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Klinik Oncesi Calismalarda Kullanilan
Prostat ve Kolon Kanseri Modelleri ve

Gorintuleme Teknikleri

Preclinical Models and Imaging Techniques for Studing Prostate
and Colorectal Cancers
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Tim kanser tiplerinde oldugu gibi, prostat ve kolorektal
kanserlerin olusma gelisme ve metastaz asamalarinda,
tlimor hiicrelerinin, kendi aralarinda, cevre stromadaki
normal diger hiicreler ile iliskilerinin anlasiimasi, immiin
yanit karsisindaki tutumlari ile gen ve sinyal yolaklarinda
meydana gelen degisikliklerinin anlasiimasi ¢ok énemlidir. Bu
nedenle deneysel arastirmalar icin, timor hiicre serilerinin
olusturulmasi, laboratuvar ortaminda dokularin olusturulmasi,
hayvan veya insan tiimor hiicre veya dokularinin enjeksiyon
ya da implantasyon yolu ile bilimin sessiz kahramanlari olan
deney hayvanlarinda tlimér modellerinin olusturulmasi ve
bunlarin molekiiler goriintiilenmesi cok 6nemlidir. Ancak bu
sekilde bu hastaliklarin etkili bir tedavisi bulunabilir ya da
daha olusmadan dnlenebilir hale gelir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, kolon kanseri, klinik
Oncesi goriintiileme

Abstract

As with all cancer types, the initiation, development, and
metastatic stages of prostate and colorectal cancers, are very
important to understand the relationship between tumor
cells and normal cells in the stroma, the changes in gene and
signaling pathways, as well as their behavior towards the
immune response. Therefore, for experimental research, the
formation of tumor cell lines, the formation of tissues in the
laboratory environment, and the formation of tumor models
via injection or implantation of animal or human tumor cells
or tissues in experimental animals, which are the silent heroes
of science, and their molecular imaging are very important.
Only in this way can there be an effective treatment of these
diseases, or they can be prevented before they occur.
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Prostat Kanseri

Degisik molekiler ozellikler, ilag yaniti ve direng
mekanizmalari gosteren c¢ok evreli progresif bir
hastaliktir. Hormona duyarli ve direngli evre olmak tizere
baslica iki evreye ayrilir ve her iki evrede de metastaz
gelisebilir. Prostat kanseri baslangicinda phosphatase
and tensin homolog inaktivasyonu ve TMPRSS2-ERG
arasinda somatik gen birlesmeleri saptanirken, hastalik
ilerlerken ekstraseltiler sinyalle diizenlenen kinaz/
mitojenle aktiflestirilen protein kinazi yolak mutasyonlari

ve metastatik slireclerde EZH2 artislari izlenir. Geg
donemlerde ise hormon yolagini hedef almis ilaglara
karsi, %25’inde de novo digerlerinde ise sonradan olmak
Uzere tedavi direnci ortaya ¢ikar.

Klinik Oncesi Modeller

Prostat kanser hicrelerini Uretmek, kiltirde
seri olusturmak ve asilamak zordur. Prostat kanser
arastirmalarinda etkili ksenograft timor modelleri
mevcut olup en sik kullanilan hiicre kaltarleri PC-3, DU-
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145 [(prostat spesifik antijen (PSA) icermez)] ve LNCaP
(fonksiyone androjen reseptorii iceren mutasyon) ile
kodlanmugtir.

Hasta kokenli ksenograftlar, hasta timorlerinden
elde edilir. Tumorin klinik genotip ve fenotipini daha
iyi yansitirlar. Taze ya da dondurularak ya da fikse
edilerek daha sonra analiz edilebilir. Bunlar 6rnegin;
alindigi zamana iliskin genomik bilgi saglarlar. Hasta
kokenli prostat kanser modelleri genelde (g grup altinda
incelenirler ve primer timor ya da metastazlarindan
elde edilebilir. Kanser dokulari keserek kiigiik parcalara
ayrilir ve doku kesitleri hazirlanir. Her modelin olumlu ve
olumsuz yonleri vardir ve hicbiri tek basina ideal degildir.

a) Hasta kokenli ksenograftlar (PDX): Destekleyici
tiimor mezankimi igerir. Zaman alici ve zahmetli olsa da
diger timor hiicre serilerine gore Uretim verimi fazladir.
Klinik 6ncesi deneyler, koken aldigi timori dogru
yansittigi icin altin standarttir. Tumorin her evresinden
zor olsa da elde edilebilir ve o evre icin bilgi saglarlar.
Genelde prostatektomi materyalinden elde edildikleri
icin latent timor hakkinda bilgi verirler. Olumlu yonleri,
doku mimarisi saglam kalir, androjen reseptoér yolagi da
dahil olmak lzere endokrin sistem saglam kalir, hastalik
seyrinin her safhasindan elde edilebilir ve 1 yil gibi uzun
bir sirede fonksiyonel degerlendirmeler vyapilabilir.
Olumsuz yonleri ise, sayisal degerlendirmeler sinirli olup
oldukga karisiktir. Fare modelinin immun sistemi eksiktir.

b) Hasta kokenli explantlar (PDE): Prostat dokulari
genetik muhendislikle Gretilmis jelatin  slingerler
Gzerinde, yarikiltirortaminabatiriimis sekilde buyatulir.
Bu jelatin stingerler, dogal orijinal doku mimarisinin
korunup mikrogevredeki hiicre-hiicre etkilesmelerini
bozmadan prostat hiicrelerinin kiltirini kolaylastirir.
Androjen reseptor sinyal yolagi korunur ve bu kiltirler
hormon duyarli olup kiltiirde PSA proteini saptanir (1).
Olumlu yonleri, doku mimarisi saglam kalir, androjen
yolagi saglam kalir ve fonksiyonel degerlendirmeler kisa
bir stirede yapilabilir. Olumsuz yonleri, orijinal dokudaki
immin sistem hicrelerde kisithdir ve doku kiltirde
7 gin canh kalabildiginden uzun vadeli fonksiyonel
¢alismalar yapilamaz.

c) Hasta kokenli sferoidler, prostasferler ve
organoidler (PDO): Uc¢ boyutlu kiltiirde ayri hiicreler
olarak blyir. Organoidler daha yeni teknolojilerdir.
Tek tabaka kiiltlir yerine, li¢ boyutlu kiltir ortamlarina
yerlestirilen ekstraselliiler matriks sayesinde hasta
kokenli hiicre serileri elde edilebilir. Boylece hiicre
batlinlugh ve farklanmasi korunarak hiicre émdrleri
uzatilir. Organoidlerin olumlu yonleri, hiicreler sonsuz

sayida genisletilebilir, ilag cevabi iyi degerlendirilir,
sayisal degerlendirmeler kolay ve hizlidir ve uzun
donem fonksiyonel c¢alismalar igin PDX graft olarak
yeniden hazirlanabilirler. Olumsuz yonleri ise, stroma
ve immin sistem etkisi eksiktir ve glinimiizde sadece
agresif prostat hiicre kultlrleri hazirlanabilmektedir.
Ug boyutlu yapi desteklerinin olumlu yénleri, stroma
ve immin sistem etkilerine ilaveten karisik hiicre-hiicre
etkilesmelerine izin verir, biyolojik materyallerden
Uretilebilir ve confocal goriintiileme (¢ boyutlu analize
ve hicresel etkilesimlerin degerlendirilmesine izin verir.
Olumsuz yonleri ise, pahali ve sinirh biyomihendislik
becerileri ve malzemeleri gerektirmesidir.

ilk taze 6rneklere ilave olarak PDE ve PDO deneyleri
PDX kokenli dokular tizerinde yapilabilir ve PDO 6rnekleri
farelere enjekte edilebilir ve bunlar PDX olarak bliylylp
daha sonra incelenebilir.

Transgenik fare modellerinde (PSA-Cre-ERT2/PTEN
fare dizisi), genetik yapisi degistirilmis fareler kullanilir.
Prostat kanserinde Ras, Myc, p53 ve PTEN (phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosome ten) gibi
ozel biyolojik belirtegler tanimlanmistir. Primer prostat
kenserlerinin  %10’unda, metastatik kanserlerin ise
%65’inde, mutasyon, transkripsiyonel represyon veya
silinme gibi nedenlerden 6&tiirG hiicre fonksiyonlarini
etkileyen PI3K/Akt yolagini kontrol eden PTEN down
regilasyonu tanimlanmistir (2) ve kotl prognoz ile
iliskilidir (3). Bu genetik degisikliklerin onkogenez
Uzerindeki etkileri in vitro model eksikligi nedeniyle
tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle PSA-Cre-ERT2/
PTEN transgenik fare modeli gelistirilmis olup PTEN’nin
insan prostat kanserlerinde ilerlemeyi neredeyse iki kat
arttirdigi gosterilmistir (4). Bu transgenik fare sayesinde,
prostat kanserinin baslangic ve ilerleme siiregleri daha
iyi anlasilabilir hale gelecek gorinmektedir.

Transgenik fare modellerinde (PSA-Cre-ERT2/PTEN
fare dizisi), genetik yapisi degistirilmis fareler kullanilir.
Prostat kanserinden 6lim sebebi genelde en sik kemik
metastazi (5) olup bu durumun farede modellenmesi,
neden bu timoérin kemik metastazi yaptigl ve
osteoblastik yanit olusturdugu anlasilamadigindan,
glictir. Bu tUumorin tedavisindeki glclik sadece
timor  hicrelerinden degil bu hicrelerin  kendi
mikrogevresindeki diger hicreler ile olan, blyime
faktorleri, sitokinler, hiicre disi matriks gibi iliskilerinden
de kaynaklanmaktadir ve bu durum anjiyogenez,
invazyon ve metastaz ile sonuglanir (6). Bu mikrogevre
etkilesimlerini arastirmak (zere bir takim preklinik
transgenik fare modelleri ve daha az ortotopik
ksenografting fare modelleri mevcuttur (7). immiin
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yetmezligi olan farelerin prostat glandina insan prostat
kanserinin ortotopik implantasyonu, prostat kanseri
arastirmalarinda hayati 6neme haizdir. Bu modeller
sayesinde, metastazdan sorumlu bazi genlerin biyolojik
fonksiyonlarini arastirmak mimkin olmustur (8). Yine
bu modeller, lenf nodu metastazi ve timoér ¢ogalmasi
Uzerine yeni deneysel ilaglarin tedavi edici etkilerini
arastirmak icin ideal calisma ortami saglarlar. Transgenik
fare modellerin tersine bu modeller, orijinal tiimorlerin
blylime ve histopatolojik 0Ozelliklerini korudugu igin
degisik molekiler ve genetik olarak degistirilmis tUmor
hicrelerinin timor mikrogevre etkilesimlerini arastirmak
icin faydahdir (9). Ektopik deri alti timo6r modellerine
gore bu OX modeller, timor hicrelerinin fenotipini
etkileyen timor mikrogevresini daha iyi olustururlar.
Boylece, prostat kanserinin arastiriimasinda, insan
prostat kanseri fare AP-OX modelleri transgenik fare
modellerini tamamlayici bir rol oynarlar.

NHPrE1- ve BHPrE1-Temelli Doku
Rekombinasyon Ksenografting Model

Prostat kok ve progenitor hicrelerinin  kendini
yenileme ve c¢oklu farklanmasini anlamak, kanserin
baslama ve ilerleme mekanizmalarini arastirmak
acisindan ¢ok dnemliolsa da bu hiicrelerin fonksiyonlarini
degerlendirecek stabil benign hicre dizileri yeterli
degildir. Doku rekombinasyon teknigi ise, prostatin
fonksiyonel yeniden yapilanmasini ¢alismak igin ideal
bir yontemdir. BPH-1'i iceren 6limsiiz insan prostat
epitel hiicre serilerinin insan prostatik dokularinin
fonksiyonlarini énemli kisimlarini gésterdigi saptanmistir
(10). BPH-1"in, doku rekombinantlarinda siklikla skuamoz
farkhlasma gostermesi o6nemli bir dezavantajidir.
Bunun igin progenitor hiicreleri yansitacak NHPrE1l ve
intermediate epitel hiicreleri yansitacak BHPrE1 hiicre
serileri gelistirilmistir (11). Yine, insan prostat epitelyal
kok hicrelerinin, “rat”in embriyonik Grogenital sinls
membrani ile rekombinasyonu sonrasinda in vivo
kosullarda kok hiicre 6zelliklerini degerlendirme sansi
dogmustur.

NHPrel- ve BHPrtEl-temelli doku rekombinasyon
ksenografting modelinde genetik mihendislikten
yararlanilir. Prostat kanseri arastirmalari igin mevcut
hiicre serilerinin sayisini arttirmak zordur. Nedeni
timor hicrelerinin in vitro kosullarda uzun siire hayatta
kalamamasidir. Bu nedenle yetiskin kok ve progenitor
hicreler stroma icermeyen (¢ boyutlu matrikse
yerlestirilir ve kendi baslarina organize olmalari saglanir.
Boylece bu Ug¢ boyutlu kilturlerde, kdk ve progenitor

hicrelerin hayatta kalmasi, farklilasmasi ve ¢ogalmasi
saglanir (12). Bu organoidler, dogal epitelin biyolojik
karakteristiklerinin geleneksel hiicre dizilerinden daha iyi
saglarlar. Organoidler normal prostat epitel ya da kanser
hicrelerinden olusturulabilir. Lumen ve bazal hiicreleri
iceren adenoid yapi olustururlar, genisleyebilirler ve
androjen reseptori icerirler. Organoidler genetik olarak
stabil olup kontrol edilebilirler. Organoid kultliriin bir
dezavantaji, normal doku ya da erken timérlere oranla
ilerlemis kanserlerin kiltir kosullari ve azalmis epitelyal
bitlnlik nedeniyle daha kotl buylimesidir. Oysa erken
timorlerden hazirlanan organoidlerde basari orani diger
hicre dizilerinden ya da hasta kokenli ksenograftlardan
daha basarihdir (13).

Hasta kokenli ksenograft modelde, prostat kanser
dokulara farelere implante edilir. ilag deneyleri icin klinik
oncesi modeller genelde prostat kanseri hiicre dizisinin
immin yetmezlikli fare enjeksiyonu lizerine kuruludur.
Ancak hiicre dizilerinin in vitro kosullarda uzun siire
kiltirde bekletilmesi, klinik ile iliskili heterojenitenin
kaybolmasina ve hiicre tiplerinin homojen olmasina
neden olmaktadir (14). Ayrica hiicre dizisinden hazirlanan
ksenograftlar, orijinal prostat kanserlerinin nadiren
yapisal mimarisini gosterdiginden kanser hiicrelerinin
timor mikrogevresini  olusturamaz. Oysa teoride,
prostat kanserli olgulardan alinan timor pargalarinin
immin yetmezlikli farenin bobrek kapsuli altina
dogrudan transplante edilmesi ile bu sorun asilmis olur
(15). Bu modeller ile prostat kanserlerinde, anjiyogenez,
kastrasyona direngli kok hiicrelerin tanimlanmasi, anti-
androjen tedavilerinin etkileri, hiicrelerin birbirleri ile
ve kemikteki cevre doku ile etkilesimleri arastirilabilir.
Mikroskobik diizeyde bu modeller orijinal timérin
stromal komponentlerini ve yapisal mimarisini icerir
(16). Yine orijinal timorin gen ekspresyonunu iceren
molekiler karakteristiklerini yansitirlar. Baslangictaki
ylksek ila¢ taramalari nedeniyle bu modeller in vitro
kiltdrler icin uygun degildir. Ancak ksenograftlar ile
hiicre dizileri arasindaki bu bosluk organoid kiiltlrler
ile doldurulmustur. En o©Onemli dezavantaji, insan
immdnitesinin farede olmamasi nedeniyle timor konak
arasindaki etkilesimi tam olarak yansitamamasidir. Ayni
hastanin kemik iligi kék hicrelerinden olusan immin
sistemin fareler prostat kanseri ile beraber transplante
edilmesi bir ¢6zim olabilir. Yine fareye enjekte edilen
timorlerin saptanabilir boyuta gelmesi icin 4-8 hafta
gibi bir bekleme siiresinin olmasi da diger bir problemdir.
Transplantasyon bolgesinin kotl vaskilarizayonu da bu
modellerin olusturulma basarisini azaltmaktadir.
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Kolorektal Kanserler

Kolorektal kanserler, insanda gorilen Uglincl en
stk kanserdir. Kromozomal karasizlik bu kanserlerin
karsinogenezinde énemli rol oynar. Prostat kanserinde
oldugu gibi bu timorlerin arastirilmasinda yaygin olarak
hicre, doku kilturleri ve hayvan deneyleri ve in vivo
gorintileme kullaniimaktadir.

in vitro modeller, hiicre dizilerinden olusur. ilac
kesifleri her timorde oldugu gibi 6nce insan ve fare
hiicre dizilerinde baslar. Bu iki boyutlu kiltirlere Ug
boyutlu organoid sistemler de eklenmistir.

insan hiicre dizilerine bakildiginda, 1951'de Hela
servikal kanser dizisi elde edildiginden beri hiicre dizileri
timorlerde sinyal yolaklarini arastirmak icin 6nemli
rol oynamistir. Cikarilan primer timor hicrelere ayrilir
ve plastik kiglk kaplarda uygun besi yerinde kiltiire
birakilir ve genomik olarak karakterize edilir. Ayni
klondan olusan bir topluluktur. Ucuz, pratik ve cabuk
sonug veren bir yontemdir. Hiicre dizileri genetik olarak
degistirilebilir. Klonal oldugu icin orijinal timdrden
farklilik gosterebilir. Hiicre dizileri hedefe yonelik tedavi
direncinden sorumlu insan kanserlerinin fonksiyonel ve
genetik heterojenitesini yansitmazlar (17). Hucre dizileri
arasinda karsilikli kontaminasyon olabilir. Yine bireysel
hasta timorlerinden hiicre dizisi olusturmak zordur
ve timorin koken aldigi normal dokudan hiicre serisi
olusturmak bir problemdir.

Fare hicre dizileri de timor arastirmalarinda yaygin
olarak kullanihr. Timoriin kéken aldigi normal dokudan
hiicre serisi olusturmak bir problemdir. Kolorektal kanser
hiicre dizileri fareden de elde edilebilir. Yaygin kullanilan
iki tanesi, MC38 adenokarsinoma hticre dizisi (C57BL/6
faresinden elde edilir) ve CT26’dir (BALB/c faresinden
elde edilir) (18,19). Kolay temin edilir, kolay kultlrde trer
ve benzer genetik yapili immin sistemi saglam farelere
cilt alti enjekte edilir. insan hiicre dizilerine oranla fare
kaynakli hiicre dizileri azdir. Daha az goriilen mutasyon
tiplerini iceren fare hiicre dizileri mevcut degildir ve fare
hicre dizileri, insan hticre dizileri kadar fonksiyonel ve
genetik olarak karakterize degildir.

Fare organoidleri l¢ boyutlu doku kiltirlerinde
hazirlanir. Geleneksel tek tabaka hiicre dizilerinin
temel sorunu, normal barsak hicrelerinin kiltlre
edilememesidir. Bu nedenle kendini yenileyen kok hiicre
ve komsu Paneth hiicrelerini iceren fare intestinal kripti
Ozel besiyeriiceren t¢ boyutlu kilttir modelinde (kollajen
matriks icerir) Uretilmektedir. Boylece kok hiicre ve
farklilasmis hiicre tiplerini iceren kigik barsaklar ya da
organoidler sentezlenebilmekte ve 1,5 yil stireyle kiltlre
edilebilmektedir (20).

insan organoidleri de fare organoidleri gibi g
boyutlu doku kiiltiirlerinde hazirlanir. insan kolon barsak
organoidleri, cerrahi rezeksiyonlardan, kolonoskopi
orneklerinden ve hatta EphB2+ kok hiicrelerinden
hazirlanabilmektedir. Timor orneklerinden organoid
olusturma orani %90 civarindadir ve yine normal
kolorektal doku organoidleri de Uretilebilir. Organoidler
timor heterojenitesini gostermek icin timorin degisik
bolgelerinden ya da metastazlarindan hazirlanabilir.

in vivo Transplant Modelleri

in vivo modeller ki en yaygini fare ksenograftidir,
timor mikrogevresini, konak immiin sisteminin yanitini
ve tedaviye timoryanitinda anjiyogenezidegerlendirmek
icin gereklidir. Hasta kokenli ksenograftlar ve ortotopik
transplant modelleri de gelistirilmistir.

Hicre dizisi ksenograftlari yonteminde timor
hiicreleri deney hayvanlarina enjekte edilir. insan
kolorektal kanser hlicrelerinin, immiin yetmezlikli (atimik,
siddetli kombine immin yetmezlikli) farelerin deri
altina enjeksiyonu sonrasinda tiimoér burada biydr. En
bliylk sorun enjekte edilen tiimor dizisinin insanlardaki
orijinal timorler gibi heterojenite gdsterememesidir.
Yine enjekte edilen farelerin immuin yetmezlikli olmasi,
timor olusumunda konak immin sistem yanitinin
degerlendirilmesine izin vermez. Turler arasi farklilik
nedeniyle kanser hicreleri ile stromal hicreler arasi
etkilesimler degerlendirilemez. Yine timor hiicrelerinin
enjekte edildigi deri alti, mikrogevre olarak intestinal
sistemden c¢ok farklidir. Son olarak enjekte edilen
kolorektal kanser timor hicreleri, enjekte edildikleri
yerde insan kanserinin histolojik 6zelliklerini gbstermez.
Bu nedenle ilag yanitlari ksenograft modeller ile klinik
uygulamalar arasi farkhihk gostermektedir (21). Bu
sorunlarin bir kisminin Ustesinden gelmek igin transplant
modelleri gelistirilmistir.

Hasta kokenli ksenograftlarda ise timor dokulari
deney hayvanlarina nakledilir Hastadan alinan
kolorektal kanser parcalari immiin yetmezlikli farelere
implante edilir. Blylyen tumor cikarihp bir baska
fareye implante edilir. Boylece deney icin gerekli fare
sayisina ulasilincaya kadar islem tekrarlanir. Bu durumda
timor hicreleri ile birlikte timor stromasi da gelisir
ve kanser hicresi ile cevre stroma arasi etkilesimler de
degerlendirilebilir hale gelir. Clnki primer timorin
vaskilaritesi, yapisal mimarisi ve histolojisi korunur.
Monoklonal ksenograftlara gore, bunlarda hiicresel ve
molekiler heterojenite daha belirgindir ve geleneksel
ksenograftlara gore tedaviye klinik yanit daha iyi
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ongorilebilir (22). Her ne kadar bu yontemle tumor
gelistirme basari orani %70 olsa da kisisellestirilmis
kanser tedavisi planlanmasinda en énemli metotlardan
biridir. Boylece tedavi rejimi belirlenmemis degisik
mutasyonlarin neden oldugu kanserler ile tedavi direnci
gelisenlerde hasta bakimi agisindan 6nemli bilgi saglarlar.
Bu yontemin de bazi dezavantajlari vardir. Geleneksel
ksenograftlar gibi hasta kokenli ksenograftlar da immin
yetmezlikli farelere implante edildiginden timor konak
immin sistem arasi etkilesimler degerlendirilemez.
Baslangicta implante edilen timor kendi stromasini
olustururken zamanla fare stromasi daha belirgin hale
gelir. Yine timor ekimi ve potansiyel tedavi taramasi 6
veya daha fazla ay gerektirir.

Orthotopic Transplant Modellerinde ise timor
dokulari deney hayvanlarinin prostat glandina uygulanir.
Geleneksel ya da hasta kokenli ksenograftlarin deri
altina implante edilmesi, deri alti yagh dokunun
mikrogevresinin kolonunkinden belirgin farkli olmasi
nedeniyle blylk bir dezavantajdir. Bu nedenle
ksenograftlarin dogrudan c¢ekum serozasina enjekte
edilmesi ile ortotopik ksenograft transplant modelleri
de gelistirilmistir. Boylece primer timor ve lenf nodu
karaciger ya da akciger metastazlari degerlendirilebilir.
Kolonoskopi ile tiimor buylimesi ve tedavi yaniti seri
biyopsiler ile degerlendirilebilir. intestinal organoidler
de kolona transplante edilebilir. Ek bilgi olarak farelerde
kanser, karsinogenler ya da genetik miihendislikle
olusturulabilir.

Gorintuleme Teknikleri

Onkolojide girisimsel olmadan in vivo goriintileme,
primer timorin kitlesi/hacmi, metastazlarin  yeri
ve sayisi, glukoz, protein ve yag asit metabolizmasi,
hiicre ¢ogalmasi, gen ekspresyonu, membran antijen
ekspresyonu, timor anjiyogenezi, hipoksi ve apoptozis
konulari Gzerine yogunlasmistir (23). Kigik hayvan
gorintileme, hastaligin basindan ilerlemesine ve
tedavi yanitinin degerlendirilmesine kadar hastaligin
tim evrelerinin degerlendirilmesini mimkin kilar. Yine
biyolojik sistemlerde olusan, immunolojik, hormonal,
besinsel degiskenlerden etkilenen karisik biyokimyasal ve
fizyolojik stireclerin arastirilmasi ancak canli hayvanlarda
mimkin olur. Bu arastirmalari ex vivo hiicre ve doku
kilturlerinde arastirmak mimkiin degildir. Gorilintileme
tekniklerinin en bilylk avantaji ise her hayvan kendi
kontrol grubunu olusturacagindan bir calisma icin gerekli
hayvan sayisini azaltir ve biyolojik degiskenligi azaltir.
Yine hayvan diseksiyonu, kesit alma gibi invazif, zaman
alan islemlere gerek kalmaz. Ayrica hayvan goriintlleme

ile elde edilen bilgi, uygun klinik ortamda insan igin
yorumlanabilir (24).

Genomik, proteomik ve nanoteknolojileri
degerlendirmek i¢in farkli goérintileme metotlar
arasinda, pozitron emisyon tomografi ve “tek foton
emisyon bilgisayarli tomografi”, optik gorintileme,
bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintlileme,
manyetik rezonans spektroskopi gorlntileme ve
ultrasonografi sayilabilir (25). Farkl ¢alisma prensiplerini
kullanan bu gorintileme yontemleri genelde preklinik
kosullarda laboratuvar hayvanlarini gorintileme igin
kullanilir. Hicre ve doku diizeyindeki goriintiilemelerde
ise mikroskobik ve makroskobik otoradyografi tercih
edilir.

Mikroskobik otoradyografi ile hiicre dizileri ve doku
kesitlerindeki radyonuklid isaretli molekiler problarin
gorlntllemesi yapilir. Hiicre diizeyinde ve hiicre alti
dizeylerde biyodagilim c¢alismalarini degerlendirmek
icin yapilan bir gorintileme yontemidir. Her ne kadar
mikrootoradyografinin oldukga farkli yapilma yontemleri
olsa da genel olarak temel prensipler asagida anlatildig
gibidir. Bu yontemde, biyodagihmi ¢alisilacak radyoaktif
isaretli (H-3, C-14, S-35 ve [-125) molekil deney
hayvanlarina enjekte edilir. Belirli bir stire sonra denek
sakrifiye edilir ve denekten alinan doku parcalari diseke
edildikten sonra sivi nitrojen, kuru buz veya hexane kuru
buzu icinde ¢ok cabuk dondurulur. Dondurmadaki amacg,
biyodagilimi arastirilacak molekilin biyolojik sivilar
icinde yer degistirmesini Onlemektir. Dondurulmus
orneklerden, -20 derecede calisan ve 5-10 mikrometrelik
kesitler alabilen kriomikrotom ile &rnekler alinir.
Radyoaktif isaretli biyolojik molekll igceren doku
kesitlerin fotografik emiilsiyon ile kaplanmasinda birkag
teknik vardir. ilki, mikroskobik lam &nce fotografik
emiilsiyona batirilp cikarilir ve havada kurutulur. Ornek
daha sonra Uzerine yerlestirilir. ikincisinde ise 6rnek
lama konur ve fotografik emdlsiyona batirilip ornek
emdilsiyon ile kaplanir. Son yontem olarak kurutulmus
cok ince bir film tabakasi lama yerlestirilmis 6rnegin
Ustline konur. Genelde emilsiyon kalinhigi 3-10
mikrometre olup emidilsiyon icindeki olusan glimis
tanelerinin boyutu ise 0,2-0,5 mikrometredir. Hangi
metot kullaniliyor olursa olsun amag 6rnek ile emiilsiyon
arasinda en yakin temasi saglamaktir. Daha sonra bu
kesitler 151k gegirmez kutu iginde derin dondurucuda
inkiibasyona birakilir. inkiibasyonun amaci, biyolojik
molekiliin sahip oldugu ¢ok dusik dizeydeki radyasyon
ile fotografik katmanin etkilesmesi igin yeterli siirenin
verilmesidir. Radyoaktif isaretli molekilden gelen
radyasyon kendine en yakin giimis halid kristallerinde
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olusturdugu vyapisal degisiklik kimyasal reaksiyonlar
sonrasl siyah bir nokta daha dogrusu bir noktalar dizisi
olusturur. Clinkl radyoaktif isaretli molekiilden gelen
ve genelde en yaygin kullanilan beta radyasyonu sahip
oldugu kinetik enerji nedeni ile fotografik emilsiyonda
birden fazla glimis halid kristalinde degisiklik yaptig
icin emulsiyonda yol aldigi mesafe ve bu mesafe icinde
etkilestigi kristaller tek bir noktadan ziyade noktalar
serisi olarak izlenir. Bdylece biyodagihmi arastirilacak
molekilin  hiicrenin  hangi  bileseninde  biriktigi
mikroskopta izlenen siyah noktalar sayesinde kolayca
belirlenir. inkiibasyon sonrasi fotografik emiilsiyon
kimyasal reaksiyonlardan gegirilip 151k mikroskobu ile
incelenmeye alinir. Boylece biyodagilimi arastirilacak
radyoaktif isaretli molekuliin hangi dokularda birikim
gosterdigi 1sik mikroskopunda izlenen siyah noktalar
sayesinde kolayca anlasilir. Ornek istenirse histopatolojik
boyalar ile de imminohistokimyasal olarak boyanabilir.

Mikrootoradyografide  diger bir  teknik ise
biyodagilimi galisilacak molekil uygun radyoaktif ajan
ile isaretlendikten sonra, isaretli bilesik hiicre kiltiiriine
konur. Belirli bir inklibasyon sonrasi hicre kultliriindeki
hicreler lama yayilip fikse edilir. Daha sonra bu hicreler
fotografik bir emilsiyon ile kaplanip bir siire sogukta
inklibasyona birakilir. Bu sire kullanilan radyoaktif
ajana, biyodagilimi ¢alisilacak molekile ve kullanilan
donanima gore degiskenlik gdsterir. inkiibasyon siiresi
sonrasi fotografik emiilsiyon ile kaph lam ayni ticari
fotografcilikta oldugu gibi kimyasal “developing” ve
“fixation” islemlerinden gegirilir. Daha sonra érnekler isik
mikroskopu ya da gerekli alt yapi hazirlanir ise elektron
mikroskopu altinda incelenir.

Radyoniiklid isaretli molekiler problarin biyodagilim
calismalari hayvanlarda makroskobik otoradyografi ile
degerlendirilir. Orijinal teknikte fotografik emilsiyonlar
kullanilsa da bugiin tiim viicut otoradyografiler, ylksek
uzaysal rezollisyon saglayan, dokulardan dogru, sayisal
ve gorsel bilgi saglayan otoradyoluminografi teknigi ile
yapilmaktadir. Duyarliigi ve rezollisyonu mikroskobik
otoradyografiye gore duslktir. Genelde fare ile
maymun arasinda degisen bulyukliklerdeki deney
hayvanlarinda biyodagilim c¢alismalarini arastirmak igin
yapilir. Tim viicut otoradyografi de denebilir. Bunun
icin biyodagilim calismasi yapilacak biyolojik molekiil
uygun bir radyoaktif ajan ile isaretlenir. isaretli bilesik
deney hayvanina enjekte edildikten sonra biyolojik
molekilin arastirilan kinetik zamani gelince deney
hayvani sakrifiye edilir. Sonra denek bedeni hexane

kuru buz banyosunda 5-15 dakika siire ile dondurulur.
Denekleri ¢abucak dondurulmasindaki amag, biyolojik
molekillin vicut sivilari igcinde yer degistirmesinin ya
da islem siresince baglandigl yerlerden ayrilmasini
engellemektir. Farkl sayida denekler farkli zaman
dilimlerinde sakrifiye edilerek bu c¢alisma birkag
asamada yapllirsa, biyodagilimi arastirilacak molekilin
konsantrasyon zaman egrileri elde edilebilir. Sonra
denek sivi karboksimetil seliiloz isimli 6zel bir karisimin
icine vyatirilarak tekrar dondurulur. Soguk kosullar
korunarak mikrotom adi verilen 6zel kesiciler kullanilarak
denekten istenilen kalinlikta doku 6rnekleri ki, genelde
20-50 mikrometre kalinhgindadir, alinir. Alinan 6rnekler
fotografik emilsiyon kapli filmin Gstlne yatirilip derin
dondurucuda inkiibasyona birakilir. Bu inkiibasyon
siiresi birka¢ hafta-ay arasinda degisir. inkiibasyon siiresi
sonrasl film kimyasal reaksiyona maruz birakilir ve filmler
banyo edildikten sonra degerlendirmeye alinir. Sayisal
degerlendirme yapmak icin dnceden konsantrasyonlari
belirlenmis radyoaktif normal érnekler hazirlanip doku
ile birlikte calisma basinda filme konulur. Béylece film
incelenirken bu konsantrasyonu bilinen normaller temel
alinarak yari sayisal biyodagihm bilgilerine ulasiimis olur.
Makrootoradyografide sayisal degerlendirme icin her
zaman fotografik emdilsiyon kapl filmler kullaniimaz.
Bunun icin 6zel olarak tasarlanmis otomatik cihazlar da
kullanilabilir. Genelde bu cihazlarin gaz karisimi iceren
deteksiyon bdélmeleri mevcuttur. Kriyomikrotom ile
kesitleri alinmis denek 6zel kasetlere konularak sistemin
gaz dedektorid icine vyerlestirilir. Elde edilen dijital
gorintl ozel yazilimlar sayesinde daha givenilir bir
sekilde analiz edilerek daha dogru biyokinetik sonuclara
ulasilir. Sayisal degerlendirme yapabilmenin diger bir
yolu ise, dehidrate edilmis denek, fosfor goriintileme
plakasina radyoaktif kalibrasyon standartlari ile birlikte,
yatirilarak otoradyoluminografi yapmaktir. Bunun igin
fosfor goruntileyen ekranlar kullanilir, ¢linkii daha kisa
slirede sayisal sonuclar veren nispeten yeni teknolojidir.
Radyoaktif sinyal ekrandaki floransi aktive ederek gizli
bir gérintd olusturur. Radyasyonun yogunlugu dogrusal
olarak isaretlenme yogunlugunda artisa yol acar. Bu da
sayisal degerlendirmeyi kolaylastirir. inkiibasyon siiresi
otoradyoluminografide genelde 4-7 gindir. Fosfor
gorintileme plaklari daha sonra fosfor gorintiileme
cihazinda goruntilenerek dijital goriintiler elde edilir.
Prostat kanserinin yonetiminde, risk siniflamasi,
tedavi sec¢imi, tedavi yanitini degerlendirme ve
prognoz tayini icin kullanilan teknikler ideal degildir.
Molekiiler goriintileme ise timor biyolojisine 1sik
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tutan yontem oldugundan giderek yayginlasmaktadir.
Prostat kanserinde molekiler goriintileme, malign ve
malign olmayan dokularda birbirlerinden farkh oldugu
icin, hlicre metabolizmasinin gorintilenmesi esasina
dayanir. Kolin, asetat glukoz, amino asitler, amino asit
analoglarn (leucine, methionine, tryptophan gibi) ve
nikleotidler bu timorin gorintilenmesinde kullanilan
metabolik isaretli substratlardir. Ozgiil olmadiklari icin
enflamatuvar yanitlarda, bazi benign lezyonlarda ve
prostat disi malignitelerde de tutulum gosterebilirler.

Kolin
Okaryotik  hiicrelerin  membranlarinin  yapisal
elemanlarindan sfingomiyelin ve fosfatidil kolinin

hidrofilik kisimlarinda bulundugundan hiicre biyimesi
icin gerekli bir yapi tasidir. Yine metiyonin sentezine girer
ve asetilkolin sentezi igin gereklidir. Hidrofilik pozitif ylik
nedeniyle hiicreye bir tasiyici ile alinir. Meme, prostat,
akciger ve kolorektal kanserlerde kolin kinaz aktivitesi
artmistir  (26). Prostat kanserinde kolin tutulumu
androjen varhgina duyarh iken anoksik kosullarda
tutulumu azalir (27). C-11 isaretli kolin, F-18 isaretli kolin
ve F-18 isaretli floroetilkolin olmak lizere prostat kanseri
goruntilenmesinde U¢ formu vardir. Pankreas, karaciger,
bobrekler, lakrimal ve tlikirik bezlerinde ylksek oranda
tutulum gosterirken barsak ve kemik iliginde degisik
oranda tutulum gosterebilir. F-18 kolin intravenoz
uygulama sonrasi 5 dakika igcinde kandan temizlenir ve
renal yolla atilir. Uriner atiim nedeniyle, enjeksiyondan 2
ve 30 dakika sonra olmak tzere iki kez gorintileme yapilr
ve zamanla artis malign, azalma ise benign prosesleri
dusindardr. Yeni tani almis olgularda evreleme amaci
ile kullanilsa da orta ve yiiksek riskli olgularda pelvik lenf
nodu saptanmasinda duyarliigi %49, 6zgulligu ise %95
olarak hesaplanmistir (28). Rekirrenlerde ise prostat
yatagindakintkslerisaptamada duyarhhgi %75, 6zgulligu
%82, lenf nodlarindaki metastazlarin gosterilmesinde ise
duyarhhigr %100, 6zgulligu %92 olarak rapor edilmistir
(29). Literaturde, kolorektal kanser ve metastazlarinin
da F-18 isaretli kolin ile gorintilendigi vaka bildirileri
mevcuttur.

Asetat

Basit ama enerji metabolizmasinin temel organik bir
anyonudur (CH3COO-). Ayrica yag asitlerinin sentezinde
ortak yapi tasidir. Membran tasiyicilari ile hicreye
alindiktan sonra asetil koenzim A’ya donustirilip enerji
metabolizmasina (krebs siklusu) girer. Yine asetil koenzim
A ve metaboliti malonil koenzim A, yag asitlerinin

sentezinde rol alir ve hiicre membranindaki fosfolipit ve
glikolipitlerin yapisina girer. Kolesterol biyosentezinin de
temel bilesenidir. Prostat kanserinde de artmis yag asit
sentezinin temel bileseniolarak tutulumuartarve bu artis
androjenden bagimsizdir (30,31). Fizyolojik biyodagilimi,
kalp, karaciger, bobrekler, tikirik bezleri, pankreas,
dalak, ince barsak, kemik iligi ve iskelet kasi seklindedir.
C-11 ve F-18 isaretli asetat olmak Uzere iki formu da
mevcuttur ve enjeksiyondan 5 ile 15 dakika arasinda
goruntileme yapilir. C-11 isaretli asetat karbondioksite
dontsturulip akcigerlerden atilirken, F-18 asetat
Uriner yolla atilir. Prostat kanserine 6zgiil olmayip,
benign timorler, enflamasyon ve diger kanserler gibi
hipermetabolik dokularda da tutulum gosterir. Prostat
hiperplazisinde de tutulum gosterdigi icin tanida, diistk
PSA dizeylerinde tutulum dizeyi yeterli olmadigindan
erken rekirrenslerin saptanmasinda kullanimi sinirhdir
(32).

Glukoz

F-18 isaretli formu (FDG) bir glukoz analogu olup
ayni glukoz gibi davranir. Transmembran proteinleri
ile tasinir ve hekzokinaz ile fosforlanir ama metabolize
olmaz. Prostat kanserinde FDG tutulumu timoriin
diferansiyasyonuna, timoriin androjen bagimhhgina ve
timor hipoksisine bagimlidir (33). Prostat kanserinde
disik tutulum gostermesi, normal ve anormal prostat
dokusunda tutulumu ydniinden belirgin 6rtiisme olmasi
nedeniyle yeni tanida ve lokal evrelemede kullanimi
sinirlidir. Biyokimyasal niks olgularinda ise FDG’nin
duyarlilig, kolin ve asetata oranla dusuktir (34).
Kastrasyona direngli prostat kanserli olgularda prognoz
tayini yoniinden faydali olacak gibi goérinmektedir.
Kolorektal kanserlerin tani evreleme, tedavi vyaniti
degerlendirme ve nikslerin saptanmasinda F-18 isaretli
deoksiglukozun baslca tercih edilen gorintileme
ajanidir.

L6zin

Esansiyel bir aminoasittir  Messenger RNA
translasyonunu, ribozomlarda sentezi, otofajiyi ve
hlicre metabolizmasini kontrol eden rapamisin (mTOR)
aktivatorudir. Prostat kanserinde bu yolak bozulur ve
timoérin androjen bagimsizligina ve progresyonuna
neden olur (35). L-I6zin membran tasiyicilari inhibe
edilirse prostat kanserinde spontane gerileme izlenir.
Anti-1-amino-3-[18F]Fluorocyclobutane-1-Carboxylic
Acid (Anti-[18F] FACBC) isaretli sentetik 16zin analogudur.
Yogun karaciger ve pankreas, daha az yogun tukiirik
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bezleri, hipofiz, barsak ve kemik iliginde tutulum goérulir.
Kaslarda metabolize oldugu i¢in zamanla kas tutulumu
artar ve Uriner atilim minimaldir. Enjeksiyondan 3 dakika
sonra goruntilemeye baslanilir. Prostat kanserine 6zgil
olmayip, benign prostat hiperplazisinde, enflamasyonda
ve benign tiimorlerde de tutulum gosterebilir.

Metiyonin

Memeli hicrelerinin normal biylime ve gelismesi
icin gerekli, stilfir iceren ve metabolitleri biyokimyasal
sireglerde major metil vericisi olan esansiyel bir
aminoasittir. Protein ve glutatyon sentezine katilir.
C-11 methionin prostat kanserinin gorintilenmesinde
kullanilan formudur (36). intravendz olarak enjekte
edildikten sonra kandan hizla kaybolur ve pankreas,
karaciger, tiikirik bezleri, tonsiller, kemik iligi, testis ve
miyokardiyumda fizyolojik olarak tutulur. Uriner atilimi
yoktur.

Triptofan

5-Hidroksitriptamin prokirséri olup esansiyel bir
amino asittir ve protein sentezine de katilir. Normal prostat
glandinda serotonin iceren néroendokrin hiicreler bulunur.
Yuksek dereceli prostat kanserlerinde de bu hicreler
bulunur ve kastrasyona direngli formlarda ise ¢ok ylksek
oranda saptanirlar (37). C-11 serotonin’in kastrasyona
direncli metastatik prostat kanserinde biitiin metastatik
odaklarda tutulum gosterdigi rapor edilmistir (38).

Ayrica nikleik asitlerin temel yapi tasi olan
nikleozidlerden F-18 florotimidin degisik kanserlerin
gorlintilenmesinde degeri arastirilsa da prostat
kanserinin goriintiilenmesinde kullanilmamistir. Ancak
bir analogu olan, F-18-fluoro-methyl-arabinofuranosyl-
uracil (FMAU), prostat kanserinde kullanilmistir (39).
Florotimidine oranla kemik iligi tutulumu ve Uriner
atilimi daha azdr.

Prostat hiicrelerinin cogalmasini saglayan androjenler
prostat kanserinin de patogenezinde rol oynar.
Prostat kanserinin her evresinde hatta kastrasyona
direngli tiplerinde bile androjen reseptorlerinin sayisi
artar.  5a-dihydrotestosterone’un  yapisal analogu
18F-Dihydrotestosterone (FDHT) intravendz olarak
uygulandiktan sonra normal testosteron ile yarisarak
seks hormonu baglayan globiiline baglanir ve hiicre
membranlarindan difiize olup sitozolik reseptorlerine
baglanir ve ¢cekirdekteki hedefine gider. Yari6mri 1-2 saat
olup karaciger ve renal yolla atilir. Pankreas, adrenaller,
ince barsak ve kemik iliginde de disuk diizeyde tutulum
gosterir. Bu ajan en iyi halle androjen reseptor diizeyini

tim viicut diizeyinde gdstermede ve kastrasyona direngli
olgularda prognoz tayini gibi konularinda faydal gibi
gorinmektedir (40).

Prostata Ozgii Membran Antijeni (Glutamate
Carboxypeptidase Il) (PSMA)

Prostat epitel hiicreleri (diger dokulara oranla 100-
1000 kat fazla), ince barsak, renal tubuler hicreler,
¢olyak gangliyon ve tukirik bezlerinde bulunan bir
transmembran glikoproteindir. Androjenler prostat
glandindaki PSMA dizeyini azaltsa da kastrasyona
direngli olgularda duzeyleri ¢ok yiksektir (41). Bu
reseptore ligand baglandiginda, ligand ile birlikte
reseptor internalize olur ve endozomal geri donlisim
sisteminin bir parcasi olur. Bu 6zellik, prostat kanseri
gorlintileme ve tedavisinde ¢ok ©nemlidir. Bu
reseptoriin hiicre disi kismina baglanan antikor (J591)
ve diger enzim inhibitérleri ve diger ligandlar Zr-89 ve
Ga-68 gibi radyontklidler ile isaretlenerek primer timor
gorintilenmesinde ve tedavi sonrasi biyokimyasal
niikslerde metastatik odaklarin gosterilmesinde faydali
bilgiler saglamaktadir.

Gastrin Salgilayan Peptid Reseptorii

Normal prostat glandinda nadir bulunan bu reseptér
diger bazi timorlerde oldugu gibi prostat kanserlerinin
timor hiicre membranlarinda da sayisi artar. Bu reseptor
agonistleri baglandiktan sonra hiicre icine alinirken,
antagonistler membran reseptoriine bagh olarak
kalmaktadir. Bu ajanlar Ga-68, F-18, Cu-64, In-111 ve
Lu-177 gibi bircok radyoniiklid ile baglanabilmektedirler.
64Cu-CB-TE2AARO kodlu gastrin salgilayan reseptor
antagonisti ajanlar ile yapilan klinik gérintilemelerde,
ajanin ¢ok ¢abuk kandan temizlendigi ve Uriner yolla
atildig1 saptanmistir. Pankreasta belirgin, karaciger, kolon
ve dalakta ise daha diisik diizeyde fizyolojik tutulum
gostermektedir (42).

Kolorektal kanserlerde, arastirma amagli yukaridaki
metabolik problarin da, prostat kanserinde oldugu gibi
goriintileme degerleri vardir ve kullanilabilir. Literatlirde
serilerden ziyade olgu sunumu tarzinda olgular
bildirilmistir.

Sonu¢ olarak, “Hayatta en gergek yol gosterici
ilimdir ve bilimdir. Bunlarin disinda yol gosterici aramak
cahilliktir (M. Kemal ATATURK)".

Finansal Destek: Yazar tarafindan finansal destek
alinmadigi bildirilmistir.
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