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Summary

Fibrozis aracis1 miyofibroblast proliferasyonunda he-
patosit growth faktér (HGF) ve somatostatinin (SMS) rolii in
vitro kiltiir ortaminda arastirildi. Steril siinnet derisinden
saglanan fibroblastlar ile 7 grup olusturuldu. Grup 1: Kontrol,
grup 2: HGF 10ng/ml, grup 3: HGF 20ng/ml, grup 4: SMS
12.5pg/ml, grup 5: SMS 25pg/ml, grup 6: SMS 12,5ug/ml +
HGF 10ng/ml, grup 7: SMS 25ng/ml + HGF 20ng/ml. Gruplar
72 saat 37°C’de inkiibe edildi. Hiicre populasyonlarimin sayist,
flow-sitometri ile degerlendirilerek fibroblast gelisimi lizerine
SMS ve HGF'iin etkisi incelendi. Hiicre sayisi; Grupl'e (kon-
trol) gore hiicre sayisinin grup2,3,6'da arttigi, (p<0.00000002,
0.0000002, 0.003) grupS'te azaldigi (p<0.003) saptandi. Grup
4 ve 7'de degisme saptanmadi. Grup 2'de 3'e gore hiicre
sayisindaki artis belirgindi (p<0.0000002). Grup 3'e gére grup
7 farklilik géstermedi. Grup 2'ye gore 6'da hiicre sayisinin
azaldigr (p<0.0001) gozlendi. Flow-sitometrik analizde; G1
fazindaki hiicre konsantrasyonlar ve proliferasyon indeksi (PI)
kontrol grubundan farksizdu.

Sonug olarak HGF'nin iki degisik dozda fibroblast prolif-
erasyonunu artirdigi, somatostatinin yiiksek dozda fibroblast
proliferasyonunu inhibe ettigi gozlendi.
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Aim: The effect of somatostatin (SMS) with hepatocyte
growth factor (HGF) on the proliferation of myofibrob-
lasts is studied in vitro.

Materials and Methods: Sterile circumcision skin was cul-
tured and seven different study groups were constituted
and following medications were administered to the cul-
tured cells: group 1: placebo, group 2: HGF 10 ng/ml,
group 3: HGF 20 ng/ml, group 4: SMS 12.5 mg/ml, group
5: SMS 25mg/ml, group 6: SMS 12.5 mg/ml + HGF10
ng/ml, group 7: SMS 25mg/ml + HGF 20ng/ml. All
groups were incubated at 37°C for 72 hours. The number
of cell population on culture media and analyses of cell
cyclus by flow-cytometry were evaluated.

Results: Cell counts were higher in groups 2, 3, and 6 com-
pared to group 1 (p<0.00000002, 0.0000002, 0.003 re-
spectively) while group 5 had lower counts compared to
the group one (p<0.003). No significant difference was
shown between in the group 4 and 7. Cell counts were in-
creased in group 2 compared to group 3 (p<0.0000002).
Group 6 had decreased number of cell populations com-
pared to the group 2 (p<0.0001). There was no significant
difference between groups 1, 3, and group 7. No signifi-
cant difference was seen between the control group and
others for G1 phase cell concentration and proliferative
index in the flowcytometric analysis.

Conclusion: Hepatocyte growth factor was increased two dif-
ferent doses and SMS was inhibited high doses on fi-
broblast proliferation.
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Karaciger sirozunda temel patoloji ilerleyici
karaciger fibrozisidir (1). Fibrozisin baslangicinda,
etyolojik ajan ne olursa olsun karacigerde normalde
az miktarda kollajen sentezi yapan siniizoid duvari-
na komsu perisitlerin (ito hiicreleri, FSC "lipid de-
polayan hiicreler", yildiz hiicreleri) aktivitesi art-
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makta ve bu hiicrelerin miyofibroblastlara
doniisiimii ile, defektif kollajen sentezi baglamak-
tadir (2).

Miyofibroblastlara doniisiimde fibroblast
growth faktor (FGF), transforming growth faktor
(TGF)-alfa, beta, epidermal growth faktor (EGF),
insulin like growth faktor (IGF-1), platelet derivat-
ed growth faktor (PDGF) gibi biiyliime faktorleri
onemli rol oynamaktadir (3,4).

TGF-a ve Hepatosit growth faktorin (HGF)
alveolar epitel ve vaskiiler endotelin onariminda
onemli rol oynadiklar1 ve bu iki biiylime fak-
torlinlin pulmoner fibrozisin temelinde Onemli
oldugu diisiiniilmektedir (5).

Somatostatin (SMS) analogu octreotid'in fi-
broblast proliferasyonunu anlamli derecede inhibe
ettigi gosterilmistir.(6) Fibroblast proliferasyonun-
da rol alan HGF'nin etkisinin biiyiime faktorii in-
hibitorii olan SMS ile degisip degismedigi heniiz
bilinmemektedir.

Bu calismada HGF'nin miyofibroblast prolif-
erasyonuna etkisi ve genel biliylime faktor in-
hibitérii olan SMS'in bu iliskideki rolii in vitro
kiiltiir ortaminda arastirilmak istenmistir.

Materyel ve Metod

Steril siinnet derisinden elde edilen ve derin
dondurucuda - 80C° %10 DMSO4 + %20 FCS
(Fetal kalf Serum) igeren IMDM iginde saklanan fi-
broblastlar ¢alisma giinii hizla eritildiler. Elde
edilen hiicrelerin canlilik oraninin en az %96
oldugu Etimidium bromide, Acridin Orange boyasi
ile hazirlanmig preperatlarin immiin floresans
mikroskopik degerlendirilmesi ile gosterildi ve
sayilar1 standartize edildi. 3x102/ul fibroblast
IMDM +%10 FCC (Fetal kalf serum) + %1
Antibiyotik (100U/ml Penisilin +100 mikrogram
/ml Streptomisin ) i¢ine alindiktan sonra tarif edilen
grup ozelliklerine gore asagidaki dozlarda ilag ilave
edildi. Kontrol (grupl): Fibroblast + Media,
HGF10 (grup 2): Fibroblast + Media + HGF
10ng/ml, HGF20 (grup 3): Fibroblast + Media +
HGF 20 ng/ml, SMS12.5 (grup 4): Fibroblast +
Media + SMS 12,5 ug/ml, SMS25 (grup 5):
Fibroblast + Media + SMS 25 pg/ml, SMS12.5 +
HGF10 (grup 6): Fibroblast + Media + SMS 12,5
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pg/ml + HGF 10 ng/ml, SMS25 + HGF20 (grup 7):
Fibroblast + Media + SMS 25 pg/ml + HGF 20
ng/ml, Deney i¢in kullanilan ilaglar; Somatostatin
(Somatostatin 3 mg - Ucb-Pharma), HGF (Sigma
kat no: H1404) kiiltiir ortamlarina ilave edildi.
Orneklerden her grup igin 7 plaga ekim yapildi.
(her bir gruptan 300 mikrolitrelik 7'ser 6rnek hazir-
land1.) ve hiicreler %5 CO, basinci altinda 37C*de
inkiibasyona alindilar ve 72 saatlik takip sonunda
hiicre sayim1 ve flow-sitometrik analiz yapildi.

Hiicre saymmi: Hiicre sayimini deger-
lendirmek i¢in acridine orange'in hiicre boyayici
Ozelliginden faydalanildi. Bu amagla acridine or-
ange'ln optimal 151k absorbe ettigi dalga boyu
asagidaki yontemle tespit edildi. %0.2°lik acridine
orange solusyonu 12 farkli dalga boyunda 390 ve
670 nm lik bir aralikla (nonfloresan aralik) tekrar-
lanan ol¢limler yapilarak en yiiksek 151k absorban-
sinin 450-510 nm arasinda oldugu saptandi. 493
nm' lik dalga boyu bu ¢aligmada optimal olarak
kabul edildi. (7) Yetmisiki saat inkiibasyon son-
rasinda her gruptan 4 6rnek (4x7) ve 4 bos kontrol
olmak tizere 32 kuyucuk akridine orange ile
boyandi. Kuyular 3 kez PBS (Fosfat tampon
Solusyonu) ile yikandiktan sonra 493 nm dalga
boyunda okundu. Isik absorbansi bog kontrole gore
sifirlandi (cut off belirlendi) ve ¢alisma gruplarinin
hiicre sayist 151k absorbansi cinsinden hiicre kon-
santrasyonu olarak ifade edildi.

Flow-sitometrik analiz: Hiicrelerin G,/G,
G,/M ve sentez sathasindaki yiizdeleri saptandi.
Flow-sitometri ile ¢alisma i¢in inkiibasyon sonrast
elde edilen hiicreler, PBS ile yikandi ve hiicre
sayilart en az 3x103/ml olacak sekilde ayarlandi.
Hiicreler daha sonra "DNA-prep work station" da
isleme tabi tutuldu. Bu islem sirasinda otomatize
olarak 1. soliisyon olan LPR soliisyonu ile hiicre
membran permeabilitesi artirilarak, 2. soliisyon
olan DNA-prep stain ilave edildi. Bu soliisyonda
kirmizi floresan igeren promidium iodide (PI) ve ri-
boniikleaz bulunmakta olup, LPR soliisyon ile
membraninda porlar acilmis hiicrelerin DNA ve
RNA smin Pi'le boyanmasi saglandi. Riboniikleaz
vasitasiyla boyanmis olan RNA'larin ortadan
kaldirilmas: sagladi. Boylece DNA igeriginin Pi'le
isaretlenmesi amaclandi. 15 dakikalik PI ile
inkiibasyondan sonra flow-sitometride X ekseninde
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PmT-4 peak ve Y ekseninde PmT-4 integral kul-
lanilarak ¢aligmaya alinacak hiicre gruplari kapi ile
belirlendi. Béylece doubled (¢ift) hiicreler elimine
edildikten sonra PmT-4 integral X ekseninde, hiicre
sayis1 Y ekseninde yer alacak sekilde grafiklendiril-
di. Cikan sonuglarin degerlendirilmesi multi-cycle
DNA analiz programiyla yapild1 (8).

Hiicrelerin G0/G1,G2/M ve sentez safalarinda-
ki yiizdeleri saptandiktan sonra asagidaki formiil ile
proliferatif indeks hesaplandi.

Proliferatif Indeks (PI): S+G2/M

Istatistiksel yontem olarak student t uyguland.
Istatistiksel anlamlilik igin p<0.01 kabul edildi.

Bulgular

Gruplarin hiicre sayist: Inkiibasyonun 3. gii-
niinde saptanan optik dansite degerleri Tablo 1 ve
Sekil 1'de ozetlenmistir. Grupl'e (kontrol) gore
hiicre sayisinin  grup2, 3, 6'de arttig:
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Tablo 1. Gruplarin hiicre sayilari(X+SD)/Isik ab-
sorpsiyonu-dalga boyu

Gruplar Hiicre Sayist
Grup 1 (Kontrol) 213+0.009
Grup 2 (HGF ) 291+0.03%,t
Grup 3 (HGF,g) 242+0.028%*
Grup 4 (SMS;, 5) 231£0.3

Grup 5 (SMS,5) 189+0.01***
Grup 6 (SMS;, stHGF ) 263+0.6%**** tt
Grup 7 (SMS,5+HGF,() 244+0.6

* p< 0.000000002, **0.0000002, ***0.003, **** 0.003;
kontrolden fark

t p< 0.0000002 ; grup 3'ten fark

tt p<0.0001  ; grup 2'den fark

(p<0.00000002, 0.0000002, 0.003), 5'de azaldig,
(p<0.003) saptandi. Grup 4 ve 7'de degisme saptan-
madi. Grup 2'de hiicre sayisi artis1 3'e gore belir-

O O
< <
NG X ¥

Sekil 1. Gruplarin hiicre sayilar1 (X£SD) / Isik absorpsiyonu-dalga boyu

*p<0.000000002, **0.0000002, ***0.003, ****0.003 ;
t p<0.0000002 ;
tt p<0.0001 ;
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kontrolden fark
HGF 20'den fark
HGF10'dan fark
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Tablo 2. Gruplarin G1 fazindaki hiicre konsantras-
yonlar1 ve proliferasyon indeks (PI) degerleri
(X+£SD)/% konsantrasyon

Gruplar G1 Faz1 PI
Grup 1 (Kontrol) 38+11.3 63+12.1
Grup 2 (HGF ) 47+0.72 53+0.72
Grup 3 (HGF,) 39.8+0.13 60+0.10
Grup 4 (SMS5 5) 41.8+0.63 58.2+0.65
Grup 5 (SMSys) 48 +17.3 510.11
Grup 6 (SMS;, s+HGF ) 40.5+0.28 60.8+0.28
Grup 7 (SMS,5+HGF,() 38.7+0.08 61.2+0.08

gindi (p<0.0000002). Grup 3'e gore 7 farklilik
gostermedi. Grup 2'ye gore 6'da hiicre sayisinin
azaldig1 gozlendi (p<0.0001).

Flow-sitometrik analiz; Gruplarin
G1/G0(dinlenme) fazi / Proliferasyon indeksi (PI)
yilizde konsantrasyonlart Tablo2'de Ozetlenmistir.
Grupl'e (kontrol) gore diger gruplarda GO/G1
fazindaki hiicre konsantrasyonlarinin ve Pi'nin fark
gostermedigi tespit edildi.

Tartisma

Bu ¢alismada HGF'nin 10 ve 20 ng/ml dozun-
da fibroblast proliferasyonunu artirdign goézlen-
mistir. HGF'nin 10 ng/ml'lik dozunun 20 ng/ml den
fazla fibroblastik proliferasyona sebep oldugu
tespit edilmistir. Hiicre siklus analizinde bir fark
bulunamamastir.

HGF'nin ¢esitli hiicre tiplerinde mitojenik ve
morfojenik cevabi stimule ettigi, doku morfogene-
sis ve onariminda major role sahip, multifonksi-
yonel bir biiylime faktorii oldugu, FGF-2'nin osteo-
blastlardan HGF/SF(Hepatocyte Growth Factor/
Scatter Factor) yapimini ve reseptorlerini artirdigi
bu mekanizma ile HGF/SF FGF'in kemik onarimi
iizerine olan pozitif etkisini potansiyelize ettigi
gosterilmistir (9).

HGF deri fibroblastlarinda DNA sentezini

stimule etmekte ve fibroblastlar i¢in mitojenik etki
gostermektedir (10).

HGF ve FGF2'nin siganlarda karaciger yildiz
(satellit) hiicrelerinin proliferasyonunda da etkisi
oldugu bildirilmistir.(11) Fibroblastlar intestinal
epitelyal hiicre gelisimini dominant olarak HGF'nin
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rol aldig1 parakrin mekanizma ile stimule ederler.
Bu etkilesimde HGF'nin rolii, intestinal epitel hiic-
releri ve fibroblastlarda c-met transkrip yapimim
uyarmast seklindedir (13) HGF/SF'nin malign
mezotelyomanin gelisim ve yayiliminda parakrin
ve otokrin mekanizma ile dnemli rol oynadig1 sap-
tanmustir (14). HGF kas yildiz hiicreleri ve myo-
genik C2 hiicre dizilerinde proliferasyon ve fark-
lilasmasinda rol oynar, DNA sentezini artirir.
Ayrica bu biiylime faktorii ayn1 hiicrelerde biiyiime
ve rejenerasyon lizerine inhibitdr etkide gosterir.
Bu bulgular HGF'in yildiz hiicre miyogenezisi {ize-
rine cift tarafli etki gosterdigini ortaya koymaktadir

(15).

Literatiirdeki bulgular HGF'nin nonspesifik
olarak (benign veya malign) etki ettigi tiim hiicre-
lerde mitozu uyarici etki yaptigin1 gostermektedir.
Calismamizda HGF ile fibroblast proliferasyo-
nunun arttigi tespit edilmistir. HGF'nin etkisi artan
dozlarda azalmigtir. HGF'nin doz cevap egrisi bilin-
memektedir.

Somatostatinin 25mg/ml dozunda fibroblast
proliferasyonunu, kontrol grubuna goére anlamli
oranda baskiladigi gézlenmistir. 12.5mg/ml SMS
ile ise aynm etki gozlenmemistir. Flow-sitometrik
analiz sonucu SMS'in hiicre siklus fazlar1 ve proli-
ferasyon indeksi iizerine spesifik baskilayici etki-
sinin olmadig1 anlasilmistr.

SMS antiproliferatif etkisini hedef hiicrelerde-
ki reseptorler ile gostermektedir (16,17).

SMS hiicre gelisimini inhibe edici etkisini ti-
rozin fosfataz enzimi lizerinden yapmaktadir (18).
Bu enzim hiicre proliferasyonunu kontrolde anahtar
rol oynamaktadir. Bir hiicrede tirozin fosfataz en-
zim seviyesinin, SMS'in hiicresel diizeyde etkisinin
olup olmayacaginin belirleyicisi olacagi ileri
stiriilmektedir (19). Akciger fibroblastlarindaki sst2
ve/veya sstS5 SMS reseptorlerinin octrotide ile
blokaj1 hiicre proliferasyonunu bloke etmekte, bu
etkinin tiimor gelisiminde muhtemelen merkezi
rolii olabilecegi bildirilmektedir (17).

Calismamizda yiiksek doz HGF ile elde edilen
hiicre sayis1 artisinin 25mg/ml SMS ile baskilana-
mamasina karsin 10 ng/ml ile saglanan hiicre sayisi
artisinin 12.5 mg/ml SMS ile baskilandig1 ve hiicre
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sayisiin anlamli oranda azaldig1 gézlenmistir. Bu
bulgular SMS'in tek basma fibroblast proliferas-
yonunun inhibisyonu {izerine olan etkisinin doza
bagl olarak arttigini, biiytime faktoriiniin etkisini
diisiik dozda antagonize ettigini diisiindiirmekte-
dir.

Literatiirde SMS'in HGF varliginda fibroblast
proliferasyonu iizerine olan etkisini gdsteren bir
caligmaya rastlanilmamistir. HGF ve SMS'in hiicre
proliferasyonu iizerine olan etkilerinin farkli re-
septorler vasitasiyla oldugu bilinmektedir
(16,20,21). SMS'in HGF'nin olusturdugu prolife-
ratif etkiyi diisiik dozda bloke etmesi, hiicre prolif-
erasyonu regiilasyonunda anahtar rol oynayan
tirozin fosfataz enziminin muhtemelen doz bagim-
siz olarak bu iki ajan tarafindan da kullaniliyor ol-
masina baglanabilirmi sorusunu akla getirmekte-
dir.

Sonug olarak bu c¢alismada invitro kiiltiirde
HGF'nin fibroblast proliferasyonunu 10-20 ng/ml
dozunda artirdigit ve bunu optimum 10 ng/ml
dozunda yaptig1 tespit edilmisti. HGF'in hiicre
siklus fazlar1 {izerine spesifik bir etkisi olus-
mamistir. Keza SMS'in yiiksek dozda (25 mg/ml)
fibroblast proliferasyonunu baskiladigir ve prolif-
erasyon inhibisyonunun faza bagli olmadig1 goster-
ilmigtir. Optimum 10 ng/ml dozunda saglanan fi-
broblast proliferasyonunun 12.5mg/ml somatosta-
tinin ile baskilanabildigi buna karsilik 20 ng/ml
dozunda saglanan proliferasyon 25 mg/ml ile
baskilanamamaktadir. Bu sonuglarin bagka calis-
malarla desteklenmesi gerektigine inanmakta-

y1Z.
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