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ONSOZ

Okdiler yassi hiicreli karsinom sigirlarda oldukca yaygin olarak goriilen ve tiim diinyada
bilinen o©Onemli neoplastik bir hastalilk olup Kars yoresinde yaygin olarak
karsilagilmaktadir. Olusturdugu ekonomik kayiplar nedeni ile sigir yetistiriciligi
agisindan Snemli bir yere sahiptir. Ulkemizde hastaligin bildirilmesi daha c¢ok olgu
sunumlart seklinde olup smirli sayida c¢alisma mevcuttur. Yapilan literatiir
incelemelerinde iilkemizde ve diger {ilkelerde sigirlarin okiiler yasst hiicreli
karsinomlarinda gerek epitel hiicre markirlarinin diyagnostik 6nemi gerekse okiiler yassi
hiicre karsinomlarin 6nemli bir komponenti olan lenfoid hiicre infiltrasyonunu
karakterize eden detayli bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Yaptigimiz tez projesinde,
ozellikle rutin hematoksilen-eozin boyamalarinda siddetli nekrotik degisiklikler ve
yangisal reaksiyonlar nedeni ile sinirli sayidaki tiimdr hiicre proliferasyonlarinin giigliikle
secilebildigi dikkati ¢ekmistir. Bu nedenle c¢alismada immiinperoksidaz teknigi
kullanilarak 6zellikle tiimor hiicrelerinin identifikasyonunda epitelyal hiicre markirlarinin
diyagnostik onemi agik olarak ortaya konulmus; tiimore karsi gelisen hiicresel
immiinitede rol oynayan lenfositik fenotipler karakterize edilmistir. Ayrica tiimoral
dokuda onemli bir timor hiicre baskilayici gen olarak bilinen p53 proteini ile
proliferasyon markiri olarak bilinen Ki67 ekspresyonunun arastirtlmasinin yani sira;
vimentin ile farkli varyant gosteren neoplazilerde destek doku orani ve tiimor hiicrelerin

TNFa salinimi incelenmistir.

Yiiksek lisans tezimin hazirlamasinda ve sonuglandirilmasinda yogun caligmalarindan
bana zaman ayirarak engin tecriibe ve birikimlerinden yararlanma firsat1 veren, degerli
danisman hocam sayin Prof. Dr. Enver BEYTUT a, Patoloji Anabilim Dali bagskanimiz
Prof. Dr. Serpil DAG’a, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr.Yasemen ADALLI’ya, tez siiresi boyunca yardimini
esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi. Emin KARAKURT’a, Ars. Gér. Hilmi NUHOGLU na,
yiiksek lisans arkadasim Biyolog Asli GUNES’e ve her zaman yanimda olan sevgiili

aileme tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Sigirlarda Okiiler Yass1 Hiicreli Karsinomlarin Histopatolojik ve

Immiinohistokimyasal Olarak Arastirilmasi

Bu ¢alismada, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesine sunulan
goz kitleli sigirlardan  alinan  biyopsi  Orneklerinin  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi amaclandi. Calismada, 30 sigira ait
okiiler yass1 hiicreli kanser (OYHK) kitlesi materyal olarak kullanildi. Makroskobik
olarak, lezyonlarin ozellikle goz kapaklarinda karnabahar goriinimde ve goziin
deformasyonuna neden olan degisen biiylikliiklerde kitlelerden olustugu goriildii.
Tiimoral kitlelerden alinan kesitler hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra, segilen
kesitler keratin markirlar1 [Yiiksek Molekiiler Agirlikli Sitokeratin (HMWCK),
Sitokeratin 5/6 (CK5/6), Pan-Sitokeratin (PanCK)], p53, Ki-67, Vimentin, CD3,
CD79acy ve Timor Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) ile boyanarak immiinohistokimyasal
olarak degerlendirildi. Histopatolojik olarak, tiimoérlerin eozinofilik sitoplazmali
hiicreler tarafindan olusturulan adaciklar ile bunlarin merkezinde bulunan keratin
incilerinden olustugu goriildii. Tiimorlerde sik mitotik figiirler ile destek dokusunda
siddetli yangisal infiltrasyonlar goriildii. Olgularin 14’iiniin kétii, 11’inin iyi ve 5’in
ise orta derecede diferansiyasyon gosterdigi belirlendi. immiinohistokimyasal olarak,
HMWCK ile boyamalarda tiiméral adaciklarin siddetli sitoplazmik pozitif reaksiyonu
gorildii. CK5/6 boyama ile yine neoplastik hiicrelerin sitoplazmik pozitif olduklar
goriildi. PanCK boyamada, HMWCK ve CK5/6 markirlarinda oldugu gibi, neoplastik
proliferasyonlarin pozitif boyandiklari, destek dokusu ve yangisal infiltrasyonlar
arasinda az sayida tiimor hiicresinin kolayca ortaya konulabilecegini gosterdi. p53
boyamada pozitif reaksiyonun neoplastik adaciklarda ozellikle periferik timor
hiicrelerinde olustugu tespit edildi. Timor hiicrelerinin Ki-67 niikleer pozitif olduklari
acik olarak tespit edildi. Vimentin boyamada neoplastik proliferasyonlar arasinda
sadece destek bag dokusunun siddetli pozitif oldugu goriildii. Neoplastik dokularda
yaygin CD3" T lenfosit infiltrasyonu ile daha az sayida CD79acy™ B lenfosit ve plazma
hiicresinin bulundugu goézlendi. TNF-a pozitif reaksiyonun tiimdr hiicrelerinin

sitoplazmasinda ve o6zellikle periferik hiicrelerde daha yogun olustugu dikkati ¢ekti.

Sonug olarak, tiimoral dokularin tipik histopatolojik 6zellikleri ve keratin antikorlarina

kars1 pozitif reaksiyonlarina dayanilarak tiim olgular invaziv OYHK olarak tanimlandi.



Ozellikle HE boyamalarda, baz1 vakalarda neoplastik proliferasyonlarin az olmasi ve
kitlelerde yaygin nekroz, kanama ve siddetli yangisal infiltrasyonlarin tiimér dokusunu
maskelemesi nedeniyle, OYHK olgularinda identifikasyon igin 0Ozellikle keratin

antikorlarin diyagnostik agidan 6nemi agik olarak ortaya konuldu.

Anahtar Kelimler: Sigir, Histopatoloji, Immiinohistokimya, Okiiler Yass1 Hiicreli

Karsinom



SUMMARY

Histopathological and Immunohistochemical study of Ocular Squamous

Carcinomas in Cattle

The aim of this study is the histopathological and immunohistochemical evaluation of the
biopsy specimens from cattle with eye masses presented to the University of Kafkas,
Faculty of Veterinary Medicine, Animal Hospital. In the study, ocular squamous cell
carcinomas of 30 cattle were used as material. Grossly, the lesions in eyelids were
commonly cauliflower-appearing mass, varying of size, and was caused to the
deformation of eyes. After the slides from the tumor masses were stained with the
hematoxylin and eosin (HE), selected some were stained with Avidin-Biotin-Peroxidase
Complex Technique (ABC) for keratin markers [High Molecular Weighted Cytokeratin
(HMWCK), Cytokeratin 5/6 (CK5/6), Pan-Cytokeratin (PanCK)], p53, Ki-67, Vimentin,
CD3, CD79acy and Tumor Necrosis Alpha and was examined immunohistochemically.
The histopathological examination found that tumors consisted of the islands formed by
cells having eosinophilic cytoplasm and centrally formed keratin pearls. Tumor masses
showed often mitotic figures and inflammatory cell infiltrations in the tumorous stroma.
14 cases out of 30 tumors revealed poor differentiation; 11 cases showed well
differentiation, and 5 cases were moderately differentiated. Immunohistochemically, a
severe positive reaction in the cytoplasm of tumor cell islands for HMWCK was detected.
It was also detected cytoplasmic staining to PanCK in all neoplastic cells. Like HMWCK
and CK5/6 stainings, neoplastic proliferations revealed an evident positive staining for
PanCK and strong immunostaining of few tumors cells facilitated their easy identification
among inflammatory infiltrate and tumor stroma. Tumor cells showing a strong reaction
to p53 were detected in the periphery of the tumor islands. Tumor cells revealed a clear
nuclear positive staining for Ki-67. It was observed that only tumorous stroma among the
neoplastic proliferation was severely immunolabeled for vimentin. High numbers of
CD3+ T lymphocytes, but a few numbers of CD790cy+ B cells and plasmocytes were
found in the neoplastic proliferation. TNF-a positive reaction occurred mainly in the

cytoplasm of peripherally located tumor cells in the islands.

In conclusion, based on the typical histopathological features of tumorous tissues and

positive reactions to the keratin antibodies, all cases were identified as an invasive OSCC.

Vi



In particular, in some cases which had a few neoplastic cells and they were masked by
common necrosis, hemorrhages and an intense inflammatory infiltration in the HE-
stained sections, it was provided the diagnostic importance of keratin antibodies in the

identification of OSCC cases.

Key Words: Cattle, Histopathology, Immunohistochemistry, Ocular Squamous Cell

Carcinoma

Vi
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KISALTMALAR

OYHK: Okiiler Yass1 Hiicreli Karsinoma

YHK: Yass1 Hiicreli Karsinoma

TNFa: Tiimor Nekroz Faktorii-alfa

HMWCK: Yiiksek Molekiiler Agirlikli Sitokeratin
PanCK: Pan-Sitokeratin

CK5/6: Sitokeratin 5/6

HE: Hematoksilen Eozin
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1. GIRIS

Okdiler yassi hiicreli karsinoma (OYHK) sigirlarda en yaygin olarak karsilasilan ve tiim
diinyada g6z kanseri olarak bilinen énemli bir neoplastik hastaliktir (Jennings ve ark.,
1974; Carvalho ve ark., 2005; Ginn ve Hargis, 2012; Mauldin ve Kennedy, 2016;
Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017). Ozellikle tiimoriin malign olmasi nedeniyle, erken
tan1 ve tedavi kritik dneme sahiptir. Zira hastaliga bagl yaklasik %12 karkas imhas1 ve
tedavi giderleri nedeniyle ekonomik olarak tiimériin olduk¢a 6nemli oldugu agiklanmistir
(Jennings ve ark., 1974; Russel ve ark., 1976; Carvalho ve ark., 2005; Ceylan ve ark.,
2012; Pugliese ve ark., 2014). Epidermal keratinositlerin neoplastik hiicrelere doniisiimii
ile kendini gosteren OYHK en ¢ok si1gir ve atlarda, daha az olarak da kedi ve kdpeklerde
goriilmektedir (Devi ark., 2010; Ceylan ve ark., 2012; Pugliese ve ark., 2014; Hendrix,
2015; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017). Hastaligin nadiren koyun, bufalo, kegi ve
domuzlarda da goriildiigi bildirilmistir (Kusewitt ve Rush, 2007; Tas ve ark., 2009;
Sagliyan ve ark., 2010; Oliveira ve ark., 2011; Najarnezhad ve Aslani, 2012; Tiwari ve
ark., 2016; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017). Hastaligin Avustralya ve Birlesik
Devletlerde ciddi bir sorun olusturdugu, sigir tiirleri arasinda o6zellikle Hereford ve
melezlerini etkiledigi aciklanmistir (Kuchroo ve ark., 1983). Hastaligin etyolojisi
multifaktoriyel olup (Tiwari ve ark., 2016), 6zellikle pigmentsiz konjunktiva ve goz
kapaklarina sahip sigir tiirleri hastaliga karsi predispozisyon bulundugu bildirilmistir
(Devi ark., 2010; Oliveira ve ark., 2011; Mauldin ve Kennedy, 2016). Ozellikle uzun
siireli glinese maruz kalma tiimoriin olusmasinda en 6nemli neden olarak kabul
edilmektedir (Newton, 1996; Carvalho ve ark., 2005; Pugliese ve ark., 2014). Ultraviyole
isinlarina ilaveten sigir papilloma viruslari ve bovine herpes virus tip 1 bu tip
lezyonlardan izole edilmis ancak tiimor olusmasindaki rolleri tam olarak ortaya
konulamamistir (Kuchroo ve ark.,1983; Sun ve ark., 1997; Carvalho ve ark., 2005;
Pugliese ve ark., 2014; Mauldin ve Kennedy, 2016; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017).
Bunlara ilaveten, genetik faktorler, travmalar, hayvanin irki, rakim, bolgesel sartlar ve
hormonal faktorlerin de etkili oldugu belirtilmistir (Tas ve ark., 2009; Devi ark., 2010;
Sagliyan ve ark., 2010). Tiimoriin siklikla yedi yasin iistiindeki sigirlarda ortaya ¢iktigi,
iic yasindan kiigliklerde ise nadiren goriildiigii belirlenmistir. Tiimoriin sigirlarda en
yaygin olarak gdziin limbusunda ve {iglincli goz kapaginda goriildiigii rapor edilmistir

(Kircher ve ark., 1974; Sun ve ark., 1997; Carvalho ve ark., 2005; Azarabad ve ark., 2011,
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Pugliese ve ark., 2014; Mauldin ve Kennedy, 2016; Tiwari ve ark., 2016). OYHK tipik
olarak iilseratif, siki, lobiiler yapida ve karnabahar goriiniimiinde olup, purulent
panoftalmi ile birlikte goriildiigiinde Kitlenin tizeri mukopurulent bir tabakayla
kaplanmaktadir (Carvalho ve ark., 2005; Azarabad ve ark., 2011; Pugliese ve ark., 2014).
OYHK’un sagaltiminda, timoral kitle ve etkiledigi dokularin saglikli doku siirindan
cerrahi yontemle total ekstirpasyonu oldukca onemlidir. Diger sagaltim yoOntemleri
arasinda kriyoterapi, hipertermi ve immiinoterapi gibi uygulamalar sayilabilir. Sigirlarda
OYHK dort gelisim evresi gostermektedir. Bu evreler plak olusumu, keratomalar,
papillomlar ve kanser olusumundan ibaret olup ilk ii¢ evre benign olarak kabul
edilmektedir (Kircher ve ark., 1974). Son evrede timor genellikle nodiiler ya da
karnabahar manzarasinda, ¢ogunlukla kanamali, {ilseratif, parcali ve kotii kokuludur.
Timér ¢ogunlukla sigirlarda keratokonjonktivit, travma ve dermoid Kistlerle
karistirilmaktadir. Her ne kadar benign tiimorler herhangi bir gelisim evresinde regrese
olsa da, malign formlar gelismeye, biiyiimeye devam ederler. Tedavi edilmedigi
durumlarda yiiziin biiyiik bir bolimi ve g6z kiiresi de dahil tiim orbitay:r ciddi sekilde
tahrip ederek korliikle sonuglanabilir. Tiimor seyrek olarak paratiroid ve submandibular
lenf diiglimlerine metastaz yapmaktadir (Carvalho ve ark., 2005). Mikroskopik olarak,
tiimoral doku, eozinofilik sitoplazmali neoplastik hiicreler tarafindan olusturulan kordlar
ile bunlarin merkezinde keratin incisi olarak adlandirilan yapilar dikkati ¢ekmektedir
(Azarabad ve ark., 2011). Ozellikle kitlelerin yiizeylerinin iilseratif oldugu olgularda
sekonder bakteriyel etkenlere bagli notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 ve tiimoér odaklarinda
yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 gozlenmektedir. Timor hiicreleri genellikle
vezikiiler bir goriinlime sahip olup, hiperkromazi, sik mitoz, anizoniikleozis ve
anizositozis goézlenen 6nemli histolojik 6zelliklerdir. Hastaligin ayirict tanisinda 6zellikle
skuamoz displastik degisiklikler ile diffiiz infiltratif biiylime gosteren diger bazi
hastaliklar g6z oniinde tutulmalidir. Papillomlarin viral kokenli olmasi nedeniyle, viral
izolasyon veya pozitif serumlarla viral antijen ortaya konularak hastaligin ekarte edilmesi
miimkiindiir. Ayrica piyojenik graniilomlarin ayirict tanida dikkate alinmasi gereklidir.
Hastaligin tedavisi yliksek oranda tlimoriin lokalizasyonu ve ¢evre dokulara invazyonuna
baglhidir. Her ne kadar cerrahi yolla kitlenin uzaklastirilmasi en énemli se¢enek olarak
kabul edilse de, vakalarin biiyiik bir kisminda niiks gozlenebilmektedir. Ayrica timor cok
biiylidiigiinde ve ¢evre dokulara yayildiginda ii¢lincii goz kapagi, tiim goz kiiresi ve cevre
dokularin alinmasi kag¢inilmaz olabilmektedir. Ancak tiimor bolge lenf diiglimlerine

metastaz yapmigsa cerrahi tedavi uygulanmakla beraber tiimor uzak dokulara yayilmaya
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devam edecektir. Dolayisiyla hastaliga karsi korunmada erken tani en 6nemli kriterlerden
birisini olusturmaktadir (Tiwari ve ark., 2016). Bunun igin 6zellikle {i¢ yas st sigirlarda
erken tani i¢in gozlerin rutin olarak, keratomlar, plak olusumlar1 ve papillom gibi
premalign lezyonlara kars1 diizenli olarak kontrol edilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla,
sigirlarda okiiler yassi hiicreli karsinomalar kilo kaybi, verim azalmasi ve tedavi
masraflarinin artmasina neden oldugundan ekonomik 6nem arz eden ciddi bir problemdir.
Ozellikle hastaliga bagl1 verim kayiplarinin dniine gegilmesinde erken tan1 ve tedavi 6zel
bir 6nem arz etmektedir. Hastaligin son evresinde tiimore ait histopatolojik 6zellikler
belirgin oldugundan teshis daha kolaydir. Oysaki ilk ii¢ evrede tiimor hiicrelerinin iireme
paterni tani icin yeterli olmadigi gibi, kitlenin iilseratif ylizeyinin kolayca kontamine
olmasi ve buna bagli yogun yangisal infiltrasyon tiimor hiicrelerini maskelemekte ve
hastaligin tanisini1 giiglestirmektedir. Bu nedenle tiimdriin teshisine yonelik olarak bazi
epitelyal hiicre markirlarinin diyagnostik dneminin immiinperoksidaz yontemiyle ortaya
konulmasi, 6zellikle olusan lenfositik hiicre infiltrasyonlar1 karakterize edilerek timdriin
regresyonunda rol oynayip oynamadiginin arastirilmasi bu ¢alismanin esas amaglarini
olusturmaktadir. Ilaveten neoplastik dokuda tiimér hiicre baskilayict gen olarak bilinen
p53 proteini ile proliferasyon markiri olan Ki67 ekspresyonunun arastirilmasi;
neoplazilerde destek doku orani ve tiimor hiicrelerinink TNFo sitokin saliniminin

degerlendirilmesi tezin amaglarini olusturmustur.

2.GENEL BILGIiLER

Okiiler yass1 hiicreli kanserler (OYHK) goziin en yaygin ve onemli neoplazilerinden
birisidir. OYHK 6zellikle sigirlarda onemli ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir
timoral hastaliktir. Yass1 hiicreli kanserler epidermal keratinositlerden kdken alan ve
basta deri olmak iizere skuamoz hiicreler tarafindan dosenen dokularda gelisen kotii huylu
bir timordiir. Anaplastik ireme ile birlikte, ayn1 zamanda hizli gelisen, uzak doku ve
organlara metastaz yapabilen bir tiimor olan OYHK bazal hiicreli tiimorlere kiyasla daha
hizli niiks yapabilmektedir (Taskin, 2006; Tas ve ark., 2009; Sagliyan ve ark., 2010).
OYHK sigirlarda bulbar konjunktiva ve kornea bolimlerinde goriildiigii, ayrica goz
kapaklarinin konjonktivasi ile liglincli g6z kapaginda siklikla olustugu agiklanmigtir
(Gharagozlou ve ark., 2007; Sagliyan ve ark., 2009). Klinik muayenede tiiméral kitlelerin

yiizeyleri lilseratif yapida, sert kivamli, lobiiler yapida ve karnabahar goriinlimiindedir.



Sigirlarda ¢ogunlukla purulent panoftalmi ile beraber ortaya ¢ikar ve kitlenin yiizeyi
siklikla mukopurulent bir tabakayla ortiiliir (Hendrix, 2005; Sagliyan ve ark., 2009).

2.1. Tiimoriin Etiyolojisi

Sigir  okiiler yassi hiicreli kanser olusumunun nedenleri tam olarak ortaya
konulamamistir. Ancak tiimdriin olugsmasinda en énemli nedenin uzun siire ultraviyole
1sinlarina maruz kalma sonucu gelisen DNA-p53 protein hasarinin oldugu agiklanmistir
(Newton, 1996; Carvalho ve ark., 2005; Pugliese ve ark., 2014). Ultraviole 1smlarinin
yani sira, siklikla sigir papilloma viruslar: ve sigir herpers virus tip 1 de yassi hiicreli
kanser lezyonlardan izole edilmis, ancak bu viruslarin timér olusmasindaki etki
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Kuchroo ve ark., 1983; Sun ve ark., 1997,
Carvalho ve ark., 2005; Pugliese ve ark., 2014; Mauldin ve Kennedy, 2016; Goldschmidt
ve Goldschmidt, 2017). Ultraviyole 1ginlar1 ve viruslarin tiimor yapma etkisine ilaveten,
genetik faktorler, derideki travmalar, duyarli sigir irklari, hayvanin yasadigi rakim,
bolgesel kosullar ve hormonal faktorlerin de etkili oldugu rapor edilmistir (Carvalho ve
ark., 2005; Pugliese ve ark., 2014; Mauldin ve Kennedy, 2016; Goldschmidt ve
Goldschmidt, 2017). Ozellikle ultraviyole B 1511 daha karsinojen olup, ultraviyole A 1511
psoralenle beraber maruz kalinmasi durumlarinda YHK gelisebilmektedir. Buna ilaveten,
iyonize radyasyon da yassi hiicreli kansere neden olabilmektedir. Derinin uzun siire bu
tir 1sinlara maruz kalan bolgelerinde eritem ve kanamali yaralar olusabilmektedir
(Taskin, 2006). Yassi hiicreli kanserlerin normal goriinen deride gelismesinin yani sira,
aktinik keratoz, aktinik keilit ve bowen hastalig1 gibi prekanser6z lezyonlar da tedavi

edilmediklerinde karsinomaya doniisebilmektedir (Brenn ve ark., 2005).

2.2. Tiimoriin insidans

Ozellikle giines, radyasyon ve yiiksek rakimlarda yasayan sigirlar diisiik rakimlarda
yetistirilenlere kiyasla daha yiiksek risk altindadir. Basta Hereford ve Simental sigir
tiirleri olmak tizere 6zellikle okiiler ve mukokutandz bolgelerde pigment yetersizligi olan
sigirlar hastaliga daha yatkindir. Timor atlarda, sigirlarda, kedilerde ve kopeklerde
yaygin olarak goriiliirken, koyun, kec¢i ve domuzlarda nadiren goriilmektedir. Tiim
hayvan tiirlerinde yassi1 hiicreli kanserler geng yasta goriilebilmektedir ancak hastaligin
insidans1 yasla birlikte artmaktadir. Hastalik kedilerde 9-14 yaslarinda pik insidans
gosterirken, kopelerde 6-13 yasta, atlarda ise 13-21 yaslarinda en yiiksek insidansa



sahiptir (Hendrix, 2015; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017). Hastaligin yiiksek
goriildiigh at tiirleri Belgika ve Amerikan tiirleridir. Yassi hiicreli kansere kars1 yiiksek

risk tagiyan kopek tiirleri ise Terrier ve Mastif gibi irklardir.

2.3.Tiimoriin Lokalizasyonu ve Morfolojisi

Sig1ir ve atlarda, YHK primer olarak mukokutan6z bolgelerde ve 6zellikle goz kapaklari,
konjunktiva, vulva ve perianal bolgelerde olusmaktadir. Koyunlarda tiimoérden siklikla
kulaklar etkilenmekte fakat viicudun baska bélgelerinde de goriilebilmektedir. Ozellikle
solar dermatozis yiin olmayan veya seyrek olan deri alanlar1 ile mukokutandz bolgelerde
goriilen ilk belirgin lezyondur. Bunu eritemler, 6dem, kabuk olusumu, epidermal
kalinlasma ve {ilserasyon takip eder. Kedilerde tiimériin en yaygin olustugu bolgeler
kulak kepgesi, gdz kapaklar1 ve burun bélgesidir. Ozellikle beyaz kedilerde kulak
uclarinda olusan YHK bu tiir i¢in karakteristik olarak kabul edilmektedir. K&peklerde
timoriin en sik goriildigi bolgeler bas, abdomen, 6n bacaklar, perianal bolge ve parmak
uclaridir. Yasamlarinin biiytik bir kismini agik alanlarda geciren kisa tiiylii kopekler YHK
olusumuna kars1 oldukca duyarl olup, tiimor 6zellikle alt karin ve bas bolgesinde gelisir.
Tiimor deriye yerlestiginde dermise dogru yayilir ve lezyon sertlesir. Zamanla {ilseratif
lezyonun derinligi ve biiylikligii artar, sekonder bakteriyel enfeksiyon kitle ylizeyinde
irinli eksudat olusumuyla sonuglanir. Okiiler yassi hiicreli kanserler siklikla purulent
konjonktivit ile seyreder. Ancak tiimor nazal bolgeleri etkilediginde bazen burun
kanamasi, iilserasyon ve nazal sigkinlik goriilebilir (Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017).
Kopeklerde YHK’un diger neoplastik dokulardan ayrimini saglayan ozellikler oldukca
degiskendir. Siklikla immiinosupressif hayvanlarda papilloma virus enfeksiyonu invaziv
YHK olusumu ile sonuglanir. Kedilerde, YHK yine ultraviyole 1sinlarina maruz kalmanin
bir sonucu olup nazal bolgedeki YHK vakalarinin yaklagik yarisinda papilloma virus

DNA’s1 bulunmasi virusun bir sebep olabilecegini ortaya koymustur.

2.4. Tiimoriin Biiyiime ve Metastazi

Sigirlarda YHK genellikle yavas gelisir ve bolgesel lenf diigiimii metastazlar siklikla
koti diferansiye tiimorlerde goriiliir. Bunun disinda cerrahi yolla ekstirpe edilen timdrler
belli zaman sonra niiks edebilmektedir. Kedilerde oral YHK harig, gerek bolgesel lenf
diigtimleri gerekse diger organlara metastaz yaygin degildir (Goldschmidt ve
Goldschmidt, 2017).



2.5. Tiimoriin Klinik Seyri

Genellikle prekiirsor lezyon olarak baslayan YHK’da, hizli biiyiime, iilserasyon ve daha
ileri metastaz yapma evresine gectiginde kanama goriilebilmektedir. Tiimdr soliter bir
lezyon olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Cogunlukla eritem, sar1 renkli papiil veya nodiiler
sekilde baslayan lezyon, once vertikal eksende daha sonra lateral yonde yayilarak
infiltratif plak seklini almaktadir. Bazal hiicreli karsinomalardan farkli olarak, ¢evreden
kabarik, kenar kisimlarinda keratin birikimine bagli hiperkeratoz gozlenebilmektedir.
Tedavi edilmediklerinde ileri evrelerde sekonder enfeksiyonlarla beraber, iilser, verriikoz
nodiil ve plak seklini alabilmektedir (Brenn ve ark., 2005; Heeney ve Valli, 1985;
Staratigos ve ark., 2015).

2.6.Tiimériin Histolojik Ozellikleri

Yasst hiicreli tiimdrlerin temel histopatolojisi bazal membran boyunca dermise yayilan
atipik keratinositlerin bulunmasidir. YHK dokusu genellikle iri bir niikleus ve buzlu cam
goriinimiinde eozinofilik sitoplazmali epitelyal hiicrelerden olusmaktadir. Diskeratotik
hiicreler, parakeratoz ve hastalik igin tipik kabul edilen eozinofilik keratin incileri
anormal kornifikasyona isaret eder (Kirkham, 2005). Ozellikle stratum bazale ve
spinozumda bulunan ve degisim gosteren keratinositlerde kismen kutuplasma,
karyomegali, niikleer hiperkromazi, biiyiimiis, belirgin bir veya daha fazla sayida
niikleolus ile bazal keratinositlerde mitozlar sik goriilen histolojik bulgulardir. Tiimor
ozellikle uzun siireli ultraviyole isinlarina maruz kalma sonucu gelistiginden, bazi
vakalarda dermiste elastik ve kollagen iplikciklerin fragmantasyonu ve dejenerasyonu ile
beraber solar elastozis de gosterebilmektedir. Neoplastik dokuda adaciklar ve kordlar
olusturan tiimor hiicreleri siklikla dermise ve subkutandz dokulara invazyon gosterirler.
Gerek intrasitoplazmik gerekse keratin fibril materyali olarak goriilen neoplastik
keratinositler tarafindan firetilen keratin incisi miktar1 olgularda olduk¢a degiskendir.
Yasst hiicreli kanserler iyi diferansiye, orta diferansiye ve koétii diferansiye olarak ii¢ ayri
alt tipe ayrilmaktadir. Tiimoriin farklilasma derecesinin belirlenmesinde ozellikle
keratinlesmenin derecesi ©nemli rol oynamaktadir. Iyi diferansiye yassi hiicreli
karsinomalarda tiimor hiicrelerinin biiyiik kismi oldukea farklilagsmais, biiyilik adaciklar ve
cok sayida keratin incileri gostermektedirler. Pleomorfizim minimal diizeyde olup mitoz
say1s1 yiiksektir. Ortokeratotik veya parakeratotik olarak goriilen asir1 keratin olusumu ile

karakteristik vakalar genellikle iyi diferansiye olarak kabul edilir. Orta derecede
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diferansiye yassi hiicreli karsinomalarda iyi diferansiye anaplazi gostermektedir (Brenn
ve ark., 2005). Oysaki kot diferansiye tiimorlerde iri adacik olusumu ve Keratin incisi
nadiren goriilmekte ve sadece az sayidaki tiimor hiicresinin sitoplazmasinda
keratinizasyon gozlenmektedir. Neoplastik keratinositler genellikle oldukc¢a iri, oval
yapida vezikiiler ¢ekirdek ile ¢ogunlukla merkeze yerlesen belirgin niikleolus ile bol
eozinofilik sitoplazma ve belirgin membrana sahiptirler. ileri diferansiye timérlerde
Ozellikle hiicreler arasi yiizeylerde interselliiler desmozomlar1 gormek miimkiindiir.
Tiimorde mitotik figiir sayis1 degiskendir, fakat az diferansiye olmus tiimérlerde daha sik
goriilebilir. YHK olgularinda dermal ve subkutandz dokulara invazyon dezmoplastik
yanit1 uyarabilir. YHK dokularinda, neoplastik adaciklar arasinda siklikla nétrofil 16kosit
infiltrasyonlar1 goriiliirken, plazma hiicreleri ve lenfositlerden olusan infiltrasyonlar
tiimdr parankimi etrafindaki destek bag doku alanlarinda daha sik goriilmektedir. Timor
dermal ve subkutanéz lenfatiklere invazyon yaptigi gibi ndorotropizm de
gosterebilmektedir. Kitlenin biiyiikliigli ve histolojik farkliligin yani sira, timorde
infiltrasyon derinligi de 6nemli bir faktordiir. Primer tiimdral invazyon derinligi arttikca,
metastatik yayilim riski de 6nemli derecede artmaktadir (Brenn ve ark., 2005; Huber,
2010; Stratigos ve ark., 2015).

2.7.Tiimoriin Histolojik Simiflandiriimasi

2.7.1.in Situ Yass1 Hiicreli Karsinoma

In situ yass: hiicreli karsinomalar doku i¢inde sinirlanmakta ve belli bir siire metastaz
yapmadan iireyebilmektedir. Histolojik olarak atipik keratinositlerden olusur. Atipik
keratinositler epidermisin altindan ilerlemekle birlikte dermise niifuz etmez. Atipik
keratinositler eozinofilik vakuollii sitoplazma ve lamelli keratin incileri ile birleserek
parakeratozlari olusturur. Epidermiste fazla sayida atipik mitotik figiirler ile diskeratotik
veya nekrotik keratinositler gozlenebilir. Atipik keratinositlerin ¢ekirdekleri pleomorfik
ve genellikle hiperkromatiktir. Tedavi edilmedigi zaman invaziv yassi hiicreli
karsinomaya doniisme potansiyeli vardir (Huber, 2010; Startigos ve ark., 2015). In situ
yasst hiicreli karsinomalarin histolojik olarak farkl tiirleri bulunmakla birlikte genellikle
benzer morfolojiye sahiptir, ancak histopatolojik farkliliklar bulunabilir. Zira bu
lezyonlarin ayirt edilmesi 6nem arz etmektedir. Ciinkd iyi tipteki bowenoid papiiliin daha
sonra invaziv bilylime potansiyelli tiimorlere doniismesi olduk¢a muhtemeldir (Huber,

2010). Bowen hastaligi ve aktinik keratoz YHK’nin in situ sekli olarak kabul



edilmektedir. Aktinik keratoz epidermiste atipik keratinositlerin proliferasyonu ile
karakterize hiperkeratotik lezyonlardir. Eozinofilik, bazen solgun veya vakuollii bir
sitoplazmaya sahiptirler. Bowen hastalig1 ise akantoliz, hiperkeratoz ve parakeratoz ile
karakterizedir. Sayica artan keratinositler diizensiz olarak bir araya gelmislerdir. Genis

pleomorfik ve hiperkromatik bir niikleusa sahiptirler (Huber, 2010).

2.7.2.invaziv Yass1 Hiicreli karsinoma

Invaziv yassi hiicreli karsinoma dermal infiltrasyonu olan epitelyal tiiméral lezyondur.
Histolojik olarak, lezyon epidermal kokenli ve dermise infiltre olmus ¢ok sayida atipik
keratinizasyon ve interseliiler kopriilerle karakterize bir goriiniime sahiptir. Epitelyal
hiicreler cams1 eozinofilik bir sitoplazmaya sahip olup, biiylimiis ¢ekirdeklere sahiptir.
Lezyonda bulunan diskeratotik hiicreler, parakeratozis ve keratin incisi olusumlari
lezyonun malignitesine isarettir (Heeney ve Valli, 1985; Huber,2010; Staratigos ve ark.,

2015). Invaziv yass1 hiicreli kanserlerin birgogunda histolojik alt tip belirlenmistir.

Berrak yassi hiicreli kanserlerde sitoplazmik genigsleme ve yag benzeri vakuollerin
birikmesi ile timor hiicreleri agik bir gorlinlime sahiptir. Berrak hiicreli karsinomalar
hidropik YHK olarak da tanimlanmaktadir. Tiimor hiicreleri, ¢ekirdeklerin membrana
dogru kaymasi nedeni ile berrak goriiniir ve yag hiicrelerinden ayirt edilemez. Timor
hiicreleri, keratinize, non-keratinize ve pleomorfik olarak {i¢ farklh tipte
goriilebilmektedir. Keratin incisi olusumu ile karakterize olan vakalar keratinize tip
olarak kabul edilmektedir. Eger keratin olusumu yoksa non-keratinize tip olarak kabul
edilmektedir. Pleomorfik tipte, belirgin pleomorfizim goriilmekte, hiicrelerde musin
bulunmakta ve tiimor hiicreleri vaskiiler ve perinoral bolgelere invazyon gostermektedir

(Kuo, 1980; Rinker ve ark., 2001).

Igsi hiicreli YHK’larda atipik neoplastik hiicrelerin igsi goriiniimde olmasi ile
karakterizedir. igsi hiicreli karsinomalar ekzofitik tiimor olarak kabul edilir ve normal
YHK’nin aksine tiimor hiicreleri dermise infiltre olmadan yuva veya kordon olusumu
gostermektedir. Dermis ile baglantisi olabilir ya da olmayabilir. Mitoz ve pleomorfik dev
hiicreleri de siklikla goriilebilmektedir. YHK’nin igsi hiicreli alt tiplerinin timor
parankimini ¢evreleyen stromal dokudan ayirt edilmesi zordur. Neoplastik hiicrelerin
anti-keratin antikorlar ile pozitif boyanmasi tiimoriin ayriminda oldukca faydalidir

(Harwood ve ark., 1996; Rinker ve ark., 2001).



Verriikoz tipte, YHK papilloma benzeri proliferasyon ve akantozis gostermektedir.
(Johnson ve ark., 1992; Brenn ve ark., 2005). Verriikoz tip YHK’nin diisiik dereceli bir
varyasyonu olup papiller goriinim ile karakterizedir. Histolojik olarak, ekzofitik
proliferasyonlar, fibrovaskiiler ¢ekirdeklerin nufiiz ettigi biiyiik papiller tiremeler ile
stromaya bitisik, koyu bazofilik hiicreler goriilmektedir. Niikleer atipi ve mitotik figiirler
kolayca goriilebilir (Perez ve ark., 1966; Rinker ve ark., 2001).

Akantolitik YHK’da tiimor hiicreleri belirgin olarak bozulmus ve yalanci bez olusumu
gostermektedir. Histolojik olarak belirgin hiicre ayrismasi ve neoplastik yassi hiicreden
olusan adaciklarin merkezindeki keratinositler diskeratozis gosterir (Goldschmidt ve
Goldschmidt, 2017). Adenoid olarak da bilinen akantolitk YHK’da epitelyal
proliferasyonlar dermise kadar uzanir. Neoplastik hiicrelerden olugan tiimor adaciklari
dermise baglanmaktadir. Akantoliz olusumu ile karakterize proliferasyonlar hiperkeratoz

ve parakeratoz gostermektedir (Nappi ve ark., 1989; Rinker ve ark., 2001).

2.8.Goziin Anatomisi

Go6z gelismis bir yap1 olup disaridan gelen 15181 lens vasitasiyla duyarli hiicreler iizerinde
odaklayarak renk analizi yapabilen 6nemli bir organdir. Gozler kafatasi iginde koruyucu
kemik yapilari olan orbita icerisinde yerlesiktir. i¢te gériintiiyii odaklayan lens sistemi ile
1518a duyarl hiicre katmanm goriintiiyli toplayip, degerlendiren sinir sisteminden olusur.
Dista ise dis etkenlerden koruyan g6z kapaklari ile ona seklini veren dayanikli fibr6z bir
kiireden olugmaktadir. Orbita yag doku ile ¢evrili olup bu yag doku go6ziin kolay hareket
etmesini saglar. Organ yapisinda bulunan kas doku sayesinde hareket kabiliyeti
gostermektedir. Cevresinde bulunan gozyas1 bezleri ile silirekli nemli kalmasi
saglanmaktadir (Dursun, 2000). G6z kiiresi 3 katmadan olusmaktadir.

Tunica Fibroza Bulbi: Sklera ve kornea olarak iki kistmdan olusmaktadir. Sklera; beyaz
renkli, damar ve sinir yoniinden fakir olup goz kiiresinin 5/6’sin1 olusturur. Skleranin 6n
bolimii konjuktiva ile ortiiliidiir, arka bolimiinde ise dis yiizii orbitadan vagina bulbiyle
kaplidir. Skleranin i¢ yiizii choroidea’ya bakar ve spatium perichoroideale ile ayrilmistir.
Kornea ise saydam ve damardan yoksun olup 6n yiiziine facies anterior denilmektedir.
Goz kapaklariin i¢ yiizii ile temasta olan bu yiiziin en ¢ikintili kismi verteks kornea, arka

yiizeyine facies posterior denilmektedir (Dursun, 2000).



Tunica Vaskiiloza Bulbi: Damarlardan ve pigmentten zengin olan bu katman 6nden
arkaya dogru choroidea, corpus ciliare ve iris’den olugsmaktadir. Choroidea damar ve
pigmentten ¢cok zengin olup skleranin i¢ ylizeyinde yer alir ve orta serrataya kadar uzanir
(Dursun, 2000).

Tunica Interna Bulbi: En icte bulunan sinirsel katman olup retina ismi verilmektedir.
Retinanin dis yiizii choroidea ile i¢ ylizii ise membrana vitrea ile baglantilidir. Retinanin
arka boliimiiniin ortasina yakin, yuvarlagimsi, sar1 renkli bir alan goriiliir. Isig1 en 1yi alan
bolgedir. Bunun disinda kornea ile iris arasindaki bosluk olan camera bulbi ismi
verilmektedir. Iris ile corpus vitreum arasinda bulunan olusuma ise lens ad1 verilmektedir

(Dursun, 2000).

Yan rektus
Retinanin optik kas tendonu
bolimi ; Retinanin siliyal
Koroid bolimu
Koroidi saran bosluk ~ Siliyal yapi ve siliyal kas
Sklera 2
Schlemm kanali

Tenon kapsili
Episkleral bosluk
San benekteki oluk

__ Skleral kemik
Mercegin
asici bagi

ris

Optik sinirin A R e, i N Morcek .
dis kilifi il 7 - e arcek kapsila
LA s — 7—Komoa
/Aracknoidaltn,_ =T - ¢ N {/F On kamara
boslugu [~ oy @ /
; .Arka kamera
iridokorneal agi
Siliyal iglemler
Disli ¢izgi
Skleradak I¢ yan rektus kasi
delikli bolge
Merkezi retinal Camsi kanal . o1 cisim
atardamar ve
toplardamar

Sekil 1: G6ziin normal anatomik yapisi (Yalvag, 2014).
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2.9.Goz Histolojisi

GOz temel olarak ii¢ katmandan olusmakta, en dista tunika fibroza, orta kisimda
damardan zengin tunika vaskiiloza ve en icteki tunika nevroza bulunmaktadir Bunlarin
disinda gozde lens, gozyasi bezleri ve g6z kapaklart yardimci olusumlar alarak

bulunmaktadir.

Tunica Fibroza: kornea ve skleradan olusan tabakalar arasinda gegis bdlgesi olarak
kabul edilen limbus bulunmaktadir. Kornea kendi i¢inde bes ayr1 histolojik katmandan
olusmakta ve yiizeyden derine dogru; ¢ok katli keratinize olmayan yassi1 epitel tabaka,
bowman membrani, stroma, descement membrant ve korneal endotel bulunmaktadir.
Bowman membrani stromanin homojen dis tabakasi, stroma ise korneanin biiylik bir
boliimiinii kaplayan fibroblastlar ve az sayida lenfoid hiicreleri igeren, siki1 kollagen bag
dokusundan olusmaktadir. Sklera goziin beyaz kismini olusturur ve i¢ tabakadan
meydana gelir. En dista kan damarlarlarint bulunduran episklera; ortada kollagen iceren
diizenli sik1 bag dokusundan olugan stroma ve en igte fibroblast ve melanositleri i¢eren
gevsek bag doku yapisinda subaraknoid lamina tabakasi bulunmaktadir. Limbus; kornea
ve sklera siirinda bulunan 1 mm genisliginde bol miktarda kan damar iceren tabakadir.
Histolojik olarak ¢ok katl1 yassi epitelden olusur. Limbusta tek katl1 yass1 endotelle doseli
kanallarda trabekiiler ag yapilart bulunmaktadir. Bu trabekiiller ag yapilar1 birleserek,
schlemm kanalin1 olusturur. Schlemm kanali, humor aqueos ‘nun dolagiminda rol oynar
ve skleradaki aqueos venlere acilirak buradan ise genel viicut dolasimina katilir.
Konjuktiva histolojik olarak stromadan ile ¢ok katli keratinlesmemis yassi epitel
hiicrelerinden olusmaktadir. Stromada damar yapilar1 bulunmaktadir. Episklera lenf ve
kan damarlarindan zengin olup, limbal stroma ise descement membrani ve kornea arka
yiiz epitelinin incelip parcalanmasi ile olugsmustur (Leslie ve ark., 1990; Malkog 2006).

Tunika Vaskiiloza: Diiz kaslar igeren pigmentli vaskiiler bir tabakadir. Koroid membran,
siliyer cisim ve iristen olusmaktadir. Koroid membran; suprakoroid, vaskiiler,
koryokapiller ve camsi membran olarak dort tabakadan olusur. Suprakoroid tabaka
vaskiiler ve koryokapiller tabakalar biiylik damarlari ile sadece kapillerleri icermektedir.
Cams1 membran koroid ile retina arasinda olup bazal lamina, kollagen ve elastik liflerden
olusur. Siliyer cisim tunika vaskiilozanin orta serrata ve iris arasinda yer alan bolgesidir.
Siliyer cisim c¢ok sayida 1sinsal tarzda diizenlenmis akdz sivi olusturan siliyer

uzantilardan olugsmaktadir. Bu uzantilar beraberce siliyer taci yaparlar ve bu da suspensor
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ligamentten lense dogru uzanir. Koroidin vaskiiler tabakasi ve cams1 membrani siliyer
cisime dogru devam eder. Siliyer cismin i¢ ylizii siliyer epitelin i¢ pigmentsiz ve dig
pigmentli tabakasi ile gevrilidir. Iris 6n ve arka kamaray1 ayirarak, dis ¢evresi boyunca
siliyer cisime tutunur. Irisin ortasindaki agiklik, gdziin pupillasin1 olusturur. iris ii¢
tabakadan olusur, en dista kornea epitelinin devami tek katli yassi epitelyum tabakasi,
ortada damarsiz 6n stroma, ¢ok sayida melanosit ve fibroblast iceren damarli olagan
stromadan olusan fibroz tabaka ve arkada pigment epiteli vardir. Pupillanin sfinkter ve
dilator kaslar1 pigment epitelinden kdken alan miyoepitelyal hiicrelerden ibarettir (Leslie
ve ark., 1990; Malkog, 2006).

Tunika Retina: Ug tabakanin en derininde bulunur ve tunika retina, pars iridika, pars
siliyaris ve pars optikadan olusur. Pars optika pigment epiteli, gubuk ve koni hiicreleri
tabakasi, dis smirlayict membran, dis cekirdek tabakasi, dis pleksiform tabaka, i
cekirdek tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, gangliyon hiicre tabakasi, optik sinir lifleri
tabakasi, i¢ sinirlayict membran olarak on tabakadan olusur. Pars siliyaris ve pars iridika
retina tabakalari ise siliyer cisim ve irisin prizmatik ve pigmentli tabakalarindan olusan
ince epitelyum tabakasi haline gelir (Leslie ve ark., 1990; Malkog 2006).

Lens: Gelen 1sinlar retina tizerinde odaklamaya yarar. Bazal membran, tek kath kiibik
epitel ve modifiye lens fibrillerinden olusmaktadir (Leslie ve ark., 1990; Malkog 2006).
Gozyas1 bezleri: Goziin disinda orbitanin iist dis bolgesinde yerlesiktir. Serdz salgi
olusturan birlesik tubulo alveoler bir bez yapisindadir (Leslie ve ark., 1990; Malkog
2006).

Goz kapaklari: Di1s yiizeyinde ince deri, i¢ ylizeyinde mukoza membrani olan konjiktiva
ile ortiilii, kalin siki fibroz bag dokusundan olusmus yapidir. Tarsal plak g6z kapagini
korur ve kuvvetlendirir. Tarsal plakla baglantili tarsal bezler g6z kapaginin kenarina yagsi
sebum salgis1 yapmaktadir. Go6z kapagmni kontrol eden kaslar g6z kapaginda
bulunmaktadir. Kirpikler ise yag bezleri arasina yerlesmistir (Leslie ve ark., 1990;

Malkog 2006).

2.10.Deri Histolojisi

Deri viicudun en biiyiik organi olup, viicudu zararli etkenlere karsi koruyan dogal bir
bariyer olarak fonksiyon yapmaktadir. Ayni zamanda, ultraviyole ve radyasyon gibi

zararli etkenlere karsi viicudu korumak, D vitamini sentezini saglamak, viicut 1sisini

diizenlemek ve savunma yapmak gibi 6nemli gorevleri vardir (Taskin, 2006). Histolojik
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olarak epidermis ve dermis olarak adlandirilan iki 6nemli katmana sahiptir. Epidermis
keratinize ¢ok katl1 yassi epitelden, altindaki dermis ise 6zellikle bag dokusundan olusur.
Epidermis ve dermis bazal membranin bulundugu bdlgede dermal papillalar ile
birbirlerine sikica baglanmistir. Epidermis, en alt tabakadan baslayarak, stratum (Str)
bazale (germinativ tabaka), str. spinozum, str. granulosum, str. lucidium ve str. corneum
olmak tlizere bes katmandan ibarettir. Bazal tabaka tek sirali kiibik hiicrelerden
olusmaktadir. Bu hiicreler mitoz yoluyla yenilenmeden sorumlu olup yiizeye dogru
itilerek, daha kalin bir tabaka olan str. spinozumu olusturur. Bu tabaka komsu hiicrelerin
uzantilari ile desmozomlar olusturan ¢ok yiizlii, cok sayida dikensi ¢ikintilar: (interseliiler
kopriiler) ile taninan hiicrelerden olusmustur. Bazal tabaka ve spinozum tabakasi
genellikle malpighi tabakasi olarak da adlandirilmaktadir. Str. spinozumu orten
graniilozum tabakasindaki hiicreler keratohiyalin graniilleri ile doludur. Str. lusidum,
diger tabakalara kiyasla daha ince bir tabakadir. Str. granulozum ve korneum arasinda
ince yar1 sefaf bir tabaka olarak insanlarda goriiliir. Epidermisin en iist tabakasi 6lii
yapilardan olusan stratum korneumdur (Philip ve ark., 2005; Taskin, 2006). Epidermiste
keratinositlerin yani sira, melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleri
bulunmaktadir. Keratinositler en fazla bulunan hiicreler olup, ektodermden kdken alirlar
ve Keratin iiretiminden sorumludur. Krista noralisten koken alan melanositler melanozom
isimli organellerde sentezlenen ve cildi zararli ultraviole 1sinlarina kasi koruyan melanin
pigmentinin yapimindan sorumludur. Dendritik uzantilara sahip melanositler,
keratinositlerden sonra en fazla bulunan epidermal hiicrelerdir. Bazal tabakada
keratinositlerin arasinda dagilmis olarak bulunurlar ancak kil folikiilleri ile dermiste de
bir miktar bulunmaktadir. Langerhans hiicreleri genellikle stratum spinozum tabakasinda
bulunurlar. Kemik iliginden kaynaklanan bu hiicreler immiin yanit olugsmasinda antijen
sunan hiicreler olarak bilinirler. Kokenleri bilinmeyen Merkel hiicreleri bazal tabakada
keratinositler arasina yerlesmis olup, gorevleri tam olarak bilinmemektedir (Carlos ve

ark., 1997; Taskin, 2006).

Dermis, epidermise sikica bagli mezoderm kokenli bir tabakadir. Altinda hipodermise
baglanmasini saglamlastiran tip bir kollagen ve elastik lifler iceren siki diizensiz bag
dokusundan olusmaktadir. Bag doku arasinda kil follikiilleri ile ter ve yag bezleri
bulunmaktadir. Dermis yiizeyde epidermal uzantilarla i¢ ige giren gevsek orgiilii papiller
ve retikiiler tabakadan olusur. Papiller ve retikiiler tabakalar arasindaki smir belirgin

degildir. Dermal papillalarda, meissner cisimcikleri denilen kapsiillii sinir sonlanmalari
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ve damarsiz epidermisin beslenmesini saglayan kapiller halkalar bulunur (George ve ark.,

2005; Taskin, 2006).
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Sekil 2: Derinin normal histolojik yapis1 (Latha, 2017).

2.11.Immiinohistokimyasal Boyamalarda Kullanilan Spesifik Isaretleyiciler

2.11.1.Yiiksek Molekiiler Agirhikh Sitokeratin (HMWCK)

Epitel hiicrelerinde bulunan HMWCK bazal hiicrelerin sitoplazmalarindaki keratin ve ara
filament proteinlerini boyayan bir markirdir. Sitokeratin antikorlarinin kullanildigi
immiinohistokimyasal tekniklerde bazal hiicreler segici sekilde boyanir ancak sekretorik
hiicrelerde herhangi bir boyanma izlenmez (Coskun, 2004; Beser, 2006). Yass1 epitel
hiicreli karsinomalarda timor hiicreleri yogun pozitif reaksiyon vermektedir.
Identifikasyonunda zorluk yasanan ve 6zellikle hafif diferansiye epitel hiicre kokenli
tiimoral vakalarda ayirict tani i¢in Onemli bir belirteg olarak yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Coskun, 2004; Beser, 2006).
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2.11.2.Sitokeratin 5/6 (CK5/6)

CK5/6 baslica keratinize ve non-Keratinize yassi epitel epitel, prostat bazal hiicreleri,
tikriik bezi ve meme hiicrelerinde {iretilen sitoplazmik bir ara filamenttir. Bu markir,
yassi epitel hiicre karsinomlar: ve adenoskuamdoz karsinomlarda kuvvetli pozitif boyanma
verirken, adenokarsinomlarda negatif reaksiyon vermektedir. Yassi epitel hiicreli
karsinomlarin identifikasyonunda pozitif isaretleyici olarak kullanmaktadir (David, 2003;
Akpinar, 2010).

2.11.3.Pan-Sitokeratin (PanCK)

AE1/AE3 klon numaralari igermekte ve Ozellikle epitel hiicreleri boyamaktadir. Ayrica
malign tiimorlerde epitelyal farklililasmayr gostermek icin kullanilmaktadir. Pan-
sitokeratin antikorlar1 normal ve tiimor dokularinda mezenkimal hiicrelerden epitelyal ve

mezotelyal hiicreleri ayirmada da kullanilmaktadir (Bunton, 1993).

2.11.4. p53

Tiimor baskilayici protein olarak bilinen p53, genomda mutasyonu 6nleyerek genomun
stabilitesini saglayan, hasarli DNA ’nin tamir edilmesi i¢in gerekli proteinlerin uyarimi ve
apoptoziste rol oynayan énemli bir gendir (Irwin ve ark., 2001; Batinac ve ark., 2004;
Carvalho ve ark., 2005). p53 genindeki mutasyon, normal fonksiyonlarin kayb1 ve kontrol
edilemeyen hiicre ¢ogalmasina neden olur. Kanserlerde en sik degisiklige ugrayan
anahtar gen olarak kabul edilmekte ve tiimorlerin yarisindan fazlasinda p53 mutasyonlari
goriilmektedir. Normal dokularda DNA’ya hasar verici ajanlara yanit vermek i¢in hizla
cogalan bir fonksiyona sahiptir (Batinac ve ark., 2004). Ancak p53 fonksiyonu genetik
degisiklikler ve wviral onkoproteinlerle olusan protein kompleksleri gibi bir¢ok

mekanizma ile bozulabilir (Lu ve ark., 1999; Irwin ve ark., 2001; Batinac ve ark., 2004).

2.11.5.Ki-67

Hiicre proliferasyonun degerlendirilmesinde miikemmel bir markir olarak kullanilan
nonhiston yapisinda niikleer bir protein olan Ki-67 hiicre siklusunun aktif oldugu
doénemlerde (G1, S, G2, M fazi) salinan niikleer bir proteindir (Carvalho ve ark., 2005;
Oran, 2008). Ki-67 tonsil germinal merkez hiicrelerinde, epitelyum bazal hiicreleri ve

intestinal epitelin kript hiicreleri gibi prolifere hiicrelerde bulunmaktadir (Oran, 2008).

15



Birgok meme, akciger, 6zefagus, bobrek, prostat, malign melanom, lenfoma gibi
tiimdrlerde yiiksek Ki-67 boyanma orani kotii prognostik faktor olarak kabul edilmis,
ayrica pre-neoplastik lezyonlarda displastik degisikliklere paralel olarak arttgi
aciklanmustir (Dagistan, 2002; Batur, 2004; Oran, 2008).

2.11.6.Vimentin

Sitoplazmik intermediate filamentlerin 5 ana tipinden biri olup, tiim mezenkimal
embriyonel hiicrelerde ilk eksprese edilen tip 3 ara filamenttir. Endotelyal hiicreler,
fibroblast ve vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi mezenkimal kokenli hiicrelerde bulunur ve
bu hiicrelerin 6nemli iskelet yapisini olusturur (Rosai, 1996; Tosun, 2009). Vimentin
spesifik histogenetik tiimor diferansiyasyonunu kismen agiklayacak 6zellikte oldugu igin,

ayirici tanida yardimer markir olarak kullanilmaktadir (Rosai, 1996; Tosun, 2009).

2.11.7.CD3

CD3 T lenfositlere 6zgii bir ylizey antijeni olup dokulardaki T hiicre dagilimini
gostermektedir. Normalde CD3 olgun periferal T lenfositlerde hem indiikleyici hem de
baskilayici sitotoksik etkiye sahiptir. Immiinohistokimyasal analizlerde epsilon zinciriyle

etkilesime girerek T hiicrelerde reaksiyon vermektedir (Beverley, 1981).

2.11.8.CD79acy

CD79 bir transmembran proteini olup B hiicre reseptorleri ile komleks olusturur ve
CD79A ve CD79B olmak iizere iki zincirden meydana gelir. CD79 antijeni B lenfosit
reseptor kompleksinin bir kismini olusturur ve IgM’nin hiicre ylizeyine taginmasina
aracilik etmede rol oynar. Myeloid ve T hiicrelerinde bulunmazlar. Bu yiizden B hiicre
neoplazmlarmin tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir (Milner ve ark., 1996; Astsaturov ve
ark., 1996).

2.11.9. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNFa)
TNFa, endotoksin ile karsilagmis makrofajlar tarafindan meydana getirilen giiclii bir
biyolojik madde olup kasektin olarak da bilinir (Suzuki ve ark., 1993; Ozoran, 1994).

Inflamatuar mediatdrler veya sitokinlerin uyarimi sonucu saliman polipeptit olup birgok

hastaligin patogenezinde rol oyanamaktadir. Bu yiizden enfeksiyon ve neoplastik
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olgulardaki etkenlere kars1 olusan inflamasyonlarin saptanmasinda polipeptit mediator

olan TNFa kullanilmaktadir (Yenen, 1990).
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3.MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada, Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalina tan1 i¢in
sunulan ve argivlenen 30 sigira ait okiiler yass1 hiicreli kanser olgusu materyal olarak
kullanilmigtir. Timdral kitlelerin alindig1 sigirlara ait bilgiler Tablo 1°de verilmistir.
Kitlelerden alinan doku ornekleri histopatolojik incelemeler igin %10’luk tamponlu
formalin soliisyonunda tespit edilerek rutin yontemlerle parafin bloklar hazirlanmistir.
Hazirlanan parafin bloklardan 4 pm kalinliginda alinan kesitler hematoksilen ve eozin ile

boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.1.Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Yontemi

Histolojide rutin olarak kullanilan baglica boyama teknigi olup, niikleus ve sitoplazma
ayrimini yapan ve tipta tanida en yaygin kullanilan boya yontemidir. Parafin bloklardan
hazirlanan 4 um kalinligindaki kesitler 70 *C’lik etiivde 15 dakika bekletildikten sonra

sirastyla asagidaki islemlerden gegirilerek HE boyamasi yapilmistir.

Ksilol — 5 Dakika

Ksilol — 5 Dakika

%1001tk Alkol — 2 Dakika
%95°lik Alkol — 1 Dakika

%90’lik Alkol — 1 Dakika

Distile Suda Yikama-1 Dakika
Hematoksilen -5 dakika

Cesme Suyunda Yikama — 1 Dakika
Asit Alkol (%1°lik) — 15-20 Saniye
10. Distile Suda Yikama -1 Dakika

11. Amonyakli Su (%1°lik) — 30 Saniye
12. Distile Suda Yikama — 2 Dakika

13. Eozin -2-3 Dakika

14. %70’lik Alkol — 1 Dakika

15. %80’lik Alkol — 1 Dakika

16. %95°1ik Alkol — 1 Dakika
17.%100’Lik Alkol — 1 Dakika

18. Ksilol — 2 Dakika

© 0 N o g bk~ w0 DR
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19. Ksilol — 5 Dakika
20. Ksilol — 5 Dakika

21. Entellan ile kapatma

3.2.Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Histopatolojik incelemeden sonra, tiim OYHK olgularina ait parafin bloklardan poly-I-

lysine ile kapli lamlara alinan kesitler, Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC)
teknigi ile anti-keratin (Yiiksek Molekiiler Agirlikli Sitokereatin-HMWCK, Sitokeratin
5/6, Pan-sitokeratin), p53, Ki-67, Vimentin, CD3, CD79acy, Tiimér Nekroz Faktorii-alfa

(TNF-a) i¢in hazirlanan ticari antikorlar kullanilarak degerlendirilmistir. Calismada

kullanilan primer antikorlara ait klon numaralari, inkiibasyon stireleri ve diliiSyon oranlar1

Tablo 2’de verilmistir.

Poly-I-lysine ile kapli lamlara alinan Kkesitler sirasiyla asagidaki islemlere tabii

tutulmustur.

1.
2.

Etiivlenmis kesitler ti¢ ayr1 temiz ksilolde 5’er dakika deparafinize edildi

Dereceli alkol serisinde (%100, %96, %90, %80, %70°’lik) 5’er dakika rehidrasyon
yapildi

Distile suda bir dakika bekletildi

3 ayr1 temiz Triss-Buffered-Saline (TBS, pH. 7.6) 5’er dakika bekletildi.

Hidrojen peroksit soliisyonunda (H202) (%3) 20 dakika inkiibe edilerek endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi

Distile suda 5 dakika yikand1

Daha sonra kesitler citrat buffer soliisyonunda (pH, 6.0) 10 dakika kaynatilarak
antijenlerin a¢i8a ¢ikartilmasi saglandi ve 20 dakika sogumaya birakildi

TBS soliisyonunda 5 dakika yikandi

Kesitler W block soliisyonunda 20 dakika bekletildi ve yikama yapilmadan iiretici
firmalarin 6nerdigi sekilde primer antikorlarla oda 1sisinda (30 dakika) veya bir gece
buzdolabinda 4°C de inkiibe edildi

10. TBS ile 10 dakika yikand1

11. Biotin soliisyonu (link 2) damlatildi, 20 dakika inkiibe edildi

12. TBS ile 10 dakika yikand1

13. Strepteavidin soliisyonu (link 3) damlatild1 ve 20 dakika inkiibe edildi
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14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.

TBS ile 10 dakika yikandi

Kromojen (3,3’-diaminobenzidine (DAB) ve 3-amino-9-ethylcarbazole) damlatilarak

10 dakika inkiibe edildi

Distile su ile 10 dakika yikandi

Mayer’s hematoksilende 3-5 dakika tutuldu

Cesme suyunda 5 dakika yikandi

DAB kullanilan kesitler dereceli alkol ve ksilol serisinden gecirilerek temizlendi.

DAB kullanilan kesitler entellan ile yapistirildi

AEC ile inkiibe edilen kesitler alkol ve ksilolden gecirilmeden 6zel seffaf yapistiric

ile kapatildi.
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4 BULGULAR

4.1.Makroskobik Bulgular

Calisma kapsaminda tedavi amagli Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesine sunulan OYHK’li sigirlarin anamnezinde genellikle hayvanlarin g6z
kapaklarinda 6nce kabart1 olustugu ve devaminda kiigiik doku iiremelerinin (Resim 1)
gelistigi, zaman igerisinde lezyonlarin hizla biyilidiikleri, kanama, gozyasi akintisi,
gormede giicliik goriildiigii ve bunlarin verimde azalmaya neden oldugu 6grenildi.
Calismada, OYHK tespit edilen tiim sigirlarin disi oldugu belirlendi. Sigirlarin 24’{iniin
Simental, iigliniin Simental melezi, ikisinin yerli ve birisinin holstein irk1 oldugu saptandi.
OYHK saptanan sigirlarda yas araliginin genellikle 4-7 arasinda degistigi ancak iki
vakada tlimoriin daha geng yasta olustugu belirlendi. Kitlelerin siklikla goz kapaklarinda
gelistigi ve gbziin tamamen tahribatina neden olabilen biiyiikliiklere ulastigr goriildii
(Resim 2). Kitlelerin mercimek biyiikliigiinden yaklasik yumurta biiytikliigiine kadar
degistigi, yiizeylerinin kanamali (Resim 3), iilseratif ve bazi vakalarda irinli oldugu
gozlendi. Kitlelerin, 11 sigirda sol gézde, 14’iinde ise sag gozde olustugu, 6zellikle goz
kapaklari, konjunktivalar ve fglincii goz kapaklarindan kaynaklandigi belirlendi.
Kitlelerin sekiz sigirda alt goz kapaginda gelistigi, yedi vakada tiim g6z bélgesine yayilan
ve goziin deformasyonuna neden olan iri kitleler halinde oldugu, bes vakada {igiincii g6z
kapaginda, dort vakada iist goz kapaginda iki vakada konjunktivada olustugu tespit edildi.
Kiigiik kitlelerin genellikle oval yapida, 6zellikle iri ve yaklagik 5-6 cm biiyiikligiine
ulasan kitlelerin karnabahar goriiniimiinde, ¢cogunlukla yiizeysel kanamalar gosteren ve
yer yer tizerlert mukopurulent akinti ile kapli oldugu gortildii. Kitlelerin siklikla tiim goze
yayilmasi nedeniyle goze baski olustururarak goziin tamamen deformasyonu ve atrofisine
neden oldugu saptandi. Atrofik gozlerde purulent panoftalmi ve siklikla g6z ¢evresindeki
dokularda yangisal 6dem olustugu belirlendi. Kesime sevk edilen iki vakada kafanin
nekropsisi yapilmig ve Kkitlelerin karnabahar goriiniimiinde, solid yapida, orbita ve
cevresine yayildigi belirlenmistir (Resim 4,5). Goziinde kitle bulunan sigirlardan alinan
total biyopsi 6rneklerinde kitlelerin bazen nekrozlu olduklari izlendi (Resim 6).

Yassi hiicreli kanser teshis edilen gérme fonksiyonu etkilenmeyen sigirlarda tiiméral
Kitleler gevre kas dokusu ve eklenti bezleri ile birlikte rutin cerrahi yontemle total olarak
ekstirpe edilerek tedavileri yapildi. Cevre dokularada yangi ve purulent panoftalmi gibi

lezyonlar i¢in hayvanlara antibiyotik tedavisi uygulandi. Ancak bazi vakalarda g6z
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kiiresine yayilan, goziin deformasyonu ve atrofisine neden olan kitle bulunan sigirlarin
ise damizlik degeri yok ise genellikle kesime sevk edildiler. Ancak kesime sunulan
sigirlarda, hayvan sahiplerinin kesim zamanini1 hayvan hastanesi veya Patoloji Anabilim
Dalina bildirmemeleri nedeni ile tiimorlerin bolgesel lenf diigiimleri veya diger dokulara

metastaz yapip yapmadiklar1 degerlendirilememistir.

4.2.Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirmelerde ¢alisma kapsamindaki olgularin invaziv okiiler yassi
hiicreli karsinoma oldugu belirlendi. Invaziv OYHK’larda neoplastik odaklarin
merkezinde hastalik i¢in tanisal 6zellik tasiyan ve iyi diferansiyasyon i¢in 6nemli bir
gosterge olarak kabul edilen degisen biiyiikliik ve sayida keratin incileri tespit edildi.
Neoplastik proliferasyonlarin epidermisten kaynaklandigi, dermis ve subkutise invazyon
yapmis lobiiler veya papiller keratinosit proliferasyonlar1 halinde oldugu gériildii (Resim
7). Keratin incilerinin tipik olarak eozinofilik goriinimde ve ¢ogunlukla igsi goriiniime
sahip parakeratotik hiicrelerden olusan lamellasyon yapilari oldugu belirlendi. OYHK
olgularinda neoplastik hiicrelerin genellikle oldukc¢a iri, oval veya poligonal sekilli
hiperkromatik ¢ekirdek ile ¢ogunlukla sayilar1 2-3 arasinda degisen g¢ekirdekcige sahip
olduklar1 belirlendi. Timor hiicre ¢ekirdekciklerin pembemsi goriiniimde, oval ve
degisen biiyiikliiklerde oldugu, yer yer ¢ekirdek membranlarinin agik olarak kalinlastigi
saptandu. Iyi diferansiye tiimoral kitlelerde tiimér hiicrelerinin belirgin sekilde morfolojik
benzerlik gosterdikleri saptandi. Tiimoral dokunun iyi diferansiye oldugu olgularda hafif
anaplazi, tiimor hiicrelerinin sitoplazmik memranlarinda desmozomlar, tipik histolojik
bulgu olarak hemen tiim neoplastik odaklarda ¢ok sayida eozinfilik lamellasyonlu keratin
incileri ve iri adacik olusumlari tespit edildi (Resim 8). Buna karsin kotii diferansiye
OYHK olgularinda en belirgin 6zellik olarak ¢ok az veya tipik lamellasyon gostermeyen
keratin incisi olusumlar1 belirlendi (Resim 9). Tiiméral odaklarda neoplastik hiicrelerin
belirgin olarak niikleer pleomorfizim gosterdikleri, iyi diferansiye olgularda oldugu gibi
belirgin iri adacik olusturmadiklari ve siklikla tubuler yapida proliferasyon gosterdikleri
saptand1 (Resim 10). Ayrica, timor hiicrelerinde ¢ok sayida anormal mitozlar,
anizoniikleozis ve anizositozis dikkati ¢ekti. Tiimoral proliferasyonlarda nekroz alanlari,
yaygin kanamalar, 6dem ve fibroz bag doku artislar1 goriildii. Orta diferansiye olarak
degerlendirilen olgularda ise tiimor adaciklarinin daha kiig¢iik ve keratin incilerinin az

oldugu gorildii. Tiimoral dokularda neoplastik proliferasyonlar arasindaki destek dokuda
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yaygin yangisal hiicre infiltasyonunun bulundugu ve infiltratif hiicrelerin baskin olarak
lenfosit ve plazma hiicrelerinden olustugu goriildii (Resim 11). Neoplastik dokularda sik
nekrozlar ve kanama ile tiimoral proliferasyonlarda damarlarda yaygin trombiis goriildii.
Siddetli nekroz, kanama ve yogun bakteri kiimeleri arasinda sadece keratin incilerinin
bulundugu goriildi. Neoplastik odaklarda bazi tiimoér hiicrelerinde ¢ekirdek
kromatinlerinin tanecikler halinde sitoplazmaya dagildigi, anormal mitoz goriimiinde
olduklar1 ve yer yer boya alma yeteneklerini kaybetmeleri nedeniyle silindikleri gézlendi.
OYHK olgularinda genellikle adacik olusturan tiimor hiicrelerinin bazi vakalarda papiller
bi¢imde prolifere olduklar1 (Resim 12), keratin incilerinin olusmadigi ve siddetli lenfoid
hiicre infiltrasyonlar1 arasinda vezikiiler sitoplazmaya sahip oldukca iri ¢ekirdekli timdor
hiicrelerinin bulundugu goriildii. Bu olgularda 6zellikle tiimoral destek dokunun zayif
olmasina karsin yangisal infiltratin ¢ok siddetli ve yaygin olmasi nedeni ile neoplastik
odaklarin infiltratif hiicreler arasinda adaciklar halinde ve giigliikle segilebildikleri dikkati
cekti. Yine bazi olgularda siddetli kanamalar (Resim 13) ve buna bagh olarak olusan
kahverengimsi hemosiderin pigmentasyonlari saptandi. Bazi olgularda neoplastik
proliferasyonlarda ¢ok sayida anormal biiyiikliikte timor hiicre ¢ekirdekleri, timor tipi

dev hiicreler ve anormal mitozlar goriildii (Resim 14).

Berrak hiicre varyantli OYHK olarak degerlendirilen olgularda neoplastik dokularda
timor hiicrelerinin belirgin bigimde agik vakuoler bir sitoplazmaya sahip olduklar1 ve
hidropik dejenerasyon benzeri bir goriiniim sergiledikleri dikkati ¢ekti (Resim 15). Timor
hiicre proliferasyonlarmin siklikla subkutanz kas dokusuna invazyon gosterdigi, kas
demetleri arasinda fokal iiremeler oldugu, bu nedenle kas hiicrelerinin nekrotik ve
silindikleri tespit edildi (Resim 16). Tiimor hiicre sitoplazmalarinin degisen biiyiikliikte
olmakla beraber sitoplazmanin genisledigi ve berrak ya da bazilarinda pembemsi
graniller halinde oldugu saptandi, Normal deride str. spinozum tabakasi
keratinositlerinde acik olarak goriilen dezmozomlarin berrak hiicreli karsinoma
olgularinda ¢ogunlukla silindikleri belirlendi. Hiicre g¢ekirdeklerinin yaygin olarak
hiperkromatik, degisen biiyiikliiklerde oval veya poligonal morfolojili olduklar1 dikkati
cekti. Bazi hiicrelerde g¢ekirdek kromatinin membran smirinda toplanmasi nedeniyle
oldukga kalinlastig1 gézlendi. Bazi olgularda ise tiimor hiicrelerinin vezikiiler ¢cekirdege
sahip oldugu, sitoplazmalara benzer sekilde vakuoler ve ¢ekirdekgigin yiizer durumda
oldugu goriildii. Ozellikle sitoplazmalar1 asir1 sivi ile dolu olan tiimér hiicrelerinde

cekirdeklerin koilosit benzeri diizensiz, yassilasmis, kiiciik ve sitoplazmada yiizer
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konumda veya perifere itildigi dikkati ¢ekti. Cekirdekcik sayr ve biiyiikligiiniin
degismesiyle beraber genellikle 2-3 adet oldugu goriildii. Bu neoplastik odaklarda ¢ok
sayida ve degisik sekilli diskeratotik hiicrenin varligi goriildii. Diskeratotik tiimor
hiicrelerinde sitoplazmanin oldukga genis, eozinofilik goriiniimlii ve ¢ekirdeklerinin
piknotik olduklart tespit edildi (Resim 17). Diskeratotik hiicrelerde yine niikleuslarin
sitoplazmaya dagilmis, oldukca pargali ve hiperkromazik olduklari dikkati ¢ekti. Timor
adaciklarinin ortasinda sekillenmis olan keratin incilerinin genellikle parcali ¢ekirdekli
ve eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicrelerden olustugu dikkati ¢ekti. Bazi olgularda
keratin incilerinin kalsifiye olduklar1, mor renkte boyandiklar1 ve pargalandiklar1 goriildi
(Resim 18). Tiimor adaciklarinda en distaki neoplastik hiicrelerin sitoplazmalar1 daha
bazofilik olmasina ragmen, adaciklarin merkezine dogru gidildikge sitoplazmik
eozinofilinin belirgin olarak arttig: goriildii. Ozellikle keratin incileri ¢evresinde ilk hattt
olusturan tiimor hiicrelerinde sitoplazmanin lif benzeri eozinofilik amorf materyalle
(tonofibril) doldugu, sitoplazmik membranin agik olarak ayirt edildigi ve yer yer keratin
incisine yakin hiicrelerde sitoplazmik vakuol artig1 tespit edildi. Berrak hiicreli karsinoma
olgularinda da, Kitlelerinin yiizeyinde yara olusumlari, siddetli kanama ve 6dem goriildii.
Nekrotik alanlar etrafinda graniilasyon dokusunun yaygin ve kapillarizasyon olustugu,
timor parankimine yayildigi, neoplastik dokunun nekroze oldugu ve gelisen graniilasyon
dokusu ile ¢evrelendigi tespit edildi. Ozellikle nekroz bulunan tiimor dokularinda yaygin
notrofilik eksudasyon belirlendi. Siddetli yangisal reaksiyon olusan alanlarda artan hiicre
infiltrasyonu, graniilasyon dokusu ve nekroz nedeni ile az sayida hiicreden olusan tiiméoral
odaklar giicliikle secilebildi (Resim 19). Ayrica tiimoral destek doku ve nekrotik
bolgelerde kalsifikasyon goriildii. Bazi berrak hiicreli karsinoma olgularinda timor
hiicrelerinin tubul benzeri prolifere oldugu, liimenin ¢ogunlukla bos ya da az sayida
hiperkeratotik hiicre bulundugu goriildi. Bu tip olgularda tiimor hiicrelerinin kotii
diferensiyasyon gosterdigi ve keratin incilerinin olusmadig1 gozlendi. Baz1 olgularda
timor hiicrelerinin oldukga ir1 (yakasik 3-4 niikleus biytikliigiinde) c¢ekirdege sahip
olduklart belirlendi. Diger OYHK olgularinda oldugu gibi, berrak hiicre varyantli timor
adaciklarinda lenfoplazmasiter infiltrasyonlar ile birlikte bag dokusu artist ve dev
hiicreleri goriildii. Iki olguda tiiméral kitlede, nekrotik degisiklikler olmamakla beraber,
timor destek dokusunda lenfositik seriden hiicrelerin yani sira, diffiiz eozinofil 16kosit
infiltrasyonu goriildii. Ozellikle siddetli sitoplazmik vakuolizasyon gdsteren olgularda
timor hiicrelerinin subkutan kas demetlerine invazyon gosterdigi, kas hiicrelerinin

normal striiktiiriinii kaybettigi, nekroze olduklari ve yaygin tiimor hiicre proliferasyonlari
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arasinda tek tiik hiyalinize kas hiicreleri kaldig tespit edildi. Bu olgularda tiimér hiicre
proliferasyonlarinin genellikle tubul olusturacak sekilde tek sirali olarak diizensiz bir
sekilde cogalma gosterdikleri goriildii. Ozellikle berrak hiicre varyantli karsinom
olgularinda diskeratotik hiicre sayisini arttif1 ve sitoplazmik vakuolizasyonun 6zellikle
bu hiicrelerde olustugu dikkati ¢ekti. Bu tip tiimor varyantlarinda yangisal infiltratin gok
siddetli oldugu ve gerek timdral proliferasyonlar1 gerekse kas hiicreleri arasinda oldukca
siddetli oldugu gorildi. Kas doku invazyonun yani sira tiimor hiicrelerinin damar
¢eperlerine invazyon gosterdikleri, damar g¢eperlerini nekroze ettikleri ve bu nedenle
damar ¢evresinde kanamalar olustugu goriildii. Damar limeninde eritrositler arasinda
timor hiicre embolisi olusturdugu tespit edildi (Resim 20). OYHK vakalarinda neoplastik
proliferasyonlarin &zellikle dermal ve subkutanéz gelismesine ilaveten, bazi berrak
hiicreli karsinomalarda proliferasyonlarin epidermiste spinozum tabakasinda kiigiik
adaciklar seklinde gelistigi ve dermise yayildigi dikkati ¢ekti. Epidermal tabakada
akantozis, ¢ok sayida diizensiz ¢ekirdekli ve agik sitoplazmali koilositler, dermisin
derinliklerine kadar uzayan rete peg olusumlari ve siddetli kanamalar belirlendi.

OYHK’larda mitoz sayilar1 Tablo 3 de verilmistir.

4.3 Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.1.Yiiksek Molekiiler Agirhikh Sitokeratin (HMWCK) Boyama Sonugclari

Immiin boyamada destek doku ile gevrili lobuler proliferasyon gosteren neoplastik
odaklarda tiimér hiicrelerinin HMWCK siddetli sitoplazmik pozitif reaksiyonu goriildii
(Resim 21). Immiin boyamalar ile tiimoral alanlarda neoplastik hiicrelerin siddetli
sitoplazmik pozitif oldugu ancak destek dokunun tamamen negatif oldugu goriildii.
Immiin reaksiyon {iriinlerinin tiimdr hiicre sitoplazmasinda ince graniiler tarzda
goriilmesiyle birlikte, periniikleer alanlarda boyanma siddetinin daha yogun oldugu
dikkati ¢ekti. HMWCK ile yapilan boyamalarda genis neoplastik odaklarin yani sira,
destek bag dokusu (Resim 22), nekrotik doku alanlar1 ve siddetli yangisal infiltrasyonla
maskelenmis bolgelerde az sayida tiimor hiicresinden olusan odaklar HMWCK pozitif
boyanma sayesinde acik olarak belirlendiler (Resim 23). Ozellikle invaziv berrak hiicre
varyantli OYHK olgularinda sadece birka¢ hiicreden olusan ve kas dokusuna invazyon
yaparak prolifere olan neoplastik hiicreler HMWCK immiin pozitif reaksiyon sayesinde
acik olarak identifiye edildiler (Resim 24). Keratin incilerinde merkezden perifere dogru

genisleyen lameller yapilarinda ve periferinde pozitif rekasiyonu goriildii. Destek dokuda
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ve infiltratif yangi hiicrelerinde herhangi bir reaksiyon goriilmedi. Normal epidermal
tabakalarda ve dermiste kil follikiillerinde yassi epitel hiicrelerinde de HMWCK
reaksiyon goriilmekle beraber, pozitif boyanmanin tiimor hiicrelerine kiyasla daha zayif
oldugu gozlendi. Tiimor hiicrelerinin yani sira ¢evrede bulunan normal bez epitellerinin
de HMWCK igin sitoplazmik pozitif reaksiyonlart goriildii. Berrak hiicre varyantl
OYHK olgularinda HMWCK immiin pozitif reaksiyonun neoplastik hiicrelerin vakuollii
kisimlariin ¢evresinde olustugu, HE boyamalarda oldugu gibi immiin boyamada da
berrak goriiniimli tiimor hiicrelerinin ayirt edilebildigi dikkati ¢ekti. Yine bazi olgularda
HMWCK pozitif reaksiyonun damar liimenlerinde bulunan tiimor hiicre embolilerinde de

olusmas tiimor hiicre embolilerini agik olarak teyit etti.

4.3.2.Sitokeratin 5/6 (CK5/6) Boyama Sonuglari

Tiim neoplastik hiicrelerin CK5/6 i¢in siddetli sitoplazmik pozitif olduklar1 goriildii
(Resim 25). Timor hiicreleri disinda kil follikiillerinin ¢evresindeki yassi epitel
hiicrelerinde de sitoplazmik pozitif reaksiyon goriildi. Tiimor hiicrelerinde immiin
reaksiyonun agik olarak periniikleer bolgede olustugu, infiltratif hiicrelerin ise negatif
olduklar1 goriildii. Ozellikle berrak hiicre varyanthh OYHK olgularinda vakuoler
sitoplazmaya sahip tiimér hiicrelerinin kas dokuya invazyon yaptiklari ve dolayisiyla kas
hiicreleri arasina infiltre olmus neoplastik hiicrelerin CK5/6 immiino pozitif reaksiyonu
ile kolayca tespit edilebilecekleri belirlendi (Resim 26). Neoplastik hiicrelerde oldugu
gibi, keratin incilerinin yogun pozitif reaksiyon gosterdikleri, ayrica bireysel diskeratotik
hiicrelerin de neoplastik doku igerisinde siddetli sitoplazmik pozitif olduklar1 goriildii.
Immiin reaksiyonun iiriinlerinin sitoplazmada ince graniiller halinde oldugu ancak
cekirdek etrafinda diger sitoplazmik alanlara kiyasla daha siddetli oldugu goriildii. Berrak
hiicre varyantli OYHK olgularinda sitoplazmik vakuolizasyon nedeni ile immiin
reaksiyonun sitoplazmik membranda olustugu belirlendi. Hem tiimoral destek bag doku
hem de nekroz ve infiltratif yangi hiicreleri arasinda HE boyama ile tespit edilmeyen az
sayidaki tiimor hiicreleri CK5/6 immiin reaksiyon sayesinde kolayca tespit edildi (Resim
27). Ozellikle berrak hiicreli tiimérlerde infiltratif hiicreler arasinda tubul seklinde
cogalan agik sitoplazmali tiimor hiicreleri CK5/6 boyamasi ile kolayca ayirt edildi.
Normal epidermiste CK5/6 immiin reaksiyonun o6zellikle malpigi hiicre tabakasinda
kuvvetli pozitif oldugu, buna karsin st tabakalarda ise reaksiyonun daha zayif

sekillendigi gozlendi. Bu markirin tiimor hiicrelerini spesifik boyamasi nedeniyle non-
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neoplastik dokularda invaziv tiimér hiicrelerinin saptanmasinda olduk¢a énemli oldugu

sonucuna varildi.

4.3.3.Pan-Sitokeratin (PanCK) Boyama Sonuglari

Yapilan PanCK boyamada tim OYHK dokularinda tiimor hiicrelerinin siddetli
sitoplazmik pozitif reaksiyonu goriildii (Resim 28). Ozellikle neoplastik odaklarda
diskeratotik hiicrelerde tiimor hiicrelerine kiyasla daha yogun boyanma oldugu dikkati
cekti. HMWCK ve CK5/6 markirlarinda oldugu gibi, tiim neoplastik proliferasyonlarin
PanCK ile pozitif boyandiklar1 ve buna bagli olarak hem tiimoéral destek doku hem de
yangisal infiltrasyonlar arasinda kolayca neoplastik alanlarin ortaya konulabilecegini
gosterdi. Timoral dokunun yani sira, epidermal hiicrelerde PanCK pozitif boyanma
belirlendi. Ozellikle stratum spinozumda tiim kerationsitlerin pozitif reaksiyonuna
ragmen hiicreler arasinda dezmozomlarin negatif reaksiyonu dikkati ¢ekti. Ancak dermal
bag dokusu, tiimor destek dokusu ve yangisal infiltrasyonlarda herhangi bir pozitif
boyanma goriilmedi. Tiimoral proliferasyonlarda boyanmanin tamamen sitoplazmik
oldugu, niikleusun boyanmadigi, immiin reaksiyonun oldukca spesifik ve sadece epitel
doku ile sinirlandigi goriildi. Yine, diger anti-keratin markirlarla yapilan boyamalarda
oldugu gibi, destek dokusu veya yangisal infiltrasyon arasinda az sayida timor
hiicresinden olusan ve HE boyama ile identifikasyonu zor olan neoplastik dokular
spesifik ve yogun PanCK reaksiyon ile kolayca tespit edildi (Resim 29). Kas doku
invazivli berrak hiicreli OYHK olgularinda tubuler yapiada prolifere kiigiik timor
adaciklarinda neoplastik hiicrelerin 6zellikle hiicre membranina yakin sitoplazmik
kisimlarda boyanmanin yogun oldugu ve sitoplazmik vakuollerin kolayca ayirt edildigi
dikkati g¢ekti (Resim 30). PanCK ile keratin incilerinde de belirgin immiin pozitif
reaksiyon olustugu ancak tiimor hiicrelerine kiyasla boyanmanin daha zayif oldugu
belirlendi. Nekroz alanlarinda tiimor hiicrelerinin, diger neoplastik dokulardan farkli
olarak, lobiiler yapi olusturmadigi, immiin pozitif hiicrelerin genellikle bireysel ve
diizensiz olduklar1 ve reaksiyonun daha zayif oldugu gézlendi. Normal ve neoplastik

keratinositlere ilaveten bez epitellerinde immiin pozitif reaksiyonu saptandi.

4.3.4.p53 Boyama Sonuclari

Caligsma tiim OYHK olgularinda tiimoral proliferasyonlarda agik niikleer p53 immiin

pozitif reaksiyon goriildii (Resim 31). Neoplastik hiicrelerde reaksiyonun tamamen
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cekirdekte olustugu ve sitoplazmik boyanmanin olmadigi belirlendi. p53 immiin pozitif
reaksiyon trilinlerinin kaba graniiler oldugu ve boyanma yogunlugunun tiimdr hiicreleri
arasinda degistigi gozlendi. p5S3 boyamada tiimor adaciklarinda neoplastik hiicrelerin
genellikle keratin incisi etrafinda siralandiklari; keratin incisi bulunmayan odaklarda
hiicrelerin bezsel tarzda prolifere olduklari ve liimeninde yer yer papiller iiremelerin
oldugu goriildii. Ozellikle HE boyamada yangisal infiltratif hiicreler ve yaygin destek bag
dokusu arasinda gii¢liikle segilebilen az sayidaki tiimor hiicresinden olusan neoplastik
odaklar p53 pozitif boyanma ile kolayca tespit edildiler. p53 immiin pozitif reaksiyonun
neoplastik adaciklarda hemen hemen tim tiimoér hiicrelerinde olusmast ile birlikte,
Ozellikle adaciklarin en digsinda sirali tiimor hiicrelerinde agik olarak daha siddetli
olustugu dikkati ¢ekti (Resim 32). Neoplastik odaklarda mitoz evresindeki tim timor
hiicrelerinde reaksiyon olugmasina karsin keratin incilerinde boyanmanin olmadigi
gozlendi. Neoplastik odaklar cevresinde infiltratif yangi hiicreleri ve bag doku
elementleri ve kas hiicrelerinde reaksiyon olusmadigi ancak kas dokusuna invazyon
gosteren sinirli sayidaki tiimor hiicrelerinin p53 pozitif olduklart goriildii (Resim 33).
Timor hiicrelerinin epidermal keratinositlerden koken almasina karsin normal epidermal
tabakalarda herhangi bir hiicrede reaksiyon olusmadigi tespit edildi. Oysaki hem
epidermisten bazal membrani bozarak dermise invazyon gosteren hem de neoplastik

transformasyon gosteren Keratinositlerin p53 pozitif reaksiyonu tespit edildi.

4.3.5.Ki-67 Boyama Sonuglari

Tiim neoplastik dokularda timor hiicrelerinin Ki-67 antikoruna karsi yaygin niikleer
pozitif olduklar1 tespit edildi (Resim 34). Sadece niikleusta olusan immiin pozitif
reaksiyonun o6zellikle keratin incilerini ¢evreleyen neoplastik proliferasyonlarda periferal
hiicrelerde daha yogun olustugu dikkati ¢ekti (Resim 35). Ki-67 immiin reaksiyonun
ozellikle keratin incisi olusmayan neoplastik odaklarda yaygin pozitif reaksiyonu
gozlenmekle beraber, anormal mitoz ve telofaz evresinde bir¢ok tiimor hiicresinin de
niikleer pozitif oldugu goriildii. HE boyamada tiiméral odaklarda kromatin taneciklerinin
sitoplazmaya dagilmasi ile karakterize olan ve mitoz ya da apoptoz olarak degerlendirilen
baz1 hiicrelerde Ki-67 pozitif reaksiyon goriilmesi bunlarin anormal mitozlar oldugunu
teyit etti. Yine bazi olgularda neoplastik odaklarda normal ¢ekirdeklerin yaklagik 3-4 kat1
biyiikliigiindeki hiicrelerin de yaygin Ki-67 pozitif olduklar1 belirlendi. Ozellikle

neoplastik proliferasyonlarda heniiz hiicre boliinmesinin baslamadigi, sadece kromatin
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yogunlagmasi veya kromatinin diizensiz sekilde dagildigi tiimor hiicre ¢ekirdeklerinde
yogun Ki-67 pozitif reaksiyon goriildii. Neoplastik odaklarin yani sira tiimoral destek
dokusu ve yangisal infiltrasyon odaklarinda da bazi hiicrelerin Ki-67 i¢in niikleer pozitif
olduklar1 dikkati ¢ekti. Bu hiicrelerin olasilikla infiltratif lenfositler ve fibroblastlar

olabilecegi diisiintildii.

4.3.6.Vimentin Boyama Sonuclar:

Neoplastik odaklari olusturan tiimor adaciklari arasinda destek bag dokusunun vimentin
siddetli pozitif oldugu goriildii. immiin reaksiyonun 6zellikle fibroblast ve fibrositlerin
sitoplazmasinda gelistigi ve bu nedenle destek dokuda igsi goriiniime sahip bag doku
hiicrelerinin olduk¢a yogun bulundugu goézlendi. Timoral destek dokusunda damar
endotelleri basta olmak {izere, mezenkimal kokenli tiim hiicrelerin sitoplazmik vimentin
pozitif reaksiyon gosterdigi boylece kapiller damarlarin kolayca ayirt edilebildigi tespit
edildi. Ancak neoplastik odaklarda ne keratin incileri ne de tiimor hiicrelerinde herhangi
bir pozitif reaksiyonun olusmadigi goriildii. Bununla birlikte bazi neoplastik
proliferasyonlarda tek tiik hiicrelerin vimentin pozitif reaksiyon vermesi, bunlarin
muhtemelen mezenkimal kokenli hiicre olabilecegine isaret etti. Hem tiimoral odaklar
cevreleyen hem de neoplastik hiicreleri biribirinden ayiran ve HE boyamada kolayca
segilemeyen ince destek bag dokusu vimentin pozitif reaksiyon ile agik olarak tespit edildi
(Resim 36). Vimentin pozitif reaksiyon ile berrak hiicre varyantli OYHK vakalarinda
subkutan6z kas dokusuna invazyon gosteren neoplastik odaklarda destek dokusu
igerisinde kan damarlar1 ve fibroblastik dokunun yaygin sitoplazmik pozitif reaksiyon
goriildii (Resim 37). Ancak timor odaklarinda yangi hiicrelerinde herhangi bir pozitif
reaksiyon olusmamasina karsin bunlar arasinda da az sayida hiicrenin pozitif oldugu
goriildii. Dermal papillalarda vimentin pozitif reaksiyon olusurken biiyiik ¢apli arterlerde
medial tabakada diiz kas hiicrelerinde negatif reaksiyon goriildii. Ayrica tiimor dokusunda
olusan nekrozlara kars1 gelisen geng bag dokusunda ¢ok sayida kapiller damar endotelinin
vimentin pozitif reaksiyonu ile buralarda gelisen geng graniilasyon dokusu ortaya

konuldu.

4.3.7.CD3 Boyama Sonuglari

Histopatolojik olarak yangisal infiltrasyonlarin goriildigiic OYHK olgularinda, gerek

timoral destek dokusu gerekse neoplastik proliferasyonlarin olusturdugu tiimor
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lopcuklarinda siddetli CD3" T lenfosit infiltrasyonu goriildii (Resim 38). T lenfosit
infiltrasyonu ve boyanma yogunlugunun olgular arasinda degismesi ile birlikte, immiin
reaksiyonun tiimor olgularinda spesifik ve yaygin oldugu gozlendi. Immiin boyama
sonuglarina dayanilarak CD3"T lenfositlerin baskin infiltratif yangi hiicresi oldugu ve
nekroz sekillenmeyen tiimoral adaciklarda da tiimoral proliferasyonlar arasina infiltre
olduklar1 belirlendi (Resim 39). CD3" T hiicre infiltrasyonlarinin hem skuaméz hem de
berrak hiicreli OYHK olgularinda yaygin oldugu ancak infiltrasyon yogunlugunun tiimér
alt varyantlar1 arasinda bir farklilik olusturmadig tespit edildi. Infiltratif T lenfosit
artiglarinin genellikle timor parankiminde diffiiz olarak gelistigi, timor destek dokusu ve
non-neoplastik alanlarda yer yer germinal merkezli lenfoid follikiller olusturdugu
saptandi. Timér hiicreleri arasina infiltre olan CD3* T lenfositlerin keratin incileri
icerisinde bulunmadigi dikkati ¢ekti. T hiicre infiltrasyonlarn dermal bag doku

elementlerinin yani sira, epidermal tabakalar arasina da sikga infiltre oldugu izlendi.

4.3.8.CD79acy Boyama Sonuglari

Lenfoid hiicre infiltrasyonunu karakterize etmek igin kullanilan CD79acy boyamalarina
dayanilarak, HE boyamalarda tiimoéral dokuya yayilmis yangisal hiicrelerin baskin
bigimde lenfoid hiicrelerden olustugu goriildii. Dolayisiyla B lenfositleri karakterize eden
CD79acy boyamasi, T hiicrelere kiyasla, OYHK dokularinda yangisal infiltratin daha az
oranda B lenfosit igerdigini teyid etmistir (Resim 40). CD79acy" B lenfositlerin 6zellikle
tiimoral destek dokuya yerlestigi, kismen de tiimor hiicre proliferasyonlari arasina infiltre
oldugu gozlendi. Pozitif immiin reaksiyonun B hiicrelerin membranlarinda ince linear
tarzda olustugu (Resim 41), ayrica B hiicrelerine ilaveten yangisal infiltratta plazma
hiicrelerinin de CD79acy sitoplazmik pozitif reaksiyon verdigi saptandi. Timoral
dokularda lenfosit infiltrasyonlarin diffuz olmalarinin yani sira, bazi olgularda lenfoid
folikiili olusturduklar1 goriildii. Lenfoid follikiiller infiltrasyonlarda CD79acy’” B
hiicrelerin daha c¢ok orta bolgelerde yogunlagtigi dikkati cekti. Lenfoid hiicre
infiltrasyonlarina ilaveten, damarlarin medya tabakalarinda diiz kas hiicrelerinin de

CD79acy pozitif reaksiyon verdigi dikkati ¢ekmistir.
4.3.9.Tiimor Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) Boyama Sonuglari

Neoplastik adaciklarda tiimor nekroz faktoriiniin tiimdr hiicreleri tarafindan olusturulan

adaciklarda degisen oranlarda salgilandig1 goriildii (Resim 42). immiin reaksiyonun
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timor hiicrelerinin sitoplazmasinda olustugu ve bazi tiimor hiicrelerinde boyanmanin
zayif oldugu goriiliirken diger bazilarinda siddetli reaksiyon olustugu belirlendi. Tiimor
lopcuklarinda tiim neoplastik hiicrelerin pozitif boyanmadigi, lopcuklarda ozellikle
periferal tiimor hiicrelerinde pozitifligin ¢ok siddetli oldugu goriildii (Resim 43). Bazi
olgularda keratin incilerini ¢evreleyen tiimor hiicrelerinde yogun immiin reaksiyon
gelismesine karsin, Keratin incilerinde herhangi bir boyanmanin olugmadig1 agik olarak
saptand1. Anti-keratin antikorlarla yapilan boyamalarda oldugu gibi, berrak hiicreli
OYHK’larda tubuler proliferasyon gosteren tiimor hiicrelerinde sitoplazmik membran
siirinda reaksiyon olustugu ve berrak sitoplazmanin rahatlikla ayirt edilebilecegi dikkati
cekti (Resim 44). Berrak hiicreli OYHK vakalarinda sitoplazmik vakuolizasyonun heniiz
tamamlanmadig1 tiimor hiicrelerinde pozitif boyanma ile sitoplazmanin adeta kalburumsu
bir gériiniim kazandig1 gézlendi. Tiimor hiicrelerine ilaveten immiin pozitif reaksiyonun
siklikla destek bag dokusu ve infiltratif yangisal hiicrelerde de gelistigi goriildii. Bunlara
ilaveten, epidermal tabaka keratinositleri ile dermiste kil follikiil ve bez epitelleri de

pozitif reaksiyon gosterdi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Okdiler yass1 hiicreli kanserler, sigirlarda en yaygin epitelyal kdkenli kanser tipi olup,
keratinositlerin neoplastik hiicrelere farklilasmasi ile gelismektedir. Sigir OYHK
ozellikle goz kapaklarinda gelisen bir deri kanseri olarak kabul edilmekte (Khodaram ve
ark., 2013; Pugliese ve ark., 2014; Gautam ve ark., 2016; Wilcock ve Njaa, 2016;
Fornazari ve ark., 2017; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017) ve 6zellikle goziin limbusu,
3. goz kapagy, alt ve tist goz kapaklar1 ve mukokutano6z sinirda olugsmaktadir (Bier ve ark.,
1979; Heeney ve Valli, 1985; Vala ve ark., 2001; Wilcock ve Njaa, 2016; Fornazari ve
ark., 2017; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017). OYHK prekiirsoér lezyon olarak
baslamakta ve bu lezyonlardan sadece yaris1 4. evre olan kanserlere doniismektedir
(Heeney ve Valli, 1985; Hill ve ark., 2006; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017).
Hastaligin ortaya c¢ikmasinda predispoze faktorler oldugu, bunlar arasinda kalitsal
faktorlerin kismen etkili olmasinin yani sira bazi sigir irklarinda daha sik gorildiigii ileri
stirtilmistiir (Bier ve ark., 1979; DPI, 2004; Grahn, 2019). Hastaligin en ¢ok Hereford,
Friesian ve Simental irklarinda olustugu ileri siiriilmiistiir (Heeney ve Valli, 1985;
Radostits ve ark., 2000; Tas ve ark., 2009; Sagliyan ve ark., 2010; Gautam ve ark., 2016;
Wilcock ve Njaa, 2016; Fornazari ve ark., 2017; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017;
Grahn, 2019). Hastaligin sik goriildiigii bu irklarda deri ve gozlerde melanin pigmentinin
yetersiz oldugu bildirilmis, pigment yetersizligi olmayan Angus gibi wrklarda ise
goriilmedigi agiklanmistir. Zira gozlerinin gevresinde yetersiz pigment bulunan irklarin
OYHK’a duyarli olduklari; lezyonun genellikle gozlerin pigmentsiz bdlgelerinde
bagladig1 ve daha sonra pigmentli bolgelere yayildigr belirtilmistir. (Heeney ve Valli,
1985; Hill ve ark., 2006; Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017).

Hastaligin olugmasinda itk duyarliliginin yani sira, uzun siireli glinese maruz kalma,
tiimoriin gelistigi dokularda melanin yetmezligi ve bu bolgelerde yetersiz kil bulunmasi
en onemli etiyolojik faktorler olarak belirlenmistir (Russell ve ark., 1976; Hill ve ark.,
2006; Foster, 2007; Tas ve ark., 2009; Sagliyan ve ark., 2010; Ceylan ve ark., 2012;
Pugliese ve ark., 2014; Goldschmidtve Goldschmidt, 2017; Grahn, 2019). Ancak
hastaligin olusmasinda 6zellikle uzun siireli ultraviyole 1sinlarina maruz kalmanin en
onemli sebep oldugu aciklanmis ve tiimor gelisim yerlerinde giinese bagli dermatit
goriilmesi ile bu hipotez desteklenmistir (Bier ve ark., 1979; Vala ve ark., 2001; Carvalho
ve ark., 2005; Hill ve ark., 2006; Foster, 2007; Tas ve ark., 2009; Ceylan ve ark., 2012;
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Wilcock ve Njaa, 2016; Grahn, 2019). Zira yiiksek rakimlarda yetistirilen duyarli sigir
irklarmin giinese maruz kalmasinda hastalik riskinin arttig1, deride pigmentsiz alanlarin
olustugu; benzer mekanizmalarin vulvar yassi hiicreli kanserlerin olusmasinda da etkili
oldugu agiklanmistir (Capen, 2002; Grahn, 2019). Bunlara ilaveten, papilloma viruslarin
prekanserdz lezyonlardan sik izole edildigi (Carvalho ve ark., 2005; Pugliese ve ark.,
2014), fakat ileri virolojik yontemler kullanilarak yapilan arastirmalarda timor olugsmast
ve papilloma viruslar arasinda dogrudan bir iliski olmadig1 bildirilmistir (Fornazari ve
ark., 2017). Bu ¢alismada papilloma viruslarin OYHK olusmasinda muhtemel roliine
yonelik herhangi bir degerlendirilme yapilmamistir. Ancak, farkli hayvan tiirleri ve
insanlarda derinin YHK’larinda papilloma viruslarin timérle birlikte bulundugu ayrica
kadinlarda serviks tiimorlerinde HPV-16,18’in primer rol oynadiklari saptanmistir
(Khodakaram ve ark., 2013).

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, OYHK olusmasinda ileri yas 6nemli bir faktordiir.
Bugiine kadar yayimlanan OYHK c¢alismalarinda, yasla beraber sigirlarda hastalik
riskinin arttig1, 3 yas altindakilerde az goriildiigii ve 4-9 yas araligindaki sigirlarda sik
goriildiigi bildirilmistir (Russell ve ark., 1976; Heeney ve Valli, 1985; Radostits ve ark.,
2000; Vala ve ark., 2001; Hill ve ark., 2006; Gharagozlou ve ark., 2007; Ceylan ve ark.,
2012; Khodakaram ve ark., 2013; Pugliese ve ark., 2014; Gautam ve ark., 2016; Fornazari
ve ark., 2017). Benzer sekilde, calismamizda OYHK belirlenen sigirlarin 4-7 arasinda ve
tim olgularin disi oldugu saptanmis; 24 sigirin Simental, t¢iiniin Simental melezi,
ikisinin yerli ve birisinin Holstayn irki oldugu belirlenmis, daha 6nce yayimlanan
caligmalarla (Gharagozlou ve ark., 2007) paralellik gozlenmistir. Benzer sekilde
tilkemizde yapilan diger caligmalarda (Sagliyan ve ark., 2010; Ceylan ve ark., 2012) da
OYHK vakalarinin 6nemli bir kismini Simental ve Holstayn irki ineklerin olusturdugu
bildirilmistir. Bir calismada (Heeney ve Valli, 1985) OYHK i¢in erkek ve disi
hayvanlarin esit oranda duyarli oldugu, ancak erkek sigirlarda hastaligin daha az

gorlilmesinin erken yasta kesime sevk edilmelerine bagl olabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda OYHK 11 sigirlarin g6z ¢evresinde kiigiik kabarti ile baslayan, hizli gelisim
gosteren, gozyast akintisi, gormede giicliik ve verimde azalmaya neden olan timor
kitlelerinin siklikla géz kapaklarinda gelistigi ve gozilin tahribatina neden olabilen
biiyiikliiklere ulastigir goriilmiistir. OYHK’li sigirlarda tiimorlerin  nodiiler veya

karnabahar manzarasinda ve farkli ebatlarda olmakla beraber, 1-2 mm’den 9 cm
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biiytikligiine kadar ulastiklari, bazilarinin kolayca parcalanabilen, goz kapaklar veya
konjunktiva ile baglantili, gbzyasi ve irin akintist ile kanama ve iilserasyona egimli
olduklar1 bildirilmistir (Gharazoglou ve ark., 2007; Tas ve ark., 2009; Ceylan ve ark.,
2012; Pugliese ve ark., 2014; Gautam ve ark., 2016; Yakan ve ark., 2017). Calismamizda
timdrlerin benzer ozelliklerde oldugu, kitlelerin 11 sigirda sol, 14’linde sag gozde
gelistigi goriilmistiir. Kitlelerin 7 sigirda tiim orbitaya yayilarak géziin deformasyonuna
neden oldugu, 8 sigirda alt gbz kapagi, 5 vakada {i¢iincli goz kapagi, 4 vakada iist goz
kapag1 ve 2 vakada ise konjuktivada olustugu tespit edilmistir. Ceylan ve ark. (2012)
OYHK’11 15 sigirdan 10’unda tiimdriin sag gozde, 5 sigirda ise sol gozde gorildiiglini;
bir bagka ¢aligmada (Gharagozlou ve ark., 2007) ise her iki goziin de hemen hemen ayni
oranda etkilendigi bildirilmistir. Baz1 ¢alismalarda (Heeney ve Valli, 1984; Tas ve ark.,
2009; Ceylan ve ark., 2012; Fornazari ve ark., 2017) OYHK nin baskin olarak 3. goz
veya goz kiiresinde gelisebilecegi, Kitlelerin prekiirsor lezyonlardan ibaret oldugu ve
bunlardan az bir kisminin kansere doniistiigii belirtilmistir. Ayrica diger bazi calismalarda
(Gharagozlou ve ark., 2007; Fornazari ve ark., 2017) ise OYHK lezyonlarmin %70
oraninda 3. g6z kapagi ile alt ve list goz kapaklar1 konjunktivasinda gelistigini; 32
olgunun 12 sinde tiimdriin non-invaziv, 18 vakada ise invaziv YHK oldugunu
bildirmistir. Caligmamizda OYHK lezyonlariin tiimiiniin invaziv tipte oldugu ancak
vakalarin genellikle ge¢ donemde sunulmasi nedeni ile prekiirsor lezyonlarin
bulunmadigi belirlenmistir. Bazi1 aragtirmalarda (Heeney ve Valli, 1985; Misdorp ve ark.,
1985; Vala ve ark., 2001; Fornazari ve ark., 2017) prekanserdz lezyonlarin baskin olarak
3. goz kaynaklt oldugu, bunu goziin limbusu, korneas: ve goz kapaklarinin izledigini
aciklanmustir.

Mikroskobik olarak, timérlerin degisen derecelerde diferensiyasyon gosteren neoplastik
keratinositlerin meydana getirdigi adaciklar, kordlar ve trabekiilalardan olustugu
goriilmiistiir. Onceki ¢alismalarda (Gharagozlou ve ark., 2007; Tas ve ark., 2009; Devi
ve ark., 2010; Oliveira ve ark., 2011; Ceylan ve ark., 2012; Gautam ve ark., 2016; Tiwari
ve ark., 2016; Vara ve ark., 2016; Yakan ve ark., 2017) OYHK olgularinda bildirildigi
gibi, tiimoral proliferasyonlarin merkezinde lamellasyonlu keratin incileri ile diskeratotik
hiicreler, neoplastik hiicrelerde ¢ekirdekcik say1 ve biiyiikliigiinde artis, cok sayida mitoz,
yangisal infiltrasyon ve degisen derecelerde dezmoplazi bildirilmistir. Bu ¢alismada da,
neoplastik hiicrelerin bazal membrani bozarak dermise ve 6zellikle subkutanéz dokulara
invazyon yaparak kas hiicrelerinde nekroza yol a¢tig1 saptanmustir. Yapilan ¢aligmalarda
(Vala ve ark., 2001; Capen, 2002; Carvalho ve ark., 2005; Goldenberg ve ark., 2010;
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Khodaram ve ark., 2013; Pugliese ve ark., 2014) tiimor hiicreleri tarafindan iretilen
keratin incisi miktarinin olduk¢a degisken oldugu ve bunun tiimér diferensiyasyonu ile
dogrudan iliskili oldugu ileri siiriilmistiir. Zira invaziv YHK’lerde keratin incisi
olusumlari iyi diferansiyasyon igin gosterge olarak kabul edilirken (Kwan ve Mihm,
1979; Capen, 2002), kot diferansiye YHK’lerde ¢ok az keratin incisi olustugu, timor
hiicresinde  sitoplazmik tonofibrillerin  bulundugu  bildirilmistir. ~ Dolayisiyla,
diferensiyasyon belirlenmesinde esas kriter olarak iri keratin incisi ve adacik olusmasi ile
pleomorfizm dikkate alindiginda 30 olgudan 11’inin iyi, 14’{iniin kotii ve 5 olgunun ise
orta diferansiye OYHK olduklari sonucuna varilmistir. Her ne kadar ¢alismamizda in situ
karsinoma lezyonu goriilmemekle birlikte, Gharazoglou ve ark. (2007) yaptiklart
calismada 32 vakanin 12’sinde in situ karsinoma, 18’inde ise invaziv OYHK
belirlemigler, bulgularimiza benzer bigimde, tiimorlerde keratin incisi olusumlart,
prematiire keratinizasyon, niikleer pleomorfizm, iri niikleus ve niikleolus sayisinda artis
bildirmiglerdir. Ancak, her ne kadar Gharazoglou ve ark. (2007) tarafindan kot
diferansiye OYHK ’larda kertin incisi bildirilmekle birlikte, bir ¢ok yazar (Kircher ve
ark.,1974; Capen,2002; Khodaram ve ark., 2013; Wilcock ve Njaa, 2016; Vara ve ark.,
2016) kot diferansiye YHK vakalarinda Kkeratin incisi olusmadigi veya simirli
goriildiigiinii bildirmistir. Ozellikle ¢alismamizda berrak hiicre varyanth OYHK
vakalarinda tiimor hiicrelerinin subkutandz kas dokusuna invazyon gosterdikleri, kas
hiicrelerini nekroze ettigi ve kiigiik tiimor hiicre gruplart arasinda eozinofilik hiyalini
diizensiz yapilar halinde kaldiklart saptanmistir. Bazi yazarlar (Kwan ve Martin, 1979;
Capen, 2002) subkutandz dokulara invazyonun dezmoplastik yaniti uyarabilecegi,
timoriin invaziv smirinin neurotropizme Yol agabilecegi ve subkutandz lenfatikleri
invaze edebilecegine isaret etmislerdir. Calismamizda diferansiyasyon farkliligi
olmaksizin tiim olgularda yiiksek mitotik indeks saptanmig (ortalama mitoz orant; 2.6-
10.6), mitozun dort evresini gosteren ¢cok sayida mitotik figiiriin agik olarak Ki-67 niikleer
pozitif olduklar1 goriilmiistiir. Yine HE boyamalarda tiimér hiicrelerinin sitoplazmasinda
dagmik kromatin taneciklerinin Ki-67 pozitif reaksiyon gostermesi, OYHK’da anormal
mitoz olugsmasina baglanmistir. Ancak neoplastik dokuda olusan yangisal reaksiyonun
siddeti, tiimor invazyonu ve anaplastik Ozellikleri arasinda bir paralellik olmadig:
goriilmiistiir. Bulgularimiza paralel olarak, bazi yazarlar (Misdorp ve ark., 1985;
Fornazari ve ark., 2017) OYHK’da mitozun yiiksek, ancak invazyon ve

diferansiyasyonun diisiik oldugunu agiklamislardir.
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Calismamizda siklikla timoral kitlelerin yiizeysel kisimlarinda nekroz, kanama ve
tilserasyon ile birlikte yaygin nétrofilik infiltrasyon ve bazi olgularda eozinofil 16kosit
artiglar goriilmiistiir. Benzer sekonder lezyonlar diger ¢alismalarda (Gharazoglou ve ark.,
2007; Tas ve ark., 2009; Devi ve ark., 2010) da gbézlenmis ve tiimor invazyonun lenfo-
plazmositik infiltrasyon ve bazen eozinofilik artisla birlikte oldugu agiklanmistir.
Ozellikle tiim invaziv OYHK dokularinda sabit bir bulgu olarak gozlenen lenfo-
plazmositer hiicre artisinin muhtemelen konjunktuvitise bagli ¢evresel faktorler ve parazit
larvalarina ilgili olabilecegi (Fornazari ve ark., 2017), tiimortin normal bir komponenti
oldugu ve iyi diferansiye YHK’lerde daha siddetli oldugu agiklanmistir (Masuda ve ark.,
2010). Ayrica bazi arastirmacilar (Hill ve ark., 2006; Masuda ve ark., 2010; Wilcock ve
Njaa, 2016; Yakan ve ark., 2017) OYHK’da 6zellikle lenfo-plazmositler infiltrasyonun
timor antijenlerine karsi konakgida gelisen hiicresel immiiniteyi isaret ettigini, bu tip
yangisal reaksiyonlarin olasilikla pre-kanser6z lezyonlarin regrese olmasinda Onemli
oldugunu belirtmislerdir. Grahn (2019) da invaziv tiimér hiicrelerince uyarilan lenfo-
plazmositik infiltrasyonun fibroblastik proliferasyonu uyarabilecegini ileri stirmiistiir.
Yine calismamizda bazi vakalarda goriilen ve Masuda ve ark. (2010) tarafindan
YHK larda bildirilen eozinofilik infiltrasyon, insan bas ve boyun YHK’lerinde prognoz
ile iliskilendirilmis ve T hiicreleri veya tiimdr hiicreleri tarafindan salinan eozinofilik

kemotaktik faktor salinimina yorumlanmustir.

Memelilerde farkli hiicrelere ait karakteristik 6zelliklerin belirlenmesi icin 6zellikle ara
filamentler 6nemli bir yere sahiptir. Transforme olmus keratinositler tarafindan salinan
yiiksek molekiil agirlikli keratinler hemen tiim epitel hiicre gruplari i¢in 6nemli ara
filamentler olup, kimyasal bilesimi, hiicre farklilasma evreleri, hiicre tipi ve hastalik
durumuna gore degisim gostermektedir (Grace ve ark., 1985; EI-Mohamady ve ark.,
1991; Velden ve ark., 1997; Sassi ve ark., 2008; Frohwitter ve ark., 2016). Ozellikle epitel
hiicre tiplerinden kaynaklanan karsinomalar i¢in karakteristik olan farkli sitokeratin
polipeptitleri tiimdrlerin ayirict tanist ve prognozu agisindan onemli markirlar olarak
tamimlanmistir (Grace ve ark., 1985; EI-Mohamady ve ark., 1991; Vala ve ark., 2001;
Sassi ve ark., 2008; Masuda ve ark., 2010; Frohwitter ve ark., 2016). Calismamizda
OYHK olgularinda tiimoér hiicrelerinin identifikasyonu i¢in kesitler, literatiirde (Niku ve
ark., 2006; Sassi ve ark., 2008; Frohwitter ve ark., 2016; Ramos-Vara ve Borst, 2017;
Goldschmidt ve Goldschmidt, 2017) yass1 epitel hiicrelri i¢in en uygun anti-keratin

markirlar olarak belirlenen, HMWCK, sitokeratin 5/6 ve PanCK ile boyanmis, markirlara
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karst timor hiicrelerinin sitoplazmasinda diferansiyasyon farkliligi goézetilmeksizin
benzer ve siddetli immiin pozitif reaksiyon saptanmistir. Genis neoplastik odaklarin yani
sira, destek bag dokusu, yaygin nekroz alanlar1 ve yangisal infiltrasyonlar nedeni ile HE
boyamda saptanmasi gii¢ olan az sayida tiimor hiicresinden olusan neoplaziler keratin
markirlar1 sayesinde rahatlikla tespit edilebilmislerdir. Ozellikle kas hiicreleri arasina
infiltrasyon gosteren berrak hiicreli invaziv OYHK vakalarinda neoplastik keratinositler
pozitif immiin reaksiyon ile kolayca saptanmistir. Calismada OYHK olgularinin metastaz
potansiyeli degerlendirilememekle Dbirlikte; tiimoral odaklarda yer yer damar
limenlerinde markirlara igin pozitif bulunan tiimor hiicre embolileri, bazi ¢alismalarda
da (Kircher ve ark.,1974; Heeney ve Valli, 1985; Misdorp ve ark., 1985; Gharagozlou ve
ark., 2007; Grahn, 2019) belirtildigi gibi, OYHK’1n metastaz yapma potansiyelini ortaya
koymustur. Calismamizda elde edilen verilere paralel olarak, diger arastirmalarda (Vala
ve ark., 2001; Devi ve ark., 2010) diferansiyasyon durumuna bakilmaksizin OYHK
olgularinda keratin markirlarina kars1 pozitif immiin reaksiyon elde edildigi bildirilmistir.
Yine sonuglarimiza uygun olarak, sigir (Kiani ve ark., 2010; Masuda ve ark., 2010) ve
kopeklerde (Sassi ve ark., 2008) deri YHK’larinda neoplastik hiicrelerde PanCK immiin
pozitif reaksiyon saptanmis ve ozellikle kiigiik tiimor odaklarinin pozitif boyanma

sayesinde kolayca identifiye edilebildigi agiklanmuistir.

Hem insan hekimligi hem de veteriner hekimlikte, hiicre proliferasyonlar: ve bunlarin
tiimor patogenezisindeki roliiniin arastirilmasi gittikge dnem kazanmaktadir. Bu durum
bilimsel arastirmalarda hiicre proliferasyonu ve sikliis markirlarinin degerini arttirmis,
timor baskilama proteini p53 ve Ki-67 yaygin olarak kullanilmistir (Coulter ve ark.,
1995; Mosunic 2003; Carvalho ve ark., 2005; Azarabad ve ark., 2011; Fornazari ve ark.,
2017). Calismamizda neoplastik keratinositlerin belirgin p53 immiin pozitif reaksiyonu
tespit edilerek OYHK’da ilgili gendeki mutasyon dogrulanmustir. p53 proteini negatif
transkripsiyon faktor olarak gorev yapar ve DNA hasarindan sonra salinimi artar. Bu
nedenle immiinohistokimyasal olarak asir1 ekspresyonu malignite i¢in onemli bir
gosterge olarak kabul edilir (Mosunic 2003). p53 immiin boyama ile hem epidermal
tabakada neoplastik transformasyon gosteren keratinositler, hem de bazal membrani
bozarak dermal invazyon gosteren neoplastik hiicrelerin ¢ekirdeklerinde immiin pozitif
bulunmustur. Immiin reaksiyon tiimér adaciklarini olusturan hiicrelerde yaygin
goriilmekle birlikte, tiimor adaciklarinin periferal kisimlarindaki hiicrelerde daha siddetli

olustugu dikkati cekmistir. Sonuglarimiza uygun olarak, invaziv OYHK l1 sigirlar (Teifke
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ve Lohr, 1996; Carvalho ve ark., 2005; Fornazari ve ark., 2017) ile insanlarin cilt
YHK’larinda (Coulter ve ark., 1995) p53 ekspresyonun tiimor adaciklarinda dis
tabakadaki hiicrelerde yogun olustugu; epitel hiicrelerinde p53 gen mutasyonunda
ultraviole 1sinlar1, karsinogenik kimyasallar ve papilloma viruslarin etkili olabilecegi
aciklanmistir. Yine Sironi ve ark. (1999) da degisik hayvan tiirlerinin iyi diferansiye
OYHK vakalarinda p53 immiin reaksiyonun Ozellikle tiimor adaciklarinda periferik
neoplastik hiicrelerde olustugunu bildirmistir. Ayrica, sigirlarin okiiler (Sironi ve ark.,
1999; Carvalho ve ark., 2005; Azarabad ve ark., 2011) ve vaginal (Oliveira ve ark., 2011)
YHK’larinda neoplastik keratinositlerin yaygin niikleer p53 pozitif olduklar
aciklanmistir. Bir diger arastirmada (Teifke ve Lohr, 1996) ise tiimor hiicrelerinin % 23
oraninda p53 pozitif oldugu, bunun gen mutasyonundan kaynaklandigi ve p53 geninin
ultraviole 1sinlarinin hedefi oldugunu gosterebilecegi belirtilmistir. Baz1 yazarlar (Smith
ve ark., 2003; Oliveira ve ark., 2011) tiimor hiicrelerinde p53 aktivasyonundan sonra asil
hiicresel yanitin, hiicre siklusunun diizenlenmesi, DNA onarimi ve apoptozisin
uyarilmasii kapsadigi, ayrica DNA mutasyonunu miiteakip p53’iin hiicre siklusunu
durdurabilecegi ve DNA hasarini onarabilecegi ifade edilmistir. p53 mutasyonu ile ilgili
bircok durumda bu proteininin modifikasyon gosterecegi ve tiimor hiicresindeki birikimi
nedeniyle immiinohistokimyasal olarak tespit edilebilecegi bildirilmistir (Teifke ve Lohr,
1996).

Prolifere hiicrelerin niiklear matriksinden salinan Ki-67, hiicre siklusunun tiim aktif
doénemlerinde bulunan ancak hiicrenin istirahat doneminde saptanamayan niikleer protein
olup malignite degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Carvalho ve ark., 2005).
Dolayisiyla hiicre popiilasyonunda proliferasyon indeksini ortaya koymak icin Ki-67
miitkemmel bir markir olarak kabul edilmektedir (Birner ve ark., 2001; Mosunic 2003;
Carvalho ve ark., 2005; Azarabad ve ark., 2011). Bu ¢alismada tiim OYHK olgularinda
timor hiicrelerinin Ki-67 niikleer pozitif olduklari agik olarak goriilmiistiir. Keratin incisi
bulunmayan neoplastik proliferasyonlarda kismen yogun pozitif reaksiyon olustugu,
anormal mitoz veya telofaz evresindeki birgok tiimor hiicresinin de niikleer pozitif oldugu
saptanmigtir. HE boyamalarda bazi tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda dagilmis olarak
goriilen kromatin taneciklerinin Ki-67 pozitif reaksiyon gostermesi bunlarin anormal
mitozlar olabilecegine yorumlanmistir. Tiiméral dokunun yani sira, destek doku ve
yangisal infiltratta Ki-67 pozitif reaksiyon goriilmiis, bunlar lenfoid hiicreler ile stromayi

olusturan fibroblastlar olarak degerlendirilmistir. Baz1 yazarlar (Azarabad ve ark., 2011;
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Carvalho ve ark., 2011) OYHK’larda Ki-67 pozitif hiicre indeksinin tiiméral dokunun
histolojik diferansiyasyonu ile iliskili ve kotii diferansiye vakalarda Ki-67 pozitif hiicre
sayisinin yiiksek oldugunu bildirmekle birlikte; Pugliese ve ark. (2014) kotii diferansiye
vakalardada mitoz sayisinin diisiik oldugunu agiklamamistir. Calismamizda vakalarin
agirlikli olarak kotii diferansiye invaziv OYHK oldugu, mitoz sayisinin ortalama 7.6
oldugu belirlenmis; proliferasyon gostergesi olarak kabul edilen Ki-67 boyama

sonuglarinin genel literatiir verileri ile uyumu goriilmiistiir.

Vimentin sitoplazmik ara filamentlerden olup mezenkimal kokenli hiicrelerin
identifikasyonu i¢in kullanilan 6nemli bir markirdir. Calismamizda basta bag doku
elementleri olmak iizere, endotelyal hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi neoplaziyi
cevreleyen ve dezmoplazi olarak tanimlanan destek bag doku unsurlarinin vimentin
pozitif oldugu tespit edilmistir. Mezenkimal kokenli damar endotellerinin vimentin
sitoplazmik pozitif reaksiyonu sayesinde prolifere kapiller damarlar kolayca identifiye
edilmistir. Ozellikle neoplastik proliferasyonlar arasinda HE boyama ile goriilemeyen
siirli dezmoplastik doku vimentin pozitif reaksiyon ile kolayca belirlenmistir.
Sonuglarimiza paralel olarak, sigir {ist sindirim kanali YHK’lar1 (Masuda ve ark., 2010)
ile koyun (Perez ve ark., 1997) OYHK ’larinda tiiméral dokuyu gevreleyen dezmoplazinin
vimentin pozitif oldugu, reaksiyonun 6zellikle iyi diferansiye olgularda siddetli oldugu
bildirilmis, destek dokunun esasen neoplastik proliferasyonu sinirlama yaniti oldugu ileri
stiriilmiistiir. Benzer sekilde Sassi ve ark. (2008) da kopek deri YHK’larinda destek
dokuda vimentin pozitif reaksiyon saptamis ancak tiimor parankiminin negatif oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda tiimor hiicreleri ve yangisal infiltratta vimentine karsi
reaksiyon olugsmamasi ile birlikte, infiltratif hiicreler arasinda az sayida igsi hiicrede
pozitif reaksiyon saptanmis ve yeni gelisen bag dokuya yorumlanmistir. Ayrica,
caliymamizda nekrotik alanlarinda graniilasyon dokusundaki kapillar damar
endotellerinde goriilen vimentin pozitif reaksiyon ile kapiller filizler kolayca ayirt

edilmistir.

Memeli hayvanlarda YHK’nin yiiksek antijenik ozellige sahip oldugu, invaziv sigir
OYHK ile (Hamir ve ark., 1980), koyun (Perez ve ark., 1997), at (Perez ve ark., 1999a)
ve kedi (Perez ve ark., 1999b) YHK’larinda peritiméral yangisal reaksiyona neden olan
infiltratin baskin T lenfosit iceren mononiikleer hiicrelerden olustugu bildirilmistir.
Calismamizda OYHK’larda yangisal infiltrat, T ve B lenfosit fenotipleri igin
degerlendirilmis, hem destek dokusu hem de neoplastik odaklarda siddetli CD3" T
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lenfosit infiltrasyonu saptanmistir. Dolayisiyla peritimdral reaksiyonlarda T lenfositlerin
baskin yangi hiicresi oldugu ve tiimoral dokularda nekrotik degisiklikler olmaksizin
neoplastik dokulara infiltre olduklar1 goriilmiistiir. CD3" T hiicre artisinin hem invaziv
skuam6z hiicreli hem de berrak hiicre varyanth OYHK’larda yaygin oldugu ancak
infiltrasyonun siddeti agisindan farkli diferansiyasyon gosteren olgular arasinda belirgin
bir farklilik olusmadigi dikkati ¢ekmistir. Sonuglarimiza paralel olarak, at (Perez ve ark.,
1999a) ve kedilerin (1999b) degisik viicut bolgelerinde goriillen YHK’larinda yangisal
infiltratin ozellikle CD3*T hiicrelerden olustugu; yangisal infiltrat, tiimor invazyonu ve
diferansiyasyon derecesi arasinda bir paralellik olmadigi ve tiimdre karsi olusan yangisal
yanitin invazyon ve metastazi engellemedigi belirtilmistir. Calismada B lenfosit
idenfikasyonu icin kullanilan CD79acy monoklonal antikoru infiltratif hiicreler arasinda
az sayida CD79acy" B lenfosit ve plazma hiicresi bulundugunu ortaya koymus, ancak T
lenfositlere kiyasla olduk¢a sinirli sayida oldugu saptanmistir. Bulgularimiza paralel
olarak, yine YHK’1i koyunlarda (Perez ve ark., 1997), atlarda (Perez ve ark., 1999a) ve
kedilerde (Perez ve ark., 1999b) tiimoéral dokularda yangisal infiltratta az sayida
CD79acy" B lenfosit ve plazma hiicresinin bulundugu ve plazmositlerin yogun reaksiyon
gosterdigi belirtilmis, iyi diferansiye timdrlerde infiltrasyonun daha fazla oldugu

bildirilmistir.

Ozellikle yangisal reaksiyonlarda immiin cevap olusmasinda 6nemli bir sitokin olan
TNFa igin bu ¢alismada tiimor hiicrelerinde degisen oranlarda immiin pozitif reaksiyon
gozlenmistir. Literatiirde, sigir OYHK veya diger viicut bolgelerinde olusan YHK ’larda
TNFa saliniminin aragtirillmadigi, sadece kedilerin oral YHK larinda incelendigi ve 32
kediden 4’tinde TNFa pozitif reaksiyon goriildiigii bildirimistir (Martin ve ark., 2010).
Calismamizda sitoplazmik TNFo pozitif reaksiyonun tiimoral odaklarda ozellikle
periferik neoplastik hiicrelerde siddetli, buna karsin Kkeratin incileri gevresindeki
hiicrelerde ise zayif olustugu dikkati ¢ekmistir. Ayrica neoplastik hiicrelerin yani sira,
infiltratif yangi hiicrelerinde de TNFo immiin pozitif reaksiyon gelistigi goriilmiistiir.
Yangisal infiltratta TNFa’nin tiimore karsi reaksiyonda onemli bir mediatér oldugu,
timor gelisimi, progresyonu, neoplastik hiicre ¢cogalmasi ve damarlasmada etkili oldugu
ileri stiriilmiistiir (Song ve ark., 2012). Shibahara ve ark. (2005) da, insan YHK’larinda
timor hiicreleri tarafindan salinan TNFa ve diger sitokinlerin tiimdriin invazyonunda

onemli rol oynadigini ileri siirmiiglerdir.
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Sonug olarak, OYHK olgularinda hastaligin erken evrelerinde tiiméral Kitle cerrahi yolla
uzaklastirildigr takdirde prognoz genellikle iyi kabul edilmektedir. Ancak bu caligmada
kitlelerin kanser evresinde olmasi ve iyilesmenin miimkiin olmamasi nedeniyle olgularin
biiyiikk bir kisminda goz kiiresi de kitleler ile birlikte ekstirpe edilmistir. Olgularda
tiimoral kitlelerin tipik histopatolojik karakteristikleri ve 6zellikle keratin antikorlarina
kars1 neoplastik hiicrelerin pozitif reaksiyonlarina dayanilarak tiim olgular OYHK olarak
tamimlanmistir. Bazi vakalarda hem neoplastik hiicrelerin az sayida olmasi hem de
kitlelerde gelisen yaygin nekroz, kanama ve siddetli yangisal infiltrasyonlarin neoplastik
proliferasyonlar1 maskelemesi nedeni ile HE boyamalarda tiimér hiicrelerinin
taninmasinin gli¢ oldugu gorilmiistir. Calismada tim OYHK vakalarimin immun
boyamalarinda kullanilan HMWCK, CK5/6 ve PanCK ile p53 markirlari sirasiyla
timoral kitlelerin yasst epitel hiicre kokenli olmasini ve epidermal skuamoz
keratinositlerin neoplaziye doniisiimiinii agik olarak ortaya koymustur. Ayrica OYHK’ya
kars1 konake¢r savunmasinda infiltratif lenfoid hiicrelerin tiimore karsi hiicresel
savunmadaki onemi ortaya konulmustur. Dolayisiyla, sigirlarin okiiler yassi hiicreli
karsinomlarinda 06zellikle immiin peroksidaz teknigi ile keratin markirlarinin
kullanilmasinin neoplastik hiicrelerin ayirici tanisi agisindan oldukga énemli oldugu ve
bu tip neoplazilerin en erken evrede cerrahi yolla uzaklastiriimasinin ekonomik olarak

Onem arz ettigi sonucuna varilmistir.
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6.TABLOLAR



Tablo 1: Biyopsi yapilan sigirlarin cinsiyeti, irk1 ve tiimoriin olustugu goz.

No Kayit No Yas Cinsiyet Irka Sag/Sol Goz

1. 84/2010 6 Disi Simental Sol g6z

2. 85/2010 7 Erkek Simental Sol g6z

3. 86/2010 6 Disi Simental Sag gbz

4. 105/2010 7 Disi Yerli Sag goz

5. 137/2010 5 Disi Simental Sag g6z

6. 34/2011 6 Disi Simental Sag gbz

7. 99/2011 7 Disi Simental Sag g6z

8. 111/2011 7 Disi Simental Sag gbz

9. 112/2011 4 Disi Simental melezi |Sag g6z

10. 115/2011 5 Disi Simental melezi | Sol goz

11. 179/2011 6 Disi Simental Belirlenemedi
12. 09/2012 6 Disi Simental Sol goz

13. 26/2012 7 Disi Simental Sol goz

14. 68/2012 5 Disi Brown Swiss Belirlenemedi
15. 69/2012 1 Disi Simental Belirlenemedi
16. 70/2012 2 Disi Simental Sol goz

17. 88/2012 6 Disi Holstein melezi | Sol goz

18. 175/2012 ? Disi Simental Sag g6z

19. 115/2012 5 Disi Simental Sag g6z

20. 76/2013 ? Disi Belirlenemedi Belirlenemedi
21. 115/2016 6 Disi Holstein Belirlenemedi
22. 182/2016 4 Disi Simental Sol goz

23. 224/2016 3 Disi Simental Sag g6z

24. 226/2016 9 Disi Simental Sag gbz

25. 46/2017 ? Disi Montofon Sol goz

26. 48/2017 5 Disi Simental Sag g6z

27. 89/2017 ? Disi Simental melezi | Sag g6z

28. 114/2017 ? Disi Yerli Tespit edilemedi
29. | Numarasiz 21 ? Disi Simental Tespit edilemedi
30. | Numarasiz-22 ? Disi Simental melezi | Tespit edilemedi
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Tablo 2: Immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilan primer antikorlarm klon

numaralari, inkiibasyon siireleri ve diliisyon oranlari.

Sira Clon/katalog | inkubasyon | Diluasyon

no: Antikor Ad1 Numarasi siiresi oranlar

1 Yiiksek Molekiiler Clone DE-SQ 30 dakika Kullanima hazir
Agirlikli Sitokeratin

2 Sitokeratin 5/6 Clone D5/16 B4 |30 dakika Kullanima hazir

3 Pansitokeratin Clone AE1/AE3 |1 saat Kullanima hazir

4 p53 SPM590 2 saat 1/400

5 Ki-67 MM1/PA0118 2 saat Kullanima hazir

6 Vimentin Clone SP20 1 saat Kullanima hazir

7 CD3 Clone SP7 1 saat Kullanima hazir

8 CD79acy HMA47/A9 2 saat 1/400

9 TNF Ab19139 2 saat 1/1000
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Tablo 3: OYHK olgularinda 40x objektif ile belirlenen ortalama mitotik hiicre Sayilart.

No: Olgu No Diferansiyasyon | 1.Saha | 2.Saha | 3.Saha | Ortalama
Mitoz Sayisi

1. 84/2010 Koti 7 6 9 7.3
2. 85/2010 Iyi 7 7 8 7.3
3. 86/2010 Iyi 9 7 10 8.6
4. 105/2010 Koti 7 10 8 125
5. 137/2010 Orta 7 7 7 7

6. 34/2011 Koti 10 6 7 7.6
7. 99/2011 Orta 10 6 7 7.6
8. 111/2011 Orta 10 12 10 10.6
9. 112/2011 Koti 8 10 9 9

10. 115/2011 Koti 9 8 9 8.6
11. 179/2011 Iyi 8 ) 6 6.3
12. 26/2012 Iyi 7 8 6 7

13. 68/2012 Orta 10 12 10 10.6
14. 69/2012 Iyi 9 7! 11 9

15. 70/2012 Iyi 10 6 9 8.3
16. 88/2012 Iyi 5 6 3) 5.3
17. 175/2012 Iyi 4 3 6 4.3
18. 115/2012 Koti 8 6 7 7

19. 76/2013 Koti 8 12 13 11

20. 115/2016 Koti 2 2 4 2.6
21. 182/2016 Orta 9 7 7 7.6
22. 224/2016 Koti 9 7 7.3
23. 226/2016 Koti 4 3 4 3.6
24, 46/2017 Iyi 9 7 11 9

25. 48/2017 Iyi 10 12 10 10.6
26. 89/2017 Koti 9 8 7 8

217. 114/2017 Iyi 1 3 3 2.3
28. | Numarasiz 21 Koti 5 6 7 6

29. | Numarasiz 22 Koti 7 6 6 6.3
30. | Numarasiz 23 Kotii 11 10 10 10.3
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7. RESIMLER
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Resim 2: Simental inekte orbitayr deforme eden kanamali ve irinli Kitle.
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Resim 3: Simental inekte sol gozde gelisen kanamali tiimoral kitle.

Resim 4: Konjunktiva ve iiglincii g6z kapaginda tiimoéral kitle.
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Resim 6: Biyopsi ile alinan solid tiiméral kitlede yogun kanama ve nekroz.
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Resim 8: Cok sayida parakeratotik keratin incili iyi diferansiye OYHK (HEx10).
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Resim 10: Kétii diferensiye tiimoral dokuda yaygin niikleer pleomorfizm. (HEx40)




Resim 12: Kronik yangisal infiltratla ¢evrili papiller proliferasyonlu kitle (HEx10).
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Resim 14: Anormal tripolar goriiniimlii mitotik figiir (0k) (HEX40).
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Resim 15: Siddetli sitoplazmik vakuolizasyon gosteren berrak hiicreli OYHK (HEx40).

Resim 16: Subkutan6z kas dokusuna invazyon gosteren ve kas hiicrelerini nekroze eden
berrak hiicreli OYHK (HEx40).




Resim 17: Neoplastik dokuda eozinofilik sitoplazma ve piknotik niikleusa sahip
diskeratotik hiicreler (oklar) (HEx40).

Resim 18: Neoplastik dokuda Kkalsifiye olmus keratin incisi olusumlar: (HEx10).
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Resim 19: Timoral dokuda siddetli nekroz ve yangisal infiltrat arasinda az sayida
neoplastik hiicre ve keratin incisi (HEx20).

o

Resim 20: Damar liimeninde eritrositlerle ¢evrili timor hiicre embolisi (HEx20).
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Resim 21: Neoplastik hiicrelerde siddetli sitoplazmik HMWCK pozitif reaksiyon.
(ABCx10).

Resim 22: Destek dokuda az sayida hiicreden olusan kiigiik timéral odaklar (ABCx40).

57



Resim 24: Kas dokusuna invazyon gosteren tiimor hiicrelerinde HMWCK pozitif
reaksiyon (ABCx10).
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Resim 26: Berrak hiicreli OYHK da tiimér hiicrelerinde sitoplazmik CK5/6 pozitif
reaksiyon (ABCx20).
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Resim 28: Neoplastik proliferasyonlarda siddetli PanCK pozitif reaksiyon (ABCx10).
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Resim 30: Tubuler proliferasyon gosteren berrak hiicreli timoéral dokuda PanCK immiin
pozitif reaksiyon (ABCx20).
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Resim 31: Neoplastik odakta tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde p53 immiin pozitif
reaksiyon (ABCx10).

Resim 32: Tiumoral adacikda periferal hiicrelerde belirgin p53 reaksiyon (ABCx20).
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Resim 34: Neoplastik hiicrelerde yaygim niikleer Ki-67 immiin pozitif reaksiyon
(ABCx10).
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Resim 35: Neoplastik dokuda periferal tiimor hiicrelerinde Ki-67 pozitif reaksiyon
(ABCx10).

Resim 36: Tiumor odaginda destek dokuda vimentin pozitif reaksiyon (ABCx10).
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Resim 37: Berrak hiicreli tiimoral proliferasyonlar arasinda vimentin pozitif boyanma
(ABCx10).
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Resim 38: Tiiméral dokuda siddetli CD3" T hiicre infiltrasyonu (ABCx20).
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Resim 40: Destek dokuda yangisal infiltratta CD79acy* B hiicre infiltrasyonu (ABCx20).
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Resim 42: Timor adaciklarinda yaygin TNFao* reaksiyon (ABCx10).
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Resim 44: Berrak hiicreli OYHK hiicrelerinde pozitif TNFa eaksiyon (ABCx10).
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