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Kanserin 10 Temel Ozelligi

pagrima bayime

es _so o o oo sivpinin w nndan
» Bliyime engelleyici faktorlerden im0
kurtulma, e
bemnden
e Bagisiklik sisteminden kagma, S

e Sirekli boliinme yetenegi,

* Kanserlesmeyi destekleyen
enflamasyon,

* Bagka doku ve organlara go¢ etme _
(Invazyon veya Metastaz), & | e

* Anjiyogenez (yeni damar
olusturma),

 Gen yapisinda mutasyonlar,
* Hiicre 6lim mekanizmasini atlatma,
* Enerji metabolizmasini degistirme.

Dlcress
Shimsiziagan

Robert A. Weinbergt



Koch’un 6nerilerini kansere adapte edersek;

Lezyonu izole edin,
Lezyonu tekrarlayin.”

(Kanser geni), (belirli kanser alt tipi) etkilemis tim
organizmalarda bol miktarda bulunmalidir.

(Kanser geni) hastalikli bir organizmadan izole edilmelidir.

(Kanser geni), saglikl bir organizma ile karsilastiginda hastaliga
neden olmall.

(Kanser geni) inokile edilmis, hastalikli deneysel konakcidan
veniden izole edilmeli (orijinal spesifik nedensel ajanlarla 6zdes
olarak tanimlanmalidir.




Kanserojen maddelerin denenmesi,

Kanseri onlemeye aday oldugu distinilen maddelerin
denenmesi,

Kanser tedavisinde faz calismalari,

Metastatik, metastatik olmayan kanser modellerinin
olusturulmasi.



TURLER AVANTAI DEZAVANTAI

Sinekler
Baliklar

Fare

Ratlar
Kopekler

insan olmayan primatlar
(Sempanze, maymun, goril gibi)

KGglktur, kisa Uretim Vertebrali degildir.
suresine sahiptir.

Kisa liretim suiresine ve actk Memeli degildir.
embriyolara sahiptir,

Memelidir, nispeten Primat degil; 100 milyon yil
kliclktlr, bircok genetik onceki son ortak atamizdir.
"arac" mevcut

Farelere benzer.Biraz daha Daha az genetik "arac¢".
buyuktur. Farelerden daha buyuktar.

Outbred turlerdir. Pahali, evcil, etik konular??
BMT icin yararhdir.

insanlara benzer. insanlara benzer.



Cogaltilmalari kolayair,
Seffaftirlar,

Izlemleri kolaydir, mikroskop altinda da degisiklikler izlenebilir,
hassas iyon kanallarina sahiptirler,

llac arastirmalarinda ilk basamaklardan biri olarak kullanilabilir.

L

Ekipman gerekir.




Dogal (spontan),
Kimyasal olarak induklenen,
Viral induklenen,

Genetik olarak tasarlanmis,

Xenotransplant ile,
Transpantabl hayvan tm.
Insan tumorlerinin hayvanlara transferi

Doku nakli (cogunlukla hematopoietik
modeller)



azi kemirgen soylari dogal olarak kansere yakalanma
riskine sahip..

* Orn: AKR soyu fareler 1 yasinda %80 l6semi,
* Yasa bagl olabilir (hepatom, akciger adenomu).

* Fare, sican, kopek ve kedilerde benign ve malign
meme tumorleri sik.



e 1- FiZIKSEL KARSINOJENLER,
( lyonizan, UV dahil tiim RADYASYON)

e 2-BIYOLOJIK KARSINOJENLER,
( HPV, HCV, Bakteriler..)

« 3- KIMYASAL KARSINOJENLER,



insanlarda karsinojen (Grup 1)

insanlarda muhtemelen karsinojen (Grup 2A)
insanlarda karsinojen olma olasiligi var. (Grup 2B)
insanlarda karsinojen olup olmadigi belirsiz. (Grup 3)

insanlarda muhtemelen karsinojen degil. (Grup 4)
U.S. EPA (Environmental Protection Agency)

U.S. NTP (National Toxicology Programme)



IARC MONOGRAPHS WORKING GROUP - VOLUME 77: SOME INDUSTRIAL COMPOUNDS

Previous evaluaton Current evaanon
Agent Degree of Degree of|] Overall Degree of Degree of] Overall
evidence evidence jevaluation evidence evidence | evaluation
in humans in animals in humans in animals
2.2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol I (ND) ) 2B
4-Chloro-ortho-toluidine L S 2A L S 2A
5-Chloro-ortho-toluidine I {ND) L 3
Cinnamyl anthranilate | (ND) L 3 | (ND) L 3
Coumarin | {ND) L 3 I {ND) L 3
2.3-Dibromopropan-1-ol 1 {ND) S 2B
Diethanolaminge | L 3
Di(2-ethylhexyl) adipate I (ND) j X | {ND) L 3
[[oZehvihexyl chihalate N ) N I < O | I | S I S |
Ethyl benzene | S 2B
Glycidol | (ND) S 2A*
Nitromethane I (ND) S 2B
N-Nitrosodiethanolamine I (ND) S 2B | S 2B
Pyndine | L 3
Hodho-Toludine | S 2B L S 24
Triethanolamine | | 3

S, sufficient evidence of carcinogenicity; L, limited evidence of carcinogenkity. |, inadequate evidence of carcinogenicity, ND, no data

Group 1. carcinegenicity to humans

Group 2A: probably carcinogenic to humans
Group 2B. possibly carcinogenic 1o humans

Group 3. cannot be classified as to its carcinogenicity to humans




53
1970 — 1990 arasinda ¢ok sayida ¥ \\\-;\._‘."u.'\'
potansiyel kimyasal rodent 2 ) } g,

modellerinde test edildi..

 Maksimum tolere edilebilir doz (MTD) kullanildi.
 Dusltk dozlarda en az 2 yil, en fazla 8 yil uygulandi.
 Rodent kanserlerinin % 60 1 genotoksik bulundu.

* Rodent kanserlerinin % 40 1 non-genotoksik bulundu.

e Bazi kimyasallarin tek bir ttrde ve tek bir organda
kanser gelistirdigi gozlendi.

* Insanda kanserojen olanlarin tamaminin
rodentlerde de kanserojen oldugu;

* ANCAK rodentlerdeki kanserojen olanlarin az bir
boliumunun insanlarda kanserojen oldugu gozlendi.



Kolon
Kolon
Dermis
Epidermis
Osefagus
Karaciger

Karaciger
Akciger
Meme

SON NOKTA

Adenom

Adenokarsinom

Fibrosarkom
Melanom
Karsinom
Adenom, HCC

Hepatoma

Adenom
Adenom/
Karsinom

PROMOTER

INISIYATOR

Litokolat

Rat MNNG

Rat DMH Barbitirat

Fare 3-MC TPA
Hamster DMBA TPA

Rat NNP NacCl

Rat AAF, DMH,DEN Fenobarbital

DAB, NNM
TCDD, ostradiol

Alabalik Aflatoksin Sterkulat

Fare Uretan BHT

Rat DMBA prolaktin, yagh diyet

MNU yagl diyet

Kimyasal induklenmis karsinogenez




« MULV (fare losemi virlisu)

* Dikey Gecirilmis Hastalik (Ana Stttinden)
* Retroviral Eklenmis Mutagenez



ucrelerde;
inaktivasyonu

Fayda:

Losemide Hoxa9, Meisl, Evil, ETV6 rolinun kesfi

Meme kanserinde Wnt-1 (B-kategiapolagi), FGF3 / 4/8, Notch-4 roli kesfi
Gen aktivasyonu
Viral promoter “insertion”u ve

enhancer aktivasyonu.
—
Virus

——————Tumorsuppressor =

Gen inaktivasyonu

onkKkojen akKtivasyonu veya utumor Ssupresor gen

Virus
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* Ayni soydaki inbred hayvanlar arasinda spontan
olusan bir kanserin transplantasyonu (Allograft). Akc
Ca ) M eta Sta Z m Od e Ii | Development of murine allograft models for serous epithelial ovarian cancer I

Induction of tumor
davelopment
T
0 N tram
)
GEM model $£0C

Tumor develops
within 12 months




Inowalation sites left ventricke Inoculation site; right internal carotid srtery
Call types: various cancer calllines Cadl typas: brain cances call lines
Metastatic Ste: brain, bone and endethelial argans | | Metagtatc site: brain

Inoculation site: lung
Calltypes: lung cancer cells lines

Inoculation site; liver or spleen
Calltypas: various cancar call
linas

Matastatic site: [lvar ar splann

Meatastatic site: RLN

[ ) S u b k u t a n Inaculatian sita: mammary ‘at pad
) Celltypes: malignant breast cancer cel
linas -
Mctastatic site: RLN, bonc marraw,

* Intravendz,

Inacukation site; prostate
Calltypes pradata cancer ol lines

* |ntratekal, e

Inaculation ste; tibia
Calltypes: human

~ 7| osteomrcoma celllines
Mctastatic site: lung

Inaculation site: foat pad
“=—__| Celltypes:varlous cancer cell
linws

Metastatic sitez RLN

N\
~ moculation sitectall vein

L]
4 -
L D O k u I I ™ cell typeas: various cancer cell lines
V4 Matastatic site: lung

e Tiumorun koken aldigi dokuya enjeksiyon,

* |ZLEM COK SIK YAPILMALI, ( Tm. Belirtecleri,

subkutan dlcim, 6zel goruntuleme yontemleri
ile)
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Mutasyonlar hep aynidir ve yavrulara iletilir.

Transgenik

Dokuya 6zgl

Hedeflenen gen

"Knock out" KO-geninin silinmesi /inaktivasyonu
Belirli hedef lokusunda KlI-gen yerlestirilmesi

Sv40 promoter _JoxP  STOP _loxP  neo
SR Tt

LoxP LoxP
G41 8

Gene Insert : 17
sensitive

(.'rt’l* Integration ‘ 1 Cre

Excision b SVA4D promoter - -
e S T2

G418
Lamda fajindan Cre-Lox sistemi resistant
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Genellikle insan kanseri hicreleri immun yetersiz
kemirgenlere yerlestirilir.

e Bazi arastirmacilar, bunlari "doku kiltirtinden bir
adim" yukarida "hayvan kilturiu" olarak tanimlar.



* Bozulmus timik epitel hlcreleri, normal sayida
fonksiyonel T / B hiicresinden yoksundur.

e Tuysuz olduklariicin, cilt alti timorlerini
gorsellestirmek, 6lcmek kolaydir.

a
1801 5 pas

Scrambla MLLY
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297 Mgy '
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* Genellikle in vivo hasta ila¢ tepkisini tahmin
etmek icin kullantlir.

* Mikrocevre ile test etmede onemlidir.

* Farelerde de immiun sistem, in utero donem,
genetik imprintlenme, alternetif splicing var.
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GEM

Xeno

PDX

(Patient-derive
tm xeno)

Dogal mikro cevre

Hasar gormemis bagisiklik sistemi
Genetik olarak homojen
Aktarilabilir ve tekrarlanabilir

insan kanseri
Cok sayida hayvan tretmek kolaydir
Aktarilabilir ve tekrarlanabilir

insan kanseri

Primer kanser

Cok sayida hayvanda uretmek
kolaydir.

insan kanseri degil

insan farmakokinetigi degil

Cok sayida hayvan tretmek zor
olabilir

Yabanci mikro ¢evre
Bagisiklik sistemi eksikligi
Insan farmakokinetigi degil

Pahall

Kolayca devredilebilir degil
Yabanci mikro ¢cevre
Bagisiklik sistemi eksikligi
insan farmakokinetigi degil



TABLE 2.—Endpoints to evaluate preclinical efficacy of tumor models in mice.

Endooin

Comment

Formula®

In vivo
Tumor onset
Tumor progression

Day of palpable tumor mass of preselected size
Daily plot of tumor burden

Number of tumor-bearing animals Tumor free assumes cure

Tumor burden—in vivo

Tumor growth delay
Tumor cell kill

Survival — life span or long-term
Ex Vivo
Survival—number alive

Tumor burden—gross pathology

Hematology

Histopathology

Measured (mm?2)
Volume estimated (mm? }—2-dimensional measurement

Delay to reach specific volume

1) Logjp total tumor cell kill

2) Net Log 1o tumor cell kill

Increase in mean or median lifespan or long-term survivors

1) Treatment termination
2) Posttreatment

1) Volume estimated (mm?)—2- or 3-dimensional measurements
2) Absolute weight (mass in mg as water displacement or wet weight)

3) Tumor weight relative to body weight
4) Ulceration

5) Invasion or tissue distribution and gross lesions {e.g., infarction)

1) Complete blood count
2) Differential blood count
3) Bone marrow differential
1) Hematoxylin and eosin
a. Confim histogenesis and differentiation
b. Identify invasion and melastases
c. Confirm expected therapeutic activity
d. Necrosis—characteristics and estimate percentage

e. Evaluate angiogenesis, hemorrhage, edema, and immune and

stromal responses
2) Morphometrics
3) Immunohistochemistry and in situ hybridization
4) Molecular pathology

Length x width

Length x (width x 2)?

Length x (width?) x 0.5

T — Cin days

1) (T — Cin days)/3.32 x Ty

2)(T — C) (duration of treatment in days)/3.32 x Ty
T/C (%)

Length x width x depth
Tumor weight/body weight

“T = test; C = control; T = doubling ime; 3.32 = doublings to increase | logyg unit.
Formulas used for volume estimates vary.



Gereklidir,
Zordur,
in vitro kanitlar gereklidir.

Hedeflerinizi acikca belirleyin.
Literatlirt iyi degerlendirin.

Kidemli arastirmacilarla gériasun.
Calismalariniza baslayin.
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Kimer

kimer

Ekran
ile).

Stabil
Gerce
CRISP

ik fareler (kat rengi ile)
Germline gidin! (germ hicrelerinin ayni zamanda

ik oldugunu dustnelim)

hameni cizgili yavrulari (kat rengi ve DNA

alel artik yetistirilebilir.
ci olarak, 1 yillik zaman cizelgesi.
R artik in vitro ES hucrelerinde lokuslarin

daha

nasit hedeflenmesine izin verir



Ostrojen reseptor fizyon proteini (yani, Myc-ER
fizyonu).

Baglayiciya (0strojen, Tamoksifen) kadar aktif olmayan
konformasyonda flizyon proteini eklendi.

Tet-acik / kapali.
Tet operonun kontroll altindaki hizli transgeni.

Dokuya spesifik promotorin kontrolt altindaki rTA
veya tTA'yi ifade edin.

Tet (Dox) dongusu ile acip kapatin.
NB-bunlar disler icin kotu
Iki transgen.



« Temel Tesisi; Ticari Tesis (3-20 K USD)

Vav 5 NUP98-HOXD13 cDNA Vay 3
-~ IS rc BN rc I o [

SV40 GH pA
intron signal




Scid / Scid - Pkrdc genini iceren spontan resesif gecisli
mutant.

Pmldc geni, homolog olmayan uc birlesmesi icin gereklidir
(NHEJ, DNA cift sarmal kirilmalarinda onemli tamir yolu).

Normal VDJ rekombinasyonu icin NHEJ gerekli; VDJ
rekombinasyonu yok, T / B hiicresi yok.

Sizdiran. Fonksiyonel VDJ kodlama derzleri dretmek icin
dusuk ancak sonlu yetenek (% 0.1 normal).

Leakiness ve spontan lenfoma yasla birlikte artar.

Bu deneylerden kaynaklanan AML engraftman, kanserli kok
hiicre kavrami (SLIC, diger bir deyisle, Scid Losemi Baslatan
Hicreler) icin yaygin olarak kullanilir.



rekombinasyon

Hedefleme vektoru yapisi:
Hedefleme silahlari
Secilebilir isaretleyici
Karsl secim



mproved” Scid models.
Non-obese diabetic (NOD)/Scid.

NOD developed to model IDDM; immunodeficiency incompletely characterized,
polygenic.

Defective NK, complement, IL-1 (macrophage activator).

NOG/Scid—NOD/IL2rg deficient/Scid. IL2rg (“common gamma chain”) forms
IL2/4/7/15/21 receptor.

Less leaky, less spontaneous lymphoma than Scid.
("Gelistirilmis" Scid modelleri.
Obez olmayan diyabetik (NOD) / Scid.

NOD, IDDM'yi modellemek icin gelistirildi; bagisikhk yetersizligi tam olarak
karakterize edilmemis, poligenik.

Arizali NK, tamamlayici, IL-1 (makrofaj aktivatori).

NOG / Scid-NOD / IL2rg eksikligi / Scid. IL2rg ("ortak gam zinciri") IL2 / 4/7/15/21
reseptorinu olusturur.

Scid'den daha az sizintili, spontan olmayan lenfoma)



PCR).

Tipik (iyi) sonuclar - ~ 80 yavru% 5-10 transgeniktir.

Olumlu bir sey yoksa: koti DNA, kota embriyolar, kotl enjeksiyonlar, kot sans,
olimciul transgen (dogumdan dnce 6tenazi gerekebilir).

Zaman (iyimser olarak) - 3 ay



Potansiyel kuruculari ithal etmek
Irk potansiyelinin kuruculari (ka¢ tane? Hangileri?)

Eger tim olumsuzluk olumsuzlarsa: sanssizlik (kimerik
kurucu), yanlis genotiplendirilmis, germ hticresi /
embriyonik oldurucd.

lletim orani>% 75 olmalidir.

F1 pozitif fare euthanize, dokular toplamak, RNA ifade
degerlendirmek.

Mutasyon olmadigini dogrulamak icin dizi RNA.

> 1 kurucuyu, fenotipin entegrasyon etkisinden
kaynaklandigini disindiguni soyle.

Zaman (iyimser) - 3 ay



Gen / yol kesfi: Belki RIM.

Kimyasal mutajenezde eksik olan "etiketi" insa ettiniz.
Fakat NGS maliyetleri yeniden degerlendirmeyi
onermektedir.

Sebep kaniti:Muhtemelen GEM- birincil hticrelerle
baslayabilir. Hicre cizgileri ile ilgili problem,
tanimlanmamis bircok anormalliklere sahip olmalaridir.
Insan IPS hiicreleri?

Hastalik ilerlemisse:Muhtemelen GEM-izleme hastaligi,
verinde-normal doku mikro ortaminda gelisir.

Klinik oncesi tedavi: GEM veya ksenograft.



