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OZET

Bu ¢alismada, Nektin-4’{in kopek meme karsinomlarinda malignite ile iligskisinin
ortaya konulmasi amaciyla daha dnce tubulopapiller karsinom ve kompleks karsinom
teshisi konmus toplam 30 adet kopek meme tiimor dokusu materyal olarak kullanildi.
Bu dokulara avidin-biotin peroksidaz kompleks metot uygulanarak Nektin-4,
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), Ki-67 immunoreaksiyonlari
karsilastirilmali olarak incelendi ve Sonuglar semikantitatif olarak degerlendirildi.
Immunohistokimyasal olarak Nektin-4 ile 19 olguda kuvvetli ve 8 olguda orta
derecede kuvvetli sitoplazmik ekspresyon dikkati ¢ekti. Bununla birlikte, PCNA ile
18 olguda kuvvetli, 6 olguda orta derecede kuvvetli; Ki-67 ile 1 olguda orta derecede
kuvvetli niikleer boyanma belirlendi. Sonu¢ olarak, bu c¢alismada, Onceki
caligmalarla paralel bir sekilde kopek meme karsinomlarinda PCNA ve Ki-67
immunoreaktivitelerinin arasinda pozitif yonde yiiksek bir korelasyon bulundugu
gortildi (r: 0.884). Ayrica, kdpek meme karsinomlarinda Nektin-4 ile PCNA ve Ki-
67 ekspresyonlari arasinda pozitif yonde dogrusal ve yiiksek bir korelasyonun oldugu
ortaya kondu. Bu nedenle Nektin-4’tin kopek meme karsinomlarinda malignite ile
iligkili dnemli bir prognostik deger olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: kdpek meme karsinomlari, immunohistokimya, nektin-4,
PCNA, Ki-67.
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ABSTRACT

In this research, 30 canine mammary tumors tissue which were previously diagnosed
as tubulopapillary carcinoma and complex carcinoma were used in order to
determine relationship between Nectin-4 expressions and malignancy in canine
mammary carcinomas. The routine avidin-biotin peroxidase complex method was
used for the detection of Nectin-4, Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), Ki-67
in these tissues. The results were analyzed comparatively and evaluated
semiquantitatively. Immunohistochemically, positive cytoplasmic staining of Nectin-
4 was revealed strong in 19 cases and moderate in 8 cases. However, nuclear
immunostaining of PCNA was detected strong in 18 cases and moderate in 6 cases
and Ki-67 expression was seen moderate in 1 case. In conclusion, in this research, it
has been observed that a high positive correlation between PCNA ve Ki-67
expressions among canine mammary carcinomas (r: 0.884). In addition, positive,
linear and high correlation was observed between Nectin-4, PCNA and Ki-67
expressions. For this reason, it has been concluded that Nectin-4 may be a significant
prognostic value related malignancy in canine mammary carcinomas.

Key words: canine mammary carcinomas, immunohistochemistry, nectin-4, PCNA,
Ki-67.
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1. GIRIS

Tiimor, organizmadaki hiicrelerden herhangi birinin otonomi kazanmasi
sonucu canlmin kontrol mekanizmalarinin etkisinden ¢ikmasi ile sinirsiz ¢ogalmasi
sonucunda olusan, gelismesi normal dokulara gore daha hizli ve sebep ortadan
kalktiktan sonra bile biiylimesini siirdiiren yeni doku (neoplazi) olusumudur. Bu
dokular biyolojik davranislarina gore benign (iyi huylu) veya malign (kotii huylu)
karakterli olmak tizere iki gruba ayrilir ve malign gelisme gosterenler kanser olarak
isimlendirilir (24, 60).

Kanser gelisimi, Oliimciil olmayan hiicresel DNA hatalari ya da
degisikliklerinin birikimini igeren ¢ok asamali bir siirectir (60). Hiicresel genom
hasarlar1 neredeyse tiim tiimoérler i¢in ortak nedendir. Bu hasarlarin baslica
kaynaklar1 ise radyasyon, virtisler ve g¢esitli kKimyasal maddelerdir (57).

Kanser, gerek beseri gerekse veteriner hekimlikte giincelligini uzun yillardan
beri kaybetmeyen bir arastirma konusudur. Bu konudaki ¢aligmalar tiim diinyada tip
bilimi ¢evrelerinde en fazla desteklenen ve ilgi ¢eken caligsmalar arasindadir. Meme
kanserleri kadinlarda 6liim sebeplerinin ilk {i¢ii arasinda siirekli yer alir (41). Disi
kopekler basta olmak iizere hayvanlarda da benzeri bir siralama miimkiin
goriilmektedir. Meme kanserleri disi kopeklerde en sik goriilen malign timor tipidir
(57). Insanlarda hayvan sevgisinin artmas ile iyi bakim ve beslenme kosullarinda
yasam Omrli uzayan kopeklerde, meme tiimdrleri yiiksek oranda goriilmeye
baglamistir (44). Bununla birlikte meme kanseri tiplerinin birbirinden farkl
prognozlara ve tedavi yanitlarina sahip olmasi, teshis ve tedavi uygulamalarinda
zorluklarin yasanmasina neden olmustur (52, 68). Bu zorluklarin giderilmesinde
immunohistokimyasal tekniklerin kullanilmasi, objektif olarak diagnostik ve
prognostik agidan biiyiik rol oynamustir (4, 25, 45, 59).

Bu ¢alismada, kopek meme karsinomlarinda immunohistokimyasal olarak
Nektin-4 ekspresyonlari ile Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ve Ki-67
ekspresyonlarinin karsilastirilmali olarak incelenmesi ve Nektin-4’iin kdpek meme

karsinomlarinda malignite ile iligkisinin ortaya konulmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kopeklerde Meme Bezi Morfolojisi

Meme bezleri, siit {iretimi amaciyla abdominal hattin orta ¢izgisinde
birbirlerine paralel olarak gelisirler. Disi kopekler genellikle 5 ¢ift meme bezine
sahiptirler. Bunlar, kraniyal ve kaudal torasik meme bezi olmak iizere 2 ¢ift
kraniyalde; kraniyal ve kaudal abdominal meme bezi olmak tizere 2 ¢ift ortada; 1 ¢ift
inguinal olmak tizere kaudalde yerlesim gosterirler (30).

Meme bezleri, ter bezlerinden modifiye olmus ve interlobuler bag doku ile
lobullere ayrilmis tubuloalveoler yapilardir. Parankim (alveol), stroma (bag doku),
akitici kanallar, damarlar ve sinirlerden meydana gelmektedir (7,18). Parankimi
olusturan alveol, basit prizmatik ya da kiibik yapida bir epitele sahiptir ve bu epitel
miyoepitel hiicreleri ile kaplanarak bazal membrani olusturur (18). Miyoepitel
hiicrelerin 4 farkli tipi vardir. Bunlar, hipertrofik, fusiform (ig), yildiz ve yuvarlak
sekilli miyoepitel hiicreleridir (59).

Meme bezlerindeki kan dolagimi farkli arter ve venalar tarafindan saglanir.
Arter sistemi i¢inde kraniyal ve kaudal torasik meme bezleri ile kraniyal abdominal
meme bezinde kraniyal siiperfisiyal epigastrik arter; kaudal abdominal ve inguinal
meme bezlerinde ise kaudal siiperfisiyal epigastrik arter bulunur (77).

Meme bezlerinin vendz drenaji arter sistemi ile paralellik gosterir. Ayrica
venalar arterlerle karsilastirildiginda, daha yiiksek hacimli ve anastomoz yoniinden
daha zengindir (77, 80).

Lenf drenajlari, kraniyal bolgede aksillar lenf diigiimleri, kaudal bolgede ise

stiperfisyal inguinal lenf diigiimleri tarafindan yapilmaktadir (26, 65).

2.2. Kopek Meme Tiimorleri

Memeli hayvan tiirleri i¢inde meme tiimorii insidensi en yiiksek hayvanlarin
kopekler oldugu bildirilmistir  (12,32). Kopeklerde meme tiimorleri, deri
tiimorlerinden sonra en sik karsilasilan, disi kopeklerde ise en yaygin goriilen
tiimorlerdir (57, 60, 62). Kopek meme tiimorlerinin diinyanin her yerinde goriildiigii
rapor edilmis, goriilme sikliginin cografik alanlara gore herhangi bir degisiklik

gostermedigi bildirilmistir (61). Ayrica insan ve kopeklerde, yasa bagli olarak meme



tiimdrlerindeki insidens oraninin kopeklerde kadinlara gore 3 kez daha fazla oldugu
bilinmektedir (15).

Disi kopeklerde meme tiimorii insidensi, goriilen tiim tiimorlerin yaklasik
%50’sin1 olugturmaktadir. Meme tliimorlerin ortalama %60°1 benign ve %401 malign
karakterlidir (6). Yillik insidens orani ise 198/100 000’dir (57).

Tiirkiye’de, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’'nda 1973-1998 yillar1 arasinda 236 kopek meme tiimorii incelenmis olup
bunlarin %71’inin malign, %29’unun ise benign karakterli oldugu tespit edilmistir
(92).

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 1985-
1992 wyillar1 arasinda yapilan bir arastirmada 27 kopekte saptanan 34 timor
olgusundan 11’inin meme tiimérii oldugu goriilmiis, toplam tiimérler i¢inde oraninin
ise %32.4 oldugu kaydedilmistir (23).

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 1988-
1996 yillar1 arasinda 89 adet kopekte tiimor tespit edilmis, bu tiimorlerin %47.2°sinin
disi genital sistemde ve memede goriildiigii rapor edilmistir (83).

Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 1995-
2000 yillar1 arasinda 182 kopekte goriilen tiimorlerin %40.1°inin disi genital
sistemde oldugu, disi genital sistem i¢inde de %71.23 oraninda meme tiimoriine
rastlandigi bildirilmistir (35).

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
2003-2010 yillart arasinda yapilan bir ¢alismada, tespit edilen 43 adet meme kanseri
olgusu in situ karsinom, kompleks karsinom, tubulopapiller karsinom, solid
karsinom, ig hiicreli karsinom ve karsinosarkom olarak siniflandirilmistir (4).

Kopek meme tiimorleri olusumunun yaslara gore dagilimi kopeklerde goriilen
diger tiimorlere benzerlik gostermektedir (62). Timorlerin olusumu ile gelisiminde
genel olarak yas onemli bir faktordiir ve hayvanin yasmin artmasi ile birlikte
timorlerin goriilme sikligr da artmaktadir (11). Kopek meme tiimérleri insidensi 2
yasindan kiiciik kopeklerde diisiik iken 6-7 yash kopeklerde ciddi bir artis
gostermektedir (62, 94, 96). Insidens oranlarmnin 3-4 yaslh kdpeklerde % 4.4, 8 yash
kopeklerde %29, 8 yas tstii kopeklerde ise %67 oldugu saptanmustir (95). Kopek

meme tiimorlerinin yas ile iliskisini inceleyen ve 214 meme tiimdrli kopegin



kullanildig1 bir ¢alismada, 10 yasindan sonra timor goriilme riskinin arttigi dikkati
¢cekmistir (96). Bunun yani sira, 90 disi kopekte bulunan 236 meme timori
olgusunun yasla iligskisini arastiran baska bir ¢alismada ise benign meme tiimorleri
i¢cin ortalama ideal yasin 8.5, malign meme tiimoérleri i¢in de 9.5 oldugu rapor
edilmistir (82).

Kopeklerde meme tiimdrlerinin goriilme orani ile kisirlagtirma operasyonu
arasinda da iliski bulunmaktadir. Disi kopeklerde, erken ovarektomi (2.5 yasindan
once) meme bezi tiimorlerine kars1 koruyucu bir 6nlem olarak onerilmektedir (2, 81).

Kopeklerde meme tiimorlerinin goériilme riski irklar arasinda da farkliliklar
gostermektedir. En yiiksek risk grubunu Dachshund ve Pointer irki kopekler; yiiksek
risk grubunu English setter, German shorthaired pointer, Irish setter, Brittany spaniel,
English springer spaniel, Labrador retriever, Great pyrenees, Samoyed, Airedale
terrier, Miniature poodle ve Keeshond irk1 kopekler; diisiik risk grubunu ise Boxer,
Collie, Beagle ve Chihuahua gibi kopek 1rklari olusturmaktadir (57, 62, 96).

2.3. Kopek Meme Tiimorlerinde Prognoz

Meme tiimoérlerinin - gelisim  hizinin  yiiksek olmasi, tiimoriin - boyutu,
iilserlesmesi gibi bazi bulgular kétli huylulugun belirtileri olmasina ragmen, 6zellikle
kopeklerde sadece bu bulgulara bakarak postoperatif olarak benign ve malign meme
timorlerinin  ayrimin1  yapmakta ve prognozu belirlemede biiyiik giicliikler
bulunmaktadir (1, 67). Son donemlerde beseri hekimlikte yaygin olarak kullanilan ve
ozellikle tlimorlerin tanis1 ile prognozunu belirlemede diger yontemlerden daha
giivenli olarak kabul edilen immunohistokimyasal yontemler veteriner hekimliginde
de yaygmn olarak kullanilmaktadir (4, 13, 43, 70, 74). Ayrica, meme tiimorlerin
prognozunu tayin etmede TNM sistemi de kabul gérmektedir. Bu sistem tiimoriin
blytikligini (T), metastaza ugrayan lenf digliimiini (N) ve wuzak organ
metastazlarini (M) ortaya koymaktadir (24, 94).

Meme tiimoérlerinde prognoz ilk mastektomiden sonra 1 ya da 2 yil hayatta
kalan hayvanlarin yiizdesi olarak ifade edilir (57). Kopeklerde ilk mastektomiden
sonra 2 yil hayatta kalma oraninin %25-40 arasinda degiskenlik gosterdigi dikkati
cekmistir (39).



Tan1 sirasinda goriilen metastazlarin kotli prognozun bir gostergesi oldugu ve
mastektomi sonrasi Oliimlerin temel sebebinin meydana gelen metastazlar oldugu
bildirilmistir. Kopek meme tiimorlerinde metastazlarin en ¢ok akciger ve torasik
bolgede meydana geldigi dikkati ¢gekmis ve bunlarin en 6nemli klinik bulgusunun da

dispne oldugu rapor edilmistir (57, 79).

2.4. Kopek Meme Tiimorlerinde Siniflandirma

Kopek meme tiimorlerinde birden farkli smiflandirma yontemi mevcut
olmakla birlikte sunulan g¢alismada World Health Organization—-Armed Forces
Institute of Pathology (WHO-AFIP) tarafindan yapilan siniflandirma tercih

edilmistir. Bu siniflandirmaya gore kopek meme tiimorleri:

I. Malign meme tiimérleri:
1.1 Non infiltratif (in situ) karsinom
1.2 Kompleks karsinom

1.3 Basit karsinom

1.3.1 Tubulopapiller karsinom
1.3.2 Solid karsinom

1.3.3 Anaplastik karsinom

1.4 Karsinomlarin 6zel tipleri
1.4.1 ig Hiicreli karsinom

1.4.2 Yass1 Hiicreli karsinom
1.4.3 Musin6z karsinom

1.4.4 Lipidden zengin karsinom
1.5 Sarkomlar

1.5.1 Fibrosarkom

1.5.2 Osteosarkom

1.5.3 Diger sarkomlar

1.6 Karsinosarkom

1.7 Benign tiimorde koken alan karsinom ya da sarkomlar



I1. Bening meme tiimorleri
1. Adenom

1.1 Basit adenom

1.2 Kompleks adenom

1.3 Bazaloid adenom

2. Fibroadeom

2.1 Az hiicreli fibroadenom

2.2 Bol hiicreli fibroadenom
3. Benign miks timor

4. Duktal papillom seklinde siniflandirilirlar.

2.4.1. Baz1 Onemli Kopek Meme Karsinom Tipleri

2.4.1.1. Non Infiltratif (in situ) Karsinom

Bu lezyonlarda, histolojik olarak hiicreler kanser hiicreleri gibi goriinmesine
ragmen epitel tabakasinda sinirli kalirlar, bazal membran invazyonu yapmazlar.
Siklikla multisentrik yerlesim gosterirken makroskopik olarak goriilmezler (57, 93).

Bu tiimoérlerde uzak organ metaztazlari goriilmez (78).

2.4.1.2. Kompleks Karsinom

Kopeklerde siklikla goriilen bu tiimor tipinde, timore hem epitel hem de
miyoepitel yapilar birlikte katilir (6, 50, 59). Epitel hiicreleri tubulopapillar ya da
solid ornekler olustururlar. Kompleks karsinomlarda bulunan intertubuler 1§ sekilli
hiicreler hemen daima miyoepitel kokenlidirler. Bu hiicreler immunohistokimyasal
olarak diiz kas aktin ve kalponin ile pozitif reaksiyon verirler (4, 54, 57, 59). Bir
calismada, kalponinle pozitif immunoreaksiyon gosteren 4 farkli miyoepitel hiicre
tipt bildirilmistir. Bunlar, hipertrofik, ig, yildiz ve yuvarlak sekilli miyoepitel
hiicreleridir (59). Baz1 kompleks karsinom olgularinda merkezi nekrozlar ve mitotik
figlirler bulunabilir (69, 71). Ekspansif gelisme kompleks karsinomlarda yaygin
olarak goriliir, lenfatiklerle yayilma ise ender olarak dikkati ¢eker (yaklasik %10)
(59, 69, 75, 71). Bu kanser tipinde ortalama sag kalim siiresi ise 10 ay olarak
bildirilmistir (57).



2.4.1.3. Basit Karsinom

Basit karsinomlar tek tip hiicrelerden olusan tiimorlerdir (55). Tiimore
miyoepitel hiicreler katilmazlar, sadece epitel hiicrelerinde atipik proliferasyon
goriillir. Bu tiimdrler yiliksek oranda ¢evre dokulara ve damarlara infiltrasyon egilimi
gosterirler (9, 50, 57, 69). Invazyon sonras1 bélgesel lenf diigiimleri, uzak lenf
diigiimleri ve akcigere metastaz riski yliksektir (94). Basit karsinom tiplerinde
ortalama sag kalim siiresi ise 10-12 ay olarak bildirilmistir (57). Bu karsinom tipi
malignitenin artisina gore tubulopapiller karsinom, solid karsinom ve anaplastik

karsinom olarak 3’e ayrilir (57, 71).

2.4.1.3.1. Tubulopapiller Karsinom

Meme bezi kanallarindan koken alir, papillar ¢ikintilar olsun ya da olmasin,
tubulus olusumlari ile karakterizedir (36, 51, 56, 69, 71). Degisik liimen caplarina
sahip bu tubuluslar tek ya da ¢ok katli, kiibik, kolumnar, silindirik ya da diizensiz
sekilli limen epitel hiicreleri ile dosenmislerdir (31, 86, 90). Bazi olgularda
tubuluslarda genislemeler dikkati ¢eker ve bunlar tubuler kistik adenokarsinom
olarak isimlendirilirler. Papiller tip karsinomlarda, asiner ve tubuler yapilardan
olusan liimene dogru ¢ok sayida papiller ¢ikintilar bulunur. Tubuluslar1 6rten atipik
timor hiicrelerinin papiller ¢ikintilar seklinde prolifere olduklar1 dikkati ¢eker (37,
90).

2.4.1.3.2. Solid Karsinom

Solid karsinoma kopeklerde oldukg¢a sik rastlanir. Bu tiimor, atipik epitel
hiicrelerinin tubulus formasyonu ya da liimen olusturmaksizin, solid oOrnekler
seklinde tiremesi ile karakterizedir (31, 69, 71, 86). Timor hiicreleri genellikle
uniform yapidadir, bununla birlikte pleomorfizm yaygindir ve mitotik indeks
yiiksektir (6, 37).

2.4.1.3.3. Anaplastik Karsinom
Bu tiimér tipinde olduk¢a pleomorfik epitel hiicreleri dikkati ¢eker. Bunlar

acayip sekilli niikleus ve niikleoluslara sahiptir. Baz1 hiicreler ¢ok c¢ekirdeklidir,



mitotik indeks oldukg¢a yiiksektir (54, 57, 69). Genellikle neoplastik hiicreler
interlobiiler bag dokusuna ve lenf damarlarina invazyon gosterir (34). Anaplastik dev

hiicreli meme karsinomu sik olmamakla birlikte sadece disi kopeklerde goriilmiistiir

(6).

2.5. Meme Tiimérlerinde Kullanilan Baz1 Onemli Prognostik Markirlar
Proliferasyon indeksi, hiicre siklusu iligskili PCNA ve Ki-67 gibi markirlar
tarafindan belirlenir ve bunlar insan ve kopek meme karsinomlarinda 6nemli

prognostik faktorlerdir (17, 66, 97).

2.5.1. Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

PCNA, 36 kDa agirliginda, hiicre siklusunun Gi1 ve S fazinda hiicre
cekirdeginde bulunan, DNA polimeraz delta ko-faktor olarak gorev yapan, niikleer
bir proteindir (47, 72). Hiicre siklusunun ge¢ Gi fazinda artar, S fazinda en yiiksek
seviyede sentezlenir ve uzun yarilanma 6mrii oldugundan dolay1 Gz ile M fazinda da
yiiksek oranda bulunur (10, 66). Siklin olarak da bilinen PCNA’nin asil gérevi hiicre
proliferasyonunu ve DNA replikasyonunu diizenlemektir (40). insan ve hayvan
meme tliimorlerinde yapilan farkli caligmalarda, PCNA’nin giivenilir bir
proliferasyon markiri olarak kullanildigir bildirilmis ve meme karsinomlarinda

olumsuz prognozun iyi bir gostergesi olabilecegi ortaya konmustur (29, 66, 97).

2.5.2. Ki-67

Ki-67, Go fazinda ekprese olmayan, hiicresel siklusun G1, S, G2 ve mitoz gibi
aktif fazlarinda ortaya konabilen, 345-395 kDa agirhiginda, nonhiston bir proteindir
(14, 33). Ki-67’nin kopek meme kanserlerinde prognozun belirlenmesi ile cerrahi
tedavi sonrast kanserin davraniginin ortaya konmasinda objektif bir prognostik
parametre oldugu bildirilmistir (66, 97). Insan meme kanserlerinde yapilan
caligmalarda Ki-67 ekspresyonu ile mitotik indeks, timor boyutu, histolojik grade ve
lenf yumrularina ilgi gibi prognostik faktorler arasinda direkt korelasyon oldugu
dikkati ¢ekmistir (8, 46, 91).



2.5.3. Nektin-4

Nektin ailesi, kalsiyuma bagimli olmayan immunoglobulin-benzeri bir hiicre
adhezyon molekiil ailesidir ve Nektin-1, -2, -3, -4 olmak {lizere 4 (iiyesi
bulunmaktadir. Bu molekiillerden Nektin-1, -2 ve -3’iin eriskin dokularinda yiiksek
miktarda ekspresyonuna rastlanirken, Nektin-4’iin 6zellikle embriyo ve plasentada
ekspresyonlarina rastlandigi bildirilmistir. Bununla birlikte, son yapilan ¢aligmalarda
Nektin-4’tin insanda hem tiimor hiicre hatlarinda hem de insan meme
karsinomlarinda yiiksek ekspresyon gosterdigi ortaya konmustur. Ancak normal
insan meme dokusunda ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu nedenle Nektin-4,
Ozellikle insan meme karsinomlarinda spesifik tiimor iliskili bir antijen olarak kabul
edilmektedir (16, 27, 63, 85). Nektin-4’tin aymi zamanda kizamik virlisi
(Morbilliviriis) i¢in epitel hiicre reseptorii oldugu da ortaya koymustur. Bu kesif,
Morbilliviriisin meme karsinomlarinda Nektin-4’ii hedef alan onkolitik tedavi edici
bir ajan olarak kullanilmas1 konusunda gelecekte yapilacak kanser arastirmalarina

151k tutmaktadir (27, 64).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada materyal olarak, 2008-2015 yillar1 arasinda Burdur, Antalya,
Isparta illerindeki 6zel veteriner kliniklerinden %10’luk formalin soliisyonu i¢inde
rutin teshis amaciyla Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’na gonderilen, WHO-AFIP tarafindan kullanilan simiflandirma géz
ontinde bulundurularak incelenmis ve degisik tipte karsinom teshisi konmus toplam
30 adet kopege ait bloklanmig meme dokusu 6rnegi (13 adet tubulopapiller karsinom
ve 17 adet kompleks karsinom) kullanildi. Kontrol olarak rutin nekropsilerde meme
timorii bulunmayan 5 adet kopekten alinan normal meme dokusu Ornekleri
degerlendirildi. Materyallerin ait olduklar1 hayvanlara iliskin 1rk, yas ve timorlerin

meme loblarina gore dagilimi Tablo 3.1.’de verilmistir.

3.2. Histopatolojik inceleme

Bloklanmig tiimor dokusu 6rneklerinden 5 pm kalinliginda normal ve Poly-L-
lysin’li (Thermo Scientifica Menzel-Glaser) lamlara seri kesitler alindi (mikrotom,
Leica RM 2155). Normal lamlara alinan kesitler, hematoksilen ve eozin (HE) ile
boyandi (48). Poly-L-lysin’li lamlara alinan kesitler ise immunohistokimyasal
incelemeler i¢in kullanildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus CX
21) incelendi ve mikroskobik dijital fotograflar (Olympus DP26) ¢ekilerek bilgisayar

ortamina aktarildi.
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Tablo 3.1. Gonderilen meme timdrlerinin ait olduklart hayvanlara iligkin 1rk, yas ve

tiimorlerin meme loblarina gore dagilimu.

Olgu Irk Yas Tiimérlerin meme loblarina
dagilim

1 Bilgi kaydi yok 7 Bilgi kaydi yok

2 Bilgi kaydi yok 3 Bilgi kaydi yok

3 Bulldog 14 Sol/sag inguinal

4 Bilgi kaydi yok 17 Sag meme loblari

5 Terrier 14 Sag kraniyal abdominal

6 Terrier Bilgi kaydi yok | Sag kaudal abdominal

7 Golden retriever 9 Bilgi kaydi yok

8 Terrier 15 Bilgi kaydi yok

9 Kirma 6 Bilgi kaydi yok

10 | Alman kurt 13 inguinal

11 Bilgi kaydi yok Bilgi kaydi yok | Bilgi kaydi yok

12 Bilgi kaydi yok 12 Bilgi kaydi yok

13 Bilgi kaydi yok Bilgi kaydi yok | Bilgi kaydi yok

14 Setter 8 Sag meme loblari

15 Bilgi kaydi yok 10 Bilgi kaydi yok

16 Kirma 10 Bilgi kaydi yok

17 Alman kurt Bilgi kaydi yok | Bilgi kaydi yok

18 Golden retriever 9 Torakal meme loblari

19 Kirma 6 Bilgi kaydi yok

20 Volpino 12 Bilgi kaydi yok

21 Terrier 12 Kaudal abdominal

22 Alman kurt 12 Bilgi kaydi yok

23 Terrier 8 Sag kaudal abdominal

24 Cocker 12 Sag inguinal

25 Bilgi kaydi yok Bilgi kaydi yok | Bilgi kaydi yok

26 Terrier 11 Bilgi kayd1 yok

27 Kirma 16 Bilgi kaydi yok

28 Bilgi kayd1 yok Bilgi kaydi yok | Kraniyal abdominal

29 Kafkas ¢oban 11 Bilgi kaydi yok

30 Bilgi kaydi yok 11 Bilgi kaydi yok

3.3. immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal incelemeler igin Poly-L-lysin’li lamlara alinan
kesitlere Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) metot [avidin-biotin peroxidase
complex, Abcam Rabbit Specific HRP/DAB detection IHC Kit, ab64261, UK] ilgili
firmanin Onerdigi sekilde dokulara uygulandi. Parafin kesitler, ksilol ve alkol

serilerinden gegirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Testin her asamasi nemli
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kamarada gergeklestirildi ve takipler arasinda kesitler 3x5 dakika siireyle fosfat
tamponlu soliisyonu (PBS, pH 7,2) ile yikandi. Lamlar metanolde hazirlanmig
%3’liikk hidrojen peroksit (H20>) ile 30 dakika siireyle inkiibe edilerek dokularin
endojen peroksidaz aktivitesi engellendi. Kesitler, spesifik olmayan antijenik
baglanmalar1 engellemek igin, ticari %10’luk normal ke¢i serumunda, oda 1sisinda 10
dakika siireyle inkiibe edildi. Sonraki adimda, lamlar Nektin-4, PCNA ve Ki-67
primer antikorlar1 ile kaplandi ve +4 °C’de bir gece siireyle inkiibasyona birakildi.
Daha sonra lamlar, kullanima hazir biyotinlenmis sekonder antikor ile kaplandi ve
oda 1sisinda 15 dakika inkiibe edildi. Bunu takiben kesitler Streptavidin Peroksidaz
konjugati ile oda 1s1sinda 15 dakika stireyle inkiibe edildi ve 15 dakika DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) substrati uygulandiktan sonra islem
sonlandirildi. Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra dokular alkol
serilerinden gegirilip dehidre edildi. Ksilolde seffaflandirilan kesitler yapistirici
(Entellan-Merck) ile kapatildi. Tim kesitlerin ayni sartlarda ve prosediirde
boyanmasindan sonra sonuglar ve dokulardaki ekspresyon yogunluklari 1sik
mikroskobunda (Olympus CX 21) semikantitatif olarak degerlendirildi. Bulgular,
neoplastik hiicrelerde Nektin-4’iin sitoplazmik ekspresyonuna bagli olarak;
ekspresyon yok (-); % 1-25 zayif ekspresyon (+); % 26-50 orta derecede ekspresyon
(++); % 51 ve tlizeri kuvvetli ekspresyon (+++) seklinde gruplandirildi. PCNA ve
Ki-67 igin hiicre ¢ekirdeklerinde kahverengi boyanmalar pozitif kabul edildi ve her
bir olguda X40’lik objektifte randomize segilen 1000 tiimor hiicresi igindeki pozitif
niikleer boyanma gosteren hiicrelerin sayist belirlendi. PCNA ve Ki-67 igin; < %5
pozitif hiicre negatif (-); > %S5 ile < %25 aras1 pozitif hiicre zayif ekspresyon (+); >
%25 ile < %50 aras1 pozitif hiicre orta derecede ekspresyon (++); > %50 pozitif
hiicre ise kuvvetli ekspresyon (+++) olarak gruplandirildi.

Kullanilan antikorlar, bunlarin boyadigi dokular, sulandirma oranlari ve

hiicresel yerlesimleri Tablo 3.2°de sunulmustur.
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Tablo 3.2. Kullanilan antikorlar, sulandirma oranlari ve hiicresel yerlesimleri.

Antikor Sulandirma Hiicresel yerlesim
oranlari (PBS’de)
Rabbit polyclonal Anti- 1/100-1/500 Sitoplazmik  membran
Nectin-4 ve sitoplazma

(Biorbyt/orb5809)

Rabit polyclonal Anti-PCNA 1/500-1/1000 Niikleus
(Abcam/ab2426)

Rabit polyclonal Anti-Ki67 1/200 Niikleus
(Abcam/ab15580)

3.4. istatistiksel Analiz

Arastirmada istatistiksel analizler Statistical Package for Social Science 22.0
yazilim paket programi kullanilarak gergeklestirildi. Bu analizlerde 30 adet kopek
meme karsinom olgusu kullanildi. Bu tiimor tiplerinde Nektin-4, Ki-67 ve PCNA nin
ekspresyon yogunluklar karsilastirildi. Orneklem sayisinin giivenilirligi Cronbach’s
alpha testi ile ortaya kondu. Kolmogorov-smirnov testi ile gruplarin parametrik test
varsayimina uygun olup olmadigr belirlendi. Kullanilan markirlar arasindaki

iligkisinin korelasyonu Spearman korelasyon analizi ile tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak 13 olgu tubulopapiller karsinom olarak teshis edildi. Bu
olgularda, meme bezi kanallarindan koken alan epitel hiicrelerinin degisik
biiyiikliikklerde liimenleri bulunan tubuler yapilar olusturduklari ve bu yapilarin
liimenlerine dogru atipik epitel hiicrelerinden olusan, genis ya da dar tabanli, papiller
cikintilarin  bulundugu dikkati ¢ekti. Bazi alanlardaki tubuluslarda ise papiller
cikintilara rastlanmadi. Tubuluslart doseyen anaplastik epitel hiicreleri farkli
biiyiikliiklerde ve yuvarlaktan silindirige kadar degisen sekillerdeydi. Bu hiicrelerde
anizoniikleozis, anizositosiz ve bazilarinda hiperkromazi belirlendi. Timorden
timore farklilik gostermekle birlikte mitotik aktivite genelde orta derece yiiksekti.
Olgularin genelinde bag dokudan zengin genis bir stroma bulunmaktaydi. Bazi
olgularda stroma ve intertubuler alanlarda tiimor hiicreleriyle birlikte belirgin bir
mononiikleer hiire infiltrasyonu goriildi.

Histopatolojik olarak 17 olgu kompleks karsinom olarak degerlendirildi.
Kompleks karsinom olgularinda, epitel hiicrelerinin tiim olgularda ayni1 zamanda
tubulopapiller yapilar olusturduklart goriildii. Tubulopapiller yapilart olusturan
limen epitel hiicrelerinde pleomorfizm oldukg¢a belirgindi. Bu olgularin hepsinde
intertubuler alanlarda atipik, ig seklinde, myoepitel hiicrelerin proliferasyonlar
dikkati ¢ekti. Baz1 olgularda yliksek, diger olgularda ise orta derecede yiiksek mitotik
aktivite saptandi. On olguda embriyonal bag dokunun olduk¢a arttigi alanlar

belirlendi.
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Sekil 4.1. Tubulopapiller karsinom; atipik epitel hiicrelerinden olusan tubuler yapilar

100 pm.

ve bu yapilarin liimenlerine dogru uzanmis papiller ¢ikintilar, HE, Bar

atipik epitel hiicrelerinden olusan tubuler yap1 ve

9

Sekil 4.2. Tubulopapiller karsinom;

50 pm.

bu yapinin limenine dogru uzanmis papiller ¢ikinti (ok), HE, Bar
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Sekil 4.3. Kompleks karsinom; atipik epitel hiicrelerinden olusan tubuler yapilar ve

intertubuler alanda atipik ig hiicreleri, HE, Bar=50 um.

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol olarak meme tiimorii bulunmayan 5 kdpekten alinan normal meme
dokusu orneklerinde Nektin-4 ile negatif; PCNA ve Ki-67 agisindan ise negatif ya da
zay1f immunoreaksiyon goriildii.

Tubulopapiller karsinom olgularinda, timor yapisina katilan epitel
hiicrelerinin sitoplazmalarinda Nektin-4 ile 1 olguda zayif, 4 olguda orta, 8 olguda
kuvvetli ekspresyon; PCNA ile niikleer olarak 2 olguda zayif, 3 olguda orta, 8 olguda
kuvvetli; Ki-67 ile niikleer olarak 6 olguda negatif ve 7 olguda zayif
immunopozitiflik saptandi.

Kompleks karsinom olgularinda, epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve
sitoplazmik membranlarinda Nektin-4 ile 2 olguda zayif, 4 olguda orta, 11 olguda
kuvvetli; PCNA ile niikleer olarak 1 olguda negatif, 3 olguda zayif, 3 olguda orta, 10
olguda kuvvetli; Ki-67 ile niikleer olarak 7 olguda negatif, 9 olguda zayif, 1 olguda
orta derecede ekspresyon goriildii.
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Nektin-4, PCNA ve Ki-67’nin tiimor tiplerine gore ekspresyon yogunluklari
Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’de belirtilmistir.

Nektin-4
12
10
g 8
a
£ 6
S,
@© 4
b
0 Tubul ill
ubu o.pap| e Kompleks karsinom
karsinom
B Negatif 0 0
Zayif 1
H Orta 4 4
H Kuvvetli 8 11

M Negatif = Zayif mOrta B Kuvvetli

Sekil 4.4. Nektin-4’{in tiimor tiplerine gore ekspresyon yogunlugu

12
10
2 8
&
= 6
©
>
)
T 4
) .
- —
Tubulopapiller karsinom Kompleks karsinom
H Negatif 0 1
H Zayif 2 3
Orta 3 3
H Kuvvetli 8 10
B Negatif B Zayif Orta M Kuvvetli

Sekil 4.5. PCNA’nin tiimor tiplerine gore ekspresyon yogunlugu.
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Ki-67

10
9
8
a 7
g 6
§ 5
3. 4
I 3
2
; -
0 Tubul ill
b o.papl e Kompleks karsinom
karsinom
M Negatif 6 7
H Zayif 7 9
m Orta 0 1
& Kuvvetli 0 0

B Negatif ®Zayif mOrta & Kuvvetli

Sekil 4.6. Ki -67’nin timor tiplerine gore ekspresyon yogunlugu.
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sitoplazmik Nektin-4

hiicrelerinde

Epitel

Sekil 4.7. Kompleks karsinom;

ABC metot, Bar=50 pum.

ekspresyonu (oklar)

Sekil 4.8. Kompleks karsinom; Tubuler epitel hiicrelerinde sitoplazmik Nektin-4

Bar=50 um.

ekspresyonu (ok), ABC metot,
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Sekil 4.9. Tubulopapiller karsinom; Epitel hiicrelerinde sitoplazmik Nektin-4
ekspresyonu (ok), ABC metot, Bar=50 um.

Sekil 4.10. Tubulopapiller karsinom; Epitel hiicrelerinde sitoplazmik Nektin-4

ekspresyonu (oklar), ABC metot, Bar=50 um.
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Sekil 4.11. Tubulopapiller karsinom; Tubuler epitel hiicrelerinde sitoplazma (oklar)

ve sitoplazmik membranda (ok baslar1) Nektin-4 ekspresyonu, ABC metot, Bar=50

v 5 2 s O é; o v '.;\,\

. 3 - - = \ - / — =
Sekil 4.12. Tubulopapiller karsinom; Tubuler epitel hiicrelerinde sitoplazmik (oklar)

Nektin-4 ekspresyonu, ABC metot, Bar=50 pm.
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Sekil 4.13. Normal meme dokusunda Nektin-4 negatif boyanma, ABC metot,
Bar=50 pum.
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Sekil 4.14. Kompleks karsinom; epitel hiicrelerinde niikleer PCNA ekspresyonu
(oklar), ABC metot, Bar=50 um.
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Sekil 4.15. Kompleks karsinom; epitel hiicrelerinde niikleer PCNA ekspresyonu
(oklar), ABC metot, Bar=50 um.

Sekil 4.16. Tubulopapiller karsinom; epitel hiicrelerinde niikleer PCNA ekspresyonu
(oklar), ABC metot, Bar=50 um.
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Sekil 4.17. Kompleks karsinom; tubuler epitel hiicrelerinde niikleer Ki-67

ekspresyonu (oklar), ABC metot, Bar=50 pum.
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4.3. Istatistiksel bulgular

Her olgu i¢in 0-3 arasinda degisen “ekspresyon yogunluk™ skoru hesaplandi.

Olgegin giivenilirlik analizi Cronbach’s alpha testine gore 0.85 olarak belirlendi. Bu

deger 0.8-1 araliginda olup ¢ok yiiksek giivenilir olarak degerlendirildi.

Kolmogorov-smirnov testi sonucunda gruplarin non parametrik ozellikte oldugu

goriildii. Spearman korelasyon analizinden elde edilen sonuglar tablo 4.1°de

sunuldu. Spearman Kkorelasyon analizi katsayisinin yorumuna gore markirlar

arasinda korelasyon katsayilar1 0.70-0.89 araliginda yer aldigi i¢in pozitif yonde

dogrusal ve yiiksek bir korelasyon tespit edildi.

Tablo 4.1. Spearman korelasyon analizi verileri

Nektin-4| PCNA | Ki-67
Nektin-4 E)orelasyon katsayisi 1000l 0722~| 0719"
p katsayisi - 0 0
N 30 30 30
PCNA E)orelasyon katsayisi 0.722" 1000l o0.884™
p katsayis1 0 . 0
N 30 30 30
Ki-67 Z(r)orelasyon katsayisi 0.719*| 0.884™ 1.000
p katsayisi 0 0 :
N 30 30 30

**_Korelasyon p=0.01 diizeyinde anlamlidir.
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5. TARTISMA

Kanser, ylizyillar boyunca varligi ile dnemini kaybetmemis ve tip diinyasinda
arastirmalart en ¢ok desteklenen konu olmustur (3, 41). Kopeklerin insanlarla bir
arada yasarken, modern yasam i¢inde karsi karsiya kaldiklar1 kanserojen etkenlerin
artmasi ile iyi bakim ve beslenme gibi hayat standartlarinin yiikselmesine paralel
olarak yasam siirelerinin uzamasi birlikte genel olarak tiimorlerin, 6zel olarak da
meme tiimorlerinin goriillme oranini arttirmistir (24, 44, 92). Kopek meme tiimorleri,
disi kopeklerin en yaygin goriilen tiimorleri olmakla birlikte, kopeklerde goriilen tiim
timorlerin ortalama %24-42’sini olusturmaktadir (28). Sunulan ¢alismada kompleks
karsinom ve tubulopapiller karsinom teshisi konan toplam 30 kopege ait bloklanmis
meme dokusu Orneklerinde histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler
yapilarak elde edilen bulgular istatistiksel bulgularla birlikte degerlendirildi.

Veteriner hekimliginde meme tiimorlerinin tanis1 genellikle histopatolojik
bulgulara gore yapilmaktadir (38). Bu tan1 yontemi ile lezyonun tanimlanmasi, ¢evre
dokulara infiltrasyonun varligi, pleomorfizm, nekroz, yangi, mitotik indeks ve
diferansiyasyon derecesi gibi histomorfolojik ayrintilar da belirlenmektedir (94).
Histopatolojik tani yapilirken, képek meme tiimorlerinde degisik ¢alismalarda farkli
siniflandirmalar kullanilmaktadir. Bununla birlikte, genel olarak WHO-AFIP
tarafindan kullanilan siniflandirma tercih edilmektedir (57). Bu siniflandirmaya gore
kopeklerde malign meme tliimdrleri ¢ogunlukla karsinom veya karsinosarkomlar
olarak teshis edilmektedir (49). Bu c¢alismada da WHO-AFIP tarafindan kullanilan
siniflandirma goz oniinde bulundurularak 13 olgu tubulopapiller karsinom, 17 olgu
kompleks karsinom olarak teshis edildi ve bunlarda immunohistokimyasal olarak
Nektin-4, PCNA ve Ki-67 ekspresyonlari karsilagtirmali olarak incelendi.

Kopek meme tiimorleri olusumu ve gelisiminde yasin 6nemli bir role sahip
oldugu ve hayvanin yasinin artmasi ile birlikte tiimorlerin goriilme sikligmmin da
arttig1 dikkati ¢ekmistir (11, 57). Genellikle orta yash ve yash kopeklerde meme
timorlerinin daha sik meydana geldigi bildirilmistir (80). Meme tiimorleri, 2
yasindan kiigiik kopeklerde daha ender goriilmesine ragmen 6 ve 7 yash kopeklerde
ciddi artis gostermektedir (62, 94, 96). Ayrica 10 yas tstii kopeklerde meme timort
goriilme riskinin arttigl, meme tiimorii gériilme yas ortalamasinin ise 10-11 oldugu

rapor edilmistir (2, 96). Sunulan calismada ise olgular1 olusturan ve bilgi kaydi
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mevcut olan kopeklerin yas ortalamasmin 10.75 oldugu ve bunun daha Onceki
caligmalarda bildirilen bulgularla uyumlu oldugu dikkati ¢ekti.

Kopeklerde meme tiimorlerinin  goriilme orami  wrklara gore farklilik
gostermektedir. Meme tiimorleri acisindan en yiiksek risk grubunda Dachshund ve
Pointer k1 kopekler yer alirken, English setter, German shorthaired pointer, Irish
setter, Brittany spaniel, English springer spaniel, Labrador retriever, Great pyrenees,
Samoyed, Airedale terrier, Miniature poodle ve Keeshond 1rk1 kdpekler yiiksek risk
grubunda bulunmaktadir. Bununla birlikte, Boxer, Collie, Beagle ve Chihuahua 1rki
kopekler diisiik risk grubunu olusturmaktadir (2, 57, 58, 96). Sunulan ¢alismada,
bilgi kaydi bulunan olgularin %20’sini Terrier, %13.3’tinii Kirma, %10’unu Alman
kurt, %6.6’sin1 Golden retriever, %3.3’inii Bulldog, %3.3’inl Setter, %3.3’{ini
Volpino, %3.3’linii Cocker ve %3.3’linli Kafkas ¢oban irklar1 olusturmustur.

Tubulopapiller karsinom histopatolojik olarak meme bezi kanallarindan koken
alir, papiller ¢ikintilar olsun ya da olmasin, tubulus formasyonlari ile karakterizedir
(36, 51, 56, 69, 71). Calismada tubulopapiller karsinom olarak teshis edilen 13
olguda literatiirlere uyumlu olarak bazi tubullerde papiller ¢ikintilar olmasa da
timorli olusturan alanlarda genel olarak atipik epitel hiicreleri ile ddsenmis
tubulopapiller olusumlar dikkati ¢ekti. Bu olgularda miyoepitel benzeri intertubuler
18 hiicre proliferasyonlarina ise rastlanmadi.

Kompleks karsinom, histopatolojik olarak atipik epitel ve miyoepitel yapilarin
bir arada prolifere oldugu kompleks yapida bir tiimor tipidir (6, 50, 59). Bu tiimor
tipinde liimen epitel hiicrelerinin hem tubulopapillar, hem de solid yapilar
olusturabildigi bildirilmistir (19, 50, 59, 75). Sunulan c¢alismada, teshis edilen 17
olguda literatiirlere uyumlu bir sekilde atipik epitel ve intertubuler yerlesimli 1§
seklinde miyoepitel hiicrelerin birlikte proliferasyonlari goriildi. Bununla birlikte
tiim olgularda epitel hiicrelerinin ayn1 zamanda tubulopapiller yapilar olusturduklari
dikkati gekti.

Histopatolojik olarak tiimorlerin diagnozunda malignitenin sitolojik kriterleri,
anizositozis, anizoniikleozis, niikleus/sitoplazma oraninin niikleus lehine artmasi,
niikleoluslarin say1, biiyiiklik ve sekillerindeki farkliliklar, diizensiz kromatin
sekilleri, hiicrelerde niikleer ve sitoplazmik membran bozulmalari, dev ¢ekirdekli

hiicreler, mitotik aktivitede artis ve selliilarite gibi Ozellikler gbéz Oniinde
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bulundurulmaktadir (4, 20, 21, 57). Bu ¢alismada histopatolojik olarak tubulopapiller
karsinom ve kompleks karsinom teshisi konan olgularda literatiirlere uyumlu bir
sekilde anizositozis, anizoniikleozis, hiperkromazi, yiiksek veya orta derecede
yiiksek mitotik aktivite gibi malign sitolojik kriterler belirlendi.

Tiimorlerin histopatolojik diagnozunda ve prognozunun belirlenmesinde
kullanilan malignitenin sitolojik kriterlerinin yaninda daha kesin ve giivenilir
sonuglar alabilmek i¢in degisik markirlarla gergeklestirilen immunohistokimyasal
teknik de kullanilmaktadir (4, 87, 88). Bu markirlardan proliferasyon indeksini
belirlemek amaciyla kullanillan PCNA ve Ki-67'nin insan ve k&pek meme
timorlerinde prognostik agidan 6nemli markirlar olduklar: bildirilmistir (47, 76, 97).

Asit niikleer bir protein olan PCNA, normal hiicre siklusunun S fazinda
sentezlenen, miktar1 G1 fazinda DNA sentezi baslangicindan 6nce en iist diizeye
ulagsan, aynm1 zamanda DNA replikasyonu ve tamiri ile de iliskili,
immunohistokimyasal yontemlerle gosterilebilen prognostik bir faktordiir (22, 53,
73). Siklin adiyla da bilinen PCNA’nin meme kanserlerindeki diizeyinin memedeki
hiicre proliferasyonuna es deger bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir (22). Bir
calismada, yiiksek grade oldugu tespit edilen insan intrakistik papiller karsinom
olgularinda PCNA immunoreaktivitesiyle kendini gosteren hizli bir proliferasyon
aktivitesinin bulundugu belirlenmistir (42). Baska bir ¢alismada ise kopeklerin
malign meme tiimorlerinde PCNA indeksinin histolojik malign grade ile pozitif
korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (66). Sunulan c¢alismada tubulopapiller
karsinom olgularinda PCNA ile niikleer olarak 2 olguda zayif, 3 olguda orta, 8
olguda kuvvetli; kompleks karsinom olgularinda ise 1 olguda negatif, 3 olguda zayif,
3 olguda orta ve 10 olguda kuvvetli ekspresyonlar goriildii. Literatiirlere uyumlu bir
sekilde tiimii malign olan ¢aligma olgularinda yiiksek oranda PCNA ekspresyonlari
dikkati ¢ekti.

Ki-67, siklusun ge¢ Gi, G2, S ve M fazinda eskprese olan non histon bir
proteindir. Mitozdan sonra ekspresyonu hizli olarak azalir ve ortadan kalkar (33).
Ozellikle insan meme karsinomlarinda, dier malignite parametreleriyle birlikte
hiicre siklusunun belli fazlarindaki hiicrelerde Ki-67 ekspresyonlarinin grade
sisteminde basariyla kullanildigi belirtilmistir (89). Kdpek meme tiimorlerinde

PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarinin karsilagtirmali olarak arastirildigi bir ¢alismada,
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insan meme kanserlerinde oldugu gibi PCNA ekspresyonlar1 daha yiiksek oranda
bildirilmistir. Bu durum Ki-67 ekspresyonlarinin hiicre siklusunun belli fazlarinda
ortaya ¢ikmasina ve bununla birlikte PCNA’nin boyle bir kisitlamaya tabii olmadan
hem hiicre siklusu hem de siklus dis1 hiicrelerde eksprese olmasima yorumlanmistir
(66). Kopek meme tiimorlerinde Ki-67’nin metastaz orani, tiimore bagli 6liim orani
ve diisiik hayatta kalim oraniyla pozitif korelasyon gosteren, PCNA gibi dnemli bir
diagnostik ve prognostik faktér oldugu rapor edilmistir (66, 97). Bu calismada
kullanilan olgularin tiimii malign tiimor tipleri olmakla birlikte tubulopapiller
karsinom olgularinda niikleer olarak 6 olguda negatif, 7 olguda zayif Ki-67
immunopozitifligi; kompleks karsinom olgularinda ise 7 olguda negatif, 9 olguda
zayif ve 1 olguda orta derecede Ki-67 immunpozitifligi tespit edildi. Istatistiksel
olarak, literatiirlere uygun bir sekilde, calismanin tiimii malign olan olgularinda
Spearman korelasyon analizine gére PCNA ve Ki-67 arasinda r: 0.884 olarak pozitif
yonde dogrusal ve yiiksek bir korelasyon tespit edildi.

Nektin ailesi i¢inde bulunan molekiiller, hiicre-hiicre adezyonlarinda temel rol
oynarlar ve epitel hiicrelerinde adherent hiicre junction komponentleri olarak gorev
alirlar. Bu molekiillerden Nektin-1, -2 ve -3’lin eriskin dokularinda yiiksek miktarda
ekspresyonuna rastlanirken, Nektin-4’lin normal olarak sadece embriyo ve
plasentada ekspresyonlarina rastlandigi bildirilmistir (27, 84). Bununla birlikte,
normalde sadece plasenta dokusunda ekspresyonlarina rastlanan Nektin-4’{in
insanlarda akciger, over ve meme duktal karsinomlar1 gibi degisik kanser tiplerinde
yiiksek ekspresyonlarinin  goriilmesi, normal insan meme dokusunda ise
ekspresyonuna rastlanmamasi, bu molekiiliin 6zellikle insan meme karsinomlarinda
malignite ile iligkili, spesifik bir prognostik deger oldugunu ortaya koymaktadir (16,
27, 63, 85). Insan tiimérlerinde yapilan galismalarla birlikte veteriner hekimligi
alaninda yapilan bir c¢alismada, Nektin-4’in  kegilerin  enzootik  nazal
adenokarsinomlarinin diagnozunda ve prognozunun belirlenmesinde potansiyel ve
degerli bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (5). Sunulan ¢alismada,
tubulopapiller karsinom olgularinda sitoplazmik olarak 1 olguda zayif, 4 olguda orta,
8 olguda kuvvetli Nektin-4 ekspresyonu; kompleks karsinom olgularinda 2 olguda
zayif, 4 olguda orta ve 11 olguda kuvvetli Nektin-4 ekspresyonu dikkati cekti.

Normal meme dokularinda ise Nektin-4 ekspresyonuna rastlanmadi. Literatiirlere
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uygun bir sekilde, sunulan ¢alismanin materyalini olusturan ve malign karakterli olan
tim olgularda degisik yogunluklarda Nektin-4 ekspresyonlarina rastlandi.
Istatistiksel olarak da ekspresyon yogunluklari agisindan Spearman korelasyon
analizine gore Nektin-4 ile PCNA arasinda r: 0.722 ve Ki-67 arasinda r: 0.719 olmak

tizere pozitif yonde dogrusal ve yiiksek bir korelasyon saptandi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, bu calismada onceki caligmalarla paralel olarak, kopek meme
karsinomlarinda prognozun belirlenmesinde PCNA ve Ki-67
immunoreaktivitelerinin énemli rolii oldugu ve bunlarin arasinda pozitif yonde
yiiksek bir korelasyon bulundugu teyit edildi. Ayrica, kopek meme karsinomlarinda
Nektin-4 ile PCNA ve Ki-67 arasinda ekspresyon yogunluklari agisindan pozitif
yonde dogrusal ve yliksek bir korelasyonun ortaya konmasi nedeniyle Nektin-4’iin
kopek meme karsinomlarinda malignite ile iligskili 6nemli bir prognostik deger
olabilecegi sonucuna varildi.

Bu sonuglar, kopek meme karsinomlarinin anti timor tedavisinde potansiyel
hedef molekiilii olarak Nektin-4 kullanimi konusunda daha ileri ¢alismalarin

yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur.
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