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ONSOz

Transmissible venereal tumor (TVT) farkh Glkelerde disi ve erkek basi bos
gezen ve seksuel yonden aktif olan képekler arasinda gértlmektedir. Timoral
hastalik daha ¢ok ciftlesme ile bulasmasina ragmen, enfekte genital organlarin
koklanmasi veya yalanmasi durumlarinda da medyana gelir. TVT nin makroskobik
gorunumd, sitolojik vaginal smear ve klinik bulgular bu timdral durumu suphe ettirse
de, kesin teghis olarak histopatolojik veya elektron mikroskobu gibi ileri yontemlerin
uygulanmasi gerekir.

TVT olgularinin ilk asamasinda kitle ufak olarak gozlenebilir ama tedavi
edilmediqgi takdirde tUumorun ¢api buyuyerek metastaz gosterme egilimi gosterir. Bu
nedenle tani konulduktan sonra en kisa zamanda vinkristin sulfat ile tedavi edilerek
tumor regreseye ugratilmalidir. TUmorin ¢api, inatciligina baglh olarak 2-8 hafta
icerisinde tedavi gergeklesmektedir.

Matriksmetalloproteinazlar kisatiimasiyla MMP’ler yaklasik 28’e yakin
enzimden olusan endopeptidazlardir. Gegmisten glinimuze kadar hem kanser
calismalarinda hem de vucudun fizyolojik durumlarinda MMP’lerin rolleri
incelenmigtir. Farkli kanser ¢alismalarinda MMP’ler; timdrin invazyonu, metastazi,
prognozu ve diyagnostik bakimdan arastiriimis ve normal dokuya gére enzim
seviyelerinde farkliliklar gdézlemlemiglerdir.

MMP-2 ve MMP-9 enzimlerin varligi kopeklerin farkli timorlerinde bildiriimistir.
Fakat kdpeklerde gbzlenen timorler agisindan MMP-2 ve MMP-9Q’un varlidi tam
olarak aydinlatilamamistir ve daha fazla ¢galigmalara ihtiyag vardir.

Bu galisma Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik
Kurulundan alinan 2016/05-05 onay numara izni ile disi kdpege ait timoral doku
materyali temini gerceklestirilmistir. Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan NKUBAP.10.GA.16.068 proje numarasi ile desteklenmistir.
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OZET

Bu galisma Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik
Kurulundan alinan 2016/05-05 onay numara izni ile disi kopege ait timoral doku
materyali temini gerceklestirilmistir. Calismada, Uludag Universitesi Veteriner
Fakultesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dal’'na ve Tekirdag bdlgesinde serbest
olarak ¢alisan 6zel veteriner hekim kliniklerine gelen, 30 adet, 2-12 yaslari arasinda,
spontan Transmissible Venereal Tumdre sahip disi kdpeklerin vinkristin sulfat
tedavisi dncesi ve sonrasinda Namik Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalr’'na goénderilen ve vestibulum bdlgesinden alinan timéral dokular
kullanildi. Timadral dokular bir gece boyunca tespit edildi. Rutin doku takip islemi
uygulandi ve hematoksilen eozin ile boyandi. Preparatlar 1gik mikroskobunda
incelenerek histopatolojik bulgulari kaydedildi. TVT tanisi konulan dokular, tedavi
oncesinde ve sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligini karsilagtirmak
amaciyla immunohistokimyasal yontemle boyandi. Edilen veriler sonucunda gruplar
arasinda istatiksel olarak kargilastirma yapildi.

Kopeklere tedavi suresince ticari mama ve Onlerinde serbest su verildi. Tedavi
amaciyla vinkristin sulfat (Vincristine DBL, Mayne Pharma Pty Ltd, Avustralya) 0.025
mg/kg dozunda 10 ml serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra intravenéz yolla
yavas enjeksiyon seklinde kullanildi. Tedavi suresince her tedaviden 6nce
hematolojik degerler kontrol edildi. Tedaviye timorler tamamen gerileyene veya
maksimum 7 haftaya kadar devam edildi.

Sonuglara gére TVT tanisi konulan timéral dokularin tedavi 6ncesi ve
sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin immunohistokimyasal olarak boyanma
orani ve siddeti bakimindan istatiksel fark saptanmamistir. Ancak MMP-2 enzimi
tedavi sonrasinda, 6ncesine gére medyan degeri dusuk dikkati gekmisgtir.

Vinkristin sulfat ile tedavi 6ncesi ve sonrasi MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin
varligini gosteren ¢alisma bulunmadigi igin literature yeni bir bilgi katacagi
dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: immunohistokimyasal, MMP-2, MMP-9, Vinkristin siilfat,
Transmissible Venereal TUumor



ABSTRACT

This study was carried out the tumoral tissues of female dog with approval
number 2016 / 05-05 from Namik Kemal University Experimental Animals Local
Ethics Committee. Before and after treatment, tumor tissues obtained 2-12 years old,
30 female dogs with spontaneous Transmissible Venereal Tumor, were taken from
the vestibulum region which came to private veterinary clinics in Tekirdag region and
Uludag University, Veterinary Faculty, Department of Obstetrics and Gynecology.
Tissues were fixed overnight. Routine tissue process was performed. The slides
were stained with hematoxylin eosine, examined under light microscope and the
histopathological findings were recorded. The tissues diagnosed with TVT were
stained immunohistochemially for comparing the presence of MMP-2 and MMP-9
enzymes before and after treatment. Statistical comparison was made between the
groups.

During the treatment, commercial dog food and free water were given.
Vincristine sulfate (Vincristine DBL, Mayne Pharma Pty Ltd, Australia) was
administered weekly with 10 ml physiologic saline at a dose of 0.025 mg / kg, via
slow intravenous injection. During the treatment hematological values were
controlled. The treatment was contiuned until the absence of tumors or continued for
up to 7 weeks.

There was no statistical difference in the immunohistochemical staining rate
and severity of MMP-2 and MMP-9 enzymes before and after treatment. However,
after treatment, the median value of MMP-2 enzyme was lower than before.

There is no study about showing the presence of MMP-2 and MMP-9 enzymes
before and after treatment with vincristine sulphate, so the literature is expected to
provide new information.

Keywords: Immunohistochemical, MMP-2, MMP-9, Vincristine sulfate, Transmissible
Venereal Tumor



GiRiS

Kbpeklerde Transmissible Venereal Tumor (TVT) ciftlesme yolu ile bulagsan ve
kliniklere siklikla genital organlarda gézlenen timor stiphesi ile gelen timarler
arasinda yer alir. Seksuel yonden aktif olan, basi bos gezen kdpeklerde gozlenir ve
cogunlukla eksternal genital organlara yerlesir. Tedavi edilmedigi takdirde tumaorun
capinin buyuyerek metastaz gosterebildigi bir tamordir. Yapilan farklh calismalarda
ve gunumuze kadar farkli tedavi yontemleri olsa da, en etkili ve timaoru gerileten
Vinkristin sulfat’tir ve bir kemoterapi yontemidir. Tumaorin ¢apina ve regrese
olmasina gore 2-8 hafta arasinda tedavi yapilmaktadir. TVT ler genellikle
makroskobik olarak sinirli, frajil yapida, dis yuzu bazen ulserli, kirmizi renkte ve
karnabahar gorunimdedir.

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) 28’e yakin enzimden olusan, g¢inko tasiyan
endopeptidazlardir. insan ve hayvan dokularinin fizyolojik ve patolojik kosullarinda,
tumor gelisimi sirasinda aktif hale gelmektedirler. MMP’ler, hiicre ylzeyine etkiyen
kimyasal maddeler, sicak soku gibi fiziksel etkenler, sitokinler ve buylime faktorleri,
viral transformasyon, onkojenler, dstrojen gibi faktorler ile de etkili olmaktadir.
Ekstrasellliler matriks (ESM), timor dokusunun invazyon, metastaz yapmasi ve
buyumesi igin bir engeldir ve anaplastik hucrelerin bu bariyeri agabilmeleri i¢in bu
enzimlere ihtiyaclari vardir.

MMP’ler uzun suredir farkli kanser ve yangisal ¢alismalarda incelenerek hem
insan hem de hayvan saghgi acisindan konu olmaktadir. Yapilan farkh kanser
calismalarinda farkli yontemler kullanilarak MMP enzimlerinin varliklari gosterilmistir.
MMP’lerin kanser mekanizmasinda yer almasinin nedeni bazi kanser turleri igin
prognoz, diyagnostik, patogenez,invazyon,metastaz, tedavi basarisi ve postoperatif
durumlarda belirleyici olmustur.

MMP ailesinde farkli enzim turleri mevcuttur fakat kdpek timoral calismalarda en
cok incelenen MMP-2 ve MMP-9 enzimleridir. MMP-2 ve -9’un TVT tUmorindeki
varliklari gosteriimesine karsin (Akkog ve ark., 2017) vinkristin sulfat tedavisi dncesi
ve sonrasinda iligkisini sorgulayan bir ¢calisma yapilmamistir. Uygulanan vinkristin
sulfatin mekanizmasinin daha iyi anlagiimasi, tedavi 6ncesi ve sonrasinda
ekstraselluler proteazlar ile iligkisinin olup olmadiginin istatiksel agidan incelenmesi
ve bu enzimlerin TVT ile olan baglantisini patogenez yonunden olan iligkisinin
incelemesi gerekir.

Elde edilecek bulgular dogrultusunda, literatlrde ki agigi dolduracak, daha sonra
yapilacak galismalara g1k tutacaktir. Elde edilecek sonuglar ile uluslararasi taranan
kayith dergilerde yayinlanabilir potansiyelinin fazla oldugu dtusunulmektedir.



GENEL BILGILER
Transmissible Venereal Tumor (TVT)

Transmissible Venereal tumor (TVT) disi ve erkek kopeklerde genellikle dis
genital organlarinda rastlanan, bulasici neoplastik bir hastaliktir (Yang, 1988;
Stockmann ve ark., 2011). TVT, infeksiyoz sarkoma, venereal granuloma,
transmissible lenfosarkoma ve sticker tuméru olarak ta adlandirilir (Orug ve ark.,
2011). Kopekler arasinda bulagsma ciftlesme, yalama, koklama veya deneysel yolla
timoral hicrelerin implantasyonu seklinde meydana gelir (Stockmann ve ark. 2011;
Ozyigit ve ark, 2014). TVT erkek ve digi kdpeklerde esit siklikla gdzlenir (Smith ve
Washbourn,1998). Kontrol altina alinamamis ve giftlesmis kdpeklerin bulundugu
ulkelerde TVT 6nemli bir problem haline gelmistir (Akkog ve ark., 2017). Metastaz,
TVT olgularinin % 5’i civarinda gdézlenir (Nak ve ark., 2005). Képeklerde bu timorler;
deri, deri alti bag dokusu, nazal bosluklar, agiz ¢evresi, bolgesel lenf yumrulari,
tonsilla, gozler, beyin, hipofiz bezi, dil, dudak, meme bdlgesi, karaciger, dalak, kemik
iligi, uterus, ovaryum, torasik ve abdominal visseral bolgelere metastaz gosterdigine
dair calismalar mevcuttur (Adams ve Slaughter, 1970; Ferreira ve ark., 2000; Placke
ve ark., 1987; Moulton, 1990; Parent ve ark., 1983; Gulbahar ve Haziroglu, 1995;
Papazogdlu ve ark., 2001; Goldschmidt ve Handrick, 2002; Nak ve ark., 2004; Park ve
ark., 2006; Bastan ve ark., 2008; Ozyurtlu ve ark., 2008; Orug ve ark., 2011). TVT
olgularinda anemnez, klinik bulgular, tumorun yerlesim yeri ve tipik gorunusu teshis
agisindan TVT suphesi uyandirsa da, sitolojik, histopatolojik inceleme ile
dogrulanmasi gerekir ( Orug ve ark., 2011; Ozyigit ve ark., 2014; Pir Yagdci ve
Kalender, 2008, Nak ve ark., 2004). Ayrica histokimyasal ve elektron mikroskobik
calismalar ile de kesin taniya gidilir ( Das U ve Das AK, 2000).

Erkek kopeklerde timor genellikle penisin kaudal boélumlerinde yer alirken, disi
kopeklerde siklikla vestibulum ve vagina ile baglantili olarak vaginanin posterior
kisimlarinda gozlenir (Das U ve Das AK., 2000).

TVT’ler makroskobik incelemede; karnabahar gorUnumde, taskin, bazi
olgularda dis yuzeyi Ulserler gdsterebilen, frajil yapiya sahiptirler. Mikroskobik
incelemede ise vezikller hiperkromatik cekirdekli tumoral hucrelere rastlanir. Bu
hicreler iri, yuvarlak, poligonal veya oval yapidadir ve timér parenkiminin ince bir
stroma dokusu ile ¢evrilenen, anizositozis ve anizonukleozisin oldugu alanlar gozlenir.
Mitotik figlrler yogundur (Orug ve ark., 2011, Akkog ve ark., 2017). Tumor biyime
gosterdikge, rengi yogun vaskularizasyondan dolay parlak kirmizi hale gelir (Das U ve
Das AK., 2000).

TVT'nin sitogenetik ozellikleri agisindan incelendiginde; kopeklerde somatik
hicrelerde normal kromozom sayisi 78 iken, TVT li kdpeklerde bu sayi 58-59’dur (Das
U ve Das AK., 2000).

TVT allogenik hicresel transplantlarla meydana geldigi ve bu timaoral hicrelerin
vektor olarak rol aldigi dusunulmektedir. Bu tUmorler transplantasyondan 2-3 hafta
sonra gorulmeye baslar ve uygun bir tedavi yapilmadigi takdirde timoérin caplari



blylUmeye baglar ve kitle hemorajik, Ulserli ve enfekte bir hal alir (Pir Yagci ve
Kalender, 2008).

TVT'nin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, immunterapi, bioterapi ve kemoterapi
gibi yontemler mevcuttur. Fakat en etkilisi ve yaygin olarak kullanilan yontem 2 ile 8
hafta icerisinde vinkristin sulfat uygulanarak timoértin tamamen regrese ugratiimasidir
(Ozalp ve ark., 2012; Pir Yagci ve Kalender, 2008; Ozyigit ve ark., 2014; Nak ve ark.,
2005). Vinkristin sllfat tedavisi ile timoérin regrese ugramasi lenfositlerin, plazma
hiicrelerinin ve aktive olmus makrofajlarin sayilarinin varigi ile iliskilidir (Ozyigit ve ark.,
2014). Vinkristin sllfat intraven6z olarak 0,025 mg/kg veya vicut yuzeyinin 0,5 ve 0,7
mg/m?2 dozunda haftalik uygulanir (Cohen, 1985; Ozyigit ve ark., 2014).

TVT'nin kontroli enfekte basibos gezen kopeklerin varlii agisindan zordur.
Koépek sahipleri veya bakicilar ciftlesme oOncesi erkek ve disinin dikkatli sekilde
muayene edilmesi ve tumoral lezyonlar gozlenen hayvanlarin tedavilerinin
gerceklestiriimesi gerekir (Das U ve Das AK., 2000).

Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinazlar (MMP), yaklasik 28 enzimden olusan fizyolojik ve
patolojik doku olaylarinda goérev alan ekstraselliler proteazlardir (Soyding ve ark.,
2006; Oncel, 2012). MMP’ler ginko iceren nétral endopeptidaz enzim ailesi igerisinde
yer alir ve patolojik durumlarda ESM’in tiim elemanlarini yikma yetenegi artar (Oncel,
2012). MMP’ler ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere tarafindan ifade
edilmistir (Oncel, 2012). Substrat 6zgdilliiklerine gore siniflandirildiginda; kollajenazlar,
stromelisinler, jelatinazlar, membran tipi MMP’ler ve siniflandirlamayan MMP’ler
olarak ayrilir (Oncel, 2012; Hidalgo ve Eckhardt, 2001). Yapisal olarak ise sinyal peptit,
propeptit, Zn baglayici bolge iceren katalizor kisim, hemopeksin benzeri kisim ve
katalizor kismi hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin bdlge olmak
tzere siniflandirilir (Oncel, 2012; Bourboulia ve Stetler-Stevenson, 2010).

Matriks metalloproteinazlarin yapilari incelendigi zaman kendilerine 06zgu
domainlere sahiptir ve katalitik aktivitelerini gergeklestirebilmeleri icin ¢inkoya
baglidirlar. Enzimatik aktivitelerinin salinimi ve stabilitesi i¢in kalsiyum ile ¢inko iyonlari
gerekir. MMP’larin proteolitik aktiviteleri matriks metalloproteinaz doku inhibitoru
(TIMP) ile inhibe edilir (Nagase ve Woessner, 1999).

Tamorlerin invazyon ve metastaz asamalarinda dnemli molekillerden biri
ekstrasellller matriks (ESM) elemanlaridir (Liotta ve ark., 1991; Oncel, 2012). ESM,
organizmalara yapisal destek ile birlikte, hicre proliferasyonu, farklilagmasi,
migrasyonu, adezyon ve doku morfogenezisi gibi biyolojik aktivitelere sahiptir. ESM,
tumoral dokunun buiyumesi ve anaplastik hicrelerin yayilimini 6nlemek i¢in primer bir
bariyerdir. Anaplastik hicreler bu bariyeri asmak icin matriks metalloproteinazlari
kullanirlar (Oncel, 2012; Apakkan Aksun ve ark., 2001).

Embriyonik buylime, doku morfogenezisi, buayimenin devamhligi, dokularin
yeniden yapilandiriimasi gibi fizyolojik olaylarda, yara iyilesmesi slrecinde yara
kenarlarindaki reepitelizasyonu gergeklestirmede ve vaskuler fonksiyonlarda MMP’ler
gérev alir (Oztiirk Gériroglu, 2013).



MMP’ler; I6kosit, keratinosit, fibroblast, makrofaj, kondrosit, diz kas hucresi gibi
epitelyal ve mezenkimal hucreler tarafindan sentezlenirler (Soyding ve ark., 2006).

Jelatinazlar 72 kDa jelatinaz A (MMP-2) ve 92 kDa jelatinaz B (MMP-9) tip IV
kollojenazlar olarak ta adlandirilir ve bu enzimler denatire kollojenin ve bazal
membranin yikiminda gérev alirlar (Oztlrk Goraroglu, 2013).

Matriks Metalloproteinazlar ve Kanser

Cesitli bilimsel calismalar igerisinde uzun yillardir MMP’ler ve kanserdeki rolleri
arastirilmaktadir (Oncel, 2012). MMP’ler kanser calismalarinda metastaz ve invazyon
asamalarinda, anjiogenezde, apoptozisin engellenmesinde, antitimoér savunma
mekanizmalarinda gorev aldi§i ve hala daha tam olarak farkli timéral olgularda
patogenezisi tam olarak anlasilamadigi igin galisma konulari igerisinde yer almaktadir
(Oncel, 2012; Kessenbrock ve ark., 2010).

Tumor hacrelerini gevreleyen fibroblastlar, infiltre immun hicreleri ve endotelyal
hucreler tarafindan MMP’ler salinirlar ( Beltran ve ark., 2013).

Kanser dokunun gelisim asamasinda, hucresel organizasyon ve kontakt
inhibisyonun kaybi meydana gelir. MMP’ler invazyon ve metastaz asamalarinda
epitelyal mezenkimal degisimlerde yer alirlar. Tumdrlerin  progresyonunda
apoptozisden kacgis mevcuttur ve MMP’ler apoptozisde pozitif ve negatif etkilere
sahiplerdir (Oncel, 2012). Anaplastik hiicrelerin invazyonu ve metastazi igin
vaskularizasyon onemlidir. MMP-2 ve MMP-9 tumor vaskularizasyonunda gorev alirlar
(Bond ve ark., 1998; Alexander ve ark., 2001; Oncel, 2012).

MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi farkli yontemler ile (immunohistokimya,
zimografi, in situ hibridizasyon,ELISA gibi) timoral dokularda, periferik kan ve cesitli
doku orneklerinde salinimi gosterilmistir (Varani ve ark., 2000; Gonzalez ve ark., 2008;
Huang ve ark. 2014).

insanlardaki meme, pankreatik, akciger, mesane, kolorektal, over, prostat ve
beyin timorleri gibi farkll kanser tlrlerinde MMP’ler kanserlerin erken teshisinde ve
prognozunda belirte¢ olarak kullanilabilirler (Oncel, 2012; Oztiirk Gériroglu, 2013).
Malign Ozellige sahip timoral dokularin saldirganhgi ve metastaz iligkisi yonunden en
fazla incelenen matriks metalloproteinazlar MMP-9 ve MMP-2 yer alir (Soyding ve ark.,
2006).

Kopeklerde meme, oronazal, meningioma, osteosarkom, kutan6z mastositom,
lenfoma, hemangiosarkom, transmissible venereal timor ve melanom gibi tumdrlerde
MMP-2 ve MMP-9 salinimini gdsteren ¢alismalar mevcuttur (Aresu ve ark., 2011;
Mandara ve ark., 2009; Nakaichi ve ark., 2007; Beltran ve ark., 2013; Lana ve ark.,
2000, Leibman ve ark., 2000; Gentilini ve ark., 2005; Docampo ve ark., 2011,
Murakami ve ark., 2009; Akkog ve ark., 2017).



Kopek timorleri ile ilgili galismada, kondrosarkom, fibrosarkom, osteosarkom
gibi sarkomat6z tumorler ile yuvarlak hucreli timorler ve karsinomlarda MMP-2 ve
MMP-9 salinimi pozitif gdzlenmistir (Loukopoulos P ve ark., 2003).

Koépeklerde timorler disinda, romatoid artritislerde, keratokonjuktivitis, dilate
kardiyomyopatilerde MMP-2 ve MMP-9 salinimini gdsteren galismalar elde edilmistir
(Coughlan ve ark., 1998; Wang ve ark., 2008; Chegeni ve ark., 2015).

MMP-2 ve MMP-9 ile ilgili yapilan tiumdral calismalar gostermektedir ki,
anaplastik hucrelerin metastaz Ozellikleri ile iligkili olarak bu enzimlerin salinimlari
artmaktadir. Lenf veya kan damarlari araciligi ile metastazin olabilmesi i¢in tumoral
hicrelerin MMP-2 ve MMP-9 ile bazal membrani yikimlamasi gerekir. Hem insan hem
de kopeklerde gozlenen tumoral olgularda MMP salinimi ve tumaoran lokal invazyonu
ve metastazi arasinda baglanti mevcuttur (Akkoc ve ark., 2017).

GEREG VE YONTEM

Hayvan Materyali

Bu calisma Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulundan
alinan 2016/05-05 onay numara izni ile disi kdpede ait timoéral doku materyali temini
gerceklestirilmigstir.

Calismada, Uludag Universitesi Veteriner Fakiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dal’'na ve Tekirdag bolgesinde serbest olarak ¢alisan 6zel veteriner hekim
kliniklerine gelen, 30 adet, 2-12 yaslari arasinda, spontan Transmissible Venereal
Tumore sahip disi kopeklerin vinkristin sullfat tedavisi 6ncesi ve sonrasinda Namik
Kemal Universitesi Veteriner Fakdltesi Patoloji Anabilim Dal’na gdénderilen ve
vestibulum bolgesinden alinan timoaral dokular kullanildi.

Gruplar sirasiyla ;

1. Grup: Ilk Vinkristin siilfat Uygulamasindan énce vestibulum bdlgesinden alinan
timoral dokular (tedavi 6ncesi)

2. Grup: Vinkristin Sulfat tedavisi goéren disi kdpeklerden vestibulum bdlgesinden
alinan timoral dokular (tedavi sonrasi)

Histopatoloji ve Tedavi

Histopatolojik inceleme amaciyla 1. ve 2. grup tumoral dokular bir gece boyunca
% 10 tamponlu formaldehit solisyonuna konuldu. Alkol-ksilol igeren rutin doku takip
islemi uygulandi ve sonrasinda parafine gémuldi. Parafine bloklanan timdéral dokular
mikrotomda 3 mikron kalinliginda kesilerek hematoksilen eozin ile boyandi. Boyanan
preparatlar 1sik mikroskobunda (Olympus, cx41) incelenerek mikroskobik goruntuleri
ve histopatolojik bulgulari kaydedildi. Histopatolojik goérintuler kameram gen2
programi ile fotograflari cekildi. Histopatolojik transmissible venereal timér tanisi
konulan doku 6rnekleri MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varlhidini degerlendirmek ve
tedavi Oncesinde ve sonrasini karsilagtirmak amaciyla immunohistokimyasal yontemle



incelemek icin 3 mikron kalinhiginda kesitler lizinli lamlara alindi. Elde edilen veriler
sonucunda gruplar arasinda karsilastirma yapildi.

Kdpeklere tedavi slresince ticari mama ve onlerinde serbest su verildi. Tedavi
amaciyla vinkristin sulfat (Vincristine DBL, Mayne Pharma Pty Ltd, Avustralya) 0.025
mg/kg dozunda 10 ml serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra intravendz yolla yavas
enjeksiyon seklinde kullanildi (Ozyigit ve ark., 2014). Tedavi suresince her tedaviden
once hematolojik degerler kontrol edildi. Tedaviye tumorler tamamen gerileyene veya
maksimum 7 haftaya kadar devam edildi. Her vinkristin sulfat uygulamasi 6ncesinde
vestibulumdaki tumorun boyutu klinik ve makroskobik olarak degerlendirildi.

immunohistokimyasal Boyamalar

immunohistokimyasal boyamalar standart streptavidin- biotin peroksidaz teknigi
uygulanarak gergeklestirildi (Loukopoulos ve ark., 2003, Akko¢ ve ark., 2017).
Transmissible venereal tumor tanisi konulan tumoral dokular 3 mikron kalinhginda
lizinli lama c¢ekilerek etrafindaki fazla parafinin uzaklagsmasi amaciyla 2 saat etlvde
bekletildi. MMP-2 ve MMP-9 immun boyamalar Leica marka bond-max model tam
otomatik immunohistokimya ve in situ hibridizasyon cihazinda gergeklestirildi. Lizinli
lamlar deparafinizasyon islemi uygulandi. Deparafinizasyondan sonra dokulardaki
antijeni acgiga cikarmak amaciyla Bond ER Sollsyonu igerisinde 100 santigrat
derecede 20 dakika antigen retrival islemi gergeklestirildi. Bu islem sonrasinda endojen
peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin lizinli lamlar peroksidaz block igerisinde
11 dakika bekletildi. Lizinli lamlar Gzerine ticari MMP-9 (ab38898, abcam) ile MMP-2
(SAB2108458,Sigma) antikorlar 1/100 oraninda sulandirilarak 30 dakika uygulandi.
Antikor ile ilgili bilgiler Tablo-1’de verilmistir. Bu asama sonrasinda 8 dakika post
primere maruz birakildi. Lizinli lamlar 8 dakika polymer solisyonundan gegirildi. 8
dakika Dab solusyonuna maruz birakilarak hematoksilen ile preparatlar 10 dakika
boyunca boyandi. Lamlar 5’er dk sure ile 70, 80 ve 90 derecelik alkol ve 5 dk x 2 defa
100 derecelik alkolden ve 10 dk x 2 defa ksilolden gegirildikten sonra dokular Entellan
kullanilarak lamel ile kapatildi ve 1sik mikroskobunda (Olympus, c¢x41)
immunohistokimyasal boyama degerlendirildi. Negatif kontrol olarak primer ticari
antikorlar yerine PBS uygulandi.

immunohistokimyasal Skorlama

MMP-2 ve MMP-9 primer antikorlari ile doku orneklerinin boyamasi sonrasinda

tum preparatlar 151tk mikroskop (Olmypus, cx41) altinda incelendi. TUmor
hicrelerindeki sitoplazmik boyanma orani ve siddeti 40’k objektifte farkli 4 alan
secgilerek degerlendirildi. Boyanma orani semikantitatif olarak su sekilde

derecelendirildi (Jimenez ve ark., 1999). Negatif (-)= timoér hicrelerinin % 5’den
azinda boyanma, 1+ = tumor hdcrelerinin % 5-20'unda boyanma, 2+ = tumor
hicrelerinin % 20-50’sinde boyanma; 3+ = timor hicrelerinin % 50-90’'inde boyanma,
4+ = tUmor hdcrelerinin % 90’inden fazlasinda boyanma. Boyanma siddeti de su
sekilde derecelendirildi (Freitas ve ark., 1999). Negatif (-) =boyanma yok, + = soluk,
2+= orta dereceli, 3+ = gugla.

Boyanma orani ve siddeti kaydedilen lizinli lamlardan farkl alanlar 1gik
mikroskobunda (olmypus, cx41) belirlenerek, kameram gen2 programi araciligi ile
fotograflari gekildi.



Istatistik Analizler

istatistik analizler IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp,USA) programinda
gercgeklestirilmistir. Elde edilen veriler sonucunun istatiksel degerlendiriimesinde
Wilcoxon testi kullanilmigtir. Gruplar arasindaki farkliliklar olup olmadigi ve medyan
(minimum-maksimum) degerleri hesaplanarak ilgili tablo-2 ve 3’ te gosterilmigtir.

BULGULAR
Makroskobik Bulgular

30 adet, 2-12 yaslari arasinda, Namik Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’'na génderilen ve vestibulum bdlgesinden alinan timéral
dokularin makroskobik incelemesinde vulvadan taskin, kirmizi renkli, frajil yapida, dis
yuzu ulserli, karnabahar gérinumunde ve 0.5-6 cm degisen ebatlarda oldugu
g6zlendi. Tum tumaoral dokularin 2-7 hafta vinkristin sulfat uygulamasi sonrasinda
timorlerin tamamen regrese olduklari dikkat gekti.

Mikroskobik Bulgular

Kitlenin histopatolojik incelemesinde, ince bir stroma dokusu ile gevrili,
yuvarlak sekilli anaplastik hicrelere rastlandi. Tumdral hicrelerin belirgin olmayan
sitoplazmik membrana sahip granuler sitoplazma ve yuvarlak iri hiperkromatik
cekirdekleri olduklari dikkati gekti. TUmoral hucreler arasinda anizositozis ve
anizonukleozis belirgin olarak gozlendi. Mitozun farkli agsamalarindaki mitotik figurlere
yogun miktarda alanda rastlandi. Histopatolojik bulgular sekil-1 ve sekil-2’de
gOsterilmisgtir.
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Sekil-1. TVT lezyonlarinin histopatolojik bulgulari ,Hematoksilen- eozin boyama, x200
bayutme.



Sekil-2. Hiperkromatik ¢ekirdekli anaplastik TVT hlcreleri, hematoksilen eozin, x400
bayutme.

immunohistokimyasal Bulgular

Vestibulum bdlgesinden alinan tedavi dncesi ve sonrasi timdral dokular
immunohistokimyasal olarak boyanma sonrasi 1s1k mikroskobunda degerlendirildi.
Degerlendirme sonucunda timdral hicrelerin intrasitoplazmik ve perinlkleer olarak
ticari MMP-2 ve MMP-9 antikorlari ile boyanma gosterdikleri dikkati cekmistir.
Boyanmanin varligi ilgili sekil-3 ve 4 ‘te gosterilmigtir. Tedavi 6ncesi tumoral
dokularda MMP-2 varhgdi 30 dokudan 26 pozitif 4 negatif, tedavi sonrasi ise 30
dokudan 28 pozitif, 2 negatif boyanma goézlenmigtir. Tedavi dncesi timaoral dokularda
MMP-9 varli§i 30 dokudan 28 pozitif, 2 negatif, tedavi sonrasi ise 30 dokudan 23
pozitif, 7 negatif boyanma saptanmistir. Boyanma pozitiflik degerleri ve ylzdeleri ile
medyan degerleri tablo-2 ve 3'de verilmigtir.



Sekil-3. TVT tanisi konulan timéral dokularda MMP-2 enziminin varhigi,
intrasitoplazmik ve perintikleer pozitif boyanma (oklar), Streptavidin-biotin peroksidaz
yontemi, DAB kromojen, x200 blyutme.
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Sekil-4. TVT tanisi konulan timoéral dokularda MMP-9 enziminin varligi,
intrasitoplazmik ve perinukleer pozitif boyanma (oklar), Streptavidin-biotin peroksidaz
yontemi, DAB kromojen, x200 buyutme.
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istatiksel Bulgular

Calismada, MMP-2 ve MMP-9 ile boyanan tumdral dokularin tedavi 6ncesi ve
tedavi sonrasindaki ilgili degerleri sirasiyla Tablo-2 ve 3’te gosterilmistir. Boyanma
orani ve siddetinde tedavi 6ncesi ve sonrasinda Transmissible venereal tumor
dokularinda istatiksel olarak bir fark gériilmemistir (P > 0.05). immun boyamalar
sonucunda tedavi 6ncesi MMP-2 medyan (minimum-maksimum) 3.00 (0.00-4.00),
tedavi sonrasi 2.50 (0.00-4.00) olarak saptanmistir. MMP-9 ise tedavi 6ncesi 1.00
(0.00-4.00), tedavi sonrasi ise 1.00 (0.00-4.00) olarak tespit edildi. Istatiksel fark
olmasa da, MMP-2 enzim varhginin tedavi sonrasinda medyan degerin dustugu
gO6zlendi. Tedavi 6ncesi MMP-2 (%) pozitifligi %86.6, MMP-9 (%) pozitifligi % 93.3
iken, tedavi sonrasi MMP-2 %93.3, MMP-9 ise % 76.6 olarak saptanmistir.

TARTISMA VE SONUG

Bu ¢alisma, disi kdpeklerde spontan meydana gelmis Transmissible Venereal
tumorun vinkristin sulfat uygulanmasi éncesi ve sonrasinda timdéral dokuda meydana
getirdigi histopatolojik degisiklikler sonucunda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varhgi
immunohistokimyasal gosterilmesi amaclanarak bilime yeni bir yaklagim
amaclanmistir. MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varliginin tedavi dncesi ve sonrasinda
kargilastirilarak istatiksel agidan farkin olup olmamasi hedeflenmektedir.

Transmissible Venereal timor (TVT) képek transmissible venereal sarkom
olarak ta bilinen, disi ve erkek kdopeklerde genellikle dis genital organlarinda
rastlanan neoplastik bir hastaliktir (Yang 1988; Stockmann ve dig. 2011). Képekler
arasinda bulagsma giftlesme, yalama, koklama veya deneysel yolla timaoral hicrelerin
implantasyonu seklinde meydana gelir (Stockmann ve dig. 2011; Ozyigit ve ak.,
2014). Calismamizda verilen literatur bilgilerine uyumlu olarak, disi kdpeklerin
vestibulum bolgesinde yer alan ve giftlesme yoluyla bulasma gdstermis timaoral
olgular degerlendirildi.

TVT timorlerinin tedavisinde en etkili ydontem Vinkristin stlfat oldugu farkh
calismalarda gosterilmistir ve 2 ile 8 hafta igerisinde uygulanarak timaérin tamamen
regrese ugratilmistir. Tedavide basari orani % 90 ile % 100 arasindadir (Ozalp ve
ark., 2012; Pir Yagci ve Kalender, 2008; Ozyigit ve ark., 2014; Nak ve ark., 2004).
Mevcut ¢calismada, literaturlere uyumlu olarak TVT tanisi konulan disi kopeklere
vinkristin sdlfat (Vincristine DBL, Mayne Pharma Pty Ltd, Avustralya) 0.025 mg/kg
dozunda 10 ml serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra intravendz yolla yavas
enjeksiyon seklinde kullanildi. Tumaral dokular 7 haftaya kadar regrese olduklari
g6zlendi.

Oru¢ ve arkadaslari (2011) ile Akko¢ ve arkadaslar (2017) vyaptiklari
calismalarda makroskobik olarak karnabahar gérinamde, tagkin, bazi olgularda dis
yuzeyi Ulserler goOsterebilen, frajil yapiya sahip TVT olgularina rastlamiglardir.
Mikroskobik incelemede ise, vezikller hiperkromatik ¢cekirdeklere sahip, yuvarlak-oval
yapida, mitotik figlirin yogun oldugu, ince bir stromal doku ile ¢evrili anizontikleozis ve
anizositozisin oldugu alanlar bildirmislerdir. Calismamizda literatlrlere uyumlu
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makroskobik ve mikroskobik 6zellige sahip ve klinik muayenede TVT slphe ettiren 30
tumoral doku degerlendirilmigtir.

MMP’ler hem fizyolojik ve hem de patolojik doku yikiminda gorev alan ve
yaklasik 28 Uyeden olusan ekstraselliler enzimlerdir (Soyding ve ark., 2006).
Ekstraselluler matriks (ESM), timor dokusunun buylmesi, timor hicresinin
invazyonu ve metastazini engelleyen bir ¢esit bariyerdir ve kanser hucreleri bu
bariyeri asabilmeleri igin matriks metalloproteinazlara gereksinim duyarlar (Apakkan
Aksun ve ark., 2001). MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi farkli yéntemler
uygulanarak (immunohistokimya, zimografi, in situ hibridizasyon, ELISA gibi) timoral
dokularda, periferik kan ve doku érneklerinde gdsterilmistir (Varani ve ark., 2000;
Gonzalez ve ark., 2008;Huang ve ark., 2014). Calismamizda tedavi dncesi ve
sonrasi TVT olgularinda MMP-2 ve MMP-9 antikorlari ile immunohistokimyasal olarak
pozitiflik saptanmistir.

Loukopoulos ve arkadaslari (2003) ve Akkog ve arkadaslari (2017) yaptiklari
¢alismalarda, timoral olgularda MMP-2 ve MMP-9 antikorlari ile intrasitoplazmik
boyama elde etmiglerdir. Literatlrler ile uyumlu olarak TVT dokularinda
intrasitoplazmik ve perinukleer boyamalar gozlenmistir.

insanlar tizerinde operasyon éncesi ve sonrasi timéral bir galismada, MMP-2
ve MMP-9 enzimlerinin varhdi karsilastiriimis ve her iki enzim diyagnostik acidan
onemli oldugu bildirilmistir (Smigielski ve ark., 2013). Giantin ve arkadaglari (2012),
kopeklerin mast hucreli tumaorlerinde yaptiklari ¢alismada, MMP-2 ve MMP-9
enzimlerini saptamiglar ve histolojik derecelendirmeye gore bu enzimlerin
varliklarinin arttigini bildirmiglerdir.

Loukopoulos ve arkadaslar (2003) képek tumorleri ile ilgili yaptiklari
immunohistokimyasal boyama g¢alismasinda, 27 olgudan 9’unda MMP-2 pozitif, 28
timoral dokudan 9’'unda MMP-9 varhginin pozitif oldugunu bildirmislerdir. Aresu ve
arkadaglari (2011), 35 adet kdpek meme tUmoru olgusunda, immunohistokimyasal
olarak MMP-2 enzimin varhgi kéta huylu timorlerin % 67,5 timdral hicrelerde,
%32,5 ise fibroblastlarda, iyi huylu timdorlerde ise %88,6 timaoral hucreler, % 11,4 ise
fibroblast hicrelerinde bildirmistir. Ayni ¢alisma da, MMP-9 enziminin varligi, koti
huylu timorlerde % 89,4 timoral hicreler, % 10,6 fibroblast hicreleri, iyi huylu
timorlerde ise % 84, 1 timoral hicreler, % 15,9 ise fibroblast hiicrelerinde
saptamiglardir. Mandara ve arkadaslari (2009) kopek ve kedi meningioma
timorlerinde 51 olgudan 30’unda (% 58,8), MMP-9 ise 51 olgudan 49’unda (% 98)
pozitif boyanma saptamiglardir. Calismamizda, tedavi 6ncesi timoral dokularda
MMP-2 varligi 30 dokudan 26 pozitif 4 negatif, tedavi sonrasi ise 30 dokudan 28
pozitif, 2 negatif boyanma gdzlenmistir. Tedavi dncesi tumodral dokularda MMP-9
varligi 30 dokudan 2 negatif, tedavi sonrasi ise 30 dokudan 23 pozitif, 7 negatif
boyanma saptanmistir. Tedavi 6ncesi MMP-2 (%) pozitifligi %86.6, MMP-9 (%)
pozitifligi % 93.3 iken, tedavi sonrasi MMP-2 %93.3, MMP-9 ise % 76.6 olarak
saptanmigtir.

Papparella ve arkadaslari (2002), kbpek meme tumodrleri olgularinda MMP-2
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda karsinomlarin histolojik alt tipleri ve
derecelendiriimesinde istatiksel olarak dnemli bir fark bildirmemiglerdir.

Murakami ve arkadaslari (2009), kopeklerde spontan meydana gelmis
hemangiosarkom olgularinda, MMP-2 immun boyama yodunlugunu 83 olgudan 23
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tanesini arti 1, 60 tanesini iki arti seklinde saptamislardir. MMP-9 immun boyama
yogunlugunu ise 83 olgunun tamamini negatif olarak bildirmiglerdir. Mevcut
calismada, tedavi 6ncesi MMP-2 medyan (minimum-maksimum) 3.00 (0.00-4.00),
tedavi sonrasi 2.50 (0.00-4.00) olarak saptanmistir. MMP-9 ise tedavi 6ncesi 1.00
(0.00-4.00), tedavi sonrasi ise 1.00 (0.00-4.00) olarak tespit edildi.

TVT'nin kontrolu enfekte basibos gezen kdpeklerin varligi agisindan zordur.
Kdpek sahipleri veya bakicilar giftlesme dncesi erkek ve disinin dikkatli sekilde
muayene edilmesi ve timoral lezyonlar gozlenen hayvanlarin tedavilerinin
gerceklestiriimesi gerekir (Das U ve Das AK., 2000). Bu nedenle vinkristin sulfat ile
tedavi dncesi ve sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin varligi ileriki galigmalar
icin degerli bir bilgi kaynagi olacaktir.
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EKLER

Tablo-1. Mevcut Calismada Kullanilan Antikor Bilgileri

17

Antijen Kaynak Klon Dilusyon Ticari Firma
MMP-2 Tavsan Poliklonal 1/100 Sigma, USA
MMP-9 Tavsan Poliklonal 1/100 Abcam,

Tablo-2. MMP-2 ve MMP-9 immunohistokimyasal boyanma medyan degerleri

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi p
Medyan (Minimum- Medyan (Minimum-
Maksimum) Maksimum)
MMP_2 3.00 (0.00 - 4.00) 2.50 (0.00 - 4.00) 0.896
MMP_9 1.00 (0.00 - 4.00) 1.00 (0.00 - 4.00) 0.517

Gruplar arasindaki fark dnemsiz olarak saptanmigstir (P > 0.05)

Tablo-3. MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin immunohistokimyasal boyanma pozitif

sayilari ve yuzdeleri

n | MMP-2 (%) pozitif MMP-9 (%) pozitif
Tedavi Oncesi 30 | 26 (% 86,6) 28 (%93,3)
Tedavi Sonrasi 30 | 28 (%93,3) 23 (76,6)




