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OZET

Integrin baglantilarinin hiicrenin mekanik déniigtiirmesindeki
rolii

Hiicrelerin ekstraselliiler mekanik iletileri ve intraselliiler kimyasal sinyal-
leri birbirine doniistiirmesine mekanik dontistiirme denir. Mekanik doniig-
tliirme, hiicrenin yagamini siirdiirmesinde, farklilagmasinda, embriyonik
gbcte ve kanser geligmesinde onemli rol oynar. Mekanik doniigtiirme
distan-ice ve igten-digsa olmak tizere ikiye ayrilir. Distan ice mekanik
doniigtiirmede, hiicreler hiicre digi mekanik iletileri sezer ve bu iletileri
hiicre ici kimyasal sinyallere cevirir. Icten diga mekanik déniigtiirmede
ise hiicreler hiicre dig1 proteinleri gekerek veya hiicre digina protein sal-
gilayarak hiicre dig1 ortamin fiziksel 6zelliklerini degistirirler. Hiicresel
mekanik doniistiirme sayesinde hiicreler ortamlariyla dinamik bir fiziksel
denge igerisinde bulunurlar. Bu dengenin bozulmasina kanserde ve lif
dejenerasyonunda sikga rastlanir.

Integrin transmembran proteinleri, hiicrelerarasi madde proteinlerini
fiziksel olarak hiicre-matriks baglantisi olarak adlandirilan hiicre ici ¢cok
molekiillii komplekslere baglarlar. Hiicre matriks baglantilar1 mekanik
dontigtiirmede 6nemli proteinlere ev sahipligi yapar. Bu proteinlerin
bir kismi integrinleri fiziksel olarak hiicre iskeletine baglayarak hiicre
ici - hiicre digi mekanik iletisiminde rol oynarlar. Bazi proteinler ise
mekanik hassasiyet gosterir. Uygulanan kuvvet kargisinda proteinlerin
aktivitesi degisebilir ya da daha 6nce gizli olan etkilesim bolgeleri ulagilir
hale gelebilir. Bu mekanizmalar sayesinde proteinler fiziksel sinyal ile
kimyasal aktivitelerini degistirerek mekanik doniistiirmede etkili olurlar.
Bu tezde hiicresel mekanik degigtirmenin kanserdeki 6nemi ve mekanik
degigtirmeyi etkileyen proteinler lizerine ¢aligildi. Bahsedilen protein-
lerden 6zellikle mekanik doniistiirmede 6nemli olmasi beklenen integrin
proteini ve onunla iligkili baz1 diger proteinler {izerine yogunlasildi.
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béliimde mekanik doniigtiirmenin kanserin ilerlemesindeki rolii
iizerindeki bulgular sunulmaktadir. Bunun ig¢in laboratuvarda olustu-
rulan ti¢ boyutlu kollajen dokuya tiimor hiicresi kiltiirinden alinmig
hiicreler, bir noktaya igneyle kiiresel bir gekilde koyuldu. Birkag giin
boyunca timor hiicrelerinin yayilimlar: ve c¢evreleyen kollajen dokunun
diizeni incelendi. T{imoroid denilen bu kanser hiicresi toplulugunun bir
orneginin, ikinci giinden iigiincii giine gelisimini sayfalarin sol altinda
gorebilirsiniz. Yirmiden fazla kanser hiicresi kiiltiirii ile yapilan galig-
mada, kanser tipi ve protein seviyelerinden bagimsiz olarak, kollajen or-
tami daha uzun mesafelerde diizenleyebilen tiimoroidlerin, daha fazla
biiyiidiigii ve yerel yayilimda bulundugu gézlemlendi. Bu tiiméroidler-
den bazilar: kollajen ortami, kendi yayilma alanlarinin beg kati1 mesafeye
kadar diizenlediler. Bu uzun mesafe diizenleme bolgesine konulan damar
hiicreleri, kollajeni diizenleyen tiimoroide dogru ilerleme egilimi goster-
diler. Tiiméroidin damar hiicreleri ile olan fiziksel baglantisinin koparil-
masi ise bu egilimi ortadan kaldirdi. Sonug olarak bu bdliimde tiimor
hiicrelerinin ortamlar: ile olan fiziksel iletigiminin, hem t{iimor yayilimini
hem de tiimoér ortaminda goriilen yeni damar olusumunu etkileyebilecegi
gosterildi.

boliimde hiicrelerin integrin profillerinin hiicresel mekanik doniis-
tlirmeye etkisi gosterilmektedir. Fibronektin hiicrelerarasi madde protei-
nine baglanan hiicrelerin, bu proteine integrin o531 veya integrin av{33
proteinleri ile baglanmasinin, hiicrenin digtan ice ve icten diga mekanik
doniistiirmesini etkiledigi goriilmektedir. avp3 integrinleri daha cok
hiicrelerin aktif oldugu siireglerde goriiliir, mesela damar olugsumu sira-
sinda endotel hiicrelerinde. Her iki durumda da hiicreler hem ortam-
larina benzer miktarlarda kuvvetler uyguladilar, hem de hiicre alanlarini
ortam sertligiyle baglantili olarak benzer sekilde arttirdilar. Lakin, a531
integrini ile fibronektine baglanan hiicrelerde, aktin hiicre iskeletinin
daha uzun liflerden olustugu, bununla baglantili olarak da uygulanan
kuvvet dogrultularinin daha diizenli oldugu gozlendi. Aktin iskeletinin
ilaglarla daha kisa liflerden olugmasinin saglandigi durumda ise kuvvet-
lerin diizeninin azaldig1 ve av{33 integrini ile baglanan hiicrelere ben-
zedigi gozlendi. Buna karsiik avB3 integrini ile fibronektine baglanan
hiicrelerin ise hem uygulanan kuvvetler karsiliginda aktin iskeletlerinin
diizenini daha etkin bir gekilde degistirdikleri goriildii, hem de daha yu-
musak ortamlarda hiicre-matriks baglantilar: olusturduklar: gézlemlendi.

boliimde hiicre-matriks baglanti proteinlerinin miktarinin, uygu-
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lanan kuvvetle iligkisi incelendi. Daha 06nceki ¢aligmalarda hiicresel
kuvvetleri etkileyen cegitli proteinler teshis edilmisti. Yalniz benim bilgi
dahilimde bu proteinlerin hiicre baglantilarindaki miktarlar: tizerine bir
galisma bulunmamaktadir. Bu boéliimde talin, vinkiilin, paksilin ve fokal
adezyon kinaz ile calisildi. Bu proteinlerin daha o6nceki calismalarda
integrin-hiicre iskeleti baglantisinda ve bu yapidaki kimyasal bildirim-
lerde 6nemli oldugu gozlemlenmistir. Bu proteinler antikor boyamas ile
isaretlendi. Ornekler siiper ¢oziiniirliiklii floresan mikroskopu teknigi ile
nanometre diizeyinde incelendi. Bu yiiksek ¢Oziintirlikli gortintiilerdeki
antikorlar arasi mesafeler istatistiksel olarak incelenerek ilk defa belirli
alanlardaki isaretlenmis protein miktar: hesaplandi. Bu teknik ile hiicre-
matriks baglantisindaki protein miktarlar: hesaplandi. Bu teknoloji ¢ekis
kuvveti mikroskopu teknigi ile birlikte kullanililarak protein miktarlar:
farkli sertlikteki ortamlarda baglantilarin uyguladigi kuvvetlerle iligk-
ilendirildi. Fokal adezyon kinaz miktarinin kuvvetle herhangi bir il-
igkisi goriilmedi. Talin, vinkiilin ve paksilin miktarlarinin artmas: ise
daha yiiksek kuvvetlerle 6zdeslesti. 60 pN gibi bir kuvvet artig1 yak-
lagik 50 kPa sertligindeki bir ortamda, 1 talin, 2 vinkiilin ve 2 paksilin
molekiiliiyle iligkilendi. Dért kat daha yumugak bir ortamda ise ayni
kuvvet artig1 2 talin, 6 paksilin ve 12 vinkiilin molekiiliiyle iligkilendi.
Burada vinkiilin molekiiliindeki biiyiik degisim ortam sertligiyle baglan-
tili faaliyet degisikligine isaret ediyor. Sonug olarak bu boéliimde ilk defa
belirli hiicre-matriks baglantisi proteinlerinin net miktarimin bir baglan-
tidaki kuvveti nasil etkiledigi incelendi.

boliimde tiimor hiicrelerinin gogii, hiicre baglantisinin dinamigi
ve hiicresel kuvvetleri etkileyen proteinler {izerine ¢alisildi. Bunun igin
gesitli proteinlerin kodlanmalar kiigiik RNA pargalari ile engellendi. Bu
sayede bu proteinlerin hiicredeki miktarlarinin azalmasimin hiicre tiz-
erindeki etkisi incelendi. 200’den fazla proteinin hiicre-matriks dinamigini
ve buytkligiini etkiledigi gozlendi. Bu proteinlerden en etkili oldugu
tespit edilen 64 tanesinden 11 tanesinin hiicre go¢iiyle de iligkili oldugu
tespit edildi. Bu proteinlerden TPM1, PPP1R12B, HIPK3 ve RAC2
genleri ile kodlanan 4 tanesinin hiicresel kuvvetler tizerindeki etkisi in-
celendi. PPP1R12B, HIPK3 ve RAC2 genlerinin kodlanmasinin en-
gellenmesi, hiicresel kuvvetlerin artmasina ve daha yavasg degismesine
sebep oldu. TPM1 geninin kodlanmasinin engellenmesi sonucunda ise
hiicresel kuvvetlerde kayda deger bir degisim goriilmedi. Boylece tiimor
hiicrelerinin goc¢iinii, hiicre baglantisinin dinamigini ve hiicresel kuvvet-
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lerin degisimini etkileyen proteinler teshis edilmis oldu.

Bu tezde sunulan bulgular bir biitiin olarak ele alindiginda, hem
hiicresel mekanik dontistiirmenin kanser gelisimindeki etkilerini hem de
hiicre-matriks baglantisinin molekiiler yapisinin hiicresel kuvvetlerle il-
igkisini gostermektedir.




