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TURKCE OZET

Diinya genelinde ve lilkemizde insanlarda ve hayvanlarda en yaygin ve en
onemli kanser tiirlerinden biri olan meme kanserleri maddi ve manevi olarak ciddi
kayiplara yol agmaktadir. Hastaligin erken teshis edilememesine ve tedavi siireclerinin
zorlu, pahali ve kesin sonu¢ vermemesine bagl olarak prognostik faktorler ve erken
teshis olduk¢ca oOnemli bir hal almaktadir. Bagisiklik sisteminin en Onemli
hiicrelerinden biri olarak gosterilen mast hiicreleri kanser dokularinda 6nemli derecede
arttiklari bilinse de olasi rolleri ve fenotipleri heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Tez
calismasinda deneysel yolla siganlarda olusturulan meme karsinomu ve kedi, kopek
dogal olarak meydana gelen meme tiimorii olgularinda mast hiicrelerinin bu bolgedeki
olas1 yerlesim yerleri, varliklarinin tespiti, olasi rolleri ve immunofenotipik 6zellikleri
incelenmistir. Calismada ayrica TNF-alfa, MMP-9 ve PCNA ekspresyonlari
incelenerek mast hiicreleri ile olas1 iligkileri sorgulanmistir. Deneysel olarak
olusturulan sigan ve kedi kdpek meme tiimorii olgularinda mast hiicrelerinin sayisi
normal meme dokusuna gore artis gosterdigi ve 6zellikle intratiimoral alanda ¢ok fazla
arttiklari, PCNA ekspresyonu ile negatif korelasyon gostererek mast hiicrelerinin
bolgede artmasinin muhtemelen canli i¢in iyi yonde bir etki gosterdigini
disiindiirmistiir. Bu bulgular 1s1ginda mast hiicrelerinin tiimor dokusunda 6nemli
roller iistlenebilecegi, prognostik acidan yararli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme karsinomu, mast hiicreleri, 7-12 DMBA, triptaz, kimaz
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INGILIiZCE OZET

Investigation of mast cells and their roles in experimentally induced mammary
carcinoma in rats and mammary tumors in cats and dogs

Breast cancer, which is one of the most common and important types of cancer
in humans and animals worldwide and in our country, causes material and spiritual
severe losses. Prognostic factors and early diagnosis become crucial since the disease
cannot be diagnosed early, and the treatment processes are difficult, expensive, and
inconclusive. Although mast cells are considered one of the most important cells of
the immune system and are known to increase significantly in cancer tissues, their
possible roles and phenotypes are not yet precise. In the thesis study, the possible
localization, presence, possible roles, and immunophenotypic characteristics of mast
cells in this region were investigated experimentally for both conditions; mammary
tumors in rats and naturally occurring mammary carcinomas in cats and dogs. In the
study, TNF-alpha, MMP-9, and PCNA expressions were also examined, and their
possible relations with mast cells were questioned. The number of mast cells increased
in experimental rat and cat dog mammary carcinomas cases compared to healthy
mammary tissues, and the increase was drastic especially in the intratumoral area;
having a negative correlation with PCNA expression suggested that the increasing
number of mast cells in the region probably showed a good effect on the living being.
In light of these findings, it was concluded that mast cells can play an essential role in
tumor tissue and can be beneficial in terms of prognostic.

Keywords: Mammary carcinoma, mast cells, 7-12 DMBA, tryptase, chymase
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1. GIRIS

Meme tiimorleri, kedi, kopek ve insanlarda yaygin olarak gozlenir ve meme
bezinden koken alirlar (Meuten, 2016). Kopeklerde rastlanan tiimérler arasinda en
yaygin timordiir ve tiim timorlerin yaklasik %50’sini olusturur (Canadas ve ark.,
2019). Kedi meme tiimorleri kedilerde gozlenen en yaygin 3.tiimdordir ve tim
timorlerin %17’sini olusturur (Dagher, Abadie, Loussouarn, Campone & Nguyen,
2019). insanlardaki meme kanseri, diinya ¢apindaki iilkelerin biiyiik ¢ogunlugunda
(154/185) kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanserdir ve kadinlarda teshis edilen
tim kanserlerin dortte birini temsil etmektedir (Bray ve ark., 2018). Mast hiicresi,
konak savunmasinda ve homeostatik yanitta 6nemli bir rol oynayan, ayn1 zamanda
alerjik reaksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli immiin aracili
bozukluklara katkida bulunan, dokuda yerlesik, dogustan gelen bir bagisiklik
hiicresidir. Mast hiicreleri, farkli insan kanser tiirlerinin timor stromasinda birikir ve
artan mast hiicre yogunlugu, tiimdr tipine ve evresine bagl olarak iyi veya koti
prognoz ile iligkilendirilmistir (Aponte-Lopez, Fuentes-Panana, Cortes-Munoz &
Munoz-Cruz, 2018). Timoér bolgelerinde mast hiicre birikimi uzun yillardir
bildirilmesine ragmen, bu hiicrenin tiimor gelisimine katkisi hakkinda hala tartigmalar
vardir (Aponte-Lopez ve ark., 2018). Meme tiimorleri ile mast hiicre arasindaki iliski
hala belirsizligini korumaktadir (Aponte-Lopez ve ark., 2018). Bir kisim arastirici,
meme kanserinde mast hiicre infiltrasyonunun anti-tiimoral etkisinden dolay1 olumlu
bir prognostik faktor olarak kabul etmislerdir (Amini ve ark., 2007; Dabiri ve ark.,
2004; della Rovere ve ark., 2007; Glajcar ve ark., 2017; Rajput ve ark., 2008; Sang,
Yi, Tang, Zhang & Huang, 2016). Diger bir kisim arastirici ise, meme kanserlerinde
mast hiicrelerinin bulunmasinin pro-tiimoral etkiye neden oldugunu ve olumsuz bir
prognostik faktér oldugunu belirtmislerdir (Aponte-Lopez ve ark., 2018; Carpenco ve
ark., 2019; Fakhrjou ve ark., 2016; Keser ve ark., 2017; Marech ve ark., 2014; Reddy
ve ark., 2019). Bu enzim mast hiicreleri icin spesifik bir belirteg (marker) olarak
kullanilmaktadir (Kannunken ve ark., 1997). Mast hiicre triptazlarinin malignite
gosteren tiimorlerde damar c¢evresinde bulundugu ve bu ylizden anjiyogenezisten
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (de Souza Junior ve ark., 2015).

Mast hiicre kimazi serin proteaz ailesine ait bir mast hiicre spesifik enzimdir

(Urata ve ark., 1990). Kimaz, birgok tiimorde anjiyogenezi indiiklemek i¢in dolayli



olarak hareket eder (de Souza Junior ve ark., 2015). Kimaz enziminin ayrica
timorlerde MMP-9'u aktive ettigi diisiiniilmektedir (de Souza Junior, Santana, da
Silva, Oliver & Jamur, 2015).

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF- alfa), birgok proinflamatuar ve immiin
diizenleyici aktiviteye sahip ¢ok islevli bir sitokindir (Bazzani & Beutler 1996).
Notrofiller ve monositler i¢in kemoatraktandir, mikrovaskiiler ge¢irgenligi arttirir ve
derinin T hiicrelerini, eozinofilleri ve mast hiicrelerini aktive eder (Paleolog, Delasalle,
Buurman & Feldman, 1994).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), hiicre dis1 matriks proteinlerinin ve
hiicre yilizey molekiillerinin  yikimlanmasindan sorumlu ¢inko  bagimli
endopeptidazlardir (Woessner, 1991). Timor bolgesinde bulunmalarinin  timor
hiicrelerinin invazyon ve metastazina neden oldugu bilinmektedir (K&hrmann,
Kammerer, Kapp, Dietl & Anacker, 2009). MMP’lerin yaklagitk 26 alt tipi
bulunmaktadir ve MMP-9 tiimér bolgesinde en ¢ok bulunanlardan biridir ve tip 1V
kollajenlerin ~ yikimlanmasina neden olarak tiimér metastazint  arttirdigi
diistiniilmektedir (Hawkes, Li & Taniguchi, 2010).

Proliferasyon indeksinde ¢ok kullanilan bir belirte¢ (marker) olan
Proliferasyon hiicre niikleer antijen (PCNA), son yillarda meme tiimdrlerinde
prognostik bir faktor olarak degerlendirilmektedir ve meme tiimorlerinde malignite
(kotii huy) kriteri olarak immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilmaktadir (Pena,
Nieto, Perez-Alenza, Cuesta & Castano, 1998; Santos ve ark., 2013; Carvalho, Pires,
Prada, Lobo & Queiroga, 2016).

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesi ve 6zel veteriner kliniklerine getirilen kopek ve kedi meme tiimorii siiphesi
ile teshis amacli olarak almmis olan meme dokular1 ile Bursa Uludag Universitesi
Deney Hayvanlar1 Birimi’nden alinan 6 haftalik disi siganlarda deneysel olarak 7-12
Dimetilbenzantrasen (DMBA) ile olusturulan meme tiimorii dokulart kullanilmistir.
Materyal olarak boyut, cap, dis baki gibi morfolojik 6zellikleri kaydedildikten sonra,
deneysel olarak olusturulan meme tiimorleri %4 paraformaldehit soliisyonu, dogal
yollarla olusmus ve uygun anestezi ve operasyon teknikleri ile kedi ve kdpeklerden

alinmis meme dokular1 % 10 formalin soliisyonu igerisinde tespit edilmis ve kontrol



olarak kullanilan saglikli meme dokular ile birlikte toplam 60 oOrnek iizerinde
calisiimustir.

S6z konusu drneklerde isaretlenmis horseradish-peroksidaz (HRP) polymer
teknigi ile yapilan immunohistokimya boyama ydntemi ile boyanan tiimdral dokulari
olusturan hiicrelerde triptaz, kimaz, TNF-a, MMP-9 ve PCNA belirteglerinin,
ekspresyon (salinim) oranlar1 ve bunlara ek olarak mitotik indeks ve kimaz triptaz
sayilar1 belirlenerek hem birbirleri ile mast hiicre arasindaki iliski hem de tiirler
arasindaki farkliklar karsilagtirilmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda elde edilen
bulgularn;

-Sican, kedi ve kopek meme tiimoérlerinde, mast hiicre sayilarinin ve immun
fenotiplerinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi, graniile-degraniile mast hiicre
sayilarinin meme tiimorlerinde belirlenmesi ve karsilastirilmast ve peritiimdral-
intratiimoral mast hiicrelerinin sican, kedi ve kdpek meme tiimoérlerinde sayilarinin
karsilastirilmasi,

-MMP-9, TNF- o ekspresyonlarinin sigan, kedi ve kopek meme tiimorlerinde
ekspresyonunun belirlenmesi ve mast hiicre ile iliskilendirilmesi,

-PCNA ekspresyonu ile mitotik indeksi degerlendirerek meme tiimorlerinde prognoz
ile malignitenin belirlenmesi ve mast hiicre sayisi ile iliskilendirilmesi,

-Meme tiimorlii hastalarda mast hiicrelerinin anti-tiimdral veya pro-tiimoral etkisinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Bezinin Embriyolojisi

Meme bezleri, deri alti apokrin ter bezlerinin yaklasik 300 milyon yil 6nce
evrimlesmesiyle sekillenen epidermal uzantilardir ve yalnizca memeli hayvanlarda
bulunurlar (Benavente, Bianchi, & Aba 2016; Meuten, 2016; Oftedal, 2002; Sorenmo,
Rasotto, Zapulli, & Goldschmidt, 2011). Bu bezler benzersiz anatomik yapisi ile yeni
doganlar igin siit salgilarlar ve yeni doganlarin beslenmesi ile pasif immiinitesinde
onemli rol oynarlar (Meuten, 2016; Oftedal, 2002; Sorenmo ve ark., 2011). Meme
gelisiminin insan ve hayvanlarda embriyonik, pubertal ve reprodiiktif donem olmak
lizere 3 ana asamasi bulunur (Macias & Hinck, 2012). Meme bezleri, fibrovaskiiler ve
yagdan zengin stroma ile ¢evrili bir kanallar sistemidir. (Sorenmo ve ark., 2011).

Kedi ve kopeklerde embriyonik donemde meme bezleri, iki hiicresel
bilesenden olusmaktadir ve bunlar sirasiyla ektoderm ve mezodermdir (Macias &
Hinck, 2012). Erken embriyonik dénemde meme bezleri ventrolateral ektodermde
gozlenebilen ve mezoderm tarafindan desteklenen iki lineer kalinlagma veya ¢ikinti
(st veya meme cizgileri olarak da adlandirilir) olarak goriiniir (Meuten, 2016;
Sorenmo ve ark., 2011). Bu ektodermal hiicreler, aksiller bolgeden inguinal bolgeye
uzanan meme ¢izgileri boyunca go¢ ederler ve sonradan her birinin bireysel birer
meme bezine doniisecegi plakodlara birlesirler (Macias & Hinck, 2012; Meuten, 2016;
Sorenmo ve ark., 2011). Plakod olusumu, ektodermin epitel hiicreleri ile mezodermin
mezenkimal hiicreleri arasindaki birkag sinyal yolunu igeren karmasik bir etkilesimdir
(Sorenmo ve ark., 2011). Daha sonra buradaki epitel hiicreleri meme tomurcugunu
olusturmak i¢in alttaki mezenkime dogru biiyiiyen kat1 bir hiicre kordonu olusturur
(Meuten, 2016; Sorenmo ve ark., 2011).

Dogum sirasinda meme bezleri ilkel bir kanal sistemidir ve tam olarak
gelismemiglerdir (Macias & Hinck, 2012; Meuten, 2016). Pubertada, meme gelisimi
ovaryumdan Ostrojen salinimi ile baglamaktadir (Navarrete ve ark., 2005; Potten ve
ark., 1988; Sorenmo ve ark., 2011). Ostrojen, kanallarin terminal uglarinda, terminal

u¢ tomurcuklarinin olusumu ile hiicre ¢ogalmasi meydana getirir.



Gebeligin baslamasi ve progesteron diizeylerinin yiikselmesi ile loblarin
kanal sistemi uzar ve dallanir boylece biiyime gerceklesir. Kanallar, meme bezinin
salg1 birimleri olan (lobuloalveolar birim) alveolleri gelistirerek ¢oklu lobiillere yol
acar. Memelilerde, alveollerde laktasyon i¢in siit sentezleme ve salgilama yetenegine
sahip karmasik lobiiller ve 6zel epitel hiicreleri olusturmak i¢in hamilelik sirasinda tam
meme epitel olgunlasmasi meydana gelir. Prolaktinin etkisi altinda, presekratuvar
alveolar hiicreler sekratuvar alveolar hiicrelere doniisiirler. Bu nedenle, dogumda,
meme bezi bir kanal-lobiil-alveolar yapidan olusur, bu sayede tubuloalveolar iinitenin
tiriinleri, kanalciklar yolu ile kanallara buradan da meme siniislerine taginir (Jindal ve
ark., 2014; Sorenmo ve ark., 2011).

Gebelik ve laktasyon sonrasi ise meme epitelleri kollabe olurlar meme ag1
gebelikten onceki donemdekine benzer sekilde gozlenir. Bu genisleme ve gerileme
Ozelligi insan ve hayvanlarda ¢oklu gebeliklerde ortaya ¢ikar bu da memenin epitel
hiicrelerinin 6nemli Olgiide yenilenme yetenekleri oldugunu gosterir (Arendt &

Kuperwasser, 2015; Jindal ve ark., 2014).

2.2. Meme Bezinin Anatomisi

Bazen 4 veya 6 ¢ift meme lobu goriilmesine ragmen ¢ogu kopekte, iki ¢ift
torasik (M1 ve M2), iki c¢ift abdominal (M3 ve M4) ve bir ¢ift inguinal (M5) olmak
izere 5 ¢ift meme lobu bulunmaktadir (Silver 1966). Kedilerde ise genellikle 4 ¢ift
meme lobu bulunmaktadir. Bunlar; kraniyal ve kaudal torasik meme ¢ifti (T1-T2) ile
kraniyal ve kaudal abdominal meme ¢iftleridir (A1-A2). Bazen kedilerde 5. ¢ift meme
lobu bulunabilir (Meuten, 2016; Silver 1966; Sorenmo ve ark., 2011). Kedi ve kdpek
meme bezinin anatomik ve lenfatik drenajinin sematize edilmis hali Sekil 2-1 ve Sekil

2-2’ de verilmistir.
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Sekil 2-1: Kopeklerde meme bezlerinin anatomisi ve bu bezlerin lenfatik drenajinin sematize edilmis
gosterimi (Ewans & Christensen, 1993)
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Sekil 2-2: Kedilerde meme bezlerinin anatomisi ve bu bezlerin lenfatik drenajinin sematize edilmis
gosterimi (Gimenez, Hecht, Craig & Legendre, 2010)



2.3. Meme Bezinin Histolojisi

Histolojik olarak meme basini hem kedi hem képekte epidermis orter (Banks,
1986; Meuten, 2016; Sorenmo ve ark., 2011). Kdpeklerde dermiste, adneksiyal
yapinin ¢ogu bulunmamasina ragmen kedilerde kil folikiilleri ve genis yag bezlerine
ve apokrin bezlere rastlanir (Meuten, 2016). Meme basi ylizeyine agilanlar, stratifiye
skuamoz epitel ile kaplanmis ve genellikle liimenleri i¢inde bir keratin tikaci bulunan
meme kanallaridir. Bunlarin etrafin1 da diiz kas sfinkterleri sarmigtir (Sorenmo ve
digerleri, 2011). Meme kanali, dista fusiform miyoepitelyal hiicreler bulunan ¢ift katl
kolumnar epitel ile doseli meme basi siniisiine acilir. Meme basi siniisiine bosalan
kanallar; daha biiyiik kanallar ¢ift katli kiiboidal epitel ile kaplanir ve fusiform
miyoepitelyal hiicrelerle ¢evriliyken, daha kiigiik kanallar tek katmanl kiiboidal epitel
ve fusiform miyoepitelyal hiicrelere sahiptir (Pena ve ark., 2014; Rehm, Stanislaus &
Williams 2007; Santos, Marcos & Faustino, 2010; Sorenmo ve ark., 2011). Sekratuvar
olmayan alveoller kiiglik kanallar ile ayn1 yapiya sahiptir. Sekratuvar alveoler hiicreler
kiiboidalden kolumnara degisen ve alveoler liimende degisken miktarlarda hiicreler
aras1 yag damlaciklaria sahiptirler. Alveollerin etrafi sepet benzeri bir yapida yildiz
seklindeki miyoepitelyal hiicreler ile ¢evrelenmistir. Képek meme bezleri hormon
bagimli bir organ oldugu i¢in histolojik goriiniim siklik aktivite boyunca farkliliklar
gosterebilir (Pena ve ark., 2014). Meme bezi epiteli, esas olarak tip 4 kollajen, laminin,
nidojen ve heparin siilfat proteoglikandan olusan siirekli bir bazal membran ile
cevrilidir. Normal luminal epitel ve miyoepitelyal hiicreler bazal membrani, 6zellikle
laminin 1'in alfa 3 ve alfa 5 zincirlerini biriktirir, ancak sadece miyoepitelyal hiicreler
alfa laminin 1 zincirlerini biriktirir. Meme bezlerinin epitel bilesenleri embriyonik
mezodermden kdoken alan mezenkimal hiicreler ile desteklenir. Bunlar bag doku, kan
damarlari, sinirler ve lenfatiklerdir. Stromal dokuda histiyositler, mast hiicreleri ve
lenfoid hiicreler bulunurlar. Bag doku iki alt bilesenden olugmaktadir; intralobiiler
kanallar1 ¢evreleyen intralobiiler bilesen, daha genis bir hiicre dis1 matriks ile ¢evrili
daha ince kollajen liflerinden olusurken, lobiilleri ayiran interlobiiler bilesen, daha az
hiicre dis1 matriks ile daha biiytik kollajen liflerine sahiptir (Meuten, 2016; Sorenmo
ve ark., 2011).



2.4. Disi Kopeklerde Meme Tiimorii

2.4.1. Kopek Meme Tiimoérii Giris

Meme tiimorleri disi kopeklerde en sik gozlenen tlimordir ve kopeklerde
gozlenen tiim tiimorlerin %13,4’tint disi kopeklerde gbzlenen tiim tiimorlerin ise
%41,7’sini olusturmaktadir (Dorn, Taylor, Schneider, Hibbard & Klauber 1968;
Meuten, 2016; Sorenmo 2003). Kopek meme tiimorlerinin % 41-53’{iniin malignant
karakterdedir (Brodey, Goldschmidt & Roszel, 1983). Vascellari ve arkadaslariin
(2016) 2359 meme tiimori dokusu ile yaptig1 bir calismada bu dokularin %60°1
malignant karakterde bulunmustur (Vascellari ve ark., 2016). Burrai ve arkadaslari
(2020) 1866 kopek meme dokusunu incelemis ve bunlarin 867 tanesinin (%46.5)
benign, 999 tanesinin ise (%53.5) malignant karakterde oldugunu belirtmislerdir

(Burrai ve ark., 2020).

2.4.2. Kéopek Meme Tiimérii Insidensi

Kopeklerde meme tiimdrlerinin insidensi, yillik 100.000 kopekte 198-622,6
arasinda degistigi bildirilmistir (Bostock 1986). Dorn ve arkadaslart (1968),
Amerikada insidensin y1illik 100.000 képekte 257.7 oldugunu sdylerken (Dorn ve ark.,
1968), Isvegte yapilan bir ¢alismaya gore, bu iilkedeki oran 10.000 kdpekte 111°dir
(Egenvall ve ark., 2005). Yine Ingiltere’de yapilan bir ¢alismaya gore disi kopeklerde
meme timoriiniin yillik insidensinin 100.000 kopekte 255 oldugu gozlenmistir
(Dobson, Samuel, Milstein, Rogers & Wood, 2002). Vascellari ve arkadaslart (2016)
Italyada y1llik insidansin 100.000 kdpekte 250 oldugunu bildirmislerdir (Vascellari ve

ark., 2016).

2.4.3. Kopek Meme Tiimorlerinde Risk Faktorleri

Ko6pek meme tiimorlerinin etiyolojisi tam olarak bilinmesede epidemiyolojik,
klinik, histolojik ve molekiiler faktorler cogu meme timori i¢in Onemli risk
faktorleridir. (Benaventere ve ark., 2016; Burrai ve ark., 2020; Meuten, 2016; Sleeckx,
de Rooster, Kroeze, Van Ginneken & Van Brantegem, 2011; Sorenmo 2003, Sorenmo



ve ark., 2011; Vascellari ve ark., 2016). Baslica epidemiyolojik risk faktorleri de yas,
irk, hormonal ve gebelik durumu, genetik ve nutrisyonel faktorler olmak iizere
smiflandirilabilir (Benaventere ve ark., 2016; Burrai ve ark., 2020; Meuten 2016;
Sleeckx ve ark., 2011; Sorenmo 2003; Sorenmo ve ark., 2011; Vascellari ve ark.,
2016).

2.4.3.1. Yas

Kopeklerde genellikle 6 yas itibari ile meme tiimorii gézlense de en ¢ok
goriilen yasin 9-11 yaslar arasinda oldugu bildirilmistir (Meuten, 2016; Pastor ve ark.,
2018; Sorenmo ve ark., 2009; Zatloukal ve ark., 2005). 2020 yilinda Burrai ve
arkadaslar1 tarafindan 1866 kopekte yapilan bir calismada kopeklerde en ¢ok meme
timori gozlenme yas1 9.20 + 2.63 yas oldugu bulunmustur (Burrai ve ark., 2020).
Genelde 7 yasindan kiiglik kopeklerde koti huylu meme tiimorii nadiren
gbzlenmektedir. (Perez Alenza, Pena, del Castillo & Nieto, 2000) 7 yasin altindaki
kopeklerde iyi huylu, 7 yasindan biiyiik kopeklerde ise kotii huylu meme tiimorleri
gozlenmesine ragmen yapilan c¢alismalarda 1rk, disardan hormon kullanimi gibi
nedenlerden dolay1 7 yasindan kiigiik kopeklerde de kotii huylu meme tiimorleri
gozlenebildigi anlasilmistir (Meuten, 2016; Perez Alenza, 2000). Salas ve
arkadaglarinin 2015 yilinda yaptig1 bir calismada en yaygin yas grubu 9-12 yas
cikarken bunu 5-8 yas arasi takip etmistir ve bu iki yas grubu tiim grubun %70’ini
olusturmaktadir (Salas, Marquez, Diaz & Romero, 2015). Burrai ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada ise kopek meme tiimorii vakalarinin %85’inde olusum yasinin 5-

12 yaglar arasinda oldugu bildirilmistir (Burrai ve ark., 2020).

2.4.3.2. Irk

Kopek meme tiimorlerinde yiiksek riskli irklar, yapilan c¢aligmalara ve
cografik bolgelere gore degiskenlik gdstermektedir (Egenvall ve ark., 2005). Biiyiik
ik kopeklerde kiigiik 1rk kopeklere gore daha fazla gozlendigi bildirilmistir (Itoh ve
ark., 2005). Dorn ve ark. yaptig1 bir ¢alismada (1968) saf 1irk kopeklerde melez 1rk

kopeklere oranla daha cok meme tiimorii gézlendigi saptanmistir (Dorn ve ark., 1968).



Zatloukal ve arkadaglarinin (2005) meme tiimorleri ile ilgili yaptig1 bir calismada 134
hayvandan 29 tanesi Poodle 1rki, 26 tanesi Dachshunds irki ve 14 tanesi Cocker
Spaniel, 1rk1 kdpekler oldugu belirtilmistir (Zatloukal ve ark., 2005). Yine Isvecte
yapilan bir ¢alismaya gore Leonberger, Irish wolfhund, Doberman, Welsh Terrier ve
Ingiliz Springer Spaniel k1 kdpeklerde riskin arttig1 bildirilmistir (Jitpean ve ark.,
2012). Arjantinde yapilan ¢aligmada ise English Cocker Spaniel, Pekinez ve Alman
coban 1rki kopeklerde riskin arttigir gézlenmistir (Benavente ve ark., 2016). Pastor ve
arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 858 meme tiimorii teshisi koyulan
disi kopegin %64,32’sinin saf irk oldugu bildirilmistir (Pastor ve ark., 2018). Aym
caligmada meme timorii gozlenen kopeklerde %14,1 oranla en riskli ik Golden
retriever iken bunu %11.4 ile av kopekleri ve %10.1 ile Pinscher 1rk1 kdpekler takip
etmektedir (Pastor ve digerleri, 2018). Salas ve arkadaslarinin (2015) 1917 koépek
meme timorii dokusu tlizerinde yaptiklari bir ¢aligmaya gore, meme tiimorlerinin en
sik kiiciik 1rk kopeklerde (%48.4) kiiciik irk kopekler arasinda da en sik Poodle (%
18.1), Cocker (% 15.5) ve Maltese 1rki kopeklerde (%4.1) oldugunu gdstermistir (Salas
ve ark., 2015). Kiigiik 1tk kopekleri % 29.1 ile orta boy kopek 1rklari takip ederken en
az gozlenen 1rk ise biiylik 1rk kopek grubu olmustur (Salas ve ark., 2015). Burrai ve
arkadaslarinin son yillarda yaptigir bir calismada ise (2020) 1866 meme timori
dokusundan 1142 tanesinin (%61) saf irklarda, 724 tanesinin ise (%39) melez irklarda
oldugu ve en yaygin gozlenen irkin ise %7.91 ile Alman Coban kopegi 1rki oldugu

bildirilmistir (Burrai ve ark., 2020).

2.4.3.3. Hormonal Faktorler

Kopek meme tiimorlerinin gelisiminde risk faktorleri arasinda en yaygin ve
ana rol hormonal faktordiir (Perez Alenza ve ark, 2000). Hormonal faktdrler arasinda
ozellikle Ostrojen ve progesteron olmak iizere ovaryan hormonlar anahtar rol
oynamaktadir (Benavente ve ark., 2016). Ostrojen ve progesteron reseptdrleri meme
timorlii dokularda identifiye edilmesine ragmen normal meme bezi ve benign
karakterdeki tiimorlerde malignant karakterdeki tiimorlere gore daha fazla bulunur
(Donnay, Rauis, Devleeschower, Wouters-Ballman, Leclerq & Verstegen, 1995;

Mialot, Sndre, Martin, Cotard & Raynaud, 1982) Bu hormonlar meme
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karsinogenezisin erken sathalarinda hedef hiicreler iizerinde etki gosterirler, fakat
sonraki evrelerde uyarici etkilerini kaybederler (Perez Alenza ve ark., 2000). Bu
hormonlarin yanisira epidermal biliylime faktori (EGF), transforme edici biiyiime
faktorii (TGF), diger biiylime faktorleri ve paratiroid iliskili protein (Okada ve ark.,
1997) normal ve neoplastik meme dokularinin gelisiminde rol oynayabilir (Alenza ve
ark., 2000; Benavente ve ark., 2016; Nerurkar ve ark., 1987; Rutteman, Foekens,
Blankstein, Vos & Misdorp, 1990;). EGF ve TGF’ler kopek meme tiimorlerinde
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin varligi ile iliskilidir ve malignant karakterdeki
timdrlerde EGF ve Ostrojen reseptor ekspresyonu arasinda dogrudan bir korelasyon
bulunmustur (Alenza ve ark., 2000; Donnay ve ark., 1996). Endojen progesteron ve
sentetik progestinler, kopeklerde tiimdral ve normal meme bezlerinde biiyiime
hormonunun (GH) lokal iiretimini artirmaktadirlar (Selman, Mol, Rutteman, Van
Garderen & Rijnberk, 1994; van Garderen ve ark., 1997). Biiylime hormonu (GH)
Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) konsantrasyonunu artirir bu biiyiime faktorii
de meme hiicre proliferasyonunu ve lokal biiyiime faktorlerinin iiretilmesine neden
olarak tiimor gelisimine katkida bulunur (Benavente ve ark., 2016; Queiroga ve ark.,
2008). Son galismalarda prolaktin hormonunun da képek meme tiimérii gelisiminden
sorumlu oldugunu ve prolaktin reseptorlerininde bazi meme tiimorlerinde
bulunmasina ragmen rolii heniiz tam olarak bilinmedigini ortaya koymustur
(Benavente ve ark., 2016; Rutteman, 1990). Yapilan bir calisma, meme tiimorlii disi
kopeklerin saglikli olanlardan daha yiliksek serum prolaktin seviyelerine sahip
oldugunu ve meme dokusundaki prolaktin seviyelerinin benign (iyi huylu) karakterli
meme tlimorleri ve normal meme bezine gore daha yiliksek oldugunu, bununda
neoplastik meme dokusunun bir prolaktin kaynagi olabilecegini gostermistir
(Queiroga ve ark., 2005). Michel ve arkadaslar1 tarafindan (2012) yapilan bir
caligmada ise malignant karakterdeki meme tiimorlerinde benign karakterde olanlara
gore daha az prolaktin reseptorii oldugu bununda tiimér diferansiyasyonuna bagh
olabilecegi bildirilmistir (Michel ve ark., 2012). Schneider ve arkadaslarinin 1969
yilinda yaptig1 bir caligmaya gore disi kopeklerin kizginlia gelmeden once
kisirlagtirilmasi sonrast meme tiimorii olugsma ihtimali %0.5 iken bir Gstrus siklusu
gosterdikten sonra kisirlagtirilmasi sonucu bu oran %8’e, iki Ostrus siklusu

gosterdikten sonrast kisirlastirilmast sonucu bu oran %26’ya yiikselmektedir
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(Schneider, Dorn & Taylor, 1969). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada 1866 meme
tiimdrii dokusunun 1556 tanesinin (%83.39) hi¢ kisirlagtirllmamis kdpeklerde oldugu
bildirilmistir (Burrai ve digerleri, 2020). Hormonal olarak bir diger risk faktoriide
disardan kullanilan sentetik hormonlardir (Perez Alenza ve ark., 2000). Kizginlig
baskilamak ve yalanci gebelik tedavileri i¢in kullanilan &strojen ve progestin
(Medroksiprogesteron asetat) kombinasyonlari meme timoérii olma olasiligini

arttirdig1 bilinmektedir (Rutteman 1990; Zanninovic & Simcic 1994)

2.4.3.4. Gebelik

Bir diger 6nemli risk faktorii olan gebelik, ilk gebelik yasinin 6nemli oldugu
(Meier-Abt & Bentires-Alj, 2014) ve 6strus siklusundaki diizensizliklere neden
oldugundan bahsedilse de (Schneider ve ark., 1969) bazi yazarlar bunlarin 6nemli bir
risk faktorii olmadigi gortisiindedirler (Theilen & Madewell 1987). Fakat, insanlar ve
deney hayvanlar1 {lizerinde yapilan son caligmalarda 25 yas ve iizeri kadinlarda
dogumdan hemen sonra meme kanseri riski gegici olarak artsa da gebeligin uzun
vadede giiclii bir sekilde veya dmiir boyu meme kanseri iizerinde koruyucu bir etkisi
vardir (Abt & Bentires-Alj, 2014; Albreksten, Heuch, Hansen & Kvale, 2005;
McMahon 1970). Yine ayni sekilde yalanci gebeligin meme timori tizerinde risk

faktorii olup olmadigi tartigmalidir (Brodey, Fidler & Howson, 1966).

2.4.3.5. Diyet

Insanlarda oldugu gibi disi kdpeklerde de meme tiimériine diyet ve viicut
kitlesinin neden olmasi1 son derece olasidir (Alenza ve ark., 2000; Salas ve ark., 2015).
Sonnenschein ve arkadaslar tarafindan (1991) yapilan genis kapsamli bir ¢aligmada
diyet, viicut yapis1 ve meme tiimorii arasindaki risk arastirilmis ve kontrol kdpeklerine
kiyasla 9-12 aylik iken zayif kopeklerde meme tiimorii gelistirme riskinin 6nemli
Olciide azaldig1 gozlenmistir (Sonnenschein, Guckman, Goldschmidt & McKee,
1991). Perez-Alenza ve arkadaslarmin 1998 yilinda yaptig1 bir ¢alismada obezitesi
olan kopeklerde meme tlimori riskinin arttign bildirilmistir (Perez Alenza, Rutteman,

Pena, Beynen & Cuesta, 1998).Yine Lim ve arkadaslar1 tarafindan (2022) obez
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kopekler tizerinde yapilan bir ¢alismada ise obez kdpeklerin meme tiimdrii agisindan
hem daha riskli oldugu hem de gézlenen meme tiimoriiniin daha yiiksek histolojik
dereceye (grade), daha yiiksek Ki67 ekspresyonuna sahip oldugu ve daha malignant
oldugu gozlenmistir (Lim ve ark., 2022). Yine insanlarda yapilan ¢alismalara gore
obez kadinlarin obez olmayan kadinlara gére meme tiimorii acisindan daha riskli
oldugu bulunmustur (Carmicheal 2006; Cleary & Grossmann 2009; Trentham-Dietz
ve ark., 2000). Diyet, yag ve hormonlar bir araya geldiginde bu faktorler genomik
hasar yoluyla meme kanserini indiikler veya tesvik eder. Steroid reseptorlerine
baglanan belirli yag metabolitleri, DNA transkripsiyon fonksiyonlarini yiikseltip
azaltabildiginden, diyetteki yag ve kanser arasindaki iliski cok karmasiktir. Adipositler
onemli testosteron kaynaklari ve dolayisiyla dstrojen sentezi oldugundan, viicut yag
birikintileri hormonal dengeyi de degistirebilir. Androjenin 6strojene doniistimii viicut
kiitlesi ve viicut yag derecesi ile orantil olabilir (Cleary & Grossmann 2009; Salas ve
ark., 2015).

2.4.4. Kopek Meme Tiimérlerinde Prognostik Faktorler

Kopek meme tiimorlerinde prognozu ve ortalama yasam siiresini etkileyen
bir¢cok faktor bulunur. Tiimoérlerin 3 cm ¢apindan biiyiikk olmasi, hizli ve invazif
biiytimesi, deride {ilserasyonlarmn sekillenmesi, lenf nodu tutulumu ve uzak
metastazlarin varlig1 hastalarda kotli prognozdan sorumlu oldugu bilinmektedir
(Hellmen ve ark., 1993; Yamagami, Kobayashi, Takahashi & Sugiyama, 1996; Perez
Alenza, Pena, Nieto & Castano, 1997; Ferreira, Bertagnolli, Cavalcanti, Schmitt &
Cassali, 2009). Malignant tiimorlerde, sarkomalar koti huylu iken; karsinomlar
arasinda anaplastik ve solid karsinomlarin, papillar, tiibiiler veya in situ karsinomlara
gore daha diisiik ortalama yasam siiresine sahip olduklar1 bilinmektedir (Hellmen ve
ark., 1993; Misdorp, Else, Hellmen & Lipscomb, 1999). Képek meme tiimorlerinde
histolojik grade sistemi kullanilmaktadir ve prognostik olarak bir 6neme sahiptir. Bu
sistem tiibiil yapisi, mitotik aktivite ve ¢ekirdek sekillerinin farklilasmasina goére 3
kriteri bulunur (Goldschmidt, Pena, Rasotto & Zappulli, 2011; Karayannopoulou,
Kaldrymidou, Constantinidis & Dessiris, 2005). Grade I tiimorler iyi diferensiye

olarak isimlendirilir ve prognoz daha iyi oldugu bilinmektedir. Grade II tiimorler orta
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diferensiye ve grade III tiimorler kotii diferensiye olarak isimlendirilmekte ve kot
prognoz oldugu diisiiniilmektedir (Goldschmidt ve ark., 2011; Karayannopoulou ve
ark., 2005). Ki-67 ve PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) hiicre proliferasyon
belirteci olarak bilinir, hiicre boliinme siklusu ile iliskilidir ve yiliksek oranda
boliinmesi kdpek meme tiimorlerinde metastaz sekillenme olasiliginin arttirdigini ve
ortalama yasam siiresini azalttig1 bildirilmistir (Pena ve ark., 1998; Santos ve ark.,
2013). Kopeklerde kedilerden farkli olarak siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonunun
Human Epidermal Growth Factor 2 (HER2) ekspresyonunu arttirdigi ve bu yiizden
prognozu kétiilestirdigi belirtilmistir (Millanta ve ark., 2006). COX-2 ile ilgili yapilan
son ¢alismalar, COX-2 ekspresyonunun lenf nodu metastazlari, uzak doku metastazlari
ve diisiik ortalama yasam siiresi ile iliskili oldugunu gostermistir (Lavalle, Bertagnolli,
Tavares & Cassali, 2009; Queiroga, Pires, Lobo & Lopes, 2010). Insanlarda son
yillarda yapilan c¢aligmalar, Ostrojen alfa reseptor ekspresyonu gozlenen meme
tiimorlerinin gozlenmeyenlere gore daha iyi bir prognoza sahip oldugu bulunmustur
(Platet, Cathiard, Gleizes & Garcia, 2004). Kopek meme tiimorlerinde de son yillarda
yapilan c¢alismalar diisiik Ostrojen alfa reseptoriine sahip tiimorlerde deri
iilserasyonlarinin, lenf noduna yayilimin ve uzak doku metastazini arttirdigin1 bu
ylzden Ostrojen alfa reseptor ekspresyonunun varliginin iyi prognoza neden oldugu
bildirilmistir (de las Mulas, Millan & Dios 2005; Nieto ve ark., 2000). Kopek meme
timorlerinde kullanilan bir diger prognostik belirteg progesteron ekspresyonudur ve
progesteron ekspresyonu olan kopeklerde ortalama yasam siiresinin uzadigi
bildirilmistir (Chang ve ark., 2009). HER2 asir1 ekspresyonu, bazi arastiricilar
tarafindan kopek meme tiimorlerinde kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (de las
Mulas, Ordas, Millan, Fernandez-Soria & Cajal, 2003; Dutra, Granja, Schmitt &
Cassali, 2004). Fakat Ressel ve arkadaslarmin (2013) yilinda yaptig1 bir ¢aligmada
HER-2 asir1 eksprese eden karsinomlu kopekleriny HER2’yi1 asir1 eksprese etmeyen
karsinomlu kopeklere oranla daha kotii bir prognoza sahip olmadigimi belirtmistir
(Ressel ve ark., 2013). Kopek meme tiimorlerinde p53 gen mutasyonunun belirgin bir
sekilde ortalama yasam siiresini kisalttig1 bildirilmistir (Lee ve ark., 2004; Wakui ve

ark., 2001).
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2.4.5. Kopek Meme Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

Bazi klinik bulgular (hizl1 biiylime, tiimoriin boyutu, iilserasyon veya deriye
veya daha alt dokulara yayilim gibi) meme tiimorlerinin iyi veya kotii oldugunun
anlasilmasi i¢in bize yol gosterebilir fakat bunlar yeterli degildir, bu yiizden kedi ve
kopek meme tiimorleri i¢in Hematoksilen-Eozin boyali kesitlerde bir siniflandirilma
yapilmistir (Meuten, 2016). Kopeklerde 1974 ve 1999 yilinda yapilan iki adet
histolojik smiflandirma bulunmaktadir (Goldschmidt ve ark., 2011). Fakat bu iki
sistem baz almarak 2011 yilinda yeni bir histolojik simiflandirma yapilmistir

(Goldschmidt ve ark., 2011).
2.4.5.1. Hiperplazi/Displazi
2.4.5.1.1. Kanal Ektazisi (Duct Ectasia)

Makroskobik olarak mavimsi bir gériiniime sahip genis ektazik kanallar ile
birlikte mikroskobik olarak major (ekstralobiiler) kanallarin dilatasyonu ve bu
kanallarin etrafinda meydana gelen yangi hiicre infiltrasyonlar1 karakterize bir meme
hiperplazisidir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
2.4.5.1.2 Lobiiler Hiperplazi (Adenosis)

Adenosis olarakta isimlendirilen lobiiler hiperplaziler, kanalcik sayilarinin
artmasi veya lobiil bagina artan asiniisler nedeniyle lobiillerin mikroskobik genislemesi
olarak bilinirler (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
2.4.5.1.2.1. Diizenli Lobiiler Hiperplazi

Meme bezindeki kanalciklar ve lobiil basina diisen asiniislerin artmasi sonucu
intralobiiler kanallarin, epitel ve miyoepitel hiicrelerin neoplastik olmayan

proliferasyonudur. Fibrosis yoktur ve normal meme bezi yapisi korunmustur

(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
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2.4.5.1.2.2. Laktasyonal Lobiiler Hiperplazi

Gebe olmayan disi kopeklerde bez sayisindaki artis ve kanallarin geniglemesi
nedeniyle intralobiiler kanallarin ve asiniislerin neoplastik olmayan proliferasyonudur.
Asiniisler vakuollii sitoplazmaya sahip, atipik sitoplazmik kabarciklar iceren aktif
olarak sekresyon yapan hiicrelerle dosenmistir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten,
2016).

2.4.5.1.2.3. Fibrosisli Lobiiler Hiperplazi

Lobiil bagina artan kanal sayis1 ve artan miktarda interlobiiler fibroz bag
dokusu ile karakterize intralobiiler kanallar ve asiniis artis1 ile sonuglanan neoplastik
olmayan bir proliferasyondur (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
2.4.5.1.2.4. Atipik Lobiiler Hiperplazi

Atipili lobiiler hiperplazi, intralobiiler kanal/kanallarin ve lobiil basina
kanallarin/kanallarin ve lobiil basina asinilerin sayisinin artmastyla birlikte, neoplastik
olmayan bir proliferasyondur. Epitel hiicreleri, degisken sayida mitotik figiirle
epitelyal hiperplazi, niikleer hiperkromazi, anizokaryoz ve anizositoz dahil olmak

tizere atipik degisiklikler gosterir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.1.3. Epiteliyozis

Kanal liimenlerinde epitel hiicrelerin diizenli proliferasyonunu gosteren bir
lezyondur. Hiicre kiimeleri genellikle kanal limenlerini doldurur (Goldschmidt ve
ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.1.4. Papillomatozis
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Intraduktal papillomatoziste lezyon, fibrovaskiiler stroma ile desteklenmeyen
fokal ve multifokal intraduktal papiller epitel proliferasyonlar: ile karakterizedir
(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.1.5 Fibroadenomatoz Degisiklikler

Fibroadenomat6z degisiklikler, kopeklerde interlobiiler kanallarin ve
periduktal stromal hiicrelerin proliferasyonunu gdsteren nadir bir lezyondur
(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
2.4.5.1.6 Jinekomasti

Jinekomasti, histopatolojide saptanan kanal ektazisi ve lobiiler hiperplazisi
olan bir erkekte meme bezlerinin genislemesini ifade eder (Goldschmidt ve ark., 2011,
Meuten, 2016; Swerdloff & Chiu Ming, 2019).
2.4.5.2. Benign Meme Tiimorleri
2.45.2.1. Adenom

Adenomalar, bazen amorf amfofilik sekresyon igeren tiibiiller i¢inde
diizenlenmis hiicrelerden olusan, iyi sinirli, infiltratif olmayan nodiiler lezyonlardir
(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
2.4.5.2.2. intraduktal Papiller Adenom (Duktal Papillom)

Intraduktal papiller adenom, bir fibrovaskiiler sap ile desteklenen papiller bir
biiyiime modeline sahip bir tiimordiir (Misdorp, Else, Hellmen & Lipscomb, 1999).

Papilla tek bir odakta veya birden fazla kanalda birden fazla odakta gelisebilir
(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).
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2.4.5.2.3. Duktal Adenom (Bazaloid Adenom)

Duktal adenomda neoplastik kitle siklikla ektazik bir kanalin (veya
kanallarm) liimeni (veya liimenleri) i¢inde bulunur. ki ayr1 sira (luminal ve bazal) ile
tek tip ¢ift katmanli kordonlar halinde diizenlenmis hiicrelerden olusur (de las Mulas,
Ordas, Millan, de los Monteros & Reymundo, 2002; Goldschmidt ve ark., 2011;
Meuten, 2016).

2.4.5.2.3.1. Skuamoz Diferensiyasyon ile birlikte Duktal Adenom (keratohiyalin

graniilleri)

Bu adenomlar, intrasitoplazmik keratohyalin graniilleri ve duktal liimen
icinde bir miktar keratinli debris birikimi ile ¢ok sayida skuamoz farklilagsma
odaklarina sahiptir ve proksimal kanallarin ve meme basi siniisliniin birlestigi yerde
normal olarak goriilen degisikligi taklit eder (Meuten, 2016).
2.4.5.2.4. Fibroadenom

Fibroadenom, kiiboidal veya kolumnar hiicrelerle doseli tiibiillerden olusan,
cekirdekleri yuvarlak ve tiniform olan neoplastik bir kitledir (Goldschmidt ve ark.,
2011; Meuten, 2016).
2.4.5.2.5. Miyoepiteliyom

Miyoepitelyom, hiicre dis1 bir fibriler bazofilik materyal (miksoid matriks)
ile karistirilmis kisa demetler halinde diizenlenmis ig seklindeki hiicrelerden olusan
nadir gozlenen bir tiimor tipidir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.2.6. Kompleks adenom (adenomiyoepiteliyoma)

Kompleks adenom, hem epitelyal (tiibiiler) hem de miyoepitelyal gogalma ile

karakterize, iki hiicre popiilasyonundan ve degisken miktarlarda fibr6z stromadan

18



olusan bir tiimordiir (Bauchet ve ark., 2008). ilk popiilasyon, kiiboidalden kolumnar
epitele dogru degisen ve orta derecede eozinofilik sitoplazmaya sahip hiicrelerle doseli
tiibiillerden olusur. ikinci popiilasyon, zayif smirl hiicre siirlarina ve orta miktarda
sitoplazmaya sahip ig-yildiz sekilli hiicrelerden olusur (Goldschmidt ve ark., 2011;
Meuten, 2016).

2.4.5.2.7. Benign Mikst Tiimor

Iyi huylu mikst tiimér, kikirdak ve/veya kemik odaklariyla hem epitelyal
(tiibiiler) hem de miyoepitelyal proliferasyona sahiptir. Bu neoplazi ikiden fazla hiicre
popiilasyonundan ve degisken miktarlarda fibroz stromadan olusur. Ik popiilasyon
kiiboidalden kolumnara kadar olan ve orta derecede eozinofilik sitoplazmaya sahip
hiicrelerle doseli tiibiiller ve kordonlardan olusur. Ikinci popiilasyon, zayif smirli hiicre
siirlarina ve orta miktarda sitoplazmaya sahip ig ile yildiz hiicrelerden olusur
(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016). Bu iyi huylu mikst timérlerde kikirdak
ve kemigin kokeni hakkinda bazi tartismalar vardir (Misdorp ve ark., 1999). Kemik ve
kikirdak, epitel hiicrelerin (Monlux, Roszel, MacVean & Palmer, 1977), miyoepitelyal
hiicrelerin (Destexhe, Lespagnard, Degeyter, Heymann & Coignoul, 1993; Pulley
1973; Tateyama, Uchida, Hidaka, Hirao & Yamaguchi, 2001) ve interstisyel stromal
hiicrelerin (Vos ve ark., 1993) metaplastik degisikliginden kaynaklanabilir.

2.4.5.3. Malignant Epiteliyal Tiimorler
2.4.5.3.1 Karsinom in situ

In situ Kkarsinomlar, bazal membrandan c¢evredeki meme dokusuna
yayilmayan, yogun hiicresel ve diizensiz tubiiller halinde diizenlenmis hiicrelerden ve

iyi sinirh nodiillerden olusan neoplastik bir dokudur (Goldschmidt ve ark., 2011,
Meuten, 2016).

2.4.5.3.2. Tubiiler Karsinom
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Tubiiler karsinom, hiicrelerin agirlikli olarak tubiiler bir sekilde diizenlendigi
bir karsinomdur. Tubiiler karsinomlar, kopeklerde sik goriilen meme karsinomlaridir.
Tubiillerin epitel hiicre hatt1 genellikle 1 ila 2 hiicre kalinligindadir ve hiicrelerin
morfolojileri degiskendir. Cekirdekler hipokromik, normokromik veya hiperkromik
olabilir (Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.3.3. Tubiilopapiller Karsinom

Tubiilopapiller karsinom, neoplastik tubiillerin agirlikli olarak sapsiz veya
sapli papiller tarzda diizenlendigi bir karsinomdur. Papilla, ince bir fibrovaskiiler bag
dokusu stromas: tarafindan desteklenir (Misdorp ve ark., 1999; Misdorp, Cotchin,

Hampe, Jabara & von Sandersleben ve ark., 1973).

2.4.5.3.4. Kistik Papiller Karsinom

Meme karsinomlarinin kistik-papiller tipidir, belirgin dilate ve kistik tiibiiler
liimen igine uzanan papillalar olmasi bakimindan tubiiler tipten farklidir. Papilla, ince
bir fibrovaskiiler bag dokusu stromasi tarafindan desteklenir ve genislemis tubiiler
limen, dejenere olmus graniilositler ve kopiiklii makrofajlarla birlikte, eozinofilik,

genellikle ince homojen bir materyal igerebilir (Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.3.5. Kribriform Karsinom

Nadir gozlenen bu tiimdr tipi genellikle elek benzeri bir diizen olusturan
neoplastik  epitel hiicre popiilasyonunun proliferasyonu ile karakterizedir
(Goldschmidt ve ark., 2011). Olusan liimen genellikle ¢ok kiigiik, yumusak ve etrafi
neoplastik hiicre kdpriileriyle gevrilidir. Interstisyel bag dokusu seyrektir. Neoplastik
hiicreler kolumnardan poligonal hiicrelere kadar degisir ve genellikle yetersiz homojen

eozinofilik sitoplazmaya sahiptir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.3.6. Mikropapiller invazif Karsinom
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Mikropapiller invazif karsinom, kopeklerde yakin zamanda tanimlanan bir
meme timoridir (Gama, Alves & Schmitt, 2008). Meme dokusu ig¢inde, kiigiik
intralliminal diizensiz kiimeler olusturan intraduktal neoplastik bir popiilasyon ve
destekleyici bir fibrovaskiiler sapt olmayan ve bos lakiiner bosluklarla ¢evrili kiigiik
papiller ile karakterize edilen bir veya daha fazla nodiil bulunur. Neoplastik hiicreler
duktal duvarlar boyunca biiyiir ve periduktal kollajendz stromaya infiltre olur

(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.3.7. Solid Karsinom

Solid karsinomlar, hiicrelerin agirlikli olarak solid tabakalar, kordonlar veya
Kitleler halinde diizenlendigi, limensiz karsinomlardir (Misdorp, Cotchin, Hampe,
Jabara & von Sandersleben, 1972). Bu tiimér, tubiiler tip meme karsinomundan daha
az siklikta goriiliir ve ince bir fibrovaskiiler stroma tarafindan desteklenen yogun,
diizensiz boyutlu lobiiller olusturmak iizere birbirine yakin dizilmis hiicrelerden olusur

(Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.3.8. Komedokarsinom

Komedokarsinom, neoplastik hiicre kiimelerinin merkezinde nekrotik
alanlarin varlig: ile karakterize bir meme tiimori tipidir. Nekroz alanlarinda, hiicre
debrisleri, nekrotik nétrofiller ve makrofajlarla karismis bol miktarda amorf
eozinofilik materyal bulunur. Nekrozun apoptoz ve karyoreksisin bir kombinasyonu
oldugu diisiiniilmektedir (Canadas ve ark., 2019; Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.3.9 Anaplastik Karsinom
Anaplastik karsinom, meme karsinomlarinin en malignant olanidir ve siklikla

neoplastik hiicreler tarafindan interlobiiler bag dokusu ve lenfatik damarlara yaygin

invazyonu gosterir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016;).

21



2.4.5.3.10. Kompleks Adenom veya Benign Mikst Tiimérde Ortaya Cikan

Karsinom

Bu tiimériin iyi huylu karsiligi olan kompleks adenom ya da benign mikst
timor preparat incelendiginde kesitte hala gozlenemektedir ve bununla birlikte
multifokal pleomorfik epitel hiicre alanlar1 ve ¢ok sayida mitoz gozlenmektedir.
Niikleer ve hiicresel pleomorfizmdeki bu belirgin artis, dnceden var olan benign
epitelyal bilesenle karsilastirildiginda, bu taniyr koymak igin gerekli bir 6zelliktir
(Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.3.11. Kompleks Karsinom

Bu tiimdrler, malignant epitelyal bir bilesen ile benign miyoepiteliyal bir
bilesen igerirler (Meuten, 2016). Bu tiimor, fibrovaskiiler stroma tarafindan
desteklenen iki farkli hiicre tipi ile karakterizedir (Meuten, 2016). Birinci tip hiicre
popiilasyonu epitel hiicrelerdir, tek bir katmanla, az ila orta miktarda eozinofilik
sitoplazmaya sahip birkag¢ kiiboidal ila kolumnar hiicre katmaniyla doseli diizensiz
tiibiiller halinde gozlenir. Ikinci hiicre popiilasyon tipi, intersitisyum icindeki ig
seklindeki hiicrelerden (miyoepitelyal hiicreler) olusur ve bir fibriller bazofilik
(miksoid) matriks i¢inde diizensiz demetler halinde goriilmektedir (Goldschmidt ve
ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.3.12. Karsinom ve Malignant Miyoepiteliyom

Epiteliyal ve miyoepiteliyal bilesenlerin ikiside malignant karakterdedir. ki
tip histopatolojik varyanti bulunmaktadir. Daha yaygin olan varyant daha yaygin
olarak kiiboid hiicrelerden kolumnar hiicrelere kadar degisen epitel hiicreleri ile gevrili
diizensiz tubiillerin meydana geldigi bir olusumdur. Bu varyanttaki ikinci hiicre
poplilasyonu ise periferik olarak tubiillere kadar genisleyen intersitisyum hiicreleridir.
Daha az yaygin olan varyantta, epitel hiicrelerinin yuvalar1 ve trabekiilleri vardir ve

epitelyal bilesenin periferinde, genellikle ig seklinde olan ve hiicre smirlan zayif
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sekilde smirlandirilmig ve orta derecede homojen eozinofilik veya bazofilik

sitoplazmaya sahip ikinci hiicre popiilasyonu bulunur (Meuten, 2016).

2.4.5.3.13. Mikst Karsinom

Malignant epitelyal bilesene ve benign karakterde, kemik/kikirdak gibi
mezenkimal bilesene sahip olan bir meme tiimorii tipidir. Bu tiimor tipi fibrovaskiiler
stroma ile desteklenmis {li¢ veya daha fazla farkli hiicre popiilasyonuna sahiptir. Birinci
hiicre tipi diizensiz tubiilleri ¢evreleyen epitel hiicreleri, ikinci hiicre tipi ig sekilli
miyoepitel hiicreleri, tiglincii hiicre tipi atipi igermeyen kikirdak ve/veya kemik ve

/veya yag doku hiicreleridir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.3.14. Duktal Karsinom

Duktal adenomun malignant karsiligi olan bu tiimor tipi memedeki
interlobiiler kanallarin farklilagmasi sonucu meydana gelmektedir. Neoplastik hiicre
popiilasyonu, genellikle belirgin anizokaryozis ve anizositozis gosteren ¢ok katli
stratifiye epitel hiicreleridir ve yarik benzeri, liimeni gevreleyen kordonlar ve tubiilleri
kaplar; ayrica ¢ok sayida mitotik figiir vardir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten,
2016).

2.4.5.3.15. intraduktal Papiller Karsinom
Intraduktal papiller adenomun malignant karsihgidir. Stratifiye ¢ok katlt
epitel hiicrelerinde proliferasyonlar ile birlikte epitel hiicrelerinde pleomorfik sekilli

hiicreler, artmis hiicre c¢ekirdek orani, anizositozis, anizokaryozis gibi degisiklikler

gozlenmektedir (Meuten, 2016).
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2.4.5.4. Ozel Tip Malignant Epitelyal Tiimorler

2.4.5.4.1. Yass1 Hiicreli Karsinom

Yass1 hiicreli karsinomlar sadece yassi epitel hiicrelerinden olusurlar.
Tiimoriin kokeni ya meme kanalinin yassi hiicrelerinden ya da skuamdz metaplazi ve
neoplastik transformasyon gecirmis duktal epitel hiicrelerindendir. Kokenleri meme
bezinde olan yassi hiicreli karsinomlari, kokenleri tistteki epidermisten gelen ve alttaki
meme bezine yayilmis olan yassi hiicrelerden ayirmak genellikle zordur (Goldschmidt

ve ark., 2011).

2.45.4.2. Adenoskuamoz Karsinom

Bu tiimor, tiimdr hiicrelerinin skuamdz farklilagsma ve malignite 6zellikleri
(yassi hiicreli karsinom) sergiledigi odaklarla birlikte herhangi bir tipteki karsinom
alanlarindan meydana gelir (Goldschmidt ve ark., 2011; Rasotto, Berlato, Goldschmidt
& Zappulli, 2017).

2.4.5.4.3. Miisinoz Karsinom

Miisin tiretimi ile karakterize nadir gézlenen bir meme tiimdriidiir. Neoplastik
mukus tireten epiteliyal hiicreler tek tek olabilir veya tubiil ve yuvalar olusturabilirler.
Bu hiicreler Periyodik Asit-Schiff (PAS) ve miisikarmin pozitif hiicrelerdir (Meuten,
2016).

2.4.5.4.4. Lipidden Zengin Karsinom (Lipid Rich Carcinoma)
Geng kisir kopeklerde bulunabilen tiimoérlerdir. Hiicreler yuvarlak ila ovaldir,
belirgin hiicre smirlar1 vardir ve ¢ok sayida kiigiik vakuol veya bazen ¢ekirdegi

periferalize eden tek bir biiyiik vakuol iceren orta ila bol sitoplazmalidir. Preparatta

gozlenmeyen bir fibrovaskiiler stromaya sahiptir (Goldschmidt ve ark., 2011).
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2.4.5.4.5. I Hiicreli Karsinomlar

Bu tiir meme tiimorlerin hiicre morfolojisi ve rutin boyamalar ile tani
koyulmasi zordur bu yiizden immunohistokimyasal boyamalar ile mezenkimal ig

hiicreli sarkomalardan ayirt etmek gerekmektedir (Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.4.5.1. Malignant Miyoepiteliyom

Bu tiimorde hiicreler oval-ig sekilli hiicrelerdir. Oval hiicrelerin sinirlari
genellikle zayiftir ve ara sira intrasitoplazmik, berrak vakuollerle birlikte orta miktarda
eozinofilik veya bazofilik sitoplazmaya sahiptir. Bu hiicre popiilasyonunun
cevresinde, hiicrelerin sitoplazmasindaki vakuoller iginde goriilebilen yetersiz,
degisken bazofilik fibriler materyal (miksoid matriks) bulunur (Goldschmidt ve ark.,
2011; Meuten, 2016).

2.4.5.4.5.2. Yass1 Hiicreli Karsinomlarin i Hiicre Varyanti

Yassi hiicreli karsinomun ig hiicre varyanti, ince bir fibroz stroma tarafindan
desteklenen epitel hiicrelerinin adalarindan ve kordonlarindan olusur. Hiicreler ve
cekirdekler biiyiik ve ig seklindedir ve hiicreler, ara sira skuamodz epitel
farklilasmasinin diizensiz odaklarinin olusumuyla birlikte intrasitoplazmik keratin
tonofilamentleri ve hiicreler arasi kopriiler tiretir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten,
2016).

2.4.5.4.5.3. Karsinom-ig Hiicre Varyanti

Karsinomlarin ig hiicre varyanti, hiicrelerin agirlikli olarak ig seklinde oldugu
bir varyanttir (Misdorp ve ark., 1999). Tiimor genellikle tiibiiler karsinom alanlariyla
dogrudan iligkili olan epitel hiicrelerinin ada ve kordon yapis1 olusturmasiyla meydana
gelir. Bu hiicreleri ¢evreleyen fibrovaskiiler bir stroma bulunmaktadir (Goldschmidt

ve ark., 2011; Meuten, 2016).
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2.4.5.4.6. inflamatuar Karsinom

Inflamatuar karsinom terim olarak meme nodiilleri olan veya olmayan meme
bezlerinin ani ve siddetli gelisen klinik seyir, 6dem, eritem, sertlik ve sicaklik ile
karakterize bir klinik tablosudur (Clemente, Perez-Alenza, lllera & Pena, 2010).
Histolojik olarak ayirici tanida dermal lenfatik damarlarda neoplastik emboli gozlenir.
Bolgede bulunan siddetli 6dem, yiizeysel lenfatiklerin timoér hiicreleri tarafindan

tikanmas1 sonucu meydana gelir (Goldschmidt ve ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.5. Malignant Mezenkimal Tiimérler (Sarkomlar)

2.4.5.5.1. Osteosarkom

Osteosarkomlar, kopek meme bezinin en yaygin mezenkimal kokenli
tiimdriidiir ve genellikle bir siiredir (yillarca) mevcut olan bir meme kitlesinin yakin
zamanda hizli biiylimesinin bir 6ykiisii vardir. Timor dokusunda, osteoid ve/veya
kemik olusumu adalar ile iliskili olarak, fusiformdan yildiz ve oval arasinda degisen
sekillerde hiicrelerin proliferasyonu vardir. Mitozlar siklikla bulunur. Bu tiimorlerin
biyolojik davranisi, viicudun diger bolgelerinde sekillenen osteosarkomlarinkine
benzerdir ve hematojen yolla, 6zellikle akcigerlere metastaz yapar (Goldschmidt ve
ark., 2011; Meuten, 2016).

2.4.5.5.2. Kondrosarkom
Yaygin olmayan kikirdaktan kdken alan bir tiimdrdiir. Genellikle ¢ok loblu

olarak gozlenmektedir. Lobiillerin periferindeki neoplastik hiicreler, kiiciik, yuvarlak,

hiperkromatik ve ¢ift veya daha fazla c¢ekirdeklidir (Meuten, 2016).
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2.4.5.5.3. Fibrosarkom

Fibrosarkom, dnceden var olan bir meme bezi tiimorii i¢cinde olabilen veya
meme bezinin interstisyel stromasindan kaynaklanabilen, nadir goériilen bir meme
tiimoriidiir. Belirgin bir sekilde i¢ ice gegmis bir goriiniime sahip fusiform hiicrelerin
proliferasyonu vardir (Goldschmidt ve ark., 2011).

2.4.5.5.4. Hemanjiyosarkom

Bu timor dermal bolge veya deri altinda degil primer olarak meme

dokusunun i¢inde meydana gelir (Goldschmidt ve ark., 2011).
2.4.5.6. Karsinosarkom (Malignant Mikst Meme Tiimorii)

Nadir gozlenen meme tiimoriidiir. Karsinom ve sarkoma meme dokusunda
ayn1 anda gozlenir, siklikla tiibiiler karsinom ile osteosarkom birliktedir (Goldschmidt
ve ark., 2011).
2.4.5.7. Meme Basinin Tiimorleri
2.4.5.7.1. Duktal Adenoma/Karsinom

Duktal adenoma ve karsinom, altta yatan meme bezinde neoplastik doku
olmayan, yalnizca meme ucunun dokusunda bulunan nadir tiimoérdiir. Meme ucu
biiylimiis ve sertlesmistir (Goldschmidt ve ark., 2011).
2.4.5.7.2. Epidermal Infiltrasyon ile Birlikte Karsinom (Paget-like Disease)

Meme baginin altindaki meme bezinde karsinom bulunuyor iken neoplastik

hiicrelerin tek tek veya kiiglik gruplar halinde meme basindaki epidermiste

gozlenmesidir (Goldschmidt ve ark., 2011).
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2.4.5.8. Meme Basinin Hiperplazisi/Displazisi

2.4.5.8.1. Meme Basi Derisinde Melanozis

Meme ucu hiperplazisi/displazisi, epidermis i¢inde melanositlerin lentigo
benzeri bir proliferasyonudur. Lezyon fokal bir odaktadir ve meme kanallarin

cevreler. Epidermis hafif hiperplastiktir (Goldschmidt ve ark., 2011).

2.5. Disi Kedilerde Meme Tiimorii

2.5.1. Disi Kedilerde Meme Tiimoérii Giris

Kedi meme tiimorleri, en yaygm goriilen 3 Kkedi timoriinden biridir ve
kedilerde kutandz/subkutandz sarkomalar ve malignant hematopatilerden sonra gelir
(Egenvall ve ark., 2010; Graf ve ark., 2016; Vascellari, Baioni, Ru, Carminato &
Mutinelli, 2009). Disi kedilerde gozlenen tiim tiimorlerin %12’°sini meme tiimorleri
olusturmaktadir (Dorn ve ark., 1968; Hayes & Mooney, 1985). Kedi meme
tiimorlerinin %80-96’sinin malignant karakterde oldugu yapilan ¢alismalar tarafindan
bildirilmistir (Bostock 1986; Hayden & Nielsen 1971; Hayes, Milne & Mandell, 1981,
Patnaik, Liu, Hurvitz & McClelland, 1975)

2.5.2. Kedi Meme Tiimérii insidensi

Kedilerde meme tiimdrlerinin insidensi yapilan ¢aligmalar, cografik bolgeler
ve tlkelerin kisirlagtirma politikalarina gore degismektedir (Morris 2013). Dorn ve
ark. (1969) yaptig1 bir ¢alismada yillik 100.000 disi kedide 25.4 olarak bildirmesine
ragmen son yillarda yapilan yeni bir ¢aligmada ise yillik insidens 100.000 kedide 230
olarak bulunmustur (Egenvall ve ark., 2010). Vail ve MacEwen’in yaptig1 bir
calismada ise insanlarda yillik insidens 100.000 bireyde yaklasik 300 iken disi
kopeklerde 381 disi kedilerde ise 264 oldugu belirtilmistir (Vail & MacEwen 2000)
Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alismada ise yillik insidens kdpeklerde 100.000 de 282
iken kedilerde bu oranin daha diisiik oldugu ve 100.000 de 77 oldugu bildirilmistir
(Vascellari ve ark. 2009). Chactou ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada ise

28



100.000 kedide 184 olarak bulunmus ve yillik insidensin kdpekler ile neredeyse ayni
oldugu bildirilmistir (Chocteau ve ark., 2019).

2.5.3. Kedi Meme Tiimorlerinde Risk Faktorleri

Kedi meme tiimorlerinde yapilan ¢aligmalarda en 6nemli risk faktorleri yas,

irk, ovaryohisterektomi ve disardan hormon uygulamalar1 olarak bildirilmistir

(Meuten, 2016).

25.3.1. Yas

Kedilerde meme tiimorleri 9 ay ile 19 yas arasi her yasta rapor edilmistir
(Weijer, Head, Misdorp & Hampe, 1972). Hayes ve arkadaslari tarafindan (1985)
yapilan ¢alismada en ¢ok gbzlenen yasin ortalama 10.4 oldugu en ¢ok da 10-14 yas
arasinda gozlendigi bildirilmistir (Hayes ve ark., 1985). Ito ve arkadaslarinin (1996)
yilinda yaptig1 ¢alismada 53 meme tiimorii gozlenen kedi incelendiginde meme
timorii goriilme yasimin 7-21 yas arasinda gozlendigi ortalamanin ise 11.1 oldugu
dikkati cekmistir (Ito ve ark., 1996). Viste ve arkadaslarinin (2002) 37 hayvan iizerinde
yaptig1 bir ¢alismaya gore ortalama meme tiimorii goriilme yast 12.3 oldugu en sik
goriilme yasinin ise 9-13 yaslar1 arasinda oldugu bulunmustur (Viste, Myers, Singh &
Simko, 2002). Zapulli ve arkadaslar1 (2005) ise kedilerde ortalama meme timorii
goriilme yasinin 10-11 iken bu riskin 14 yas ve lizerine ¢ikildikca arttigini belirtmistir

(Zapulli, Zan, Cardazzo, Bargelloni & Castagnaro, 2005).

25.3.2. Irk

Yapilan ¢alismalarda kedi meme tiimorlerinde en ¢ok riskli grubun Siyam ve
domestik shorthair 1rki kediler oldugu bulunmustur (Hayes ve ark., 1981). Viste ve
arkadaglar1 (2002) tarafindan 37 kedi ile yapilan bir arastirmada meme tiimorii teshisi
konulan 37 kediden 22 tanesinin (%59) domestik shorthair, 4 tanesinin (%11)
domestik longhair, 4 tanesinin (%11) Siyam 1rk1 kedi oldugu dikkati ¢ekmistir (Viste
ve ark., 2002). Ito ve arkadaslarinin (1996) Japonyadaki kediler lizerinde yaptig1 bir

calismada ise 53 meme tiimori teshisi konulan kediden 27 tanesinin Japon domestik
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kedisi, 18 tanesi Siyam, 4 tanesininde Iran kedisi 1rki oldugu bildirilmistir (Ito ve ark.,
1996). ilging bir sekilde Siyam kedilerinin diger meme tiiméoriine yatkin irklardan daha
erken yasta meme timori goriilmeye genetik olarak yatkin oldugu belirtilmistir

(Sorenmo 2011).

2.5.3.3. Hormonal Faktorler

Hormonal faktorler kedilerde meme tiimorii gelisiminde ana rol oynarlar
(Overley, Shofer, Goldschmidt, Sherer & Sorenmo, 2005; Sorenmo 2011). Normal
meme bezleri strojen ve progesteron reseptorleri igerir. Puberta ile birlikte kedilerde
Ostrojen ve progesteron salinimi ile meme bezleri gelismeye ve biiylimeye baslarlar
(Murphy 2008). Bu, meme kanallarinin hiicrelerinin ve stromal hiicrelerin
cogalmasina neden olan biiyiime faktorleri araciligiyla gergeklesir (Murphy 2008).
Yapilan c¢alismalar kedilerde Ostrojen, progesteron, prolaktin ve biiyiime
hormonlarinin normal meme ve neoplastik meme dokusunun gelisiminde rol
oynadigin1 géstermistir (Martin, Cotard, Mialot, Andre & Raynaud 1984; Russo &
Russo, 1998; Russo, Lareef, Balogh, Guo & Russo, 2003; Rutteman & Misdrop,
1993). Meme tiimorleri eger iy1 huylu ise genelde Gstrojen ve progesteron pozitif koti
huylu ise Ostrojen ve progesteron negatif olma egilimindedir (de las Mulas ve ark.,
2000; de las Mulas, 2002; Millanta ve ark., 2005; Millanta, Calandrella, Vannozzi &
Poli, 2006). Erken yasta kisirlastirma kopeklerde ve kedilerde meme tiimorii {izerinde
etkildir. Yapilan bir c¢alismaya goére 6 ayhk yasta kisirlastirilan kedilerde
kisirlagtirilmayan kedilere gore meme tiimorii olusum riskinin 7 kat daha azaldig
bildirilmistir (Dorn ve ark., 1968). Ayrica insanlarda dogurganlik yas1 ve coklu dogum
yapma nedenlerinin meme timdori olusumunu azalttigi bilinse de kedilerde bu
nedenlerin meme tiimori gelisimi {izerine herhangi bir etkisi bulunamamistir (Misdrop

ve ark., 1991; Mogren, Stenlund & Hogberg, 2001).

2.5.4. Kedi Meme Tiimorlerinde Prognostik Faktorler

Kedi meme tiimoérlerinde prognostik faktorler; TNM derecelendirme sistemi,
lenf noduna invazyon, lenfovaskiiler emboli, tiimoriin boyutu, tiimdriin alttipi,

histopatolojik grade sistemi, mitotik index, Ki67 pozitif hiicre sayisi, Ostrojen
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reseptOrii pozitif boyanan hiicre sayisi, HER2 pozitif boyanan hiicre sayis1 ve Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) boyanan pozitif hiicre sayisi oldugu bildirilmistir
(Zapulli ve ark., 2015). TNM derecelendirme sistemine gore siniflandirilan hastalarin
ortalama yasam siireleri stage I i¢in 24-29 ay arasi, stage Il i¢in 12.5-13 ay arasi, stage
IIT igin 6-9 ay arasi, stage IV i¢in ise 1 ay bulunmustur (Ito ve ark., 1996; Seixas,
Palmeira, Pires, Bento & Lopes, 2011). Lenf nodu invazyonuna gore bakildiginda ise
eger lenf nodu invazyonu yok ise ortalama yasam siiresi 13 ay iken lenf nodu
invazyonu var ise yasam siiresi ortalama 5 ay oldugu gozlenmistir (Seixas ve ark.,
2011). Lenfovaskiiler emboli negatif iken ortalama yasam siiresi 36 ay iken pozitif
oldugu durumlar da bu siire 7 aya diismektedir (Seixas ve ark., 2011; Skorupski ve
ark., 2005; Tanabe ve ark., 2002). Tiimor boyutunun kedi meme tiiméorlerinde 6nemli
bir prognostik faktdr oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Matos, Baptista,
Gartner & Rutteman, 2012; Morris 2013; Murphy 2008; Viste ve ark., 2002). Ito ve
arkadaslarinin (1996) timor boyutu ile yasam siiresi iliskisi hakkinda yaptigi bir
calismada tlimoriin boyutu 3 cm veya daha kiiclikse ortalama yasam siiresini 9 ay 3
cm’den daha biiyiik ise 5 ay olarak belirlemislerdir (Ito ve ark., 1996). Yine son
yillarda yapilan ¢aligmalar, 2 cm’den kiigiik tiimdrlerde ortalama yasam siiresinin 12-
54 ay arasinda oldugu, 2-3 cm arasindaki tiimorlerde 5.1-24 ay oldugu ve 3 cm’den
bliyiik tiimorlerde ise 1.6-6 ay arasinda oldugu bulunmustur (MacEwen ve ark., 1984;
Seixas ve ark., 2011; Skorupski ve ark., 2005; Weijer ve ark., 1983). Histopatolojik alt
tiplere gore ortalama yasam siiresi arasinda yapilan bir ¢alismada tubiilopapiller
karsinomlarin 36 ay, kompleks tip karsinomlarin 27-32,6 ay arasi, kompleks olmayan
karsinomlarin 15,5 ay, invazif olmayan mikropapillar meme karsinomlarin (non-
MIMC) 10 ay, solid karsinomlarda 8 ay, invazif mikropapillar meme karsinomlarinda
(MIMC) 4-7 ay ortalama yagam siiresi oldugu bildirilmistir (Seixas, Palmiera, Pires &
Lopes, 2007; Seixas, Palmiera, Pires & Lopes, 2008; Seixas, Pires & Lopes, 2008;
Seixas ve ark., 2011). Histolojik olarak grade belirlenen kedi meme tiimoérlerinde grade
I olarak siniflandirilan tiimorlere sahip olan kedilerde ortalama yasam siiresi 36 ay,
grade Il olan kedilerde 18 ay ve grade Ill olan kedilerde 6 ay oldugu belirtilmistir
(Castagnaro ve ark., 1998; Seixas ve ark., 2011). Ortalama yasam siiresi ile mitotik
indeks arasindaki iligki, mitotik indeks %1,1°e esit veya az ise 13 ay, %1,1’den fazla

ise 7 ay olarak bulunmustur (Seixas ve ark., 2011). Ki 67 pozitif hiicrelerin ortalama
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sayisi ile ortalama yasam siiresi arasindaki iligki ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, Ki 67
pozitif hiicre sayis1 %25,2’ye esit veya daha az ise operasyon sonrasi 1 yil iginde 6liim
riskinin %12,5, %?25,2’den fazla ise operasyon sonrasi 1 yil iginde 6liim riskinin
%87,5’e ¢iktig1 gosterilmistir (Castagnaro ve ark., 1998). Ki 67 pozitif hiicreler ve
ortalama yasam siiresi arasindaki iligki ile yapilan bir diger ¢alismada, Ki 67 pozitif
hiicrelerin sayis1 %36,1°¢e esit veya az ise ortalama yasam siiresinin 14 ay, %36,1’den
fazla ise bu siirenin 7 ay oldugu bildirilmistir (Seixas ve ark., 2011). Millanta ve
arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan HER2 boyanma ile ortalama yasam siiresi
arasindaki iliski ile ilgili ¢calismada, HER2 negatif kedi meme tiimdrlerinde ortalama
yasam siiresinin 18,7 ay, HER2 pozitif meme tiimoérlerinde bu siirenin 14,6 ay oldugu
belirtilmistir (Millanta ve ark., 2005). VEGF ile ortalama yasam siiresi arasindaki iliski
ile ilgili yapilan bir ¢alismada, VEGF pozitif hiicreler %72’ye esit veya daha az ise
ortalama yasam stiresinin 18,4 ay, %72 den fazla oldugunda bu siirenin 14,2 ay oldugu

bildirilmistir (Millanta ve ark., 2002).

2.5.5. Kedi Meme Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

1999 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (DSO) kedi meme tiiméorlerini
histopatolojik  olarak  simiflandirmistir (Hempe ve Misdorp 1973). Bu
siniflandirmadaki bir¢ok timor alt tipi kopek meme tiimorlerinin karsiligi olarak
goziikmektedir. Fakat kedi meme tiimorleri kopeklere kiyasla daha heterojen yapida
oldugu i¢in birkag¢ tane farkli alt tip bulunmaktadir (Meuten, 2016). Kopek meme
tiimorleri ile birgok kedi meme tiimort alt tipi histolojik olarak ayni oldugu i¢in aym
olanlar sadece baslik olarak verilmistir. Kopeklerde olmayan ve kedilere spesifik olan

alt tip ve lezyonlar ise acik bir sekilde anlatilmistir.

2.5.5.1. Hiperplazi/Displazi

2.5.5.1.1. Kanal Ektazisi (Duct Ectesia)

2.5.5.1.2. Lobiiler Hiperplazi (Adenosis)

2.5.5.1.2.1. Diizenli Lobiiler Hiperplazi
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2.5.5.1.2.2. Sekratuar Aktivite Gosteren Lobiiler Hiperplazi

2.5.5.1.2.3. Fibrozis ile Seyreden Lobiiler Hiperplazi

2.5.5.1.2.4. Atipik Lobiiler Hiperplazi

2.5.5.1.3. Epiteliyozis

2.5.5.1.4. Papillomatozis

Bu degisiklik kedilerde ¢ok yaygindir ve siklikla kanal ektazisi ve lobiiler
hiperplaziye eslik eder (Meuten, 2016). Papillomatozis tiimoral bir lezyona bitisik
meme dokusunda veya karsinomlu meme tiimérii olan hayvanda radikal mastektomi
operasyonu sonucu komsu meme bezleri mikroskopta incelenirse komsu meme

bezlerinde de papillamatozis gézlenebilir (Meuten, 2016).

2.5.5.1.5 Fibroadenomatoz Degisiklikler

Genellikle geng, siklus gosteren disi kedilerde gozlenir fakat gebelik boyunca
da sekillenebilir. Disi ve erkek kedilerde bu degisiklikler hormonal tedavi ile iligkilidir
(Meuten, 2016). Hormonlarin, 6zellikle de progesteronun, lezyon gelisimindeki rolii,
hormonal uyarinin sona ermesinden sonra veya ovariohisterektomiyi takiben gelisen
gerileme ile iyi bir sekilde ortaya konmustur (de las Mulas, Millan, Bautista, Perez &
Carrasco, 2000; Loretti, Ilha, Breitsameter & Faraco, 2004; Marino ve ark., 2021,
Ordas, Millan, de los Monteros, Reymundo & de las Mulas, 2004;).

2.5.5.1.6. Jinekomasti

2.5.5.2. Benign Meme Tiimorleri
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Kedilerde iyi huylu meme tiimorleri nadiren gozlenir. Genellikle gozlenen
tiimorler ya malignant karakterdedir ya da displazi/hiperplazidir (Goldschmidt ve ark.,
2011).
2.5.5.2.1. Adenom
2.5.5.2.2 intraduktal papiller Adenom

Meme tiimoriiniin bu alt tipi kedilerde ¢cok yaygin degildir (Zapulli ve ark.,
2013). Bu tiimdr genellikle multinodiilerdir ve genislemis kanal liimenine dogru
papiller tarzda genislemeler bulunmaktadir (Meuten, 2016). Papillalar fibrovaskiiler
bir stroma ile desteklenmektedir (Meuten, 2016).
2.5.5.2.3. Duktal Adenom

Duktal adenom bir Onceki smiflandirmada kompleks adenom olarak
siniflandirilmaktadir (Misdorp ve ark., 1999). Genislemis kanalin i¢inde tekli veya
coklu nodiiler tarzda iyi sinirlanms kitlelerin bulunmas: tipiktir (Meuten, 2016).
2.5.5.2.4. Fibroadenom
2.5.5.3. Malignant Epitelyal Tiimérler
2.5.5.3.1. Karsinom in situ
2.5.5.3.2. Basit Karsinom
2.5.5.3.2.1. Tubiiler Karsinom

2.5.5.3.2.2. Tubiilopapiller Karsinom

2.5.5.3.2.3. Kistik Papiller Karsinom
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2.5.5.3.2.4. Kribriform Karsinom

Bu tlimoriin liimeni, neoplastik hiicreler ile kapli oldugu i¢in sadece yiiksek
biiylitmede ve zar zor gozlenir. Bu tiimor, daha belirgin bir liimene sahip olan tubiiler

karsinom ile karistirilabilir (Meuten, 2016).
2.5.5.3.3. Mikropapiller Invazif Karsinom

Bu timoér hem disilerde hem de erkeklerde gozlenebilmektedir (Seixas,
Palmeira, Pires & Lopes, 2007). Bu timér tipinde sadece %50’sinde mikropapillar
invazyon alanlar1 bulunur (Meuten, 2016).
2.5.5.3.4. Solid Karsinom

2.5.5.3.5. Komedokarsinom

Bu tip kedi meme tiimdrlerinde, hizli biiylimeye bagh olarak gelisen yetersiz
kanlanma sonucunda genis nekroz alanlar1 gozlenmektedir (Meuten, 2016).
Neoplastik dokuda ¢oklu kiictik alanlar seklinde iyi sinirlanmis nekroz alanlari var ise

bu tiimorler komedokarsinom olarak siniflandirilir (Meuten, 2016).

2.5.5.3.6. Anaplastik Karsinom

2.5.5.3.7. Intraduktal Papiller Karsinom

Intraduktal papiller adenom ile karsilastirildiginda daha diizensiz papiller
cikintilar ile birlikte artmis ¢ekirdek ve hiicre pleomorfizmi gosterir. Adenoma gore
daha fazla mitotik hiicre sayisi oldugu bilinmektedir (Meuten, 2016). Kedilerde
nadiren gozlenen bu tiimoriin ortalama yasam siiresi teshisten sonra 1 yildir (Zapulli

ve ark., 2013).
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2.5.5.3.8. Duktal Karsinom

Duktal adenomun malignant karsiligi olan bu tiimor kompleks karsinom
olarak da bilinir (Seixas ve ark., 2008). Tiimoral hiicreler genellikle yarik benzeri bir
limeni gevreleyen kordonlar, tubiiller ve daha solid alanlarda gozlenir.
2.5.5.4. Ozel Tipte Malignant Epiteliyal Tiimorler
2.5.5.4.1. Yass1 Hiicreli Karsinom

2.5.5.4.2. Adenoskuamoz Karsinom

Bu meme tiimori tipinde, adenokarsinom iginde, malignite &zelliklerine

sahip ¢ok odakli skuaméz farklilasma alanlari bulunur (Meuten, 2016).
2.5.5.4.3. Miisinoz Karsinom

Kedilerde c¢ok fazla yaygin olmayan bu tiimor tipinin en belirgin
histopatolojik 6zelligi neoplastik epitel hiicrelerini ¢evreleyen bol miktarda mukoid
matrikstir ve hiicre dis1 oldugunda bazofilik, hiicre i¢i oldugunda eozinofilik goriiniir
(Sarli, Brunetti & Benazzi, 2006).
2.5.5.4.4. Lipidden Zengin Karsinom (Lipid-Rich Carcinoma)
2.5.5.4.5. ig Hiicreli (Spindle Cell) Karsinom
2.5.5.4.5.1. Yass1 Hiicreli Karsinommn Ig Hiicreli Varyanti

2.5.5.4.5.2. Karsinomun ig Hiicreli Varyanti

2.5.5.4.6. inflamatuar Karsinom
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Kedilerdeki inflamatuar meme karsinomu, ventral abdomende hizli baslayan
deri alt1 6dem, eritem ve siddetli agr1 ile karakterize histopatolojik degil klinik bir
tanidir (Meuten, 2016). Altta yatan bir nodiiler lezyon zar zor algilanabilir veya
olmayabilir. Posterior meme bezlerindeki lezyonlarin incelenmesinde, bunlar klinik
olarak (lenf)anjiyosarkom ve apokrin adenokarsinomdan ayirt edilmelidir. Tipik
histolojik  ozelligi, dermal lenfatiklerdeki neoplastik hiicrelerin  siddetli

embolizasyonudur (Perez-Alenza, Jimenez, Nieto & Pena, 2004).

2.5.5.5. Malignant Mezenkimal Tiimérler (Sarkomlar)

Kedilerde oldukga nadir gézlenen tiimoérlerdir (Meuten, 2016).

2.5.5.5.1. Fibrosarkom

2.5.5.5.2. Diger Sarkomlar

2.6. Deney Hayvanlarinda Meme Tiimérleri ve insan Modeli

Meme kanseri, tahmini 1,67 milyon yeni kanser vakasiyla kadinlarda en ¢ok
tekrarlayan karsinomdur. Gelismekte olan iilkelerde kadinlarda en sik kanser 6liim
nedenidir (toplamin %14,3't) (WHO 2012). Meme kanseri, ABD'li kadinlarda kansere
bagli 6liimlerin ikinci dnde gelen nedenidir ve her 8 kadindan birine meme timori
teshisi kondugu tahmin edilmektedir (De Santis ve ark., 2019). Meme kanserinin
karmagik etiyopatogenezinin birgok yonii belirsizligini korurken, c¢evre, iireme ve
hormonal durum, yas, meme yogunlugu, alkol ve sigara kullanimi, kalitsal genetik
mutasyonlar (6rnegin, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari) ve genetik polimorfizmlerin
oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir ve hepsi predispozan faktorlerdir (Bernstein
2002; Byrne ve ark., 2017; Mahdevi ve ark., 2018; McDonald, Goyal & Terry, 2013;
Odefrey ve ark., 2010; Rudolph, Chang-Claude & Schmidt, 2016; Tamimi ve ark.,
2016;). Bilimsel arastirmalarda, baliklar, tavsanlar, siganlar, fareler, kopekler, insan

olmayan primatlar ve biiyiik hayvanlar gibi cesitli hayvan tiirleri bir hastaliga kars1
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model olarak kullanilabilir ve arastirmacilar uzun yillar boyunca bu risk faktorlerini
ve hastalik duyarliligini nasil etkilediklerini daha iyi anlamak i¢in kemirgenleri
meme/meme karsinojenezi i¢in translasyonel modeller olarak kullandilar (Alvarado,
Faustino-Rocha, Colago & Oliveira ve ark., 2017; Isaacs 1986; Jerry ve ark., 2018;
Mceuen 1938). Insan hastaliklar igin ideal bir hayvan modeli basit olmali, pahali
olmamali ve miimkiin oldugunca insana benzer olmalidir (Alvarado ve ark., 2017).
Fareler (Mus musculus) ve siganlar (Rattus norvegicus), Avrupa Birligi'nde yiiriitiilen
arastirma protokollerinde en sik kullanilan tiirler arasindadir (Commission 2013).
Gergekten de diger tiirlerle karsilastirildiginda deney hayvanlari  olarak
kullanilmasinda baz1 avantajlar1 vardir. Bunlar; fizyolojileri ve genetigi iyi bilinir,
kiigiik hayvanlardir, barindirilmalar1 ve manipiile edilmeleri kolaydir, nispeten
ucuzdurlar, kullanimlar1 hayvanlarin korunmasina iliskin mevzuat tarafindan kolayca
onaylanir ve en onemlisi, memelidirler ve insanlarla anatomi, fizyoloji, genetik ve
biyokimya gibi pek ¢ok benzerlikleri vardir (Cardiff 2007; lannaccone ve Jacob 2009).

Disi sicanlarda meme tiimorlerinin (meme fibroadenomu) olusumu ilk kez
1938'de Mceuen tarafindan iki buguk yil boyunca misir yagi icinde bir estron
¢ozeltisinin giinliik vajinal uygulamasindan sonra tanimlanmistir (Mceuen 1938). O
zamandan beri, disi si¢anlar meme kanseri modeli olarak siirekli kullanilmaktadir ve
glinimiizde meme karsinogenezini incelemek i¢in en sik kullanilan hayvan
modellerinden birini olusturmaktadir (Cardiff 2007). Gergekten de disi farelerdeki
meme kanseri, hormon tepkisi, histoloji, biyokimyasal 6zellikler ve molekiiler ve
genetik ozellikler gibi ¢esitli 6zellikler agisindan kadinlarin meme kanserlerine benzer
niteliktedirler (Russo ve Russo 1998; Alvarado ve ark., 2017). Buna ek olarak, fareler
ile karsilastirildiginda, sicanlar daha fazla miktarda kan ve doku oOrnegi saglarlar

(Hoenerhoff, Shibata, Bode & Green, 2011; Mullins, Brooker & Mullins, 2002;).
2.7. Sican Meme Bezi Anatomi ve Histolojisi

Disi siganlar iki meme zincirine (sag ve sol) ve her birinde birer meme
bulunan torasik bolgede i¢ ¢ift (servikal bolgeye kadar uzanir) ve karin-kasik

bolgesinde li¢ ¢ift olmak tiizere alti meme bezine sahiptir (Maeda, Ohkura &

Tsukamura, 2000). Kadinlarda olanin tersine, sigan meme bezleri zayif bir sekilde
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gelismistir ve yalnizca meme ucunun varligiyla disaridan tanimlanabilirler (Maeda ve
ark., 2000). Sican meme bezleri, bliylik Ol¢iide gesitli arterlerin dallari, yiizeysel
servikal, torasik i¢ ve dig, dis pudendal ve koltuk alti damarlar1 tarafindan iyi bir
sekilde vaskiilarize edilir (Maeda ve ark., 2000).

Mikroskobik olarak, sigan meme bezi, bir grup dallanmis tubiiler kanal ve
alveolar tomurcuktan olusan bir tubiiloalveoler olusuma sahiptir (Lucas ve ark., 2007).
Sican meme bezi iki ana dokudan olusur: parankimal ve stromal doku (bag, yag ve
vaskiiler ag dokular1) (Nandi, Guzman & Yang, 1995). Fare meme bezleri ile
karsilastirildiginda, sigan meme bezi dokulari daha yiiksek stromal ve parankimal
bilesene sahiptir (Mullins ve ark., 2002; Hoenerhoff ve ark., 2011). Kadinlarda oldugu
gibi, sigan meme bezi hormon bagimlidir ve 6strus siklusu ve gebelikte gelisir (Hvid,
Thorup, Sjorgen, Oleksiewicz & Jensen, 2012). Sonug olarak meme bezinin salgi
yapisi cinsel olgunluktan (yaklagik 6 haftalikken), 6strus dongiisiinden ve gebelikten
etkilenir (Sengupta 2013). Ostrojen ve bilyiime hormonu, duktal uzamadan sorumlu
ana hormonlar olarak kabul edilir. Bunlara ragmen, meme bezinin ¢ogalmasi,
dallanma yapis1 gostermesi ve farklilasmasi, progesteron ve tiroid hormonlari gibi
diger hormonlardan etkilenebilir. Gebelik meydana geldiginde, progesteron, meme
bezinin distan biiylimesinden, meme bezi alveol olusumundan ve siit tiretimi i¢in 6zel

epitel gelisiminden ana sorumlu hormondur (Radisky ve ark., 2003).

2.8. Deneysel Yolla Meme Tiimorii Olusturma Yontemleri

2.8.1. Kimyasal Maddeler ile indiiksiiyon

Kimyasal maddeler, canli dokularda kanser gelisimini tetikleyebilirler
(Oliveira ve ark. 2007). Kimyasal yolla kanser olusturma g¢alismalar ilk defa 1963
yilinda Howell adli arasgtirmaci tarafindan denenmistir (Howell, 1963). Meme
tiimdrleri, karsinogenezin ilk adimi (baslangic) biiylik 6lciide hayvanlarin kimyasal
karsinojen uygulamasi sirasindaki yasina baghdir (Nandi ve ark., 1995; Russo &
Russo 1996; Thordarson ve ark., 2001). Kimyasal karsinogenezis, kanserojen madde,
terminal u¢ tomurcuklarinin alveolar tomurcuklara aktif olarak farklilasma zamani ile
cakisan 45 ile 60 giinliik yas (cinsel olgunluktaki hayvanlar) arasinda uygulandiginda
maksimumdur (Russo ve Russo 1996) (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: Meme parankiminde karsinogenez asamalarinin sematik gosterimi. Kanserojen ajan 45 ila
60 giinliikkken (ergenlik) uygulandiginda, baslatma terminal u¢ tomurcuklarda (TEB'ler) gerceklesir.
Daha sonra bu yapilarda meme karsinojenezi devam edebilir, intraduktal proliferasyon ve son olarak in
situ karsinomlar olusur. Baslangigta (initiation) TEB, alveoler tomurcuk (AB) ve lobiillere dikotom
olarak gelisebilir. Bu yapilardaki karsinogenez, nihayetinde farkli organlara metastaz yapabilen invaziv
karsinomlardan neden olur. Kanserojen ajanlar, TEB'nin halihazirda AB ve lobiillere doniistiigi
puberteden sonra hayvanlara verildiginde, AB ve lobiillerde karsinogenez baslar ve baslica iyi huylu
meme lezyonlarindan (adenom ve fibroadenom) meydana gelir. (Alvarado ve ark., 2017)

Kimyasal karsinojen uygulamasindan sonra ovariektominin meme
tiimorlerinin insidansin1 %96 oraninda azaltabilecegi de daha once bildirilmistir.
Bununla birlikte, hormona bagimli meme tiimoérleri, karsinogenezin ilk asamasinda
Ostrojen hormonlarina bagli olsa da daha sonra Ostrojen bagmmhiligi ve ilgili
reseptorlerin  ekspresyonu olmadan daha agresif bir fenotipe ilerleyebilirler

(Thorderson ve ark., 2001) (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: Sigan meme bezinin anatomisi ve meme kanseri indiiksiyonu ile ilgili yapisal gelisimin
zaman c¢izelgesi. (a). Meme epitelinin (i) bilyiimesi ve islevi ile iliskili terminal u¢ tomurcugu (TEB) ve
¢esitli meme hiicrelerinin semasi. TEB'in 20. giin civarinda farklilasmasindan kaynaklanan alveoler
tomurcugun (AB) semast (ii). On ayr1 alveol ile farklilasmis bir AB'den olusan ve gevsek, destekleyici
intralobiiler stroma ile ¢evrili lobiiliin semast (iii). (b). Sigan ergenlikten cinsel olgunluga ve yetigkinlige
dogru ilerlerken gelisen meme yapilarinin olusumunu agiklayan zaman ¢izelgesi. X ekseni, meme yag
yastigindaki mm?2 basina yapi sayisint gosterir. Sprague-Dawley (SD) farelerinde zamanla yaklagik
TEB (kirmiz1 ¢izgi), AB (yesil ¢izgi) ve lobill (mavi ¢izgi) sayilar1 gosterilmektedir. Altta yatan
parantezler, kimyasal veya Ostrojen kaynakli meme karsinojenezi igin tedavinin baglatilmasinin tipik
donemini gosterir ve ok, radyasyona bagli meme karsinojenezi baslangicinin tipik yasini (~ 63 giin)
gosterir. (Miller ve ark., 2022)

2.8.1.1. Dimetilbenzantrasen (DMBA) ile Meme Tiimoérii indiiklenmesi

DMBA, meme bezinin destekleyici stromasi gibi yag bakimindan zengin
dokularda biriken lipofilik gevresel kimyasallarin bir sinifi olan ve kemirgenlerde
meme tiimorlerinin indiiksiyonunda yaygin olarak kullanilan sentetik bir polisiklik
aromatik hidrokarbondur (PAH) (Currier ve ark., 2005; Dhaheri, Hassouna, Al-Salam
& Karam, 2008; Korsh, Shen, Aliano & Davenport, 2015; Russo & Russo 2000). 7,12-
dimetilbenz(a)antrasen (DMBA), Sprague Dawley farelerinde meme kanserini
tetiklemek icin yaygin olarak kullanilan bir maddedir. DMBA, karsinojenezden
sorumlu genlerde mutasyonlar1 baslatarak veya tesvik ederek etki eder (Manoharan,
Muneeswaran & Baskaran, 2010). DMBA'nin oral uygulamasi, hiicresel sitozolik
reseptor olan aril hidrokarbon reseptoriinii (AhR) aktive eder. Aktive edilmis AhR’1n
¢ekirdege translokasyonu gergeklesir ve AhR niikleer translokasyon proteini (ARNT)
ile birlesir (Lee ve ark., 2008). AhR/ARNT kompleksi, AhR'ye yanit veren genlerin
yukarisindaki spesifik DNA tanima bolgelerine baglanarak gen transkripsiyonunu

indiikler. Bu tiimdr olusumu, DMBA'y1 DNA eklentileri olusturan mutajenik bir
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epoksit ara maddesine metabolize eden sitokrom p450 (CYP1Al ve CYP1B1)
enzimlerinin AhR'ye bagli up regiilasyonunu igerir. Bu DNA eklentileri, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) aracili karsinogenez ile iliskili mutasyonlar ve
malignant doniistim ile iliskilidir (Lee ve ark., 2008). 50-56 giinliikken, kilogram
basina 10 ila 100 mg arasinda degisen tek bir dozda gavaj ile uygulandiginda, ¢ok
sayida meme tiimorii gelisimine neden olur (Dhaheri ve ark., 2008). Kanserojen
etkilerini géstermek i¢cin, DMBA'nin daha once baglica karacigerde bulunan sitokrom
P-450/P1-450 monooksijenaz enzim sistemleri tarafindan biyoaktive edilmis olmasi
gerekir. Metabolitler mono- ve dihidroksimetildir ve bunlar ayrica karsilik gelen
dihidrodiollere, fenollere ve diger oksidasyon iiriinlerine metabolize edilebilir (Russo,
Tay & Russo, 1982). Uretilen epoksitler, iki mekanizma araciligryla T:A igin A:T ve
T:A i¢in G:C transversiyonlarin1 olusturan DNA ile etkilesime girer: Bu
mekanizmalar; DMBA-adenin ve DMBA-guanin eklentilerinin olusumu ve DMBA
epoksit ve DNA piirinleri hedefi arasindaki kompleksin kendiliginden parcalanmasi

ile piirinlerin kaybidir (Alvarado ve ark., 2017).

2.8.1.2. N-metil-N-nitrozur (MNU) ile Meme Tiimérii Indiiklenmesi

MNU, DNA'da geri doniisii olmayan degisikliklere neden olmak icin
metabolik aktivasyon gerektirmeyen dogrudan alkilleyici bir ajandir (Doctores ve ark.,
1974; Murray, Ucci, Maffini, Sonnenschein & Soto, 2009). Glisin yerine glutamik
asidi kodlayan Hras kodonu 12'de GGA'dan GAA'ya gecis mutasyonunu tesvik
ederek, guanin niikleositlerinin metilasyonu yoluyla bir kanserojen gorevi goriir
(Murray ve ark., 2009; Lu, Jiang, Mitrenga, Cutter & Thompson, 1998; Sukumar,
Notario, Martin-Zanca & Barbacid, 1983). Bu kanserojen madde siganlara 50
giinliikken, kilogram basina 50 mg'lik standart bir dozda tek bir intraperitoneal (i.p.)
enjeksiyonu, duyarli tiim hayvanlarda (insidansin %100'i) meme tiimorlerine neden
olur (Alverado ve ark., 2016; Faustino-Rocha ve ark., 2015; Murray ve ark., 2009;
Soares-Maria ve ark., 2013). MNU, intraperitoneal, deri alt1 veya gavaj yardimi ile
oral yolla uygulanabilir. Uygulama yoluna gore tiimor olusum orani1 degiskendir ve en
yuksek tiimor olusumu intraperitoneal yolla uygulama sonucu gergeklesir (Lu ve ark.,

1998).
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2.8.1.3. Diger Kimyasal Maddeler ile indiiksiiyon

DMBA ve MNU kadar etkili olmasada baz1 kimyasal bilesiklerin de meme
karsinogenezini baslattigr yapilan g¢alismalarda bildirilmistir. Bisfenol A, bakair,
resveratrol, folik asit, demir, Metil-amorain, siit, estron siilfat, Fenetilizotiyosiyanat
gibi bazi kimyasal bilesiklerin meme karsinogenezini indiikledigi gozlenmistir
(Alvarado ve ark., 2017).

2.8.2. Hormon ile indiiksiiyon

Meme bezinin normal gelisiminde rol oynayan Ostrojenler, kimyasal
maddeler ile birlikte uygulandiginda veya radyasyon gibi fiziksel irritasyonlara maruz
kaldiklarinda tiimor olusturma potansiyeline sahiptirler (Russo ve Russo 1998).
Ostrojen ile meme tiimériinii indiiklemek igin tekrarlayan damar igi enjeksiyonlar,
kronik salinim i¢in deri alt1 intraskapiiler pelet uygulamasi ya da deri alt1 silastik tiip
yollart kullanilir (Ding ve ark., 2013; Harvell ve ark., 2002; Huggins, Briziarelli &
Sutton, 1959; Jerry ve ark., 2018; Shull, Spady, Snyder, Johansson & Pennington,
1997; Shull, Dennison, Chack & Trentham-Dietz, 2018). En yaygin olarak dogal
Ostrojen olan 17B-estradiol (E2) kullanilir, ancak sentetik Ostrojen dietilstilbestrol
(DES) daha etkilidir (Dunning & Curtis 1952; Flister, Joshi, Bergom & Rui, 2019).
Ostrojen ile meme tiimérii indiiksiiyonu i¢in dzellikle ACI (August Copenhagen Irish)
rki siganlar kullanilir ve bunun nedenide si¢anlarindan alinan epitelyal meme dokusu
Ostrojen uygulamasina kars1 ozellikle hassastir, bu hormona maruz kaldiktan sonra
meme bezinden epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve transformasyonu gozlenir
(Ravoori, Vadhanam, Sahoo, Srinivasan & Gupta, 2007). Disi si¢anlarin cinsel
olgunluga ulastigi zamana karsilik gelen 60 giinliikk yasta Ostrojen uygulamasina
baglanir. Duyarli ACI farelerinde, meme tiimorleri tipik olarak siirekli dstrojen (E2)
uygulamasindan yaklasik 125-140 giin sonra elle tutulur hale gelir (Turan ve ark.,
2004; Shull ve ark., 2018). Kimyasal kanserojenlerle indiikleme gibi, Ostrojen
uygulamas1 da DNA eklentilerinin olusumuyla sonuclanir. Ostrojen kaynakli DNA
eklentilerindeki artislarin meme kanseri riski ile iliskilendirilmesine ve bu eklentilerin

en aza indirilmesinin riski azalttig1 bilinmesine ragmen, karsinogenezdeki rollerinin
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tam kapsami belirsizligini korumaktadir. (Cavalieri & Rogan 2010; Cavalieri & Rogan
2016; Dwivedy, Devanesan, Cremonesi, Rogan & Cavalieri, 1992; El-Bayoumy ve
ark., 1996; Flister ve ark.,, 2019). Meme bezinin 2-hidroksiestradiol, 4-
hidroksiestradiol, 16-hidroksiestradiol veya 4-hidroksiestron gibi diger steroid
hormonlara duyarliligi farklidir ve bu steroid hormonlar 17p-estradiole benzer bir

dozda uygulandiginda meme tiimérii gelisimini tetiklemezler (Turan ve ark., 2004).

2.8.3. Fiziksel Yol ve Radyoaktif Madde ile Indiiksiiyon

Insan meme bezinin Hirosima ve Nagazaki atom bombalarmnin iyonlastirict
radyasyonuna (gama 1sinlar1) duyarhiligimi aciklayan ilk calismalar, bu tiir
radyasyonun kanserojen etkilerini agikga gostermistir (McGregor ve ark., 1977). Ek
olarak, bu calismalar ayrica ergenlige girmis kadinlarin meme dokularinin daha yash
kadinlarla karsilastirildiginda daha yiiksek bir duyarliliga sahip oldugunu ve ergenlige
girmis kadinlarda meme kanseri insidansinin yetigkinlere kiyasla daha yiiksek
oldugunu gostermistir (McGregor ve ark., 1977). Sican meme bezi, X-1ginlar1, nétron,
gama radyasyonu ve manyetik alanlar gibi farkli radyasyon tiirlerine kars1 hassastir.
Bu hayvanlarda meme karsinojenezini indiiklemek icin tipik olarak tiim viicuda
verilen tek bir dozdan olusur (Herrera, Ponce & Ruiz-Opazo, 2013; Lee, Zhu,
Govindasamy & Gopalan, 2008;) veya kimyasal karsinojenler veya hormonlarla
kombinasyon halinde kullanilabilirler (Russo ve Russo 1996; Thompson ve Singh
2000). Kadinlarda gézlenenin tersine, X-1sinlarina maruz kalan Sprague-Dawley disi
siganlarinda meme tiimoriiniin insidansi, farkli yas gruplari arasinda ayni bulunmustur.
Hassas sican irklar1 (Sprague Dawley) eriskinlige ulastiklari zaman (~ 63 giin)
radyasyona maruz birakildiktan sonra yaklasik 140-365 giin ig¢inde tiimorler ortaya
cikar (Broerse, Hennen, Klapwijk & Solleveld, 1987; Herrera ve ark., 2013; Moriyama
ve ark., 2021; Nishimura ve ark., 2021; Russo & Russo 1996). Tespit edilen meme
lezyonlari histolojik olarak adenokarsinom ve fibroadenomlar olarak teshis edilmistir
(Holtzman, Stone & Shellabarger, 1982). Fiziksel karsinojenler, dogal olarak olusan
veya sentetik olan lifler, metalik kobalt, asbest ve silikon jeller gibi ¢Oziiniir
malzemelerdir (Soffriti, Minardi & Maltoni, 2003). Bu karsinojenler, 6zellikle protez

meme implantlar1 genellikle silikon jeller ve poliliretan gibi sentetik malzemeler
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icerdiginden, meme kanseri alaninda &nemli bir ilgi alanidir (Berkel, Birdsell &
Jenkins, 1992). Tlging bir sekilde, sicanlarda silikon jel implantlar, nakil bélgesinde
sarkom olusumu riskini artirirken (Bryson & Bischoff 1967; Brand & Brand 1980),
MNU tedavisini takiben meme tiimérii insidansini azaltmistir (Su, Dreyfuss, Krizek &
Leoni, 1995).

2.8.4. Kanser Hiicrelerinin Implantasyonu

Bu yol ile meme tiimorlerinin olusturulmasinda, timdér hiicreleri timor
gelisimi i¢in farelere dogrudan implante edilebilir. Kanser hiicrelerinin kdkenine bagh
olarak, bu modeller ksenogreft veya singenik (syngeneic) olarak siniflandirilabilir
(Alvarado ve ark., 2017). Ksenogreft modelinde, tiimoér hiicreleri insan meme
tiimorlerinden tiiretilir ve bagisiklig1 baskilanmis hayvanlara implante edilir (Kim,
O’Hare & Stein, 2004). Bu model i¢in en ¢ok kullanilan sican modeli rnu/rnu niide
sicanlardir (Yang ve ark., 2014). Singenik modellerde, timor hiicrelerinin kokeni,
tiimor hiicrelerinin implante edilecegi hayvanlara genetik olarak benzer laboratuvar
hayvanlarindan olmaktadir ve bu model i¢in implantasyondan 6nce uygulanacak olan
hayvanin bagisikligin1 baskilamaya gerek yoktur. Bu yilizden bu model, bagisiklik
sistemi ile kanser gelisimi arasindaki etkilesimi incelemek i¢in kullaniglidir (Khanna
& Hunter, 2005). Hem ksenogreft hem de syngenik modeller, meme tiimérii hiicreleri,
timor orijin bolgesine (meme yag yastigl) implante edilirse ortotopik veya timor
hiicreleri farkli bir yere implante edilirse (deri alt1, periton igi, kas i¢i) heterotopik
olabilir (Sano & Myers 2009; Vargo-Gogola & Rosen 2007).

2.8.5. Genetigi Degistirilmis Modeller

Genetigi degistirilmis hayvanlar, DNA dizilerinin eklenmesi (transgenik),
degistirilmesi (knock-in) veya c¢ikarilmasi (knock-out) yoluyla genetik materyali
degistirilmis canlilardir (Forabosco, Lohmus, Rydhmer & Sundstréom, 2013; Regua,
Arrigo, Doheny, Wong & Lo, 2021). Genetigi degistirilmis farelerin sayisi, genetigi
degistirilmis siganlarin sayisiyla karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek

olmasma ragmen, genetigi degistirilmis sicanlar, meme kanserinin molekiiler
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etiyolojisini incelemek i¢in miikemmel bir model haline gelmislerdir (Blackshear,
2001; Smits ve ark., 2016; Sukumar, McKenzie & Chen, 1995). Spesifik meme kanseri
olusumu durumunda, genetigi degistirilmis siganlar, ras, neu, BRCA1l ve BRCAZ2
genlerinin meme tiimoérlerinin malignant ilerlemesindeki roliinii degerlendirmek igin
miikemmel modellerdir (Cotroneo ve ark., 2007; Dwinwll, Lazar & Geurts, 2011,
Hoenerhoff ve ark., 2011; Smits ve ark., 2016; Zan ve ark., 2003).

2.9. Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri ilk kez Alman patolog Paul Ehrlich tarafindan 1878 yilinda
anilin boyal1 insan tiimor dokularinda tanimlanmistir. Almanca yiyen hiicre anlamina
gelen “Mastzellen” olarak adlandirmis ve bazofillere benzerliklerinden dolay1
dokudaki bazofiller olabilecekleri diisiiniilmistiir. 1937'de Holmgren ve Willander
mast hiicrelerini ¢ok sayida igeren dokularin heparin agisindan zengin oldugunu
bulmustur (da Silva, Jamur & Oliver, 2014). Mast hiicreleri, tiim omurgali siniflarinda
bulunurlar. Adaptif bagisikligin gelismesinden ¢ok once, yaklagik 500 milyon y1l 6nce
ortaya ¢iktiklar1 tahmin edilmektedir (Mulero, Sepulcre, Meseguer, Garcia-Ayala &
Mulero, 2007).

2.9.1. Mast Hiicrelerinin Morfolojisi

Bag dokusunda adipositlerden sonra en biiylik hiicrelerdir. Yaklasik caplar
20-30um’dur. Intrasitoplazmik graniillerle dolu yuvarlak veya oval sekilde hiicre
govdesi ve merkezi konumlu nukleuslar1 bulunan myeloid hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda mast hiicrelerin en belirgin 6zelligi olan, yaklasik caplar1 0.3-2.0
um’yi bulan, sayilart ise 50°den 500°e varan ¢ok sayida salgi graniilleri bulunur
(Dvorak, 2005; Yong, 1997) (Sekil 2-5).

Mast hiicrelerinin morfolojik sekilleri bulunduklar1 yere gore degiskenlik
gosterir. Gevsek bag dokusunda iken yuvarlak goriiniirler, ancak kan damarlaria
yakin olduklarinda uzun veya ovaldirler, dermal liflerde ise ig seklinde, yildiz seklinde

veya ipliksi bir goriiniime sahip olabilirler (Yang, 1997)

46



Sekil 2-5: Mast hiicresinin ve sitoplazmik graniillerinin ultrastriiktiirel olarak gdriiniimii. (Dvorak
2005)

2.9.2. Mast Hiicrelerinin Kokeni, Goc¢ii ve Olgunlasmasi

Mast hiicreleri, kanda dolasan ve dokulara girdikten sonra farklilasan, diger
immiin sistem hiicreleri gibi kemik iligi kaynakli pluripotent hematopoetik progenitor
hiicrelerden koken alirlar. Mast hiicresi progenitorleri (MCP), karakteristik salgi
graniillerini icermez, kanda mononiikleer l6kositler olarak dolasirlar, CD13, CD33,
CD38, CD34 ve Kit eksprese ederler (Okayama & Kawakami, 2006).

Mast hiicrelerinin embriyonik kdkeni ise bir tartisma konusudur. Guiraldelli
ve arkadaglarinin yapmis oldugu yakin zamanli bir calismada para-aortik
splenikopleura mezoderminden gelisen aorta-gonad-mezonefroz (AGM) bdlgesi,
sigan embriyonik mast hiicrelerinin orijin bolgesi olarak tanimlanmistir (da Silva ve
ark., 2014; Guiraldelli ve ark., 2013).

Mast hiicre farklilagmasi, biiylimesi ve hayatta kalmasi, dokudaki ¢evresel
faktorler tarafindan diizenlenir. Kok hiicre faktorii (SCF), c-Kit reseptoriiniin ligandi
ve IL-3 en iyi bilinen faktorlerdendir. SCF esas olarak fibroblastlar ve diger
mezenkimal hiicreler tarafindan salgilanir ve mast hiicrelerinin hayatta kalmasi,
gelismesi ve genislemesinde 6nemli bir role sahiptir. SCF ve Kit baglanmas: ile
baslatilan sinyalizasyon, mast hiicrelerinin ¢esitli dokulara yonlendirilmesi ve gogii
igin kritiktir (Okayama & Kawakami, 2006; Ito ve ark., 2012). MCP'ler, mikro
cevresindeki sitokinler ve biliyiime faktorlerinden etkilenerek farklilasmalarimi
tamamlamak tlizere transendotelyal go¢ yoluyla cesitli periferik dokulara ulasir (Gurish
& Austen, 2012; Kitamura, Oboki & Ito, 2006). Mast hiicrelerinin hedef konumlarina

gb¢ edebilmesi, integrinlerin, adezyon molekiillerinin, kemokinlerin, sitokinlerin ve
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biiyiime faktorlerinin etkilerine baglidir (Collington, Williams & Weller, 2011). IL-3
mast hiicre proliferasyonu ve farklilagmasindan sorumlu ana sitokin olarak kabul
edilirken ayrica mast hiicre dokularda olgunlasmasina ve islevine katkida bulunan
diger endojen faktorler, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-33, sinir bliyiime faktorii (NGF) ve
doniistiiriicii biiytime faktorii- B (TGF — B)‘dir (Jamur & Oliver 2011; Lee, Kim, Song
& Cho, 2010; Westerberg, Ulleras & Nilsson, 2012). Mast hiicre gelismesini etkileyen

tiim faktorler Tablo 2-1’de sunulmustur.

Tablo 2-1: Mast hiicrelerin gelisimini etkileyen faktorler (Jamur & Oliver 2011)

Mast Hiicrelerinin Gelisimini Etkileyen Faktorler

Sitokin ‘ Reseptor Etki
SCF Kit Progenitorlerin ¢ogalmasini uyarir.
IL-3 ‘ IL-3R Progenitorlerin ¢ogalmasini uyarir.
IL-4 IL-4 R Proliferasyon igin kofaktor.

Bag dokusu fenotipini destekler.
IL-5 ‘ IL-5R Proliferasyon i¢in kofaktor.
TNF-a ile kombinasyon olarak MH

IL-6 IL-6R gelisimini indiikler.
Proliferasyon i¢in kofaktor

IL-9 ILOR Mukozal fenotipini destekler.

IL-10 IL-10 R Proliferasyon i¢in kofaktor

Mukozal fenotipini destekler.
IFN-y | IFN-y R Proliferasyonu inhibe eder.
Proliferasyon i¢in kofaktor

NGF NGFR Bag dokusu fenotipini destekler.
TGF-p \ TGF-B R Proliferasyonu inhibe eder.

GM-CSF GM-CSF R Proliferasyonu inhibe eder.
TPO ‘ TPOR MH gelisimini indiikler.

2.9.3. Mast Hiicrelerinin Boyanmasi

Mast hiicreleri morfolojileri sayesinde histolojik boyama metotlariyla
kolaylikla ayrilabilirler, Hematoksilen-Eozin (H-E), May-Griinwald Giemsa,
Toluidine Blue, safranin o, metilen mavisi, thionin, alcian blue gibi histokimyasal
boyalarla ya da proteaz iceriklerine baglh olarak kimaz-triptaz’a karsi antikorlar
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal metotlarla ile belirlenebilirler. Rutin H-E
boyamasinda pembe sitoplazma ve soluk pembe graniil icerigi ile tanimlansalar da bu
yontem kullanilarak mast hiicresi incelemek giivenilir degildir. (Tikoo ve ark., 2018).

Metakromazi 6zelligi hiicrelerin boyandiklar1 boyanin orijinal renginden
farkli bir renkte boyanabilmesidir. Mast hiicreleri igerdigi sitoplazmik graniillerin

kondroitin siilfat ve heparin gibi proteoglikanlari icermesi nedeniyle metakromazi
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ozelligi gosterirler bu 6zellik onlarin dokularda tanimlanmasi igin ¢ok kolaylik saglar.
Bu asit karakterdeki sitoplazmik graniiller sayesinde mast hiicreleri toluidine blue,
tionin ve metilen mavisi gibi bazik boyalarla fusya-mor tonlarda boyanabilirler. Mast
hiicrelerinin histokimyasal boyamasi i¢in toluidin blue, metakromazik boyama icin en
cok tercih edilen boyadir. Ayrica Alcian blue gibi graniillere 6zgli boyalarla da
boyanabilirler. Alcian blue boyasi tek basina ya da Safranin O ile kombine edilerek de
kullanilabilir. Bu metotta mast hiicresinin igerdigi proteoglikan ¢esidi veya proteaz
icerigine bagl olarak graniilleri kirmizi ya da mavi tonlarinda boyanir (Bancroft &

Cook, 1984; Tikoo ve ark., 2018).

2.9.4. Mast Hiicre Siniflandirilmasi

Proteaz igeriklerine ve boyama oOzelliklerine gore kemirgenlerde mast
hiicreleri, mukozal ve bag dokusu mast hiicreleri olarak siniflandirilmaktadir. MMC
(Mukozal mast hiicre) graniillerinin proteaz iceriginde agirlikli olarak, serglisin
proteoglikanlarinin kondroitin siilfat zincirlerine baglh kimazlar (mMCP-1 ve mMMCP-
2) bulunur. CTMC’lerinin (bag dokusu tipi mast hiicreleri) graniilleri ise, serglisin
proteoglikanlarinin heparin zincirlerine baglanan kimazlar (mMCP-4), triptazlar
(mMMCP-5 ve mMCP-6) ve karboksipeptidaz A (mCPA) icerir. Bunlar deriden, periton
boslugundan ve bagirsak submukozasindan izole edilebilir (da Silva ve ark., 2014).

Insanlarda mast hiicreleri, proteaz igeriklerine gore agirhikli olarak triptaz
veya (daha nadiren) kimaz veya her iki ana proteazi icerenler olarak kategorize
edilmistir. Hem triptaz hem de kimaz igeren mast hiicreleri "MC-TC " olarak
adlandirilirken, yalnizca triptaz iceren mast hiicreleri "MC-T " olarak adlandirilir
(Irani, Schechter, Craig, DeBlois & Schwartz, 1986; Pejler, Ronnberg, Waern &
Wernersson, 2010; Schwartz, 2006).

2.9.5. Mast Hiicrelerin Rol Aldig1 Fizyolojik ve Patolojik Durumlar

Memelilerde fizyolojik kosullar altinda, mast hiicreleri, mineralize kemik,

kikirdak ve kornea gibi avaskiiler dokular disindaki organlarin bag dokusunda
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ozellikle kan, lenf damarlar1 ve periferik sinirlerin ¢evresinde yakin yerlesimli olarak
bulunurlar (Norrby, 2002).

Mast hiicreleri, bagisiklik sisteminin normal dengesinin korunmasinda
gorevli hiicrelerden biridir. Enfeksiyonun erken doneminde, mast hiicreleri, bir
patojenin varligini, enfeksiyon bolgesinde yakinlarda bir¢ok hiicre tipine iletmek i¢in
gorev alabilir. Deri ve mukozadaki konumlart ile, viicuda giren antijenlere kars1 ilk
savunma hatt1 olarak gorevi yapar, g¢esitli patojenlere kars1 savunmada ve bunlarin
temizlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar (Abraham & John, 2010; Bulfone-Paus &
Bahri, 2015).

Mast hiicreleri doku yenilenme (remodelling) olaylarina katilirlar, VEGF-A,
CXCL16, Endotelin-1, GM-CSF, CXCL8 ve CCL2 gibi anjiyojenik maddelerin
dogrudan veya dolayli yoldan salinimini saglayarak damar olusumunu tesvik eden,
pro-anjiyojenik hiicrelerdir (Jeong ve ark., 2013; McHale, Mohammed & Gomez,
2019; Starkey, Crowle & Taubenberger, 1988).

2.9.6. Mast Hiicreleri ve Kanser Iliskisi

Kanserin baglamast ve ilerlemesi, ¢ok sayida genetik ve epigenetik
degisiklikler ile karakterize edilen cok adimli siirectir. Immiin sistem hiicreleri, siirekli
olarak iiretilen mutant hiicreleri tanir ve ortadan kaldirirken direncli kanser hiicreleri
bu sistemden gegebilir ve tiimor gelistirmeye devam edebilir (Dawson, Kouzarides &
Huntly, 2012; Zitvogel ve ark., 2008; Zitvogel, Galluzzi, Smyth & Kroemer, 2013)

Tiimorlerin gelisme ve biiylime hizi, tiimor hiicrelerinin kendileri ve
cevresindeki mikro ¢evre tarafindan uyarilan pro- ve anti-timdrojenik etkiler
tarafindan diizenlenir. Kanser hiicreleri ve kanser mikrocevresinde bulunan diger
hiicreler arasinda giiglii bir etkilesim vardir ve bu sinyallesmeler tiimor biiylimesinin
hem ilerlemesine hem de durmasina neden olabilir. Mast hiicreleri de mikrogevre
degisikliklerini algilayabilen genis bir reseptor dizisi ile donatilmistir (Sekil 2-6).
Ayrica tlimor biiylimesinin modiilasyonunu etkileyebilecek birgok faktorii

salgilayabilirler.
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Sekil 2-6: Mast hiicre ylizey reseptorleri. (Varricchi ve ark., 2017)

Tiimor mikrogevresine mast hiicreleri tarafindan salinan proteazlar (G6rn.
Triptaz) metalloproteinazlari aktive ederek, ekstraseliiler matriksin bozulmasina neden
olup, anjiyojenik faktdrlerin salgilanmasina neden olarak, anjiyogenez ve metastaz
yonlinden modifiye eder. Timoriin ilerlemesi sirasinda, mast hiicreleri ayrica
notrofillerin ve eozinofillerin toplanmasi, T ve B immiin yanitlarinin aktivasyonu
(Aponte-Lopez ve ark., 2018] ve tiimor mikrogevresinde biriken ve kotii prognozla
iligkili olan miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler tizerinde de etki eder (Sekil 2-7)
(Aponte-Lopez ve ark., 2018).

Tumor Regression Tumor Initiation and Progression

ros Genetic Instability
DNA and RNA Damage
Lipid Peroxidation

VEGF-A VEGF-B
CXCL8/IL-8 FGF-2

Angiogenesis
Cytotoxicity

Lymphangiogenesis
Cytotoxicity MMP-9 uPA

uPAR Tryptase
‘ Tissue Remodelling
Histamine - S CXcLe/iL8 _ e o y
bc < Mast Cell P t ymal Tr
CXCL8/IL-8
Heparin 3 Stemness

Growth inhibition

Activation of STAT-3

Growth inhibition
Epithelial-to-M hymal Tr
Immunosuppression

Adenosine
Immunosuppression

Proliferation of Tumor Cells

Suppression of Adaptive Immunity
M2 Polarization

Sekil 2-7: Mast hiicrelerinin tiimor ilerlemesi ya da gerilemesini saglayan faktorlerinin sematize
edilmis hali (Varricchi ve ark., 2017).
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Mast hiicre inhibitorii olan kromolinin kullanildigi fare prostat
adenokarsinom modellerinde, kanser hiicrelerinin sayisint  ve aktivitesini
azaltabilecegini ve hastalik sonuglarini iyilestirebilecegi ileri siirlilmiistiir (Pittoni P.
2011). Mast hiicre sagkalim proteini c-Kit'e kars1 inhibitor aktivite gosteren masitinib
uygulamasi pankreas kanseri hastalariyla yapilan bir preklinik ¢alismada, masitinib
art1 standart kemoterapi kombinasyonu alan hastalarin tek basina kemoterapi alan
hastalarla karsilastirildiginda sagkalimda artis bulunmustur (Mitry ve ark., 2010).

Peritiimoral veya intratiimoral yiiksek mast hiicre yogunluguna sahip
kanserlerin ornekleri tiroid, mide, pankreas, prostat, melanom ve meme kanseridir
(Ch'ng, Wallis, Yuan, Davis & Tan, 2005; Diindar, Oner, Peker, Metintas, Isiksoy &
Ak, 2008; Johansson ve ark., 2010; Varricchi ve ark., 2017; Tuna, Yé&riikoglu, Unlii,
Mungan & Kirkali, 2006) Sasirtict olan, bu neoplazilerdeki mast hiicrelerinin
protiimorijenik, antitiimdrijenik veya sadece masum seyirciler olarak rapor edildigidir
(Aponte-Lopez ve ark., 2018). Tiimoral ¢evrede mast hiicre artis1 gastrik, pankreatik

ve kolorektal tiimdrlerde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.

2.10 Mast Hiicre Mediyatorleri ve Mast Hiicre Aktivasyonun Kanserdeki Rolleri

2.10.1 Mast Hiicre Aktivasyonu

Degraniilasyon terimi, graniillerin kayb1 veya salinmasi anlamina gelir,
bliyiik hiicre i¢i graniilleri olan mast hiicreleri ve bazofiller tarafindan gerceklestirilir.
Salgi ise, bir hiicre i¢i maddenin, hiicre dis1 ortamina salinmasini tanimlar. Ekzositoz
vezikiillerde bulunan maddelerin, vezikiiler zarin dis hiicre zar1 ile fiizyonu yoluyla
hiicreden bosaltildig1 bir hiicresel salgilama veya atilim iglemidir. Mast hiicreleri, bu
salinim olaylarinin tiim bi¢imlerini sergilerler. Ancak, mast hiicre aktivasyonu terimi
en tipik salimim sekli olan degraniilasyonu tanimlar (Burgoyne & Morgan, 2003;
Moon, Befus & Kulka 2014; Wernersson & Pejler, 2014).

Mast hiicre aktivasyonu, klasik olarak hizli bir sekilde meydana gelebilir ve
bu da yangisal mediyatorlerin yogun bir sekilde salinmasina ve anafilaksi ve
anjiyoddem gibi dramatik klinik tablolara yol agar. Bununla birlikte, bu siirecler,

kronik enflamatuar ve lokal doku degisikliklerine yol acan spesifik mediyatdrlerin
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yavag salinimi ile kademeli olarak da meydana gelebilir. Mast hiicre aktivasyonunun
bu sekli, mast hiicrelerinin doku yeniden modellenmesinin merkezi diizenleyicileri ve
dogal ve adaptif bagisiklik tepkilerini koordine eden koruyucu bagisiklik hiicreleri
olarak islev gordiigii kanser patolojilerinde 6nemlidir (Oldford & Marshall, 2015)
(Sekil 2-8).

Anaphylactic
degranulation Piecemeal
degranulation

exocytosis

Sekil 2-8: Mast hiicrelerinin mediyatdr salgilama tipleri (Moon ve ark., 2014)

2.10.2 Mast Hiicre Mediyatorleri

Mast hiicre mediyatorleri sentezlenme sekline gore ikiye ayrilir; bunlar
onceden sentezlenmis olup depo edilenler primer mediatorlerdir veya bir uyarimdan
sonra sentezlenenenler ise sekonder mediyatorlerdir (Forsythe, 2018). Primer
mediyatorler her an salgilanmaya hazir durumda iken sekonder mediyatorler gecikmeli

olarak salinirlar (Forsthye, 2018) (Sekil 2-9).
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Sekil 2-9: Aktivasyon lizerine mast hiicreleri ¢ok ¢esitli mediyatorleri salgilayabilir. Bununla birlikte,
bir mast hiicresinin spesifik mediyator profili, hiicrenin gelistigi doku mikro ortamina bagldir.
Proteazlar, biyojenik aminler ve peptidoglikanlar (solda) dahil olmak {izere birgok mediyator,
graniillerle birlikte depolanir. Mast hiicreleri ayrica belirli sitokinleri dnceden depolama konusunda
benzersiz bir yetenege sahiptir. Anafilaksi sirasinda goézlemlendigi gibi, yiiksek seviyelerde dnceden
depolanmis mediyatorler, tam degraniilasyon yoluyla hizla salinabilir, ancak daha ¢ok parca parga
degraniilasyon yoluyla sinirli seviyelerde salinir. Mast hiicre aktivasyonu ayrica sitokinlerin,
kemokinlerin, biiyiime faktorlerinin, néropeptitlerin ve lipid tiirevli aracilarin (I6kotrienler ve
prostaglandinler; sagda) de novo sentezi ve salgilanmasiyla sonuglanir. Lipid aracilarinin sentezi ve
salgilanmasi, hiicre aktivasyonundan sonraki dakikalar i¢inde gergeklesirken, sitokin iiretimi saatler
icinde gergeklesir. Mast hiicreleri, degraniilasyon olmadiginda yeni sentezlenen mediatorleri salmak
i¢in aktive edilebilir (Forsythe 2019).

2.10.2.1. Histamin

Mast hiicre mediyatorleri arasinda histamin en iyi bilinen biyojenik amindir,
vazodilatasyon ve bronkokonstriksiyonun diizenlenmesindeki roliiyle taninir (Barnes,
1991; Hill, 1992). Histamin, mast hiicresi olgunlagmasi sirasinda artan bir enzim olan
histidin dekarboksilaz (HDC) enzimi ile katalize edilen reaksiyon sonucunda tek
adimda sentezlenir (Ringvall ve ark., 2008; Rothschild & Schayer, 1959). Kanserlerde
histamin etkisi biiylik dl¢iide tiimor tipine ve histamin reseptorlerinden hangisinin
(H1R, H2R, H3R ve H4R) uyarildigina bagl olarak degisen ¢ok cesitli asagi akis
etkileri sinyal yollarmi aktive edebildigine baglidir. Bu sinyaller kanser hiicreleri
tizerinde dogrudan anti-timor ve pro- timor etkileri oldugu gosterilmistir (Massari,

Nicoud & Medina, 2020). Ornegin, histamin reseptorii H3R'nin inhibisyonu, kanser
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hiicrelerinin apoptozunu arttirip prostat kanseri biiyiimesini baskilamistir (Chen & Hu,
2018). Bununla birlikte Martinel Lamas ve arkadaslari, histamin ile kemoterapi
kombinasyon tedavisinin, toksisiteyi azaltarak ve anti-timor aktiviteyi gii¢lendirdigini
gostermistir (Martinel Lamas, Nicoud, Sterle, Cremaschi & Medina, 2015). Klinik bir
caligmada, IL-2 ile kombine histamin uygulamasinin, artmis dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicresi aracili timor hiicresi sitotoksisitesine neden oldugu ve IL-2 tedavisinin

etkinligini arttirdig1 bulunmustur (Agarwala ve ark., 2002).

2.10.2.2. Kimaz

Kimazlar, serin proteaz ailesine ait mast hiicre spesifik proteazlardir ve
monomerik yapida bir endopeptidazdir (Urata, Kinoshita, Misono, Bumpus & Husain,
1990). Yapisi ve substrat 6zelligine gore iki farkli kimaz tiirii (alfa ve beta-kimaz)
tanimlanmistir (Caughey, Raymond & Wolters, 2000; Chandrasekharan, Sanker,
Glynias, Karnik & Husain, 1996). Mast hiicrelerinde kimazlar, salgi graniillerinde
heparin ile birlikte makromolekiiler bir kompleks icinde aktif enzimler olarak
depolanir. Salgilanmadan 6nce, mast hiicre kimazlar1 dipeptidil peptidaz I tarafindan
aktive edilir (Caughey, 2002). Hiicre dis1 siviya salgilandiktan sonra, kimazlar,
kimazlar1 hiicre dis1 sivida bulunan endojen kimaz inhibitorleri tarafindan
inhibisyondan koruyan heparin proteoglikan ile bir kompleks iginde kalir (Lindstedt,
Lee & Kovanen, 2001). Kimazlarin farkli dokularda bulunmasi ve ¢ok sayida substrati
parcalamas1 gergegi, kimazlarin tiimor anjiyogenezi de dahil olmak iizere fizyolojik
ve patolojik kosullarda bir¢ok farkli rol oynayabilecegini, ancak bu rollerin iyi
karakterize edilmedigini gosterir (de Souza Junior ve ark., 2015). Yine de birgok timor
tipinde mast hiicre kimazlarinin arttigi gdosterilmistir. Kolorektal kanserlerde,
hepatoseliiler karsinomlarda ve intrahepatik kolanjiyokarsinomlarda hem triptaz-
kimaz pozitif hemde triptaz pozitif mast hiicrelerinin arttig1 ve timor bolgesine infiltre
oldugu bilinmektedir (Tan ve ark., 2005; Terada & Matsunga, 2000). Kimaz, timor
bolgesinde indirekt yol ile anjiyogenezi artirdigi diisliniilmektedir (Sekil 2-10) (de
Souza Junior ve ark., 2015).
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Sekil 2-10: Kimazlar, MMP-9’u aktive edebilir veya Angiotensin I’i Angiotensin II’ye doniistiirebilir.
(de Souza Junior ve ark., 2015)

2.10.2.3. Triptaz

Mast hiicre triptazi, 134 kDa molekiiler agirligina sahip, tetramerik yapida,
notr bir serin proteazdir (McNeil ve ark., 2008; Schwartz ve ark., 1981). Mast
hiicreleri, hiicre basma 10-35 pikogram (pg) triptaz igerirler (Schwartz, 1990). insan
mast hiicreleri iki tip triptaz (alfa ve beta) igerirler. Alfa-triptaz dolagimdaki ana
izoformdur ve beta-triptaz, salgi graniillerinde depolanan ana triptaz tipi gibi
goriinmektedir (McNeil ve ark., 2008; Pejler ve ark., 2010; Wernersson & Pejler,
2014; Xia ve ark., 1995). Kemirgenlerde eksprese edilen mast hiicre triptazlari (MCP-
6 ve MCP-7), sirastyla insan alfa-triptaz ve beta-triptazlarin benzerlerini temsil ettigi
distintilmektedir (Wernersson & Pejler, 2014; Xia ve ark., 1995).

Kankkunen ve arkadaglar1 tiimor anjiyogenezi ile mast hiicre triptazlar
arasindaki iligki ile ilgili ilk ¢aligmay1 yapmiglar ve iyi huylu tiimoérlere oranla kotii
huylu tiimoérlerde triptaz pozitif mast hiicre sayisinin 4 kat fazla oldugunu
bildirmislerdir (Kankkunen, Harvima & Naukkarinen, 1997). Daha sonra birgcok
arastirmaci tarafindan akciger adenokarsinomlarinda (Imada, Shijubo, Kojima & Abe,
2000), B hiicreli Non-Hodgkin lenfomalarda (Ribatti ve ark., 2010), beyinde (Nico ve
ark., 2004) ve servikal kanserlerde (Taverna ve ark., 2013), miyelodisplastik
sendromlarda (Ribatti & Crivellato, 2012), B hiicreli kronik lenfositik 16semilerde
Ribatti ve ark., 2003), melanomlarda (Ribatti ve ark., 2003), hepatoseliiler
karsinomlarda (Goffredo, Gadaleta, Laterza, Vacca & Ranieri, 2013), gastrointestinal
kanserlerde (Ammendola ve ark., 2013), erken meme kanserlerinde (Marech ve ark.,
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2014) ve kolorektal kanserlerde (Marech ve ark., 2014) triptaz pozitif mast hiicreleri
ile malignant tiimorler arasindaki iligski incelenmistir. Son 20 yilda, triptazlar, mast
hiicreler i¢in spesifik belirte¢ (marker) olarak kullanilmis ve tiimor anjiyogenez ile
iliskili olduklar1 digliniilmiistiir. Bu ylizden de kotii huylu tiimérlerde, tiimoriin
agresifligi ve kotli prognozdan sorumlu olabilecekleri bildirilmistir Ammendola ve

ark., 2014; Malfettone ve ark., 2013; Theoharides ve ark., 2012) (Sekil 2-11).
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Sekil 11: Triptaz direkt veya indirekt yol ile timdr anjiyogenezini indiikleyebilir (de Souza Junior ve
ark., 2015).

2.10.2.4. Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-alfa)

Timor nekroz faktorii (TNF), ilk olarak Carswell tarafindan timor
hiicrelerini in vitro ve in vivo olarak parcalayabildiginin gdsterilmesi ile, timor
gerilemesine neden olan bir sitokin olarak tanimlanmistir. TNF-dontistiiriicii enzim
(TACE) ile boliinerek ekstraseliiler alana salinan, zara bagli bir protein olarak
sentezlenir. Inflamasyon ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin &zellikle onemli bir
mediyatorii olarak bilinir (Murtaugh, Baarsch, Zhou, Scamurra & Lin, 1996; Wang &
Lin, 2008). Genellikle TNF-alfanin ana kaynagi doku makrofajlarinin oldugu
diistiniilmektedir. Ancak, mast hiicreleri, lenfositler, dogal dldiiriicii (NK) hiicreleri,
notrofiller ve eozinofiller dahil olmak {izere birkac farkli hiicre tipi, uygun sekilde
uyarildiginda TNF alfa iretir (Dery ve ark., 2000).

TNF-alfa’nin baglanmas: i¢in hiicrelerde iki reseptor vardir, TNF reseptorii 1
(TNFR-1, p55 reseptorii) ve TNFR-2 (p75 reseptorii). TNFR-1 her yerde eksprese
edilirken, TNFR-2 esas olarak immiin hiicrelerde eksprese edilir. Cogu hiicre tipinde

TNF'nin hiicresel etkilerine aracilik eden ana reseptor TNFR-1'dir ve bu reseptoriin
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aktivasyonu apoptotik hiicre 6limiinii indiikleyen bir sinyalizasyonu baslatir
(Aggarwal, 2003). Bununla birlikte kronik inflamasyon varligi, tiimor gelisimini ve
ilerlemesini desteklemektedir. Baslica bir proinflamatuar sitokin olarak TNF-alfa,
inflamasyon ve karsinogenez i¢in endojen bir timor promotorii olarak islev gorebilir.
TNF-alfa ekspresyonu ¢esitli pre-neoplastik dokuda ve kanser dokularinda daha
yiiksek seviyelerde rapor edilmistir ve kronik lenfositik 16semi, Barrett
adenokarsinomu, meme kanseri ve servikal karsinom gibi kanser tiirlerinde koti
prognoz ile iligskilendirilmistir (Ahmed, Salahy, Fayed, EI-Hefnawy & Khalifa, 2001;
Ferrajoli ve ark., 2002; Garcia-Tunon ve ark., 2006; Szlosarek ve ark., 2004; Tselepis
ve ark., 2002).

Mast hiicreleri ve makrofajlar, tiimor hiicrelerinin sitotoksisitesinde dnemli
roller oynar. Ozellikle mast hiicreleri yiiksek oranda TNF-alfa salgilayabilmek igin
yiiksek miktarlarda TNF alfa depolar, bu da dogrudan tiimér hiicresi sitotoksisitesine
yol agabilirken diger baglamlarda ise TNF-alfa kronik inflamasyonu arttirdigindan
timor biiyiimesini destekleyebilir (Wang ve ark., 2008; Dery ve ark., 2000).

2.10.2.5. MMP-9

Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dist matriks (ECM)
bilesenlerini ve protein olmayanlar1 pargalayan ¢inko ve kalsiyuma bagimli proteolitik
enzimlerin bir ailesidir (Egeblad & Werb 2002). MMP-9, proinflamatuar bir faktor
olarak kategorize edilmistir. Mast hiicreleri kendilert MMP-9 {iretebilir, ayrica bag
dokuda fibroblastlarla adeziv etkilesimleri, MMP-9 salinimina neden olur (Gauchotte
ve ark., 2013; Purwar, Kraus, Werfel & Wittmann, 2008).

MMP-9 (jelatinaz B) oOzellikle bazal membrandaki tip IV kollajeni
parcalayabilir, bu nedenle anjiyogenezde oldugu kadar timdér invazyonu ve
metastazinda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Coussens; Tinkle & Hanahan & Werb,
2000; Egeblad & Werb 2002;). MMP'ler, hemen hemen tiim kanserlerde up-regiile
olur ve bu artig genellikle kotli prognoz ile iliskilendirilir (Egeblad & Werb, 2002).
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2.11. Malignant Meme Tiimoérlerinde Mast Hiicreleri

Bircok kanser tiirinde oldugu gibi, meme kanserlerinin tiimor stromasinda ve
intratlimoral alanda mast hiicreleri siklikla gozlenir, ancak bu hiicrelerin hem pro- hem
de anti-tiimor rolleri belirsizligini korumaktadir. Mast hiicrelerinin meme timor
dokularini infiltre ettigini destekleyen ¢ok sayida kanit olmasina ragmen, prognostik
rolleri ve islevleri tartismalidir (Aponte-Lopez ve ark., 2018).

Tedavi almamis insan meme kanseri hastalarinin kan serum Orneklerinde
yiiksek triptaz seviyeleri bulunmasi, mast hiicre aktivasyonu diisiindiirmektedir.
Triptaz pozitif mast hiicreleri siklikla erken evre insan meme kanseri olgularinda
peritiimoral bolgede gézlenebilmektedir (Marech ve ark., 2014; Samoszuk & Corwin
2003).

Ayrica meme kanserli hastalarin lenf nodlarindaki triptaz pozitif mast hiicre
sayisina paralel olarak mikrodamar sayimlarinin da arttigi ve mikrometastazli lenf
nodlarinda degerlerinin metastazi olmayanlara gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Marech ve ark., 2014). Bu nedenle, mast hiicrelerinin, timor
gelisiminin erken evrelerinde ortaya g¢ikan mikrometastaza ve onu destekleyen
anjiyojeneze en azindan kismen katkida bulundugu 6ne stiriilmiistiir.

Mast hiicrelerinin tiimor yerlesimi ile ilgili olarak, bir calismada intratiimoral
mast hiicrelerinin lenfatik ve perindral invazyonla daha iyi iliskili oldugu ve bunun
olumsuz bir prognostik parametre oldugu bulunmustur.

Histamin H4 reseptoriiniin antagonistinin uygulanmas1 meme kanseri hiicre
hattinda TUNEL pozitif hiicrelerde artisa neden olmustur (Medina ve ark., 2011).

Tez ¢alismasinda, sicanlarda deneysel olarak olusturulan meme karsinomlar1
ve kedi, kopek meme tiimorlerinde mast hiicrelerinin graniilasyon durumu ve timéral
yerlesim yerinin incelenmesi amaglanmigtir. Ayrica TNF-alfa ve MMP-9
ekspresyonlari tiimorlii dokularda incelenerek PCNA degeri ile birlikte meme tiimorli
dokularda mast hiicrelerinin artiginin anti-tiimorojenik ve pro-tiimérojenik etkilerinin

arastirilmasi amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Sicanlarda Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada toplam 45 adet, 6 haftalik yasta, Sprague Dawley 1rki disi sicanlar
3 gruba ayrilmistir.

Grup | (Gavaj-G Grubu): Bu grupta 20 adet Sprague Dawley irki disi
sicana sadece 20 mg dozunda 7-12 Dimetilbenzentrasen (DMBA) 1 ml pamuk yag1
icerisinde eritilmis ve gavaj uygulanarak oral yolla verilmistir. Daha sonra si¢anlar
giin giin takip edilmis ve meme tiimorii 3 cm capina ulagincaya kadar herhangi bir
uygulama yapilmamuistir. Siganlara ad libitum beslenme yapilmistir ve her giin sulari
yenilenmistir. Normal giin 15181 ve sicaklik saglanmis ve hayvan refahi gozetilerek
bakilmigtir. Meme tiimorleri 3 ¢cm c¢apinda olduktan sonra bu hayvanlar &nce
Sevofluran (Sevorane %100, Abbvie) ile anesteziye alinmis sonra servikal dislokasyon
yontemi ile Gtenazi uygulanmis ve tiimorlii dokular toplanarak tespit islemi ic¢in
%4’ liik paraformaldehit soliisyonuna konulmustur.

Grup Il (Enjeksiyon-E Grubu): Bu grupta 20 adet Sprague-Dawley irki,
disi sigana 20 mg dozunda 7-12 DMBA 1 ml pamuk yag: icerisinde eritilmis ve oral
yol ile gavaj uygulamasini takiben 4 hafta sonrasinda deri alt1 yolla 25 mg tek doz
Medroksiprogesteron asetat (Depo-Provera, Pfizer) uygulamasi yapilmistir. Daha
sonra siganlar giin giin takip edilmis ve meme tiimorii 3 cm ¢apina ulagincaya kadar
herhangi bir uygulama yapilmamustir. Sicanlara ad libitum beslenme yapilmistir ve her
giin sular1 yenilenmistir. Normal giin 15181 ve sicaklik saglanmis ve hayvan refahi
gozetilerek bakilmistir. Daha sonra 3 cm ¢apinda meme tiimori olusan hayvanlar 6nce
Sevofluran (Sevorane %100, Abbvie) ile anesteziye alindiktan sonra servikal
dislokasyon yontemi ile 6tenazi uygulanmis ve tiimorlii dokular toplanarak tespit
islemi i¢in %4’ liikk paraformaldehit soliisyonuna alinmaistir.

Grup Il (KS Grubu): Bu grupta 5 adet sicana hicbir uygulama
yapilmamuistir. Her bir sicandan bir adet meme lobu toplanmis ve toplam 5 adet meme
lobu kontrol meme dokusu olarak kullanilmistir. Siganlardan alinan 5 adet kontrol
meme dokusu 5 farkli sigandan alinmistir. Sicanlarin puberteye girdikleri ve daha dnce

herhangi bir deneysel uygulama yapilmadiklar1 bilinmektedir. Makroskobik olarak
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sicanlarda meme bezleri tam belli olmamakla birlikte meme basini bulduktan sonra

meme basi ve hemen altindaki yag doku ile birlikte alinmustir.

3.2. Kedi ve Kopeklerden Dogal Meme Tiimérii Olgularimmin Eldesi

Bu olgular Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinik Bilimleri
Bolimii Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali’na gelen ve tedavi amaciyla meme
tiimdrili dokusu operasyon ile alinan veya 6zel kliniklerden gelen ve bu tez i¢in uygun
goriilen meme karsinomu olgularindan se¢ilmistir. Kedi ve kopeklere bu tez ¢aligmasi
icin higbir miidahale yapilmamistir. Meme tiimorii operasyonlart uygun analjezi ve
anestezi teknikleri gozetilerek normal meme tiimorii operasyon prosediiriine uygun
halde ve bu konuda yetki ve uzmanliga sahip veteriner hekimler tarafindan hayvan
refahina uygun sekilde yapilmistir.

Kontrol meme dokular, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Klinik Oncesi Bilimler Béliimii Patoloji Anabilim Dali’na nekropsi yapilmak iizere
getirilen 5 adet disi kedi ve 5 adet disi kopekten saglikli, 1 yasindan biiyiik,
kisirlagtirilmamis ve 6liimiiniin iizerinden kisa bir siire gegmis kadavralardan meme
dokular1 toplanmis ve kontrol amaciyla kullanilmustir.

Arastirma igin etik kurul izni alinmis olup (B. U. U Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 25.02.2020 tarih ve 2020-04/03 sayili karar1) kedi ve kopek meme
tiimdrii o6rneklerinin toplanmasi hastalarin rutin tedavi prosediiriiniin bir pargasi olarak
B. U. U Veteriner Fakiiltesi Klinik Bilimleri Béliimii Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali’nda ve 6zel veteriner kliniklerinde sorumlu veteriner hekimleri tarafindan hayvan
refah1 prensiplerine gore gerekli anestezi prosediirlerine uyularak gergeklestirilmistir.
Calisma kapsamina arastiricilar hi¢cbir miidahalede bulunmamiglardir. Ayrica bu tez
calismasimin 22.02.2021 tarihinde Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalari

Projeleri Birimi tarafindan (Proje No: TDK-2021-354) desteklenmesi uygun bulunmustur.
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3.3. Histopatolojik Degerlendirme

3.3.1 . Doku Takibi

Calismada kullanilan taze alinmis meme tiimorii dokulari, bilimsel olarak
uygun bi¢imde kiigiiltillerek % 4’liik paraformaldehit soliisyonunda, + 4 derecede 2
giin boyuunca tespit edilmistir. Tespit edildikten sonra dokular 1 saat akan su altinda
yikanmistir. Yikanan dokular birer saat boyunca sirasi ile %70, % 80, %90, absolii
alkol I ve absolii alkol I’ ye konulmus, absolii alkol II’de bir gece bekletilmistir. Ertesi
sabah Ksilen I ve Ksilen II soliisyonunda 1,5 saat bekletilen dokular 56 derecede sivi
halde bulunan parafine konulmustur. Daha sonra toplam 4 saat parafinde bekletilen
dokular metal kasetlere gomiilerek parafin blok halinde buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Bu dokular Leicia marka mikrotom ile 4 mikron kalinliginda kesitler
alinarak Hematoksilen-Eozin ve Toluidin blue prosediirleri izlenerek boyanmistir.
Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilirken paralellik olmasi
i¢in ardigik kesitler alinmustir.

Her bir olguya ait hazirlanan tiim preparatlar incelenerek her olgu i¢in tiimori

en iyi sekilde temsil eden tek bir parafin blok segilmis ve kullanilmistir.

3.3.2 Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-Eozin boyama igin alinan kesitler bir gece boyunca etiivde
bekletilmistir. Daha sonra 20 dk Ksilen I, 20 dk Ksilen II soliisyonunda tutulan kesitler,
rehidrasyon islemi i¢in 3’er dk dereceli alkollerden gegirilmistir. Bu islemden sonra 3
dk distile su ile yikanan kesitler 10 dk Hematoksilen soliisyonunda bekletilmistir. 3 dk
distile suda yikanan kesitler, bir kere daldir-gikar yapilarak asit alkolden gegilirmistir.
Daha sonra mavilesinceye kadar amonyak soliisyonunda bekletilmistir. Eozin
soliisyonunda 3 dk bekletilen kesitler hizlica distile suda yikanarak dereceli alkollerde
birer kere daldir ¢ikar yapilmistir. Boyanan kesitler, kurutulduktan sonra ksilen
sollisyonunda 20 dk bekletildikten sonra entellan ile kapatilarak degerlendirmeler icin

kullanilmuistir.
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Histopatolojik inceleme i¢in yapilan Hematoksilen-Eozin boyamada hiicreler
malignite kriteri olan sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlari (anizositozis ve anizokaryozis)
yoniinden degerlendirilmistir. Malignite kriterlerinden bir digeri olan mitotik aktivite
incelenen tiimorlii dokularda degerlendirilerek malignite kriterlerine gére en kotii

huylu olan meme tiimorleri segilmistir.

3.3.3 Toluidin Blue Boyama

Toluidin blue boyamalar1 i¢in dncelikle toz halde bulunan Toluidin blue
boyasindan 1 gram alinarak 100 ml %70’lik alkol ile karistirilarak stok soliisyon
hazirlanmistir. Daha sonra ¢alisma soliisyonu i¢in stok soliisyonundan 5 ml alinarak
45 ml %1’lik sodyum klorid soliisyonu ile karistirilmistir. Calisma soliisyonu her
seferinde taze hazirlanmistir. Daha sonra 4 mikrometre kalinliginda alinan kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in 2x20 dk ksilende bekledikten sonra rehidrasyon islemi
icin dereceli alkollerden gegirilerek distile suda yikanmistir. Daha sonra hazirlanan
Toluidin blue ¢aligma soliisyonundan kesitlerin iistii kapanacak sekilde damlatilarak 2
dk boyunca tutulmustur. Distile suda yikanan kesitler dereceli alkollerden gecirilerek
ksilen soliisyonunda 20 dk beklendikten sonra entellan ile kapatilmistir. Pozitif kontrol
i¢in si¢an derisi kullanilmistir.

Metakromazik boyalar mast hiicrelerinin gosterilmesi ve boyanmasi igin
onemlidir ve bu boyalarin en bilinenlerinden biri Toluidin blue boyasidir (Ribatti
2018). Meme tiimorii dokulari, Toluidin blue boyama yontemi ile boyandiktan sonra
20x objektifte 10 tane alan segilerek mast hiicreler sayilarak, toplam mast hiicre sayisi,
graniillii ve degraniile olan mast hiicre sayilar1 ve intratiimoral veya peritiimoral mast
hiicre sayilar1 hesaplanmustir. Intratiiméral ve peritiiméral mast hiicre sayilar1 Glajcar
ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptig1 calismada bildirdigi sekilde, mast hiicreleri
tiimor dokusunun merkezinde ve tiimor sinirinin en fazla 1 yiiksek biiytlitme alani (0.2
mm? saha alani1) kadar disinda ise bu mast hiicreleri intratiiméral olarak, tiimér
kenarmnin 1 yiiksek bilylitme disinda olanlar ve en fazla 2 yiiksek biiyiitme disinda

olanlar peritimdral mast hiicreleri olarak siniflandirilmistir (Glajcar ve ark., 2017).
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3.3.4 Oil-Red-O Boyama

Calismamizda, deneysel yolla olusturulan 11 adet meme tiimori olgusunda
hem sitolojik inceleme hem de Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda neoplastik
hiicrelerin epitellerinde vakuoller gozlenmistir. Bu nedenle bu 11 olgunun
histopatolojik degerlendirmesi sonucu lipidden zengin karsinom (lipid-rich
carcinoma) siiphesi nedeniyle oil-red-o boyamasi yapilmasi uygun goriilmiistiir. Oil-
red-o boyama igin Kesitler formol-kalsiyum soliisyonunda fiksasyonu saglandiktan
sonra oncelikle 0,5 gr oil-red-o 200 ml isopropil alkolde eritilmistir. Bu soliisyon 2
litrelik bir balon jojede 56 °C’de benmaride 1 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra
oda sicakligina getirilen bu soliisyondan 6 ml alinarak, iizerine 4 ml distile su
eklenmistir. Karnstirildiktan sonra filtreden gegirilerek kullanima hazir hale
getirilmigtir. Boyama igin kesitler tespit edildikten sonra higbir iglem
uygulanmamistir. Kriyostat mikrotomunda, -18 derecede, 15 mikron kalinliginda
alman kesitler lamlarin {izerine alinarak %60 izopropil alkole bir kere batirip
cikartilmistir. Daha sonra kesitler, oil-red-o soliisyonu igerisinde, 10 dk boyunca
bekletilmistir. Tekrar hizli bir sekilde izoproil alkol soliisyonundan gegirilen kesitler
hematoksilen soliisyonunda ¢ekirdek boyamasi i¢in 1 dk boyunca bekletilmistir. Daha
sonra akan suda yikanan kesitlerin iizerleri gliserin icerikli bir kapatici ile kaplanarak

lamel ile kapatilmustir.

3.4 . Immunohistokimyasal Boyamalar

Tez caligmasinda toplanan ve incelenen tiim dokular anti-kimaz, anti-triptaz,
anti-MMP-9, anti-TNF-alfa ve anti-PCNA antijenlerine karsi gelistirilmis ticari
antikorlar (monoklonal) ile Horseradish-peroksidaz teknigi kullanilarak boyanmustir.
Izlenen protokol asagida detayli olarak anlatilarak kullanilan antikorlarin diliisyonlar:

Tablo-3.1" de verilmistir.
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Tablo 3.1: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan primer antikorlar, diliisyonlar1, inkiibasyon siireleri ve

sicakliklar
. . . Diliisyon inkiibasyon inkiibasyon
Antikor Uretici Firma Uriin kodu .
orani Sicakligi Siresi
Mouse Anti Santa Cruz
Biotechnology, sc-25280 1/150 +4 1 gece
PCNA
Inc.
Mouse Anti Santa Cruz
Bi hnol -5274 1/1 +4 1
TNF alfa iotechnology, sc-52746 /100 gece
Inc.
Mouse Anti Santa Cruz
Biotechnology, sc-59586 1/50 +4 1 gece
Chymase
Inc.
Mouse Anti Santa Cruz
Biotechnology, sc-59587 1/100 +4 1 gece
Tryptase
Inc.
. Santa Cruz
OBLERGTEE e el 5c-393859 1/100 +4 1 gece
MMP-9 e 8
nc.

Immunohistokimyasal boyamalar icin kullanilan 60 adet parafin bloklara
gdmiilmiis meme dokusu 4 mikrometre kalinli§inda, pozitif sarjli lamlara (Isotherm,
Almanya) almarak 1 gece 56 °C 1sidaki etiivde bekletilmistir. Dokular 2x20 dk
deparafinizasyon islemi i¢in Ksilen soliisyonunda bekletilmistir. Daha sonra
rehidrasyon islemi i¢in dereceli alkollerden geg¢irilen d6rnekler distile suda yikanmastir.
Antijen agiga ¢ikarma islemi i¢in sodyum sitrat (antijen retrieval soliisyonu, pH 6,0;
AP-9003-999, Thermo Fisher Scientific, Amerika) (90 ml distile su, 10 ml sitrat
buffer) ¢ozeltisi icerisinde 1s1ya dayanikli bir sale icerisinde, mikrodalga firinda, 600
W’ta 3x5 dk kaynatma isleminden sonra oda sicakligina (yaklasik 20 dakika)
getirilmigtir. Oda sicakligina gelen kesitler 3x5 dk PBS (PBS tablet, P4417, Sigma-
Aldrich, Almanya) icerisinde yikanarak immunohistokimyasal boyamanin 6n iglemi
tamamlanmaistir.

Boyama prosediirii igin isaretlenmis Horse-radish-peroksidaz prensibine
dayali immunohistokimya sekonder-DAB kiti (Ultra Vision Detection System HRP
Polymer/DAB, Waltham, MA, Amerika) kullanilmistir.

Kullanilan immunohistokimya kitinin protokoliine gore sirasi ile;
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- PBS ile yikanan kesitler, endojen peroksidaz nedeniyle olusan non-spesifik arka plan
boyanmasimi azaltmak i¢in Hidrojen-Peroksit soliisyonunda, oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyona birakilmustir,

- 3x5 dakika PBS ile yikama yapilmistir,

- Protein bloklama islemi icin (oda sicakliginda 5 dakika) protein bloklama
sollisyonunda inkiibe edilmistir,

- Primer antikor ile inkiibasyon (negatif kontrol i¢in sadece antikor sulandirma
sollisyonu damlatilarak inkiibasyon saglanmistir, kullanilan her antikora ait
sulandirma bilgisi, klon ve marka bilgileri ile izlenen inkiibasyon protokolii Tablo 3-
1’de verilmektedir.) Oncesinde primer antikorlar antikor sulandirict soliisyon (TA-125-
UD, Thermo Fisher Scientific, Amerika) ile uygun diliisyonda sulandirilmistir. Daha
sonra igerisinde su ve pamuk ile nemlendirilen, 151k gecirmeyen bir kabin igerisinde
primer antikor damlatildiktan sonra +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmstir.

- Ertesi giin oda 1sisina getirilen preparatlar 3x5 dakika PBS ile yikanmistir

- Primer antikor enhancer (Thermofisher Scientific, USA) ile 10 dakika antikorlarin
daha yiiksek derecede tutunmasi saglanmaigtir.

- 3x5 dakika PBS ile yikanmistir.

- Sekonder antikor ile (oda sicakliginda, 30 dakika) inkiibasyon yapilmaistir,

- 3x5 dakika PBS ile yikanmistir.

- Kromojen ile inkiibasyon (DAB kromojeni kullanilmis olup, kitin protokoliinde
onerilen 1x50 diliisyonda hazirlanmistir. Inkiibasyon siiresi dokulardaki boyanma
incelenerek 2 dakika ile 10 dakika arasinda degismistir ve ayni antikorlar es olmasi
bakilmindan ayni siire bekletilmistir) yapilarak 2 ile 20 dakika arasinda bekletilmistir.
- DAB koromojen ile boyanan preparatlar akan su altinda yaklasik 10 dakika
yikanmistir.

- Mayer hematoksilen ile 15 saniye boyanarak cekirdek (zit) boyama yapilmistir.

- Akan su altinda 5 dakika yikanan preparatlar 2 kere amonyak soliisyonunda daldir
cikar yapilarak dereceli alkollerden gegirilmistir.

- Kurutma isleminden sonra 10 dakika ksilol soliisyonunda bekletilen preparatlar
Entellan (Merck, 1.07961.0100, Almanya) ile yapistirilarak iizerlerine lamel
kapatilmistir.
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Immun boyama yapilirken her bir antikor i¢in 1 adet fazladan kesit alinarak
bu kesitler negatif kontrol i¢in kullanilmistir. Bu kesit immun boyama sirasinda primer
antikor yerine sadece antikor sulandirma soliisyonu ile inkiibasyonu saglanarak negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica her antikor igin onerilen pozitif kontrol dokusu
(triptaz ve kimaz i¢in sigan deri dokusu, MMP-9 i¢in dalak dokusu, TNF-alfa igin
tiimoral dokudaki mast hiicreleri ve yangi hiicreleri, PCNA igin lenf yumrusu)

saglanarak her bir primer antikor i¢in pozitif kontrol boyanmasi yapilmaistir.

3.5. Immun Reaksiyonlarin Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal olarak boyanan kesitler, kontrol dokularin
boyanmasma bakilarak, Olympus CX41 151k mikroskobu altinda biitiin alanlar
taranarak Oncelikli olarak tlimor hiicrelerinde immun reaksiyonun varlifina gore
pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir. Daha sonra incelenen her bir antikor igin
uygun degerlendirme sistemlerine gore incelenerek degerlendirme yapilmistir.

Cekilen resimler Olympus BX51 floresan mikroskobu ile fotograflanmastir.

3.5.1 . Triptaz ve Kimaz Pozitif Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Triptaz ve kimaz ekspresyonu kalitatif ve kantitatif yontemler ile 20x
objektifte 10 alan incelenerek immun olarak pozitiflik gosteren triptaz ve kimaz pozitif
mast hiicreleri Olympus CX 41 151tk mikroskobu ile sayilmistir. Kontrol meme
dokularida ayni yontemle incelenerek tiimor dokusu ve normal meme dokusu mast
hiicre ve triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayis1 bakimindan karsilastirilmistir.
Intratiimoral-peritiimdéral mast  hiicreleri  belirlenerek triptaz-kimaz  sayilari
intratiimoral ve peritlimoral olarak degerlendirilmistir. Alan se¢imleri hem kontrol
hem timorlii doku i¢in diisiik biiylitmede (4x) yogun ve ¢ok sayida hiicre boyanan

alanlar belirlenerek yapilmistir.

3.5.2 . TNF-alfa Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
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TNF-alfa ekspresyonu pozitif hiicrelerin orani ile boyanma yogunlugu
degerlerinin ¢arpimimna gore iki arastirict tarafindan degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeye gore 0 ile 12 arasinda bir skor elde edilmistir. Bu skor pozitif
hiicrelerin orani; %80°den fazla hiicre boyanmasi var ise 4 puan, %51 ile %80 arasinda
bir boyanma var ise 3 puan, %10 ile %50 arasinda bir boyanma var ise 2 puan %10’dan
daha az bir boyanma var ise 1 puan, hi¢ boyanma yok ise 0 puan verilerek yapilmistir.
Boyanma yogunlugu; hi¢ reaksiyon yok ise 0, hafif bir pozitif boyanma var ise 1, orta
yogunlukta bir boyanma var ise 2, gii¢lii bir boyanma var ise 3 puan verilerek
degerlendirilmistir. Bu iki degerin ¢carpimi sonucu 9 veya daha yiiksek bir boyanma
elde edilmis ise gii¢lii pozitif reaksiyon, 3 ile 8 arasinda bir deger elde edilmis ise orta
pozitif reaksiyon, 3’ten kiigiik bir rakam elde edilmis ise zayif pozitif reaksiyon, 0
degeri elde edilmis ise pozitif reaksiyon yok olarak degerlendirilmistir (Weigel ve

ark.,2012).

3.5.3 MMP-9 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

MMP-9 ekspresyonu pozitif hiicrelerin orani ile boyanma yogunlugu
degerlerinin ¢arpimina goére iki arastirict tarafindan degerlendirildi. Bu
degerlendirmeye gore 0 ile 12 arasinda bir skor elde edilmistir. Bu skor pozitif
hiicrelerin orani; %80’den fazla hiicre boyanmasi var ise 4 puan, %51 ile %80 arasinda
bir boyanma var ise 3 puan, %10 ile %50 arasinda bir boyanma var ise 2 puan %10’dan
daha az bir boyanma var ise 1 puan, hi¢ boyanma yok ise 0 puan verilerek yapilmistir.
Boyanma yogunlugu; hi¢ reaksiyon yok ise 0, hafif bir pozitif boyanma var ise 1, orta
yogunlukta bir boyanma var ise 2, gii¢clii bir boyanma var ise 3 puan verilerek
degerlendirilmistir. Bu iki degerin ¢arpimi sonucu 9 veya daha yiiksek bir boyanma
elde edilmis ise giiclii pozitif reaksiyon, 3 ile 8 arasinda bir deger elde edilmis ise orta
pozitif reaksiyon, 3’ten kiigiik bir rakam elde edilmis ise zayif pozitif reaksiyon, 0
degeri elde edilmis ise pozitif reaksiyon yok olarak degerlendirilmistir (Weigel ve

ark.,2012).

3.5.4 PCNA Pozitif Hiicrelerin Degerlendirilmesi
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PCNA ekspresyonu degerlendirilmesinde, 1000 adet neoplastik hiicre
sayilarak cekirdekleri immun olarak pozitif hiicre sayis1 bulunmus ve pozitif hiicreler

yiizde olarak hesaplanmistir (Pena, Nieto, Perez-Alenza, Cuesta & Castano, 1998).

3.6. istatiksel Analizler

Gruplar arasindaki istatistiksel analizler, IBM SPSS Statistics programi
Versiyon 28 kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim gruplar istatistiksel farkliliklar
acisindan karsilastirilmadan once verilerin normal dagilimda olup olmadig1 Shapiro-
Wilk Testi ile degerlendirilmistir. Shapiro-Wilk testi ile elde edilen degerin 0,05’ten
biiylik olmasi durumunda, veriler normal dagilima uygun olarak kabul edilmistir.
Normal dagilim gdsterenler parametrik test olan ve 2 grup arasindaki farkliliklar
degerlendirmek icin kullanilan Student T testi ile, normal dagilim gostermeyenler, 2
grup arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in non-parametrik test olan Mann-
Whitney U testi kullanilarak analiz edilmistir. Normal dagilim gosteren 3 grup
arasindaki farkliliklarin degerlendirmesi i¢cin One Way ANOVA testi kullanilmistir.
Oncelikle, gruplarda varyanslarm homojen dagilim gosterip gostermedigi Levene's
test ile analiz edilmis, homojen dagilim gosteriyorsa One Way ANOVA, homojen
dagilim gostermiyorsa ayni gruplar, Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. Normal
dagilim gostermeyen 3 grup arasindaki farkliliklarin degerlendirmesi de yine Kruskal-
Wallis testi kullamlarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 degeri
kullanilmistir.

Korelasyon analizleri, iki degisken arasinda bir iliski olup olmadigini, eger
bir iligki varsa bunun pozitif veya negatif yonde olup olmadigini degerlendirmek i¢in
gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilimda olup olmadigi degerlendirildikten
sonra, normal dagilimda olan gruplar i¢in Pearson korelasyon analizi, normal dagilima
uygun olmayan gruplar i¢in Spearman korelasyon analizi kullanilarak analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Genel ve Klinik Bulgular

Kopek ve kedilere ait 1rk, yas, kisirlastirma durumu ve histopatolojik tan
bilgileri Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de sunulmustur. Meme tiimorii ornekleri alinan 10
adet kopegin yas ortalamasi 9,72 iken meme tiimorii 6rnegi alinan kedilerin yas
ortalamast 9,22 bulunmustur. Toplanan kdpek meme tiimorii 6rneklerinde, en ¢ok
meme tiimorl gozlenen kopek 1rk1 % 30 ile melez itk ve Terrier irk1 képekler oldugu
dikkati ¢cekmistir. Kedilerde ise en ¢ok gozlenen 1rkin Tekir irki (%70) kediler oldugu

gorilmiistir.

Tablo 4-1: Képek meme tiimoriiniin alindigi hastalara ait genel bilgiler ve histopatolojik tan1 (VY:
Veri Yok)

Olgu Irk Yas Kisirlastirma Histopatolojik Tam
No. Durumu

K-1 Melez VY vy B
Karsinom

K-5 Melez 6 VY Yassi Hiicreli
Karsinom

Tubiiler

K-8 Melez 7 Evet [
K-11 Go_lden 14 VY Tul_auler
Retriever Karsinom

K-19 Terrier 10 vy WL
Karsinom

K-20 Terrier 12 Evet Tubilopapiller
Karsinom

K-21 Coocker 4.5 VY e et M'kft
Timor

K-22 Alma.l.n Cﬁban 12 VY Tul_auler
Kopegi Karsinom

K-26 Terrier 12 Evet . Mgllgnant
Miyoepiteliyom

K-27 Almz'i'n Cﬁban 10 Hayir Tu!)uler
Kopegi Karsinom
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Tablo 4-2: Kedi meme tiimoriiniin alindig1 hastalara ait bilgiler ve histopatolojik tan1 VY: Veri Yok

Kisirlastirma . .

Olgu No. Irk Yas Durumu Histopatolojik Tam
. Tubiiler
Ke-1 Tekir VY VY [
Tubulopapiller
Ke-2 Tekir 10 Hayir Karsinom
. Solid
Ke-3 Tekir 9 Evet Karsinom
] Kistik
Ke-4 Tekir 10 Hay1r Karsinom
i . Tubiilopapiller
Ke-5 Tekir 5 Hayir Karsinom
. Tubiiler
Ke-7 Tekir 11 Evet Karsinom
- Solid
Ke-8 Van Kedisi 9 Evet Karsinom
. Tubiilopapiller
Ke-9 Siyam 12 Hayir Karsinom
. Tubiiler
Ke-12 Tekir 15 Evet Karsinom
Tubiiler
Ke-16 VY 11,5 Hayir Karsinom

Sicanlarda deneysel olarak olusturulan meme tiimorlerinde sadece gavaj ile
DMBA uygulanan G grubu ve DMBA uygulamasini takiben 30 giin sonra progesteron
uygulanan E grubunda tiimdrler DMBA uygulamasindan 30 giin sonra tiimor varligi
yoniinden incelenmeye baslanmistir. Tez ¢alismasinda G grubu sicanlarda tiimor
olusumu DMBA uygulamasini takiben 4 ile 13 ay arasinda olusmustur ve ortalama 8,5
ay sonra tiimdrler elde edilmistir. E grubunda ise 5 ile 9 ay arasinda tiimdrler elde
edilmeye baslanmis ve ortalama 7 ay sonra tiimorlerin elde edilmesi saglanmistir.

Deney gruplari ile ilgili genel ve klinik bilgiler Tablo 4-3’te verilmistir.
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Tablo 4-3: Deneysel olarak olusturulan meme tiimérii grubuna ait tiimoriin yerlesim yeri ve

histopatolojik tani
Olgu Tiimériin Yerlesim Yeri Histopatolojik Tani
No
G-1 | Sag aksiller meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-2 | Sag aksiller meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-3 | Sag aksiller meme lobu Solid Karsinom
G-4 | Sol 1. inguinal meme lobu Solid Karsinom
G-5 | Sag aksiller meme lobu Tubiiler Karsinom
G-6 | Sol 2. torakal meme lobu Tubiiler Karsinom
G-8 | Sol aksiller meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-9 | Sol 1. inguinal meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-10 | Sag aksiller meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-11 | Sag 2. torakal meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-12 | Sag 1. torakal meme lobu Tubiiler Karsinom
G-13 | Sag 2. torakal meme lobu Lipidden zengin karsinom
G-14 | Sol aksiller meme lobu Solid Karsinom
G-15 | Sol aksiller meme lobu Solid Karsinom
E-1 | Sol inguinal meme lobu Tubiiler Karsinom
E-2 | Sag 2. inguinal meme lobu Tubiiler Karsinom
E-3 | Sag 2. inguinal meme lobu Tubiiler Karsinom
E-4 | Sag 2. inguinal meme lobu Solid Karsinom
E-5 | Sol 2. torakal meme lobu Lipidden zengin karsinom
E-6 | Sag 1. torakal meme lobu Lipidden zengin karsinom
E-7 | Sag aksiller meme lobu Tubiiler Karsinom
E-8 | Sol 1. torakal meme lobnu Lipidden zengin karsinom
E-9 | Sag inguinal meme lobu Lipidden zengin karsinom
E-10 | Sol aksiller meme lobu Tubiiler karsinom

4.2. Makroskobik Bulgular

Olusturulan deneysel meme tiimdrleri ¢ap1 3+0,5 cm olana kadar hayvanlar
takip edilmistir ve bu boyuta ulasana kadar tiimorlere herhangi bir uygulama
yapilmamistir. TiimoOr olusan hayvanlardan 4 tanesinde birden fazla tiimor meydana
geldigi i¢in 1lk tespit edilen tiimor 3 cm oluncaya kadar beklenmis ve digerleri daha
kiicik boyutta alinmigtir. Deneysel olarak olusan tiimorlerin 11 tanesine lipidden
zengin karsinoma (lipid rich carcinoma), 8 tanesine tubiiler karsinom, 5 tanesinede
solid karsinom teshisi konulmustur. Lipidden zengin karsinom teshisi konulan
timorler makroskobik olarak yumusak bir kivama ve kesit atildiginda kesit
yiizeylerinde lobiiler tarzda tiremelere sahip olduklari dikkati ¢ekmistir (Sekil 4-1).
Tubiiler karsinom teshisi konulan tiimérlerin fibroelastik-sert bir yapiya sahip oldugu
kesit ylizeylerinin ise yer yer nekrotik goriiniime sahip olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4-
2). Solid karsinom teshisi konulan tiimorlerin ise fibroelastik kivamda oldugu kesit
ylizeylerinin piirlizsiiz bir gorlinlime plirlizsiiz bir goriiniime sahip olduklar

gOriilmiistiir.
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Sekil 4-1: Lipidden zengin karsinom tanist konan enjeksiyon grubuna ait tiimoriin makroskobik
goriinimi

Sekil 4-2: Tubiiler karsinom tanist konan gavaj grubuna ait tlimoriin makroskobik goriiniimii

Kopeklerden aliman meme tiimorii Ornekleri makroskobik olarak
incelendiginde boyut olarak tlimoriin tespit edilme zamani ve hasta sahibinin klinige
kopegi getirme zamanina bagli olarak degisiklik gdstermistir. Ayrica ¢ogu meme
tiimdrii dokusu veteriner hekimin operasyon sonrast alir almaz formalin soliisyonuna
koymas1 sonucu kivam ve renk olarak saglikli bir degerlendirme imkani sunmamustir.
Kopek meme tiimorleri boyut olarak 1-10 cm arasinda degisen boyutlarda ve deri ile
kapli olduklar1 gézlenmistir. Formalin soliisyonunda getirilmeyenler kivam olarak

fibroelastik kivamda oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Kopek meme tiimorii makroskobik goriiniim

Kedilerden aliman meme tiimorii Ornekleri makroskobik —olarak
incelendiginde boyut olarak tlimoriin tespit edilme zamani ve hasta sahibinin klinige
kediyi getirme zamanina bagl olarak degisiklik gostermistir. Ayrica ¢ogu meme
tiimdrii dokusu veteriner hekimin operasyon sonrasi alir almaz formalin soliisyonuna
koymasi1 sonucu kivam ve renk olarak saglikli bir degerlendirme imkani sunmamastir.
Makroskobik olarak bu tiimorlerin boyutlar1 6l¢iildiiglinde 0,5 ile 5,7 cm arasinda
degisen boyutlarda olduklari dikkati ¢gekmistir (Sekil 4-4). Hepsi deri ile kapli olan bu
tiimorlerin sadece 2 tanesinin yumusak, 3 tanesinin ise fibroelastik kivamli olduklar1
gozlenmistir. Bu tiimorlerin li¢linlin kesit yiizeyinde nekrotik alanlar goriilmiis,
ikisinin kesit yilizeyinin pembe-kirmizi renkte ve lobiiler yapida olduklari dikkati
cekmistir. Diger 5 timor formalin soliisyonunda getirildiginden makroskobik

muayeneleri yapilamamustir.
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Sekil 4-4: Kedi meme tiimoriiniin makroskobik goriiniimii

4.3. Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Tiimor Dokularinda Histopatolojik Alt Tiplerinin Degerlendirmesi

Meme tiimoérii dokularindan elde edilen kesitler hematoksilen-eozin
boyamas1 yapilarak sican, kedi ve kopek meme tiimorlerinde histopatolojik tani

yapilmustir.

4.3.1.2. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimérii Dokularinda
Histopatolojik Alt Tiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol sican meme dokular1 mikroskobik olarak incelendiginde, ¢cok sayida
beyaz boya almayan sitoplazmaya ve perifere itilmis bazofilik ¢ekirdege sahip yag
hiicrelerinin arasinda ince bir bag doku ve meme tubiil ve bezleri goriilmiistiir (Sekil

4-5).
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Sekil 4-5: Sigan kontrol meme bezi, Hematoksilen-Eozin boyama

Sigcan meme tiimorii olgularinda, lipidden zengin karsinom tanist konan 11 adet
meme tiimorli olgusunda bag dokudan zengin bir stromaya sahip, prolifere epitel
hiicreleri ile kapli tubiil ve bezlerden olusan yapilar gézlenmistir. Neoplastik epitel
hiicrelerinin  sitoplazma ve c¢ekirdek boyutlarinin birbirinden farkli olduklari
(anizositozis, anizokaryozis) ve sitoplazmalarinin igerisinde boya almayan, c¢ok

sayida, irili ufakli vakuollerin bulundugu dikkati ¢ekmistir. Bu olgularin hemen
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hepsinde mitotik figiirlerin ya ¢ok az (40x biiyiitmede 5 alanda 1-2 adet) ya da hig
bulunmadigi tespit edilmistir (Sekil 4-6).

¥ e AV 1

Sekil 4-6: Neoplastik epitel hiicrelerin sitoplazmalarinda gozlenen irili-ufakli yag vakuolleri, deneysel
sigan meme tiimord modeli, Lipidden zengin karsinom, Hematoksilen-Eozin boyama, siyah ok: mast
hiicresi

Tubiiler karsinom tanis1 konan 8 adet meme tiimdriiniin bag dokusundan
zengin olduklart goriilmiistiir. Tubiiler yapilar gosteren timoral epitel hiicrelerinin
vezikiiler ¢ekirdege sahip olduklar1 gozlenmistir. Epitel hiicrelerinin sitoplazma ve

¢ekirdek boyutlarinin  birbirinden farkli olduklar1 goériilmistiir (anizositozis,
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anizokaryozis). Hemen her alanda (40x biiylitme) 2-5 adet mitotik figiirlere
rastlanmustir (Sekil 4-7).

Sekil 4-7: Tubiiler yapilar olusturan neoplastik epitel hiicreleri, Tubiiler karsinom, deneysel sican
meme timori modeli, Hematoksilen-Eozin boyama

Solid karsinom tanis1 konan 5 adet sigan meme tiimorii olgusunda neoplastik
hiicrelerin solid kordonlar seklinde dizildikleri ve genellikle her yerinde neoplastik
hiicrelerin goriildiigii dikkati ¢cekmistir. Bu hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlari

birbirinden farkliydi (anizositozis, anizokaryozis) ve hemen her alanda (40x biiyilitme)
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¢ok sayida (5-10 arasi) mitotik figiir sergileyen hiicrelere rastlanmistir. Timor

dokusunun ince bir fibrovaskiiler stromaya sahip oldugu goriilmiistir (Sekil 4-8).

Sekil 4-8: Vezikiiler ¢ekirdege sahip, solid kordonlar geklinde dizilmis neoplastik epitel hiicreleri ve
mitotik figiirler, Solid karsinom, deneysel sigan meme tiimorii modeli, Hematoksilen-Eozin boyama

43.1.3. Kopek Meme Tiimori Dokularinda Histopatolojik Alt Tiplerin

Degerlendirilmesi
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Kopek kontrol meme dokusu mikroskobik olarak incelendiginde
fibrovaskiiler bir stromanin igerisinde ¢ok sayida tek katli epitel hiicrelerinden olusan

tubiil ve bez yapilar dikkati gekmistir (Sekil 4-9).

Sekil 4-9: Kopek saglikli meme bezine ait histolojik goriinim

Kopeklerden alinan 10 adet tiimor dokusunun 5 tanesine tubiiler karsinom, 1

tanesine kompleks karsinom, 1 tanesine yassi hiicreli karsinom, 1 tanesine malignant
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miyoepitelyoma, 1 tanesine malignant mikst timor ve 1 tanesine tubiilopapiller
karsinom tanis1 konmustur.

Kopek meme tiimorleri H&E boyamada incelendiginde, tiibiiler karsinom
tanis1t konan 5 adet timorde tubiil epitellerinin vezikiiler ¢ekirdege ve eozinofilik
sitoplazmaya sahip oldugu dikkati ¢ekmistir. Tubiilleri olusturan epitel hiicrelerinin
prolifere oldugu ve tek katli epitel tabakasinin yerine epitel hiicre proliferasyonlari
nedeniyle ¢ok katli bir gériiniim aldig1 tespit edilmistir. Epitel hiicrelerinin sitoplazma
ve c¢ekirdek boyutlarinin birbirinden farkli olduklar1 gézlenmistir (anizositozis,
anizokaryozis). Yiiksek biiylitmede (40x) hemen her alanda 8-10 adet mitotik figiirlere
rastlanmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4- 10: Tubiil seklinde yapilar olusturmus neoplastik epitel hiicreleri, Tubiiler karsinom, kpek
meme timori, Hematoksilen-Eozin boyama

Kompleks karsinom tanis1 konan 1 adet kopek meme tiimoriintin mikroskobik
incelemesinde epitel hiicrelerinin vezikiiler ¢cekirdege ve belirgin ¢ekirdek¢ige sahip
olduklar1 go6zlenmistir. Bu hiicreler arasinda sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlari
bakimindan belirgin bir farklilik (anizositozis, anizokaryozis) saptanmistir. Bu
tiimorde malignant epitelyal liremelerin yan1 sira benign karakterde miyoepitelyal

iremeler dikkati ¢ekmistir. Yiiksek biiylitmede (40x) hemen her alanda mitotik
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figlirlere rastlanmistir. Tiimoral dokunun 6zellikle merkezinde multifokal nekrotik

alanlar dikkati ¢ekmistir (Sekil 4-11).

Sekil 4-11: Vezikiiler ¢ekirdege ve belirgin ¢ekirdek¢ige sahip neoplastik epitel hiicreleri ve benign
miyoepitelyal iiremeler, Kompleks karsinom, kopek meme tiimorii, Hematoksilen-Eozin boyama,
siyah ok: mitotik figiirler

Yass1 hiicreli karsinom teshisi konan 1 adet kopek meme tiimorii olgusunun
histopatolojik incelemesinde neoplastik epitel hiicrelerinin adaciklar olusturdugu
gbzlenmistir. Yer yer multifokal dagilim gésteren ve merkezinde pembe renkte keratin

olusumlari gozlenen keratin incilerine rastlanmistir.
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Tubiilopapiller karsinom tanis1 konan 1 adet kopek meme tiimori
mikroskobik olarak incelendiginde epitel hiicrelerinin tubiil limenine dogru parmaks1
cikintilar olusturdugu gozlenmistir. Neoplastik epitel hiicrelerinin vezikiiler bir
¢ekirdege ve belirgin ¢ekirdekgiklere sahip olduklar1 gézlenmistir. Epitel hiicreleri
sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlar1 yoniinden incelendiginde birbirinden farkli olduklari
dikkati ¢ekmistir (anizositozis, anizokaryozis). Yiiksek biiyiitmede (40x) her alanda
cok sayida mitotik hiicrelere rastlanmustir.

Malignant miyoepitelyoma tanis1 konan 1 adet kdpek meme tlimori
dokusunun mikroskobik incelemesinde, Hematoksilen-Eozin boyamada, Kkitlenin
dermiste yerlesik meme bezleri ile bunlar arasinda yer alan miyoepitel hiicre
tiremelerinden olustuklar1 gézlenmistir. Bu hiicrelerin bazi alanlarda diizenli bazi
alanlarda ise diizensiz ¢ogaldigi, hiicre cekirdeklerinin mekik sekilli olduklari,
sitoplazma sinirlarinin belirgin olmadig: dikkati ¢ekmistir. Ayrica, multifokal nekroz
alanlariin yanisira ¢ok az sayida mitotik aktiviteye sahip hiicrelere de rastlanmistir.

Malignant mikst tiimor teshisi konan 1 adet kdpek meme tiimorii dokusu
incelendiginde, meme dokusuna ait kitlede meme bez epitellerinin prolifere oldugu,
yer yer bez liimenlerine dogru papiller tarzda cikintilar yaptigi dikkat ¢ekmistir.
Neoplastik hiicrelerin yuvarlak-oval vezikiiler ¢ekirdege ve sinirlart yer yer belirgin,
yer yer de belirgin olmayan agik renkli sitoplazmaya sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Prolifere olan meme bez epitellerinin yani sira miyoepitel hiicrelerinde de asiri
proliferasyon goriilmiistiir. Bir alanda fokal kikirdak metaplazisi dikkati ¢ekmistir
(Sekil 4-12).
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Sekil 4-12: Malignant mikst meme tiimori, Kopek, Hematoksilen-Eozin boyama

Prolifere olan bu hiicrelerin ¢ogunlukla berrak sitoplazmaya sahip olduklari
gozlenmistir. Kitlenin merkezinde genis koagiilasyon nekrozu alanlarina rastlanmistir.
Yer yer bazi alanlarda yangi hiicresi (notrofil, lenfosit ve plazma hiicresi)

infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir.

43.14. Kedi Meme Tiimorii Dokularinda Histopatolojik Alt Tiplerin

Degerlendirilmesi
Kedi kontrol meme dokusu mikroskobik olarak incelendiginde fibrovaskiiler

bir stromanin igerisinde ¢ok sayida tek katli epitel hiicrelerinden olusan tubiil ve bez

yapilar1 dikkati ¢ekmistir (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13: Kedi saglikli meme bezinin histolojik goriiniimii

Kedilerden elde edilen 10 adet meme tiimorii dokusunun 4 tanesinde epitel
hiicrelerinde tiremelerin oldugu ve bu hiicrelerin tubiiler tarzda olusumlar gosterdikleri
dikkati ¢ekmistir. Hiicre gekirdeklerinin yer yer koyu, yer yer vezikiiler oldugu
gozlenmistir. Neoplastik epitel hiicre sitoplazma ve g¢ekirdek boyutlarinin birbirinden
farkli oldugu dikkati ¢ekmistir (anizositozis, anziokaryozis). Yiiksek biiyiitmede her
sahada ¢ok sayida mitotik aktivite gosteren hiicrelere rastlanmistir. Bu bulgular
15181inda 4 adet meme tiimorii dokusuna tiibiiler karsinom tanis1 konmustur (Sekil 4-
14).
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Sekil 4-14: Vezikiiler ¢ekirdege sahip neoplastik epitel hiicrelerinin tubiil benzeri yapilar olusturmasi,
Tubiiler karsinom, Kedi meme tiimorii, Hematoksilen-Eozin boyama

Tubtilopapiller karsinom tanist konulan 3 adet meme tiimorii dokusunun
mikroskobik incelemesinde deri altinda yerlesim gosteren kitlenin kiibik epitellerin
olusturdugu tubiillerden meydana geldigi gozlenmistir. Yer yer tubiillerin iginde
papiller tarzda tremeler dikkati ¢ekmistir. Fibroz doku i¢ine invazyon gosteren
neoplastik hiicrelere rastlanmistir. Kitlenin merkezinde genis nekrotik alanlarin varligi

dikkati ¢ekmistir. Neoplastik hiicre ¢ekirdeklerinin yuvarlak, hiperkromatik 6zellikte
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olup belirgin anizokaryozis gosterdikleri tespit edilmistir. Yer yer mitotik figiirlere
rastlanmustir.

Solid karsinom tanis1 konulan 2 adet meme tiimorii dokusu incelendiginde,
genel olarak yuvarlak-oval sekilli, bazofilik boyanan merkezi ¢ekirdege sahip, belirgin
sitoplazmasi olan hiicreler gézlenmistir. Bu hiicrelerin yer yer kiimeler halinde bez
benzeri yapilar olusturdugu, bu bez benzeri yapilarin bazi alanlarda diizenli, ¢ogu
alanda ise diizensiz hiicre kiimelerinden olustugu saptanmistir. Bazi hiicre
cekirdeklerinin iri ve ¢ekirdekgiklerinin belirgin oldugu tespit edilmistir. Hiicre
(anizositozis) ve cekirdek (anizokaryozis) boyutlarinin birbirinden farkli oldugu

dikkati gekmistir (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: Vezikiiler ¢ekirdege ve belirgin ¢ekirdekgige sahip solid kordonlar seklinde dizilen
neoplastik epitel hiicreleri, Solid karsinom, Kedi meme tiimorii, Hematoksilen-Eozin boyama

Kedi meme tiimorii olgularindan kistik karsinom tanisi konan olgunun
mikroskobik incelemesinde, meme bez epitellerinin tiredigi, yer yer limen igerisine
dogru papiller cikintilar yaptigi ve genis kistik bir yapmin gelismis oldugu
gozlenmistir. Epitel hiicrelerinin yuvarlak-oval sekilli, vezikiiler ¢ekirdege, az

miktarda sitoplazmaya sahip olduklar1, ¢cekirdekteki kromatinin daginik oldugu ve bazi
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cekirdekler icerisinde belirgin ¢ekirdekgiklerin yer aldigi goriilmiistiir. Neoplastik

epitel hiicreleri arasinda belirgin anizositozis ve anizokaryozise rastlanmistir.

4.3.2. Oil-Red-O Boyama

Lipidden zengin karsinomdan siiphelenilen ve teshis i¢in oil-red-o
boyamalar1 gerceklestirilen 11 adet sigan meme tiimorii olgusunda yapilan boyama
sonucunda epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda kirmizi renkte boyanma o&zelligi
gosteren irili-ufakli ¢ok sayida yag vakuollerinin varliklart dikkati ¢ekmistir.
Hematoksilen-eozin, oil-red-O boyama (Sekil 4-16) ve immunohistokimyasal olarak
boyanan PCNA dikkate alindiginda bu tiimér dokularina lipidden zengin karsinom

tanis1 konulmustur.
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Sekil 4-16: Lipidden zengin karsinom. Neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda gézlenen ¢ok sayida irili
ufakli kirmiz1 renkte lipid vakuolleri, Deneysel sigan meme tiimérii modeli, oil-red-O

4.3.3. Toluidin Blue Boyama ile Mast Hiicrelerinin Tiimoér Dokusundaki
Degerlendirmeleri

Mast hiicrelerinin metakromazi 6zelliginden yararlanarak mast hiicrelerinin
sayilarini belirlemek, graniile ve degraniile mast hiicre sayilarini tespit etmek ve mast

hiicrelerini intratimdral, peritiimoral olarak ayirarak tiimoral yerlesimini ortaya
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koymak amaciyla tiim tiimor dokulari ve kontrol amaciyla saglikli meme dokulari

Toluidin Blue ile boyanmustir (Sekil 4-17).

N
T

100 pm

Sekil 4-17: Sigan kontrol meme bezinde mast hiicrelerinin gosterilmesi, Toluidin Blue boyama, siyah
ok: Toluidin Blue ile boyanan mast hiicreleri

4.3.3.1. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimorlerinde Toluidin Blue

Boyama ile Mast Hiicrelerinin Degerlendirilmesi

Sigan gruplarinda G grubu olarak adlandirilan, sadece gavaj ile oral yolla
DMBA verilen grupta, 20 x biiyiitmede 10 alan sayildiginda ortalama mast hiicre say1s1
19,2 olarak bulunmustur. G grubunda intratlimoral olarak gdzlenen ortalama mast
hiicre say1s1 15,25, peritlimoral mast hiicre sayisi 3,97 olarak hesaplanmistir. Bu grupta
degraniile olmus mast hiicre sayis1 14,54, graniile mast hiicre sayisi basina 4,68 olarak

sayilmistir (Sekil 4-18).
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Sekil 4-18: G grubu sigan meme tiimoriinde mast hiicrelerinin tespiti, Toluidin Blue boyama, kirmizi
oklar: degraniile mast hiicresi, siyah ok: graniile mast hiicresi

DMBA ile beraber progesteron enjeksiyonu yapilan E grubunda ise ortalama
toplam mast hiicre sayis1 yine 200x biiyiitmede 10 alanda 19,02 adet bulunmustur. E
grubunda intratiimoral yerlesim gosteren mast hiicre sayis1 15,11 iken ortalama
peritiimoral mast hiicre sayis1 3,91 olarak hesaplanmustir. Bu grupta degraniile mast

hiicre say1st 13,93, graniile mast hiicre sayisi 5,09 olarak sayilmustir (Sekil 4-19).
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Sekil 4-19: E grubu sican meme tiimoriinde mast hiicrelerinin Toluidin Blue boyama ile gosterimi, (A)
Peritiiméral mast hiicreleri, (B) Intratiimdral mast hiicreleri, (C-D) Intratiiméoral graniile ve degraniile
mast hiicreleri, (E) peritiiméoral graniile mast hiicreleri, yesil ok: peritiimoral mast hiicreleri, kirmizi
ok: intratiiméral degraniile mast hiicreleri, siyah ok: peritiimoral graniile mast hiicreleri

Kontrol sican memesinde ise ortalama mast hiicre sayist 10 alanda 200x
biiylitmede sayildiginda 3,82 olarak bulunmustur. Bu grubun degraniile mast hiicre
sayis1 ortalama 1,28, graniile mast hiicre sayis1 ortalama 2,54 olarak sayilmistir. G
grubu sigan meme tiimorleri ile kontrol grubu saglikli sican meme dokusu toplam mast
hiicre sayist agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,001). E grubu sigan meme tiimorii dokusu ile kontrol grubu sigan
saglikli meme dokusu arasindaki toplam mast hiicre sayis1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). G grubu ile E grubu toplam
mast hiicre sayisi istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir
(p: 0,931).

G grubu sigan meme tiimorlerinde ortalama degraniile mast hiicre sayisi ile
kontrol meme dokusunda ortalama degraniile mast hiicre sayis1 karsilastirildiginda iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmistir (p<0,001). E grubu
sican meme tiimorleri ile sigan kontrol meme dokusunda bulunan ortalama degraniile

mast hiicre sayisi karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). G grubu
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ile E grubu ortalama degraniile mast hiicre sayis1 bakimindan karsilastirildiginda
anlaml1 bir fark bulunmamustir (p: 0,841).

G grubu ile kontrol sigan meme dokular1 graniile mast hiicre sayis1 agisindan
istatistiksel olarak karsilastirildiginda bu iki grup arasinda anlamli bir fark ortaya
¢ikmamustir (p: 0,070). E grubu ile kontrol sigan meme dokulari ortalama graniile mast
hiicre sayilar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p: 0,206).
G ve E grubu meme tiimorleri arasinda ortalama graniile mast hiicre sayilar
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p: 0,796). Kontrol
meme dokusu, G grubu ve E grubu arasindaki toplam mast hiicre sayisi, degraniile
mast hiicre sayisi ve graniile mast hiicre sayisi istatistik grafikleri Grafik 4-2’de

verilmistir.

Grafik 4-1: Deneysel sigan meme tiimorii modeli Gavaj ve Enjeksiyon grubunda TB (+) mast
hiicrelerinin dagilim grafigi (siyah diiz ¢izgi: medyan, kirmizi Kesik ¢izgi: ortalama deger, + ile
gosterilen degerler grubub en diisiik ve en yiiksek degerini vermektedir. Grafikteki degerler 10 alanda
toplam mast hiicre sayisini vermektedir.)
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Grafik 4-2: Sigan deneysel meme tiimorii grubu TB (+) mast hiicre istatistik grafigi
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4.3.3.2. Kopek Meme Tiimorlerinde Toluidin Blue Boyama ile Mast Hiicrelerinin

Degerlendirilmesi

Kopek meme tiimorii dokularma uygulanan Toluidin blue boyamalari
sonucuna gore, 200x biiylitmede toplam 10 alan sayilarak yapilan sayimlarda kontrol
meme dokularinda ortalama toplam mast hiicre sayis1 2,58, kopek meme tiimorii
dokularinda 15,46 olarak hesaplanmistir. Kontrol meme dokularinda bulunan toplam
mast hiicre sayisinin ortalama 1,6 tanesi graniile iken ortalama 0,98 tanesi degraniile
olarak sayilmistir. Kopek meme tiimorii dokularinda ortalama 4,48 adet graniile mast
hiicresi, ortalama 11,34 adet degraniile mast hiicre sayis1 gézlenmistir. Ayrica meme
tiimorii dokularinda gozlenen mast hiicrelerinin ortalama 9,87 tanesi intratiimoral
alanda gozlenmis, ortalama 5,95 tanesi peritiimoral alanda gozlenmistir (Sekil 4-20 ve

Sekil 4-21) (Grafik 4-3).
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Sekil 4- 20: Kontrol meme dokusunda Toluidin Blue boyanan mast hiicrelerinin mikroskobik
goriniimii, (A-B) Mast hiicrelerinin kan damari ile yakin iliskisi, kd: kan damari

»

L8

c BT ESS —|lp e B

Tl Tom b

Sekil 4-21: Kopek meme timori dokularinda ile mast hiicrelerinin gosterilmesi, Toluidin Blue boyama
(A) Stromada mast hiicrelerinin yerlesimi, (B) Kan damar etrafinda yerlesim gdsteren peritiiméral mast
hiicreleri, (C-E) Kopek meme tiimérlerinde mast hiicrelerinin Toluidin Blue boyama ile gésterilmesi,
(D) Intratiimdral degraniile mast hiicreleri, (E) Kan damar1 etrafinda peritiimoral mast hiicrelerinin
gosterilmesi, siyah ok: Toluidin Blue boyanan mast hiicreleri
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Kopek meme tiimorii dokulari ile kopek kontrol meme dokusu arasinda 5,99
kat artis gbzlenmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).
Ortalama graniile mast hiicre sayis1 kontrol kopek meme dokusu ile kopek meme
tiimorleri arasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmistir ve 2,8
kat arttig1 gozlenmistir (p: 0,009). Képek kontrol meme dokusu ile meme tiimorii
dokular1 karsilagtirildiginda degraniile mast hiicre sayist kontrol grubuna gore kopek
meme timori grubunda 11,57 kat arttig1 gozlenmis ve istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,001) (Grafik 4-4). Kopek meme tiimoérleri dokusunda
intratimoéral mast hiicreleri ile degraniile mast hiicreleri arasindaki iliski
incelendiginde aralarinda yiiksek pozitif korelasyon gozlenmistir ve bu korelasyon

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,007, r: 787) (Grafik 4-5).

Grafik 4-3: Kopek meme timorlerinde TB (+) mast hiicrelerinin dagilim grafigi
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Grafik 4-4: Kopek meme tiimori olgularinda TB (+) pozitif mast hiicrelerinin istatistik grafigi
(Grafikteki degerler 10 alandaki toplam mast sayilar1 olarak verilmistir)
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Grafik 4-5: Képek meme tiimorlerinde intratiimoral TB (+) mast hiicre sayisi ile degraniile TB (+) mast
hiicre say1s1 arasindaki pozitif korelasyon grafigi (p:0,007; r:787)
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4.3.3.3. Kedi Meme Tiimérlerinde Toluidin Blue Boyama ile Mast Hiicrelerinin

Degerlendirilmesi
Kedi meme tlimorii dokularina uygulanan Toluidin blue boyamalari sonucuna
gore, 200x biiyiitmede toplam 10 alan sayilarak bulunan ortalama toplam mast hiicre

sayis1 kedi kontrol meme dokusunda 1,46 iken kedi meme tiimorii dokularinda bu say1
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ortalama 19,72 olarak hesaplanmistir. Kontrol dokularinda bulunan mast hiicre
sayisinin ortalama 0,46 tanesi degraniile iken kedi meme tiimorlerinde degraniile mast
hiicre sayis1 ortalama 14,87 olarak bulunmustur. Graniile mast hiicre sayis1 kontrol
meme dokularinda ortalama 1, kedi meme tiimorii dokularinda ortalama 4,85 olarak
sayllmistir. Ayrica meme tiimorii dokularinda gézlenen mast hiicrelerinin ortalama
13,48 tanesi intratiimoral yerlesim gosterirken ortalama 6,24 tanesi peritiimoral alanda
yerlesim gostermistir (Sekil 4-22). Kedi kontrol meme dokusu ile kedi meme tiimorleri
arasinda toplam mast hiicre sayis1 karsilastirildiginda 13,5 kat bir artis gézlenmistir ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4-23). Ortalama
graniile mast hiicre sayilari kedi kontrol dokulart ile kargilastirildiginda meme tiimorii
dokularinda 4,85 kat bir artis bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
cikmistir (p<0,001). Kedi meme tiimdrlerinde degraniile mast hiicre sayis1 kontrol
meme dokusuna gore 32,32 kat artig gOstermistir ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001) (Grafik 4-6). Kedi meme tiimorleri dokusunda intratiimoral
mast hiicreleri ile degraniile mast hiicreleri arasindaki iligki incelendiginde aralarinda
yiiksek pozitif korelasyon gdzlenmistir ve bu korelasyon istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,001, r: 965) (Grafik 4-7).

Sekil 4-22: Kedi kontrol meme dokusunda mast hiicrelerinin farkli bityiitmelerdeki gosterimi, siyah
ok: Toluidin Blue ile boyanan mast hiicreleri
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Sekil 4-23: Kedi meme tiimériinde mast hiicrelerinin Toluidin Blue ile gdsterimi, (A) Intratiiméral mast
hiicreleri, (B) Intratiiméral mast hiicrelerinin 40x biiyiitmedeki griiniimii, (C) Kan damar etrafinda ve
stromada peritiimdral mast hiicrelerinin gosterimi, (D) Intratiimdral degraniile mast hiicreleri, (E)
Graniile mast hiicresi, kirmizi ok: degraniile mast hiicresi, siyah ok: graniile mast hiicresi

Grafik 4-6: Kedi meme tiimorlerinde TB (+) mast hiicre sayilarinin kontrol meme dokusundaki TB (+)
mast hiicre sayilarina gore istatistiksel grafiginin goriiniimii. (Grafikte verilen degerler 10 alanin toplam
degerleri olarak verilmistir.)
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Grafik 4-7: Kedi meme tiimérlerinde TB (+) intratiimdral mast hiicre sayisi ile degraniile TB (+) mast
hiicre sayis1 korelasyon grafigi (p<0,001; r: 965)
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Grafik 4-8: Kedi meme tiimérlerinde TB (+) mast hiicre sayisinin dagilim grafigi (Veriler 10 alan
toplami olarak verilmistir)

400

300 -

200 A

100 A

Kedi Meme Tumorlerinde
TB(+) Mast Hiicre Sayisi

I+

Toplam H
intratiimoral
Peritiimoral -

Degraniile -

Graniile -

102



4.3.4. Immunohistokimyasal Boyamalar

4.3.4.1. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimérlerinde Triptaz

Eksprese Eden Mast Hiicreleri ve Triptaz-Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilari

Immunohistokimyasal olarak tiimér dokular1 triptaz pozitif mast hiicrelerinin
tespiti icin triptaz antikoru ile boyanmistir. Triptaz-kimaz pozitif mast hiicrelerini
elemine etmek igin triptaz ve kimaz mast hiicreleri sayilmistir. Kimaz pozitif
boyananlar triptaz-kimaz pozitif kabul edilmistir. Triptaz pozitif sayilan mast hiicre
sayisindan triptaz-kimaz mast hiicre sayisi ¢ikarildiginda ise triptaz pozitif mast hiicre
sayisi elde edilmistir.

Triptaz eksprese eden mast hiicreleri sayisi her tiimorde 200x biiylitmede 10
alan sayilarak triptaz boyanan tiim mast hiicrelerin ortalama sayis1 olarak verilmistir.
Triptaz pozitif mast hiicrelerinden farki triptaz eksprese eden mast hiicreleri hem
triptaz pozitif mast hiicreleri hemde triptaz-kimaz pozitif mast hiicrelerinin ikisini de
kapsamaktadir.

Kontrol olarak alinan sigan meme dokusunda toplam triptaz pozitif mast
hiicre sayist ortalama 1,12 olarak bulunmustur. Bunlarin ortalama 0,54 tanesi
degraniile olarak bulunurken 0,58 tanesi graniile olarak sayilmistir. Triptaz eksprese
eden toplam mast hiicre sayisi ortalama 2,14 bulunmustur ve bunlarin ortalama 0,9
tanesi triptaz eksprese eden degraniile mast hiicre sayisi, ortalama 1,24 tanesi ise

triptaz eksprese eden graniile mast hiicre sayisi olarak hesaplanmistir (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: Kontrol sigan meme bezinde triptaz eksprese eden mast hiicrelerin gésterimi, Horseradish
Peroksidaz, DAB, siyah ok: Triptaz eksprese eden mast hiicresi

Sigan meme tiimorleri incelendiginde, 20x biiylitmede, 10 alanda G grubunda
ortalama triptaz pozitif mast hiicre sayis1 7 olarak bulunmustur. Bu hiicrelerin ortalama
5,8 tanesi intratiimoral alanda iken ortalama 1,2 tanesi ise peritimdral alanda
gozlenmistir. Siganlarda G grubunda ortalama degraniile mast hiicre sayis1 6,21 iken

graniile mast hiicre sayis1 0,88 olarak bulunmustur (Grafik 4-9).
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Grafik 4-9: G grubu sigan meme tiimérlerinde triptaz (+) mast hiicrelerinin istatiksel dagilim grafigi. +
deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise
ortalama degeri gostermektedir.
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G grubunda triptaz eksprese eden toplam mast hiicre sayis1 ortalama 16,19
olarak hesaplanmigtir. Triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin 13,78 tanesi
intratlimoral olarak yerlesim gosterirken 2,4 tanesi peritiimoral yerlesim gostermistir.
Triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin ortalama 14,41 tanesi degraniile halde,
ortalamal,77 taneside graniile halde gozlenmistir (Sekil 4-25). Bu grupta triptaz

eksprese eden mast hiicre sayilar1 detayli olarak Grafik 4-10’da verilmistir.
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Sekil 4-25: Gavaj grubu sigan meme tiimoriinde triptaz eksprese eden mast hiicreleri, Horseradish
Peroksidaz, DAB, (A) Triptaz eksprese eden intratiimdral mast hiicreleri, (B) Triptaz eksprese eden
peritiiméral mast hiicreleri, (C) Intratiimoral degraniile mast hiicreleri, (D) intratiimoral degraniile mast
hiicreleri, (E) Intratiiméral degraniile mast hiicrelerinin 4000x bilyiitmedeki goriiniimii, (F) Degraniile
mast hiicrelerinin 4000x biiyiitmedeki goriiniimii, (G) Intratiiméral degraniile mast hiicrelerinin 4000x
biyiitmedeki goriinimi, kd: kan damari
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Grafik 4-10: G grubunda triptaz eksprese eden mast hiicre sayilarinin goriiniimii. + deger grubun en
yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmiz1 kesik ¢izgi ise ortalama degeri
gostermektedir.
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E grubunda yapilan ortalama triptaz pozitif mast hiicre sayimlarina gore
toplam triptaz pozitif mast hiicresi 8,4 adet godzlenmis, bunlarin 5,36 tanesi
intratlimoral, 3,04 tanesi ise peritimoral olarak yerlesim gdstermistir. Ortalama
degraniile triptaz-pozitif mast hiicre sayist bu grupta 5,22 iken ortalama graniile
triptaz-pozitif mast hiicre sayisi 3,2 olarak gozlenmistir (Grafik 4-11).

Grafik 4-11: Enjeksiyon grubu sican meme tiimérlerinde triptaz (+) mast hiicrelerinin istatiksel dagilim

grafigi + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmiz1 kesik
¢izgi ise ortalama degeri gostermektedir.
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E grubunda triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin ortalama sayist 15,81
olarak hesaplanmistir. Bu hiicrelerin 11,85 tanesi intratlimoral yerlesim gosterirken
3,96 tanesi peritiimoral yerlesim gostermislerdir. Triptaz eksprese eden degraniile mast
hiicrelerinin ortalama sayist 10,8 iken bu say1 graniile olan mast hiicrelerinde 5,01
olarak sayilmistir (Sekil 4-26). Bu grubun triptaz eksprese eden mast hiicre sayilari

Grafik 4-12°de detayli olarak verilmistir.

Sekil 4-26: Enjeksiyon grubu sican meme tiimdriinde triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin
goriiniimii, Horseradish Peroksidaz, DAB, (A) Intratiiméral mast hiicreleri, (B) Intratiimoral mast
hiicreleri, (C) Degraniile intratiimoral mast hiicreleri, (D) Peritiimoral degraniile ve graniile mast
hiicreleri, (E) Degraniile mast hiicrelerinin 4000x biiyiitmedeki goriiniimii, (F) Intratiimoral mast
hiicrelerinin 4000x biiyiitmedeki goriiniimii, (G) Intratiimoral degraniile mast hiicrelerinin 4000x
biiyilitmedeki goriiniimii
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Grafik 4-12: E grubunda triptaz eksprese eden mast hiicre sayilarinin dagilim grafigi. + deger grubun
en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama degeri
gostermektedir.
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Kontrol grubu ile G ve E grubu triptaz pozitif mast hiicreleri toplam mast
hiicresi yoniinden istatiksel olarak karsilastirildiginda kontrol grubu ile G grubu
arasinda toplam triptaz pozitif mast hiicre sayis1 bakimindan anlamli bir fark
bulunmustur (p: 0,007). Toplam triptaz pozitif mast hiicre sayis1 kontrol-enjeksiyon
ve gavaj-enjeksiyon grubu arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir
(p: 0,055; p: 0,931). Triptaz pozitif degraniile mast hiicreleri agisindan kontrol grubu
ile G grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur (p: 0,005). Triptaz
pozitif degraniile mast hiicreleri bakimindan kontrol-E grubu ve G ile E grubu arasinda
istatiksel olarak artis gézlenmemistir (p: 0,099; p: 0,437). Triptaz pozitif graniile mast
hiicre yoniiyle istatiksel olarak karsilastirma yapildiginda sadece G ve E grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli bir artis bulunmus (p: 0,042) kontrol-G grubu ve
kontrol-E grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamistir (p: 0,964; p:
0,075) (Grafik 4-13).
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Grafik 4-13: Triptaz (+) mast hiicre sayisinin istatistik grafigi
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Kontrol grubu ile G ve E grubu meme tiimorleri triptaz eksprese eden toplam
mast hiicre sayilar1 olarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda hem G hem de E
grubu meme tiimorlerinde kontrol meme bezine gore sirastyla 7,56 ve 7,38 kat artig
gozlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001, p<0,001). G
ve E grubu meme tiimorleri arasinda triptaz eksprese eden toplam mast hiicreleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p: 0,709). Kontrol meme
dokusu ile triptaz eksprese eden graniile mast hiicre sayis1 bakimmdan meme timori
dokular karsilastirildiginda G grubunda 1,42 kat arttig1 gézlenmis ve anlamli bir fark
bulunmamustir (p: 0,298). E grubunda 4,04 kat arttig1 gdzlenmistir ve kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p: 0,013) G ve E grubu kendi
icinde triptaz eksprese eden graniile mast hiicresi yoniiyle kiyaslandiginda E grubunda
G grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis goézlenmistir (p: 0,011). Triptaz
eksprese eden degraniile mast hiicre sayisi kontrol grubuna gore G grubunda 16,01 kat
artis gosterirken, E grubunda artig 12 kat olarak hesaplanmistir ve iki grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001, p<0,001). G ve E
grubu kendi arasinda istatistiksel olarak karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlaml
bir fark bulunmamstir (p: 0,084) (Grafik 4-14).

Sican meme tiimdrlerinde triptaz eksprese eden mast hiicre sayilari ile

intratlimoral triptaz eksprese eden mast hiicre sayilari arasinda korelasyon istatistigi
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incelendiginde iki deger arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,001; r:903)

(Grafik 4-15). Triptaz eksprese eden peritlimoral mast hiicreleri ile graniile mast

hiicreleri arasinda korelasyon istatistigi yapildiginda iki deger arasinda pozitif

korelasyon bulunmustur (p<0,001; r:805) (Grafik 4-16).

Grafik 4-14: Triptaz ekprese eden mast hiicrelerinin istatistik grafigi
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Grafik 4-15: Intratiiméral triptaz eksprese eden mast hiicresi ile degraniile triptaz eksprese eden mast
hiicre arasindaki pozitif korelasyon grafigi (p<0,001; r: 903)
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Grafik 4-16: Sican meme tiimorlerinde peritiiméral triptaz eksprese eden mast hiicresi ile graniile
triptaz eksprese eden mast hiicresi korelasyon grafigi (p<0,001; r:805)
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4.3.4.2 Kopek Meme Tiimorlerinde Triptaz Eksprese Eden Mast Hiicreleri ve

Triptaz Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilar:

Kopek saglikli meme dokusunda triptaz pozitif mast hiicre sayis1 sayildiginda
200x biiyiitmede, 10 alan sayildiginda ortalama triptaz mast hiicre sayis1 0,94 olarak
bulunmustur. Bu hiicrelerin ortalama 0,4 tanesi degraniile triptaz pozitif mast hiicresi
iken, ortalama 0,54 tanesi ise graniile triptaz pozitif mast hiicresi olarak sayilmistir.

Kopek saglikli meme dokusunda triptaz eksprese eden toplam mast hiicre
sayis1 1,96, triptaz eksprese eden degraniile mast hiicre sayis1 0,68 ve triptaz eksprese

eden graniile mast hiicre sayisi1 ise 1,28 olarak hesaplanmustir (Sekil 4-27).
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Sekil 4-27: Kopek kontrol meme bezinde triptaz eksprese eden mast hiicreleri, Horseradish Peroksidaz,

DAB

Kopek meme tiimdrii dokularinda, triptaz pozitif mast hiicre sayilari, 200x
biiylitmede toplam 10 alan sayilarak hesaplanmistir. Kopek meme tiimdrii dokularinda
ortalama triptaz pozitif mast hiicre sayisi1 15,3 olarak sayilmistir, bunlarin 11,79 tanesi
intratlimoral olarak yerlesim gosterirken 3,57 tanesi ise peritiimoral yerlesim

gostermistir. Ortalama degraniile triptaz pozitif mast hiicre sayis1 10,1 olarak graniile

triptaz pozitif mast hiicre sayis1 ise 5,09 olarak bulunmustur (Grafik 4-17).
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Grafik 4-17: Kopek meme tiimorlerinde triptaz (+) mast hiicrelerinin istatiksel dagilim grafigi. + deger
grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama
degeri gostermektedir.
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Kopek meme tiimorii 6rneklerinde triptaz eksprese eden toplam mast hiicre
sayis1 ortalama olarak 24,06 olarak sayilmistir. Bu hiicrelerin 18,58 tanesi intratiimoral
olarak yerlesim gosterirken 5,48 tanesi peritiimoral yerlesim gostermistir. Triptaz
eksprese eden degraniile mast hiicre sayis1 16,17 iken graniile mast hiicre sayis1 7,79
olarak hesaplanmistir (Sekil 4-28). Kopek meme tiimorlerinde triptaz eksprese eden
mast hiicre sayilar1 Grafik 4-18’de detayl olarak verilmistir.

Grafik 4-18: Kopek triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin istatiksel dagilim grafigi. + deger grubun

en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama degeri
gostermektedir.
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Sekil 4-28: Kopek meme timorlerinde triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin goriiniimil, (A) Triptaz
eksprese eden peritiimoral mast hiicreleri, (B) Triptaz eksprese eden peritiimoral mast hiicrelerinin
400x biiyiitmedeki goriiniimii, (C) Kdpek triptaz eksprese eden mast hiicresi, (D) Intratiiméral triptaz
eksprese eden mast hiicreleri, (E) Intratiiméral triptaz eksprese eden degraniile mast hiicreleri

Kopek meme tiimorlerinde triptaz pozitif mast hiicreleri ile saglikli meme
bezinde sayilan triptaz pozitif mast hiicreleri istatiksel olarak karsilastirildiginda
toplam triptaz pozitif mast hiicre sayisi kontrole gore 15,98 kat artmis ve bu fark
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Degraniile triptaz pozitif mast
hiicreleri kontrol meme dokusu ile karsilastirildiginda meme tiimorii dokusunda 25,02
kat arttig1 gozlenmis ve bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).
Grandile triptaz pozitif mast hiicreleri agisindan tiimor dokusu ile kontrol meme dokusu
karsilastirlldiginda 9,42 kat artis gozlenmis ve bu fark istatiksel olarak anlamlhi
bulunmustur (p<0,001) (Grafik 4-19).
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Grafik 4-19: Triptaz (+) mast hiicrelerinin istatistik grafigi
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Istatistiksel olarak képek meme tiimérii dokularindaki triptaz eksprese eden
toplam mast hiicre sayis1 ile saglikli meme bezindeki triptaz eksprese eden toplam mast
hiicre sayisi1 karsilastirildiginda 12,27 kat artig bulunmus ve bu artis istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmistir (p<0,001). Graniile triptaz eksprese eden mast hiicre sayilar
acisindan kontrol grubu ile meme tiimorii grubu arasinda 6,08 kat artis gdzlenmis ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Degraniile triptaz eksprese
eden mast hiicreleri yoniinden kontrol ve meme tiimorii dokular istatistiksel olarak
23,77 kat artig gozlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001)
(Grafik 4-20). Ayrica tripptaz eksprese eden graniie mast hiicre sayisi ile peritiimoral
mast hiicreleri arasinda pozitif korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:

0,004; r:805) (Grafik 4-21).
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Grafik 4-20: Triptaz eksprese eden mast hiicre sayilarinin meme tiimorii ile kontrol dokulari arasindaki
istatistik grafigi (Grafikteki degerler 10 alanin toplami olarak verilmistir)
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Grafik 4-21: Koépek meme tiimoérlerinde peritimoral triptaz eksprese eden mast hiicresi ile graniile
triptaz eksprese eden mast hiicresi korelasyon grafigi (p:0,004; r:818)
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4.3.4.3 Kedi Meme Tiimorlerinde Triptaz Eksprese Eden Mast Hiicre ve Triptaz

Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilari
Kedi kontrol meme bezi dokusunda toplam triptaz pozitif mast hiicre sayisi

ortalama 0,92 adet iken, degraniile triptaz pozitif mast hiicre sayis1 ortalama 0,46,

graniile triptaz pozitif mast hiicre sayis1 ortalama 0,46 olarak hesaplanmistir.
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Kedi kontrol meme bezi dokusunda triptaz eksprese eden toplam mast hiicre
say1st ortalama 2,16, triptaz eksprese eden graniile mast hiicre sayisi1 1,32 ve triptaz
eksprese eden degraniile mast hiicre sayisi ortalama 0,84 olarak hesaplanmistir (Sekil

4-29).
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Sekil 4-29: Kedi kontrol meme bezinde triptaz eksprese eden mast hiicreleri, Horseradish Peroksidaz,
DAB

Kedi meme tiimorii dokularinda, triptaz pozitif mast hiicre sayilari, 200x
bliylitmede toplam 10 alan sayilarak hesaplanmistir. Meme tiimorii dokularinda
ortalama triptaz pozitif mast hiicre sayis1 10,88 olarak sayilmistir. Bu hiicrelerin 6,76
tanesi intratiimoral olarak yerlesim gosterirken, 4,12 taneside peritiimoral olarak
yerlesim gosterdigi bulunmustur. Ortalama degrantile triptaz pozitif mast hiicre sayisi

7,4, graniile triptaz pozitif mast hiicre sayis1 3,45 olarak hesaplanmistir (Grafik 4-22).
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Grafik 4-22: Kedi meme tiimérlerinde triptaz (+) mast hiicrelerinin istatistiksel olarak dagilim grafigi.
+ deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise
ortalama degeri gostermektedir.
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Kedi meme tiimorii orneklerinde triptaz eksprese eden toplam mast hiicre
sayis1 ortalama 15,69 olarak belirlenmistir. Bu hiicrelerin 10,44 tanesi intra-tiimoral
yerlesim gosterirken 5,25 tanesi peri-tiimoral olarak yerlesim gostermislerdir. Triptaz
eksprese eden degraniile mast hiicrelerinin ortalamasi 10,79 olarak bulunurken graniile
mast hiicrelerinin sayist 4,9 olarak bulunmustur. Kedi meme tlimdorlerinde triptaz

eksprese eden mast hiicre sayilar1 Grafik 4-23’te detayl olarak verilmistir.
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Grafik 4-23: Kedi meme tiimorlerinde triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin istatiksel olarak dagilim
grafigi + deger grubun en yiiksek ve diigiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik
¢izgi ise ortalama degeri gostermektedir
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Sekil 4- 30: Kedi triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin farkl bityiitmelerdeki goriiniimii, Horseradish
Peroksidaz, DAB

Triptaz eksprese eden toplam mast hiicre sayilari, intratiimoral ve peritiimoral
mast hiicre sayilari ile degraniile ve graniile mast hiicre sayilarinin tiim tiirlerdeki

grafigi Grafik 4-24 ve Grafik 4-25°te detayl olarak verilmistir.

120



Grafik 4-24: Triptaz eksprese eden toplam mast hiicre sayilarinin tiirler arasi karsilastirma grafigi +
deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise
ortalama degeri gostermektedir
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Grafik 25: Intratiiméral, peritiiméral, degraniile ve graniile triptaz eksprese eden mast hiicre sayilariin
dagilim grafikleri, + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini,
kirmiz1 kesik ¢izgi ise ortalama degeri gostermektedir.
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Triptaz pozitif toplam mast hiicre sayilari, intratiimoral ve peritimoral mast
hiicre sayilari ile degraniile hiicre sayilarinin tiim tiirlerdeki grafigi Grafik 4-26 ve

Grafik 4-27°de detayli olarak verilmistir.
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Grafik 4-26: Toplam Triptaz (+) mast hiicre sayisinin hayvan tiirlerine gére dagihim grafigi, + deger
grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama
degeri gostermektedir.
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Grafik 27: intratiiméral, peritiméral, degraniile ve graniile triptaz (+) mast hiicre sayilarinin dagilim
grafikleri, + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik
¢izgi ise ortalama degeri gostermektedir.
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Kontrol meme dokusu ile kedi meme tiimdrleri toplam triptaz pozitif mast
hiicre sayisi yoOniinden istatistiksel olarak karsilastirildifinda meme timori
dokularinda kontrole gore 11,82 kat arttig1 ve bu artisinda istatistiksel olarak anlamli
ciktig1 gozlenmistir (p<0,001). Graniile triptaz pozitif mast hiicreleri kontrol dokusuna

kiyasla meme tiimorii dokusunda 7,5 kat artis gostermis (p:0,001), degraniile triptaz
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pozitif mast hiicre sayis1 kontrol dokusu ile kiyaslandiginda meme tiimorii dokularinda
16,08 kat bir artis bulunmustur (p<0,001). Bu farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Grafik 4-28).

Grafik 4-28: Kedi meme tiimérlerinde triptaz (+) mast hiicrelerinin istatistik grafigi
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Triptaz eksprese eden mast hiicreleri kontrol ile meme timorii dokulart
arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi§inda meme tiimorii dokusunda triptaz
eksprese eden mast hiicreleri kontrol dokusuna gore 7,26 kat artis gostermis bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Triptaz eksprese eden graniile mast
hiicre sayist iki grup arasinda karsilastirildiginda meme tiimorlerinde 3,71 kat artis
belirlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p: 0,002). Triptaz
eksprese eden degraniile mast hiicreleri iki grup arasinda karsilastirildiginda meme
timorlerinde 12,84 kat arttigi gozlenmis bu fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0,001). Triptaz eksprese eden mast hiicre sayilarnin istatistiksel
grafigi Grafik 4-29’de verilmistir. Peritiméral mast hiicreleri ile graniile mast
hiicreleri arasinda istatistiksel olarak pozitif korelasyon gézlenmistir (p<0,001; r:909)

(Grafik 4-30).
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Grafik 4-29: Kedi meme tiimori ile kontrol grubu arasindaki triptaz eksprese eden mast hiicreleri
istatistik grafigi. (Grafikteki degerler 10 alan toplam1 olarak verilmistir.)
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Grafik 4-30: Kedi meme tiimorlerinde peritiimoral triptaz eksprese eden mast hiicresi ile graniile triptaz
eksprese eden mast hiicresi korelasyon grafigi (p<0,001; r:909)

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Kedi Meme Tiimorlerinde
Triptaz Eksprese Eden Graniile Mast Hiicre Sayisi

Kedi Meme Tiimorlerinde Peritiiméral
Triptaz Eksprese Eden Mast Hiicre Sayisi

4.3.4.3. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimorlerinde Kimaz

Eksprese Eden Mast Hiicre ve Triptaz-Kimaz Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilar

Mast hiicreleri siniflandirmasinda ¢ogu arastiric1 tek basina kimaz pozitif

mast hiicrelerinin sayisinin oldukca az ve nadir olduklarini kabul etmesinden ve mast
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hiicrelerini triptaz pozitif ve triptaz-kimaz pozitif olarak 2 alt tipe ayirmasindan dolay1
caligmada kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin hepsi ayni zamanda triptaz -kimaz
pozitif olarak kabul edilmistir. Bu ylizden metinde triptaz-kimaz pozitif mast hiicreleri
olarak yazilan kisimlar grafiklerde daha iyi karsilastirma yapabilmek adina kimaz
eksprese eden mast hiicre sayisi olarak verilmis olup aslinda iki degerde ayni kabul
edilmektedir.

Kontrol sican meme dokusunda toplam triptaz-kimaz mast hiicre sayisi
ortalama 1 iken bunlarin ortalama 0,64 tanesi graniile triptaz-kimaz mast hiicresi,

ortalama 0,36 tanesi ise degraniile mast hiicresi olarak sayilmistir (Sekil 4-31).
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Sekil 4-31: Kontrol sigan meme bezine ait kimaz pozitif mast hiicreleri, Horseradish Peroksidaz, DAB,
(A-B) Kimaz eksprese eden mast hiicreleri (Triptaz-kimaz pozitif), (C) Kimaz eksprese eden mast

hiicresinin ve graniillerinin 4000x biiylitmedeki goriinimii

Sicanlarda, G grubunda bulunan hayvanlardaki meme tiimorii dokusunda

toplam triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayisi ortalama 9,09 olarak sayilmistir. Bu

hiicrelerin ortalama 7,97 tanesi intratiimoral alanda yerlesim gosterirken ortalama 1,1

tanesi ise peritiimoral olarak yerlesim gosterdigi bulunmustur. G grubunda ortalama

degraniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayis1 8,22 iken graniile triptaz-kimaz
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pozitif mast hiicre sayisi 0,8 7olarak gozlenmistir (Sekil 4-32). G grubu kimaz eksprese

eden mast hiicresi say1 grafigi Grafik 4-31°de verilmistir.

Grafik 4-31: Gavaj grubunda kimaz eksprese eden mast hiicre sayilarinin gériiniimii. + deger grubun
en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama degeri
gostermektedir.
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Sekil 4-31: Gavaj grubu sican meme tiimoriinde kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz pozitif) mast
hiicreleri, (A-B) Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin tiimor bolgesine infiltrasyonu, (C) Peritiméral
kimaz eksprese eden mast hiicreleri, (D) intratiimoral kimaz eksprese eden mast hiicreleri, (E) Graniile
kimaz eksprese eden mast hiicresi, (F) Degraniile kimaz eksprese eden mast hiicreleri ve graniilleri,
siyah ok: Degraniile kimaz eksprese eden mast hiicreleri, kirmiz1 ok: Graniile kimaz eksprese eden
mast hiicreleri, sar1 ok: Serbest halde gézlenen kimaz igeren graniiller

E grubunda bulunan hayvanlardaki meme tiimorii dokusunda toplam triptaz-
kimaz pozitif mast hiicre sayis1 ortalama 7,77 olarak gézlenmistir. Bu hiicrelerin 6,49
tanesi intratiimoral olarak yerlesim gosterirken 1,28 tanesi peritiimoral olarak yerlesim
gostermistir. Ortalama degraniile triptaz-Kimaz pozitif mast hiicre sayis1 5,58 iken
graniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayist 2,19 olarak bulunmustur (Sekil 4-33).
E grubu kimaz eksprese eden mast hiicre sayilar1 Grafik 4-32°de verilmistir.
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Grafik 4-32: Enjeksiyon grubu kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz) mast hiicrelerinin istatistiksel
dagilim grafigi
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Sekil 4-33: Sican enjeksiyon meme timorii grubunda kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz mast
hiicrelerinin) mast hiicrelerinin varligi, Horseradish Peroksidaz, DAB, (A-B) Kimaz eksprese eden mast
hiicrelerinin tiimér igindeki infiltrasyonu, (C) Intratiiméral degraniile kimaz eksprese eden mast
hiicreleri, (D) Peritiimoral kimaz eksprese eden graniile ve degraniile mast hiicreleri
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Istatistiksel olarak kontrol grubu ile meme tiimérii dokulari toplam triptaz-
kimaz mast hiicre sayilar1 agisindan karsilastirildiginda G grubunda 9,09 kat artis
(p<0,001), E grubunda ise 7,77 kat artis oldugu gézlenmistir (p<0,001). Bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. G ve E grubu kendi iginde triptaz-kimaz
pozitif mast hiicreleri yoniiyle incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (p: 0,349). Kontrol sican meme dokusu ile G ve E grubundaki meme
tiimorleri graniile triptaz-kimaz mast hiicre sayilar1 yoniiyle kiyaslandiginda sirasiyla
1,35 ve 3,42 kat artig gbzlenmis ve her iki grupta istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (p: 0,343; p:0,075). G ve E grubu kendi i¢inde graniile triptaz-kKimaz
mast hiicre yoniiyle istatiksel olarak degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
(p: 0,026). Degraniile triptaz-kimaz mast hiicre sayilar1 istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda G ve E grubunda kontrol meme dokusuna oranla sirasiyla 22,83 ve
15,5 kat artmistir. Bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001;
p<0,001). G ve E grubu kendi arasinda degraniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre
yonilinden degerlendirildiginde iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p: 0,074) (Grafik 4-33).

Grafik 4-33: Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin sigan meme timorlerinde istatistik grafigi
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4.3.4.4. Kopek Meme Tiiméorlerinde Kimaz Eksprese Eden Mast Hiicre ve

Triptaz-Kimaz Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilar

Kopek kontrol meme bezi dokusunda toplam triptaz-kimaz pozitif mast hiicre
sayist ortalama 1,02, graniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayis1 0,74 ve degraniile

triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayisi ise 0,28 olarak sayilmistir (Sekil 4-34).

Sekil 4- 34: Kopek saglikli meme dokusunda kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz mast hiicreleri) mast
hiicreleri, siyah ok: Kimaz eksprese eden mast hiicreleri, Horseradish Peroksidaz, DAB

Kopek meme tiimorii olgularinda toplam triptaz-kimaz pozitif mast hiicre
sayisi ortalama 8, 61 olarak sayilmigtir. Bu mast hiicrelerinin 6,79 tanesi intratiimdral
olarak yerlesim gosteren triptaz-kimaz pozitif mast hiicresi, 1,82 taneside peritiimoral
olarak yerlesim gosteren triptaz-kimaz pozitif mast hiicreleri oldugu bulunmustur.
Ortalama degraniile triptaz-kimaz mast hiicre sasyis1 6 iken graniile triptaz-kimaz mast
hiicre sayis1 2,61 olarak sayilmistir (Sekil 4-35). Kimaz eksprese eden mast hiicre

sayilar1 detayli olarak Grafik 4-34’te gosterilmistir.
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Sekil 4-35: Kopek meme tiimorlerinde kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz) mast hiicreleri, Horseradish
Peroksidaz, DAB, (A-B) Tiimér bolgesinde bulunan kimaz eksprese eden mast hiicreleri, (C-E) Kimaz
eksprese eden mast hiicrelerinin kdpek meme tiimorlerinde 4000x biiyiitmedeki goriiniimleri

Grafik 4-34: Kopek meme tiimorlerinde kimaz eksprese eden mast hiicre sayilarinm gériiniimii. + deger
grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama
degeri gostermektedir.
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Kontrol meme bezi dokusu ile meme tiimorleri arasinda toplam triptaz-Kimaz
mast hiicre sayis1 arasinda 8,44 kat artis gdzlenmis ve bu fark istatistiksel olarak

anlaml ¢ikmistir (p<0,001). Graniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayilar1 bu iki
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grup arasinda karsilagtirildiginda meme tiimorii dokularinda kontrol meme bezi
dokusuna gore 3,52 kat artis gostermis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p: 0,005). Degraniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayilar1 kontrol ile
tiimorli dokular karsilagtirildigida 21,42 kat artis gézlenmis ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Képek meme tiimorii dokularinda triptaz-

kimaz pozitif mast hiicre istatistik grafigi Grafik 4-35’te detayli olarak verilmistir.

Grafik 4-35: Kimaz eksprese eden (Triptaz-kimaz pozitif) mast hiicre sayilarmin kdpek meme
tiimoriindeki istatistik grafigi
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4.3.4.5. Kedi Meme Tiimorlerinde Kimaz Eksprese Eden Mast Hiicrelerinin ve

Triptaz-Kimaz Pozitif Mast Hiicrelerinin Sayilar

Kontrol kedi meme bezinde toplam triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayilar
ortalama 1,24 olarak sayilirken, graniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayisi
ortalama 0,86, degraniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayisi ortalama 0,38 olarak

sayilmistir (Sekil 4-36).
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Sekil 4-36: Kedi kontrol meme dokusunda kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz) mast hiicreleri,
Horseradish Peroksidaz, DAB, siyah ok: Kimaz eksprese eden mast hiicreleri

Kedi meme tiimori olgularinda toplam triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayisi
ortalama 5,01 olarak bulunmustur. Bu hiicrelerin 3,58 tanesi intratiimoral yerlesimli
iken 1,43 tanesi ise peritiimoral yerlesim gostermektedir. Ortalama degraniile triptaz-
kimaz mast hiicre sayis1 3,36 iken ortalama graniile triptaz-kimaz mast hiicre sayisi
1,65 olarak hesaplanmustir (Sekil 4-37). Kedi meme tiimorlerinde kimaz eksprese eden

mast hiicre sayilar1 Grafik 4-36’da detayl1 olarak verilmistir.
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Sekil 4-37: Kedi meme tiimdrlerinde kimaz eksprese eden (triptaz-kimaz pozitif) mast hiicrelerin
gosterimi, Horseradish Peroksidaz, DAB, (A-B) Tumér bolgesinde kimaz eksprese eden az sayida mast
hiicresinin varhigi, (C-E) Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin 4000x biiyiitmedeki goriintiileri

Grafik 4-36: Kedi meme tiimérlerinde kimaz eksprese eden mast hiicre sayilarmin istatistiksel dagilim
grafigi. + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmiz1 kesik
¢cizgi ise ortalama degeri gostermektedir.
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Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin hayvan tiirlerine gore dagilim
grafikleri Grafik 4-37 ve Grafik 4-38’de verilmistir.
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Grafik 4-37: Kimaz ksprese eden (triptaz kimaz pozitif) toplam mast hiicre sayilarinin tiirlere goére
dagilim grafigi, + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini, siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi
kesik ¢izgi ise ortalama degeri gostermektedir.
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Grafik 4-38: Intratiiméral, peritiimoral, degraniile ve graniile kimaz eksprese eden (triptaz kimaz
pozitif) mast hiicrelerinin tiirlere gore dagilim grafigi, + deger grubun en yiiksek ve diisiik sayilarini,
siyah diiz ¢izgi medyan degerini, kirmizi kesik ¢izgi ise ortalama degeri géstermektedir.
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Kedi kontrol grubu ile meme tiimorii grubu toplam triptaz-kimaz mast hiicre
sayis1 bakimindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda meme tiimdrii dokularinda
kontrol dokularina gore 4,04 kat artis gézlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p: 0,013). Graniile triptaz-kimaz pozitif mast hiicre sayis1 iki grup

arasinda karsilagtirildiginda meme tiimorii dokularinda 1,91 kat artis gézlenmis ve
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p: 0,440). Degraniile triptaz-kimaz
pozitif mast hiicre sayilart iki grup arasinda karsilastirildiginda meme timorii
dokularinda 8,84 katlik bir artis gozlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001). Kedi meme tiimorlerinde triptaz-kimaz mast hiicre sayisi

istatistik grafigi Grafik 4-39°da verilmistir.

Grafik 4-39: Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin istatistik grafigi
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4.3.4.6. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimoérlerinde TNF-alfa

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Sican meme tiimorlerinde TNF-alfa ekspresyonunu degerlendirmek icin
hiicreler, boyanmanin yogunlugu agisindan 0, 1, 2 ve 3 olarak ve boyanan hiicre
yiizdesi olarak 1: %0 ile 10 arasinda pozitif hiicre, 2: %10-50 arasinda pozitif boyanan
hiicre, 3: %50-80 arasinda pozitif boyanan hiicre ve 4: %80-100 arasinda pozitif
boyanan hiicre olarak degerlendirilmistir. Bunlarin ¢arpimi sonucu ¢ikan degerler 9-
12 arasinda ise giiglii pozitif reaksiyon, 3-8 arasinda ise orta pozitif reaksiyon ve 0-3
arasinda ise zay1f pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Kontrol sigan meme bezi dokusunda TNF-alfa degeri en yiiksek 3 en diisiik
0 bulunurken ortalamasi 1,4 olarak hesaplanmis ve zayif pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4-38).
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Sekil 4-38: Sigan kontrol meme bezinde TNF-alfa ekspresyonu

G grubunda, TNF alfa ekspresyonuna bakildiginda 15 adet 6rnegin 9 tanesi
pozitiflik degeri olarak 12, 3 tanesinde 9, 1 tanesinde 8 ve 1 tanesinde de 0 bulunmus,
bir adet vaka degerlendirilememistir, ortalama deger olarak ise 10,21 bulunmustur. Bu
bulgular sonucunda G grubunun TNF-alfa ekspresyonu giiglii pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir.

E grubunda, TNF alfa ekspresyonunu inceledigimizde, 10 adet timor
Orneginin 4 tanesinde 12, 2 tanesinde 9, 1’er tane 6rneklerde ise 8, 6, 2 ve 3 degerleri
bulunmustur. Bu grubun ortalama degeri 8,5 olarak bulunmusg ve giiclii pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 4-39).
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Sekil 4-39: Sican meme timoriinde yiiksek pozitiflik gosteren TNF-alfa ekspresyonu, (A) Neoplastik
epitel hiicre sitoplazmalarinda TNF-alfa ekspresyonu, (B) Neoplastik epitel hiicre sitoplazmalarinda
TNF-alfa ekspresyonu ve TNF-alfa pozitif mast hiicresi, (C) TNF-alfa eksprese eden mast hiicreleri,
(D) TNF-alfa eksprese eden mast hiicresi ve hemen yaninda TNF-alfa pozitif timér hiicreleri

Istatiksel olarak kontrol grubu ile G ve E grubu TNF-alfa yoniinden
degerlendirildiginde iki grup arasinda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p: 0,003, p: 0,005). G ve E grubu kendi i¢inde istatiksel olarak
TNF-alfa ekspresyonu yoniinden karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamistir
(p: 0,235) (Grafik 4-40).
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Grafik 4-40: Sican meme timérii dokularinda TNF-alfa ekspresyonu istatistik tablosu
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4347. Kopek Meme  Tiimorlerinde TNF-alfa  Ekspresyonunun

Degerlendirilmesi

Kopek kontrol dokusu olan saglikli meme bezi TNF-alfa ekspresyonu skoru

1 ile 6 arasinda degismektedir ve ortalamasi 3,4 bulunmustur (Sekil 4-40).
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Sekil 4-40: Kopek kontrol meme bezinde TNF-alfa ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB

Kopeklerdeki meme tiimorii preparatlariin - TNF-alfa  ekspresyonunu
inceledigimizde toplam 10 adet 6rnegin 4 tanesinde 12 degeri, 1 tanesinde 9 degeri, 1

tanesinde 8 degeri, 3 tanesinde 6 degeri ve 2 tanesinde de 4 degeri bulunmustur. Bu
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olarak

reaksiyon

orta pozitif

8,27 bulunarak

degeri
degerlendirilmistir (Sekil 4-41).
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Sekil 4-41: Kopek meme tiimoriinde giiglii pozitiflik gosteren TNF-alfa degeri, Horseradish

Peroksidaz, DAB
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Istatistiksel olarak kontrol ile meme tiimérii dokusu TNF-alfa ekspresyonu

yoniinden degerlendirildiginde anlamli bir fark bulunmustur (p: 0,008) (Grafik 4-41).

Grafik 4-41: Kopek meme tiimorlerinde TNF-alfa ekspresyonunun istatistik grafigi
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4.3.4.8. Kedi Meme Tiimoérlerinde TNF-alfa Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
Kontrol grubu olarak kullanilan kedi meme bezinde TNF-alfa ekspresyon

degeri ortalama 4,4 ¢ikmis ve orta pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil

4-42).
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Sekil 4-42: Kedi kontrol meme bezinde TNF-alfa ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB

Kedi meme tiimorii dokularinin TNF-alfa ekspresyonu degerlendirildiginde,
10 tane meme tiimord dokusunun 3 tanesinde 12, 2 tanesinde 8, 2 tanesinde 4, 1
tanesinde 3 ve 2 tanesinde 2 degeri gozlenmistir. Ortalama TNF-alfa ekspresyonuna
bakildiginda ise bu degerin 6,7 oldugu bulunmustur. Bu bulgular sonucunda ise TNF-
alfa ekspresyonunu kedilerde orta pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil

4-43). Istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise anlamli bir fark bulunmamustir (p:
0.513) (Grafik 4-42).
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Sekil 4-43: Kedi meme timorlerinde yiiksek pozitiflik gosteren TNF-alfa degeri, Horseradish
Peroksidaz, DAB

Grafik 4-42: Kedi meme tiimérlerinde TNF-alfa ekspresyonunun istatistik grafigi
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Tiim gruplarin detayli TNF-alfa ekspresyon skorlart skorlar1 Grafik 4-43’te

verilmistir.
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Grafik 4-43: Tiim gruplarin TNF-alfa ekspresyon skoru dagilim grafigi
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4.3.4.9. Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimérlerinde MMP-9

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Sican meme tiimorlerinde MMP-9 ekspresyonunu degerlendirmek igin
hiicreler, boyanmanin yogunlugu agisindan 0, 1, 2 ve 3 olarak ve boyanan hiicre
yiizdesi olarak 1: %0 ile 10 arasinda pozitif hiicre, 2: %10-50 arasinda pozitif boyanan
hiicre, 3: %50-80 arasinda pozitif boyanan hiicre ve 4: %80-100 arasinda pozitif
boyanan hiicre olarak degerlendirilmistir. Bunlarin ¢arpimi sonucu ¢ikan degerler 9-
12 arasinda ise giiglii pozitif reaksiyon, 3-8 arasinda ise orta pozitif reaksiyon ve 0-3
arasinda ise zayif pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Kontrol meme bezi dokusunun MMP-9 ekspresyonu degerlendirildiginde

tiim preparatlarda MMP-9 degeri 0 olarak bulunmustur (Sekil 4-44).
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Sekil 44-44: Sican kontrol meme bezinde MMP-9 ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB

G grubunda MMP-9 ekspresyonuna bakildiginda, 15 adet vakanin 14’iinde
degerlendirme yapilabilmistir ve bunlarin 3 tanesinde 12, 2 tanesinde 6 ve 1 tanesinde
4 degeri bulunmus, toplam 8 tanesinde ise MMP-9 ekspresyonu 0 olarak bulunmustur.

MMP-9 ekspresyonunun ortalama degerine bakildiginda ise bu deger 3,71 olarak
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hesaplanmistir ve bunun sonucunda da orta pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir.

E grubunda 10 adet meme tiimorii olgusunda MMP-9 ekspresyonuna
bakildiginda, 3 tane meme tiimorii 12 olarak degerlendirilirken 7 tanesi ise 0 olarak
degerlendirilmistir. MMP-9 ekspresyonunun ortalama degeri 3,27 olarak hesaplanmis
ve orta pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 4-45).
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Sekil 4-45: Deneysel olarak olusturulan sigan meme tiimdriinde niikleer lokalizasyon gésteren MMP-9
pozitif neoplastik hiicreler, kirmizi ok: Niikleer boyanma gosteren MMP-9 pozitif neoplastik hiicreler,
siyah ok: MMP-9 pozitif mast hiicresi

G ve E grubu kontrol grubu ile MMP-9 ekspresyonu agisindan
karsilastirildiginda hem G grubunda hem de E grubunda istatiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamistir (p: 0,186; p: 0,371). G ve E grubu birbirleri ile MMP-9
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ekspresyonu bakimimdan kiyaslandiginda

bulunamamustir (p:0,796) (Grafik 4-44).

Grafik 4-44: Sigan deneysel meme tiimorii gruplarinin MMP-9 istatistik grafigi

istatiksel olarak anlamli bir fark
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Kontrol meme bezi dokusunda MMP-9 ekspresyon skoru tiim dokularda 0

bulunmustur (Sekil 4-46).
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Sekil 4-46: Kopek kontrol meme bezinde MMP-9 ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB

Kopek meme tiimorii olgularinin MMP-9 ekspresyonuna bakildiginda toplam
10 adet 6rnegin 2 tanesine 12, 1 tanesine 9, 2 tanesine 8, 1 tanesine 3, 3 tanesine 2 ve
1 tanesine 0 degeri verilmistir. Bu Orneklerin ortalama degeri 5,81 olarak

hesaplanmuistir ve orta pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 4-47). Kopek
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meme tiimorlerinden 2 tanesinde niikleer MMP-9 ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4-
48).

Sekil 44-47: Kopek meme tiimoriinde disik MMP-9 ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB,
siyah ok: MMP-9 pozitif mast hiicreleri
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Istatistiksel olarak kontrol grubu ile meme tiimérii dokusu MMP-9 agisindan

incelendiginde anlamli bir fark bulunmustur (p: 0,003) (Grafik 4-45).

Sekil 4-48: Kopek meme tiimorlerinde niikleer MMP-9 ekspresyonu, siyah ok: MMP-9 pozitif mast
hiicreleri

Grafik 4-45: K6pek meme tiimorlerinde MMP-9 ekspresyonu istatistik grafigi
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4.3.4.11 Kedi Meme Tiimorlerinde MMP-9 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
Kedi kontrol grubu saglikli meme bezlerinde MMP-9 ekspresyon skoru

ortalama 0 degerinde bulunmustur ve saglikli meme bezinde MMP-9 ekspresyonuna

rastlanmamustir (Sekil 4-49).
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50 ym

Sekil 4-49: Kontrol kedi meme bezinde MMP-9 ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB, siyah ok:
MMP-9 pozitif mast hiicreleri

Kedi MMP-9 ekspresyonu degerlendirmek i¢in toplam 10 adet meme tiimorii
Ornegi incelenmistir. Bu orneklerin 1 tanesinde 9, 1 tanesinde 8, 3 tanesinde 6, 2

tanesinde 4, 2 tanesinde 3 ve 1 tanesinde 2 degeri bulunmustur. Bu degerlerin
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ortalamas1 alindiginda 5,1 olarak hesaplanmistir orta pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4-50). 1 adet kedi meme tiimoriinde niikleer lokasyon

gosteren MMP-9 pozitif hiicrelere rastlanmistir (Sekil 4-51).
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Sekil 4-50: Kedi meme tiimérii dokusunda diisiik MMP-9 ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB
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Kedi meme tiimorleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda MMP-9 skoru
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001) (Grafik 4-46).
Tim gruplarim MMP-9 ekspresyon skorlart Grafik 4-47°de detayli olarak

verilmistir.

Sekil 4-51: Kedi meme timoriinde nikkleer MMP-9 pozitif neoplastik hiicreler, kirmizi ok: Neoplastik
epitel hiicre ¢ekirdeklerinde pozitif MMP-9 ekspresyonu, siyah ok: MMP-9 pozitif mast hiicreleri
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Grafik 4-46: Kedi meme tiimorlerinde MMP-9 ekspresyonu istatistik grafigi
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Grafik 4-47: Meme tiimorlerinde MMP-9 ekspresyonu skorunun tiirlere gore dagilim grafigi
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4.3.4.12 Deneysel Olarak Olusturulan Sican Meme Tiimérlerinde PCNA Pozitif

Hiicrelerin Degerlendirilmesi

PCNA pozitif hiicreler rastgele secilen alanlardan toplam 1000 adet hiicre

sayilarak yapilmis ve pozitif hiicreler yiizde olarak degerlendirilmistir.
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Kontrol olarak kullanilan sigan meme bezi dokusunun PCNA degeri en

yiiksek % 12, en diisiik % 6 olarak bulunmus ortalama % 9 olarak hesaplanmistir (Sekil

4-52).
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Sekil 4-52: Kontrol sigan meme bezinde PCNA ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB, siyah ok:
Pozitif boyanmis ¢ekirdekler
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G grubunda, hesaplanan PCNA degeri en diisik % 53 hesaplanirken en
yiiksek deger %95 olarak hesaplanmistir. G grubu i¢in ortalama PCNA pozitif hiicre
yiizdesi ise 71,35 olarak bulunmustur (Sekil 4-53).
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Sekil 4-53: Sican meme tiimorlerinde diisiik pozitif boyanma yogunluguna sahip PCNA ekspresyonu,
Horseradish Peroksidaz, DAB

E grubunda, hesaplanan en diisiik PCNA degeri %52, en yiiksek deger ise
%85 olarak bulunmustur. Ortalama PCNA pozitif tiimor hiicre yiizdesi ise % 68,7
olarak hesaplanmistir (Sekil-4-54).
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Sekil 4-54: Sigan meme tiimorlerinde yiiksek PCNA ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB, siyah
ok: Mitotik aktiviteye sahip hiicreler

Kontrol grubu ile G ve E grubu PCNA degerleri birbirleri ile
karsilagtirildiginda her iki grupla da kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlaml
bir fark bulunmustur (p<0,001, p<0,001). G ve E grubu PCNA degeri yoniiyle
birbirleri ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p:0,437) (Grafik 4-48).

Sican meme tiimorii gruplart PCNA ekspresyonu ile intratiimoral triptaz
eksprese eden mast hiicre sayisi arasinda istatistiksel olarak negatif korelasyon
bulunmustur (p: 0,016; r: -487) (Grafik 4-49).
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Grafik 4-48: Deneysel meme timorii gruplarinda PCNA ekspresyonu istatistik grafigi
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Grafik 4-49: Sigan meme timorii gruplarinda intratiiméral triptaz eksprese eden mast hiicreleri ile
PCNA degeri arasindaki korelasyon grafigi (p: 0,016; r: -487)
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4.3.4.13 Kopek Meme Tiimorlerinde PCNA Pozitif Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Kopek saglikli meme bezinde PCNA degeri en yiiksek deger %23, en diisiik
deger %8, ortalama deger ise % 12 olarak hesaplanmistir (Sekil 4-55).
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Sekil 4-55: Kopek kontrol meme bezinde PCNA ekspresyonu, kirmizi ok: PCNA pozitif hiicreler

Kopek meme tiimorlerinde hesaplanan en diisiik PCNA degeri % 45, en
yiiksek PCNA degeri ise % 87 olarak bulunmustur. Kopek meme tiimorlerinde
hesaplanan ortalama PCNA pozitif hiicre ylizdesi % 66,9 olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4-56, Sekil 4-57 ve Sekil 4-58).

Kontrol meme bezi dokusu ile meme tiimorleri PCNA degerleri yoniiyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001) (Grafik
4-50).
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Sekil 4- 56: Kopek meme tiimériinde diisiik PCNA ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB siyah
ok: Mitotik figiirler
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Sekil 4- 57: Kopek meme timoriinde orta PCNA ekspresyonu gosteren neoplastik hiicreler,
Horseradish Peroksidaz, DAB
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Sekil 4-58: Kopek meme tiimoriinde yiiksek PCNA ekspresyonu gosteren neoplastik hiicreler,
Horseradish Peroksidaz, DAB siyah ok: Mitotik aktiviteye sahip tiimor hiicreleri

Grafik 4-50: Kopek meme tiimérlerinde PCNA ekspresyonu istatistik grafigi
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4.3.4.14. Kedi Meme Tiimérlerinde PCNA Pozitif Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Kontrol kedi meme bezi dokusunun PCNA degeri en yiiksek % 11 en diisiik
ise % 4 bulunmus ortalamasi %7,8 olarak hesaplanmistir (Sekil 4-59).

Sekil 4- 59: Kedi kontrol meme dokusunda PCNA ekspresyonu, Horseradish Peroksidaz, DAB, kirmizi
ok: Pozitif boyanan hiicre ¢ekirdekleri
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Kedi meme tiimorlerinde hesaplanan en diisiik PCNA degeri %50, en yiiksek
PCNA degeri ise %95 olarak bulunmustur. Kedi meme timdrlerinde hesaplanan
ortalama PCNA pozitif hiicre yiizdesi ise % 72,5 olarak degerlendirilmistir (Sekil 4-
60 ve Sekil 4-61).

Sekil 44-60: Kedi meme tiimoriinde diisiik pozitiflik yiizdesi, Horseradish Peroksidaz, DAB, siyah ok:
Mitotik figiir
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Sekil 4-61: Kedi meme timoriinde yiiksek PCNA pozitif boyanan tiimor hiicreleri, Horseradish
Peroksidaz, DAB

Kontrol meme dokusu ile meme tiimorleri karsilagtirildiginda PCNA degeri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Grafik 4-51) (p<0,001).
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Grafik 4-51: Kedi meme tiimorlerinde PCNA ekspresyonu istatistik grafigi

804 Lo oo—o---=-o=

60

40 A

20 A

Kontrol Grubu (Kedi) Meme Tumori Grubu (Kedi)
* p<0,001

Deneysel meme tiimorii grubu olan G ve E grubu ile kedi ve kopek meme
timori olgularinda istatistiksel olarak bulunana biitiin p degerleri Tablo 4-4, Tablo 4-

5 ve Tablo 4-6’da verilmistir.
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Tablo 4-4: Deneysel sigan meme timorii dokularinda istatistiksel degerlendirme sonuglari

Deneysel Sican Meme. Dokularinda Istatistiksel Kontrol Gavaj Grubu Enjeksiyon
Degerlendirme Sonuglar: Grubu Grubu
Kontrol Grubu - <.001* <.001*
%‘w Gavaj Grubu <001 - 931
Enjeksiyon grubu <.001* 931 -
. Kontrol Grubu - <.001* <.001*
TB”}’ﬁ?frirg‘;”ﬁlMaSt Gavaj Grubu <001 - 841
Enjeksiyon grubu <.001* 841 -
5 Kontrol Grubu > .070 .206
Mﬁ)..(}ra‘sl—“lem Gavaj Grubu 070 - 796
FHEE SIS Enjeksiyon grubu .206 .796 -
Triptaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001 <.001*
Toplam Mast Hiicre Gavaj Grubu <.001 - .709
Sayisi Enjeksiyon grubu <.001* 709 -
Triptaz Eksprese Eden | Kontrol Grubu <.001* <.001*
Degraniile Mast Hiicre Gavaj Grubu <.001* - .084
Sayisi Enjeksiyon grubu <.001* .084 -
Triptaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - .298 .013*
Graniile Mast Hiicre Gavaj Grubu -298 - 011*
Sayisi Enjeksiyon grubu .013* 011* -
Kontrol Grubu - .007* .055
Triptaz P(.).zitif Toplam Gavaj Grubu 007* R 931
Mast Hiicre Sayist
Enjeksiyon grubu .055 931 -
Triptaz Pozitif Kontrol Grubu - .005* .099
Degraniile Mast Hiicre | Gavaj Grubu .005* - 437
Sayisi Enjeksiyon grubu .099 437 -
Kontrol Grubu - .964 .075
Triptaz Pc{zitif Graniile Gavaj Grubu 964 _ 042*
Mast Hiicre Sayisi S
Enjeksiyon grubu .075 .042* -
Kimaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001 <.001
Toplam Mast Hiicre Gavaj Grubu <.001* - .349
Sayisi Enjeksiyon grubu <.001* 349 -
Kimaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001* <.001*
Degraniile Mast Hiicre Gavaj Grubu <.001* - .334
Sayisi Enjeksiyon grubu <.001* .334 -
Kimaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - .298 .013*
Graniile Mast Hiicre Gavaj Grubu .298 - 411
Sayisi Enjeksiyon grubu .013* 411 -
Kontrol Grubu - .003* .055
% Gavaj Grubu 003* - 235
: Enjeksiyon grubu .055 .235 -
Kontrol Grubu - .186 371
% Gavaj Grubu .186 - .796
: Enjeksiyon grubu 371 .796 -
B PR Kontrol Grubu <.001* <.001*
T Gavaj Grubu <.001* - 437
ekspresyonu Enjeksiyon grubu <.001* 437 -
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Tablo 4-5: Kopek meme tiimorlerinde istatistiksel degerlendirme sonuglari

Kopek Meme Dokularinda istatistiksel Degerlendirme Kontrol Meme Tiimorii
Sonuglar: Grubu Grubu
TB(+) Toplam Mast Hiicre Kontrol Grubu - <.001*
Sayist Meme Tiimérii Grubu <.001* -
TB(+) Degraniile Mast Hiicre | Kontrol Grubu - <.001*
Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
TB(+) Graniile Mast Hiicre Kontrol Grubu - .009*
Sayisi Meme Tiimérii Grubu .009* -
Triptaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001*
Toplam Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Triptaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001*
Degraniile Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
. Kontrol Grubu - <.001*
Triptaz Eksprese Eden
Graniile Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Triptaz Pozitif Toplam Mast Kontrol Grubu - <.001*
Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Triptaz Pozitif Degraniile Kontrol Grubu - <.001*
Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Triptaz Pozitif Graniile Mast Kontrol Grubu - <.001*
Hiicre Sayis Meme Tiimorii Grubu <.001* -
Kimaz Eksprese Eden Toplam | Kontrol Grubu - <.001*
Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Kimaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - <.001*
Degraniile Mast Hiicre Sayisi | Meme Tiimérii Grubu <.001* B
Kimaz Eksprese Eden Kontrol Grubu - .005*
Graniile Mast Hiicre Sayisi Meme Tiimérii Grubu .005* -
Doku TNF-alfa ekspresyonu Kontrol Grubu - .008*
Meme Tiimorii Grubu .008* -
Doku MMP-9 ekspresyonu Kontrol Grubu - .003*
Meme Tiimorii Grubu .003* -
Doku PCNA ekspresyonu Kontrol Grubu - <.001*
Meme Tiimorii Grubu <.001* -
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Tablo 4-6: Kedi meme timori dokularinin istatistiksel degerlendirme sonuglari

Kedi Meme Dokularinda istatistiksel Degerlendirme Sonuclari

Kontrol Grubu

Meme Tiimorii

Grubu
TB(+) Toplam Mast Hiicre Sayis1 | Kontrol Grubu - <.001*
Meme Tiiméorii Grubu <.001* -
TB(+) Degraniile Mast Hiicre Kontrol Grubu - <.001*
Sayist Meme Tiimérii Grubu <.001* -
TB(+) Graniile Mast Hiicre Sayis1 | Kontrol Grubu - <.001*
Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Triptaz Eksprese Eden Toplam Kontrol Grubu - <.001*
Mast Hiicre Sayist Meme Tiimorii Grubu <.001* -
Triptaz Eksprese Eden Degraniile | Kontrol Grubu - <.001*
Mast Hiicre Sayist Meme Tiimorii Grubu <.001* -
Triptaz Eksprese Eden Graniile Kontrol Grubu - 002*
Mast Hiicre Sayist Meme Tiimorii Grubu 002* -
Triptaz Pozitif Toplam Mast Kontrol Grubu - <.001*
Hiicre Sayisi Meme Tiiméorii Grubu <.001* -
Triptaz Pozitif Degraniile Mast Kontrol Grubu - <.001*
Hiicre Sayisi Meme Tiiméorii Grubu <.001* -
Triptaz Pozitif Graniile Mast Kontrol Grubu - .001*
Hiicre Sayisi Meme Tiiméorii Grubu .001* -
Kimaz Eksprese Eden Toplam Kontrol Grubu - .003*
et s b g Meme Tiimorii Grubu 003* -
Kimaz Eksprese Eden Degraniile | Kontrol Grubu - <.001*
Mast Hicre Sayis1 Meme Tiimérii Grubu <.001* -
Kimaz Eksprese Eden Graniile Kontrol Grubu - 440
Mast Hicre Sayis1 Meme Tiimorii Grubu 440 -
Doku TNF-alfa ekspresyonu Kontrol Grubu - 513
Meme Tiimorii Grubu 513 -
Doku MMP-9 ekspresyonu Kontrol Grubu - <.001*
Meme Tiimorii Grubu <.001* -
Doku PCNA ekspresyonu Kontrol Grubu - <.001*
Meme Tiimorii Grubu <.001* -
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme tiimorleri insanlarda goézlenen tlimorlerin 6nemli bir bolimiini
kapsamakta ve klinikte olduk¢a sik gézlenmektedir. Kopeklerde en yaygin gozlenen
timor olan meme tlimori kedilerde deri tiimorleri ve lenfomalardan sonra en sik
gbzlenen 3. timordiir. Mast hiicreleri, yapilan ¢alismalarda insan ve hayvanlarda yangi
ve alerjik reaksiyonlardan sorumlu olduklari bilinse de bir¢ok tiimor dokusunda sayica
arttiklar bilinmektedir. Meme tiimorlerinde, 6zellikle insan meme kanserlerinde mast
hiicrelerinin sayica arttig1 bilinmektedir. Ancak artan mast hiicre fenotipleri ve bu
hiicrelerinin artmalarinin nedenleri halen kesin ve tam olarak bilinmemektedir. Insan
kanserlerinde mast hiicre iligkili yapilan ¢aligmalarda bir kisim ¢alisma mast hiicre
sayisinin artmasinin pro-tiimdrojenik etkisi oldugunu bildirmis iken bir kisim ¢aligma
ise anti-timoral etkiye sahip oldugunu disiinmektedir. Kopek ve kedi meme
timorlerinde ise yapilan caligmalar daha az sayida olmakla birlikte kopek meme
tiimdrlerinde mast hiicre sayisinin arttig1 bilinmektedir. Fakat bu ¢aligmalar hem ¢ok
yeni hem de ¢ok az sayidadir. Ayrica kopek ve kedi meme tiimorlerinde artan mast
hiicrelerin fenotipleri ve hangi amagla orada bulunduklar1 heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Kedi ve kopek meme tiimorii olgularinda, kdpeklerde meme timorii ortalama
yas1 birgok arastirici tarafindan 9-11 iken, kedilerde ortalama meme timori yasi
genellikle 9-13 olarak bildirilmistir (Meuten, 2016; Pastor ve ark., 2018; Sorenmo ve
ark., 2009; Viste ve ark., 2002; Zatloukal ve ark., 2005). Calismada kopek meme
timori ornekleri alinan hayvanlarda ortalama yas 9,72 olarak hesaplanmistir. Kedi
meme tiimorii yasi ise ortalama 9,22 olarak bulunmugstur. Bu bulgular yapilan diger
caligmalar ile uyumludur. Kopeklerde genelde saf irklarn meme tiimoriine yatkin
olduklar1 bilinirken (Dorn, 1968), tez ¢alismasinda en ¢cok gdzlenen irklar sirasiyla
%30 ile melez irk ve Terrier olarak bulunmustur. Kisirlagtirma bilgileri elde
edilemeyenler oldugundan dolay1 kisirlastirma ve disardan progesteron alinimi ile
ilgili net bir bilgi ortaya konamamaktadir. Kedilerde en yatkin ik olarak genelde
domestik shorthair ve Siyam 1rk1 oldugu bildirilmistir (Sorenmo 2011; Viste ve ark.,
2002) Ozellikle Siyam ki kedilerde erken yasta genetik olarak meme timorii

goriildigi bildirilmistir (Sorenmo, 2011) Bu ¢alismada toplanan kedi meme timori
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orneklerinin %70’inin Tekir 1rki, %30’unun ise saf irk kedilerden olustugu tespit
edilmistir.

Sicanlarda deneysel olarak olusan meme tiimérleri 7-12 DMBA gavaj ile
verildikten sonra ortalama 90 giinde olustugu bildirilmektedir. Tiimor olusum siiresini
hizlandirmak ve daha ¢ok tiimoér olusumunu tetiklemek icin farkli dozlarda
progesteron verilmesi dnerilmektedir. 7-12 DMBA verilmesinden yaklasik 1 ay sonra
deri alt1 olarak uygulanan progesteron ortalama tiimor olusumunu 56 giine ¢ektigi ve
olusan tlimor sayisini arttirdigi literatiirde bildirilmistir (Benakanakere ve ark., 2010).
Tez galismasinda sadece gavaj yolu ile 7-12 DMBA uygulanan disi siganlarin oldugu
G grubunda tiimdr olusum siiresi 4-13 ay arasinda degismistir ve ortalama 8,5 ayda
tiimor olusumu gozlenmistir. Oral yolla DMBA verilmesini takiben 30 giin sonra deri
alt1 yolla medroksiprogesteron asetat uygulamasi yapilan E grubunda tiimor olusum
stiresi 5-9 ay iken ortalama timor olusumu 7 ay siirmiistiir. Literatiirdeki caligsmalar ile
karsilastirildiginda tez ¢alismasinda her iki grup igin de tiimor olusumu daha uzun bir
stirede gergeklesmistir (Benakanakere ve ark., 2010). Bu durum, deney hayvanlari
yetistirme linitesinde hayvanlara 12 saat aydinlik 12 saat karanlik barindirma siiresinin
saglanmasindaki aksamadan kaynaklanmistir. Aydinlatma yetersizligi deneklerin
hormonal aktivitelerini etkilemek suretiyle tiimor olugma siiresini uzattigini
diistindiirmiistiir. Diger yandan E grubunda daha hizli timo6r olusumu goriilmesi ve
ayni hayvanda daha ¢ok tiimor olusumlarina rastlanmasi literatiir bilgileriyle
uyusmaktadir.

Sigcanlarda deneysel olarak olusturulan meme tiimorii modellerinde gozlenen
malignant karsinomlar papiller, kribriform, komedo, tubiiler ve solid olarak
smiflandirilmistir (Russo & Russo, 2000). Tez calismasinda 7-12 DMBA ile
olusturulan meme tiimorlerinde 3 farkli tipte meme karsinomu gozlenmistir.
Bunlardan solid karsinom ve tubiiler karsinom daha dnceden sicanlarda meme timori
smiflandirmasinda yer almigken, lipidden zengin karsinom smiflamasina literatiirde
rastlanmamistir. Bu yiizden lipidden zengin karsinom tanisi i¢in ek histokimyasal ve
immunohistokimyasal boyamalara ihtiya¢ duyulmus ve bu boyamalarin sonucunda bu
tiimorlere lipidden zengin karsinom tanis1 konulmustur.

PCNA, G1 sirasinda béliinen hiicrelerde eksprese edilen DNA polimerazin

yardimet bir proteinidir. PCNA ge¢ donem G1 safhasinda artar, S fazinda pik yapar ve
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uzun yar1 dmril nedeniyle G2 ve M fazinda yiiksek kalir (Bravo, Frank, Blundell &
Macdonald-Bravo, 1987). Carvalho ve arkadaslarinin 2016 yilinda kdpek meme
tiimorleri iizerinde yaptiklar1 bir c¢alismada, intratimoral PCNA pozitif boyanan
neoplastik hiicre sayisinin cut off degeri %39 olarak belirlenmis ve bu oranin iistiinde
boyanma gosterenler yliksek proliferatif meme timorii olarak smiflandirilmistir
(Carvalho, Pires, Prada, Lobo & Queiroga, 2016). Bu ¢alismada 43 adet kopek meme
tiimdrii dokusu incelenmis ve %39’dan fazla PCNA ile pozitif boyanan hiicre gézlenen
21 meme tiimori yliksek proliferatif olarak siniflandirilirken, 22 meme tiimoriinde ise
%39°dan daha az degerde PCNA ile pozitif boyanan hiicreler gdzlenmistir (Carvalho
ve ark., 2016). Iyi huylu ve kotii huylu meme tiimérleri ile PCNA boyanma oraninin
karsilastirdigi bir caligmada ise 57 1yi huylu meme tiimoriinde PCNA pozitif hiicrelerin
ylizde degeri % 18,66 iken 32 kotii huylu meme tiimoriinde ise PCNA pozitif
hiicrelerin yiizde degeri %42, 59 bulunmustur (Pena, Nieto, Perez-Alenza, Cuesta &
Castano, 1998). Kopek meme tiimorlerinde PCNA ekspresyonu ile ilgili yapilan bir
diger ¢aligmada, kotii huylu képek meme tiimorlerindeki PCNA pozitif hiicre sayisi,
iyi huylu kdpek meme tiimorleri ve normal meme dokusuna gore yiiksek pozitiflik
gosterdigi bildirilmistir. Bu calismada PCNA pozitif hiicre ylizde degeri meme
karsinomlarda %27, malignant mikst tiimorde % 15,7 olarak bulunmustur. Iyi huylu
meme tiimorlerinden meme adenomlarinda PCNA pozitif hiicre degeri %4,4, benign
mikst tiimorlerde %5,4, meme bezi hiperplazilerinde %2,1 ve normal meme bezinde
%0,9 olarak hesaplanmistir (Funakoshi ve ark., 2000). Tez ¢alismasinda 10 adet kopek
meme timoriinde PCNA boyanma yiizdesi %66,9 saptanmistir. Tiimorlerin hepsi
%39’dan fazla boyanma gostermis ve yiiksek proliferatif meme tiimorii olarak
siniflandirilmstir.

Spraque-Dawley 1rki sicanlarda DMBA ile olusturulan meme tiimorlerinde
PCNA boyanmasiin degerlendirildigi bir ¢aligmada yiiksek biiylitmede 3 alanda
immun pozitif hiicreler sayilmistir. Kontrol meme dokusunda PCNA boyanan hiicreler
icin deger 12,3+4,1 iken papiller karsinomda bu deger 120 +5,3, kribriform
karsinomda ise bu deger 179,7+15,1 bulunmustur. Buna goére kontrol meme
dokusundan papiller karsinomda yaklasik 10 kat bir artis s6z konusu iken Kkribriform
karsinomlarda yaklasik 15 kat artis saptanmistir (Al-Dhaheri, Hassouna, Al-salam &
Karam, 2008). Kang ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklart bir ¢alismada, kontrol
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meme dokusunda PCNA degeri %7,99+6,20 bildirilmis (Kang ve ark, 2004), tez
calismasinda ise bu deger %9 olarak bulunmustur. Kang ve arkadaslari meme timorlii
dokularda ortalama degeri %12,65+6,56 olarak degerlendirmistir. Tez ¢alismasinda
ise bu deger G grubunda %70,69 iken E grubunda %69 bulunmustur.

7-12 DMBA ile deneysel meme tiimorii olusturulan gruplarda sadece gavaj
uygulamasi yapilarak olusturulan meme tiimdrlerinde, gavaj uygulamasi sonrasinda
progesteron uygulanan gruplara gore olusan tiimorlerin daha az agresif olduklari ifade
edilmektedir (Benakanakere ve ark., 2010). Tez calismasinda bu iki grup arasinda
PCNA ekspresyonu karsilastirildiginda PCNA degerleri birbirine yakin bulunmustur
ve yapilan ¢alismalarin (Benakanakere ve ark., 2010) aksine ¢alismada incelenen
tiimdrler ¢ok yakin proliferatif indekse sahip bulunmustur.

Glajcar ve arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada,
intratiimoral ve peritiimoral alanda triptaz ve kimaz eksprese eden mast hiicreleri ve
olasi rolleri incelenmistir. Bu ¢alismaya gore intratiimoral alanda peritiimoral alana
gbre hem triptaz eksprese eden hem de kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin
sayisinda artis gozlenmistir (Glajcar ve ark., 2017). Tez g¢alisgmasinda da hem
intratlimoral hem de peritiimoral mast hiicre sayisinda artis gézlenmis ve sayilan mast
hiicrelerinin daha ¢ok intratiimoral yerlesim gosterdikleri bulunmustur. Ayrica bu
literatiirde luminal A olarak siniflanan meme kanserlerinde, peritiiméral alanda triptaz
eksprese eden mast hiicrelerinin artmasi ile lenf kapillar damarlar1 sayisinda artis
arasinda pozitif korelasyon bulunmus, bunun da metastaz ile iliskili olabilecegi
diistiniilmiistiir (Glajcar ve ark, 2017). Tez calismasinda deneysel olarak olusturulan
meme tlimori olgularinda peritiimoral triptaz eksprese eden mast hiicreleri ortalamasi
G ve E grubunda siras1 ile 2,4 ile 3,96 iken, kedi ve kopek meme tiimorlerinde bu say1
sirast ile 5,25, 5,48 olarak bulunmustur. Deneysel olarak olusturulan meme
tiimorlerinde daha az peritiimoral triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin gézlenmesi,
DMBA ile olusturulan meme tiimorlerinde metastaza rastlanilmamasi ve bu ¢alismada
da metastazin goriilmemis olmasi1 Glajcar ve arkadaslarinin bulgulariyla paralellik
gostermektedir. Ki-67 ekspresyonu ile triptaz ve kimaz eksprese eden mast hiicreleri
arasinda negatif korelasyon bulunmustur (Glajcar ve ark., 2017). Tez ¢alismasinda,
PCNA ile mast hiicre artis1 arasinda korelasyon yapildiginda ters bir korelasyon

oldugu goriilse de sadece deneysel olarak olusturulan meme tiimorlerinde mast hiicre
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sayisi ile PCNA degeri arasinda ters korelasyon anlamli bulunmus, kedi ve kopek
meme tiimorlerinde bu deger istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir. Hem triptaz
eksprese eden mast hiicrelerinin hem de kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin daha
az agresif meme kanserleri ile iligkili oldugunu gosterilmis ve mast hiicre alt
tiplerinden herhangi birinin artan sayisinin daha iyi bir prognoz ile iliskili oldugunu
bulunmustur (Glajcar ve ark., 2017). Tez ¢alismasinda, meme karsinomlarinin agresif
olup olmadig1 yoniinde bir degerlendirme yapilmamistir. Hem PCNA degerleri ile
mast hiicre artis1 arasinda negatif korelasyonun bulunmus olmasi hem de TNF-alfa
ekspresyonundaki artts meme tiimorlerinde mast hiicrelerinin bulunmasinin iyi
prognozdan sorumlu olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Insan prostat kanserlerinde intratiimdral olarak mast hiicrelerinin artmasinin
timor bitylimesini engelledigi, peritiimoral mast hiicre artiginin ise biiytimeyi arttirdigi
belirtilmistir (Varricchi ve ark., 2017). Tez ¢alismasinda siganlarda deneysel olarak
olusturulan meme karsinomlarinda intratiimdral mast hiicrelerinde peritiimdral mast
hiicrelerine gore belirgin bir artis saptanmustir. Intratiimdral alanda mast hiicre
sayisinda gdzlenen bu artis kedi ve kopeklerde mast hiicresinin meme tiimorlerinde
anti-tiimorojenik etkiye sahip olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Shikotra ve arkadaslar1 (2016) tarafindan kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserleri ile mast hiicreleri arasindaki iligki hakkinda yapilan bir ¢alismada, tiimor
stromasinda triptaz pozitif mast hiicresi sayisinin triptaz-kimaz pozitif mast hiicre
sayisina gore 4 kat daha fazla bulundugu bildirilmistir. Tlimor stromasinda triptaz
pozitif mast hiicrelerinin fazla bulunmasinin da TNF-alfa ekspresyonu ile
iligkilendirilerek, diger yangi hiicrelerini bodlgeye c¢ektigi ve timor gelisimini
engelledigi vurgulanmistir (Shikotra, Ohri, Green, Waller & Bradding, 2016). Tez
caligmasinda toplam triptaz pozitif mast hiicre sayis1 triptaz-kimaz pozitif mast hiicre
sayisina oranlandiginda siganlarda G grubunda 0,7, E grubunda 0,97, kedilerde 1,90
ve kopeklerde 1,79 olarak bulunmustur. Ozellikle, kedi ve kdpeklerde hem TNF-alfa
degerlerinin hem de triptaz pozitif mast hiicre sayisinin triptaz-kimaz pozitif mast
hiicre sayisina gore daha fazla olmasi nedeniyle mast hiicrelerinin tiimor bolgesinde
olmasi anti-tlimdrojenik etkiye sahip olduklarinin gostergesi olarak yorumlanmustir.

Tiimor bolgesindeki mast hiicrelerinin anti-tiimor etkisinden bahseden ¢ok az

calisma bulunmaktadir (Birbrair, 2018). della Rovere ve arkadaslarinin (2007) yaptigi
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bir c¢alismada peritiimoral alanda yerlesim gosteren mast hiicrelerinin timdr
hiicrelerine kars: sitolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir (della Rovere ve ark, 2007).
Baska bir calismada, akciger kanserlerinde tiimor bolgesinde bulunan mast
hiicrelerinin prostoglandin D2 (PGD>) sentezini arttirarak damar olusumunu ve damar
gecirgenligini  azalttigr bildirilmistir (Murata ve ark., 2011). Ayrica, mast
hiicrelerinden koken alan TNF-alfanin dentritik hiicreler ve sitotoksik T hiicrelerini
olgunlastirmadan ve tiimor bolgesine goglinden ve aktivasyonundan sorumlu oldugu
bilinmektedir (Birbrair, 2018, Oldford ve ark., 2010). Tez ¢alismasinda TNF-alfa
ekspresyonu yiiksek bulunmustur. Ayrica TNF-alfa pozitif mast hiicreleri timor
bolgesinde sayica arttiklar1 dikkati ¢ekmis fakat sayilarak degerlendirme
yapilamamigstir. Sadece TNF-alfa ekspresyonu degerinin yiiksek olmasi mast
hiicrelerinin kedi ve kopek meme tiimorlerinde anti-timoral etkiden sorumlu
olduklarini diistindiirmiistiir.

Timor bolgesinde mast hiicre artisinin anti-tlimdrojenik etkisi kadar pro-
tiimorojenik etkilerinden de bahsedilmekte ve Ozellikle meme kanserlerinde mast
hiicrelerinin rollerinin anti-tiimdral ya da pro-tiiméral olduklar1 heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Mast hiicrelerinin pro-tiimdral olasi etkilerinin tiimor hiicre
tremelerini arttirarak, timor bolgedeki immun hiicreleri baskilayarak, kan ve lenf
damar1  olusumlarini, invazyon ve metastaz1 arttirarak = gergeklestirdigi
diisiiniilmektedir (Birbrair, 2018)

Yapilan bir ¢aligmada 6zellikle mast hiicre triptazinin insan kanserlerinde
yeni damar olugumlarini tetikleyen en giiclii bilesen oldugu bildirilmektedir (Ribatti &
Crivellato, 2012). Yine Marech ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir ¢calismada meme
kanserlerinde serum triptaz seviyesinin arttig1 bu artisin kapillar damar artiglariyla
iligkili oldugu belirtilmistir (Marech ve ark, 2014).

Keser ve arkadaglari (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, metastatik
nodiillerde mast hiicreleri Toluidin Blue boyamada gdsterilmis ve sayica arttiklar
bildirilmistir. Yine ayni ¢calismada bu bulgular mast hiicrelerinin metastazi arttirdigi
yoniinde degerlendirilmis ve meme kanserlerinde mast hiicrelerinin metastazdan ve
pro-tiimorojenik etkisinden sorumlu olduklar1 belirtilmistir (Keser ve ark., 2017). Tez
calismasinda mast hiicre artist MMP-9 ile iliskilendirilmis fakat anlamli bir iliski
kurulamamuistir. Hatta mast hiicre sayisi ¢ok olan olgularda MMP-9 ekspresyonu 0
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degerinde bulunmustur. Sican meme tiimdrlerinde MMP-9 ekspresyonu ¢ok diisiik
¢ikmasina ragmen mast hiicre sayilar1 hem Toluidin Blue boyamada hem de triptaz,
kimaz eksprese eden mast hiicre sayimlarinda oldukga yiiksek ¢ikmustir. Calismada
meme tiimorlii sicanlarda metastaza rastlanmamustir.

Faustino-Rocha ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
deneysel sican meme tiimorii modelinde MNU ile meme tiimorii olusturulmus ve
ketotifen uygulanarak mast hiicre degraniilasyonu engellenmis, tiimor iizerindeki
etkisi incelenmistir (Faustino-Rocha ve ark., 2017). Bu c¢alismada, Ki-67 ile
proliferasyon indeksi ve tiimor olusumu incelenmis ve mast hiicrelerinin
degraniilasyonu engellendiginde daha diisiik proliferasyon indeksine sahip ve daha az
sayida tiimorler olustugu gozlenmistir (Faustino-Rocha ve ark., 2017). Tez
caligmasinda da proliferasyon indeksine bakilmistir ve sicanlarda PCNA yiizdesi artan
tiimdrlerde daha az mast hiicre sayisi, PCNA yiizdesi azalan tiimorlerde ise daha fazla
mast hiicresi oldugu ve olgu bazinda korelasyon yapildiginda anlamli olarak zayifta
olsa ters korelasyon oldugu gozlenmistir. Faustino-Rocha ve arkadaglarinin tersine
proliferasyon indeksi artanlarda mast hiicre sayisinin azaldigi, proliferasyon indeksi
diisiik olanlarda ise mast hiicrelerinin arttigi gosterilmistir. Kedi kopek meme
tiimorlerinde yine ayni korelasyon uygulandiginda PCNA ile mast hiicre sayisi
arasindaki iligki ters orantili gibi goziikse de istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
gdzlenmemistir.

Kankkunen ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan bir ¢aligmada iyi huylu
ve kotli huylu meme kanserlerinde triptaz eksprese eden ve kimaz eksprese eden mast
hiicreleri karsilastirlmistir. Bu ¢alismaya gore iyi huylu meme tiimorlerinde triptaz
eksprese eden mast hiicreleri ile kimaz eksprese eden mast hiicreleri esit iken kot
huylu meme kanserlerinde triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin 2-3 kat artis
gosterdigi bildirilmistir (Kankkunen ve ark., 1997). Yine bu calismaya gore triptaz
eksprese eden mast hiicrelerinin tiimor invazyon bolgesi olarak adlandirilan timor
siirinda artt1g1, kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin ise bu bdlgede gézlenmedigi
belirtilmistir (Kankkunen ve ark., 1997). Tez calismasinda da hem sigan meme
timdrlerinde G ve E gruplarinda, hem de kedi ve kopek meme tiimorlerinde triptaz
eksprese eden mast hiicrelerinin sayis1 kimaz eksprese eden mast hiicrelerine gore

sirastyla 1,7, 1,97, 2,9 ve 2,79 kat arttigi1 gozlenmistir. Yine ¢alismada triptaz eksprese
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eden mast hiicreleri intra-tiimoral alanda peri-tiimdral alana gore sicanlarda G
grubunda 5, 72 kat, E grubunda 2,99 kat kedilerde 1,98 kat ve kopeklerde 3,39 kat
daha fazla arttiklar1 gozlenmistir. Kankkunen ve arkadaslar1 (1997) timor invazyon
bolgesindeki triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin artisinin ve bu bolgede kimaz
eksprese eden mast hiicre sayisinin diisiik olusunu pro-tiimdrojenik etki olarak
degerlendirmisler ve tiimoriin  biliylimesini ve gelismesini saglayabilecegini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada, triptaz eksprese eden mast hiicre sayisi intra-tliimdral
alanda peri-tiimoral alana gore daha fazla bulunmustur. TNF-alfa’nin artis1i ve PCNA
ile negatif korelasyon bulunmasi meme tiimorlerinde mast hiicrelerinin intratiimdral
olarak yerlesim gostermis olmast bu hiicrelerin anti-timorojenik etkiye sahip
olduklarimi diistindiirmiistiir.

Veteriner hekimlik alaninda meme tiimorleri ve mast hiicreleri caligmalari
oldukea azdir. 2022 yilinda kdopek meme tiimorleri ve mast hiicre iligkisi ile yapilan
calismada intratiimoral mast hiicrelerinin meme tiimdrlerinin biiyiiyiip gelismesinde
onemli rol aldig: bildirilmis, fakat yine ayni ¢aligmada peritiimoral yerlesim gosteren
mast hiicrelerinin herhangi bir etkisine rastlanmamistir (Sakalauskaite ve ark., 2022).
Bu calismada, mast hiicreleri Giemsa ile boyanmis ve peritiimoral alanda intratiimoral
alana gore daha fazla mast hiicresine rastlandigi bildirilmistir. Tez ¢alismasinda kopek
meme tiimorlerinin Toluidin Blue boyamalarinda intratiimoéral alanda peritiimdoral
alana oranla daha fazla mast hiicresi sayi1lmis olsa da bu fark ¢ok fazla degildir. Fakat
hem Toluidin Blue boyamalarinda hem de triptaz ve kimaz eksprese eden mast
hiicrelerine bakildiginda intratliméral alanda daha fazla mast hiicresi bulundugu tespit
edilmistir.

Im ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan kdpeklerde triptaz pozitif mast
hiicreleri ve yeni damar olusumlar ile iliskili makalede mast hiicrelerinin tiimor
stromas1 veya tiimoriin etrafindaki bag dokuda daha ¢ok gozlendigi belirtilmis ve
triptaz eksprese eden mast hiicreleri yeni damar olusumlari ile iliskilendirmistir. Tez
caligmasinda da benzer bulgular gozlenmis, triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin
kopeklerde arttigi bulunmustur. Calismada, triptaz eksprese eden mast hiicre
sayisindaki artis intratiimoral alanda daha fazla gozlenmistir.

Xiang ve arkadaglarinin (2010) tarafindan meme kanserleri iizerine yapilan

bir arastirmada, triptaz eksprese eden mast hiicrelerinin peritimoral bolgede
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artmasinin MMP’lerde artisa sebep olarak kanser invazyonu ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Tez ¢aligmasinda, triptaz eksprese eden mast hiicreleri sayilarinin timor
grubunda hem intratiimoral hem de peritiimoral alanda arttigi bulunmus, intratiimoral
alana gore peritimoral alanda ¢ok daha fazla olduklar1 belirlenmistir. Ayrica,
intratiimoral alandakiler daha ¢ok degraniile iken peritiimoral alanda olanlar daha fazla
graniile olarak go6zlenmistir. Peritimoral alanda mast hiicrelerinin artmasi bu
hiicrelerin tiimdre herhangi bir etkisinin olmadiginm diistindiirmiistiir.

Dyduch ve arkadaglar1 (2012) mast hiicrelerinden salgilanan TNF-alfa, IL-1
ve IL-6 gibi mediyatorlerin timdr biiyiimesi ve yeni damar olusumlari tizerinde inhibe
edici etkilerinin oldugunu belirtmislerdir (Dyduch, Kaczmorczyk & Okon, 2012).
Bizim c¢alismamizda da TNF-alfa ekspresyonu, MMP-9 ekspresyonu ile
karsilastirildiginda, timor dokularinda yiiksek ¢ikmistir ve bu bulgu tiimor bolgesinde
mast hiicre artiginin anti-tlimoral etkisinden kaynaklandigini diisiindiirmiistir.

Carlini ve arkadaglarinin (2010) kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserleri ve
mast hiicreleri ile yaptiklar1 bir caligmada, intratiimdral mast hiicrelerinin daha az
graniil i¢erdikleri yani degraniile olduklar1 bildirilmistir (Carlini ve ark., 2010). Tez
calismasinda degraniile mast hiicreleri ile intratiimoral mast hiicreleri arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. Bu bulgular Carlini ve arkadaslarinin bulgularini destekler
niteliktedir.

Tez calismasinda Ozellikle kedilerde kimaz eksprese eden mast hiicreleri
kontrol meme dokusuna gore artigi anlamli olsa bile diger tiirlere gore hem daha az
sayida hem de morfolojik 6zellikleri farkli bulunmustur. Mast hiicre ¢alismalarinda
genellikle Carnoy fiksatifinin kullanilmas1 ve 6zellikle kimaz eksprese eden mast
hiicrelerinin diger fiksatiflerle ¢ok iyi tespit edilememesi nedeniyle kedilerde kimaz
eksprese eden az sayida mast hiicre sayilmis olmasinin sebebi fiksatif kullanimina
bagli olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismada, toplam mast hiicre sayisina bakildiginda triptaz eksprese eden
mast hiicrelerinin kimaz eksprese edenlere oranla daha fazla gézlendigi bulunmustur.
Kimaz eksprese eden mast hiicrelerinin bolgede bulunmasmin yiiksek damar
yogunlugu ile iliskili oldugu, bu bulgunun sadece kimaza 6zgii olmayip hem kimaz
hem de triptaz eksprese eden mast hiicreleri ile ayni oldugu belirtilmistir (Carlini ve
ark., 2010).
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MMP ailesinin bir iiyesi olan MMP-9, proinflamatuar bir faktor olarak
kategorize edilir. Mast hiicreleri, ekstraseliiler makriks bilesenlerini sentezleyebilir ve
fibroblastlarla adeziv etkilesimleri, MMP-9 salinimina neden olur. Ayrica MMP-9,
sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasini indiikleyerek, bagisiklik hiicrelerinin yangi
bolgesine girmesini kolaylastirir (Gauchotte ve ark, 2013; Purwar ve ark., 2008). Mast
hiicrelerinden salgilanan kimaz, pro-MMP-9 ve pro- MMP-2'nin aktivasyonunda yer
alirken ve triptaz ise, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonu ile iligkilendirilebilmektedir
(Tchougounova ve ark., 2008; Abel M & Vliagoftis 2005). Wu ve arkadaslarinin 2008
yilinda yaptig1 bir caligmada 60 meme kanserli hastanin 46 tanesinde (%77) MMP-9
giiclii veya cok giiclii boyanma gostermistir. Bu ¢alismada, sican meme timori
dokularinda MMP-9 ekspresyonu degeri 12 iizerinden G grubunda 3,53 E grubunda
ise 3,27 olarak bulunmus ve iki grupta da orta derecede pozitif olarak
degerlendirilmistir. Kedi ve kdpek meme tiimorii dokularinda MMP-9 ekspresyonu ile
kiyaslandiginda deneysel olarak olusturulan meme tiimorii olgularinda MMP-9
ekspresyonu diisiik bulunmustur. Tez calismasinda meme tiimorlii si¢anlarin
hi¢birinde metastaza rastlanmamis olmast MMP-9 ekspresyonunun diisiik olmasi ile
iliskili olabilecegini diistindiirm{istiir.

Niikleer olarak gbzlenen MMP’lerin asir1 ekspresyonunun iskemik hasar, kas
hasarindan sonra gozlenen kas rejenerasyonu ve timor gelisimi ile iliskili olduklari
gdsterilmistir (Sun, Mu & Zhang, 2014, Xie ve ark., 2018). Ornegin niikleer olarak
boyanan MMP-3’{in ekspresyonu niikleer matrikste ciddi hasarlara ve bu nedenle de
genetik hasara yol agtigr bildirilmistir (Sun ve ark., 2014). Niikleer MMP-1
ekspresyonu, insanlarda meme kanserlerinde stromal hiicrelerde gézlenmis ve niikleer
olarak ekspresyonu koétii prognoz ile iliskilendirilmistir (Bostrom ve ark., 2011). Bu
nedenle niikleer MMP ekspresyonunun gozlenmesinin kanserin daha agresif oldugunu
ve daha az hayatta kalim siiresi ile iligkilendirilebilecegi diistiniilmiistiir (Xie ve ark.,
2018). Bu calismada kedi ve kopek meme tlimori olgularinin 4 tanesinde MMP-9
ekspresyonunun niikleer lokasyonda oldugu g6zlenmistir. Deneysel olarak olusturulan
meme tiimdrlerinde ise sadece bir olguda niikleer MMP-9 lokasyonu tespit edilmistir.
Kedi ve kopek meme tiimorii olgularinda operasyon sonrasi hasta ile ilgili bilgi
bulunmamaktadir. Bu hastalarda prognoza yonelik saglikli bir yorum yapilamamis

olmakla birlikte muhtemelen kotii prognoza sahip oldugu diistiniilmiistir.
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Tez galigsmasi, 7-12 DMBA ile olusturulan deneysel meme tiimorii modeli ile
kedi ve kdpek meme tiimorlerinde mast hiicrelerinin immunhistokimyasal metodlarla
mast hiicre fenotipinin, degraniilasyonunun, tiimoér dokusundaki konumunun
degerlendirildigi ve doku sitokin diizeyinin arastirildigi ilk ¢alismalardan biri olmasi
yoniiyle 6zgiin bir ¢alisma niteligindedir. Tez ¢alismasi, hem pro- hem de anti-timéor
aktivitesi acisindan mast hiicrelerinin iki rollii analizine dayanmaktadir. Tez
calismasinda kedi ve kopek meme tiimorlerinde hem triptaz hem de kimaz eksprese
eden mast hiicrelerinin saglikli meme dokusuna gore arttig1 tespit edilmistir. Ayrica,
ayni tiimorlerin PCNA ekspresyonuna bakilarak proliferasyon indeksi belirlenmis,
kedi ve kopeklerde istatistiksel olarak anlamli olmasa da PCNA degeri diistiikge mast
hiicre sayisinin arttigt gozlenmistir. Bu korelasyon anlamli olmasa da mast
hiicrelerinin  meme tiimorlerinde artmasinin  anti-tiimorojenik  etkiye sahip
olabilecegini diistindliirmiistiir. Ayrica, ¢alismanin en 6nemli bulgularindan bir tanesi
de daha 6nceden literatiirde bildirilmeyen intratiimdral mast hiicreleri ile degraniile
mast hiicrelerinin, peritiimoral mast hiicreleri ile graniile mast hiicrelerinin pozitif
korelasyon gostermis olmasidir. Sakalauskaite ve arkadaslarimi (2022) tarafindan
kopek meme tiimorleri lizerine yapilan ¢alismada, peritiimoral mast hiicrelerinin
meme tiimorlerinde herhangi bir gorevinin bulunmadig: bildirmisse de bu durum
herhangi bir bulguya dayandirilmamistir. Tez ¢aligmasinda, belirtilen graniile mast
hiicreleri ile peritiimdral mast hiicreleri arasindaki pozitif korelasyon, peritiimoral
mast hiicrelerinin kdpek meme tlimorlerinde herhangi bir etkisinin olmadigini
diisiindiirmiis olsa da olasi etkilerin ortaya konmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac
duyulmaktadir.

Calismada, neoplastik epitel hiicrelerinde MMP-9 ve TNF-alfa
ekspresyonlari degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal boyamalarin
degerlendirilmesi sirasinda hem TNF-alfa eksprese eden mast hiicrelerinin hem de
MMP-9 eksprese eden mast hiicrelerinin tiimor bolgesindeki c¢oklugu dikkati
¢ekmistir. Bu yiizden bir bagka calismada TNF-alfa ve MMP-9 pozitif mast
hiicrelerinin de sayilarak degerlendirilmesinin ¢aligmaya art1 bir deger katabilecegi
distiniilmektedir.

Sonug olarak, tez ¢alismasinda, sicanlarda deneysel olarak olusturulan meme

karsinomlar1 ve kedi ve kopek meme tiimorleri, kontrol meme dokusu ile
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karsilagtirildiginda hem intratiimdral hem de peritiimoral mast hiicrelerinin sayica
arttigt  gozlenmistir. Ayrica, calismada TNF-alfa ve MMP-9 ekspresyonlari
degerlendirilerek mast hiicresinin olasi rolleri tespit edilmeye caligilmistir. Hem TNF-
alfa ekspresyonunun yiiksekligi hem de PCNA degeri ile mast hiicre arasindaki negatif
korelasyon sonucuna bakildiginda, meme tiimérlerinde mast hiicrelerinin artmasi, bu
artisin anti-tiimorojenik etkiye sahip oldugunu dislindiirmiistiir. Tez ¢alismast,
veteriner hekimlik alaninda meme tiimorlerinde mast hiicrelerinin gosterilmesi, mast
hiicrelerinin ~ tlimorlerdeki  yerlesimleri  ve  degraniilasyon  durumunun
degerlendirilmesi bakimindan ilk ¢aligma olmakla birlikte immunfenotipleri ve olasi
rollerinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, meme
timorlerinde mast hiicre artiginin anti-tiimoérojenik etki olarak yorumlanmasi ve
degerlendirilmesi, prognostik ara¢ olarak kullanilmasmma ya da mast hiicre
hedeflenerek ila¢ kullanimi gibi ¢alismalara kaynak saglamasi agisindan onemli

oldugu diistiniilmektedir.
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9. TESEKKUR

Doktora 6grenim siirem boyunca benim her daim yanimda olan, tez ¢aligmam
boyunca bana akademik tecriibesi ve degerli tavsiyeleri ile destek olan, manevi
destegini higbir zaman esirgemeyen, sonsuz saygi duydugum tez ve doktora
damismanim Saymn Prof. Dr. Giirsel SONMEZ hocama en icten tesekkiirii bir borg
bilirim.

Doktora egitimim boyunca bana her konuda destek olan akademik anlamda her
ctkmaza girdigimde bana destegini esirgemeyen, birlikte ¢alismaktan her daim ¢ok
mutlu oldugum, tez izleme komitemde bulunan Sayin Prof. Dr. Ahmet AKKOC
hocama c¢ok tesekkiir ederim. Ana Bilim Dali’'nda bana her daim yardimlarini
esirgemeyen, her projede galismaktan biiyiik zevk duydugum, Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Saymn Prof. Dr. M. Ozgiir OZYIGIT hocama, bilimsel anlamda bana
yardimlarint hi¢bir zaman esirgemeyen, birlikte calismaktan biiylik bir zevk
duydugum, Sayin Dog. Dr. I. Taci CANGUL’e ve birlikte ¢aligma firsat1 yakaladigim
Sayin Prof. Dr. M. Miifit KAHRAMAN’a en igten tesekklirii bir borg bilirim.

Tez caligmasi boyunca materyal toplama konusunda bize desteklerini
esirgemeyen, tez izleme komitemde ve doktora tez savunma jiirimde bulunan Dogum
ve Jinekoloji Ana Bilim Dali 6gretim iiyesi Saym Prof. Dr. R. Gézde OZALP’e ve
ayni Anabilim Dali’nda doktora 6grencisi olan Veteriner hekim Yesim KORLU’ya
¢ok tesekkiir ederim.

Patoloji Anabilim Dali’nda doktora egitimine devam eden, ¢ok deger verdigim
Dok. Ogr. Ezgi YUMUSAK’a ve tez ¢alismam sirasinda her tiirlii destegini
esirgemeyen Anabilim Dali’mizin degerli teknisyeni Esra KARA TANIS’a ¢ok
tesekkiir ederim. Beraber calistigimiz arkadaslarim Dok. Ogr. Zehra AVCI KUPELI,
Dok. Ogr. Aysun SARICETIN ve Dr. Ayse Meric MUTLU’ya tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez c¢alismam sirasinda bana laboratuvarlarini acan Tip Fakiiltesi
Histoloji&Embriyoloji Ana Bilim Dal1 Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Semiha ERSOY
ve Ana Bilim Dali Baskan1 Sayin Prof. Dr. Ozhan EYIGOR e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Tez calismam sirasinda benden higbir destegini esirgemeyen kardesim Ozcan
YAVAS’a, Veteriner Hekim Elif Rana YILDIZ, Veteriner Teknisyeni Emrah YILDIZ
ve her iki ailemede en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmas1 boyunca tiim stresimi benden daha ¢ok yasayan, goriisleri her
konuda benim i¢in ¢ok kiymetli olan degerli esim ayni zamanda Tip Fakiiltesi
Histoloji&Embriyoloji Anabilim Dali Dok. Ogr. Veteriner Hekim Senem Esin
YAVAS’a ve tez calismam boyunca her saniye aklimda olan kiiclik kizzim Melisa
YAVAS’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismasinin gergeklestirilebilmesi i¢in akademik ve maddi destek
saglayan Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi’ne
(Proje No: TDK-2021-354) tesekkiirii bir borg biliriz.
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