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Girig: Bu calisma, oral yasst hiicreli karsinom (OYHK) ¢iplak fare modelinde tinzaparin tedavisinin proapoptotik BAX
ve hiicre déngiisii G2/M faz regiilatérii CCNBI gen anlatim diizeyleri tizerindeki etkisini tespit etmeyi amaglamistir.
Geregler ve Yontemler: Ug gruptan olusan [tinzaparin tedavisi alan (n=4), pozitif kontrol (n=4), negatif kontrol (n=3)]
46 haftalik toplam 11 giplak farede ortotopik OYHK fare modeli gelistirilmistir. Insan dil kanser hiicre hattt OSC-19
bu iz vivo modelin olusturulmasinda kullanilmustir. Fareler 21 giin sonra sakrifiye edilerek, tiimérler BAX ve CCNB1
gen anlatimlar agisindan kantitatif eg-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (kRT-PZR) kullanilarak kantifiye edilmistir.
Gen anlatm diizeyleri Livak metodu ile ACTB housekeeping geni kullanilarak hesaplanmis ve kontrol 6rneklerine gore
normalize edilmistir. Istatistiksel anlamlilik non-parametrik Mann-Whitney U test ile hesaplanmis ve p degerinin
0.05'den kiigiik olmast anlamli olarak kabul edilmistir.

Bulgular: Pozitif kontrol ile tinzaparin gruplarindan ikiser fare tiimér gelistirmemistir. Geri kalan tiimérlerde kontrol
grubuna kiyasla azalmis BAX ve CCNBI gen anlatumu diisiik istatistiksel anlamla tespit edilmistir.

Sonuglar: Bu 6n bulgular, apoptozun etkilenmedigi, diizeni bozulmus hiicre déngii kontroliinii isaret etmektedir.
Daha ok fare ile yapilacak calismalar tinzaparin tedavisinin OYHK fare modelindeki anlamli etkisinin belirlenmesine
yardimer olacakur.

Anahtar Kelimeler: Oral yassi hiicreli karsinom, ¢iplak fare, kRT-PZR, BAX, CCNBI

Introduction: This study aims to evaluate the effect of tinzaparin treatment on the expression of proapoptotic BAX
and cell cycle G2/M phase regulator CCNBI genes in an oral squamous cell carcinoma (OSCC) nude mice model.

Materials and Methods: Total of 11 nude mice at 4—6 weeks of age, composed of three groups [tinzaparin treated
(n=4), positive control (n=4), negative control (n=3)], were used to create an orthotopic OSCC mice model. Human
tongue cancer cell line OSC-19 was utilized to create this in vivo model. After 21 days, the mice were sacrificed and
tumors were quantified for BAX and CCNBI expression utilizing quantitative real-time polimerase chain reaction
(qRT-PCR). Livak method normalized for control samples revealed fold-changes utilizing ACTB housekeeping gene.
Statistical significance was tested by non-parametric Mann-Whitney U test, where P<0.05 was considered significant.

Results: Two mice in positive control and tinzaparin groups did not develop tumors. Available tumors showed
decreased BAX and CCNBI expressions with low statistical significance, when compared to the control group.

Conclusion: These preliminary results indicate a deregulated cell cycle control without an effect on apoptosis. More
mice should be included to significantly state the effect of tinzaparin treatment in OSCC mice model.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, nude mice, qRT-PCR, BAX, CCNBI

Giris

Oral kanserler diinya genelinde meydana gelen kanserler arasinda altinci sirada yer almakta
olup, oral yasst hiicreli karsinomlar (OYHK) tiim oral kanserlerin %90’1n1 olusturmaktadir.™
Bununla bitlikte, her yil yeni 300,000 vakanin teshis edildigi ve bunlarin 145,000’inin 6liim
ile sonuglandig: bilinmektedir.>* OYHK larin tedavisi evrelerine gore; cerrahi miidahale,
radyoterapi/kemoterapi ya da bunlarin kombine uygulamalari olacak sekilde farkls stratejiler
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icermektedir.” Ancak, oral onkogonezlere iliskin hiicre
biyolojisinin irdelenmesi yetersiz kalmis ve kemoterapiye
kargi ila¢ direncinin gelismesi hala en biiyiik problem
olarak karsimiza cikmaktadir.® Bu nedenle, OYHK lerin
tedavisi icin yeni ilaglarin denenmesi ve bunlarin molekiiler
etkilerinin arastirilmast olduk¢a 6nem kazanmistir.”!

Bu baglamda, kanser hastalarinda ikinci sik 6liim nedeni
olan venéz tromboembolizmin tedavisinde kullanilan
disitk molekiiler agirlikly heparin (DMAH) tinzaparinin,
ayni zamanda lokal tiimér biiytimesi ile metastazi
engelledigi ve kemoterapotiklere yanita cevabr arttirdig:
gosterilmistir.®® Tinzaparinin anti-tiimér etkisi belirli
kanser ve hiicre tiplerine 6zgii ¢alismalarca vurgulanmig
olsa da, oral kanserlerde antikoagiilan 6zelligi disinda bir
etkisi heniiz bildirilmemistir. Bu nedenle, calismamiz
kapsaminda hedefimiz tinzaparinin OYHK olusumundaki
etkisinin molekiiler agidan irdelenmesidir. Bu kapsamda,
OYHK ciplak (72ude) fare modeli olusturularak, tinzaparin
uygulanmis ve proapoptotik BAXile hiicre dongiisit G2/M
gecisinde rolii olan CCNBI genlerinin anlaum diizeyleri
tizerindeki etkisi incelenmistir.""!

Gere¢ ve Yontemler

Ortotopik OYHK fare modeli olusturulmas:

Gergeklestirilen calisma kapsaminda hayvanlar {izerine
uygulanan tiim deneysel yaklasimlarda “Principles of
Laboratory Animal Care” (NIH publication No. 86-23,
revised 1985)” takip edilmis olup, ¢aligma icin etik kurul
izni Bogazi¢i Universitesi Kurumsal Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 22.02.2018 tarihli toplantisinda,
12.01.2018 tarih ve kodlu proje kapsaminda alindi.
Literatiirdeki ¢alismalara paralel olarak, OYKH ortotopik
fare modeli olusturmak icin 4-6 haftalik erkek ciplak
farelerin dillerine, insan kaynakli dil kanseri hiicre hatu
OSC-19 (JCRB0198, JCRB bhiicre bankas:, Japonya)
treticinin talimatlarina uygun sekilde ¢ogalularak 1x10°
hiicre/fare olacak sekilde enjekte edildi."" Toplamda 11
ciplak fare ii¢ gruba ayrilmisur:

A. Tinzaparin uygulanacak (n=4)
B. Pozitif kontrol (n=4)
C. Negatif kontrol (n=3)

OSC-19  hiicresi
barindirmayan kiildir medyumu verildi ve OYHK

Bunlardan yalnizca C  grubuna
ortotopik model olusumunun negatif kontrolii olarak

kullanildi. Literattir bulgularina benzer sekilde, A ve B
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grubundaki farelerde modelleme gerceklestikten sonra
strastyla tinzaparin (/nnobep) ve salin 5 mg/kg olacak sekilde
giinde bir defa subkutan olarak enjekte edildi."? Tim
fareler 21 giiniin sonunda sakrifiye edilerek dilde olusan
timor dokulari kesilip genetik inceleme i¢in toplanmuistr.

Molekiiler analizler

Dil tiimér dokularindan RNA eldesi RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Inc., Hilden, Almanya) kullanilarak elde edilmis.
izole edilen RNA konsantrasyonu ve kalitesi sirastyla,
spekerofotometre (NanoDrop ND-1000) ve agaroz jel
elektroforez yontemleri ile teyid edildi. RNAdan ters
transkriptaz yontemi ile cDNA sentezi, SensiFAST cDNA
Synthesis Kit (Bioline Inc., Almanya) protokoliine gore
gerceklestirildi ve kalite tayini housekeeping gen ACTB nin
amplifikasyonu ile yapildi. ACTB, BAX ve CCNBI gen
anlaum diizeylerinin tespiti i¢in genlere 6zgii primerler
internet-tabanli NCBI-BLAST (https://blast. ncbi. nlm.
nih. gov/Blast. cgi) programi ile tasarlandi. SensiFAST
SYBR No-ROX Kiti (Bioline Inc., Almanya) ile kantitatif
es zamanli polimeraz zincir reaksiyonlari (kRT-PZR)
gerceklestirildi. Her kRT-PZR sonrasi erime egyrisi analizi
ile spesifik gen amplifikasyonu kontrol edildi. kRT-PZR
etkinligi, 1:1, 1:10, 1:100 ve 1:1000 oraninda sulandirild:
cDNA  &rneklerinin
egrilerinin egimlerinin hesaplamasiyla tespit edildi.

tim genlerdeki amplifikasyon

[13]

Istatistiksel analizler

Gen anlaum diizeyleri Livak metodu ile PZR etkinligini
birlestiren matematiksel yontem ile hesaplandi. Bu
yontem ile tinzaparin tedavisi alundaki tiimorlerde gen
anlaum diizeyleri pozitif kontrol grubuna gore normalize
edilmigtir. Her bir ornekte genler 3 deneysel replika
halinde calistlmis ve ortalama Ct degerleri hesaplamaya
dahil edildi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi.
[statistiksel anlamlilik i¢in non-parametrik Mann-Whitney
U testi SPSS programi kullanilarak gergeklestirilmis ve
p degerinin 0.05’in alunda olmas: istastiksel anlamlilik

olarak addedilmistir.

Bulgular

Ortotopik OYHK fare gruplarinin olugturulmas:

OSC-19 tiimor hiicre hattr verilen toplamda 8 ¢iplak
farenin [A. tinzaparin (n=4); B. pozitif kontrol (n=4)] her
iki gruptan da yalnizca ikiser tanesinde olmak tizere toplam
4 farede tiimér gelisimi gozlemlenmistir. Negatif kontrol
grubundaki 3 farede ise tiimér gelisimi gerceklesmemistir.
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Sekil 1. kRT-PZR etkinligi: ACTB, CCBN1 ve BAX genlerinin Ct degerlerinin,
ornek diltsyonlarinin logaritmik degerlerine karsi ¢izilen grafik ile kRT-PZR
etkinlikleri gosterilmektedir. Genler arasi egimlerin birbirine paralel olmasi, bu
genlerin benzer PZR etkinliklerine sahip oldugunu géstermekte ve bu nedenle
karsilastinlabilir olduklarini belirtmektedir.

Tablo 1. Tinzaparin tedavisi alan timorlerde gen anlatim
duzeyleri

Tinzaparin
Kontrol
CCBN1 BAX
Gen anlatim duzeyleri 1 0,130 0,192
Standart sapma - 0,030 0,068
P degeri - 0,06 0,06

Gen anlatim diizeylerinin tespiti

Timor olusan 4 ciplak farede [A. tinzaparin (n=2); B.
pozitif kontrol (n=2)] molekiiler ¢alismalar gerceklestirildi.
ACTB, BAX ve CCNBI genleri i¢in kRT-PZR etkinlikleri
Sekil T'de gosterilmekte olup, egimleri ve kRT-PZR
etkinlikleri sirasiyla-3,23 (%103), 3,46 (%95) ve-3,27
(%102) olarak hesaplandi Bu genlerin anlaum diizeyleri
ise kontrol orneklerine normalize edilerek Sekil 2°de
gosterilmektedir. Toplamda 21 giin siiren tinzaparin
tedavisinin CCBNI ve BAX gen anlaum diizeylerini
baskiladigi ve bunun istatistiksel anlamlilik sinirinda

oldugu tespit edildi (Tablo 1).

Tartisma

Calismamizin anaamaci, yerlesmis venoz tromboembolizm
bulunan kanser hastalarinda giincel tedavi kilavuzlar
dogrultusunda  uygulanmasit  nerilen  tinzaparinin,
OYHK’lardaki molekiiler etkisinin tespit edilmesidir."’
Bu baglamda 6n fikir olusturmak amaciyla sirastyla hiicre
déngiisii ile apoptotik yolakta rolleri olan CCNBI ve BAX

genlerinin anlatim diizeylerinin irdelenmesi se¢ilmistir.

Gen anlatimdlizeyleri

mkontrol mOCBNL mBAX

tinzaparin

Sekil 2. Gen anlatim diizeyleri: CCBNT ve BAX genlerinin tinzaparin uygulanmis
timorlerde pozitif kontrol drneklerine kiyasla azalmis anlatim diizeylerine
sahip oldugu gosterilmektedir. Hesaplamalar kontrol drneklerine normalize
edilerek yapildi.

Hiicre dongiisti, 6karyot hiicrelerin bitylimesi ve cogalmast
icin sirastyla gereken sinyallerin, sikline bagimli kinazlar
(CDK) ile onlarin kofaktérleri siklinlerin aktivasyonlariyla
gereeklesmekeedir ve bunlarin bozuluma ugramalar: hiicre
déngiisiiniin  ilerlemesini  engelleyebilmektedir.*  Bu
kapsamda, hiicre dongiisii bloklayicilarinin kullanimlar
kanser tedavisi i¢in uygulanabilir bir ydntemdir.['®"”!
Hiicre dongiisiiniin G2/M  faz gegisinde rol oynayan
G2/mitotik  spesifik cyclin-B1  proteinini sentezleyen
CCNBI geninin anlaum diizeyinin tinzaparin tedavisi
uygulanan farelerdeki azalisi, bu gecis fazinin bozulmasina
neden olmus olabilecegini ve dolayisiyla hiicrenin
proliferasyon kabiliyetinin azalmasina yol agabilecegini
diistindiirmektedir. Ote yandan, kesin bir kantya varmak
icin protein diizeylerinin tespitine de ihtiya¢ duyulmaktadur.
Benzer bir calismada, CCNBI geninin yaninda G2/M
fazinda gorev alan CDC25C, CDC2, P53 ve fosforilize
CDC2 genlerinin de anlaum diizeyleri tespit edilerek hiicre
déngiisiiniin aktive olma durumu agiklanmustir." Gelecek
calismalarimiza bu genlerin dahil edilmesi, sundugumuz bu
on bulgulart netestirecek sonuglarin ¢ikarulmasina katks

saglayacagini diistinmekteyiz.

Apoptoz, normal hiicre gelisiminde, hiicre savunmasi
ve onkogenezin baskilanmasinda ¢ok 6nemli bir role

sahip, yiiksek derecede korunmus programlanmis hiicre

olimiidir."”"® Apoptozun deregiilasyonu tiim kanser

hiicrelerinin ortak bir mekanizmasi olup, anti-kanser
tedavilerinde apoptoz indiikleyici ajanlar 6nemli bir yer
tutmaktadir.""®

Calismamizda  proapoptotik  BAX'in

anlaum  diizeyindeki azalma, timér hiicrelerinin

apoptoza gitmedigini isaret etmektedir. Ancak apoptoz
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olusumunun tespitinde antiapoptotik BCL-2 anlatim
diizeyinin etkisine de bakmak gerekmektedir. Oyle ki;
proapoptotik BCL-2 ailesi tyelerinden proapototik
genlerin  antiapoptotiklere orani  artuginda,  dis
mitokondriyel membran tizerinde delikler agilmakta ve
apoptotik mitokondriyel proteinlerin kaspazlari aktive
etmesiyle apoptoz indiiklenmektedir.??" Bu baglamda,
gelecek calismalarimiz kapsaminda, apoptozun aktive
BAX/BCL-2

diizeylerinin oranlanmasinin daha net sonug ¢ikartmak

oldugunu gostermek adina anlatim

agisindan destekleyici olacagini diistinmekteyiz.

Literatiirde farkli timor tiplerinde tinzaparin uygulamast
ile gerceklestirilen calismalarda, tinzaparinin in vitro insan
meme kanser hiicresinde proliferasyon baskilamasini
saglayamadigy gosterilmis, B16F10 metastatik modelde
ise primer timdr biiytimesi tizerinde bir etki gostermedigi
bildirilmistir.?>?*! Buna karsin, insan meme kanseri fare
modelinde, tinzaparinin akciger kanseri metastazini anlaml
sekilde engelledigi raporlanmisur.'*? Tinzaparinin benzer
antimetastatik etkisi B16 melanoma hiicresi akciger metastaz
fare modeli calisgmasinda da gosterilmistir.”” Bu farkli ve
birbiri ile celisen calismalar haricinde, OYHK modelinde
tinzaparinin antitiiméral etkisi heniiz irdelenmemistir. Bu
baglamda, ¢alismamiz iz vivo OYHK modelinde uygulanan
tinzaparin etkisinin hiicre déngiisii ve apoptozda gorevli
CCNBI ve BAX genlerinin anlaumini raporlayan ilk 6n
calisma niteligindedir. Bu genlerde kuvvetli istatistiksel
anlamlilik gérilememis olmast, timér modeli olustururken
gergeklestirilen uygulama hatasindan  kaynaklanildigini
distindiirmektedir. Bu nedenle iki farede, tiglii replikalarla
gerceklestirilen kRT-PZR sonuglarinda CCNBI ve BAX
anlatum diizeylerindeki istatistiksel anlamlilik sinirinda
tespit edilen azalmanin, gelecek ¢aligmalarimizda fare
sayisinin arttrilmasiyla anlamli sonuglar ortaya ¢ikaracagini
diisiinmekteyiz. Ote yandan hiicre dongiisiinde ve
apoptozda rol alan ek genlerin ilavesi ve dil timérlerinde
patolojik  incelemelerin  tamamlanmasit ile bu 6n
bulgularimizi aydinlatacak ve tinzaparinin olusturdugumuz
bu OYHK modelindeki etkisini netlestirecek sonuglara
erisecegimizi diistinmekteyiz.
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