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OZET

Farkh Histopatolojik Derecelerdeki Kedi Meme Tiimorlerinde Oksidatif Stres ve
Antioksidan Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, Kugulu Veteriner Poliklinigi’ne teshis ve tedavi amagh getirilen kedilere
ait meme timori operasyon malzemelerine ait parafin doku kesitlerinde tiimor mikro
cevresi, immunohistokimyasal yontemle belirlenerek oksidatif stresle iligkisi arastirildi.
Organizmanin antioksidan cevap degerlendirildi ve bu sonuglarin her bir derece tiimorle
iliskisinin arastirilmasi amaclandi. Bu amagla tiimor mikro ¢evresi CD3, niikleer faktor
kappa beta (NF-KB), CD31, wvaskiiler endotelyal biiylime faktéri (VEGF),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 alfa (HIF-
la), timor nekrotik faktor alfa (TNF-a) ve 8 hidroksiguanozin (80OHdG) antikorlari
kullanilarak immunohistokimyasal metot ile degerlendirilirken, total antioksadan statii
(TAS), total oksidan statii (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), rediikte glutatyon
(GSH), melondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve katalaz (CAT) analizleri kan
serumundan biyokimyasal olarak yapild.

Calismaya 17 meme tiimorli kedi dahil edildi. Kedilerin 6’s1 derece 1, 5’1 derece 2 ve
6’s1 derece 3 tiimor olarak teshis edildi. Tiimorlerin 11°1 tubuler adenokarsinom, 3’
tubulopapillar karsinom, 1’1 papillar karsinom, 2’si solid karsinom olarak teshis edildi.
Vakalarin yag oratalamsi1 10,7 olup, en ¢ok etkilenen 1rk tekirdi (n=12).

Immunohistokimyasal analizlerde tiim antikorlar derece 3 tiimdrlerde daha yogun olarak
boyandi. Bu antikorlarin birbirleriyle olan iligkileri derece 3 tiimorlerde belirgin sekilde
ortaya konuldu. Her bir antikor icin derece 1 ve 2 tiimdrler arasinda yogun bir farklilik
goriilmedi. CD31 hari¢ diger antikorlar acisindan ise derece 3 ve 1 tiimorler arasinda
boyanma yogunlugu acisindan onemli farklilik oldugu belirlendi. CD31 ise tiim
kesitlerde hemen hemen esit derecede boyandi.

Biyokimyasal analizlerde oksidatif stres belirtecleri sadece NO degerinde kontrol grubu
ile tiimor gruplar1 arasinda fark goriilmezken, TOS, OSI ve MDA degerlerinde gruplar
arasinda fark belirlendi. MDA analizinde kontrol grubu ile derece 3 tiimorler arasinda
belirgin fark oldugu goriildii. Organizmanin oksidatif stresle savasma sistemi olan
antioksidanlar agisindan ise CAT, GSH ve TAS analizlerinde total antioksidan
kapasitesinin kontrol grubu ile derece 3 tiimdrler, CAT analizinde kontrol grubu ile
derece 1 tiimorler arasinda fark bulundu. GSH analizinde gruplar arasinda fark olmadig:
goriildii. Kimyasal analizlerde parametrelerin dereceler arasinda anlamli degiskenlik
gostermedigi bulundu.

Calisma, oksidatif stresin timor ve tiimor mikro ¢evresini etkilemesi, timoér ve timor
mikro c¢evresinde birbiri ile iligkili parametrelerin degerlendirilmesi agisindan
onemlidir. Calismada bakilan parametrelerin daha malign tiimorlerde daha yogun
boyandig1 belirlenmistir. Bu calisma Tiirkiye’de kedi meme timoérii ve tiimor mikro
cevresi ile ilgili yapilan en kapsamli ¢alismalardan biridir. Degerlendirilen
parametrelerin artig1 kotii prognozla iligkili olmakla birlikte, bu parametreler kedi meme



tiimorlerinde hastaliga heniiz tam olarak entegre edilememistir. Hastaligin prognozu ve
tedavi seceneklerini etkilemeleri agisindan ¢ok daha genis drneklem biiyiikliikleri ile
caligilmal1 ve bu hastalarin hepsi operasyon sonrasinda da takip edilmelidir.

Anahtar kelimeler: antioksidan, kedi meme timori, timor mikro ¢evresi, oksidatif
stres
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SUMMARY

Evaluation of Oxidative Stress and Antioxidant Levels in Cats with Mammary
Tumors of Different Histopathological Grades

In this study, the tumor microenvironment was determined by immunohistochemical
method in paraffin tissue sections of mammary tumor operation materials belonging to
cats brought to Kugulu Veterinary Outpatient Clinic for diagnostic and therapeutic
purposes and its relationship with oxidative stress was investigated. The antioxidant
response of the organism was evaluated and it was aimed to investigate the relationship
of these results with each degree of tumor. For this purpose, the tumor
microenvironment was evaluated by immunohistochemical method using CD3, nuclear
factor kappa beta (NF-KB), CD31, vascular endothelial growth factor (VEGF),
inducible nitric oxide synthase (iNOS), hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1a),
tumor necrotic factor alpha (TNF-a) and 8 hydroxyguanosine (80HdG) antibodies,
while the total antioxidant status (TAS), total oxidative status (TOS), oxidative stress
index (OSI), reduced glutathione (GSH), melondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO)
and catalase (CAT) analyses were performed biochemically from blood serum.

Seventeen cats with mammary tumor were included in the study. Six of the cats were
diagnosed as grade 1, 5 as grade 2 and 6 as grade 3 tumors. Eleven of the tumors were
diagnosed as tubular adenocarcinoma, 3 as tubulopapillary carcinoma, 1 as papillary
carcinoma, 2 as solid carcinoma. The avarage age of the cases was 10.7 and the most
affected breed was tekir (n=12).

In immunohistochemical analyses, all antibodies were stained more intensively in grade
3 tumors. The relationships of these antibodies to each other were clearly revealed in
grade 3 tumors. There was no significant difference between grade 1 and 2 tumors for
each antibody. In terms of antibodies other than CD31, it was determined that there was
a significant difference in staining intensity between grade 3 and 1 tumors. CD31, on
the other hand, was painted almost equally in all sections.

In biochemical analyzes, there was no difference between the control and tumor groups
in oxidative stress markers only in NO values, but there was a difference between the
groups in TOS, OSI and MDA values. In MDA analysis, there was a significant
difference between the control group and grade 3 tumors. In terms of antioxidants,
which are the body's system for fighting oxidative stress, a difference was found
between the control group and grade 3 tumors of total antioxidant capacity in CAT,
GSH and TAS analyses, and between the control group and grade 1 tumors in CAT
analysis. There was no difference between the groups in GSH analysis. In chemical
analysis, it was found that the parameters did not show significant variability between
grades.
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The study is important in terms of the effect of oxidative stress on the tumor and tumor
microenvironment, and the evaluation of interrelated parameters in the tumor and tumor
microenvironment. It was determined that the parameters examined in the study were
stained more intensely in more malignant tumors. This study is one of the most
comprehensive studies on feline mammary tumors and tumor microenvironment in
Turkey. Although increased parameters evaluated are associated with poor prognosis,
these parameters have not yet been fully integrated into the disease in feline mammary
tumors. They should be studied with much larger sample sizes in terms of their impact
on the prognosis of the disease and treatment options, and all of these patients should be
followed up after the operation.

Key Words: antioxidant, feline mammary tumor, immunohistochemistry, tumor

microenvironment, oxidative stress
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ONSOZ

Kanser kiiresel bir saglik sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii'niin verileri kanser
vakalarmin her yil artigm gostermektedir. insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da
kanser vakalar1 artis gdstermektedir. Timor olusumunu tetikleyen seylerin basinda
mutasyonlara sebep olan etmenler gelmektedir ve hiicrelerde olusan oksidatif stres de
bu etmenlerin basinda gelmektedir. Meme tiimorii hem insan hem de kedi ve kopek
hekimliginde ¢ok Onemli bir yeri olan, yiiksek oranda mortaliteye sahip ve diinya
genelinde problem olusturan bir hastaliktir. Hastalikla ilgili son zamanlarda yapilan
calismalar hem insanlarda hem de kedilerde sebebe yonelik tedavileri igermektedir. Bu
yiizden de c¢aligmalar timor mikro ¢evresi ve immunohistokimyasal analizlere
odaklanmaktadir.

Bu calismada her yil onlarca kedinin 6liimiine sebep olan meme tiimorii vakalar {izerine
oksidatif stresin etkisini ve organizmanin antioksidan cevabini arastirmak amaclandi.
Bu da kan kan serumundan kimyasal analizler ve doku Kesitlerinden
immunohistokimyasal boyamalar yapilarak dl¢tildii.

Tez projemi 20.SAG.BIL.18 kodlu proje ile destekleyen Afyon Kocatepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) Koordinatorliigii'ne, doktora 6grenimim
boyunca benden yardim, destek ve emegini esirgemeyen, her tiirlii sorunda yanimda
olan danisman hocam Dog¢ Dr. Mehmet Fatih BOZKURT olmak {izere Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali baskani Prof. Dr. Hikmet
KELES hocama, Afyon Kocatepe Universitesi Kimya Béliimii’niin degerli hocas1 Prof.
Dr. Omer HAZMAN ve Dr. Ogr. Uyesi Ahmet BUYUKBEN hocama, meslektaglarim
Veteriner Hekim Erkan TUFEKCI, Veteriner Hekim Muhammed Nasir BHAVA,
Veteriner Hekim Talat ERGUN, Veteriner Hekim aday1 Ezgi CELIK, Kugulu Veteriner
Poliklinigi’nde beraber ¢alistigim tiim arkadaslarim ve o6zellikle Veteriner Hekim Seda
HORUM METE’ye, Veteriner Hekim Emre Sunay GEBES’e, Veteriner Hekim Gorkem
OZANSOY CENGIZ’e, Veteriner Hekim Gorkem CENGIZ’e ve en 6nemlisi bu uzun
ve zorlu yolda beni asla yalniz birakmayip, manevi ve maddi desteklerini esirgemeyen
aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.

Fatma CANSIZ
Afyonkarahisar
2023-005
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1.GIRIS
1.1. Kedilerde Meme Tiimori

Meme tiimorili, meme dokusundan koken alan tiimor tipidir (Nordin vd., 2017). Meme
tiimorleri kadinlarda en ¢ok bildirilen tiimdr tipidir (Nordin vd., 2017; Nascimento vd.,
2020). Disi kedilerde ise deri ve hematopoietik sistem tiimorlerinden sonra en g¢ok
bildirilen {igiincii tip tiimordiir ve tiim kedi tiimorlerinin %17’sini olusturur (Dorn vd.,
1968; Hayes vd., 1981; Nordin vd., 2017; Nascimento vd., 2020; Rosen vd., 2020;
Zheng vd., 2020; Manoel vd., 2021; Moraes ve Borges, 2021). Her yil 100.000 disi
kedinin % 25.4’tinde hastalik bildirilmektedir (Dorn vd., 1968; Egenvall vd., 2010).
Kedi meme tiimdrlerinin yaklagik olarak %90°1 malign karakterli olup siklikla
karsinomlardir (Cassali vd., 2020; Manoel vd., 2021). Tiimdr insidensi yas, irk, hormon
seviyesi ve kisirlagtirma durumu ile yakindan iliskili olup, metastaz orani yiiksek,
prognozu ise zayiftir. En yaygin goriilen metastaz bolgeleri; lenf nodlari, akciger,

karaciger ve ploradir (Hahn ve Adams, 1997; Cassali vd., 2020; Zheng vd., 2020).

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar karsinom gelisiminde rol oynayan faktorlere
yogunlagsmustir (Zheng vd., 2020). Hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte yas, 1rk, reprodiiktif durum ile Ostrojen ve progesteron hormonlarina maruz
kalmanin etiyolojide rol oynadigi diisiiniilmektedir (Dorn vd., 1968; Johnston vd., 2001,
Kustritz, 2007). Bazi g¢alismalar hem kedi meme tiimérlerinin hem de insan meme
kanserlerinin etiyolojisinde viral etkenlerin rol oynayabilecegini ve kedi meme
tiimorlerinin zoonotik potansiyeli olabileceginden bahsetmektedir (Soares vd., 2016).
Meme tiimdrleri en ¢ok orta yas ve yash kedilerde goriiliir. Ortalama yas 10-12’dir
(Dorn vd., 1968; Johnston vd., 2001; Kustritz, 2007). Irk predispozisyonu g¢esitlilik
gosterir. Siyam ve evcil kisa tliylii kedilerde hastalik daha fazla bildirilmistir. Siyam 1rki
kedilerde hastalik diger irklara gore daha erken yaslarda goriilebilildigi ifade
edilmektedir (Hayes ve Mooney, 1985; Ito vd., 1996).

1.2.Risk Faktorleri

Meme tiimorlerinde risk faktorleri tam olarak bilinmemekle birlikte (Nordin vd., 2017)
diger tiirlerde oldugu gibi en biiyiik risk faktoriiniin endojen disil hormonlara maruziyet
oldugu diisiiniilmektedir. Disi kedilerde hastalik riski ¢ok yiiksektir ve kisirlastirilmamis

kedilerde tiimor olusum riski kisirlagtirilanlara gore yedi kat fazladir (Misdorp vd.,
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1991; Overley vd., 2005). Kopeklerde oldugu gibi kedilerde de ovaryum hormonlarina
uzun siire maruz kalinmasi meme timorii gelisim riskini artirirken, ilk bir yasinda
yapilan ovariohisterektomi (OHE) operasyonlari bu riski 6nemli oranda diistirmektedir.
Yapilan ¢alismalarda kisirlastiritlmamis kedilerle kiyaslandiginda, meme tiimoriiniin
goriilmesi 6 aydan oOnce kisirlagtirlmig kedilerde %9, 6-12 aylik yasta
kisirlagtirilanlarda %14 olarak belirlenmistir (Overley vd., 2005; Nordin vd., 2017).

Gebeligi 6nlemek, baz1 deri hastaliklarinin tedavisi ya da agresyonu kontrol etmek i¢in
kullanilan eksojen hormonlarin (6rnegin megestrol, medroksiprogesteron asetat) uzun
sireli kullanimi1 da kedilerde meme timoérii olusumuna zemin hazirlamaktadir.
Progestinlerin meme dokusunda degisiklikler yaptigi ve bu ilaglarin kisa siireli
kullanimlarinda en sik karsilasilan glandular degisikligin fibroepitelyal hiperplazi
oldugu gosterilmistir (Loretti vd., 2005). Yapilan bir ¢alismada progestin tedavisi alan
kedilerin almayanlara oranla hastaliga yakalanma riskinin 3,4 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir (Misdorp vd., 1991).

Ayn1 zamanda meme tliimdrlerinin biiyiik bir kismi disi kedilerde goriiliirken, yaklagik
olarak %3’ti eksojen progestinlere maruz kalma anamnezi olan erkek kedilerde
goriilmektedir (Hayes vd., 1981; Skorupski vd., 2005). Progestin hikayesi olan 22 erkek
kediden 8’inde hastaligin bildirildigi bir ¢aligma mevcuttur (Skorupski vd., 2005). Uzun
stireli progesteron kullanan 9 erkek kedide fibroepitelyal hiperplazi bildirilmistir
(Kiigtikbekir vd., 2020).

Hem insan hem de hayvanlarda yapilan ¢aligmalar BRCA 1 ve BRCA 2 genlerindeki

degisikliklerin meme kanseri riskini arttirdigini géstermistir (Nordin vd., 2017).
1.3.Klinik Goriiniim

Klinik olarak meme tiimorleri sert, nodiiler, tek ya da ¢oklu kitleler seklindedir (Moraes
ve Borges, 2021). Tiimorler genellikle meme dokusuyla birlikte yuvarlaktirlar (Sekil
1.1.) ve kedilerin % 60’inda birden fazla kitle goriiliir (Hayes ve Mooney, 1985). Erken
donemde hareketli, palpe edilebilir ve ayrik kitlelerdir (Gameiro vd., 2021). Kitleyle
iliskili meme bas1 genellikle siskindir ve bazen temiz ya da bulanik eksudat
gozlenebilir. Biiylik timdrler yangili ve sekonder travma ya da tiimor nekrozundan

dolayz {ilserli olabilir (Sekil 1.2.) (Little, 2016; Cassali vd., 2020; Gameiro vd., 2021).
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Gergek yangili meme karsinomlar1 kedilerde nadir olarak goriliir (Little, 2016).
Hastalar 6dem, siskinlik, femoral arterlerde bulunan tiimor trombiisii ve femoral
venlerden vendz doniisiin azalmasina bagli olarak ortaya ¢ikan rahatsizliklar ortaya
cikabilir (Gimenez vd., 2010). Benign ya da malign timorlerde fiziksel muayene
bulgulan spesifik degildir fakat meme ucuyla iliskili olmasi, tiimér ilserasyonu ya da
lenf nodlarmin biiyiimesi 6zellikle de yasli hayvanlarda maligniteyi diisiindiiriir (Little,
2016).

Yapilan bir ¢aligmada hastaligin klinik seyrinin erkek ve disi kedilerde benzer oldugu
goriilmiistiir (Skorupski vd., 2005).

Sekil 1.1: Meme tiimoriiniin makroskobik goriiniimii.
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Sekil 1.2: Yiizeyinde iilser bulunan meme tiimdriiniin makroskobik gériinimii.

1.4.Tam

Tiimoriin tanis1 sitolojik muayene ya da biyopsi ile konulabilir. Cerrahide meme
zincirinin tamaminin alinmasi 6nerilse bile kesin tani ve tedavi igin ensizyonel biyopsi
ya da sitoloji ile malignite belirlenmelidir (Gimenez vd., 2010). Sitolojik muayene
meme bezi tiimorlerinin tanisinda hizli teshis i¢in kullanilabilen bir yontem olmakla
birlikte (Sekil 1.4.) kitlelerin ayrintili siniflandirilmasi i¢in histopatoloji ve evreleme
gerekir (Simeonov, 2022). Cogunlukla biiyiik kitleler halindeki (2-3 cm ¢apindan daha
biiyiik) malignant timorlerde ya da yiiksek dereceli tiimorlerde evrelemeyi yapmak
mecburidir. Evreleme, fiziksel muayene, tam kan sayimi, serum biyokimyasal degerler,
idrar analizi, tiim kitlelerin sitolojik ve/veya histolojik degerlendirmesi, lenf nodlarinin
palpasyon ve torakal radyoloji (Sekil 1.3.) ya da bilgisayarli tomografi (CT)’yi igerir.
Abdominal organlardaki olast metastazlari degerlendirmek i¢in abdominal

ultrasonografi (USG) de 6nerilmektedir (Little, 2016).
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Sekil 1.3: Meme tiimoriiniin radyolojik goriiniimii.
Beseri hekimlikte tanidaki en biiyiik problem benign lezyonlar ile karsinomlarin ayrimi

ve ayrica karsinomlarin da kendi igindeki ayrimini yapmaktir. Bunun i¢in de

immunohistokimyasal (IHC) boyamalardan yararlanilir (Zaha, 2014).
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Sekil 1.4: Malign meme timoriinden alinan ince igne aspirasyonun sitolojik goriiniimii

(Giemsa, 40x).
1.5.Tedavi

Tedavi segenekleri timoriin evresine baglidir ve cerrahi, radyasyon terapisi, kemoterapi

ya da bu tedavilerin kombinasyonunu igerir (Nordin vd., 2017).

1.5.1.Cerrahi
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Uzak metastazi olmayan meme tiimorii (FMC) bulunan kedilerde 6nerilen primer tedavi
yontemi cerrahidir (Sekil 1.5.). Tavsiye edilen cerrahi prosediir hastaligin boyutuna
bagli olarak ya unilateral ya da bilateral zincir mastektomisidir (MacEwen vd., 1984).
Calismalar zincir mastektomisinin hastaliksiz sag kalima énemli oranda etki ettigini ve
tekrarlayan cerrahi miidahaleleri 6nledigini gostermistir (MacEwen vd., 1984; Little,
2016). Bilateral zincir mastektomisi 2 asamali olarak yapilir. Tek seferde her iki
zincirinde alinmasi igin yeterli doku bulunmalidir. Béyle biiyiik cerrahilerde iligkili lenf

nodu da alinmali ve histopatolojik olarak incelenmelidir (Little, 2016).

Sekil 1.5: Meme tiimorii operasyon malzemesi ve total mastektomi goriintiisii.

1.5.2.Sistemik Tedavi

Kemoterapi uzun zamandir insan meme kanseri hastalarinda kullanilan bir tedavi

yontemidir. Erken donem meme kanserli hastalarda adjuvan tedavi olarak uygulanan
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kemoterapinin genel sag kalim iizerinde belirgin iyilesme sagladigi gosterilmistir
(Joseph, 2002).

Son zamanlarda yapilan caligmalar, 2 cm capindan kiigiik, diisilk dereceli, negatif
evrelenmis tiimdrlerin, cerrahi ile birlikte ek tedavi yapildiginda sag kalimi arttirdigin
gostermektedir (MacEwen vd., 1984, Little, 2016). Fakat FCM i¢in heniiz standardize
edilmis bir tedavi bulunmamaktadir (Little, 2016).

Hormonal ve hedefe yonelik tedaviler insan hekimliginde kullanilmaya baglanmuistir.
Fakat bu yontemler kedilerde heniiz iyi bir sekilde irdelenmemistir. Ciinkii Ostrojen,
progesteron reseptorleri ve insan epidermal biiyiime faktori 2’nin (HER) asiri
ekspresyonu rutin olarak FMC’nin laboratuvar testlerine entegre olmamistir. Ayni
zamanda FMC’ler bu reseptorler yoniinden g¢ogunlukla negatif oldugu i¢in kedi
pratiginde hedefe yonelik tedaviler ¢ok uygun olmamaktadir. Bu yiizden bir¢ok ¢aligma
geleneksel kemoterapdtiklere yonelmektedir (Little, 2016).

Doksorubisin  FMC tedavisinde en sik kullanilan ilagtir. Fakat ¢aligmalar ek
tedavilerden alinan yararin sonuclarint tam olarak gosterememektedir. Bu durum
faydas1 olmamasindan da kaynaklanabilecegi gibi konuyla ilgili yapilan galismalarin
yetersizliginden de kaynaklanabilir. Doksorubisin ve meloksikam kullanilarak yapilan
bir ¢alisma, evre 3 tiimorli, 23 kedinin cerrahi miidahale ile birlikte ortalama sag kalim
stiresini 460 giin olarak gostermistir. Fakat bu caligmada kontrol grubunun olmamasi
caligmay1 saglikli degerlendirmeye olanak saglamamaktadir (Borrego vd., 2009). Yine
kontrol grubu olmayan bir ¢caligmada ortalama sag kalim siiresi 448 olarak verilmistir
(Novosad vd., 2006). Yetmis ti¢ kedi ile yapilan baska bir ¢alismada doksorubisin ile
tedavi olan ve olmayan kedilerin sag kalim siirelerinde anlamli bir fark bulunmamistir

(Little, 2016).
1.6.Kedilerde Memenin Normal Anatomi, Histoloji ve Immunohistokimyasi

Meme bezi, glandular doku (glandular paransim) ve iligkili kanal sistemi (periferden
meme bagina bosalan), bag doku (intersitisyum), sinir lifleri, damarlar ve gevsek bag
dokuyu birlestiren (Liebich, 2019), vaskularizasyon ve noral innervasyonu lokal
kutanéz sistemlerden saglanan ve deriden koken alan (Silver, 1966), sadece

memelilerde bulunan modifiye subkutan apokrin bir bezdir (Ghosh, 2013; Giiltiken,
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2016). Meme bezinin yeni doganlarda pasif immunite ve beslenmenin saglanmasinda
onemli rolii vardir. Meme dokusu kollara ayrilmis, komsu fibrovaskiiler ve yag dokuya
gomiilmiis duktal yapilar1 olan bir bezdir. Kanal sistemi meme basinin toplayici
(papillar) kanallar1 ile baslar ve bez tamamen farklilagtifinda sekretorik alveoller ile
sonlanir. Dogumda bezin gelisimi tamamlanmamistir. Gelisimi puberta ile baslar ve bu
gelisimi Ostrus siklusunda morfolojik degisiklikler takip eder. Gelisimin son asamasi

sadece gebelik sirasinda olur (Ghosh, 2013; Meuten, 2017).

Kedilerde meme bezinin erken embriyonik donemlerindeki gelisimi iki linear kalinlik
olarak goriiliir (Silver, 1966; Ghosh, 2013; Meuten, 2017). Bu kalinlagmalar
ventrolateral ektodermde belirlenir ve 6zellesmis mezoderm tarafindan desteklenir. Bu
kalinlagsma aksillarden inguinal bélgeye dogru (Meuten, 2017) meme ¢izgisi boyunca
uzanir (Silver, 1966). Bu devam eden c¢ikint1 birka¢ tane ayrik parganin ig¢ine dogru
boliintir. Bunlarin her biri zamanla tek bir bez olur (Silver, 1966; Meuten, 2017).
Herhangi bir tiirdeki bez sayis1 ve pozisyonu genetik olarak kodlanmistir (Silver, 1966).
Plakalarin ektodermal hiicreleri solid kordonlardan prolifere olur ve bunlar dallanmis
yapilar olarak temel mezodermin igine filizlenir. Ektoderm ve mezoderm hiicreleri
arasinda kompleks bir sinyal yolu vardir. Filizlerin sayisi1 papiller kanal delik sayisini
belirler. Bunlar da her bir meme basi kilifina gelisir ki meme bas1 kilifi 6zel epiteli olan
bir bolgedir. Kedilerde her bir meme genellikle 4-7 papiller kanal deligine sahiptir. Bu
kanallarin her biri dallanir ve yetigkin bezlerinde birer lob sekillendirir. Bu her bir lob

bagimsiz fonksiyonel bir birim gibi davranir (Meuten, 2017).

Kedilerde genelde her bir bolgede 4 (toplam 8) meme bezi vardir (Sekil 1.6.). Bunlar
aksillar (M1), torasik (M2), abdominal (M3) ve inguinal (M4)’tiir. Ayn1 zamanda
kranial (T1), kaudal (T2) torasik ve kranial (Al) ve kaudal (A2) abdominal olarak da
adlandirilabilirler. Baz1 kedilerde inguinal (M1) besinci bez de bulunabilir (Silver,
1966; Raharison ve Sautet, 2006; Giiltiken, 2016; Meuten, 2017).
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Sekil 1.6: Kedilerde meme loblarinin yerlesimi ve anatomik lokasyonu.

Epitelyal tomurcuklar dermal bag doku i¢ine dogru oyuklar agmaktadir. Bunlarin
baslangigtaki formlari hiicrelerin solid kordonlart seklindedir. Bu kordonlar daha sonra
tiipler seklinde, kor sonlanmis olarak yeniden diizenlenir ve bu asamada bu epitelyal
tomurcuklar bir meme bas1 formu alir. Her kanal sonunda yetigkinlerdeki bezin tam bir
lobunu olusturur, ancak kendi iginde, kendi bezi i¢gindeki diger kanal sistemleriyle veya

aslinda bitisik bezlerle baglantisiz, eksiksiz bir islevsel birimdir (Silver, 1966).

Prepubertal donemde meme dokusunun gelisimi viicudun genel yiizey alaninin gelisimi
ile ilgilidir ve kanallar meme dokusunun tabanindan sadece kisa bir mesafede dairesel
bir fan i¢inde uzanir. Kan tedarigi genel kutandz damarlagsmayla benzerdir fakat meme
basindaki deride ter bezi yetersiz oldugu i¢in sinir beslenmesinde bazi 6zellesmeler

vardir (Silver, 1966).

Siklik ovaryum aktivitesi basladiginda basit meme kanallar1 hizli gelisime maruz
kalirlar. Bu gelisim de hormonal degisiklikler ile kontrol edilir. Gelisim genel viicut
ylizeyine gore daha hizli olur. Gelisme kanal sisteminin deri ve pannikulus kaslari
arasinda hizli genislemesi ve dallanmasi seklinde goriiliir. Bu faz 6strus basladiktan 30-
40 giin arasinda tamamlanir ve yaklasik olarak bu zamanlarda alveolar epitelde belirgin
sekretorik aktivite baslar. Bu sekresyon doguma kadar yavasca devam eder. Postpartum
10 giinde sistemin alveolar pargasi regrese olmaya baslar ve 40 giin civarinda genisce

dejenere olur. Boylece sadece kanallar kalir. Emzirme tamamlandiginda bez basit kanal
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sistemine doner. Meme bezindeki bu degisiklikler yalanci gebelikte de gercek
gebeliktekine benzer olur. Sadece geg sekretorik faz ¢ok belirgin degildir (Silver, 1966).

Dogumda sadece biiyiik kanal gelisir. Puberta ile birlikte kanallarin terminal sonlarinda
Ostrojen salgilanir. Didstrus ve gebelik sirasinda progesteronun artan seviyeleri
kanallarin bir sonraki gelisimini, lobul ve alvolellerin (lobul ve alveolar birim)
formasyonunu indiikler. Gestasyonel prolaktin etkisi altinda presekretorik alveolar
hiicreler sekretorik alveolar hiicrelere farklilasir. Boylece dogumda meme bezleri

sekretorik duktal lobular alveolar yapilar ile karakterizedir (Meuten, 2017).

Emzirmeme tubulo alveolar sistemin distensiyonu ve kapillarlarin kapanmasi ile
sonuglanir. Sekresyonun bircogunun lenfatikler aracilig ile ani rezorbsiyonu sekillenir
ve kapillarler glandular dokunun yeniden yapilanma peryodu boyunca yeniden agilir.
Bu asama boyunca siit ya da indirgenmis siit iirlinleri dejenere olmus kanal sistemine

hapsolmustur ve karsinojenik materyaller kist i¢inde gelisebilir (Silver, 1966).
1.6.1.Histoloji

Meme bezi tubuloalevolar bir bezdir. Tubuloalveolar salgi birim gruplar1 bag doku ile

ayrilan lobuller olusturur (Eurell ve Frappier, 2006).

e Meme basi: Meme basi, meme dokusu sekretorik sisteminin son kismidir
(Meuten, 2017). Laktifer6z siniis meme basi siniisii ile (meme basi boslugu)
devam eder ve ¢ok katlh kiiboidal epitel ile gevrilidir. Diiz kas demetleri meme
basinin uzun aksisine paralel dogrultudadir. Dermisteki vaskiiler tabakay1 bircok
kan damar1 olusturur (Eurell ve Frappier, 2006). Meme basi epidermis ile
cevrilidir. Kedilerde kil folikiilleri, genis sebaséz ve apokrin bezler bulunur.
Bazal epidermal keratinositlerin arasinda melanositler bulunabilir. Deri alt1 ve
yumusak dokudakilerle kiyaslandiginda epidermis, adneksa ve melanositlerin
timorleri ¢ok nadirdir ve meme tiimorii olarak smiflandirilmazlar (Meuten,
2017).

e Kanallar: Kanal sistemi intralobuler kanal ile baslar. Bu kanallar interlobular
kanala acilir. Interlobular kanal bir laktiferdz kanala drene olur. Laktiferdz kanal

her bir lob i¢in primer eksretorik kanaldir.
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Multiple papillar kanallar (meme ya da toplayici kanallar) kedilerde 2-3 major
papiller orifis apekse agilir. Memenin dermisi ile birlikte ve daha biiyiik kanal
sistemleri boyunca longitudinal ve transversal diiz kas lifleri ve elastin lifleridir.
Meme kanali ¢ok katli skilaméz epitelle ortiiliidiir ve sirkiilar diiz kas sfinkteri
tarafindan ¢evrelenmistir. Her bir meme kanali meme sinusunun igine agilir ve
bu da bunlar da iki katmanli kiiboidal-kolumnar epitel ile Ortiilmiistiir. Kanalin
disinda miyoepitel hiicreler vardir (Eurell ve Frappier, 2006; Meuten, 2017).
Kanallardan ve meme siniisiinden koken alan neoplazmalar nadirdir fakat

siiflandirma sisteminde ayr1 bir baslik olarak tartisilir (Meuten, 2017).

Biiyiik interlobuler kanallar (laktiferus kanallari) distal meme sinusunun igine
bosalir. Bu interlobuler kanallar bilayerdir. Kiiboidal epitelle ortiiliidiirler. Dig
katmanda fusiform miyoepitel hiicreler vardir. Distaldeki daha kiiglik
interlobuler kanallar az miktarda miyoepitel hiicresi ile birlikte tek katmanli
kiiboidal epitel ile Ortiiliidiir. Terminal interlobuler kanallar intralobuler
kanallarin i¢ine devam eder. Bunlar da tek katmanli epiteliyal hiicreler ile
ortiliidiir. Onlarin etrafin1 da igsi sekilli miyoepiteliyal hiicreler cevreler

(Giiltiken, 2016; Meuten, 2017).

Alveoli: Alveoli tek katli epitel hiicresi ile ortiiliidiir ve disar1 dogru yildiz sekilli
miyoepitel hiicreleri sekretorik alveolar epitel uzun, kiiboidalden kolumnara
icinde intrastoplazmik lipid damlaciklar1 olan ki bu damlaciklar da alveolar
luminada akumule olan hiicrelerle kaplidir. Duktal biiylime sirasinda epiteliyel
hiicrelerin proliferasyonu ile uzanma ve dallanma saglanir. Bu epiteller de
miyoepitelyal hiicreler arasindaki bosluklar boyunca penetre olur (Eurell ve
Frappier, 2006; Meuten, 2017). Siit iiretimi devam ettik¢e liimen biiyiir ve
komsu alveoller parsiyal olarak birlesir. Siit tiretiminde ¢ok kisa bir siire sonra
yeni salgi siklusu baglar. Liimen kismen kollabe olur ve disa dogru diizensiz
olur. Alveol kiimeleri bez i¢inde lobiiller olusturu ve her lobul ayni anda aym
sekretorik fazda olmayabilir. Alveol epiteli sekretorik aktivite asamasina gore
degisir (Eurell ve Frappier, 20006).

Intertisyum: Meme bezinin intertisyal dokusu kan ve lenf damarlari, sinir

aglarini igeren ve salgi birimlerine 6nemli destek saglayan yapidir. Kolajen tip 4,
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laminis ve heparin siilfat proteoglikan igerir. Her bir salgi birimini genis bir kan
ve lenf damarlari, kilcal damar pleksusu ile birlikte gevsek bag dokusu sarmalar
(Eurell ve Frappier, 2006; Meuten, 2017). Ozellesmis mezodermden kdken alir.
Bu intersitisyal doku histiyosit, plazma hiicresi ve kii¢iik lenfositleri igerebilir ve

iki farkli pargaya ayrilir;
1. Intralobuler stroma; daha gevsektir, ince kolajen demetlerden

2. Intralobuler bag doku; lobullere ayrilir ve daha kalin ve daha siki

organize kolajenden olusur (Zappulli vd., 2005; Meuten, 2017) .
Meme dokusunun yag dokunun miktar1 degiskenlik gosterir.

Disi kedilerin reprodiiktif fizyolojisi diger tiirlere gore farklidir. Dort, on iki aylik
zaman aralifinda pubertaya girerler. Bazi irklarda bu silire 20 aya kadar uzayabilir.
Mevsimsel poliostriktirler ve bu da luteinlestirici hormon (LH) iretmeyi indiikler.
Spontan ovulasyon da goriilebilir. Eksojen stimiilanlar hipotalamo-hipofiz-gonadal
aksisi etkiler ve folikiil stimiile edici hormon (FSH)’dan LH sentezine degisimi saglar.
FSH sitiimiilasyon altinda ovaryumda folikiil formasyonu ostrojen liretir (Ostrus) fakat
ovulasyon ve korpus luteum formasyonu ile birlikte progesteron sentezlenir.
Ciftlesmemis kedilerde interdstrus araligi 10-15 giin, ciftlesmis fakat gebe kalmamis
kedilerde 35-75 giindiir. Meme dokusu histolojisi bu reprodiiktif degisikliklerden
etkilenir. Fakat bunun dogrulugunu kanitlayacak yeterli ¢alisma yoktur (Meuten, 2017).

1.7.Meme Dokusunun Néral innervasyon, Vaskiilarizasyon ve Lenf Drenaji

Meme bezleri segmental kutandz sinirlerin ventral boliimleri ile innerve edilir. Meme
basinin ve bezin paransiminin zengin bir sensorik beslenmesi vardir. Aci, dokunma ve
sicaklik hissinin yaninda bu sinirler esneme reseptorlerinin liflerini de igerir. Bezde
kemoreseptorler de olabilecegi bildirilmistir. Meme dokusunda sekretor-motor sinirler
belirlenmemistir fakat bezin kan damarlarina fazla miktarda sempatik lif destegi vardir.

Diiz kas sfinkterleri innerve edilirken miyoepitel hiicreler edilmez (Silver, 1966).

Genitofemoral ve interkostal sinirlerin dallari meme bezini innerve eder. Bunlar primer
olarak arter ve arteriollerle ve agirlikli olarak peptiderjik sinirlerle iliskilidir. Ki bunlar
lokal kan akisinin regiilasyonunu da icerir. Meme basinda noradrenerjik ve peptiderjik

lifler dermiste, diiz kas demetleri ile siki iliskidedir. Siit ejeksiyon refleksinin aferent
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yolu ile iligkili olabilir. Fakat sekretorik paransimin biiyilk kisminin innervasyonu
yoktur, 6zellikle alveoli ve kanallarin etrafinda peptiderjik sinir lifleri yoktur (Pinho ve
Gulbenkian, 2007).

Meme bezlerinin hematik ve lenfatik iletimi timor metastazinin gelisimini anlamak igin
cok onemlidir (Zappulli vd., 2005).

Meme bezlerinin vaskularizasyonu yogundur ve venler arterlere gore daha yaygindir
(Meuten, 2017). Kedi ve kopeklerde temel damarlasma ve kan akiminin yonii

laktasyondaki ve laktasyonda olmayan meme dokusunda aynidir (Silver, 1966).
Torasik bezlerin arteriyal beslenmesi;

a. internal torasik arterlerin delici kollar1

b. kaudalde T7’den gelen interkostal arterlerin kutantz kollari

c. lateral torasik arterler tarafindan saglanir.

Kranial abdomendeki bezler kranial siiperfisial epigastrik arterler ve kaudal interkostal
arterlerin kutandz kollarindan, kaudal abdominal ve inguinal bezler kaudal siiperfisial
epigastrik arterler (eksternal pudental arterin kollar1) tarafindan beslenir. Bunlar laterale
dogru freniko abdominal arterlerin kutan6z dallar1 tarafindan abdominal bezlere ve
kaudalde derin sirkiimfleks iliakin kutanoz dallari ile gliglendirilmislerdir. Umbilikusun
etrafinda 2 epigastrik arter anastomoz yapar, az sayida damar orta hatta bir bezden bezin
ciftine capraz yapabilir. Kiigiik venlerin ¢aprazlanmasi arterlerden daha siktir (Silver,
1966; Crouch ve Lackey, 1969; Nickel vd., 1986; Zappulli vd., 2005; Giiltiken, 2016).
Bu ¢aprazlama ¢ift olan bezlerde metastatik yayilmaya izin verir (Zappulli vd., 2005).

Lenfatik sistemin anatomisi tiimor hiicrelerinin yayilmasi agisindan énemlidir. Her bir
bez memede subkutis ve parangsimdeki agla benzer lenf damarlari agina sahiptir. Bunlar
daha biiylik kanallarla ya bitisik bez aglarina ya da dogrudan lokal lenf diigiimiine
baglanir (Silver, 1966). Her meme bezi kendi lenfatik pleksusuna sahiptir. Bu pleksuslar
anastomozlasir ve memenin tabanini ¢evreleyerek diger pleksuslar ile birlikte parangime
uzanir. Kedilerde 2 ayr1 lenfatik ag vardir. Bunlar 2 arterior bez (aksillar ve torasik) ve 2
posterior bez (abdominal ve inguinal) ile baglantilidir (Zappulli vd., 2005; Meuten,

2017). Kranial ve kaudal torasik ve kranial abdominal bezler her zaman kendi
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tarafindaki aksillar lenf noduna drene olur. Diger iki bezin drenaji genellikle {ist {iste
gelir. Inguinal ve kaudal abdominal bezler ortak bir ag aracilig1 ile ipsilateral siiperfisial
inguinal noda drene olur. Fakat bazen abdominal bezlerin kranial ve kaudal ¢iftlerinin
lenfatikleri arasinda baglanti1 olabilir. Bu durum muhtemel tiim6r dokusunun torasikten
inguinal bolgeye ya da tersi yonde retrograd lenfatik yayilimina sebep olabilmektedir.
Bazen kranial abdominal bez sadece inguinal noda drene olur. Lenfatikler kan damarlari

gibi orta hatta ¢aprazlanabilir (Deome, 1959; Silver, 1966; Zappulli vd., 2005).

Meme lezyonu olan kediler iizerinde yapilan bir Doppler mod ve normal USG
calismasinda periferal neovaskiilarizasyon ya da meme tiimorii ve lenf nodu dokusunun

mix patterni belirlenebilmistir ( Moraes ve Borges, 2021).

1.8.Hiicre Farkhlasma Belirtecleri

Normal meme bezinde kanal ve alveoli olmak tizere 2 farkli hiicre populasyonu vardir.
Bu hiicre populasyonlarinin morfolojisi ve fonksiyonu lokasyon ve hormonal duruma
gore degisiklik gosterir. Genel olarak poligonal sekilli olan luminal epitelyal hiicrelerin
protektif-sekretorik fonksiyonlari vardir. Bu hiicreler i¢ tabakadadirlar. Dis tabakada
bazal/miyoepitelyal hiicreler hem epitelyal hem de diiz kas hiicrelerinin immun
fenotipini  sergiler. Bunlar genellikle igsi-uydu morfolojidedir ve kontraktil

fonksiyonlar1 vardir (Meuten, 2017).

Kedilerde luminal epitelyal hiicreler koruyucu fonksiyonlar1 ya da hormonal olarak
indiiklenmis sekretorik aktivitesine gore Ozel belirtegleri eksprese etmektedir.
Bazal/miyoepitelyal hiicreler hem epitelyal hem de diiz kas hiicrelerinin dual fenotipine
sahiptir. Dolayisiyla bunlar miyoepitelyum olarak adlandirilabilir. o smooth muscle
actin (a-SMA), calponin, vimentin, p63, smif 2 B tubulin, maspin, notral endopeptitaz
(CD10), P-cadherin, caveolin-1, GFAP, S100 ve 14-3-3 protein belirtegleri igin
pozitiflerdir (Sorenmo vd., 2011). CD44 pozitif hiicreler (tlimorijenik potansiyeli olan)

spontan kedi meme karsinomlarinda belirlenmistir (Barbieri vd., 2012).

Luminal Tiimorler; dstrojen reseptor (ER) veya progesteron reseptdr (PR) reseptorleri

vardir. Luminal sitokeratinler (CK7, CK8, CK18, CK19) yoniinden pozitiftirler.
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Bazal-benzeri Tiimdrler; hormon reseptorii negatiftirler. Bazal belirtegler (CKS5, CK6,
CK14, CK17, SMA, calponin, HER2) pozitiftirler ve bu durum insanlarda ER, PR ve

HER2 meme tiimorlerini alt tiplerine ayirmaya imkan saglar (Nielsen vd., 2004).

Bu alt tiplendirme farkli klinik goriiniis ile iliskilidir. Luminal grup tiimdrlerin prognozu
daha iyiyken bazal-benzeri meme tiimoérlerininki daha kotidir (Melchor ve Benitez,
2008). Pansitokeratin belirtecleri (AEI1-AE3) kullanilarak bolgesel lenf nodlari

degerlendirilip mikrometastazlar belirlenebilir (Matos vd., 2006).

1.9.Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri

Ovaryum ve eksojen steroid hormonlar (genellikle kontraseptif olarak kullanilan) meme
timorii olusumu i¢in risk faktorleri oldugu bilinmektedir. Hayvanlarin cinsiyet
hormonlarina miimkiin olan minimal maruziyeti meme kanseri riskini 6nemli derecede

diistiriir (Meuten, 2017).

Disil cinsiyet hormonlarinin meme tiimorii tiimorigenezisindeki rolii tam olarak
bilinmemektedir (Withrow vd., 2013). Memeli tiirleri arasinda disil hormonlar meme
bezi dokusunun gelisimi i¢in gereklidir ve bu hormonlar mitojen gibi davranarak duktal
epitelyumun proliferasyonunu etkiler (Russo ve Russo, 2006; Okoh vd., 2011). Diger
tirlerde yapilan calismalarda Ostrojen ve Ostrojen metabolitlerinin meme dokusunun
tizerine direkt genotoksik etkili oldugu ve progesteronun, meme tiimorigenezinde rol
oynayan biiylime hormonu ve biiyiime hormonu reseptorlerinin meme bezi iiretimini
arttirdi@1 gosterilmistir (Russo ve Russo, 2006). Muhtemelen her iki hormona maruziyet
ve biiytime faktorleri yolagi kedi meme tiimorlerinin gelisiminde de rol oynar (Little,
2016).

1.9.1.Kedi Meme Tiimorlerinde Steroid Hormon Reseptorleri

Steroid hormonlarin kedi meme tiimorlerindeki yeri hakkindaki bilgiler hala sinirlidir.
ER ve PR reseptorleri normal, displastik ve neoplastik luminal epitelyal hiicreler,
suprabazal ya da epitelyal ve stroma hiicrelerinin ¢ekirdeginde yer alirken,
miyoepitelyal hiicrelerin boyanmasi negatif ya da siiphelidir. Baz1 preinvaziv epitelyal
lezyonlarda (Burrai vd., 2010) ER ya da PR immun reaktivitesi belirlenmemis olmasina
ragmen displastik ve benign lezyonlarda hem ER hem de PR (de las Mulas vd., 2000)

aktivitesi mevcuttur.
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Calismalar kopek ve insan meme kanserlerinin aksine kedilerde hormon reseptorii
ekspresyonunun daha az oldugunu géstermistir (Goldschmidt vd., 2017). Insan meme
kanserlerinde Gstrojen ve progesteron reseptorleri, vakalarin %70-80’in de pozitif olarak
bildirilirken, kedilerde ise bu oran ER igin %7-22, PR i¢in ise %33’tiir (de las Mulas
vd., 2000; Goldschmidt vd., 2017). Invaziv kedi meme karsinomlarinda bu hormon
reseptorlerinin diger histolojik parametreler ya da genel sag kalim ile paralel olmadigi
belirlenmistir. Bu hormonlarin ekspresyonu kedi meme tiimorlerinde belirgin bir

prognostik deger tasimaz (Hughes ve Dobson, 2012).

Kedilerdeki fibroadenomat6z degisikliklerin tamaminin PR aktivitesi yiiksekken, sadece
yarisinin ER aktivitesi belirlenmistir (de las Mulas vd., 2000). Bir¢ok karsinom ER
negatifken, ER aktivitesi varsa diisiik derece Kkarsinom olarak disiiniiliir. Birgok
karsinom PR pozitiftir fakat PR aktivitesi lenfatik invazyon ile iliskili degildir (Millanta
vd., 2005).

1.9.2.insiilin ve Biiyiime Hormonu (IGF)

IGF ailesi birgok hormonal aktivite ile iliskili proteinleri icerir. Kedi ve kopeklerde
progestinler meme bezinde biiylime hormonu (GH)’nun lokal {iretimini stimiile eder.
Memede iiretilen GH/IGF nin tiimdrigenezis ve malignitede rolii vardir. Bu durum diger

hormonlar ve faktorlerle iliskilidir (van Garderen vd., 1999).

1.9.3.Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ve Reseptorleri

EGF ailesi proteinleri normal ve neoplastik proliferasyonu etkileyebilir. Bunu bagimsiz
olarak ya da steroid ve peptit hormonlarla ile iliski icinde de yapabilir. Boylece meme
bezi biiyiimesini regiile ederler. Progesteron EGF’in etkiledigi biiylimeyi artirabilir
(Modiano vd., 1991) ve kopek meme tiimorlerinde EGF ile progesteron, dstradiol ve
androjenler arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir. Insanlardaki meme kanserinde EGF
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu zayif prognoz ile iligkilidir. EGF reseptor ailesi 4 siki
iligkili tirozin kinaz reseptor igerir (EGFR ya da HERI1 ya da c-erbB1l, HER2 ya da
HER2/neu ya da c-erbB2, HER3 ya da cerbB3 ve HER4 ya da c-erbB4) (Queiroga vd.,
2009).
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Epidermal biiyiime faktor reseptorlerinin IHC ekspresyonu benign meme tiimorlerinden

malign olanlara ve tiimor bitylikligiine gore artar (Gama vd., 2009).

1.9.4.insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (HER2)

Insan meme tiimérlerinin yaklasik olarak %25-30’unda HER2 asir1 iiretilir ve bu {iretim
metastaz gelisimi ve zayif prognoz ile iligkilidir. HER2 {iretimi kedi ve kdpek meme

tiimorlerinde tam olarak anlagilamamigtir (Zappulli vd., 2015; Meuten, 2017).

Kedi tiimorleri ER ve PR zayif oldugu i¢in karsilastirmali ¢alismalar, hormon negatif
olan insan meme kanserlerinin alt tiplerine odaklanmistir. Hormon negatif insan
timorleri genellikle HER2 yonilinden de negatiftir. Bu tiimorler olduk¢a agresif
karakterlidir ve triple negatif meme kanseri (TNBC) olarak bilinirler. Hormon reseptor
degerlendirmesine ek olarak karsilagsmali ¢alismalar kedi meme tiimdrlerinde HER2
ekspresyonunu da degerlendirmis ve sonuglarin oldukca degisken oldugunu ve
insandaki gibi kedi meme tiimérlerinin karsinogenezisi ve prognozunda &nemli rol
oynamadigini géstermistir (Rasotto vd., 2011). Yapilan bir ¢alisma degerlendirilen kedi
meme karsinomlarmin %58’inin insanlardaki TNBC ile benzer oldugunu gostermistir

(Wiese vd., 2013).

HER2 kedi meme tiimorlerinde THC ile belirlenmis fakat sonuglar birbirinden ¢ok farkl

bulundugu i¢in diizglin yorumlanamamistir (Pena vd., 2014).

Son yapilan ¢aligmalar ise HER2 nin prognostik degerinin diisiik oldugunu géstermistir

(Hughes ve Dobson, 2012).

1.9.5.Vaskiilar Endotelyal Biiyiime Faktorleri (VEGF)

Veteriner onkolojide meme tiimoriiniin  biyolojik karakteri ile anjiogenezisin
korelasyonu tam olarak bilinmemektedir. Fakat mikrodamar dansite degerinin (MVD)
malign tlimorlerde benign olanlara gore dnemli oranda arttig1 bildirilmistir ve bu deger
anaplastik histolojik tiplerde daha da artmistir. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalar
malign meme karsinomlarinda artmis VEGF orani ile MVD parametresi arasinda pozitif
bir korelasyon belirlemistir (Restucci vd., 2002). Kedi meme karsinomlar1 ve artmis
VEGF, tiimor anaplazisi ve daha kisa sag kalimla iligkilidir. Kirk sekiz meme
karsinomlu kedi tizerinde yapilan bir ¢alismada tiimor derecesi ve sag kalim ile VEGF

arasinda belirgin bir korelasyon goriilmiistiir (Millanta vd., 2006).
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VEGF’in agir1 salinmast kedi ve kopeklerdeki malign tiimdrlerde goriilmiistiir. Meme
karsinomlu kediler {lizerinde yapilan bir ¢alismada HER2 pozitif ve TN Normal benzeri
meme karsinomlu kedilerde VEGF-A’nin timorlii dokularda tiimorlii olmayanlara gore

onemli 6l¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir (Nascimento vd., 2021).

1.9.6.Siklooksijenaz (COX) 2

Sikloeksijenaz (COX) enzimleri (COX-1 ve COX-2) arahidonik asitten prostoglandin
formasyonunu katalize eder (Sayasith vd., 2009). COX-1 temel olarak biitiin dokularda
bulunurken COX-2 birgok kanserin olusumuna dahil olmaktadir (Millanta vd., 2014).
COX-2 tiimérijenik siirecin farkli basamaklarinda bulunabilmektedir (Williams vd.,
1999; Sayasith vd., 2009). Bunlara metastaz ve invazyon, timdr proliferasyonu,
apoptozis inhibisyonu ve tiimoér anjiogenezisi Ornek verilebilir. Kedi meme
timorlerinde COX-2’nin etkisiyle ilgili bilgiler smirlidir. Kedilerdeki meme
karsinomlarinda arttig1 ve asir1 saliniminin ER- negatif, artmis PR ve VEGF ile iliskili
oldugu (Sayasith vd., 2009) ve saliniminin hem kedi hem de kdpeklerde daha kisa sag
kalimi1 gosterdigi (Lavalle vd., 2009; Sayasith vd., 2009) bilinmektedir. Yine yapilan bir
calismada malign kedi meme tiimorlerinde ekspresyonu yiiksek bulunmustur (Millanta

vd., 2014).

Altmis lic malignant meme tiimorlii kopek ile yapilan ve CD3 T lenfositler ve COX-2
arasindaki iligkiyi aragtiran bir ¢alismada CD3 T lenfosit ve COX-2 ekspresyonunun
agresif tlimorlerde daha fazla ve bu iki parametrenin pozitif korelasyonu oldugu

belirlenmistir (Carvalho vd., 2015).

Kopek meme tiimorleri lizerinde yapilan bir ¢aligma, hem benign hem de malign
tiimorlerde indiiklenebilir nitrik okstit sentetaz (iNOS), COX-2 ve VEGF seviyelerinin
yiiksek oldugunu gostermistir (Anadol vd., 2017).

Yiiksek COX-2 seviyesi kisa sag kalim stiresi ile iligkilidir. Fakat degisik timor tipleri
olan kediler {izerinde yapilan bir ¢alismada, 9 meme tiimoérlii kedinin hicbiri COX-2
pozitifligi vermemistir (Beam vd., 2003). Meme karsinomal1 40 kedi {izerinde yapilan
bir ¢alismada ise vakalarin %87’sinin COX-2 eksprese ettigini gostermistir (Sayasith
vd., 2009).
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1.10.Kedi Meme Tiimorlerinin Molekiiler Simiflandirilmasi

Kedi meme tiimorlerinin molekiiler alt tiplendirmesini yapmak i¢in IHC panelleri
kullanilmaktadir. Bu paneller 5 fenotipi kimliklendirmek icin bir¢gok molekiil belirteci
igerir. Bu fenotipler; luminal A, luminal B, bazal-benzeri tip (triple negatif), HER2 asir1
salimim1 ve normal fenotiptir. Kedilerde IHC kullanilarak primer meme karsinomlarinin
sadece 3 tipi ve bunlarla iliskili lenf nodu metastazlar1 belirlenmistir. Bunlar; luminal B,

HER2-asir1 salinim1 ve bazal-benzeridir (Brunetti vd., 2013).

Meme tiimérlerinin histolojik derecelendirmesi ¢cok énemlidir. Insanlarda en gok Elston
ve Ellis metodu kullanilmaktadir. Bu metod veteriner sahaya da uyarlanmistir. Tiibul
formasyonu, ¢ekirdek pleomorfizmi ve mitotik indekse gore tlimorler derecelendirilir
(Meuten, 2017). Fakat bu derecelendirme sistemi derece 1 ve 3 tiimérler igin iyi oldugu
bilinirken, derece 2 tiimorler igin ¢ok uygun degildir (Dagher vd., 2019). Son
zamanlarda klasik EE derecelendirme sistemi gilincellenerek yeni bir sistem
gelistirilmistir. Bu sistemde lenfovaskiiler invazyon, ¢ekirdek formu ve mitotik indeks

degerlendirilmektedir (Mills vd., 2015).

1.11.Kedi Meme Timorlerinin Siiflandirilmasi

Kedi meme tiimérleri Diinya Saghk Orgiitiiniin diagnostik kriterleri temel almarak
histolojik olarak smiflandirilmistir. Diinya Saglik Orgiitii 1999 yilinda kedi meme
tiimorlerinin histolojik smiflandirmasint revize etmistir. Bunlarin birgogunda da
kopeklerdeki meme tiimoérleri temel alinmistir. Fakat kedilerdeki meme tiimorleri
kopeklerdekilere gore daha homojendir. Bu yilizden de daha az alt tip vardir. Kedi meme
timorleri 3 ana grupta toplanmistir. Bunlar; meme hiperplazi/displazileri, benign

tiimorler, malign timorlerdir (Meuten, 2017).

1.11.1 Hiperplazi ve Displazi

Kedi meme bezindeki degisiklikler kopeklerdekilerle ¢ok benzerdir. Ek olarak kanal
papillomatozisi ve fibroadenomatoz degisiklikleri igerir.

Kanal ektazisi

Lobuler hiperplazi (Adenozis)

Diizgiin
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Sekretorik aktivitesi olan
Fibrozisli
Atipik

Epiteliozis

Kanal papillomatozisi

Bu degisiklikler kedilerde ¢cok yaygin olarak goriiliir ve genellikle buna kanal ektazisi
ve lobuler hiperplazi eslik eder. Papillomatozis ¢icek seklinde olabilir. Etkilenmis

interlobuler kanal memenin komsu dokusundaki neoplastik lezyonda olabilir.

Fibroadenomatoz degisiklikler

Genellikle kedi meme hipertrofisi ve fibroepiteliyel hiportrofi olarak adlandirilan bu
durum klinik olarak memenin fibroadenomatoz hiperplazisi olarak tanimlanir.
Genellikle siklus gosteren geng disilerde karsilagilir fakat gebelik sirasinda da
goriilebilir. Disi ve erkek kedilerde bu lezyonlar hormon tedavisi (6rnegin; megestrol
asetat, medroksiprogesteron asetat) ile de iliskilidir. Ozellikle progesteron olmak iizere
hormonlarin lezyon gelisimi tizerindeki rolii, hormon stimulasyonunun sonlandirilmasi
ya da OHE’yi takiben lezyonlarin regrese olmasindan dolay: iyi anlagilmistir (Hayden
vd., 1989; Loretti vd., 2005).

Jinekomasti
1.11.2.Benign Neoplazmalar

Kedilerde benign meme neoplazmalari ¢ok nadir goriilmektedir.

Intraduktal papillar adenoma (Duktal papilloma)

Kedilerde ¢ok nadir goriilen bu alttipte (Zappulli vd., 2013) neoplazma multinodular
tiptedir. Minimal diizeyde anziositoz ve anizokaryozis goriiliirken mitoza nadiren

rastlanir (Meuten, 2017).

Duktal adenoma
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Onceki smiflandirma sistemlerinde kompleks adenoma (Misdrop vd., 1999) olarak
simiflandirilan bu kitleler tek ya da multinodiiler, iyi siirlanmis kitlelerdir. Ektatik
kanaldan koken alirlar. Fibroz stromadan ¢ok az destek alir.

Fibroadenoma

1.11.3.Malignat Epitelyal Neoplazmalar
Karsinomalar vakalarin yaklasik olarak %80-90°n1 olusturarak en sik goriillen kedi
meme timori tipleridir. Biyolojik olarak yiiksek oranda agresiflik gosterirler ve
prognozlar1 zayiftir (Seixas vd., 2007).
Karsinoma- in situ
Karsinoma

Tubuler

Tubulopapillar

Kistik-Papillar

Kribriform

Mikropapillar Invaziv Karsinoma (IMC)

Hem disi hem de erkek kedilerde bildirilmis bir tiimor tipidir (Seixas vd., 2007).
IMC’ler stromasiz ya da kiiciik kiimeler yapmis kii¢iik papillar yapilar iceren tiimorler

olarak tanimlanir. Histopatolojik yapisi kendine hastir (Cassali vd., 2002).
Solid Karsinom
Komedokarsinom

Hizli biiyiiyen malignant kedi meme tiimorlerinde yeterli kan akimi saglanamadigindan
genis nekroz alanlar1 goriilebilmektedir. Neoplastik doku kiigiik, multiple, 1iyi
tanimlanmis nekroz alanlar1 igerdigi zaman komedokarsinom olarak adlandirilir.
Nekrotik alan neoplastik hiicre nodiiliiniin merkezinde yer alir. Nekrotik materyal
degisken sekilde eozinofiliktir ve genellikle piknotik debris, makrofaj ve az miktarda

diger yangi hiicreleri ile iligkilidir. Notrofil infiltrasyon odagi komedokarsinom teshisi
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ile uyumlu degildir fakat neoplastik siirecte akut ya da subakut/kronik mastitis

indikatorii olabilir.
Anaplastik Karsinoma

Kedilerde ¢ok nadir olarak goriilen bu meme timori c¢esidi kopeklerde de sik
goriilmemekle birlikte en agresif meme timori tipidir. Kedilerde sadece 2 kez

bildirilmistir (Della vd., 1993; Soares vd., 2021).
Intraduktal Papillar Karsinoma

Kedilerde ¢ok nadir olarak goriiliir. Intraduktal papillar adenoma (kanal
papillomasi)’nin malignant varyantidir. Adenom ile kiyaslandiginda daha diizensiz bir
papillar desen izlenmektedir. Cekirdek ve hiicre pleomorfizmi ve mitoz artmistir

(Zappulli vd., 2013).
Duktal Karsinoma

Feline kompleks karsinoma olarak da adlandirilan bu tiimor tipi duktal adenomun
malignant olanidir (Sexias vd., 2008). Neoplastik hiicreler kordonlar, tubuller ve daha
solid yarik benzeri lumina ile birlesmistir. Adenomlara gére bazal hiicre sayisi, mitoz
artmistir. Orta derecede kollajendz matrikse gomiilidiirler ve hiicresel atipi vardir.
Skuamoz farklilagsma ve keratinizasyonun oldugu fokal ya da multifokal alanlar olabilir.

Prognozu zay1f bir timor tipidir.

1.11.4.Malignant Epiteliyal Neoplazmalar (Ozel tipler)

Skuamoz Hiicreli Karsinom
Adenoskuamoz Karsinoma

Bu tiimor, herhangi bir tipte karsinom ve skuamoz farklilagsma alanlar1 olan, multifokal

skuamoz alanlarin karsinom i¢inde serpistirilmis gibi bulunan bir tiptir.
Miisindz Karsinoma

Bu nadir goriilen timdr tipinin en 6nemli 6zelligi histopatolojisindeki neoplastik epitel

hiicrelerini gevreleyen fazla miktarda mukoid matrikstir (Sarli vd., 2006).

Lipid Zengin Karsinoma
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Igsi Hiicreli Karsinom

Skuamoz Hiicreli Karsinom — igsi hiicre varyanti
Karsinom — igsi hiicre varyanti

Yangisal Karsinom

1.11.5.Malignant Mezensimal Neoplazmalar

Kedilerde nadir olarak goriiliirler ve subkutisten kdken aldiklari i¢in meme tiimorii

olarak simiflandirilmamalidirlar.
Fibrosarkom
Diger sarkomlar

1.12.Prognostik Faktorler

Prognostik belirtegler, hastanin ya da hastaligin klinik, patolojik ya da molekiiler
karakteristikleri ile ilgili, klinik sonucu etkileyen durumlardir (Webster vd., 2011). Kedi
meme tlimorlerinde hastanin klinik durumunu etkileyen bircok epidemiyolojik, klinik
ve histolojik prognostik faktér bulunmustur (Hughes ve Dobson, 2012). “Veteriner
onkolojisinde prognostik calismalarin yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesi i¢in Onerilen
kilavuzlar” da metastaz, niiks, hastaliksiz sag kalim ve genel sag kalim prognostik

calismalar i¢in altin standart noktalar1 olarak belirlenmistir (Webster vd., 2011).

1.12.1.Epidemiyolojik Prognostik Faktorler

Yas: Yash kedilerde prognoz zayiftir. Hastaligin goriildiigii ortalama yas 10-12 olarak
bildirilmigtir. On dort yasindan sonra risk artmaktadir. Yasin erkek kediler i¢in 6nemli

bir prognostik belirte¢ olmadig: bilinmektedir (Zappulli vd., 2015).

Irk: Siyam k1 kediler hastaliga daha yatkindir (Goldschmidt vd., 2017). Bu wrkta
hastalik digerlerine gore daha erken yasta (ortalama 9) goriilebilmektedir (Zappulli vd.,
2015). Uzun tiiylti kedi irklar1 digerleriyle karsilastirildiginda genel sag kalimlar1 daha
kisadir (Goldschmidt vd., 2017). Erkek kedilerde 1tk predispozisyonu bildirilmemistir
(Zappulli vd., 2015).

Reprodiiktif durum ve cinsiyet: Kisirlastirma hastalia yakalanma riskini diisiirse

bile, hastalifa yakalanmis kisir ve kisir olamayan kediler arasinda hayatta kalma stiresi
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ve hastaligin klinik karakteri ile ilgili fark yoktur (Zappulli vd., 2015). Disi kedilerin
hastaliga yakalanma riski erkeklere gore daha fazla olsa bile hastalifin seyri ve

prognozunun her iki cinsiyette de benzer oldugu goriilmiistiir (Goldschmidt vd., 2017).

1.12.2 Klinik ile Tlgili Prognostik Faktérler

Prognoz kediden kediye degismekle birlikte 6liim, lokal hastaligin sekonder gelisimi ya
da vital organlara sekillenen metastazdan dolay1 gergeklesir. Tiimoriin diagnozu ile

6liime kadar ortalama 10-12 ay gegmektedir (Lana vd., 2007).

Klinik evreleme: Kedi meme tiimorlerinde klinik evreleme sistemi TNM sisteminden
koken almaktadir. Evreleme ¢ok onemli bir prognostik indikatordiir. Genel sag kalim
evreler arasinda, I ve II (12-29 ay), Il (6-9 ay) ve IV (1 ay) olarak belirlenmistir
(Zappulli vd., 2015; Goldschmidt vd., 2017).

Tiimoér biiyiikliigii: En Onemli prognostik faktorlerden biridir. Hem hastaliksiz
goriilmedigi siireyi hem de genel sag kalim siiresini etkiler (MacEwen vd., 1984,
Cassali vd., 2020). Tiimér biiyiikliigii negatif prognostik degerdir. Iki santimetreden
kiigiik tiimorlerde operasyondan sonra ortalama hayatta kalma siiresi 54 ay, 3
santimetreden kiiciiklerde operasyon sonrasi hayatta kalma siiresi ortalama 9 ay, 3
santimetreden biiylikler igin ise ortalama 5 ay olarak verilmektedir (MacEwen vd.,
1984). Meme adenokarsinomlu kedilerle yapilan bir ¢alismada timor biyikligi
prognostik indikator olarak degerlendirilmis ve tiimor biiytikligi 3 cm’den fazla olan
kedilerin sag kalim siiresinin 4-12 ay oldugu, 3 cm’den kii¢iik olanlarin 54 aya kadar
uzayabildigi bulunmustur (Viste vd., 2002). Baska bir ¢alismada 2 cm’den kiigiik
tiimdrlerin ortalama sag kalim stiresi 12 ay, 2-3 cm olanlarin 6-8 ay ve 3 cm’den biiyiik

olanlarin ise 4 ay oldugu bildirilmistir (Cassali vd., 2020).

Lenf nodlar1 ve bolgesel metastaz: Lenfovaskiiler invazyon ve lenf nodu metastazi
kotii prognoza isaret eder (Goldschmidt vd., 2017). Lenf nodu metastazinin sag kalimi

diistirdiigii belirlenmistir (Cassali vd., 2020).

Klinik iliskili diger prognostik faktorler: Cerrahi yaklagim tipi; total ya da parsiyal
mastektomi prognozu etkilemektedir (Goldschmidt vd., 2017). Metastatik olmayan

meme tiimorlerinde radikal mastektomi hastaliksiz sag kalimi arttirdigi bilinirken
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(Zappulli vd., 2015), meme karsinomlu 53 disi, 27 erkek kedi ile yapilan bir ¢alismada

cerrahi yaklasimin genel sag kalimi etkilemedigi belirlenmistir.

1.12.3.Histolojik Prognostik Faktorler

Malignant tiimor tipi: Anaplastik karsinoma en kotii prognoza sahip tiptir. Solid
karsinomlar tubuler adenokarsinomlarla kiyaslandiginda daha kotii prognoza sahiptir
(Shofer vd., 1989; Philibert vd., 2003). Periferal dokunun neoplastik infiltrasyonu ve
artmis mikrovaskiiler yogunluk da kotii prognozun habercisidir (Milanta vd., 2006;
Lavalle vd., 2009).

Derecelendirme: Ugiincii derece tiimdrlerin prognozu digerlerine gore daha kotiidiir

(Goldschmidt vd., 2017).

Yapilan bir ¢alisma iyi diferensiye meme karsinomlarinda operasyondan sonraki 1 yilda
Olim oraninin %0, zayif diferensiye olanlarda ise %100 oldugunu gostermistir
(Castagnaro vd., 1998). Baska bir c¢alismada hem tiimor derecelendirmesi hem de
hastaliksiz aralik ve sag kalim siiresi arasinda degerlendirme yapilmis ve bu ¢aligmada 1
yillik siirecte tiimor iligkili 6limlerin derece 1°de %0, derece 2’de %30 ve derece 3’te
%90 oldugu goriilmiistiir. Bir yilda progresyonsuz sag kalim orani derece 1 tiimorlerde
%100, derece 2 olanlarda %50 ve derece 3 timorlerde %6 olarak belirlenmistir. Derece
3 tiimorlii kedilerde ortalama sag kalim 6 ayken bu siire derece 1 tiimdrliiler i¢in 36
aydir. Derecelendirme hastanin yasi ve tiimor biiytikligi ile kuvvetli bir iligski i¢indedir
(Seixas vd., 2011). Lenfatik invazyon, damar invazyonu ve mitotik indeks de sag kalim
ile iliskilidir (Castagnaro vd., 1998; Seixas vd., 2011).

Diger morfolojik parametreler: Prognostik indikatér olarak diistiniilen diger
histopatolojik ozellikler; nekroz, infiltratif biiylime, timor ¢evresinde kronik yangi,
tamamlanmamis cerrahi smirlar ve ¢evreleyen deri dokusundaki yangi olarak

siralanabilir (Goldschmidt vd., 2017).

1.12.4.immunohistokimyasal Prognostik Faktorler

Ostrojen ve progesteron reseptorleri: Insanlardakinin aksine ER ve PR
reseptOrlerinin kedi meme tliimdrlerinde rutin olarak kullanilan prognostik bir degeri
yoktur. Ayni zamanda normalde meme tiimorlii hayvanlara hormon tedavisi

yapilmamaktadir. Fakat son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bu hormon reseptorleninin
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prognostik olarak kullanilabileceklerini ve bir¢ok kedi meme tlimoriiniin ER negatif, PR

pozitif oldugunu gostermistir (Hamilton ve Else, 1976; Johnston vd., 1984).

Otuz dort meme timdorli kedi ile yapilan bir ¢alismada ise kedilerin yarisinin ER pozitif

oldugu belirlenmistir (de las Mulas vd., 2002).

Ostrojen reseptdr pozitif kedi meme tiimorlerinin prognozu negatif olanlara gore daha
yiiksektir. Fakat progesteron ile hayatta kalma stiresi arasinda korelasyon bulunmamaistir
(Goldschmidt vd., 2017).

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2 (HER2): Insanlarda yiiksek HER2
seviyeleri diisiik prognozu gosterir. Kedilerdeki analogunun benign kitlelerde yiikseldigi
ve Kkarsinomalarda seviyesinin ileri oldugu belirlenmistir (Ordas vd., 2007).
Insanlardakine benzer sekilde, yapilan bazi calismalarda yiiksek HER2 seviyelerinin
kedilerde de diisiik hayatta kalma ile iliskisi oldugu tespit edilmistir. Bu parametre ve
kedilerde meme tiimor arasinda iliskiye yonelik ¢alismalar yapilmis fakat prognoz ile

net bir sekilde iliskilendirilememistir (Goldschmidt vd., 2017).

Proliferasyon belirtegleri: Ki67 sadece boliinen ve biiyiiyen dokularda oldugu bilinen
bir proteindir. GO (dinlenme) faz1 harig¢ tiim hiicre dongiisii asamalarinda eksprese edilir.
Insan meme kanserinde proliferasyonun iyi bir belirteci oldugu bilinmektedir. Yiiksek
Ki67 seviyeleri diisik prognozu gostermektedir (Soares vd., 2016). Veteriner
hekimlikte de Ki67 proliferasyon belirteci olarak kullanilmaktadir fakat disiik sag
kalimla iliskisi tam olarak bilinmemektedir (Preziosi vd., 2002). Yapilan bir ¢alismada
Ki67’nin kedi meme tiimorlerinde prognostik deger olarak da kullanilabilecegi
gosterilmistir. Yiiksek degerler diisiik sag kalim ile iliskilendirilmistir (Soares vd.,
2016). Baska bir calismada karsinomlarda benign lezyonlara gore belirgin artig
gorilmistiir (Zappulli vd., 2015).

Siklooksijenaz (COX-2)

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF): VEGF (>72% VEGF+ neoplastik

hiicreler) direkt olarak 2 yildan kisa hayatta kalma siiresi ile iliskilendirilmistir.

Siklin A: Hiicre siklusunu regiile eden genlerden biridir. Kedilerde meme tiiméorlerinde

tiimorigenezis ile iliskisi olabilecegi bildirilmistir (Gimenez vd., 2010).

44



Protein P53: Timdr siipresor olarak hiicre siklusunda gorev yapan bir proteindir.
Insanlardaki kanserlerin nerdeyse yarisinda bu genin mutasyonu séz konusudur.
Aktivitesinin kedi meme adenomlarinda adenokarsinomalara gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (Horvath vd., 2007).

Makrofaj stimule eden protein reseptorii (RON): Insan meme kanserlerinde miktar1
artmaktadir. Ayni sekilde kedi meme karsinomlarinda da artmis oldugu yapilan

calismalarla gosterilmistir (de Maria vd., 2002).

Notrofil-lenfosit orami: Bu oran insanlardaki bir¢ok tiimdrde prognostik indikator
olarak kullanilmaktadir. Meme tiimorlii 34 kedide yapilan bir caligmada da
operasyondan Once periferal kandan 6l¢iim yapilmis ve bu oranin yiliksek oldugu, bu
hayvanlarin tiimor biiyiikliigiiniin de fazla oldugu ve kisa sag kalimla iliskili oldugu

belirlenmistir (Naito vd., 2021).

1.13.Tiimor ve Tiimor Mikro Cevresi

Kanser, DNA’daki degisimler sonucunda ortaya ¢ikan bir genom hastaligidir ve bu
degisimlerin gen yapisi ya da fonksiyonunu bozdugu bilinmektedir (Meuten, 2017).
Kanser hiicreleri apoptozdan kagabilen, kontrolsiiz ¢ogalabilme yetenegine sahip
hiicrelerdir ve adim adim ilerleyen karmasik bir yapinin pargasidirlar (Thakkar vd.,
2020). Insanlarda yapilan ¢alismalar sigara dumani, UV 1sm1, kronik doku hasarlari ve
bazi viral enfeksiyonlar gibi tekrarlayan maruziyetlerin genetik ve epigenetik
degisimlerden sorumlu oldugunu ve eninde sonunda kanserin baslamasi, ilerlemesi ve
metastazlara sebebiyet verdigini gostermistir (Sounni ve Nobel, 2013). Giincel kanser
istatistikleri kanser vakalarinin diinya ¢apinda artig gosterdigi, insan ve hayvanlar

arsinda baslica 6liim sebeplerinden biri oldugunu gostermektedir (Roy ve Li, 2016).

Tiimo6r mikro ¢evresi (TMC), tiimor ve kanser kok hiicrelerini igeren hiicresel cevreye
verilen addir ve ayn1 zamanda tiimor davranisini sadece tiimor hiicrelerinin genetigi ile
degil, timorii ¢cevreleyen ortami da icererek agiklayan ve gelismekte olan bir kavramdir
(Weber ve Kuo, 2012). TMC sadece primer tiimor kitlesini ¢evreleyen ortami degil
ayn1 zamanda metastatik hedef noktasini da igerir. TMC tiimorigeneziste ve ozellikle de
timor gelisiminde ¢ok Onemli bir faktordiir ve kanser patogenezisi mikro ¢evredeki

bilesenler ile olan interaksiyona ¢ok siki bir sekilde baglidir (Witz, 2009). Timor
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hiicresi ve mikro c¢evre baglantis1 timor hiicreleri ve intersitisyal stromal bilesenler
arasinda sinyal kopriisii gibi ¢alisir (Mizejewski, 2019). Bu sinyalizasyon aktiviteleri;
tiimoriin beslenmesi ve tiimdre besin temini, biiylimesi, hayatta kalmasi, anjiogenezis,
hiicre adezyonu, migrasyon ve metastazi igerir (Weber ve Kuo, 2012; Mizejewski,
2019). Tumor mikro gevresi kanser hiicreleri, stromal doku (immun hiicreler, fibroblast,
miyofibroblast, sitokinler ve damarsal doku) ve tiimorii ¢evreleyen ekstraseliiler matriks
(ECM)’1 igeren dinamik bir kavramdir (Witz ve Levy, 2006; Lorusso ve Riiegg, 2008;
Spill vd., 2016; Del Prete vd., 2017). Bu yap1 Paget’in 1880’lerde ortaya attigi “Tohum
ve Toprak Hipotezi’ne dayanir. Bu hipotez sadece kanser hiicrelerine (tohum) degil
ayn1 zamanda onlara besin ve oksijen saglayan, biiyiime ve gelisme i¢in sinyal olusturan
yapilara (toprak) odaklanmaktadir (Witz, 2009). Tiimor hiicreleri kanser gelisiminden
tek baslarina sorumlu degillerdir. Stromal hiicreler tiimoér gelisimine aktif
katilimcilardir. Timor gelisimi igin 6 nitelik belirtilmistir ve bunlar da timoér mikro
cevresi ile iligkilidir. Bunlar; devam eden proliferasyon sinyalleri, hiicre olim
yolaklarindan kagis, anjiogenezis, biiylime supresorlerinden kacinma, metastazin

aktivasyonu ve replikatif 6limsiizliiktiir (Thakkar vd., 2020).

Yapilan ¢alismalar, kanser hiicrelerini ¢evreleyen ortamin oksijenden yetersiz, diislik
besin ve glikoz seviyelerine sahip oldugunu goéstermistir ve ayn1 zamanda bu ¢evrenin
pH’s1 genellikle disiiktir (Cuvier vd., 1997, Witz ve Levy, 2006). Bu asidik
ekstraseliiler pH metastaza yatkinlig1 ve kanser hiicrelerinin ¢esitli anti kanser ilaglara
direncini arttirdigr bilinmektedir (Bailey vd., 2012). Baslangicta, hizli gelismekte olan
bu hiicrelerin, bu zor kosullarda hayatta kalabilmesi ve gelismesi ¢ok zor gibi
goriilmektedir. Fakat caligmalar kanser hiicrelerinin bu kosullara adapte olduklarin1 ve
hatta bu zor kosullar1 kendi yararlarina (6rnegin aerobik metabolizmay1 anaerobik
metabolizmaya c¢evirerek) kullanabildiklerini gostermistir (Weber ve Kuo, 2012).
Aerobik metabolizmanin anaerobik metabolizmaya doniisiimiinii saglayan gen
transkripsiyonundan hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF)-la isimli, hipoksik
kosullarda aktive edilen bir transkripsiyon faktorii sorumludur (Goonewardene vd.,
2002; Brahimi-Horn vd., 2011). HIF-1o’nin hedefinde olan 70’ten fazla gen vardir ve
bunlarin hepsi hipoksik kosullarda tiimor proliferasyonunu tesvik eder (Weber ve Kuo,
2012). VEGF, eritropoietin ve NOS, HIF-1 tarafindan aktive edilir. Boylece HIF-1

anjiogenezise de katilmis olur (Hanahan ve Folkman, 1996; Ruan vd., 2009; Finger ve
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Giaccia, 2010). Bu faktorlere ek olarak HIF-1, trombospondin gibi anjiogenik
inhibitorlerin  aktivitesini azaltmak i¢in de c¢alisarak pro-anjiogenik ortam
olusturmaktadir (Keith vd., 2000). Ayn1 zamanda HIF-1’in hipoksik kosullarda besini
korumak amaciyla otofajiyi indiikledigi bilinmektedir (Brahimi-Horn vd., 2011).
Invaziv meme kanserlerinde yapilan ¢alismalar, bu kanserlerin hipoksik belirteglere %
25-40 oraninda pozitiflik verdiklerini gdstermistir. Ozellikle de strojen reseptdr 1
(ER1) ekspresyonunun hipoksik kosullar altinda bastirildigi belirlenmistir. Ostrojen
reseptorlerinin kaybr meme kanserini daha agresif karakterli yapmaktadir (Weber ve
Kuo, 2012). Ayni sekilde insan meme kanserlerinde Caveolin-1’in tiikenmesi de timor
mikro ¢evresinde HIF-1a’y1 aktive ederek laktattan zengin bir ¢evre olusturur. HIF-1a
fonksiyonunun tiimor mikro ¢evresindeki lokasyonuna bagli oldugu yaygin olarak kabul
edilmis bir goriistiir. Kanser iligkili fibroblastlar {izerinde tiimorii destekleyen etkisi
varken kanser hiicreleri iizerinde ise tiimor supresor olarak davranir. Meme kanseri
hiicreleri tarafindan olusturulan oksidatif stres, HIF-1a ve niikleer faktor kappa $’y1
(NF-KB) fibroblastlarda aktive eder ve otofajiye onciiliik yapar (Drutel vd., 2013). Lenf
nodu metastazi olmayan meme kanserli hastalar {izerinde yapilan bir calismada, HIF-
lo’nin yliksek oldugu durumlarda sag kalimin ayni oranda diisiik oldugu gosterilmistir
(Bos vd., 2003). Yine veteriner onkolojide yapilan ¢alismalar meme tiimorli kedilerde
VEGF’nin prognostik bir faktér oldugunu, HIF-lo’nin tiimor hiicre c¢ekirdeginde
fonksiyonel aktivitesi bulundugunu gdstermistir. Aym1 calismada yliksek HIF-1la

seviyelerinin genel sag kalimi diislirdiiglinii belirlenmistir (Chen vd., 2020).

Mikro ¢evrenin ¢esitli 6zellikleri, kanser hiicrelerinde genetik ve epigenetik kararsizlig
indiiklemektedir. Bunlardan birisi mikro g¢evrenin hipoksi ve yeniden oksijenlenme
peryodu ile karakterize oksijen tansiyonudur. Bu hipoksi ve yeniden oksijenlenme
silsilesine reaktif oksijen tiirlerinin formasyonu onciiliik eder. Hipoksik kosullarda ayni
zamanda DNA’nin hasara karsi onarim mekanizmalar1 da diizgiin ¢alismaz (Bindra ve
Glazer, 2005). Tim bu degisimlerin sonunda ¢ok daha agresif tipte tiimorler olusur

(Weber ve Kuo, 2012).

Mitokondriyal reaktif oksijen tirleri (ROS) ¢oklu sinyal yolaklarini stimiile
edebilmektedir. Bunlardan en Onemlisi de hipoksik kosullar altinda HIF-lo’nin

stabilizasyonudur (Wang vd., 1995; Chandel vd., 2000). Bunun sonucunda da daha
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onceden de belirtildigi gibi VEGF ekspresyonu ve sonrasinda endotelyal hiicre

proliferasyonu aktive olur (Ferrara, 2009).

1.13.1.Stroma

Stroma TMC’nin bag ve destek dokusudur. Fibroblast, miyofibroblast, vaskiiler ve
lenfovaskiiler endotelyal hiicreler ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini
icerir. Son yapilan ¢aligmalar, stromal dokunun kanser gelisimi ve ilerlemesinde aktif
bir rolii oldugunu gostermistir. Kanser hiicreleri ve stroma arasinda ¢ift yonli ve
dinamik bir etkilesim vardir (Liotta ve Kohn, 2001). Meme tiimdriiniin atipik
hiperplaziden invaziv karsinomaya donlisimii timor stromasindaki progresif
degisimlere baghdir. Bazal membran kaybolur ve ekstraseliiler matriks fibrotik yap1
haline gelir. Epitelyal yapilar bozulur ve timér hiicreleri ¢cevre dokulara dogru invaze

olur (Radisky ve Radisky, 2007).

Normal yangisal ve yara iyilesme cevabi ayni zamanda tiimér gelisim ve olusumunu da
icerir. Timor stromast kronik yangi ile iliskilidir. Bu degisiklikler uykudaki tiimorii

aktif ve proliferatif yapabilir (Radisky ve Radisky, 2007).

Meme bezi gelisimini saglayan birgok stromal-epitelyal interaksiyon meme kanseri
gelisimini de kolaylastirir. Meme dokusunun dallanma mekanizmasi invaziv meme
kanseri gelisiminde de benzerdir. Ornegin primer matriks metalloproteinaz (MMP3) yan
dallarin olustugu alanlarda eksprese olur. Meme bezindeki fazla ekspresyonu epitelyal
hiperplazi, anormal dallanma ve sonunda da neoplazi ile sonuglanir. Benzer sekilde
birgok epitelyal-stromal sinyal yolagi da tiimor gelisimini kolaylagtirir (Radisky ve
Radisky, 2007).

Ozellikle fibroblastlar olmak iizere stromal hiicreler, tiimdriin daha agresif olmasina
sebep olan parakrin ya da otokrin gibi davranan faktorler tiretirler. Tiimor hiicreleri ile
bu sekilde siki iliskide olan fibroblastlara kanser iliskili fibroblastlar (CAFs) adi
verilmektedir (Weber ve Kuo, 2012).

Hangi doku olursa olsun hayatta kalmak i¢in besin ve oksijene ihtiya¢ duyar. Timor
hiicrelerinde de durum benzerdir. Besin ve oksijen destegi i¢in daha dnceden var olan
damarlardan yeni damarlar olusturulmasina anjiyogenezis adi verilir (Ribatti ve Vacca,

2008). Tim hiicrelerin gelisimi diizenli bir sekilde besin destegine baglidir. Bu yilizden
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anjiogenezis kanser gelisiminin en 6nemli pargalarindan biridir (Maimela vd., 2019).
Solid ve hematolojik tiimorlerin anjiogenez kapasitesi oldugu ve bu tiimoérlerin biiyiime,
invazyon ve metastaz yetenekleri de yine anjiogenez yeteneklerine bagli oldugu
bilinmektedir (Ribatti ve Vacca, 2008). Anjiogenezis pozitif ve negatif regiilator
aktivitesi olan molekiiller arasindaki denge ile kontrol edilir (Ribatti vd., 2007).
Patolojik kosullarda anjiogenezis sadece proanjiogenik faktorlerin fazla salinimi ile
degil ayn1 zamanda inhibitorik faktorlerin de ters regiilasyonu ile baslatilabilir. Timor
proliferasyonun bu ¢ok &nemli asamasinda birgok hiicre tipi gorev yapar. Ornegin
timor iliskili makrofajlar (TAMs), VEGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF), platelet
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve EGF sekrete eder. Bunlarin hepsi anjiyogeneziste
rol oynayan sinyal molekiilleridir (Ribatti ve Vacca, 2008).

1.13.1.1.Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

VEGF, 1980 yilinda heparin afinite kromatografisi ile kesfedilen ve hemodimerik
protein ailesi olan bir molekiildiir (Ferrara ve Henzel, 1989). VEGF-A (VEGF olarak da
bilinir), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF (plasental biiyiime faktorii) bu aileye
aittir (Nascimento vd., 2021). En 6nemli indiikleyicilerinden biri hipoksi (Carmeliet,
2005; Ferrara, 2005) ve asidoz diger indiikleyicileri FGF, EGF, Tiimor Nekrotik Faktor
Alfa (TNF-a), IL-1, Transforming Biiyiime Faktor  gibi biiyiime faktorleri (Carmeliet,
2005) olan bu molekiil endotelyal hiicreleri direkt ve kolaylikla etkiler. Insanlarda (yara
tyilesmesi ve kadinlarin reprodiiktif dongiisii haric) VEGF aracili angiogenezis nadirdir
(Ferrara, 2005). VEGF bir¢ok tiimor hiicre hattinda salinmaktadir (Senger, 2010).
VEGF’in anjiogenezis ile sonuglanan iglevleri multifaktoriyeldir. Endotelyal hiicrelerin
boliinme ve proliferasyonunu stimiile eder. Vaskiiler gegirgenligi artirir (Carmeliet,
2005) ve intersitisyal 6deme sebep olur. ECM’deki tim bu degisimler yeni kan
damarlarinin formasyonu ile sonuglanir. Fakat bu yeni damarlar konagin kendi
damarlar1 ile birebir aynm1 degildir. Hem fonksiyonel hem de yapisal olarak farklilik
gosterirler. Kan akisi istikrarli degildir ve bu da tiimor gelisimi ve metastaza katkida
bulunan hipoksi ve yeniden oksijenlenme periyodu ile sonuglanir. Ayni zamanda
anjiogenezis ile olusan kapillar damarlarda da permeabilite artmistir ve bu da metastaza
yardimei bir faktor olarak karsimiza c¢ikar. Tiimorlerin hem damarlagmasi artmis hem de
nekrotik ve vaskiiler destegi az alanlarla karakterize oldugu bilinmektedir (Nolz vd.,

2011; Weber ve Kuo, 2012). Yeterli vaskiiler destek olmazsa solid tiimorlerin sadece 1-
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2 mm kadar (ya da yaklasik olarak 10° hiicre) biiyidiigii bilinmektedir. Bu yiizden
VEGF ve VEGEF iligkili angiogenezis tiimor biiyiimesi ile iligkili énemli faktordiir
(Carmeliet, 2005).

Insan tiimérlerinde yapilan calismalar bu protein ailesinin prognozu kétii etkiledigi,
hastaliksiz ve genel sag kalimi diistirdiigii bilinmektedir (Nascimento vd., 2021) VEGF
ve tirozin kinaz reseptorleri (VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3) kedi meme
tiimorlerinde daha yeni calisilan konulardir. VEGF kedi ve kopek meme tiimorlerinde

endotelyal ve metastatik hiicrelerden salinir (Meuten, 2017).

Meme kanserlerinde VEGF anjiogeneziste rol alan dominant mediatordiir (Relf vd.,
1997). Anjiogenezis devam ettikge tiimor hiicreleri VEGF {iretimini arttirmaya devam
eder. Bu tiretim ile endotelyal hiicrelerde adezyon molekiilleri olan ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1 ve CD34 iiretimi arasinda negatif korelasyon vardir (Maimela vd., 2019).

Son yapilan ¢alismalar makrofajlarin da tiimdr hiicreleri kadar anjiogenik faktor kaynagi
oldugunu gostermistir. Solid tiimorlerde TNF-o 6nemli bir anjiogenik faktordiir.
Deneysel sistemlerde TNF-a’nin anjiogenezisi hem stimiile hem de inhibe ettigi
goriilmistiir. Bu durum TNF-o miktari ile iliskilidir (Leek vd., 1998).

Yeni sekillenmis kan damarlarinin etrafin1 peritiimoral yangisal infiltrat ¢evreler ve bu
infiltrat fibroblastlar, makrofaj, mast hiicresi ve diger l6kositleri igerir. Bunlar da
anjiogenik sitokinler ve proteolitik enzimleri salgilayarak anjiogenik cevabi
baslatabilirler. Mobilize anjiogenik faktorler ekstraseliiler matrikste depolanabilir
(Ribatti vd., 1999). Tiimérlerde kemokinler (Ribatti vd., 1999), FGF-2 ve VEGF gibi
faktorler tiimor hiicreleri tarafindan salinir ve aktive eder. Aktive olmus makrofajlar da
birgok anjiogenik faktor sekrete eder. Bu faktorlere FGF-1, VEGF, TNF-a, IL-8, doku
faktorti, hepatosit biiylime faktorii ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 6rnek verilebilir

(Sunderkotter vd., 1994).

Tiimdr iligkili makrofajlar ayn1 zamanda NOS da sekrete eder. NOS’un endotelyal hiicre
migrasyon ve proliferasyonunda benzer etkisi vardir. Timor ve timorii ¢evreleyen

dokuya kan akigini hizlandiran vazodilator etkisine de sahiptir (Jenkins vd., 1995).
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Lenfositlerin de FGF-2 ve VEGF sentezi ve sekresyonu yaptigi ve insanlardaki

kanserlerde T lenfosit infiltrasyonunun VEGF ekspresyonuna sebep oldugu

bilinmektedir (Ribatti vd., 1999).

1.13.2.Ekstraseliiler Matriks (ECM)

Ekstraseliiler matriks, bircok bileseni fibroblastlar tarafindan sentezlenen, kolajen,
elastin, proteoglikan ve diger yapisal proteinleri iceren ve hiicrelere destek saglayan 3D
bir yapidir (Finger ve Giaccia, 2010; Weber ve Kuo, 2012). Bu protein ve
proteoglikanlar hiicre sag kalimi, proliferasyon, farklilasma, hiicre migrasyonu ve
invazyon gibi hiicresel islemleri diizenlerler (Finger ve Giaccia, 2010).

Matriks metalloproteinazlar (MMPs) endopeptitaz ailesi iiyesi olan ve TMC ve EMT
islemlerinde kritik 6neme sahip enzimlerdir (Finger ve Giaccia, 2010) ve ECM,
MMPler araciligi ile yeniden sekillenir (Weber ve Kuo, 2012).

Insan kanserleri iizerinde yapilan bircok calisma MMPlerin asir1  salindigini
gostermistir. MMPler ayn1 zamanda bazal membran ve ekstraseliiler matriks yoluyla
proliferasyon ve invazyon i¢in énemlidir (Weber ve Kuo, 2012). Bir¢ok ¢alisma MMP
alt tiplerinden olan MMP-2 ve MMP-9’un meme, akciger, pankreas gibi solid
kanserlerin ileri sathalarinda ekspresyonunun diisik sag kalimla korele oldugunu

gostermistir (Kog vd., 2006).

Genel kolajen miktarinin ¢oklugu hem meme kanseri riskini hem de kétii prognozu
arttirir. Ayn1 zamanda kolajen matriksinin organizasyonu ve sertligi meme timori
biiylimesi ve invazyonundaki en dnemli mediatorlerden biridir. Fibriler meme kolajeni
tiimor hiicre proliferasyonu ve progresyonunu stimiile eden aktif sinyal yolaklarinda

goriliir (Rosen vd., 2020).

1.13.3.Yang1 ve Tiimor Gelisimi

Ozel kosullar altinda yangi anti anjiogenik sitokinlerin {iretimine sebep olur. Bu
sitokinler tlimor biliylimesini baskilar. Fakat bircok tiimorde yangi hiicreleri
anjiogenezis, biiylime, tiimor hiicre migrasyonu, doku yikimi ve yeniden yapilanma

basamaklarini desteklemektedir (Lorusso ve Riiegg, 2008).

Kronik yang1 tiimor mikro ¢evresine aktif molekiiller saglar ve bu da timdr gelisiminde

onemli kolaylastirict programlarin aktivasyonuna katkida bulunur (Carvalho vd., 2015)
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ve kanser gelisiminin en énemli bilesenlerdinden biridir (Diakos vd., 2014; Nascimento
ve Ferreira, 2021). Kanser iligkili yangi kanserin evresini ve klinik gdriiniimiinii etkiler.
Yangisal sitokinler bir¢ok farkli yolak araciligr ile kanserin ilerlemesinde 6nemli rol
oynar. (Diakos vd., 2014). Kronik yanginin TMC’ye sagladigi aktif molekiiller biiyiime
ve sag kalim faktorleri, VEGF gibi proanjiogenik faktorler ve anjiogenez, invazyon ve
metastaza izin veren ekstraseliiler remodeling enzimleridir. Yangi hiicreleri aym
zamanda kanser hiicrelerinin mutajenik transformasyonuna katkida bulunmaktadir.
Kopek meme tiimorleri lizerinde yapilan caligmalar tiimor iliskili yangi cevabinin
tiimorigeneziste dnemli rol oynadigini géstermis olsa da meme tiimdrii mikro ¢evresi ile
kronik yangi iliskisi heniiz tam olarak anlasiimamstir. Insan meme kanserleri ve kdpek
meme tiimorlerinde yapilan ¢alismalar T lenfositlerin yanginin 6nemli regiilatorleri
oldugunu ve TMC’de toplandiklarina vurgu yapmaktadir. Yine bu ¢aligmalar CD3,
CD31 ve VEGF ekspresyonunun yiiksek oldugu tiimorlerde genel sag kalimin diisiik
oldugunu gostermistir (Carvalho vd., 2015) ve tiimor iliskili nétrofillerin VEGF, IL6,
IL8 gibi faktorlerin kaynaklarindan biri oldugu bilinmektedir (Nascimento ve Ferreira,

2021)..

Birgok calisma lenfositler tarafindan aracilik edilen kazanilmis bagisikligin antitiimor
cevapta hayati O6neme sahip oldugunu gostermistir. Bagisiklik hiicreleri stromada
(sTILs) ya da direkt kanser hiicreleri ile temas halinde (iTILs) olabilir. Stromal yiizey
bolgesinde bagisiklik hiicresi olan hastalarin %50-60’1nda prognozun iyi oldugu ve bu
hastalarin kemoterapiye cevap verdigi bilinmektedir. CD3 + T hiicreleri TILs 1n ana
bilesenleridir ve meme kanserinde iyi prognozu gosterir. Fakat timor iliskili
makrofajlar zayif prognozun habercisidir. Kedi meme timoérlerinde yapilan ¢aligmalarin
agresif meme tiimorlerinde VEGF ve TILs ekspresyonu uyumunu yiiksek oldugunu

gostermistir (Nascimento ve Ferreira, 2021).

1.13.3.1.Niikleer faktor kappa 8 (NF-KB)

NF-KB, yangi, bagisiklik proliferasyonu ve hiicre 6liimii gibi fizyolojik siiregleri ve
100’lerce genin ekspresyonunu regiile eden bir transkripsiyon faktoriidiir (Zinatizadeh
vd., 2021). Bes alt tipi olan protein ailesini igerir ve hemen hemen her hiicre tipinde
bulunur. Bagisiklik ve yangi siirecini kontrol etmede anahtar rolleri vardir. TNF-a (Sen

vd., 2017) ve IL-1B gibi sitokinler bu faktoriin giiclii indiikleyicilerindendir. NF-Kf3
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aktivasyonu hiicreyi TNF-a’nin indiikledigi apoptozisten koruyan oOnemli bir
basamaktir. Bunlar kanserle iligkili basamaklardir (Zinatizadeh vd., 2021). NF-KB ayn1
zamanda meme bezi dahil olmak {izere bir ¢ok organ gelisiminde kritik role sahiptir. Bu
faktoriin aktivasyonu organ yaslanmasi sirasinda anormal olabilmekte ve bu durum

malignite ile iliskilendirilmektedir (Zhou vd., 2005).

NF-KB dogal bagisiklik ve yangisal cevapta onemli bir rol oynar ve yangi ile
tiimorigenezis arasindaki en 6nemli baglantilardan biridir. Bu faktor apoptotik genleri
aktive eder ve biiylime, invazyon, metastaz ile iligkili genlerin de transkripsiyonunu
destekler. Prokanser6z ve malignant hiicrelerin apoptozisten kagmasina izin verir.
Tlimorigenezis ve yangmin farkli asamalarinda hem anti hem de proinflamatorik

sitokinleri diizenler (Martins vd., 2016).

Son yapilan ¢aligmalar ER (-) meme kanserlerinde NF-KB’nin daha yiiksek fakat
normal meme dokusuyla kiyaslandiginda tiim meme kanseri tiplerinde DNA’ya
baglanma aktivitesinin fazla oldugunu gostermistir (Zhou vd., 2005). Yapilan ¢alismalar
NF-KB ve insan meme kanseri arasindaki iligkinin kesinligini tam ortaya koyamamustir.
Bu iligki baz1 ¢alismalarda kuvvetli iken bazilarinda normal olarak bulunmustur. Fakat

HER2 ve NF-K8 arasinda 6nemli bir iligski oldugu belirlenmistir (Indra vd., 2021).

Meme tiimorlii kopeklerle yapilan bir calismada NF-KB’nin yiiksek gen ve protein
ekspresyonu oldugu bulunmus. Ayrica yine 10 yas ve tlizeri kopeklerde yiiksek NF-
KB’nin oksidatif stres ile pozitif korelasyonun bulundugu ve bunun doku hasar1 ve
kronik yangi ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica yine yapilan bir ¢alismada 3 cm’den
bliylik meme tiimorii ve lenf nodu metastazi olan kopeklerde NF-KB’nin yiiksek oldugu
bunun da IL-6 ve TNF-o ckspresyonunu pozitif yonde modiile ettigi gorilmiistiir
(Martins vd., 2016).

Insanlarda hepatik karsinomal1 hastalarla yapilan bir calisma NF-KB’nin yang: iliskili

kanserin ¢cok 6nemli bir tetikleyicisi oldugunu gostermistir (Pikarsky vd., 2004).

Insan kolon kanserlerinde NF-KB inhibisyonu ayni zamanda mikro damar yogunlugu
(CD31), IL-6, TNF-a, IL-1a’nin mRNA ekspresyonu seviyelerini, ayrica Ki-67, VEGF

protein seviyelerini 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii bulunmustur (Al-Halabi vd., 2011).
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Son zamanlarda yapilan calismalar NF-KB ve HIF-la sinyalleri arasinda giicli
baglantilar bulmuglardir. NF-KB8, HIF-1a’nin transkripsiyonal aktivatoriidiir ve bazal
NF-KB aktivitesi normokside ve hipoksi sirasinda HIF-1a akiimiilasyonuna gerek duyar.
Ayn1 zamanda HIF-la aktivasyonunun neredeyse NF-KB aktivasyonu ile uyumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; IL-1p normoksik kosullarda HIF-loa proteinini
upregiile eder ve bir NF-KB bagimli yolak aracilig1 ile HIF-1-sorumlu gen de VEGF’i
aktive eder. Aksine HIF-lo akiimiilasyonunun NF-KB aktivitesini tetikledigi

gosterilmistir (Martinez-Outschoorn vd., 2010).

1.14. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen hayat i¢in ¢ok dnemli olmasina ragmen normal metabolizma sirasinda tretilen
bazi reaktif oksijen tiirlerinin viicuda zararli olmak gibi etkileri vardir. Birgogunu
serbest radikallerin olusturdugu bu reaktif oksijen tiirleri kimyasal reaktivitesi yiiksek

olan oksijen formlaridir (Koca ve Karadeniz, 2003).

Serbest radikaller, dis yoriingesinde ¢ift olusturmamis bir elektron i¢eren (Nourazarian
vd., 2014; Int. Kyn. 1), karasiz, diisiik molekiil agirlikli, dmiirleri kisa olmasina ragmen
cok etkili (Mercan, 2004), oksijen ve nitrojen kaynakli olabilen reaktif bilesiklerdir.
Serbest radikaller pozitif ya da negatif yiiklii olabildikleri gibi elektriksel olarak notral
de olabilirler (Yoshikaea ve Naito, 2002; Costa vd., 2014). Diger molekiillerle elektron
aligverisleri olabilir ve bu sayede viicutta indirgeyici ya da yiikseltgeyici olarak
davranirlar. Viicuttaki bircok serbest radikal reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi verilen
oksijen tiirevleri iken nitrojen tiirevleri de reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak
adlandirilir (Mandelker, 2008). Aslinda ara {iriin olan ROSlar (Sezer ve Keskin, 2014)
atmosferdeki oksijenin bir kisminin basta mitokondri olmak {izere diger hiicresel
kompartimanlarda metabolizasyon sirasinda indirgenmesiyle olusur (Ozcan vd., 2015).

Normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan radikallerin bazilar1 sunlardir;

e Siiperoksit radikali (O, ") (Nourazarian vd., 2014); nitrik oksit ya da demir ile
bir araya gelmedigi siirece aktif olmayan, yiiksek secici, dokular i¢in yararli ya
da zararl etkileri olabilen bir radikaldir. Hiicresel sinyal yolaklari i¢in vital bir
oneme sahip oldugu disiiniilmektedir (Mandelker, 2008; Nourazarian vd.,
2014)
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Hidrojen peroksit (H,0,); ksantin, iirat ve bir¢ok protein oksidaz enzimi
hidrojen peroksit tiretebilir. Eslesmis elektronu oldugu i¢in non-radikal olarak
adlandirilir (Sezer ve Keskin, 2014). Hemoglobin ve miyoglobin gibi hem
proteinlerini indirgeyerek demir agiga ¢ikarabilir. Demir gibi agir metallerle
olan reaksiyonuna Fenton reaksiyonu denir ve bunun sonucunda ¢ok sayida
serbest radikal olusur (Mandelker, 2008).

Hidroksil radikali (OH"); en kuvvetli hidroksil radikali genellikle Fenton
reaksiyonu sonucu olusur. Bu radikal bir¢ok hiicresel kompartimana saldirarak
hasar verici etki gosterir (Mandelker, 2008).

Nitrik oksit (NO); nitrik oksit organizma igin hem yararli hem de zararl
etkileri olan serbest bir radikaldir (Islam vd., 2012; Derici ve Demirel-Yilmaz,
2017). Cok reaktif olmasina ragmen viicutta 6nemli bir sinyal molekiilii olarak
gorev yapar. Nitrik oksit sentetaz (NOS) enziminin etkisiyle sekillenir
(Mandelker, 2008). Insanlarda damar tonusunun diizenlenmesi (gevsemesi), kan
basinct ve bobrek fonksiyonlarmin kontrolinde oOnemli bir yeri oldugu
bilinmektedir. Ayni zamanda vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in 6nemli bir
vazodilatatordiir. Nitrik oksit sentetazlar sinir dokuda, vaskiiler endotel doku
boyunca, trombositler ve diger dokularda bulunmaktadir (Derici ve Demirel-
Yilmaz, 2017). Son zamanlarda yapilan calismalar NO’in VEGF ile kismen
etkileserek tiimOr anjiogenezisi, vaskiiler tonus ve gecirgenlik tizerindeki
etkileri ile tlimorlere kan akisina aracilik ettigini gostermistir (Islam vd., 2012).
Nitrik oksit sentetazin, néronal NOS (tip I, nNOS), endotelyal NOS (tip IlI,
eNOS) ve indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) olmak iizere 3 izoenzimi vardir.
Bunlardan iNOS normal sartlarda organizmada bulunmazken yangi varliginda
makrofaj ve fagositler (Mandelker, 2008) basta olmak {izere osteoklastlar,
mikrogliyalar, astrositler, epitelyal hiicreler gibi bir¢ok hiicre tarafindan, Tlimor
Nekroz Faktor (TNF) alfa, interferon, IL-1, endotoksin, hipoksi, okside LDL ve
liposakkaritler gibi yangisal ajanlarin etkisiyle ekspresyonu uyarilir ve uzun
vadede fdretilir (Derici ve Demirel-Yilmaz, 2017). Uzun vadede fazla
tretilmesinin ~ bircok  hastalifin ~ semptomundan  sorumlu  oldugu
diisiiniilmektedir. Nitrik oksit ayn1 zamanda Fenton reaksiyonunu etkileyerek

(Fe-S proteininden demiri ¢ikarip onun yerine kendisi geger) karsinogeneziste

55



rol oynar. Siiperoksit dismutaz (SOD) ile yarismaya girer. Bu yarig sonucunda
oksidatif etkileri ortaya ¢ikar (Derici ve Demirel-Y1lmaz, 2017).

Fizyolojik kosullarda NO post pubertal donemde meme bezi gelisimi i¢in ¢ok
onemli bir mediatordiir. Indiiktif kosullar altinda iNOS tarafindan sentezlenen
yiikksek NO seviyeleri antibakteriyal ve antitiimoral fonksiyonlara aracilik eder
(Islam vd., 2012).

Yapilan c¢alismalar meme kanseri dahil birgok kanser tipinde iNOS
ekspresyonunun arttigini ve ayni1 zamanda yiliksek iNOS’un diistik sag kalimla
iliskili oldugunu gostermistir (Granados- Principal vd., 2015). Karaciger kanseri
iizerinde yapilan caligmalar, iNOS’un kanser dokusunda anjiogenez, invazyon
ve metastazi destekledigi bildirmistir (Derici ve Demirel-Y1lmaz, 2017).
Veteriner onkolojide ise tiimor iliskili NO’nun meme tiimorii gelisimini ve
metastazi destekledigi bilinmektedir. Bu destegi tiimor hiicrelerinin invazyon,
anjiogenik ve migratorik kapasitelerini arttirarak yapar. Fakat kedi meme
tlimorleri tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Meme tiimorii olan
kediler tlizerinde yapilan bir ¢alismada karsinomlu kedilerin tamaminda %100
iNOS pozitifligi, tim hiicrelerin sitoplazmalarinda VEGF pozitifligi, endotelyal
hiicrelerde ise zayif boyanma, karsinomlarin %95’nin VEGF pozitif oldugu,
aynt zamanda iINOS ve VEGF pozitifliginin paralel oldugu ve son olarak da
hipoksinin her iki parametre i¢in kuvvetli stimiilan oldugunu gostermistir (Islam

vd., 2012).

ROS’lar serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatabilirken ayn1 zamanda birgok serbest

radikalin olusumuna da sebep olabilmektedir (int. Kyn. 1). Serbest radikallerin endojen

ve eksojen kaynaklar tarafindan meydana getirildigi bilinmektedir (Karabulut ve Giilay,

2016; Ozer vd., 2019). ROSlar hiicresel islemlerin yan iiriinii olarak iiretilmektedir ve

endojen ROS’un en 6nemli kaynag mitokondridir (Huy vd, 2008). Mitokondriyal

solunum sirasinda basta siiperoksit radikalleri olmak tizere ROS’lar iiretilir (Mandelker,

2008). Aym1 zamanda peroksizom ve endoplazmik retikulum da ROS kaynagidir

(Ebrahimi vd., 2020). Baz1 enzimlerin (6rnegin; ksantin oksidaz, aldehid oksidaz,

dihidroorotat dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, amino asit oksidaz ve triptofan

dioksijenaz) katalitik dongiisii sirasinda da serbest radikaller olusabilmektedir. Ayrica

hayvan hiicrelerinde C vitamini, adrenalin, filavin koenzimleri (Int. Kyn. 1), dopamin,
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kinon (Nourazarian vd., 2014) da bazi metabolik aktiviteler sonucunda serbest
radikallerin kaynag1 olmaktadir. Enzimatik lipid peroksidasyonu sonucunda arakidonik
asit metabolizmasi ile de serbest oksijen radikalleri olusmaktadir. Aktif eozinofil,
notrofil ve makrofajlar serbest oksijen radikallerinin baska bir kaynagidir (Nourazarian
vd., 2014; int. Kyn. 1). Eksojen ROS kaynaklarma ise UV radyasyon, kimyasal
bilesenler ve siddetli egzersiz (Janssen-Heininger vd., 2008), optikal radyasyon ve anti
kanser ilaglari, sigara ve alkol gibi kimyasal bilesenler (Nourazarian vd., 2014) 6rnek
olarak verilebilir. Toksik olan baz1 maddeler ya dogrudan serbest radikal tireterek ya da
antioksidan aktivitesini diisiirerek, serbest radikal olusumuna katkida bulunur (Int. Kyn.
1). Yang1 ve yaslanma gibi bazi faktorler de bu mekanizmalar1 destekler. ROS
homeostazisi normal hiicrenin hayatta kalabilmesi i¢in sinyal yolagi gibi calisir.
(Ebrahimi vd., 2020). Diisiik dozlardaki ROS’un organizmada yararl etkileri vardir
(Jelic vd., 2021). Diisiik ve orta diizey yogunlukta ROS, hiicreleri enfeksiyoz ajanlara
kars1 korumada, sinyal iletim yolaklarin1 diizenlemede ve mitojenik uyarilara karsi
yanitin baslatilmasinda onemlidir (Huy vd., 2008; Jelic vd., 2021). ROS aracili
yanitlarin ¢ogu aslinda hiicreyi oksidatif strese karsi korur ve hiicrede normal bir
oksidan ve antioksidan dengesi olan "redoks homeostazini" olusturdugu bilinmektedir
(Droge, 2002). Yine vaskiiler tonusun ayarlanmasi, ventilasyonu kontrol etmek igin
oksijen tansiyonun takibi, eritropoietin tiiretimi de diger yararhh -etkilerindendir
(Mandelek, 2008). ROS konsantrasyonu bazi kritik noktalara ulasirsa apoptozis
goriilebilir (Jelic vd., 2021).

ROS asin iiretilirse ve hiicreler fazla ROS ile bas edemezse bu, hiicrelerde oksidatif
stres denilen durumun ortaya ¢ikmasina sebep olur ve oksidatif stresi doku hasari takip
eder (Yoshikawa ve Naito, 2002; Huy vd., 2008; Drutel vd., 2013). Yani oksidatif stres
intraseliiler ROSun miktarinin artmasi1 (Ebrahimi vd., 2020) olarak tanimlanabilen
fizyolojik bir durumdur (Djordevic, 2004). Hipoksik dokularda oksidatif stres
yogundur. Oksidatif strese bagli hasarin miktar1 dokunun igerigi ve hipoksi/iskemiye
maruziyet siiresine gore degisir. Oksidatif strese iskelet kaslarinin direnci yiiksekken
sinir sistemi dokusunun diisiiktiir (Mandelker, 2008). Serbest radikal yogunlugunun
artmasi lipit, protein ve niikleik asitlerde yapisal bozukluklarin olugsmasina sebep olur.
Bu durum kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik

hastaliklarm olusumunda rol oynar (Kang, 2002; Yoshikawa ve Naito, 2002; Ozer
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vd.,2019). Siiperoksit ve hidroksil radikali sitoplazma, c¢ekirdek, mitokondri ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunun baslamasina sebep
olur. Peroksidasyon baslayinca membran gecirgenligi artar. Bunu ¢ekirdek ve

mitokondride DNA hasari takip eder (Int. Kyn. 1).

Lipidler oksidatif strese karst oldukca hassas molekiillerdir. Serbest radikallerin lipidler
iizerine etkisi sonucu malondialdehit (MDA) sekillenir (Int. Kyn. 1, Mercan, 2004).
MDA, 3 ya da daha fazla ¢ift bag iceren lipidlerin peroksidasyonu sonucu olusarak,
hiicre membranlarindan iyon alisverisini etkileyerek membran bilesiklerinin ¢apraz
baglanmasina yol acar ve enzim aktiviteleri ve iyon gegirgenligi degisir. MDA’nin bu
ozelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkileri vardir (Mercan,
2004). MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik belirteci olmamakla birlikte
peroksidasyon derecesi ile pozitif korelasyon gdostermektedir. Ayn1 zamanda MDA’ nin
cok sik olamasa da DNA’da mutasyonlara sebep oldugu bildirilmistir (Marnett, 2002).
Lipidlerin peroksidayon reaksiyonlar1 siipiiriicii antioksidan reaksiyonlar etkisiyle
sonlanabilirken, Kkatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam da edebilir (Gutteridge,
1995).

Proteinler oksidatif stresten yaglar kadar etkilenmezler. Doymamis bag ve kiikiirt igeren
amino asitlerin oksidatif stresten etkilenme derecesi diger amino asitlerden daha
fazladir. Bu amino asitlerin reaksiyonu sonucunda siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller sekillenir. Hemoglobinin serbest radikallerle iliskisi sonucunda
methemoglobin olusumu hizlanmaktadir. Iyonize radyasyon DNA’da mutasyonlara yol
acarken, kaynagi aktive olmus nétrofiller olan H,O, siddetli DNA hasari, hiicrede
fonksiyon kaybi ve hatta hiicre dliimiine sebep olmaktadir (Int. Kyn. 1). Hidroksil
radikalleri DNA ile reaksiyona girer ve capraz baglanmaya neden olarak deoksiribozda
degisikliklere neden olur. DNA'da oksidatif hasardan kaynaklanan metabolitler timin
glikol ve 8-hidroksideoksi guanozindir (8-OHdG). DNA'ya oksidatif hasarin yaygin bir
iriinii ve oksidatif stresin ana belirteci 8-OHdG meme tiimorleri basta olmak {izere

bir¢ok tiimor tipinde tespit edilmistir (Yoshikawa ve Naito, 2002).

MDA seviyeleri, 8-OHdG ya da antioksidan defans enzimlerinin onkolojide biiyiik bir
diagnostik potansiyeli vardir (Jelic vd., 2021).
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Reaktif oksijen tiirlerinin metabolizmadaki hasarlarini yok etmeye calisan sistemler

antioksidan mekanizmalar1 olarak adlandirilir. Antioksidanlar hiicre igi ve hiicre

membraninda etkili olmaktadir (Siileyman vd., 2018). Antioksidanlarin serbest

radikallere kars1 koruyucu etkisi bircok caligsma ile gosterilmistir (Yoshihara vd., 2010).

Antioksidanlarin etki sekilleri;

1. Toplayici Etki

2. Bastirici Etki

3. Zincir Kiricr Etki
4. Onarici Etki

Antioksidanlar endojen ya da eksojen kaynakli olabilir.

Endojen Kaynakli Antioksidanlar: Bunlar enzim olanlar ve enzim olmayanlar
diye 2 gruba ayrilmistir. Enzim olan endojen antioksidanlar;

o Siiperoksit dismutaz (SOD): Oksijeni metabolize eden hiicreleri

stiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi koruyan bu molekiil bu
etkiyi siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontisiimiinii  katalizleyerek yapar. Ayni zamanda fagosite edilmis
bakterilerin hiicre i¢inde 6ldiiriilmesine de katki saglar. Bu antioksidanin
ekstraseliiler aktivitesi diistiktiir ve oksijen kullanimi fazla olan
dokularda daha yiiksek miktarlarda bulunur (Int. Kyn. 1). Memelilerde
tamami1 dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilen 3 tip SOD
bulunmaktadir (Siileyman vd., 2018). SOD ve katalazin birlikte
degerlendirilmesi daha sagliklidir. Ciinkii SOD reaksiyonu sonucu
olusan hidrojen peroksit katalaz tarafindan parcalanarak birkimi
engellenir (Mao vd., 1993).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Sitozolde bulunan ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir.

Glutatyon S-Transferazlar (GST)

Katalaz (CAT): Hidrojen peroksidi suya ve oksijene parcalayan bir
hemoproteindir (Kirkman ve Gaetani, 1984). Katalaz bagisiklik sistemi
hiicrelerini kendi solunum patlamalarina karsi korur (Sezer ve Keskin,

2014).
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o Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
o Hidroperoksidaz’dir.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar ise; melatonin, seruloplazmin, transferrin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, irat,

laktoferrin ve alblimin olarak siralanabilir.

e Eksojen Kaynakli Antioksidanlar: Ilaglar, vitaminler ve gida kaynakl

antioksidanlardir (Int. Kyn. 1).

ROS tiimdrigeneziste dnemli rol oynar ve hiicre proliferasyonu, genomik istikrarsizlik,
yangi, apoptozise diren¢ ve metabolik yeniden programlama gibi biyolojik siirecleri
etkiler. Artmis ROS seviyeleri bircok kanser hiicre hattinda belirlenmistir (Szatrowski
ve Nathan, 1991). Timoér hiicrelerinde ROS’lar genellikle mitokondri tarafindan
sentezlenir. Mitokondri oksijenden bir elektron indirgeyerek superoksid (Op¢) iiretir.
Bunu da mitokondriyal elektron transport zinciri (ETC) araciligi ile yapar. ROS’lar
mitokondrinin farkli bolgelerinde meydana gelir. En 6nemli kompleksler I, 1T ve 11’tiir.
Kompleks | ve 11, Oz¢’yi mitokondriyal matrikste iiretirken kompleks 111 hem matrikste
hem de membranlar aras1 boslukta tiretir. Mitokondriyal matrikste iiretilen Oze, SOD 2
tarafindan H,O,’ye cevrilir. Membranlar arasi boslukta iiretilen ise dis mitokondriyal
membrana ve sitozol igine taginir ve SOD 1 tarafindan H,0,’ye donistiirtiliir. Kompleks
Il tarafindan iretilen ROSlarin sitozole girisine izin verildikten sonra hiicre sinyal

mekanizmalarini etkiledigi diigiiniilmektedir (Weinberg vd., 2019).

ROS’lar kanser baglangicini etkileyebilen gii¢lii mutajenlerdir (Ogrunc vd., 2014).
Yapilan birgok calisma ROS ve RNS’lerin karsinogenezin hemen hemen tiim
asamalarinda yer aldigim1 gostermistir (Kruk, 2014; Onodera vd., 2018). Malignite
gelisiminin primer fazinda ROS fonksiyonlart DNA, RNA ve proteinler {izerinde direkt
hasar yapan faktorlerdir (Ogrunc vd., 2014).

Kanser hiicreleri, metabolizmalar1 hizli ve hiicresel sinyal mekanizmalar1 bozuk oldugu
icin yiikksek ROS iiretme egilimindedirler. Yiiksek ROS seviyelerinin hiicreler igin
zararli oldugu Dbilinmektedir. Kanser hiicrelerinin redoks durumu normal
hiicrelerinkinden farkli oldugu ig¢in ROS seviyelerini, diisiik bir sitostatik seviyenin

iistiinde, sitotoksik olacak seviyelerin altinda, orta derecede yiiksek bir tlimorojenik
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diizeyde tutarlar (Mittler, 2017). Kanserin erken donemlerinde ROS ayni zamanda
onkojen ve tiimdr supresor genlerin iretimini de etkiler. Onkojenik mutasyonlar ROS
liretiminin artmasina sebep olurken ROSlar timor hiicresinin hayatta kalmasini NF-K03
ve NF-E2 iliskili faktor 2 gibi gesitli faktorleri aktive ederek destekler (D’Souza vd.,
2020; Ebrahimi vd., 2020). Oksidatif stres ayni zamanda timor anjiogenezisi ve
metastazi da gelistririr. Solid timoérlerde tiimoériin icinde fazla ve hizli hiicre gelisimi
yetersiz kan temini ve ortamin hipoksik olmasina sebep olur. Bu durum da ROS
tiretimini artirir (Jeon vd., 2012). Kanserin sonraki asamalarinda ise ¢ok yiiksek ROS
apoptozisi destekler (D’Souza vd., 2020) ve metastazi da inhibe eder. Bu ylizden kanser
hiicreleri metastaz sirasinda hiicre 6liimiinii engellemek i¢in antioksidan kapasitelerini

artirtr (Ebrahimi vd., 2020).

Devam eden yangi, preneoplastik durumlara dnciiliik edebilir. Kronik yangili hiicrelerde
fazla miktarda ROS/RNS firetilir ve daha fazla aktive olmus bagisiklik hiicresi ise
karisir. Bunlar da regiile olmamis siirecin amfilikasyonuna ve sonunda preneoplastik
duruma sebep olur. Oksidatif stres ve kronik yangi siki iliski i¢indedir ve bu durumun
devami engellenemezse muhtemelen genetik/epigenetik degisikliklere sebep olur. Bu

degisiklikler de karsinogenezin baglamasina aracilik eder (Murata vd., 2012).

Meme kanseri global ¢apta kadinlar arasinda en sik goriilen tiimor tiplerinden biridir
(Drutel vd., 2013; Nourazarian vd., 2014). Meme kanseri sadece mutasyona ugramis
somatik hiicrelerin izole bir grubu degil, ayn1 zamanda meme kanseri hiicreleri,
fibroblastlar, adipositler, immun ve endotelyal hiicrelerden olusan bir mikro g¢evre
sistemidir. Kanser hiicreleri ve stroma arasindaki yakin etkilesimlerin meme kanseri
yolaklarint diizenledigi bilinmektedir. Hastaligin gelisim, ilerleme ve metastazini
etkileyen bir¢ok faktor arasinda oksidatif stres 6nemli bir role sahiptir. Hastaligin birgok
hazirlayict faktorii vardir ve bu faktorlerin etkilerini oksidatif stres yoluyla gosterdigi
bilinmektedir (Drutel vd., 2013). Yapilan ¢alismalar meme kanserinde oksidatif stresin
arttigin1 gostermistir (Nourazarian vd., 2014). Meme kanserinin etiyolojisinde oksidatif
stres ve lipid peroksidasyonu yatmaktadir. Bu hastalarda MDA seviyelerinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. Yine meme kanseri olan hastalarda SOD seviyelerine bakilmis,
bazi1 ¢aligmalarda bu seviyeler yiiksek bulunurken bazilarinda diisiik olarak saptanmistir
(Jelic vd., 2021). SOD yiiksekligi oksidatif strese kars1 bir defans mekanizmasi olarak

degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda total
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antioksidan kapasitesinin de 6nemli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. GPx ve SOD
aktivitesinin saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, meme kanserli hastalarin
serum Orneklerinde diisiik oldugu (Gupta vd., 2012; Zowczak-Drabarczyk vd., 2013) ve
meme kanseri alt gruplar1 arasinda total antioksidan kapasitesinde 6nemli degisiklikler
olmadig1 yapilan c¢aligmalarda tespit edilmistir (Zowczak-Drabarczyk vd., 2013).
Yapilan bagka bir calisma MDA seviyelerinin hastaligin derecesi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Ileri hastalik derecelerinde seviyeler yiiksektir (Pande vd., 2011). Yani
meme kanserli hastalarda antioksidan savunma mekanizmalar1 (SOD, CAT, GST ve

GPx) zayif ve serbest radikal aktivitesi de yiiksek bulunmustur (Jelic vd., 2021).

Meme tiimorii olan kdpeklerle E vitamini kullanilarak yapilan bir calismada vitamin E
verilmeyen grupta oksidatif stresin daha yiliksek oldugunu belirlemistir (Stavinohova

vd., 2012).

Bu calismada meme tiimorlii kedilerden elde edilen tiimorlii operasyon materyalleri
histopatolojik olarak derecelendirilerek her bir derece arasinda oksidatif stres
parametreleri (MDA, TOS, OSI, NO), antioksidan kapasite (TAS, GSH, CAT)’yi
kimyasal, timor iliskili ve timor mikro ¢evresi parametreleri olan 8SOHdG, HIF-1a,
VEGF, CD3, TNF-a, NF-KB, iNOS ve CD31 seviyelerinin immunohistokimyasal
yontemlerle belirleyip, bu degerlerin kendi aralarinda ve histopatolojik derecelerle

iliskisini degerlendirmek amaglanmistir.

62



2. MATERYAL ve METOT
2.1.Materyal

Calismanin materyalini Kugulu Veteriner Poliklinigi’ne teshis amaciyla getirilen
degisik 1rk ve yastaki 17 disi kediye ait tiimorlii meme dokusu (Cizelge 2.1) ile tiimorlii

kedilerin ve farkli 6 saglikli kedinin kan serumu olusturdu.

Calisma i¢in T.C. Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(AKUHAYDEK)’ndan (Tarih: 27.11.2019, 49533702/173 say1 ve 134-19 referans
numaras1) (Bkz. EK A) ve T.C. Afyonkarahisar Valiligi [l Tarirm ve Orman
Midiirligti’nden 29. 11. 2019 tarihinde 39637749-325.04.03-E.3690332 say1 numarali
Proje Bazl1 izin (Bkz. EK B) alind1.

Cizelge 2.1: Olgularin cinsiyet, yas, 1rk ve kisirlagtirma durumlari.

VakaNo  Cinsiyet Yas (Yil) Irk Kisirlastirma Durumu
1 Disi 10 Tekir Kisirlagtirilmamais
2 Disi 12 Tekir Kisirlagtirilmamais
3 Disi 9 Tekir Ue yasinda

kisirlastirilmis
4 Disi 10 Tekir Kisirlagtirilmamais
5 Disi 11 Calico Kisirlastirilmis™
6 Disi 8 Tekir Kisirlastirilmis”
7 Disi 9 Tekir Kisirlastirilmamis
8 Disi 11 Tekir Kisirlastirilmis”
9 Disi 12 Tekir Kisirlastirilmis”
10 Disi 14 Egzotik Shorthair Kisirlastirilmamis
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11 Disi 11 Persian Kisirlagtirilmamais

12 Disi 10 Tortoiseshell Kisirlagtirilmis”
13 Disi 10 Tekir Kisirlagtirilmamis
14 Disi 9 Tekir Kisirlagtirilmamis
15 Disi 11 Tekir Kisirlagtirilmis”
16 Disi 12 Calico Kisirlagtirilmis”
17 Disi 14 Tekir Kisirlagtirilmamis

(*) Yetiskin kisirlagtirilmus, kisirlagtirma yas: bilinmiyor.

2.2. Metot
2.2.1. Doku Takibi ve Histopatolojik Metot

Calismanin histopatolojik ve immunohistokimyasal analizleri Afyon Kocatepe

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi.

Tiimdrli meme dokulart %10°luk formaldehit sollisyonunda fiksasyon amaciyla 24 saat
bekletildi. Fiksasyondan sonra dokular kiiciiltillerek kasetlere alindi. Bu kasetler
dokularin i¢ kisimlarinin fikse olmasi i¢in yine %10’luk formaldehit soliisyonunda
bekletildi. Kasetteki dokularin fiksasyonundan sonra dokular rutin doku takibine alindu.
Rutin doku takibinde kasetteki dokular otomatik doku takip cihazinda (Leica tp1020)
diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere geg¢irilerek dokularin suyu alindi
(dehidratasyon). Daha sonra suyu alman dokulari 2 farkli ksilol seriden gegirilerek
alkoliin yeri ksilol ile degistirildi (seffaflastirma). Bu asamanin sonunda dokular
vakumlu haznelerdeki 2 seri erimis parafinde tutularak dokulara parafin emdirildi ve
dokular parafin ile bloklandi. Ertesi giin parafin bloklar1 elde edilen dokular kesit
alinmak {izere 1 giin boyunca buzdolabinda bekletildi. Blok haline gelmis dokulardan
mikrotom yardimi ile normal lama alinan kesitler hematoksilen eozin (HE) boyama i¢in

hazir hale getirildi.

Lam {iizerine alinan doku ornekleri HE ile boyandi. Boyama prosediirii; lamlar parafin
uzaklastirilmasi igin 30 dakika olacak sekilde 3 farkli ksilol serisinden gegirildi. Daha
sonra sirastyla yiiksek dereceden algak dereceye (%100, 96, 90, 80 ve 70) alkollerden
gecirilerek dokular rehidre edildi. Rehidre edilen kesitler hematoksilende 15 dakika ve
eozinde 3 dakika boyanma islemine tutuldu. Boya sonrasinda yine sirayla diisiik
dereceden yiiksek dereceye (%70, 80, 90, 96 ve 100) alkollerden gegirilen dokular
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dehidre edildi. Son olarak ksilolde parlatilan kesitler {izerine solvent bazli yapistirici
damlatilarak lamel kapatildi ve ornekler mikroskop altinda incelenerek histopatolojik
teshisleri konuldu, siniflandirilmasi (Goldschmidt vd., 2017) ve derecelendirmeleri
(Mills vd., 2015) (Cizelge 2.2) yapildi. Teshis ve derecelendirmelerde Zeiss Axio Lab
A1 ICC kamera 151k mikroksobu kullanildi.

Cizelge 2.2: Meme tiimorlerinin derecelendirme metodu (Mills vd., 2015).

Histolojik Qzellikler Skor
e Lenfovaskiiler Invazyon
Var 1
Yok 0
e Ceckirdek Formu
<5 Anormal 0
>5 Anormal 1

e Mitotik Indeks

<62 0
>62 1
Total Skor Derecelendirme
0 I
1 I
2-3 i

2.2.2. immunohistokimyasal Metot

IHC boyamalar1 i¢in parafin bloklardaki doku 6rneklerinden adezivli lamlara 4 mikron
biiyiikliigiinde kesitler alindi. Bu kesitler ksilen ile deparafinize ve alkol ile rehidrate
edildikten sonra avidin biotin kompleks (ABC) yontemine gore boyamalart yapildi. IHC
i¢in kullanilan primer antikorlar (CD3, CD31, HIF-1a, VEGF, NF-KB, 8OHdG, iNOS,
TNF-a) cizelge 2.3’te verilmistir. Deparafinize edilen dokular distile suda 5 dakika
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bekletildi. Daha sonra hiicrelerdeki endojen peroksidaz aktivitesine baskilamak icin,
kesitler % 3’liikk hidrojen peroksitte 10 dakika tutuldu. Tekrar distile su ile yikanan
lamlar sitrat buffer (antijen retrieval soliisyonu) ile mikrodalga firinda 15 dakika
kaynatildi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 6rnekler 15 dakika dinlendirildi. Dinlendirilip
sogutulan dokular 3 kez 5 dakika olacak sekilde fosfat buffer saline (PBS) ile yikandi.
Ardindan lam iizerinde boyanacak olan kisimlarin etrafi hidrofobik kalemle cizildi.
Primer antikorlar1 damlatilan kesitler 1 gece inkubasyona birakildi. Ertesi giin primer
antikorlar1 dokiilen lamlar Tris-buffered saline (TBS) ile yikandi, sekonder antikorlar
(Anti-tavsan IgG ve anti-fare IgG) ve oda sicakliginda 1 saat inkubasyon yapildi. Sonra
TBS ile 3 kez yikandi. Daha sonra ABC kiti (Vectastain ABC peroksidaz Kit PK-6100)
damlatild1 ve tekrar 1 saat inkubasyona birakildi. TBS ile 3 dakika olacak sekilde 2 kez
yikandi. Lamlarin iizerine AEC kromojeni (TA-060-HA, AEC Substrate System,
LabVision/ThermoScientific) damlatildi. 20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra lamlar
distile su ile yikandi. Gill’in hematoksilen ile 21 dakika boyanan lamlar 15 dakika
boyunca akan su altinda temizlendi. Lamlar kurutulduktan sonra su bazli yapistirici ile

tizerlerine lamel kapatildi. Isik mikroskobunda incelendi.

Cizelge 2.3: THC igin kullanilan antikor panelleri.

erlltrlrl](%rr Kaynak Tiir Sulandirma '\//IP%rl]ioleLOnnaatl
CD3 Dako — A0452 Tavsan 1/200 Poliklonal
Santa Cruz
CD31 Biochemical — Tavsan 1/500 Poliklonal
SC-1506
Santa Cruz
NF-K03 Biochemical — Tavsan 1/50 Poliklonal
SC-109
Therm
iNOS Scientific Tavsan 1/50 Poliklonal
RB-9242

SC-7269, Santa
VEGF Cruz Fare 1/100 Monoklonal

Biotechnology
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SCBT - sc-

66036
80HdG Santa Cruz Fare 1/200 Monoklonal
Biotechnology
HIF-1q  /bcamab2185 Tavsan 1/200 Poliklonal

sc-52746, Santa
TNF-a Cruz Fare 1/200 Monoklonal

Biotechnology

2.2.3. Biyokimyasal Metot

Calismanin  biyokimyasal analizleri Afyon Kocatepe Universitesi Kimya Boliimii

Laboratuvari’nda yapildi.

Kedilerden kirmizi kapakli tiipe alinan kan 6rnekleri, 5000 devirde 10 dakika santrifiij
edildi. Orneklerin serumlar1 ayrilarak ayrilan serumlar -18 derecede muhafaza edildi.
Kan serumu orneklerinden total antioksidan statli (TAS) diizeyleri, total oksidan statii
(TOS) diizeyleri, rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO),
katalaz (CAT) tayinleri ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplamasi yapildi.

2.2.3.1.Total Antioksidan Statii (TAS) Diizeylerinin Analizi

TAS 6l¢timii igin gelistirilen yontemlerde, ortama reaktif bir tiriin katilir ve bu iiriiniin
ortamda bulunan antioksidanlar tarafindan indirgenme/inaktif etme siireci takip edilerek
numunenin antioksidan kapasitesi belirlenmeye c¢aligilir. Bu ¢alismada bu prensiple
calisan ticari bir kit (Elabscience) kullanilarak TAS diizeyleri belirlendi. Ilk olarak kit
ile birlikte temin edilen stok standart yardimiyla 5 farkli konsantrasyonda (2 mmol
trolox/L; 1 mmol trolox/L; 0,5 mmol trolox/L; 0,25 mmol trolox/L; 0,1 mmaol trolox/L
) torolox standart cozeltisi hazirlandi. Daha sonra kalibrasyon egrisi hazirlanarak
numunelerdeki TAS diizeyleri belirlendi. Seviyeleri belirlenen TAS diizeyleri (mmol

Trolox Equivalent/L) seklinde ifade edildi (Erol vd., 2022).
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2.2.3.2.Total Oksidan Statii (TOS) Diizeylerinin Analizi

Numunelerde TOS diizeylerini belirleyebilmek i¢in, oksidatif strese sebep olabilecek
tiirlerin toplam etkisini belirlemek iizere kullanilan ticari bir kit (Elabscience) kullanildi.
Kit protokoliinde ifade edilen uygulamalar gerceklestirildikten sonra numunelerin ve
kitle birlikte temin edilen stok standartin diliisyonu ile hazirlanana standartlarin (6,25
umol H,0,/L; 12,5 umol H,0,/L; 25 pmol H;0./L; 50 umol HO,/L; 100 pmol
H,0,/L) absorbans degerleri belirlendi.  Standartlarin absorbans degerleri ve
konsantrasyonlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisi kullanilarak
numunelerde 6lgiilen TOS seviyeleri umol hidrojenperoksit equivalent litre (umol H,0,
Equiv./L) seklinde ifade edildi.

2.2.3.3.0Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Seviyelerinin Belirlenmesi

Bir ortamda bulunan oksidan ve antioksidan tiirlerin etkileri dikkate alinarak, ortamin
oksidatif stres diizeyi (OSI) degerlendirilebilmektedir. Bu amagla TOS ve TAS
diizeyleri belirlendikten sonra bu veriler birbirlerine oranlanarak OSI degeri
bulunmktadir. Bu ¢alismada da ayn1 yontemle (OSI = TOS/TAS) oksidatif stres indeksi
hesaplanmistir (Hazman ve Bozkurt, 2015).

2.2.3.4.Rediikte glutatyon (GSH) Tayini

Serum igerisinde SH (siilthidril) tasiyan biitiin proteinler, presipitasyon (¢oktiiriicii)
cozeltisi ile ¢oktiiriiliip, stiziilerek ayrildi. GSH seviyeleri, siiziintide SH gruplarinin
DTNB (5,5’-2-dithiobis nitrobenzoik asit) ile tepkime sonucu olusan sar1 rengin 412 nm
dalga boyunda absorbans: ile 6lciildii (Buetler vd., 1963). Olgiilen absorbanslardan
yararlanarak GSH standartlar1 kullanilarak hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi ile
orneklerin GSH konsantrasyonlari hesaplandi. Sonuglar pmol/L seklinde ifade edildi
(Hazman vd., 2018).

2.2.3.5.Malondialdehit (MDA) Tayini

MDA tayini, iki molekiil tiyobarbitiirik asidin (TBA) bir molekiil MDA ile asit ortamda
reaksiyona girerek pembe renkli iiriin olusturmasi ve olusan iriiniin 535 nm’de
maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Yoshoiko vd., 1979). Calismada

standart madde olarak tetraetoksipropan kullanildi. Caligma protokolii su sekilde
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uygulandi; 0,125 ml numune vida kapakli cam tiipe kondu, tizerine 0,250 ml TBA
eklenerek 30 dakika 95°C sicakliktaki su banyosunda bekletildi. Isitma sonunda su
banyosundan alinan tiipler buzlu suda sogutularak, tiiplere 1 ml n-biitanol ilave edildi.
Son agamada tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santifiiriij edildi. Santifiiriij sonunda TCA
ile hazirlanan kor tiipline karsi numunelerin ve standartlarin olusturdugu ¢ozeltilerin
absorbanslart 535 nm’de belirlendi. MDA konsantrasyonlar1 standart absorbanslarinin
kullanilmasiyla olusturulan kalibrasyon egrisi araciligi ile saptandi. Serum MDA

diizeyleri pmol/L seklinde ifade edildi (Hazman vd., 2018).

2.2.3.6.Nitrik oksit (NO) Tayini

Serum nitrik oksit miktar1 Miranda vd.,’nin (2001) Griess yontemi ile Olgiildii. Bu
yontem vanadium (III) kloriir'iin 37°C'lik ortamda nitrati nitrite doniistiirmesi ve nitritin
asidik ortamda primer bir aromatik amin olan siilfanilamit ile diazotizasyonu ve N-(1-
naphthyl) ethylenediamin (NEDD) ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi ve 540 nm’de
absorbansinin belirlenmesi esasina dayanir. Bu yontemle NO diizeylerini belirlemek
i¢in 6nceden hazirlanmis ependorflara 50 pl plazma veya serum kondu. Uzerine 200 ul
%70’lik etil alkol eklenerek vorteksle karistirildi. Bu karisim bir gece + 4°C>de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 3000 rpm’de santifiiriij edilerek olusan
stipernatanttan 100 pl alinarak tizerine 100 pl vanadium kloriir, 50 ul sulfanilamide ve
son olarakta 50 ul NEDD eklendi. 30 dakika 400°de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
spektrofotometrede absorbanslar belirlendi. Blank olarak distile su ile hazirlanan kor
tiblindeki ¢ozelti kullanildi. Belirlenen serum NO seviyeleri pmol(NOx)/L seklinde
ifade edildi (Hazman vd., 2018).

2.2.3.7.Katalaz (CAT) Tayini

CAT enzim aktivitesi serumda Aebi (1974) metoduna gére manuel yontemle ¢alisildi.
H,0;, 240 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Deney ortamina ilave edilen H,0,
CAT tarafindan su ve oksijene pargcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin
aktivitesi ile dogru orantilidir. Analizde fosfat tamponu (pH 7.50 mM) ve absorbansi
0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O, fosfat tamponu (H,O, ¢o6zeltisi)
kullanildi. Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan kore karst H,O;

cozeltisinin absorbanst 0.500’e ayarlandiktan sonra spektrofotometrede kinetik okuma
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ile numunelerin absorbans degisimleri belirlendi. Bunun i¢in numune ilavesi ile
absorbans azalmasi her 15 saniyede bir defa olmak iizere 1 dakika siire ile kaydedildi.
Absorbans azalmasinin degerleri esas alinarak yapilan hesaplama ile CAT enzim
aktivitesi belirlendi. Elde edilen sonuglar U/mL seklinde ifade edildi (Hazman vd.,
2018).

2.2.4. istatiksel Metot

Biyokimyasal analiz sonucunda elde edilen veriler, SPSS 20 istatistik programi
kullanilarak ilk once ortalama + standart sapma seklinde tanimlandi. Gruplar arasindaki
istatistiki farkin varligini (p<<0.05) belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA),

gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde ise Duncan post testi kullanildi.

Laboratuvar analizlerinden elde edilen veriler baslangicta SPSS 25 istatistik programi
kullanilarak ortalama =+ standart sapma (sd) olarak tanimlandu. Istatistiksel farkliliklarin
belirlenmesi i¢in laboratuvar sonuglarindan elde edilen verilere normallik testi
uygulandi. Normal dagilim gosteren gruplar arasinda istatistiksel farki belirlemek igin
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) (p < 0,05) ve farkliliklar1 degerlendirmek i¢in son
test olarak Duncan testi tercih edildi. Normal dagilim gostermeyen parametre verileri
arasinda istatistiksel fark olup olmadigini (p < 0,05) belirlemek i¢in Kruskal-Wallis testi
kullanild1. Normal dagilim gdstermeyen ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosteren parametre verilerine Mann-Whitney U testi uygulanarak istatistiksel

olarak farkli gruplar tespit edildi.
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3. BULGULAR

Meme tiimorii belirlenen 17 kedinin yagslari 8-14 (ortalama 10,7), kontrol grubundaki
kedilerin ise 5’1 1 yasl, biri ise 13 yashydi. Kedilerin tamami disiydi. Irk olarak 12 kedi
tekir, 1 kedi tortoiseshell, 2 kedi calico, 1 kedi egzotik shorthair ve 1 kedi persian olarak

belirlendi. Kedilerin 9’u kisirlagtirilmamus, 8’1 ise yetiskin yasta kisirlagtirilmist.

Vakalarin boyutlarina bakildiginda, en kiigiigii 3x2x3 cm ¢aplarindayken en biiyligi
6x6x7 cm capindaydi. Aynt zamanda 17 vakanin 9’unda total mastektomi, 4’linde tek

zincir mastektomi uygulandi. Dordiine ise lezyonlu meme lobu alindu.

Calismada kullanilan operasyon materyalleri genellikle deriden taskin, boz beyaz renkli

ve elastik kivamliydi (Sekil 3.1). Bazi vakalar iilserli ve nekrotikti (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1: Adenokarsinom, kedi. Boz beyaz renkli kitle.

3.1. Histopatolojik Bulgular

Vakalarin 6’s1 1. Derece (Sekil 3.2.), 5’1 2. Derece (Sekil 3.3.) ve 6’s1 de 3. Derece
(Sekil 3.4.) timor olarak degerlendirildi (Cizelge 3.1.). Vakalar Goldschmidt vd. (2017)

kriterlerine gore histopatolojik olarak siniflandirildi. Bu simiflandirmaya gore vakalarin;

11’1 tubuler adenokarsinom, 3’ tubulopapillar karsinom, 2’si solid karsinom (1’1

sikirdz tip) ve 1’1 de papillar karsinom olarak bulundu (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1: Olgularin 1k, yas, kisirlastirma durumuna goére dagilimi ve histopatolojik

teshisleri.
Vaka Irk Yas Kisirlastirma Histopatolojik
numarasi (Y1) durumu teshis

No:1 Tekir 10  Kisirlagtirilmamig Tubu Igr
adenokarsinom

No:2 Tekir 12 Kisirlagtirillmamis Tubu Igr
adenokarsinom

Derece No:3 Tekir 9 Kisirlagtirtlmig* Tubu Ie_r
1 adenokarsinom

No:4 Tekir 10  Kisirlagtirilmamis Tubu Igr
adenokarsinom
No:5 Calico 11 Kisirlagtirtlmig* TUbUIO.papI llar

karsinom

No:6 Tekir 8 Kisirlagtirilmis* Tubuler
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No:7
No:8

Derece No:9

2
No:10
No:11
No:12
No:13
Derece No:14
No:15
No:16

No:17

Tekir
Tekir
Tekir

Egzotik
shorthair

Persian
Tortoiseshell
Tekir
Tekir
Tekir
Calico

Tekir

11
12

14

11

10

10

11

12

14

Kisirlastirilmamais
Kisirlagtirilmig*

Kisirlagtirilmig*
Kisirlagtirilmamais
Kisirlagtirilmamais

Kisirlagtirilmig*
Kisirlagtirilmamais
Kisirlastirilmamais

Kisirlagtirilmig*

Kisirlagtirilmig*

Kisirlastiriimamais

adenokarsinom
Tubuler
adenokarsinom
Solid karsinom
Tubuler
adenokarsinom
Tubulopapillar
karsinom
Tubuler
adenokarsinom
Solid karsinom
(sikindz tip)
Tubuler
adenokarsinom
Papiller
karsinom
Tubuler
adenokarsinom
Tubuler
adenokarsinom
Tubulopapillar
karsinom

(*)Kisirlastirma yas1 bilinmiyor.
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Sekil 3.2: Kedi meme adenokarsinomunun kiiciik biyiiltmede mikroskobik goriiniimii,
merkezde nekroz sahalari, ortada karsinoma ait sahalar, periferde fibrozis ile beraber genellikle

mononiiklear hiicrelerden olusan yangisal hiicre infiltrasyonu. HE. Bar=ger¢ek uzunluk.

Sekil 3.3: Derece I meme adenokarsinomunun mikroskobik gorlintimii: tubuler yapilar halinde

dizilim gdsteren neoplazik hiicrelerden olusan alanlar. HE. Bar= ger¢ek uzunluk
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Sekil 3.4: Derece Il meme adenokarsinomunun mikroskobik goriiniimii: Kismen korunmus
tubuler yapilar (ok baslar) halinde orta seviyede mitoz gosteren (oklar), tiimér nekrozu (N)

iceren neoplazik alanlar. HE. Bar= ger¢ek uzunluk

Sekil 3.5: Derece Il meme adenokarsinomunun mikroskobik goriiniimii: tubulopapiller yapilar
halinde siddetli pleomorfizim gosteren (ok baslari), bol mitoz sergileyen (oklar) neoplazik

hiicreler. HE. Bar= gercek uzunluk
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3.2. Immunohistokimyasal Bulgular
3.2.1. CD3 Skorlamasi

CD3, T lenfositlerin sitoplazma ya da sitoplazma membranini boyayan bir parametredir.
Tiimdr mikro ¢evresinde bulunan ve tiimor icine invaze olmus yangiyr degerlendirmek
i¢in her bir kesitte CD3 boyamasi yapildi. Her vakada CD3 boyamasi pozitif olarak
degerlendirildi. CD3 skorlamasi i¢in her bir kesitte rastgele 4 alan se¢ildi. Bu
alanlardaki boyanan hiicreler sayildi. Hi¢ boya almayan alanlar (-) negatif, 0-25 hiicre
sayilanlar hafif (+), 25-50 hiicre sayilan alanlar orta (++), 50-100 hiicre sayilan alanlar
yogun (+++) ve 100 hiicre lizeri sayilan alanlar ise siddetli (++++) pozitif olarak

skorlandi. Buna gore derecelere gore CD3 pozitifligi Cizelge 3.2’te verildi.

Cizelge 3.2: Timor derecelerine gore CD3 skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6

22 (+) 20 (+) 18 (+) 14 (+) 9(+) 17 (+)
27 (++) 17 (+) 20 (+) 17 (+) 7(+) 23 (+)
31(++) 21(+) 24(+) 8(+) 19(++) 19(+)
42 (++) 19 (+) 20(+) 14(+) 23(++) 30 (++)

Ortalama ++ + + + + +

Derece 1

No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
46 (++) B4 (+++) 37 (++) 14(+) 31 (+4)

S /@) M) 3B(H) T(H) BT+
A 22(+) 63 (+++) 18(+) 11(+) 24(%
0(-) 57(+++) 32(++) 26(++) 19(+)
Ortalama + +++ ++ + +
No:12 No:13 No:14  No:15 No:16  No:17
™ 76 (+++)  8(+) 55 (+++) 33(++) 27 (++) 51 (+++)
% 84 (+++) 15(+) 62 (+++) 34 (++) 15(+) 39(++4)
a 65 (+++) 30 (++) 42 (++) 42(++) 39 (++) 33 (++)
93 (+++) 14 (+) 26 (++) 38(++) 14(+) 38(++)
Ortalama +++ + +++ ++ ++ ++
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Kesitler lizerinde yapilan mikroskobik incelemelerde tiimor etrafindaki nekrozun yogun
boyandig1 goriildii. Derece 1 tiimorlerde boyanma hafifken derece 2 olanlarda nispeten
yogundu. Derece 3 olanlarda ise yogun boyanma tespit edildi. Derece 1 ve derece 3

tiimorler arasindaki boyanma yogunlugu farki belirgindi (Sekil 3.6.).

3.2.2. Her Bir Tiimor Derecesine Gore NF-KB Skorlamasi

NF-KB yorumlamasi yar1 kantitatif olarak yapildi. Boyanmis hiicre grubu ekspresyonu
ve boyama yogunluguna bakildi. Her bir o6rnekte yiiksek ¢oziiniirliiklii 4 alan sayildi.
Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak
degerlendirme yapildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3: Tiimor derecelerine gore NF-KB skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- ++ + ++ + ++ +
% ++ + + ++ ++ +
8 +++ ++ ++ ++ ++ +
+++ + ++ ++ ++ ++
Ortalama +++ + ++ ++ ++ +
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
~ + ++ ++ ++ ++
% + +++ ++ ++ ++
A + +++ + ++ ++
++ +++ ++ + ++
Ortalama + +++ ++ ++ ++
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
o +++ ++ +++ ++ +++ +++
% +++ +++ ++ ++ +++ +++
a +++ +++ ++ ++ +++ +++
++ +++ ++ ++ +++ +++
Ortalama +++ +++ ++ ++ +++ +++
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Sekil 3.6: CD3 ve NF-KB’nin tiimér derecelerine gore IHC goriiniimii. Derece 1’de az sayida
ve dagmik CD3 pozitif lenfositler (A), Derece 2’de kiiciik gruplar halinde CD3 pozitif
lenfositler (B) Derece 3’te ise biiylik gruplar halinde CD3 pozitif lenfositler (C) goriildii.
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Incelenen kesitlerin hepsinin cekirdek ve sitoplazmalarinin pozitif boyandigi (Sekil
3.6.), derece 1 ve 2 tiimorler arasinda 6nemli bir farklilik yokken, derece 3 tiimorlerin

diger derece tliimorlere gore boyanma yogunlugunda belirgin bir farklilik oldugu

belirlendi.

3.2.3. Her Bir Tiimor Derecesine Gore VEGF Skorlamasi

Orneklerde VEGF skorlamast boyanma yogunlugu ve yayginligi beraber
degerlendirilerek yapildi. Her bir 6rnekte 4 alan segilerek bu alanlardaki hiicreler
sayildi. Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak

degerlendirme yapildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Tiimor derecelerine gore VEGF skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- + ++ + + + +
% + ++ + ++ + ++
8 ++ + + + + +
+ + + + + ++
Ortalama + ++ + + + ++
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
~ + ++ + ++ ++
g + ++ + ++ ++
A + ++ + ++ +
++ +++ ++ ++ +
Ortalama + ++ + ++ ++
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
o + +++ +++ ++ +++ ++
% ++ +++ ++ ++ +++ ++
a ++ +++ ++ ++ ++ +++
++ ++ ++ ++ +++ +++
Ortalama ++ +++ ++ ++ +++ +++

Tiim kesitler pozitif olarak degerlendirilirken gruplar arasinda belirgin farkliliklar

gorildii. Derece 3 tlimdrlerin hem tiimor c¢evresinde hem tiimor iginde boyanma
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yogunlugu ve yaygmlhig siddetli olarak belirlendi. Derece 2 tiimdrler orta derecede
boyanmigken derece 1 tiimorlerin hafif boyandig tespit edildi (Sekil 3.7.).

3.2.4. Her Bir Tiimor Derecesine Gore CD31 Skorlamasi

Mikro damar dansitesi belirlenmesi amaciyla degerlendirilen CD31 belirteci i¢in her
timor kesitinde 4 alan sayildi. Alanlardaki hiicre sayimlari ImageJ programi
kullanilarak yapildi. Alanlarda sayilan mikro damar miktarina gore skala olusturuldu.
Bu skalaya gore; hi¢ boya almayan alanlar (-) negatif, 0-25 hiicre sayilanlar hafif (+),
25-50 hiicre sayilan alanlar orta (++), 50-100 hiicre sayilan alanlar yogun (+++) ve 100

hiicre lizeri sayilan alanlar ise siddetli (++++) pozitif olarak skorlandi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5: Tiimor derecelerine gore CD31 skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
. 25 (+) 10 (+) 24 (+) 17(+)  30(++)  19(+)
% 19 (+) 9 (+) 27 (++)  11(+) 20 (+) 24 (+)
A 12 (+) 12 (+) 18 (+) 13 (+) 25 (+) 20 (+)
25 (+) 22 (+) 16 (+) 10 (+) 22 (+) 24 (+)
Ortalama + + + + + +
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
N 9 (+) 20 (+) 11 (+) 19 (+) 20 (+)
g 16 (+) 17 (+) 10 (+) 14 (+) 15 (+)
o 24 (+) 15 (+) 15 (+) 13 (+) 18 (+)

18 (+) 17 (+) 18 (+) 14 (+) 20 (+)

Ortalama + + + + +

No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
25 (+) 14 (+) 51 (+++) 22 (+) 28 (+) 17 (+)

S 23(+)  11(¥)  B6(++)  19(H)  9(+)  15(+)
& 16 (+) 19 (+) 46 (++) 22 (+) 11 (+) 16 (+)
15 (+) 13 (+) 26 (++) 13 (+) 26 (+) 15 (+)
Ortalama + + ++ + + +
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Sekil 3.7: CD31 ve VEGF’in tiimor derecelerine gére IHC goriiniimii. Derece 1 (A), Derece 2
(B) ve Derece 3 tiimdrlerde CD31 pozitifligi. VEGF ile boyamalarda Derece 1 (D), Derece 2
(E) ve Derece 3 (F) pozitif boyanma.
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Tim kesitlerde hafif pozitiflik belirlendi. Gruplar arasinda faklilik yoktu. Tim

gruplarda tiimor hiicreleri hafif boyanirken periferdeki hiicreler daha yogundu (Sekil

3.7.). Sadece bir kesitte (no:15) yogun boyanma tespit edildi.

3.2.5. Her Bir Tiimor Derecesine Gore iNOS Skorlamasi

iINOS skorlamast boyama yogunluguna bakilarak yapildi. Her bir 6rnekte ¢oziiniirligi

yiikksek olan 4 alan sayildi. Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve

yogun (+++) olarak degerlendirme yapild1 (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6: Tiimor derecelerine gore iNOS skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- + + ++ + ++ ++
% + ++ + + +++ ++
a + + + + ++ +++
- + ++ + + ++
Ortalama + + ++ + ++ ++
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
~ ++ + ++ +++ +
% ++ ++ + ++ ++
a ++ ++ +++ ++ +
+ ++ +++ +++ +
Ortalama ++ ++ ++ +++ +
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
- ++ ++ +++ +++ +++ +++
% ++ ++ +++ +++ ++ +++
8 ++ +++ +++ +++ ++ +++
++ +++ ++ +++ +++ ++
Ortalama ++ +++ +++ +++ +++ +++

Derece 1 kesitlerde tlimor hiicrelerinin periferinin ve yangi hiicrelerinin ve bir kesitte

makrofajlarin yogun boyandig1 belirlendi. Yine derece 2 preparatlarda da yangi

hiicrelerinin pozitif, tiimdr hiicrelerinin negatif boyandigi, derece 3 kesitlerde ise timor

hiicreleri, stroma ve bazal hiicrelerin yogun boyandigi tespit edildi. incelenen tiim
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kesitlerin boya aldigi ve her bir derecede boyanma acgisindan anlamli farkliliklar

olmadig gorildii (Sekil 3.8.).

3.2.6. Her Bir Tiimor Derecesine Gore HIF1-a Skorlamasi

Orneklerde HIF1-a skorlamasi boyanma yogunlugu ve yaygmligi beraber
degerlendirilerek yapildi. Her bir 6rnekte 4 alan segilerek bu alanlardaki hiicreler
sayildi. Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak

degerlendirme yapild1 (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7: Tiimor derecelerine gore HIF1-a skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- + ++ ++ ++ + +
3 + + ++ + + +
et
A + + + + + ++
+ + + ++ + +
Ortalama + + ++ ++ + +
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
o ++ ++ ++ + ++
g ++ ++ + + ++
A ++ ++ +++ ++ ++
+ ++ ++ + ++
Ortalama ++ ++ ++ + ++
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No: 17
- ++ ++ +++ +++ ++ +++
§ +++ +++ +++ +++ ++ +++
8 +++ + +++ ++ +++ ++
++ ++ +++ +++ +++ +++
Ortalama +++ ++ +++ +++ ++ +++

Derece 1 tiimorlerin hafif, derece 2 tiimorlerin orta derece ve derece 3 tiimorlerin yogun
boyandig1 belirlendi. Derece 3 tiimorlerde tiimor cekirdeklerinin pozitif reaksiyon

verdigi ve genel olarak yangi hiicrelerinin daha yogun boyandig: tespit edildi (Sekil
3.8.).
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Sekil 3.8: iNOS ve HIF1-o’nin timér derecelerine gore IHC goriiniimii. (A-B-C): Sirasiyla tiim

derecelerde iNOS’un yogun olarak boyanmasi. HIF1-o Derece 1°de hafif (D), Derece 2’de orta
(E) ve Derece 3’te belirgin sekilde yogun (F) boyandi.
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3.2.7. Her Bir Tiimor Derecesine Gore SOHdG Skorlamasi

Orneklerde 8OHAG skorlamasi boyanma yogunlugu ve yayginhigi beraber
degerlendirilerek yapildi. Her bir 6rnekte 4 alan segilerek bu alanlardaki hiicreler
sayildi. Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak

degerlendirme yapild1 (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8: Tiimor derecelerine gore SOHAG skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- ++ ++ ++ + ++ ++
% ++ ++ + + ++ +
8 ++ ++ + + ++ +
+ ++ ++ ++ ++ +
Ortalama ++ ++ + + ++ +
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
~ ++ ++ ++ + ++
% ++ + ++ + ++
a ++ + + ++ ++
++ +++ ++ ++ ++
Ortalama ++ ++ ++ + ++
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
- +++ ++ +++ +++ +++ ++
% ++ ++ +++ ++ +++ ++
8 +++ +++ +++ +++ +++ ++
+++ +++ +++ ++ +++ +++
Ortalama +++ +++ +++ +++ +++ ++

Genel olarak tiim derecelerdeki tiimorlii hiicrelerin ¢ekirdeklerinin etkilendigi ve
boyandigi belirlendi (Sekil 3.9.). Gruplar arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen

derece 3 tlimorlerin yogun boyandig1 gozlemlendi.
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Sekil 3.9: 80OHdG nin tiimor derecelerine gore IHC goriinimi. Tiim gruplar pozitif olarak
boyanirken, derece 3 tiimoérlerin (C) derece 1 (A) ve derece 2 (B)’ye gore daha yogun boyanma.

3.2.8. Her Bir Tiimor Derecesine Gore TNF-a Skorlamasi

Orneklerde TNF-o skorlamasi boyanma yogunlugu ve yaygmh§ beraber
degerlendirilerek yapildi. Her bir 6rnekte 4 alan segilerek bu alanlardaki hiicreler
sayildi. Boyanmis hiicrelere gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak
degerlendirme yapildi (Cizelge 3.9).

Incelenen tiim kesitlerin pozitif olarak ve hem tiimér hiicrelerinin hem de tiimor
periferinin pozitif boyandig1 belirlendi (Sekil 3.10.). Ozellikle makrofajlarda siddetli,
miyoepitelde de belirgin boyanma fark edildi.

Sekil 3.10: TNF-o’nin tiimédr derecelerine gore IHC goriiniimii. Tiim kesitlerde pozitif boyanma

belirlendi.
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Cizelge 3.9: Tiimor derecelerine gore TNF-o skorlamasi

No:1 No:2 No:3 No:4 No:5 No:6
- + ++ +++ ++ - ++
g ++ ++ +++ +++ + +++
a ++ ++ +++ +++ - +++
+ ++ +++ +++ - +++
Ortalama ++ ++ +++ +++ - +++
No:7 No:8 No:9 No:10 No:11
N ++ ++ +++ +++ +++
% ++ ++ ++ ++ ++
8 ++ ++ ++ +++ ++
++ +++ ++ ++ +++
Ortalama ++ ++ ++ +++ +++
No:12 No:13 No:14 No:15 No:16 No:17
. +++ ++ +++ +++ +++ +++
g +++ +++ +++ +++ +++ +++
a ++ +++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ ++ +++ +++
Ortalama +++ +++ +++ +++ +++ +++

3.2.9. Patoloji Bulgularinn Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler sonucunda her bir deger igin derece 1 ve derece 2 tiimorler
arasinda, NF-KB ve CD31 parametrelerinde gruplar arasinda anlamli fark olmadig:
belirlendi. Diger parametreler i¢in ise degerlendirme su sekilde bulundu; CD3
parametresinde 1 ve 3 derece tiimorler arasinda, VEGF, iNOS, HIF-1a ve 8OHdG
parametrelerinde derece 3 tiimorlerin derece 1 ve derece 2 tiimorler arasinda, TNF-a

icin ise derece 2 ve derece 3 tiimorler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar

(p<0,05) oldugu tespit edildi (Cizelge 3.10.).
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Cizelge 3.10: Patolojik analizlerinin istatistiksel sonuglart

GRUPLAR Derece 1 Derece 2 Derece 3
CD3 1,167 +0,408 1,600 +0,894 2,167 +0,753%
NF-KB 1,833 +0,752 2,000 +0,707 2,667 £0,516
VEGF 1,333 +0,516 1,600 +0,548 2,500 +0,548%"
CD31 1,000 +0,000 1,000 +0,000 1,167 +£0,408
iNOS 1,500 +0,548 2,000 +0,707 2,833 +0,408%"
HIF1-a 1,333 +0,516 1,800 +0,447 2,667 +0,516%"
80OHdG 1,500 £0,548 1,800 +0,447 2,833 0,408 *"
TNF-a 2,600 +0,548 2,400 +0,548 3,000 +0,000°

% Derece 1 ile istatistiksel fark vardir (p<0,05), °: Derece 2 ile istatistiksel fark vardir (p<0,05)

3.3. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analizler sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 3.11°de verildi. Bu

analizlere gore;

MDA parametresinde deney gruplar arasinda anlamli farklilik yokken kontrol grubu ve
derece 3 tiimorler arasinda anlamli fark belirlendi. Yine kontrol grubu ve derece 1 ve

derece 2 timorler arasinda anlamli fark bulunamadi.

NO ve GSH parametrelerinde deney gruplarinin kendi aralarinda, kontrol grubu ve

deney gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu.

TAS ol¢iimlerinde deney gruplarinin kendi aralarinda, kontrol grubu ve derece 1 ve
derece 2 deney gruplar1 arasinda fark bulunamazken, kontrol grubu ile derece 3

timorler arasinda anlamli fark vard.

TOS ve OSI o6lgtimlerinde kontrol grubu ile tim deney gruplar1 arasinda anlamli fark

varken deney gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi.

CAT olgtimiinde kontrol grubu ile derece 2 ve derece 3 tiimorler arasinda fark yokken,

kontrol grubu ile derece 1 timdrler arasinda fark bulundu.
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Cizelge 3.11: Biyokimyasal analizlerin istatistiksel sonuglar1

Analizi Gergeklestirilen Deney Gruplar
Parametreler Kontrol Derecel Derecell Derece lll P
MDA 7,86 9,57 9,79 11,29 0,007
(nmol/mL) +0,29°  +1,26*°  +121%° +2,29"
NO 182,61 205,53 199,32 187,44 0,847
(umoINOx/L) 455,06  +42.91 +39,21 +47,98
GSH 109,58 109,85 109,25 110+3,89 0,889
(umol/L) +4,05 +3,25 +2,51
TAS 3,44 3,79 4,03 4,43 +0,73° 0,043
(mmol Trolox Equivalent/L — +0,62°  +0,47*®  +0,612°
TOS 40,17 108,92 110,65 129,53 0,000
(umol H,O, Equiv./L)  +15,86° 26,98  +21,82° +27,58"
oSl 12,11 29,29 27,35 29,83 0,000
(Arbitrary unit) +539% 49,34 +3,42° +7,49°
CAT 10,83 5,92 9,95 11,68 0,000
(U/L) +1,53° +1,35° +1,67° +2,77°

Veriler ortalama + standard sapma seklinde sunuldu (n=5-9). Ayni satirda bulunan deney gruplari verileri arasindaki istatistiksel
farklar, (p < 0,05) harflerle iist simge (**°) halinde ifade edilmistir.

1.3.4. Histopatolojik, immunohistokimyasal ve Biyokimyasal Analizler Arasindaki
Hiski

Oksidatif stres parametreleri olan MDA ve TOS ile OSI'nin ozellikle derece 3
tiimdrlerde kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli oldugu goriildii. Yine DNA’daki
oksidatif hasarin gostergesi olan 8OHdAG derece 3 tiimorlerde derece 1 ve 2 olanlara
gore farkliydi. Oksidatif stresin tetikledigi parametrelerden olan HIF-1a’nin derece 3
tiimorlerde daha yogun boyandig1 ve anlamli fark olustugu goriildii. Birbirini takip eden
parametrelerde HIF-1o’nin aktive ettigi VEGF’in yine derece 3 tiimorlerde daha yogun
oldugu belirlendi. Malignitelerde yiliksek oldugu bilinen iNOS parametresi agisindan
derece 3 tiimorlerin diger derecelere gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Timor
yangisint gosteren CD3 degerinde derece 3 ve derece 1 tiimdrler arasinda anlamli fark
varken yine yangi belirteclerinden biri olan NF-KB her bir grupta boyandi ve gruplar
arasindaki fark anlamli degildi. Yang1 parametrelerinden TNF-a derece 3 ve derece 2

timorler arasinda farkli bulundu.

Bu sonugclar 1s1g1nda oksidatif stresin derece 3 tiimdrleri daha yogun oldugu belirlendi.
Bu tlimorlerde diger derecelere gore anlamli olmasa da daha yogun bir antioksidan

cevap olustugu gortildii.
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4. TARTISMA

Meme tiimoérleri insanlarda oldugu gibi kedi ve kopeklerde de ¢ok sik karsilasilan ve
malignitesi ¢ok yiiksek tiimorlerdir. Bu sebepten son zamanlarda yapilan ¢alismalar,
insan ve hayvanlarda goriilen hastaligin sebeplerini ortaya ¢ikarmayi1 ve sebebe yonelik
tedavi gelistirmeyi amaglamaktadir.

Meme tiimori kedilerde en ¢ok teshis edilen tigiincii tip timordiir ve % 90’1 malign
karakterlidir (Dorn vd., 1968; Hayes vd., 1981; Nordin vd., 2017; Cassali vd., 2020;
Nascimento vd., 2020; Rosen vd., 2020; Zheng vd., 2020; Manoel vd., 2021; Moraes ve
Borges, 2021). Hastalik daha ¢ok disi kedilerde bildirilmistir ve siyam 1rki ve evcil kisa
tiyli kedilerde yatkinlik belirtilse de irk predispozisyonu gesitlilik gosterir (Hayes ve
Mooney, 1985; Ito vd., 1996). Kedi meme tiimorlerinin en ¢ok goriildiigii yas grubu
ortalama 10-12 yastir. FMC orta yas ve yash kedileri daha ¢ok etkilemektedir (Dorn
vd., 1968; Johnston vd., 2001; Kustritz, 2007). Bu ¢alismaya dahil edilen kedilerin
tamami digi olup, timoér belirlenen 17 kedinin 12’si tekir olarak belirlendi. Yine
calismaya dahil edilen kedilerin yas ortalamast 10,7 olarak bulundu. Bu bilgiler

literatiirlerle uyumlu olarak bulunmustur.

Kedilerin reprodiiktif durumu meme tiimorii etiyolojisinde rol oynayan en Onemli
etkenlerden biridir. Hastalik en ¢ok kisirlagtirtlmamis (Misdorp vd., 1991; Overley vd.,
2005) ya da 12 aylik yastan sonra kisirlagtirilmig kedilerde goriilmektedir (Overley vd.,
2005; Nordin vd., 2017). Bu ¢alismada kullanilan vakalarin hepsi ya kisirlagtiriimamis
ya da yetiskin yasta kisirlagtirilmis kediler oldugu i¢in buldugumuz sonuglar literatiirle

uyumludur.

Organizmada serbest radikal miktar1 artarsa ve organizma bununla basa ¢ikamazsa
oksidatif stres denilen durum ortaya ¢ikar. Bu durum da hiicrelerdeki lipit, protein ve
niikleik asitlerde yapisal degisikliklere sebep olur. Bu degisimler sonucunda kanser
dahil olmak iizere bir¢cok hastalik olusabilmektedir (Kang, 2002; Yoshikawa ve Naito,
2002; Ozer vd.,2019). Serbest radikaller lipidleri etkilediklerinde mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik etkilere sahip olanMDA sekillenir (Int. Kyn. 1, Mercan, 2004). Kanser
lizerine yapilan bir¢ok calismada da MDA diizeyleri kanserli dokularda yiiksek olarak
bulunmustur (Oztiirk vd., 2000). Meme kanseri ile yapilan ¢alismalarda, meme

kanserinin etiyolojisinde oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun énemli rol oynadigi
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ve bu hastalarda MDA seviyelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Jelic vd., 2021).
Yaptigimiz ¢aligmada MDA degerlerinin kontrol grubu ile derece 3 tiimdrlerde anlamli
farklilik gosterdigini belirledik. Bu sonug literatiirlerde belirtildigi gibi MDA nin kanser
gelisiminde rol oynayabilece8ini gostermistir fakat sonuglarin daha anlamli ve kesin
olabilmesi i¢in ¢aligmalarin ve 6rneklem biiyiikliigiiniin arttirilmasi gerekir. Yapilan bu
calismada total oksidan kapasitesindeki degisim gruplar arasinda anlamli degilken,

gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinda anlamli bulunmustur.

Total oksidan seviyesi oksidatif stresin toplam degerini verir. Yapilan bu ¢aligmada
TOS seviyesinin tiimor derecesi ile birlikte arttig1 gosterilmistir ve kontrol grubuna gore
de belirgin bir yiikseklik vardir. Bu sonuglar literatiirlerde (Zengin vd., 2022) belirtilen

oksidatif stres ve kanser/malignite bilgileri ile uyumludur.

Oksidatif stres indeksi de yine oksidatif stresin yiiksekligini gosteren bir parametredir
ve yapilan ¢alismada timor gruplar1 arasinda fark olmamasina ragmen kontrol grubu ile
olan anlaml fark oksidatif stresin kanser iizerindeki etkisini gosterebilmesi acisindan

degerlendirilebilecek bir parametredir.

Fizyolojik kosullarda NO post pubertal donemde meme bezi gelisimi i¢in ¢cok onemli
bir mediatordiir ve indiiktif kosullar altinda iNOS tarafindan sentezlenen yiiksek NO
seviyeleri antibakteriyal ve antitiimoral fonksiyonlara aracilik eder (Islam vd., 2012).
Dolayisiyla NO organizma i¢in hem yararli hem de zararli etkileri olan serbest bir
radikaldir (Islam vd., 2012; Derici ve Demirel-Yilmaz, 2017). Timdr anjiogenezisi,
vaskiiler tonus ve gegirgenlik {izerindeki etkileri ile tiimorlere kan akisina aracilik ettigi

bilinmektedir (Islam vd., 2012).

Kedi meme tiimorleri iizerine yapilan bu ¢alismada nitrik oksit seviyelerinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiimér gruplarinda da normal oldugu goriilmiistiir. INOS
seviyelerinde gruplar arasinda anlamhi fark oldugu i¢in NO seviyelerindeki benzerligin

nitrik oksitin antitiimoral etkisinden kaynaklanmasiyla aciklanabilir

Reaktif oksijen tiirlerinin organizmadaki hasarin1 yok etmeye c¢alisan mekanizmalar ise
antioksidan mekanizmalardir (Siileyman vd., 2018). Birgok kanser ¢alismasinda MDA
yiikselirken (Yariktas vd., 2003; Pande vd., 2011; Jelic vd., 2021) CAT ve GSH

enziminin diistiigiinii géstermektedir (Yariktas vd., 2003). Akciger kanserli hastalarda
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da timor dokusunda CAT enzimi distkligi bildirilirken bazi g¢aligmalarda ise
farkliliklar goriilmemektedir (Oztiirk vd., 2000). Meme kanseri iizerine yapilan
caligmalarda, meme timorlii hastalarda antioksidan savunma mekanizmalar1 (SOD,
CAT, GST ve GPx) zayif ve serbest radikal aktivitesi de yiiksek bulunmustur (Jelic vd.,
2021). Kedi meme tiimorleri lizerine yaptigimiz caligmada tiimdr derecesinin arttigi
dokularda CAT seviyesinin derece 1 tiimorlere gore yiiksek oldugu ve kontrol grubuna

gore anlamli farkliligin derece 1 tiimorlerde goriildiigi belirlendi.

Total antioksidan kapasitesi plazmadaki antioksidan molekiillerinden biiylik oranda
etkilenmektedir ve tiimorlii dokularda 6nemli derecede diisiik oldugu belirlenmis (Gupta
vd., 2012; Zowczak-Drabarczyk vd., 2013). Ancak meme kanseri alt gruplari arasinda
total antioksidan kapasitesinde Onemli degisiklikler olmadig tespit edilmistir
(Zowczak-Drabarczyk vd., 2013). Bu ¢alismada antioksidan cevabi gruplar arasinda
farklilik gostermemektedir. Bu sonug literatiir bilgisi ile uyumluyken kontrol grubuna
gore TAS seviyeleri en giiclii olan grup derece 3 tiimor grubu olarak belirlendi. Yiiksek
ROS seviyeleri apoptozisi destekledigi icin kanser hiicreleri metastaz sirasinda hiicre
Olimiinii engellemek amaciyla antioksidan kapasitelerini artirir (Ebrahimi vd., 2020).

Bu bilgi derece 3 tiimdrlerin TAS seviyelerinin yiiksekligini agiklamaktadir.

DNA'da oksidatif hasardan kaynaklanan metabolitlerden biri 8-hidroksideoksi
guanozindir. DNA'daki oksidatif hasarin yaygin bir {riinii ve oksidatif stresin ana
belirteci olan 8-OHdG meme tiimdrleri basta olmak iizere bir¢ok tiimor tipinde tespit
edilmistir (Yoshikawa ve Naito, 2002). Sundugumuz ¢alismada tim gruplarin pozitif
boyandig1 fakat derece 3 tiimdrlerin diger derecelere gore nispeten daha yogun
boyandig tepit edildi. Istatistiksel olarak da derece 3 tiimérler ile diger gruplar arasinda
anlaml fark oldugu belirlendi. Bu sonuglarin ge¢mis calismalarda bulunan sonuglar ile

uyumlu oldugu belirlendi.

Yanginin kanser gelisiminin en 6nemli bilesenlerdinden biri oldugu bilinmektedir ve
kanserin evre ve klinik gériiniimiinii etkiler (Diakos vd., 2014; Nascimento ve Ferreira,
2021). Birgok tiimoérde yangi hiicreleri, anjiogenezis, bilylime, tliimor hiicre migrasyonu,
doku yikim1 ve yeniden yapilanma basamaklarini desteklemektedir (Lorusso ve Riiegg,
2008). Yapilan caligmalar T lenfositlerin yanginin 6nemli regiilatorleri oldugunu ve

TMC’de toplandiklarina vurgu yapmaktadir (Carvalho vd., 2015). Yaptigimiz bu
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calisma T lenfositleri gosteren CD3 pozitifliginin timoér malignitesi arttirkca
yiikseldigini gostermistir. Derece 1 ve derece 3 tiimorler arasinda hem boyanma
yogunlugu hem de istatistiksel olarak belirgin bir fark goriilmiistiir. Timor maliginitesi
artttkca yangisal T lenfosit cevabinin arttigit da gosterilerek literatiirlerle uyumlu

bulunmustur.

NF-KB vyangisal cevapta 6nemli bir rol oynayan ve ayn1i zamanda yangi ile
tiimorigenezis arasindaki en onemli baglantilardan biri olan bir faktordiir. Bu faktor
apoptotik genleri aktive eder (Martins vd., 2016). Hemen hemen her hiicre tipinde
bulunur (Zinatizadeh vd., 2021). Ayrica 10 yas ve iizeri kopeklerde yiiksek NF-KB’nin
oksidatif stres ile pozitif korelasyonun bulundugu ve bunun doku hasar1 ve kronik yangi

ile iligkili oldugu gortilmistiir. (Martins vd., 2016).

Bu calismada NF-KB’nin tiim dereceli timorlerde pozitif sonug verdigi fakat 3. derece
olanlarda daha yiiksek yogunlukta boyandigi goriildii. Fakat gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Oksidatif stres ile pozitif korelasyonu oldugu
bilinen bu parametrenin TOS sonuglar1 ile de uyumlu oldugu goriildii. Bu bilgiler
1s181nda her iki yangi belirteci olan CD3 ve NF-K8 da birbiri ile uyumlu olarak bulundu.
Gruplar arasindaki benzerlik bu parametrenin hemen her dokuda bulunmasi ile

aciklanabilir.

INOS normal sartlarda organizmada bulunmayan bir faktordiir. Fakat yangi varliginda
makrofaj ve fagositler (Mandelker, 2008) tarafindan eksprese edilebilir.
Karsinogeneziste rol oynadig1 bilinmektedir (Derici ve Demirel-Yilmaz, 2017). Meme
kanseri dahil bir¢ok kanser tipinde iNOS ekspresyonunun arttigini ve ayni zamanda
yiiksek iNOS’un diisiik sag kalimla iliskili oldugu calismalar ile gosterilmistir
(Granados- Principal vd., 2015). Meme tiimorii olan kediler iizerinde yapilan bir
calismada karsinomlu kedilerin tamaminda %100 iNOS pozitifligi belirlenmistir (Islam
vd., 2012). Sunulan c¢alismada iNOS antikorunun tiim kesitlerde boyandigi ama
seviylerin derece 3 tiimorlerde ¢ok yogun oldugu goriilmiistiir. Bu yogunluk derece 3
tiimorler ile derece 1 ve derece 2 tiimorler arasinda istatistiksel olarak da gosterilmistir.

Bu veriler literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur.

Insanlarda meme kanserleri sistemik yangisal bir hastalik olarak kabul gérmektedir.

Hastalikta tiimoér ve timoér mikro c¢evresinde yangisal mediatorlerin arttig
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bilinmektedir. Bunlardan biri de TNF-a’dir (Aral vd., 2014). TNF-a apoptozis ve
yangisal siire¢lerde rol oynar. Tiimoral siirecte sadece tiimor nekrozuna degil tlimor
gelisimine de katki saglamaktadir. Az salinim1 kanser hiicrelerinin gelisimini arttirirken
fazla salindiginda ise apoptozis veya nekroza sebep olur (Isik vd., 2008). Calismada
TNF-o’nin tiim kesitlerde yogun olarak boyanmis fakat en yiiksek yogunlugun derece 3
timorlerde oldugu goriilmiistiir. Bu fark hem mikroskobik muayenede hem de
istatistiksel analizde belirlenmistir. TNF-o. genel olarak c¢alismalar arasinda fakli
sonuglar elde edilen bir parametredir ve standardizasyonu zordur. Yapilan bu ¢alismada
derece 2 tiimdrlerde en diisiik seviyenin belirlenmesi (istatistiksel olarak) diger
calismalarla skorlama farkindan ve derece 2 tiimoérlerde ¢alismaya dahil edilen diger

gruplara gore daha az sayida hayvan olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir.

Anjiogenezis solid tlimorlerin biiyiime, invazyon ve metastazi i¢in ¢ok Onemlidir
(Millanta vd., 2002; Carmeliet, 2005). Tiimorlerde anjiogenezisin anahtar mediatorii ise
VEGF’dir. VEGF ve VEGEF iliskili angiogenezis timor biiyiimesi ile iligkili nemli bir
faktoriidiir (Carmeliet, 2005). VEGF’in kedi ve kopek meme tiimorlerinde endotelyal ve
metastatik hiicrelerden salindigi bildirilmistir (Meuten, 2017). Yapilan bu ¢alismada
tim kesitlerin VEGF pozitif boyandig1 fakat malignite arttikca boyanma yogunlugunun
arttig1 goriilmiistiir. Istatistiksel veriler boyanma yogunlugunu desteklemektedir. Derece
1 ve derece 3 tlimorler arasinda belirgin bir fark vardir. Bu sonuglar kaynaklarda

(Carmeliet, 2005; Meuten, 2017) belirtilen sonuglarla uyumlu bulunmustur.

Mikro damar dansitesi de anjiogenezis yogunlugunu belirleyen bir dl¢iimdiir ve bir¢ok
tiimor tipinde 6l¢limii yapilmustir. Insan meme kanserlerinde bu degerin artmasinin
metastaz ile iligkisi oldugu bulunmustur (Millanta vd., 2002). Bu c¢alismada mikro
damar dansitesini degerlendirmek i¢in CD31 antikoru kullamildi. Tiim gruplar pozitif
boyanirken gruplar arasinda boyanma yogunlugu ve istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi. Millanta vd. (2002) farkli olarak bulunan sonuglarin gozlemciye bagli olarak
secilen vaskiiler sicak nokta alanlarinin sec¢imi, skorlama metotlarinin farkliliginin

sebep olabilecegi diisiiniildii.

Kanser hiicrelerini ¢evreleyen ortam oksijenden yetersiz, diisiik besin ve glikoz
seviyelerine sahiptir (Cuvier vd., 1997; Witz ve Levy, 2006). Kanser ortaminin hiposik

olmasini saglayan HIF-1a isimli, hipoksik kosullarda aktive edilen bir transkripsiyon
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faktorii sorumludur (Goonewardene vd., 2002; Brahimi-Horn vd., 2011). VEGF,
eritropoietin ve NOS HIF-1 tarafindan aktive edilir. Boylece HIF-1 anjiogenezise de
katilmis olur (Hanahan ve Folkman, 1996; Ruan vd., 2009; Finger ve Giaccia, 2010).
Meme kanserli hastalar iizerinde yapilan bir ¢calismada HIF-1o’nin yiiksek, sag kalimin
da aymi oranda diisiik oldugunu gostermistir (Bos vd., 2003). Hipoksik kosullarda
DNA’nin hasara karst onarim mekanizmalar1 diizgiin ¢alismaz (Bindra ve Glazer, 2005)
ve degisimler ¢cok daha agresif tipte tiimor olusumuna zemin hazirlar (Weber ve Kuo,
2012). Yapilan bu ¢alismada HIF-1a’nin derece 2 ve 3 kesitlerde daha yogun boyandigi
goriildii. Bu boyanma farklilig1 istatistiksel olarak da belirlendi. Derece 3 tiimoérlerde
digerlerine gore anlamli bir farklilik vardi. Bu bilgiler literatiirlerle uyumlu olarak

bulundu.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu caligmada malign kedi meme tiimdrlerive tiimor mikro ¢evresi ilizerine oksidatif
stresin etkisi ve organizmanin antioksidan savunma mekanizmalar1 degerlendirilmistir.
Bu c¢alisma bu konu iizerine iilkemizde kedi meme tiimdrleri ile yapilan en kapsamli

calismadir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar su sekildedir.

Calismaya 17 meme tiimorlii kedi dahil edildi. Histopatolojik olarak, bu kedilerin 6’s1
derece 1, 5’1 derece 2 ve 6’s1 derece 3 olarak belirlendi. Yirmi bir kedinin yas
ortalamasi 10,7 idi. Yaslar1 8-14 yas araligindaydi. Irk olarak en fazla tekir irki kedide
hastalik tespit edildi. Hastalik, kedilerin bazilarinda tek meme lobundayken bazi
kedilerde birka¢c meme lobunda hastalik belirlendi.

Derece 1 tiimdrlerin 5’1 tubuler adenokarsinom biri ise tubulopapillar karsinomdu.
Derece 2 tiimorler daha fazla cesitlilik gosteriyordu. Bu tiimoérlerin 3’ tubuler
adenokarsinom, 1’1 solid karsinom ve 1’ de tubulopapillar karsinom olarak
degerlendirildi. Derece 3 tiimorler ise 2’si solid, 1’1 papiller, 1°i tubulopapiller karsinom

ve 2’si tubuler adenokarsinom olarak belirlendi.

Oksidatif stres, tiimor olusumu ve timdr mikro ¢evresi arasindaki karmagsik etkilesim
ele alinacak olunursa yapilan bu ¢alismada oksidatif stres belirteglerinin (TOS, MDA ve
80OHAG) derece 3 timdorlerde digerlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda meme tiimorlerinde kilit tetikleyicilerden olan MDA ve 8OHdG’nin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmigtir. Timor yangisinin tiim gruplarda
oldugunun fakat derece 3 tiimorlerde daha fazla goriildiigii belirlenmistir. oksidatif
stresin direkt etkiledigi HIF-la yine maliginte arttikca daha yogun olarak
gdzlemlenmistir. Ozellikle HIF-1o’dan etkilenen VEGF degerinin malignite arttik¢a

HIF-1a ile dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglarin tiimii degerlendirildiginde yapilan bu c¢alisma literatiir bilgileri
tarafindan desteklenmekte ve ayni zamanda literatiirleri de desteklemektedir.
Tiirkiye’de kedi meme tiimori, tiimor mikro g¢evresi, oksidatif stres ve antioksidan

kapasiteyi de igeren en kapsamli ¢aligmadir.
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Sonug¢ olarak bu tez konusu altinda incelenen parametrelerin tiimorigenezdeki rolii
kanitlanmis ve bilinmektedir. Bu parametreler tiimér mikro c¢evresinde birbiri ile
baglantili ve tiimor olusumunu destekleyen parametrelerdir. Bu ¢alismada da 6zellikle
derece 3 tiimorlerde bu etkilesim belirgin olarak goriilmektedir. Alinan sonuglarin daha
kesin olabilmesi icin ve tedavi segenekleri olusturulabilmesi agisindan orneklem
biliylikliigli genisletilebilinir, cografi olarak daha fazla alanda c¢alisilarak 1rk

¢esitlendirilebilinir.
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