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GzZGUN ARASTIRMA

OZET

Amag: Yassi hucreli karsinom (YHK), en sik gozlenen oral
kavite yerlesimli kanser olup, oral kavitede en fazla dilde tu-
more neden oldugu bilinmektedir. Hastalik gelisiminde et-
ken olan pek ¢ok risk faktoru arasinda genetik degisimler de
bulunmaktadir. Oral kavite kanserlerinin cogu gec¢ evrede
tanimlanabilmekte ve bu durum hasta sag kalim oranlarini
azaltmaktadir. Bu nedenle, yeni tani ve tedavi yontemlerinin
gelistirilebilmesinde 6ncu olabilecek deneysel modellere ih-
tiyac bulunmaktadir. Bu calisma, hastalik tedavisine destek
saglayacak ksenograft oral YHK fare modelinin gelistirilmesini
amaclamaktadir.

Gerec ve Yontem: Yassi hucreli karsinom hucre hatti OSC-19,
Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB) hticre
bankasindan alinarak kullanilmisg, ilk asamada hacre kaltar
ortami, ilgili hucreler icin optimize edilmistir. Isik mikroskopu
altinda buyumesi takip edilen hucrelerin, medyum degisim-
leri ekimden sonra 2. gunde gerceklestirilirken, pasajlama
islemleri ise ekimi takiben 5. gunde gerceklestirilmistir. Hlc-
re canliig tripan diglama yontemi ile, otomatik hiicre sayim
cihazi kullanimiyla incelenmis, yuksek canlilik ve yeterli sayi-
daki OSC-19 hucreleri, nude farelerin diline enjekte edilerek
ksenograft ortotopik hayvan modeli olusturulmus ve tumor
gelisimi gozlenmistir.

Bulgular: OSC-19 hucre serisi, 1 aylik sure i¢erisinde, 8 pasaj-
lamanin sonunda saglikli gérinume kavusmus, invazif buyu-
me Ozelligi kazanarak 5 gunde 1 konflient hale gelebilmeye
baslamistir. Bu asamadaki hucrelerde canlilik orani (>%93)
olarak saptanmistir. Ortotopik modelin olusturulabilmesi icin
kullanilan (n=2) nude farelerde, dile uygulanacak OSC-19
ideal hucre sayisi (1x106) olarak saptanmistir. Bu doz 25uL
hacimdeki kultar medyumu ile dile enjekte edildiginde, fare-
lerde 8. gunde tumor olusturmus; dildeki tamoérun solunum
ve beslenmeyi engelleyecek buyukluge eristigi gun ise enjek-
siyon sonrasi 24. gun olarak tespit edilmisgtir.

Sonuglar: Bu bulgular 1siginda, gergeklestirdigimiz calisma-
nin ana amaci insan dil kanser hucre hatti OSC-19 kullanilarak
ksenograft oral YHK fare modelinin gelistirilmesi ve bu strec-
te karsilastigimiz zorluklarin paylasilarak ileriki caligmalarda
daha hizli hedefe ulasilmasina destek saglamak olmustur.
Olusturdugumuz bu oral kanser fare modelinin ileriki calisma-
larda guncel ya da yeni tedavi yaklasimlarinin denenebilecegi
faydali bir model olacagini dusunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: OSC-19, oral kanser, ksenograft fare mo-
deli, oral yassi hucreli karsinom

SUMMARY

Aim: Squamous cell carcinoma is most frequent among oral
cancers, which causes tumor progression in tongue. Most of
the oral cancers could be diagnosed at a relatively late term.
New diagnostic and therapeutic approaches are required
for better treatment of patients. This study aimed to develop
xenograft oral squamous cell carcinoma mice model, which
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could potentially support better diagnosis and treatment
of patients.

Materials and Method: Squamous cell carcinoma cell
line OSC-19 was purchased from Japanese Collection of
Research Bioresources (JCRB). Culture conditions were
optimized accordingly, and growth and proliferation of
cells were investigated under light microscopy. Cell cul-
ture medium was refreshed every two days and passages
were done 5 days following cell-seeding. Cell counts and
viability determination was converted with an automatic
cell counter utilizing trypan blue exclusion method. Xe-
nograft and orthotropic mouse model was established by
injecting OSC-19 cells to the tongues of nude mice, and
tumor progression was monitored.

Results: OSC-19 cell line was monitored to have invasive
proliferation following 8 passages in a month, and beca-
me confluent in 5 days following a passage. Cells were
determined to have (>93%) viability before transplantation
to mice. For establishment of orthotrophic mouse model
(n=2) nude mice were utilized, where (1x106) OSC-19 cel-
ls were determined as ideal number to be injected within
25ulL of cell culture medium. Tumor development was
observed on day 8 post injection, and tumor growth suf-
ficient to block nutrition and respiration was achieved on
day 24.

Conclusions: In light of these findings, xenograft oral
squamous cell carcinoma mouse model has been estab-
lished. This manuscript defines the key points of these ex-
periments and difficulties faced, all of which are expected
to be helpful for future studies. This experimental model is
expected to be beneficial in prospective studies that aim
to investigate current or novel therapeutic approaches.
Keywords: OSC-19, oral cancer, xenograft mouse model,
oral squamous cell carcinoma

GIRIS

Yass! hucreli karsinom (YHK) oral kavitede lokalize kan-
serler icinde %90'nin Uzerinde bir gérulme oraniyla en sik
gorulen kanser turuna olusturmaktadir.’2 Dil, agiz tabani,
sert ve yumusak damak, bukkal mukoza, retromolar alan,
vestibuler alan ve disetleri tumorun agiz icindeki yerle-
sim alanlandir. Bu alanlardan dil, YHK'nin oral bolgede
en sik goruldugu boélgeyi olusturmaktadir.® Dil YHK'nin
gelisiminde 6nceleri en 6nemli risk faktorleri arasinda ile-
ri yas, alkol, sigara ve betel cevizi (betel nut) tuketimi ile
erkek cinsiyet gosterilmis olsa da, son yillarda yapilan ca-
lismalarla alkol ve/veya sigara tuketmeyen daha genc ve
kadin hastalarda da tumorun goérulme oranlarinda artis
gozlendigi ortaya konmustur.* Bu durumda hastaligin et-
yopatogenezinde, insan papilloma virts (HPV) ve epstein
barr viris (EBV) gibi viral etiyolojik faktorlerin variginin
disinda, genetik degisimlerin de etkili olabilecegi belirtil-
migtir.5¢ Oral kanserlerin tanisinda, prekanseroz bir lezyon

ya da oral YHK, erken asamalarda elle ve gézle muayene
ile tespit edilebilmektedir, ancak hastaligin teshisinde
altin standart insizyonel biyopsidir.” Bunlara ek olarak er-
ken donemde vital doku boyama, firca biyopsisi, floresan
goruntuleme gibi ilave yontemler de hastalik teshisinde
kullanilmaktadir.® Oral kavite her ne kadar kolay gorulebi-
len bir alan olsa da, cogu kanser gec evrede teshis edil-
mektedir.® Hastaligin klinik olarak hangi evrede oldugunu
belirlemek icin en sik kullanilan sistem Amerikan Kanser
Ortak Komitesinin (American Joint Committee on Cancer
(AJJQ)) ilk olarak 1977 yilinda belirledigi ve 2016 yilin-
da®. baskisini yayinladigi “Tamor boyutu, etkilenmis Lenf
Nodulleri, Metastazi (TNM)” evreleme sistemidir.’® Her
kanser turunde oldugu gibi oral kavite kanserlerinde de,
erken teshis sayesinde, sag kalim oranlari artmaktadir. Bu
baglamda, hastaligin gtincel tedavisinde Ulusal Kapsam-
i Kanser Agi (National Comprehensive Cancer Network
(NCCN)), Avrupa Medikal Onkoloji Toplulugu (European
Society for Medical Oncology (ESMO)) gibi kuruluslarin
belirledigi tedavi yaklasimlar rehber alinmaktadir.’ Bu ki-
lavuzlar isiginda, erken evrelerde oral kavite kanserlerinin
tedavisi cerrahi rezeksiyon ya da radyoterapi ile saglanir-
ken, ileri evrede tespit edilen bu kanserler genellikle cer-
rahi, radyoterapi ve/veya kemoterapiden olusan kombine
yontemler ile tedavi edilmektedir.>''% Bununla birlikte,
guncel tedaviler kapsaminda, kematerapdtik ajanlara ge-
lisen direnci agsmak ve yine bu ajanlara bagli yan etkileri
azaltmak icin kombine ilag tedavisi ve adjuvan tedavi yon-
temlerinin gelistirilmesi de bulunmaktadir.’® Gerek guncel
tedavilerin gelistirilmesine, gerekse de kullanimda olan
ve yeni gelistirilen ilaclarin denenmesine yonelik hastalik
modellerinin olusturulmasi cok degerlidir.

Bu nedenle ¢alismamizin amaci, hastalik tedavisine des-
tek saglayacak ksenograft oral YHK fare modelinin gelisti-
rilmesi olmustur. Bu dogrultuda model, ortotopik fare mo-
deli temel alinarak, insan kaynakli dil kanser hucre hatti
olan OSC-19'un, immuin yetmezlikli (atimik) ¢iplak (nude)
farelerde oral tumorlerin primer olarak en sik géruldugu
alan olan dile enjekte edilmesiyle olusturulmustur.

GEREC VE YONTEM

Hdcre kaltard optimizasyonu

0OSC-19 hucre hattl Japonya’da bulunan “Japanese Col-
lection of Research Bioresources Cell Bank (JCRB)“tan
temin edilmigtir. Hucreler oldukga invaziv buyuyebilme
ozelliginden ve rejyonel lenf nodlarina spontan metastaz
yapabilme kabiliyetinin yuksek olmasindan dolayi ortoto-
pik fare modelinin olusturulmasinda tercih edilmistir.’6"
Uretici firmanin tavsiyeleri dikkate alinarak, hucreler 6n-
celikle 370C su banyosunda 5 dakika bekletilerek ¢ézun-
durulmus ve buyume medyumuna eklenmistir. Hlcrenin
optimal buyume ve prolifere olma yetenegini saglayan
buyume medyumu, %10 fetal bovin serum (Gibco, katalog
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no: 10270098 ) iceren L-Glutamin’li DMEM/F12 (Biosera,
katalog no: LM-D1222/500) ile 100 Gnite/mL penisilin ve
100ug/mL streptomisin iceren pen-strep (Gibco, katalog
no: 15140) inhtiva etmektedir. Hucreler ilk ¢ézanduraldu-
gunde 1 kez buyume medyumunda yikandiktan sonra
oda sicakliginda 120g'de 8 dakika santrifij edilmis ve
hucre sayimina tabi tutulmustur. Isik mikroskopu altinda
buyumesi takip edilen hucrelerin, medyum degisimleri
ekimden sonra 2. gunde gerceklestirilirken, pasajlama is-
lemleriise ekimi takiben 5. giinde gerceklestirilmistir. Huc-
re pasajlamalarinda tripsinizasyon éncesi buyume med-
yumundan arindirilmak i¢in hucreler 2 kez kalsiyum ve
magnezyumdan yoksun PBS (Gibco, katalog no: 70011)
ile yikanmis ve flask yuzeyinden kopmalari gug oldugun-
dan %0,25'lik tripsin (Biosera, katalog no: LM-T1720/100)
ile toplanmislardir. Hucreler éncelikle T-25 ve cogaldikca
T-75 flasklara (Thermo Scientific, katalog no: 156472) sira-
siyla yaklasik 80.000 hucre 5 mL medyum volumunde ve
yaklasik 250.000 hucre 12 mL volumunde ekilmislerdir.
Hucreler 370C ve %5 CO2 iceren inkubatorde buyutul-
muslerdir. Hucrelerin pasajlamalari sirasinda tum santrifyj
asamalari oda sicakliginda 1000 rpm’de 3 dakika olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, tum hucre sa-
yim iglemleri Vi-Cell Counter cihazi (Beckman Coulter, Inc.
Vi-CELL XR) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Hayvan bakimi ve barinma kosullari

Gerceklestirilen calismada hayvanlar Gzerine uygulana-
cak tum deneysel yaklasimlarda “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (www.nap.edu/catalog/5140.
html)” prensipleri dogrultusunda hayvan haklari ve refahi
korunmus ve Bogazici Universitesi Kurumsal Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu'nun 22.02.2018 tarihli toplantisin-
da, 12.01.2018 tarih ve kodlu proje olarak etik onay alin-
mistir. Yine benzer calismalardaki literatur bulgulari géz
onunde bulundurularak, ¢alismalarin 4-6 haftalik erkek
nude farelerde gerceklestirilmesi 6ngorulmastar.’® Bunun
icin farelerin rutin steril bakimlar Bogazigi Universitesi
Deneysel Hayvan Uretim ve Bakim Merkezi'nden (VIVA-
RIUM) hizmet alinarak saglanmistir. Kisaca, fareler HEPA
filtreli odalarda ve bireysel havalandirmali (individually
ventilated cage (IVC)) kafeslerde barindinlmistir. Altlik ola-
rak kokusuz, steril talas kullanilmistir. Yem olarak, farelerin
fizyolojik gereksinimlerine yonelik steril yem ile ad libitum
tarzda beslenme yapilmistir. Oda kosullari %40-70 nem,
havalandirma ve sicaklik degerleri 6zel bir otomasyon sis-
temi ile her gun kontrol edilmistir. Kafes, altlik ve ekipman-
lari otoklav ile sterilize edildikten sonra kullanilmigtir.
Ortotopik fare modeli olusturulmasi

Literatur bulgulari OSC-19 hucre hattinin nude farelerin
diline enjekte edilmesi suretiyle olusturulan ksenograft
ortotopik model i¢in 20.000 ile 2.000.000 arasinda de-
gisen hucre sayilarinin kullanildigini bildirmektedir.'8®
Bu sayilar degerlendirildiginde ¢alismamizda ortotopik
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fare modelinin olusturulmasi icin 2 nude farenin dillerine
200.000 veya 1.000.000 OSC-19 hucresi, 25ul’lik serum-
dan yoksun buyume medyumu icinde enjekte edilmistir.
islem %1-3 izofluran ile inhalasyon anestezisi altinda 0.5
ml insulin ignesi (BD medikal) kullanilarak hucrelerin dile
submukozal olarak implantasyonu ile gerceklestirilmigtir.

BULGULAR
Hdcrelerin optimizasyonu ve ¢ogdaltilmasi

OSC-19 hucreleri 1 ay sonunda yaklasik 8 pasajlama son-
rasinda saglikli géranume kavusarak ve invaziv buyime
ozelligini saglayarak 5 gunde 1 konfluent hale gelmisler-
dir (Sekil 1a ve b).

Sekil 1a. Saglikli 0SC-19 hucrelerinin gérantimi: 0SC-19 hiicre morfolojisi 1sik mikrosko-
punun 40X mercegi altindaki géruntuleri gosterilmektedir;

Sekil 1b. Saglikli 0SC-19 huicrelerinin géranumau: Yaklasik %100 konfliient halde saglikli
0SC-19 huicreleri1sik mikroskopunun 5X mercegi altindaki gorintuleri gosterilmektedir.

Hucrelerin pasajlanmalar asamasindaki ¢ogalmalan Vi-
cell counter (Beckman Coulter) cihazindaki canli htcre
sayimi ile tespit edilmistir. Buna gore, hucrelerdeki can-
llik ortalama %93’lere vardiginda fare modellemesine ge-
cilmistir (Sekil 1).

Nude farelerde ksenograft oral YHK fare modelinin olus-
turulmasi

Nude fareler uygun steril kosullarda en az 4 haftalik ola-
na kadar yetistirilmigtir. Ortotopik modelin olusturulmasi
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farelerin diline uygulanacak olan OSC-19 hucre sayilari 2
farede denenmis ve yalnizca 1.000.000 hucrenin enjekte
edildigi farenin dilinde tumor gelisimi 8. gunde gozlem-
lenmistir (Sekil 2).

Sekil 2a. Ortotopik fare modelinde timérin géranimia: 0SC-19 hucrelerinin dile enjeksi-
yonu asamasi gosterilmektedir;

Sekil 2b. Ortotopik fare modelinde timériin gériinimii: 1.000.000 OSC-19 hiicrenin dilde
olusturdugu tumor gosterilmektedir.

Bu gunden sonra tumor gelistiren fare takibe alinmistir. Bu
farede, dildeki tamoran solunum ve beslenmeyi engelle-
yecek buyukluge eristigi gun enjeksiyonun 24. gunu ola-
rak tespit edilmistir. Bu nedenle 24. gtinde fare sakrifiye
edilmigtir.

TARTISMA

Tekrarlayan ve/veya metastatik oral kavite kanserleri du-
stk prognozlu ve yuksek maliniteli kanserler grubunda-
dir. Erken tani kapsaminda hastalarin duzenli dis hekimi
ziyaretlerinde bulunmalari en 6nemli sarttir. Hastaligin
tedavisi ile tani ddnemine bagli olarak cerrahi girisim, rad-
yoterapi ve/veya kemoterapi yaklasimlarini icermektedir.
Ancak yine de sag kalim oranlar oldukg¢a dusuk olan oral
kavite kanserlerinin tedavisinin gelistirilmesinde hucre-
sel ve hayvan modelleri Gzerindeki yaklagimlar oldukca
onemlidir. Bu baglamda gerceklestirdigimiz calismada
ksenograft oral yassi hucreli karsinoma fare modeli, OSC-
19 hucre hattinin yardimi ve ortotopik fare modeli temel

alinarak gerceklestirilmigtir.

Japonya’dan temin edilen OSC-19 hucrelerinin yolculu-
gu esnasinda soguk zinciri bozularak elimize ulagtigini
dusunmekteyiz, cunkd bu hucreler yaklasik 1 ay suren
mesakkatli bir stre¢ dogrultusunda ancak saglikli yapila-
rina kavusmuslardir (Sekil 1). Bu surecte, tedarikgi firma
ve OSC-19 hucre hattini kullanmis uluslar arasi arastir-
macilarla gerceklestirdigimiz kisisel iletisimler bu hucre-
lerin cok kisa zamanda sayilarini arttirdiklari ve ortotopik
model icin uygun olduklarini belirtmistir. Oysa ki uygula-
mada 2 ay icinde 1.000.000 OSC-19 hucre sayisini elde
etmis bulunmaktayiz. Bu sUrecte deneyimimiz, kullanilan
medyumda FBS kadar l-glutaminin de OSC-19 hucrelerin-
de proliferatif aktiviteyi arttirdigini géstermistir. Bir diger
onemli unsurun da hacre kaltara icin muammele edilmis
(treated) ile muammele edilmemis (non-treated) flask kul-
lanimi arasindaki ayrimdir. Oyle ki; OSC-19 hucrelerinin
treated flasklarda daha etkin proliferatif etki gosterdigini
tecribe etmis bulunmaktayiz. Bu kapsamda, bu tip flask-
larda hidrofibik polistren yuzeylerin kimyasal muameleler-
le negatif yuklerini arttirarak hidrofilik olmalar saglanmis-
tir. Bu da yapisan hucrelerin daha kolay sekilde yuzeye
tutunmalarini saglayarak buyumelerine destek vermek-
tedir.?° Buna ek olarak, OSC-19 hucreleri kultar ortamin-
da tripsinizasyona kuvvetli diren¢c gostererek, yuksek
invaziv kapasitesini dogrulamigtir. Bu nedenle hucreleri
flasklardan kaldinp toplamak amaciyla %0,25'lik tripsin
kullanilmis ve tedarik¢i firma hucrelerin 5 dakikalik tripsin
inkUbasyonunun yeterli olmasi gerektigini bildirirken, biz
10 dakikalik bir stre sonunda hucrelerin yaklasik %90'ini
kaldirabilmisizdir. Bu 10 dakikalik surenin 5-6 dakikasinda
hucreler 370C’lik inkubatérde beklemis, geri kalan sure-
de ise hafif sarsilmak suretiyle yuzeyden kopmalari 151k
mikroskopu altinda takip edilmistir. OSC-19 hucrelerinin
kulturande tripsinizasyon bu nedenlerden dolayi en can
aliciasamayi olusturmaktadir ve bu hucrelerin manipulas-
yonuna iligkin incelikler literatirde bulunmamaktadir.
Hucre kaltart optimizasyonlarini takiben in vivo model-
lemeye gecis de gergeklestirilen calismanin ikinci zor ba-
samagini olusturmaktadir, cunku literatirde ayni hucre
hatti ve fare tart kullanimi igin farkli sayilarda hacre kul-
lanimiyla modellemenin gerceklestirildigi bildirilmigtir. Bu
dogrultuda en az sayida hayvan kullanimi ile dilde tumor
gelistirmeye yetecek miktarda hucre sayisinin tespit edil-
mesi, ¢calismamizdaki en énemli kriterlerden birini olus-
turmaktaydi. Bu baglamda, baslangic olarak 200.000 ve
1.000.000 OSC-19 hucresi denenerek, literatrde verilen
2 ayni ug hucre sayilar temsil edilmistir. Strpriz bir sekilde
yalnizca 1.000.000 OSC-19 hucresi verilen farenin dilin-
de tumor gozlemlenmis ve bu fare takibe alinmistir. Calis-
mamizin 24. gununde farenin dilindeki tumorin hayvan
refahini engelleyecek boyuta erismesinin tespitinin de ge-
lecek calismalarin sure kisitlamasini belirlemesi acisindan
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degerli oldugunu dusunmekteyiz.

SONUC

Bu bulgular 1siginda, gerceklestirdigimiz calismanin ana
amaci insan dil kanser hucre hatti OSC-19 kullanilarak
ksenograft oral YHK fare modelinin gelistirilmesi ve bu
surecte karsilastigimiz zorluklarin paylasilarak ileriki calis-
malarda daha hizli hedefe ulasilmasina destek saglamak
olmustur. Olusturdugumuz bu oral kanser fare modelinin
ileriki calismalarda guncel ya da yeni tedavi yaklagimla-
rinin denenebilecegi faydali bir model olacagini dusun-
mekteyiz.
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