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I. PROJENIN TURKCE ve INGILIZCE ADI ve OZETLERI

Kronik Enzootik Hematiiri Sendromu; sigir yetistiriciliginde ekonomik kayba neden
olan bir hastaliktir. En 6nemli nedenlerinden biri dogal bitki ortiisii olarak yetisen
egreltilerin  bulundugu bolgelerde hayvanlarin  bu bitkiyi sindirim yoluyla
tiketmesidir. Yapilan caligmalarda {ilkemizde o6zellikle Karadeniz ve Marmara
Bolgesi’nde bulunan egreltileri tiiketen sigirlarin sidik keselerinde hastaliga iliskin
bulgularin goériildigii saptanmustir.

Bu c¢alismada, Karadeniz Bolgesinin il ve ilgelerinde bulunan sigirlarin sidik
keselerinde histopatolojik olarak saptanan neoplazik (tumoral) ve neoplazik
(tumoral) olmayan bulgular degerlendirilmistir. Karadeniz Bolgelerindeki bazi
illerde (Ordu, Samsun, Sinop, Kastamonu, Bartin, Zonguldak, Bolu) bulunan 6zel ve
kamu kurumu mezbahalarinda kesilen sigirlarin sidik kesesi mukoza epitelinde
rastlanilan lezyonlar histopatolojik, immunohistokimyasal ve elektronmikroskobik
olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: egrelti, sidik kesesi, sigir

II. AMAC ve KAPSAM

Diinyada Brezilya, Cin, Italya, Japonya, Portekiz, Tiirkiye,Yeni Zelanda gibi
Ulkelerin kimi bolgelerinde dogal bitki ortiisii olarak yetisen egreltileri uzun siire
yiyen sigir ve mandalarda Kronik Enzootik Hematiiri olarak tanimlanan sendrom ile
karsilagilmaktadir (Borzacchiello ve ark., 2001; Carvalho ve ark., 2006; Dawra ve
Sharma, 2001; Lioi ve ark., 2004; Ozkul ve Aydin, 1996; Pamukcu, 1957; Peixoto, ve
ark.,2003; Smith ve Beatson, 1970; Xu, 1992). Kronik enzootik hematiiri olgular
klinik olarak hematiiri, ile karakterize olup, bu bulgu zaman zaman goriiliir ve kalict
olarak dikkati ¢eker, ayrica anemi ve zayiflama da goriiltir (Smith ve Beatson, 1970;

Carvalho,ve ark.,2006).

Egreltiler toksik maddeler icermekte ve bunlarin uzun zaman sindirim yoluyla
alinmast sonucu 2 yasin lizerindeki sigir ve mandalarda, anilan  sendrom

olusmaktadir ( Ozkul ve Aydin 1996; Pamukcu, 1974, Peretti ve ark., 2007). Anilan



sendromun rastlanildig1 bolgelerde egreltinin degisik tiirlerinin; 6rnegin, Pteridium
aquilinum, Pteridium esculentum, Cheilantes sieberi, Cheilantes farinosa,Christella
dentata,Polystichum squarrosum,Dryopteris juxtaposita, vs gibi  bulundugu

belirtilmistir (Dawra ve ark.,2002; Smith ve ark.,1989; Somvashi ve ark.,2006).

Egreltiler icerisinde ptaquiloside, quersetin gibi maddelerin bulundugu ve bu
maddelerin, karsinojenik, mutajenik ve klastojenik etkiye oldugu saptanmistir

(Borzacchiello ve ark. ,2001; Peretti ve ark., 2007).

Kronik Enzootik hematiiri olgularinda, sidik keselerinde neoplazik olmayan bulgular
olarak, kanama, sistitis; epitelde hiperplazi ve hidropik dejenerasyon goériilmektedir.
Ayrica neoplazik bulgulardan mezensimal kokenli (hemangiom, hemangiosarkom,
fibrom, miksom ) olanlarinin yaninda epitelyal kokenli (papillom, transisyonel
hiicreli kanser) olanlarina rastlanilmaktadir (Carvalho ve ark., 2006; Pamukcu, 1957;

Ozkul ve Aydin, 1996).

Histopatolojik olarak goriilen bulgularin  degerlendirilmesinde ve tanilarinin
kuvvetlendirilmesinde immunohistokimyasal yontemlere basvurulmaktadir. Epitelyal
kokenli olan tiimérleri saptamak amaciyla sitokeratin 7 (KRT7) ¢ nin kullanildig1 ve
goriilen pozitifligin diffuz sitoplazmik oldugu bildirilmistir (McKenney ve Amin,
2005; Ramos-Vara ve ark., 2003; Chu ve ark., 2000). Yapilan ¢alismalarda; {iriner
sistem epitellerini boyamak i¢in ise UPIII kullanilmis ve 6zellikle hiicre membranin
kuvvetli boyandig: bildirilmistir (McKenney ve Amin, 2005; Roperto ve ark., 2005;
Ramos-Vara ve ark., 2003; Ambrosio ve ark, 2001).



I11. MATERYAL VE YONTEM

Kronik enzootik hematuri olgularinin bulundugu bélgelerdeki il ve Ilgelere (Ordu,
Trabzon, Giresun, Samsun) gidildi. Gidilen bélgelerde Tarim Bakanligi’na bagh
kuruluslarda (Tarim 11 ve Ilgelerde) ¢alisan Veteriner Hekimler ve ayrica o
bolgelerdeki serbest Veteriner Hekimlerle anilan sendrom hakkinda bilgi
aligverisinde bulunuldu. Ayrica Kamu ve 6zel sektore ait mezbahalardaki ¢alisan

Veteriner Hekimlerle de temasa gecildi.

Makroskobik incelemeler

Mezbahalarda kesim sirasinda 3-5 yas arasinda bulunan kronik enzootik hematiirili
hayvanlarin lezyonlu sidik keseleri temin edildikten sonra her biri numaralandirildi
ve lezyonlarin lokalizasyonlari, adedi, sekli, rengi, kivami, biiyiikliikleri not edildi ve

makroskobik fotograflari ¢ekildi.

Histopatolojik Incelemeler

Sidik kesesi ornekleri Patolojik inceleme yapilmak tizere % 10’luk tamponlu
formaldehit tespit soliisyonuna konarak muhafaza edildi. Tespit edilen sidik
keselerinin numaralanmasi yapildi ve sidik keselerinin fotograflar1 ¢ekildi. Fotograf
islemi bittikten sonra sidik keselerinden lezyonlu goriilen kisimlardan yaklasik 3-4
mm kalinliginda dokular alindi ve bir gece ¢esme suyunda yikandi. Doku takip
cihazinda alkol, ksilol ve parafin serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
Bloklardan 4-5 mikron kalinhiginda kesitler alinarak Hematoxilen-Eosin (HE) ile

boyandi. Hazirlanan preperatlar 151tk mikroskobunda incelendi.



Immunohistokimyasal Incelemeler

Uygun goriilen kesitlere immunohistokimyasal boyama yapildi. Strepteavidin-Biotin
peroksidaz yontemi kullanildi. Kesitler deparafinize edilip alkol serilerinden
gegirilerek suya alindi. Daha sonra Akoz %3’liikk Hidrojen Peroksit soliisyonunda 10
dakika endojen peroksidaz aktivitesi giderildi. Kullanilacak olan antikora uygun
olarak Antijen Retrieval (tablo 1) uygulandi. Endojen serum bloklamasi yapildiktan
sonra serum yikanmadan dokiilerek tizerine primer antikor damlatildi ve inkiibasyona
(tablo 1) birakildi. Bu islemin ardindan dokulara biotinlenmis sekonder antikorla
muamele edildi. Daha sonra peroksidaz enzimi ile isaretlenmis stpreteavidin
solusyonunda inkiibe edildi. Son asamada substrat-kromojen (AEC) ile muamele
edildi ve zemin boyamasi olarak gill’s(Il) Hematoksileni ile boyandi. Akoz

mediumla lamlar kapitildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.

.. .. inkiibasyon
Ureteci Firma/Uriin | Kullanim | Antijen
Antikor Siiresi
No/kolon diliisyonu | Retreival
ve sicakhk
LifeSpan/LS- sitrik asit pH 6.0 |1 saat oda
KRT7 1/50
C22724/monoclonal MW, 20 dakika |sicaklig
s LifeSpan/LS- o |siikasitpH 6.0 I saat oda
a <
C40107/5F161 MW, 20 dakika | S'cakli&!

Elektronmikroskobik incelemeler

Alman doku érnekleri %2,5’1uk glutaraldehit’ te, pH 7.4, +4°C°de buzdolabinda 4
saat tespit edildi. Daha sonra tamponda bir gece yikanip, %1°lik Osmium tetroksitte
+4°C’de buzdolabinda 1 saat tespit edildi, dereceli alkollerden ve propilen oksitten
gecirildikten sonra Araldehit M’de bloklandi. Bloklardan kalin ve ince kesitler LKB

Ultramikrotomundan elde edildi. Bir mikron kalinliginda alinan kesitler Toluidin



mavisi ile boyanarak 11k mikroskobunda incelendi. Segilen bolgelerden alinan 300-
400 °A kalinliktaki ince kesitler Uranil asetat ne Kursun sitrat boyalariyla boyand: ve

daha sonra CARL-Zeiss EM-9S elektron mikroskobuyla incelendi.

IV. ANALIiZ ve BULGULAR
Makroskobik Bulgular: Tiimorlii idrar keselerinde degisen boyutlarda, yilizeyden
tagkin kimi olgularda tiim sidik kesesinin duvarini kaplayan sekilde karnabahar
gorlinlimiinde olusumlar goriildi.

Mikroskobik Bulgular:

EPITELYAL KOKENLI OLANLAR

Papillom T.C.C

Papillom | Inverted | Sesil | T.C.C Bez Skuaméz | Kolonik Karsinoma insitu

metaplazili | metaplazili | metaplazili

15 1 6 20 15 1 1 6

= @ O »

KRT7 ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda; transisyonel epitellerden
koken olan iyi huylu timdrlerde (papillom), koétii huylu tiimorlerde (transisyonel
hiicreli kanser) ve bunlarin metaplazilerinde ise bazal membran haricindeki
transisyonel epitel katmanlarindaki hiicrelerin diffuz sitoplazmik olarak pozitif

boyandig dikkati ¢cekti (Resim 1).



(Resim 1) KRTY7 ile sitoplazmada diffuz boyanma (*)

Uroplakin 3a ile yapilan boyamalarda; transisyonel epitellerden koken olan iyi huylu
timorlerde (papillom), koétii huylu tiimorlerde (transisyonel hiicreli kanser) ve
bunlarin metaplazilerinde ise transisyonel epitel katmanlarinin membraninin yogun,

sitoplazmalarinin ise zayif olarak boyandigi dikkati ¢ekti (Resim 2).

(Resim 2) Uroplakin 3a ile hiicre membraninda kuvvetli boyanma (*)

Elektronmikrokobik bulgular ise;

Papillomda, epitel hiicre ¢ekirdeklerinde heterojenite egemendi. Yer yer epitel hiicre
cekirdeklerinde invaginasyona rastlanildi. Kimi epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
karyolizis ve karyoreksis dikkati ¢ekti. Ayrica; cekirdek membranlarinin
diizensiz bir sekil aldigi goriildii. Kimi hiicre sitoplazmalarinda degisik boyutlarda

vezikiillere rastlanildi (Resim3).



Transisyonel hiicreli kanserde, kimi tiimor hiicrelerinin sitoplazmik igeriklerini

yitirdigi okromatinin egemen oldugu, c¢ekirdeklerinde ise sekil bozuklugunun yer

aldig1, sitoplazmik vezikiiliin bulundugu dikkati ¢cekti (Resim 4).

(Resim3) TEM’de tiimorlii hiicrede hiicre sitoplazmasinda vezikiil (V) , karyolizis

(X), ¢ekirdek membraninda diizensizlik (D), x 1800 (soldaki), x 3200(sagdaki)

Resim 4. TEM’de tiimorlii hiicrede hiicre sitoplazmasinda vezikiil (V) , hiicrede

nekroz (N), ¢ekirdek membraninda diizensizlik (D) x1800.



V. TARTISMA ve SONUC

Histopatolojik olarak goriilen bulgularin  degerlendirilmesinde ve tanilarinin
kuvvetlendirilmesinde immunohistokimyasal yontemler kullanildi. Epitelyal kdkenli
olan timdrleri saptamak amaciyla sitokeratin 7 (KRT7) kullanildi ve goriilen
pozitifligin diffuz sitoplazmik olmasi yapilan diger calismalar ile ortiismektedir
(McKenney ve Amin, 2005; Ramos-Vara ve ark., 2003; Chu ve ark., 2000). Ayrica;
neoplazik ya da hiperplazik hiicre sira katlar1 arttikga KRT7 pozitifliginin zayifladig
gozlendi. Uriner sistem epitellerini boyamak i¢in ise UPIII kullanildi ve (McKenney
ve Amin, 2005; Roperto ve ark., 2005; Ramos-Vara ve ark., 2003; Ambrosio ve ark,
2001) yaptiklar1 calismalardaki gibi 6zellikle hiicre membrant kuvvetli olarak
boyandi.

Elektronmikroskobik incelemelerde ise; Ghadially’ nin 1988 basimli kitabinda
bahsettigi gibi biz de kimi epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde karyolizis ve
karyoreksis olgusuna rastladik. Ayrica; ¢ekirdek membranlarinin diizensiz olmasi ve
kimi hiicre sitoplazmalarinda degisik boyutlarda vezikiillerin olmasi Rigby ve
Franks’m 1970 yilindaki calismasinda bulunan bulgular ile Ortiismektedir
rastlanildi. Transisyonel hiicreli kanserde, kimi tlimor hiicrelerinin sitoplazmik
iceriklerini yitirdigi Okromatinin egemen oldugu, c¢ekirdeklerinde ise sekil
bozuklugunun yer aldig1, sitoplazmik vezikiiliin bulundugu dikkati ¢ekti (Ghadially,
1988).



VL

10.

KAYNAKLAR

. Ambrosso, V., Borzacchiello, G., Bruno, F., Galati, P., Roperto, F. (2001)

Uroplakin expression in the urothelial tumors of cows. Vet Pathol, 38: 467-
660.

Borzacchiello, G., Ambrossio, V., Galati, P., Poggiali, F., Venuti, A.,
Roperto, F., The pagetoid variant of urothelial carcinoma in situ of urinary
bladder, Veterinary Pathology, 38, 113-116,(2001).Chu, P., Wu, E., Weiss,
L.M. (2000) Cytokeratin 7 and Cytokeratin 20 expression in epithelial
neoplasms: A Survey of 435 cases. Mod. Pathol 13: 962-972.

Carvalho, T., Pinto, C., Peleteiro, M.C., Urinary bladder lesions in bovine
enzootic  haematuria, Journal of Comparative Pathology, 134,336-346,
(20006).

Dawra, R.K., Kurade, N.P., Sharma, O.P., (2002) Carcinogenicity of the fern
Pteridium Aquilinum collected from enzootic bovine haematuria-free hilly
area in India, Current Science, 83, 8,1005-1009.

Dawra, R.K., Sharma, Om.P., (2001) Enzootic bovine haematuria-
past,present and future, Veterinary Bulletin, 71,10.

Ghadially, F.N. (1988) Ultrastructural pathology of the cell and matrix.
Butterworths, London Boston Sydney Wellington, Toronto.

Lioi, M.B., Barbieri, R.,Borzacchiello, G., Dezzi, S., Roperto, S., Santoro, A.,
Russo, V. And Roperto, F., (2004) Chromosome aberrations in cattle with
chronic enzootic haematuria, Journal of Comparative Pathology, 131, 233-
236,

Mckenney, J.K., Amin, M.B. (2005) The role of immunohistochemistry in
the diagnosis of urinary bladder neoplasms. Seminars in Diagnostic Pathol
22, 69-87.

Ozkul, L.A., Aydin,Y., Tumours of the urinary bladder in cattle and water
buffalo in the black sea region of Turkey, British Veterinary Journal, 152,
473-475, (1996).

Pamukcu, A.M., (1974) IV. Tumours of the urinary bladder, Bulletin World
Health Organisation, 50, 43-52.



11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Pamukcu, A.M., (1957) Tumors of the urinary bladder in cattle and water
buffalo with enzootic bovine hematuria, Zentralblatt fiir Veterinarmedizin, 4,
185-197.

Peixoto, P.G., Frang¢a, T.N., Barros, C.S.L., Tokarnia, C.H., (2003)
Histopathological aspects of bovine enzootic hematuria in Brazil, Pesquisa

Veterinaria Brasileira, 23, 65-81.

. Peretti, V., Ciotola, F., Albarella, S..Russo, Di Meo ,G.P., lannuzzi,

L.,Roperto, F..Barbieri, V. (2007) Chromosome fragility in cattle with
chronic enzootic haematuria, Mutagenesis, 22 , 317-320.

Ramos-Vara, J.A., Miller, M.A., Boucher, M., Raudabush, A., Johnson
(2003) Immunohistochemical detection of uroplakin III, cytokeratin 7, and
cytokeratin 20 in canine urothelial tumors. Vet Pathol, 40: 1.

Rigby, C.C; Franks, L.M. (1970) A human tissue culture cell line from a
transitional cell tumour of the urinary bladder: Growth, chromosome pattern
and ultrastructure. British Journal of Cancer. 24 (4) :746-754

Roperto, S., Ambrosso, V., Borzacchiello, G., Galati, P., Paciello, O., Russo,
V., Roperto, F. (2005) Vet Pathol, 42:812-818.

Smith, B.L. Embling, P.P., Lauren, D.R., Agnew, M.P., Ross,
A.D.,Greentree, P.L. (1989) Carcinogen in rock fern (Cheilanthes sieberi)
from New Zealand and Australia, Australian Veterinary Journal, 66, 5,
154-155.

Smith, B.L., Beatson, N.S. (1970) Bovine enzootic haematuria in New
Zealand, New Zealand Veterinary Journal, 115-118.

Somvanshi, R ., Lauren, D.R., Smith, B.L., Dawra, R.K., Sharma, O.P.,
Sharma, V.K., Singh, A.K., Gangwar, N.K. (2006) Estimation of the fern
toxin, ptaquiloside, in certain Indian ferns other than bracken, Current
Science, 91, 11, 1547-1552.

Xu, L.R. (1992)Bracken poisining and enzootic haematuria in cattle in China,

Research Veterinary Science, 53,1, 116-121.



