemistir. Integrin B4
ekspresyonunda 8. saate gore 16 saatte artis oldugu ancak 24. saatte kontrolde azalma bununla
beraber kollajen I’ de artis oldugu, integrin al’ in 8 saatte kontrolde ve kollajen I kaph hiicre
kiiltiir kaplarinda eksprese edilmedigi; 16. ve 24. saatlerde ekspresyonun basladigi ve kollajen
I kaph hiicre kiiltiir kaplarinda ekspresyonun daha fazla oldugu; tiim zaman araliklarina
bakildiginda 8. saate kollajen I kaph hiicre kiiltiir kaplarinda integrin a2 ekspresyonunun en
yiiksek seviyede oldugu; integrin o3 ekspresyonunun 24 saatte kontrolde azaldigi ve integrin
04’ iin 24. saatte kontrolde en yiiksek seviyede ekspresyona sahip oldugu, integrin a6’ da
kontrolde 8. saate gore 16. saatte azalma oldugu, integrin av’ de kontrolde 8. ve 16. saatlerde

ekspresyonun en diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. Zamana bagli olarak SNU449 hiicre hatlarinda kollajen I varliginda degisen

integrin profili



3.4. HCC hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolagimin, ECM bagimh hiicre hareketlilik

degisimlerindeki rolii

PI3K/Akt sinyal yolunun inhibitorii olan LY294002 inhibitorii ECM bilesenine ve
hiicrelerin aktif Akt miktarina bagh olarak inhibisyon etkisinde farkliliklar gézlenmektedir.
Mahlavu, SNU449 ve Huh7 hiicre hatlarinda fibronektin ve kollajen I kapl hiicre kiiltiir
kaplarinda yapilan ¢alismada bir ECM bileseni ile kapl olan hiicre kiiltiir kaplarinda kontrole

gore inhibisyonun etkisinin diistiigii gdzlenmektedir (Sekil 3.8).



Mahlavu SNU449 Huh7

Kapli olmayan-kontrol
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Sekil 3.8 Mahlavu, SNU449 ve Huh7 hiicre hatlarinda LY294002 inhibitoriiniin
PI3K/Akt sinyal yolu tizerinde farkli ECM bilesenlerindeki etkisi



3.5. SNU449 hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin, kollajen1 bagimh hiicre

hareketliligi iizerine etkileri

SNU449 hiicreleri ile yapilan calismada kontrol olarak kullanilan ve higbir sey ile
kapli olmayan hiicre kiiltiir kaplarina ve kollajen I ile kapli olan hiicre kiiltiir kaplarina ekilen
SNU449 hiicrelerinin kollajen I kapli hiicre kiiltiir kabina kontrole oranla 24 saat sonunda
daha hizl1 ve daha ¢ok sayida yapistig1 gozlenmesine ragmen 1.Y294002 inhibitorii ile yapilan
inhibisyonun kollajen I kapl hiicre kiiltiir kaplarinda iiretilen SNU449 hiicrelerinde kontrole

gore diisiik miktarda daha az oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.9. LY294002 inhibitoriiniin ECM bilesenlerinden kollajen I varligindaki etkisi



TARTISMA

Hepatokarsinogenez siirecinde baslangictan itibaren konak¢i dokuda bulunan ECM
bilesenlerinde yapisal ve miktarsal acidan degisiklikler meydana gelmektedir. HCC
hiicrelerinde meydana gelen molekiiler degisiklikler sonucunda hiicrelerden sentezlenen ECM
bilesenleri degismekte ve hiicrelerin ECM bilesenlerine olan afiniteleri artmakta, aym
zamanda hiicrelerin invazyon ve metastaz yapabilmeleri i¢in uygun ortam saglanmaktadir.
HCC’ de ¢esitli integrinlerle iliski kurulan fibronektin, laminin, kollajen I, kollajen IV gibi

ECM bilesenlerinin invazyonda dnemli rol oynadiklari bilinmektedir (24,23).

Hiicreler, ECM bilesenleriyle olan iligkilerini yiizeylerinde bulunan reseptorler
araciligl ile gerceklestirmektedirler. Bu reseptorlerden bir tanesi integrin olarak bilinen ve
hiicredeki proliferasyon, apoptoz, diferansiyasyon gibi Onemli olaylarn kontrol ederek
invazyon siirecinde Onemli bir rol istlenen reseptordiir (23). ECM-integrin iliskisi
karsinogenez siirecinin devami agisindan onemli olan bircok sinyal yolunun aktif hale
gelmesini ve buna bagli olarak karsinogenez siirecinin ilerlemesini saglamaktadir. Bu siirecte
hiicre i¢in bir¢ok acidan 6nemli oldugu bilinen PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin aktif hale
geldigi ve bu aktivasyon sonucunda hiicrelerin hareket edebilme 6zelligine sahip olduklar

bilinmektedir.

Yapilan calismanin temel olarak amaci; hiicre sag kalimi, apoptoz ve protein sentezi
gibi biyolojik olaylarda 6nemli oldugu bilinen PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin HCC
hiicrelerinde ECM uyarimli hareketlilikteki roliiniin ve ECM bilesenlerinden kollajen I
varliginda meydana gelen etkinin hiicrelerdeki integrin profilinin degisimlerine bagli olup

olmadiginin test edilmesidir.

Calismamizda kullandigimiz Mahlavu, Huh7 ve SNU-449 hiicre hatlarinda bazal
PI3K/AKT/mTOR aktivasyonu ile hiicre hareketliligi arasinda bir paralellik oldugunu ve en
yiiksek miktarda P-Akt (aktif Akt) proteinine sahip olan Mahlavu hiicrelerinin normal
kosullarda yani ECM bilesenlerinin olmadigi durumlarda motilite 6zelliklerinin diger hiicreler
arasinda en fazla oldugu yapilan yara iyilesmesi deneylerinde gozlenmistir. Kullanilan ii¢

hiicre hatt1 icinden P-Akt seviyesi agisindan orta diizeyde olan SNU449 hiicreleriyle yapilan



motilite deneylerinde, PI3K/AKT yolaginin 6zgiin inhibitorii ile yolakta inhibisyon meydana
getirilmesi durumunda SNU449 hiicrelerinin motilite 6zelliklerinin azalmas1 PI3K/AKT
sinyal yolaginin HCC’ de motilite ile de iliskili oldugunu diistindiirmiistiir. ECM bilesenleri
varliginda Mahlavu, Huh7 ve SNU449 hiicre hatlariyla yapilan yara iyilesmesi deneylerinde
ECM bilesenlerinin kontrollere gore yaranin kapanmasinda etkili oldugunu, yani ECM’ in

HCC motilitesini beklendigi sekilde arttirdigi gézlenmistir.

D.S.R. Lockwood ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore HCC hiicre hatlarinda,
ECM bilesenlerinden olan kollajen I’ in motiliteyi arttiric1 6zelliginin oldugu gosterilmistir
(23). HCC hiicre hatlarndan SNU449 hiicre hattiyla yaptigimiz ¢alismada kollajen I’ in bu
hiicre hattinda motiliteyi arttiric1 6zelliginin oldugu gosterilmistir. SNU449 hiicre hatlarinda
kollajen 1 varliginda yapilan RT-PCR sonuglarma gore incelenen bazi integrinlerin
ekspresyon seviyelerinde degisim gozlenmistir. integrin B1° e baktigimiz zaman kollajen I
varhginda LY294002° ye bagh bir inhibisyonun gozlenmedigi gosterilmistir. Integrin ol 1
ve 021" in ECM bilesenlerinden kollajen I i¢in birer reseptor oldugu (29) ve bu integrinlerin
ECM ile etkilesimleri sonucunda motilite iizerinde etkili olan PI3K/AKT sinyal yolaginin
aktivasyonunu sagladiklarn bilinmektedir. Calismamizda PI3K/AKT sinyal yolaginin 6zgiil
inhibitorii ile yolak baskilandiginda kollajen I varliginda integrin ol ekspresyonunda azalma
gozlenirken integrin o2 ekspresyonunda degisim gozlenmemektedir. Bu durum integrin ol
ekspresyonunun PI3K/AKT sinyal yolag ile iliskili olabilecegini diisiindiiriirken integrin o2
ekspresyonunun degismemesi ise PI3K/AKT inhibisyonundan etkilenmedigini ve kollajen I
varligimin integrin o2 ekspresyonunun inhibitér varliginda devam etmesi i¢in bir uyaran

olarak gorev alabilecegini diisiindiirmektedir.

Fibronektin reseptorleri olan o4, a3, a5 ve av integrinleri (30, 31, 32) ile laminin
reseptoril olan a6 integrininin (33) ekspresyon profillerine bakildiginda kollajen I varliginda
uygulanan inhibitdrden ekspresyonlarinin Onemli miktarda etkilenmedigi gozlenmistir.
Onemli bir degisime rastlanmamasinin sebebi, bu integrinlerin baska ECM bilesenlerinin
reseptorleri olmasidir. Ornegin a2B1, o1B2 hem kollajen hem de laminin reseptorii olarak
gorev almaktadirlar (28). HCC’ lerde B1 integrinle etkilesim kuran integrin o2, a3 ve o5

ekspresyonlarinin diisiik durumda oldugu buna karsilik o6 integrininin yiiksek miktarda



eksprese oldugu bilinmektedir (31). Calismamizda goriildiigii gibi o2 ve a5 ekspresyonlarinin
a6 integrininin ekspresyonuna gore daha az oldugu ve LY294002 inhibisyonundan fazla
etkilenmedigi gosterilmistir. integrin a5 ekspresyonunda SNU449 hiicre hattinda kollajen I
varliginda inhibitore bagh bir degisiklik gozlenmemekle beraber baska bir tiimor cesidi olan
kolon kanserinde integrin a5 ekspresyonunun degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Kolon
kanseri hiicrelerinde P-Akt diizeyi ve integrin o5 ekspresyonu yiiksektir. Integrin o5,
baskilandigi durumda hem integrin &5’ in ekspresyonunda hem de P-Akt protein miktarinda
azalma meydana gelmesi integrin a5’ in kolon kanseri hiicrelerinde, etkisini PI3K iizerinden
gosterdigini kamtlamaktadir. Integrin a5’ in baskilanmasi kolon kanseri hiicrelerinin hiicre

adezyon ozelliklerinde azalmaya apoptoza gitmelerinde ise artmaya sebep olmaktadir (19).

Zamana ve ECM bilesenlerinden kollajen I’ e bagh olarak integrin ekspresyon
profiline baktigimizda integrinlerden bazilarinin ekspresyonlarinda degisiklige rastlanirken
bazilarinda higbir degisim gozlenmemistir. Ornegin B1 ve o5 ekspresyonlarinda bir degisiklik
gozlenmemesiyle beraber integrin B4 ekspresyonunun kontrolde en yiiksek oldugu zamanin 8.
saat oldugu, bununla beraber kollajen I kaplh hiicre kiiltiir kaplarinda ise 16. saatte en yiiksek
seviyede oldugu gozlenmistir. Integrin atl ve o2’ nin kollajen I igin birer reseptdr oldugu
bilinmekle beraber (29) integrin a1l ekspresyonunun kontrolde zamana bagh olarak ¢ok diigiik
bir degisim igermesine ragmen kollajen I varlifinda 16. saatte Onemli bir artis gosterdigi,
integrin oi2’nin ise 8. saatte kollajen I varliginda en yiiksek diizeyde oldugu, kontrolde ise
ekspresyon profilinde bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. Integrin o3 bir fibronektrin
reseporiidiir (31) ve genel olarak zamana ve kollajen I’ e bagl olarak ekspresyon seviyesinde
bir degisiklik gozlenmemektedir. Integrin a4’ e baktigimizda ise diger kosullarda bir
degisiklige rastlanmamasina ragmen 24. saatte kollajen I’ in olmadig1 durumda integrin o4’
iin ekspresyonunda 6nemli miktarda bir artis oldugu goézlenmistir. Integrin o4, a5 ve v birer
fibronektin reseptoriidiir ve buna baghh olarak squamoz hiicre karsinoma hiicrelerinde
fibronektin varliginda yapilan bir ¢alismada a4, o5 ve owv integrinlerine karsi kullanilan
antikorlarla integrinlerin baskilanmasi sonucunda o5 ve owv integrinlerinin fibronektin
varliginda hiicre hareketliligini azalttig1 buna karsin integrin 04’ iin baskilanmasi sonucunda
hiicre hareketliliginde artis oldugu ve integrin a4’ iin HSC-3 hiicrelerinin hareketliligi icin

cok onemli oldugu gosterilmistir. Integrin o4 baskilanirken motilitede artisin meydana



gelmesinin sebebi bu baskilanmanin integrin o5 ve ov’ nin ekspresyonlarini arttirtyor
olmasidir. Ayn1 sekilde integrin o5 de baskilandiginda o4 ve av ekspresyonlarinda artig
gozlenmektedir ancak motilitede bir degisiklik olmamaktadir. Benzer etki integrin v icin de
gecerlidir (63). Bir fibronektin reseptorii olan integrin o5’ te (30) zamana bagli olarak
kontrolde ve kollajen I varliginda ekspresyon diizeyinde bir degisiklige rastlanmamaktadir.
Yine bir fibronektin reseptorii olan integrin otv’ nin ekspresyonunda (33) kollajen I varliginda
degisim gozlenmemektedir. Bununla beraber kontrolde 24. saatte artis meydana gelmektedir.
Integrin o6, ECM bilesenlerinden laminin izoformlarina baglanmakta (33) ve genel anlamda
kontrolde ve kollajen I varliginda ekspresyon profilinde biiyilkk bir degisiklige

rastlanmamaktadir.

Biitiin bu veriler 151831nda ECM bilesenlerinden kollajen I’ in integrin o1’ i kullanarak
HCC gelisiminde PI3K sinyal yolagi iizerinden motiliteyi diizenliyor olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu durum goz 6niinde bulunduruldugunda HCC hiicrelerinde integrin ol
ekspresyonunun baskilanmasina yonelik kullanilacak bir tedavinin, hiicre motilitesinde
gorevli olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagimi inhibe edebilecegini ve hepatokarsinogenez
siirecinin ilerlemesini durdurucu bir 6zelliginin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkinin
gerceklestirilebilmesi durumunda hiicrelerin motilitelerinin de biiyiik oranda azalabilecegi

diisiincesi akla gelmektedir.



SONUC VE ONERILER

Bulgular kisminda verilen ¢alismalara bagl olarak;

1. Hicbir sey ile kapli olmayan hiicre Kkiiltir kaplarinda yapilan yara iyilesmesi
deneylerinde 1L.Y294002’ nin en ¢ok Mahlavu, ardindan SNU449 hiicre hatt1 tizerinde etkili
oldugu ancak Huh7 hiicre hatt1 iizerinde etkili olmadigi gozlenmis ve bunun aktif Akt

seviyesinin varligi ile ilgkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

2. SNU449 hiicreleri ile yapilan motlite deneyinde LY294002° nin hiicrelerin
hareketliligini 6nemli Ol¢iide azalttigi tespit edilmis olup PI3K/Akt sinyal yolunun hiicre

hareketliliginde énemli olabilecegi konusunda fikir sahibi olmamizi saglamistir.

3. ECM bilesenlerinden olan kollajen I, kollajen IV ve fibronektinde motilitedeki artigin
Akt fosforilasyonunun daha fazla meydana gelmesi veya PI3K sinyal yoluna ilave olarak

baska sinyal yollarinin da aktive edilmesiyle baglantili olabilecegini diistindiirmektedir.

4. ECM bilesenlerinden olan fibronektin, kollajen IV ve kollajen I" in HCC hiicre
hatlarindan Mahlavu, SNU449 ve Huh7 hiicre hatlarinda yapilan yara iyilesmesi deneylerinde
yaranin iyilesmesi iizerinde énemli etkilerinin oldugu gézlenmistir. Ayn1 zamanda L.Y294002
inhibitorii kullanildiginda ECM bilesenine ve hiicrelerin aktif Akt miktarina bagl olarak

inhibisyon etkisinde farkliliklar gozlenmistir.

5. ECM bilesenlerinde olan kollajen I’ in kontrole gére SNU449 hiicrelerine daha hizh
yapigabilme 6zelligi kazandirdigr goézlenmis olup bunun integrinler aracilig ile olabilecegi

diistiniilmiistiir.

6. Kollajen I varhiginda PI3K/AKT sinyal yolunda meydana getirilen inhibisyon
sonucunda yapilan RT-PCR sonuclarina gore bazi integrinlerin ekspresyon seviyelerinde
onemli degisiklikler gozlenirken, bazilarinda daha az miktarda degisiklik meydana geldigi bir
kisim integrinde ise hicbir degisikligin olmadig1 gozlenmistir. Burada etkenin kollajen I

oldugu ve degisimin hi¢ gozlenmedigi ya da az gozlendigi integrinlerin ise baska ECM



bilesenleri icin reseptor gorevi yaptigi dolayisiyla kollajen 1 varligindan etkilenip
etkilenmedigi konusunda fikir vermistir.

7. Zamana ve kollajen I varligina bagh integrin ekspresyon profillerine bakildiginda ise
bazi integrinlerde hicbir degisikligin gozlenmedigi (B1, a3, a5, a6 av), bazilarinin ekspresyon

profillerinin ¢ok degistigi (B4, al, a2, o4) gorilmustiir.

8. Kollajen I varliginda LY294002 inhibitorii kullanildgiginda da bazi integrinlerde
ekspresyon diizeyinde degisikliklere rastlanirken bazilarinda az ya da hig¢ (integrin 1, 4, a2,
a3, a4, a5, av) degisim gozlenmemistir. Bunun yaninda kollajen I varliginda integrin al
ekspresyon profiline bakildiginda konrole gore yiiksek artisa rastlanirken LY294002

inhibitoriiniin etkisinin kontrole gore azaldig1 gézlenmistir.
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Ek1
NP-40 liziz tamponu.
50 mM pH 7.4 Tris-HCl

9% 1 NP-40, % 0.25 sodyumdeoksikolat

ImM EDTA

150 mM NaCl

1 pug/ml aprotinin
1 pg/ml leupeptin
1 pg/ml pepstatin
ImM PMSF
ImM NaF

ImM Na3VO4

Farkli diliisyonlarda BSA ¢ozeltisi agagidaki gibi hazirlanmustir.

Tiip numarasi BSA stok (ul) ddH,O (ul) BCA reaktif soliisyonu (ul)
1(kor) 0 100 900
2 2,5 97,5 900
3 5 95 900
4 7,5 92,5 900
5 10 90 900
6 15 85 900
7 20 80 900
8 25 75 900
Protein ornekleri asagidaki gibi hazirlanmistir:
Tiip numarasi Lizis tamponu(ul) Ornek (ul) ddH,O (ul) BCA reaktif soliisyonu (ul)
1(kor) 2 0 98 900
2 - 2 98 900
3 - 2 98 900
4 - 2 98 900

Tablo 2.3: SDS-PAGE ayrimlama jel bilesenleri

Kullanilacak kimyasal

9%10’1luk ayirici jel (10ml)




dH20 4.0

%30 akrilamid mix 33
1.5M Tris-HCl (pH8.8) 2.5
%10 SDS 0.1

%10 Amonyum persiilfat 0.1
TEMED 0.04

Tablo 2.4. SDS-PAGE istifleme jeli bilesenleri

Kullanilacak kimyasal %5’lik istifleme jeli(5 ml)
dH20 3.4
%30 akrilamid mix 0.83
1.5M Tris-HCl (pH6.8) 0.63
%10 SDS 0.05
%10Amonyum persiilfat 0.05
TEMED 0.005

Tablo 2.5. SDS-PAGE ayrimlama etkinligi

% Akrilamid konsantrasyonu

Dogrusal ayrimlama araligi (kD)

15 12-43
10 16-68
7.5 36-94
5 57-212




%30Akrilamid-bisakrilamid
28.2 g akrilamid
0.8 g bisakrilamid

ddH20 ile 100 ml’e tamamlanir

%10 SDS
1 g SDS
ddH20 ile10 ml’ye tamamlanir

%10 APS (taze hazirlanmalidir)
0.1g APS

ddH20 ile Iml ye tamamlanir

Tris-Glisin Yiiriitme Tamponu (1X 1000 ml)
10 ml %10 SDS

3 g Tris-Baz
14.4 g Glisin

1X yiikleme tamponu
62.5 mM tris ph6.8
%10 gliserol

%3 SDS

%5 Beta merak

Tris-Glisin transfer tamponu (1X 1000 ml)
3 g Tris-Baz

14.4 g Glisin

2 ml %10 SDS

200 ml Metanol




