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OZET

Amacg: Hicre disi matriksin en yaygin bilesenlerinden
biri olan tip 1 kollajenin, Hepatosellller Karsinoma
(HSK) hicre hatti olan HepG2 hucrelerinde morfoloji
ve proliferasyonu  Uzerine etkilerini  incelemek
amaclanmaktadir.

Materyal ve Metodlar: Klasik kltar ve iki boyutlu tip
| kollajen kaph kiltur kaplarinda HepG2 hucreler 37C°
ve %5C02 varliginda kilttre edildi. Hucreler 72. Saat
sonunda %60-80 konfluent olduklari zaman inverted
mikroskop altinda morfolojik degisimleri gértntilendi
ve proliferasyon hizlari MTT yéntem ile incelendi.

Bulgular: Tip | kollajen varliginda kiltire edilen
hicrelerde morfolojik olarak igsi bir form gozlenirken,
proliferasyon kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde
artmigtir.

Sonuc: Tip | kollajen HepG2 hicrelerin, morfolojik
ozelliklerini  degistirmenin  yaninda  proliferasyon
hizlarina da etki gostermektedir.

Anahtar kelimeler: ekstraselluler matriks, HepG2, tip |
kollajen
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SUMMARY

Aim: The study aims to examine the effects of type | collagen,
one of the most common components of the extracellular
matrix on HepG2 cell line morphology and prolipheration
rate.

Material and Methods: Two-dimensional HepG2 cell
cultures were maintained in both classical culture conditions
and type | collagen-coated culture vessels at 37C° and
5% CO2 culture condution. A comparative examination
of morphological changes and proliferation rate were
performed after 72nd  hours when the cells %60-80
confluent form.

Results: HepG2 cell morphologies changed to a spindle
structure and their proliferation rates increase on type |
collagen-coated surfaces compared to conventional culture
cells (* : p<0,05)

Conclusion: Type | collagen affects the morphological
characteristics and proliferation of HepG2 cells.
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GIRIS

HepatosellUler Karsinoma (HSK) karacigerin en sik
gorllen primer malign timortdar. Dinya genelinde
en cok gorilen kanser tlrlerinden erkeklerde besinci,
kadinlarda yedinci siradadir ve yarim milyondan fazla
yeni vaka tespit edilmistir (1). Hepatoma hcreleri
hem karaciger kanseri fenotiplerini hem de saglikli ve
hastalikli durumlarda hepatosit hlcrelerin fenotipini
anlamakta kullanilan en yaygin hucrelerdir. insan
hepatoma hucre hatlan arasinda, HepG2 hdcreler en
iyi karakterize edilendir. Bu hicrelerin cok yénli olusu
ve fonksiyonu, karaciger fonksiyonu icin bir model
sistem olmasini oldukca kullanish kilmaktadir (2).
Hucrelerin normal fonksiyonlarini gésterebilmeleri igin
mikrocevre bilesenlerinin gereken miktar ve dizende
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle hem normal doku,
hem kanserli doku icin mikrocevre olduk¢a dnemlidir.
Mikrocevrenin  en  6nemli  bilesenlerinden  olan
ekstrasellller matriks (ECM) ve bu bilesenler icerisinde
yer alan kollajenin énemli bir etkisi bulunmaktadir.
Hepatositler in vitro ortamda, Tip | kollajen ya da
bazal membran proteinleri iceren esnek ECM tirevli
bilesenlerle kultdrlendiginde, kultlr tabani hicrelerin
farkl sekillerini almasina izin verir ve karacigere 6zgu
genlerin ekspresyonu yiksektir. Aksine, hepatositler
plastik ylzeylerde kultire edildiginde, ayrimsiz,
duzlestirilmis bir sekil gdstermektedirler ve karacigere
6zgU genlerin ifadesinde ciddi azalma vardir (3,4).

Kollajen pek c¢ok hicre tipinde etkilidir. Hulcre
farkllasmasinda da etki eder. Bu etkiler plastik
ylzeylerde kilttre edilen hicrelerde de goérulir ancak
kollajen substrat Uzerinde buyutulen hucrelerde daha
hizli meydana gelmektedir. (5).

Bu calismada HepG2 hucrelerinde, kiltlr ortaminda yer
alan tip | kollajenin klasik kiltir ortamindaki hicrelere
gore morfolojik 6zelliklerinde ve hicrelerin ¢ogalma
(proliferasyon) hizlari Gzerinde nasil bir etki gosterdigini
incelemek amaclanmaktadir.

MATERYAL ve METODLAR

Hicre Kaltira Calismamizda ATCC (American Type
Culture Collection,USA) firmasindan temin edilen
insan hepatoselldler karsinom hicre dizisi (HepG2)
kullanilmistir. Hicreler %10 fetal sigir serumu (FBS) ve
%1 antibiyotik (penisilin-streptomycin) ilave edilmis
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM-Bioser)
icerisinde  kiltire edilmisti.  Oncil calismalarda
yapildigi gibi, canli hiicre morfolojilerini gdstermek
icin 6 kuyucuklu steril kultar kaplarn kullanilarak;
4x105 hucre/kyucuk konsantrasyonunda hulcre ekimi
yapilmistir.  Proliferasyon hizlarinin gosterilmesi icin
ise 96 kuyucuklu steril kiltdr kaplarina 1x105 hicre/
kuyucuk olacak sekilde hiicre ekilmistir. Her iki kaltdr

kaplarinda kontrol grubu olarak; klasik kiltird ortamda
HepG2 hucreler, test grubunda ise HepG2 hcreler
tip | kollajen (Corning) ile kaplanmis kdltir kaplarina
pasajlandilar. Kiltire edilen hiicreler 37C° sicakliklik ve
%5 CO2 varligi inktbatorlerde kiltlre edildiler. Hicreler
%60-80 arasinda konfluent gosterdikleri zamanda
analiz edildi.

Morfolojik Analizler

HepG2 hicreleri hem klasik kultlir ortaminda hem de
tip | kollajen kapl kaltdr ortaminda 6 kuyucuklu steril
kaltar kaplarinda gunlik olarak inverted mikrsokop
(Primovert, Zeiss) altinda canli olarak gérintulendiler.
Hucreler  kaltdr — yGzeylerinin %60-80 oraninda
kapladiklari konfluent o&ncesi (codalma) doénemde
mikroskop altinda farkli blyGtmelerde goériintilenerek
fotograflari cekildi.

Hiicre Proliferasyon Analizi

Hucreler 96 kuyucuklu plakalara 100uL ‘de 9 x 104
hiicre/kuyucuk yogunlukta hicre olacak sekilde ekildi.
MTT solusyonu 10 ul/kuyucuk eklenip ve 4 saat 37°C’
de inklbe edildikten sonra, formazan kristallerini
cbzmek icin, kristal ¢o6zlcl solisyon 100 ul/kuyucuk
eklenerek 4 saat 37°C' de inklbe ediledi Hucre
metabolik aktivitesi belirlenmesi icin, ‘direkt temas
test metodu’ uygulanip, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-Difeniltatrazilyum bromid iceren MTT maddesi ile
(Cayman Chemical 1tem no:10009365) hcre canlilik
oranlari tim deney gruplarinda %60-80 konfluent
déneminde degerlendirildi. Ornekler, spektrofometrik,
mikroplate okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6lcllerek
ortamdaki canli hiicre sayisi tespit edildi.

istatistiksel Analiz
Proliferasyonanalizindenalinanverilerindegerlendirmesi
Graph-Pad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) programi kullanilarak yapilmistir. istatistiksel
analizler icin cift yonli ANOVA ve Tukey/Bonferroni
post Hoc testleri ile student t testi kullanilimistir.

BULGULAR

Normal kiltdr sartlarinda (37C°, %5C02) ve tip |
kollajen bulunmayan kontrol grubu HepG2 hcreler
normal hiicre morfolojisi (poligonal) gosterirlerken, tip
| kollajen bulunan kultir kaplarinda kulttre edilen test
grubu HepG2 hucrelerde kollajen varligina bagli olarak
igsi formlar gortlmus, hlcreler arasi yakinlasma ve
etkilesim kontrol grubuna goére morfolojik olarak daha
fazla gortndr duruma gelmistir (Figr 1).

Hucre proliferasyon analizi sonucuna gore; tip |
kollajen varliginda HepG2 hucreleri klasik kiltlre
edilmis hicrelere kiyasla proliferasyonu anlamli bir artis
goOstermistir (p<0,05). (Figur 2)
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Figlr 1. HepG2 hucrelerinin faz kontrast mikroskopta cekilmis gérintuleri. A, Klasik kaltir ortami, B Tip 1 Kollajen bulunan kdltdr ortami.
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Tumor mikrocevresi, cozUnlr proteinler, ekstraselltler
matriks (ECM) ile birlikte farkli hicre tiplerinden
meydana gelmektedir. Tumor ile iliskili ekstrasellller
matriks; bilesimi, artmis kollajen capraz baglantilari,
yapisal degisiklikler gibi 6zelliklerinden dolayi fiziksel
ve biyokimyasal 6zellikleri normal doku stromasindan
farkhdir (8).

Hucreler, farklilasma, proliferasyon ve apoptoz gibi
strecleri belirleyen ECM ile cevrilidir (5). Mikrocevre
normal dokuda oldugu gibi kanserli doku icin de ¢ok
onemlidir. Ekstraselllar matriks icerigi veya yapisindaki
degisimler timor gelisimi, anjiogenez ve metastatik
slreci tetikler yondedir (9). In vivo ortamda ekstrasellular
matriksin baskin bilesiminden biri olan kollajen, ayni
sekilde in vitro ortamda da ekstrasellller matrisi taklit
etmesi yénlinden calismalarda kullanilmaktadir. Tip |

kollajen ise, karaciger ekstarselliler matriks bilesenleri
arasinda oldukca 6nemlidir (10).

Erhmann ve Gey 1956 yilinda ilk kez cam ve kollajen
Uzerindeki proliferasyonu karsilastirmislar ve kollajen
jelin hiicre Gzerindeki etkisinin daha fazla oldugunu
rapor etmislerdir.  Kollajenin hicre  morfolojisini,
migrasyon, adezyon ve farklilasmasi Gzerinde etkisi
oldugunu gosteren calismalar vyapilmis,  spesifik
glikoproteinlerin  hucreleri stratuma veya kollajen
matriksine bagladigini ileri sGrmuslerdir (11).

Hucrelerin  normal olarak hayatta kalmalar ve
boélunmeleri icin kdltir ortaminda bir substrata
baglanmasi  gerektigi iyi  bilinmektedir.  Uygun

kosullar altinda matrikse tutunmada kollajen protein
tanimlanmistir. Kollajen matriksler hticre kaltirinde
bUylmeyi degistirir ve hicreyi dénlstirmeyi saglar.
Hepatositler, korneal endotelyal hiicreler, meme epitel
hicreleri ve epidermal hiicreler gibi hiicreler, plastikten
daha uzun bir sire kollajendz substrat Uzerinde
yasayabilir bir durumda kalirlar (5).

Bu calismada ; tip | kollajenin HepG2 hicrelerinde
proliferasyon oraninin, plastik yiizeylerde kultire edilen
hicrelere oranla daha yuksek bulunmasinin, kanser
hicre mikrocevresinde kollajenin hicre buylUmesini
destekledigi yondeki calismalarla uyum géstermektedir.
Godoy ve ark. kollajen monolayer ve sandvic tiplerini
kullandiklar arastirmada, hepatosit hicrelerde her iki
tip kollajen kiltlr ortaminin apoptozu indkledigini
gostermislerdir (12).
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