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Mesane kanserlerinde deneysel

hayvan modelleri

Experimental animal models for bladder cancer
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OZET

Mesane timorleri Griner sistemin en sik goriilen kanserlerinden
biridir. Cevresel ve mesleki birtakim karsinojenlerin etiyoloji-
sindeki yeri ¢ok iyi bilinmektedir. Sik tekrar eden ve progresyon
gosterebilen bir timor olmasi karakteristik 6zelligidir. Bu nedenle
mesane karinogenezi, preventif ve kiiratif tedavilere yonelik prek-
linik cahismalar literatiirde genis yer bulmaktadir. Bu derlemede,
preklinik ¢alismalardan deneysel hayvan modellerini gézden
gecirlmistir.
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esane tumorleri Uriner sistemin en sik gorilen kan-

seridir. Diinya genelinde yasa standardize inisdansi

erkeklerde 100000'de 10,1 kadinlarda ise 100000'de

2,5'tir (1). Mesane kanserine bagli mortalite erkeler-
de 4/100000 ve kadinlarda 1,1/100000dir (2). Mesane kanserlerinin
tani aninda %75-80'i mukoza ve submkukozaya sinirlidir. Ancak bu
ylizeysel timorlerin %30 kadari sik niiks ve bir kismi da progresyon
gosterirler (3). Progresyon gdsteren mesane tiimorlerinde yasam
beklentisi daha da dismektedir. Ulkelere bagl olarak degisilklik
gostermekle birlikte bir mesane timori hastasi icin tanidan olime
kadar gegen sire icerisinde tedavi maliyeti 892875 ile 202203$ ara-
sinda degismektedir (4). Tedavi maliyetinin yliksek ve ileri evrede
yasam beklentisinin diisiik olmasi nedeniyle ylizeysel evrede timor
progresyonunu engelleyecek tedaviler Uizerine sayisiz ¢alismalar ya-
pilmis ve yapilmaktadir. Bu nedenle mesane timori biyolojisi ize-
rine yapilacak olan preklinik calismalar insanlarda uygulanabilecek
olan kuratif ve preventif tedavilerin gelismesi agisindan 6nemlidir. Bu
derlemede mesane tiimoérleri icin gelistirilmis hayvan modellerinin
genel ozellikleri gdzden gecirilmistir.

Temel bilimsel ¢alismalar, hiicre transformasyonu, kanser geligsimi
Uzerine yapilmis basit deneysel modelleri kapsar. Sonuclar yo-
rumlamak kolaydir. Hiicre kilturleri bunlardan en sik kullanilanidir.
Mesane kanseri hicre kilturd ilk defa He La tarafindan 1952'de
tanimlanmistir (5). Hicre kiltird; herhangi bir hiicre ¢esidinin,
timor hiicresi de olabilir, besin iceren soliisyonlarda blyutiilimesi
islemidir. Plastik ylizey lzerinde tek bir hiicre tabakasi iki boyutlu
bir yapida bliylime gosterir. Hlicre kiiltiirleri yardimi ile mutogenez,
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ABSTRACT

Bladder cancer is one of the most common cancers of urinary sys-
tem. A number occupational and environmental carcinogens have
well known role in etiology of bladder cancer. Its high recurrence rate
and progression is another charecteristic feature of bladder cancer.
For this reason many preclinical studies related with carcinogenesis,
preventive and curative treatments of bladder tumors have been
published so far. From these preclinical studies, experimental animal
models for bladder cancer were reviewed in this paper.

Key words: bladder tumor, experimental animal models

invazyon, migrasyon siireclerinde olan proteolitik enzim Uretimi
gibi basamaklari aydinlatmak miimkiin olabilir. Ancak ¢ikarilan so-
nuclari insana uygun bir sekilde cevirebilmek her zaman mimkiin
olmaz. Cunku kiiltiirlerde tek katmanl 2 boyutlu olan hiicre orga-
nizasyonu dokularda 3 boyutlu ve birden fazla katmanhdir. Ayni
zamanda, hiicre kiiltiirlerinde bir veya en fazla iki ¢esit hiicre grubu
bulunurken timéral gelisimde ikiden fazla hiicre grubu tiimoriin
biyimesini arttiran veya azaltan bir etkilesim icindedir. immun
hicreler, stromal hiicreler, timor hiicreleri gibi. Benzeri sinirlama-
larin 6niine ge¢mek 3 boyutlu model saglayan hayvan modelleriile
mimkin olabilir (6).

UROONKOLOJi BULTENI



Hayvan modellerinin karakteristik
ozellikleri

Hayvan modelleri hiicre tabanli deneyler ile
yeni gelistirilen ajanlarin insanlarda gorilen
kanserlerde kullanimina olanak saglayan
bir kdpri vazifesi gorir. Hastalik gelismi ve
progresyonun incelenmesine, yeni tedavile-
rin test edilmesine olanak saglar. Hazirlanan
modeller insan patolojisine olabildigince ya-
kin olmahdir. Kullanilan hayvanlar genellikle
kemirgenlerdir. Siklikla fare ve sicanlar tercih
edilir. Bu hayvanlarin tretimi kisa ve kolaydir.
Bakimlari ucuzdur ve bazi 6zellikleri genetik
olarak degistirilebilir. Hayvan modellerini
kullanilarak;

e Timor biyolojisine: Tumor blylime-
si, latent evre, blyime hizi, invazyon,
metastaz

¢ Karsinojenik ajanlara

e Karsinogenezin 6nlenmesine

¢ Sitotoksik ve immun tedavilere olan ce-
vabin degerlendirmesine yonelik calis-
malar yapmak miumkandur.

Zenojenik modeller

insanlardan elde edilmis kanser hiicrelerinin
kullanildigi deneysel hayvan modelleridir.
Genellikle ‘nude’ fare kullanilir. Bu farelerin
11. Kromozomlarinda spontan gelisen bir
mutasyon mevcuttur. Bu mutasyona bagli
olarak hayvanlar kilsiz ve fonksiyonel timus
dokusundan yoksundur. Fonksiyonel timus
dokusunun yoklugu dusik sayida olgun T
lenfositlerine ve sonucta baska bir tiirden
(zenograft) yapilan hicre naklini kabul
eden bir biinyeye sebep olur. Zenojenik
modeller yardimi ile timor hicrelerinin
biyolojisinin yani sira monoklonal antikorlar,
sitotoksik tedavilerin ve radyoterapinin
etkinligi incelenebilir (7). Ornegin, mesane
timorlerinde vaskiler epitelyal buylme
faktori  (VEGF) reseptoriinlin
(VEGFR)  ekspresyonu artmistir.  Buna
dayanarak yapilan calismada, reseptorleri
hedef alan antikorlar sitotoksik bir ajan olan

ve onun
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paklitaksel ile kombine olarak verildiginde
timor  blylmesinin  ve anjiogenezin
durdugunu gozlenmistir (8). Baska bir
radyofarmositik calismada epitelyal blyime
faktorli reseptori (EGFR) icin gelistirilmis
monokonal antikorlar radyoaktif bizmut
(>*Bi) ile kombine ederek intrakaviter bir
tedavi planlamistir. Verilen ajan antikorlar
yardimi ile reseptor blokaji saglarken ayni
zamanda bizmut yardimi ile lokal radyote-
rapi yapillmaktadir. Arastirma da bu tedavi
mitomisin-C ile zenojenik fare modelinde
etkinlik ve nefrotoksisite agisindan karsilas-
tinlmistir. Bu tedavi sonrasi nude farede sag
kalimin uzadigi ve mitomisine gore nefro-
toksisitenin daha az oldugu goérilmdstir (9).

Zenojenik modellerde immun sistemi bas-
kilanmis hayvanlar kullanildigi icin konak
immun sistem — timor etkilesimini calismak
mimkiin olmaz. Benzer sekilde karsinoge-
nez ile iliskili biyolojik mekanizmalarin in-
celenmesinde ve karsinogenezi engelleyen
mekanizmalarin incelenmesi noktasinda ze-
nojenik modeller faydali degillerdir.

Sinojenik modeller

Deneyde kullanilan hayvanda timor olusan
modellerdir. Bu ya hayvanda kimyasal karsi-
nojenler ile timor olusturularak saglanir ya
da genetik olarak ayni bagka bir hayvandan
elde edilen tiimor hiicreleri deney modeline
inokdle edilerek saglanir. Bu modeller konak
timor etkilesiminin calisilabilecegi yararli
deneysel araclardir (7).

Sinojenik modeller ile immunoterapi etkin-
ligi ve etki mekanizmasi ile ilgili calismalar
yapmak mimkiindiir. intravezikal immuno-
terapi olarak uygulanan BCG'nin rekirens
ve progresyon Onleyici etkisi bilinmekte-
dir. Ancak bu etkilerden tiim hastalar ayni
oranda faydalanmazlar. Hastalarin %20'si ya
en basta fayda gormezler ya da 5 yil icinde
niiks gosterirler. Mangsbo ve arkadaslari,
C57BL/6]J farelerinin cilt altina MB49 mesane
timorl enjekte ederek olusturduklar mo-
delde BCG tedavisini incelemislerdir. MB49
hicreleri negatif etkili imm{in regulatér pro-
teinleri (Programmed death ligand-1, PDL1,
cytotoxicity T lymphocyte antigen-4, CTLA-
4) sentezler. Bu hiicreler T regulator hiicrele-
rinin etkinsi arttinr. Bu hiicrelerin etkileride
BCG'ye olan cevabi azaltir. intramural olarak
PDL-1 ve CTLA-4' i bloklayan antikorlarin
BCG ile es zamanli verilmesi, sag kalimi ve
timore reaktif T hiicrelerin sayisinin artma-
sina neden olurken T regulator hiicrelerinin
sayisi azalmistir (10).

Bir baska calismada Lodillinsky ve arkadas-
lari BCG'nin etki mekanizmasini incelemek
icin sinojenik heterotopik fare modeli kulla-
nilmislardir. MB49 mesane tiimor hiicreleri
subkutan olarak inokiile edilmis takiben olu-
san timore intramural olarak BCG verilmis-
tir. TUmor gelisen hayvanlardan elde edilen
makrofajlarin  fibroblast proliferasyonunu
uyaran birtakim faktorleri sentezledigini
goOstermigslerdir (Fibroblast blylme fakto-
ri-2- FGF-2 gibi). BCG verilen timér doku-
sunda kollejen miktarinda artis, alfa-diiz kas
aktin miktarinda artis oldugu gosterilmistir.
Bunlarin 151§ altinda BCG tedavisinde mey-
dana gelen olaylarin doku onarim mekaniz-
malari ile benzerlik gésterdigi yorumu yapil-
mistir (11).

Mesane timorleri sik rekiirens gdsterdikleri
icin ve cevresel bir takim ajanlara maruziyet
sonucu olugmasindan dolayl kemopreventif
tedaviler icin adaydir. Bu tedavilerin sekillen-
dirilmesi icin hayvan modelleri vazgecilmez
araclardir. Organa 6zgi modeller yardimi
hangi ajanlar karsinogenezi 6nlemde etkili
calisilabilir. Bu hayvan modellerinde timor
olusumu kimyasal induksiyon, spontan ge-
lisim veya transjenik farelerin kullanimi ile
yapilabilir. Kullanilacak modellerin organa
6zgl olmasinin yaninda insan timorleri ile
benzer histolojik ve genetik dzelliklere sahip
olmalidir. Makul siire icerisinde yeterli sayida
hayvanda timor olusturulabilmelidir. Ayni
zamanda modelden elde edilen sonuclar kli-
nik etkinlik agisinda tahmin edilebilir olma-
hdir. Yani elde edilecek negatif veya pozitif
sonuglar insanlarda yapilacak calismalar ile
iliskilendirilebilmelidir. Bu alanda kullanilan
modellerde mesane timori en sik hidrok-
sibatil nitrozamin (OH-BBN) induksiyonu
ile olusturulur. Lu ve arkadaslari yaptiklari
calismada OHBBN indiiksiyonu ile sican ve
farelerde olsuturulan mesane timorlerinin
insanlardaki timorler ile benzer olduklarini
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gostermislerdir. Bundan yola ¢ikarak bircok
arastirmaci sicanlarda olusturulan bu ti-
morlerde nonsteroid analjeziklerin, EGFR
inhibitorlerinin ve bazi dogal bilesiklerin
mesane tumord gelisimini engellediklerini
gostermislerdir (7,12). Bu deneysel model-
lerin dezavantajlar uzun siire almalari (8-12
ay), deneyde calisan ekibin karsinojenlere
maruz kalmasidir.

Transjenik hayvan modelleri

Onkogenleri aktive etmek veya supresor
genleri deaktive etmek icin genetigi oynan-
mis hayvan modelleridir. Tranjenik modeller
bir cesit sinojenik modellerdir. Genetik ola-
rak 6zel Uretilen knockout fareler, spesifik
bir genin yoksunlugunun yarattigi etkiyi ca-
hismak icin kullanilir. insan mesane timérle-
rinde Rb-1, p53 gibi supresor genler baskila-
nirken Ha-ras gibi onkogenler aktive olur. Rb
geninden yoksun fare embiryosu 14. Glinde
olurken, p53'den yoksun farelerde 7. Ayda
timusta lenfoma gelisir. Bu nedenle kon-
disyonel tranjenik modeller gelistirilmistir.
Bu modellerde organizmanin timi yerine
calisiimak istenen dokuda ilgili gen fonksi-
yonlarinin kaybi saglanir. Bunlan saglamak
icin bazi tanimlanmis 6zel islemler (Cre/loxP
islemi gibi) vardir (13). Yapilan ¢alismalarda,
Rb1in her iki allelinin kondisyonel deak-
tivasyonu Urotelyumda apoptozise sebep
olurken p53 allelerinin inaktivasyonun pro-
liferasyonda artisa yol actigi gorilmustir.
Rb proteininden yoksun farelerde p53'liin
fonksiyon kaybetmesi Grotelyumda hiperp-
lazi, semsiye hiicrelerde atipi ve ylizeysel
papiller mesane timori gelisimine yol acti-
g1 gosterilmistir. Ayni zamanda bu iki timor
supresor geninin etkilerinden yoksun farele-
rin cevresel karsinojenlerin etkilerine daha
yatkin olduklari gosterilmistir (14).

Heterotopik tiimor bliyiimesi

Hedef organ disinda baska bir dokuda ti-
mor gelistirilmesi heterotopik timér mo-
delidir. Ortotopik inokilasyonun kompleks
oldugu modellerde faydaldir. Timér inok-
lasyonu kolaydir ve kisa bir egitim sonrasi
yapmak mimkinddr. Timoér blylimesinin
tespiti kolaydir. Cogunlukla cilt alti kullanihr.
Palpasyon ile timor blytumesi tespit edile-
bilir. Timor kitlesini hesaplamak icin degisik

52

geometrik formdller kullanilabilir. Cetvel ile
timorin uzun ve kisa boyutu 6l¢ilir. Bu bo-
yutlar uygun olan formiillere yerlestirilerek
kitle hesaplanabilir. Diger bir yolda timor
kitlesinin cikarlarak agirhnin dl¢tlmesidir.
Cilt alti disinda heteroropik modellerde eks-
travazasyonun, akciger veya kemikte kolo-
nizasyonun calisiilmasi amaci ile kuyruk veni
ve sol ventrikil de inokulasyon icin kullanil-
mistir (7). Ote yandan heterotopik tiimérler
olagandan daha farkli dokulara metastaz
gelistirebilir, farkh histolojik ve molekiler
ozellikler gosterebilir. Black ve arkadaslari,
heterotopik ve ortotopik tiimor buyimesi-
ni karsilatirdiklan calismalarinda; ortotopik
timor modellerinde lenf nodu ve akgiger
metastazi gelisirken, mikrodamar dansitesi,
blylme faktort ekspresyonu ve proteolitik
enzim aktivetisinde artis oldugunu géster-
mislerdir. Bu farkhliklar heteroropik model-
lerde izlenmemistir (15).

Ortotopik tiimor bliytimesi

Konak tiimér etkilesiminin en iyi incelendigi
hayvan modelleridir. Hayvan mesanesinde
tlmor olusturulur. Kimyasal karsinojen ile in-
duksiyon yapmak teknik olarak kolayken tu-
mor inokulasyonu ile yapmak zordur. Kalifiye
teknisyen ihtiyac vardir. Hayvanlara anestezi
verilmesini gerektirir. Anesteziyi takiben uUret-
ra 24G IV kateter ile kateterize edilir. TUmor
inokulasyonundan o6nce urotelyumda hasar
olusturulmasi gerekir. Bunun icin ya kimsya-
sal ajanlar (HCl, NO3Ag gibi) veya TUR benzeri
yontemle elektorkoterizasyon ile tirotelyumda
hasar meydana getirilir. Hasar icin polilizin in-
sitilasyonu, laparatomi ile intramural inokulas-
yon gibi ydntmeler tariflenmistir. Urotelyumun
elketrokoterizasyonu ilk defa 1999'da Gunther
ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir.
Uretradaki kateterden gecirilen kilavuz tel
Uirotelyuma degdikten sonra monopolor koter
yardimi ile 7watt'da yapilan 2 saniyelik koteri-
zasyon yeterli olmaktadir. Ortotopik model-
lerde karsilasilan diger bir zorluk da timér bii-
yimesinin tespitidir. Hemattiri farelerin blytk
¢ogunlugunda gorilebilir. Mesane palpasyo-
nu gelisen kitle hakkinda bilgi verebilir. Ancak
mesane retropubik yerlesimli oldugundan
ve bazen gelisen globu kitleden ayirt etmek
oldugundan objektif yontemler degildir. Bu
nedenle orotopik modellerde end point de-
neyler olarak adlandirilan ¢alismalar tasarlanir.
Deney sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek

mesanelerinde kitlenin boyut 6lcimi ya da
agirhk olctlima yapilir. Bu deneylerde sadece
deneyin sonunda gelisen timoral kitle ile ilgili
Olciimler yapildigindan deney siiresince olan
gelismelerden bahsetmek mimkiin degildir
(16,17).

Deney hayvanlan icin gelistiriimekte olan
ultrason (US), manyetik rezonans goriinti-
leme (MRG), biyoliiminisan goriintileme
(BL) gibi invazif olmayan goriintiileme yon-
temleri ortotopik modellerde karsilasilan
zorlugun asilmasina yardimci olacaktir. MRG
havyan modellerinde erken tumor tespiti
icin kullaniimaktadir. Tumoér implantindan
14 glin sonra herhangi bir klinik belirti yok-
ken timor gelisimini tespit edebilir. Ayni
zamanda timor gelisiminin izlenmesinde
de yardimcidir. Ancak duyarliliginin dusuk,
islem zamaninin uzun olmasi, donanim
maliyetinin yliksek ve her merkezde kolay
bulunmamasi dezavantajidir. Biyoluminisan
gorintileme yontemi son zamanlarda ilgi
odagi olmustur. Lusiferaz enziminin lucife-
rin maddesini yikmasi sirasinda olusan 1sik
sinyallerinin viicut disinda 6zel kameralar ile
tespitine dayanir. Kanser hiicreleri implan-
tasyondan 6nce lusiferaz enzimi ile modifiye
edilir. BL ile timor tedavilerinin etkinligini
o6lcmek mimkiinadir. Fakat bu reaksiyo-
nun hayvan modelinde badisiklik sistemini
ve intravezikal tedaviyi ne kadar etkiledigi
kesin olarak bilinmemektedir. Ultrason daha
yaygin olarak kullanilan yéntemdir. Nispeten
ucuz olmasi, gercek zamanli goriintlileme
saglamasi ve tekrar edilebilir olmasi avantaj-
landir. Ultrasonun degisik formatlar (dopp-
ler, ylksek ¢6zUnirliikli, kontrast fazli gibi)
calismalarda ortotopik mesane timori tes-
piti icin tanimlanmistir (16).

Sonug

Deneysel hayvan modelleri, onkolojik ¢a-
lismalarin her dalinda oldugu gibi mesane
timorlerine yonelik karisnogenez, preventif
ve kuratif tedavi calismalarinin ayrilmaz bir
parcasidir. Ancak Ulkemizde akademik ¢a-
lismalar daha ¢ok klinik arastirmalar olarak
yer bulmakta ve literattirdeki preklinik ¢a-
lismalara Glkemizden olan katkilar oldukca
sinirlidir. Bu derleme yazimiz ile Gilkemizdeki
akademisyenlerin preklinik calismalara olan
heyecanlarini yeniden uyandirmayi ve arttir-
may1 umut etmekteyiz.
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