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J:NU Farelerde HEPG2 Kaynakli Ortotopik Modelleme
Zorluklar: Dusuk Engraftman Potansiyeline Dair Deneysel
Kanitlar

Hepatoblastoma (HB), cocukluk ¢aginin en sik gorulen karaciger malignitesidir. Klinik ilerlemelere
ragmen, yuksek riskli hastalarda koti seyreden prognoz, hastaligi dogru yansitan preklinik
modellerin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu ¢alisma yaygin kullanilan HepG2 hiicre hattinin,
biyoluminesans goéruntiileme destekli bir ortotopik fare modelindeki timér olugturma kapasitesini ve
guvenilirligini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Lentiviral yontemle modifiye edilen HepG2-Luc
hucreleri farkli dozlar (2.5-3 milyon) ve Matrijel varligina gére (+/-) gruplandirilan atimik g¢iplak
farelerin karacigerine enjekte edilmistir. Timor gelisimi 6 hafta boyunca VIS sistemiyle izlenmis ve
deney sonunda histopatolojik dogrulamalar yapilmigtir. in vitro analizler, HepG2-Luc hiicrelerinin
parental hiicrelere gore yaklasik 3500 kat daha guglu sinyal Urettidini dogrulamistir. Ancak in vivo
ortamda toplam timor tutulum sinirli seviyede kalmistir. Histopatolojik olarak timér odagi, 3 milyon
(+) grubunun %20’sinde ve 2.5 milyon (-) grubunun %16.7’sinde saptanmigtir. Matrijel kullaniminin
tutulum Gzerinde anlamli bir etkisi gbzlenmemigstir. Bazi deneklerde radyometrik sinyal alinmasina
ragmen dokuda kitle bulunamamasi, hiicrelerin mikro-odaklar halinde dagilmasi veya peritonal
sizinti ile iligkilendirilmistir. Sonuglar, HepG2 hiicrelerinin J:NU farelerinde dusik timorijenik
potansiyele sahip oldugunu literatiirde ilk defa gdstermektedir. Karaciger kanseri arastirmalar igin
Huh-6, Huh 7 veya Hep 3B gibi daha agresif hiicre hatlarinin veya ileri derece immun yetmezIikli fare
modellerinin tercih edilmesi daha verimli bir yaklagim olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoblastoma, ortotopik fare modeli, biyoliiminesans gorintiileme, timérijenisite

Challenges of HEPG2-Derived Orthotopic Modeling in J:NU Mice: Experimental
Evidence of Low Engraftment Potential

Hepatoblastoma (HB) is the most common liver malignancy observed in childhood. In spite of the
clinical advancements, the poor prognosis in high-risk patients dictates the development of preclinical
models that precisely reflect the disease. This study seeks to evaluate the tumorigenic capacity and
reliability of the extensively used HepG2 cell line in a bioluminescence imaging-supported orthotopic
mouse model. Lentivirally engineered HepG2-Luc cells were injected into the livers of athymic nude
mice which were grouped based on cell dosage (2.5-3.0 million) with or without Matrigel (+/-). Tumor
development was monitored for 6 weeks using the 1VIS system, and histopathological confirmation
was performed at the end of the experiment. In vitro analyses confirmed that HepG2-Luc cells
produced approximately 3500-fold stronger signals than the parental cells. However, overall tumor
engraftment remained limited in vivo. Histopathological examination identified tumor foci in 20% of
the 3 million (+) group and 16.7% of the 2.5 million (=) group. Matrigel supplementation did not
significantly affect engraftment rates. In some animals, detectable radiometric signals were recorded
despite the absence of a tissue mass, which was attributed to the dispersion of cells as microscopic
foci and/or peritoneal leakage. The results demonstrate, for the first time in the literature, that HepG2
cells have low tumorigenic potential in J:NU mice. For liver cancer research, using more aggressive
cell lines such as Huh-6, Huh-7, Hep-3B or employing more profoundly immunodeficient mouse
strains, may represent a more efficient approach.

Key Words: Hepatoblastoma, orthotopic mouse model, bioluminescence imaging, tumorigenicity

Girig

Karaciger kanseri kiiresel bir saglk sorunu olmaya devam etmekle beraber goriiime
sikhg1 dinya c¢apinda artmaktadir. Kuresel epidemiyolojik veriler incelendiginde,
karaciger malignitelerinin kansere bagli élimler arasinda Ust siralarda yer aldigi ve
insidansinin cografi, etiyolojik ve demografik degiskenlere gore ciddi farkhliklar gosterdigi
gorilmektedir (1). Primer karaciger karsinomlari, histolojik kokenlerine gore temelde iki
ana kategoriye ayrilir. Karaciger parankimal hiicrelerinden tiireyen ve kiresel olarak en
yaygin malignite olan Hepatosellller Karsinoma (HK) ve safra kanali epitel hiicrelerinden
(Kolanjiyositler) tiireyen Kolanjiyokarsinoma/intrahepatik Kolanjiyokarsinoma (2). Bu
histolojik ayrim ile beraber Hepatoblastoma (HB) ise pediatrik populasyonda gorilen en
yaygin primer karaciger malignitesidir ve embriyonik kdkenli hiicrelerden (hepatoblastlar)
tiremesi nedeniyle kendine 6zgl bir timdr alt tipidir (3). Hepatoblastom (HB), ¢ocukluk
¢agl karaciger malignitelerinin yaklagik Ugcte ikisini olugturan ve embriyonal koékenli
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olmasiyla karakterize edilen nadir fakat klinik agidan kritik
bir neoplazmdir (4). Klinik yonetimdeki ilerlemeler;
Ozellikle sisplatin + doksorubisin iceren neoadjuvan
kemoterapinin  gecikmis/definitif cerrahi rezeksiyon
(gerektiginde  transplantasyon) ile  kombinasyonu
sayesinde, risk grubuna bagl olarak hepatoblastomda
genel sag kalimi yaklasik %65—95 aralidina yikseltmistir
(5). Ancak bu iyilesme, hasta populasyonunun tamamina
homojen bir sekilde yansimamaktadir. Ozellikle tani
aninda uzak metastazi olan, vaskduler invazyon gdsteren
veya tedavi sonrasi niks gelisen yuksek riskli hasta
grubunda prognoz hala kétudur ve bes yillik sagkalim
oranlari %40 dizeylerinde seyretmektedir (6, 7). Ancak
hepatoblastoma arastirmalari, uygun model eksikligi ve
mevcut modellerin standardizasyon sorunlari nedeniyle
yavas ilerlemektedir. Deney hayvani modelleri,
hepatoblastoma (HB) dahil solid timdrlerde timor
biyolojisi, buyime kinetigi ve tedavi yanitinin kontrollu
kosullarda incelenmesini amaclar. Ozellikle ortotopik
yerlesimli modellerin, subkutan modellere kiyasla
timorin doku mikrogevresi ve histopatolojik dzelliklerini
daha iyi yansitabilmesi nedeniyle translasyonel agidan
Ustln olabilecegi bildirilmektedir (8). Bununla birlikte HB
alaninda, hastaligin  biyolojik heterojenitesini ve
metastatik kapasitesini butlinuyle yakalayan modellerin
sinirll oldugu ve bu durumun preklinik sonuglarin
gulvenilirligini/karsilastinlabilirligini etkiledigi
vurgulanmaktadir. Ortotopik timérler, subkutan timdrlere
kiyasla daha yuksek vaskularizasyon gosterir ve klinik
timorlere benzer gen ekspresyon profilleri (6rnegin [3-
katenin, Glypican-3, AFP) sergiler (9). Preklinik
hepatoblastoma galismalarinin temel tasi olan HepG2
hicre hatti, literatirde hem kimligi hem dein
vivo davraniglari  agisindan  6nemli  tartismalarin
odagindadir. Bu tartismalar, modelin gecerliligini
(validasyonunu) ve elde edilen verilerin yorumlanmasini
dogrudan etkilemektedir. HepG2 hicre hatti, 1979 yilinda
Aden ve ark. (10) tarafindan tanimlanmis ve koken aldigi
karaciger timori uzun yillar hepatoselliler karsinom
olarak raporlanmistir. Daha sonra yapilan histopatolojik
yeniden inceleme ve genetik/molekiler karakterizasyon
(6rn. HB ile uyumlu kromozomal anomaliler, CTNNB1/B-
katenin exon 3 delesyonu ve Wnt/B-katenin aktivasyonu)
bulgulari, HepG2'nin hepatoblastom kdkeni ile daha
uyumlu oldugunu goéstermigtir (11).

HepG2'nin metabolik profilinin HCC ile 6rtistigini
ve Hepatoblastoma tiirevi yerine Hepatoselliler Karsinom
olarak siniflandinimaya devam edilmesi gerektigini
savunan calismalar mevcuttur (12, 13). Bu calisma,
HepG2 hicrelerinin  ortotopik  karaciger timori
olusturmadaki timdér baslatma kapasitesinin  ve
tekrarlanabilirliginin  sinirfli oldugu ydnundeki literatir
bulgularini  dikkate alarak, HepG2'nin  preklinik
hepatoblastoma arastirmalarinda  kullanilabilir  bir
ortotopik model saglayip saglamadigini degerlendirmeyi
amaglamaktadir. Bu kapsamda HepG2'nin uygunlugu; (i)
in vivo buyime dinamigi ve géruntileme ile izlenebilirlik,
(ii) timdr dokusunun histopatolojik ve imminfenotipik
dogrulamasi ve (iii) aym kosullarda uygulanan
teknik/biyolojik iyilestirmelerin (6rnegin; ECM destegi,
hiicre dozu) tutulum UGzerindeki etkisi Gzerinden analiz
edilmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu ¢alisma igin Yeditepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
2025-28 protokol numarasiyla etik onay alinmistir.

Hucre Kultard: Calismada kullanilan insan
hepatoblastoma hiicre hatti HepG2, American Type
Culture Collection'dan (ATCC, Manassas, VA, ABD;
Katalog No: HB-8065) temin edilmistir. Hicreler, yluksek
glikoz (4.5 g/L) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) besiyeri igerisinde kultiire edilmistir.
Besiyeri, hucre proliferasyonunu  ve  canlhhgmni
desteklemek amaciyla %10 fetal sigir serumu (FBS)
ve %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi ile desteklenmistir.
Hucrelerin inkiibasyonu 37°C sicaklikta %5 CO:2 igeren
nemlendirilmis bir ortamda gergeklestiriimistir.

Lusiferaz Genini ifade Eden Stabil HepG2
Hattinin Olusturulmasi: Timoér gelisiminin in  vivo
ortamda boylamsal olarak izlenebilmesi amaciyla HepG2
hicreleri ates bdcegi lusiferazi ifade edecek sekilde
genetik olarak modifiye edilmistir. Hucreler Lenti-
luciferase-P2A-Neo (Addgene, plazmid no: 105621)
plazmidini tasiyan lentiviral partikiller ile enfekte
edilmistir. Viral enfeksiyonun ardindan plazmidi basariyla
genomuna entegre eden stabil hicrelerin segimi igin
besiyerine 1 mg/mL konsantrasyonunda G418 Siilfat
secici antibiyotigi eklenmistir. Seleksiyon sonrasi elde
edilen stabil hiicre hattinda lusiferaz aktivitesi, Luciferase
Assay System (Promega, ABD; Kat. No: E1500)
kullanilarak in vitro ortamda dogrulanmigtir.

Ortotopik Ksenograft Farelerin Olusturulmasi:
Bu calismada, 6 ila 8 haftalik outbred atimik giplak erkek
fareler (J:NU, #007850, The Jackson Laboratory, ABD)
kullaniimigtir. Lusiferaz eksprese eden HepG2 hiicreleri
farelerin  karacigerlerine ortotopik olarak enjekte
edilmistir. Calisma kapsaminda farkli hiicre dozlarinin ve
matrijel varliginin timér indiksiyonu tzerindeki etkilerini
incelemek amaciyla bes ana grup olusturulmustur.
Deney, baslangic asamasi ve bir hafta sonra eklenen
Telafi Grubu olmak Uzere iki asamada strdirdlmustur
(Tablo 1). Hiicreler, belirtilen dozlarda (2.5 ya da 3 milyon)
toplam 30 pL hacimde PBS veya PBS-Matrijel karigimi
icerisinde hazirlanmis ve cerrahi operasyonla dogrudan
farelerin karacigerinin sol lobuna enjekte edilmistir.

Tablo 1. Gruplarin dagilimi ve kullanilan fare sayilar

Gru Hiicre ik Telafi oo

KOdFl)J Dozu Matrijel ~ Grup  Grubu I(On)
(x10°) (n) ()

M+ 2.5 25 Var 5 1 6

M- 2.5 25 Yok 2 4 6

M+ 3.0 3.0 Var 4 1 5

M- 3.0 3.0 Yok 3 2 5

Kontrol

(Hucre

icermeyen 0 Var 5 1 6

PBS-

Matrijel)
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Cilt: 40, Sayr: 2

implante Edilen Hiicrelerin Takibi: Implante edilen
lusiferaz ifade eden HepG2 hicrelerinin karacigerdeki
yerlesimi, canliigi ve proliferasyonu, IVIS (In Vivo
Imaging System) sistemi ile enjeksiyondan 3 hafta sonra
baslanarak 6 hafta boyunca haftalik olarak takip edilmistir.
Biyoliiminesans sinyallerinin tespiti sirasinda emisyon
filtresi agik ve eksitasyon filtresi bloklanmis konumda
tutulmustur. Goérintileme hassasiyetini optimize etmek
amaciyla binning degeri 8 (High Sensitivity - HS), goris
alani (Field of View - FOV) 10 ve diyafram agikhgi /1
olarak sabitlenmigtir. Her bir gortntileme seansinda
sinyal kaydi 60 saniyelik pozlama siresi ile
gerceklestiriimistir. Sinyal doygunlugunu o6nlemek ve
verilerin dogrulugunu korumak icin tum d&lcimlerde bu
parametreler korunmustur. Gorintllerin elde edilme
siirecinde Andor iKon (IS1629N7008) kamera sistemi
kullanilmigtir. Veri toplama, gorsellestirme ve kumdlatif
analiz iglemleri Living Image (Surim 4.8.2) yazilimi
aracihgiyla yirutiimastar. Gortntileme Oncesinde her
fareye 150 mg/kg dozunda D-Luciferin substrat
intraperitonal  (i.p.) olarak enjekte edilmis ve
enjeksiyondan 15 dakika sonra %2 izofloran gazi ile
anestezi altinda ¢ekimler yapiimistir.

Histopatolojik Degerlendirme: Deney
hayvanlarinin  sakrifikasyonunu takiben elde edilen
karaciger doku 6rnekleri yapisal bitinligin korunmasi
amaciyla %10 nétral tamponlu formalin soliisyonunda
fikse edilmigtir. Fiksasyon islemi sonrasinda dokular
standart histolojik doku takip protokollerine uygun olarak
artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilmistir.
Ardindan ksilen ile seffaflandirma islemi uygulanmis ve
parafin ile infiltrasyonun ardindan parafin bloklar haline
getirilmistir. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom
kullanilarak 5 pm kalinhdinda seri kesitler alinmigtir.
Kesitler, genel doku morfolojisinin ve timoér odaklarinin
degerlendiriimesi amaciyla hematoksilen-eozin (H&E)
yontemi ile boyanarak 11k mikroskobunda incelenmisgtir.

Orneklem Biiyiikliigiiniin  Belirlenmesi ve
istatistiki Analiz: Bu galismada, hiicre dozu ve matrijel
varliginin ana ve kombinasyon etkilerini istatistiksel
olarak test etmek Uzere 2x2 faktoriyel tasarim
kurgulanmistir.  Orneklem  biyikligi 3R ilkeleri
gozetilerek hayvan sayisini minimize etmek amaciyla
tasiyici kontrol grubu dahil toplam 5 gruptan olusan deney
plani icin GPower yaziliminda (3.1.9.4), ana etkilerin ve
faktorler arasi etkilesimlerin degerlendirildigi sabit etkili
Varyans Analizi (ANOVA) temel alinarak A priori glic
analizi ile hesaplanmistir. istatistiksel giiciin en az %80
(Power=0.80) ve a=0.05 anlamlilik dizeyinde oldugu,
biylk bir etki blyUklGgu (n?=0.24) hedeflenerek
hesaplanan toplam 28 adet farenin bu tasarim icin yeterli
olacagi saptanmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen sayisal verilerin
analizi ve gorsellestiriimesi GraphPad Prism (Deneme
Sirimu 10.6.1.892) ile R istatistiksel yazilim ortaminda
(v4.5.1) tidyverse paket ailesi kullanilarak
gerceklestiriimistir (14, 15). In vitro lusiferaz aktivite
verileri, teknik varyasyonlari ortadan kaldirmak amaciyla
modifiye edilmemis kontrol grubu (HepG2) ortalamasina
normalize edilmistir. Normalize edilen veriler, biyolojik
sinyallerin genis dinamik araligini stabilize etmek ve

J:NU Farelerde HEPG2 Kaynakl Ortotopik Modelleme ...

Haziran 2026

varyans homojenligini saglamak amaciyla y=Log(Y)
formilli ile logaritmik olarak transforme edilmistir.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile, varyanslarin homojenligi (esitligi) ise F-testi ile kontrol
edilmistir. iki grup arasindaki farklar, transforme edilmis
veriler izerinden Bagimsiz Orneklem t-testi (iki kuyruklu)
kullanilarak  analiz  edilmigtir.  IVIS  g0Ortntileme
sisteminden elde edilen toplam sayim degerleri 6 haftalik
Olcim silresince sabit tutulan 60 saniyelik pozlama
suresine  bolinerek  hesaplanmigtir.  Her  dlgim
noktasinda kontrol grubuna ait arka plan sinyalleri
cikanlmigtir. Her bir denegin 6 haftalik kimdlatif
biyoliminesans yukinu belirlemek amaciyla, zaman-
sinyal grafigi Uzerinden Egri Altinda Kalan Alan
(EAA/AUC) degerleri trapezoidal ydntem kullanilarak
hesaplanmigtir. Tum analizlerde p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir. Veriler
grafiklerde ortalama * standart hata (SEM) olarak ifade
edilmigtir.

Bulgular

Lusiferaz Eksprese Eden HepG2 Hiicre Hattinin
in Vitro Karakterizasyonu: In vivo ortotopik modelin
basarisi enjekte edilen timor hicrelerinin izlenebilir
diizeyde ve stabil biyoliminesans sinyali Uretmesine
baglidir. Bu amagla lentiviral transdiksiyon ve G418
seleksiyonu sonrasi elde edilen HepG2-Luc hiicrelerinin
lusiferaz enzim aktivitesi modifiye edilmemis parental
HepG2 hicreleri (kontrol grubu) ile karsilastiriimigtir.
istatistiksel analiz sonucunda, HepG2-Luc hiicrelerinin
kontrol grubuna kiyasla ~3.5 log birimi (yaklasik 3500 kat)
daha ylksek biyoliminesans aktivitesi sergiledigi
saptanmistir (Sekil 1). Bagimsiz 6rneklem t-testi ile
yapilan degerlendirmede iki grup arasindaki bu farkin
istatistiksel olarak anlamh  oldugu belirlenmistir
(p=6.407x107). Bu bulgular olusturulan stabil hicre
hattinin in vivo boylamsal takip ¢alismalari icin yeterli ve
glgli  bir sinyal kapasitesine sahip oldugunu
dogrulamaktadir.

*kkk

|

w £
1 1

Normalize Lusiferaz Aktivitesi
[\ %]
1

Hiicre Hatlan

Sekil 1. Stabil HepG2-Luc hiicre hattinin in vitro lusiferaz
aktivitesinin dogrulanmasi. Grafik, parental HepG2 (kontrol) ve
lusiferaz ile transdiikte edilmis HepG2-Luc hicrelerinin
normalize edilmis ve Log10 donustirilmuis biyoliminesans
sinyallerini gostermektedir.
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SUMER E. ve Ark.

Boylamsal Biyoliiminesans Sinyal Kinetigi ve
Heterojen Timoér Gelisiminin Degerlendirilmesi:
Ortotopik HepG2 enjeksiyonu yapilan farelerde tumor
gelisimi hucrelerin enjeksiyonunun 3 hafta sonrasinda
baslanarak 6 hafta boyunca haftalik olarak VIS
géruntileme sistemi ile takip edilmigtir. Her bir deney
grubundan secilen temsili farelere ait 1, 3 ve 6.
haftalardaki boylamsal biyoliminesans gorintileri Sekil
2'de sunulmustur. VIS gorintileme sisteminden elde
edilen veriler, ligi Alani (ROIl) élgiimleri ile sayisal hale
getirilerek  her bir denegin 6 haftalik sinyal
yorungesi/gidisati analiz edilmistir. Farkl hiicre dozlari ve
matrijel varliginin sinyal kinetigi Uzerindeki etkileri
incelendiginde, gruplar arasinda heterojen bir dagihm
g6zlemlenmistir (Sekil 3).

3(+) grubunda 2 farenin (kirmizi hat) sinyal
siddetinin 2. haftadan itibaren istikrarl bir artis gosterdigi
ve 6. haftada pik seviyeye ulastigi belilenmis olup
timorun varligr yalnizca kirmizi ile gosterilen tek bir
farede histopatolojik degerlendirmeler sonucunda
dogrulanabilmistir. 2.5(-) grubunda da benzer sekilde bir
farenin (kirmizi hat) sinyal seviyesinin diger grup
Uyelerinden belirgin sekilde ayrisarak 5. haftada
maksimum seviyeye (2000+sayim/sn) ulastig
saptanmistir. Yine histolojik degerlendirmeler isi§inda

Matrijel 3(-) 3(+)

1t
]t

6.Hafta

v
.
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2.5(-) grubunda vyalnizca bir farede timor tespit
edilebilmigtir.  Diger  gruplardaki  farelerin  blyuk
¢ogunlugunda sinyal siddetinin zamanla bazal seviyeye
indigi veya spesifik olmayan dustk genlikli dalgalanmalar
sergiledigi goérulmustir. Sinyal artisi gdzlenen kirmizi ile
isaretli bu iki fare, ayni zamanda doku kesitlerinde timor
odag! saptanan farelerdir.

Biyoliminesans sinyalinin zaman igerisindeki
dedisim  kinetigini ve buydkluguni es zamanh
degerlendirmek amaciyla veriler polar koordinat
sisteminde gorsellestiriimistir (Sekil 4). Bu godsterimde,
grafiklerin merkezi "0" sinyal noktasini (sinyalin yoklugu),
dis ceperler ise artan sinyal yogunlugunu temsil
etmektedir. Zaman degiskeni (1.-6. Haftalar) ise dairesel
eksende saat yoninde ilerlemektedir. 3(+) ve 2.5(-)
gruplarinda histopatolojik olarak dogrulanan tumérli
farelere ait sinyal yoriingelerinin (kirmizi gizgiler), haftalar
ilerledikce merkezden disariya dogru genisleyen bir spiral
¢izdigi gorilmektedir. Bu disa acilma hareketi, tumor
yukinitn kiimdlatif artisini gérsel olarak dogrulamaktadir.
Buna karsin timér gelisiminin  gbézlenmedigi diger
farelerde sinyal yoringeleri merkeze (orijin noktasina)
cakili kalmis veya merkeze yakin dar bir alanda sinirl
dalgalanmalar gdéstermigtir.

2.5(-)

A
A

2.5(+)

;

Sekil 2. Farkli deney gruplarindaki ortotopik timér gelisiminin in vivo biyoliminesans goriintileme (1VIS) ile takibi. Panelde, her bir
deney grubunu ve 6 haftalik 6lgim surecinin basini, ortasini ve sonunu temsil eden boylamsal goruntiler yer almaktadir. Goruntiler
karaciger bolgesindeki lusiferaz aktivitesini yansitan biyoliminesans sinyallerini gostermektedir. Renk skalasi foton sayisini ifade
etmektedir. Kirmizi renk yiksek sinyal yogunlugunu, mavi renk ise disik sinyal yogunlugunu belirtmektedir.

162
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Sekil 3. Deney gruplarindaki bireysel farelerin 6 haftalik biyoliminesans sinyal degisimleri. Grafikler, dort farkli deney grubundaki her
bir farenin "Haftalar" (X-ekseni) boyunca &lcllen biyoliminesans sinyal siddetini (Y-ekseni, Sayim/sn) géstermektedir. Kirmizi gizgiler
zamanla sinyal siddeti artan ve timor gelisiminin strdigu patoloji ile dogrulanan basarili modelleri temsil etmektedir. Siyah cizgiler
sinyalin zamanla kayboldugu (regresyon) veya hi¢ olusmadigi fareleri temsil eder. Disik sinyal degisimlerinin gorllebilmesi amaciyla
Y-ekseni Olgekleri her grup igin verinin araligina gore (bagimsiz olarak) ayarlanmistir. 6 haftalik 6lcim boyunca sayim/sn degeri O olan
farelerin hepsi gosterim kolayligi agisindan tek bir ¢izgi ile sunulmustur.
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Sekil 4. Biyoliminesans sinyal yogunlugunun zamana bagli degisimini gosteren polar (radar) grafikler. Her bir deney grubu igin
olusturulan grafiklerde dairesel eksen (1-6 arasi numaralar) implantasyon sonrasi haftalar; radyal eksen (merkezden disa dogru) ise
oOlgulen sinyal siddetini (Sayim/sn) temsil etmektedir.

Egri Altinda Kalan Alan (EAA/AUC) Analizi ile karsilagtirmak amaciyla her bir fare igin Egri Altinda Kalan
Kumulatif Tiimor Yiikiinin Kargilagtirnimasi: Deney Alan (EAA/AUC) degerleri hesaplanmigtir. Toplam
suresince (1-6. Haftalar) elde edilen boylamsal sayim/sn Uzerinden yapilan bu hesaplama, anlik
biyoliminesans  sinyallerinin  toplam  buyukliguni Olcimlerden ziyade sirecin butinindeki toplam timor
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yiikiinii yansitmaktadir (Sekil 5). Ozellikle 2.5(-) ve 3(+)
gruplarinda ortalama EAA degerlerinin diger gruplara
gore sayisal olarak daha ylksek oldugu ancak standart
hatalarin biyidk oldugu goéridlmustir. Bu durum, ilgili
gruplarda timor gelistiren tekil farelerin (ylksek sinyal) ve
gelistirmeyen  farelerin  (sifir sinyal) bir arada
bulunmasindan kaynaklanan yiksek heterojeniteyi
dogrulamaktadir. 2.5(+) grubunda yiksek EAA degerine
sahip tekil bir fare olmakla beraber bu farede tumér tespit
edilememisgtir.

Histopatolojik Degerlendirme ve  Tiimor
Morfolojisi: Mikroskobik analizler sonucunda 3(+)
grubundaki 5 fareden 1'inde (%20) ve 2.5(-) grubundaki 6
fareden 1'inde (%16.7) karaciger parankimi igerisinde
timor odagi tespit edilmistir (Tablo 2). Tumor gelisimi
saptanan olgularin H&E ile boyanan karaciger kesitlerinin
Isik mikroskobik incelemesinde; normal karaciger dokusu
icerisinde sinirlar secilebilen, solid tabakalar ve diizensiz
adalar olusturan malign tumoéral hiicre proliferasyonu
izlenmigtir (Sekil 6). Tumoér morfolojisi hucresel duzeyde
incelendiginde hucrelerin  koyu eozinofilik boyanma
gOsteren orta geniglikte sitoplazmalara, hiperkromatik
pleomorfik nukleuslara ve belirgin nukleollere sahip
oldugu gérilmuastar. Ayrica timéral alanlarda mitotik
aktivitenin arttigi ve yer yer atipik mitozlarin varligi dikkat
cekmistir.
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EAA (Toplam BLI Yuku)

Gruplar
Sekil 5. Deney gruplarinin kiimilatif potansiyel timoér yukini
gosteren EAA (Egri Altinda Kalan Alan) analizi. Grafik, 6 haftalik
toplam biyoliminesans sayiminin EAA degerlerini
gostermektedir. Her bir nokta bireysel bir fareyi temsil etmektedir.

Sekil 6. H&E ile boyanmis karaciger kesitinde solid paternli
malign timoral alanlar ve artmis mitotik aktivite izZlenmektedir.
Oklar mitozlari géstermektedir.
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Tablo 2. Ortotopik HepG2 Enjeksiyonu sonrasi
histopatolojik olarak dogrulanan timér tutulum oranlari.
Toplam TUmor Tuot:Jalglm
Deney Grubu Denek Sayisi Gelisen Take
(n)* (n) o

2.5(+) 6 0 %0
2.5(-) 6 1 %16.7
3(+) 5 1 %20
3() 5 0 %0
F;gtsrlol\lllatrijel) 6 0 -
TOPLAM 28 2 %7.1

*Sayilar, ana deney grubu ve 1 hafta sonra eklenen telafi grubu
farelerinin toplamini ifade etmektedir.

Tartisma

Bu calismanin temel amaci, karaciger kanseri
arastirmalarinda yeni terapdtik ajanlarin etkinliginin
degerlendirilmesi igin kullanilabilecek biyoliminesans
gorintileme teknolojisi ile boylamsal olarak takip
edilebilen bir ortotopik HepG2 hepatoblastoma modelinin
olusturulabilirligini degerlendirmektir. in vitro agamada,
lentiviral transdiksiyon ile gelistirilen HepG2-Luc hiicre
hattinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
(~3.5 log birimi artig) ve stabil bir liminesans sinyali
Urettigi dogrulanmistir (p=6.407x1077).

Calismanin in vivo gorintileme asamasinda,
Ozellikle 2.5(+) ve 3(+) gruplarindaki bazi farelerde belirli
zaman noktalarinda liminesans sinyali tespit edilmesine
ragmen deneyin sonlandiriimasinin ardindan yapilan
histopatolojik incelemelerde tumor dokusuna
rastianmamigtir. Radyometrik veriler ile histopatolojik
bulgular arasindaki bu uyumsuzluk birkag temel biyolojik
ve teknik faktérle agiklanabilir. ik olarak, biyoliiminesans
goOruntileme teknolojisi canli hiicrelerin metabolik
aktivitesine dayali son derece hassas bir yontemdir ve
¢cok dislk sayida canli hucre kimesini dahi tespit edebilir
(16). Enjekte edilen hiicrelerin solid bir kitle olugturmak
yerine karaciger parankimi igerisinde mikro-odaklar
halinde dagilmasi veya histolojik kesit diizleminin disinda
kalan milimetrik boyutlarda kalmasi sinyal alinan
farelerde dokunun negatif olarak raporlanmasina neden
olabilecegi dustnilmektedir. Ya da enjeksiyon hattindan
batin bogluguna sizan az sayidaki hicre periton sivisi
icinde canhhdini koruyarak 1VIS goriintlilemede karaciger
bolgesi de dahil olmak tzere sinyal verebilmekte ancak
dokuya invaze olmadiklari icin organin histopatolojik
incelemesinde tespit edilememektedir (17, 18). Sonug
olarak bu gézlem timdr yikinin kesin tanisi igin sadece
radyometrik verilerin yeterli olmadigini, sinyal varliginin
canli hicreye isaret ettigini ancak timoér varliginin
mutlaka histopatolojik olarak dogrulanmasi gerektigini bir
kez daha ortaya koymaktadir.

Dlsuk engraftman orani literatirde HepG2 hiicre
hattinin in vivo timoér olusturma kapasitesi Uzerine
suregelen tartismali verilerle o6rtismektedir (19-22).
HepG2 hicreleri, iyi diferansiye morfolojileri ve disik
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metastatik potansiyelleri nedeniyle in vitro ¢aligsmalar igin
standart bir model kabul edilse de in vivo ksenograft
modellerinde degisken ve genellikle disik timor
olusturma basarisina sahip oldugu cesitli arastirmacilar
tarafindan rapor edilmigtir (23, 24). Bu baglamda
calismadan elde edilen bulgular, HepG2 kaynakh
ortotopik modellerin  kurulumundaki dogal zorluklari
deneysel olarak dogrulamaktadir. Calismada matrijel
kullanimi timdr tutulum oranlarinda veya timaor bayime
kinetiginde bir artis saglayamamigtir.  Literatlirde
matrijelin buyime faktorleri agisindan zengin igerigi
sayesinde tumér mikrogevresini  destekledigi ve
engraftman basarisini artirdidi bilinse de bu etkinin hiicre
hattinin igsel invazyon kapasitesine siki sikiya bagli
oldugu gorilmektedir (25, 26). HepG2 hiicre hattinin in
Vivo modellerdeki davranigi Uzerine yapilan
karsilastirmali ¢calismalar, bu hicrelerin yuksek oranda
diferansiye epitelyal fenotipe sahip oldugunu ve E-
kadherin ekspresyonunun yuksekligi nedeniyle hiicre-
hicre yapisikhdinin korunup dokuya invaze olma
yeteneginin kisitlandigini goOstermektedir (27).
Bulgularimizdaki diisiik tutulum orani HepG2 hiicrelerinin
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