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ÖNSÖZ 

 

Sınır Hastalığı, ilk olarak 1959 yılında İngiltere ve Galler arasındaki sınır bölgesinde 

yaşayan koyunlarda görüldüğü için ismini buradan almıştır. Abortların görülmesi ve 

yaşama şansı düşük persiste enfekte kuzu/oğlakların dünyaya gelmesi sonucunda, 

hayvan popülasyonları ve ülke ekonomisinde önemli kayıplara neden olan, 

Pestivirüs’lerin meydana getirdiği viral bir hastalıktır. Hastalığın patogenezine 

bakıldığında; hayvanın yaşı, gebelik durumu ve fötus yaşına bağlı olarak farklı klinik 

tabloların gelitiği görülür. Apoptozis ise hassas bir dengede tutulması gereken ve 

birçok virüslerin hedef olarak gördüğü, tıpkı Sınır Hastalığı’nın patogenezi kadar 

karışık bir oluşum sistemine sahip hücre ölümüdür. Bu iki önemli konuyu tek bir çatı 

altında toplayan çalışmaların bulunmasıyla birlikte bu çalışmada; vücuttaki patolojik 

ve fizyolojik düzeydeki değişimlerinin sonucunda apoptotik ve anti-apoptotik 

dönüşümleri beraberinde getiren endotelyal ve indüklenebilir kökenli nitrik oksit 

molekülünün, SHV’nün meydana getirdiği dejenerasyonlardaki rolü araştırılarak, 

myelin kaybı ile astrositlerin konuyla bağlantısının bir arada incelenmesi 

amaçlanmıştır. Çalışma hayvanlarından elde edilen bulgular çerçevesinde ise 

apoptozisin birincil olarak içsel nedenlerden kaynaklandığı ve meydana gelen 

apoptozisin eNOS ve iNOS’un şiddetli eksprese edilmesi sonucunda üretilen NO 

molekülünün mitokondriyel hasar sonucu tetiklendiği ve MSS’de meydana gelen 

hasarlardan da yüksek oranda sorumlu tutulduğu gösterilmiştir.  

 

Doktora eğitimim süresince ve tez çalışmamda bilgi ve deneyimlerinden 

faydalandığım, çalışmamın her aşamasında desteğini gördüğüm, bu araştırmanın 

planlanması ve gerçekleştirilmesinde değerli zamanını ve yardımlarını esirgemeyen, 

ayrıca çalışma disiplini, hoşgörüsü, sabrını yaşamım boyunca kendime örnek 

alacağım tez danışmanım Sayın Doç. Dr. Oğuz KUL’a, ayrıca doktora eğitimim 

süresince katkılarını ve istatistiksel değerlerin analiz edilmesinde yardımını 

esirgemeyen Kırıkkale Üniversitesi Veteriner Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı 

Araştırma Görevlisi Dr. Hasan Tarık ATMACA’ya, gösterdikleri sabır, teşvik ve her 

şeyden önemlisi fedakarlıklarından dolayı da, canımdan çok sevdiğim aileme 

teşekkürlerimi sunmayı bir borç bilirim. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 
ABC Avidin-biotin peroxidase complex 

AEC Aminoethyl carbasole 

ATP Adenozin Trifosfat 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

CAD deoksiribonükleaz 

Caspase cysteine-containing aspartate specific proteases 

DISC death-inducing signaling complex 

DNA Deoksiribonükleik asit 

DÖ Doğal Öldürücü 

eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz 

FADD Fas adaptör protein 
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tarifeden Ölçü birimi) 

RNA Ribonükleik asit 

SH Sınır Hastalığı 

SHV Sınır Hastalığı Virüsü 

SVİV Sığırların Virüsü İshali Virüsü 

TNFR Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 

TNF-R1 Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 1 

TNF-α Tümör nekrozis faktör - alfa 

TUNEL 
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end 

labeling 
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cGTP cyclic guanosine monophosphate 
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Sınır Hastalığı Virüsü ile Doğal Enfekte Kuzu ve Oğlak Beyinlerinde Apoptotik 

ve Anti-Apoptotik Mekanizmaların Karşılıklı Değerlendirilmesi 

 

ÖZET 

 

Sınır Hastalığı (SH) Türkiye dahil, dünyada koyun ve keçi popülasyonlarında abortus 

veya persiste enfeksiyonlar nedeniyle ülke ekonomisinde ciddi kayıplara neden olan 

ve Pestivirüsler tarafından oluĢturulan viral bir hastalıktır. Hücre kültüründeki 

sitopatojenitelerine göre Pestivirüsler, apoptotik hücre ölümünü tetikleyen sitopatik 

(SP) ve sitopatik olmayan (SPO) tür olarak ikiye ayrılırlar. Sitopatik olmayan türler 

enfekte ettiği hücrelerde apoptozisi engelleyici etki göstererek persiste 

enfeksiyondan sorumludur. Sınır Hastalığı Virüsü‘nün (SHV) apoptotik ve anti-

apoptotik mekanizmalarının merkezi sinir sisteminde araĢtırıldığı sınırlı sayıda 

çalıĢma vardır. Bu çalıĢmada, SHV enfekte kuzu ve oğlaklarda; apoptotik ve anti-

apoptotik mekanizmaların karĢılıklı araĢtırılması ve eğer varsa SHV‘nin merkezi 

sinir sisteminde hangi yolakla apoptozisi tetiklediğinin ortaya konulması 

amaçlanmıĢtır. Bu amaçla da; SHV ile enfekte hayvanların beyin kökü ve orta beyin 

bölgesinde meydana gelen lezyonlarda; apoptotik (kaspaz 3, kaspaz 9) ve anti-

apoptotik (Bcl-2) mekanizmalar, sitokin yanıtı (TNFR1, TNF-α, INF-γ, eNOS ve 

iNOS), apoptotik hücre sayılarının tespiti (TUNEL), reaktif gliozis (GFAP), myelin 

hasarı (LFB) incelenerek sağlıklı kontrol dokuları ile karĢılaĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmanın 

materyalini, moleküler ve immunoperoksidaz testlerle SH tanısı konulan 10 kuzu, 5 

oğlak ve sağlıklı kontrol için ise sağlıklı 3 kuzu ve 3 oğlaktan alınan beyin dokuları 

oluĢturmuĢtur. Parafine gömülen dokulardan alınan 5 μm kalınlığındaki kesitler, 

hematoksilen-eozin ile boyandıktan sonra histopatolojik incelemede, nöron 

dejenerasyon ve nekrozu, gliozis, myelin kaybı, perivasküler hücre infiltrasyonu ve 

vaskülit bulguları dikkate alınarak lezyon Ģiddetine göre skorlandı. Bu çalıĢmada, 

SHV pozitif hayvanlardaki beyin kökü ve orta beyin bölgelerinden alınan kesitlerde; 

indirekt immunoperoksidaz testlerde tavĢan-anti SHV poliklonal antikoru ve ticari 

firmalardan temin edilen apoptotik ve anti-apoptotik mekanizmaların 

tanımlanmasında rabbit poliklonal kaspaz 3, 9, Bcl-2, TNFR1, TNF-α ve INF- γ, 

TUNEL, GFAP, eNOS, iNOS antikorları ve myelin hasarı tespiti için histokimyasal 
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boyama olarak da LFB kullanıldı. Ġmmunoperoksidaz test sonuçlarına göre; kaspaz 

9, Bcl-2, TUNEL, GFAP, eNOS ve iNOS immunopozitif boyanma yüzde alanları, 

kontrol grubu hayvanlardakine oranla istatistiksel olarak önemli (p<0.05) düzeyde 

yüksek bulundu. Sağlıklı Kontrol grubu ve SHV pozitif hayvanlara ait TNFR1, TNF-

α ve INF-γ oranları arasında herhangi bir istatistiksel öneme rastlanmadı (p>0.05). 

Deney grubu hayvanlarda, enfeksiyonun Ģiddetinde artıĢla birlikte myelin kaybı ve 

reaktif glia hücrelerinde GFAP varlığının arttığı görülmüĢtür. Sınır Hastalığı Virüsü 

ile enfekte çalıĢma grubu hayvanlar ile sağlıklı kontrol grubu hayvanların 

karĢılaĢtırılması sonucunda; en çarpıcı bulgu beyinde eNOS ve iNOS varlığının 

hastalığın Ģiddeti ile doğru orantılı artmasıdır ve bunun SHV enfeksiyonunda 

Ģekillenen apoptozis belirteçleri ile uyumlu olduğu gösterilmiĢtir. Aynı zamanda, 

SHV ile enfekte hücreler arasında apoptozise giden hücrelerin baskın olarak içsel 

yolu seçtikleri ve içsel yol üzerine de en büyük etkinin önemli derecede artan NO 

seviyesi ile iliĢkili olabileceği ortaya konulmuĢtur. Deney grubu hayvanlarda görülen 

myelin kaybı ile GFAP varlığı sonuçlarına göre; enfeksiyonun Ģiddeti arttıkça 

dejenerasyon derecesinin de paralel olarak arttığı görülmüĢtür. 

 

Anahtar sözcükler: Apoptozis, anti-apoptozis, Sınır Hastalığı, immunohistokimya, 

Pestivirüs, sitokin 
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Evaluation of Apoptotic and Anti-apoptotic Mechanisms in Sheep and Goat 

Brains Naturally İnfected With Border Disease Virus 

 

Summary 

 

Border Disease is viral disease caused by Pestiviruses and has commonly been 

reported worldwide including Turkey. The disease creates a serious economic 

problem due to abortion and persistent infections in sheep and goats. Based on 

pathogenicity to cell culture, Pestiviruses are categorized into two classes: cytopathic 

(CP) and non-cytopathic, which have generally apoptotic and anti-apoptotic effects, 

respectively. Non-cytopathic viruses are responsible for persistent infections as they 

exert an anti-apoptotic effect in Pestivirus infected cells. There is limited number of 

studies focusing on the apoptotic and anti-apoptotic mechanisms in the central 

nervous system targeted by Border Disease Virus (BDV). In this study, investigation 

of comparision of apoptotic and anti-apoptotic mechanism and which pathway to 

trigger the apoptosis in cental nervous system in BDV infected lamb and kid was 

aimed. In BDV infected lesioned brain stem and mid brain regions, apoptotic 

(caspase 3 and caspase 9) and anti-apoptotic (Bcl-2) mechanisms, cytokine response 

(TNFR1, TNF-α, INF-γ, eNOS, and iNOS), number of apoptotic cells (TUNEL), 

reactive gliosis (GFAP), myelin loss (Luxol Fast Blue-LFB) were examined and 

compared to control healthy tissues. The study materials included in the study were 

brain tissues collected form BDV diagnosed 10 lamb and 5 kids as well as control 

brain tissues from 3 lambs and 3 goat kids. Following sectioning from the paraffin 

embedded tissue, the 5 µm thick sections were stained with hematoxylin-eosin and 

examined histopathologically and scored according to presence and severity of 

neuron regenerations and necrosis, gliosis, myelin loss, perivascular cell infiltrations, 

and vasculitis. In BDV positive brain stem, cerebellum and mid-brain tissue sections, 

a rabbit polyclonal BDV antibody commercial and rabbit polyclonal anti caspase 3, 

caspase 9, Bcl-2, TNFR1, TNF-α, INF-γ, eNOS, iNOS, and GFAP antibodies were 

employed. Number of apoptotic cells was determined by TUNEL method and myelin 

loss was determined histochemically by LFB staining. According to 

immunoperoxidase test results, the percent area of caspase 9, Bcl-2, TUNEL, GFAP, 
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eNOS and iNOS immunopositive staining was higher in BDV infected tissues 

compared to control (p<0.05). However, no significant differences were found for 

TNFR1, TNF-α and INF-γ immunostainings between BDV infected and control 

tissues (p>0.05). There was a consistency between the intensity of regenerations 

based on the score of myelin loss and GFAP tests and severity of infection. As a 

results, the most remarkable result was that the brain eNOS and iNOS expressions is 

positively correlated with the severity of the disease that is compatible with the 

expression of apoptotic markers in BDV infections. The results also indicated that 

among the BDV infected cells, apoptotic cells mainly prefer the intrinsic pathway 

and the highest effect on the intrinsic pathway is most likely related to nitric oxide 

levels. 

 

Keywords: Apoptosis, anti-apoptosis, Border Disease, immunohistochemistry, 

Pestivirus, cytokine 
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1.GİRİŞ 

 

1.1. Sınır Hastalığı'nın Tanımı ve Önemi   

 

Hastalık, ilk kez 1959 yılında Ġngiltere ve Galler arasındaki sınır bölgesinde yaĢayan 

koyunlarda görüldüğü için ―border disease‖ olarak isimlendirilmiĢtir (Hughes ve ark. 

1959). Sınır Hastalığı konjenital hipomyelinozis, fuzzy lamb ve hairy shaker 

sendrom gibi hayvanların kıl örtüsündeki karıĢık görünümü ve sinirsel bulguları 

tanımlayan farklı isimlerle de adlandırılmaktadır (Jones ve ark. 1997). 

 

Sınır Hastalığı Virüsü (Border Disease Virus, BDV, SHV), Flaviviridae 

ailesinin Pestivirüs sınıfında yer almaktadır. Bu sınıf içerisinde, SHV ile yakın 

antijenik iliĢki içerisinde olan Klasik Domuz Vebası Virüsü (KDVV) ve Sığırların 

Virüsi Ġshali Virüsü (SVĠV) de bulunmaktadır (Nettleton ve ark. 1998, Vilcek ve 

Nettleton 2006, Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Nettleton ve Willoughby 2007) 

(ġekil 1.1). Bütün bu virüsler sığır, domuz ve koyun popülasyonlarında prenatal veya 

postnatal enfeksiyonlar sonucu ciddi kayıplar meydana getiren önemli patojenlerdir. 

 

Pestivirüs kaynaklı ekonomik kayıplar, abort ve yaĢama Ģansı düĢük yavrular 

ile klinik bulgu göstermeden virüs rezervuarı olarak görev yapan persiste enfekte 

(PE) yavrular nedeniyle Ģekillenmektedir. Persiste enfekte hayvanlar, her ne kadar 

klinik bulgu göstermeseler de, diğer sağlıklı hayvanlara göre daha küçüktürler ve 

aynı zamanda sağlıklı yaĢıtlarına göre verim kaybı gösterirler (Houe 1999, Berriatua 

ve ark. 2004). Sınır Hastalığı, koyun sürülerinde ciddi ekonomik kayıplar meydana 

getirir. Dünyadaki seropozitiflik oranlarında bölgesel farklılıklar gözlenmekle 

birlikte, yer yer yüksek seropozitiflikle seyreden bir hastalıktır (Garcia-Perez ve ark. 

2009). Yapılan çalıĢma sonuçlarına göre, dünyada SH seroprevalansının %5 ile 50 

arasında değiĢiklik gösterdiği bildirilmiĢtir (Nettleton 2000).  
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Şekil 1.1. Sınır Hastalığı Virüsü‘nün filogenetik yakınlığı olan diğer virüsler ile iliĢkisi 

(Oğuzoğlu ve ark. 2009) 

 

1.2. Etiyoloji  

 

Sınır Hastalığı Virüsü, Flaviviridae ailesinin Pestivirüs genusunda yer alır ve aynı 

genusta bulunan Klasik Domuz Vebası Virüsü (KDVV) ve Sığırların Virüsi Ġshali 

Virüsü (SVĠV) ile yakın antijenik iliĢki içerisinde olup fiziksel, biyokimyasal ve 

yapısal olarak da büyük benzerlikler gösterirler (Vilcek ve Nettleton 2006, 

Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Nettleton ve Willoughby 2007). 

 

Tek iplikçikli Ribonükleik asit (RNA) içeren Pestivirüs genomu yaklaĢık 

olarak 12.3 kilobaz (kb) uzunluğunda ve pozitif polaritelidir (Vilcek ve ark. 1997, 

Thabti ve ark. 2005). Etken, helikal simetriye sahiptir ve 40 ile 60 nm büyüklüğünde 

ve kalınlığı 5–7 nm olan bir zarf içerisindedir (Heinz ve ark. 2000). 
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Pestivirüsler; 56°C‘de 30 dk‘da inaktive olurlar. Sodyum klorid, fenolik 

bileĢimli dezenfektanlar, deterjanlar, organik çözücüler, formadehit ve gluteraltehit 

gibi aldehidlerle de virüsler inaktive edilebilmektedir (Barlow 1990, Rümenapf ve 

ark. 1993). Aynı zamanda virüs lipid eriticilere ve ultraviyole ıĢınlarına karĢı oldukça 

duyarlıdır (Barlow 1990, Rümenapf ve ark. 1993). Pestivirüslerin yapısal ve yapısal 

olmayan proteinleri, bir poliproteinden sentezlenmektedir. Virüsün RNA genomu 5' 

ucundan 3' ucuna doğru bir açık okunabilir bölgeye (ORF, Open Reading Frame) bir 

de kodlama yapmayan bölgeye (UTR, untranslate region) sahiptir. Açık okunabilir 

bölge, yaklaĢık olarak 4000 aminoasit kodlar ve yapısal olan veya olmayan sırasıyla 

Npro, C, Erns, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B isimleriyle anılan 

12 protein bulundurmaktadır. Kodlama yapmayan bölge ise RNA replikasyonu ve 

virüs için önemli olan proteinlerin sentezlenmesi için gerekli olan bölgedir (Vilcek 

ve ark. 1997, Oğuzoğlu ve ark. 2009). 

 

Pestivirüsler, hücre kültüründe morfolojik bozukluk oluĢturup 

oluĢturmamasına göre,  sitopatik (SP) ve sitopatik olmayan (SPO) 2 farklı biyotipe 

ayrılırlar. Sitopatojen ve sitopatojen olmayan biyotiplerin doğadaki yaygınlıkları 

arasında büyük farklılık vardır. Sitopatojen olmayan biyotiplerin, doğadaki 

yaygınlığının %95 oranında olduğu bildirilmiĢtir (Heinz ve ark. 2000).  

 

Sınır Hastalığı Virüsü izolatları 6 filogenetik gruba ayrılır. Sınır Hastalığı 

Virüsü tip 1 Amerika (Sullivan ve ark. 1997), Ġngiltere (Vilcek ve ark. 1997), 

Avusturalya (Becher ve ark. 1994) ve Yenizelanda‘da (Vilcek ve ark. 1998) koyun 

ve keçilerden izole edilmiĢtir. Sınır Hastalığı tip 1 altgrubu kendi arasında SHV 1a 

ve SHV 1b olmak üzere ikiye ayrılır (Valdazo-Gonzales ve ark. 2006). Sınır 

Hastalığı Virüsü tip 2 altgrubunda ren geyiklerinden izole edilen Reindeer 1 ve Bison 

1 suĢları bulunmaktadır ve Almanya‘da izole edilmiĢtir (Becher ve ark. 2003). Sınır 

Hastalığı Virüsü tip 3 altgrubunda domuzlardan izole edilen SHV Gifhorn izolatı 

(Schirrmeier ve ark. 2002), Ġsviçre ve Avusturya‘dan izole edilen SHV izolatı yer 

almaktadır (Stalder ve ark. 2005, Krametter-Froetscher ve ark. 2007). Sınır Hastalığı 

Virüsü tip 4 altgrubunda, vahĢi bir geyik türü olan Chamois‘ten Ġspanya‘da izole 

edilen suĢ bulunmaktadır (Becher ve ark. 1995, Valdazo-Gonzales ve ark. 2006). 
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Sınır Hastalığı Virüsü tip 5 ve 6 Fransa‘da (Dubois ve ark. 2008) tespit edilmiĢtir. 

Bunun yanında Türkiye‘deki izolatların da SHV karakterinde olup yeni bir grup olan 

SHV tip 7‘yi oluĢturabilme ihtimali bulunmaktadır (Oğuzoğlu ve ark. 2009). 

 

1.3. Epidemiyoloji ve Bulaşma  

 

Birçok çalıĢmada, Pestivirüslerin konakçı spesifik olmadığına dair raporlar 

bulunmaktadır (Paton 1995, Vilcek ve Belak 1996, Becher ve ark. 1997, Vilcek ve 

ark. 1997, Becher ve ark. 1999, Willoughby ve ark. 2006, Julia ve ark. 2009, Strong 

ve ark. 2010). Sığırların Virüsi Ġshali Virüsü, sadece sığırları değil bunun yanında 

koyun, keçi, domuz ve birçok vahĢi ruminantları da enfekte edebilmektedir (Becher 

ve ark. 1997). Sınır Hastalığı Virüsü, sporadik olarak koyun ve keçilerin yanında 

domuz (Roehe ve ark. 1992, Vilcek ve Belak 1996), sığır (Becher ve ark. 1997,  

Strong ve ark. 2010), ren geyiği ve bizonlarda (Becher ve ark. 1999) da tespit 

edilmiĢtir. Bununla birlikte, Pestivirüsler sınıfına dahil olan Klasik Domuz Vebası 

Virüsü‘nün konakçı spesifik olduğu düĢünülmektedir. Doğal enfeksiyon örneklerinin 

de bulunmasının yanında, deneysel olarak KDVV ile sığır ve koyunların enfekte 

edilebildiğine dair rapor bulunmaktadır (Paton 1995, Hurtado ve ark. 2003).  

 

Pestivirüsler ilk baĢlarda, konaktan izole edilen türlere göre 

isimlendirilmesine rağmen, virüs suĢlarının konağa özgün olmadığı ve türler arasında 

bulaĢmanın Ģekillendiği ortaya konulmuĢtur (Krametter-Froetscher ve ark. 2007). 

Koyunlarda, SVĠV tip 1, Almanya, Ġsveç, Amerika ve Ġngiltere (Becher ve ark. 1994, 

Vilcek ve ark. 1997, Willoughby ve ark. 2006), SVĠV tip 2 ise Almanya, Amerika ve 

Ġngiltere‘de rapor edilmiĢtir (Becher ve ark.1995,  Sullivan ve ark. 1997, Vilcek ve 

ark. 1997). Sığırların Pestivirüsleriyle (SVĠV tip 1 ve SVĠV tip 2) da enfekte olabilen 

koyunlar sığır sürüleri için önemli tehdit oluĢturmaktadır (Sullivan ve ark. 1997, 

Vilcek ve ark. 1997). Julia ve ark. (2009), Arjantin‘de yapmıĢ oldukları çalıĢmada 54 

adet koyun kan örneğini SVĠV–1 ve SVĠV–2 varlığı yönünden incelemiĢler ve 

örneklerin %46,3‘ünü (25/54) SVĠV–1 yönünden, %13‘ünü (7/54) SVĠV–2 

yönünden, %20.4‘ünü (11/54) hem SVĠV–1 hem de SVĠV–2 yönünden pozitif, 
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%14.8‘ini (8/54) ise hem SVĠV–1 hem de SVĠV–2 yönünden negatif tespit ettiklerini 

bildirmiĢlerdir. 

 

Sığırların Virüsi Ġshali Virüsü ile enfekte koyunların yaygınlığı fazla 

olmasına rağmen, SHV ile sığırlarda doğal enfeksiyon Ģekillenebildiğine dair 

raporlar oldukça azdır (Becher ve ark. 1997, Hornberg ve ark. 2009, Strong ve ark. 

2010). 1973 yılında, Avusturalya‘da izole edilen virüsün genetik olarak diğer 

sığırlardan izole edilen virüslerden farklı olduğu anlaĢılmıĢ ve analizler sonrasında 

ise virüsün SHV olduğu tespit edilmiĢtir (Becher ve ark. 1997). Bir diğer çalıĢmada, 

Avusturya‘da düzenli olarak yapılan SVĠV taramalarında bir olguda, Innsbruck-

Land‘tan bir sığırın diğerlerinden farklı olarak SHV ile enfekte olduğu tespit 

edilmiĢtir (Hornberg ve ark. 2009). Ġngiltere‘de, sığırlarda Pestivirüs taramaları 

sırasında ise GZ-PZR ile 6 sığırda izole edilen virüsün genetik ve antijenik 

özelliklerinin SHV ile aynı olduğu tespit edilmiĢtir (Strong ve ark. 2010).  

 

Pestivirüsler temel olarak sığır, koyun, keçi ve domuzları enfekte etmektedir, 

fakat Pestivirüs antijenleri ve anti-Pestivirüs antikorları vahĢi ruminantlarda da 

identifiye edilmiĢtir. Sınır Hastalığı Virüsü‘nün konak yelpazesinde koyun ve 

keçilerin temel olarak bulunmasının yanında son çalıĢmalarda SHV ile enfekte vahĢi 

ruminantların olduğu ve serolojik çalıĢmalarla da enfeksiyonun vahĢi hayatta çok 

yaygın görüldüğü anlaĢılmıĢtır (Vilcek ve Nettleton 2006). Örnek olarak 1995 ile 

2004 yılları arasında, Fransa‘nın Orlu Ģehrinde yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar 

doğrultusunda alınan sonuçlarda, vahĢi ruminantlardan toplanan 323 örneğin 

227‘sinin yani %70.3‘ünün seropozitif olduğu görülmüĢtür (Alzieu ve ark. 2004). 

 

Türler arası geçiĢlerin bu kadar yaygın olmasının en önemli nedeni sığır ve 

koyunların birbirleri ile yakın temasta olmalarıdır (Vilcek ve ark. 1997, Krametter-

Froetscher ve ark. 2007). Ġngiltere‘de birçok çiftlikte, sığırlar ve koyunlar çoğu 

zaman bir arada yetiĢtirilmektedir. Bu durumda da SHV veya SVĠV ile enfekte 

koyunların tüm sürüyü enfekte edebilmesi olası bir durumdur (Vilcek ve ark. 1997). 

Sığır ve koyunları enfekte eden SHV suĢlarının moleküler karakterizasyonlarına 

bakıldığında kendi aralarında da antijenik farklılıkların olduğu görülmüĢtür. Örneğin; 
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Ġngiltere‘de sığırlardan izole edilen SHV‘nün antijenik profilinin koyunlardan izole 

edilen SHV ile farklı olduğu tespit edilmiĢtir (Strong ve ark. 2010). 

 

Bu kadar kapsamlı bir konak yelpazesinin bulunması, hastalıkların tanısında 

da önemli sorunlar meydana getirmektedir. Domuzlarda, klasik domuz vebasına yol 

açan KDVV enfeksiyonu tanısında, SHV ile daha önceden karĢılaĢmıĢ ya da enfekte 

domuzların virüse karĢı meydana getirdikleri antikorların KDVV‘nün tespitinde 

yanıltıcı olabileceği bildirilmiĢtir (Roehe ve ark 1992, Vilcek ve Belak 1996). 

 

Hastalığın bulaĢmasında en önemli faktörler, enfekte hayvanların burun 

akıntısı, idrar, dıĢkı, tükürük, süt ve genital sistem akıntıları gibi sekret ve ekskretler 

ile aborte fötusa direkt temastır. Hastalığın bulaĢmasında, sürüde PE hayvanların 

bulunup bulunmadığı da önemli bir diğer faktördür, çünkü PE hayvanlar yaĢadıkları 

sürece virüsü sürekli etrafa dağıtabilirler (Barlow ve ark. 1986). Bu durum, çevre 

ve/veya sürüde bulunan diğer hayvanlar için yüksek oranda hastalığın kaynağını 

oluĢturmaktadır (Houe 1999, Nettleton 2000). 

 

Sınır Hastalığı‘na yakalanmıĢ erkek hayvanların enfekte spermaları diĢi 

damızlık hayvanlar için önemli bir bulaĢma yolu olduğu görülmüĢtür (Barlow ve ark. 

1986, Nettleton ve Willoughby 2007). 

 

Sınır Hastalığı‘nın bulaĢmasında bir diğer faktör, kontamine olmuĢ aĢı 

uygulamalarıdır. Thabti ve arkadaĢları (2005); Tunus‘ta koyun çiçeği aĢısı 

uygulamaları sonrasında Ģekillenen abort olgularında, lezyonların Pestivirüs 

enfeksiyonları ile uyumlu olduğunu ve incelemeler sonucunda ise hayvanlara 

uygulanan aĢıların Pestivirüs ile kontamine olduğunu ortaya koymuĢlardır.  

 

BulaĢmaya zemin hazırlayan faktörler de, en az bulaĢmaya yol açan nedenler 

kadar önemlidir. Konak popülasyonunun hastalığa karĢı duyarlılığı birincil 

hazırlayıcı nedendir. Bakım ve besleme Ģartlarının iyi olmadığı bir sürüde, sürekli 

hastalıklarla mücadele eden ve bağıĢlık sistemi zayıf hayvanların bulunması Sınır 

Hastalığı‘na yakalanma riskini daha da arttırmaktadır. Bunun yanında bulaĢma 
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potansiyeli olan sürülerde hastalığın yavaĢ veya hızlı yayılması etkenin virülensi ile 

de yakın iliĢkilidir (Houe 1999). 

 

Hastalığın yayılıĢında önemli bir diğer hazırlayıcı faktör, enfekte hayvan ile 

enfekte olmayanların birbirleriyle teması ve farklı türlerin aynı ortamda 

tutulmalarıdır. Sınır Hastalığı Virüsü enfeksiyonu ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; 

enfekte ve enfekte olmayan hayvanların bir arada tutulmalarının önemi belirtilmiĢve 

kapalı alanlarda yetiĢtirilen hayvanların çayırda otlatılan hayvanlara oranla SHV 

enfeksiyonundan daha az etkilendikleri bildirilmiĢtir (Krametter-Froetscher ve ark. 

2008). 

 

 Türler arası bulaĢmanın da olduğu göz önünde bulundurulursa koyun, sığır 

ve domuz gibi farklı türlerdeki hayvanların bir arada barındırılması bulaĢmada 

hazırlayıcı bir diğer önemli nedendir (Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Krametter-

Froetscher ve ark. 2008). 

 

ĠĢletmelerde görülen Pestivirüs salgınların nedenleri arasında sürüde PE 

hayvanların bulunup bulunmadığı, virüs türünün virülensi, iĢletme politikası ve 

hayvanların bakıldığı Ģartların kalitesi bulunmaktadır (Garcia-Perez ve ark. 2009).  

 

Bu durumların göz önüne alınıp dikkatli bir Ģekilde incelenmediği sürece 

hastalığın önüne geçilebilmesi mümkün görülmemektedir. Pestivirüslerden 

korunmada önemli nokta PE hayvanlardan meydana gelecek re-enfeksiyonların 

önüne geçmektir (Nettleton 1987).  

 

Persiste enfeksiyon transplasental olarak SPO suĢla immun sistem geliĢmeden 

yavrunun enfeksiyonu sonucu Ģekillenir. Persiste enfekte hayvanların hayatta kalma 

oranları sağlıklı olanlara göre oldukça düĢüktür ve ortalama 5 yıl olarak 

düĢünülmektedir (Nettleton ve ark. 1998, Nettleton ve Willoughby 2007). Hastalıkla 

mücadelede temel hedefin PE hayvanların tespiti, duyarlı gebe koyun ve keçilerden 

ayrı yerlerde bakılması veya elden çıkarılmasının gerektiği tartıĢılmaz bir gerçektir. 

Türkiye‘de koyunlarda görülen abortların nedenleri arasında en önemli yeri tutan 
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Pestivirüs enfeksiyonlarının önlenmesine dair yapılan çalıĢmalar arasında ticari 

olarak bir aĢının tam olarak geliĢtirilememiĢ olması hastalığın önüne geçilmesini 

daha da zorlaĢtırmaktadır (Brun ve ark. 1993). 

 

1.4. Sınır Hastalığı’nın Dünya ve Türkiye’deki Durumu  

 

1.4.1. Sınır Hastalığı’nın Dünyadaki Durumu  

 

Sınır Hastalığı, Türkiye dahil hemen hemen tüm dünya ülkelerinde problem olan 

önemli bir hastalıktır. Çoğu çalıĢmada hastalık uzun yıllar takip edildikten sonra 

izole edilen virüslerin genetik analizlerine gidilmiĢtir. Yenizelanda da 1967-1997 

yılları arasında sığır ve koyun popülasyonları taranıp, 20 Pestivirüs toplanıp genetik 

analizleri yapılmıĢtır (Vilcek ve ark. 1998). Ġspanya‘da 1999-2002 yılları arasında 10 

koyun ve 41 sığır numuneleri toplanarak Pestivirüslerin genetik analizleri yapılmıĢtır 

ve bir koyun örneğinin KDVV genotipinde olduğu görülmüĢtür (Hurtado ve ark. 

2003). Ġspanyada 2001 ve 2003 yılları arasında kesimhaneden (n= 2089) ve 2004 

yılında bakım ünitelerinde bakılan koyunlardan (n=126) alınan serum örnekleri 

incelenmiĢtir. Kesimhanedeki koyunların %17.6‘sının, bakım ünitelerindeki 

koyunların ise %28.6‘sının Pestivirüslere karĢı antikor taĢıdığı tespit edilmiĢtir 

(Valdazo-González ve ark. 2008). Norveç‘te ruminantlarda Pestivirüslerle PE 

yavrular, reprodüktif sorunlar yaĢayan ve anomalili yavru doğumları gözlenmiĢ ve 

ilk olarak 1981 yılında koyunlarda ve 1982 yılında da keçilerde SH tespit edilmiĢtir 

(Løken 1992). Suriye‘deki seroepidemiyolojik çalıĢmada hayvanların %45‘inin 

SH‘na karĢı antikor taĢıdığı tespit edilmiĢtir (Tabbaa ve ark. 1995). Sınır 

Hastalığı‘nın tespitine yönelik yapılan seroepidemiyolojik bir çalıĢmada ise, 

Fransa‘daki koyunların %50‘sinin Pestivirüs enfekte olduğu tespit edilmiĢtir  (Russo 

ve ark. 1987). Yine Güney Fransa‘da koyun ve keçilerin karıĢık olarak bakıldığı 

sürülerin taranması ile elde edilen 13 Pestivirüs türü genotiplendirilmesinde SVĠV 

tip I, II ve SHV türleri izole edilmiĢtir (Pratelli 2001). Ġsviçre‘de yapılan kapsamlı bir 

seroprevalans çalıĢmasında ıslah çalıĢmaları ile sürülerde kontrollü bakılan 

koyunlarda SH enfeksiyonunun %20 ve sahipsiz koyunlarda ise bu oranın %65 

oranında olduğu saptanmıĢtır (Schaller ve ark. 2000). Yine Ġsviçre‘de SH tanısı 
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konulan 28 haftalık bir koyundaki mukozal lezyonlar tanımlanmıĢ, ilk rapor olarak 

2009 yılında bildirilmiĢtir (Hilbe ve ark. 2009). Arjantin‘de 54 koyundan alınan 

serum örneklerinin Pestivirüsler yönünden incelenmesi sonucunda koyunların 

%46.3‘ünün SVĠV tip I, %13‘ünün SVĠV tip II ve %20.4‘ünün hem SVĠV tip I hem 

de SVĠV tip II olduğu ilk rapor olarak 2009‘da bildirilmiĢtir (Juliá ve ark. 2009). 

 

1.4.2. Sınır Hastalığı’nın Türkiye’deki Durumu  

 

Türkiye‘de Sınır Hastalığı ile ilgili çalıĢmalar bulunmaktadır (Burgu ve ark. 1987, 

ġimĢek ve ark. 1997, Burgu ve ark. 2001, ÇokçalıĢkan 2002, Ataseven ve ark. 2006, 

Kul ve ark. 2008, Gür 2009, Oğuzoğlu ve ark. 2009, Hasırcıoğlu ve ark. 2009, Azkur 

ve ark. 2011). Dünya çapında yapılan çalıĢmalar doğrultusunda hastalığın önemi ve 

meydana getirdiği ekonomik kayıpların net bir Ģekilde ortaya konulmasıyla birlikte, 

son zamanlarda Türkiye‘de de hastalıkla ilgili patolojik, epidemiyolojik, klinik ve 

moleküler çalıĢmalar hız kazandı (Kul ve ark. 2008, Gür 2009, Hasırcıoğlu ve ark. 

2009, Oğuzoğlu ve ark. 2009, Toplu ve ark. 2010, Azkur ve ark. 2011).   

 

Türkiye‘de yapılan çalıĢmalara ait bilgiler çizelge 1.1‘de sunulmuĢtur. 

Çizelge 1.1.‘de yer alan bilgilere ek olarak, ÇokçalıĢkan‘ın 2002‘de yapmıĢ olduğu 

çalıĢmada 75 gebe koyunun 31 (%41.33)‘inden fazlasında SHV antikorları tespit 

etmiĢtir (ÇokçalıĢkan 2002).Burgu ve arkadaĢlarının 1987 yılında yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada abort yaptıkları tespit edilen 541 koyundan 232‘sinde (%42.8) 

Pestivirüslere kaĢı antikor taĢıdıklarını ortaya koymuĢlardır. 
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Çizelge1.1. Türkiye‘nin çeĢitli illerinde yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar 
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1.5. Klinik Bulgular  

 

Sınır Hastalığı özellikle koyunlar için önemli reprodüktif hastalıklar arasında yer alır. 

Sınır Hastalığı için tanıtıcı ve önemli klinik bulgular arasında yüksek oranda abort, 

mumifikasyon, tremor gösteren veya göstermeyen zayıf, küçük ve yaĢama Ģansı 

düĢük yavruların dünyaya gelmesi yer almaktadır (Nettleton ve ark. 1998, Nettleton 

ve Willoughby 2007). Canlı doğan ve klinik belirti gösteren yavruların da 2-4 gün 

içerisinde öldükleri görülür (Nettleton ve Willoughby 2007). Klinik belirtilerin 

Ģiddeti ve yaygınlığı, sürüde bulunan gebe koyun ve keçi sayıları, gebeliğin hangi 

dönemlerinde oldukları ve virüsün virülensine bağlı olarak değiĢiklik gösterir 

(Nettleton ve ark. 1998,  Houe 1999). 

 

Pestivirüsler, lenfotropik ve immunosüpresif nitelik taĢımaktadırlar. 

Dolayısıyla, hasta hayvanlarda lenfositopeni sıklıkla görülür (Woldehiwet ve Hussin 

1994). Sürüde SH‘na bağlı ölümler incelendiğinde, hastalıktan kaynaklanan stres 

faktörlerinin yanında, Ģiddetli ishal ve solunum problemlerinin de önemli bir yer 

tuttuğu görülür. Bunun yanında göz ve burun akıntısı ile vücut ısısında artıĢ da 

sıklıkla karĢımıza çıkar (Vilcek ve Nettleton 2006). Sonuç olarak, SH ile enfekte 

hayvanlarda görülen Ģiddetli immun sistem yetersizliği sonucu bu hayvanların 

sekonder enfeksiyonlara yatkınlığının sağlıklı hayvanlara oranla daha yüksek olduğu 

görülmektedir (Woldehiwet ve Hussin 1994). 

 

Sağlıklı bir koyunda Pestivirüs enfeksiyonu çoğunlukla asemptomatik ve 

subklinik seyreder. Lökopeni ve kısa bir viremi döneminden sonra bağıĢıklık geliĢir. 

En Ģiddetli enfeksiyonlar, genç kuzularda görülür ve %50‘nin üzerinde ölüm 

meydana gelir. Bu da virüs virülansı, maruziyet oranı ve yoğunluğu ile yakın 

iliĢkilidir (Roeder ve ark. 1983, Nettleton 2000).   
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Gebeliğin dönemine göre meydana gelen enfeksiyonlarda önemli diğer klinik 

bulgu Ģiddetli sinirsel semptom ve lokomotor sistem bozuklukların görülmesidir 

(Nettleton ve ark. 1998, Nettleton 2000, Nettleton ve Willoughby 2007). Ön ve 

özellikle arka ayaklarda, Ģiddetli tremor ve ritmik kontraksiyonlar görülür (Nettleton 

ve ark. 1998, Nettleton 2000, Nettleton ve Willoughby 2007). BaĢ, kuyruk ve kulakta 

dikkatli incelemelerde hafif titreme hareketleri tespit edilebilir (Nettleton 2000, 

Nettleton ve Willoughby 2007, Garcia-Perez ve ark. 2009). Bunun nedenleri arasında 

beyinde meydana gelen hidranensefali, porensefali, kistik geniĢlemeler ve beyincik 

hipoplazisi gibi merkezi sinir sistemi (MSS) malformasyonları bulunmaktadır 

(Nettleton 2000, Nettleton ve Willoughby 2007, Garcia-Perez ve ark. 2009). 

 

Fötal enfeksiyonlar gebeliğin erken dönemlerinde yaygın olarak fötusun 

rezorpsiyonu veya mumifikasyonu ile sonuçlanmaktadır. Bu durumda enfeksiyon, 

anne koyunda herhangi bir klinik belirti göstermeden atlatılabilir. Ancak fötal 

ölümler gebeliğin orta ve geç dönemlerinde de görülebilir (Radostits ve ark. 1994, 

Nettleton ve ark. 1998). Eğer fötus gebeliğin geç dönemlerinde Pestivirüsler ile 

enfekte olursa yavrular sağlıklı doğar ve yenidoğan kuzularda virüs bulunmayıp 

Pestivirüslere karĢı antikorların Ģekillendiği görülür. Persiste enfekte hayvanların 

önemi de klinik olarak herhangi bir belirti veya MSS‘nde lezyon taĢımamasından 

dolayı sağlıklı olarak algılanmasından ileri gelir. Hastalığın bu tip hayvanlarda 

ciddiyeti daha da artmaktadır (Houe 1999).  

 

Horizontal bulaĢma sonucu, hayvan ömrü boyunca bağıĢık hale gelir 

(Berriatua ve ark. 2004). Yapılan çalıĢmalarda, klinik semptom gösteren çiftlik 

hayvanları arasında, genç bireylerin akut enfeksiyonlara eriĢkin olanlara göre daha 

duyarlı olduğu, bununla birlikte eriĢkin hayvanların gençlere oranla daha uzun süre 

anti-SHV antikoru taĢıdıkları ve bağıĢık oldukları görülmüĢtür (Houe 1999, Berriatua 

ve ark. 2004). 
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1.6. Patogenez   

 

Gebe koyun ve keçilerin Pestivirüs enfeksiyonlarında meydana gelen fötal 

patolojilerin Ģiddeti, fötusun yaĢına bağlı olarak oldukça farklılık gösterir. Buradaki 

en büyük ölçüt enfeksiyon anında, fötusun bağıĢıklık sisteminin ne derecede geliĢim 

gösterdiğidir. Koyun ve keçilerin gebelik sürelerine göre; koyun fötuslarında 

bağıĢıklık sisteminin henüz geliĢmediği 60‘ıncı güne kadar ki süreç 1‘inci dönem, 60 

ve 80‘inci günler arası bağıĢıklık sisteminin geliĢmeye baĢladığı 2‘inci dönem, 

bağıĢıklık sisteminin tam olarak geliĢtiği 80 ve sonrası günler de 3‘üncü dönem 

olarak değerlendirilir (Barlow 1983, Nettleton 1990, Oğuzoğlu 2008). Keçi 

fötuslarında ise; 80‘inci güne kadar ki süre 1‘inci dönem, 80 ve 100‘üncü günler 

arası 2‘nci dönem, 100 ve sonrası günler ise 3‘üncü dönem olarak düĢünülür 

(Oğuzoğlu 2008). Bu farklılığın nedeni, keçi fötuslarında bağıĢıklık sisteminin, 

koyunlara göre daha geç geliĢim göstermesidir (ġekil 1.2) (Moller ve ark. 1993, 

Burgu ve ark. 2001, Oğuzoğlu 2008). 

  

 

 

Şekil 1.2. Koyun ve keçilerin farklı gebelik dönemlerinde Ģekillenen 
Pesitivirüsenfeksiyonunda muhtemel sonuçlar (Nettleton 1990‘dan uyarlanmıĢtır). 
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Birinci dönemdeki Pestivirüs enfeksiyonlarında; genellikle döl tutmama, 

erken embriyonik ölümler ve fötus mumifikasyonu en muhtemel sonuçlardandır. 

Bunun yanında yaĢama Ģansı düĢük veya geliĢme geriliği gösteren yavru 

doğumlarının da görülme ihtimali en yüksek dönemdir. Aborte fötuslardaki 

karakteristik makroskobik ve mikroskobik bulgular temel olarak birinci dönem 

enfeksiyonlarda görülür. Yine birinci dönem enfeksiyonlarda virüs fötusta kalıcılık 

kazanabilir ve PE yavru doğumlarının yine bu dönemdeki enfeksiyonlarda sıklıkla 

görülür. Ġkinci dönem enfeksiyonlarda; bağıĢıklık sisteminin geliĢimi aynı türler 

arasında bile bireysel farklılıklar gösterdiğinden, hastalıkta Ģekillenen değiĢiklikleri 

tanımlamak pek mümkün olmaz. Bununla birlikte 3‘üncü dönem enfeksiyonlarda; 

fötusun bağıĢıklık sistemi tam olarak geliĢtiği için virüs vücutta herhangi bir etki 

gösteremeden elimine edilebilir veya yine yaĢama Ģansı zayıf, makroskobik bulgu 

gösteren enfekte yavru doğumlarının da olabileceği düĢük bir ihtimalde olsa göz 

önünde bulundurulması gerekir (Moller ve ark. 1993, Kul ve ark. 2008, Toplu ve ark. 

2010). 

 

Hipomyelinogenez ve yapağı geliĢiminde bozuklukların meydana gelmesinde 

SHV‘den etkilenen tiroid bezi rol oynamaktadır. Tiroid bezinin virüsle enfekte 

olması sonucu kanda tiroid hormonu konsantrasyonunda önemli bir düĢüĢ görülür. 

Bu seviyenin azalması sonucu, myelinasyonda azalma ve yapağı geliĢiminde 

bozukluklar meydana gelir. Bunun yanında, hipomyelinasyonun bir diğer nedeni ise 

myelin geliĢiminde önemli rolleri olan oligodendrositlerin yapısal olarak 

farklılaĢmasında görülen problemlerdir. Direkt olarak oligodendrosit prekürsörlerinin 

virüsler tarafından enfekte edilip fonksiyonel yetersizlikler meydana getirmesiyle ya 

da bu hücreleri öldürmesi sonucu hipomyelinasyon Ģekillenir (Anderson ve ark. 

1987, Sawyer 1992, Jones ve ark. 1997, Nettleton ve Willoughby 2007). 

 

Sınır Hastalığı‘nda hayvanlarda görülen yapağı kalitesindeki bozuklukluk 

hastalık için tanıtıcı ve önemli bir bulgu niteliğindedir. Hairy shaker olarak da 

adlandırılan bu durumda primer kıl folikülleri geniĢler ve medulladaki artıĢla birlikte 

sekonder kıl foliküllerinin sayısında azalma meydana gelir. Hairy shaker kıl yapısına 

sahip kuzuların büyümesi ile birlikte, yapağıları eski görünümüne yakın bir görünüm 
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alsa da, deri biyopsilerinde foliküllerdeki patolojik değiĢikliklerin kalıcı olduğu 

görülür. Karakteristik bu görünümünün diğer nedenleri arasında ise fötustaki bakır 

yetersizliği olduğuna dair raporlarlar da bulunmaktadır (Patterson ve ark. 1974, Orr 

ve Barlow 1978, Sawyer 1992,  Nettleton ve Willoughby 2007). 

 

Gebeliğin kritik dönemi olan birinci dönemdeki fötusun SHV ile enfeksiyonu 

sonucu Ģekillenen MSS malformasyonları ve diğer organlarda meydana gelen geliĢim 

bozukluklarının patogenezi incelendiğinde, virüs serebral hemisferlerin geliĢim yeri 

olan subventrikular bölgede yaygın nekrozlara neden olur. Bu bölgede meydana 

gelen yıkım kavitasyonlara ve hidranensefali ile sonuçlanır. Beyincik hipoplazisinin 

patogenezinde ise; eksternal granuler tabakadaki hücrelerin SHV ile kolay etkilenir 

olması ve mitotik aktivitesi yüksek bu hücrelerde meydana gelen selektif nekrozlar 

yer alır. Dolayısıyla etkenin mitotik aktivitesi yüksek beyin ve beyinciğin germinal 

tabakasındaki fötal hücrelerde yaygın dejenerasyon ve nekroza neden olması, normal 

hücrelerin geliĢimlerini durdurması ve arterlerde meydana gelen nodüler periarteritis 

gibi lezyonların Ģekillenmesi teratojenik etkilerin nedeni olarak gösterilmektedir 

(Gardiner ve ark. 1980, Kennedy ve Palmer's 2007). 

 

1.7. Pestivirüsler ve Apoptozis Arasındaki İlişki 

 

Sığırların Virüsi Ġshali Virüsü ile apoptozis arasındaki iliĢki uzun yıllar boyunca ilgi 

odağı olmuĢ ve detaylı çalıĢılmıĢ bir konudur (Brownlie 1991, Tautz ve ark. 1994, 

Zhang ve ark. 1996, Adler ve ark. 1997, Schweizer ve Peterhans 1999, Teichmann ve 

ark. 2000, Grummer ve ark. 2002). Apoptozis, daha önceleri Pestivirüsler için 

böbrek ve testis epiteli (Moormann ve Hulst 1988, Zhang ve ark. 1996) ile kemik 

iliğinden elde edilen makrofajlarda (Adler ve ark. 1997) araĢtırılmıĢtır. Sınır 

Hastalığı Virüsü ve apoptozis arasındaki iliĢkiyi inceleyen yalnızca bir çalıĢma 

bulunmaktadır (Toplu ve ark. 2010).  
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Pestivirüsler hücre kültürlerindeki patojeniteye bağlı olarak ikiye ayrılırlar. 

Sitopatik (SP) suĢ hücre kültürlerinde, enfekte ettiği hücrede Deoksiribonükleik asit 

(DNA) parçalanmaları meydana getirerek apoptozisi tetiklerken, bunun aksine 

sitopatik olmayan (SPO) suĢun ise apoptozise neden olmadığı görülmüĢtür (Brownlie 

1991). Diğer bir tanımlamayla, PE hayvanlardan izole edilen türlerin sığır 

hücrelerine zarar vermeyen SPO türün ağır bastığı, Mukozal Hastalık‘tan ölen 

hayvanlardan ise hücre kültürlerinde Ģiddetli morfolojik değiĢikler meydana getirip 

apoptozise neden olan SP türün yanında SPO türün de izole edilebileceği 

görülmüĢtür (Grummer ve ark. 2002). 

 

Mukozal Hastalık ölümle sonuçlanan ve virüsün lenfoid ve epitel hücrelerde 

meydana getirdiği apoptozisle ve nekrozla karakterize bir hastalık formudur (Tautz 

ve ark. 1994). Mukoza Hastalığı, PE (SPO türle enfeksiyon) hayvanların SP türle 

süperenfeksiyonu sonucu Ģekillenen ciddi bir hastalıktır (Brownlie 1991). 

Hayvanların, gastrointestinal sistemlerindeki müköz membranlarda meydana gelen 

Ģiddetli eroziv ülseratif lezyonlar ve bağıĢıklık sistemine ait hücrelerin nekroz ve 

apoptozisine bağlı yıkımlanmaları sonucu öldüğü görülür (Tautz ve ark. 1994, 

Teichmann ve ark. 2000). Buradaki en önemli etkilenen bölge bu sistemdeki lenfoid 

dokudur. Mukozal Hastalık‘tan ölen veya Ģiddetli etkilenen hayvanların, ince 

bağırsaklarındaki agregat lenf nodüllerinin ultrastruktural incelemelerinde, lenf 

nodüllerdeki lenfositlerin Ģiddetli apoptozis ile birlikte yer yer de nekroza uğradığı 

görülür (Teichmann ve ark. 2000). Kısacası, Pestivirüslerle enfeksiyonlarda en 

önemli nokta, virüsün immun sistem hücrelerine afinite göstermesidir. Akut 

Pestivirüs enfeksiyonlarında dolaĢımdaki lökositlerde belirgin bir lenfositolizis 

meydana gelir (Howard ve ark. 1992). Bununla beraber Pestivirüs antijenlerinin 

bütün lenfoid organlarda görüldüğü de dikkati çeker (Bezek ve ark. 1994). Fakat bu 

durumun (apoptozis) SVĠV ile tetiklendiği gösterilmesine rağmen moleküler 

mekanizması hala tam olarak anlaĢılamamıĢtır.    
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Schweizer ve Peterhans (1999) SVĠV‘nün tetiklediği apoptozisin moleküler 

mekanizması araĢtırmalarında reaktif oksijen türlerinin en göze çarpan etki olduğunu 

göstermiĢlerdir. Ortamdaki serbest radikaller, serbest radikal temizleyicilerle 

temizlendiğinde, SP SVĠV ile enfekte hücrelerde sitopatik etkinin (SPE) geciktiği 

bildirilmiĢ ve böylece hipotezlerinin doğruluğu gösterilmiĢtir (Schweizer ve 

Peterhans 1999). Bunun yanında yine Schweizer ve Peterhans (1999) tarafından 

askorbik asit gibi bazı antioksidanların da SPE‘yi önlediği gösterilmiĢtir. Apoptoziste 

önemli bir protein olan Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), kaspazlar ve kalpain 

aracılıyla parçalanır (McGinnis ve ark. 1999). Kalpain bütün hücrelerde 

bulunmaktadır ve sistein proteaz ailesine dahildir (Goll ve ark. 1992). Apoptoziste 

rol alan kalpaini SVĠV ile enfekte hücrelerde inhibe edilmesiyle apoptozisin 

önlenebileceği düĢünülmüĢtür. Kalpain inhibitörleri ile inhibe edilen kalpainin SVĠV 

ile enfekte hücrelerde en az 48 saat apoptozisi önlediği ve bunu da PARP 

aktivitesinin süresinin uzatılmasıyla sağladığı gösterilmiĢtir. Uzayan PARP aktivitesi 

hücrede sürekli Adenozin Trifosfat (ATP) kullanılması ile sonuçlanır.  Bir hücrede 

ATP stoklarının tükenmesi sonucunda da apoptozis görülür (Carson ve ark. 1986). 

Yani kalpain inhibitörleri SP SVĠV ile enfekte hücrelerde yalnızca apoptozisi 

geciktirmektedir, tamamen durdurmamaktadır (Grummer ve ark. 2002).  

 

Apoptozisi tetikleyen önemli bir protein olan p80 proteini yalnızca apoptozise 

neden olan SP SVĠV ile enfekte hücrelerde görülmektedir. p80 proteinaz aktiviteye 

sahiptir ve proteinaz aktivitesi de apoptozisi tetikleme özelliği gösterir (Wiskerchen 

ve Collett 1991). p80 proteinin bir diğer apoptozisi tetikleme Ģekli de, hücresel 

elementlerle iliĢki içerisinde önemli bir protein olan p125‘in fonksiyonunu inhibe 

etmesidir. Sitopatik olmayan türle enfekte hücrelerdeki p125 proteini apoptozisi 

önlemede yardımcı olur. 

 

Sitopatik SVĠV apoptozisi içsel yollarla tetiklemektedir ve buna katkıda 

bulunan en önemli organel de mitokondridir. Mitokondriden sitoplazmaya çıkan 

sitokrom c ile meydana gelen apoptozom kompleksi kaspaz aktivasyon zincirini 

harekete geçirerek hücre ölümüne neden olur (Grummer ve ark. 2002). Sitopatik 

olmayan virüsler hücrelerin yapısında görülür bir yıkım meydana getirmez, in-vivo 
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ve in-vitro olarakta hücrede kalıcılık kazanır. Hücreler herhangi bir tehdit altında 

koruma mekanizması olarak apoptozis ile organizmayı koruma yoluna giderler. Bazı 

virüsler anti-apoptotik etkilerini ya direkt kaspazları inhibe ederek ya da p53 veya 

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ailesindeki anti-apoptotik üyeleri aktive ederek 

göstermektedir. Kaspaz aktivasyonu yalnızca SP SVĠV ile enfekte hücrelerde 

görülmektedir. Fakat ilginç olarak bu virüsle enfekte hücrelerde kaspaz aktivasyonu 

inhibe edilirse apoptozis sadece geciktirilmiĢ olur. Buna rağmen, sitoplazmik 

vakuolizasyonun Ģekillenmesi gibi sitopatik etkiler önlenemez. Bu da apoptosiz ile 

sitopatik etkinin birbirinden bağımsız değerlendirilmesi gerektiğini gösterir. 

Yalnızca, SPO SVĠV ile enfekte hücrelerde Bcl-2 yoğun bir Ģekilde gözlenmektedir. 

Böylelikle de apoptosiz engellenmiĢ olur (Bendfeldt ve ark. 2003).  

 

Sitopatik olmayan SVĠV‘nün efektör kaspazlardan olan kaspaz 3‘ün 

inhibisyonunu ile apoptozisi durdurduğu hipoteziyle yola çıkılarak yapılan 

çalıĢmalarda durumun daha farklı olduğu anlaĢılmıĢtır. Staurosporin ve 

cycloheximide etkileri SPO suĢla enfekte hücrelerde incelenmiĢtir. Bu her iki ajan bir 

hücrede apoptozisi mitokondriyal yolla, kaspaz aktivasyon zincirini aktive ederek 

tetiklemektedir (Mirkes ve Little 2000). Schweizer ve Peterhans (1999)‘ın 

çalıĢmasında da Staurosporin‘in SPO SVĠV‘lerde apoptozisi tetiklediği 

gösterilmiĢtir. Bu kimyasallar SPO suĢla enfekte hücrelerle maruz bırakıldığında 

virüsün hücreyi apoptozisten koruyamadığı görülmüĢtür. Dolayısıyla, SPO SVĠV 

apoptozisi kaspaz aktivasyon zincirini daha erken dönemlerinde durdurmaktadır. Bu 

çalıĢmalar ıĢığında kaspaz 3‘ün SPO SVĠV‘nün hücreyi apoptozisi durdurmasında 

virüs tarafında hedef olmadığı anlaĢılmıĢtır (Schweizer ve Peterhans 1999).  
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1.8. Patolojik Bulgular  

 

1.8.1. Makroskobik Bulgular  

 

Aborte fötusta beyincik displazisine ait bulgular, hidrosefalus, hidranensefali ve 

porensefali gibi lezyonlardır. Sınır Hastalığı Virüsü ile enfekte kuzularda lökomalasi 

odaklarının da görüldüğüne dair raporlar bulunmaktadır (Moller ve ark. 1993). 

 

Kifoz, skolyoz, arthrogripozis ve brahignati gibi malformasyonlar MSS 

lezyonlarına eĢlik edebilir. Hastalığın tanıtıcı bulguları arasında yer alan bu bulgular 

yeni doğanlarda güç doğumlara neden olabilmektedir (Kul ve ark. 2008). Fötal 

organogenezisin devam ettiği gebeliğin 1. ve 2. dönemlerindeki enfeksiyonlarda; 

etkilenen organların diğer organlara oranla yeteri kadar geliĢemediği hatta 1. 

dönemdeki enfeksiyonlarda ise hiç geliĢemediği dikkati çeker (Terlecki ve ark. 1973, 

Radostits ve ark. 1994). Bu duruma en güzel örnek; beyincik hipoplazisinin 

görülmesidir. Hastalığa yakalanan hayvanlarda beyincik hipoplazisi en belirgin 

makroskobik bulgu olarak karĢımıza çıkar (Nettleton ve Willoughby 2007, Kul ve 

ark. 2008, Toplu ve ark. 2010). Bununla beraber hastalığa yakalanan erkek 

hayvanların testisleri sağlıklı hayvanlara göre hipoplaziktir ve bu ise infertilite ile 

sonuçlanabilmektedir. (Barlow ve ark. 1986, Nettleton ve Willoughby 2007). 

 

Sınır Hastalığı Virüsü ile enfekte hayvanların normalde düz ve parlak olan 

tüylerinde, karıĢık Ģekilleri bozulmuĢ ve yer yer koyu kahverengi bir renk aldığı yani 

anormal pigmentasyonun varlığı dikkat çeker (Osburn ve ark. 1972). 

 

1.8.2. Histopatolojik Bulgular  

 

Hipomyelinizasyon Sınır Hastalığı için önemli bir histopatolojik bulgudur ve bu 

hastalık için tipiktir. Hipomyelinizasyon yeni doğan kuzularda ayırıcı hatta zaman 

zaman tanıtıcı bir lezyon olarak da değerlendirilebilir. Aynı zamanda Sınır Hastalığı 

koyunlarda hipomyelinasyon için iyi bir model de teĢkil etmektedir (Moller ve ark. 

1993, Nettleton ve Willoughby 2007). 
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  Hipomyelinasyon beynin ve omuriliğin bütün bölümlerinde görülür ve 

omurilik beyine göre daha çok etkilenmektedir. Histopatolojik olarak beynin beyaz 

maddesinde özellikle glial hücrelerin bulunduğu hücresellik artmıĢ ve bu bölümler 

arasında lipid birikimleri, sinir liflerinin büküldüğü, biçiminin bozulduğu ve ĢiĢtiği 

görülür. EtkilenmiĢ nöropilde yağ birikmelerinin görülmesine rağmen gitter 

hücrelerine az miktarda rastlanır. Myelinin kimyasal yapısında anormallikler görülür. 

Arterlerin adventisyasında, intima ve mediaya kadar da uzanan lenfosit ve makrofaj 

infiltrasyonları vardır (Nettleton ve ark. 1987, Jones ve ark. 1997). 

 

Sınır Hastalığı Virüsü‘nün, MSS‘deki hücresel lokalizasyonu incelendiğinde; 

viral antijenlerin nöron, mikroglia, ependimal hücre, endotel ve duramaterdeki 

fibrositlerde olduğu tespit edilir (Jones ve ark. 1997). Aynı zamanda antijenlerin 

nöron ve glial hücrelerde hem gri hem de beyaz madde de omurilik boyunca 

yayıldığı görülür. Beyaz maddenin gri maddeye göre daha Ģiddetli etkilendiği dikkati 

çeker (Done ve ark. 1985). IĢık mikroskobu ile incelemelerde enfekte olan ve kontrol 

grubu oligodendrositlerde bir fark olmadığı görülse de ultrastruktürel incelemelerde 

oligodendrositlerin tam olarak olgunlaĢmadığı fark edilir (Done ve ark. 1985, 

Nettleton ve ark. 1987, Jeffrey ve ark. 1990). 

 

Sınır Hastalığı‘nda küçük veya orta çaplı arterlerde görülen nodüler 

periarteritis hem PE kuzuda hem de fötusta meydana gelmektedir. Gardiner ve 

ark.‘nın 1980 yılında SHV‘nün deneysel olarak intrakranial kuzulara verilmesi ile 

yapmıĢ oldukları çalıĢmada, MSS‘de periarteritise rastlamıĢlardır (Gardiner ve ark. 

1980). Ġmmunofloresan teknik ile de MSS damarlarının adventisya tabakasında ve 

lezyonun bulunduğu bölgedeki yangısal hücrelerde viral antijeni göstermiĢlerdir. 

Aynı zamanda hücre kültüründe spesifik kutanöz hipersensitivite ortaya konmuĢ, 

SHV ile gebeliğin geç döneminde enfekte annelerin fötuslarında ve yeni doğmuĢ 

kuzularında SHV‘ne karĢı hücresel immun cevaba bağlı olarak Ģekillendiği 

doğrulanmıĢ olup periarteritisin alerjik reaksiyon sonucu Ģekillendiği gösterilmiĢtir 

(Gardiner ve ark. 1980, Nettleton ve Willoughby 2007). 
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Timustaki retiküler hücrelerdeki azalma ile iliĢkili olarak medullasındaki 

lenfositlerde lenfositolizis diğer bir histopatolojik bulgudur (Pratelli ve ark. 1999). 

 

1.9. Nitrik Oksit ve Görevleri  

 

1.9.1. Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentaz’ın Başlatılması  

 

Hayati görevleri ve önemi 1987 yılına kadar bilinmeyen nitrik oksit (NO), baĢlarda 

vasküler sistemde damar endotelinden salınan endotel kaynaklı gevĢeme faktörü 

(EDRF) olarak tanımlanmıĢtır. Daha sonra ise bu gevĢeme faktörünün kimyasal 

yapısının analizlerinde dominant kısmının nitrik oksit olduğu ortaya konulmuĢtur 

(Ignarro ve ark. 1987, Palmer ve ark. 1988).  

 

Serbest oksijen radikalleri düĢük konsantrasyonlarda bile hücreler için zararlı 

etkiler gösterirler. Nitrik oksit, diğerleri gibi çok kısa yarı ömrü olan bir serbest 

radikal olmasına rağmen reseptör bağımsız olarak hücre zarından kolaylıkla 

geçebiliyor olması nedeniyle ideal bir fizyolojik haberci olma özelliğindedir. DüĢük 

konsantrasyonlarda fizyolojik iĢlevlerde önemli görevler alarak hayatın devamlılığını 

sağlar (Lowenstein ve ark. 1994).  

 

Aktif bir molekül olan NO‘in sadece endotel hücrelerden değil birçok hücre 

tarafından da sentezleniyor olması, vücutta önemli görevler aldığını gösterir. Hemen 

hemen bütün immun sistem hücrelerinde üretilen immunoregulatör bir molekül olan 

NO, fizyolojik olarak immun cevabın oluĢmasının yanında vasküler direnç ve 

nöronal mediatör olarak da görev yapar. Bunun yanında kan pulcuklarının 

kümeleĢmesini, kümeleĢen kan pulcuklarının dağılmalarını, nötrofil ve monositlerin 

birleĢmelerini inhibe ederek hemostatik tıkaç oluĢturmalarını da düzenler (Calver ve 

ark. 1993). Nitrik oksit, gaz olduğu için hücre membranlarından kolaylıkla 

geçebilmektedir. Bu yüzden de depolanması, salınımı veya bağlanabilmesi için özel 

aracılara ihtiyaç duymamaktadır (Bogdan 2001). Nitrik oksitin sistemik dolaĢımın 

yanında böbrek, karaciğer ve beyin gibi hayati organlarda bölgesel kan dolaĢımının 

düzenlenmesinde de katkısı vardır (Bogdan 2001, Mannick 2006). 
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Flaviviridae ailesinde yer alan Flavivirüslerin ve Tick-borne encephalitis 

virüs gibi bazı nörotropik virüslerle enfekte BALB/c farelerdeki in-vivo ve in-vitro 

çalıĢmalar, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonuna bağlı olarak üretilen NO‘in 

antiviral etki göstererek enfeksiyon patogenezinde önemli oranda etkili olduğunu 

göstermiĢtir. Bunu ise viral proteinlerin replikasyonunu inhibe ederek 

gerçekleĢtirmektedir (Kreil ve Eibl 1996).  

 

Nitrik oksit, L-arjininden sentezlenir ve NO sentezinin reaksiyonu NOS 

enzimi tarafından gerekleĢtirilir (Moncada ve ark. 1989). Kalsiyum bağımlı uyarım 

(Konstitutif): Bu grup içerisinde endotelyal NOS (eNOS) ve nöronal NOS (nNOS) 

bulunur. Asetil kolin, bradikinin, glutamat, adenozin difosfat (ADP) gibi fizyolojik 

uyarıcılar endotel hücrelerinde bulunan özel reseptörlere bağlanırlar ve NOS‘ı 

aktifleĢtirirler. Bu etkileĢim sonucunda yüzeyde bulunan Ca
++

 iyon kanalları açılarak 

hücrenin içine kalsiyum giriĢi sağlanır ve hücre içinde normalde bulunan 

konsantrasyon yükselir. Ardından hücre içi kalsiyumun kalmoduline bağlanmasıyla 

oluĢan kompleks eNOS veya nNOS‘u uyarır. Kalsiyum-Kalmoduline bağımlı olan 

NOS aktifleĢince L-arjinin ve oksijen reaksiyona girerek NO ile sitrüllin oluĢur. 

Endotelyal nitrik oksit sentazın üretildiği düĢünüldüğünde, oluĢan NO endotelden 

çıkarak komĢu düz kas hücrelerine gider ve hücre sitoplazmasında guanilat siklaz 

enziminin hem grubundaki demire bağlanarak onu aktif hale getirir. Aktif hale gelen 

guanilat siklaz, Guanosine-5'-triphosphate (GTP)‘tancyclic guanosine 

monophosphate (cGMP) oluĢumunun artmasına neden olur. Artan cGMP ise düz 

kasların gevĢemesini ve damarlarda vazodilatasyonu sağlar (Knowles ve Moncada 

1994).  

 

Nitrik oksitin en önemli biyolojik reaksiyonu nitrosilasyondur (Gow ve ark. 

2002, Mannick 2006). Nitrosilasyon, proteinlerin üzerindeki sistein sülfidrillerin 

kimyasal modifikasyona uğrayarak bir NO grubuna transferi iĢlemidir (Broillet 

1999). S-nitrosilasyon NO ile iliĢkili olarak fonksiyonunu gerçekleĢtirir. Makrofaj, 

timosit, lenfosit, endotel hücreleri baĢta olmak üzere hücre proliferasyonu ve 

farklılaĢması ile apoptozis inhibisyonunda önemli bir moleküldür (Gow ve ark. 2002, 
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Mannick 2006). Bu protein S-nitrosotihol olarak da isimlendirilebilir. Apoptozisle 

iliĢkisinde ise S-nitrosilasyon kaspaz 3 ve kaspaz 8 enzimlerini inaktif hale getirdiği 

dolayısıyla da apoptozisi inhibe ettiği görülür (Sessa 2004). 

 

1.9.2. Nitrik oksit ve Merkezi Sinir Sistemi  

 

Nitrik oksit, MSS‘de uykunun düzenlenmesi, sinaptik iletim ve hormon sekresyonu 

gibi bir dizi önemli göreve sahiptir. Kısacası NO‘in fizyolojik oranlarda salınımı 

nöronları koruyucu etki gösterirken, yüksek konsantrasyonlardaki salınımı ise diğer 

serbest radikaller gibi nörotoksik etki gösterir (Calabrese ve ark. 2007). Wang ve 

ark.‘nın (2002) yapmıĢ oldukları çalıĢmada hipotalamusta, iNOS varlığının fizyolojik 

sınırların çok üstüne çıkması sonucunda nöronal hücrelerde apoptozisin meydana 

geldiğini gösterilmiĢtir (ġekil 1.3). 

 

 

Şekil 1.3. NO‘in içsel yol ile apoptozisi tetiklemesi (Brown 2010‘dan uyarlanmıĢtır) 
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Daha önceleri sabit olmayan hücre içi bir faktör olarak tanımlanan 

(Garthwaite ve Garthwaite 1987) NO‘in, sinirsel iletiminde görev alan bir 

nörotransmitter madde olduğu, ilk kez 1988 yılında Garthwaite ve ark. tarafından 

ortaya konmuĢtur. Böylelikle MSS‘de aktif çalıĢan arjinin-NO bağlantısının varlığı 

da açıklanmıĢtır (Paakkari ve Lindsberg 1995, Garthwaite ve Boulton 1995). 

 

Nitrik oksitin tüm formları, MSS‘de meydana gelen patolojik ve fizyolojik 

olaylarda önemli fonksiyonlara sahiptir. Nöronal nitrik oksit sentaz geninin inaktive 

edildiği farelerde, eNOS nöronların normal fonksiyonlarının devam ettirilmesinde 

görev aldığı gösterilmiĢtir (Paakkari ve Lindsberg 1995, Huang 1999). 

 

Merkezi sinir sisteminde NO‘in tüm formları gözlenmektedir. Endotelyal 

nitrik oksit sentaz beyin damarları endotel hücrelerinde gözlemlenir, dolayısıyla 

beynin tüm bölgelerinde bulunmaktadır. Ayrıca eNOS‘un beyincik ve hipokampüs 

nöronlarından da eksprese edildiği gösterilmiĢtir. Ġndüklenebilen nitrik oksit sentaz, 

mikroglia, astrosit ve dolaĢımda bulunan makrofajlardan açığa çıkmaktadır. Nöronal 

nitrik oksit sentaz ise tüm nöronlardan sentezlenir. Normal beyin fonksiyonlarının 

sürdürülmesinde aracılık etmesinin yanında, iskemi, malasi ve yangısal durumlarda 

koruyucu etki gösterebildiği gibi hasar verici etkiler gösterdiği yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir (Huang 1999). 

 

Nitrik oksitin fazla üretilmesi beyin hasarına neden olmaktadır. Fakat 

meydana gelen hasarın iNOS veya konstitutif NOS‘tan mı (cNOS)  ya da her ikisinin 

de yüksek oranda salınımından kaynaklı olduğu tam olarak anlaĢılamamıĢtır.  
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1.9.3. Nitrik Oksit Sentaz ve Türleri 

 

Bütün çekirdekli hücrelerde bulunan ve immunolojik etkiler doğrultusunda tetiklenen 

iNOS diğer NOS türevlerine göre biraz daha farklıdır. Kalmoduline bağımlı NOS 

tarafından üretilen NO‘ler kalsiyuma bağımlı olarak sentezlenip, etki süreleri çok 

kısa olurken, iNOS kalsiyumdan bağımsız olarak sentezlenir ve daha uzun süre etki 

gösterir. Virüsle enfekte lenfositlerde iNOS aktivasyonu uzun süre devam ettiği 

gösterilmiĢtir (Lowenstein ve Padalko 2004). 

 

Ġndüklenebilen nitrik oksit sentaz, beyin iskemisi durumunda eNOS‘tan farklı 

olarak davranır. Beyin iskemisinin geç dönemlerine kadar iNOS varlığını göstermez 

fakat sonra mikroglia ve yangısal hücreler malasik alana hücum ederler. Bu durumda 

bölgesel doku hasarına neden olurlar. Özetle, yangısal durumlarda makrofajdan 

sentezlenen NO‘in aĢırı miktarda üretilmesi ve uzun süreli etki göstermesiyle dokuda 

hasar meydana gelir. Ġndüklenebilen nitrik oksit sentazın kimyasal veya genetik 

olarak inhibisyonu ile iNOS‘un geç dönem aktivasyonuna bağlı olarak geliĢen doku 

harabiyetinin azaldığı görülmüĢtür (Iadecola ve ark. 1997). Kısacası eNOS beyin 

iskemisinden sonra bölgesel koruyucu olarak görev alırken, nNOS ve iNOS 

aktivasyonuna bağlı oluĢan NO‘in sitotoksik etkisi ön plana çıkar (Huang 1999). 

Ġndüklenebilen nitrik oksit sentazın hipotalamusta fazla miktarda açığa çıkması 

sonucu nöronal hücrelerde nörotoksisiteye bağlı olarak apoptozis meydana getirdiği 

de görülmüĢtür (Wang ve ark. 2002). 

 

Ġndüklenebilen nitrik oksit sentaz, makrofaj, bazı yangısal hücreler ve damar 

endotel hücrelerinde sentez edilmektedir. Bu hücrelerin, IFN-γ, gram negatif 

bakterilerin hücre duvar elementleri, lipopolisakkaritler veya sitokinlerle uyarılması 

ile iNOS aktive olur ve NO sentezlenir. Bu Ģekilde makrofaj ve yangı hücrelerinin 

uyarılması sonucu üretilen NO, bakteri veya virüsler üzerine sitotoksik etki 

göstererek eliminasyon sağlanır (Lowenstein ve ark. 1994). 
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Ġndüklenebilen nitrik oksit sentazın en önemli tetikleyicileri arasında IFN-γ, 

Ġnterlökin 1 (IL-1), endotoksin ve TNF-α gibi sitokinler bulunmaktadır. Bu 

sitokinler, iNOS‘un aktivasyonu ile sonuçlanır ve fiziksel, kimyasal veya biyolojik 

etkilerle meydana gelen doku hasarında normal düzeylere göre üretilen NO‘in 10 

katına kadar çıktığı görülür (Eiserich ve Patel 1998, Lowenstein ve Padalko 2004). 

 

BağıĢıklık sisteminde, spesifik olmayan hücresel yanıtta birincil olarak 

karĢımıza çıkan iNOS‘un testis ve böbrek gibi bazı dokularda fizyolojik olarak 

salındığı da görülmektedir (Lowenstein ve Padalko 2004). 

 

Endotelyal nitrik oksit sentaz, bir dizi biyolojik ve fizyopatolojik süreçlerde 

önemli görevler üstlenmektedir. Farelerde yapılan çalıĢmalarla; eNOS‘un sistemik ve 

pulmoner hipertansiyon ve hemostazla primer olarak iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Aynı zamanda eNOS‘un vazodilatasyon, endotel hücrelerin proliferasyonu ile 

apoptozisin, belirli bir seviyede tutulmasının sağlanmasına ve endotel hücrelerin 

yüzeyindeki adezyon moleküllerinin ekspresyonunun inhibisyonuna yol açabildiği de 

ortaya konmuĢtur (Govers ve Rabelink 2001, Sessa 2004). 

 

Nitrik oksit, L-NAME, L-NMMA gibi NOS inhibitörleri ile inhibe 

edilmektedir. Deneysel olarak eNOS‘un inhibe edilmesi sonucu damarlarda 

vazokontriksiyonun meydana geldiği görülmüĢtür. Bu bilgiler doğrultusunda da 

hipertansiyonun patogenezinde, eNOS‘un inhibisyonu ile vazodilatasyon 

mekanizmasındaki aksaklıklardan kaynaklandığı ortaya konulmaktadır (Shaul 2002). 

 

Endotelyal nitrik oksit sistemik dolaĢımın düzenlenmesinin yanında böbrek, 

karaciğer ve beyin gibi hayati organların lokal dolaĢımdaki kan basıncı ve akıĢının da 

düzenlenmesinde görev alarak yaĢamın devamlılığını sağlar (Ignarro 1990, 

Lowenstein ve ark. 1994). 
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1.10. Sitokinler ve Özellikleri  

 

Doğal ve spesifik bağıĢıklığın önemli bir bölümünü yöneten; özellikle aktive olmuĢ 

lenfositler ve makrofajlardan sentezlenmesinin yanında diğer birçok hücrelerden de 

sentezlenen düĢük molekül ağırlıklı protein ya da glikoprotein yapısındaki maddelere 

sitokin denilmektedir. Hücrelerin biyolojik fonksiyonlarının düzenlenmesi için 

mesajların alınıp gerekli yerlere iletilmesi, lenfositlerin farklılaĢması, geliĢimi ve 

aktivasyonu ile doku onarımında önemli görevleri vardır. Ġmmun yanıtın 

oluĢmasında etkili olan lenfoid, hemopoetik ve yangı hücreleri arasındaki iletiĢimin 

yanında, önemli sitokinlerden olan interlökin-1, Tümör nekrozis faktör (TNF) alfa, 

TNF-beta ve Ġnterferon-gama (IFN-γ) yangısal cevabın oluĢmasında etkin rol 

oynarlar. Böylelikle de, konağın maruz kaldığı yabancı antijenlere karĢı meydana 

gelen reaksiyonlar kontrol edilir (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Vilcek 2003). 

 

Sitokinler kendilerini üreten hücrelerin yüzeyinde bulunan reseptörlere 

bağlanarak otokrin etki (salındıkları hücreye etki) gösterebildiği gibi çevresindeki 

hedef hücrelerde bulunan özgül reseptörlere bağlanarak parakrin etki (aynı bölgedeki 

değiĢik bir hücreye etki) de gösterirler. Endokrin etkilerini ise vücudun uzak bir 

bölgesinde bulunan hedef bir hücre üzerindeki özgül reseptörlere bağlanarak gösterir 

(dolaĢıma salınan sitokinin uzaktaki bir hücreye etkisi), kan ya da plazma ile taĢınır 

ve sistemik etki görülür. Hematopoezisin uyarılması, düzenlenmesi ve kontrolünde 

de sitokinler görev almaktadır  (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Vilcek 2003). 

 

Sitokinler hedef hücrelerdeki kendilerine özgü reseptörlere bağlanırlar. Yarı 

ömürleri çok kısa olduğu için etkileri hemen görülür. Sitokinlerin salınımı; 

bakteriler, virüsler ve enfeksiyöz olmayan çeĢitli antijenlerin etkisi ile baĢlar. 

Spesifik reseptörler sıklıkla antijenlerle etkileĢime giren hücreler tarafından açığa 

çıkarılır. Beklenen etkilerini bağlandığı hedef hücrede gen ekspresyonlarında 

değiĢikliklere neden olarak gösterirler (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Vilcek 2003). 
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1.10.1. Tümör nekrozis faktör - alfa (TNF-α)  

 

Tümör nekrozis faktör, biyokimyasal olarak farklılık gösteren TNF-α ve TNF-β 

olmak üzere iki formda sentezlenmektedir. Birbirlerinden farklı olsalar da %35 

oranında benzerlik gösterirler. Tümör nekrozis faktör yangısal ve bağıĢıklık 

olaylarında görev alan önemli bir mediatördür. Tümör nekrozis faktör-alfa, uyarılmıĢ 

makrofajlardan ve aktive olmuĢ T lenfositlerinden, TNF-β ise sitotoksik T 

lenfositlerinden salınmaktadır. Diğer sitokinlerin salınımı, fibroblast büyüme faktörü 

uyarılması hatta kemik rezorpsiyonundan, anjiyogenezisin uyarılmasına kadar 

fizyolojik birçok görevi vardır (Semenzato 1990, Vassallı 1992) 

 

Tümör nekrozis faktör-alfa; T lenfosit, nötrofil, mast hücreleri, doğal 

öldürücü (DÖ) ve epitel hücreler tarafından salınmasının yanında özellikle aktive 

olmuĢ makrofajlardan salınan proinflamatuar bir sitokindir. Molekül ağırlığı 17 

kilodalton olan TNF-α; kaĢektin, makrofaj sitotoksin, nekrozin olarak da adlandırılır 

(Old 1985, Vassallı 1992). 

 

Tümör nekrozis faktör-alfa, yangısal bölgenin iyileĢmesi için gerekli bir süreç 

olan yeni kan damarlarının geliĢmesi ile onarıma yardımcı güçlü bir anjiogenezis 

faktörüdür. PıhtılaĢma faktörleri üzerine de etki ederek, pıhtılaĢmayı uyarabilir. 

Tümör nekrozis faktör-alfa‘nın astrositler ve endotel hücrelerinde adezyon 

reseptörlerini artırıcı etkileri de vardır (Semenzato 1990, Vassallı 1992). 

 

Yardımcı T lenfosit tip 1 hücrelerden salınan TNF-α hücre aracılı immun 

cevabı makrofajları aktive ederek oluĢturmaktadır. Bunu da birinci planda iki önemli 

sitokin olan TNF-α ve IFN-γ‘nın birbirleri ile sinerjik etkileĢimleri sonucu NO 

sentezini arttırarak yapar (Semenzato 1990, Vassallı 1992). 
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Tümör nekrozis faktör-alfa‘nın, lenfositlerin apoptozisindeki önemli 

görevlerinin yanısıra, hücre çoğalması, yangı, alerji ve ototimmun hastalıklar gibi 

patolojik birçok süreçte de rol aldığı görülür. İn-vitro çalıĢmalarda TNF-α‘nın 

antiviral etkisinin olduğu gösterilmiĢtir. Bu etkiyi de virüs replikasyonunu inhibe 

ederek gerçekleĢtirir (Old 1985, Aggarwal 2000). 

 

1.10.2. İnterferon - gama (IFN-γ)  

 

Önemli immunmodülatör ve antiproliferatif etkilerinin yanında, hücrede metabolik 

aktivite ve gen ekspresyonları düzenleme yeteneği olan IFN-γ, ilk kez 1957 yılında 

inaktif aĢı denemeleri sırasında tespit edilmiĢ ve viral replikasyonu durdurduğu 

görülmüĢtür (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Schroder ve ark. 2004). Ġmmun 

interferon, makrofaj aktive edici faktör ve tip II interferon olarak da tanımlanan IFN-

γ; makrofaj aktivasyonu, immunolojik aktiviteye sahip CD8 reseptörleri bulunan T 

ve B lenfositlerin büyümesi, farklılaĢması ve aktivasyonunu sağlar ve bu hücrelerden 

TNF-α salınımını uyarır (Abbas ve ark. 1994, Schroder ve ark. 2004) 

 

Ġnterferonlar aminoasit dizilimlerine göre tip I ve tip II olmak üzere 2 gruba 

ayrılırlar. Tip I Ġnterferonlar: IFN-γ, IFN-β ve IFN-ω‘dır. Bu grupta bulunan 

sitokinler özellikle antiviral etkileriyle ön plana çıkarlar. Ġnterferon-beta‘nın baĢlıca 

kaynağı fibroblastlar, IFN-γ ve IFN-ω‘nın ise hemopoetik hücrelerdir. Tip II 

Ġnterferonda ise immun sistemi düzenleme özelliği ağır basmasının yanında, antiviral 

etkisi de bulunan sadece IFN-γ yer alır (Abbas ve ark. 1994, Schroder ve ark. 2004). 

 

Koruyucu immunitede önemli rolü olan IFN-γ yoğun olarak CD4 ve CD8 

reseptörlerine sahip T lenfositlerinden salınmasının yanında, B lenfositler, DÖ 

hücreler ve antijen sunan hücrelerden de belirli miktarda salındığı bildirilmiĢtir. 

Eritrosit hariç vücuttaki tüm hücre tipleri IFN-γ‘nın bağlanıp uyarılarını alabileceği 

reseptörlere sahiptir. Ġnterferon-gama; makrofajların TNF-α, IL-6 ve IL-8 gibi 

sitokinlerle uyarması sonucunda, NOS enziminin aktive olmasına neden olur ve 

bağıĢıklık sisteminin düzenlenmesinde önemli bir görev alır. Aynı zamanda bu 

sayede de üretilen NO‘in antiviral ve mikrobisidal etkilerinden yararlanılmasını 
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sağlayan güçlü bir aktivatördür (Abbas ve ark. 1994, Oppenheim ve Ruscetti 2001, 

Schroder ve ark. 2004). 

 

Ġnterferon-gama hücresel immun cevabı arttırır. Dolayısıyla Th1 immun 

cevapta IFN-γ önemli bir gösterge olarak görülür. Ġnterferon-gama aynı zamanda 

Th2 hücrelerin geliĢimini durdurarak humoral aktivitenin baskılanmasını ve 

düzenlenmesini de sağlar (Abbas ve ark. 1994, Schroder ve ark. 2004). 

 

Hiçbir antijene maruz kalmamıĢ yardımcı T lenfositlerin (Th), dendritik 

hücreler (DH) tarafından uyarımı sonucu ürettikleri sitokinler, fonksiyonları farklı 

Th1 ve Th2 olmak üzere 2 tip hücreye dönüĢürler. DH-1, IL-12 üreterek saf 

lenfositlerin Th1‘e farklılaĢtırır ve IL-2, IFN-γ, TNF-α ve β gibi yangısal sitokinler 

salgılar, DH-2 hücreler ise, IL-4 üreterek Th2‘ye dönüĢümünü sağlar. CD4 

reseptörlere sahip T lenfositlerin de; IL-12 STAT4 yolunu aktive ederek IFN-γ 

sentezini artırır. Üretilen IFN-γ, makrofajların fagosite ettiği patojenleri sindirme 

gücünü arttırarak eliminasyonu sağlar (Schroder ve ark. 2004, Oppenheim ve 

Ruscetti 2001). 

 

Ġnterferon-gama virüsle enfekte hücreler üzerinde antiproliferatif etki 

göstermesiyle enfeksiyonu önleme yoluna gider. Ġnterferon-gama önemli ve güçlü bir 

makrofaj aktive edici faktördür. Ġnterferon-gama‘nın aktivasyonu ile fagosite edilen 

patojenlerin öldürülmesinin yanında, tümörosidal etkisi de vardır (Oppenheim ve 

Ruscetti 2001, Schroder ve ark. 2004). 

 

1.11. Hipomyelinasyonun Derecelendirilmesi  

 

Sınır Hastalığı‘nın spesifik ve aynı zamanda tanıtıcı bulguları arasında yer alan 

hipomyelinasyonun derecesi incelenen hayvanların birbirleri arasında, diğer 

stokinlerin skorlanması açısından büyük öneme sahiptir. Merkezi sinir sistemindeki 

myelinasyonun en güzel tespiti Luxol Fast Blue (LFB) boyası ile yapılmaktadır. 

DondurulmuĢ veya formalinde fikse edilip parafine gömülen dokularda meydana 

gelen demyelinasyon ya da remyelinasyonu araĢtırmak için yapılan histokimyasal bir 
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boyama yöntemi olan LFB ile boyanan myelin, mavi renkte boyanmakta ve 

myelinasyon derecesinin incelenmesine olanak sağlamaktadır. Alkolde çözünebilme 

yeteneğinde olan LFB, suda çözünebilen Alcian Blue‘nun karĢılığı gelen boyadır. 

Lipoproteinleri boyama ve birebir eĢleĢme özelliğinde olan bu boyanın temel 

boyama mekanizmasının prensibi ise asit-baz reaksiyonuna dayanmaktadır. 

 

1.12. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)  

 

Astrositler beyin nöronlarının fizyolojik fonksiyonlarını yerine getirip yaĢamlarını 

sürdürebilmeleri için gerekli olan iyonik matriksin belirli bir sabitlikte kalmasında 

görev alırlar. Kan-beyin bariyerinin fonksiyonunda ve nörodejeneratif hastalıkların 

fizyopatolojisinde rolleri vardır (Bovolenta ve ark. 1984). Aynı zamanda astrositlerin 

travma, iskemi ve nörodejenerasyon gibi MSS patolojileri ile de yakından alakalı 

olduğu bilinmektedir (Middeldorp ve Hol 2011). Sağlıklı bir beyin geliĢiminde 

nöronlar ile astrositler arasındaki etkileĢimin eksiksiz olması ve aksamaması 

gerekmektedir. Dolayısıyla beyin geliĢimlerinin takibinin yapılmasında 

astrositlerdeki majör intermediyer filamen protein varlığının bilinmesi önemlilik arz 

eder (Bovolenta ve ark. 1984, Middeldorp ve Hol 2011). 

 

Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) temel olarak astrositlerde açığa çıkan 

35-45 kDa ağırlığında intermediyer filamandır (Middeldorp ve Hol 2011). Nöron ve 

glial hücrelerin birbirleri arasındaki etkileĢimlerde GFAP‘ın rol oynadığı 

bildirilmiĢtir (McCall MA ve ark. 1996). Bu özelliklerinden dolayı da önemli 

belirleyici, hücre içi bir protein olarak da değerlendirilebilir. FarklılaĢmaya baĢlayan 

astrositlerdeki temel olaylardan birisi GFAP varlığının artmasıdır (McCall MA ve 

ark. 1996). Glial fibriller asidik protein olgun astrositler tarafından salınırken, 

olgunlaĢmamıĢ astrositler tarafından da vimentin salınmaktadır (Dahl 1981). 

Dolayısıyla GFAP varlığı gösteren astrositler olgunlaĢmıĢ astrositler olarak 

yorumlanır (Gomes FC ve ark. 1999).  
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Genel olarak nörodejeneratif hastalıklar sonucu Ģekillenen nöron 

dejenerasyonlarının ve ölümlerinin karakteristik patolojik bulgusu astrogliozisdir. 

Kısacası, MSS‘de herhangi bir nedenle hasar meydana geldiği zaman, glial hücreler 

bu reaksiyona hücreselleği arttırarak cevap verirler. Buna da gliozis denilmektedir 

(Middeldorp ve Hol 2011). Gomi ve arkadaĢlarının 1995 yılında ratlar üzerinde 

yapmıĢ oldukları çalıĢmada bu astrositik intermediyer filamanların reaktif glioziste 

önemli rol oynadığını göstermiĢlerdir. Sadece astrositlerde değil aynı zamanda 

myelin yapımından sorumlu oligodendrositlerde ve ependim hücrelerinde de GFAP 

varlığı gözlenir. Beyinde bu kadar önemli görevleri olan bu hücrelerin herhangi 

sebeple meydana gelen nöronal hasara da GFAP varlıklarını artırarak cevap verirler 

(Baydas ve ark. 2003).   

 

1.13. Apoptozis, Görev Alan Aracılar ve Özellikleri  

 

1.13.1. Apoptozis, Terminoloji ve Tarihçe  

 

Hücre ölümü ile ilgili ilk çalıĢmalar, 1920 yılında yeni histolojik boyama 

yöntemlerinin yaygın kullanımıyla birlikte baĢlamıĢ ve bu alanda ilk bilgiler hücre 

dejenerasyonu ve nekroz konularında elde edilmiĢtir (Kumar ve ark. 2005). Omurgalı 

ve omurgasızlardaki hücre ölümü, 1951‘de Gluchsmann, 1966‘da Gaunders 

tarafından tanımlanmıĢtır. 1965 yılında Edinburg Üniversitesi‘nden Kerr, portal 

venin büyük bir kolunun ligatüre edilmesinden sonra karaciğer hücrelerinde değiĢik 

ölüm tiplerini tanımlamıĢtır. 1972 yılında yine Kerr, Wyllie ve Currie adındaki 3 

Ġskoçyalı patolog Yunanca‘da apo: ayrı, ptosis: düĢen anlamlarına gelen ve 

sonbaharda ağaç yapraklarının gövdeden ayrılmasına benzetilerek tanımlanan 

apoptozis terimini kullanmıĢlardır (Kerr ve ark. 1972).  

 

Apoptozis biyolojik görevlerini tamamlamıĢ yapısal elemanları ya da DNA‘ 

sı hasar görmüĢ hücrelerin iliĢkili olduğu doku ve hücrelere zarar vermeyecek bir 

biçimde ortadan kaldırılmasını sağlayan, genlerle kontrol altında tutulan ve 

gerçekleĢmesi için enerjiye ihtiyaç duyan programlı hücre ölümüdür. Embriyonik 

dönemden baĢlayarak tüm yaĢam boyunca deri, gastrointestinal ve immun sistem gibi 
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pek çok sisteme ait dokuların devamlılığı mitoz, hücre ölümü ve apoptozis arasındaki 

denge ile sağlanmaktadır (Gewies 2003,  Zhang ve ark. 2004, Elmore 2007). 

 

Apoptozis de kendi içerisinde bir denge halindedir. Artması durumunda 

nörodejeneratif hastalıklara, azalması durumunda ise kanser ve fazla otoreaktif 

hücrelerin ortadan kaldırılamaması sonucu otoimmun hastalıklara yol açabilmektedir 

(Gewies 2003, Elmore 2007). 

 

Wyllie (1980) apoptozisi deneysel olarak, glukokortikoidlere maruz bırakılan 

olgunlaĢmamıĢ T lenfositlerinde göstermiĢ ve jel elektroforezi ile apoptoziste 

endonükleazların aktive olarak DNA kırıklarına neden olduğunu, böylece apoptotik 

hücre ölümünün ilk biyokimyasal kanıtını elde etmiĢtir. Bu tarihten sonra da 

apoptozis ile ilgili çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. 

 

Raffray ve Cohen, 1993 yılında, yüksek dozda kullanılan steroidlerin timus 

hücreleri üzerine etkilerini incelemiĢ ve timus hücrelerinin bu etki ile direkt olarak 

apoptozise gitmek yerine, hücre ölümüne neden olacak genleri aktive ederek 

hücreleri apoptozise yönlendirdigini bildirmiĢtir. Böylece apoptozisin genler 

tarafından düzenlenen bir hücre ölümü olduğu ortaya konulmuĢtur. 

 

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik olarak yaĢamın her döneminde 

görülebilir. Ġntrauterin geliĢim sırasında el ve ayak parmakları arası baĢlangıçta 

kapalı iken aralardaki hücrelerin apoptozise uğrayarak yıkımlanması ile parmakların 

birbirinden ayrılmasında, yaĢlılığa bağlı olarak geliĢen organ atrofileri ve laktasyon 

sonrası meme bezlerinin gerilemesinde ve proliferasyona uğrayan hücre 

topluluklarında fizyolojik bir süreç olarak düĢünülür. Patolojik olarak ise; 

parankimatöz organlarda kanal tıkanmaları sonucu geliĢen atrofi, radyasyon, 

kemoterapi ve hipoksi aracılığı ile oluĢan hücre ölümleri, insülin bağımlı diabetes 

mellitus, sığırların respiratorik sinsityal virüs enfeksiyonunda epitel hücre ölümleri, 

iskemik hasarlarda (miyokard infarktüsü) patolojik olarak apoptozis Ģekillenmektedir 

(Gewies 2003, Elmore 2007). 
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Apoptozisi nekrozdan ayıran en önemli etken, süreç için enerjiye ihtiyaç 

duyulmasıdır. Apaf-1 etkisini ATP‘ye bağlanarak göstermektedir ve bu durumda 

neden enerjiye ihtiyaç duyduğunu açıklamaktadır (Korsemeyer 1992, Cory ve 

Adams 2002). 

 

1.13.2. Apoptotik Hücrelerde Morfolojik Değişiklikler  

 

Apoptozise uğramıĢ hücrede görülen morfolojik değiĢiklikler oldukça 

karakteristiktir. Özellikle hücre çekirdeğinde meydana gelen yapısal değiĢiklikler ıĢık 

mikroskobik düzeyde bile tanıtıcı nitelik taĢımaktadır. 

 

Apoptozis, tek bir hücrede, büzülme ve çevre hücrelerle olan temasın 

kaybolması ile karakterizedir. Bu yüzden de 1971 yılında Kerr bu durumu büzüĢme 

nekrozu olarak da tanımlamıĢtır. Hücresel büzülmenin nedeni, Na
+
, K

+
, Cl

-  
taĢıyıcı 

sisteminin durması nedeniyle hücre içi ve dıĢı arasındaki sıvı hareketinin 

olmamasıdır. Bunun da plazma membranında bulunan iyon kanallarının ve 

pompalarının aktivasyondaki bozulmalar sonucu gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. 

Apoptotik uyarım alan hücrenin, hacmi yarıya iner, çevre doku ile olan bağlantıları 

kesilir (Zhang ve ark. 2004, Elmore 2007). 

 

Elektron mikroskobunda gözlenen değiĢikliklerde, öncelikle plazma 

membranının Ģekli bozulur ve tomurcuk benzeri çıkıntılar oluĢur. Bu görünüm, maya 

tomurcuklarından esinlenerek ―zeiozis‖ olarak tanımlanır. Hücre membranındaki 

tomurcuklanma ve parçalara ayrılma olayında transglutaminaz enzimi etkili 

olmaktadır. Apoptotik hücre membranı bu gibi enzimlerin aktivasyonu ile lizis 

riskine karĢı güçlendirilir ve sonuç olarak membranlar bütünlüklerini korurlar. 

Ayrıca sitoplazmanın yoğunlaĢtığı ve organellerin birbirine yaklaĢtığı gözlenir. 

Enzim aktivasyonları sonucu hücre yüzeyinde oluĢan tipik kabarcıklar bir süre sonra 

sağlam yapılı organelleri içeren çok sayıda apoptotik cisimcikleri oluĢtururlar 

(Kanduc ve ark. 2002, Zhang ve ark. 2004, Elmore 2007). 
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Endoplazmik retikulum (ER) haricinde hiçbir organelde değiĢiklik görülmez. 

ER geniĢler ve dilatasyona uğrayan ER hücre yüzeyi ile birleĢerek tipik krater 

manzarası Ģekillenir, bunun da sitoplazmadaki suyun ER‘a geçerek olduğu 

düĢünülmektedir (Rao ve ark. 2001). 

 

Morfolojik olarak en önemli değiĢiklikler çekirdekte izlenir. Kromatin 

çekirdek membranına yakın kısımlarda yoğunlaĢarak değiĢik Ģekil ve büyüklükte 

çöker. Elektron mikroskobik incelemede kromatinin yoğun granüler yarımay, hilal 

veya yüzük Ģeklinde çekirdek membranının iç yüzünde yerleĢtiği gözlenir. Çekirdek 

de hücre gibi büzüĢür ve bazen membranla sarılı olarak birkaç parçaya ayrılabilir 

(Gewies 2003, Elmore 2007). 

 

Apoptozisin baĢlangıcından bitiĢine kadarki süreçte üç etken temel görev alır. 

Bunlar; Bcl–2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 proteinidi. 

 

1.13.3 Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) 

 

Bcl-2 geni 24–26 kDa‘luk protein kodlayan, apoptozisin düzenlenmesinde önemli 

role sahip onkoprotein grubudur. Bu aile üyelerinin bir kısmı apoptozisi tetiklerken 

(Bax, Bad, Bid), diğer bir kısmı ise (Bcl-2, Bcl-xI) inhibe eder. Bcl-2 geni ilk olarak 

insan B hücreli foliküler lenfomasında tanımlanmıĢtır (Korsemeyer 1992, Cory ve 

Adams 2002). 

 

Bcl-2 ve Bcl-xl anti-apoptotik etkileriyle ön plana çıkarlar. Bunu da 

kaspazların öncü formlarını durdurarak ya da kaspaz aktivasyon zincirinin aktive 

olması için gerekli olan sitoplazmadaki apoptozis tetikleyici faktör (AIF) ve sitokrom 

c gibi hücreyi apoptozise götüren faktörlerin mitokondriden serbest hale gelmesini 

engelleyerek gerçekleĢtirir. Bcl-2 mitokondri ile yakın iliĢkili olmasından dolayı 

antioksidan etkiye sahiptir ve oksidatif stresin neden olduğu apoptozisi de inhibe 

eder. Bcl-2 apoptoz proteaz aktive edici faktör-1 (apaf-1)‘e tutunmuĢ olarak bulunur. 

Hücrenin içinden alınan apoptotik sinyaller apaf-1‘in mitokondrinin dıĢ zarından 
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ayrılmasına neden olur. Bu ayrılma, dıĢ mitokondri zarının geçirgenliğini artırarak 

hücrenin apoptozise gitmesiyle sonuçlanır (Reed 1994, Cory ve Adams 2002). 

 

Apoptozisin Ģekillenmesinde mitokondri önemli bir hücre organelidir. Bcl-2 

proteini mitokondrinin özellikle dıĢ membranında bulunmasının yanında iç 

membranına da lokalize olmuĢtur. Bunun yanında ER, çekirdek membranı dıĢ yüzeyi 

ve sitoplazmada da bulunabilmektedir. Aynı zamanda membran yapı taĢları ile 

iliĢkilidir. Hücreye apoptozis emri veren sinyaller mitokondrinin dıĢ zarında 

geçirgenlik artıĢına neden olarak sitokrom c‘nin sitoplazmaya geçmesine neden olur. 

Bu geçirgenliği Bcl-2 grubu proteinler ayarlar. Dolayısıyla Bcl-2 mitokondrinin dıĢ 

zar geçirgenliği ve bütünlüğünün korunmasında etkilidir. Özellikle iyon 

transportunun düzenlenmesinden sorumludur ve sitokrom c‘nin salınımını engeller 

(Korsemeyer 1992, Reed 1994). 

 

B lenfositlerin yüksek düzeyde Bcl-2 varlığı gösterdiği bilinmektedir. 

Alnemri ve arkadaĢları (1992) glukokortikoidlere maruz bırakılan B lenfositlerin 

apoptozise gitmedikleri ve hayatta kaldıklarını göstermiĢlerdir. 

 

1.13.4. Kaspazlar (3 ve 9)  

 

Apoptotik hücre morfolojisinin oluĢması için kaspaz aktivasyon zincirinin aktif hale 

geçmesi gerekmektedir. Bu sürecin baĢlangıç noktası hücrenin apoptozise gitmesini 

uyaran hücrenin içinden veya dıĢından gelen ölüm sinyallerinin baĢlatıcı kaspazlar 

tarafından alınmasıdır. BaĢlatıcı kaspazlar bu ölüm sinyallerini efektör kaspazlara 

naklederler. Efektör kaspazların aktifleĢmesiyle sitoplazmik proteinler yıkımlanır. Bu 

sırada endonükleazlar da aktive olarak DNA‘nın parçalanmasına neden olurlar. 

Hücre iskeletinin ana bileĢeni olan aktin filamanlarının da yıkımlanması sonucu 

hücre normal Ģeklini kaybeder. Bu olaylar sonuç olarak karakteristik morfolojinin 

meydana gelmesiyle sonuçlanır. BaĢlatıcı kaspazlar; Kaspaz 2, 8, 9, 10 olarak 

bilinirken, Efektör kaspazlar ise Kaspaz 3, 6, 7 olarak bilinirler (Gewies 2003, 

Elmore 2007). 
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Apoptotik sinyallerle hücre içindeki kaspazlar proteolitik parçalanmadan 

sonra aktive olurlar. Proteinleri sadece aspartik asit bulunan bölgelerden kestikleri 

için bu ismi alırlar (caspase: Cysteine-containing ASPartate specific proteASEs). 

Ġnaktif proenzimler olarak sentezlenip zimojen (prokaspaz) formda sitoplazmada 

bulunurlar. Aktif merkezlerinde sistein aminoasiti yer aldığından sistein proteazlar 

olarak da adlandırılan bir grup enzimlerdir ve 14 tanesi tanımlanmıĢtır (Cohen 1997, 

Elmore 2007). 

 

Kaspaz aktivasyon zincirinde görev alan en önemli kaspazlar 8, 9 baĢlatıcı ve 

3 efektör kaspazlardır. Apoptoziste rol alan membran reseptörleri içinde en önemli 

grup TNF reseptörleri (TNFR) ailesidir. Tümör nekrozis faktör reseptörleri içinde 

apoptozis oluĢturan reseptörlerden en önemlileri Fas ve TNFR1‘dir. Fas ligandın Fas 

reseptörüne bağlanması ile Fas reseptörünün hücre içinde bulunan parçası, Fas 

adaptör proteinle (FADD) birleĢerek ölüm baĢlatan sinyal kompleksini (DISC; death-

inducing signaling complex) oluĢturur. Bu da prokaspaz 8‘in aktifleĢmesini sağlar 

(ġekil 1.4) (Cohen 1997, Ashkenazi ve Dixit 1998, Elmore 2007). 

Şekil 1.4. Apoptozisin oluĢum Ģeması (Elmore 2007‘den uyarlanmıĢtır). 
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Bir sitokin olan TNF‘nin TNF reseptörleri ile birleĢmesi (TNFR1) sonucunda 

reseptörün hücre içinde bulunan parçası, TNFR adaptör protein (TRADD) ile 

etkileĢir. TRADD daha sonra FADD ile birleĢerek prokaspaz 8‘i aktifleĢtirir (Li ve 

ark. 1998, Gewies 2003, Elmore 2007). 

 

Kaspaz 9‘un aktivasyonu birinci yol apoptozom kompleksi (sitokrom-c + 

Apaf-1 + ATP) ile olmaktadır. Sitokrom c‘nin mitokondriden sitoplazmaya 

salıverilmesi apoptozis yoluna girmiĢ bir hücrede geri dönüĢümsüz bir döneme 

girildiğini iĢaret eder. OluĢan apoptozom kompleksi inaktif olan prokaspaz-9‘un aktif 

kaspaz-9 haline dönüĢmesini sağlar. Aktif kaspaz 9 ise efektör kaspazlardan 

prokaspaz 3 ve 7‘yi aktive ederek kaspaz 3 ve 7‘nin çekirdeğe girebilmesi için 

çekirdek porlarını normalden daha geniĢ bir konuma getirir. Bir diğer yol ER aracılı 

aktive olan kaspaz 12‘nin aktivasyonudur. Kaspaz 12, ER membranında lokalize 

olan ve ER aracılı apoptozis için esas teĢkil eden bir kaspazdır. Son çalıĢmalar, Ca
++

 

seviyelerinin ER‘yi etkilemesi ile prokaspaz-12 aktifleĢtirdiğini göstermiĢtir. Aktif 

kaspaz 12 sitoplazmaya yönelir. Kaspaz 9 ile karĢılıklı olarak etkileĢerek kaspaz 

aktivasyon serisini etkinleĢtirir. Üçüncü yol ise granzimler aracılığı ile olmaktadır 

(Cohen 1997, Garrido ve ark. 2006). 

 

Efektör kaspazlardan olan Kaspaz 3‘ün aktivasyonu, baĢlatıcı kaspaz 8 ve 

kaspaz 9‘un aktivasyonu ile olmaktadır. Ayrıca granzimler direkt kaspaz 3‘ü aktive 

edebildiği gibi kaspaz 10 aracılığı ile de kaspaz 3‘ü aktive edebilmektedir. Aktif 

kaspaz 3, kaspazla-aktifleĢen deoksiribonükleaz inhibitörünü (ICAD) inaktifleĢtirir, 

böylece ICAD‘ünün bağladığı kaspazla-aktifleĢen deoksiribonükleaz (CAD) 

serbestleĢir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularından biri olan kromatin 

yoğunlaĢmasına ve DNA kırıklarına neden olur. DNA hasarı tamirinde rol alan 

protein poli ADP riboz polimerazdır (PARP). DNA zincir kırıklarına bağlanıp 

çekirdek proteinlerini modifiye etme görevini üstlenen PARP proteinin DNA 

hasarını onarması kaspaz 3 ile parçalanmasıyla önlenir (Gewies 2003, Elmore 2007). 
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Bu çalıĢmada, SHV enfekte kuzu ve oğlaklarda; apoptotik ve anti-apoptotik 

mekanizmaların karĢılıklı araĢtırılması ve eğer varsa SHV‘nin merkezi sinir 

sisteminde hangi yolakla apoptozisi tetiklediğinin ortaya konulması amaçlanmıĢtır.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Doğal SHV Enfekte Beyin Dokularının Temini  

 

ÇalıĢma materyalini; Kırıkkale Üniversitesi Veteriner Fakültesi Patoloji Anabilim 

Dalı‘na rutin patolojik tanı için getirilen ve Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel 

AraĢtırmalar Projesi tarafından 2006/19 no ile desteklenen ―Kırıkkale yöresindeki 

küçük ruminantların Border Hastalığı‘nın histopatolojik ve immunohistokimyasal 

yöntemlerle incelenmesi‖ adlı proje kapsamında toplanan kuzu ve oğlaklara ait beyin 

dokuları oluĢturdu. Deney grubu olarak; histopatolojik, immunopatolojik ve RT-PZR 

analiz sonuçları doğrultusunda Sınır Hastalığı tanısı konulan 5 adet oğlak (olgu no: 3, 

5, 10, 12, 13) ve 10 adet kuzuya (olgu no: 1, 2, 4, 6-9, 11, 14, 15) ait parafin blok 

arĢivinden seçilen orta beyin ve beyin kökü dokuları kullanılmıĢtır. Sağlıklı kontrol 

amacıyla da, Kırıkkale Belediye Mezbahası‘ndan temin edilen ve SHV antijeni 

yönünden negatif olduğu immunopatolojik ve RT-PZR analiz sonuçları ile 

doğrulanan 3 adet oğlak ve 3 adet kuzuya ait beyin dokusu çalıĢmaya dahil 

edilmiĢtir. Her bir olguya ait beyin örnekleri %10‘luk tamponlu formalinde 48-72 

saat boyunca tespit edildikten sonra örnekler 1 gece boyunca akan çeĢme suyu 

altında yıkamaya alındı. Klasik doku takibi iĢlemlerinden olan sıralı alkol (70
o
, 80

o
, 

90
o
, 96

o
 ve mutlak alkol) ve ksilol serilerinden sonra parafinde bloklandı.  

 

2.2. Histopatolojik İncelemeler 

 

Sınır Hastalığı Virüsü ile enfekte çalıĢma dahilindeki hayvanların orta beyin ve beyin 

kökünden alınan koronal kesitler incelendi. Parafine gömülü beyin dokularından 4 

μm kalınlığında 10‘ar kesit 3-aminopropyl triethoxysilane kaplı lamlara alındı, 

hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler aĢağıda Çizelge 2.1‘de açıklanan 

kriterler göz önüne alınarak binoküler ıĢık mikroskobunda (Olympus BX51) 

değerlendirildi. Çizelge 2.1‘de verilen histopatolojik kriterlerin Ģiddeti ve 

yaygınlığına göre 0 ile 3 puan arasında semikantitatif olarak skorlandı. Buna göre; 

herbir olgu aldığı toplam puan üzerinden Sınır Hastalığı nörohistopatolojisi 
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yönünden aĢağıdaki Ģekilde skorlandı; 0 puan: lezyon yok, 1-5 puan: hafif, 6-10 

puan: orta ve 11-15 puan: Ģiddetli.  

 

Çizelge 2.1.  Sınır Hastalığı bulgularının histopatolojik skorlama kriterleri 

 

Sınır Hastalığı‘nın 

histopatolojik 

değerlendirmesinde dikkate 

alınan kriterler 

Nöron nekrozu 

 +1  
Yaygınlığına göre +2 

 +3 

Hipomyelinasyon 

 +1  
Şiddetine göre +2 

 +3 

Gliozis 

 +1  
Yaygınlığına göre +2 

 +3 

Perivasküler hücre 

infiltrasyonu 

1-2 sıra MNH  +1  
3-6 sıra MNH +2 
6 ve daha fazla +3 

Vaskülitis 

 +1  
Yaygınlığına göre +2 

 +3 

 

2.3. İmmunoperoksidaz İncelemeler  

 

2.3.1. Sınır Hastalığı Virüsü Antijeni, eNOS, iNOS, GFAP, TNF-α, IFN-γ, Bcl-2, 

TNF-R1, TUNEL, Kaspaz 3 ve 9 Antijenlerinin İmmunoperoksidaz Teknikle 

Saptanması  

 

2.3.1.1.  eNOS, iNOS, GFAP, TNF-α, IFN-γ, Bcl-2, TNF-R1, Kaspaz 3 ve 9 

Antikorları  

 

Kullanılan ticari antikorların özellikleri, katolog numaraları, kullanılan antijen geri 

alma yöntemi ve kullanıldıkları sulandırmalar Çizelge 2.2‘de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Ġmmunohistokimyasal testlerde kullanılan ticari antikorlar 

 

 

Antikor 

 

 

Ticari 

Firma/ 

Katolog No 

 

Antikor 

Konağı 

 

 

Antikor 

Türü 

 

Antijen Geri 

Alma Yöntemi 

 

Sulandırma 

Oranı 

eNOS 

 

Thermo 

Scientific 

RB-9279P0 

 

TavĢan 

 

Poliklonal 

 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

Kullanıma 

hazır 

 

iNOS 

 

Thermo 

Scientific 

RB-9242P0 

    TavĢan 

 

Poliklonal 

 

 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

Kullanıma 

hazır 

 

TNF-α 

 

Thermo 

Scientific 

PBOTNFAI 

 

TavĢan 

 

Poliklonal 

 

%0.1‘lik 

Proteinaz K 

 

1/100 

TNF-R1 
Santa Cruz 

sc-7895 
TavĢan  Poliklonal 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

1/100 

 

IFN-γ 

 

Thermo 

Scientific 

PBOIFNGI 

 

TavĢan 

 

Poliklonal 

 

%0.1‘lik 

Proteinaz K 

 

1/100 

 

Bcl-2 

 

Santa Cruz 

sc-130308 
    TavĢan Poliklonal 

 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

1/100 

 

Kaspaz 3 

Santa Cruz 

sc-1226 

 

TavĢan 

 

Poliklonal 

 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

1/100 

 

Kaspaz 9 

Santa Cruz 

sc-17784 

 

    TavĢan 

 

Poliklonal 

 

10mM Sitrate 

bufferda (pH 

6.0) kaynatma 

 

1/100 

GFAP 

Thermo 

Scientific 

RB-087-A1 

TavĢan Poliklonal 

%0.1‘lik 

Proteinaz K 

 

1/100 
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2.3.1.2.  Sınır Hastalığı Virüsü Antijeni, eNOS, iNOS, GFAP, TNF-α, IFN-γ, Bcl-

2, TNF-R1, Kaspaz 3 ve 9 Antijenlerinin Saptanmasına Yönelik 

İmmunoperoksidaz Test Prosedürü  

  

ÇalıĢmada kullanılan hayvanların (5 oğlak, 10 kuzu) beyin dokularında SHV, eNOS, 

iNOS, GFAP, TNF-α ve IFN-γ ve apoptotik ve anti-apoptotik mekanizmaları 

belirleyen Bcl-2, TNF-R1, TUNEL, kaspaz 3 ve 9 antijenlerini göstermek amacıyla 

indirekt immunoperoksidaz test tekniği uygulandı. Bunun için streptavidin/biotin 

immunoperoxidaz kiti (Novacastra, HRP, Katolog no: RE7110-K, USA) kullanıldı. 

Tüm uygulamalar kit protokolünde açıklandığı gibi gerçekleĢtirildi. Buna göre 

kısaca; kesitler deparafinizasyon iĢlemi için 3 adet ksilol serisinde 5‘er dakika 

bekletildi. Rehidrasyon iĢlemi için de absolu alkol, %80, %70, %50 ve distile suda 

yine 5‘er dakika bekletildikten sonra dokulardaki endojenaz peroksidaz aktivitesini 

giderilmesi için metanolde hazırlanan %3‘lük hidrojen peroksitte 7 dakika tutuldu. 

Antijen geri alma yöntemleri ve sulandırma oranları Çizelge 2.2‘de gösterilmiĢtir.  

Kullanılan yöntemler antikorlar arasında farklılık gösterdiğinden dolayı SHV, TNF-α 

ve IFN-γ antijenlerini geri alma aĢaması enzimatik sindirim için %0,1‘lik proteinase 

K ile oda ısısında 5 dk inkübe edilirken, eNOS, iNOS, Bcl-2, kaspaz 3, 9 ve TNF-R1 

antijenlerini geri almak için sitrat buffer solüsyonunda (Thermo Fisher Scientific 

katalog no: TA-050-CBX) 30 dk kaynatma iĢlemi uygulandı. Protein bloke edici 

serumda (Novacastra, Katolog no: RE7102, USA) 7 dakika bekletildikten sonra 

%0,1‘lik proteinase K uygulanan dokular oda ısısında poliklonal tavĢan anti-SHV, 

TNF-α ve IFN-γ antikoru ile oda sıcaklığında 60 dk süreyle inkübe edildi. Sitrat 

buffer solüsyonunda 30 dakika kaynatılan dokular ise eNOS, iNOS antikorları ile 60 

dk, Bcl-2, kaspaz 3 ve 9 antikorları ile de yine oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi.  

Biotinle iĢaretli universal polivalan (anti-mouse IgG, anti-rat IgG, anti-rabbit IgG) 

sekonder antiserumla (Novacastra, Katolog no: RE7103, USA) 15 dakika, 

streptavidin-peroksidaz enzimi ile 15 dakika tutulduktan sonra renk reaksiyonu için 

aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed, Lot: 60682605, USA) 5 dakika 

inkübe edildi. Mayer‘in hematoksileni ile 1-2 dakika süreyle karĢıt boyamaları 

yapıldı. Her bir preparat bu iĢlemlerden sonra su bazlı yapıĢtırıcı ile kapatıldı. 
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ÇalıĢma dahilinde tespit edilen 3 adet oğlak ve 3 adet kuzuya ait beyin 

dokularının hem pozitif hem de negatif kontrol grupları da eĢ zamanlı olarak anılan 

antijen geri alma yöntemi ve antikorlar ile inkübasyona bırakılıp çalıĢmaya dahil 

edildi. 

 

2.3.1.3. TUNEL Boyama Protokolü  

 

Nöron ve glialardaki DNA fragmentasyonunu göstermek için Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) metotu 

(―In Situ Cell Death Detection Kit‖ Roche Diagnostics; Cat. No. 11 684 817 910, 

Verison 13.0) seçildi. Hazırlanan preparatlar 37
o
C‘de gece boyu deparafinizasyon 

iĢleminden sonra dereceli alkol serilerinden geçirilerek rehidrasyon iĢlemi uygulandı. 

Rehidrasyonun son aĢaması olan distile sudan çıkarılan preparatlar 2 kere 5‘er dakika 

(2x5) PBS‘de yıkandı. Daha sonra PBS‘de yıkanan preparatlara %0,1‘lik Proteinaz K 

damlatılarak 37
o
C‘de 30 dk inkübe edildi. Preparatlar PBS‘de 2x5 dk yıkandı ve 

metanolde hazırlanan %3'lük H2O2 ile oda ısısında 15 dk inkube edildiler. Tekrar 

PBS‘de 2x5 dk yıkandıktan sonra preparatlar buharlı kabin içerisine yerleĢtirildi ve 

üzerlerine iĢaretleme tepkimesi için Terminal Deoksi Transferaz (TdT) reaksiyon 

karıĢımı damlatılarak 37C‘de, 60 dk inkübe edildi. Negatif kontrollere ise TdT 

enzim içermeyen solüsyondan damlatıldı. Preparatlar yine PBS‘de 2x5 dk 

yıkandıktan sonra ilk aĢama olan floresan mikroskopta ön değerlendirilmeleri yapıldı 

ardından her bir preparata 37C‘de 30 dk inkübe etmek üzere converter-POD 

solüsyonu eklendi. Preparatlar yine PBS‘de 2x5 dk yıkandıktan sonra renk 

reaksiyonu için aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed, Lot: 60682605, 

USA) 5 dk inkübe edildi. Son olarak da preparatlar 3x3 dk PBS‘de yıkandıktan sonra 

su bazlı yapıĢtırıcı ile yapıĢtırılarak ıĢık mikroskobunda (Olympus BX51) 

incelemeye alındı. 
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Beyin dokusundaki kontrol ve SHV ile enfekte hayvan gruplarına ait 

iĢaretlenmiĢ apoptotik hücrelerin sayımında (TUNEL), Olympus DP25 kamera 

ataçmanlı Olympus BX51 ıĢık mikroskobu kullanıldı. Sayım iĢlemi, kesitler üzerinde 

mikroskobun X40 oküler merceğinde 5 farklı birim alan içine düĢen apoptotik 

hücrelerin sayımı ile gerçekleĢtirildi. Hepsinin ortalaması alınarak birim alandaki 

ortalama hücre sayısı bulundu.   

 

2.4. Luxol Fast Blue (LFB) Boyama Protokolü  

 

Deparafinizasyon ve %95‘lik etil alkolde rehidrasyon iĢlemine tabi tutulan kesitler 

Yao ve arkadaĢlarının (1994) tanımladığı LFB boyama protokolüne göre boyandı. 

Kesitler %1‘lik LFB solüsyonunda 60
o
C‘de bir gece bekletildikten sonra %95‘lik etil 

alkolde boya kalıntıları gidene kadar yıkandı ve ardından distile suya alındı. 

Ortalama 30 saniye %0.05‘lik LiCO
3
‗da yıkandıktan sonra %70‘lik etil alkolde 

sürekli mikroskop altında beyaz ve gri maddenin tam ve temiz bir Ģekilde ayrımını 

görene kadar yıkandı. Ardından tekrar distile suda yıkandı. Bir gün önce hazırlanmıĢ, 

önceden 60
o
C‘ye getirilmiĢ etüvde bekleyen ve içine %0,1‘lik asetik asit eklenmiĢ 

%1‘lik cresyl violet asetat içinde 3 dakika bekletildikten sonra %95‘lik etil alkolde 

ve absolu alkolde mikroskop altında kontrol edilerek dehidre edildikten sonra 5‘er 

dakika iki farklı ksilolde temizlenip entellan ile yapıĢtırıldı. 

 

Luxol fast blue ile boyanan kesitlerde myelinin boyanıp boyanmama kriterleri 

göz önüne alınarak her bir hayvan 0 ile 3 skor arasında semikantitatif olarak 

değerlendirildi. Buna göre 3, myelinin tamamen yokluğunu gösterirken, 2, orta, 1 

hafif, 0 ise yoğun myelinasyonu gösterdi. 
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2.5. Histomorfometrik ve İstatistik Analizler  

 

Olympus DP25 kamera ataçmanlı Olympus BX51 ıĢık mikroskobu ile 

immunohistokimyasal bulgular görüntülendi ve her bir hayvanın protokol numarası 

altına kaydedilmek üzere tek tek dijital mikrofotoğrafları çekildi. QWĠN plus 

otomatik histomorfometri analiz programı ile kantitatif olarak pozitif boyanmaların 

derecesi hesaplandı. Her bir dokunun yüzde boyanma oranı ise 1 mm
2
 alanı temsil 

eden rastgele beĢ alana bakılarak yapıldı. Elde edilen yüzde boyanma oranlarının 

ortalamaları alınarak tek bir preparatın kantitatif boyanma değeri elde edildi. Enfekte 

ve sağlıklı hayvan dokularının immunohistokimyasal yöntemle boyanmasının 

ardından elde edilen sonuçlar SPSS paket programı (Versiyon 11.5, Windows) 

kullanılarak Mann Withney U testi ile değerlendirildi. Non-parametrik korelasyon 

test gerekleri sağlandığı için Spearman korelasyon testi uygulanmıĢtır. SPSS 15.0 

version istatistiksel analiz programı kullanılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

3. BULGULAR 

 

3.1. Histopatolojik Bulgular  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte hayvanların orta beyin ve beyin kökü bölgelerinden 

alınan koronal kesitlerde gözlenen histopatolojik bulgular ve skorlamaları Çizelge 

3.1‘de verilmiĢtir. Ġncelenen tüm olgularda, dikkati çeken ortak histopatolojik 

değiĢiklik, yaygın nöron dejenerasyonlarının görülmesiydi (olgu no: 6, 13) (ġekil 

3.1, ġekil 3.5). Bazı olgulara ait dejenere olmuĢ nöronlarda satellitozis dikkati çekti 

(olgu no: 3). Bununla beraber Ģiddetli olgularda, nöronlarda büzüĢme ve 

dejenerasyonların görülmesinin yanısıra, çekirdeklerinin gözden kaybolduğu ve 

eozinofilik görünüm aldıkları görüldü (olgu no: 6, 12, 13) (ġekil 3.1 ve 3.5). Orta 

çaplı damarların ve kapillarların Ģiddetli hiperemik olduğu görüldü (olgu no: 8, 15) 

(ġekil 3.2 ve 3.8). Dikkati çeken diğer bir bulgu ise yer yer hipomyelinasyonun da 

eĢlik ettiği (olgu no: 13) non-supuratif meningoensefalitisin varlığıydı (ġekil 3.6 ve 

3.7). Fokal gliozis odaklarının belirgin olduğu görüldü (olgu no: 8, 11) (ġekil 3.3 ve 

3.4). Bazı olgularda vaskülitis dikkati çekti (olgu no: 13, 15). Damarlardaki 

perivasküler mononükleer hücre infiltrasyonları belirgindi (olgu no: 15) (ġekil 3.8). 

Sağlıklı kontrol grubu hayvanların SHV tespitine yönelik uygulanan 

immunopatolojik ve moleküler teknikler sonucunda negatif olduğu doğrulandı.  
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Çizelge 3.1. Histopatolojik skorlamada göz önüne alınan lezyonların SHV pozitif hayvanlardaki dağılımı 

 

 
Tür/Yaş 

Nöron 
Nekrozu 

Hipomyelinasyon Gliozis PVMNHİ Vaskülitis Toplam Lezyon 
Skoru  

Kontrol 1  Kuzu / 1 aylık 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 2 Kuzu / 1,5 aylık 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 3 Kuzu / fötus 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 1 Oğlak / 1 aylık 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 2 Oğlak / 1 aylık 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 3 Oğlak / 1,5 aylık 0 0 0 0 0 0 

Olgu no 1  Kuzu / fötus 3 1 0 0 2 6 

Olgu no 2 Kuzu / fötus 2 2 0 1 0 5 

Olgu no 3 Oğlak / 2 aylık 1 1 1 0 1 4 

Olgu no 4 Kuzu / 3 aylık 3 2 0 0 1 6 

Olgu no 5 Oğlak / 2 aylık 2 1 1 0 0 4 

Olgu no 6 Kuzu / 4 aylık 2 2 0 0 1 5 

Olgu no 7 Kuzu / 2 aylık 3 0 3 1 1 8 

Olgu no 8 Kuzu / 3 aylık 2 3 3 0 0 8 

Olgu no 9 Kuzu / 4 aylık 2 1 1 0 2 6 

Olgu no 10 Oğlak / 3 aylık 3 1 3 2 1 10 

Olgu no 11 Kuzu / 1,5 aylık 2 3 3 0 1 9 

Olgu no 12 Oğlak / 1 aylık 2 1 3 0 1 7 

Olgu no 13 Oğlak / 2 aylık 3 2 3 2 2 12 

Olgu no 14 Kuzu / fötus 3 0 3 0 0 6 

Olgu no 15 Kuzu / fötus 3 0 3 0 2 8 
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Şekil 3.1. Nöronlardaki nekroz ve eozinofilik görünüm (oklar), olgu no: 6, HE Bar=50μm 

 

Şekil 3.2. Damarlardaki Ģiddetli hiperemi (oklar), olgu no: 8, HE Bar=200μm 
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Şekil 3.3. GeniĢ fokal gliozis odağı (ok), olgu no: 8, HE Bar=200μm 

 

Şekil 3.4. GeniĢ fokal gliozis odağı (ok), olgu no: 11, HE Bar=200μm 
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Şekil 3.5. ġiddetli nöron nekrozu (oklar), olgu no: 13, HE, Bar=100μm 

 

Şekil 3.6. ġiddetli myelin kaybı (ok), olgu no: 13, HE Bar=100μm 
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Şekil 3.7. ġiddetli myelin kaybı (oklar), olgu no: 13, HE Bar=200μm 

 

Şekil 3.8. Damarlarda Ģiddetli hiperemi ve perivasküler mononükleer hücre infiltrasyonları 

(oklar), olgu no: 15, HE Bar=100μm 
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3.1.1. Myelin Hasarının Değerlendirilmesine Ait Bulgular  

 

Luxol fast blue ile boyanan SHV ile enfekte hayvanlarda myelin kaybı derecesini 

gösteren semi-kantitatif skorlama ġekil 3.9‘da verilmiĢtir. ġiddetli derecede SHV 

antijeni tespit edilen olgulardaki myelin kaybının histopatolojik skorlamayı kısmi 

olarak destekler nitelikte olduğu bazı olgularda (olgu no: 13) beyaz maddedeki 

Ģiddetli myelin kaybına bağlı olarak güve yeniği tarzda büyük boĢlukların ve alacalı 

görünümün olduğu tespit edildi. Sağlıklı kontrol grubu hayvanlarda myelinli kısımlar 

kesintisiz ve koyu mavi boyanırken, Ģiddetli hipomyelinasyon gösteren olgularda ise 

myelinli bölgenin açık mavi boyandığı (olgu no: 1, 3, 9), bazı olgularda ise hiç 

boyanmadığı dikkati çekti (olgu no: 15) (ġekil 3.10). 

 

 

Şekil 3.9. Sınır Hastalığı Virüsü Enfekte Hayvanların Myelin Kaybı Skorları 
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Şekil 3.10.1. Orta Ģiddette myelin kaybı (ok), olgu no: 1, LFB Bar=100 μm 2. Myelin kaybı 

bölgesi (oklar), olgu no: 3, LFB Bar=200μm 3. Sağlıklı hayvana ait myelin görüntüsü (ok), 

kontrol grubu, LFB Bar= 320μm 4. SHV ile Ģiddetli enfekte bir olguya ait beyaz maddedeki 

myelin kaybı (ok), olgu no: 15, HE Bar=320μm 
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3.2. İmmunoperoksidaz Bulgular  

 

3.2.1. Sınır Hastalığı Virüsü Antijeni İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

Genel olarak dejeneratif ve nekrotik nöron sitoplazmalarında yoğun SHV antijeni 

pozitif reaksiyonlar görülürken (olgu no: 2), yer yer sağlam görünümlü nöron 

sitoplazmaları da immunopozitif reaksiyonlar gösterdi (olgu no: 9, 14) (ġekil 3.11). 

Bunun yanısıra mikroglial hücrelerde (olgu no: 2, 3, 4, 15) ve bazı olgularda damar 

endotellerinin de (olgu no: 2, 3, 7) yoğun immunopozitif reaksiyon gösterdiği 

görüldü (ġekil 3.11). Bu bulgulara ek olarak, daha çok damar yakınlarındaki glial 

hücrelerde de immunopozitif reaksiyonlar gözlendi (olgu no: 2, 4) (ġekil 3.11). 
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Şekil 3.11.1. Dejenere nöron (siyah oklar) ve glial hücrelerdeki (mavi ve beyaz ok) 

immunopozitiflik, olgu no: 2, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer‘s hematoksilen 

karĢıt boyama) Bar=100μm 2. Nöronlardaki (siyah oklar) ve glial hücrelerdeki (beyaz oklar) 
Ģiddetli immunopozitiflik, olgu no: 4, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer‘s 

hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm ġekil 3. Nöron ve endotellerde Ģiddetli 

immunopozitiflik (oklar), olgu no: 7, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer‘s 

hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 4. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitiflik (oklar), 
olgu no: 9, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) 

Bar=200μm 5. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitiflik (oklar), olgu no: 14, ABC metot, 

(anti-SHV primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 6. Nöron 
(siyah oklar) ve glial hücrelerdeki (mavi ok) Ģiddetli immunopozitiflik, olgu no: 4, ABC 

metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

3.2.2. Sitokin İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

eNOS, iNOS, TNF- α, INF- γ, Bcl-2, Kaspaz 3, Kaspaz 9, TNF-R1, TUNEL, GFAP 

antikorları ile SHV enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların beyin dokularına 

yapılan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen istatistiksel veriler ve 

önemlilik dereceleri Çizelge 3.2‘de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Beyin dokularına yapılan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen 

ortalama yüzde alan boyanmalarının istatistiki önemlilik dereceleri 

 

 
* (p< 0.05), istatistiksel olarak önem gösterdiğini belirtir. 

 

 

 

 

 

 

 

Antikor  

 

 

Kontrol Grubu 

 

 

SHV ile Enfekte 

Hayvanlar 

 

 

Önemlilik Derecesi 

(p<0,05) 

 

 

eNOS 

 

0,327 ± 0,176 

 

3,050 ± 1,137 

 

0,003* 

 

 

iNOS 

 

2,240 ± 0,926 

 

4,525 ± 0,961 

 

0,003* 

 

 

TNF-α 

 

0,205 ± 0,049 

 

0,935 ± 1,175 

 

0,655 

 

 

INF-γ 

 

1,290 ± 0,233 

 

2,450 ± 2,416 

 

0,453 

 

 

Kaspaz 3 

 

0,065 ± 0,021 

 

2,800 ± 1,071 

 

0,648 

 

 

Kaspaz 9 

 

0,250 ± 0,160 

 

1,806 ± 1,774 

 

0,008* 

 

 

Bcl-2 

 

2,000 ± 1,485 

 

4,369 ± 1,058 

 

0,008* 

 

 

TNF-R1 

 

1,820 ± 0,551 

 

2,742 ± 1,495 

 

0,456 

 

 

GFAP 

 

4,925 ± 0,982 

 

12,015 ± 2,176 

 

0,025* 

 

TUNEL 

 

 

0,750±0,264 

 

5,6±1,707 

 

0,003* 
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3.2.2.1. Kalmoduline Bağımlı (eNOS) ve Bağımsız (iNOS) Nitrik Oksit 

Sentazlara Ait İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanlarda eNOS‘a ait % 

alan görülme değerleri ġekil 3.12‘de gösterilmiĢtir. Kalmoduline bağımlı olan 

eNOS‘un endotellerdeki boyanma Ģiddetlerinin aynı olgunun incelenen değiĢik 

alanlarında bile farklılıklar gösterdiği tespit edildi. Bazı damarlarda eNOS aktivitesi 

hiç yokken, bazılarında hafif ve aynı bölgede bulunan diğer damarlarda ise 

diğerlerine göre daha Ģiddetli olduğu dikkat çekiciydi (olgu no: 1, 3) (ġekil 3.14 ve 

3.21). Küçük çaplı damarlarda ki eNOS aktivitesinin, orta çaplı damarlara oranla hiç 

olmadığı ya da daha hafif olduğu görüldü (olgu no: 1, 3, 5, 6) (ġekil 3.14, 3.15, 3.16, 

3.17 ve 3.21). Sınır Hastalığı Virüsü ile hafif enfekte hayvanlara ait orta çaplı 

arterlerde boyanma Ģiddetleri çok hafif olduğu gözlenirken (olgu no: 1, 10), Ģiddetli 

derecede Sınır Hastalığı Virüsü antijeni tespit edilen olgulara ait orta çaplı arterlerde 

eNOS varlığının yüksek olduğu da dikkati çeken diğer bir bulguydu (olgu no: 5) 

(ġekil 3.13, 3.17 ve 3.20). Kısaca, lezyonlu bölgelerde damar çapı büyüdükçe eNOS 

immunoreaktivitesinin de doğru orantılı olarak arttığı görüldü. Bunun yanında 

Ģiddetli derecede SHV antijeni tespit edilen olgulara ait nöron çekirdek ve 

sitoplazmalarında (olgu no: 8) eNOS immunopozitivitesi dikkati çekti (ġekil 3.19). 

ġiddetli derecede SHV antijeni tespit edilen olgulara ait bazı damarların 

lümenlerinde muhtemelen çözünmüĢ antijenlere bağlı olduğu düĢünülen 

reaksiyonların görüldüğü dikkati çekti (olgu no: 7) (ġekil 3.18). Hatta bu tür 

reaksiyonların görüldüğü damarlara ait endotellerin eNOS aktivitesi diğerlerine göre 

daha belirgindi (ġekil 3.18). 
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Şekil 3.12. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların eNOS‘a ait 

% alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV enfekte 
hayvanlar) 

 

 
Şekil 3.13. SHV ile hafif enfekte olgudaki orta çaplı damarlara ait hafif immunopozitiflik 

(siyah ok) ve aynı damardaki farklı immunoreaktivite (beyaz ok), olgu no: 1, ABC metot, 
(anti-eNOS) Bar=200μm 
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Şekil 3.14. Orta çaplı damarlardaki Ģiddetli eNOS salınımı (siyah ok), küçük çaplı 
damarlarda nispeten daha hafif immunoreaksiyon (beyaz ok), olgu no: 3, ABC metot, (anti-

eNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=320μm 

 

Şekil 3.15. Orta çaplı damarlardaki immunoreaktivite (oklar), olgu no: 3, ABC metot, (anti-

eNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.16. Orta çaplı damarlardaki Ģiddetli immunopozitiflik (siyah ok), küçük çaplı 

damarlardaki immunonegatiflik (beyaz ok), olgu no: 6, ABC metot, (anti-eNOS primer 
antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

Şekil 3.17. Orta çaplı damardaki Ģiddetli immunoreaktivite (beyaz ok) ve küçük çaptaki 

diğer damarlardaki hafif immunopozitiflik (siyah oklar), olgu no: 5, ABC metot, (anti-eNOS 
primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 



67 
 

Şekil 3.18. SHV ile Ģiddetli enfekte olguya ait kapillarlardaki Ģiddetli immunopozitiflik ve 

lümenlerindeki immunoreaktivite (beyaz oklar), bir kapillar ve lümendeki hafif 
immunopozitiflik (siyah ok), olgu no: 7, ABC metot, (anti-eNOS primer antikor, Mayer‘s 

hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

Şekil 3.19. Nöronların sitoplazmalarındaki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 8, ABC metot, 
(anti-eNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.20. SHV ile hafif enfekte olgudaki orta çaplı damarlara ait hafif immunopozitiflik 

(beyaz ok) ve aynı damardaki farklı immunoreaktivite (siyah ok), olgu no: 10, ABC metot, 
(anti-eNOS) Bar=200μm 
 

 
Şekil 3.21. Aynı bölgede bulunan damarlardaki Ģiddetli immunopozitiflik (beyaz oklar) ve 
çevre damarlardaki eNOS‘un gözlenmemesi (siyah oklar), olgu no: 1, ABC metot, (anti-

eNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanlarda iNOS‘a 

ait % alan görülme değerleri ġekil 3.22‘de gösterilmiĢtir. Nöron ve mikroglialardaki 

kalmoduline bağımsız iNOS aktivitesinin sağlıklı kontrol grupları ile 

karĢılaĢtırıldığında daha Ģiddetli olduğu görüldü (olgu no: 1, 6, 15) (ġekil 3.23, 3.25 

ve 3.28). Endotelyal nitrik oksit sentaz‘da görülen bulgulara benzer Ģekilde 

damarların bazılarında iNOS aktivitesi çok yüksek iken, aynı bölgede bulunan diğer 

bazı damarlarda ise iNOS aktivitesinin çok az ya da hiç bulunmadığı dikkati çekti  

(olgu no: 1, 15) (ġekil 3.24 ve 3.29). Ġndüklenebilen nitrik oksit sentaz 

aktivasyonunun Ģiddetli olduğu damarların lümenlerinde yangısal hücrelerin infiltre 

olduğu görüldü. Hafif olarak boyanan damarların lümenlerindeki hücrelerde 

boyanmalar görülmedi (olgu no: 1) (ġekil 3.24). Mikroglialardaki Ģiddetli 

immunopozitif reaksiyonların, damarlara yaklaĢtıkça arttığı görüldü (olgu no: 8) 

(ġekil 3.26 ve 3.27). Ġndüklenebilen NOS aktivitesindeki artıĢın enfeksiyon Ģiddeti 

ile uyumlu olduğu dikkati çekti.   
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Şekil 3.22. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların iNOS‘a ait 

pozitif % alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif 
hayvanlar) 
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Şekil 3.23. Nöron ve glial hücrelerde Ģiddetli immunopozitiflik (oklar), olgu no: 1, ABC 

metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=50μm 

 

Şekil 3.24. ġiddetli immunoreaktif endotellerin (siyah oklar) lümenlerinde bulunan yangısal 

hücrelerdeki immunopozitiflik (beyaz oklar) ve endoteldeki zayıf immunopozitivite ile 

orantılı yangısal hücrelerdeki zayıf immunopozitivite (mavi ok), olgu no: 1, ABC metot, 
(anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.25. Glial hücrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 6, ABC metot, (anti-iNOS 
primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

Şekil 3.26. Damarlara yakın glial hücrelerdeki immunopozitiflik (beyaz ok), geniĢ çaplı 

damarlardaki Ģiddetli immunoreaktivite (siyah ok), küçük çaplı damarlardaki zayıf 
immunoreaktivite (mavi ok), olgu no: 7, ABC metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s 

hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.27. Damarlara yakın glial hücrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 8, ABC 
metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

Şekil 3.28. ġiddetli SHV ile enfekte olgulardaki glial hücrelerdeki Ģiddetli immunopozitiflik 

(oklar), olgu no: 15, ABC metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt 
boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.29. Endotel (siyak ok) ve çevresindeki glial hücrelerdeki (mavi oklar) Ģiddetli 
immunoreaktivite, olgu no: 15, ABC metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer‘s 

hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

3.2.2.2. Tümör Nekrozis Faktör alfa (TNF-α)’ya Ait İmmunoperoksidaz 

Bulgular  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TNF-α‘ya ait % 

alan görülme değerleri ġekil 3.30‘da gösterilmiĢtir. Süpüratif olmayan 

meningoensefalitis görülen olgularda; meninkslere ve perivasküler alanlara infiltre 

olan mononükleer hücrelerin TNF-α‘ya karĢı immunopozitiflik gösterdiği tespit 

edildi (olgu no: 13) (ġekil 3.31 ve 3.34). Bunun yanısıra, glial hücrelerin de 

immunopozitif boyanma gösterdiği tespit edildi (olgu no: 5, 13) (ġekil 3.32 ve 3.33).  
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Şekil 3.30. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TNF-α‘ya ait 
% alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif hayvanlar) 

 

Şekil 3.31. Yangısal bir hücrede immunopozitif boyanma (ok), olgu no: 13, ABC metot, 

(anti-TNF-α primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.32. Glial hücrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 5, ABC metot, 

(anti-TNF-α primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

Şekil 3.33. Glial hücrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar) ve kapillar lümenlerindeki 

immunoreaktivite, olgu no: 13, (anti-TNF-α primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt 
boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.34. Yangısal hücrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13, ABC metot, 

(anti-TNF-α primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
 

3.2.2.3. İnterferon-gama (INF-γ)’ya İmmunoperoksidaz Bulguları 

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların INF-γ‘ya ait % 

alan görülme değerleri ġekil 3.35‘de gösterilmiĢtir. Glial hücrelerde immunopozitif 

reaksiyonlar görüldü (olgu no: 15) (ġekil 3.36).  

 

Şekil 3.35.Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların IFN-γ‘ya ait 

% alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif hayvanlar) 
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Şekil 3.36. Glial hücrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 15, ABC metot, (anti- IFN-

γ primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

3.2.3. Apoptotik ve Anti-apoptotik Belirteçlerin Tespitine Yönelik 

İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

3.2.3.1. B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)’ye Ait İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanlarda Bcl-2‘ye ait % 

alan görülme değerleri ġekil 3.37‘de gösterilmiĢtir. Bcl-2 varlığına özellikle nöron ve 

glial hücrelerde rastlandı (olgu no: 3,9) (ġekil 3.38, 3.39 ve 3.40). 
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Şekil 3.37. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların Bcl-2‘ye ait 

% alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif hayvanlar) 

 

 

Şekil 3.38. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitiflik (oklar), olgu no: 3, ABC metot, (anti-

Bcl-2 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.39. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 9, ABC metot, 
(anti-Bcl-2 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

Şekil 3.40. Nöron, endoteller ve glial hücrelerde (oklar) Ģiddetli immunopozitif boyanmalar, 

olgu no: 9, ABC metot, (anti-Bcl-2 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) 
Bar=100μm 



80 
 

3.2.3.2. Başlatıcı (kaspaz 9) ve Efektör (kaspaz 3) Kaspazlara Ait 

İmmunoperoksidaz Bulguları  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların baĢlatıcı 

kaspazlardan kaspaz 9‘a ait % alan görülme değerleri ġekil 3.41‘de gösterilmiĢtir. 

ÇalıĢmaya dahil edilen hayvanlarda kaspaz 9‘un nöron ve damar yakınlarında 

bulunan glial hücrelerdeki immunopozitifliğinin, sağlıklı kontrol grubu hayvanlara 

kıyasla daha Ģiddetli olduğu görüldü (olgu no: 1, 7, 9) (ġekil 3.42, 3.45 ve 3.47). Çok 

yoğun immunopozitiflik gösteren nöronlarda büzüĢme ve dejenerasyon gözlemlendi 

(olgu no: 9) (ġekil 3.46). Nitrik Oksit Sentaz‘da görülen bulgulara paralel olarak bazı 

nöronların çekirdek ve sitoplazmalarında immunopozitiflikler görüldü (olgu no: 1, 3, 

7, 9) (ġekil 3.42, 3.43, 3.44 ve 3.45). Dikkati çeken diğer çarpıcı bir bulgu ise 

sitoplazmik boyanmaları olan nöron çekirdeklerinin apoptotik morfolojiye benzer 

tomurcuklanma ve yıldız Ģeklinde görünüm aldığı görüldü (olgu no: 9) (ġekil 3.46).  

 

 

Şekil 3.41. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların Kaspaz 9‘a 
ait % alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif 

hayvanlar) 
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Şekil 3.42. Nöron (siyah oklar) ve glial hücrelerde (beyaz oklar) Ģiddetli immunopozitif 
boyanmalar, olgu no: 1, ABC metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen 

karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

Şekil 3.43. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 1, ABC metot, 
(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.44. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 3, ABC metot, 
(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

Şekil 3.45. Çekirdeklerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 7, ABC metot, 

(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.46. ġiddetli immunopozitiflik gösteren nöronlarda dejenerasyon (oklar), olgu no: 9, 
ABC metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) 

Bar=100μm 

 

Şekil 3.47. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar, (oklar), olgu no: 9, ABC 

metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların efektör 

kaspazlardan olan kaspaz 3‘e ait % alan görülme değerleri ġekil 3.48‘de 

gösterilmiĢtir. Nöron ve glial hücrelerin Ģiddetli immunopozitiflik gösterdiği tespit 

edildi (olgu no: 9, 14) (ġekil 3.49 ve 3.50). Bazı olgularda nöron sitoplazmalarının 

yüksek oranda Ģiddetli immunopozitif reaksiyon verdiği dikkati çekti (olgu no: 9) 

(ġekil 3.51).  

 

 
 
Şekil 3.48. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların Kaspaz 3‘e 

ait % alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif 

hayvanlar) 
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Şekil 3.49. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 9, ABC metot, 
(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

Şekil 3.50. Glial hücrelerdeki (oklar)  immunopozitif boyanmalar, olgu no: 14, ABC metot, 

(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 
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Şekil 3.51. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 9, ABC metot, 
(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=200μm 

 

3.2.3.3. Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 1 (TNF-R1)’e Ait İmmnoperoksidaz 

Bulgular  

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TNF-R1‘e ait % 

alan görülme değerleri ġekil 3.52‘de gösterilmiĢtir. Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 

1 varlığının, sağlıklı kontrol grubu hayvanlara oranla daha fazla olduğu görüldü. 

Nöronlardaki immunopozitifliğin belirginliği dikkat çekiciydi (olgu no: 5) (ġekil 

3.54). Yaygın olmamakla birlikte dikkat çeken bulgu, yangısal hücrelerin 

immunopozitif görüldüğü orta çaplı damarların endotellerinde immunopozitifliklerin 

görülmesidir (olgu no: 4, 7, 9) (ġekil 3.53, 3.55 ve 3.56). 
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Şekil 3.52. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TNF-R1‘e ait 

% alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif hayvanlar) 
 

Şekil 3.53. Endotel (mavi ok) ve yangısal hücrelerde (siyah ok) immunopozitif boyanmalar, 

olgu no: 9, ABC metot, (anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) 

Bar=200μm 
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Şekil 3.54. Nöronlardaki Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 5, ABC metot, 
(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=50μm 

 

Şekil 3.55.  Endotellerde Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (ok), olgu no:4, ABC metot, 

(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.56.Endotellerde Ģiddetli immunopozitif boyanmalar (ok), olgu no: 7, ABC metot, 
(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
 

3.2.3.4. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated-dUTP Nick End 

Labeling (TUNEL) Bulguları 

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TUNEL pozitif 

hücre sayısı ortalama değerleri ġekil 3.57‘de gösterilmiĢtir. TUNEL pozitif alanlara 

yaygın olarak daha çok damar yakınlarında lokalize olmuĢ glial hücrelerde 

rastlanırken ona nazaran daha az olmakla birlikte nöronlarda görülüyor olması 

dikkati çekiciydi (olgu no: 4, 7, 9) (ġekil 3.58, 3.59 ve 3.60).  
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Şekil 3.57. Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların TUNEL 
pozitif hücre ortalama değerleri (sağlıklı kontrol grubu, 1-15 arası SHV pozitif 

hayvanlar)

 
Şekil 3.58. Nöron ve glial hücrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 7 

Bar=50μm 
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Şekil 3.59. Nöron ve glial hücrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 9 

Bar=100μm 

 

 
Şekil 3.60. Nöron ve glial hücrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 4 

Bar=320μm 
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3.2.4. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)’a Ait İmmunoperoksidaz Bulguları 

 

Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların GFAP‘a 

ait % alan görülme değerleri ġekil 3.61‘de gösterilmiĢtir. Sağlıklı kontrol grupları ile 

karĢılaĢtırıldığında genellikle damar yakınlarındaki glial hücrelerde 

immunopozitifliğin yüksek oranda Ģiddetli olduğu görüldü (olgu no: 11, 12, 13) 

(ġekil 3.62, 3.63, 3.64 ve 3.65) 

 

 
 

Şekil 3.61.Sınır Hastalığı Virüsü enfekte ve sağlıklı kontrol grubu hayvanların GFAP‘a ait % 
alan görülme değerleri (1-6 arası sağlıklı kontrol grubu, 7-21 arası SHV pozitif hayvanlar) 
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Şekil 3.62. Glial hücrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13, ABC metot, 
(anti-GFAP primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 

 

 
Şekil 3.63. Glial hücrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13, ABC metot, 

(anti-GFAP primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Şekil 3.64. Glial hücrelerdeki imunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 12, ABC metot, 
(anti-GFAP primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
 

 
Şekil 3.65. Glial hücrelerdeki imunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 11, ABC metot, 

(anti-GFAP primer antikor, Mayer‘s hematoksilen karĢıt boyama) Bar=100μm 
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Gruplar arası değerlerin karĢılaĢtırılması için yapılan Sperman korelasyon testi 

sonuçları Çizelge 3.3 ‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.3. Sperman korelasyon testi sonuçları 

 

Antikorlar arası ilişki 

 

 

‘r’ 

 

Önemlilik Derecesi 

(p<0,005) 

 

GFAP – Bcl-2 

 

 

0.146 

 

0.603 

 

Bcl-2 – Kaspaz 9 

 

 

- 0,029 

 

0,919 

 

Bcl-2 – SHV 

 

 

0,114 

 

0.685 

 

SHV – Kaspaz 9 

 

 

0,250 

 

0,368 

SHV – eNOS 

 

- 0,282 

 

0,308 

SHV – iNOS 

 

- 0,488 

 

0,065 

 

Kaspaz 9 – Kaspaz 3 

 

 

- 0,415 

 

0,124 

 

Kaspaz 9 – TUNEL 

 

 

- 0,275 

 

0,320 

 

Kaspaz 9 – eNOS 

 

 

0, 286 

 

0,302 

 

Kaspaz 9 – iNOS 

 

 

- 0,193 

 

0,491 

 

TUNEL – Kaspaz 3  

 

 

0, 430 

 

0,109 

 

Bcl-2 – iNOS 

 

 

0,239 

 

0,390 
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Bcl-2 – eNOS 

 

 

- 0,175 

 

0,533 

 

TUNEL – iNOS 

 

 

0,394 

 

0,146 

 

TUNEL – eNOS 

 

- 0,066 

 

0,815 

 

GFAP – eNOS 

 

 

- 0,082 

 

0,771 

 

GFAP – iNOS 

 

 

- 0,745 

 

0,001* 

 

eNOS – iNOS 

 

 

0,366 

 

0,179 

 

* (p< 0.005), istatistiksel olarak önem gösterdiğini belirtir. 
 

 

r değeri; 0-0.24 arasında değer alırsa zayıf, 0.25-0.49 orta düzeyde, 0.5-0.74 güçlü, 

0.75-1 çok güçlü iliĢkili olarak değerlendirilir. Korelasyon katsayısının pozitif olması 

değiĢkenin artması durumunda diğerinin de arttığını ve bunun tam tersini, korelasyon 

katsayısının negatif olması ise değiĢkene iliĢkin verinin artması durumunda diğerinin 

azaldığını ve bunun tam tersi durumu açıklamaktadır. Bu bilgiler ıĢığında istatistiki 

olarak anlamlı olan GFAP ve iNOS arasındaki negatif korelasyonun görülmesidir.   
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Sınır Hastalığı, Pestivirüslerin meydana getirdiği, Türkiye dahil hemen tüm dünya 

ülkelerinde yaygın görülen ve ciddi ekonomik kayıplar meydana getiren viral bir 

hastalıktır (Houe 1999, Nettleton 2000, Berriatua ve ark. 2004). Sınır Hastalığı‘nın, 

gebeliğin değiĢik dönemlerinde meydana getirdiği fötal patolojilerin Ģiddetinin farklı 

olduğu göz önüne alındığında, hastalığın karmaĢık bir patogeneze sahip olduğu 

görülür (Nettleton ve ark. 1998,  Houe 1999). Hastalığın patogenezinin diğer 

hastalıklara göre daha karmaĢık oluĢu, bu süreçte birden fazla mekanizmanın etkili 

olabileceğini göstermektedir. Virülans ve patogenez konularında önemli bir diğer 

faktör de Pestivirüslerde konak spesifitesinin olmayıĢıdır (Becher ve ark. 1997, 

Willoughby ve ark. 2006, Julia ve ark. 2009). Pestivirüslerde sitopatik (SP) ve 

sitopatik olmayan (SPO) olmak üzere iki biyotip bulunur. Bu biyotipler kendi 

aralarında da hayvanlarda değiĢik patolojiler meydana getirmektedir. İn-vivo ve in- 

vitro çalıĢmalar doğrultusunda SP biyotiplerin hücre kültürlerindeki hücrelerin 

morfolojilerinde Ģiddetli bozukluklar meydana getirdiği ve bu hücrelerin apoptozise 

gittiği görülmüĢtür (Grummer ve ark. 1998, Bendfeldt ve ark. 2003). Sitopatik 

olmayan biyotiplerin ise hücrelerde gözle görülür bir yıkıma neden olmadığı, 

dolayısıyla da apoptozisi inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Brownlie 1991, Teichmann ve 

ark. 2000, Grummer ve ark. 2002, Bendfeldt ve ark. 2003). Sitopatik olmayan 

Pestivirüsler enfekte ettiği hücrede Bcl-2 varlığını artırarak hücrenin SP 

biyotiplerden farklı olarak apoptozisini önlerler (Bendfeldt ve ark. 2003, Toplu ve 

ark. 2010). Bu sayede de Pestivirüsle enfekte hücreler hayatta kalarak diğer homolog 

ve heterolog virüs enfeksiyonu için iyi bir çoğalma ortamı oluĢturmaktadır. Ölü 

doğan ikiz kuzularda hem Pestivirüs hem de Küçük Ruminant Vebası Virüsü 

enfeksiyonunun aynı anda ortaya konulması bu durumu destekler görünmektedir 

(Kul ve ark. 2008). 

 

Enfekte ve/veya etkilenmiĢ konak hücrelerinde, apoptosis-nekroz arasındaki 

hassas dengenin belirlenmesiyle; hastalık patogenezi, klinik seyir ve epidemiyolojik 

özelliklerin açıklanmasına katkıda bulunulabilmektedir. Hücrede meydana gelen 

apoptozisin fizyolojik ve patolojik rollerine moleküler düzeydeki yaklaĢımların, bu 
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hastalıkların patogenezinin tam olarak anlaĢılmasına ve çözümlenen hastalıkların ise 

benzer özellik gösteren hastalıklarla bağdaĢtırılabileceği çok açıktır. Apoptozisin 

meydana gelmesinde temel iki yol vardır. Bunların birisi içsel yol adı verilen 

mitokondri hasarlı temele dayanan yol ve diğeri ise ölüm reseptörlerinin uygun 

reseptörlerle uyarılması sonucu oluĢturulan dıĢsal yoldur (Elmore 2007). Sunulan 

çalıĢmada; SHV ile enfekte kuzu ve oğlakların orta beyin ve beyin kökünde 

Ģekillenen hispatolojik değiĢiklikler tanımlanarak, nöron, nöroglia ve diğer destek 

doku hücrelerinde; apoptotik (kaspaz 3, kaspaz 9, TNFR1, TNF-α) ve anti-apoptotik 

(Bcl-2) mekanizmalar, sitokin yanıtı (INF-γ, eNOS ve iNOS), apoptotik hücre 

sayılarının tespiti (TUNEL), reaktif gliozis (GFAP), myelin hasarı (Luxol Fast Blue) 

incelenerek sonuçların lezyonsuz kontrol beyin dokuları ile karĢılaĢtırılması 

yapılmıĢtır. Böylelikle temel olarak; Sınır Hastalığı‘nda Ģekillenen apoptotik 

değiĢikliklerin, yangı hücreleri ve enfekte hücrelerden salınan sitokinlerin etkisiyle 

oluĢup oluĢmadığı tespit edilmiĢtir. 

 

Nitrik oksit L-arjininden sentezlenip, reseptör bağımsız olarak hücre zarından 

kolaylıkla geçebilen, çok kısa yarı ömürlü aktif bir serbest radikal moleküldür 

(Moncada ve ark. 1989, Lowenstein ve ark. 1994, Bogdan 2001). Fizyolojik 

koĢullarda NO anti-apoptotik etki göstererek hücrelerin hayatta kalmasını ve 

fizyolojik iĢlevlerine devam etmelerini sağlamaktadır (Guix ve Uribesalgo 2005). 

Patofizyolojik olarak NO‘in yüksek konsantrasyonlarda salınımı, mitokondri 

aracılığıyla apoptozisin tetiklenmesine neden olmaktadır (Chen ve ark. 2008). Bunu 

ise sitokrom oksidaz c‘ye bağlanarak yapmaktadır (Chen ve ark. 2008, Brown 2010). 

Bu bağlanma sonucunda oksijen yapımı uyarılır, Peroksinitrit (ONOO
-
) oluĢması ile 

de molekül mitokondriyal membranı, mitokondriyal DNA‘yı ve mitokondriyal 

süperoksit dismutazı yıkımlayarak kalsiyum (Ca
2+

) salınımına, paralelinde ise 

sitokrom c‘nin sitoplazmaya çıkmasıyla mitokondriyal ĢiĢme meydana gelir ve 

böylelikle pro-apoptotik etki açığa çıkar (Chen ve ark. 2008, Brown 2010). Diğer 

taraftan, iNOS‘un artması sonucunda açığa çıkan yoğun NO önemli mitokondriyal 

zincir enzimlerini (süksinat dehidrojenaz, sitokrom oksidaz, NADH Dehidrojenaz) 

inaktive ederek hedef hücrelerde apoptozisi tetiklediği gösterilmiĢtir (Guix ve 

Uribesalgo 2005). Fizyolojik konsantrasyonlardaki NO, sitokrom c salınımını bloke 
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eder ve dolayısıyla da apoptozom kompleksinin oluĢumunu engeller. Bu fizyolojik 

sınırlar içindeki NO‘in hücreyi koruması kaspaz 3 ve 9‘un bloke edilmesiyle 

sağlanmaktadır. ÇalıĢmaya dahil edilen hayvanlardan elde edilen sonuçlar ıĢığında 

SHV ile enfekte hücrelerdeki NO‘in apoptozisi tetikleyen en önemli faktör 

konumunda olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.1). Endotelyal ve indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz kökenli oluĢan NO‘in bir arada Ģiddetli görüldüğü olgularda (olgu no: 2, 3, 5-

8, 10) meydana gelen apoptozisin diğer olgulara göre daha Ģiddetli olduğu durumu 

destekler nitelikteliktedir. 

 

 

Şekil 4.1.ÇalıĢma sonucunda elde edilen SHV antijeni, eNOS ve iNOS bulguları 
 

DNA‘da 7‘ye kadar meydana gelen kırıklar, hücrenin kendisi tarafından 

onarılırken apoptozisin görüldüğü hücredeki DNA‘da 300.000 kırık meydana 

gelmektedir. DNA kırıklarının tespitinde, ortamda artan 3‘-OH uçlarına terminal 

deoxynucleotdyl transferase enzimi yardımıyla, biotin iĢaretli dUTP bağlanması ve 

görünür hale getirilmesi esasına dayanan TUNEL tekniği kullanılmaktadır. Sınır 

Hastalığı Virüsü enfekte hayvandaki TUNEL pozitif hücre sayısı, sağlıklı kontrol 

grupları ile karĢılaĢtırıldığında apoptotik hücre sayısının daha fazla olduğu tespit 

edildi (p<0.05) (ġekil 10). Nguyen ve ark. (1992), in-vitro ortamda NO‘e maruz 
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kalan hücrelerde, DNA zincirinde kırılmalara ve mutasyonlara neden olduğunu 

göstermiĢlerdir. Nitrik oksitin DNA‘da meydana getirdiği hasarları takiben 

apoptozisin meydana geldiği de ortaya konulmuĢtur (El-Gohary ve ark. 1999). Aynı 

zamanda, NO DNA‘da meydana gelen hasarların tamirini sağlayan mekanizmaları da 

inhibe ederek apoptozisi tetiklemektedir (Kröncke ve ark. 1997). Endotelyal nitrik 

oksit sentaz ve iNOS‘un görülme Ģiddeti ile TUNEL sonuçları anlamlı bulunmuĢtur. 

ÇalıĢma sonucunda elde edilen eNOS, iNOS ve TUNEL bulguları ġekil 4.2.‘de 

gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada eNOS ve iNOS‘un birlikte Ģiddetli açığa çıktığı olgulardaki 

apoptozise giden hücre sayısı ile sadece iNOS ya da eNOS‘un tek baĢına Ģiddetli 

gözlendiği olgudaki apoptotik hücre sayısı arasında ciddi bir fark olduğu görüldü. Bu 

durum ise beraber olarak Ģiddetli gözlenen eNOS ve iNOS‘un tek baĢına Ģiddetli 

gözlenen eNOS veya iNOS‘a göre daha ağır tahribat yaptığı ve hücrelerdeki 

apoptozisi daha da arttırdığını düĢündürmektedir. Bununla beraber, hücrenin 

apoptozise büyük oranda iNOS aktivitesinin götürdüğü görülmektedir (olgu no: 1, 4, 

7, 9, 14, 15). Endotelyal nitrik oksit sentazın da apoptozise yol açtığı ancak iNOS 

kadar etkili olmadığı düĢünülmektedir. Ġndüklenebilen Nitrik Oksit Sentaz varlığının 

yüksek eNOS varlığının düĢük olduğu 2 olgu (olgu no: 9, 15), bunun tersi olarak 

eNOS varlığının yüksek iNOS varlığının düĢük olduğu 2 olgu (olgu no: 12, 13) ve 

her iki NOS‘un belirgin derecede yüksek gözlendiği 6 olgu (olgu no: 3, 5-8, 10) 

tespit edilmiĢtir. TUNEL pozitif hücre sayısı yönünden en Ģiddetli olgu olan olgu no: 

6 ve 2‘nin eNOS ve iNOS varlığı değerleri de tüm çalıĢmaya dahil edilen hayvanlar 

arasında en yüksek değerlere sahip olan olgu olması dikkati çeken önemli bir 

bulguydu. Bununla beraber TUNEL pozitif hücre sayısı yönünden en Ģiddetli ilk 9 

olgunun (olgu no: 3, 4, 6-10, 14, 15) iNOS varlığının hepsinde belirgin derecede 

yüksek olduğu görülmüĢtür. Bunlar arasındaki 4 olguda (olgu no: 4, 9, 14, 15) eNOS 

varlığının hafif olduğu görülmüĢtür. Belirgin derecede yüksek eNOS gözlenen 

olgularda (olgu no: 12, 13) iNOS varlığının hafif olduğu ve TUNEL pozitif hücre 

sayısı yönünden de hafif bir boyanma gösterdiği görüldü.  
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Şekil4.2. ÇalıĢma sonucunda elde edilen eNOS, iNOS ve TUNEL bulguları 

 

ÇalıĢmada kullanılan eNOS ve iNOS varlığı bulguları ile kaspaz 9 bulguları 

incelendiği zaman birbirleriyle uyumlu olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.3). Nitrik oksit 

apoptotik etkisini mitokondriyal hasarla meydana getirmektedir (Monteiro ve ark. 

2004). Ġçsel yolla apoptozisin baĢlamasında temel hücreiçi organel mitokondridir 

(Elmore 2007). Apoptozom kompleksinin 3 temel yapı taĢından birisi olan kaspaz 9 

aktivasyonu ciddi anlamda mitokondri hasarının olduğunu göstermektedir. Çünkü 

apoptozom kompleksinin oluĢması için mitokondrinin çift zarları arasında serbest 

bulunan sitokron c‘nin sitoplazmaya geçmesi gereklidir ki, bu geçiĢ mitokondriyal 

membran hasarıyla olmaktadır. Bu durum hücrenin geri dönüĢü olmayan bir 

apoptozis yoluna girdiğini gösterir. Diğer taraftan, bu mitokondri hasarı endoplazmik 

retikulum (ER) stresi sonrası gerçekleĢmektedir. Endoteliyal nitrik oksit sentaz ve 

iNOS‘un beraber yüksek gözlendiği olgularda (olgu no: 2, 3, 5, 10, 11) kaspaz 

9‘unda Ģiddetli bir açığa çıkma gösterdiği görüldü. Bununla beraber sadece Ģiddetli 

eNOS varlığı gösteren, iNOS varlığının ise hafif seyreden 2 olguda (olgu no: 12, 13) 

kaspaz 9 aktivasyonun da Ģiddetli olduğu tespit edildi. Bu durumun aksine, sadece 

iNOS varlığının çok Ģiddetli, eNOS varlığının ise ortalamanın altında yani diğer 

olgulara göre hafif olarak nitelendirilen olgularda (olgu no: 1, 4, 9, 14, 15) yine 
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kaspaz 9 aktivasyonunun çok Ģiddetli olduğu görüldü. Bu bilgiler ıĢığında eNOS ve 

iNOS varlığının istatiksel olarak da anlamlı (p<0.05) bir Ģekilde arttığı göz önünde 

bulundurulursa, NO‘in apoptozisi mitokondri hasarı meydana getirerek içsel yolla 

tetiklediği öne sürülebilir. Burada, iNOS, eNOS veya her ikisinde aynı anda Ģiddetli 

açığa çıkmasının her Ģekilde apoptozisi tetiklediği düĢünülmektedir. Asıl önemli 

nokta ise mikroglialardaki yüksek iNOS varlığının MSS hücrelerinde apoptozisi 

tetiklemesidir (Michael ve ark. 2001). Dolayısıyla MSS‘de meydana gelen 

apoptozisin tetiklenmesinde glial hücrelerin önemli bir rolünün olduğunu ve asıl 

etkinin NO varlığıyla meydana geldiği, bu patolojik düzeyde gözlenen NO‘in ise, 

SHV‘nün tetiklediği çalıĢma sonucunda elde edilen bir bulgudur.  

 

 

Şekil 4.3. ÇalıĢma sonucunda elde edilen Kaspaz 9, eNOS ve iNOS bulguları 

 

Kaspaz 3, 9 ve TUNEL arasında da uyumlu bir bağlantı tespit edilmektedir 

(ġekil 4.4). Apoptozisin baĢlatılması mekanizmaları göz önünde bulundurulduğunda, 

baĢlangıç döneminde apoptozom kompleksinin oluĢması için baĢlatıcı kaspaz olan 

kaspaz 9‘a ihtiyaç vardır. Bu dönemde kaspaz 9‘un Ģiddetli görülmesi beklenen bir 

sonuçtur.  ÇalıĢmaya dahil edilen hayvanlar arasında 10 olguda (olgu no: 1-3, 5, 7, 8, 

10, 11-13) kaspaz 9 aktivitesinde Ģiddetli, kaspaz 3 aktivitesinin ise çok düĢük 
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olduğu görüldü. Aynı Ģekilde 6 olguda (olgu no: 2, 5, 7, 8, 10, 11) kaspaz 9 

aktivitesinin yine yüksek, fakat kaspaz 3 aktivitesinin de hiç olmadığı görüldü. Bu 

durum çalıĢmaya dahil edilen ve NO varlığının Ģiddetli olduğu olgulara ait 

hücrelerde apoptozis emrinin verildiği ancak henüz baĢlangıç döneminde olduğunu 

düĢündürmektedir. Kısacası apoptozom kompleksinin yeni oluĢtuğunu ve efektör 

kaspaz olan kaspaz 3‘ü aktive etmediği Ģeklinde yorumlanabilir. Bunun tam tersi 

olarakta kaspaz 3 varlığının çok yüksek ve kaspaz 9 varlığının ise oldukça düĢük 

olan olgularda (olgu no: 4, 9, 14, 15) görülmüĢtür. Bu durum ise anılan olgularda 

kaspaz 9‘un apoptozisin baĢlangıç dönemlerinde aktif olup, fakat kaspaz 3 

aktivasyonuna bağlı olarak sonradan düĢtüğünü, dolayısıyla artık hücrenin son 

süreçlerini yaĢadığını ve kaspaz 9‘un görevini tamamladığını düĢündürmektedir. 

Yine bu yorum, anılan olgulardaki TUNEL boyama sonuçları da doğrulamaktadır.  

Genel bir gözlem olarak hücrenin ölümünün son dönemlerinde veya kaspaz 3‘ün en 

aktif olduğu dönemde, kaspaz 9‘un aktivasyonun azaldığı bu çalıĢmada 

değerlendirilmektedir. Toplu ve ark. 2010 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada ise 

hem kaspaz 9‘un hem de kaspaz 3‘ün istatistiki olarak anlamlı artıĢının NO‘in 

patolojik boyutta varlığının pro-apoptotik etki göstermesi sonucunda kaspaz 3 ve 9‘u 

arttırdığı sunulan çalıĢma verileriyle uyumlu bulunmuĢtur (Toplu ve ark. 2010).  

 

Şekil 4.4. ÇalıĢma sonucunda elde edilen TUNEL, Kaspaz 3 ve 9 bulguları 
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Viral enfeksiyonların patogenezisinde apoptozis büyük bir öneme sahiptir. 

Virüsle enfekte olmuĢ hücreler konağı korumak için apoptozisi tetiklemektedir. 

Dolayısıyla virüsün çoğalması için gerekli olan ortamın yok edilmesi konağın bir 

çeĢit savunma mekanizmasıdır. Virüslerde konağın enfeksiyona karĢı verdiği 

apoptotik cevabı durdurabilmek için birçok yöntem geliĢtiririler. Bunların en yaygın 

görüleni Bcl-2‘ye benzer proteinlerin virüs tarafından hücreye salınmasıdır. Örneğin 

Epstein-Barr virüsünün apoptozisi inhibe etmek için Bcl-2 analoğu özellik taĢıyan 

BHFRI proteinini salarak apoptozisi durdurur (Bonjardim 2005). Pestivirüsler ile 

apoptozis arasındaki iliĢki uzun yıllardır çalıĢılan ve ilgi çeken bir konu olmasına 

rağmen hala güncelliğini korumaktadır (Brownlie 1991, Tautz ve ark. 1994, Zhang 

ve ark. 1996, Adler ve ark. 1997, Schweizer ve Peterhans 1999, Teichmann ve ark. 

2000, Grummer ve ark. 2002, Toplu ve ark. 2010). Yapılan çalıĢmalar SP suĢlar ile 

enfekte hücrelerde Bcl-2 varlığı azalırken, SPO suĢlarla enfeksiyonda ise Bcl-2 

varlığının arttığı görülmüĢtür. Bcl-2 varlığının artması sonucunda virüsle enfekte 

hücrelerin apoptozise gitmeyip hayatta kaldıkları ve paralelinde de bu durumun 

persiste enfeksiyonların patogenezinde anahtar rol oynayan bir mekanizma olduğu 

düĢünülmektedir (Schweizer ve Peterhans 2001, Jordan ve ark. 2002, Bendfeldt ve 

ark. 2003). Endoplazmik Retikulum (ER) ve Bcl-2 arasında önemli bir iliĢkinin 

olduğu görülmüĢtür. Hücrede ER stresi meydana geldiği zaman Bcl-2 varlığında 

ciddi oranda bir azalma meydana gelir. Anti-apoptotik özellik taĢıyan Bcl-2‘nin 

ekpresyonunda azalmanın görülmesi, hücrenin apoptozise gitmeye baĢladığının bir 

göstergesidir. Bcl-2‘nin azalması beraberinde hücre içi glutatyon miktarında azalma 

ve reaktif oksijen radikallerinin seviyesinde de artıĢ görülmesine neden olur 

(McCullough ve ark. 2000, Jordan ve ark. 2002). Reaktif oksijen radikallerinin 

meydana getirdiği oksidatif stres sonucu SVĠV ile enfeksiyonda apoptozisin 

tetiklendiği görülmüĢtür (Schweizer ve Peterhans 1999). Dolayısıyla sunulan 

çalıĢmada; SHV ile enfekte hayvanlara ait beyin kökü ve orta beyin dokularındaki 

hücrelerin hayatta kalmak için istatistiki olarak da anlamlı (p<0.05) bir Ģekilde Bcl-

2‘yi eksprese ettiği görülmüĢtür (ġekil 4.5). Ancak aynı olgularda bir yandan kaspaz 

9‘unda Ģiddetli olarak gözlemlenmesi aynı hayvanın apoptozisi tetikleyen SP ve 

apoptozisi inhibe eden SPO suĢlarla birlikte enfekte olduğu ihtimalini arttırmaktadır. 
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Fakat SP veya SPO türlerin hangisiyle enfekte olduğu bilinmemektedir. Toplu ve 

arkadaĢlarının 2010 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada da Bcl-2 varlığının Ģiddetli 

ve beraberinde hem kaspaz 9 hem de kaspaz 3 varlığının da Ģiddetli olması bu teoriyi 

desteklemektedir. Bu bilgiler ıĢığında Türkiye‘de Pestivirüs enfeksiyonlarının 

görüldüğü bölgelerde her iki suĢunda yaygın olarak görüldüğü düĢünülmektedir.   

 

 

Şekil 4.5. ÇalıĢma sonucunda elde edilen SHV antijeni, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulguları 

 

Bir hücrede dıĢsal yolla apoptozisin Ģekillenip Ģekillenmediğini incelemede 

membran reseptörlerinin varlığının bilinmesi çok önemlidir. Bu reseptör grupları 

arasında en önemli görevler üstlenen de TNFR ailesidir. Bu reseptör ailesi içinde de 

önemlilik düzeyleri farklılıklar göstermektedir ki yine en önemlileri Fas ve 

TNFR1‘dir. Dolayısıyla dıĢĢal yolla apoptozisin tespitinde TNFR1‘in varlığının 

tespiti gerekli bir husustur. Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 1‘in aktif hale 

geçebilmesi ve hücre içinde bulunan parçasının TNFR adaptör proteini ile etkileĢime 

girmesi için TNF‘e ihtiyaç duyulur. ÇalıĢmada bu husus dikkate alınarak hem TNF-α 

hem de TNFR1‘in aynı zamanda INF-γ‘nın SHV ile enfekte hayvanlara ait beyin 
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kökü ve orta beyinlerin koronal kesitlerindeki varlıkları birlikte araĢtırılmıĢtır. 

Ġncelemeler sonucunda ekspresyonlarının istatistiki olarak anlamsız (p>0.05) 

bulunması sonucu SH‘nda meydana gelen apoptozisin temelinde dıĢsal yoldan ziyade 

içsel yolun önem taĢıdığını düĢündürmektedir. 

 

Glial fibriler asidik proteinin (GFAP) sağlıklı kontrol grupları ile 

karĢılaĢtırılması sonucunda istatistiki olarak anlamlı (p<0.05) bulunmuĢtur. Çünkü 

GFAP temel olarak astrositlerde gözlemlenmesine rağmen oligodendrositlerden ve 

ependim hücrelerinde de gözlemleniyor olması hastalığın Ģiddeti hakkında iyi bir 

fikir verir. Bu hücrelerde ve MSS‘deki bir dejenerasyon olduğunda, hatta bu 

dejenerasyonun boyutları hakkında bilgi edinilmek istendiğinde bakılması gereken 

önemli bir proteindir. Glial fibriler asidik protein varlığı beyindeki dejenerasyonun 

Ģiddeti ile doğru orantılı olarak değiĢir (Baydas ve ark. 2003). Astrositler, MSS‘deki 

dejenerasyonların belirlenmesinde, nöronların fonksiyon kayıplarının ortaya 

konmasında, kan beyin bariyerindeki aksaklıklarda ve nörodejenaretif hastalıkların 

fizyopatolojisinin tespitinde anahtar görevi gören hücrelerdir (Bovolenta ve ark. 

1984, McCall ve ark. 1996). Beyindeki reaktif gliozisin artması GFAP varlığını da 

paralelinde arttıracaktır (Gomi ve ark. 1995). Glial fibriler asidik proteinin meydana 

getirdiği reaktif gliozis, MSS dejenerasyonundan sonra asli görevi olan nöronları 

koruyucu ve yararlı etkisinin baskılandığı düĢünülmektedir (Anderson ve ark. 2003). 

ÇalıĢmada kullanılan hayvanlarda görülen Ģiddetli GFAP immunopozitifliği de 

dejenerasyonların bu derece Ģiddetli olmasına katkıda bulunabileceğini 

düĢündürmektedir. Yani astrositlerin temel görevleri dikkate alındığı zaman GFAP 

varlığının artması nöronların fizyolojik fonksiyonlarında bir aksamanın olduğunu, 

ekstrasellüler matriksteki iyon dengesinde bozulmaların ve kan beyin bariyeri 

fonksiyonlarında bir problemin olduğunu düĢündürdü. ÇalıĢmada kullanılan 

hayvanların beyinlerindeki GFAP düzeylerindeki artıĢ nöronlar ile glial hücrelerin 

arasındaki bağlantıların bozulması sonucu MSS lezyonlarının meydana gelmesi ile 

sonuçlanmaktadır. Histopatolojik bulgular dikkate alınarak yapılan semikantitatif 

değerlendirmelerde gliozisin orta Ģiddetli ve Ģiddetli olduğu (olgu no: 8 ve 10) hatta 

histopatolojik olarak lezyon skorunun en Ģiddetli olduğu olguda (olgu no: 10) ve yine 

orta Ģiddette perivasküler mononükleer hücre infiltrasyonları ve vaskülitisin 
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görüldüğü olgudaki (olgu no: 13) GFAP varlığının Ģiddetli olduğu görüldü. Reaktif 

gliozisin olduğu olgularda gliozisin arttığı tanımlanmıĢtır (Gomi ve ark. 1995). 

ÇalıĢma sonuçları ile Gomi ve arkadaĢlarının 1995 yılında yapmıĢ olduğu sonuçların 

birbirleri ile uyumlu olduğu görülmüĢtür. Kısacası dejenerasyonun boyutu arttıkça 

GFAP varlığı da artmaktadır. Sınır Hastalığı Virüsü ile Ģiddetli enfekte hayvanlarla 

GFAP varlıkları karĢılaĢtırıldığında ise çıkan sonuçlar oldukça ilgi çekiciydi. Sınır 

Hastalığı Virüsü antijenlerine karĢı yapılan immunoperoksidaz bulgular arasında 

Ģiddetli enfekte olarak yorumlanan 5 olguda (olgu no: 7, 8, 11, 12, 15) GFAP da 

Ģiddetli olarak gözlemlenmiĢtir. Bulguları destekler nitelikte olan diğer bir nokta ise 

GFAP varlığının çalıĢma hayvanları arasında en düĢük gözlemlendiği olgularda (olgu 

no: 4, 6) SHV ile hafif enfekte olgular olduğu görüldü. Genel bir değerlendirmeyle 

ise hafif enfekte olduğu SHV antijenlerine karĢı yapılan immunperoksidaz bulgularla 

doğrulanan 5 olguda (olgu no: 2, 4, 5, 6, 9), GFAP varlığının da bu sonuçlara paralel 

olarak düĢük seyrettiği görüldü.  Merkezi Sinir Sistemi dejenerasyonlarından sonra 

GFAP varlığının artması nöronların koruyucu etkilerini ön plana çıkarması ile 

bağdaĢtırılabilir. Ancak meydana gelen reaktif gliozisle de bu rejenerasyonun 

önlendiği düĢünülmektedir (Anderson ve ark. 2003). Anderson ve ark. 2003 yılında 

yaptığı bu çalıĢmada, GFAP‘ın nöronları koruyucu etkisi üzerinde durulmuĢ Ģiddetli 

dejenerasyona bağlı meydana gelen reaktif gliozisin ise rejenerasyonu 

engelleyebileceği de açıklanmıĢtır. Nöronların hayatta kalmasını sağlayan yani anti-

apoptotik etki göstererek nöronların apoptozisini durduran Bcl-2 ile GFAP arasındaki 

iliĢki araĢtırılmıĢ ve ortaya uyumlu bazı bulgular çıkmıĢtır. ÇalıĢma hayvanlarında 

Bcl-2 ve GFAP varlığının istatistiki olarak anlamlı (p<0,05) çıkması bu teoriyi 

desteklemektedir. ÇalıĢma grubundaki hayvanları tek tek incelediğimizde ise 5 

olguda (olgu no: 9, 10, 12, 14, 15) Bcl-2 ve GFAP varlıklarının çok Ģiddetli olduğu 

görülmüĢtür. ÇalıĢma sonunda elde edilen bulgular değerlendirildiği zaman yine 

yüksek GFAP gözlemlenen olguların 5 inde (olgu no: 7, 10-13) ortalamaların 

üzerinde kaspaz 9 varlığının olduğu görüldü. Bu sonuçlar istatistiki olarak da 

anlamlıydı (p<0,05). Bunun yanında yine Ģiddetli GFAP varlığı gösteren 2 olguda 

(olgu no: 14, 15) ise çok yüksek kaspaz 3 varlığı görüldü. Genel bir değerlendirmede 

ise baĢlatıcı ve efektör kaspazların yüksek olduğu 7 olguda (olgu no: 7, 10-15) GFAP 

varlığının da yüksek olması o olgulardaki MSS hücrelerinin apoptozise gittiklerini ya 
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da dejenere olduklarını ve GFAP‘ın rejenerasyon etkisinden yararlanamadıklarını, 

muhtemelen de meydana gelen reaktif gliozisin yüksek olmasından ve uzun süreli 

devam etmesinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. Bu durum ise Anderson ve 

arkadaĢlarının 2003 yılında yaptığı çalıĢmayla da uyumlu görülmektedir. Genel bir 

değerlendirme ile dejenerasyonlar sonucu meydana gelen reaktif gliozisin de 

Ģiddetinin önemli olduğunu belirli düzeylere kadar GFAP proteininin koruyucu etki 

yaparken Ģiddetli ve uzun süren olgularda ise rejenerasyonu önlediği 

düĢünülmektedir. ÇalıĢma sonucunda elde edilen GFAP, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulguları 

ġekil 4.6‘da gösterilmiĢtir. 

 

 

Şekil 4.6. ÇalıĢma sonucunda elde edilen GFAP, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulguları 

 

Luxol fast blue MSS‘de meydana gelen myelin kaybını göstermede kullanılan 

özel bir histokimyasal boyamadır. Myelin kaybının Ģiddetinin GFAP ile 

karĢılaĢtırılması dejenerasyonların Ģiddeti konusunda iyi bir fikir vermektedir. Luxol 

fast blue ile boyamalarda semikantitatif olarak değerlendirilen ve çok Ģiddetli olarak 

yorumlanan (olgu no: 8, 11), onlara nispeten Ģiddetli olgularda (olgu no: 2, 13) ve 
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orta Ģiddetli bir olguda (olgu no: 10, 12) GFAP varlığının da çok Ģiddetli olduğu 

görüldü. Bu durum ise myelin kaybının Ģiddetli oligodendrosit yıkımına bağlı 

olabileceği ve bu yıkıma paralel olarakta GFAP‘ın Ģiddetli olarak gözlemlendiği 

düĢünülmektedir. Aynı Ģekilde hafif veya nispeten orta Ģiddetli olarak değerlendirilen 

olguda ise (olgu no: 4) GFAP‘ın hafif varlığı gözlemlendi. 

 

Myelin kaybı ile baĢlatıcı ve efektör kaspazlar arasındaki iliĢki 

değerlendirildiği zaman, çok Ģiddetli myelin kaybının bulunduğu dört olgunun 

ikisinde (olgu no: 4, 13) kaspaz 3 varlığının çok Ģiddetli olduğu görüldü, diğer 

ikisinde ise (olgu no: 8, 11) kaspaz 9 varlığının kaspaz 3‘e göre daha Ģiddetli olduğu 

görüldü. Bu bulgular ıĢığında çok Ģiddetli myelin kaybının varlığının tespit edildiği 

bu 2 olguda kaspaz 3 varlığının Ģiddetli olmasından dolayı MSS hücreleri arasında 

özellikle oligodendrositlerin yaygın apoptozisinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

ÇalıĢmada kullanılan hayvanlar arasında Ģiddetli (olgu no: 8, 11, 13) ve orta Ģiddette 

myelin kaybı gösteren olgularda (olgu no: 1-3, 10, 12) kaspaz 9 varlığının çok 

Ģiddetli olduğu görüldü. Çok çarpıcı bir bulgu ise myelin kaybı çok hafif skorlanan 

olgularda (olgu no: 5, 10) kaspaz 3 varlığı hiç yok iken kaspaz 9 varlığı çok 

Ģiddetliydi. Buna ek olarak bir olguda (olgu no: 7) myelin kaybının ve kaspaz 3 

varlığının hiç olmadığı ancak Ģiddetli kaspaz 9 varlığının olduğu görüldü. Bu durum 

da aklımıza myelin yapımından sorumlu oligodendrositlerin henüz apoptozise 

uğramadığı ve normal fonksiyonlarına devam ederek myelin ürettiğini düĢündürdü. 

Kaspaz 9 varlığı ise muhtemelen aynı hücrelerde apoptozom kompleksi yeni 

oluĢtuğu için kaspaz 3 aktivitesi hücreler içinde henüz baĢlamadığını 

düĢündürmektedir. Genel bir değerlendirmeyle ise çalıĢma hayvanların tümünde 

istatistiki olarak Bcl-2, kaspaz 9 ve GFAP varlıklarının anlamlı bulunması konuyla 

ilgili daha ileri moleküler çalıĢmaların gerekliliğini gözler önüne sermektedir. 

 

Sonuç olarak bu çalıĢmada Pestivirüslerin eNOS ve iNOS varlıklarını 

patolojik olarak arttırdıklarını, dolayısıyla üretilen NO‘in ER stresi meydana getirip,  

mitokondri aracılığı ile içsel yolla apoptozisi tetiklediğini düĢündürdü. Bunun 

yanında muhtemel iki Pestivirüs suĢunun meydana getirdiği eĢzamanlı enfeksiyonun 

varlığından da Ģüphelendirdi. Aynı zamanda Ģiddetli derecede SHV antijeni tespit 



110 
 

edilen olgulara ait endotellerde eNOS ve iNOS aktivitelerinin Ģiddetli olduğu 

görüldü. Bu durumun virüs tarafından mı yoksa baĢka dıĢsal sebeplerden mi 

meydana getirildiği sunulan çalıĢma ile açıklanamadı. Ancak, immunohistokimyasal 

testlerde virüsün endotelleri de enfekte edebildikleri bu çalıĢmada gösterildi.  Fakat 

bu endotellerde, virüs antijenleri ile eNOS ve iNOS varlığı aynı anda gösterilemedi. 

Dolayısıyla sonuçlar belirgin bir Ģekilde Ģiddetli olarak gözlemlenen eNOS ve 

iNOS‘un SHV ile enfeksiyon sonucunda meydana gelebileceğini düĢündürdü. Bu 

teorinin desteklenmesi için de aynı anda bu antijenlerin birlikte tek bir hücrede 

gösterilmesini sağlayan ileri tekniklere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu bilgilere ek olarak, 

damarlarda iNOS reaksiyonunun Ģiddetli olduğu olgularda, damar içi lenfosit ve 

diğer yangı hücrelerinin artıĢı da dikkati çekti. Bu hücrelerde benzer Ģekilde eNOS 

ve iNOS varlığı gösterdi. Dolayısıyla, enfeksiyonda eNOS ve iNOS düzeylerinin 

oluĢmasında sadece endotelyal değil aynı zamanda bölgeye olası çağrıldığı 

düĢünülen lenfositlerin ve nötrofillerin de katkısının olabileceği çok büyük bir 

ihtimaldir. Dejenerasyonunun Ģiddetinin belirlenmesinde önemli bir belirteç olan 

GFAP ile myelin hasarı arasındaki uyumun ve bu sonuçları ortak değerlendirip 

baĢlatıcı ve efektör kaspazlar ile birlikte yorumlandığı zaman da nöron, astrosit ve 

oligodendrositlerin SHV‘den Ģiddetli olarak etkilendikleri görüldü. Bu duruma cevap 

olarak da bir grup hücrenin apoptozise giderken bir grup hücrenin ise Bcl-2 varlığını 

arttırıp hayatta kalmaya çalıĢması çalıĢmada kullanılan hayvanların hangi suĢlar 

tarafından enfekte edildiğini bilmemiz gerekliliğini vurgulamaktadır.  
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