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SAMMANFATTNING

Juvertumorer ar de vanligaste tumorerna hos tikar och det finns olika typer av bade benigna och
maligna juvertumorer. De hormonella fluktuationerna som sker under ostralcykeln driver
utvecklingen av juvervévnaden och behandling med progestiner (syntetiska ekvivalenter till
progesteron) for uppskjutande av 16p har kopplats samman med férekomst av juvertumérer,
vilket har lett till ett intresse for den hormonella paverkan pa juvertumorutvecklingen.
Hormonerna &r i sin tur beroende av uttrycket av receptorer for att kunna ha effekt i vavnaden.

Syftet med den har litteraturstudien ar att utreda uttrycket av hormoner och receptorer for
progesteron, tillvaxthormon (growth hormone, GH) och insulinliknande tillvaxtfaktor (insulin-
like growth factor, IGF) i normal juvervavnad och i benigna och maligna tumorer, savél som
deras paverkan pa juvertumorutvecklingen.

De intracelluléra signalvégarna for progesteronreceptorer (PR), GH-receptorer (GHR) och IGF-
I-receptorn (IGF-IR) &r kopplade till cellproliferation och genreglering. De komplexa natverken
av signalvagar interagerar med varandra och en obalans i uttryck och reglering av hormoner,
receptorer eller molekyler i cellen kan leda till att tumorer uppstar. Vid progestinbehandling har
okade nivaer av GH och IGF-1 uppmatts och hogst nivaer sags i maligna tumarer. Uttrycket av
PR visades vara hogt i benigna juvertumdrer i motsats till maligna tumdorer déar PR-uttrycket
istallet var lagt. Samtidigt har resultat visat pa ett hogre uttryck av GHR och IGF-IR i maligna
tumarer. PR har ocksa visats finnas i tva isoformer, kallade PR-A och PR-B, och PR-A sags
dominera 6ver PR-B i maligna tumérer. Nya studier pa hundens PR-B tyder pa att den kan ha
en nedsatt funktion via mutationer i aktiveringsdomanen AF3 i PR-genen. Déarfor diskuteras
vilken betydelse PR-B har hos hund och vikten framhavs av att i framtida studier analysera inte
bara totalt PR-uttryck utan aven skillnader mellan PR-A och PR-B. Varierande resultat fran
olika morfologiska juvertumortyper har ocksa pavisats och det anses darfor viktigt att sarskilja
mellan slutsatser fran tumarer med olika cellulart ursprung.

Avslutningsvis konstateras progesteron-GH-IGF-axeln ha en stimulerande paverkan pa
juvertillvaxten och att det finns skillnader i uttryck av hormoner och receptorer i
tumoéromvandlad vavnad. Resultaten tyder pa att forlust av PR leder till att uttrycket av GH-
genen blir progestinoberoende efter transformering till maligna tumaérer och genen regleras da
inte l&ngre av de normala hormonella fluktuationerna. Istéllet produceras GH och IGF-1 lokalt
av tumorerna och uttrycket av deras receptorer 6kar. Sammantaget tyder det pa att det skapats
en oberoende parakrin och autokrin produktion hos tumércellerna som driver tumdorens tillvaxt.
Motstridiga resultat kring GH/GHR-systemets proliferativa paverkan i olika juvertumortyper
anses tyda pa att det kravs ytterligare forskning kring kopplingen mellan olika signalvégar,
hormoner och receptorer som ar inblandade i utvecklingen av juvertumorer.



SUMMARY

Mammary tumours are the most common tumours seen in female dogs and there are many
different types of benign and malignant mammary tumours. The hormonal fluctuations during
the oestrus cycle is the driving force of development of the mammary tissue and treatment with
progestins (synthetic progesterone equivalents) for the postponement of ovulation has been
correlated to the incidence of canine mammary tumours, which has led to the interest of
studying the hormonal influence on the development of mammary tumours. The effect of
hormones is in turn dependent on the expression of receptors in tissues.

The purpose of this literature study is to investigate the expression of hormones and receptors
for progesterone, growth hormone (GH) and insulin-like growth factor (IGF) in normal
mammary tissue and benign and malignant tumours as well as their influence on the
development of mammary tumours.

Intracellular signalling pathways for the progesterone receptor (PR), the GH-receptor (GHR)
and the IGF-receptor (IGF-IR) are connected to cell proliferation and gene regulation. The
complex networks of the signalling pathways interact with each other and an imbalance in the
expression and regulation of hormones, receptors or molecules in the cell can lead to the
development of tumours. During treatment with progestins, increasing levels of GH and IGF-I
has been registered and the highest levels are seen in malignant tumours. The expression of PR
was shown to be elevated in benign tumours. In contrast, malignant tumours showed a low
expression of PR with a concurrent higher expression of GHR and IGF-IR. PR has also been
shown to be expressed in two isoforms, PR-A and PR-B, of which the levels of PR-A are
dominating over PR-B. Recent studies have revealed that the canine PR-B might have a
diminished function caused by mutations in an activation domain in the PR-gene. Therefore the
relevance of PR-B in dogs is discussed and the importance of analysing not only total
expression of PR, but also the differences between PR-A and PR-B in future studies is
emphasized. Varying results in different morphological types of mammary tumours has been
shown and it is therefore considered important to distinguish between conclusions from
tumours with different cellular origin.

In conclusion, it is determined that the progesterone-GH-1GF-axis has a stimulating effect on
the growth of mammary tissue and there are differences in expression of hormones and
receptors in mammary tumours. Results indicate that the loss of PR leads to independence from
progestins in the expression of the GH-gene after malignant transformation of tumours and it is
no longer regulated by the normal hormonal fluctuations. Instead, GH and IGF-1 is produced
locally by the tumour and the expression of their receptors are increased, indicating that an
independent paracrine and autocrine production by the tumour cells themselves is created which
leads to tumour growth. Contradicting results of the proliferative influence of the GH/GHR-
system is considered to indicate the need for additional research regarding the link between the
different signalling pathways, hormones and receptors that are involved in the development of
canine mammary tumours.



INLEDNING

Juvertumorer &r de vanligaste tumorerna hos tikar och de ar kénda for att variera i struktur och
biologiskt beteende (Misdorp et al., 1999). Enligt en studie utférd pa information fran
forsakringsbolaget Agrias databas fann forskarna en incidens pa 154 diagnoser av juvertumarer
per 10 000 hundar och en 6kande incidens med alder (Egenvall et al., 2005). Kvoten maligna
tumorer har rapporterats utgéra mellan 10:1 till 2:1 av alla juvertumdrer hos hund (Misdorp et
al., 1999).

Det finns olika typer av benigna och maligna juvertumérer och de indelas efter morfologiska
och till viss del &ven prognostiska faktorer (Misdorp et al., 1999). Benigna tumdrer delas bland
annat in i adenom, fibroadenom, blandade benigna tumarer och papillom i gangar. Maligna
tumorer delas upp i 6kande malignitetsgrad enligt féljande: in situ carcinom, komplexa
carcinom, enkla carcinom, specialtyper av carcinom sasom spindelscellscarcinom och
anaplastiska carcinom, sarkom sasom fibrosarkom eller osteosarkom, samt carcinosarkom
(Misdorp et al., 1999). Metastaser kan ocksa bildas fran de maligna tumérerna och spridas bade
lymfogent och hematogent.

Hundens 6stralcykel innefattar fyra faser: prodstrus, 6strus, metdstrus, andstrus. Progressionen
av dessa faser styrs bland annat av fluktuerande halter av hormonerna Gstrogen och progesteron.
Lutealfasen ar hos hund 55-75 dagar, vilket ar langre &n hos manga andra arter och gor att tikar
ar under paverkan av progesteron en lang period (Concannon, 2009). Under de olika faserna
sker histologiska forandringar i juvervavnaden (van Garderen et al., 1999). Under andstrus ar
kortelvavnaden inaktiv, men i lutealfasen, under metdstrus, da okande koncentrationer av
progesteron frisatts sker en hog stimulans av juvervavnaden (Misdorp, 1988). Behandling med
progestiner (syntetiska ekvivalenter till progesteron) for uppskjutande av 16p har ocksa kopplats
samman med férekomst av juvertumorer, medan éstrogenbehandling inte har setts 6ka risken
for juvertumorer hos hund (Rutteman, 1992). En skyddande effekt har istéllet setts av kastration
(Misdorp, 1988). Dessa upptéckter gér den hormonella paverkan pa tumorutvecklingen sarskilt
intressant.

Hormoner ar beroende av uttrycket av deras respektive receptorer i olika vavnader for att
signaler ska spridas in i cellen och férandra cellens beteende. De intracelluléra signalvégarna
ar komplexa och nar regleringen av dessa gar fel kan tumorer uppsta. Kartlaggning av skillnader
i sekretion av progesteron, tillvaxthormon (growth hormone, GH) och insulinliknande
tillvaxtfaktor (insulin-like growth factor, IGF) samt uttrycket av deras receptorer i normal
juvervavnad samt i benigna och maligna tumorer skulle darfor kunna ge ledtradar om vad som
gatt fel och leda till forbattrade behandlingsmetoder.

De fragestallningar uppsatsen @mnar besvara ar féljande:
e Hur paverkar progesteron, GH och IGF samt deras respektive receptorer utvecklingen
av juvertumorer hos hund?

e Finns det skillnader i uttryck av hormoner och receptorer mellan normal juvervévnad,
benigna respektive maligna tumorer?



MATERIAL OCH METODER

Denna litteraturstudie bygger pa artiklar fran databaserna PubMed och Web of Science. Sékord
som anvants & mammary AND canine AND (tumor* OR tumour*) AND cancer AND
progesteron* AND (progesterone receptor* OR PR) AND (growth hormone OR GH) AND
IGF*, samt olika kombinationer av dessa. Darutdver har referenser fran Oversiktsartiklar
anvants for att hitta ytterligare information.

LITTERATUROVERSIKT

Manga studier har utforts for att undersoka hormonell paverkan pa juvertumérutvecklingen.
Denna litteraturéversikt kommer att behandla uttrycket av progesteron, GH och IGF samt deras
respektive receptorer i olika studerade juvertumdrer. Avsnittet inleds med en introduktion till
hormonernas receptorer och signalvagar.

Cellsignalering

For att en organism ska kunna leva maste cellerna kommunicera och samverka. Detta gor de
via signalvégar dar olika proteiner och andra molekyler kommer i kontakt med och paverkar
varandra, vilket sprider signalen vidare exempelvis till kdrnan dar transkription av malgener
aktiveras. Malgenerna kan vara gener for hormoner som sedan frisatts och via endokrin,
parakrin eller autokrin spridning kan paverka bade andra och den egna cellen genom inbindning
till receptorer.

Progesteronreceptorn

Progesteronreceptorn (PR) &r en steroidreceptor som &r en typ | kédrnreceptor. PR finns i
cytoplasman och vid inbindning av liganden translokeras komplexet till kdrnan. Dimerisering
av receptorn och inbindning till progestin-responsiva element (PRE) i promotorregioner leder
till transaktivering av specifika gener i malvavnaden, exempelvis genen for GH. Signalvéagen
for PR finns beskriven i Figur 1 nedan. Receptorerna kan ocksa delvis aktiveras nar de binder
liganden i cytoplasman.

Progesteronreceptorn forekommer i flera isoformer som transkriberas fran samma gen, men
aktiveras av olika promotorer (Kastner et al., 1990). Isoformerna PR-A och PR-B skiljer sig at
genom att PR-A-proteinet saknar PR-B-uppstromssegmentet (BUS) som innehaller
aktiveringsfunktion-3 doméan, AF3. PR-A:is N-terminala sekvens innehaller en
karnlokalisationssignal, aktiveringsfunktion 1 (AF1), tva omraden som interagerar med
Ostrogenreceptorn (ER) i cytoplasman samt en prolinrik sekvens som kan interagera med
tyrosinkinaser av c-Src-familjen (Gracanin et al., 2012a). Dessa sekvenser har dven pavisats
hos PR-B som via aktivering i cytoplasman tros kunna aktivera signalvdgarna for
Src/Ras/MAP-kinas (Ballaré et al., 2003). Vid dimeriseringen av PR kan bade homodimerer
och heterodimerer av PR-A och PR-B bildas (Mulac-Jericevic & Conneely, 2004).
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Figur 1: Generell signalvag vid inbindning av progesteron till PR. NR = nuclear receptor. Figur
reproducerad med tillstand av Cell Signaling Technology, Inc.
(http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathways-nuclear).

Tillvaxthormonreceptorn

GH-receptorn (GHR) &r en tyrosinkinasreceptor, vilken ar en typ av receptor som kan aktivera
manga olika signalvagar samtidigt och darfor formedla signaler for komplexa processer i cellen
sasom proliferation. Nar GH binder till GHR dimeriseras receptorn och det cytoplasmatiska
tyrosinkinaset Janus kinas-2 (JAK?2) binder da till GHR. Detta leder till tyrosylfosforylering av
bade GHR och JAK2, varvid JAK2 aktiverar transkriptionsfaktorer som Stat5A och Stat5B.
Dessa dimeriseras och translokeras till cellkdrnan dar de binder till promotorregioner vilket
paverkar transkription av malgener (van Garderen et al., 2001), se Figur 2. GHR kan ocksa
aktivera Ras-proteinet som i sin tur aktiverar fosforyleringskaskaden av MAP-kinas (mitogen
activated protein kinase). MAP-kinas aktiverar transkriptionsregulatorer och férandrar
proteinaktivitet, vilket leder till proliferation och differentiering.

IGF-receptorn

IGF-I-receptorn (IGF-IR) &r ocksa en tyrosinkinasreceptor. Vid inbindning av IGF-I till
receptorn sker en dimerisering och autofosforylering av de cytoplasmatiska delarna av
receptorn. Den aktiverade IGF-IR kan sedan initiera ett antal olika signalvagar som leder till
celltillvéxt, éverlevnad, proliferation och differentiering, se Figur 2. En av dessa &r fosfoinositid
3-kinas (PI3-kinas) som binder serin/treonin-kinaset Akt som kan inaktivera ett
apoptosframjande protein (Bad), vilket gor att ett apoptoshdammande protein (Bcl-2) blir aktivt.
Akt kan &ven aktivera serin/treonin-kinaset mTor, vilket leder till celltillvéxt. IGF-IR kan som
GHR ocksa aktivera Ras-MAP-kinaskaskaden.
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Figur 2: Generella signalvagar for GHR och IGF-I. Modifierad efter figuren “Signal transduction
pathways” av cybertory under licensen (CC BY-SA 3.0).

Uttryck och paverkan av hormoner och receptorer pa juvertumorer
Progestiner och utveckling av juvertumaorer

Progestiner anvands for uppskjutande av 16p hos tikar. Tidiga studier visade vid mattliga till
hoga doser av progestiner en okad tillvaxt av juvervavnad, vilken var storre &n den forvéntade
normala tillvéxten under metdstrus (Nelson & Kelly, 1976). Histologiska forandringar som
visats efter kastration och behandling med progestiner sags framforallt vara prolifererande
juverepitel (Selman et al., 1995).

Hundar som behandlats med progestiner har ocksa visats ha nagot hogre risk att utveckla
benigna juvertumérer, men samband sags inte med maligna tumérer (Misdorp, 1988; Selman
et al., 1995). Dock har resultat visat att yngre hundar med bade benigna och maligna tumorer
oftare var behandlade med progestiner (Misdorp, 1988). Effekterna ansags vara dosberoende
da hogre risk for utveckling av juvertumorer enbart sags vid hogre doser. Samma forskargrupp
fann ingen koppling till utveckling av multipla tumérer och ingen signifikant skillnad mellan
utveckling av olika tumortyper mellan progestinbehandlade och obehandlade tikar. | andra
studier har utveckling av palperbara noduli pavisats i multipla juverdelar vid behandling med
progestiner, vilka ocksa visade sig vaxa i storlek under langtidsbehandling (Selman et al.,
1994b).



Uttryck av progesteronreceptorer

Den hoga proliferationen i normal juvervavnad under lutealfasen sker samtidigt som ett 6kat
uttryck av ER och PR (Chandra et al., 2010). Biokemiska analyser har visat att mer an 90 % av
prover fran normal juvervavnad ar positiva for PR (Rutteman et al., 1988; Donnay et al., 1993).
Nyare immunohistokemiska analyser har visat Overvdagande nukledr PR-infargning av
epitelceller fran normal juvervavnad, men utebliven infargning hos myoepiteliala celler samt
stromaceller. Proliferativa delar av epitelet fargades in starkt fér PR och &ven en svag
cytoplasmatisk infargning sags i dessa celler. Valdifferentierad vavnad, sasom epitelceller i
lobuldralveoldr vavnad, infargades svagare (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000; Gracanin et
al., 2012a).

I en studie visades koncentrationen av PR vara signifikant (p < 0,02) hdgre i benigna tumorer
an i normal juvervavnad (Rutteman et al., 1988). Benigna tumorer som utvecklades till maligna
hade ocksa hogre koncentrationer av PR an benigna tumadrer som inte gjorde det. Antalet PR-
positiva benigna tumorer var 49 av 53, vilket innebar en signifikant (p < 0,02) skillnad fran de
maligna tumorerna dar PR-positivitet fanns hos enbart 12 av 23 tumérer. PR-receptornegativitet
var nagot vanligare hos tumorer av hogre malignitetsgrad. Liknande resultat har ocksa funnits
i studier med RT-gPCR (kvantitativ realtidspolymeraskedjereaktion) da 75 % av dysplasierna,
100 % av de benigna tumdrerna och 59 % av carcinomen visades positiva for mMRNA for totalt
PR (Guil-Luna et al., 2014b). In vitro har carcinomcellinjen CMT-U27 fran hund testats for
PR-uttryck och 25 % av cellerna har visat sig uttrycka PR (Guil-Luna et al., 2014a). Uttrycket
av PR i metastaser uppvisade séllan PR-positivitet (Rutteman et al., 1988), resultat som
stdammer dverens med immunohistokemiska analyser av de las Mulas et al. (2005).

PR-uttryck har setts variera mellan olika histologiska subtyper av juvertumarer i flera studier
(Lantinga-van Leeuwen et al., 2000; de las Mulas et al., 2005). Lantinga-van Leeuwen et al.
(2000) sdg att valdifferentierade enkla adenom uppvisade nukledr infargning av alla
epitelceller, medan andra enkla samt komplexa tumorer hade heterogen nukleér inférgning.
Carcinom visade bade negativ infargning fér PR och ibland en annorlunda perinukleér
infargning av epitelceller. I komplexa tumdrer uppvisade ofta spindelceller cytoplasmatisk
infargning (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000).

Isoformer av progesteronreceptorer

PR forekommer i tva isoformer, PR-A och PR-B, hos hund. PR-A har visats uttryckas i hogst
mangd i tva prover fran hundar i metostrus, medan PR-B ocksa aterfanns i prover fran hundar
i anostrus samt fran hundar efter progestinbehandling (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000).
Guil-Luna et al. (2014b) fann med RT-qPCR att PR-A och PR-B aterfanns i alla prover fran
dysplasier, benigna tumérer och carcinom och att PR-A dominerade éver PR-B i carcinom och
komplexa adenom. Med western blot-analys visade ocksa Gracanin et al. (2012a) att protein
fran PR-A dominerade dver PR-B och ett 6kat uttryck av PR-A-protein pavisades i carcinom
jamfért med normal och hyperplastisk juvervavnad (Gracanin et al., 2012a).



Gracanin et al. (2012a; 2012b, 2014) har undersokt de underliggande mekanismerna for
progestininducerade férandringar i juver hos hund. Genom att jamfora aminosyrasekvensen for
PR mellan hund, katt och manniska visades att PR-A saknar BUS-regionen som finns hos PR-
B och som innehaller AF3-sekvensen. Vid jamforelsen med katt och manniska fann de att tva
kéarnreceptorsekvenser (> °LxxLL) och en tryptofan (}*° W) i BUS-regionen hos PR-B var
forandrade hos hund, vilka enligt forskarna i andra studier visat sig vara viktiga for AF3:s
funktion (Gracanin et al., 2012a). Ovriga regioner samt aminosyrasekvensen for PR-A
uppvisade hog Overensstimmelse mellan alla arterna (Gracanin et al., 2012a). Sekvensen for
AF3 jamfordes ocksa mellan olika hunddjur och forskarna fann att mutationerna ar unikt
konserverade inom familjen hunddjur (Gracanin et al., 2012b).

For att ta reda pa om de strukturella forandringarna i hundens PR-B paverkar dess funktion
utfordes en in vitro-studie av cellinjen CNMm som harrér fran en lymfknutemetastas av ett
juvercarcinom hos hund och som normalt inte uttrycker PR. I studien sags aktiverad hund-PR-
B (canine, cPR-B) enbart forédndra uttrycket av 40 gener, medan det vid aktivering av human
PR-B (hPR-B) och en chimér av cPR-A och human BUS (hBUS) sags en forandring av
uttrycket i 518 respektive 693 gener (Gracanin et al., 2014). Alla gener som aktiverades av
cPR-B utgjorde en subgrupp av generna som aktiverades av hPR-B och hBUS. Gemensamma
for de testade PR-B-varianterna var gener for celladhesion, epitel- till mesenkym-
transformation (epithelial-mesenchymal transition, EMT) och angiogenes. Vid inkubering med
progesteron sags ingen effekt hos celler med cPR-B, men en 6kad cellproliferation hos celler
med hPR-B och hBUS. Forskarna menar att detta ar en indikation pa att PR-B saknar biologisk
funktion hos hund (Gracanin et al., 2014).

Lokal produktion av tillvaxthormon

GH frisatts normalt fran hypofysen via en pulserande frisattning (Bhatti et al., 2007). Utover
detta har forskare funnit en lokal produktion av GH i juvervévnad hos hund som kan stimuleras
av exogena och endogena progestiner (Selman et al., 1994b; Mol et al., 1995). Selman et al.
(1994b) visade att detta gav upphov till en dverproduktion av GH i juvret, vilket resulterade i
Okade IGF-koncentrationer samt symptom som liknade akromegali (kopplat till hypersekretion
av GH). Den inducerade GH-produktionen verkar darmed vara biologiskt aktiv och nar den
systemiska cirkulationen (Selman et al., 1994a), samt paverkar den normala GH-pulsen (Bhatti
et al., 2007). Overproduktionen uppvisade autonom karaktir da reaktion vid stimulering med
GHRH respektive clonidine (a-adregen agonist) eller ddmpning av SMS 201-995
(somatostatin analog) uteblev (Selman et al., 1994b).

Tillvaxthormon och juvertumoérer

I normal juvervavnad fann van Garderen et al. (1997) att proliferativa epitelceller i prealveoléra
strukturer uttryckte GH, men i det efterféljande differentierade alveoldra epitelet uppvisades
minskat GH-uttryck. Flera studier har visat pa progestininducerad GH-produktion i
hyperplasier samt benigna och maligna juvertumorer (Feldman et al., 1993; Mol et al., 1995;
van Garderen et al., 1997; Bhatti et al., 2007). Epitelceller fran hyperplasier har med



elektronmikroskopi visats innehalla sekretoriska granula med GH, vilket bekraftar lokal
produktion av GH dven i hyperplastiskt juverepitel (van Garderen et al., 1997).

| bade benigna och maligna tumorer patraffades GH-mRNA framforallt i epitel, men aven i
spindelceller (myoepitelialt ursprung) i ett fatal maligna tumorer (van Garderen et al., 1997).
Tumorers malignitet och nivaer av GH har visats vara positivt korrelerade, och nivaerna var
signifikant (p < 0,01) hogre i maligna tumérer an benigna. Maligna egenskaper som tumérens
tillvaxttakt, storlek, adherens och hudulcerationer sags hos tumoérer med hoga GH-nivaer. Hogst
sags nivaerna vara i de hoggradigt maligna tumortyperna carcinosarkom och solida carcinom
(Queiroga et al., 2008).

Lantinga-van Leeuwen et al. (2000) analyserade hyperplastisk juvervavnad fran en hund och
fann att alla celler som producerade GH uttryckte PR, men att alla celler som uttryckte PR inte
producerade GH. Forskarna menar darfor att PR verkar vara ett krav for progestininducerat
genuttryck av GH, men att PR ensamt inte ar tillrackligt. 1 maligna juvertumorer pavisades
daremot GH-mRNA i prover fran solida carcinom, som samtidigt visade sig vara PR-negativa
(Mol et al., 1995). Koncentrationerna av GH-mRNA fluktuerade dock kraftigt mellan olika
maligna juvercarcinom. Liknande resultat har &ven setts efter progestinbehandling da
signifikant (p < 0,002) hogre GH-genuttryck i juvervavnad sags i samband med signifikant
lagre uttryck av gener for PR (p < 0,01) och GHR (p < 0,03) (Bhatti et al., 2007).

Krol et al. (2009) utforde en in vitro-studie pa tva cellinjer fran hund, CMT-U27 (ursprung fran
ett enkelt carcinom) och CMT-U309 (ursprung fran en spindelcellstumér). CMT-U27 sags i
studien ha hogre proliferativa och antiapoptotiska egenskaper da den visades ha kortare
cellcykel, hogre uttryck av det antiapoptotiska proteinet Bcl-2 och lagre antal celler som
genomgick apoptos, jamfort med CMT-U309. Néar generna for den hoga tillvéxten hos celler
fran CMT-U27 kartlades visades dveruttryckta gener vara inblandade i signaler nedstroms fran
GHR, en signalvag forskarna menar &r associerad med en 6kad cellproliferation via aktivering
av proteiner i STAT-familjen. Signalvagarna for den mer langsamt proliferande CMT-U309
visade sig vara mer beroende av signalvagar for TGF-, neuroregulin 1 och adhesion.

Enligt en studie av van Garderen et al. (2001) i cellinjen CMT-U335 (ursprung fran ett lagt
differentierat osteosarkom) sags administrering av. GH ge en okad dosberoende
tyrosylfosforylering av Stat5A och Stat5B via GHR, vilket forskarna menar visar pa en viktig
roll for GH/GHR-systemet &ven in vivo. | motsats till ovan ndmnda studiers resultat, som tytt
pa en koppling mellan proliferativt epitel och GH-uttryck, sags en mattligt minskad
proliferationshastighet hos CMT-U335-tumorceller vid administrering av GH. Detta ledde till
att forskarna ifragasatte GH-uttryckets betydelse for tumdérprogression. Dock kunde det inte
visas om denna minskade proliferation medieras av JAK/STAT-signalvégen.



Uttryck av tillvéxthormonreceptorn

GH:s effekt i normal och tumoéromvandlad juvervavnad beror pa uttrycket av GHR i vavnaden
(van Garderen et al., 1999). Feldman et al. (1993) pavisade i en studie pa rattor GH:s och GHR:s
direkt stimulerande effekt pa differentiering av juvret. Immunohistokemiska-analyser har visat
diffus immunoreaktivitet for GHR 1 myoepiteliala celler och epitelceller i normala
juvervavnadsprover fran alla stadier av juverutvecklingen (van Garderen et al., 1999). | sen
lutealfas uppvisade icke-sekretoriskt alveolart epitel immunoreaktivitet generellt, medan
sekretoriskt alveolart epitel uppvisade tydligt minskad eller fullstdndig forlust av
immunoreaktivitet for GHR. Detta menar forskarna tyder pa att GHR-uttrycket i alveolart epitel
enbart ar nedreglerat vid fullstandig differentiering.

Tumdéromvandlad benign och malign juvervavnad uppvisade stark immunoreaktivitet for GHR
oberoende av histopatologisk indelning. Carcinom skilde sig dock genom att uppvisa bade
immunopositiva och immunonegativa tumorceller. Medan GH-produktionen visades vara
begrénsad till epitelceller (van Garderen et al., 1997), fann van Garderen et al. (1999) &ven
GHR-uttryck i spindelceller. Resultaten menar forskarna indikerar bade autokrin och parakrin
funktion av GH lokalt i juvret.

For molekylar karaktérisering av GH-receptorn sekvenserades mRNA fran juvervavnad och
van Garderen et al. (1999) fann da bade mRNA av hela GHR-genen, men &ven fyra andra GHR-
MRNA med alternativ splicning. Dessa mMRNA hade forlorat delar av eller hela exon 6-9 vilket
gav upphov till foérandringar i lasramen och introduktion av stoppkodon. Forskarna menar att
dessa trunkerade GHR kan fungera som GH-bindande proteiner (GHBP) da de forlorat den
transmembranbindande och cytoplasmatiska delen av receptorn och darmed inte kan binda till
cellmembranet. | normal juvervavnad uppmattes en lag forekomst av mRNA med alternativ
splicning, medan det inte kunde detekteras i de flesta maligna juvertumérerna. Daremot fann
de uttryck av bade hela GHR och tre alternativa transkript i osteosarkomcellinjen CMT-U335
(van Garderen et al., 1999).

Insulinliknande tillvaxtfaktor och juvertumaorer

GH kan ha direkta effekter pa perifer vavnad, men framst styrs de tillvaxtbeframjande
effekterna av GH via IGF (Selman et al., 1994b). IGF-I produceras vanligtvis i levern eller i
perifer vdvnad och progestininducerad produktion av lokalt GH i juvervdvnad menar Mol et al.
(1996) kan leda till lokal produktion av IGF-I. Detta styrks av tva andra studier som fann att
IGF-1 i plasma Gkar under en langre tid efter progestinbehandling och att nivaerna av GH och
IGF-1 ar positivt korrelerade (Selman et al., 1994b; Bhatti et al., 2007). | en studie i
juvertumorcellinjen CMT-U335 fann forskare en okning av antalet celler pd 140 % vid
inkubering med IGF-I, vilket visar pa att IGF-1 har en mitogen aktivitet (Oosterlaken-
Dijksterhuis et al., 1999).
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Queiroga et al. (2008) visade att IGF-I-nivaer var positivt korrelerade med malignitet och
medelkoncentrationen var signifikant (p < 0,05) hogre i maligna tumorer an i benigna.
Koncentrationsskillnaden mellan normal juvervdvnad och benigna tumdrer var dock inte
signifikant (p < 0,05). De tumortyper med hogst IGF-I-nivaer var carcinosarkom och solida
carcinom och egenskaper som tillvéaxttakt, tumérstorlek, adherenser och hudulcerationer fanns
vara positivt korrelerade med IGF-I-nivaer i maligna tumorer.

Uttryck av IGF-receptorn

Fa studier har hittills utforts pa uttrycket av IGF-IR i juvertumorer hos hund, men Dolka et al.
(2011) visade att 67 % av tumérerna uttryckte IGF-IR i cancerceller. Hogre uttryck av IGF-IR
sags ocksa vid hogre malignitet, sdsom i solida och enkla carcinom, och ¢kat uttryck sags i
carcinom med hogt PR-uttryck. IGF-IR var &ven positivt korrelerat till uttryck av de apoptotiska
proteinerna p53 och Bax (Dolka et al., 2011).

Lokalt syntetiserade IGF-bindande proteiner (IGFBP) har visats kunna reglera den
tillvaxtstimulerande effekten av IGF-I (Mol et al., 1996). Fordelningen av IGFBP:s
analyserades i cellinjen CMT-U335 och mRNA for IGFBP-4 och IGFBP-5 pavisades da med
northern blotting och férekomst av IGFBP-2 och IGFBP-6 pavisades med western
immunoblotting (Oosterlaken-Dijksterhuis et al., 1999).

DISKUSSION

Fragestallningarna for litteraturstudien var hur progesteron, GH, IGF och deras receptorer
paverkar utvecklingen av juvertumadrer hos hund, samt om skillnader finns i uttryck mellan
normal juvervdvnad, benigna respektive maligna tumorer. Litteraturstudien tacker inte
detaljerade skillnader mellan olika juvertumdrtyper. Dock kan det konstateras att flera studier
har innefattat en hdg andel carcinom och méanga av de resultat som presenteras har ar darfor
baserade pa tumorer av epitelialt ursprung. Detta &r viktigt att poangtera eftersom viss skillnad
har kunnat urskénjas i hormon- och receptoruttryck mellan celler av mesenkymalt och epitelialt
ursprung, framforallt i PR-uttryck (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000; Gracanin et al., 2012a).

Studier har visat att progestinbehandling ger en nagot hogre risk att utveckla benigna
juvertumorer, men ingen stark koppling till maligna tumdrer har kunnat visas dven om maligna
tumorer har setts efter behandling i vissa fall (Misdorp, 1988; Mol et al., 1995; Selman et al.,
1995). Progestiner har dock visats kunna inducera lokal éverproduktion av GH i juvret som har
en autonom karaktdr da den inte kan stimuleras eller dampas av varken GHRH eller
somatostatin-analoger (Selman et al., 1994b). GH kan ha direkta effekter, men styr framst
tillvaxtbeframjande effekter via induktion av IGF (Selman et al., 1994b) och bade GH och IGF-
I associeras i hogre nivaer med juvertumaorer av hogre malignitetsgrad (Queiroga et al., 2008).
Resultaten visar pa en lokal progesteron-GH-1GF-axel i juvret med hogre induktion av GH samt
IGF-1 i maligna juvertumorer. Dessa skapar en tillvéxtbeframjande miljé som sedan inte kan
hdammas, vilket tyder pa att ett oberoende av den normala hormonregleringen utvecklas.
Progestiners bidragande roll i utvecklingen av juvertumorer hos hund visar pa dess mitogena
effekt via GH och IGF-I, men inte pa att progestiner direkt ar mutagena. Forskare havdar att
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proliferativa celler &r kansliga for mutagener och genom att skapa en proliferativ miljo i juvret
kan progestiner darmed bidra till tumoérutvecklingen (van Garderen et al., 1997). Varje
celldelning kan betraktas som en risk for att mutationer ska uppsta och i en miljé med hogt antal
celldelningar kan mutationer som leder till cancer lattare ackumuleras i cellerna.

Uttrycket av receptorer i juvertumdorer verkar bero pa hur langt gangen sjukdomen &r enligt
resultaten fran studierna som sammanfattats i litteraturéversikten. En hypotes som tidigt lades
fram av Cikes (1978) ar hur cancerceller kan undga de tillvaxtreglerande signalerna via ett dkat
uttryck av receptorer, och pa sa satt paverkas starkare aven da koncentrationen cirkulerande
hormon &r lag. Studien av Rutterman et al. (1988) visade just ett signifikant hogre uttryck av
PR i benigna tumérer &n i normalvavnad, hogst i de benigna tumoérer som utvecklades till
maligna. | ett tidigt skede verkar alltsd benigna tumdrer vara beroende av progesteron for
tillvaxt. Dock forlorades genuttrycket av PR i de mest maligna tumorerna och metastaser sags
séllan uttrycka PR (Rutteman et al., 1988; Lantinga-van Leeuwen et al., 2000; de las Mulas et
al., 2005; Guil-Luna et al., 2014b). Detta indikerar att i malign tuméromvandling hos hund sker
en vaxling till ett oberoende av hormoner (Rutteman et al., 1988).

Okad produktion av hormoner, tillvaxtfaktorer och deras receptorer i tumdrerna kan i sin tur
vara en mojlighet for att undkomma hormonberoendet, vilket flera studier ocksa har visat
forekommer i juvertumdrer. Lantinga-van Leeuwen et al. (2000) menade att uttryck av PR i
normal juvervévnad &r ett krav for progestininducerat uttryck av GH. Mol et al. (1995) visade
dock att detta inte var fallet for maligna carcinom eftersom celler som pavisades innehalla GH-
mRNA var PR-negativa. Detta anser jag tyder pa att GH-genen uttrycks progestinoberoende
efter malign transformering av juvervévnaden, dven om det fanns variation mellan olika
carcinom. Den normala nedregleringen av GHR i differentierat sekretoriskt epitel verkar inte
heller ske vid tuméromvandling da bade benigna och maligna tumorer uppvisade stark
infargning for GHR (van Garderen et al., 1999). GH-produktion visades vara begransad till
epitelceller (van Garderen et al., 1997), men van Garderen et al. (1999) fann dven GHR-uttryck
i mesenkymala spindelceller i tumorer. Detta indikerar enligt forskarna bade en autokrin och en
parakrin funktion av GH och GHR lokalt i juvret.

Varierande resultat har setts i flera studier och forskare har exempelvis funnit bade PR-positiva
och PR-negativa carcinom (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000; de las Mulas et al., 2005).
Dessa skillnader i resultat menar jag delvis beror pa att olika metoder anvénts. Lantinga et al.
(2000) och de las Mulas et al. (2005) analyserade specifik PR-infargning av celler med
immunohistokemi medan Rutterman et al. (1988) matte koncentrationen av cytosoliskt protein
i homogeniserad vavnad. Den senare metoden ar ett kvantitativt battre matt, men de papekar i
sin studie att normala epitelceller kan finnas insprangda i vissa tumdrer och darmed vara en
orsak till bias. Genom att rapportera de tumdrer som histologiskt pavisats innehalla normala
celler separat bor de dock ha undvikit storre felaktigheter. Ytterligare orsaker till skillnader i
resultat kan vara att sma studiepopulationer anvants eftersom avvikande resultat da far stora
konsekvenser. | studien av Rutterman et al. (1988) ar antalet prover inom vissa grupper lagt,
exempelvis analyserades bara 6 metastaser och det star inte redovisat vilka tumorer
metastaserna kommer ifran, vilket gor det osékert att dra generella slutsatser. Hela studien
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inkluderar dock ett stort antal prover, 6ver 130, och flera olika histologiska typer av tumorer. |
studien av Lantinga-van Leeuwen et al. (2000) &r antalet prover lagt inom vissa grupper och
det framgar inte tydligt hur manga prover som ingatt i studien, vilket jag anser &r en brist dven
om de redovisar vart de fatt proverna ifran och vad for typ av vavnad det ar.

Uttrycket av PR-A har i nya studier visats dominera dver PR-B i carcinom och var ocksa hogre
jamfdrt med normal vavnad (Gracanin et al., 2012a; Guil-Luna et al., 2014b). Studier har dven
visat att hundens PR-B har en lagre transaktiveringsfunktion pa malgener 4n méanniskans PR-
B, vilket kopplats till mutationer i AF3-domanen (Gracanin et al., 2012b, 2014). Vid inkubering
med progesteron sags hos celler fran cellinjen CNMm med human PR-B en 6kad proliferation,
medan det inte sags alls hos celler med hundens PR-B (Gracanin et al., 2014). Detta anser
forskarna tyder pa att PR-B saknar biologisk funktion hos hund. De visar dven att mutationerna
ar unikt konserverade inom familjen hunddjur och jag anser att detta bor studeras vidare for att
ta reda pd om det &r en av orsakerna till den hoga férekomsten av juvertumarer hos hund.

En annan aspekt som ar viktig att ta hansyn till ar lokalisationen av PR-A respektive PR-B som
diskuteras skilja sig at. PR-A har pavisats framst i karnan, medan PR-B har narvaro i bade
karnan och i cytoplasman, och resultat indikerar att PR-B kan interagera med ER och
signalvdgarna for c-Src, Ras och MAP-kinas i cytoplasman (Ballaré et al., 2003). Gracanin et
al. (2014) har utfort sina studier i en cellinje som inte uttrycker ER, vilket andra forskare har
visat behdvs for cytoplasmatisk aktivering av PR-B. Déarfor kan inte en funktionell
cytoplasmatisk roll for PR-B uteslutas och jag anser att denna mojlighet for signalering via PR-
B behover utredas mer for att kunna bevisa att den helt saknar funktion hos hund. Forskarna till
studien varnar ocksa sjalva att deras testsystem i cellinjen kan vara artificiellt. Heterodimerer
av PR-A och PR-B har dven visats kunna bildas (Mulac-Jericevic & Conneely, 2004) vilket jag
tanker kan leda till ytterligare mojligheter for PR att paverka signalvagar i cellen. Darfor hade
det varit intressant att studera heterodimerer av PR-isoformerna i juvervévnaden hos hund.

Resultaten kring det varierande uttrycket av PR i juvervavnad och tumdrer tillsammans med de
nya resultaten att PR-A och PR-B har bade gemensamma, men ocksa skild paverkan pa
transkription av gener (Gracanin et al., 2014) vilket jag anser visar pa vikten av att analysera
uttrycket av bade PR-A och PR-B i juvervavnaden och inte enbart totalt PR innehall. Studier
av totalt PR-uttryck som presenterats visar ocksa varierande nukledr och cytoplasmatisk
infargning av celler och detta skulle kunna spegla de olika isoformernas uttryck, men eftersom
de inte sérskiljs i dessa studier kan den aspekten inte analyseras. Forskning har dven visat att
isoformernas uttryck kan variera mellan olika juvertumdortyper och malignitetsgrad och darmed
eventuellt paverka tumorutvecklingen i olika grad.

Forskare verkar oense om huruvida GH/GHR-systemet inducerar proliferation och
differentiering eller enbart differentiering, som kan ha en skyddande effekt mot
tumorutveckling. Normal juvervavnad uttrycker GH i proliferativt epitel, men har ett minskat
uttryck av GH i differentierad vavnad (van Garderen et al., 1997), vilket jag tolkar som ett
tecken pa att GH normalt kan ha en roll i proliferation och differentiering. Overuttryck av
nedstroms signalvagar for GHR visades i carcinomcellinjen CMT-U27 och forskarna anser att
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detta dr associerat med okad cellproliferation via Stat-proteiner (Krol et al., 2009). Den mer
langsamt prolifererande spindelcellstumorcellinjen CMT-U309 hade inte ett dveruttryck av
GH-genen. | en studie i osteosarkomcellinjen CMT-U335 sags dock en mattligt minskad
proliferationshastighet vid inkubation med GH som forskarna menar kan tyda pa att GH snarare
inducerar differentiering i denna cellinje (van Garderen et al., 2001). Tidigare redovisade
resultat har visat ett hdgre uttryck av GH i epitelceller och carcinom (van Garderen et al., 1997;
Queiroga et al., 2008) och jag anser att detta kan tyda pa att olika celltyper reagerar olika pa
GH och att olika mutationer kan ligga bakom utvecklingen av juvertumorer. Jag anser darfor
att det &r viktigt att se till vilken typ av cellinje som anvénts i studier och dess egenskaper for
att kunna dra relevanta slutsatser.

Forskare spekulerar i att det uteblivna uttrycket av GHBP:s som visats i juvertumarer in vivo
kan leda till 6kad signalering av de intakta GH-receptorerna jamfort med normal juvervavnad
(Mol et al., 1999; van Garderen et al., 1999; van Garderen & Schalken, 2002). Detta eftersom
GH da inte binds upp av GHBP:s och darmed finns hogre koncentrationer av fritt GH som kan
binda till GHR. Resultaten fran osteosarkomcellinjen CMT-U335 visar dock att denna tumdortyp
uttrycker tre olika GHBP:s (van Garderen et al., 1999) och jag spekulerar darfor i att olika
uttryck av GHBP:s dven skulle kunna vara en orsak till skillnaderna i GH:s proliferativa effekt
funna mellan olika tumortyper. IGFBP:s som funnits i cellinjen CMT-U335 (Oosterlaken-
Dijksterhuis et al., 1999) tros ocksa vara viktiga modifierare av IGF-I:s tillvaxtstimulerande
effekter. Olika varianter av IGFBP verkar ocksa ha olika funktioner, vilket visar pa att det finns
annu fler regleringsnivaer som kan spela in i tumérutvecklingen (Mol et al., 1996, 1999).

IGF-1 och dess receptor &r starkt kopplat till proliferation och GH har visats inducera IGF-I
(Selman et al., 1994b; Oosterlaken-Dijksterhuis et al., 1999). Jag anser att det ar troligt att
induktionen av IGF-I sker genom att GH binder in till GHR vilket aktiverar Jak/Stat-
signalvdgen som i sin tur aktiverar IGF-I-genen i cellkérnan. De varierande resultaten kring
GH:s proliferativa paverkan skulle darfor kunna bero pa skillnader i uttryck av IGF-IR i
juvertumdrer av olika ursprung, vilket &r ett omrade som annu inte undersokts utforligt hos
hund. IGF-IR har dock setts uttryckas i hdgre méangd vid hogre malignitet (Dolka et al., 2011).
Svaret pa hur detta 6kade uttryck sker har inte kunnat pavisas. De flesta forskare verkar utga
ifran GH:s proliferativa effekt och den uppenbara kopplingen mellan GH och GHR-uttryck i
maligna tumorer samt kopplingen till IGF-1 och det 6kade uttrycket av IGF-IR styrker dess roll
i tumorutvecklingen. Trots det anser jag att de skilda resultaten visar pa vikten av att ytterligare
undersoka de signalvagar som GH aktiverar for att bekréfta detta.

IGF-IR-uttryck har visats vara positivt korrelerat till uttryck av de apoptotiska proteinerna p53
och Bax (Dolka et al., 2011). Forskarna menar att det 6kade IGF-IR-uttrycket i maligna tumérer
kan vara forknippat med mutationer i p53-genen, som ar en viktig tumdrsuppressorgen, se Figur
2. Via sadana mutationer kan p53 ha forlorat sin funktion vilket leder till minskade
proapoptotiska signaler for tumorcellerna som da kan Gverleva och fortsatta dela sig. | studien
gjordes ingen analys av om en mutation i p53-genen forelag och darfor ar det svart att uttala sig
om det verkligen &r sa, men eftersom mutationer i p53 ar vanligt i manga cancerformer anser
jag att scenariot inte &r helt otroligt.
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De intracelluldra signalvégarna for de olika receptorerna, se Figur 2, visar att GHR och IGF-IR
ar kopplade till cellproliferation, differentiering och dverlevnad. Bada receptorerna kan aktivera
MAP-kinaskaskaden och &ven PR diskuteras kunna aktivera MAP-kinas i cytoplasman (Ballaré
et al., 2003). De komplexa natverken av signalvagar interagerar och kan bade stimulera och
inhibera varandra, men kopplingar mellan signalvégarna har inte i detalj kunnat utredas hér.
Mutationer i hundens PR-B &r intressant ny kunskap och fler mutationer som ligger till grund
for forandringar i signalvagarna finns troligtvis ocksd. Kéanda proto-onkogener och
tumarsuppressorgener finns i de signalvagar som tagits upp sasom p53, c-Src och Ras och
mutationer i dessa ar kopplat till ohdmmad tillvaxt och tumérutveckling. Forskning pagar for
att forsta de komplexa sambanden och de storningar i funktion och uttryck av hormoner,
receptorer och faktorer i signalvdgarna som kan skapa den obalans som orsakar
tumorutvecklingen i juvret.

Sammantaget anser jag att progesteron-GH-1GF-axeln verkar ha en stimulerande paverkan pa
juvertillvaxten och att det finns en skillnad i uttryck av hormoner och receptorer i
tumoromvandlad vévnad. Progestininducerad 6kad produktion av GH inducerar i sin tur hdga
nivaer av IGF-I i benigna tumorer. | dessa har ocksa ett okat uttryck av PR visats, medan
maligna tumorer verkar ha forlorat PR-uttrycket. Maligna tumdrer av hdgre grad har dessutom
ett 6kat uttryck av GH och IGF-1 samt GHR och IGF-IR, vilket jag anser tyder pa att GH-genen
blir progestinoberoende vid malign tuméromvandling. Juvertillvéxten stannar darmed inte av
och involueras utan véxer oberoende av det hormonella regleringssystemet. Detta sker troligt
via en parakrin och autokrin produktion i tumorcellerna av GH och IGF-1, vilka binder till GHR
och IGF-IR. Jag anser att de motstridiga resultaten kring GH/GHR-systemets proliferativa
effekt i olika juvertumdrtyper tyder pa att det kravs ytterligare forskning kring kopplingen
mellan olika signalvagar, hormoner och receptorer inblandade i utvecklingen av juvertumoérer.
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