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OZET

Amac: Hepatosellller karsinoma tanisi konulmus bir hastadan
izole edilmis olan HepG2 hucrelerinin morfolojik 6zelliklerinde-
ki (sitoplazmik organellerden mitokondri, endoplazmik reti-
kulum ve golgi cisimcigi ile hiicre iskeletini olusturan baslica
filament tipi olan aktin filamentlerinin miktarinin) degisimin
kaltar sureci ile baglantili olarak degisiminin karsilastirmali
olarak degerlendirilmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: 37 C'da, %5 CO2 iceren inkUbatorlerde,
%10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ile %1 Streptomisin-Penisilin
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) icerisinde
HepG2 hucrelerinin kultdrleri yapildi. 10 gln boyunca goé-
zlenen bu hucreler; kaltur strecinin tg ayri doneminde (kaltdr
ylzeyinin %30, %60 ve %100'Unu kapladiklari dénemlerde)
fikse edildi. indirekt immunofloresan boyama teknigi ile ilg-
ili sitoplazmik yapilar isaretlendi. isaretli alanlar Zen ve Im-
age J goéruntl analiz programlari kullanilarak élcaldd. Sayisal
sonuglar grafiksel olarak ve Excel veri ¢6ziimleme araci kul-
lanilarak karsilastirildi. Sonuclar regresyon ve eslestirilmis iki
grup arasinda t-testi (farkli varyanslar varsayarak) yontemi kul-
lanilarak karsilastirildi.

Bulgular: Kanser hucrelerinin mitokondri, golgi cisimcigi ve
endoplazmik retikulum iceriginde anlamli bir degisiklik go-
zlenmesine karsilik; sitoplazmik aktin filament varligimda be-
lirgin bir farklilik gézlenmemistir.

Sonuclar: Karaciger kanser hicrelerinin sitoplazmik organel
icerigi klasik kultr ortaminda kaltur strecine, ortamdaki hiicre
yogunluguna bagl degismektedir. Hicre iskeletinde belirgin
bir degisiklik olmamaktadir. Deneysel calismalarda; “cogal-
ma” asamasindaki kaltdr hicrelerinin morfolojik 6zelliklerinin
bu parametreler karsisindaki degisimi deneyelerin sonuclarini
etkileyebilir. Bu nedenle, arastirmalarda hicrelerin cogalma
asamasinn hangi devresinde olduklari g6z ardi edilmemelidir.
Anahtar Kelimeler: HepG2 hiicreleri, endoplazmik retikulum
, golgi cisimcigi , mitokondri, aktin filament.

ABSTRACT

Aim: [t was aimed to compare the changes of morphologic
features (the content of mitochondria, endoplasmic reticu-
lum, golgi apparatus and the actin filaments of the cell) of
the HepG2 cells, a cell line isolated from a patient having
hepatocellular carcinoma, with the cultivation period.
Materials And Methods: HepG2 cells were cultured
in incubators (37 C, 5% CO2) within DMEM (Dulbecco'’s
Modified Eagle Medium) including 10% Fetal Bovine Se-
rum (FBS) and 1% Streptomycine-Peniciline,. The cells had
been observed for 10 days and fixed when they covered
30%, 60% of 100% of the culture surface. Indirect immu-
noflourescence staining method had been used to label si-
toplasmic contents. The labeled areas were measured by
Zen and Image J image analysis system. The measurements
were graphically visualized.The Excel data analysis tool wass
used for the statistical analysis. The results were compared by
using the regression method and t test.

Results: Mitochondria, endoplasmic reticulum and golgi
content of the cells changed significantly. However amount
of the cytoplasmic actin filament in the cells remained similar.
Conclusions: Cytoplasmic organels of the liver cancer cells
changes according to the in vitro culture duration and the
cell density. No dramatic change is seen at the structure of
the cell cytoskeleton. Those changes of the cells at “proli-
feration” stages might effect the experiments. The current
study demonstrates that the stage of the cultured cells du-
ring proliferation might be crucial to determine the results of
the the studies.

Keywords: HepG2 cells, endoplasmic reticulum, golgi ap-
paratus, mitochondria, actin filament.



GiRiS

Hucreler Gzerinde yapilan in vitro calismalar; bircok klinik
calismaya 1sik tutmakta; kalitsal hastaliklardan kansere ka-
dar farkli hastaliklarin olusum mekanizmalari ve tedavileri
konularinda cok énemli bilgiere erisilmesini saglamaktadir. in
vitro calismalarin blytk bir kismi, hicreler kiltir ylzeyinin
%60-80'ini kaplamadan énce yapilmaktadir. Bunun nedeni;
kalturlerde hicre sayisinin artmasiyla birlikte; hlcreler arasi
iliskinin ve sinyal iletiminin artmasi, otokrin ve parakrin sin-
yallerin gliclenmesi ve sonucunda htcrelerin morfolojik ve
fizyolojik dzelliklerinin degiserek farklilasma strecinin bagla-
masidir. Hicreler kiltir yizeyini kaplayip “konfluent” duru-
ma geldiginde kiltir ortaminda kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma devreye girer; hicreler “cogalma” asamasindan
"farklilasma” asamasina gecerler. Bu baglamda, cogalmaya
ve konfluent durumda diferansiyasyona katilan hucrelerin
populasyonel profillerinin anlasiimasi, hiicre yogunlugunda
ve gegis hallerindeki hiicre davranigi, hiicre blylme potansi-
yelleri, hlcreler arasi baglantilar ve hlicre durum belirtegler-
inin gen ifadeleri agisindan incelenmesi sonraki deneysel
calismalara 1sik tutacaktir.

HepG2 hicreleri, hepatoselliler karsinoma tanisi konulmus
bir hastadan izole edilmis olan ve karacider kanseri UGzer-
ine calismalarinda cok sik kullanilan bir hiicre dizisidir. Bu
calismada; HepG2 hdicrelerinin cogalmalari ile birlikte kultir
yUzeyinin timdnd kaplayincaya kadar gecirdikleri strecte
morfolojik &zelliklerindeki degisimin sayisal verilerle karsilagtir-
mali degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amacla; sitoplazmik
organellerden mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi
cisimcigi ile hicre iskeletini olusturan baglica filament tipi
olan aktin filamentlerinin miktarinin élctlerek karsilastirmali
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM

Hepatosellller karsinoma tanisi konulmus bir hastadan izole
edilen altinc pasaj HepG2 hicreleri (American Type Culture
Collection, USA) kultir kaplarina homojen dagilacak sekil-
de ekildi. 37° C' de, % 5 CO2 iceren inklbatorlerde, %10
Fetal Sigir Serumu (FBS) ile %1 Streptomisin-Penisilin icer-
en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) icerisinde
HepG2 hdicrelerinin kaltdrleri yapildi. Hdcreler ayni saatte
gun asir beslenerek on gun stre ile gdzlemlendi. Kltrle-
nen hicrelerin morfolojisi, cogalma oranlari PrimoVert Invert
faz kontrast (Zeiss) mikroskobu ile izlendi ve farkli blyttme-
lerde(X40, X100, X200, X400) canl goruntuleri kaydedildi.
10 glin boyunca gdzlenen bu hucreler; kiltdr strecinin Gg
ayr déneminde (kaltar ylzeyinin %30, %60 ve %100'Unu
kapladiklar donemlerde) aseton ile fikse edildi. Bu érnekler;
indirekt immunofloresan boyama teknigi uygulanarak sito-
plazmik organellere spesifik primer antikorlarla isaretlendi.
Mitokondrileri géruntllemek icin “anti-mitochondria an-
tibody (MTC02, Abcam), golgi cisimcigini gorintilemede
“anti-trans golgi network 38 (monoclonal antibody, Ther-
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moscientific) ve endoplazmik retikulum gérintdlenmesinde
de "anti-ERp29 (polyclonal antibody, Thermo scientific)
kullanildi. Sekonder antikor olarak; primer antikora uygun
olan Dylight (Abcam) ya da Alexafluor (Abcam) antikorlari
kullanildi. Aktin filamentlerinin gorintilenmesi icin sitoplaz-
ma aktin filamentlerini gésteren FITC-Phalloidin (Thermo-Sci-
entific) kullanilarak direkt immunohistokimyasal boyama
yapildi. Hicre cekirdeklerinin boyanmasinda ise DAPI kul-
lanildi.

Boyanmis tim &rnekler; her gruptan 10 ayn bélgeden ol-
mak Uzere, 200 kez buyutdlerek konfokal mikroskop altin-
da fotograflan cekildi. Cekilen fotograflar Zen ve Image J
gorunt analiz programlar altinda incelenerek, boyalr alan-
larin &lctimu ve cekirdek sayimi yapildi. Her bir alandaki boy-
anmis alan miktari o alana 6zgU toplam hdicre sayisina bolu-
nerek hiicre basina dusen her bir organel icin boyanmis alan
bulundu. Gruplarnn istatistiksel islemleri icin Excel veri ¢6zim-
leme araci kullanildi. Sonuglar regresyon ve eslestirilmis iki
grup arasinda t-testi (farkli varyanslar varsayarak) yontemi
kullanilarak karsilastinild.

BULGULAR

Mitokondriye, golgi cisimcigine, endoplazmik retikuluma ve
aktin filamanlarina spesifik antikorlarla boyanmis érneklerden
fotograflar cekilerek karsilikl degerlendirildi (Resim 1,2,3).

Resim 1. Mitokondri+DAPI X600.

Resim 2. Endoplazmik Retikulum+DAPI/ X600.
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Resim 3.

Golgi Cisimcigi +Dapi /X600

- .

Resim 4. Aktin Flamentleri+DAPI, X600.
Atdindan fotograflar Uzerinde Image J gorinti analiz pro-
grami kullanilarak isaretli alanlann dlctimleri yapildi. Olctim-
lerin sonuglari grafik 1,2,3 ve 4 de ézetlenmistir.
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Grafik 1. Uc ayn deney grubunda hiicrelerde mitokondri-
ye spesifik isaretlenmis alanlarin Image J analiz programinda
6lcimu sonucu elde edilen sonuglar.
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Grafik 2. Uc ayn deney grubunda hiicrelerde endoplazmik
retikuluma spesifik isaretlenmis alanlarin Image J analiz pro-
graminda 6l¢imU sonucu elde edilen sonuclar.
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Hiicre bagina disen piksel yogunlugu

Grafik 3. Uc ayn deney grubunda hiicrelerde golgi cisi-
mcigine spesifik isaretlenmis alanlarin Image J analiz pro-
graminda 6lciimu sonucu elde edilen sonuglar.
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2523753183

9590.60625
7634.738462

3
§
[
3
]
9
=
i
-
4
i
:
]
)
£
lg
I

Grafik 4. Uc ayn deney grubunda hiicrelerde aktin fila-
mentlerine spesifik isaretlenmis alanlarin Image J analiz pro-
graminda 6lciimu sonucu elde edilen sonuglar.

Sonuclar istatistiksel olarak degerlendirmek amaciyla Excel
veri ¢cozlmleme araci kullanildi ve ylzeyin hicrelerle farkli or-
anlarda (%30 ve %100) kaplandigi durumlarda cekirdek basi-
na dusen isaretli alan miktarinin esit olup olmadigi arastiriidi.
Mitokondri, golgi ve aktin icin %30 ve %100 blyime oran-
larinda her iki popUlasyonun hticre basina disen isaretlenmis
alanin esit olup olmadigi test edildi.

Bu amacla oncelikle f-testi ile varyanslarin esit olup olmadigi
incelendi. Hipotezler asagidaki sekilde belirlendi:

H.:0, =0, (HO hipotezi %30 ve %100 kaplama altinda var-
yanslar esittir)

H;.o, =0,

Mitokondri, golgi ve aktin icin yapilan f-testi sonuclarina gore
varyanslarin esit oldugu hipotezi reddedilememistir (Tablo
1-3).
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E-Test Varyanslar icin ki Orneklem — Mi- Tablo 1-3'ten gér.uqugu lzere vgryanslar e§|.tt|r. Dolay|§|yla
. ayni varyansa sahip iki ornekleme icin t testleri yapildi. Hipo-
tokondri N S
tezler asagidaki sekilde belirlendi:
H,: i, - 1, = 0 (HO hipotezi %30 ve %100 kaplama altinda
30 100 ortalamalar esittir)
Ortalama 4546,452 1910,871 Hip -1, # 0
Varyans 3109902 1309110 t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak Iki
Gozlemler 2 9 Orneklem Mitokondri
Df 1 8 30 100
F 2,375585 Ortalama 4546,452 1910,871
P(F<=f) tek-uglu | 0,161815 Varyans 3109902 1309110
F Kritik tek-uglu | 5,317655 Gézlemler 2 9
Tablo 1. Mitokondri icin hticrelerin %30 ve %100 blylime o 1 1509198
altinda varyanslarini karsilastiran f-testi sonuclarini 6zetleme- avuzianmig
ktedir. F < F Kritik oldugu icin HO hipotezi reddedilememistir. Yaryans
Her iki populasyon icin varyans esit kabul edilecektir. Ongoriilen
F-Test Varyanslar igin Iki Orneklem Ortalama
Aktin Farki
Fark 0
100 30 Df 9
Ortalama 25237,53 9590,606 t Stat 2,744372
Varyans 2,4E+08 5175872 P(T<=t) 0,011342
Gozlemler 9 2 tek-uclu
Df 8 1 t Kritik 1,833113
F 46,33985 tek-uglu
P(F<=f) tek-uglu | 0,113155 P(T<=t) 0,022685
F Kritik tek-uclu [238,8827 gift-uclu
Tablo 2. Aktin icin htcrelerin %30 ve %1 OQ. blylme aIt|r.1da t Kritik 2,262157
varyanslarini karsilastiran f-testi sonuglarini zetlemektedir. F .
gift-uglu

< F Kritik oldugu icin HO hipotezi reddedilememistir. Her iki
populasyon icin varyans esit kabul edilecektir.

Tablo 4. Mitokondri icin hiicrelerin %30 ve %100 blyime
altinda ortalamalarini karsilastiran t-testi sonuglarini ézetle-

F-Test Varyanslar i¢in Iki Orneklem mektedir. t Stat > t Kritik ¢ift-uclu oldugu icin HO hipote-
Golgi zi reddedilmistir. Her iki populasyonun ortalamasi arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark (p<0.012) gozlemlenmistir.
100 30 t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak Iki Ornek
Ortalama 7503,376 11934,2 Aktin
Varyans 10065243 2989425 30 100
Gozlemler 13 3 Ortalama 25237,53 9590,606
Df 12 2 Varyans 2,4E+08 5175872
F 3,36695 Gozlemler 9 2
P(F<=f) tek-uglu | 0,251652 Havuzlanm1§ 2.14E+08
F Kritik tek-uglu | 19,41251 Varyans
Tablo 3. Golgi icin hiicrelerin %30 ve %100 blylime altinda Sy
varyanslarini karsilastiran f-testi sonuglarini 6zetlemektedir. F Ongoriilen
< F Kritik oldugu icin HO hipotezi reddedilememistir. Her iki Ortalama
populasyon icin varyans esit kabul edilecektir. Farki
Fark 0
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Df 9

t Stat 1,368961
P(T<=t) 0,102101
tek-uglu

t Kritik 1,833113
tek-uclu

P(T<=t) 0,204203
cift-uclu

t Kritik 2,262157
gift-uclu

Tablo 5. Aktin icin hicrelerin %30 ve %100 blylme altinda
ortalamalarini karsilastiran t-testi sonuclarini ézetlemektedir.
t STat < t Kritik ¢ift-uclu oldugu icin HO hipotezi reddedile-
memistir. Her iki populasyonun ortalamasi arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir.

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak Tki Ornek
Golgi
30 100
Ortalama 11934,2 7503,376
Varyans 2989425 10065243
Gozlemler 3 13
Havuzlanmis | 9054412
Varyans
Ongoriilen
Ortalama
Farki
Fark 0
Df 14
t Stat 2,298932
P(T<=t) 0,018713
tek-uclu
t Kritik one- | 1,76131
tail
P(T<=t) 0,037426
gift-uclu
t Kritik 2,144787
gift-uclu

Tablo 6. Golgi icin hicrelerin %30 ve %100 blylme altinda
ortalamalarini karsilastiran t-testi sonuclarini 6zetlemektedir. t
STat > t Kritik cift-uclu oldugu icin HO hipotezi reddedilmistir.
Her iki populasyonun ortalamasi arasinda istatiksel olarak an-
lamli bir fark (p< 0.019) gdzlemlenmistir.

TARTISMA

Farkli hicre tiplerinin in vitro kosullardaki kiltirleri stirecinde
kaltar yGzeylerinin tGmund kapladiklarinda, yani “konfluent”
olduklarinda davranislarinin ve morfolojilerinin degistigi ve de
“farklilasma” asamasinin basladigi bilinmektedir. Ancak bun-
dan 6nceki “proliferasyon” asamasinda kaltdr streci uzadikca
ve ortamdaki iletisime gegebilecek, otokrin ve parakrin sal-
gilaryla komsu hticreleri etkileyebilecek hiicre sayisi arttiginda
ne gibi degisiklikler ortaya ciktigi konusundaki veriler kisithdir.
Kim ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan calismada; konflu-
ent MDA-MB-231 meme kanseri hlcrelerin Epithelial-Mes-
enchymal Transition (EMT) Uzerinde farkli glukoz konsantra-
syonunda kltir gen arastirmalan yapilmistir (1). EMT gegiren
kanser hicrelerinin kdk hiicre benzeri ¢zelliklere sahip olduk-
lari ve anti-kanser ajanlara direncli olduklar gosterilmistir (2).
Kok hticre benzeri 6zellikli kanser hiicrelerinin ylksek konsan-
trasyonda konfluent hicrelerde glukoz kiltrinde 6nem-
li olciide artigi gosterilmistir(3). Meme kanser hucrelerinin
gen ekspresyonunun yani sira konfluent olarak bulunduklar
kosullara goére 6nemli derecede farklilastigr gortlmektedir (3).
Chowdhury ve ark, 2009 yilinda yaptiklan calismada; miyo-
blast kilturlerindeki hicresel degisimi arastirmak icin; P130,
Myf5, myogenin ve MYH2'nin mRNA ekspresyonlarini ana-
liz etmislerdir. P130" un ekspresyonu konfluent hiicrelerde,
konfluent olmayanlarla karsilastirldiginda ifade seviyesi
daha ylksek bulmustur. Myf5'in ekspresyon seviyesinde bir
degisiklik gézlemlememislerdir(5). Miyoblastlart ayirt etmede
kullanilan  miyogenin ekspresyonu ise, hiicre yogunlugunda
kiltirde gecen zamanla artmis 36 kat daha fazla olmus-
tur. Miyoblastin fenotipik farklilasmasi icin bir gésterge olan
MYH2 ifadesi de azalmistir (6). Bu calisma, hiicre temasina
bagl induksiyon farklilasma strecinde miyoblastlarin pop-
ulasyonel profilini tarif etmistir. KGltir konfluent duruma
getiren fenotipik farklilasmayi tesvik ederek MYH2'nin Myf5
ve myogenin miktarlarinda diizenlenmeye neden olmustur.
Bir diger arastirmada da, miyoblastlarin konfluensi halinin il-
erlemesiyle birlikte hiicreler arasi iliskinin artmasinin farklilas-
ma slrecinin indiksiyonuna neden oldugu bildirilmistir (7).
Theil ve ark. da(8), hiicrelerin tim kdltir yazeyini kaplamalari,
yani “konfluent” olamalar durumunda farklilasma stirecinin
basladigini bildirmislerdir (8).

ilag kesfinde hicre kultiirlerinin en bilytk kisitlamalarindan
birisi; hepatositlerin kultirde benzer islev ve metabolik ye-
teneklerinin degistirilmis olmasidir. lac metabolizmasinda
en énemli oyuncusu P450 enzim sistemidir. P450 enzim sis-
teminin ekspresyonunu siki bir kontrol altinda oldugu bilin-
mektedir (9).PXR, Hepatik Nukleer Faktor(HNF)-4 ve CYP3A
genlerinin regllasyon da diger énemli modulatérlerdir. Lou-
ise Sivertsson ve ark (2010) da yaptiklar calismada; Konfluent
Huh7 hicre kiltdrinin 5 haftalik biytimesinde ilag metabo-
lize eden genin ve ozellikle CYP3AA(CYP3A4 seviyesi icin Afla-
toksin B1 ile 6lctimuUstur) ifadesinin kademeli olarak arttigini
gozlemislerdir (10).



Calismada Huh7 hicrelerinin saglikli karaciger dokusu gibi
konfluent olmadan 6nce diferensiyasyonu ifade eden fonk-
siyonlarin ekspresyonu fazla iken, konfluent olduktan sonra
bu fonksiyonlarin ekspresyonunun azaldigini; transkripsiyon
faktorleri, metabolik enzimlerin ve albiimin gibi karacigere
6zgU olan genlerin ise daha yuksek seviyede ekspresyonunun
gerceklestigini gostermislerdir. HepG2 hiicrelerinde ise ben-
zer bir degisim gozlemleyememislerdir (11, 12).

Bu arastirmada ise; ilk kez HepG2 hucrelerinin tg farkli si-
toplazmik organelinin ve yine hicre iskeletinin en dnemli
filamentlerinden olan aktin filamentlerin hiicre yogunlugu
ve kaltdr sureci ile birlikteki degisiminin degerlendirilm-
esi amaclanmistir. Bu amacla hdcreler kaltir yizeyinin %
30'unu, %60'InI ve de %100'UnU kapladiklar asamalar-
da, yani proliferasyon asamasi boyunca nasil davrandiklari
degerlendirilmistir. Mikroskopik degerlendirme sirasinda; ilk
gozlemler hicrelerde mitokondri ve golgi miktarinda azal-
ma, endoplazmik retikulum ve aktin ffilamanlar miktarinda
ise artma yoninde olmustur. Ancak bu sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildiginde; mitokondri ve golgiye spesifik
isaretlenmede anlamli bir degisiklik saptanirken, endoplaz-
mik retikulum ve aktin iceriginde bu degisikligin anlamli old-
ugu ispatlanamamistir.

SONUC

Karaciger kanserli bir hastadan izole edilen bir hiicre dizisi
olan HepG2 hucrelerinin klasik invitro kalttr ortaminda; kon-
fluent olmaya baslamalari ile birlikte mitokondri ve golgi
iceriklerinde belirgin bir degisiklik ortaya cikmaktadir. Endo-
plazmik retikulum icerigi ve aktin iskeletinde ise bu dénemde
anlamli bir farklilik olusmamaktadir. “Cogalma” periyodunda
ortaya cikan morfolojik degisiklikler bu calismada gésterilm-
istir.  Yeni yapilacak calismalarla kltlr slrecinin uzamasi
ve farklilasma periyodunun baslamasi ile beraber hucreler-
in bu 6zelliklerinin degisiminin ne ydnde ilerlediginin ortaya
cikarimasi; karaciger kanser hiicrelerinin farklilasma stirecinin
patofizyolojik dzelliklerinin belirlenmesi agisindan énem tasi-
maktadir.
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