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ONSOZ

Koyun pulmoner adenokarsinomu, Retroviriis tip D tarafindan olusturulan ve
kiigiik ruminantlarda saglik problemleri ile birlikte ekonomiyi olumsuz etkileyen
tiimoral bir hastaliktir. Hastaligin prevalansi iilkeden iilkeye degismekle beraber,
etkilenen siirtilerde yillik ortalama % 2 ile % 10 arasinda 6liime neden olmaktadir.
Enfeksiyon genellikle aerosol yol ile bulasmakla birlikte, siit veya kolostrum ile de
tagmabildigi, bu nedenle basarili bir eradikasyon programi i¢in yeni dogan yavrularin
siiriiden ayrilmasmin uygun olacagi aciklanmistir. Ayrica tarama ve itlafa dayal
kontrol dnlemleri olduk¢a 6nemli olup, enfekte hayvanlari belirlemek i¢in hassas ve
spesifik serolojik testler gereklidir. Koyun pulmoner adenokarsinomu, klasik ve
atipik form olmak tizere iki sekilde goriilmektedir. Enfeksiyon nadiren yeni dogan
kuzularda da goriilebilmektedir. Tiimorler, makroskobik olarak parlak veya yari
saydam olup, sert ve gri renktedirler. Mikroskobik olarak tiiméral proliferasyonlar
adenomatoid yapida veya alveollere dogru uzanan papilliform biiylimeler
seklindedir. Ozellikle akcigerlerde siddetli tutulum olan vakalarda nadiren bdlge lenf
diigiimlerine metastazlar yapabilmektedir. Koyun pulmoner adenokarsinomlarinda
etken virtis 6zellikle tip 11 pnomositleri enfekte ederek proliferasyona neden oldugu
icin siirfaktan protein ekspresyonu artmaktadir. Hastaligin tiimorogenezisi ve
patolojisi ile ilgili bilimsel ¢alismalar literatiirde bulunmakla beraber, hastalikta
stirfaktan proteinler ve sitokeratin ekspresyonlarmin karsilastirildigi sinirh sayida
bilimsel ¢alisma mevcuttur. Bu c¢alismada pulmoner adenokarsinom saptanan
koyunlarin akcigerlerinde ve bolge lenf digiimlerinde siirfaktan proteinler ve
sitokeratin ekspresyonlari ile neoplastik dokularda tiimore karsi gelisen immiin yanit
icin lenfositik fenotipler incelenmis olup, kullanilan epitelyal markirlarm koyun
pulmoner adenokarsinomlarmin  ayirict  tamisma 151k tutma  potansiyeli
degerlendirilmistir.
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OZET

Koyun Pulmoner Adenokarsinomlarinda Primer ve Metastatik Kitlelerde
Epitelyal Hiicre Markirlarn, Siirfaktan Proteinler ve Lenfositik Fenotiplerin

Immiinohistokimyasal Olarak Arastirilmasi

Bu c¢aligmada OPA’l1 akciger ve metastazli lenf diiglimlerinde gelisen
neoplastik proliferasyonlarin histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle
arastirilmas1 amagclanmistir. Calismada Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan ve bolge mezbahalarinda kesilen
koyunlardan alinan toplam 20 OPA’l1 akciger ile metastazli 3 adet mediastinal lenf
diiglimii materyal olarak kullanildi. Rutin olarak hazirlanan parafin bloklardan alinan
4 um kalinliginda seri kesitler normal ve Poly-L-Lysine kapli lamlara alindi. Normal
lamlara alman kesitler hematoksilen eozin (HE) ile boyanarak histopatolojik olarak
incelendi. Poly-L-Lysine kapli lamlara alinan seri kesitler ise Avidin-Biotin
Compleks Peroksidaz (ABC-P) teknigi ile siirfaktan proteinler (SP) (SP-A, SP-B,
SP-C), Multi-Cytokeratin (MCK, AE1/AE3), Pan-Cytokeratin-26 (PCK-26), CD3 ve
CD79acy primer antikorlar1  kullanilarak  immiinohistokimyasal  olarak
degerlendirildi. OPA’li akcigerlerde makroskobik olarak degisen boyutlarda
diizensiz, grimsi ve sert odaklar tespit edildi. Histopatolojik incelemelerde klasik
OPA olarak belirlenen olgularda alveollerde bezsel ya da papiller tarzda tiimor hiicre
proliferasyonlarinin akciger parankimine yayildig1 dikkati cekti. Atipik OPA
olgularinda ise neoplastik proliferasyonlarn daha ¢ok nodiiler halde parankime
yayildiklar1 goriildii. Ayrica her iki OPA tipinde peritiimoral alveoler liimende ¢ok
sayida alveoler makrofaj ile nétrofilik eksudasyon izlendi. Ug olguda tiimdriin
mediastinal lenf diiglimlerine metastaz yaptigi, subkapsiiler, kortikal ve medullar
bolgede tiimoral proliferasyonlarm olustugu saptandi. Siirfaktan proteinler igin
yapilan immiin boyamalarda hem klasik hem de atipik OPA olgularinda tiimér
hiicrelerinin sitoplazmasinda immiinopozitif reaksiyon olustugu ancak matiir SP-B
reaksiyonun SP-A ve SP-C’ye kiyasla daha siddetli olustugu saptandi. SP karsi
reaksiyonun 6zellikle hiicrelerin apikal sitoplazmasmda sekillendigi goriildii. Ayrica
timor hiicrelerinin yani sira normal parankimde tip II pnomositler ile alveoler

makrofajlarda SP-A ve SP-B pozitif reaksiyon gozlendi. Sitokeratin ekspresyonlarini



degerlendirmek i¢in yapilan boyamalarda akcigerlerde yine hem klasik hem de atipik
OPA’da neoplastik odaklarda tiimdr hiicrelerinin sitoplazmasinda siddetli pozitif
reaksiyon goriildii. Timor hiicrelerine ilaveten tiim brons ve bronsial epiteller ile non
neoplastik tip I ve tip II pnomositlerde de agik olarak MCK ve PCK-26 immiin
pozitif siddetli reaksiyon tespit edildi. Metastazli lenf diiglimlerinde akcigerlere
benzer bi¢imde tiimor hiicrelerinin siddetli MCK ve PCK-26 pozitif olduklari
belirlendi. SP-B ve MCK i¢in yapilan indirekt immiinofloresan (IF) boyamalarda
OPA’ll akciger ve metastazli lenf diigimlerinde neoplastik ve normal akciger
epitellerinde pozitif reaksiyon saptandi. Akcigerlerde her iki formdaki neoplastik
proliferasyonlarda tiimor mikro cevresinde gelisen hiicresel infiltrasyonlarda CD3" T
ve CD79acy’ B lenfositlerin bulundugu ancak T hiicrelerin daha baskin oldugu
saptandi. Sonug olarak bu ¢alismada koyun pulmoner adenokarsinomlu akcigerler ve
metastazli lenf diiglimlerinde neoplastik hiicrelerin siirfaktan proteinleri sentezledigi
belirlenmis ve tiimor hiicre orjinin belirlenmesinde siirfaktan proteinlerin spesifik
olmas1 nedeniyle diagnostik 6neme sahip oldugu tespit edildi. Yine hem akcigerler
hem de metastazli lenf diiglimlerinde neoplastik hiicrelerin MCK ve PCK-26 immiin
pozitif reaksiyon gosterdikleri ve SP antikorlara kiyasla reaksiyonun daha siddetli
oldugu belirlendi. Ancak sitokeratin boyamalarinda akcigerlerde tiimor hiicrelerinin
yani sira bronsial mukoza ve bez epitelleri ile tip I pndmositlerin de pozitif reaksiyon
gostermeleri  nedeniyle, silirfaktan proteinlerin  tip II pnOmositlerin ortaya
konulmasinda daha spesifik olabilecegini gosterdi. Dolayisiyla, elde edilen bulgular,
Jaaksiekte tip D Retroviriisiiniin tip II pnomositleri enfekte ederek neoplastik
transformasyona neden oldugu ve Ozellikle tiimoriin akcigerlerde yaygmn oldugu
vakalarda bolge lenf diiglimlerine mestastaz potansiyelinin bulundugu tespit edildi.
Sitokeratin markirlarinin tiim akciger epitellerinde pozitif reaksiyon vermesi ile
birlikte, tlimoriin daha c¢ok tip II pnomosit kokenli olmasi ve siirfaktan
ekspresyonlarinin sadece bu hiicrelere spesifik olmasi, primer ve metastatik
kitlelerde tiimor hiicre orjinin arastirilmasinda SP’lerin daha spesifik olabilecegini
ortaya koydu. Ayrica tiimor mikro ¢evresinde Ozellikle T lenfosit infiltrasyonun

bulunmas1 tiimdre karsi hiicresel immiiniteye isaret etti.
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ABSTRACT

Immunohistochemical Investigation of Epithelial Cell Markers, Surfactant Proteins,
and Lymphocytic Phenotypes in the Primary and Metastatic Masses in Sheep

Pulmonary Adenocarcinomas

In this study, the research of neoplastic proliferation developing in the lungs
and metastatic lymph nodes of sheep with adenocarcinoma by histopathological and
immunohistochemical methods was aimed. Taken from the archives of the Pathology
Department of the Veterinary Faculty of Kafkas University and from the sheep
slaughtered in regional slaughterhouses, a total of 20 lungs with OPA and 3
metastatic lymph nodes were used as the material in the study. The serial sections
with 4 um thickness taken from routinely prepared paraffin-embedded blocks were
transferred to normal and Poly-L-Lysine-coated glass slides. The sections transferred
to normal glass slides were evaluated histopathologically after being stained with
hematoxylin-eosin (HE). The serial sections transferred to glass slides coated with
Poly-L-Lysine were evaluated immunohistochemically with Avidin-Biotin Complex
Peroxidase (ABC-P) technique using surfactant proteins (SP) (SP-A, B, SP-C),
Multi-Cytokeratin (MCK, AE1/AE3), pan-Cytokeratin 26 (PCK-26), CD3 and
CD79acy primary antibodies. In the lungs with OPA, irregular, grayish hard focuses
were grossly detected in different sizes. In the histopathological examinations, the
fact that glandlike or papillary tumoral cell proliferations spread to lung parenchyma
drew attention. In the atypical OPA cases, it was seen that neoplastic proliferations
spread to the parenchyma more in nodular form. Also in both OPA types, numerous
alveoler macrophages and neutrophilic exudations in peritumoral alveoler lumen
were monitored. It was determined that the tumor metastasized in three cases in
mediastinal lymph nodes and tumoral proliferations occured in subcapsular, cortical
and medullary regions. It was determined that, in the immunostaining of surfactant
proteins, in all classical and aytpical OPA cases immunopositive reaction in the
cytoplasm of tumor cells occured, yet SP-B reaction was more severe compared to
SP-A and SP-C. The reaction against these proteins were seen especially in the apical
cytoplasm. Moreover, in addition to tumor cells, type Il pneumocytes in parenchyma
and SP-A and SP-B positive reaction were observed in alveoler macrophages. In the

stainings practised for the purpose of evaluation of cytokeratin expressions, severe



positive reaction was observed in the cytoplasm of tumor cells in neoplastic focuses
in both classical and atypical OPA types. In addition to tumor cells, severe immune-
positive MCK and PCK-26 reactions were detected in all bronchi and bronchiolar
epithelia and non-neoplastic type | and type Il pneumocytes. The tumor cells were
also determined to be severe MCK and PCK-26 positive in metastatic lymph nodes
similar to the lungs. Indirect immunofluorescent (IF) staining for SP-B and MCK
revealed a positive reaction in the neoplastic and normal lung epithelium of the lung
with OPA and lymph nodes with metastases. In the cellular infiltrations developing
around tumor-micro especially in both classical and neoplastic proliferations in the
lungs, it was determined that CD3" T and CD79acy’ B lymphocytes existed, yet T
cells were more dominant. In conclusion, it was found that neoplastic cells
synthesized surfactant proteins in the lungs and metastatic lymph nodes with OPA
and it was identified that they had diagnostic importance due to the fact that the
surfactant proteins were specific in the determination of the origin of tumor cells in
this study. It was also detected that in both lungs and metastatic lymph nodes,
neoplastic cells showed immiine-positivity for MCK and PCK-26 and gave more
severe reactions compared to the surfactant proteins. However, in addition to the
tumor cells, as the bronchial mucosa and glandular epithelium and type |
pneumocytes in the lungs showed immiino positive reaction in the cytokeratin
stainings, the surfactant proteins may be more specific in the detection of type II
pneumocytes. Therefore, as a result of the findings it was determined that Jaagsiekte
type D Retrovirus infected type 1l pneumocytes and caused neoplastic transformation
resulting in tumors, and it metastasized to regional lymph nodes especially in the
cases that the tumor is prevalent in the lung. Although all lung epithelium showed a
positive reaction against cytokeratin markers, the fact that the tumor was mostly type
Il pneumocyte and the surfactant expressions were specific to these cells, revealed
that SPs could be more specific in investigating tumor cell origin in primary and
metastatic masses. In addition, the presence of T lymphocyte infiltration in the tumor

microenvironment indicated cellular immunity against the tumor.

Keywords: Sheep, Ovine pulmonary adenocarcinoma, Histopathology,

Immunohistochemistry.
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KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Hayvansal ekonominin 6nemli bir kolu olan koyun yetistiriciliginin tiim
diinyada ve iilkemizde oldukga biiyiik bir 5nemi vardir. Ulkemiz gerek sahip oldugu
cografik kosullar1 gerekse iklimsel 6zelliklerine bagli olarak gelisen bitki oOrtiisii ile
koyun yetistiriciligi i¢in olduke¢a elverislidir (Semerci ve Celik 2016). Kiigiikbas
hayvan yetistiriciliginde koyunlarm et, siit ve yiin gibi degisik {riinlerinden
faydalanilmasi, yetistirilmesinin biiyiikbas hayvanlara kiyasla daha kolay olmasi ve
besin ihtiyaclarmin agirlikli olarak meralardan karsilanmasindan dolay1 maliyetinin
diisiik olmas1 nedeni ile tercih edilen bir hayvancilik tiiriidiir. Bu nedenle tlilkemizde
ve bolgemizde yetistirilen koyunlarda goriilen hastaliklarin tanis1 ve bilinmesi koyun
yetistiriciliginin devami ve ekonomik kayiplarin Onlenmesi agisindan 6nem arz

etmektedir (Usta 2019).

Koyunlarda solunum sistemi hastaliklar1 diinyanin hemen her yerinde yaygin
olarak goriilmekte ve kiiciikbas hayvanciligini ekonomik olarak olumsuz etkileyen
bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Solunum sistemi enfeksiyonlar1 koyunlarda
goriilen tiim hastaliklarin % 5.6’smi1 olusturmaktadir. Kuzu ve koyunlar: etkileyen ve
zamanla kronik hale doniisen bakteriyel ve viral etkenlerin sebep oldugu
hastaliklarda klinik bulgular hastaligin ilerleyen donemlerinde solunum semptomlari
ile kendini gostermektedir. Bakteriyel pndmonilere en ¢ok Mannheimia hemolytica,
Pasteurella multocida, Mycoplasma spp., Bordetalla parapertussis, Histophilus
somni ve Bibersteinia trehalosi yol acarken; viral pnomonilere Parainfluenza 3
(P13), Ovine adenovirus, Respiratory Syncytial Virus (RSV), Reovirus tip 1, 2, 3 ve

Herpesviriisler neden olmaktadir (Kennerman 2017).

Koyun pulmoner adenokarsinomu (Jaagsiekte), Retroviridae ailesine ait
Retroviriis tip D’ nin etiyolojik ajani oldugu bronsio-alveoler bir karsinom tiiriidiir.
Hastalik 6zellikle koyunlar:1 etkilemekle birlikte nadiren kegileri de etkilemektedir
(Usta 2019). Koyunlarda meydana gelen bronsio-alveoler adenokarsinom vakalarmin
% 70’1 koyun pulmoner adenokarsinomdur. Etken aerosol yolla ya da viriisle
kontamine olmus su ve yemlerin tiiketimiyle sindirim yolu ile alinmaktadir. Ayrica,
nadiren intrauterin bulagma bildirilmistir (Kennerman 2017). Etken organizmaya

alindiktan sonra uzun bir inkiibasyon periyodu ge¢irdigi i¢in genellikle 2 yasindan



biiyiik koyunlarda klinik belirti ve bulgularla gézlemlenmektedir. Baslica klinik
bulgular kilo kayb1 ve dispne ile karakterize olup, hastaliktan etkilenen koyunlarda
gelisen sekonder bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle 6liim meydana gelebilmektedir
(Kiran ve ark. 2000, Yener ve ark. 2016). Hastaligin kuzularda goriildiigii vakalar ise
enfeksiyonun anneden yavruya siit ile gegmis olabilecegine baglanmaktadir (Yener
ve ark. 2016). Hastalikl1 akcigerlerin histolojik olarak muayene sonuglari, virlisiin
genellikle alveoler tip II pnomositler ile Clara hiicreleri olarak bilinen silyumsuz
bronsiyal epitel hiicreleriden kdken alan neoplastik proliferasyonlara neden oldugunu

gostermektedir (Kiran ve ark. 2000, Yener ve ark. 2016).

Ayrica koyunlarda kronik formda en sik rastlanilan viral hastaliklardan olan
pulmoner adenokarsinoma ile birlikte en ¢ok goriilen bir baska viral hastalik ise
Maedi-Visna’dir. Maedi-Visna onkojenik etki gostermeyen retroviriis ailesine dahil
bir lentiviriisdur. Hastaligin etiyolojik etkeni olan viriis koyunlarda klinik bulgu
olarak intersitisyel pndmoni, mastitis, sinir sistemi ile ilgili bulgular ve artritis ile
karakterizedir. Etken aerosol yol ile siitle ya da fecesle dis ortama yayilmakta ve 2
haftaya kadar canlilifim1 korumaktadir. Viriis 2 yasindan biiyilk koyunlarda
goriilmekle beraber oOzellikle yashh koyunlari etkilemektedir. Viriisiin diger bir
Ozelligi de lezyonlarin uzun bir inkiibasyon periyodu sonucunda sekillenmesi ve

lenfoid hiperplazisi ile sonuglanmasidir (Kennerman 2017).

Bu tezde, koyun pulmoner adenokarsinomlarinda primer ve metastatik
Kitlelerde epitelyal hiicre markirlar1 ve siirfaktan proteinlerin ekspresyonu ile
bunlarin diagnostik 6neminin karsilastirilmasi; tiimér mikro g¢evresinde lenfositik
fenotiplerin karakterize edilmesi ve tiimore karsi gelisen immiin cevap olusmasinda

bu hiicrelerin roliiniin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Koyunlarda akcigerler (pulmones) respiratuar sistemin en Onemli
kompenentlerinden biri olup sag (sinister) ve sol (dexter) akciger olmak lizere iki
bolimden olusur. Sag ve sol boliim mediastinum ve kalp ile birbirinden ayrilmis
durumdadir. Akcigerler elastik ve slingerimsi yapida olup rengi kiiclik yastaki
saglikli koyunlarda ve kuzularda pembe goriiniimde iken yasi biiyiik koyunlarda
kirmizi renktedir. Her iki akcigerin dis yiizeyleri parlak nitelikte olup serdz bir zarla
(plevra) kaplhidir. Akcigerler bronchus principalis dexter ve sinister ile trachea; arteria
ve vena pulmonalislerle de kalp ile baglanti kurar (Dursun 2008). Bronslar ise sag ve
sol akciger i¢cinde dallanma gostererek brons agaci denilen goériiniimii olustururlar.
Her bir akcigerin lenf sistemi ise bifurcatio trachea cevresinde yer alan tracheo-

bronchial lenf diigiimleri ile baglantilidir (Kiirtiil ve Tirkmenoglu 2018).

Akcigerler, parankim ve bag dokusunu olusturan intersitisyum ve stromadan
olusup ara yiizleri heterojen yapidaki epitel hiicreleri ve ¢evre ile karsilikli olarak
etkilesir. Parankimal yap1 gaz alisverigsinin saglanmasi i¢in temel fonksiyon
iistlenirken bag dokuyu salgi bezleri, sinir lifleri, kan ve lenf damarlarim1 kapsayan
elastik ve kolajen dokular olusturur. Akcigerlerde proksimal havayollar1 alveollerde
yalanci ¢ok katli epitel ile ortiilii olup, distal hava yollarma gidildikge tek kath kiibik
hiicre tabakasina doniisiir. Alveollerde akciger ylizey bolgesinin % 95 ‘ten daha
fazlasi ise ¢ok ince epitelyal bir hiicre tabakasi ile ortiiliidiir. Organda silyali, bazal,
goblet ve Clara hiicreleri dahil birgok hiicre tipi havayollar1 boyunca bulunmakla
beraber yalnizca skuamdz tip | ve kiiboidal tip Il epitel hiicreler genis alveoler yiizeyi
orter. Akcigerlerin temel fonksiyonu (6zellikle alveoler epitelyumun) temel gaz
degisimi icin gerekli genis ve ince ylizey alani saglamaktir. Akciger epitelyumu ilave
birgok fonksiyon yapmakta fakat temel fonksiyonu gaz degisiminin kapasitesini
korumaktir. Bu koruyucu bariyer su ve diger ¢oziinenlerin hareketini kontrol ederek
akciger sivi dengesinin korunmasina katkida bulunmakta ve ¢evreden gelen yabanci
ajanlar1 ayirmak i¢in konagi koruyucu fonksiyonlar iistlenmektedir. Akcigerlerdeki
epitel hiicreler ksenobiyotik ajanlar ile endojen kaynakli mediatorlerin
mekanizmasinda aktif rol iistlenirken akciger yaralanmalarindan sonrada alveollerin

fonksiyonlarimi ve havayollarinin onarilmasina miisaade ederek, rejenerasyonunda



onemli rol oynar. Bunlarin 6tesinde akciger epitel hiicreleri kompleks sekresyonlar
tiretir. Bu sekresyonlar arasinda mukus yapidaki katman, yiizey aktif ajan ya da diger
adiyla siirfaktanlar olarak adlandirilan ve gorevi konagi savunmak olan birgok
onemli protein vardir. (Hermans ve Bernard 1999). Alveoler tip Il hiicrelerde sentez
edilen siirfaktan proteinleri alveoler yiizeylerin 6nemli bir pargasidir. Bu proteinler
solunum esnasinda yiizey gerilimini azaltarak alveollerin hayat boyu ac¢ik kalmasi ve
solunumun daha kolay olmasmna olanak verir. Siirfaktan proteinler ayrica spesifik
olmayan savunma mekanizmalarmma destek olmak, lenfositler igin immiin modiilatér
bir fonksiyon gdstermek ve alveoler makrofajlarin aktivasyonlarinin artirilmasi gibi
durumlarda aktif rol oynar. Siirfaktanin yaklasik % 90 lipidlerden, % 10’unu ise
proteinlerden olusmaktadir Bugiine kadar siirfaktana 6zgii dort spesifik protein
belirlenmis ve bunlar kronolojik siraya gore siirfaktan protein (SP) SP-A, SP-B, SP-
C ve SP-D olarak adlandirilmistir. SP-A’nin lipitlere ve karbonhidratlara baglanma
afinitesi fazladir. Bu ylizden siirfaktan metabolizmasinin regiilasyonunda etkin rol
oynar. Ayrica alveoler makrofajlarda oksijen radikallerin tiretimini indiikleyerek
bakterisidal aktivasyona katkida bulunur. SP- B alveoler yiizeylerin
stabilizasyonunun saglanmasinda 6énemli olup, SP-A ile tiibiiler myelin olusumuna
katkida bulunur. SP- C ise SP-B ile birlikte alveoler yiizeylerin stabilitesini diizenler
ve fosfolipit adsorpsiyonunu saglar. SP-D ise alveoler makrofajlarin

opsonizasyonunu artirici etki gosterir (Bediz ve ark. 1998).
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Sekil 1. Alveoler tip Il hiicrelerde siirfaktan iiretilmesi (ER: Endoplazmik retikulum, G: Golgi
cisimcigi, LB: Lamellar cisim, MVB: Multivezikiiler cisim, TM: Tibiler myelin) (Bediz ve ark.
1998).

2.1 Retroviriisiin Sistematikteki Yeri

Retrovirtiisler diger RNA virtislerine kiyasla daha biiyiik ve gelismis bir aileye
sahiptir (Salvatori 2004). Boyutlar1 80-120 nanomikron olup 7 kilobaz
biiyiikliigiindedir. Lineer yapida tek zincirli, diploid ve pozitif polariteye sahiptir.
(Salvatori 2004, Sevik 2013). Retroviridae ailesi Orthoretrovirinae ve
Spumaretrovirinae olarak 2 alt familyaya ayrilmistir. Orthoretrovirinae alt familyasi
Alpharetroviriis, Gammaretroviriis, Betaretroviriis, Deltaretroviriis,
Epsilonlentiviriis, Lentiviriis olarak 6 cinse ayrilir. Spumaretrovirinae alt familyasi

ise Spumaviriis cinsini biinyesinde bulundurur (Salvatori 2004).

Niikleokapsid yapilar1 Alpharetroviriis, Gammaretroviriis, Deltaretroviriis ve
Spumaviriis alt tiirlerinde konsantrik iken Lentiviriis ve Betaretroviriis alt tiirlerinde
prizmatik kiibik bir sekil gosterir (Salvatori 2004). JSRV koyun akciger
adenokarsinomunu indiikleyen bir virlis olup Retroviridae familyasmimn
Orthoretrovirinae alt familyasina ait bir Betaretroviriis tarafindan olusturulur.
Betaretroviriis cinsi ayrica farelerde meme karsinomuna neden olan Mouse

Mammary Timor Viris (MMTV) ile Rhesus cinsi maymunlardan izole edilen



Mason-Pfizer Monkey viriis ve Squirrel Monkey viriislerini de kapsar (Leroux ve ark
2007).

spumaretrovirus

deltaretrovirus

lentivirus

epsilonretrovirus

gammaretrovirus alpharetrovirus betaretrovirus

Sekil 2. Retroviriislerin klasifikasyonu (Griffiths ve ark. 2010).

2.2 Retroviriisiin Genomik Organizasyonu ve Replikasyonu

Retroviriislerin viral genomlarmm her iki u¢ kismida promotdr ve enhancer
aktivasyonu olan LTR (Long Terminal Repeat) sekanslar1 yer alir. Retroviriislere ait
DNA’larin proviriisleri gag, pol, env smali genleri olusturur. Virlis revers
transkripsiyon basamaginda 5'gag- pol- env 3° sirali diizeninde LTR sekanslar1 ile
yan alanlardan desteklenmis durumdadir ve ORF-X olarak adlandirilan bir acik
okuma ¢ergevesi icerir. ORF-x retroviriislerde 166 aminoasit ile proteinleri kodlar ve
izolasyonu zor olup ayirici sekans analizleri gereklidir (Salvatori 2004). A¢ik okuma
cercevesinin yakinlarinda alt genoma ait iki mRNA akciger kanserlerinde
tanimlanmistir (Leroux ve ark. 2007). Olgun bir haldeki viriisiin membrani i¢inde
grup spesifik antijenik genler olarak adlandirilan gag genleri niikleokapsid, kapsid ve
matriks gibi temel yapisal proteinleri kodlar (Salvatori 2004, Sevik 2013). JSRV
genomu, genomun sonlanan bolgelerinde kodlanmayan bdlgeler igerir ki bu viriisiin
replikasyonu i¢in gereklidir. Pro genler 5’ug¢ bdlgesinde dUTPase ve 3’ug bolgesinde
proteaz (PRO) olarak adlandirilan proteinle ilgili genleri kodlar (Leroux ve ark.
2007).



SU (gp120) integraz
h Lipid
L % . Membran
Kapsid (Kor) Matriks
Proteaz
ssRNA Genom Yardimci
Proteinler
Ters Transkriptaz

Sekil 3. Retroviriisiin yapisal genomunun sematik gdsterimi (Guliyev 2012).

Retroviriislerin replikasyon stratejisini revers transkriptaz enzimi araciligiyla
RNA virionlarinin ¢ift zincirli DNA yapisma aktarmasi olusturur. Viriisiin
replikasyonu igin hiicrelerin genomuna bu ¢ift zincirli DNA’nin integrasyonu
zorunlu bir durumdur (Salvatori 2004). Olgunlasmus viriislerde yaklasik 10 adet
revers transkriptaz kopyast bulunur. Revers transkriptaz enzimleri pol geni ile
kodlanmaktadir. Pol genleri revers transkriptaz genleri haricinde entegraz, RNAse H,
proteaz gibi iiritinleri kodlar (Sevik 2013). Viriisiin dis zar1 konak hiicre membrani
aracilifiyla sekillenir. Yiizey antijenleri (kilif proteinleri) env olarak tanimlanan zarf
geni ile kodlanmaktadir. Replikasyonda ara iirlin proviriis adi1 verilen ¢ift iplikli bir
DNA kopyast meydana gelir. Konak hiicre icinde yer alan proviriisler
kromozomlarm yapisma girer. Cift iplik durumunda olan DNA, kalip gorevi gorerek
viriise O6zgili proteinlerin sentezini de saglamaktadir (Temizkan 2013). Revers
transkripsiyon sitoplazmada meydana gelir ve viral DNA retroviral genomun lineer
kopyalarmi niikleusa aktarir (Salvatori 2004). Ters transkriptaz tRNA primerlere
deoksiriboniikleotidleri ekler. Yaklagik 100-200 aras1 niikleotid R ve U ‘bdlgelerine
tamamlayici olarak eklendikten sonra RNA/DNA bdlgesindeki RNA alani viriise ait
bir enzim olan RNaz H aktivitesi ile yok edilir. Ardindan ters transkriptaz RNA
enziminin genomun 3’ ucuna bir atlama hareketi yapmasi ile R’ dizisi bu ugtaki R
dizisi ile baz eslesmesini gergeklestirir ve RNA’nin U3 bdlgesinin sol tarafinda bir

centik olusur. RNA’nin 3’OH ucu primer goérevi gorerek tek zincirli DNA’ya



tamamlayici ¢ift iplik yapis1 meydana getirir. Ikinci bir asamada ise ters transkriptaz
enzimi ikinci bir atlama hareketi yaparak ¢ift iplikli DNA ve kalip DNA’nin primere
baglanma noktalar1 arasinda baz eslesmesi olur. Bu asamadan sonra genomik
RNA’nm geriye kalan kismi1 RNaz H aktivitesi ile yok edilir (Temizkan 2013). Viriis
hiicre membraninin flizyonuna yol agan spesifik plazma membran reseptorlerine
yiizey glikoproteinleri ile baglanarak konak hiicreye girer. Stabil formdaki proviriis
virion integrazin yardimi ile kromozomal DNA ig¢ine girer. Bu entegrasyon

proviriislerin dogrusal sirasini1 degistirmez (Salvatori 2004).

Virus RNA
N s B

R U5 ‘ u3

Provirus

—— -::@

Cellular DNA U3 R U 5 ‘ Cellular DNA

Transcript .

R US

Sekil 4. Retroviriislerin replikasyon mekanizmasi ve ¢ift iplikli DNA yapisina doniisiimii (Salvatori
2004).

2.3 Retroviriisiin Yasam Dongiisii

Retroviriisiin yagsam donglisii ters transkriptaz enzimi ile ¢ift iplikli DNA’ nin
sentezlenmesi, konak hiicre yiizeyinin reseptorlerine baglanmasi ve genoma
integrasyonu asamalarindan olusur. Tam uzunluktaki viral transkripsiyon ve mRNA
sentezi niikleusta gergeklesir. Ardindan diizenleyici ve yapisal proteinler kodlanir ve

yeni virionlarmn sentezine izin verilir (Salvatori 2004).



?ﬁ?ﬁ? 17T,

(_ - 1 1
Eendm}’losls Env targeting to / 1\

plasma membran
@.
/
translation
\ membrang fusion m——_——— 9” o
and uncoating  » ** \

@ ] transcnpnon g
l
™

reverse @ _.\
transcription s, Integration HE
T "' capsid budding

-

maturation ‘

e

&k

---.‘

assembly

\,

Sekil 5. Retroviriislerin yagsam dongiisii (Griffiths ve ark. 2010).

2.4 Jaagsiekte Sheep Retroviriis (JSRV) Tropizmi

Hastaligin dogal olarak meydana geldigi koyunlarda viral DNA lenfoid
dokular, alveoler makrofajlar ve periferik kanda mononiikleer hiicrelerde
saptanmustir. JSRV enfekte hayvanlarda oOzellikle akcigerlerde alveoler tip I
pnomositler ve terminal bronsiollerdeki silyumsuz Clara hiicrelerinde diferansiyel
transformasyonu indiikleyen tek retroviriistiir. (Leroux ve ark. 2007, Monot ve ark.
2015). Viriise ait zar ve LTR retroviriisiin ekspresyonu ve tropizmini belirleyen esas
yapilardir. Viral partikiiliin yiizeyinde yer alan yiizey glikoproteinleri (SU), spesifik
olarak hiicresel reseptorlerle etkileserek virlisiin hiicreye girmesine izin verir (Leroux
ve ark. 2007, Monot ve ark. 2015). Bu durum dogal lezyonlarin ve konakgi
segiciliginin olusmasinda belirleyici faktordiir (Martineau ve ark 2011). Jaagsiekte
sheep retroviriis (JSRV) ile Enzootik nazal tiim6ér (ENTV) memeli hiicrelerindeki
HYAL 2 (hyaluroglukozaminoasidaz 2) ile baglantilidir. HYAL 2,
hyalurunoglukozaminosidaz ailesinin bir iiyesi olan bir enzim olup ekstraseliiler
matriksin temelini olusturur ve HYAL 2 glukozilfosfotidilinozitol (GPI) yiizey
reseptorleri insan ve fare dokularinda da eksprese edilir (Leroux ve ark. 2007).

Hyaluronidaz hiicre membranlarinda bulunan bir polisakkarit olup hyaluronu
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parcalar. Ekstraseliiler membranda yer alan bu bilyiik yapidaki polisakkarit biyolojik

stireclerde ve tiimorogenez durumlarinda 6nemlidir (Leroux ve ark. 2007).

Ormnek olarak kolorektal kanserlerin ilerleyen asamalarinda HY AL 2 oldukga
bol eksprese edilir. HYAL 2’nin hyaliironidaz aktivitesi retroviriislerin reseptor
fonksiyonu i¢in gerekli degildir. JSRV envelop proteini diisik pH ortaminda ve
flizyon aktivasyonunu diizenleyen sitoplazmik kuyruk yapisi ile hiicreye girer.
HYAL 2 reseptorii dogal olarak biitlin hiicre membranlarinda bulundugundan JSRV
ve ENTV farkl hiicre tiirlerine girebilir. Ancak aktif replikasyonlar1 nazal kavitenin
epitel hiicrelerinde ve akciger parankiminde smirlanmistir. Bu durum tropizm
restriksiyon olarak adlandirilir (Leroux ve ark. 2007). Konaga ait belirli proteinler
(TRIM 5a, APOBEC, tetherin) JSRV tropizmini etkileyip restriksiyon faktorlerini
olustururlar. Invitro deneysel ¢alismalarda JSRV tropizmi incelendiginde viriisiin
dogal yollarla tiimor olusturabilmesi i¢in uzun bir inkiibasyon periyodu
gerektirdiginden koyun hiicre fenotipleri invitro ortamda devam ettirilerek bu
zorlugun Oniine gec¢ilmistir. (Martineau ve ark. 2011). JSRV ve ENTV env
ekspresyonunu incelemek i¢in farelerin havayollarmin distal epitel hiicrelerinde
timor indiiklenmesini saglayan adeno baglantili virtisler kullanilmis ve bunun
sonucunda JSRV ile benzer etkiler goriilmiistiir. Ayrica in vitro g¢alismalarda
JSRV’nin farkl hiicre tiplerini etkileyebildigi saptanmis olsa da viral iiretimin zayif
oldugu belirlenmis ve aktif replikasyonun bronsioler epitelyal hiicrelerde oldugu
goriilmiistir (Leroux ve ark. 2007). Retroviriislerde bulunan LTR seliiler
transkripsiyon faktorleri ile baglantili enhancer ve viral promotor bolgeler igerir.
Bunlar 6zellikle enhancer bdlgelerine baglanarak hiicrelerde transkripsiyon
faktorlerini 6nemli dlglide eksprese eder. Bazi cis regiilator elementler JSRV’te LTR
bolgelerinde tanimlanmustir ve bu elementler akciger epitel hiicrelerinde
transkripsiyon i¢in gereklidir. Bu durumu destekleyen kanitlar tip Il pndmositlerde
ve Clara hiicrelerinden koken alan hiicre hatlarinda aktif LTR bdlgelerinin
saptanmasi ile desteklenmistir (Martineu ve ark. 2011). Clara hiicreleri ve tip Il
pnomositlerde bulunan spesifik genlerde JSRV enfeksiyonlari sonrasinda bu genlerin
promotdr bolgelerinde SP-A, SP-B, SP-C ve CCSP (Clara Cell Secretory Protein)
gibi diizenleyici proteinlerin iiretimi farklilagir. JSRV LTR bolgesi transkripsiyon
faktorleri icin 6nemli olup HNF 3 (Hepatosit Nucleer Factor) gen bolgesi stirfaktan
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proteinlerin ekspresyonunu diizenlerken C/EBP (CCAAT/Enhancer Baglayici
Faktor) transkripsiyon i¢in gereklidir (Leroux ve ark. 2007).

Ras { ' PIBK 4 Brd
Cytoplasm

[p38MAPK] —|( MEKK1
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Proliferation R DR O
Inhibition of replicative senescence <«——| 2 telomerase -

* Nucleus

Sekil 6. JSRV transformasyonunu ve tiimér olusumunu gosteren yolak. JSRV envelop protein iki
farkli yolak tiirinii kullanarak farkli hiicre hatlarinda ekspresyon basamaklarini tamamlar (Leroux ve
ark. 2007).

2.5. JSRV ve Tiimor Olusum Mekanizmasi

Retroviriislerin  yapisal genlerinde bulunmayan hiicresel kokenli viral
onkogenler (v-onc) hiicreler enfekte olduktan sonra retroviriislerin biinyesine dahil
olur. Konak hiicre igeriSine yerlesip entegre olan retroviriisler hiicreyi kontrol eden
regiilator genlerin etkisi altinda ise bu retroviriisler hiicreye zarar vermez ve
endojenik retroviriisler olarak adlandirilir. Bu retroviriisler fiziksel ya da kimyasal
herhangi bir mutajen ile karsilastiginda viriis aktif bir 6zellik gosterir ve eksojenik
retroviriis olarak adlandirilir (Sevik 2013). Onkojenik retroviriisler omurgalilarm tiim
smiflarinda timér meydana getirebilir. Tiimor indiikleyen retroviriisler rodentler,

kediler, sigirlar ve primatlar ile diger hayvanlardan izole edilmistir.

Jaagisekte retrovirlisiin onkogenez mekanizmalar1 bir¢gok arastirmada
yapilmig olup JSRV zar (env proteini) onkogenik oldugu ve zar protein tek basina
saliniminin in vitro ortamlarda hiicrelerin transformasyonu igin yeterli oldugu ayrica

immiin sistemi baskilanmig olan fare ve kuzularda tiimér olusumuna sebep oldugu
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ispat edilmistir. JSRV enfeksiyonu ve transformasyonunda olusan erken olaylar1
degerlendiren c¢alismalarda JSRV ile enfekte hiicreler kuzularda deneysel
enfeksiyondan 10 giin sonra saptanmustir. Fakat in vivo olarak boyle galismalarin
yapilmasi enfeksiyondan c¢ok kisa siire sonra koyun akcigerlerinde JSRV ile enfekte
az sayida hiicrenin bulunma zorluklarindan dolay1 olduk¢a fazla is giicii

gerektirmektedir (Cousens ve ark. 2015).

Onkojenik retroviriisler deney hayvanlarinda tiimor olusturma hizlarina gore
iki gruba ayrilirlar. Bunlar akut transformasyon retroviriisler ve akut olmayan
transformasyon retroviriislerdir. Akut transformasyon retroviriisler enfeksiyondan bir
ile birka¢ hafta sonra tiimor olustururlar (Salvatori 2004, Sevik 2013). Akut
transformasyon retroviriisleri v-onc genler aracihigi ile maligniteye neden olarak
sarkoma ya da hematopoetik hiicre tiimorlerine neden olur. Bu retroviriisler
protoonkogenlerin genomunda delesyon veya nokta mutasyonlarina sebep olarak
degisiklik meydana getirirler. (Salvatori 2004). Akut olmayan transformasyon
retroviriisler goreceli olarak uzun siireli bir periyod ile tiimorleri meydana getirirler
(Leroux ve ark. 2007). Akut olmayan retroviriislerde LTR aktivasyonlar1 oldukga
onemli olup, viriisler seliiler protoonkogenlerle baglanti kurar ve bu durum
insersiyonel aktivasyon, cis aktivasyonu ya da insersiyonel mutagenez olarak bilinir.
Bu retroviriisler insersiyon hareketleri ile genom iginde sigrayarak uzun siireli
inkiibasyonla tiimorleri meydana getirir. (Salvatori 2004). Viral onkogenler hiicre
diizenlenmesinden sorumlu protoonkogenlerden ya da normal hiicre genlerinden
koken alir. Viriisle enfekte hiicrelerde mutasyona ugrayan protoonkogenler hiicre

proliferasyonunu yonetemez (Leroux ve ark. 2007).

JSRV enfeksiyonlarinda zar proteinin tiimor olusum siirecinde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Simdiye kadar yapilan in vitro ¢alismalarda ratlarm 208F
fibroblastlarinda, kuslarin DF-1 fibroblastlarinda, insan bronsiollerindeki BEAS-2B
epitelyal hiicrelerinde, kopek bobrek MDCK epitel hiicrelerinde ve rat bobrek RK3E
hiicrelerinde zar proteini gosterilmistir. Farelerde JSRV zar protein ekspresyonunu
incelemek i¢i adenovirus baglantili bir vektor olarak AAV6 kullanilmis ve fare
akcigerlerinde koyun akcigerleri ile benzer sonuglar gozlenmistir. Timdriin
bronsioalveoler bdlgelerde yerlesimi ve tip Il pnomositlerde asir1 ekspresyon

izlenmistir (Leroux ve ark. 2007).
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Hiicre kiiltiirii ile yapilan gesitli ¢alismalarda Env ekspresyonlarina yanit
olarak bircok 6nemli sinyal yolagi tanimlanmistir. Ozellikle MEK-ERK ve PI3K-Akt
yolaklarinin neoplastik transformasyonu kapsadigi one siiriilmektedir (Cousens ve
ark. 2015). Timor hiicreleri MAPK (Mitojen Aktive Protein Kinaz) sinyal yolagini
kullanarak proliferasyonlarini gergeklestirirler. Bu yolak RAF, MEK ve ERK
proteinlerinden meydana gelir ve MAP kinaz (ERK1/2), MAPK kinaz (MEK1 /2) ve
MAP kinaz (RAF1, ARAF, BRAF) olmak iizere 6 birimden olusur. Timor
hiicrelerinde RAS’in onkogenik aktivasyonu MAPK yolagminin aktivasyonunu
artirir (Pazarbasi ve ark. 2011). PI3K-Akt yolagi hiicre metabolizmasinin ve
biiyiimesinin regiilasyonunda gerekli bir yolaktir. Akt Kkinaz fosforillenmis
substratlar1 hiicre proliferasyonunu uyaran kaskadlar1 igerir. (Leroux ve ark. 2007,
Pazarbasi ve ark. 2011). PI3K yolagi membran stimiile olduktan sonra RAS ve trozin
kinazlar tarafindan uyarilir. Karsinogen yolak hiicre membraninda baslayan PI3K
aktivasyonu SH2 domaini ile trozin kinaz reseptdrlerinin trozin fosforillerinin P85 alt
tinitesine baglanir. Retroviriisler PI3K-Akt ve Ras-MEK-MAPK sinyalizasyon
yolaklar1 ve Hyal Il reseptorlerini kullanarak {ii¢ ayr1 mekanizma ile timor
olustururlar. Sinyal yolaklar1 hormonlar, sitokinler ya da biiyiime faktorleri gibi

cesitli etkenlerle aktive olabilir. (Hofacre ve Fan 2010).

OPA kokenli tip Il pnomositlerde EGF (Epidermal Growth Factor)
stimiilasyonuna yanit yoktur ve Akt yolagi bozulmustur (Hofacre ve Fan 2010). Akt
fosforilasyonu GSK 3 (Glikojen Sentaz Kinaz), P24 ya da Kip | ve aktive mTOR gibi

inhibe edici proteinler ile diizenlenerek hiicre biiylimesi kontrol altinda tutulur

(Leroux ve ark. 2007).
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Sekil 7. P13- Akt ve Ras yolaklarinin sinyalizasyon asamalar1 (Leroux ve ark 2007).

2.6 Koyun Pulmoner Adenokarsinomu Tarihgesi

Koyun pulmoner adenokarsinomu koyun popiilasyonlarinda neredeyse iki
yiizyildir goriilen bir hastalik olup, Afrika’da Jaagsiekte olarak da tabir edilmektedir.
Iki kelimenin birlesimi olan Jaagsiekte isminde; ‘Jaag’ sdzciigii hayvanlarda
gbzlenen solunum sikintisina atfedilirken ‘sieekte’ hastalik ile es deger bir s6zciiktiir
(Leroux ve ark. 2007). Hastalik ilk olarak 1800°li yillarin sonunda Giiney Afrika’da
koyunlarda ¢esitli solunum yolu sikintilarinin gézlenmesi ile rapor edilmistir (Toma
ve ark. 2020). 1894°1ii yillarin baslarinda viriisler ve kanser arasinda bir iliski oldugu
bilinirken, koyunlarda akcigerleri etkileyen bulagic1 bir hastaliga neden olan viriis
heniiz tanimlanmamisti. Peyton Rous adli bilim insan1 hiicre kiiltiiriinde
gergeklestirdigi deneysel bir inokiilasyon yontemi ile tavuklardan civcivlere timorii
aktarmig ve kanser ile viriis arasinda bir iligki oldugunu ileri stirmiistiir (Monot ve
ark 2015). Hastalik 1930’lu yillarda izlanda’da meydana gelen bir salgindan sonra
veteriner hekimlerin dikkatini ¢ekmistir. Bu durum mevcut koyun popiilasyonlarinin
licte birini etkilemis ve kapsaml bir itlaf ile kontrol edilmistir (Lee ve ark. 2017).

Kanserin klinik bulgularmi gosteren koyunlarin akcigerlerinde viriis partikiillerinin
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bulunmasi ile hastaligin viral kaynakli oldugu kanitlannustir. ilerleyen yillarda viriis
partikiillerinin intratrakeal inokiilasyonu ile gerceklestirilen deneysel caligmalar
sonucunda koyunlarin akciger sekresyonlarinda ya da tiimoral hiicrelerinin
sitoplazmik fraksiyonlarinda viral partikiillerin saptanmasi, hastaligin viral etkenli
oldugunu bir kez daha kanitlamistir (Leroux ve ark. 2007). Rous ve diger bilim
insanlar1 tarafindan retrovirtisler ile ilgili calismalar 20. yiizyil baslarinda ve sonraki
yillarda bu alanla ilgili ¢aligmalarin temelini olusturmustur. Bu nedenle retroviriis
iizerine yapilan caligmalar karsinogenezis sirasinda tiimor gelisiminin anlagilmasi ve

molekiiler olaylarin ¢oziilmesine yardimci olmustur (Monot ve ark 2015).
2.7 Koyun Pulmoner Adenokarsinomunun Epidemiyolojisi

Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE)’ ne gére OPA Avustralya, Yeni Zelanda
ve Izlanda haricinde diinya capinda goriilebilmektedir (Kycko ve Reichert 2012).
Hastaligin klasik formu atipik formdan daha yaygindir ancak atipik OPA klasik
OPA’ya gore daha az bulasicidir (Toma ve ark. 2020). Hastaligin cinsiyet ya da
irklara gore duyarl olmasi ile ilgili bir kosul bulunmamaktadir. Etkilenen siiriilerde
prevalans genellikle % 2.5 olup bu oran % 30’lara ¢ikabilmektedir. Hastalik Afrika
ve Izlanda’dan sonra yaygin olarak Iskogya’ da ve diinyanin birgok iilkesinde
bildirilmistir. Ispanya ve Peru’da hastahik 1992 yilinda gériilmiis ve bu iilkelerde

goriilen vakalar klasik OPA olarak tanimlanmistir (Summers ve ark 2012).

Siirtilerde  OPA’nin taranmasma yonelik uygulamalar gelismedigi ig¢in
hastaligin insidansini degerlendirmek ¢ogu zaman zordur (Leroux ve ark. 2007).
Romanya dahil bazi Avrupa iilkelerinde JSRV ile baglantii OPA vakalarinin
prevalans1 bilinmemektedir. Bununla birlikte Avrupa’da klasik OPA irlanda,
Almanya ve Italya gibi iilkelerde rapor edilmistir (Toma ve ark 2020). Birlesik
krallikta ise hastaligin endemik olarak goriildiigii bildirilmistir. OPA’dan etkilenen
koyunlarda genellikle sekonder bakteriyel enfeksiyonlar goriilmekte ve olim
sekillenmektedir. Hastaliktan sgiddetli etkilenen siiriilerde ekonomik kayiplar
meydana gelmekte (Mansour ve ark 2019), endemik olarak goriildiigli durumlarda ise
ekonomik kayiplar azalmaktadir. irlanda’nin kuzey kesimlerinde OPA’nimn prevalansi
diisik olup bildirimi zorunlu hastaliklar listesindedir (Walsh ve ark. 2013).

Hindistan’da ise bildirimi yapilan OPA vakalarinin sayilar1 siirlt olup, OPA vakalari
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patomorfolojik olarak degerlendirilmis ve PCR sonuglar1 ile dogrulanmistir (Singh
ve ark. 2018).

#
A8

Sekil 8. OPA’nin cografik dagilimi. Gri renkle belirlenen iilkelerde OPA rapor edilmistir. Siyah
renkle gosterilen {iilkelerde OPA rapor edilmezken beyaz renkle gosterilen iilkelerde durum
bilinmemektedir (Griffiths ve ark. 2010).

2.8 Koyun Pulmoner Adenokarsinomunun Klinik Belirtileri

Hastaligin klinik belirti ve bulgulari, akcigerlerde tiimor gelisiminin
boyutlarini gésteren solunum sistemine ait bozukluklardir (Kycko ve Reichert 2012).
Timor gelisen hayvanlarda atessiz seyreden solunum sistemine ait belirtiler dispne,
tagipne, burun akintisi, Oksiiriik, akciger sivilarmin fazla {retimi ve egzersiz
intoleransi, kilo ve kondiisyon kaybi olarak gériilmektedir. Solunum sisteminde artan
stvi birikimi goglis duvarmnin dinlenmesi ve ‘bubbling’ (kopiirme) seslerinin
duyulmas: ile degerlendirilebilir. Oksiiriik OPA ile enfekte vakalarm % 45’inde
goriilmektedir. Buna ilaveten ‘Wheel barrow’ testi ile koyunlarin arka bacaklarmin
yukar1 kaldirilmasi sonucunda burundan sivi gelmesi hastalik i¢in ayirt edici bir
yontemdir. Bazi durumlarda 300 ml’ ye kadar varan sivi bosaltimi olabilir (De las
Heras ve ark. 2000, Salvatori 2004, Lee ve ark. 2017). Enfeksiyon basladiktan sonra
virlis pnomositleri istila etmeden ve neoplastik transformasyonu baglatmadan 6nce
dolagimdaki lokositlerde uzun siire kalmaya devam eder. Siirliye giren JSRV

enfeksiyonlar1 birgok hayvani enfekte etmesine ragmen bazen belirti vermez. Ciinkii
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hastalik tiimoral lezyonlar olusmadan hayat boyu kalici olabilir (Lee ve ark. 2017).
Klinik OPA vakalarinda en yaygin belirti nazal bosluklarda akint1 olup, akcigerlerde
fazla miktarda sivi tiretilmesinden kaynaklanmaktadir. Atipik vakalarda burundan
stvi akmast goriilmez fakat yapilan nekropsi ve bilimsel ¢aligmalarda tiimoral
lezyonlara rastlanir (Toma ve ark. 2020). Viriis ile dogal olarak enfekte koyunlarda
inkiibasyon siiresi uzun olup koyunlar 2-4 yasmna gelene kadar hastalik belirtisi
goriilmez (Salvatori 2004). OPA’da oliimler siklikla Mannheimia hemolytica
kaynakli sekonder bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar ile iliskilidir (Salvatori 2004,
Karagianni ve ark. 2019).

2.9 Koyun Pulmoner Adenokarsinomunda Makroskobik Lezyonlar

Koyun pulmoner adenokarsinomunda makroskobik olarak akcigerlerde sert
kivam ile nodiiler alanlar ve diffiz konsolidasyon bolgeleri goriiliir (Manasa ve ark.
2018). Klasik OPA’da akcigerlerin biiyiidiigii ve gogiis kafesi agildiginda kollabe
olmadiklar1 bildirilmistir (De las Heras ve ark. 2000). Hava yollarinda kopiiklii
eksudat nedeni ile akcigerlere palpasyon yapildiginda sivi aktig1 ve bu sivinin esasen
stirfaktan proteinlerden olustugu agiklanmistir (Summers ve ark. 2012, Yener ve ark.
2016). Klasik OPA’da baskin lezyonlar, akcigerlerde kranioventral loplarda 1-2 cm
capmda diizensiz grimsi alanlardir. Bu alanlar diffiiz ya da nodiiler tipte biiyiime
gostermekte ve kesit yiizeyinde nemli bir goriiniim izlenmektedir. Diger akciger
hastaliklarmmi siklikla tiimor ile birlikte goriildiigii ve neoplastik lezyonlar1
maskeledigi belirtilmistir. Mediastinal ve trakeo-bronsiyal lenf diiglimleri
biiyiiyebilir ve bazen metastazlar bulunabilir. Ayrica tiimoriin ekstratorasik
metastazlar1 nadiren bildirilmistir (Minguijon ve ark. 2013) Atipik formlar ise
genellikle subklinik olup nekropside tesadiifen ortaya ¢ikmaktadir (Garcia-Goti ve
ark. 2000). Atipik OPA’da lezyonlar parlak-beyaz renkli ve kesit yiizeyleri kuru
nitelikte olup plevrada kabariklik yapmayan sert nodiiller halindedir ve akciger
parankimi tarafindan gevrelenerek iyi bir sekilde smirlandirilmaktadir (Yener ve ark.
2016, Toma ve ark. 2020). Diger nodiiller ise plevranin altinda ya da akciger
dokularinin derinlerinde olup bronsiollerde fazla miktarda sivi iiretimine rastlanmaz
(Salvatori 2004). Postmortem muayenelerde OPA ile etkilenmis olgularda toraks

acildiginda akcigerlerin normalden 2-4 kat daha agir ve iyi kollabe olmadig: izlenir
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(Salvatori 2004). Klasik OPA vakalarinda hava yollarinda kopiiklii eksudat bulunup
akcigerlere basi yapildiginda bu koptkli sivinin aktigr goriiliir (Yener ve ark 2016).
Her ne kadar OPA vakalarinda ekstratorasik dokulara metastazlar bildirilmekle

beraber, hastalikta metastazlarin 6zellikle bolgesel lenf diigimlerinde gorildigi

bildirilmistir (Salvatori 2004).
2.10 Koyun Pulmoner Adenokarsinomunda Histolojik Bulgular

Klasik OPA vakalarinda brongiyoler ve alveoler bolgelerde epitelyal
hiicrelerin asiner ya da papiller tipte neoplastik proliferasyonlari bulunmaktadir.
Brongioalveolar farklilasma, alveoler yapiyr bozmadan lepidik yayilma olarak da
adlandirilan alveolar septayi takip eden hiicrelerin genislemesi ile karakterize edilir
(Leroux ve ark. 2007). Timor stromasinin degisen oranlarda lenfositler, plazma
hiicreleri ve bagdoku iplikleri ile infiltre oldugu ve tiimér mikro gevresinde alveol ve
bronsiyollerin liimeninde fazla sayida makrofajlarin bulundugu belirtilmistir.
Sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin gelistigi bazi vakalarda noétrofiller izlenebilir.
Mezenkimal doku elementlerinin (miksoid nodiiller) degisen oranlarda neoplastik

epitelyal komponentler ile birlikte gozlendigi agiklanmustir (Ortin ve ark. 2019).

Diinya saglk Orgiitine gore OPA miks adenokarsinom olarak
degerlendirilmis ve bronkoalveoler, papiller ve asiner tip olarak siniflandirilmistir.
Bu tiplendirme hiicresel gelisim ve farklilasma paternine gore yapilir. Papiller subtip,
epitel tabakasinin iizerinde ¢ikinti yapan ve altta yatan alveoler yapiy1 degistiren
papilla benzeri yapilarin varhigi ile tanimlanir. Asiner subtip bronsiyal bezlere
benzeyen hiicrelerden olusur ve tubiil ya da boru benzeri bir goriiniim sergiledigi i¢in
asiner tip olarak adlandirilir. Koyun pulmoner adenokarsinomunda tiimoral hiicreler
yaklasik % 80 oraninda alveoler tip Il pnomositler ve % 15 oraninda ise Clara
hiicrelerinden koken alir. Tip Il pnomositler siirfaktan bilesenlerini fazla miktarda
eksprese eder (Leroux ve ark. 2007). Neoplastik hiicrelerde ¢ekirdek bazal bolgede
yerlesik ve sitoplazma vakuolli, agik ve homojen goriiniimdedir. Sitoplazmik
vakuoler goriintimlii makrofajlar neoplastik doku cevresinde izlenir. Bu durum
paraadenomatoz karsinom olarak adlandirilir. Hastaligin bir baska histopatolojik
bulgusu ise terminal bronsiyal epitelinden gelisen ve limene uzayan poliplerin

olugsmasidir. Atipik OPA vakalarinda ise tiimoral odaklarda goriilen epitelyal
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neoplazilere ilaveten stromada yangi hiicreleri ile bag doku daha yogun olarak
bulunmaktadir. OPA’dan etkilenen akcigerlerin bolgesel lenf digiimlerinde kortikal
folikiiller yok olmakta ya da medullar alanlarda plazmositozis gelismektedir. Lenf
diigiimlerine metastaz yapan tiimdral hiicreler akcigerlerde oldugu gibi papiller ya da
asiner goriiniim sergilemektedir. Bolgesel lenf diigiimlerine metastaz klasik OPA’da,

atipik OPA’ya nazaran daha sik goriilmektedir (Salvatori 2004).
2.11 Koyun Pulmoner Adenokarsinomlarinda Tam Yontemleri
2.11.1 Rutin Histopatolojik Yontemler

Akciger ve lenfoid dokulardan alinan 6rnekler % 10 tamponlu formaldehit ile
fiksasyonundan sonra rutin doku takip islemleri uygulanan kesitler hematoksilen
eozin boyanip 151k mikroskopta degerlendirilir (Beytut ve ark. 2009).

2.11.2 Immiinohistokimyasal Yontemler

Akciger ve lenf dokularindan alinan kesitlere Jaagsiekte sheep retroviriis ile
neoplastik hiicre orijini igin Avidin Biotin Complex-Peroxidase (ABC-P) teknigi ile
Clara hiicre ve siirfaktan protein antikorlar1 kullanilarak immiin boyamalar uygulanir

(Palmarini ve ark. 1996, Platt ve ark. 2002).
2.11.3 Elektron Mikroskobu

Dogal ya da deneysel olarak yapilmis caligmalarda ¢ogu kez elektron
mikroskobu kullanilmis ve transforme hiicreler topografik olarak diizenlenerek
morfolojik olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla viral etiyolojik ajanlarin neden oldugu
neoplazmlar kanitlanmis ve tiimorlerin  morfolojik 6zelliklerinde gesitliligin

dereceleri tanimlanmigtir (De las Heras ve ark. 2003).
2.11.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Brongioalveoler lavaj ornekleri ile yapilan PCR uygulamalart OPA’nin erken
identifikasyonunda basarili bir metottur. Ancak bu teknik klasik OPA ile atipik OPA
ayrimimi yapamayabilir. Kan ornekleri ile gergeklestirilen PCR uygulamalarinda

exJSRV aranmasi ¢ogunlukla yanlis sonu¢ verebilir. Viral genetik materyal veya
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proteinlerle gerceklestirilen PCR uygulamalarinda akciger ve lenfoid doku
orneklerinde etkenin varlig1 gosterilebilir. Farkli cografik bolgelerde saptanan
exJSRV orneklerinin dizileri arasinda farkliliklar bulunmaktadir (Toma ve ark.
2020). Polimeraz zincir reaksiyonunda JSRV’nin LTR U3 bolgesi ile ger¢eklestirilen
molekiiler ¢caligmalarda exJSRV belirlenmesi epidemiyolojik ¢aligmalarda 6nemlidir

(Singh ve ark. 2018).
2.11.5 Viriis Notralizasyon Testleri

JSRV enfeksiyonu viriis ihtiva eden nétralize serumlar ile belirlenebilir. Viriis
Env proteininden olusan ve yapisal genler gag-pol paketlenmis bi¢imde plasental
alkalin fosfataz kodlayan retroviral vektor kullanilarak olusturulur (Hudachek ve ark.
2010).

2.11.6 Western Blot Analizleri

JSRV beta retroviriisii envelop proteini ve kapsid proteinleri i¢in spesifik

monoklonal antikorlar kullanilarak tanimlanir (Walsh ve ark. 2013).
2.11.7 Goriintiileme Yontemleri
2.11.7.1 Radyografi ve Bilgisayarh Tomografi

Radyografi ve bilgisayarli tomografi OPA tanisi i¢in tavsiye edilen
goriintiileme yontemlerinden biridir (Gray ve ark. 2019). Radyografi kullanim1 smnirlt
olan bir yontemdir. Kullanim1 ancak tasinabilir X ray cithazinin mevcudiyetine bagli
olup ciftliklerdeki saglik ve gilivenlik kosullarini karsilama maliyeti ve yetenegi ile
smirlidir. Torasik radyografilerde farkli boyut ve konumlarda nodiiller gdsterilebilir
ve diffiz tiimorler nodiiler bir patern sergileyebilir (Quintas ve ark. 2021)
Bilgisayarli tomografi 6zellikle kranial loblarin ventral bdlgesinde lokalize olan
kiiclik akciger lezyonlarini tespit eder. Ancak radyografi ve bilgisayarli tomografi
yeterli ekipman ve sedasyon gerektirdigi icin maliyetli bir yontemdir (Gray ve ark.
2019).
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2.11.7.2 Ultrasonografi

Ultrasonografi koyun pulmoner adeokarsinomu i¢in olduk¢a kullanigh bir
tekniktir (Gray ve ark. 2019). Muayenelerde saglikli akcigerler hiperekoik bir beyaz
cizgi (visseral plevra) ve havalandirilmis parankimin altinda birkac artefakti sunar
(Quintas ve ark. 2021) Kronik akciger lezyonlar1 ve visseral plevra yerlesimli 1-2 cm

capinda OPA lezyonlar1 ayirt edilebilir (Gray ve ark. 2019).
2.12 Cahismada Kullanilan Primer Antikorlar
2.12.1 SP-A

Alveoler sivida en fazla bulunan SP-A total siirfaktan proteinlerin % 50’sini
olusturur. SP-A yiizey reseptorlerine yiiksek baglanma o6zelligi sayesinde
mikroorganizmalarm opsonizasyonu ve fagositozu uyarmak icin alveoler
makrofajlara baglanir (Sakai ve ark. 1992, Rooney ve ark. 1994, Durgun ve Keskin
1997). SP-A’ nin bir diger fonksiyonu ise alveoler tip I pnomositlerce siirfaktan
fosfolipitlerin  salinimini artirarak siirfaktan konsantrasyonunu diizenlemektir.
Imunohistokimyasal c¢alismalarda normal tip Il pndmositlerde, silyumsuz Clara
hiicreleri tarafindan salgilandigini, ayrica makrofajlarda bulundugunu ortaya
koymustur. Ayrica hiperplazi gosteren tip Il hiicreler ve neoplastik hiicrelerde
immiinohistokimyasal olarak daha yogun baglanma gostermektedir (Hermans ve
Bernads 1999, Beytut ve ark. 2009).

2.12.2 SP-B

Stirfaktan B proteini hidrofilik yapida olup siirfaktan proteinlerin
fonksiyonunu artirict etki gosterir (Durgun ve Keskin 1997). SP-B alveollerdeki tip
Il pnomositler ve Clara hiicreleri tarafindan tretilir. SP-B’nin immiin modiilator veya
diizenleyici islevi yoktur. Ancak lamellar cisimcikler ve tiibliler miyelin
organizasyonunda ve ayrica alveoler yiizey lizerinde fonksiyonel olarak optimal ve
stabil ylizey aktif madde olusumunda anahtar protein olarak goriiliir. Olgun SP-B
proteini yalnizca lamellar cisimciklerde bulunur (Hermans ve Bernads 1999).

Immiinohistokimyasal boyamalarda SP-B ekspresyonu neoplastik hiicrelerde ve tip Il
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pnomositlerin apikal sitoplazmalarinda graniiler yapida ortaya ¢ikar (Beytut ve ark.
2009).

2.12.3 SP-C

Diislik molekiiler agirliga sahip SP-C, matiire alveolar tip II hiicrelerine 6zgii
son derece hidrofobik bir proteindir. Diger surfaktan proteinlerle birlikte alveolar
yiizeyde diisiik yiizey geriliminin olusturulmasindan sorumludur ve bugiine kadar
serumda varlig1 tespit edilememistir. SP-A ve SP-B hem tip II pnomositler hem de
silyumsuz Clara hiicreleri tarafindan salinirken, SP-C yalnizca akcigerlerde tip 1l
hiicrelerde eksprese edilir ve bu hiicrelerin identifikasyonu i¢in oldukg¢a spesifik bir
belirtegtir (Hawgood 1989, Hermans ve Bernard 1999, Kalina ve ark. 1992).

2.12.4 Multi-Sitokeratin (MCK) (AE1-AE3)

Sitokeratin AE1/AE3 patolojide en c¢ok kullanilan genis spektrumlu bir
keratin antikor kokteylidir. Monoklonal nitelikte AE1 antikorlar1 asidik (tip I)
keratinler olup biinyesinde keratin 10,14,15,16 ile 19 ihtiva ederken, AE3 antikorlar1
bazik (tip II) keratinler olup 1,2,3,4,5,6,7 ve 8’1 biinyesinde bulundurur. Her iki klon
immiinojen olarak epidermal keratin seklinde kullanilmaktadir (Nelson ve Ordonez
2013).

2.12.5 Pansitokeratin (PCK-26)

Sitokeratinler intrasitoplazmik hiicre iskeletinde bulunan proteinler olup
temel fonksiyonlar1 hiicrelere mekanik strese karst kendilerini koruyabilme
yetenegini  saglarlar (Lee ve ark. 2018). PCK-26 epitelyal antikoru
immiinohistokimyasal agidan epitelyal diferansiyonlari tanimak i¢in kullanilir (Perry

ve Brat 2010).
2.12.6 CD3

CD3 gerek sitotoksik gerekse yardimc1 T lenfositlerin aktive edilmesinde
onemli rol oynayan bir protein kompleksi olup T hiicresi ko-reseptoriidiir. CD3
antijeni alfa ve beta T hiicre reseptorleri ile baglantili olup sitoplazmik uzantilar1 T

hiicre reseptdrlerinden uzundur. Bu sayede of3 T hiicre reseptdrii heterodimerinin
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algilamis oldugu sinyalleri intraseliiler bolgeye dolayisi ile c¢ekirdege ulastirmada

etkin fonksiyon iistlenirler (Aras ve Sar12017).
2.12.7 CD79acy

CD79, hemen hemen yalnizca B hiicreleri ve B hiicreli neoplastik hiicreler
tarafindan salinan, CD79a ve CD79b bilesenlerinden olusan proteindir. CD79a ve
CD79b ekspresyonu, B hiicresi ontogenisi sirasinda immiinoglobulin (Ig) agir zincir
genin yeniden diizenlemesi ve CD20 ekspresyonundan 6nce gelir ve B lenfositlerin
plazma hiicrelerine farklilasmasinin ge¢ donemlerinde kaybolur. Bu nedenle, CD79a
ve CD79b'ye kars1 hazirlanan antikorlar 6zellikle B hiicre orjinli tiimdrlerin T hiicreli
neoplazmlardan ayirt edilmesinde kullanilir. Ayrica, CD79a ve CD79b antikorlari,
B-akut lenfoblastik 16seminin (B-ALL Oncesi) teshisinde yararli belirteclerdir
(Peiguo ve Daniel 2001).
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3. MATERYAL ve METOT

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivi ile
mezbahada kesilen koyunlardan alinan 20 OPA’li akciger ve 3 metastazli iig
mediastinal lenf diigiimii ¢alismada materyal olarak kullanilmistir. Ayrica 3 koyuna
ait normal akciger ve lenf diigiimleri ise kontrol olarak degerlendirilmistir. OPA
stipheli lezyonlarin bulundugu akcigerler makroskobik olarak incelendikten sonra
tim akcigerler ve lenf diigiimlerinden doku Ornekleri % 10’luk formalin

soliisyonunda tespit edilmislerdir.
3.1. Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama Yontemi

Hematoksilen-Eozin doku orneklerinin histolojik agidan degerlendirilmesi
icin histopatoloji laboratuvarlarinda en yaygmn kullanim alant olan boyama
yontemidir. %10’luk formalin soliisyonunda tespit edilmis doku orneklerine rutin
takip islemleri uygulandiktan sonra parafin bloklar hazirlanmis ve bloklardan 4
mikrometre kalinlikta alinan seri Kesitler etiivde 70 °C’lik 1sida 60 dakika

bekletildikten sonra H&E ile boyanmustir.

Bovama prosediirii:

Ksilol- 5 Dakika

Ksilol- 5 Dakika

% 100’lik Alkol- 3 Dakika

% 95°1lik Alkol- 2 Dakika

% 90’lik Alkol- 2 Dakika

% 70’lik Alkol- 2 Dakika
Distile Suda Yikama -2 Dakika

Hematoksilen- 5 dakika

© 0o N o o b~ w b PE

Cesme Suyunda Yikama- 1 Dakika
. Asit Alkol (% 1°lik)- 15-20 Saniye
. Distile Suda Yikama- 1 Dakika
. Amonyakli Su (% 1°lik)- 30 Saniye
. Distile Suda Yikama- 2 Dakika
. Eozin- 2-3 Dakika

e o
A w N BB O
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15. % 95’lik Alkol- 1 Dakika
16. % 100’lik Alkol- 1 Dakika
17. Ksilol- 5 Dakika

18. Ksilol- 5 Dakika

19. Ksilol-5 Dakika

20. Entellan ile kapatma
3.2. Avidin-Biotin Complex Peroksidaz (ABC-P) Boyama Yontemi

Immiinohistokimyasal ¢aligmalarda kullanilan histokimyasal boyalar antijen
ya da antikorun tespiti i¢in rutin histolojik boyalara alternatif olarak gelistirilmis
yontemler biitiiniidiir. Immunperoksidaz teknigi enzimlerle isaretli reaktiflerin
meydana getirdigi antijen ve antikor kompleksinin tespit edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Boyama sonucunda antijen ve buna karst hazirlanan antikorun
olusturdugu kompleks uygun kromojenler araciligi ile 1sik mikroskopta goriilebilir

hale getirilmektedir (Cabalar 1993).

H&E boyanan kesitlerin 1sik mikroskopta incelenmesi ile OPA tanis1 konulan
akciger ve mediastinal lenf diiglimlerinden hazirlanan yaklasik 4 mikron kalinliktaki
seri parafin kesitleri Poly-L-Lysin ile kaplanmis lamlara almarak 70 °C etiivde 60
dakika bekletildi. Kesitler ABC-P teknigi ile SP-A, SP-B ve SP-C ile Multi-
Sitokeratin (MCK, clone: AE1/AE3), Pan-Sitokeratin (PCK-26), CD3 ve CD79acy
ticari antikorlar1 kullanilarak iiretici firmanin prosediirlerine uygun olarak boyandi.
Calismada kullanilan primer antikorlarin inkiibasyon siiresi, klon numaralari,
diliisyon oranlar1 Tablo-1’de verilmistir. Immiin boyalarin yiiriitiilme asamalarinin
timii Thermo Fisher UltraVision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent
HRP (kullanima hazir) kiti kullanilarak yapildi. Seri kesitler etiivde bekletilip
ksilende deparafinize edildikten sonra dereceli alkoller ve distile sudan gegirilerek
dehidrasyon iglemi uygulandi. Ardindan endojen peroksidaz aktivitesinin bloke
edilmesi i¢in kesitler %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakika inkiibe edildi.
Ug farkli Phosphat Buffered Saline (PBS, pH 7.6) tampon soliisyonunda 5’er dakika
tutulduktan sonra, antijen salinimi i¢in Citrate Buffer Saline (pH 6.0) soliisyonu
icinde mikrodalga firinda (max watt) 15 dakika kaynatildi ve sogumasi igin 20
dakika oda sicakliginda bekletildi. Ug farkli PBS soliisyonunda inkiibasyonu takiben,
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kesitlerin kenarlar1 kurulandiktan sonra arka plan boyamasini engellemek igin
blocking soliisyonunda (Reagent A) 30 dakika oda isisinda inkiibe edildi. Kesitler
PBS ile yikanmaksizin her bir primer antikor i¢in dnerilen diliisyonlarda oda 1sisinda
2 saat veya buzdolabinda gece asir1 4-6 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor ile
inklibasyonu takiben kesitler 3 farkli PBS soliisyonunda 5’er dakika yikandiktan
sonra biotinize goat-anti-rabbit veya biotinize rabbit-anti-mouse sekonder antikorlar1
(Reagent B) ile oda sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar 3 farkli PBS
soliisyonunda 5’er dakika yikanan kesitler peroksidaz soliisyonunda (Reagent C) 30
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak kullanilan
kesitlerde ise primer antikor yerine tampon soliisyonlari ile primer antikor uygulanan
kesitlerle ayni1 slire ve kosullarda inkiibe edildi. Tekrar 3 farkli PBS soliisyonunda
yikamadan sonra kesitlere AEC veya DAB kromojenleri yaklasik 10 dakika
uygulanarak reaksiyon agiga ¢ikarildi. Kesitler distile suda 5 dakika yikandiktan
sonra, Mayer’s hemotoksilende yaklasik 1 dakika bekletildi. Tiim kesitler ¢esme
suyunda bes dakika yikandiktan sonra; AEC kromojeni uygulananlar distile suda
bekletildikten sonra AEC 6zel yapistiric1 ile kapatildi. DAB kromojeni kullanilan
kesitler ise diisiik dereceden baslayarak yiiksek dereceli alkoller ve ksilenden

gegirildikten sonra entellan ile yapistirilarak 1sik mikroskobunda degerlendirildiler.
3.3 Indirekt Immiinofloresan (IF) Boyama Yontemi

Immiinfloresan ydntemler herhangi bir doku ya da hiicrede bir¢ok bilesenin
gorsellestirilmesine izin veren bir tekniktir. Bu genis yetenek floroforlarla
etiketlenmis spesifik antikorlarin kombinasyonlar1 yoluyla elde edilir (Im ve ark.
2019). Yontem prensip olarak immiinhistokimyasal boyama yontemi ile benzerlik
gosterse de sekonder antikor olarak floresan isaretli antikor kullanilmasindan dolay1
immiinohistokimyasal boyamadan farklilik gostermektedir. Parafin Kkesitler etiivde
bekletildikten sonra deparafinizasyon islemi i¢in ksilen ve dehidrasyon igin dereceli
alkoller ile distile sudan gegirildi. Ardindan endojen peroksidaz aktivitesinin bloke
edilmesi i¢in, kesitler %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakika inkiibe
edildi. Ug farkli Phosphat Buffered Saline (PBS, pH 7.6) tampon soliisyonunda 5’er
dakika tutulduktan sonra, antijen salmimi igin citrate buffer saline (pH 6.0)

soliisyonunda mikrodalga firinda 70 ile 95 °C (max watt) 15 dakika kaynatild1 ve
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kesitlerin sogumasi i¢in 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. PBS soliisyonunda
(3x5 dk) inkiibasyonu takiben, kesitlerin kenarlar1 kurulandiktan sonra arka plan
boyamasmi engellemek igin blocking soliisyonunda (Reagent A) 30 dakika oda
isisinda inkiibe edildi. Kesitler PBS uygulanmaksizin her bir primer antikor i¢in
onerilen dilusyonda buzdolabinda 4-6 °C de gece asir1 inkiibe edildi. Kesitler PBS
soliisyonunda (3x5 dk) yikandiktan sonra doku kenarlar1 kurutuldu. Primer olarak
SP-B kullanilan kesitler i¢cin Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Fitch isaretli sekonder
antikor (Alexa Flour 488, A-11008); MCK primeri kullanilan kesitlerde ise Goat
anti-Mouse 1gG (H+L) (Alexa Flour 555, A-21422) Texas Red isaretli sekonder
antikorlar ile oda isisinda 60 dakika karanlikta inkiibe edildiler. Bu inkiibasyon
isleminin ardindan kesitler distile suya alindi. Ardindan {i¢ fakli PBS soliisyonunda
5’er dakika bekletildi. Doku kenarlar1 kurutularak DAPI damlatildi ve 5 dakika
karanlikta inkiibe edildikten sonra lamelle kapatilarak floresan mikroskopta

incelendi.
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4. BULGULAR
4.1 Makroskopik Bulgular

Mezbahalarda kesime sunulan koyunlardan alinan ve OPA oldugu diisiiniilen
akcigerlerde farkli loplarda genellikle diizensiz sert alanlar goriildii. Boyle
akcigerlerin ¢ogunlukla iyi kollabe olmadiklar1 dikkati ¢ekti. Etkilenen akcigerlerin
kranial, medial ve kaudal loplarinda bulunan lezyonlarin boyutlarina bagl olarak
agirlasmis ve biiylimiis oldugu gozlendi (Resim 1). Muhtemelen klasik OPA oldugu
degerlendirilen bu olgularda akcigerlerde tiimorlerin diizensiz goriinimde ve kaudal
loplarda yaygm oldugu dikkati ¢ekti. Neoplastik alanlarda doku kesit yiizeyinin
nemli, brons ve bronsiollerde ise kopikli eksudat bulundugu izlendi. Atipik OPA
oldugu varsayilan olgularda ise kaudal loplarda degisen boyutlarda ayri, diizensiz,
sert ve grimsi goriiniimde nodiiler yapilarin oldugu belirlendi (Resim 2). Bazi
olgularda ise kranial akciger loplarinda tiiméral kitlenin smirli kaldigi belirlendi.
Akcigerlerde tiimoral alanlarin genellikle normal parankimden iyi smirlandirildig:
saptand1. Kimi vakalarda da tiimorlerin tim kranial ve kaudal loblara yayildig:
gozlendi. Timorli olgulardan alinan bronsiyal veya mediastinal lenf diigiimlerinde

makroskobik olarak hafif biiytime dikkati ¢ekti.
4.2 Histolojik Bulgular

Koyun pulmoner adenokarsinomlu akciger Kkesitlerinde klasik OPA
olgularinda tiim parankime yayilmis alveoler epitelizasyona benzer bicimde asiner
tipte proliferasyonlarin gelistigi goriildii (Resim 3). Buna karsin atipik OPA
vakalarinda ise degisen biiyiikliiklerde oval goriintimlii soliter veya multifokal
tiimoral hiicre proliferasyonlarinin akciger parankimine yayildigi belirlendi (Resim
4). Ancak bazi alanlarda bezsel yapilarin tam olusmadigi dikkati c¢ekti. Bezsel
proliferasyonlarin  liimeninde ve ¢evre alveollerde bol miktarda alveoler
makrofajlarm  bulundugu gozlendi (Resim 5). Alveoler makrofajlarin
sitoplazmalarinin genellikle genisledigi ve fagositik materyalle doldugu tespit edildi.
Tiimor hiicrelerinin  genellikle adenomatoid goriinlimde olduklart ve timor
odaklarmin ¢evresinde alveoler makrofajlara ilaveten yaygin alveoler 6dem ile timor

parankiminde yaygin nétrofilik eksudasyon dikkati ¢ekti (Resim 6). Tiimoral
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proliferasyonlarin bazi olgularda siddetli bir sekilde akciger dokusunu etkiledigi ve
hem bronscuklar (Resim 7) hem de akciger parankiminde yaygin papiller tarzda
prolifere oldugu goriildii (Resim 8). Tiimdr hiicre proliferasyonlarin yer aldigi bazi
nodiillerin hyalinize kollagen ile sinirlandirildigi (Resim 9) ve tiimoral parankimde
neoplastik hiicrelerin yer yer limene deskuame oldugu dikkati ¢ekti (Resim 10). Bazi
timoral odaklarda ise bezsel yapilarin yer yer epitelizasyon seklinde gelisme
gosterdigi ve tiimor hiicrelerinde smirl sayida mitozlarin oldugu goriildii (Resim 11).
Yiiksek biiylitmelerde neoplastik hiicre sitoplazmalarinin liimene dogru belirgin
olarak genisledigi ve sitoplazmalarinda lamellar cisimcikler oldugu varsayilan agik
goriiniimlii vezikiiler ve ovoid yapilarin bulundugu dikkati ¢ekti (Resim 12). Az
sayida vakada tiimoral proliferasyonlara verminéz pnomoninin eslik ettigi ve bag

doku artig1 oldugu izlendi.

Neoplastik hiicrelerde ¢ekirdeklerin pleomorfik oldugu bazilarm da ise
niikleusun hiperkromazi gosterdigi ve yer yer vezikiiler ¢ekirdeklere sahip olduklar1
goriildii. Neoplastik odaklardaki hiicrelerin bazilarinda ¢ekirdek membraninin
kalinlastig1r ve tiimor hiicre ¢ekirdeklerinin adeta histiyositik gériiniim kazandiklar1
dikkati ¢ekti. Bronslarin ¢eperlerinde siddetli yangisel infiltrasyon ile liimenlerinde
deskuamatif hiicreler izlendi. Atipik formdaki pulmoner adenokarsinomlarda
parankimde degisen biiyiikliklerde oval yapida tiimor nodiilleri saptandi. Bu
nodiillerin siklikla asiner yapida oldugu fakat bazilarinin liimenlerine yansimis timor
hiicre gruplarinin bulundugu goriildii. Akciger parankiminde ise septal kalinlagma,
akciger 0demi ve bant halinde kollagen demetlerinden olusan fibrotik alanlar

saptandi.

Iki OPA’l1 akcigerde nodiiler tarzda yaygm miksomatdz proliferasyonlar
tespit edildi (Resim 13). Miksomat6z proliferasyonlarin bazi alanlarda adenomatoid
proliferasyonlar1 ¢evreledigi goriildii. (Resim 14). Ayrica bazi olgularda timor
odaklar1 cevresinde yogun yangisal hiicre infiltrasyonlar1 arasinda ¢ok c¢ekirdekli
Langhans tipi dev hiicrelerine rastlandi. Bazi olgularda ise hem normal alveoler
bdlgelerde hem de tiimdr odaklar1 ¢evresinde germinal merkeze sahip ¢ok sayida
lenfoid follikiiller saptandi (Resim 15). Tiimoral proliferasyonlarin yogun destek
doku ile ¢evrelendigi vakalarda, diger olgulardan farkli olarak tiimor hiicrelerinin

adeta endotel ya da Kist epiteli goriiniimiine sahip olduklar1 dikkati gekti.
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Mediastinal lenf diigiimlerinde ti¢ olguda yaygin metastazlar tespit edildi.
Lenf diigimlerinde hem kortikal hem de medullar bdlgede oldukg¢a yaygm tiimoral
proliferasyonlarin oldugu ve kitlelerin siklikla subkapsiilar (Resim 16) ya da kortikal
bolgede lenf follikiillerinin arasina yerlestigi gozlendi (Resim 17). Bazi alanlarda
ozellikle oldukga iri tiimor kitlelerinin neredeyse tiim lenf diiglimiinii istila ettigi ve
normal doku yapilarinin silindigi goriildi (Resim 18). Bir¢ok tiimoral nodiiliin
merkezi kisimlarinin ileri diizeyde nekrotik oldugu, yaygin notrofilik eksudasyon ile
yer yer kalsifikasyonlarm bulundugu goriildii (Resim 19). Ozellikle subkapsiiler
metastatik Kitlelerin tamamen lenfoid dokuyu istila ettigi ve kortikal lenf

follikiillerinde germinal merkezlerin tamamen ortadan kalktigi dikkat ¢ekti.
4.3 Immiinohistokimyasal Bulgular
4.3.1 SP-A Boyama Sonuglari

Koyunlarin OPA’ll akciger ve metastazli mediastinal lenf diigiimlerinde
yapilan SP-A protein boyamasinda O6zellikle papiller tarzdaki proliferasyonlarda
belirgin intrasitoplazmik reaksiyon goriildii (Resim 20). Calismamizda hem klasik
hem de atipik OPA vakalarinda sitoplazmik SP-A reaksiyonlar1 goriilmiis ve klasik
OPA oldugu degerlendirilen vakalarda immiin reaksiyonun kismen daha siddetli
oldugu dikkati ¢ekmistir. Iimmiin reaksiyonun neoplastik odaklarda 6zellikle tiimor
hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda olustugu saptandi. Tiimdral dokularin yani sira
hem normal akcigerler hem de OPA’l1 akcigerlerde non-neoplastik alanlarda bulunan
tip I pndmositlerde de benzer reaksiyon belirlendi. Gerek neoplastik gerekse normal
tip II pnomositlerin disinda 6zellikle terminal bronsiyollerde silyumsuz Clara
hiicrelerinde sitoplazmik imminpozitif reaksiyon goriildii (Resim 21). OPA’l
akcigerlerde  Ozellikle neoplastik  proliferasyonlar  ¢evresindeki — alveoler
makrofajlarda da intrasitoplazmik reaksiyon goézlendi (Resim 22). Miksomat6z
proliferasyonlarda ise SP-A’nin negatif reaksiyon verdigi gozlendi. Lenf
diiglimlerine metastaz yapmis olgularda tiimor hiicrelerinde ag¢ik olarak
intrasitoplazmik immiin pozitif reaksiyon tespit edildi (Resim 23). immiin pozitif
reaksiyonun, primer OPA Kkitlesi bulunan akciger dokular: ile metastazli mediastinal
lenf diiglimlerinin karsilagtirilmasinda lenf diigiimlerinde akcigerlere kiyasla

neoplastik hiicrelerdeki immun reaksiyonun kismen zayif oldugu dikkati ¢ekti.
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4.3.2 SP-B Boyama Sonuclar

Koyun pulmoner adenokarsinomlu akcigerlerin tiimiinde neoplastik
dokularda tiimor hiicrelerinde siddetli ve yaygin SP-B pozitif reaksiyon tespit edildi
(Resim 24). Bazi atipik OPA’l1 olgularda degisen biiyiikliiklerde oval gdriniimlii
nodiiler tipte parankime yayilmis tiimoral proliferasyonlarin SP-B pozitif olduklar1
acik olarak goriildii (Resim 25). Bununla birlikte tiimor nodiillerinde bazi neoplastik
hiicrelerinde SP-B immiin reaksiyonun olugsmasina ragmen ayni nodiilde diger bazi
tiimoral proliferasyonlarin negatif reaksiyonu dikkati ¢ekti (Resim 26). Tiim SP-B
boyamalarda hem neoplastik hiicrelerin hem de gerek kontrol gerekse OPA’l1
akcigerlerin non-neoplastik alanlarinda normal tip II pnomositlerin de sitoplazmik
pozitif olduklar1 goriildii (Resim 27). Ancak normal akciger parankiminde tip Il
hiicrelerde SP-B immiin reaksiyonun neoplastik hiicrelerdeki kadar siddetli olmadig1
dikkati ¢ekti. Neoplastik doku disinda tiimor stromasi, tip I pndmositler ve yangisal
infiltrasyonlar ile bronsiyal bez epitellerinin siirfaktan negatif reaksiyonlari
gbzlemlendi. SP-A immiin boyamalarda oldugu gibi; tiimoral proliferasyonlarda SP-
B immiin reaksiyonlarm baskimn bir bi¢imde apikal sitoplazmada gerceklestigi ancak
tiimoral stromaya yakin olan sitoplazmik bolgede reaksiyonun olugsmadigi veya zayif
oldugu goriildii. Immiin reaksiyon iiriinlerinin genellikle tiimdr hiicrelerinin
sitoplazmasinda kaba graniiler tarzda oldugu ve bunlarm yiiksek olasilikla
ozmiyofilik lamellar cisimcikler oldugu diisiiniildii (Resim 28, 29). Miksomat6z
proliferasyonlarin bulundugu odaklarda ise SP-B’nin negatif reaksiyon verdigi
gozlendi. Klasik OPA vakalarinda neoplastik proliferasyonlarda 6zellikle alveollere
uzayan papiller proliferasyonlarda yogun ve diffuz SP-B immiin pozitif reaksiyon
saptand1 (Resim 30). Atipik OPA’l1 vakalarda ise bazi tiimor nodiillerinde periferal
neoplastik hiicrelerde immiin reaksiyon olugmasina ragmen nodiillerin merkezinde
bulunan hiicrelerin SP-B’ye karsi zayif immiin reaktif olduklari veya reaksiyon
vermedikleri goriildii. Tim olgularda tiimoral proliferasyonlarda tiimér mikro
cevresinde ¢ok yaygin olan alveoler makrofajlarin sitoplazmalarinin SP-B immiin

pozitif reaksiyon verdikleri saptandi (Resim 31).

Metastazli lenf diiglimlerinde, akcigerlerdeki tiimdral alanlara paralel olarak,

lenfoid doku arasinda kalan neoplastik odaklarda yaygm SP-B pozitif reaksiyon
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tespit edildi (Resim 32). SP-B pozitif neoplastik proliferasyonlarin kortekste veya
medullada nekrotik doku arasinda olustugu ve kimi olgularda tiim lenf diigtimiine
yayildig1 saptandi. Tiimoral proliferasyonlarin siklikla bezsel veya papiller tarzda
oldugu ve siirfaktan proteinlerle pozitif reaksiyon verdikleri agik¢a gozlendi.
Ozellikle H&E boyamalarda lenfoid hiicreler arasmda zor farkedilen ve ¢ok az
sayida tiimor hiicresinden olusan kiiciik neoplastik odakta SP-B boyamasi sayesinde

kolayca tespit edildi (Resim 33).
4.3.3 SP-C Boyama Sonuclar

Klasik OPA olarak kabul edilen vakalarda tiim akciger parankiminde bezsel
tarzda prolifere tiimor hiicre odaklarmda belirgin sitoplazmik SP-C reaksiyonlar
tespit edildi (Resim 34). Immiin reaksiyonun tiimdr hiicrelerinde &zellikle
periniikleer bolgelerde olustugu (Resim 35) ve yogun reaksiyon sekillenen
nodiillerde bezsel proliferasyon gosteren alanlarda siddetli immiin reaksiyonlarin
bulundugu goriildii. Ancak neoplastik hiicreler disinda kalan stromal doku ve
infiltratif yang1 hiicrelerinde herhangi bir immiin reaksiyon olusmadig: tespit edildi.
Atipik olgularda tiimoral proliferasyonlarda bazi nodiillerde periferal neoplastik
hiicrelerde siddetli reaksiyon olusmasina ragmen nodiil merkezindeki hiicrelerde
immiin reaksiyonun sinirli oldugu ya da hi¢ olusmadigi dikkati ¢ekti (Resim 36).
Immiin reaksiyon iiriinlerinin ince graniiler bicimde oldugu belirlendi. Atipik OPA
vakalarmda SP-C reaksiyonlarmm kismen zayif olmasi ile beraber alveoler
makrofajlarda da sinirli reaksiyonlar olustugu goriildi. Miksomatéz alanlarin
bulundugu odaklarda ise SP-C’nin negatif reaksiyon verdigi gozlendi. Yine gerek
timoral alanlar gerekse normal parankimde silyumsuz Clara hiicrelerinin SP-C
negatif olduklar1 saptandi. Metastazli mediastinal lenf diiglimlerinde de yaygin SP-C
immiin pozitif reaksiyonlar gézlendi. Reaksiyonlarn hem kortikal hem de medullar
alanlardaki neoplastik dokularda sekillendigi saptandi (Resim 37). Yine SP-A ve SP-
B boyamalarda oldugu gibi, SP-C immiin reaksiyonlarin stromal doku arasmdaki

kiigiik bezsel tiimor hiicre proliferasyonlarinda da pozitif reaksiyon saptandi (Resim
38).
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4.3.4 Multi-Sitokeratin (MCK, AE1-AE3) Boyama Sonuglari

Koyunlarin OPA’ll akciger ve lenf diiglimlerinde MCK boyamalar1
neticesinde tiim neoplastik proliferasyonlarm immiin pozitif boyandigir goriildi
(Resim 39). Tumor hiicrelerinin yani sira hava yolu epitelleri, bronsiyal bez epitelleri
ve normal parankimde tip II pnomositlerin sitoplazmalarinin pozitif reaksiyon
verdikleri goriildii. Ayrica H&E boyamalarda zor ayirt edilebilen oval niikleuslu tip
Il pndomositlerin yani1 sira, tip | alveolar epitellerin sitoplazmik uzantilar1 da
sitokeratin boyamasi sayesinde rahatlikla tespit edilebildi (Resim 40). Ayrica yaygin
akciger fibrozisi olusmus parankimal dokuda smirl sayida tiimor hiicresinden olusan
ve H&E boyamalarda gézden kagirilabilecek neoplastik odaklar rahatlikla identifiye
edildi. Akcigerlerde tiim neoplastik odaklarin pozitif boyanmalarina ragmen, alveoler
makrofajlarin negatif oldugu ancak bu hiicreler arasinda kalan tek tiik epitel hiicreler

veya neoplastik proliferasyonlarin pozitif reaksiyon verdikleri goriildii (Resim 41).

Metastazli lenf diigimlerinde tiimoral hiicrelerin MCK boyamasi ile siddetli
sitoplazmik pozitif olduklar1 tespit edildi (Resim 42). MCK boyamada lenf
diigiimlerinde tiimoral proliferasyonlarin agirlikli olarak korteks ve medullada
olustugu dikkati gekti. Ozellikle lenf diigiimlerinde iri tiimdr nodiillerinin yani sira
nekrotik odaklarda normal H&E boyama ile ayirt edilmesi zor olan sinirli sayidaki
timor hiicre odaklarinin ortaya ¢ikarilmasinda MCK boyamasinin oldukca katkili
oldugu goriildii. Yine kortekste H&E boyamada goriilemeyen sinirh sayidaki timor
hiicresinden olusan kiiciik metastazlar MCK immiin pozitif reaksiyon sayesinde
rahatlikla ortaya konuldu (Resim 43). Immiin reaksiyon iiriinlerinin tiim
sitoplazmaya yayilmig ince graniiler tarzda oldugu gorildi. Ayrica MCK
boyamalarda epitel hiicreleri disindaki lenfoid ve destek doku hiicrelerinin tamamen
negatif reaksiyonu goézlendi. Hem Kklasik hem de atipik OPA tiplerinde MCK
boyamalarin siddetli oldugu belirlendi. Ayrica, MCK markirinin epitelyal hiicrelerde
yliksek reaktivitesi sayesinde, lenf diigiimlerinde bazi sahalarda gelisen fibrotik bag
doku unsurlar1 arasinda kalan (Resim 44) ve siirfaktan boyamalarda nispeten zayif
boyanan ¢ok az sayidaki tiimor hiicresinden olusan neoplastik odaklar rahatlikla
tespit edilebildi. Metastatik lenf diigiimlerinde tiimor hiicresi bulunmayan lenfoid

doku ile kontrol lenf diigiimlerinde negatif MCK boyama gozlendi (Resim 45).



34

4.3.5 Pan-Sitokeratin (PCK- 26) Boyama Sonuglari

Koyunlarin OPA’ll akciger ve metastazli lenf diigiimlerinde PCK-26 ile
yapilan boyamalarda tiim vakalarda tiimoral proliferasyonlarda pozitif reaksiyon
gorildii. Klasik OPA olgularinda alveollerde asiner tipte prolifere olmus kiibik
neoplastik hiicrelerde sitoplazmik PCK-26 reaksiyon gozlendi (Resim 46). Ayni
sekilde atipik OPA’l1 akcigerlerde tiimor hiicrelerinde degisen yogunlukta immiin
pozitif boyanmalar saptandi (Resim 47). Ozellikle bazi OPA’l1 akcigerlerde yer yer
lenfoid follikiil olusumu 1ile karakterize siddetli yangisal infiltrasyon bulunan
alanlarda az sayida tiimor hiicresinden olusan nodiiller PCK-26 boyanmasi ile ortaya
konuldu (Resim 48). Papiller tarzda prolifere olan bazi atipik OPA vakalarinda ise
neoplastik hiicrelerdeki pozitif reaksiyonlara nazaran stromadan zengin tiimor
nodiillerinde reaksiyonun daha zayif sekillendigi dikkati ¢ekti. Timor hiicrelerinin
yani1 sira normal brons ve brongcuklarda mukozal 6rtii epitelyal hiicreleri ile alveoler
septada hem tip I hem de tip II pnomositlerde sitoplazmik reaksiyon goriildii (Resim
49). Gerek neoplastik gerekse non-neoplastik epitel hiicreleri PCK-26’ya karsi
belirgin pozitif reaksiyon gosterirken stromal hiicreler, alveoler makrofajlar ve diger
doku hiicrelerinin negatif reaksiyon verdikleri belirlendi. Atipik OPA oldugu
saptanan bazi olgularda neoplastik hiicrelerin pozitif reaksiyonu ile birlikte sekonder
bakteriyel pndmoni olusan ve yogun nétrofilik infiltrasyon ile karakterize alanlarda
notrofillerde herhangi bir reaksiyon goriilmedi. Metastazli lenf diigiimlerinde de
MCK ve SP boyamalara benzer bi¢cimde tiim neoplastik hiicrelerin PCK-26 ile
sitoplazmik pozitif boyandiklar1 tespit edildi.

4.3.6 CD3 Boyama Sonuglar

Hem klasik hem de atipik OPA olgularinda neoplastik doku stromasi ve
peritiimoral infiltratif hiicrelerde siddetli CD3" reaksiyon goriildii. Klasik OPA’I1
akcigerlerde CD3" reaksiyonun 6zellikle tiimor mikro gevresinde fokal ya da diffiiz
dagilim gosteren infiltratif lenfoid hiicrelerde olustugu gozlendi (Resim 50). CD3" T
hiicrelerin timor mikro g¢evresinin yani sira fokal lenfoid dokularda daha yogun
olarak olustugu dikkati ¢ekti. Ayrica akciger parankiminde goriilen tiimor nodiilleri
ile birlikte bazi bronsiyollerin liimeninde papiller proliferasyonlarda da CD3* T

hiicrelerin bulundugu tespit edildi. Immiin reaksiyonun tamamen hiicrelerin ¢ekirdegi
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diginda olustugu ve c¢ekirdegi ince bir halka halinde cevreledigi goriildi. Atipik
OPA’l akcigerlerde CD3" T lenfositlerin tiimér nodiillerinde siklikla tiiméral destek
dokusu i¢ine infiltre olduklar1 dikkati ¢ekti (Resim 51). Bazi olgularda vermindz
pnomoniye neden olan yogun paraziter yapilarin eslik ettigi timoér mikro
cevrelerinde T lenfositlerin baskin olarak havayollar1 ¢evresinde lenfoid odaklar1
olusturdugu saptandi. Metastazli lenf diiglimlerinde ise tiimor nodiillerine infiltre
olmus infiltratif lenfositlerde CD3" reaksiyon olustugu ancak immiin pozitif hiicre
sayisinin akcigerlere kiyasla az oldugu dikkati ¢ekti (Resim 52). Metastatik timor

nodiilleri disinda normal lenfoid dokuda siddetli immiin pozitif reaksiyonlar goriildii.
4.3.7 CD79acy Boyama Sonuclar

Akcigerlerde neoplastik proliferasyonlarda tiimor mikro ¢evresinde
CD79acy” B lenfosit artislar1 goriildii (Resim 53). Immiin reaksiyonlarm goriildiigii
bolgelerin 6zellikle tiimor mikro c¢evresine yakin lenfoid odaklar ve yangisal
infiltrasyon alanlar1 oldugu belirlendi. Tim6r mikro gevresi disinda tiimoral destek
dokularinda ve bezsel proliferasyonlara infiltre olmus lenfoid hiicrelerde CD79
pozitif reaksiyonlar izlendi (Resim 54). Neoplastik proliferasyonlarin stromasi
disinda 6zellikle bazi olgularda goriilen germinal merkezli lenfoid dokularda ve hava
yollar1 ¢evresindeki peribronsiyal lenfoid dokularda da CD79acy pozitif hiicreler
saptandi. Metastazli lenf digiimlerinde de hem tiimor stromasi hem de normal

lenfoid follikiillerde CD79acy pozitif reaksiyonlar tespit edildi.
4.4 Immiinofluoresan (IF) Bulgular
4.4.1 SP-B IF Bulgular

SP-B i¢in uygulanan indirekt IF boyamada, IHC boyamalarda oldugu gibi
hem klasik hem de atipik OPA olgularinda neoplastik proliferasyonlarda sitoplazmik
pozitif reaksiyon goézlendi. IF reaksiyonun klasik OPA olgularinda asiner tipte

prolifere olan tiimor hiicrelerinin biiyiik ¢cogunlugunda olustugu goriildii (Resim 55).

Atipik OPA olarak degerlendirilen vakalarda IF reaksiyonun tiimoral
nodiilleri olusturan tiim neoplastik hiicrelerde olustugu belirlendi (Resim 56). Ayrica,

IF reaksiyonun olgular arasinda farklilik gosterdigi ve papiller proliferasyonlarda
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siddetli oldugu dikkati ¢ekti (Resim 57). Yiiksek biiylitmelerde IF boyanmanin agik
olarak apikal sitoplazmada oldugu ve siddetli SP-B pozitifligi goriildii (Resim 58).
Neoplastik proliferasyonlara ilaveten non-neoplastik akciger parankiminde normal
tip II pnomositler ile peritiimoral alveoler makrofajlarda zayif IF reaksiyon gozlendi
(Resim 59). Primer akciger kitlelerinde oldugu gibi mediastinal lenf diiglimlerinde de

metastatik timor nodiillerinde IF pozitif reaksiyon saptandi.
4.4.2 MCK IF Bulgular

Multisitokeratin i¢in uygulanan indirekt IF boyamalarda klasik OPA’l1
akcigerlerde parankime yayilmis asiner neoplastik odaklarda tiim tiimor hiicrelerinde
siddetli MCK pozitif reaksiyon gorildii (Resim 60). IF reaksiyon neoplastik
odaklarda degismekle beraber tiim tiimdr hiicrelerinde pozitif reaksiyon saptandi.
Alveollerde asiner tipteki proliferasyonlarm yani sira yer yer brons ve bronsiyoler
limende papiller tarzda c¢ogalan tiimor hiicrelerinde de siddetli MCK baglanmasi
gozlendi (Resim 61). Klasik OPA olgularinda oldugu gibi atipik OPA’l1 tiimoral
nodiillerde de siddetli MCK IF pozitif reaksiyon tespit edildi (Resim 62). Reaksiyon
siddetinin tiimor hiicreleri arasinda degismesi ile birlikte, IF baglanmasinin yaygin
oldugu saptandi. Neoplastik hiicrelerin yani sira, basta hava yolu epitelleri olmak
iizere hem normal tip II pnomositler hem de alveoler ¢eperde tip I hiicrelerin
sitoplazmik uzantilarinda IF pozitif reaksiyon acik olarak tespit edildi (Resim 63).
SP-B boyamalarda IF reaksiyonun genellikle apikal sitoplazmada olusmasina
ragmen, MCK IF pozitif reaksiyonun hem neoplastik hiicreler hem de normal akciger
epitel hiicrelerinde tiim sitoplazmada olustugu ancak sitoplazmik membran yakin
alanlarda daha siddetli oldugu dikkati ¢ekti. Yine mediastinal lenf diiglimlerinde
tiimoral odaklarda tiim neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda MCK IF pozitif
reaksiyon olustugu (Resim 64) ve lenfoid hiicreler arasinda H&E boyamada zor

goriilen az sayidaki tiimor hiicre odaklar1 MCK reaksiyonu ile rahatlikla saptanabildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bircok iilkede ekonomik kayiplara neden olan OPA’nin insan akciger
kanserleri i¢in bir model olmasimin yani sira, non-invaziv lepidik adenokarsinomlarin
aydinlatilmasinda da 6nemli katki sagladigi agiklanmistir (Mornex ve ark. 2003).
Son zamanlarda bazi insan akciger tiimorlerinde JSRV ile immiinolojik iliskili bir
proteinin, insanlardaki bronsialveoler karsinom ile endojen bir retroviriis arasinda
benzerlik oldugu one stiriilmiistiir. (De las Heras ve ark. 2000). Zira hayvanlarda
timOr olusturan onkoviriisler ile insanlarda tiimore neden olan virlisler arasinda
epidemiyolojik baglantiya isaret eden c¢alismalar mevcut olup, insan akciger
tiimorlerinin arastiritlmasinda OPA’nin uygun model oldugu agiklanmistir (Lutringer-
Magnin ve ark. 2012). Insan ve koyun akciger kanserleri distal havayollarinmn salgi
epitel hiicreleri, tip II pndmositler ve daha az siklikla da Clara hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir (De Martini 2003). OPA’ya benzer sekilde, insanlardaki
bronsialveoler karsinomlar nadiren metastaz yapan ve yavas biiyliyen bir timor olup
ozellikle OPA’mn bu tiimor tipi i¢in uygun bir model oldugu belirtilmistir (Mornex ve
ark. 2003). Zira bugiine kadar insan akciger kanserleri g¢esitli hayvan modelleri
iizerinde c¢alisilmis ve kanserin immiinohistokimyasal ve molekiiler temelleri
acisindan onemli bilgiler elde edilmistir. Ozellikle koyun akcigerinin anatomik
olarak boyut ve yap1 bakimindan insan akcigerine benzemesi nedeniyle model

hayvan olarak kullanilmasinin bir¢ok avantaj sagladig1 agiklanmistir (Scheerlinck ve
ark. 2008).

Koyun pulmoner adenokarsinomu JSRV’nin neden oldugu yetiskin
koyunlarda goriilen bulasici bir hastalik olup, akcigerlerde tiimoral lezyonlar ile
karakterizedir. JSRV’nin koyunlarda yiliksek oranda enfeksiyon ve Oliime neden
olmas1 nedeniyle koyun saghigi ve ekonomik bakimdan onemli kayiplara yol
acmaktadir (Mansour ve ark. 2019). Zira, koyun pulmoner adenokarsinomlarinda
herhangi bir tedavi protokolii ve as1 bulunmamasi nedeniyle klinik olarak etkilenen
hayvanlarin 6liimii ile sonuglanmaktadir. Bugiline kadar hastaligin yayilmasmi
engellemek icin kontamine alanlarin ve ekipmanin dezenfeksiyonu ile etkilenen
hayvanlarin tespit edilerek siiriiden ayrilmasmm en iyi strateji oldugu agiklanmistir.

Ayrica siit ve kolostrum araciligi ile enfeksiyon tagindigi i¢in yeni dogan yavrularin
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stirliden ayrilarak yeni bir siirii olugturulmasinin da eradikasyon programi i¢inde yer

almasi gerektigi belirtilmistir (Voigt ve ark. 2007).

Bu caligmada 20 OPA’ll koyuna ait akciger kesitleri ve lenf diigiimleri
incelenmis ve tiimoriin kranial, medial ve kaudal akciger loplarinda olustugu ve hava
yollarinda kopiiklii sivi oldugu gozlenmistir. Calismamiza paralel olarak, literatiirde
(Minguijon ve ark. 2013) akcigerlerde tiimoral lezyonlarin siklikla diyafragmatik
loblarda ya da kranio-ventral bolgelerde gri renkte, farkli boyutlarda, genis ya da
daha kiigiik konsolidasyon alanlar1 seklinde ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Yine ayni
yazarlar Minguijon ve ark. (2013) hava yollarinda kopiikli sivi biriktigi ayrica
intratorasik metastazlari beyaz renkli nodiiller halinde bdlgesel lenf diigiimlerinde
oldugunu bildirmistir. Calismamizda tiimoral kitlelerin akcigerlerde sert ve gri renkte
oldugu goriiliirken, Toma ve ark. (2020) 6zellikle klasik OPA tespit edilen vakalarda
akcigerde degisen boyut ve biiyliklilkte nodiillerin beyaz ya da acgik yesilden
pembeye kadar degisen renklerden olustugu bildirmistir. Toma ve ark. (2020) klasik
OPA’da kitlelerin kesit yilizeyinin genellikle nemli; atipik OPA’da ise birlesik
lezyonlar halinde kuru goriinlimlii ve beyaz renkte oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica
calismamizda metastazli mediastinal lenf diigiimlerinde hafif nodiiler biiyiime
izlenmistir. Literatiirde de (Kiran ve ark. 2000, Beytut ve ark. 2009, Minguijon ve
ark. 2013) mediastinal lenf diiglimlerinde boyutlar1 0.5 ile 2 mm arasinda degisen
beyaz renkli metastatik odaklar bildirilmistir. OPA vakalarinda intratorasik ve
ekstratorasik metastazlarin gorildiigii, makroskobik olarak biribirine benzedikleri ve
yaklasik olarak tiimoriin % 0.3-25 oraninda bolgesel lenf diiglimlerine metastaz

yaptig1 bildirilmistir (Griffiths ve ark. 2010, Minguijon ve ark. 2013).

Histolojik olarak, OPA lezyonlarinin akcigerlerde tiim parankime yayilmis
oval goriinlimde ve degisen biiylikliiklerde tiimdral hiicre odaklarindan olustugu, bazi
olgularda ise proliferasyonlarin asiner tipte gelistigi gozlenmistir. OPA’l1 olgularda
neoplastik proliferasyonlarin literatiirde tanimlanan kriterlere uygun olarak; 9 vakada
klasik, 11 vakada ise atipik formda oldugu saptanmigtir. Klasik OPA olgularinda
neoplastik proliferasyonlarin ‘lepidik pattern’ olarak adlandirilan ve bronsio-alveoler
limende kiiboidal veya kolumnar epitel hiicrelerinden olusan asiner tipte oldugu
gozlenmistir. Atipik OPA’da ise lireme paterninin kii¢iik ve nodiiler proliferasyonlar

seklinde gelistigi ve neoplastik alanlar ile normal akciger parankimi arasinda belirgin
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bir sinir oldugu goriilmistiir. Zira literatiirde (Griffiths ve ark. 2010, Garcia-Goti ve
ark. 2000) de hem klasik hem de atipik OPA’da histopatolojik 6zelliklerin birbirine
cok benzedigi sadece atipik form da stromanin mononiikleer hiicre ve bag doku
yoniinden daha zengin oldugu aciklanmistir. Atipik ve klasik OPA ayrimi
yapilmaksizin gelisen sekonder enfeksiyonlar ve bunun sonucu olarak artan yangisal
infiltrasyonlar ile fibrozis goz Oniine alindiginda, literatiirde (Garcia-Goti ve ark.
2000, De las Heras ve ark. 2003, Griffiths ve ark. 2010, Summer ve ark. 2012,
Minguijon ve ark. 2013, Azizi ve ark. 2014, Quintas ve ark. 2021, Mishra ve ark.
2021) agiklandig1 iizere, stromal yangisal infiltrasyon ve bag doku artismin OPA
tiplerinin ayrimi igin yeterli olmayacagi kanaatindeyiz. Caligmamizda tiimor hiicre
sitoplazmalarinin genellikle apikal limene dogru genisledigi ve bazi olgularda
lamellar cisimcikler olabilecegi diisiiniilen vezikiiler oval yapilarin bulundugu
saptanmistir. Timor hiicre cekirdeklerinin hiperkromazik veya yer yer vezikiiler
olduklari, bazilarinda ¢ekirdek membranimnin kalinlastigir ve adeta histiyositik hiicre
benzeri bir goriinlim kazandiklar1 tespit edilmistir. Literatiirde (De las Heras ve ark.
2003) neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinin homojen goriiniimde ya da ince vakuollii
olduklari, c¢ekirdeklerinin ise yuvarlak ya da oval yapida ve kromatinin membrana
dogru kaydigi, ayrica merkezi veya parasentral yerlesimli bir g¢ekidek¢ige sahip

olduklar1 bildirilmistir.

Salvatori (2004) OPA tanisi konulmus tiim koyunlarda, hayvanin yasina
bakilmaksizin, histolojik olarak asiner proliferasyon paterni olsa bile tiimdrlerin
baskin olarak alveollerde papiller tipte proliferasyonlar oldugunu bildirmistir. Ayrica
ayni yazar bronsiyollerin liimenine dogru olan papiller liremeler ile nodiillerin asiner
ve bronko-alveoler goriinimiiniin sabit bir bulgu olarak kabul edilemeyecegini ve
bunun yasla ilgili olmadigini agiklamistir. Calismamizda klasik OPA vakalarinda
asiner iireme paterni baskin iken atipik OPA vakalarinda nodiiler tarzda tiremelerin
oldugu goézlenmistir. Literatiirde (De Martini ve ark. 1997, Summers ve ark. 2006)
klasik OPA’da bronsiollerin ¢evresinde yer alan lezyonlarda fibréz stromanin
minimal oldugu, timorlerin ¢evresinde nétrofilik eksudasyon ve alveoler
makrofajlarin yogun oldugu belirtilmistir. Bunun aksine atipik OPA’da (De las Heras
ve ark. 1992) neoplastik odaklar ile parankim arasinda belirgin bir farklilik oldugu ve

daha az fibroblast ile makrofaj ve ndtrofil bulundugu ifade edilmistir. Toma ve ark.



40

(2020) ise atipik OPA’da epitelyal neoplazilerin yani sira stromada belirgin
fibroblast proliferasyonu, kollagen olusumu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu
oldugunu bildirmislerdir. Garcia-Goti ve ark. (2000) da atipik OPA’da stromanin
lenfosit ve plazma hiicreleri ile infiltre oldugunu, bag dokusu liflerinin artigin1 ve

neoplastik alanlarda peribrongiyal lenfoid proliferasyonlarin arttigini agiklamistir.

Calismamizda bazi olgularda OPA lezyonlar1 ile birlikte nodiiler tipte
miksomatdz proliferasyonlar izlenmis, literatiirde (Beytut ve ark. 2009, ilhan ve ark.
2016, Ortin ve ark. 2019) miksoid nodiillerin neoplastik epitelyal komponentlerle
karigik ve degisen boyutlarda gozlendigi bildirilmistir. Ayrica ¢alismamizda tiimoral
proliferasyonlar ile beraber az sayidaki vakada vermindz ve mikotik pnémoni ve
fibrotik doku artislar1 goriiliirken, Toma ve ark. (2020) ¢alismalarinda bazi vakalarda
bag doku artislar1 ve atelaktazi ile karakterize kronik siipiiratif bakteriyel ve
vermindz pnomoni ve bu lezyonlarin histolojik olarak OPA’dan kolayca ayirt
edilebildigini bildirmislerdir. Yine bulgularimiza paralel olarak Ortin ve ark. (2019)
da bazi OPA vakalarinda nétrofillerin bulunmasmnin  sekonder bakteriyel
enfeksiyonlara ilgili oldugunu agiklamistir. Bu ¢alismada tiimoral odaklarda sabit
olarak alveoler makrofajlarm bol bulundugu ve genislemis sitoplazmalarinin
fagositik materyalle doldugu tespit edilmistir. Tiimor odaklarinda ve cevresinde
alveoler makrofajlarin yani sira, alveoler 6dem, tiimor parankiminde noétrofilik
infiltrasyonlar ve fokal lenfoid hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢gekmistir. Bulgularimiza
paralel olarak, bircok arastirmada (Salvatori ve ark. 2004, Beytut ve ark. 2009,
Minguijon ve ark. 2013, Toma ve ark. 2020) makrofaj ve olgun lenfositlerin
neoplastik hiicrelerle birlikte bulundugunu, ayrica stromada agirlikli olarak
makrofajlar ve lenfositler ile birkag plazma hiicresinden olusan yangisal

infiltrasyonlarin oldugu agiklanmstir.

Caliymamizda metastaz varligi 20 OPA’l akcigerden 3’{inde tespit edilmis ve
mediastinal lenf diigiimlerinde subkapsiiler, kortikal ve medullar yerlesimli degisen
biiytikliiklerde tiimoral nodiillerin bulundugu izlenmistir. Bu neoplastik kitlelerin
lenfoid dokuyu istila ettigi ve kortekste germinal merkezli lenfoid follikiillerin
tamamen ortadan kalktig1 gozlenmis, Kiwran ve ark. (2000) da c¢aligmalarinda
metastazlar ile mediastinal lenf diigiimlerinde lenfoid dokunun tamamen ortadan

kalktigini bildirmislerdir. Yine Minguijon ve ark. (2013) tarafindan metastazli lenf
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diigiimlerinde neoplastik hiicrelerin subkapsiiler ve paratrabekiilar sinuslar1 isgal

ettigi ve normal korteksin yerini aldig1 agiklanmustir.

Stirfaktan protein A gen bolgesi, akcigerlerde tip IT pnomositler ve silyumsuz
Clara hiicreler ile bu hiicrelerden kaynaklanan tiimoral proliferasyonlarda eksprese
edilmektedir (De Martini ve ark. 2001). immun sistemde énemli rol oynadig: ileri
stiriilen SP-A, bircok mikrorganizmanin yilizeyine baglanarak alveolar makrofaj ve
notrofil 16kosit gibi savunma hiicrelerinin patojenleri fagosite etme yetenegini
arttrmaktadir (Wright ve ark. 2001). Calismamizda OPA’ll tim akcigerler ve
metastazli lenf diigimlerinde SP-A ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmis hem asinar hem de papiller iireme paternli tiimdr nodiillerinde
neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda immiin pozitif reaksiyon goriilmiistiir. Bu
immiin pozitif reaksiyonun papiller tarzda prolifere olmus hiicrelerin 6zellikle apikal
sitoplazmik yiizeylerinde daha siddetli oldugu dikkati ¢ekmistir. Calismamizla
benzer olarak, literatiirde (Platt ve ark. 2002, Beytut ve ark. 2009) tip II pndmositler
ve Clara hiicreler i¢in fenotipik bir belirteg olan SP-A, OPA’l koyun akcigerlerinde
neoplastik proliferasyonlar1 gostermek i¢in kullanilmis ve incelenen tiimoral
dokularda spesifik sitoplazmik baglanma bildirilmistir. SP-A ekspresyonunu
gostermek igin yapilan baska bir calismada (Ilhan ve ark. 2016) ise neoplastik
hiicrelerin sitoplazmasinda orta veya yiiksek yogunlukta baglanma nedeni ile tip II
hiicrelere spesifik oldugu agiklanmistir. Ancak c¢aligmamizda SP-A immiin
reaksiyonlarin tliimor hiicrelerinin yani sira hem normal tip II pnomositler hem de
Clara hiicrelerinde pozitif oldugu ve dolayisiyla sadece tip II hiicrelere 6zgii bir
protein olmadigi belirlenmistir. Ayrica Paananen ve ark. (2001) siirfaktan
proteinlerin ekspresyonuna yonelik yaptiklar1 ¢aligmalarinda, koyun akciger
dokularindan elde edilen kesitlerin yani sira, doku kiiltlir ortaminda da bu markir1
immiinohistokimyasal olarak karakterize etmislerdir. Ayrica diger yazarlar (Suau ve
ark. 2006) OPA tiimorlerinden iiretilen hiicrelerden olusan kiiltiirlerde % 95 oraninda
SP-A ve SP-C ekspresyonunun goézlenmesine dayanilarak tiimor hiicre kiiltiirlerin

safligin1 dogruladigini bildirilmislerdir.

Calismamizda SP-B ekspresyonunu incelemek i¢in OPA’ll akcigerler ve
metastazli mediastinal lenf diiglimlerinde yapilan immiinohistokimyasal

boyamalarda timoér hiicrelerinin = Sitoplazmasinda immiin pozitif reaksiyon
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saptanmustir. Literatiirde (Hermans ve Bernard 1999, Paananen ve ark. 2001) matiir
SP-B'nin sadece tip Il pnomositlerin sitoplazmasinda ozmofilik lameller
cisimciklerde bulundugu, burada depolandigi ve alveoler liimene salgilandigi
bildirilmistir. Benzer bigcimde bu ¢aligmada da akciger ve lenf diiglimlerinde tiimor
kitlelerinde neoplastik hiicrelerde SP-B immiinpozitif reaksiyonun baskin sekilde
apikal sitoplazmada ince graniiler oldugu gozlenmistir. Her ne kadar akciger
stirfaktan proteinleri arasinda SP-A’nin en fazla bulunan protein oldugu bildirilmekle
beraber (Johansson ve ark. 1994, Hermans ve Bernard 1999, Mason ve ark. 2000)
lamellar cisimciklerin esasen SP-B ve SP-C igermesi bu ¢alismada matiir SP-B
immiin reaksiyonun apikal sitoplazmada siddetli olugsmasmnin nedenini dogrular
niteliktedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara paralel olarak, literatiirde (Platt ve
ark. 2002, Beytut ve ark. 2009) SP-B reaksiyonun neoplastik hiicreler ve normal tip
IT pnomositlerin apikal sitoplazmasinda graniiler tarzda goriildiigii ve primer akciger
Kitlelerinde SP-B reaksiyonun lenf diigiimii metastazlarina kiyasla daha kuvvetli
oldugu bildirilmistir. Atrica atipik OPA olgularinda SP-B reaksiyonun o6zellikle
nodiilin periferindeki neoplastik hiicrelerde olusmasinin muhtemelen tiimor
hiicrelerinin maturasyonu ile iliskili olabilecegini akla getirmektedir. Yine,
literatiirde (Paananen ve ark. 2001, Platt ve ark. 2002, Beytut ve ark. 2009)
bildirildigi gibi, terminal bronsiyollerde silyumsuz Clara hiicrelerinin de SP-B
sitoplazmik pozitif oldugu bu calismada goriilmiistiir. Zira, siirfaktan proteinlerin
bronsiyal luminal yilizey aktivitesinin ve salgilarin diizenlenmesinde Onemli
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Hermans ve Bernards 1999, Paananen ve ark. 2001).
Calismamizda neoplastik ve normal tip II pnomositlere ilaveten, tiimor mikro
cevresinde bulunan makrofajlarda da sitoplazmik SP-B pozitif reaksiyon
gozlenmistir. Alveoler makrofajlarda normal olarak SP iiretilmemesine ragmen bu
hiicrelerde SP-A ve SP-B immiin reaksiyon goriilmesinin muhtemelen ekstarselliiler
sirfaktan proteinlerin makrofajlar tarafindan fagosite edilmis olmasma bagl
olabilecegi ve makrofajlarin fagositik aktivitesine katki saglayabilecegi ileri
stiriilmiistir (Phelps and Harding 1987, Hawgood 1989, Platt ve ark. 2002).
Calismamizda mediastinal lenf diigiimlerinde tiimdral dokularda SP markirlarma
kars1 immiin reaksiyon tespit edilmesi metastazlarin tip II alveoler epitelyal hiicre

kokenli oldugunu dogrulamistir. Calismamiza paralel olarak diger arastirmalarda
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(Beytut ve ark. 2009, Minguijon ve ark. 2013) tiimoriin nadiren bolgesel lenf
diigiimlerine metastaz yaptigi ve timoral hiicrelerin akciger siirfaktan
apoproteinlerine karsi pozitif reaksiyon gosterdigi bildirilmistir. IHC boyamalara
ilaveten, OPA’l1 akcigerlerde SP-B ekspresyonu i¢in indirekt IF teknigi uygulanmis
hem neoplastik hem de normal tip II hiicrelerde IF pozitif baglanma ile IHC
boyamada elde edilen sonug¢lar dogrulanmistir. Literatiirde (Martineau ve ark. 2011,
Murgia ve ark. 2011) OPA’l akcigerlerde IF teknigi SP-C antikoru i¢in uygulanmis

ve neoplastik hiicrelerde pozitif reaksiyon saptanmustir.

SP-A ve SP-B’nin hem tip II alveoler epitelyal hiicreler hem de Clara
hiicreleri tarafindan tretildigi bildirilmesine karsin (Kalina ve ark.1992, Brasch ve
ark. 2004, Martineau ve ark. 2011), SP-C’nin sadece tip Il hiicreler tarafindan
salindig1 ve tip II pnomositler i¢in spesififk bir markir oldugu (Wootton ve ark. 2005,
Martineau ve ark. 2011) aciklanmistir. Ancak hava yolu epitellerinin SP-C i¢in
negatif oldugu ve bu nedenle koyun akcigerlerinde tip II pnémosit orjinli tiimdrlerin
identifikasyonunda SP-C’nin olduk¢a faydali oldugu bildirilmistir (Platt ve ark.
2002, Martineau ve ark. 2011, Cousens ve ark. 2015). Calismamizda hem klasik hem
de atipik OPA’lln akcigerlerde tiimoral proliferasyonlarda SP-C i¢in siddetli
sitoplazmik reaksiyon goriilmiis ve reaksiyonun daha ¢ok periniikleer bolgede
olustugu tespit edilmistir. Wootton ve ark. (2005) ise ratlarda deneysel JSRV
enfeksiyonunda akciger tlimorlerinde neoplastik hiicrelerde sitoplazmik pozitif
reaksiyonun apikal membrana yakin olustugunu bildirmistir. Calismamizda her ne
kadar farkli tiimor tiplerinde neoplastik hiicreler sitoplazmik SP-C pozitif olsa da
klasik OPA vakalarinda daha fazla tiimor hiicresinde kuvvetli reaksiyon
gozlenmistir. Ancak Martineau ve ark. (2011) tarafinda da agiklandig1 gibi, SP-C
immiin boyamalarda brongiyal mukoza epitelleri ve diger hiicrelerde bir reaksiyon
saptanmamigtir. Calismamizda SP-C icin elde edilen sonuglara paralel olarak,
literatlirde (Platt ve ark. 2002, Beytut ve ark. 2009, Martineau ve ark. 2011,
Minguijon ve ark. 2013, Cousens ve ark. 2015) OPA’li koyun akcigerlerinde
tiimorlerin hangi hiicreden kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in neoplastik dokular SP-
C antikoru ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve tiimor hiicrelerinin
biiyiikk bir kismmin SP-C immiin pozitif olmas1 nedeniyle tip II epitellerin baskin

hiicre tipi oldugu ve tiimorlerin cogunun tip II hiicrelerden kaynaklandigi
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aciklanmistir. Ayni1 yazarlar (Platt ve ark. 2002, Martineau ve ark. 2011, Minguijon
ve ark.2013, Cousens ve ark. 2015) az sayida vakada ise Clara hiicre sekretorik
protein (CCSP) pozitifligi saptamiglardir. Calismamizda oOzellikle atipik OPA
olgularinda ayn1 tiimor nodiiliinde baskin olarak periferik neoplastik hiicrelerin SP-C
pozitif olmasinin muhtemelen, Martineau ve ark. (2011) tarafindan agiklandig: tizere,
timoriin olgunlagmasi ile iliskili olabilecegi kaanatindeyiz. Yine bu calismada
mediastinal lenf diglimlerinde neoplastik proliferasyonlarda SP-A ve SP-B
markirlara ilaveten, SP-C immiin pozitif reaksiyon tiimdral proliferasyonlarmn tip II
pnomosit kokenli oldugunu ve dolayisiyla primer akciger kitlelerinden kaynaklanan
metastazlar oldugunu gostermistir. SP-C antikorunun tip II pndmositler i¢in spesifik
olmas1 nedeniyle Murgia ve ark. (2011) hem JSRV hem de SP-C immiin pozitif
hiicrelerin tip II pnomositler oldugunu agiklamislardir. Koyunlarda oldugu gibi,
kecilerde de JSRV ve SP-C antikorlar1 kullanilarak JSRV kaynakli ge¢ donem
timorlerin SP-C pozitif tip II hiicrelerden olustugu bildirilmistir (Caporale ve ark.

2013).

Sonuglarimiz ile uyumlu olarak, bazi caligmalarda tiimoriin az sayidaki
vakada bolgesel lenf diiglimleri (Beytut ve ark. 2009, Minguijon ve ark. 2013), kalp
ve diyafram gibi intratorasik dokular ile karaciger, bobrek ve iskelet kaslar1 gibi
ekstratorasik organlara metastaz yaptigr (Minguijon ve ark. 2013) saptanmistir. Bu
metastazlarda, OPA’nin her iki formundaki akciger lezyonlar1 ile uyumlu olarak
neoplastik hiicrelerin siirfaktan proteinlere karsi immiin pozitif reaksiyon verdigi
bildirilmistir. in vivo ¢alismalarin yani sira, Johnson ve ark. (2011) tarafindan doku
Kiiltiir ortaminda ratlarin tip II pnomositleri kKullanilarak retroviriisiin onkogenik etki
gosteren envelop proteinin transforme edildigi ¢alismada, proSP-C pozitif reaksiyon
bildirilmistir. Ayrica literatiirde (Platt ve ark. 2002, Beytut ve ark. 2009) belirtildigi

gibi, calismamizda bronsiyal Clara hiicrelerinin SP-C negatif oldugu belirlenmistir.

Sitokeratinler epitelyal kokenli hiicreler tarafindan iiretilen arafilamentlerdir.
Genis spektrumlu sitokeratin antikorlart solunum yollarmnin normal ve tiimorli
dokularinda bazal, silyumlu, goblet ve alveoler epitelyal hiicrelerin belirlenmesi i¢in
sik¢a kullanilmaktadir. MCK, bir sitokeratin kokteyli olup yapisinda asidik (tip I) ve
bazik (tip II) keratinleri bulundurmaktadir (Nelson ve Ordonez 2013). Calismamizda

hem OPA’li hem de kontrol akcigerlerde sitokeratin salinimi igin, birer epitelyal
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hiicre = markirlar1  olan MCK ve PCK-26  antikorlar1  kullanilarak
immiinohistokimyasal ve indirekt immiinofloresan teknikleri ile degerlendirilmistir.
Her ne kadar neoplastik ve normal akciger epitellerinin her iki CK i¢in sitoplazmik
pozitif reaksiyon verdigi goriilmekle beraber, MCK reaksiyonlarin normal ve
neoplastik hiicrelerde daha yogun oldugu dikkati ¢ekmistir. MCK antikoru ile THC
boyamalarda basta OPA’l1 neoplastik hiicreler olmak iizere, akciger parankiminde
tiim brons ve bronsiyol mukoza epitel epitelleri ile birlikte alveolerde normal tip 11
pnomositler ve alveoler liimeni ¢evreleyen tip 1 epitel hiicrelerin sitoplazmik
uzantilarinda siddetli MCK immiin pozitif reaksiyon tespit edilmistir. Ozellikle
alveoler lumende makrofajlar ve diger yangisal infiltrasyonular veya bag doku
artiglar1 ile maskelenmis iki-li¢ tiimor hiicresi ya da epitel hiicresinin MCK
reaksiyonu sayesinde kolayca ortaya konulabildigi gézlenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglara benzer bigimde, baz1 ¢alismalarda (Cousens ve ark. 2015, Manasa
ve ark. 2018, Toma ve ark. 2020) OPA’l1 akcigerlerde MCK (clone AE1/AE3)
kullanilmis ve her iki tip OPA lezyonunda neoplastik hiicrelerin normal tip 1l
pnomositlere kiyasla yogun ve diffuz immiin pozitif reaksiyon verdigi ancak
mezenkimal orjinli miksoid proliferasyonlarin MCK negatif oldugu bildirilmistir.
Yine sonug¢larimiz ile uyumlu olarak, literatiirde (Kycko ve ark. 2012, Cousens ve
ark. 2015, Manasa ve ark. 2018, Toma ve ark. 2020) OPA’l1 koyun akcigerlerinde
immiinohistokimyasal olarak pansitokeratin uygulanmis ve gerek deneysel gerekse
dogal OPA lezyonlarinda kuvvetli sitoplazmik pozitif reaksiyon gorildigi ve
tiimoriin epitelyal kokenli oldugu dogrulanmistir. Kycko ve ark. (2012) ise OPA’Ih
olgularda solunum yolu epitellerinde sitokereatin salmimi i¢in CK19 kullanmis ve
neoplastik hiicrelerin yani sira Ozellikle bronsiyal mukoza epitelleri ile non-

neoplastik alveoler epitellerin de sitoplazmik CK pozitif oldugunu agiklamustir.

Caliymamizda, OPA’ln akcigerlerde oldugu gibi, IHC boyamalarda
mediastinal lenf diiglimlerinde metastatik nodiillerde MCK siddetli pozitif reaksiyon
saptanmustir. Ozellikle lenf diigiimlerinde kortekste yogun lenfoid doku arasinda
veya neoplastik odaklarda gelisen nekroz ve fibroz bagdoku ile maskelenen ve H&E
boyamalarda fark edilemeyen az sayidaki neoplastik hiicreler MCK reaksiyon ile
kolyaca ayrt edilebilmistir. Literatiirde (Manasa ve ark. 2018, Toma ve ark. 2020)

metastazli lenf diiglimlerinde MCK antikoru kullanilan IHC boyama sayesinde kiigiik
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OPA lezyonlarinin saptanabilecegi ve primer ve metastatik kitlelerin ayriminda
onemli rol oynayabilecegi ifade edilmistir. Ayrica calismamizda MCK antikoru,
indirekt IF teknigi kullanilarak, tiimorli ve normal akcigerler ile metastazli lenf
diigimii kesitlerinde uygulanmis, IHC sonuglarina paralel olarak neoplastik ve
normal akciger epitelleri ile lenf diigiimlerinde tiimor metastazlarinda sitoplazmik IF
pozitif reaksiyon tespit edilmistir. Benzer bicimde, Johnson ve ark (2011) JSRV ile
enfekte rat doku kiiltiirlinde ve Martineau ve ark. (2011) ise dogal ve deneysel
OPA’l6 akcigerlerde tip II pnomositlerde sitoplazmik IF pozitif baglanmay1
gostermiglerdir. Ayrica, MCK boyamalarinda tip I alveoler epitellerinin rahathikla
belirlenmesinin bu hiicrelere yOnelik yapilan arastrmalarda oldukca faydali
olabilecegi calismamiz ile ortaya konulmustur. OPA siipheli vakalarda MCK ve
stirfaktan antikorlarmin diyagnostik 6nemi karsilastirildiginda, MCK’nin tip II
pnomositler i¢cin spesifik olmamasma ragmen, neoplastik akciger epitelleri i¢in
olduk¢a duyarli oldugu ve literatiirde (Martineau ve ark. 2011) agiklandig1 gibi,
tiimoriin epitelyal kokenli olup olmamas1 agismdan MCK’nin oldukga faydali oldugu
gozlenmistir. Ozellikle tiimdriin metastaz yaptig1 durumlarda, H&E boyamalarinda
identifiye edilmesi gii¢ olan ve epitel kdkenli cok az sayida neoplastik hiicrenin tespit
edilmesinde oldukc¢a duyarli oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla, intratorasik
veya ekstratorasik metastazlarda sitokeratin ekspresyonlarmin incelendigi ¢alisma
sayisinin ¢ok sinirli olmasi nedeniyle ¢alismamizda elde edilen bulgularin bilimsel
literatiire oldukca katki saglayacagi kanaatindeyiz. Ayrica, ¢alismada PCK-26
antikoru kullanilaarak yapilan IHC boyamalarda hem akciger hem de metastazli lenf
diigiimlerinde tiimoral kitlelerde MCK antikor kokteyline benzer reaksiyonlar
gbzlenmis ancak iki antikorun karsilastirilmasinda MCK ile yapilan boyamalarda

reaksiyonlarin daha siddetli oldugu tespit edilmistir.

Calismada OPA’l1 akcigerlerde yangisal reaksiyona bagli olarak gelisen
lenfositik fenotipler karakterize edilmistir. T lenfosit infitrasyonu igin CD3 antikoru
kullanilmis, OPA’l1 akcigerler ve metastatik Kitlelerde tiimor mikro g¢evresinde,
onceden bildirildigi (Beytut ve ark. 2009, Hudachek ve ark. 2010) gibi, baskin
infiltratif hiicre tipinin CD3" T lenfositler oldugu saptanmustir. Yine ¢alismamizda B
lenfositler icin CD79acy antikoru kullanilarak yapilan boyamalarda hem akcigerler

hem de lenf diiglimlerinde neoplastik dokularda smirli sayida CD79acy immiin
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pozitif reaksiyon belirlenmistir. Summers ve ark. (2012) tarafindan atipik ve klasik
pulmoner adenokarsinomlarda intratiimdral ve peritiimoral alanlarda CD4" ve CD8"
T hiicre alt gruplar1 incelenmis, klasik OPA nodiillerinde T hiicre alt gruplarinin
intratiimoral ekspresyonun olmadigi buna karsin peritimoral alanlarda ise yogun
ekspresyon oldugunu bildirmiglerdir. Hudachek ve ark. (2010) hem JSRV hem de
sheep lentivirus ile enfekte koyunlarda akciger parankiminde CD3™T lenfosit zengin
alanlarda nodiil olusmadig1 ve tiimoriin spontan regresyonunda bu hiicrelerin 6nemli
rol oynadigmi agiklamiglardir. Ayrica, Ortin ve ark. (1998) ise JSRV
enfeksiyonlarma kargt immiin yanitin zayif oldugunu ve bu enfeksiyona dair spesifik
bir immiin yanitin gelismedigini agiklamislardir. Her ne kadar JSRV enfeksiyonun
baslangi¢c asamalarinda ¢ok az hiicrenin virusla enfekte oldugu bildirilmekle birlikte
(Palmarini ve ark. 1996, Holland ve ark. 1999), en fazla proviriis yikiinin
monosit/makrofajlarda bulundugu ve daha sonra proviral yiikiin T ve B lenfositlerle
devam ettigi bildirilmistir. Bu degisiklikler sonucunda OPA’l1 akcigerlerde aktif olan
lokal immiin modiilator mekanizmalarm JSRV’ye karst immiin yanit1
baskilayabilecegi de diisiintilmektedir. Zira OPA gelisimi siiresince virusa karsi
tespit edilebilir bir immun yanitin olusmamasi1 nedeni ile eksojen JSRV’ye karsi
genel bir immiin tolerans mekanizmasmin oldugu agiklanmistir (Summers ve ark.
2006). Ayrica, klasik OPA’da tiimor mikro ¢evresinde SP ekspresyonunun
artmasmnin  timore karsi lokal bir yamitin Olusmamasindan kaynaklandigi
belirtilmistir (Summers ve ark. 2012). Nitekim JSRV ile enfekte koyunlarda viral
proteinlere karsi spesifik hiicresel ve hiimoral bir immiin yanitin olusmadigi
literatlirde yeterince dokumente edilmistir. Her ne kadar JSRV’e kars1 spesifik
ndtralizan antikorlar enfekte koyunlarm az bir kisminda bulunmasi ile beraber, giiclii
edinsel bir immiin yanitin olugsmamasinin, muhtemelen T lenfosit gelisimi sirasinda
fotal timusta enJSRV proteinlerinin saliniminin bir sonucu olarak, koyunlarin
JSRV’ye kars1t immiinlojik olarak toleransli olmasma bagli oldugu agiklanmigtir
(Hudacheck ve ark. 2010, Caporale ve ark. 2013). Calismamizda metastatik kitlelerin
stromasinda CD3 immiin reaksiyonunun zayif olmasma ragmen, nodiiller
cevresindeki normal lenfoid dokuda siddetli immiin pozitif reaksiyon dikkati
cekmistir. Yine CD79acy boyamalarinda hem tiimor stromast hem de ¢evre lenfoid

dokuda daha az sayida CD79acy pozitif B lenfosit oldugu goriilmistiir.
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Sonug olarak, bu ¢alismada koyun akcigerlerinde primer OPA lezyonlar1 ve
metastatik kitleler H&E, siirfaktan proteinler ve sitokeratin markirlar1 kullanilarak
immiinohistokimya ve indirekt immiinofloresan tekniklerle ortaya konulmustur.
Toplam 20 OPA vakasindan sadece ii¢ olguda tiimoriin mediastinal lenf diigiimlerine
metastaz yaptig1 saptanmustir. Zira DSO tiimériin ¢cok yavas gelisen bir timér tipi
oldugunu ve bolge lenf diiglimlerine metastaz yapma potansiyeli nedeniyle kanser
olarak tanimlanabilecegine karar vermistir. OPA’nin 6zellikle tip II pnomositler ve
nadiren silyumsuz Clara hiicrelerinden koken almasi nedeni ile neoplastik hiicre
kokenlerinin tespit edilmesinde SP ve Clara hiicre proteinin IHC veya IF tekinkleri
ile tespit edilmesinin diyagnostik agidan olduk¢a 6nemli oldugu saptanmistir. Bu tez
calismasinda hem primer akciger tiimorleri hem de mediastinal lenf diigimii
metastazlarinda neoplastik hiicrelerin SP i¢cin IHC ve indirekt IF boyamalarda pozitif
reaksiyon vermesi tiimoriin tip II pndmositlerin transformasyonu sonucu meydana
geldigini gostermistir. Ancak ticari olarak koyunlarda reaksiyon veren bir CCSP
antikoru bulunmamasi ve bu antikor i¢in IHC’nin kullanilamamasi tiimoriin Clara
hiicre orjinini ekarte etmemistir. Ayrica tlimoriin tip II alveol epiteli ve Clara hiicre
kokenli olmas1 nedeniyle primer ve metastatik kitleler MCK ve PCK-26 antikorlar1
ile boyanmigtir. Kullanilan CK markirlarmin herhangi bir epitel hiicre tipine 6zgii
olmamasi ile birlikte, primer akciger ve metastatik kitlelerde siirfaktan proteinlere
kiyasla daha kuvvetli reaksiyon verdikleri tespit edilmistir. Dolayisiyla sitokeratin
markirlarimm OPA tiimdrleri acisindan spesifik olmamalar1 ile birlikte hem timor
hiicreleri hem de diger akciger epitellerinin saptanmasi agisindan sensitivitesinin
oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle ticari olarak akciger epitelleri
icin spesifik olup olmadig1 bilinmeyen ¢ok sayida sitokeratin antikorunun varligi ve
bunlarin akciger dokularmda denenmesinin maliyeti g6z oniine alindiginda, 6zellikle
AE1 ve AE3 klonlarindan olusmus MCK antikorunun epitelyal kokenli akciger

tiimorlerinin identifikasyonunda oldukga faydali oldugu gozlenmistir.
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RESIMLER

Resim 1: Klasik oldugu varsayilan vakada kranial loplara yayilmis grimsi goriiniimde diizensiz
tiimoral lezyonlar.

Resim 2: Atipik OPA oldugu diisiiniilen olguda kaudal akciger lobunda grimsi renkte ve diizensiz
tiimoral lezyonlar.
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Resim 4: Atipik OPA’l1 akciger parankiminde nodiiler tipte yaygin proliferasyonlar (H&E X 4).
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Resim 6: Atipik OPA’da nodiil merkezinde nétrofil 16kosit infiltrasyonlar: (H&E x 20).
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Resim 8: OPA’l1 akcigerde papiller tipte tiiméral proliferasyonlar (H&E x 10).
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Resim 10: Klasik OPA’da tiimoral parankimde agirt stromal doku ile neoplastik hiicrelerde hafif
deskuamasyon (H&E x 20).
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Resim 12: Neoplastik hiicrelerin apikal sitoplazmasinda lamellar cisimcikler oldugu diisiiniilen
vezikiiler ovoid yapilar (H&E x 200).



55

Resim 14: Akcigerde miksomatéz proliferasyon ile gevrili papiller tipte tiimoral lezyonlar (H&E x
10).
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Resim 16: Lenf diigiimiinde subkapsiiler bolgeden medullaya dogru yayilan tiiméral nodil (H&E x
4).
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Resim 17: Mediastinal lenf diigiimiinde kortekste lokalize metastatik kitle (H&E x 4).

Resim 18: Mediastinal lenf diigiimiinii

de iri tiimoral kitle ile lenfoid dokunun silinmesi (H&E x 4).
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Resim 20: Atipik OPA’li akcigerde papiller proliferasyon gosteren neoplastik hiicrelerde SP-A
sitoplazmik immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 20).
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Resim 21: OPA’l akcigerde terminal bronsiyolde silyumsuz Clara hiicrelerinde sitoplazmik SP-A
immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).
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Resim 22: Timor mikro c¢evresinde alveoler makrofajlarin sitoplazmasinda SP-A immiin pozitif
reaksiyon (ABC-P x 60).



60

Resim 23: Metastazli mediastinal lenf digiiminde timéral nodillde neoplastik hiicrelerin
sitoplazmasinda SP-A immiin pozitif reaksiyon (ABC-Px 20).

Resim 24: Klasik OPA’l1 akcigerde tiim parankime yayilmis neoplastik proliferasyonlarda siddetli
SP-B immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 4).
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Resim 25: Akcigerde atipik OPA’da prolifere tiimér hiicrelerinde SP-B immiin pozitif reaksiyon
(ABC-P x 10).

i

Resim 26: Atipik OPA’da nodiilde 6zellikle periferal neoplastik hiicrelerde SP-B immiin pozitif
reaksiyon (ABC-P x 20).
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Resim 27: Kontrol akcigerde alveoller gevresinde az sayida normal tip 11 hiicrelerde SP-B sitoplazmik
pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).
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Resim 28: Akcigerde tiimér hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda kaba grantiler SP-B immiin pozitif
reaksiyon (ABC-P x 100).
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Resim 29: Akcigerde tiiméral hiicrelerde lamellar cisimcikler oldugu kabul edilen yapilarda SP-B
immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 200).

Resim 30: Klasik OPA’l1 akcigerde bag doku ile smirl tiimoral alanda papiller proliferasyonlarda
siddetli sitoplazmik SP-B pozitif reaksiyon (ABC-P x 10).
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P x 100).

B immiin pozitif reaksiyon (ABC

Resim 31: Alveoler makrofajlarin sitoplazmasinda SP

Resim 32: Mediastinal lenf digiimiinde timér metastazinda yaygin sitoplazmik immiin pozitif SP-B

reaksiyon (ABC-P x 10).
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Resim 33: Mediastinal lenf diigiimiinde kortikal follikiillerde az sayida tiimér hiicresinde SP-B
immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).

Resim 34: Klasik OPA’da asiner tipte prolifere timér hiicrelerinin sitoplazmasinda ProSP-C immiin
pozitif reaksiyon (ABC-P x 20)
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Resim 35: Klasik koyun pulmoner adenokarsinomunda tiimér hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda
ProSP-C immiin pozitif reaksiyon (ABC-P X 40).

Resim 36: Atipik OPA nodiiliinde 6zellikle periferal timéor hiicre sitoplazmalarinda baskin ProSP-C
immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).
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Resim 37: Mediastinal lenf diigiimiinde metastatik tiimoral proliferasyonlarda sitoplazmik ProSP-C
immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 10).

Resim 38: Metastazli lenf diigiimiinde genis stromaya sahip timor nodiiliinde neoplastik hiicrelerde
sitoplazmik ProSP-C immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x20).
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Resim 39: Klasik OPA’lL akcigerde asiner tipte prolifere neoplastik hiicrelerin sitoplazmalarinda
siddetli MCK immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x20).

Resim 40: Tip I ve tip II akciger epitel hiicrelerinde sitoplazmik MCK immiin pozitif reaksiyon
(ABC-P x 20).
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Resim 41: Bronsiyal mukoza epiteli ile birlikte, limende alveoler makrofajlar arasinda dokiilmiis
epitel hiicrelerinde MCK immiin pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).

Resim 42: Metastazli lenf digiimiinde tim neoplastik hiicrelerin sitoplazmalarinda siddetli MCK
reaksiyonu (ABC-P x 4).
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Resim 43: Lenf diigiimiinde kortikal bolgede az sayidaki metastatik tiimor hiicresinde siddetli MCK
reaksiyonu (ABC-P x 20).
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Resim 44: Lenf digiminde bag doku proliferasyonlar: arasindaki soliter timor hiicre
sitoplazmalarinda MCK reaksiyonu (ABC-P x 40).
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Resim 45: Tumér hiicre proliferasyonu olmayan kontrol lenf diigiimiinde negatif MCK reaksiyonu
(ABC-P x 10).

Resim 46: Klasik OPA’da asiner tipte prolifere kiibik tiimér hiicrelerinde sitoplazmik PCK-26 pozitif
reaksiyon (ABC-P x10).



Resim 47: Atipik OPA nodiiliinde stromal doku ve yangisal infiltrasyon ile cevrili neoplastik
hiicrelerin sitoplazmasinda PCK-26 reaksiyonu (ABC-P x 10).

Resim 48: Akcigerde yogun lenfoid infiltrasyonlar arasinda bulunan neoplastik proliferasyonlarda
PCK-26 sitoplazmik pozitif reaksiyon (ABC-P x 20).
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Resim 49: Atipik OPA’da non-neoplastik alanda tip | ve II pnomositlerin sitoplazmasinda PCK-26
pozitif reaksiyon (ABC-P x 40).

Resim 50: Klasik OPA’da tiiméral stroma ve peritiiméoral alanda CD3" T lenfosit infiltrasyonu (ABC-
P x4).
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Resim 51: Bronsiyal liimende papiller tiimor proliferasyonunda stromal CD3* T hiicre infiltrasyonu
(ABC-P x 20).
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Resim 52: Metastazl1 lenf diigiimiinde tiimér hiicreleri arasinda CD3" T hiicreler (ABC-P x20).
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Resim 53: Akcigerde atipik OPA’da stromal doku ve cevresindeki lenfoid dokuda CD79acy” B hiicre
artiglar1. (ABC-P x 10).

Resim 54: Klasik OPA’l1 akcigerde plazmosit ve CD79acy” B lenfosit artislari (ABC-P x 20).
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Resim 56: Atipik OPA’ll akcigerde tiiméral nodiilde neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda SP-B
pozitif reaksiyon (IFx20).
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Resim 57: Atipik OPA’l1 akcigerde yiiksek biiyiitmede neoplastik hiicrelerde siddetli MCK pozitif
reaksiyon (IFx40).

Resim 58: OPA’l1 akcigerde papiller proliferasyonlarda neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda SP-B
pozitif reaksiyon (IFx40).



78

Resim 59: Klasik OPA’l1 akcigerde neoplastik odaklar ¢evresinde alveoler makrofajlarin (oklar)
sitoplazmasimda SP-B pozitif reaksiyon (IFx40).

Resim 60: Klasik OPA’li akcigerde asiner neoplastik hiicrelerde siddetli sitoplazmik MCK
reaksiyonu (IFx40).
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Resim 61: Klasik OPA’l1 akcigerde bronsiyal limende papiller proliferasyonlarda siddetli MCK
sitoplazmik pozitif reaksiyon (1Fx40).

Resim 62: Atipik OPA’l1 akcigerde tiimor nodiiliinde siddetli sitoplazmik MCK pozitif reaksiyon
(IFx10).
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Resim 63: OPA’l1 akcigerde tip I pnoémositlerin sitoplazmik uzantilari ile alveoler liimende tiimor
hiicrelerinde MCK pozitif reaksiyon (IFx40).

Resim 64: Metastazli lenf diigiimiinde neoplastik hiicrelerde MCK sitoplazmik pozitif reaksiyon,
(IFx40).
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TABLOLAR

Tablo 1. Caligmada immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilan primer antikorlarm klon
numaralari, inkiibasyon siireleri ve diliisyon oranlari.

Sira | Antikor Ad1 Clon /Katalog Inkiibasyon Dilusyon
No Numarasi Siiresi Oranlan
1. SPA Chemicon (AB3424) Overnight /4°C 1/200

2. SPB Chemicon (AB3780) Overnight /4°C 1/200

3. SPC GeneTex (GTX 15012) | Overnight/4°C 1/100

4 Sitokeratin MA1-82041 Overnight/4°C 1/200

(MCK-AE1/AE3)

5 Pansitokeratin NB120-6401 Overnight/4°C 1/300
(PCK-26)
6. CD3 Dako (N1580) Overnight/4°C Kullanima hazir

7. CD79acy Dako (M 7051) Overnight/4°C 1/150
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Tablo 2: Calismada olgulara ait tiimérlerin tiplendirilmesi ile kullanilan markirlara (SP-A, SP-B, SP-
C, CD3 ve CD79acy, Multisitokeratin (AE1-AE3), Pansitokeratin (PCK-26) karsi IHC sonuglari.
Negatif (-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++).

Olgu /
. MCK PCK

Tumgr SP-A SP-B SP-C CD3 CD79acy (AE1/AE3) (26)

Tipi

Olgu 1

Klasik ++ +++ + ++ ++ +++ ++
Olgu_2 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Klasik

Olgu 3

Atipik +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Olgu_4 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +
Klasik

Olgu 5

Klasik + ++ +++ ++ ++ +++ ++
Olgu 6

Atipik ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
Olgu 7

Atipik ++ ++ +++ ++ ++ +++ +++
Olgu 8

Atipik ++ ++ +++ ++ +++ +++ ++
Olgu_9 ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
Klasik

Olgu 10

Atinik ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Olgu 11

Atipik + ++ +++ +++ +++ +++ ++
Olgu 12

Alipik ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
C,)DI\?il;)i]l-(B ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
c’)bl\?i%i}:’ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
C,)DI\?il;)i]l-(S +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++
?Al?il;)iie ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++
Olgu 17 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Klasik
Olgu .18 + +++ +++ ++ ++ +++ ++
Klasik
Olgu .19 ++ +++ ++ +++ +++ ++ ++
Klasik
Olgu .20 ++ ++ +++ +++ ++ +++ ++
Klasik

Eenf ) ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++
digimii

Lvenf . + +++ ++ +++ +++ +++ ++
digimii

Lvenf N ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
digimii

Kontrol - - - - - - -
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