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Hematopoetik sistem, ¢ok sayida olgun diferan-
siye olmus hiicreden az sayida kendi kendini yeni-
leme ve diferansiyasyon kapasitesine sahip pluri-
potent koék hiicreye kadar degisen organize bir hi-
yerarsiyi icerir. Hematopoetik sistemin organizas-
yonu ve reglilasyonuna ait bilgilerimizin cogu,
uzun sureli in vitro kualtar ve kok hticrelerini ta-
nimlamak tizere kisa- ve uzun- streli yapilanma
calismalarinin uygulandigr fare calismalarmdan
olusturulmustur. Aksine, insan hematopoetik sis-
teminin biyolojisi konusundaki bilgilerimiz uygun
bir in vivo k6k hiicre assay’inin olmamasi nedeniy-
le eksiktir. Insan hematopoetik kok hiticrelerinin
immun-yetersiz farelerde engraftment konusunda
bircok farkli yaklasim, eriskin KI, olgun lenfoid
hticreler veya fetal organlarnn transplantasyonu
seklinde tanimlanmistir. Bu tip fare modelleri, 16-
semi, otoimmuinite ve enfeksiyon hastaliklan gibi
cesitli hastaliklar calismada halen kullanilmakta-
dir. Fakat, hematopoezin normal gelisiminin ince-
lenmesi konusu, engraftment'n fare dokusunda
sadece lenfoid ve makrofaj serilerinde smirh kal-
masi nedeniyle uygun bulunmamistir.

Ozellikle hematopoez bircok biiyiime faktérii
tarafindan diizenlendiginden, insan KI'nin transp-
lante edilmis oldugu immiuin-yetersiz farelerde
multilineage diferansiyasyonun olmamas1 ve du-
stk engraftment hizi, fare btiytime faktorlerinin
yeterli konsantrasyonda olmamasma baglanabilir.
Eritropoetin, PIXY321 (IL-3 ve GM-CSF’in olustur-
dugu bir fazyon proteini), insan mast-hticresi bui-
yume faktéra ve GM-CSF kombinasyonunun insan
KI hticrelerinin transplante edildigi sublethal doz-

da 1simnlanmis SCID farelere verilmesiyle fare KI'de
insan myeloid, lenfoid ve eritroid seri olgun ve pro-
genitorlarinin olusturdugu engraftment gozlenmis-
tir.

Bir hayvan modeli; insanlardaki aym hastalig
taklit eden ve o hastaligin kalitimsal, dogal olarak
veya cesitli sekillerde olusturuldugu canl bir orga-
nizma olarak tanimlanabilir. Iyi bir hayvan modeli
icin yaygin kriterler ortaya konmus olmasina rag-
men, insan hastaliklar i¢in ideal modeller yoktur.
Insan hastaliklan siklhikla degisicidir ve bircok for-
mu olabilir, bu nedenle spesifik bir hastaligi cali-
sabilmek i¢in birden fazla hayvan modeline ihtiyac
olabilir. Tersine, bir hastaligin bir 6zel bir formunu
veya tedavisini degerlendirebilmek i¢in tek bir hay-
van modeli yeterli olabilir.

Insanlarda olusan kanserlerin hayvan modelle-
rinin olusturulmasinin birka¢ énemi vardir. a) Ge-
netik olarak gecerli bir hayvan modeli olusturul-
masl bize, insan ttimoérlerinde bulunan mutasyon-
larla bu ttimorlerin olusumu arasindaki iliskiyi
gosterebilmemizi saglar. b) Kanser biyolojisinde
sorumlu olan biyolojik yolaklarin ¢ogu hticre kiil-
tir calismalarinda genis olarak calisilmistir. An-
cak, kanserin kompleks biyolojisinin tamamina
hticre kiulttir sistemleri ile deneysel olarak erisile-
mez. Ornegin, timorlerin biyolojik davramslarmi
etkileyen sinyal ileti yolaklarimin tanimlanmasi ve
bu yolaklarin host hticre mikrocevresi ile etkile-
simleri, deneylerin in vivo sistemlerde yapilmasim
gerektirir. ¢) Kanser tedavisi icin etkin olacak he-
deflerin tanimlanabilmesi, bu hedeflerin hayvan
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sistemlerinde test edilmesini gerektirir. Béylece bu
hedeflerin hastalik prosesinde gerekli oldugu onay-
lanir. d) Bu hedefler tanimlanir ve bu hedeflerin
aktivasyonu ile hastalik icin hayvan modelleri
olusturulursa, preklinik hayvan modelleri bu he-
deflere yonelmis tedavi girisimleri icin ideal model-
ler olusur.

Insan hastaliklar i¢in hayvanlar icerisinde en
ideal model organizma fare olarak goztikmektedir.
Bunun sebebi sadece farenin fizyolojik olarak insa-
na ¢cok benzemesi degil, ayn1 zamanda 1000’in tize-
rinde spontan, radyasyon veya kimyasal madde ile
indtklenmis mutant lokusun tanimlanmasiyla
olusturulmus insan hastaliklan icin genis bir ge-
netik rezervuan tasimasindan gelir. Ilave olarak,
teknolojideki ilerlemeler insan hastaliklar i¢in fare
modelleri olusturabilme kapasitesini artirmistir.
Bunlar arasida, fare genomunun ytiksek rezolts-
yon genetik ve fiziksel baglanti haritalarinin gelis-
tirilmesi ve buna bagh olarak fare hastalik lokusu-
nun klonlanmasi ve tanimlanmasinin kolaylasma-
s1 gelmektedir.

Bugline kadar hayvan modelleri olusturmada
dort asil metodoloji kullanmilmistir. Kimyasal muta-
jen ile olusturulmus modeller, xeno- veya allograft
transplantasyonla olusturulmus modeller, germli-
ne genetik modifikasyonla olusturulmus modeller,
somatik genetik modifikasyonla olusturulmus mo-
deller.

a) Cesitli hayvan modellerinde cesitli kimyasal
maddelerin verilmesiyle ttimorler olusturulabilir.
Lewis ratlara intraperitoneal olarak azaserin’in ve-
rilmesiyle pankreatik karsinoma veya BALB/c fa-
relere intraperitoneal pristan yagimn verilmesiyle
multiple myeloma olusturulmasi 6rnekleri buna
verilebilir.

b) Xeno- veya allograft transplantasyonda, elde
bulunan hayvan tiirtine veya insana ait hticre dizi-
lerinin veya hayvanda olusturulan tiiméral doku
homojenatlarimin hedef teskil edecek immun ola-
rak baskilanmis hayvanlara verilmesini gerektirir.
Burada intraperitoneal veya hedef dokuya malign
htuicreler verilerek, bir kitle halinde veya hedef do-
kuda timor olusturulmaya calisilir. Bu amacla ce-
sitli hayvan modelleri kullanmilmaktadir.

Atimik Nude (nu/nu) farelerde antikor olustu-
ran B lenfositler, kompleman ve NK hiticreler bulu-
nur, T lenfositler yoktur. Bu tip fareler kilsizdir ve
transplantasyon modelinin en iyi calisildig fare
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grubundandir. Insanlardan elde edilen lésemik
hticreler veya hucre dizileri nude farelere verildi-
ginde lokalize solid tiimér veya ascite olarak buiytr,
bu yorelerde timoér olusmasi insanlardaki gercek
tamor karakteristiklerini yansitmayabilir. Bu ve
bundan sonra bahsedilecek immun yetersiz fare
tipleri bazi fare patojenlerine karsi asir1 hassastir-
lar, bu nedenle SPF (spesific pathogen free) ortam-
larda idame ettirilebilirler. HEPA filtreli ortamlar ve
farelere saglanan her seyin otoklavdan gecirilmesi
gerekir.

Bosma ve Carrol tarafindan severe combined
immiuin-deficient (SCID) farelerin olusturulmasi xe-
notransplantasyonunda buytk etki yaratmistir.
SCID fare scid genindeki mutasyon i¢in homozigot-
tur. Scid genindeki mutasyonlar basarisiz DNA re-
arrangement’i ile sonu¢lanir, immunglobulin ve T
hiicre reseptdr genlerinin produktif rearrange-
ment’i engellenir, bu da T ve B hticre eksikligi ile
sonuclanir. Fakat, NK hticreleri formunda immii-
nite, kompleman ve myeloid hticreler normaldir.
Scid mutasyonunu tasiyan farelerde ayrica jenera-
lize radyasyon tamir defekti vardir, bu da onlan
iyonizan radyasyona kars1 wild-type ile kiyaslandi-
ginda iki kez daha hassas kilar. Bu immiin yeter-
siz farelere insan KI, periferal kam veya fetal kara-
ciger veya timusunun transplantasyonundan 6-12
ay sonra, fare hematopoetik dokularinda ve perife-
ral kanlarinda normal myeloid progenitérlere ve
lenfoid hiicrelere rastlanmistir. Scid- 16semi mode-
li 16semik progresyona yol acan genetik faktorleri
calismak i¢in ideal biyolojik ortam olusturur. Bu
losemi modelininin ytiksek etkinlikte gen transferi
teknikleri ile birlestirilmesiyle, onkojenler ve timor
baskilayici genler gibi genetik faktorlerin l6semik
transformasyon ve progresyonundaki rolinu 6g-
renmek miumkuin olacaktir. Ancak 16semi modelle-
rini SCID farede calisma konusunda birkac sinirla-
yic1 nokta olabilir. Ilki, SCID fare mikrocevresi in-
san organ mikrocevresini aynen yansitmayabilir.
Bu nedenle SCID farede 16semi biyolojisi ile ilgili
calismalarin neticeleri dikkatli olarak degerlendiril-
melidir. Benzer sekilde, SCID fare modelinde yeni
ilaclar calisilirken bunlarin terapoétik etkinlikleri
konusunda yorum yapmadan 6nce dikkat edilme-
lidir. Boylece farede beklenmeyen olumlu etkileri
gozlenen yeni ajanlarin detayh farmakokinetik ca-
Iismalarimin yapilmasi gerekir. Yeni bir tedavi test
edilirken azami dikkat sarfedilmelidir, ¢tinkt tok-
sisite sonuclar1 ve etkinlik sonuclar1 yaniltict olabi-
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lir. Farede toksisitenin olmamasi, hayvanlarda mi-
nimal veya hi¢ toksisite olmayacak anlamina gel-
memelidir. Ozel olarak insan 16semi hiicrelerine
yonelmis bir ilag, fare dokusunda sistemik toksisi-
tede azalma ve daha fazla antilosemik gti¢ seklinde
bir etki gostermeyebilir. Hastalarda, 16semik htic-
reler ve diger dokular ilaclarla etkilesebilir ve 16se-
mi hticresi basina daha az molekuliin diismesine
sebep olabilir. Bu nedenle denenen ilacin toksisite
ve aktivitesinin belirlenebilmesi acisindan hastali-
gin farkhh dénemlerinde fare modellerinde denen-
mesi gerekir. Ayrica SCID fare modelleri otoimmiin
disfonksiyon, HIV enfeksiyonu ve EBC transfor-
masyonunu c¢alismak icin de kullanilabilirler.

SCID fare modeli nonobez diabetik (NOD)/SCID
farelerin olusturulmasiyla daha da gelistirilmistir.
NOD farelerde kompleman yolaginda ve makrofaj
fonksiyonunda da defektler oldugundan SCID
fareden daha az rezidiiel immunitesi vardir.
NOD/SCID farelerde SCID mutasyon nedeniyle T
ve B hucreleri de olmadigindan otoimmun diabet-
leri yoktur. Bu tip farelere hiicrelerin verilmesiyle
siklikla bir kitle halinde veya sistemik olarak tii-
moral doku gelisir. Yeni tan1 konmus KML'li hasta-
larin Ph+ saf CD34+ hticrelerinin NOD/SCID fare-
lere verilmesinin bu farelerde engraftment sagla-
dig1 ve fare kemik iliginde ber/abl eksprese eden
progenitorlarin bulunmasi 6rnegi buna verilebilir.
insan hematopoetik hiicrelerin in vivo biitytimesini
ve boylece neoplastik hematopoezisi degerlendir-
mekte ideal olarak kullamilir. Bu model, primitif
hematopoetik progenitor hiicreleri degerlendirmek,
l6semik transformasyon icin hedef hiticreleri ta-
nimlamak ve bazi solid timoérlerin dogal gidisini
tanimlamakta kullanmilmistir. Ayrica, in vivo tera-
potik stratejileri degerlendirmede de kullanilabilir.

¢) Gain-of-function (fonksiyon kazanilmasi) ve-
ya loss-of-function (fonksiyon kaybi) germline ge-
netik modifikasyonlar, transgenic veya gen hedef-
leme teknikleri ile olusturulabilir. Ozel hiicre top-
lulugu icinde eksprese olan gain-of-function mu-
tasyonlar1, doku spesifik promoter’lardan onkojen-
lerin ekspresyonlarindan elde edilebilir. Loss-of-
function mutasyonlar i¢in, konvansiyonel gen he-
defleme teknikleri ttim hticrelerdeki hedef genin
delesyonuna sebep olur ve bdylece o hiicrelerde
eksprese olacak delesyona ugramis genin biyolojik
etkilerinin de kaybolmasim saglar. Ornegin, pank-
reas karsinomu olusturmak amaclandiginda pank-
reatik elastaz gibi pankreas icin spesifik olan bir
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genin enhancer-promoter yoéresine yabanci bir
transforming gen (timoér virus SV40 genis T-
antijen geni gibi) yuklenir. Fare yumurtas1 icine
boyle bir yeni DNA yapisimin enjekte edilmesi,
pankreas hticreleri icinde genin muteakiben eksp-
resyonunu ve yaklasik 3-6 ay sonra pankreas asi-
ner hticreli karsinom gelismesini saglar.

d) Somatik genetik modifikasyonla modellerin
olusturulmasinda retroviral vektorler kullanilr.
Bu amacla kullanilan iki sistem tanimlanmistir.
Bunlardan birisi MMLV (moloney murine leukemia
virus)- kokenli replikasyon kompetan vektorler
olup, enfekte dokulara btittintiyle yayilir. Diger sis-
tem de ALV (avian leukosis virus)- kékenli repli-
kasyon inkompetan vektérler olup, infeksiyonu
spesifik htiicre tiplerine sirlar ve enfekte dokula-
ra buittintiyle yayllmaz. Replikasyon kompetan sis-
temde cok sayida htuicre enfekte edilir ve bu da ta-
morlerin olusumuna katkida bulunabilecek sekon-
der mutasyonlarin ortaya cikmasi ile sonuclanir.

Normal insan kok hiticre programinda bozuk-
luklar neticesinde ortaya c¢ikan l6semik hticre pro-
liferasyonunu, normal ve ldésemik hticrelerin
kompleks buytme faktorti ihtiyaclar1 ve htcre-
hucre etkilesimleri nedeniyle in vitro kulttr orta-
minda calismak zordur. Ayrica, l6semik hticre dizi-
sini immortal yapmak tizere yapilan girisimler bu
htucreleri baslangicta alinmis oldugu hasta érnek-
lerinden 6nemli derecede farkl bir hale getirebilir.
Bu nedenle, son 20 yilda hematolojik malignitele-
rin in vitro kilttr sonrasinda hayvan modellerinin
olusturulmasi konusunda girisimler, insan timor
xenograftlarimin 6zellikle immuin yetersiz farelerde
gelistirilmesi konusunda odaklanmistir.

Multiple Myeloma modeli

Multiple myeloma (MM) plazma htcrelerinden
kaynaklanan bir malignitedir ve tedaviler sonu-
cunda kur saglanamamasi, MM ile ilgili calismala-
rm sayisimi son derece artirmaktadir. Ozellikle pa-
tobiyolojisini aydinlatmaya yo6nelik ¢calisma yapila-
bilmesi i¢in in vitro ve in vivo deney modellerine ih-
tiya¢ duyulmaktadir. Calismalarda kullamilan MM
hucre dizilerinin ¢ogu direncli hiicrelerden turetil-
digi icin in vitro modeller uygun olmamakta, 6ze-
likle preklinik calismamlar icin in vivo modeller ge-
rekmektedir.

IL-6 MM patogenezinde rol oynayan en énemli
sitokindir ve hem insan hem de farelerde neoplas-

103



URALA. U.

Hematolojide Hayvan Deneyleri: Temel Prensipler

tik plazma hiicrelerinin olusumunu tetiklemekte-
dir. Simdiye kadar kimyasal ajan pristan yag:
(2,6,10,12-tetramethylpentadecane) ile olusturul-
mus fare plazmositom (MPC) modeli en ¢ok kabul
edilen ve kullanilan modeldir. Pristan yag: etkisini
IL-6 tizerinden olusturmaktadir. IL-6 defisiti olan
BALB/c farelerde pristan yag: etkili olamamakta-
dir. MM modeli icin BALB/c disi farelere pristan
yag1 intraperitoneal (IP) olarak 0. 60. ve 120. giin-
lerde 0.5 ml veya 0. giinde 1 ml verilebilir. Biz de
yaptigimiz bir calismada BALB/c disi farelere O.
60. ve 120. gtnlerde 0.5 ml IP uygulama ile 300.
gunde farelerin %86’simnda plazmositom olustugu-
nu goézledik.

Pristan yagi ile olusturulmus plazmositom loka-
lize olarak gozlenmekte ve karaciger, dalak, bob-
rek, omentum gibi IP organlarda tutulum izlen-
mektedir. Plazmositom olusturulmus farenin peri-
ton mayisinden elde edilen plazma htucreleri, sag-
Iikli bir BALB/c disi farenin kuyruk veninden en-
jekte edilir ise sistemik MM olusturulabilir. Calis-
mamizin ikinci asamasi olan sistemik MM olustur-
ma girisimimiz ise devam etmektedir. Ancak c¢ok
uzun stre gerektiren ve zahmetli bir asamadir.

Alsina ve arkadaslarimin yaptigl bir calismada
da sublethal 1simnlanmis SCID farelere insan MM
hticre dizisi ARH-77'nin IV olarak verilmesinden
yaklasik bir ay sonra hayvanlarda hiperkalsemi ge-
lismis, yaygin osteopenik kemik lezyonlar1 olus-
mus ve hayvanlarin KI, dalak ve karacigerlerinde
plazma htcreleri infiltrasyonu gozlenmistir. In vit-
ro olarak ARH-77 hticreleri IL-6 ve TNF-§ sekrete
ettikleri halde, ARH-77 farelerin KI plazmalarinda
bu sitokinler bulunamamistir. Myeloma hticreleri-
ne komsu kemik yorelerinde osteoklast sayilarinda
belirgin derecede artis izlenmistir. Bu modelde,
ARH-77 fare KI hticrelerinin kitlttire edilmesiyle ta-
nimlanabilen en erken osteoklast prekuirséri ola-
rak CFU-GM koloni olusumu gézlenmistir.

SCID farelere insan ve fare KI hiicrelerinin
transplantasyonu

SCID fareler 375-400 cGy ile sublethal dozda
1sinlandiktan sonra kuyruk veninden insan KI
hticrelerinin verilmesi ile 1-3 ay sonra farelerin
%1-5’inde diistik oranda engraftment saglanmistir.
Engraftment gosteren bu hticreler semisolid medi-
ada kulture edildiklerinde, sadece dusuik seviyede
CFU-GM kolonileri gézlenmistir. Bir ay stireyle in
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vivo olarak steel faktor, IL-3, GM-CSF ve EPO’dan
olusan kokteylle stimtilasyon %10-50 fare KI'de in-
san hucrelerinin 10 kat artisina sebep olmustur.
Yuksek oranda engraftment gozlenen farelerde
multilineage insan hematopoezisi icermekte olup,
bu hiicreler myeloid, eritroid ve CD19+ pre-B len-
foid hticrelerden olusmaktadir.

Farelerden KI harvest edilmeden 48 saat 6nce
olgun htucreleri ablasyona ugratmak ve progenitor
htuicreleri siklusa sokmak icin 150mg/kg dozunda
5-FU IV olarak uygulanir. Sekiz haftalik farelerin
tibia ve femurlar1 ekstrakte edilerek shaftlarindan
26 G igne ile PBS + %0.5 FBS icerigi ile yikanir.
Olas1 kemik artiklarimi tutmak i¢in 30uM ‘1lik nay-
lon mesh’den stiziltr. Buffer eklenerek 10 dk.
200g de santriftije edilir. Hematopoetik stem htic-
releri ayirmak icin Magnetik Hiicre Sorting kit kul-
lanmilarak KI hticreleri Scal+ mikrobeads’leri (Stem
Cell Antigen-Fareler icin insandaki CD34+ hiicre
karsiligy) ile isaretlenir. Ayrilan hticreler DMEM +
%15 FBS +Erken hematopoetik hticreleri siklusda
tutmak i¢in IL3 (50ng/ml) + IL6 (100ng/ml) + Stem
Cell Faktor (100ng/ml) icinde 48 saat kulture edi-
lir. Huicreler harvest edilerek 1x 107 hiicre/ml ola-
cak sekilde PBS icinde sulandinlir. Sublethal doz-
da 1silanmis farelere kuyruk veninden 2-3x10s
hticre/fare hticre verilir.

Iimmiin yetersiz farelere insan periferal
kaninin implantasyonu

SCID farelere insan PK'imnin IP olarak implan-
tasyonu ile olgun B ve T lenfositler, farenin perito-
neal kavitesinde ve dalaginda korunmuslardir.
Boyle bir yaklasim bize insan B hticre EBV trans-
formasyonu, CD4+ T hticrelerinin HIV enfeksiyonu
ve otoimmunite ile ilgili iyi bir model olusturur.
Burada yeni dogmus SCID fareler alic1 olarak kul-
lanilirsa engraftment daha cabuk olur ve olgun T
ve B lenfoid hiicrelerin araciik ettigi GVHD daha
s1k oranda olusur.

Sublethal olarak 1sinlanmis SCID farelere insan
KI hiicrelerinin transplante edilmesini takiben he-
men veya 1 ay sonra baslanan PIXY321 ile insan
mast-hucresi buytme faktériine cevaben fare KI'de
myeloid ve lenfoid serilere ait diferansiye insan
hiicreleri gozlenmistir. Bu buiytime faktérlerine
eritropoetinin eklenmesi periferal kanda insan erit-
rositlerinin gértilmesine sebep olmustur. Biytime
faktorlerinin verildigi fare grubunda multipotent ve
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committed myeloid ve eritroid progenitorler oldugu
halde, btiyiime faktoérii verilmemis oldugu grupta
az sayida insan hiicresi ile birlikte sadece grantilo-
sit-makrofaj progenitorlan gézlenmistir.

Bunun yaninda, SCID fare KI ile radyasyondan
korunmus olan ve split olarak 1sinlanmis 6-10 haf-
talik BALB/c farelere insan periferal lenfositleri IP
olarak verilerek engraftment 6zellikleri incelenmis-
tir. Periferal kanda fare T lenfositleri ile peritonda
insan CD45 hicreleri ters orantih olarak bulun-
mustur. T ve B hticrelerinin peritonda engraftmen-
t1 2 ayda olurken, birka¢ giun icerisinde dalak, ka-
raciger, bobrek ve akcigerlere insan lenfositlerinin
migrasyonu izlenmistir.

Kronik myelositer 16semi modeli

KML'1li hastalardan elde edilen K562, EM-2,
KBM-5 veya BV173 hiicre dizilerinin subletal 1s1n-
lanmis SCID farelere IV olarak enjeksiyonu ile bu
farelerde insan KML’sini taklit eden yaygin losemi
tablosu gozlenmistir.

Dazzi ve arkadaslarinin yaptiklarnnt calismada
BV173 hiicre dizisinin ve kronik, akselere ve blas-
tik fazdaki KML'li hastalarin periferal kanlarinin
NOD/SCID farelere verilmesinden 1 saat sonra
CD45 ekspresyonu ile hiticrelerin akciger (%78) ve
karacigerde (%79) biriktikleri gozlenmis, 2 hafta
sonra bu organlarda bir birikim goézlenmemis, 8
hafta sonra KI'de %54, dalakta %61 ve kanda %35
oraninda infiltrasyon gézlenmistir. 8 haftada kro-
nik fazdaki hticrelerle fare KI'de %4, akselere faz
hticrelerle %11, blastik faz hticrelerle %38.5 ve
BV173 hiicre dizisiyle %54 oraninda bulunmustur.
Kronik fazdaki huicrelerle 18-20 haftada KI'de %21
ve dalakta %6 progressif infiltrasyon gozlendigi
halde, blastik fazdaki huicreler 12 haftadan daha
fazla yasamamuislardir.

Lenfoid veya myeloid blastik krizde olan KML'li
hastalarin hticrelerinin SCID farelere verilmesi ile
farelerde engraftment saglanmis olup, yuksek
oranda bcr/abl+ progenitorlart gostermislerdir ve
invaziv bir paterndedir. Insan GF stimiilasyonuna
cevaben, orijinal hastalardaki ¢cogu o6zellikleri tak-
lit ederler. Kronik fazdaki KML hticrelerinin suble-
tal 1simnlanmis SCID farelere verilmesi ile noninva-
ziv fokal biiyime paterni gozlenmistir. Bu fareler-
deki l6semik hticre buiytimesi eksojen sitokinler-
den etkilenmemistir. Buna gore, blastik krizdeki
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hastalardan alinan 16semik hticreler, kronik fazda-
ki huicrelerle kiyaslandiklarinda daha hizlh engraft
olurlar ve daha yaygmn proliferasyon gosterirler.

Kronik fazdaki KML hiticreleri NK hticrelerine
asirt duyarlidir, bu nedenle bu deneylerde
NOD/SCID fareler kullanilmis olup, transplantas-
yon yapilan farelerin KI ve dalaklarinda losemik
Ph+ htucreler gozlenmistir. Yeni KML tams1 kon-
mus hastalarin saf CD34+ hucrelerinin de
NOD/SCID farelerde engraftment oldugu ve KlI'le-
rinde bcr/abl eksprese eden progenitorlarin bu-
lundugu tespit edilmistir.

Bu verilere gore, tim stage’deki KML formlan
farelerde olusturulabilir. Immiin yetersiz farelerde-
ki biyolojik farkliliklar, NOD/SCID farelerin
KMLnin progresyonu, transformasyonu, KML'de
myeloid ekspansiyonun altinda yatan kinetik
anormalligi arastirmak ve yeni tedavi girisimlerini
calismak icin ideal model oldugunu ancak bu du-
rumun normal hticreler i¢in gecerli olmadigin gos-
termektedir.

Voncken ve arkadaslan tarafindan bcr/abl
P210 kodlayan DNAnin fare germi icerisine veril-
mesiyle olusturulan transjenik fare modelinde
uzun bir latent donem sonrasmnda B,T veya myelo-
id kokenli 16semi olusturulmustur.

Skorski ve arkadaslari, blastik krizde KML'li
hasta KI hiicrelerini SCID farelere vererek olustur-
duklar1 modele, ber-abl veya c-myc antisense oli-
gonukleotid uygulayarak hastalik gerilemesini
akim sitometri, klonojenik assay ve RT-PCR ile
gostermislerdir.

Klonojenik Juvenil KML progenitorlarinin semi-
solid mediada idame ettirilememelerinin en énem-
li sebebi, birkac¢ hafta icinde diferansiye olabilme-
leri ve boylece 16semik klonun kaybedilmesidir. Ta-
n veya tedavi esnasindaki JKMLli hastalarin KI,
periferal kan veya dalak hticrelerinin subletal doz-
da 1sinlanmis SCID’li farelere nakledilmesi ve ek-
sojen olarak GM-CSF verilmesi ile fare Ki'de yaygin
proliferasyon goézlenmistir.

Kronik lenfositer 16semi modeli

KLLli hastalardan allman primer 16semik htic-
reler, IV olarak enjekte edildiklerinde, SCID fare
organlarinda engraft olamamislardir. Transfer
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edilmesinin ilk birka¢ giinii icerisinde dalakta se-
kestre olmuslar ve 2 haftadan daha az yasamislar-
dir. EBV-transforme kronik lenfositer 16semi hitic-
releri SCDI farede progressif hastalifa sebep olsa
da, hastalik belirti ve progresyonu KLL'den farkh
bulunmustur. Buna goére, SCID farelerin lenfohe-
matopoetik organlarn primer insan KLL htucreleri
icin uygun bir mikrocevre olusturmazlar.

Ancak, Shimoni ve arkadaslar cesitli stage’ler-
de KLL'li hastalardan aldiklarn periferal kanlar let-
hal dozda 1sinladiklar1 ve SCID farelerin Kl'leri ile
destekledikleri BALB/c farelere IP olarak verdikle-
rinde, bu htcrelerin farelerde yaklasik 2 hafta son-
ra engraftment sagladiklarn gosterilmistir. Stage O
KLLli hastalarin chimerik farelerdeki engraftment
paterni peritonlarinda insan T hiticreleri seklinde
iken, stage III ve IV KLL'li hastalarin hiticrelerinin
aktarildigi modelde, tamamen timor hiicrelerinin
hakim oldugu bir patern goézlenmistir. Peritonlarin-
da insan T hucreleri seklinde patern gosteren
BALB/c farelerin sadece peritonlarinda degil aym
zamanda karaciger, akciger, bobrek, dalak ve nadi-
ren de KI ve periferal kanlarinda da infiltrasyon
gozlenmistir. Engraftment olan hticrelerin insan
immiinglobulini olusturabilme kabiliyetleri de has-
talik stage’i arttik¢ca hipogamaglobulinemiye kadar
gitmistir.

Akut myeloblastik 16semi modeli

AML1i hastalarin yarisindan ¢ogunda dominant
multidrug ve radyasyon direncli 16semik hiticre
subklonlarimin bulunmasi ile multiajan kemotera-
pileri kiir saglamaktan uzak kalmaktadirlar. Bu
nedenle AML i¢in yeni tedavi programlarinin gelis-
tirilebilmesi, tam insan AML’sini karsilayabilecek
bir hayvan modelinin olmamas1 nedeniyle engel-
lenmektedir. Bu nedenle ¢ogu arastirict insan AML
modelini SCID fare modelinde yarlestirmeye calis-
muslardir. Ancak, insanlardan aliman primer AML
huicrelerinin IV enjeksiyonu SCID farelerde eng-
raftment ile sonu¢lanmamistir. Peritona veya renal
kapsil altina implante edildiginde az sayida primer
AML hiticresinin btiytidtiga gézlenmistir, ancak da-
ha 6nce SCID fareye implante edilmis olan fetal ke-
mik icine implante edildiklerinde, fetal kemik i¢in-
de ve cevresinde lésemik hticrelerde lokal olarak
buytime gozlenmistir. Ancak bazi arastiricilar,
SCID farelerde sitokin-bagimsiz HL-60 hiicre dizisi
gibi hiicreleri buytitmeyi basarmislardir. Hatta ¢o-
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gunda KI, akciger, dalak, over ve beyinde de yayil-
ma tespit edilmistir.

AML hitcreleri in vitro kosullarda GF ihtiyaci
gosterdiklerinden, Lapidot ve arkadaslar1 FAB
AML-M1, M2 ve M4 hastalarindan aldiklar KI, pe-
riferal kan veya dondurulmus 6rnekleri kuyruk ve-
ninden enjekte edildigi subletal 1smlanmis olan
SCID farelere 7ug PIXY321 ile 10 pg insan mast-
hticresi buytime faktériintin giinasir IP olarak ve-
rilmesi ile 30-35 gtin sonra %86 farenin KI'lerinde
losemik hticrelerin engraftment olduklari DNA ve
sitolojik analizlerle tespit edilmistir. immatiir 16se-
mik blastlar koloni forming tinitleri (AML-CFU) 11
dondr 6rneginin transplante edildigi farelerin ta-
maminda gosterilmistir, normal seriye ait progeni-
torler ise bulunamamistir. AML-M1 tanili hastanin
CD34+ ve - fraksiyonlarinin kullanilarak yapildig:
transplantasyonda, CD34+ ve sorting yapilmayan
fraksiyonun aktanldigi SCID farelerde losemik
hticre proliferasyonu ve AML-CFU gozlenmistir. IV
olarak aktarildiginda l6semik hticre proliferasyo-
nunu gostermesi icin gerekli minimum hticre mik-
tan 2x10s kadar yeterli bulunmustur.

Sawyers ve arkadaslan ise, 6zellikle myeloid 16-
semi 6rneklerinin IP (7/7 6rnek) veya renal kapsil
(7/8 ornek) icerisinde daha effektif buytduguna
gostermislerdir. Uc tane myeloid hiticre dizisinin
SCID fareye IV verilmesinden sonra, bu hticreleri
%10 veya daha fazla oranda KI veya periferal kan-
da gosterdikleri halde, dalakta %0.1-1'den daha
fazla gosterememislerdir. Lenfoblastik 16semi 6rne-
gi ile yapilan benzeri ¢calismada ise, 4-6 hafta iceri-
sinde 16semik infiltrasyona bagh dramatik spleno-
megali ve lenfadenopati gézlenmis, bu hayvanlarin
dalak ve Kr'lerinde %10’dan daha fazla insan DNA
icerigi gosterilmistir.

Bunun yaninda bazi arastiricilar da, yeni AML
tanis1 konmus c¢ocuklarin blastlarini sublethal
1silanmis SCID farelerde herhangi bir sitokin uy-
gulamadan replike etmeyi basarmislardir. Buna
gore, ozellikle inv(16) anormalligini tasiyan AML'li
hastalardan alinan primer 16semik hticreler suble-
tal 1smmlanmis SCID farelere verildiginde otonom
olarak KI ve timus gibi cogu organda engraft ol-
muslar ve belirgin insan AML’sine sebep olmuslar-
dir.

M1 hicrelerin engraftinda undiferansiye blast-
larin yaygin infiltrasyonu izlenmis ve baz 16semik
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huicrelerde Auer body’ler tespit edilmistir. Inv16
anormalligini tasiyan hticrelerin transplantasyonu
ile genis bazofilik grantllii anormal eozinofiller ve
l6semik hticreler periferik kanda izlenmistir. M4 ve
M5 htcreler diger formlardan daha fazla ekstrame-
dullar yoreye yayilmislardir. Dondér hiicrelerinin
FAB tipine bakmaksizin her AML tipinde, fare
Kl'lerinde immatir l6semik blast CFUler tespit
edilmistir.

Akut lenfoblastik 16semi modeli

ALL’'de simdilerde asil arastirma sahasi, niiks
acisindan yuiksek risk tasiyan vakalarda tedaviyi
gelistirmek ve iyi prognozu olan vakalarda da teda-
vinin asiriigini azaltmaktir. Bu nedenle, tani asa-
masinda prognostik 6zellikleri ortaya koyan gecer-
li metodlar, gereksiz yogun tedavi veya yetersiz te-
daviden kac¢inmak icin gereklidir. Son zamanlarda-
ki calismalarla SCID farelerde olusturulmaya cali-
silan ALL modeli de bu amacla ortaya konmustur.
ALL'li hastalarda alinan hiticrelerin IV verilmesi ile
SCID farelerde 16semi gozlenmistir. Yeni tani kon-
mus ALL’li hastalardan alinan hticrelerin SCID fa-
relerde 16semi olusturma o6zelligi, insanlarda koti
event-free survi (EFS) ile birlikte bulunmustur.
Bunlara gore, SCID fare modeli ALL'li hastalar i¢in
iyi bir prognostik bilgi saglar.

SCID fare modeli, lenfosit prektirsorlerinin mig-
rasyonunu ve gelisimini etkileyen ve ALL hiicrele-
rinin 6zel mikrocevreye selektif homing’ini regtile
eden adezyon molekiillerini calismak icin de iyi bir
model olusturur. Buna gore, t(1;9) veya t(4;11) gos-
teren 16semik hticrelerde VLA-4 ve VLA-5 ekspres-
yonunun yiiksek olmasl, bu hiticrelerin stromaya
baglanma kapasitelerini ve ekstramedullar dokula-
ra migrasyonunu etkileyebilir.

SCID fare modeli, ekstramedullar 16seminin bi-
yolojisini calismakta da kullanilabilir. insan pre-B
ALL htcrelerinin SCID fareye IV enjeksiyonu, fatal
SSS lésemisine sebep olmustur. Kafatasinda veya
vertebral KI'lerinde ve meninkslerde 16semik hitic-
relerin engraft olmasi, diger yorelerdeki engraft-
ment’dan daha 6nce olmustur. Bu modele gore,
SSS’deki blastlarla ekstramedullar yore ve KI'nin
enfekte olmasi 16semi progresyonunda 6énemli rol
oynar.

Genelde bu tip modeller B-hticreli ALL'nin akta-
rilmasiyla olusturulmus modellerdir. Steele ve ar-
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kadaslan T-huicreli ALL'li hastalardan alinan 16se-
mik KI hticrelerini SCID farelere aktararak %63 fa-
rede Kl ve/veya dalaklarinda dissemine insan lose-
mik hiicrelerini gézlemislerdir. Bu 16semi tipi in-
sanlardakine benzer klinikopatolojik patern goste-
rirler. Losemiden erken dénemde 6len hastalarda
daha kolay engraftment gozlenmistir. SCID fare-
lerde 16semi olusturmayan T-ALL hiticreleri
NOD/SCID farelere verildiginde, bunlarda 16semik
engraftment gozlenmistir.

De novo veya relaps déneminde alman hiicre-
lerle engraftment arasinda da yakin iliski bulun-
mustur. Kamel-Reid ve arkadaslar1 tanidan 13 ay
sonra relaps olan pre-B ALL’li hasta KI 6rnekleri ile
scid farelerde KI, dalak, timus ve periferal organ-
larda yaygin 16semik infiltrasyon ve hayvanlarda
4-16 hafta sonra olduklerini gozlemislerdir. Tani-
dan 3.5 yi1l sonra relaps olan KI 6rnekleri ile fare-
lerin Kr'lerinde 30 hafta sonra infiltrasyon izlenir-
ken, tan1 asamasinda aliman KI 6rnekleri ile scid
farelerde 9 ay sonra bile diistik oranda l6semik
hiicre tespit edilmistir. Ornekler icerisinde esit sa-
yida blast oldugu i¢in, hiticrelerin in vivo biliytime
ozellikleri arasindaki fark KI érneklerindeki blast
sayisina baglanamaz. Bu ¢alismaya gore scid fare-
lerde losemik proliferasyonu saglayacak transp-
lante edilmesi gerekli hiicre sayis1 3-10x10¢ olarak
verilmektedir.

Ayrica, B-hiicreli ALL de hiticre-siklus geni p16
delesyonu ile engraftment arasinda korelasyon
gosterilmistir.

Cocuk akut T-hticre losemisinde tanimlanan
t(9;12) kromozomal anormalligindeki TEL-JAK2
cDNA’sinin (tirozin kinaz aktivasyonuna sebep
olur) hemaglutinine baglanmasiyla olusturulan
trangen’in C57B6 fareye aktarilmasiyla, yeni bir
transgenik model olusturulmustur. Bu modelde,
CD8+ T hticrelerin ekspansiyonuyla sonuclanan 4-
22 haftada fatal 16semi gelisir. Bu hiicreler kan,
lenf nodlar, timus, dalak ve KI'de gosterilmistir.

Barone ve arkadaslan nude ratlara (rnu/rnu)
insan T-hticre ALL dizisi HPB-ALL htuicrelerini sis-
terna magna seviyesinde IT vererek hayvanlarn
%93 tinde meningeal 16semi modeli olusturmus-
lardir. Bu modelde hayvanlar ortalama 30-39 gin
yasamislardir. Cogu hayvan modelinde SSS has-
taligina ilave olarak sistemik hastalik da tanimlan-
mistir. Bu modelde ise, sadece servikal lenf nod-
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larinda muhtemelen lenfatik drenaj yoluyla ulas-
t181 tahmin edilen 16semik DNA tespit edilmistir. -
gin¢ olarak, enjeksiyondan 24 ve 48 saat sonra
BOS’da PCR ile 16semik DNA tespit edilmemistir.
Muhtemelen c¢ogu hiicre in vivo geciste yasa-
yamamis ve enjeksiyondan kisa stire sonra NK
hticreler tarafindan temizlenmislerdir. Viable hiic-
reler de meninkslere yapismislardir. Nitekim, 21
gunden daha o6nceki donemlerde BOS'da 16semik
DNA tespit edilmezken beyin dokusunda ise gos-
terilmistir. Enjeksiyondan 3 hafta sonra meningeal
16semi ilerledikce, BOS’da 16semik hiicre sayisinda
belirgin bir artis gozlenmistir. Bdyle bir model,
hayvanlarin yasam stureleri kisith olsa dahi SSS
16semisi icin daha az toksik olan gen tedavisi, im-
munoterapi gibi yontemlerin c¢alisilabilecegi bir
modeli olusturabilir.

KAYNAKLAR

1. Westervelt P, Ley TJ. Seed versus soil: the importan-
ce of the target cell for transgenic models of human
leukemia. Blood 1999; 93:2143-2148.

2. Lapidot T, Pflumio F, Doedens M, Murdoch B, Wil-
liams DE, Dick JE. Cytokine stimulation of mul-
tilineage hematopoiesis from immature human cells
engrafted in SCID mice. Science 1992; 255:1137-
1141.

3. Gado K, Silva S, Paloczi K, Domjan G, Falus A.
Mouse plasmacytoma: an experimental model of
human multiple myeloma. Haematologica2001;
86:227-36.

4. Lattanzio G, Libert C, Aquilina M, Cappelletti M,
Ciliberto G, Musiani P, Poli V. Defective development
of pristane-oil-induced plasmacytomas in inter-
leukin-6-deficient BALB/c mice. Am J Pathol. 1997;
151:647-9.

5. Alsina M, Boyce B, Devlin D, Anderson JL, Craig F,
Mundy GR, Roodman GD. Development of an in vivo
model of human multiple myeloma bone disease.
Blood 1996; 87:1495-1501.

6. Dazzi F, Capelli D, Hasserjian R, Cotter F, Corbo M,
Poletti A, Chinswangwatanakul W, Goldman JM,
Gordon MY. The kinetics and extent of engraftment
of chronic myelogenous leukemia cells in non-obese
diabetic/severe combined immunodeficiency mice
reflect the phase of the donor's disease: an in vivo
model of chronic myelogenous leukemia biology.
Blood 1998; 92:1390-1396.

7. Voncken JW, Kaartien V, Pattengale PK, Germeraad
WTV, Groffen J, Heisterkamp N. BCR/ABL P210 and
P190 cause distinct leukemia in transgenic mice.
Blood 1995; 86:4603-4611.

8. Skorski T, Nieborowska-Skorska M, Wlodarski P,
Zon G, lozzo RV, Calabretta B. Antisense oligontik-
leotide combination therapy of primary chronic
myelogenous leukemia blast crisis in SCID mice.
Blood1996; 88:1005-1012.

108

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Shimoni A, Marcus H, Canaan A, Ergas D, David M,
Berrebi A, Reisner Y. A model for human B- Chronic
lymphocytic leukemia in human/mouse radiation
chimera: Evidence for tumor-mediated suppression
of antibody production in low-stage disease. Blood
1997; 89:2210-2218.

Lapidot T, Sirard C, Vormoor J, Murdoch B, Hoang
T, Caceres-Cortes J, Minden M, Paterson B, Caligiuri
MA, Dick JE. A cell initiating human acute myeloid
leukemia after transplantation into SCID mice.
Nature 1994; 367: 645-648.

Sills RC, french JE, Cunningham ML. New models
for assessing carcinogenesis: An ongoing process.
Toxicology Letters 2001; 120:187-198.

Sawyers CL, Gishizky ML, Quan S, Golde DW, Witte
ON. Propagation of human blastic myeloid leukemias
in the SCID mouse. Blood 1992; 79:2089-2098.

Uckun FM, Sather H, Reaman G, Shuster J, Land V,
Trigg M, Gunther R, Chelstrom L, Bleyer A, Gaynon
P, Crist W. Leukemic cell growth in SCID mice as a
predictor of relapse in high-risk B-lineage acute
lymphoblastic leukemia. Blood 1995; 85:873-878.

Carron C, Cormier F, Janin A, Lacronique V, Giovan-
nini M, Daniel MT, Bernard O, Ghysdeal J. TEL-
JAK2 transgenic mice develop T-cell leukemia. Blood
2000; 95:3891-3899.

Steele JPC, Clutterbuck RD, Powles RL, Mitchell
PLR, Horton C, Morilla R, Catovsky D, Millar JL.
Growth of human T-cell lineage acute leukemia in
severe combined immunodeficiency (SCID) mice and
non-obese diabetic SCID mice. Blood 1997; 90:2015-
2019.

Barone TA, Plunkett RJ, Hohmann P, Lis A, Glenis-
ter N, Barcos M, Ostrow PT, Spence PM, Greenberg
SJ. An experimental model of human leukemic
meningitis in the nude rat. Blood 1997; 90:298-305.

Kamel-Reid S, Letarte M, Doedens M, Greaves A,
Mudoch B, Grunberger T, Lapidot T, Thorner P,
Freedman MH, Phillips RA, Dick JE. Bone marrow
from children in relapse with pre-B acute lymphob-
lastic leukemia proliferates and disseminates rapidly
in scid mice. Blood 1991; 78:2973-2981.

Lapidot T, Fajerman Y, Kollet O. Immune-deficient
SCID and NOD/SCID mice models as functional as-
says for studying normal and malignant human
hematopoiesis. J Mol Med 1997; 75:664-673.

Lubin I, Segall H, Marcus H, David M, Kulova L,
Steinitz M, Erlich P, Gan J, Reisner Y. Engraftment
of human peripheral blood lymphocytes in normal
strains of mice. Blood 1994; 83:2368-2381.

Uckun FM. Severe combined immunodeficient
mouse models of human leukemia. Blood 1996;
88:1135-1146.

Bedell MA, Jenkins NA, Copeland NG. Mouse models
of human disease. Part I: Techniques and resources
for genetic analysis in mice. Genes & Development
1997; 11: 1-10.

Bedell MA, Largaespada DA, Jenkins NA, Copeland
NG. Mouse models of human disease. Part II: Recent
progress and future directions. Genes&Development
1997; 11: 11-43.

XXX. Ulusal Hematoloji Kongresi
Mezuniyet Sonrasi Egitim Kursu





