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Oz: Bu calismanin amaci, malignant meme timorlii kdpeklerde insiilin benzeri biiyime faktorii-2 (IGF-2)'nin plazma
konsantrasyonu ve tiimor dokusundaki ekspresyonunu degerlendirmektir. Calismada toplam 15 kdpek kullanildi. Sekiz
meme timorliu kopek grup 1'i, 7 saghkl kopek ise grup 2'yi olusturdu. Képeklerin didstrus doneminde olduklari vaginal
sitolojik muayene ile belirlendi. Abdominal organlarin ultrasonografik muayenesi ve toraksin radyografik bakisi yapilarak
metastaz degerlendirilmesi yapildi. Kopeklerden kan érnekleri alindi, plazmalari elde edildi ve IGF-2 konsantrasyonu ELISA
ydntemi ile belirlendi. Grup 1'de, tiimérler “Diinya Saghk Orgiiti” (WHO)'nun belirledigi “Klinik Derecelendirme Sistemi”ne
gore siniflandirildi ve komple unilateral mastektomi teknigiyle uzaklastirildi. Timérlerin histolojik olarak malignite derecesi
Nottingham yontemine gore tubul formasyonu, niiklear pleomorfizm ve mitotik hiicre sayisina bagli olarak degerlendirildi.
Histopatolojik incelemelerde 4 karsinosarkom, 1 intraduktal papillar karsinom, 1 karsinom, 1 kompleks tip karsinom ve 1
miks tip karsinom tanisi konuldu. immunohistokimyasal incelemede tiimér dokusunda meme asinus epitel hiicreleri,
miyoepitel hiicreleri ve bazi damar diiz kas hicrelerinde IGF-2 ekspresyonunun oldugu, duktus epitel hiicrelerinde ise
olmadig gozlendi. Saghkl kdpeklere gore, malignant meme timorli kdpeklerde plazma IGF-2 konsantrasyonundaki artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: IGF-2, Képek, Malignant meme timord.

Plasma IGF-2 Concentration and Tissue Expression in Dogs with Malignant

Mammary Tumor

Abstract: The aim of this study was to evaluate the plasma concentration of insulin like growth factor-2 (IGF-2) and its
expression in tumor tissue of dogs with malignant mammary tumors. Fifteen dogs were used in the study. Eight dogs with
mammary tumors constituted group 1, and 7 healthy dogs constituted group 2. Diestrus phase in dogs was determined with
vaginal cytological examination. Metastasis was evaluated by ultrasonographic examination of abdomen and thorax
radiography. Blood samples were collected from the dogs, plasma was separated and IGF-2 levels were measured with
ELISA method. Tumors in group 1 were classified according to Clinical Grading System defined by World Health Organization
and were removed by using complete unilateral mastectomy technique. The histological malignancy grading of tumors was
made according tubule formation, nuclear pleomorphism, and number of mitotic cells by using Notthingham method. In
histopathological examination, 4 carcinosarcoma, 1 intraductal papillary carcinoma, 1 carcinoma, 1 complex type
carcinoma, and 1 mix type carcinoma were detected. In immunohistochemical investigation, IGF-2 expression was detected
in mammary acinar epithelial cells, myoepithelial cells, and some vascular smooth muscle cells but not in ductal epithelial
cells in tumor tissue. Compared to healthy dogs, the increase in plasma IGF-2 concentration in dogs with malignant
mammary tumors was statistically significant (P<0.05).

Keywords: Dog, IGF-2, Malignant mammary tumour.
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GiRiS
K opeklerde meme tumorlerinin neoplastik
hastaliklar arasinda gorilme orani ortalama
%27.1 olup deri timorlerinden sonra ikinci siklkta
gorulmektedir (1,2). Meme timori patogenezinde
progesteron ve Ostrojen gibi steroid hormonlarin rol
bilinmektedir (3,4).
amaciyla

oynadigi Sikluslarin

denetlenmesi ekzojen progestin
uygulamalari nedeniyle bliyiime hormonunun (BH)
ve dolayisiyla insilin benzeri blylime faktori
(IGF)’nin de artarak timor gelisimine katki sagladigi
bildirilmektedir (2,5-9). Bliyime hormonu uyarimi
ile salinan, bliyime ve farkhlasma faktéri olarak
bilinen IGF sistemi, IGF-1 ve IGF-2 olmak Uzere iki
formda bulunmaktadir (10-12). IGF-1, bazik peptid
yapida olup, dogumdan sonra karacigerde
sentezlenirken; IGF-2 notral peptid yapida olup,
erken embriyonik ve fotal donemde cesitli somatik
dokulardan sentezlenmektedir (11).

Kopeklerde, normal ve kanserli meme
dokusunda BH mRNA ve reseptér ekspresyonu
bulunmaktadir. IGF-1’in mitojenik etkisi nedeniyle
de, hem BH hem de IGF-1 meme timori
olusumunda rol oynamaktadir (6,13-15). IGF-1
sentezi artirilmis transjenik farelerde, IGF-1, meme
bezlerinde duktal hipertrofiye neden olmakta ve
laktasyon sonrasl meme involusyonunu
engellemektedir (16).

Képek meme timorlerinde plazma BH ve IGF-1
konsantrasyonlari ve meme dokusundaki
ekspresyonlari konusunda ¢alismalar bulunmakla
birlikte,

aydinlatilamamistir. Bu

IGF-2'nin roll tam olarak
baglamda, sunulan

calismada, malignant meme timorli koépeklerde

plazma IGF-2 konsantrasyonunun ve timor
dokusundaki ekspresyonunun degerlendirilmesi
amaglandi.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Sunulan ¢alismada, toplam 15 kdpek kullanild.

Grup 1'de spontan meme timori bulunan ve

histopatolojik olarak malignant oldugu belirlenen 8
kopek (galisma grubu), grup 2'de ise didstrus
doneminde olan 7 saglikli kdpek (kontrol grubu) yer
aldi. Grup 1'de yer alan kopeklerde, timorler
“Diinya Saglik Orgiiti” (WHO)'nun belirledigi “Klinik
Derecelendirme Sistemi”’ne gore siniflandirildi (17).
Birden fazla timor bulunan kopeklerde (n=2) en
biylk timor derecelendirildi ve sadece bu tiimorde
IGF-2 ekspresyonu degerlendirildi.

Abdominal

muayenesi ve toraksin radyografik bakisi yapilarak

organlarin ultrasonografik
metastaz degerlendirilmesi yapildi ve timorler

komple unilateral mastektomi teknigiyle
uzaklastirildi. Grup 1'e iligkin fiziksel bulgular Tablo
1'de sunuldu. Grup 2 ise, sadece plazma IGF-2
konsantrasyonunun karsilastiriimasi amaciyla
kontrol grubu olarak kullanildi. Képeklerin didstrus
doneminde olduklari vaginal sitolojik muayene ile
belirlendi. Ornekler vestibulum vaginadan hiicre
almamak icin vaginoskop yardimiyla ve pamuk uclu
svap ¢ubugu kullanilarak anterior vagina duvarindan
alindi. Ornek, lam zerine iki ayri iz seklinde
siraldikten sonra Papanicolaou teknigiyle boyandi
(18). Hazirlanan preparatlar 151tk mikroskobu (Leica
Microsystems Inc., lllinois, USA) altinda birim
alandaki hiicre tipleri ve sayisi dikkate alinarak
incelendi. Cok sayida parabazal ve intermediyer
hiicre ve l6kosit varhgl didstrus evresi oldugunu
gosterdi. Calisma, 2014 yilinda kabul edilen, Hayvan
Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina
Dair Yonetmeligi'nde yer alan 8-8/k-1 maddesine

uygun olarak gergeklestirildi.

Histopatolojik inceleme

Komple unilateral mastektomi teknigiyle
%10’luk

formaldehit sollisyonunda tespit edilip, standart

uzaklastirilan timorler tamponlu
patoloji prosedirlerine gore takip edildi. Parafinde
bloklanarak 5 um kalnliginda seri kesitler alindi.
Hematoksilen-Eozin boyamasi sonrasi Goldschmidt

ve ark. (19) tarafindan oOnerilen yeni klasifikasyon
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sistemine gore histopatolojik siniflandirma yapildi.
Timorlerin ise Nottingham

tubul

malignite derecesi

yontemine goére belirlendi. Buna gore
formasyonu, niklear polimorfizm ve mitotik hiicre

sayisi 1-3 arasinda puan verilerek degerlendirildi.

Timorler derecelendirilirken 3-5 puan=iyi
diferensiye olmus (Evre 1), 6-7 puan=orta
diferensiye olmus (Evre 2), 8-9 puan=zayif

diferensiye olmus (Evre 3) olarak tanimlandi (20).

immunohistokimyasal inceleme

Timor dokularinin ikinci kesitlerine
streptavidin-biotin peroksidaz (SABP)
immunohistokimya  kiti  kullanilarak  (Zymed

Histostatin Plus Bulk Kit. Cat. No. 85-9043. San
CA)
uygulandi. Kesitler ksilolde deparafinize edildi ve
rehidre edildi.
Endojenaz aktivitesi,
hazirlanmis  %3’lik H202 ile 15 dakika
edilerek engellendi. Tiim basamaklar oda isisinda ve
kapali  bir
7.2 olan

tamponlu solusyonla yikandi ve antijenik yapiyi agiga

Francisco. immunohistokimyasal boyama

dereceli alkollerden gegirilerek

peroksidaz metanolde
inklbe
nemli ortam

olusturulmus kapta

gerceklestirildi. Kesitler pH'si fosfat
cikarmak icin pH'si 6 olan sitrat tamponlu sollisyon
icerisinde ve mikrodalga firinda 800 watt’ta 10
dakika isitildi. Ardindan spesifik olmayan proteinler,
protein bloklayici soliisyonda 10 dakika tutularak
engellendi ve kesitler tavsan anti-IGF-2 poliklonal
(1:64), No. Bs-0015R.
Massachusetts. ABD) ile 4°C'de bir gece inkiibe
edildi.

polivalan sekonder antikor ile 10 dakika ve takiben

antikoru (Bioss; cat.

Kesitler daha sonra anti-tavsan biotinli

de horseradish peroksidaz enzimi ile 10 dakika
(AEC)

altinda

inklibe  edilip, 3-amino-9-ethylcarbazol
10-15 dakika

kontrolli olarak) tutuldu. Primer antikorlar yerine

kromojenle (mikroskop
PBS kullanilarak negatif kontrol kesitleri elde edildi.
Kesitlerin karsit boyanmalari Mayer’s haematoksilen
ile yapildi ve distile su ile yikandiktan sonra su bazl
yapistiricl ile yapistirildi. immunopozitif hiicrelerin
dagilimi Nicon Eclipse E600 mikroskopta yapildi.
40 objektif 10

Degerlendirmeler, bliyitmede

mikroskop sahasi taranarak gergeklestirildi. Buna
gére immun boyanma yoksa (-), % 1-10 arasi
% 11-40 arasi

hicrede immun boyanma (++) ve % 41 ve Uzeri

hicrede immun boyanma (+),

hiicrede immun boyanma (+++) olarak

degerlendirildi.

Kan Orneklerinin Alinmasi ve Plazma Elde Edilmesi

Grup 1'deki kdpeklerden preoperatif donemde
olmak Uzere her iki gruptaki képeklerin v. sephalica
antebrahii’lerinden EDTA’ll tliplere 5’er ml kan
ornegi alindi ve 1550 g’de 10 dak. santrifiij edildi.
Elde edilen plazma 6rnekleri, IGF-2 konsantrasyonu

Olculiinceye kadar -80°C’de saklandi.

Plazma IGF-2 Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Saghkli ve meme timorlu kdpeklerin plazma
IGF-2 konsantrasyonu enzim bagli immunosorbent
analizi (ELISA) ile belirlendi.
spesifik ticari ELISA kiti (MBS107968, MyBioSource,

Bu amacgla, kopek

Inc., San Diego, CA, USA) kullanildi ve retici

firmanin belirttigi prosedir takip edildi. Tim
ornekler paralel ¢alisildi. Mikropleytte olusan rengin
450

(Infinite F50, Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria)

absorbansi nm’de mikropleyt okuyucuda

degerlendirildi ve sonuglar ng/ml olarak sunuldu.

istatistiksel Analiz

analizinde SPSS 14.0
kullanildi  (SPSS

Bulgularin istatistiksel

versiyon paket programi Inc.,
Chicago, lllinois, USA). Gruplar arasi farkhlik Mann-
Whitney U testiyle belirlendi. Sonuglar ortalama
deger * standart hata olarak sunuldu ve P degerinin
0,05’den kiiclik olmasi istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

BULGULAR
Klinik ve Histopatolojik Bulgular

Calismada yer alan kopeklerin irk ve yaslari ile

timorlerin  ozellikleri Tablo 1 ve 2’de sunuldu.
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Tablo 1. Calisma ve kontrol grubundaki kdpeklerin irk ve yaslari ile timorlerin 6zellikleri ve plazma IGF-2
konsantrasyonlari (ng/ml).

Table 1. Species and ages of dogs with the tumor features and plasma IGF-2 concentrations in the experimental
and control groups.

L Tamorla R - Plazma
Olgu Tamorian Tumorun Tumorun
Gruplar Irk Yas lokalizasyonu meme evresi blyliklGgi IGF-2
¥ bezi sayisi yukiug (ng/ml)
1 Melez 6 Sol inguinal 1 Evre 2 T2 107.82
2 Melez 16 Sol inguinal 3 Evre 3 T2 90.40
Alman Sag
3 Kurdu 6 kaudoabdominal 2 Evre 2 T 40.83
2 . Sag
> 4 Terrier 12 . . 1 Evre 1 T3 38.69
1G] kraniyoabdominal
g 5 Terrier 7 Sol inguinal 1 Evre 2 T2 116.50
un
© Golden Sol
e Retriever / kaudoabdominal 1 Evre 2 T 84.14
. Sag
7 Terrier 15 kaudoabdominal 1 Evre 1 T2 77.81
ingiliz
8 8 Sol kaudotorakal 1 Evre 2 T3 96.26
Setter
9 Melez 2 - - - - 12.59
10 Melez 2 - - - - 27.45
3 11 Pointer 4 - - - - 10.73
=}
G 12 Melez 2 - - - - 22.39
8 ingiliz
é 13 Setter 2 - - - - 15.25
14 Melez 2 - - - - 10.79
Dogo
1 2 - - - - 19.
> Arjantin 9.08

Tablo 2. Meme tiimorli képeklerde histolojik tantya gére meme dokusundaki IGF-2 ekspresyonu.
Table 2. IGF-2 expression of mammary tissue in dogs with mammary tumor according to histological diagnosis.

(?E.u Histolojik Tani é:ii;]:l? Miyoepitel Iljizliltjll Kikirdak Dl)ijazn;z;
1 Karsinosarkoma +++ ++ - +++ ++
2 intraduktal papiller karsinoma - - - - -
3 Karsin.oma Ye malignant t i i i i
miyoepiteliyoma
4 Kompleks tip karsinoma +++ + - - -
5 Karsinosarkoma +++ - - - -
6 Karsinosarkoma ++ ++ - - (olgun) ++
7 Miks tip karsinoma + + - - (olgun) -
8 Karsinosarkoma +++ + - - (yok) -
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immunohistokimyasal Bulgular sekillenen kikirdak matriksinin i¢ kisimlarinda yogun

L . . . IGF-2 ekspresyonlari gorilirken, olgun kikirdaklarda
Tumor dokusunda meme asinus hicreleri,
. . . . . IGF-2  ekspresyonuna rastlanilmadi. Miyoepitel
miyoepitel hicreleri ve bazi damar duz kas
. . . hiicrelerinin  immun  boyanmalarinin,  06zellikle
hiicrelerinde IGF-2 ekspresyonlarinin oldugu, duktal
. . . . miyoepitel hiicre kiumelerinin dis kisimlarinda
epitelyumda ise ekspresyonlarin olmadigl gozlendi s unlastis lend il 1
. ogunlastigl ozlendi eki .
(Tablo 2). Intraduktal papillar karsinoma olgusunda yog 38 & & )

ise, meme dokusunda IGF-2 ekspresyonuna

rastlanilmadi.  Karsinosarkom olgularinda yeni

e B S W SRS AL, T NN
- = S B 2SS -?(‘ s YR
) L8 .- : . Wy = 5

Sekil 1. Kopek meme timoria dokusunda IGF-2 ekspresyonu. Meme bezi asinus hiicrelerinde yogun immun
boyanma (oklar) (a); miyoepitel hiicrelerinde immun boyanma (oklar) (b); damar diiz kas hicrelerinde immun
boyanma (oklar) (c) ve yeni sekillenen kikirdak matriksinin i¢ kisimlarinda yogun immun boyanma (oklar) (d).
SABP ile Mayer's hematoksilen boyama; a,b,c x 300 ve d x 150.

Figure 1. IGF-2 expression of canine mammary tumour tissue. Immunoposivitity of mammary gland acinar cells
(arrows) (a); immunoposivitity of myoepithelial cells (arrows) (b); immunoposivitity of smooth muscels cells of
vessel (arrows) (c) and strong immunopositivity of inner cartilage matrix (arrows) (d) in the tumoural mammary
tissue samples. SABP method, Mayer’s haematoxylin stain; a,b,c x 300 and d x 150.

Plazma IGF-2 Konsantrasyonlari saglikli képeklerde ise 16.89 * 6.36 ng/ml oldugu
Malignant meme tiimérlii képeklerde plazma belirlendi (P<0.05) (Sekil 2). Malignant meme
IGF-2 konsantrasyonunun 81.55 + 28.59 ng/ml timorla kopekler arasinda en yliksek plazma IGF-2
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konsantrasyonu 116.50 ng/ml
distik 38.69 ng/ml
karsinoma) olarak 6lglldi (Tablo 1).

(karsinosarkoma)

iken, en (kompleks tip

120 + *

100 -

80 -

60 -

40 +
20 - ﬁ

0 - T )
Meme timorlu Saglikh

Sekil 2. Meme timorli ve saghkli kopeklerde plazma
IGF-2 konsantrasyonlari. ¥*P<0.05, Mann Whitney U
test.

Figure 2. Plasma IGF-2 concentrations in dogs with
mammary tumors and healthy dogs. *P<0.05, Mann
Whitney U test.

TARTISMA ve SONUC

insan ve képek meme tiimérlerinde BH ve IGF-
1 proteinlerinin meme dokusundaki ekspresyonlari
bilinmekle birlikte (15,21), ozellikle kopek meme
timorlerinde IGF-2 ekspresyonunun arastirildig
cahsmalar kisithdir.

Bliyime hormonunun metabolik etkilerine
aracilik eden IGF’lerden, IGF-1 pubertaya kadar artis
gosterip puberta sonrasi azalirken, IGF-2 seviyesinin
en yiiksek oldugu dénem fotal donemdir (10,11,22).
Eriskin donemde ise IGF-2’nin, karaciger ve beyin
dokusunda eksprese oldugu ve hiicre ¢cogalmasinda,
bliyimesinde ve farklilasmasinda dnemli role sahip
oldugu ortaya konulmustur (10,11). IGF-1 meme
bezinin stromal kismindan salinirken, IGF-2 hem

de
(23).

benzer olarak meme bezi epitelinde ve miyoepitel

stromal hem epitel hicrelerden

sentezlenmektedir Sunulan c¢alismada da,
dokularda yogun IGF-2 ekspresyonlari gbzlenmistir.

Koépeklerde ekzojen progesteron
BH

uyardigl ve plazma IGF-2 konsantrasyonunu artirdigi

uygulamalarinin  meme bezinde Uretimini

bilinmektedir. Bliyimeyi uyaran bu faktorlerin lokal

ekspresyonlarinin artmasi malignite riskini

artirabilmektedir (8). Sunulan c¢alismada, seksiel

siklusun didstrus doneminde yiksek olan endojen
IGF-2
ayirt edebilmek

progesteron konsantrasyonunun, plazma
konsantrasyonuna olan etkisini
amaciyla kontrol grubu olarak didstrus dénemindeki
kullanildi.  Bu

malignant meme timorli képeklerde plazma IGF-2

kdpekler ¢alismanin  bulgular,

konsantrasyonunun didstrus donemindeki saglikli

kopeklere gore belirgin olarak daha yiksek
oldugunu goésterdi. Benzer sekilde, kopeklerde testis
timorlerinde 1GF-1 ekspresyonunun karsilastirildig
bir

seminomlarda ekspresyonun disiik, Leydig hiicre

calismada, Sertoli hiicre tumorleri ve
timord ve mikst timorlerde yiiksek oldugu tespit
edilmis ve tiUmor tipine gore ekspresyonun farklilhk
gosterebilecegi ileri surtilmustur (24). Ayrica, her ne

kadar calismamizda benign timorler incelenmemis

olsa da insanda kolorektal timor dokularinin
degerlendirildigi bir calismada, IGF-2
ekspresyonunun karsinom tipi  timorlerde
adenomlara oranla ¢ok daha vyiksek oldugu

belirlenmistir (25). Ote yandan sunulan calismada
timor tipleri gdz 6nlne alindiginda plazma IGF-2
konsantrasyonlari arasinda farkhlik gozlenmesine
karsilik timorlerin bez epitel hiicrelerinde belirlenen
IGF-2 ekspresyonlari incelendiginde belirgin bir
farkhlik bulunmamustir (Tablo 2).

IGF’ler etkilerini membrandaki reseptorlerine
IGF-1 IGF-2

reseptori) baglanarak gostermekte ve plazmada

(instllin  reseptord, reseptori  ve

baglayici proteinleri ile (IGFBP1,2,3,4,5,6)
tasinmaktadirlar (26,27). insanlarda yapilan kanser
arastirmalarina gore, IGF-1 veya IGF-2
proteinlerinde artis ve IGFBP1-6'da  disus

saptanmasinin, timoér gelisim riskinin artmasina
neden oldugu bildirilmis ve meme, prostat, akciger,
kolon, endometriyum ve mesane kanserlerinde, IGF-
2’nin timor gelisiminde parakrin roll oldugu ifade
edilmistir (12,28). Kolon, karaciger ve pankreas
kanserlerinde, IGF-1 ve IGF-2 duzeyleri ile timor
gelisimi arasinda korelasyon saptanirken, meme
bir
belirlenememistir (10). Klopfleisch ve ark. (21),

kanserinde herhangi korelasyon

kopek meme tiimorlerinde insanlara benzer olarak
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adenom, karsinom ve metastaz varliginda IGF-1 ve
IGF-2 mRNA ekspresyonlarinda artis oldugunu
Ozellikle

hayvanlarda,

bildirmiglerdir. IGF-2 salinimi artirilmis

transjenik meme bezinde
adenokarsinom sekillenme riskinin arttigi ve erken
donemde daha agresif seyirli kanserlerin olustugu
rapor edilmistir (29,30).

saghkl

Calismamizin  bulgulari,
kopeklere gore malign meme timorli
kopeklerde plazma IGF-2 konsantrasyonundaki
artisin ve timor dokusundaki IGF-2 ekpresyonunun
kaynaginin, ekspresyonun yogun olarak gorildiga
meme bezi epitel hiicreleri olabilecegi kanaatini
uyandirdi.

IGF-2'nin kopekte fotal gelisim icin dnemli bir
rol oynadigl, Ozellikle implantasyon basladiktan
sonra ekspresyonun arttigi ve fotal ve plasental
blyimeden sorumlu faktérlerden biri oldugu
bildirilmistir (31). Benzer sekilde, gebe kisraklarda
embriyonal adezyonun olusmaya basladigi donemde
fotal ve plasental IGF-2 ekspresyonunun goriilmeye
baslandigi tespit edilmistir (32). Blayime ile olan
IGF-2'nin

mekanizmasinin bozuldugu tiimor gibi hastaliklarda

baglantisi  dustndlduginde apoptozis
artmasi beklenebilir. Genel olarak IGF'lerin, 6zellikle
de IGF-2'nin

bilinmektedir

timor
(10).

uyumlu olarak, ¢alismamizda da malignant meme

blylmesini  artirdigi

Bu konudaki c¢alismalar ile
timorla kopeklerde IGF-2 plazma konsantrasyonu
yiksek bulundu. Sonug olarak, IGF-2'nin timor
hiicrelerinin blyUmesi, farklilasmasi ve invazyonuna
olan etkisi gbz ©ninde bulunduruldugunda,
malignant meme tliimoérlerinin kemoterapisinin ve
diger medikal tedavi segeneklerinin takibinde IGF-
2’nin  bir

kanaatine varildi.
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