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OZET

Bu c¢alismada, matriks metalloproteinaz—2 (MMP-2) ve matriks
metalloproteinaz- 7°in (MMP-7) kopeklerde Transmissible Venereal Tiimorlerde
(TVT) ekspresyonlarinin incelenmesi amaciyla daha 6nce teshis konulmus olan 20
adet tiimor dokusu materyal olarak kullanildi. Bu dokulara streptavidin-biotin
peroksidaz kompleks metot uygulanarak MMP-2, MMP-7 immunoreaksiyonlari
karsilastirilmali olarak incelendi ve sonuglar semikantitatif olarak degerlendirildi.
Immunohistokimyasal olarak TVT’yi olusturan hiicrelerdle MMP-2 ve MMP-7
aktivitesinde artis sekillendigi gozlendi. Bu sonug, MMP-2 ve MMP-7’in TVT
patojenezinde onemli bir rol oynadigin1 gosterdi.

Anahtar kelimeler:Transmissible venereal tiimoér, immunohistokimya, MMP-2,
MMP-7.
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ABSTRACT

In this study previously TVT diagnosed 20 dogs tissues were used as material
for to examine MMP-2 and MMP-7 expressions. Streptavidin-biotine-peroxidase
technique was used for these tissue for MMP-2 and MMP-7 expressions were
comparatively examined and results were evaluated semiquantitalively.
Immunohistochemically, MMP-2 and MMP-7 activity were increased in TVT cells.
This result shoved that MMP-2 and MMP-7 in TVT pathogenosis.

Key words: Transmissible venereal tumor, immunohistochemistry, MMP-2, MMP-
7.



1.GIRIS

Timor, canlhida hiicrelerin otonomi kazanmasi ile kontrolsiiz bir sekilde
durmaksizin ¢ogalarak olusturdugu, normal dokulara gore gelismesi daha hizli ve
neden ortadan kaldirildiktan sonra dahi ¢ogalmasini siirdiirebilen yeni bir doku
(neoplazi) olusumudur (11). Hiicrenin normal davranmislarin1 diizenleyen
mekanizmalarin bozulmasi sonucu sekillenen kanser, kotii huylu tiimorleri ifade eden
bir terimdir. Hiicrede sinyal iletimi, hiicre dongiisiiniin ve apoptozisin diizenlenmesi
gibi islemlerde anahtar gorev iistlenen pek ¢ok proteinin islevi ilk defa hiicrenin bu
kontrolsiiz ¢ogalmasina sebep olan normal olmayan aktiviteleri nedeniyle
tanimlanabilmistir (4). Olusan bu yeni dokular biyolojik davranislara goére malign
(kotii huylu) veya benign (iyi huylu) karakterli olmak {izere iki grupta
simiflandirilirlar (11,18). Bulundugu organ iginde kisith bir sekilde biiyiiyen iyi huylu
tiimdrler, ¢ogunlukla sinirli tiremelerdir. Bunlar bazen konak¢ida bazi fonksiyonlarin
bozulmasina neden olsalar bile negatif etkileri ¢ogunlukla azdir. Koétii huylu
tiimdrlerin ise en belirleyici 6zelligi hizli bir sekilde biiylimesi, ¢evre dokulara
invazyonu ve Ozellikle uzak dokulara metastaz yapmalaridir. Tiimoérler kendilerini
meydana getiren hiicre tipi ve biyolojik davramiglarmma gore isimlendirilirler.
TiimGrogenezis, Oldiirlicli olmayan hiicresel DNA hatalar1 ya da degisikliklerin
sonucunda olusan c¢ok asamali bir siirectir (28,45). Hiicresel genom hasarlar
tiimorlerin ortak meydana gelis sebebidir ve bu olusan hasarlarin baslica nedenleri
arasinda cesitli kimyasallar, viriisler, radyasyona maruz kalma ve canli etkenler
sayilabilir. Genellikle kanserler bu faktorlerden kaynaklanan hiicre mutasyonlarinin
sekillenmesiyle olusmaktadir (27). Tiimorlerde 6liim oraninin biiyliik kismi, primer
timorden c¢ok metastazlarin goriilmesi sebebiyle sekillenmektedir. Karsinogenez,
tiimor olusumu ve metastazlar1 dahi kapsayan dort baslikla basamaklandirilmis olup

bu durum Darwinci siireci olarak tanimlanmaktadir (8).



Bu basamaklar sirasiyla su sekildedir.

1.Primer tiimér olusumu ve biiyiimesi: Primer timoriin meydana gelisinde
kontrollii hiicre 6liimii baskilanarak mitotik hiicreler normal olmayan sekilde boliiniir
ve daha sonra timor olusturan mekanizmalarin olugsmasina sebep olur. Primer timor
belirli bir biyiiklige eristiginde DNA’s1 degisen hiicrelerin bdliinme hizi daha da
artmaktadir ve bu sebeple besin ve oksijen gereksinimininde arttii bildirilmistir.
Artan bu gereksinim sonucu hipoksi indiikleyici faktor (HIF) ile tetiklenen
neovaskiilarizasyon olay1 baslatilir. HIF’ler biiyiime faktorii (GF) ekspresyonuyla
vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF), anjiopoetin 1 ve 2’nin sentezini

uyarmaktadirlar (8,35).

2.Epitel-mezenkimal transformasyon ve intravazasyon: Pleiotropik
etkilesimler,artan anjiogenin ekspresyonu ve HIF’lerin aktivasyonu sonucunda E-
kaderinin ekspresyonunda azalmaya sebep olmaktadir. E-kaderinin azaltilan
ekspresyonu sonucunda hiicre-hiicre adezyonu azalir ve bu daha sonra timor
hiicresinin hareket yeteneginin artmasina neden olmaktadir (22, 35). Bu durum ise
intravazasyon olarak adlandirilir ve kanserli hiicrelerin metastazinin baslamasina

sebep olmaktadir (37).

3.Hematojen yayilma: Sekonder tiimor hiicrelerinin gectigi lenf damarlarinin
bagli oldugu lenf diigiimlerinden bagimsiz olarak olusmaktadir. Yapist degismis
kanserli hiicreler dolasima katildiginda anormal hiicre-matriks etkilesimine sebep
olmaktadir. Kanser hiicreleri dolasimdayken ¢ogalmazlar, normal olan hiicrelerden
farkli boyut ve adezyon Ozelliklerine bagli olarak kapillar kisimlarda

durdurulmalarina kadar dolagimda sirkiile olmaktadirlar (16).

4.Ekstravazasyon ve sekonder tiimor olusumu: Kapillar kisimda tutulan
timorlii hiicreler endotel tabakaya tutunarak interstisyum, interselliiler bosluk ve
parenkimi gecip sonrasinda hedef doku veya organa ulasmaktadir (14,19). Daha
sonra bu kanserli hiicreler mezenkimal-epitelyal degisime ugrayarak fenotipik

yapilarini degistirirler (16).

Hem beseri hekimlik hem de veteriner hekimlikte ve giiniimiizde de dnemini
koruyan kanser ciddi bir arastirma konusudur. Kanser konusundaki c¢alisma ve

projeler en fazla desteklenen ve ilgi ¢ekenler arasinda yer almaktadir.



Kanserle iliskili olan onkogenez mekanizmalari, viral etkenlerle hiicrelerin
kontrolsiiz ve anormal sekilde biiylimesine neden olmaktadirlar. DNA ve RNA
viruslar1 kansere sebep olan viruslar arasinda yer almaktadirlar ve biitiin RNA tiimor

viruslari, retroviruslar ailesinde yer almaktadir (41).

Kanserde biyokimyasal belirleyiciler, farkli metabolitlerin yan1 sira DNA,
mRNA ve bazi protein yapilart olabilmektedir. Dahasi1 apoptozis, anjiogenezis ve
proliferasyon da kanserde biyokimyasal belirtegler olarak kullanilabilmektedir. Bu
belirtecler tlimoriin kendisi tarafindan veya diger dokulardan sentezlenebilmektedir.
Belirtegler canlinin sivilarinda, doku veya hiicre dizilerinde bulunabilmektedir.

Klinik olarak bu belirteclerin kullanim amaglari farklidir ve su sekilde siralanabilir:

1.Kanserin siniflandirilmasi

2. Tiimorlin biliylikligiiniin anlagilmasi

3.Semptomatik hastalarin teshislerindeki varyasyon durumlarinda
4. Tedaviye verilen yanitin analizinde

5.Hastaligin niiksiiniin tayin edilmesinde

6.Hastaligin ilerlemesinde prognoz indikatorii olarak

7.Genel popiilasyonun tahmin edilmesinde

Tiimor Dbelirtegleri enzim, hormon, glikoprotein, onkofetal antijen,
monoklonal immiinoglobulin, reseptdr, onkogen, plasental protein, karbonhidrat ve
supresor gen yapilarinda olabilmektedir. Bunlarin yani sira kiiciik ¢aptaki siralanma

degisimleri de belirte¢ gorevi iistlenebilmektedir (25).

Transmissible venereal timor (TVT) tiim diinyada kopeklerde goriilen kronik,
bulasict ve tiimdral bir hastaliktir. TVT c¢ogunlukla kopeklerin ekstragenital
organlarinda gozlenmektedir. Genellikle ciftlesme ile bulastig1 bildirilmesine ragmen
enfekte genital organlarin yalanmasi veya koklanmasi sonucu da bulastigi
bilinmektedir. Tiimoral kitleler de nodiiler, diizensiz ve frajil yapilar goriilmesinin
yanisira Ulserasyon da goriilebilmektedir. Timor makroskobik olarakkarnabahar
goriiniimiindedir ve bazen nodiler, papiller veya multilobiiler sekillerde
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deolabilmektedir. Tiimor 6zellikle kopeklerin kalabalik gruplar halinde ve serbestge
dolasabildigi 1liman iklime sahip bolgelerde daha sik goriilmektedir. Kitlelerin
sitolojik incelemesinde yuvarlak, oval veya poligonal sekilli, hiperkromatik
nukleuslu, eozinofilik ve vakuoler bir sitoplazma ile ¢ekirdek sitoplazma oranin
¢ekirdek lehine artmis hiicrelerden olustugu goriilebilir. Transmissible venereal
timorde lokal invazyonolgular1 yaklasik %40’inda goriilmesinin yani sira metastaz
vakalarin %5’in altinda oldugu bildirilmektedir. Timoér lenf digimleri, burun,
goz,dudaklar, deri, tonsiller, gogilis, beyin, karin duvarlari, uterus ve ovaryumlara

metastaz yapabilir (33).

Bu caligmada, kopeklerde dogal olarak sekillenmis transmissible venereal
timorlerde immunohistokimyasal olarak MMP-2 ve MMP-7 enzimlerinin
incelenmesi ve bu belirteglerin tiimoriin patogenezindeki rollerinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Transmissible Venereal Tiimor

Transmissible venereal tiimor, kopeklerin ¢ogunlukla eksternal nadirende
internal genital organlarina yerlesen genellikle iyi huylu retikiiloendoteliyal kokenli
bir tiimordiir(17). Kopeklerde TVT, sticker sarkom, veneral granuloma, transmissible
lenfosarkom ve kontagidz venereal tiimor adlariyla da bilinmektedir (44). Timor
saglikli hayvanlara hasta olanlardan hiicre nakli (giftlesme) yoluyla aktarilmaktadir.
Genellikle penis ve vagina mukozasini etkilemektedir. Tumdr, kiigiik yasta olan,
viicut direnci zayif ve immunsupresif kopeklerde daha agresif ve metastazik
olabilmektedir. Genital yerlesiminin yani sira tiimor, ekstragenital organlarda da %5
oraninda goriilebilmektedir. Bu yerlesim ya genital form ile birlikte ya da sadece
ekstragenital form seklinde olabilmektedir. Ekstragenital lokalizasyonlar koklama,
yalama veya 1sirma esnasinda direkt temasla olusmaktadir fakat bu lokalizasyonlara
oral ve nazal boslukta ¢cok daha nadir rastlanilmaktadir (9).

Daha ¢ok c¢iftlesme yoluyla bulastigi bilinen TVT gen¢ ve seksiiel acidan
aktif olan hayvanlarda sekillenmektedir. Bu hastalik genellikle 2-8 yasli hayvanlarda
goriilmekte (%80) olup disilerde (%64.5) erkeklere (%35.5) oranla daha sik meydana
gelmektedir. Olusumu konusunda giiniimiizde savunulan ortak goriis, TVT’ nin
allogenik hiicresel transplantlarla meydana geldigi yoniindedir. Pembeden kirmiziya
kadar degisik renkte olabilen bu tiimérler transplantasyondan 2-3 hafta sonra 1-3 mm
capinda gozlemlenmektedir ve eger zamaninda tedavi edilmez ise 10-15 cm ¢apina
kadar ulagmaktadir. Ozellikle biiyiik Kitleler hemorajik, iilserli ve enfekte olabilirler.
Tiumor, erkek kopeklerde ozellikle, glans penisin kraniyalinde, prepusium
mukozasinda veya bulbus peniste goriilmektedir. Tiumoral kitle genellikle
prepusiumdan tasmistir ve phimozis ile komplike olabilmektedir. Bu nedenle de
tretritis, sistitis ve prostatitis ile karigabilir. Anemnez bilgileri ve klinik muayene
TVT sliphesini akila getirse bile kesin teshis, alinan kitlenin histopatolojik
muayenesi, alinan smearlarin incelenmesi ya da elektron mikroskopta viriis
projeksiyonlarinin goriilmesiyle konulabilmektedir. Sitolojik incelemelerde yuvarlak
ya da oval polihidral hiicreler, daha ¢ok eozinofilik vakuollii ince sitoplazma,
yuvarlak hiperkromatik niikleus ile belirgin niikleolus ve ¢ok sayida mitotik figiirler
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dikkati ¢eker.Ayrica c¢ekirdek sitoplazma orani ¢ekirdek lehine artis gostermektedir
7).

TVT yerlesim yeri sebebiyle ilk evrelerde boyu ¢ok kiiclik oldugundan fark
edilmeyebilir. Biiylidiikk¢e ve klinik bulgular belirginlestik¢e fark etmek daha kolay
olmaktadir. Tiimorlin genital organ ¢evresine yerlesmesi ve karnabahar goriinimii

tipik 6zelligidir. Bununla beraber kanli bir akint1 ve kanli idrar goriilebilir (3).

2.2.Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) yaklasik olarak 28 enzimden olusan,
doku yikiminda Onemli yere sahip ekstraselliller proteazlardir. Matriks
metalloproteinazlar, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, 16kositler, diiz kas
hiicreleri, kondrositler gibi epitelyal ve mezenkimal kokenli hiicreler tarafindan
sentezlenmektedirler. Cogu MMP embriyogenez evresinde yaygin sekilde eksprese
edilmektedir. Yetiskinlerde ise endometriyumda,plasentada, meme bezlerinin
invollisyonu esnasinda ve yangida hizla eksprese edilmektedirler. Doku gelisiminde,
farklilasmasinda, yeniden sekillenmede, ovulasyon, hiicre gog¢ii, anjiogenez ile tam
olarak mekanizmalar1 bilinmese de pek ¢ok hastaligin patolojisinde MMP’ler 6nemli
yere sahiptirler (31).

Matriks metalloproteinazlar; matriksin ve ekstraselliiler matriksin hidrolize
komponentleri olarak da gosterilmektedirler (5,12) . Giinlimiize kadar insanda 24
adet MMP smiflandirilmig olup, bunlarin ¢ogu farkli etkilere sahip proteinler olarak;
matriks komponentlerine yapismalari, aktivasyon gostermek i¢in ¢inko iyonuna
baglanmalari, etki gdstermeden Once boliinmeyle aktivasyon ihtiyaci, aile iiyeleri
arasinda 6zel aminoasit dizilerinin korunmasi, metalloproteinazlarin endojen doku
inhibitorleriyle (tissue inhibitors of matrix metalloprotinases (TIMP)) enzimatik
aktivitelerindeki azalmalarina gdre tanimlanmaktadirlar (7, 12, 29). Bu proteinler;
normal doku yapimi, biiylime ve anjiogenezis gibi bir¢ok biyolojik siirecte merkezi
rol oynamaktadirlar. Ayrica aterom, artrit, kanser ve doku {ilserasyonu gibi
hastaliklarda yara iyilesmesi siirecinde Onemli rol istlenmektedirler (12,43).
Ekstraselliiler matriks yikimi, degisik fizyolojik ve patolojik durumlarda
sekillenebilmektedir. ESM ve bazal membran yikiminda baslica doért grup enzim rol

oynar. Bunlar



1- Sistein proteazlar

2- Aspartik proteazlar
3- Serin proteazlar

4- Metalloproteazlar’dir.

Tim bu gruplardaki proteolitik enzimlerin tiimér yayilimi ve metastaz
stireclerinde gorev alabilmelerine karsin, serin proteazlardan MMP’lerin daha aktif
rol oynayabilecekleri ortaya konmus bulunmaktadir (6,20,32).

MMP’ler noétral endopeptidaz enzim ailesine dahil olup, ekstraselliiler
matriksin (ECM) tiim iyelerini pargalama O6zelligine sahiptirler (1,32). Tamami
proenzim olarak kondrositler,osteoblastlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri,
notrofiller, makrofajlar  gibidegisik hiicrelerden salgilanmaktadirlar. MMP’ler,
kemigin remodelizasyonu,yara iyilesmesi, uterus ve meme dokusu fizyolojik
fonksiyonlari, embriyo implantasyonu, embriyogenezis,ovulasyon, laktasyon gibi
fizyolojik siireglerde yer almasina ek olarak tiimor hiicresinin invazyonu ve metastaz
gibi patolojik olaylarda da rol oynamaktadirlar. Kanser olgularinda ECM tiimor
dokusunun biiylimesi ve tiimor hiicresinin yayilimina engel olmak igin primer bir
bariyer olarak gorev yapmaktadir. Malign tiimorler bu bariyeri asmak igin

metalloproteinazlari kullanirlar (1, 32).

2.3.Metalloproteinazlarin simiflandiriimasi

Son yillarda MMP’ler iizerine yapilan c¢alismalar olduk¢a hizla artmig
bulunmaktadir. MMP ailesinin 6nceden tanimlanmis 7 tiyesi vardi fakat yeni
kesfedilen metalloproteinazlarin bunlara eklenmesi ile sayilar1 giderek arttig1
goriilmektedir. Son calismalara gore insanlarda MMP ailesi i¢inde en az 18 iiye
bulunmaktadir. Metalloproteinazlarin farkli kisiler tarafindan kesfi, oldukca karisik
bir adlandirma sistemine neden olmus ve bu nedenle MMP ailesinin iiyelerinin her

biri birden fazla isimle adlandirilmistir (1).



MMP’ler substrat spesifitesine gore su sekilde siniflandirilabilir (1, 32, 36).

Tablo 2.3.1. MMP enzimlerinin substrat 6zgiilliigiine gore siniflandirilmasi

Grup ad1 Tanmimlayici isim Numara Temel substrat
Kollajenazlar intertisyel kollajenaz MMP-1 Kollajen1,2,3,7,10,jelatin,Proteoglikan(PG)
Notrofil kollajenaz MMP-8 Kollajen 1,2,3,PG
Kollajenaz-3 MMP-13 KollajenTipl,2,3, PG
Kollajenaz-4 MMP-18 Kollajen Tip1,2,3, PG
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2 Jelatin kollajen 4,5,7,10,11,elastin
Jelatinaz B MMP-9 Jelatin kollajen 4,5,14 elastin, PG
Stromelisinler Stromelisin 1 MMP-3 PG, laminin, jelatin, kolajen 3,4,9,10
Stromelisin 2 MMP-10 PG,laminin,FN, jelatin, kolajen 3,4,9,10
Stromelisin 3 MMP-11 PG, laminin,elastin, jelatin, kollajen3,4,9,10
Membran tipi MT1-MMP MMP-14 Kollajen1,2,3,FN,laminin, Vitronektin
MMPler MT2-MMP MMP-15 Agrekan, FN,laminin, tenaksin
(MT-MMPler) MT3-MMP MMP-16 Kollajen 3, FN, jelatin
MT4-MMP MMP-17 Jelatin
MT5-MMP MMP-24 PG
MT6-MMP MMP-25 Kollajen 4, fibrin, fibronektin, jelatin

2.4.MatriksMetalloproteinaz 2 (MMP- 2)

Matriks metalloproteinazlar invazyon ve metastaz ile epitelyal mezenkimal
degisim asamasinda rol almaktadirlar. MMP’ler aktivitelerinin artmasina ek olarak
invazyon boyunca belli bir bolgede lokalize olmaktadirlar. Ektraseliiler matriksin
pargalanmasi i¢cin MMP-2, MMP-9, MMP-14 birlikte ¢alisirlar (32).

Gelatinaz A olarak da bilinen MMP-2’nin latent formu 72 kDa, aktif formu
66 kDa agirhigindadir (1, 38 ). Tip IV kollajeni, gelatini, ek olarak Tip V, VI, X,
kollajeni, elastin ve fibronektini, laminini par¢alamaktadir (13). Kolon, pankreas,
mesane, prostat, deri karsinomlarinda, meme ve over kanserinde ve hemen tiim
kanser tiplerinde tiimor stromasmna lokalize olarak goriilmektedir (1). Ayrica
membran tipi MMP’ler (MT-MMPs); gelatinaz A aktivasyonunda rol almakta olup,

bu aktivasyon timor hiicrelerinin gocii i¢in dnemli olmaktadir(1,36).




MMP’ler vaskiilarizasyonda 6nemli role sahiptir. MMP-1 ve MMP-7 daha az
oranda etkili olurken; MMP-2, MMP-9 ve MMP-14 tiimor vaskiilarizasyonun da
baslica rol oynamaktadirlar (2,32).

Mesane kanserli hastalarda kanser belirteglerinin biiyiik bir kismi idrarda
olciilmektedir. idrar MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri mesane kanserinin varligi ile
korele oldugu gibi kanserin derece ve evresi ile de korele olmaktadir.

MMP-2, 9, 15 ve 26’nin doku ekspresyonu ya da serum diizeyinin prostat
kanserinde Gleason skoru ile pozitif korelasyonu oldugu ortaya konmustur. Bunlar
arasinda plazma MMP-2 ve 9 diizeyleri metastatik prostat kanserlerinde Snemli
diizeyde artig gostermektedir. Bu iki enzimin tedaviden sonra 6nemli diizeyde azalma
gostermesi sebebiyle tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir
(32).

MMP-2 ve 9’un agresif beyin kanserlerinde artig gosterdigi rapor edilmis
olmaktadir. MMP-2 doku ekspresyonundaki artigla kisalmis yasam siiresi arasinda
negatif korelasyon bildirilmistir. MMP-2, 9 ve 14, over kanserleri arasinda en sik
calisilan belirtegler arasinda bulunmaktadir. MMP-2 ile over kanseri progesyonu
arasinda negatifkorelasyon olup, MMP-2 diizeyleri yiiksek bulunan hastalarda
peritoneal implant ve 6liim riskinde artis oldugu tespit edilmistir. Pankreatik sivida
aktif MMP-2 diizeyleri pankreatik kanserli hastalarda kronik pankreatitli hasta ve

saglikl bireylerde yliksek diizeyde tespit edilmistir (32).

2.5.Matriks Metalloproteinaz 7 (MMP- 7)

Ek metalloproteinaz olarak da bilinen bu molekiiliin latent formu 28 kDa,
aktif formu 19 kDa agirhigindadir (1, 10 ). Metalloproteinaz ailesinde
stromelysinlerin bir alt grubu olarak bilinmekte ve gelatin, elastin, fibronektin,
laminin, entaktini parcalama 6zelligi nedeni ile stromelysinlere benzer geni substrat
spesifitesi gostermektedir. Matriks metalloproteinaz ailesinin iiyesi olan MMP-7
hiicre dis1 matriks bilesenlerine kars1 genis bir substrat 6zgilliigiineek olarak efektor
fonksiyonlarint degistirmek i¢in ¢esitli hiicre yiizeyi proteinlerini pargalamaktadir.
Ileri klinikopatolojik evreler ve olumsuz prognoz ile yakin iliski iginde

bulunmaktadir (21).



Matrilysin (MMP-7); mide, meme, prostat ve kolorektal kanser tiplerinde
artmaktadir. Tiim tiimdr hiicrelerinde bu artis yeni olusan hiicrelerde saptanmaktadir.
Kolorektal kanserde artmis matrilysin diizeyleri tiimoriin ge¢ evresi ile
iliskilendirilmektedir. Bazal hiicreli karsinomlarin malign timdrler olduklart ve
siklikla metastaz yapmadiklar1 bilinmektedir ve bu timorlerde dematrilysin
diizeyinde artig olmayist matrilysinin timor progresyonunda énemli rol oynadigina
bir kanittir (1). Pankreatik duktal karsinomlu hastalarda plazma ve tiimér dokusu
MMP-7 diizeyleri yiikselmis olup kisa sag kalim siiresi ile iligkili olmaktadir (32).

Bu calismanin amaci kopeklerde TVT olgularinda MMP-2 ve MMP-7
ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak incelenmesi bu belirteglerin timor

gelisimi ile ilgisinin ve patogenezindeki 6nemini belirlemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamizda  kullamilan TVT  dokulart  Mehmet Akif  Ersoy
UniversitesiVeteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden ve calisma
siiresince inceleme i¢in getirilen tliimdrlerden temin edildi. Bu ¢alismada degisik 1rk,

cinsiyet ve yaslarda ki kopeklerden elde edilen 20 adet TVT dokusu kullanildi.
3.2. Histopatolojik Yontem

Teshis i¢in 6zel kliniklerden veya fakiiltemiz kliniklerinden getirilen tiimoral
kitleler %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi (resim3.2.1-4.1.3).
Trimlenen timoral doku pargalar1 takip kasetlerine alindi. Akarsu altinda 1 saat
yikanan kasetler doku takip cihazina takildi ve gerekli ayarlamalar yapilarak
dokularin gece boyunca diisiik dereceli alkollerden yiliksek dereceli alkollere
(%70°den %100’¢e) gegirilerek yumusak dokuda bulunan sularinin alinmasi, iki adet
ksilolden gegirilerek organlardaki yagin alinmasi ve sicak parafinden gegirilerek
doku bosluklarina parafin dolmasi saglandi. Doku Orneklerinin rutin patolojik
takibinde Leica ASP300S model ototeknikon kullanildi. Ertesi giin sabah dokular
parafine gomiilerek blokajlar1 yapildi. Bloklarin 4-5 saat sogutulmanin ardindan
Leica 2155 rotary mikrotomda, 5 mikron kalinliginda seri kesitler alindi. Normal
lama alinan kesitlei hematoksilen eozin ile boyandi. Immun histokimyasal olarak
MMP2 ve MMP7 aktivitesi incelenmesi i¢in de polilizinli lamlara iki takim seri kesit
alind.

Normal lamlara ¢ekilen doku kesitleri parafinin uzaklastirilmast i¢in 30’ar
dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gecirildi. Ardindan sirasiyla %100, 96, 90, 80
ve 70’lik alkollerden gegirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle 15
dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan sirasiyla %70, 80, 90,
96 ve 100’lik alkollerden gegirilen dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan
dokularin iizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve mikroskop altinda

incelendi.
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Resim 3.2.1: Dokularin trimlenip kasetlere alinmasi

3.3. Immunohistokimyasal Yontem

Polilizinli lamlara g¢ekilerek hazirlanan 2 ayri seri kesit immunoperoksidaz
yontem i¢in streptavidin-biotin-peroksidazkompleks yontemine gore boyandi.
Immunohistokimyasal inceleme i¢cin Abcam (UK) firmasinin hazir kitleri kullanildi.
Kesitler MMP-2 [Anti-MMP-2 antibody (ab110186), Abcam, 1/100 diliisyon] ve
MMP-7 [Anti-MMP-7 antibody (ab5706), Abcam, 1/100 diliisyon] reaksiyonunun
saptanmasi i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Bu amagla kesitler ksilol ve
dereceli alkollerden gecirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Dokular 10 dakika
sireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek amaciyla kesitler %3’lik metanoldeki hidrojen peroksit ile 20 dakika
muamele edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle phosphate buffered saline
(PBS)’de yikandi. Daha sonra nonspesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla normal
serumda 45 dakika siireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer
serumlar uygulandi ve oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi glin dokular aymi
sekil ve siireyle PBS’te yikandi, takiben streptavidin ile 30 dakika siireyle muamele

edildi ve PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular biotinli
12



serum ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Dokular ayni sekil ve siireyle yikandi,
hazirlanmis olan DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Sekonder kit
olarak Abcam firmasinin EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection
IHC kiti (ab80436) kullanildi. Karsit boyama amaciyla Harris hematoksilen
kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol icin kesitlere
primer antikor konulmadan ayni yonteme gore boyama yapildi.

Sonuglarin  fotograflanmasinda Olympus CX41 model mikroskop ile
morfometrik inceleme ve mikrofotografi i¢in Database Manual Cell Sens Life

Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Kopeklerin yaslar1 6 ay ile 2 yas arasinda degisiyordu. Calisma materyalini
olusturan kopeklerin 12 tanesi disi 8 tanesi erkekti. Tiimorlerin boyutlart 1x1x1

cm’den 8x5x6 cm’ye kadar degisiyordu.

Timoral kitleler yumusak kivamli ve genellikle iist yilizeylerinin kanamali
oldugu goriildi (resim 4.1.1-4.1.2). Baz1 biiyiik tiimorlerde nekroze alanlara da

rastlandi.

Resim 4.1.1: Disi bir kdpekte vulvada sekillenmis bir TVT olgusu.
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Resim 4.1.2: Bir erkek kopekte peniste sekillenmis TVT olgusu

Resim 4.1.3: Arsivdeki bir tiimoriin formaldehit tespiti sonrasi goriiniimii
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Tiimorlerin  mikroskobik incelemesinde tiimoriin oval yuvarlak sekilli,
vezikiiler ve biiyiik ¢ekirdekli hiicrelerden olustugu goriildii. Baz1 tiimdrlerde mitotik
aktivitenin artt181, bazi tiimorlerde ise nekroz ve kanamanin 6n planda oldugu dikkati
cekti. Damarlar oldukc¢a hiperemikti, 6zellikle kii¢iik tiimorlerde daha belirgin olmak

iizere mononiikleer seriden yangi hiicrelerine rastlandi (Resim 4.2.1-4.2.3).

Resim 4.2.1:Timoral kitlenin histopatolojik goriinimii (ok baglari ve hiperemik
damarlar (oklar), HE, Bar=200um.
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Resim 4.2.2: Timoral kitle mikrosobik goriiniimii, hiicre kiimeleri arasindaki bag

doku demetleri (oklar) HE, Bar= 100um.

Resim 4.2.3:Timoral kitle (ok baslari) ve ¢evresindeki yangisal hiicre

infiltrasyonlar1 (oklar), HE, Bar= 100um.
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Resim 4.2.4:Tiimoral hiicrelerin biiyiik bilylitmedeki goriiniimii, mitotik figiirler
(oklar) HE, Bar= 50pum.

4.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.3.1. MMP-2 immunohistokimyasal bulgular:

MMP-2 ile immunohistokimyasal olarak boyanan kesitlerin incelemesinde
ozellikle biiyiik kitlelerde daha belirgin olmak iizere ekspresyonun arttigi dikkati
cekti. Ozellikle tiiméral hiicreler basta olmak iizere aktivite artisa bag doku ve
tiimdriin tlizerini kaplayan epitel hiicrelerinde de rastlandi. Timoér hiicrelerinde
sitoplazmik olarak MMP-2 ekspresyonlarini belirgin sekilde arttigi dikkati ¢ekti
(Resim 4.3.1.1-4.3.1.5). Primer antikor damlatilmayan negatif kontrollerde ise

boyanma saptanmadi (Resim 4.3.1.6).
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Resim 4.3.1.1:Timoral kitlede artmmus MMP-2 immunoreaksiyonu (oklar),

Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pum.

Resim 4.3.1.2:Timéral hiicrelerde siddetli MMP-2  ekspresyonunun (oklar) biiyiik

biiyiitmedeki goriiniimii, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um.
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Resim 4.3.1.3: Artmis MMP-2 reaksiyonunun (oklar) yakindan goriiniimii,

Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pum.

Resim 4.3.1.4. TVT, MMP-2 immunoreaksiyonu (oklar), Streptavidin biotin
20

peroksidaz metodu, Bar= 50 um.



Resim 4.3.1.5: Artmis MMP-2 immnoreaksiyonu (oklar), Streptavidin biotin

peroksidaz metodu, Bar= 50 um.

Resim 4.3.1.6: Primer antikor konulmayanMMP-2 negatif kontrol, Streptavidin

biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 um.
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4.3.2. MMP-7’nin immunohistokimyasal bulgulart

Tiimdral kitleden alinan kesitlerin MMP-7 ile boyanmasinda 6zellikle biiyiik
kitlelerde aktivitenin artti1 dikkati gekti. Ozellikle baz1 tiiméral hiicreler ve bazi
yangisal hiicrelerde  MMP-7 ekspresyonlarinin arttigi  goriildi. Ekspresyonun
homojenite gostermedigi yer yer daha fazla oldugu saptandi (Resim 4.3.2.1-4.3.2.4).
Primer antikorun kullanilmadigi negatif kontrollerde boyanma gézlenmedi (Resim
4.3.2.5).

Resim 4.3.2.1: Transmissible venereal tiimorde MMP-7 immunoreaksiyonu, pozitif

hiicreler (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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Resim 4.3.2.2: Ust resimdeki MMP-7 pozitif hiicrelerin (oklar) yakindan gériiniimii,

Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.

Resim 4.3.2.3: MMP-7 pozitif hiicrelerin (oklar) goriiniimii, Streptavidin biotin

peroksidaz metodu, Bar= 50 um.
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Resim 4.3.2.4: MMP-7 pozitif hiicrelerin (oklar) goériiniimii, Streptavidin biotin

peroksidaz metodu, Bar= 50 um.

Resim 4.3.2.5: Primer antikor konulmayanMMP-7 negatif kontrol, Streptavidin

biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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5. TARTISMA

Timorler son yillarda insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da artma
egilimindedir. Tiimorlerin sekillenmesi ve tedavileri ile ilgili ¢alismalar hizla
artmaktadir. Insanlar, kedi ve kdpek gibi hayvanlar1 evlerinde pet hayvam olarak
gitgide artan bir ilgi ile beslemektedirler. Bu sebeple hayvan hastalik ve tiimorleri de
yaygin sekilde incelenmekte ve sebepleri ile patogenezleri arastirilmaktadir. Bu
calisma da kopeklerde sik karsilasilan bir tiimor olan TVT’de MMP-2 ve MMP-7
aktivitesinin belirlenmesi ve bu markirlarin patogenezdeki rollerinin arastirilmasi
amagclanmistir.

TVT, bulagsma ve ciftlesme sirasinda genital mukoz membranlarinin temasi
ile olusan tropikal ve subtropikal bolgelerde yasayan sokak kopeklerinde yaygin
olarak go6zlenen bulasici bir neoplastik hastaliktir (9,17,23). Genellikle penis ve
vagina mukozasini etkilemektedir (9,23). Cogunlukla geng kopeklerde (2-5 yasl)
goriilmesinin sebebi seksiiel olarak daha aktif olduklar i¢indir, her itk kopekte de
hastalik penis ve preputiumda goriilmektedir. (23,32,34,42). Sunulan ¢alismada,
TVT olgularina sadece genital organlarda rastlanmis ve disilerde vagina ve vulva ile
erkeklerde penis ve prepusyum en yaygin etkilenen organlar olmustur. Kitle
boyutlarinin 1x1x1 cm’den 8x5x6 cm’ye kadar degismekte oldugu goriilmiistiir.
Timoral kitleler yumusak kivamliydi ve genellikle iist yiizeyleri kanamaliydi.
Ozellikle biiyiik tiimérlerde kitle iginde nekroze alanlara da rastlandi. incelenen
kitleler bu 6zellikleri ile klasik bilgiler ile uyum gosterdi.

Yapilan bir calismaa, disi genital sistem igerisinde meme tiimdrlerinin
%71,23 ile birinci sirada, vulva-vagina tiimorleri de %27.77 ile ikinci sirada yer
aldig1 bildirilmistir (18). Disi genital sistemdeki en onemli timérlerden bir TVT'dir
(18). incelenen bir diger calismada, 89 kopegin 15'inde (%16.8) disi genital
sistemde, 16'sinda (%18) erkek genital sistemde olmak {izere toplam 31 olguda TVT
belirlediklerini ve bu kopeklerin %67.7'sinin 6 yasin altinda oldugunu bildirilmistir
(39). TVT saptadiklar1 kopeklerin %75'inin 6 yasin altinda oldugunu rapor
etmiglerdir (40). Giilgubuk ve Giirel’in ¢alismalarinda ise; 73 disi genital sistem
tiimdriinden 15'inin (%20.4), 5 erkek genital sistem tiimoriinden 3'tiniin (%60) TVT
oldugunu saptamiglardir. Yine aymi c¢alismada TVT saptanan hayvanlarin

%356.25'Inin 6 yasin altinda oldugu belirlenmistir. Erkek genital sistemdeki TVT
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orant %60 olarak bildirilmis olmasina ragmen bunun yaniltict bir oran oldugu
belirtilmistir. Bu durumun vaka sayisinin diisiik olmasindan ve ¢ogu klinisyenin
erkek kopeklerdeki bu tiir iiremelerin TVT olduguna karar verip patolojik
incelemeye gerek gormemelerinden kaynaklandigi da yine bu ¢alismada belirtilmistir
(18). Sunulan ¢alismada Anabilim Dalimiza gelen 20 adet tiimor dokusu
incelenmistir. Burdur’da kopek beslemenin nispeten yaygin olmamasi ve TVT
olgulariin genellikle Fakiilteye getirilmeden 6zel kliniklerde basit tedavi yontemleri
ile tedavi edilmesine ragmen bu oran yiiksek goriilmektedir. Calisma materyalini
olusturan kopeklerin 12 tanesi disi 8 tanesi erkekti.Kopeklerin yaglart 6 ay ile 2 yas
arasinda degisiyordu. Bu bulgularda klasik bulgularla uyum gostermistir.

MMP’ler; yikimdan sorumlu birgok ekstraselliler matriks proteini ile
organogenez, biiyiime ve doku doniisiimii sirasinda uyum iginde ¢alisan bir enzim
grubudur. MMP’lerin yetiskin dokudan salinimi ve aktivasyonu kisithdir, fakat
istenmeyen doku yikimina neden olan yangisal hastaliklar, timor gelisimi ve
metastaz gibi ¢esitli doku patolojilerinde 6nemli bir yiikselme izlenmektedir. Matriks
metalloproteinazlari; matriksin ve ekstraseliiler matriksin hidrolize komponentleri
olarak da gosterilmektedirler. Su ana kadar insandaki 24 adet MMP tanimlanmis, 26
adet iyi tanimlanmis liye rapor edilmistir. Bu calismada TVT’lerde MMP-2 ve
MMP-7 aktivitesi arastirilmis ve her iki belirtecinde artis gosterdigi saptanmistir
(30).

Matriks metalloproteinazlar invazyon ve metastazda epitelyal mezenkimal
degisim asamasinda rol almaktadir. MMPler aktivitelerinin artmasina ilave olarak
invazyon boyunca belli bir yerde odaklanirlar (30,32). Literatiirde TVT’de MMP 2
ve MMP 7 aktivitesi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu calisma TVT de
MMP2ve MMP 7 aktivitesinin tiimor dokusunda arttiginmi ve bunun TVT
patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Insanlarda yapilan ¢alismalarda MMP-2’nin kolon, pankreas, mesane, prostat, deri
karsinomlarinda, meme ve over kanserinde ve hemen tiim kanser tiplerinde tiimor
stromasina lokalize olarak arttigi bildirilmistir (1). MMP-7’nin ise mide, meme,
prostat, ve kolorektal kanserde artti§i rapor edilmistir (26, 32). Ayrica bir baska
calismada da MMP-2 diizeyleri pankreatik kanserli hastalarda kronik pankreatitli
hasta ve saglikli bireylerde yiiksek tespit edilmistir (32, 46). Pankreatik duktal

karsinomlu hastalarda plazma ve timdr dokusu MMP-7 diizeylerinin yiikseldigi
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bildirilmistir (24,32). Baska bir ¢alisma da MMP 2’nin mesane, deri karsinomlarinda
ve over kanserinde tlimor stromasina lokalize olarak izlendigi bildirilmistir (15,32)
Kanser hiicrelerinin kemik {zerine etkisi incelendiginde; tiimor hiicreleri ile
olusturulmus osteoliziste metalloproteinazlarin 6nemli bir yer aldig1 rapor edilmistir.
MMP 1, MMP 2 ve MMP 9 insan osteoblast hiicre kiiltiiriinde saptanmistir. Pankreas
kanserinde MMP 1 {iretimine bagli olarak tip I kollajenolitik aktivite tanimlanmistir.
Bununla beraber hiicre kiiltiirlerinde farkli MMP ekspresyon paternleri
tanimlanmistir. Ornegin; invaziv duktal adenokarsinomda MMP-2 ekspresyonu
intraduktal karsinomlara gore daha fazla bulunmustur. Pankreatik ve ampullar
kanserlerde immunohistokimyasal yontemle MMP 2, MMP 7 artisi, in situ
hibridizasyon caligmalar1 ile MMP 2 ve MT-MMP1’in birlikte arttiklari, Northern
analizleri ile MMP 2, MMP 7, MMP 11 arttig1 saptanmistir (30, 32). Bizim
calismamizla MMP-2 ve MMP-7 aktivitesi ilk kez TVT de incelenmis ve MMP-2 de
cok belirgin, MMP-7 de ise bolgesel artislar bulundugu ortaya konmustur.

Kopeklerin transmissible venereal tiimorii tiim diinyada artan prevalansa
sahip Ozellikle gen¢ kdpeklerde siklikla bulasma gosteren tiimoéral bir hastaliktir.
Sunulan ¢aligsmada transmissible venereal tiimor teshisi konan toplam 20 adet kdpege
ait bloklanmis tiimor dokusu orneklerinde histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler yapilarak MMP 2 ve MMP 7 ekspresyonlar1 degerlendirildi. TVT teshisi
konan tiimdr dokularinda artmis MMP 2 ve MMP 7 ekspresyonu gozlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bulgular TVT olgularinda MMP-2 ve
MMP-7’nin arttigini, MMP-2 artisinin MMP-7"den daha belirgin oldugunu ve her iki
markirinda 6zellikle biiyiik boyutlardaki tiimorlerde daha fazla oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, MMP-2 ve MMP-7’nin  kdpeklerin TVT olgularinda
patogenezde 6nemli bir rol oynadigimi MMP-2 ve MMP-7’nin bu tiimdrlerde
prognoz ve tedavide kullanimi konusunda daha ileri c¢alismalarin yapilmasi

gerekliligini ortaya koymustur..
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