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Sekil 4.15. Timoral kitle icinde artmigs EpCAM reaksiyonu, (oklar) 25
Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=500um.

Sekil 4.16. EpCAM’ in tiim&r hiicresindeki ekspresyonu (oklar), Streptavidin 26

biotin peroksidaz metot, Bar=100um.
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Sekil 4.19.
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Bir bagska ENA olgusunda tiiméral hiicrelerde artmig VEGF
immunoreaksiyonu (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metot,

Bar=100pm
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Tablo numarasi ve bashgi Sayfa

Table 3.1 Kullanilan antikorlar, sulandirma oranlar1 ve 14

hiicresel yerlesimleri



SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZINi

£ oran

% yiizde

pm mikrometre

ABC Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks
AFIP Armed Forces Institute of Pathology
DAB 3.3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
DNA Deoksiribo Niikleik Asit

ENA Enzootik Intranazal Adenokarsinom
ENTV Enzootic Nasal Tumor Virus
EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule
GF Growth Factor

HIF Hipoksi Indiikleyen Faktorler

JSRV Jaagsiekte Sheep Retro Virus

kDa Kilodalton

KHDAK Kiigiik Hiicre Dig1 Akciger Kanseri
PIGF Plasental Biiyltime Faktorii

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VPF Vaskiiler Permeabilite Faktorii

PCR Polimerase Chain Reaction

RNA Riboniikleik Asit

mRNA Messenger Riboniikleik Asit

ENA Enzootik Intranazal Adenokarsinom
H20; Hidrojen peroksit

HE Hematoksilen Eozin

HC Immunohistokimya

PBS Fosfat tamponlu soliisyonu

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
flk-1 Fetal Liver Kinase-1

‘e Santigrad dercce

pH Asit ve alkali yoZunlugunun gostergesi
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OZET

Bu c¢aligmada, vascular endothelial growth factor (VEGF) ve epithelial cell adhesion
molecule’in (EpCAM) enzootik intranazal adenokarsinomlarda ekspresyonlarinin incelenmesi
amactyla daha 6nce enzootik intranazal adenokarsinom teshisi konmus olan 25 adet keg¢i nasal
tiim&r dokusu materyal olarak kullanildi. Bu dokulara avidin-biotin peroksidaz kompleks metot
uygulanarak VEGF, EpCAM immunoreaksiyonlar1 karsilagtirtlmali olarak incelendi ve
sonuglar semikantitatif olarak degerlendirildi. Immunohistokimyasal olarak ENA’y1 olusturan
hiicrelerde VEGF ve EpCAM aktivitesinde artig sekillendigi gézlendi. Bu sonug, VEGF ve
EpCAM’in ENA patojenezinde rol oynadigmi gésterdi.

Anahtar kelimeler: enzootik intranazal adenokarsinom, immunohistokimya, VEGF, EpCAM.
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ABSTRACT

In this research, 25 enzootic intranasal adenocarcinoma tumors tissue which were previously
diagnosed were used as material in order to determine VEGF and EpCAM expressions in
enzootic intranasal adenocarcinomas. The routine avidin-biotin peroxidase complex method
was used for the detection of VEGF and EpCAM, in these tissues. The results were analyzed
comparatively and evaluated semiquantitatively. Immunohistochemically, increase in VEGF
and EpCAM expression in ENA. This result showed that VEGF and EpCAM have a role in
pathogenesis of ENA.

Key words: enzootic intranasal adenocarcinomas, immunohistochemistry, VEGF, EpCAM.



1. GIRIS

Tiimor, organizmaya ait hiicrelerden herhangi birinin otonomi kazanmasi
sonucunda bireyin kontrol mekanizmalarinin etkisinden ¢ikip sonsuz g¢ogalarak
olusturdugu, gelismesi komsu normal dokulara gore daha hizli, inkoordine ve
neden ortadan kalktiktan sonra bile biiylimesini siirdiirebilen yeni doku (neoplazi)
olusumudur. Bu dokular biyolojik davramglarina gére benign (iyi huylu) veya
malign (koétii huylu) karakterli olarak iizere iki grupta smniflandirilir ve ‘kanser’
terimi malign neoplazmlar i¢in kullanilir (34, 68).

Benign neoplaziler, bulundugu organ iginde biiyliyen, metastaz yetenegi
olmayan, genellikle sinirli tiremelerdir. Bunlar gogunlukla konak¢inin sagligina
zararsizdirlar ancak bazen negatif etkileri gézlenebilir. Malign tiimorlerden en tipik
farki benign timorlerin etrafinin genellikle fibréz bir kapsiille ¢evrili olmasidir.
Malign neoplaziler ise hizla gogalabilir ve metastaz yapabilirler, ayrica ¢evre
dokulara invazyonlan siktir. Tiimérler hiicre tipi ve biyolojik davranislarina gore
isimlendirilirler. Kanser, hiicre proliferasyonunu diizenleyen genlerdeki degigimler
veya malfonksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Tiimorogenezis, lethal olmayan
hiicresel DNA hatalar1 ya da degisikliklerinin sonucu olusan ¢ok asamali bir
siiregtir (101, 68). Hiicresel genom hasarlari tiimorlerin ortak olusum sebebidir ve
bu hasarlarin baglica nedenleri arasinda radyasyon, viriisler ve ¢esitli kimyasal
maddeler ile canli etkenler sayilabilir. Kanserler genellikle bu faktdrlerden
kaynaklanan hiicre mutasyonlarin kiimiilasyonu soﬁucunda olusur (67). Mortalite
sebebi olgularin biiyilk bir kisminda primer timdr degil, metastazlardir.
Karsinogenez, tiimoér olusumu ve metastazlari da igeren doért baslikla

basamaklandirilmis olup ve Darwinci siireci olarak tanimlanir.



Bu basamaklar sirasiyla sunlardir.

1. Primer tiimér olusumu ve biiyiimesi: Primer tiimér olusumunda kontrollii

hiicre 6liimii olan apoptozis baskilanarak mitotik hiicreler anormal olarak boliiniir
ve tiimér olusumuna sebep olan mekanizmalarin gekillenmesine neden olur. Primer
tiimor referans bir biiylikliige ulastiginda mutasyona ugrayan hiicrelerin béliinme
hiz1 daha da artar, bu sebeple besin ve oksijen gereksinimi artar. Artmis olan bu
gercksinim  sonucu  hipoksi indikkleyen faktorler (HIF) ile tetiklenen
neovaskiilarizasyon olayr baslar. HIF’ler bliyiime faktorii (GF) ekspresyonuyla
vaskiiler endoteliyal biiylime faktérii (VEGF), anjiopoetin 1 ve 2’ nin sentezini

uyarir (15, 79).

2. Epitel-mezenkimal transformasyon ve_intravazasyon: HIF’in aktivasyonu,
artan anjiogenin ekspresyonu ve pleiotropik etkilesimlerin sonucunda E-kaderin’ in
ekspresyonunda azalmaya sebep olur. E-kaderin’ in azaltilmis ekspresyonu sonucu
ise hiicre-hiicre adezyonu azalir ve bu durum tiimor hiicresinin hareket kabiliyetinin
artmasi olarak yorumlanabilir (79, 54). Bu siire¢ intravazasyon olarak adlandirilir
ve kanserli hiicrelerin lokalizasyonuna veya metastazinin baslamasina sebep olur
(80).

3.Hematojen yayilma: Kanserli hiicreler dolasima katildiginda anoikis

olarak adlandirilan anormal hiicre-matriks etkilesimine neden olur. Kanser
hiicrelerinin dolagimdayken ¢ogalmadiklar diigtiniiliir ve normal hiicrelerden farkh
boyut ve adezyon &zelliklerine bagl olarak kapillar bélgelerde durdurulmalarina
kadar dolasimda sirkiile olduklar1 sanilmaktadir. Hematojen yayilma, sekonder
tiimér hiicrelerinin  sirkiile oldugu lenf damarlarmmn bagli oldugu lenf

diigtimlerinden bagimsiz olarak olusur.



4.Ekstravazasvon ve sekonder tiimér olusumu: Kapillar bolgede tutulan

timorlii hiicreler endotel tabakasma tutunarak interstisyum, interselliiler bogluk ve
paransimi geger ve hedef doku veya organa ulasir (48, 51). Ardindan bu kanserli
hiicreler mezenkimal-epitelyal degisime ugrayarak fenotipik yapilarini degistirler
(50).

Kanser hem begeri hekimlik hem de veteriner hekimlikte giiniimiizde de
Onemini koruyan bir arastirma konusudur. Kanser konusundaki ¢alisma ve projeler
en fazla desteklenen ve ilgi ¢ekenler arasindadir.

Kanser ile iliskilendirilen viral etkenler, onkogenez mekanizmalar1 ile
hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde biiylimesine neden olmaktadir. Kansere
neden olan viruslar, DNA ve RNA viruslar1 arasinda yer almakta olup, biitiin RNA
tiimdr viruslar, retrovirus familyasinda yer almaktadir (90).

Reptiller ve maymunlarda dahil olmak {izere birgok omurgali hayvanda
olusan tiimorler viral etiyolojilidir. Bazi insan kanserlerinin etiyolojisinde de
spesifik viriisler yer alir. Tiimdr olusumuna sebep olan viriislerin neden oldugu
neoplastik transformasyonu agiklayip anlayabilmek i¢in hiicre kiiltiir sistemleri
geligtirilmis  olup transformasyona wugramis hiicreler genellikle morfolojik
farkliliklar1 ve biiyiime gereksinimleri incelenerek normal hiicrelerden kolaylikla
ayirt edilebilmektedir. Normal bir doku kiiltiirii hiicresi, timor viriisii tarafindan
transformasyona ugratildiginda gozlenen ortak ozelliklerin bazilari su sekilde

siralanabilir:

1.Plazma zariyla ilgili degisiklikler
a) Metabolit taginiminda artma

b) Hiicre dig1 proteolizisi arttiran plazminojen aktivatér miktarinin artmasi



c¢) Plazma zarindaki morfolojik degisiklikler
2.Yapigma degisiklikleri
a)Yiizeylere adezyon oOzelliklerinin azalmasi ve bu sebeple yuvarlak bir
yapiya doniismesi
b) Aktin filamentlerinin genis ve biiyilk baglanti organizasyonu
yapamamast
¢) Hiicre dis1 fibrinonektin deposunda azalma
3.Biiylime ve béliinme anormallikleri
a) Alisilmamig seviyede yiiksek hiicre dansitesi i¢in bilyiime artig
b) Serum growth faktorlerine gereksinimlerinin azalmasi
¢) Kat1 yiizeylere baglanma gereksiniminin azalmasi
d) Duyarli hayvanlara enjekte edildiginde tiimorogenezi baslatmalari (10).
Viriislerin hiicre biiyiime ve béliinmesini iki farkli mekanizma ile kontrol
ettigi bilinmektedir. Bunlardan ilki viral DNA’nin konak¢r genomundaki hiicresel
genlere penetre olarak genlerin yap1 ve ekspresyonlarinda degisime sebep
olmasidir, Digeri ise cogu tiimér viriislerinde oldugu gibi normal konakei
hiicresinin neoplastik transformasyonundan sorumlu olan bir ya da daha fazla
onkogen tagimasidir (43).
Simdiye kadar tanimlanmis olan Retroviriis onkogenlerinin yarisinin protein
kinaz aktivitesine sahip olduklar1 kanitlanmigtir. Onkogenler ya aktivite diizeylerini
arttirarak ya da gen iriinlerinin fonksiyonlarim degistirerek hiicrelerde genetik

hasarlarin olugmasina neden olurlar (7).

Kanserin biyokimyasal belirtecleri; cesitli metabolitlerin yani sira DNA,

mRNA ve bazi protein yapilar1 olabilirler. Ayrica apoptozis, anjiogenezis ve



proliferasyon da kanserde biyobelirtecler olarak kullanilabilir. Bu belirtecler
timoriin  kendisi veya diger dokular tarafindan sentezlenebilir. Belirtecler
organizmanin sivilarinda, doku veya hiicre dizilerinin i¢cinde bulunabilir. Klinik
olarak bu belirteglerin kullanim amaglar1 olduk¢a ¢esitlidir ve asagidaki sekilde
siralanabilir:

1. Kanserin siniflandiriimasi

2. Tiimo6riin biiylikligtiniin anlagilmasi

3.Semptomatik hastalarin teshislerindeki varyasyon durumlarinda

4.Tedaviye verilen yanitin analizinde

5.Hastaliginin niiksiiniin tayin edilmesinde

6.Hastaligin ilerlemesinde prognoz indikatorii olarak

7.Genel popiilasyonun tahmin edilmesinde

Timor belirtegleri hormon, enzim, glikoprotein, onkofetal antijen,
monoklonal immiinoglobulin, reseptor, onkogen, plasental protein, karbonhidrat ve
supresor gen yapilarinda olabilirler. Tiim bunlarin yaninda mikro diizeydeki
siralanma degisimler de belirteg gérevi listlenebilir (58).

Enzootik intranazal adenokarsinom (ENA) diinyada hemen hemen her
iilkede kiigiik ruminantlarda goriilen kronik, bulasici ve tiimoral bir hastahiktir.
Burunda etmoidal mukoza bezlerinden kdken alir ve burun boslugunu doldurur.
Klinik olarak solunum giicliigii, gdz-burun akintisi ve ileri vakalarda burun
kemiklerinde perforasyonlarla karakterize olur. Entansif koyun-kegi yetistirilen
bolgelerde 6nemli ekonomik kayiplara yol agan bir hastaliktir. Ilk olarak 1953’te
Cohrs tarafindan rapor edildikten sonra Avusturya, Yeni Zelanda ve Biiylik

Britanya digindaki koyun yetistiriciliginin yapildig: tim iilkelerde goriilmistiir (25,



87). Hastalik genellikle siirilye enfekte hayvanlarin sokulmasiyla bulasir. Enfekte
siiriilerde hastaligin prevalans: gogunlukla %0.5-2 civarindadir ancak %15’lere
kadar yiikselebilecegi de bildirilmistir (87). Canli hayvanlarda tan1 nazal kavitenin
kaudal kismindaki neoplazilerin fiberoptik endoskopi ile veya x-ray muayenesinde
gosterilmesiyle konulabilir (73). Heniiz ENA’nin klinik teshisi i¢in uygun bir
laboratuvar testi bulunamamistir (13). Teshisi dogrulamanin en kolay ve giivenilir
yolu &lii veya otenazi edilen bir hayvanin nekropsisi ve histopatolojik incelemesidir
(22).

Bu ¢alismada, koyun ve kegilerde dogal olarak sekillenmis enzootik
intranazal adenokarsinomlarda immunohistokimyasal olarak VEGF ve EpCAM
ekspresyonlarinin incelenmesi ve bu belirteglerin tiimoriin patogenezindeki roliiniin

arastirilmasi amaglanmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Hayvanlarda Burun Boslugu Morfolojisi

Solunum sisteminin yiize ait bsliimiinii olusturan burun boslugu yiiziin 6n
biilimiinde bulunan ve septum nasi ile ikiye ayrilan bir bosluktur. Boslugun 6n
kisminda nares adi verilen burun delikleri arkada konha nasalis’e agilir (33, 36, 37).
Konha nasalis burun boslugu lateralindeki lamina basalisten orijin alan kivrimli
kemiklerinin iizerinin burun mukozasi tarafindan ortiilmesi ile sekillenir (6, 36, 72).

Uzerindeki mukoza solunum havasini temizler, nemlendirir ve isitir (37). Konhalar



yukaridan agagiya dogru sirasiyla konha nasalis dorsalis, konha nasalis media ve
konha nasalis ventralis olmak {izere 3 tanedir ( 3, 33, 36, 76).

Konhalar solunan hava i¢inde bulunan ve akcigerlere zararli olabilecek
maddelerin alveollere ulagsmasim engeller. Bu nedenle normal g¢alisan bir burun
boslugu solunum sistemi enfeksiyonlarinin olugsmasinda en onemli bariyerleri

olusturur (21).

2.2. Enzootik intranazal Adenokarsinom

Enzootik nazal adenokarsinom (ENA), koyun ve kecilerin nazal
kavitelerindeki etmoidal mukozanin neoplastik iiremesi ile karakterize bulasic1 ve
viral bir hastaliktir, ENA, koyun pulmoner adenomatozis virusu ile yakin iligkili bir
retrovirus tarafindan olusturulur (89). Hastaliga, genetik olarak koyun Jaagsiekte
hastalig1 virusu (JSRV) ile ¢ok yakin benzerligi olan betraretrovirus grubundan
enzootik nazal tiimér virusu (ENTV) sebep olur (19). Virus benzeri partikiiller
neoplastik dokudan ilk kez Yonechi ve arkadaslar tarafindan 1978 yilinda
hastaligin ilk rapor edilisinden ve viral etiyolojili oldugu hipotezinin {izerinden
yillar gegtikten sonra gosterilebilmistir (19, 84). ENTV’nin, koyunlarda enfeksiyon
olusturan ENTV-1 ve kegilerde enfeksiyon olusturan ENTV-2 olmak iizere 2 alt
tipi bulunmaktadir (19, 74). ENTV’nin tam sekansi belirlenmistir ve bu sekans
datasia gore tip B ve D retrovirus olarak siniflandirilmustir (19, 20). Tiimérler,
genel olarak hiicre proliferasyonunu diizenleyen genlerdeki bozukluklar nedeniyle
olusmaktadir. Onkojenik retroviruslar, hiicre proliferasyonunu uyaran onkogenlere
sahiptirler (101). Retroviruslarda, 30°dan fazla onkogen tamimlanmistir (97). Biitiin

onkojenik RNA viruslari, retrovirus familyasina dahildir (45).



ENA diinyada hemen hemen her iilkede goriilen bir hastaliktir. Ilk olarak
1953°te Cohrs tarafindan rapor edildikten sonra Avusturya, Yeni Zelanda ve Biiylik
Britanya digindaki koyun yetistiriciliginin yapildig: tiim tlkelerde goriilmiistiir (25,
87).

Hastalik horizontal olarak ve genellikle solunum yoluyla bulasir. ENA,
deneysel olarak koyunlarda neoplastik doku homojenatlarinin intranazal ve
intrasinuzoidal inokiilasyonuyla ve dogal enfekte kegilerin nazal eksudatlan ile
bulastirilabilmistir (18, 23).

Hastalik genellikle siiriiye enfekte hayvanlarin sokulmasiyla bulagir.
Enfekte siiriilerde hastaligin prevalansi ¢ogunlukla % 0.5-2 civarindadir ancak %
15’lere kadar yiikselebilecegi de bildirilmistir (87). ENA nin farkli koyun ve kegi
irkindan olusan siiriilerde ayni1 prevalansa sahip olmasi, cinsiyet ve irk egiliminin
olmadigini gostermektedir (23, 25, 66).

ENA genellikle 2 yagin istiindeki hayvanlarda gozlenmektedir (87). Ancak 9-12
aylik koyunlarda da ENA raporlari meveuttur (25, 102). En yash ENA olgusu ise 9
yasindaki bir koyundan bﬂdirilmi@tir (31). Hastalik klinik olarak genellikle purulent
veya serdmiikdz burun akintisi, dispne, horlama 6ksiirme, hapsirma, agizdan soluk
alik verme ve daha az siklikla ise ekzoftalmus ve kafatasi kemiklerinde
deformasyonlarla seyreder (23, 25, 73, 81, 102). Lakrimasyon, konjuktivitis, fasiyal
asimetri, kafa sallama gibi bulgular da bildirilmistir (31, 70, 81, 103, 104). Kronik
nazal akintiya bagl olarak burun deliklerinin ¢evresinde depigmentasyon ve alopesi
goriilebilir (87). Enfekte hayvanlarda anoreksi, progresif bir zayiflama ve ilk klinik
belirti goriilmesinden sonra 90 giin ig¢inde Pasteurella ve diger komplikasyonlara

bagli olarak 8liim goriiliir (23, 25, 66, 73, 102).



Hastalarin kafatas1 radyografisinde nazal kavitenin kaudalinde unilateral
veya bilateral radiopak kitleler genellikle gézlenir (23, 31, 69, 73, 103). Timor
olusumunun baslangicinda Kitleler milier ¢ikintilar tarzinda goriiniir ve sonrasinda
her iki nazal kaviteyi tikayabilen, farinkse paranazal sinuslara, kafatas1 bosluklarina
dogru biiyiiyebilen ve ¢evre dokulara baski yapabilen polip benzeri nodiiler yapilar
sekillenir (4, 23, 25, 27, 29, 31, 44, 66, 102).

Canli hayvanlarda tam nazal kavitenin kaudal kismindaki neoplazilerin
fiberoptik endoskopi ile veya x-ray muayenesinde gosterilmesiyle konulabilir (73).
Heniiz ENA’nin klinik teshisi i¢in uygun bir laboratuvar testi bulunamamuistir (74).
Teshisi dogrulamanm en kolay ve giivenilir yolu olii veya otenazi edilen bir
hayvanin  patolojik muayenesidir. Neoplazi kafatasmin sagital kesitinin
patoanatomik muayenesinde, gri-beyaz renkte, ynmusaktan serte kadar degisebilen,
nazal kavitenin kaudalini tek veya ¢ift tarafli olarak tikamis sekilde kolaylikla fark
edilebilir. ENA teshisini dogrulamak i¢in histopatolojik muayene gereklidir (87).
Disekte parcalardan ENA virusiinii aywrabilmek igin birkag laboratuvar metodu
vardir. Western Blotting metodu ile enfekte hayvanlarin neoplastik dokularinda ve
nazal eksudatta virus tespit edilebilir (25, 73). Koyun pulmoner adenomatozisine
karst olusan primer antikorlar kullamlarak, neoplastik hiicrelerin apikal
bolgelerinde pozitif immunohistokimyasal reaksiyon tespit edilmistir (25). Caplari
80-100 nm arahiginda olan karakteristik viral partikiiller elektron mikroskobuyla
neoplastik dokuda gosterilebilir (23, 25, 66). ENT virusii in-vitro kosullarda

tiretilemedigi i¢in hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu uygulanabilir degildir (20).



2.3. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) 45 kDA agirhifinda, damar
endotel hiicrelerine spesifik olan homodimerik glikoprotein yapisinda heparin
baglayici ozellikteki biiyime faktoriidiir (96, 100).VEGF ailesini olusturan iiyeler
viicutta fizyolojik ve patolojik olaylarda gorev alabildiginden aragtirmalara siklikla
konu olmustur (100). Kobay derisinde bir vaskiiler sizinti baglattig1 icin VEGF
ailesi ilk kesfedildiginde Vaskiiler Permeabilite Faktorii (VPF) ismi verilmigtir (40,
77). 1989 yilinda ailenin ilk anjiogenik faktorii vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
ayristirtlarak aileye dahil olmustur (93). Gelisim, vaskiilojenez, anjiogenez tlimor
olusumu ve inflamasyon igin aract VEGF, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda, gog
etmesinde ve farklismasinda 6nemli rol oynar (9, 86). VEGF ailesinin VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, Plasental biiyiime faktorii (P1GF) ve bir
yilan zehiri olan VEGF’ii igeren ( svWEGF, VEGF-F) 7 liyeden meydana geldigi
yapilan g¢alismalar sonucu goriilmiigtiir. Endotelyal biiylime fakitrii olan VEGF
Human VEGF’ii yani VEGF-A’y1 ifade eder (40, 57). Anjiogenez siirecinin
regiilasyonunda temel faktor olarak bir ¢ok kanser tiirlinde fazla eksprese oldugu
kanitlanmis olan VEGF, endotel hiicrelerinin aktivasyonunu saglamanin yani sira
endotel hiicreleri icin bilinen en spesifik mitojendir (12, 53, 60). VEGF nin
baglandigi 5 tane reseptér vardir, bunlar VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
sVEGFR-1 ve sVEGFR-2dir (9). ilk olarak embriyogenez esnasinda sentezlenen
VEGEF reseptor-1 (VEGFR-1, flt-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2, flk-1, KDR)
bulunmustur. Bu reseptérlerin icerdigi amino asitlerin % 44’1 ortaktir (42). Ancak
VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin sinyal 6zelliklerinin diger reseptorlerden farkli oldugu

bilinmektedir (82).
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VEGF terimi ile genellikle VEGF-A ifade edilmektedir (88, 99). VEGF
hiicrenin yasamasi, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasi, yeni kapillar
damarlarin sekillenmesi, supresyon durumlarinda hiicresel proliferasyon igin
gereklidir (52, 56, 62). VEGF extraseliiler hiicre yitkimini uyaran metalloproteazlar,

lirkinaz ve doku tipi plazminojeni aktive ederek invazyon ve metastazi kolaylagtirir.

2.4. Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM)

Epitel hiicre adezyon molekiilii kolon, prostat, meme kanseri ve diger
epitelyal karsinomlarda yiiksek diizeyde eksprese edildigi ispatlanmig bir yiizey
molekiiliidiir. EpCAM ¢ok sayida klinik arastirmada antikor tedavisi hedefi
olmustur. Yapilan galigmalarin birinde EpCAM, mRNA, ekspresyonu real time —
PCR ile &lgiilmiis ve primer ve metastatik meme kanserinde EpCAM
ekspresyonunun 100-1000 kat arttifi gézlenmistir (75). EpCAM kalsiyumdan
bagimsiz homotipik hiicreler arasi adezyon molekiili olarak goérev yapar.
EpCAM’in de diger adezyon molekiilleriyle ortak olarak hiicre prognozu,
transformasyon ve diger biyolojik 6zellikleri belirlemede énemli bir rolii mevcuttur.
EpCAM intraseliiler olarak sentezlendiginde hiicre-hiicre adezyonu, hiicre
agregasyonu ve hiicre sagilimmin 8nlenmesi agamalarinda yapisma ozelligini

sergiler (8).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmas:

Calismada materyal olarak, 2010-2015 yillar1 arasinda Burdur, Antalya,
Isparta ve Denizli illerinden rutin teshis amaciyla Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderilen ve enzootik intranazal
adenokarsinom teghisi konmus toplam 24 adet keg¢i ve 1 koyuna ait bloklanmig
tiimdr dokulari ile nekropsi yapilan kegilerden toplanan drnekler kullanildi. Kontrol
olarak rutin nekropsilerde enzootik intranazal adenokarsinom bulunmayan 5 adet

keciden alinan normal burun dokusu &rmekleri degerlendirildi.

3.2. Sitolojik Inceleme

Sitolojik inceleme i¢in nekropsi esnasinda normal lamlar iizerine taze timor
dokusundan tuse preparat hazirlandi. Lamlar hava akiminda kurutulduktan sonra
metil alkolde tespit edildi ve Giemsa y&ntemi ile boyandi. Uzeri lamel ile kapatilan
lamlar 151k mikroskobunda incelendi. Sitolojik preparatlar histolojik preparatlar ile

karsilastirilarak degerlendirildi.

3.3. Histopatolojik Inceleme

Bloklanmig tiimér dokusu érneklerinden 5 pm kalmhgmda normal ve Poly-
L-lysin’li (Thermo Scientifica Menzel-Glaser) lamlara seri Leica RM 2155
mikrotom ile alindi. Normal lamlara alan kesitler, hematoksilen ve eozin (HE) ile
boyandi (63). Poly-L-lysin’li lamlara alinan kesitler ise immunohistokimyasal
incelemeler i¢in kullanildi. Hazirlanan preparatlar 11tk mikroskobunda (Olympus

CX451) incelendi. Mikroskobik dijital fotograflamalar morfometrik incelemeler
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i¢in Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus

Corporation, Tokyo) kullanildi.

3.4. Immunohistokimyasal Inceleme

Immunohistokimyasal incelemeler igin Poly-L-lysin’li lamlara alinan
kesitlere Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) metotu uygulandi. Calismada
kullanilan kitler Abcam Firmasindan (Ingiltere) temin edildi. Sekonder kit olarak
Expose Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB detection IHC Kit (ab80436) ilgili
firmanin Gnerdigi sckilde dokulara uygulandi. VEGF i¢in Anti-VEGF antibody
[VG-1] (ab1316) ve Epcam igin Anti-EpCAM antibody (ab71916) primer serumlari
kullanildi. Parafin kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek deparafinize ve
rehidre edildi. Testin her asamasi nemli kamarada gerceklestirildi ve takipler
arasinda Kesitler 3x5 dakika siireyle fosfat tamponlu soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile
yikandi. Lamlar metanolde hazirlanmis %3’liikk hidrojen peroksit (H202) ile 30
dakika siireyle inkiibe edilerek dokularin endojen peroksidaz aktivitesi engellendi.
Kesitler, spesifik olmayan antijenik baglanmalar: engellemek igin, ticari %10’luk
normal serumda, oda isisinda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Sonraki adimda,
lamlar VEGF ve EpCAM primer antikorlar ile kaplandi ve +4 °C’de bir gece
siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra lamlar, kullanima hazir biyotinlenmis
sekonder antikor ile kaplandi ve oda 1s1smda 15 dakika inkiibe edildi. Bunu takiben
kesitler Streptavidin Peroksidaz konjugati ile oda 1sisinda 15 dakika siireyle inkiibe
edildi ve 15 dakika DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride) substrati
uygulandiktan sonra islem sonlandirildi. Mayer hematoksilen ile zit boyama
yapildiktan sonra dokular alkol serilerinden gegirilip dehidre edildi. Ksilolde

seffaflandirilan kesitler yapistirict (Entellan-Merck) ile kapatildi. Tiim kesitlerin
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ayni sartlarda ve prosediirde boyanmasindan sonra sonuglar ve dokulardaki
ekspresyon yogunluklar: 151k mikroskobunda semikantitatif olarak degerlendirildi.
Kullanilan antikorlar, bunlarin boyadig1 dokular, sulandirma oranlari ve

hiicresel yerlesimleri Tablo 3.1°de sunulmusgtur.

Tablo 3.1. Kullanilan antikorlar, sulandirma oranlari ve hiicresel yerlesimleri.

Antikor Sulandirma oranlan Hiicresel
(PBS’de) yerlesim

VEGF 1/100 Intrasitoplazmik

EpCAM 1/100 Intrasitoplazmik

3.5. Elektronmikroskobik inceleme

Calismada kullmlan orneklerden iigii Retroviruslarin varligi agisindan
elektron mikroskobik olarak incelendi. Bu amagla birincil fiksatif olarak
tamponlanmig gluteraldehit kullanildi. Kiiglik koyu renkli bir siselere bir miktar
hazirlanan fiksatif dokiiliip i¢ine doku ornekleri atildi. Sigelerin agzi kapatilip
maksimum 24 saat buzdolabinda (+4 °C) bekletilerek fiksasyon saglandi. Fiksasyon
sonrasinda, materyaller soguk zincirde Akdeniz Universitesine nakledildi.
Ydntemine uygun olarak hazirlanan bloklar ultramikrotomda (Leica Ultracut R)
700 nm kalinhginda kesilerek toluidin mavisiyle boyanmis ve biyofilm olmasi
muhtemel olan yiizey kisimlari 1gtk mikroskobunda (Olympus BX50) incelendi.
TEM’de goriintillenmesi istenilen alanlar belirlendikten sonra dokular tekrar

trimlenerek ve ultramikrotomda 60 nm kalinliginda tam ince kesitleri alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Nekropsisi yapilan veya arsiv kayitlar1 incelenen kegilerin genellikle 2 yasin
tistiindeki hayvanlar oldugu goézlendi. Klinik olarak ¢ogunlukla purulent veya
serdmiik6z burun akintisi, dispne, horlama, oksiirme, hapsirma, agizdan soluk alip
verme ve daha az siklikla ise ekzoftalmus ve kafatasi kemiklerinde
deformasyonlarin oldugu dikkati ¢ekti. Lakrimasyon, konjuktivitis, baz1 kegilerde
fasiyal asimetri, kafa sallama gibi bulgular da tespit edildi (Sekil 4.1-4.3). Kronik
nazal akintiya bagh olarak burun deliklerinin gevresinde depigmentasyon ve alopesi

goriildii. Enfekte hayvanlarda anoreksi, degisen diizeylerde kaseksi gozlendi. Bazi

hayvan sahipleri kemiklerde perforasyonlar bildirdi.

Sekil 4.1. ENA’l1 bir kegide gbzlenen lakrimasyon.
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Sekil 4.2. ENA’ll bir bagka ke¢ide karakteristik burun akintis1 ve ekzoftalmus

tablosu.

Sekil 4.3. ENA’l1 bir baska keginin klinik gériintimii.
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4.2. Makroskobik Bulgular

Makroskobik olarak burun boglugunun sagittal kesitlerinde tiim hayvanlarda
unilateral veya bilateral olarak nazal kavitenin etmoidal bdlgesinde degisik
biiyliklerde tiimoral Kitleler gézlendi. Dokular diizensiz yapida pembemsi beyaz
renkte polipoid (1-2.5 cm uzunlugunda), sapsiz (0.5-3 ¢m ¢apinda) goriiniimde ve
seromiikoz eksudatla kapli bir goriiniimdeydi. Cogunlukla yumusak kivamli olan
kitlelerin kesit yiizlerinde sert alanlara da rastlandi. Ttiméral kitlelerin kesit yiizleri
genellikle homojen ve beyazims: pembe renkliydi. Bazi hayvanlarda tiimoral
kitlelerde yer yer nekrotik alanlar ve yiizeylerinde fibrinopurulent eksudat dikkati
¢ekti. Bazi olgulurda tiimoral kitlelerin tizeri nekrotik doku artiklar1 ve purulent
cksudat ile kapliydi. Hayvan sahiplerinin bazilar1 burunda kanamalar sekillendigini
de bildirdi ancak inceledigimiz hayvanlarda boyle bir bulgu gézlenmedi.

Birkag olguda kemiklerde incelmeler dikkati cekti. Sadece iki olguda
sinuslara invazyon goriildii ancak ¢alismaya dahil olan hayvanlarda lenf diigiimii
veya i¢ organ metastazlar1 saptanmadi. Hayvanlarda hareket etmede isteksizlik ve
zayiflama, ileri dénemlerde ise kaseksi saptandi. [stahsizlik ve tiiylerde kabarma

genellikle son devre bulgularmdandi. (Sekil 4.4-4.5).
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Sekil 4.4. Burun boslugunu tamamen doldurmus ve septumda deviasyona sebep

olmus tiimaral kitleler.

el

Sekil 4.5. Bagka bir ENA’l1 kegide burun boslugunun gériiniimii
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4.3. Sitolojik Bulgular

Sitolojik preparatlarin incelemesinde, tiiméral hiicrelerin genellikle gruplar
halinde olduklar1 gozlendi. Hiicrelerin belirgin ve vezikiiler cekirdekleri ile
genellikle soluk bir sitoplazmalarmin bulundugu dikkati ¢ekti. Hiicreler kiibik
bazen prizmﬁtik sekilli ve lateral yiizlerinden birbirine tutunmusg bir gériintimdeydi.
Yer yer yalanci ¢ok katli normal burun epitel hiicreleri de gézlendi.

Sitolojik incelemede ¢ok sayida lenfosit ve nétrofilinde bulundugu gézlendi.

Eritrositlere de siklikla rastlandi. Preparat zemini yogun mukus sebebiyle mavimsi

bir renk olusturmustu (Sekil 4.6-4.8).

Sekil 4.6. Taze tiimor dokusundan hazirlanan tuse preparatin Giemsa yontemi ile
boyanmasi sonucu goriilen kiime halindeki tiimoral hiicreler ile eritrosit ve 16kosit

seriden hiicreler. Giemsa metodu, Bar= 100 pm.
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Sekil 4.7. Baska bir sitolojik preparatta kiibik yuvarlak sekilli tiimor hiicreleri,

Giemsa metodu, Bar= 100 pm.

Sekil 4.8. Tiimér hiicreleri arasinda yogun yangisal hiicre infiltrasyonlar1, Giemsa

metodu, Bar= 100 pm.
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4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular

Elektron mikroskopide, neoplastik hiicrelerin sitoplazmasindan, boyutlar
0.2-1 pm arasinda degisen, elektron opak, yuvarlak, zarla ¢evrili karakteristik salgi
graniilleri gozlendi. Neoplastik epitel hiicrelerinde vakuoller icerisinde ve apikal
yiizeye yakin viriis benzeri partikiillerin oldugu goriildii. Partikiillerin ¢cap1 10-80 .
nm arasinda degismekteydi ve 47 nm capiyla ekzantrik veya merkezi yerlesimli
elektron yogun karakteristik niikleoidi bulunuyordu. Niikleoid diizensiz bir zarla
cevriliydi. Cekirdekler (8-14 nm ¢apinda) yuvarlak veya oval ve belirgin
Okromatikti. Hiicre sitoplazmasi boyutlar1 220-540 nm arasinda degisen sayisiz
salg1 graniilleri igeren seffaf matriksli bir yapida oldugu tespit edildi. Caplar1 70 ile

90 nm arasinda degisen intrasitoplazmik kiiresel viriis benzeri partikiillerin varlig

elektron mikroskobik incelemelerde gosterildi. (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Tiimdral hiicre sitoplazmalarinda retroviral yapilar, Bar=0.2um.
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4.5. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak, ENA’l1 tiim vakalarimizda benzer ve karakteristik
bulgular saptandi. Olgularimiz arasinda tubuler, papiller ve miks tiimér gesitlerinin
tiimii gozlendi. Vakalarimizin 9 tanesi tubuler, 10 tanesi papiller ve 6 tanesi ise
miks yapili tiimdr olarak identifiye edildi. Tiimor hiicrelerinin, ¢ogunlukla uniform
vapida, kiibik sekilli, g¢ekirdeginin ise ovalden yuvarlaga degisen sekillerde
olmasimin yani sira nukleusunun hiperkromatik oldugu gozlendi. Mitotik figiirler

sik gozlenmedi. Olgularimizin 9 tanesinde stromada ¢ok sayida lenfosit, plazma

hiicresi ve makrofaj infiltrasyonlar izlendi (Sekil 4.10-4.13).

Sekil 4.10. ENA’nin histopatolojik goriiniimii, tiiméral Kitle iginde tubiiler (kalin

ok) ve papiller (ince ok) yapilar, miks form, HE, Bar= 100pum.
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Sekil 4.11. Tiimor dokusundaki tubiiler ve kistik yapilar (oklar), HE, Bar=100pm.

Sekil 4.12. Tiimér hiicrelerinin biiyiik biiytitmedeki goriiniimii, HE, Bar=50pum.
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Sekil 4.14. Tiimoral etmoidal bez hiicrelerinin goriintimii, HE, Bar=100pm.
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4.6. immunohistokimyasal Bulgular
| Incelenen tiimér dokularinda hem VEGF hem de EpCAM aktivitesinin
‘ normal dokuya gore artis gosterdigi gozlendi. EpCAM aktivitesinin tiimor
hiicrelerinin birgogunda siddetli bir sekilde ekspirese edildigi, baz1 tiimorlerde ise
hafif ve orta giddette immunoreaksiyon verdigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.15-4.20).
Kontrol olarak enzootik intranazal adenokarsinomu bulunmayan 5 adet

kegiden alinan normal doku érneklerinde VEGF ve EpCAM ile negatif ya da zayif

immunoreaksiyon goriildii.

Sekil 4.15. Tiiméral kitle i¢inde artmis EpCAM reaksiyonu, (oklar) Streptavidin

biotin peroksidaz metot, Bar=500pm.
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Sekil 4.16. EpCAM’ in tiimér hiicresindeki ekspresyonu (oklar), Streptavidin biotin

peroksidaz metot, Bar=100pm.

Sekil 4.17. Prolifere hiicrelerde EpCAM immunoreksiyonu, (oklar), Streptavidin

biotin peroksidaz metot, Bar=50pum.
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Sekil 4.18. Tiimoral hiicrelerin EpCAM ekspirasyonu (oklar), Streptavidin biotin

peroksidaz metot, Bar=50um.

N Al

Sekil 4.19. Baska bir timordeki hiicrelerin EpCAM ekspirasyonu (oklar),

Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=50pm
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Sekil 4.20. Miks tipteki bir tiimdrde hiicrelerin EpCAM ekspiresyonlari,

Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=50pm

Bu ¢alismada EpCAM ekspresyonu ile tiimor tipleri arasinda bir baglanti
tespit edilememigstir. EpCAM reaksiyonu genellikle hiicre membranina yakin
bolgelerde ve sitoplazmik olarak saptanmigtir. Normal hiicrelerde ¢ok hafif veya
hi¢ gozlenmeyen EpCAM ekspresyonu tiimoral gelisim ile iligkili bulunmugtur.

Benzer sgekilde VEGF immunoreaksiyonlart kontrol dokulart ile
kiyaslandiginda tiiméral dokularda artig gosterdi. Kontrol dokularinda baz:
hiicrelerde hafif VEGF reaksiyonu gozlenitken ENA odokularmda pek c¢ok
hiicrenin ve genellikle belirgin sekilde VEGF eksprese ettikleri gézlendi. Tiimoral

gelisim ile VEGF arasinda bir baglant1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.21-4.23).
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Sekil 4.21. Yeni sekillenen tiimoral hiicrelerde artmig VEGF ekspirasyonu (oklar),

Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=100pm.

Sekil 4.22. Miks formdaki bir ENA olgusunda tiimdral hiicrelerde artmis VEGF

~ immunoreaksiyonu (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=100pm
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Sekil 4.23. Baska bir ENA olgusunda tiimoral hiicrelerde artmig VEGF

immunoreaksiyonu (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metot, Bar=100um

Bu calismada EpCAM ve VEGF immunoreaksiyonlarinin sadece tiimoral
bez hiicrelerinde degil ayn1 zamanda intertisyel doku hiicrelerinde de arttif: dikkati
cekti. Bu sonuclar ENA’min malign karakterini desteklemektedir. Ulkemizde son
yillarda sikga gozlenmeye baglayan bu hastaligin ileride koyun-kegi

yetistiriciliginde énemli bir problem olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. TARTISMA

Enzootik nazal adenokarsinom (ENA), iilkemizde ilk kez 2010 yilinda rapor
edilmis olup, Burdur ve ¢evresinde sik gozlenen bir hastalikk olma konumuna
gelmistir (98). Hastalik kronik seyirli ve genellikli pek incilemesi yapilmayan
burun boslugunu yerlesmesi sebebiyle teshisi saha Veteriner Hekimleri tarafindan
atlanmakta ve muhtemelen bu sebepten dolay1 insidas konusunda bilgiler
yetersizdir. Ancak Anabilim Dalimiz laboratuvar verileri incelendiginde hastalifmn
insidensinin ozellkle kegi yetigtiriciligi yapilan bdlgemizde higte az olmadigi
goriilmektedir. Hastaligin lizerinde 6nemle durulmamasinin bir sebebi de siiriide
salginlar seklinde seyretmemesi zaman zaman birka¢ hayvanin 6lmesine sebep olan
kronik seyrinden kaynaklandig: diigiinilmektedir. Ancak hastaligin siiriide nemli
ekonomik kayiplara yol agtigt goriilmekte ve dikkatler son yillarda bu hastalik
lizerine yogunlagmaktadir. Teshis ettigimiz 25 olgudan 24’iiniin kegilere ait olmasi
yoremizde kegi iiretiminin yayginhgindan kaynaklamakta olup hastaligin koyun
siireleri i¢inde potansiyel bir tehlike olabilecegi gézden uzak tutulmamalidur.

Tip 1 transmembran proteini olan EpCAM epitel hiicrelerinin bazolateral
kenarinda lokalize olan epitelyal bir adezyon molekiiliidiir. Arastirmalar EpCAM’1n
hiicre iliskileri ve proliferasyonunda 6nemli bir rolii oldugunu g6stermistir.
Proteinin kromozom iizerindeki yerlesimi 2p16.3’tiir. EpCAM’in kolorektal, meme,
mide, prostat, over, akciger kanseri gibi insan epitel doku kaynakli kanserlerinde
fazlaca ekspirese oldugu bilinmektedir. Monoklonal antikorla isaretlenebilip tespit
edilen insan tiimor iliskili kesfedilmis ilk proteindir ve bunun sonucu olarak yapilan
monoklonal antikor tedavilerinde hedef olarak da ilk olarak kullanilan protein
olmustur (5,75). EpCAM ekspresyonu primer bazi kanserlerde iyi prognoz bazi

kanser tiplerinde ise kotli prognozla iliskilendirilmistir. Meme pimer kanserinde
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EpCAM ekspresyonu azalan hasta sag kalimi ile iliskilendirilirken kolorektal
kanserlerde artan sag kalim ile iliskilendirilir (64). EpCAM kromofob ve toplayici
duktus renal hiicreli kanser tiirlinde 6nemli bir prognostik markir oldugu
goriilmiistiir (49). In vivo ve in vitro ortamlarda yiiriitiilen ¢alismalarda EpCAM
ekspresyonu meme kanserinin ¢evre dokulara yayilim ile iligkisi saptanmigtir (17,
26, 91). Calismamuzt olusturan ENA olgularinda EpCAM aktivitesi ile ilgili bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alisma ENA’da EpCAM aktivitesinin tiimdor
dokusunda arttigin1 ve bu proteinin ENA patojenezinde rol oynayabilecegini
gostermektedir.

VEGF, insanlarda 8 ayr1 formda bulunur, bunlar 121, 145, 165, 189 ve 206
aminoasidin homodimerik glikoproteinidir ve VEGF ailesi VEGF-A, -B, -C, -D, -E
ve plasenta biiyiime faktoriinii ig¢inde barindirir (71, 83).VEGF agirhign 34-42
kilodalton arasinda degisen, glikozlanmis makrofajlar, endoteliyal hiicreler ile diiz
kas hiicreleri ve tiimdr hiicreleri tarafindan sentezlenen heparin baglamali bir
glikoproteindir (39). VEGF’nin organizmadaki iglevleri asagida gosterildigi gibi
stralanabilir :
1.Endoteliyal hiicre proliferasyonunu stimiilasyonu
2 Vaskiiler gecirgenligi arttirma
3.Endotel bagimli vazodilatasyon regiilasyonu
4. Lokosit kinetigi regiilasyonu
5.Fizyolojik ve patolojik anjiogenez (41, 71).

Anjiyogenik faktorlerin en 6nemlisi VEGF’ nin ekspiresyonu akciger ve kolon
kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde gozlenmektedir (14). Konuyla ilgili bir¢ok
caligma olmasina ragmen VEGF’ nin ¢ogu kanser tipindeki rolii tam olarak

anlagilamamistir (65, 92). Calismamizda ENA  dokularinda  VEGF
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immunoreaksiyonu artmis olup bu artism VEGF’nin tiimorogenezisteki rolii ile
ilgili oldugu diisiiniilmiistiir.

Tiimér anjiyogenezinin en Onemli belirteglerinden biri olan VEGF’nin
timor olusumu ile paralellik gosterdigi bildirilmistir (11, 16, 35). Caligmalarda
plateletlerdeki VEGF miktar1 timoriin anjiyogenik potansiyelini yansitmaktadir
(85). Yapilan bir aragtirmada, kolon ve meme kanserli hastalarda kemoterapi
sonrasinda tedavi yanit1 ile serum VEGF diizeylerindeki azalma arasinda paralel bir
iligki bulmugken, mide kanserli hastalarda tedavi yanit1 ile serum VEGF azalmasi
arasinda bir iligki g&zlemlememislerdir. Kolon kanserli hastalarda VEGF
azalmasini tedavi ile iligskilendirmis olup, meme ve mide kanserli hastalarda tedavi
yaniti ile VEGF’yi iligkilendirememislerdir (2). Bagka bir arastirmada anemi ve
VEGF arasinda istatistiksel olarak bir iliski bulmuslardie (28). Yapilan
arastirmalarda bag-boyun, serviks, kolon ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
hastalarindan olusan gruplarda da ayni sonuca ulagilmigtir ve bu durum hipoksinin
VEGF ekspresyonunu stimiile ettigi seklinde ifade edilmistir (32). Bunun yani sira
lokal ve lokal ileri kolorektal kanserli vakalar iizerine olan bir ¢alismada ise
VEGF’nin ¢ok degiskenli analizde sagkalimin iizerine etkili oldugu bildirilmistir
(59). Calismamiz &lii hayvan materyalleri tizerinde yapildig1 igin VEGF ile klinik
prognoz arasinda bir baglanti kurulamamistir. Ancak VEGF’nin bu hastalarda
dokuda artigt ENA’l1 siiriilerde bu konudaki ¢alismalarin 6niinii agmistir. ENA’I1
hayvanlarda serum veya burun akintilarinda VEGF diizeyleri arasinda iligki
bulunup bulunmadigi incelenerek bu konuda bilgi edinilmesine gerek vardir.

Toomey ve arkadaslarinin yiiriittigii bir ¢alismada opere edilen KHDAK
(kiictik hiicre dis1 akciger kanseri) hastalarinin biiyiik kisminda VEGF’ nin eksprese

oldugunu fakat VEGF ekspresyonu ile sagkalim, tiimér boyutu, nodal tutulum ve
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icilen sigara miktari, cinsiyet ve tiimor  histolojisi arasinda bir iliski
bulamamuiglardir. Buna benzer yapilan baska bir ¢alismada ise timér dokusundaki
kii¢iik damar yogunlugu ve VEGF ile hayatta kalma arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir baglanti bulunamamustir (95).

Yapilan diger ¢alismalarda solid tiimorlerde tiimériin biiylimesi, invazyonu
ve metastaz yetenegi ile VEGF seviyesi arasinda anlanml iliski bulunmustur.
Aragtirmalarda meme, akciger, prostat, kolorektal, safra kesesi ve karaciger gibi
solid tiimérlerin ¢ogunda VEGF seviyesinin yiikselmis olmasinin kétii prognoz ile
iliskili olabilecegi agiklanmustir (1, 30, 78). Baska bir aragtirmada insan meme
timorlerinde iyilesme ile timér VEGF ekspresyonu arasinda korelasyon
bulmuslardir (46). Benzer bir calismada, VEGF ekspresyonu ile anjiogenik
aktivitenin arttigini tespit etmislerdir (47, 61). Bir aragtirmada ise gogiis kanseri
olan hastalardaki VEGF ekspresyonunun belirleyici bir faktér oldugunu
bildirmislerdir (94). Baska bir ¢alismada belirgin lenf diigiimi tutulumu olan
hastalara ait tiimér drneklerinde artmis VEGF ekspiresyonu rapor edilmistir (38).
Benzer bir calismayla Tamura ve arkadaglari lenf nodu metastazi ile VEGF
seviyelerini iligkilendirilmistir (55).

Ciftlik hayvanlarmda hastalik veya tiimdr teshisleri ile hayatta kalim
stirelerinin incelenmesi pratik bir uygulama degildir. Asil amag 6zellikle ENA gibi
kronik ve bulasici hastaliklarin erken teshisi ve hastanin siirliden uzaklastiriimas:
esasina dayanir. Calismamiz EpCAM ve VEGF’nin ENA siipheli siiriilerde bu
amaca hizmet edebilecek molekiiller arasinda olabilecegini gostermistir.

Koyun ve kegilerin enzootik intranazal adenokarsinomlar:1 tiim diinyada
artan prevalansa sahip, etmoidal tiirbinatadan koken alan invaziv, diisiik metastaz

gosteren tiimoral bir hastaligidie (22, 24, 45). Sunulan c¢aligmada enzootik
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intranazal adenokarsinom teshisi konan toplam 24 adet kec¢i ve 1 koyuna ait
bloklanmig tiimér dokusu &rneklerinde histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler yapilarak VEGF ve EpCAM ekspresyonlar1 degerlendirildi. Enzootik
intranazal adenokarsinom teghisi konan tiim&r dokularmda artmis VEGF ve

EpCAM ekspresyonu-gozlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, bu ¢alismada, enzootik intranazal adenokarsinomlarinda
patojenezinde EpCAM ve VEGF immunoreaktivitelerinin énemli rolii oldugu teyit
edildi.

Bu sonuglar, koyun ve kegilerin enzootik intranazal adenokarsinomlarinin erken
teshis ve degerlendirmesinde potansiyel hedef molekiilii olarak EpCAM ve VEGF
kullanimi  konusunda daha ileri calismalarin yapilmasi1 gerekliliini ortaya

koymustur.
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