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ONSOz

Smir Hastaligy, ilk olarak 1959 yilinda Ingiltere ve Galler arasmdaki siir bolgesinde
yasayan koyunlarda goriildigii i¢in ismini buradan almistir. Abortlarin goériilmesi ve
yasama sans1 diisiik persiste enfekte kuzu/oglaklarin diinyaya gelmesi sonucunda,
hayvan popiilasyonlar1 ve {iilke ekonomisinde Onemli kayiplara neden olan,
Pestiviris’lerin meydana getirdigi viral bir hastaliktir. Hastaligin patogenezine
bakildiginda; hayvanm yasi, gebelik durumu ve fotus yasmna bagh olarak farkl klinik
tablolarin gelitigi gorilir. Apoptozis ise hassas bir dengede tutulmasi gereken ve
bircok virtslerin hedef olarak gordiigi, tipki Smir Hastaligi’nin patogenezi kadar
karisik bir olusum sistemine sahip hicre 6limidir. Bu iki énemli konuyu tek bir ¢at1
altinda toplayan ¢alismalarin bulunmasiyla birlikte bu ¢alismada; viicuttaki patolojik
ve fizyolojik duzeydeki degisimlerinin sonucunda apoptotik ve anti-apoptotik
dontigiimleri beraberinde getiren endotelyal ve indiiklenebilir kdkenli nitrik oksit
molekilinin, SHV’niin meydana getirdigi dejenerasyonlardaki rolii arastirilarak,
myelin kaybi ile astrositlerin konuyla baglantisinin bir arada incelenmesi
amacglanmistir. Calisma hayvanlarindan elde edilen bulgular ¢ercevesinde ise
apoptozisin birincil olarak igsel nedenlerden kaynaklandigi ve meydana gelen
apoptozisin eNOS ve iNOS’un siddetli eksprese edilmesi sonucunda Gretilen NO
molekiiliiniin mitokondriyel hasar sonucu tetiklendigi ve MSS’de meydana gelen

hasarlardan da yiiksek oranda sorumlu tutuldugu gosterilmistir.

Doktora egitimim siiresince ve tez ¢aligmamda bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim, ¢alismamin her asamasinda destegini gordiiglim, bu arastirmanin
planlanmas1 ve gerceklestirilmesinde degerli zamanini ve yardimlarmni esirgemeyen,
ayrica calisma disiplini, hosgoriisii, sabrin1 yasamim boyunca kendime Ornek
alacagim tez danmismanim Saymn Dog. Dr. Oguz KUL’a, ayrica doktora egitimim
siiresince katkilarin1 ve istatistiksel degerlerin analiz edilmesinde yardimini
esirgemeyen Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
Aragtirma Gorevlisi Dr. Hasan Tarik ATMACAya, gosterdikleri sabur, tesvik ve her
seyden oOnemlisi fedakarliklarindan dolay1r da, canimdan cok sevdigim aileme

tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Vi
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Sinir Hastalig Viriisii ile Dogal Enfekte Kuzu ve Oglak Beyinlerinde Apoptotik

ve Anti-Apoptotik Mekanizmalarin Karsihkh Degerlendirilmesi

OZET

Smir Hastaligi (SH) Tiirkiye dahil, diinyada koyun ve kegi popiilasyonlarinda abortus
veya persiste enfeksiyonlar nedeniyle iilke ekonomisinde ciddi kayiplara neden olan
ve Pestiviriisler tarafindan olusturulan viral bir hastaliktir. Hiicre kiiltiirtindeki
sitopatojenitelerine gore Pestiviriisler, apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyen sitopatik
(SP) ve sitopatik olmayan (SPO) tiir olarak ikiye ayrilirlar. Sitopatik olmayan tiirler
enfekte ettigi hiicrelerde apoptozisi engelleyici etki gostererek persiste
enfeksiyondan sorumludur. Sinir Hastaligi Viriisii’niin (SHV) apoptotik ve anti-
apoptotik mekanizmalarmin merkezi sinir sisteminde arastirildigi sinirli sayida
calisma vardir. Bu ¢alismada, SHV enfekte kuzu ve oglaklarda; apoptotik ve anti-
apoptotik mekanizmalarin karsilikli arastirilmasi ve eger varsa SHV’ nin merkezi
sinir sisteminde hangi yolakla apoptozisi tetiklediginin ortaya konulmasi
amaclanmistir. Bu amagla da; SHV ile enfekte hayvanlarin beyin kokii ve orta beyin
bolgesinde meydana gelen lezyonlarda; apoptotik (kaspaz 3, kaspaz 9) ve anti-
apoptotik (Bcl-2) mekanizmalar, sitokin yanit1 (TNFR1, TNF-a, INF-y, eNOS ve
INOS), apoptotik hiicre sayilarmin tespiti (TUNEL), reaktif gliozis (GFAP), myelin
hasar1 (LFB) incelenerek saglikli kontrol dokular1 ile karsilastirilmistir. Calismanin
materyalini, molekiiler ve immunoperoksidaz testlerle SH tanis1 konulan 10 kuzu, 5
oglak ve saglikli kontrol i¢in ise saglikli 3 kuzu ve 3 oglaktan alinan beyin dokular1
olusturmustur. Parafine gomiilen dokulardan alman 5 um kalinhigindaki kesitler,
hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra histopatolojik incelemede, ndron
dejenerasyon ve nekrozu, gliozis, myelin kaybi, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ve
vaskiilit bulgular1 dikkate alinarak lezyon siddetine gore skorlandi. Bu g¢alismada,
SHYV pozitif hayvanlardaki beyin kokii ve orta beyin bolgelerinden alinan kesitlerde;
indirekt immunoperoksidaz testlerde tavsan-anti SHV poliklonal antikoru ve ticari
firmalardan  temin edilen apoptotik ve anti-apoptotik mekanizmalarin
tanimlanmasinda rabbit poliklonal kaspaz 3, 9, Bcl-2, TNFR1, TNF-a ve INF- vy,
TUNEL, GFAP, eNOS, iNOS antikorlar1 ve myelin hasar1 tespiti i¢in histokimyasal



boyama olarak da LFB kullamldi. Immunoperoksidaz test sonuglarina gore; kaspaz
9, Bcl-2, TUNEL, GFAP, eNOS ve iNOS immunopozitif boyanma yiizde alanlari,
kontrol grubu hayvanlardakine oranla istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) diizeyde
yiiksek bulundu. Saglikli Kontrol grubu ve SHV pozitif hayvanlara ait TNFR1, TNF-
o ve INF-y oranlar1 arasinda herhangi bir istatistiksel dneme rastlanmadi (p>0.05).
Deney grubu hayvanlarda, enfeksiyonun siddetinde artigla birlikte myelin kayb1 ve
reaktif glia hiicrelerinde GFAP varligmin arttig1 goriilmistiir. Sinir Hastalig1 Virtisi
ile enfekte calisma grubu hayvanlar ile saglikli kontrol grubu hayvanlarin
karsilagtirilmast sonucunda; en carpicit bulgu beyinde eNOS ve iINOS varliginin
hastaligin siddeti ile dogru orantili artmasidir ve bunun SHV enfeksiyonunda
sekillenen apoptozis belirtecleri ile uyumlu oldugu gdésterilmistir. Ayni zamanda,
SHV ile enfekte hiicreler arasinda apoptozise giden hiicrelerin baskin olarak igsel
yolu sectikleri ve igsel yol ilizerine de en bliyiik etkinin énemli derecede artan NO
seviyesi ile iliskili olabilecegi ortaya konulmustur. Deney grubu hayvanlarda goriilen
myelin kaybi ile GFAP varligi sonuclarma gore; enfeksiyonun siddeti arttikga

dejenerasyon derecesinin de paralel olarak arttig1 goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, anti-apoptozis, Smir Hastaligi, immunohistokimya,

Pestiviriis, sitokin



Evaluation of Apoptotic and Anti-apoptotic Mechanisms in Sheep and Goat

Brains Naturally infected 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-a, INF-y, 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 um 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-a, INF-y, 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,



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-a and INF-y 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



1.GIRIS

1.1. Stmir Hastah@i'nin Tanimi ve Onemi

Hastalik, ilk kez 1959 yilinda Ingiltere ve Galler arasindaki smir blgesinde yasayan
koyunlarda goriildiigi i¢in “border disease” olarak isimlendirilmistir (Hughes ve ark.
1959). Smir Hastaligi konjenital hipomyelinozis, fuzzy lamb ve hairy shaker
sendrom gibi hayvanlarm kil ortiisiindeki karisik goriiniimii ve sinirsel bulgulari

tanimlayan farkli isimlerle de adlandirilmaktadir (Jones ve ark. 1997).

Smir Hastaligi Virlisii (Border Disease Virus, BDV, SHV), Flaviviridae
ailesinin Pestiviriis smifinda yer almaktadir. Bu smif igerisinde, SHV ile yakin
antijenik iligki igerisinde olan Klasik Domuz Vebas: Viriisii (KDVV) ve Sigirlarin
Viriisi Ishali Viriisii (SVIV) de bulunmaktadir (Nettleton ve ark. 1998, Vilcek ve
Nettleton 2006, Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Nettleton ve Willoughby 2007)
(Sekil 1.1). Biitiin bu viriisler sigir, domuz ve koyun popiilasyonlarinda prenatal veya

postnatal enfeksiyonlar sonucu ciddi kayiplar meydana getiren 6nemli patojenlerdir.

Pestiviriis kaynakli ekonomik kayiplar, abort ve yasama sans1 diislik yavrular
ile klinik bulgu gostermeden viriis rezervuar1 olarak gorev yapan persiste enfekte
(PE) yavrular nedeniyle sekillenmektedir. Persiste enfekte hayvanlar, her ne kadar
klinik bulgu gostermeseler de, diger saglikli hayvanlara gére daha kiigiiktiirler ve
ayn1 zamanda saglikli yasitlarina gore verim kayb1 gosterirler (Houe 1999, Berriatua
ve ark. 2004). Sinir Hastalig1, koyun siiriilerinde ciddi ekonomik kayiplar meydana
getirir. Diinyadaki seropozitiflik oranlarinda bolgesel farkliliklar godzlenmekle
birlikte, yer yer yiiksek seropozitiflikle seyreden bir hastaliktir (Garcia-Perez ve ark.
2009). Yapilan ¢alisma sonuglarina gore, diinyada SH seroprevalansinin %5 ile 50

arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Nettleton 2000).
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Sekil 1.1. Sinir Hastaligi Viriisi’niin filogenetik yakinligi olan diger viriisler ile iliskisi
(Oguzoglu ve ark. 2009)

1.2. Etiyoloji

Smir Hastahigi Virtsi, Flaviviridae ailesinin Pestiviriis genusunda yer alir ve ayni
genusta bulunan Klasik Domuz Vebasi Viriisii (KDVV) ve Sigirlarm Viriisi Ishali
Viriisii (SVIV) ile yakim antijenik iliski icerisinde olup fiziksel, biyokimyasal ve
yapisal olarak da bliyiik benzerlikler gosterirler (Vilcek ve Nettleton 2006,
Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Nettleton ve Willoughby 2007).

Tek iplik¢ikli Riboniikleik asit (RNA) igeren Pestiviriis genomu yaklasik
olarak 12.3 kilobaz (kb) uzunlugunda ve pozitif polaritelidir (Vilcek ve ark. 1997,
Thabti ve ark. 2005). Etken, helikal simetriye sahiptir ve 40 ile 60 nm biiytikligiinde

ve kalinligi 5-7 nm olan bir zarf igerisindedir (Heinz ve ark. 2000).



Pestiviriisler; 56°C’de 30 dk’da inaktive olurlar. Sodyum klorid, fenolik
bilesimli dezenfektanlar, deterjanlar, organik ¢oziiciiler, formadehit ve gluteraltehit
gibi aldehidlerle de viriisler inaktive edilebilmektedir (Barlow 1990, Riimenapf ve
ark. 1993). Ayn1 zamanda viriis lipid eriticilere ve ultraviyole 1smlarina karsi oldukga
duyarlidir (Barlow 1990, Riimenapf ve ark. 1993). Pestiviriislerin yapisal ve yapisal
olmayan proteinleri, bir poliproteinden sentezlenmektedir. Virtisin RNA genomu 5'
ucundan 3' ucuna dogru bir agik okunabilir bolgeye (ORF, Open Reading Frame) bir
de kodlama yapmayan bdlgeye (UTR, untranslate region) sahiptir. A¢ik okunabilir
bolge, yaklasik olarak 4000 aminoasit kodlar ve yapisal olan veya olmayan sirasiyla
Npro, C, Erns, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B isimleriyle anilan
12 protein bulundurmaktadir. Kodlama yapmayan bolge ise RNA replikasyonu ve
virlis i¢in 6nemli olan proteinlerin sentezlenmesi i¢in gerekli olan bolgedir (Vilcek

ve ark. 1997, Oguzoglu ve ark. 2009).

Pestiviriisler,  hiicre  kiiltirinde ~ morfolojik  bozukluk  olusturup
olusturmamasina gore, sitopatik (SP) ve sitopatik olmayan (SPO) 2 farkli biyotipe
ayrilirlar. Sitopatojen ve sitopatojen olmayan biyotiplerin dogadaki yayginliklar
arasinda biiylik farklilik vardir. Sitopatojen olmayan biyotiplerin, dogadaki
yaygmliginin %95 oraninda oldugu bildirilmistir (Heinz ve ark. 2000).

Smir Hastalig1 Viriisii izolatlar1 6 filogenetik gruba ayrilir. Sinir Hastaligi
Viriisii tip 1 Amerika (Sullivan ve ark. 1997), Ingiltere (Vilcek ve ark. 1997),
Avusturalya (Becher ve ark. 1994) ve Yenizelanda’da (Vilcek ve ark. 1998) koyun
ve kegilerden izole edilmistir. Siir Hastalig1 tip 1 altgrubu kendi arasinda SHV la
ve SHV 1b olmak iizere ikiye ayrilir (Valdazo-Gonzales ve ark. 2006). Simir
Hastalig1 Viriisii tip 2 altgrubunda ren geyiklerinden izole edilen Reindeer 1 ve Bison
1 suslar1 bulunmaktadir ve Almanya’da izole edilmistir (Becher ve ark. 2003). Sinir
Hastalig1 Viriisti tip 3 altgrubunda domuzlardan izole edilen SHV Gifhorn izolati
(Schirrmeier ve ark. 2002), Isvicre ve Avusturya’dan izole edilen SHV izolat1 yer
almaktadir (Stalder ve ark. 2005, Krametter-Froetscher ve ark. 2007). Sinir Hastalig1
Viriisii tip 4 altgrubunda, vahsi bir geyik tiirii olan Chamois’ten Ispanya’da izole
edilen sus bulunmaktadir (Becher ve ark. 1995, Valdazo-Gonzales ve ark. 2006).



Smir Hastaligr Virisi tip 5 ve 6 Fransa’da (Dubois ve ark. 2008) tespit edilmistir.
Bunun yaninda Tiirkiye’deki izolatlarin da SHV karakterinde olup yeni bir grup olan

SHV tip 7’yi olusturabilme ihtimali bulunmaktadir (Oguzoglu ve ark. 2009).

1.3. Epidemiyoloji ve Bulasma

Birgok c¢alismada, Pestiviriislerin konak¢1 spesifik olmadigina dair raporlar
bulunmaktadir (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). Sigirlarin Viriisi Ishali Viriisii, sadece sigirlar1 degil bunun yaninda
koyun, ke¢i, domuz ve bir¢ok vahsi ruminantlar1 da enfekte edebilmektedir (Becher
ve ark. 1997). Smir Hastalig1 Viriisii, sporadik olarak koyun ve kegilerin yaninda
domuz (Roehe ve ark. 1992, Vilcek ve Belak 1996), sigir (Becher ve ark. 1997,
Strong ve ark. 2010), ren geyigi ve bizonlarda (Becher ve ark. 1999) da tespit
edilmistir. Bununla birlikte, Pestiviriisler sinifina dahil olan Klasik Domuz Vebasi
Viriisii’niin konakg1 spesifik oldugu diistiniilmektedir. Dogal enfeksiyon 6rneklerinin
de bulunmasinin yaninda, deneysel olarak KDVV ile sigir ve koyunlarin enfekte

edilebildigine dair rapor bulunmaktadir (Paton 1995, Hurtado ve ark. 2003).

Pestiviriisler  ilk  baglarda, konaktan izole edilen tiirlere gore
isimlendirilmesine ragmen, viriis suslarinin konaga 6zgiin olmadig: ve tiirler arasinda
bulasmanin sekillendigi ortaya konulmustur (Krametter-Froetscher ve ark. 2007).
Koyunlarda, SVIV tip 1, Almanya, Isve¢, Amerika ve Ingiltere (Becher ve ark. 1994,
Vilcek ve ark. 1997, Willoughby ve ark. 2006), SVIV tip 2 ise Almanya, Amerika ve
Ingiltere’de rapor edilmistir (Becher ve ark.1995, Sullivan ve ark. 1997, Vilcek ve
ark. 1997). Sigirlarin Pestiviriisleriyle (SVIV tip 1 ve SVIV tip 2) da enfekte olabilen
koyunlar sigir siiriileri i¢in onemli tehdit olusturmaktadir (Sullivan ve ark. 1997,
Vilcek ve ark. 1997). Julia ve ark. (2009), Arjantin’de yapmis olduklar1 ¢galismada 54
adet koyun kan ornegini SVIV-1 ve SVIV-2 varhig:i yoniinden incelemisler ve
orneklerin  %46,3’linii  (25/54) SVIV-1 yoniinden, %13’iinii (7/54) SViV-2
yoniinden, %20.4’{inii (11/54) hem SViV-1 hem de SVIV-2 yoniinden pozitif,



%14.8’ini (8/54) ise hem SVIV—-1 hem de SVIV-2 ydniinden negatif tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Sigirlarmn  Viriisi Ishali Viriisii ile enfekte koyunlarm yaygmligi fazla
olmasmma ragmen, SHV ile sigirlarda dogal enfeksiyon sekillenebildigine dair
raporlar oldukca azdir (Becher ve ark. 1997, Hornberg ve ark. 2009, Strong ve ark.
2010). 1973 yilinda, Avusturalya’da izole edilen viriisiin genetik olarak diger
sigirlardan izole edilen virlislerden farkli oldugu anlasilmis ve analizler sonrasinda
ise virtisiin SHV oldugu tespit edilmistir (Becher ve ark. 1997). Bir diger calismada,
Avusturya’da diizenli olarak yapilan SVIV taramalarmda bir olguda, Innsbruck-
Land’tan bir sigirmn digerlerinden farkli olarak SHV ile enfekte oldugu tespit
edilmistir (Hornberg ve ark. 2009). Ingiltere’de, sigirlarda Pestiviriis taramalari
sirasinda ise GZ-PZR ile 6 sigirda izole edilen viriisiin genetik ve antijenik

ozelliklerinin SHV ile ayn1 oldugu tespit edilmistir (Strong ve ark. 2010).

Pestiviriisler temel olarak sigir, koyun, ke¢i ve domuzlar1 enfekte etmektedir,
fakat Pestiviriis antijenleri ve anti-Pestiviriis antikorlar1 vahsi ruminantlarda da
identifiye edilmistir. Sinir Hastaligi Viriisii’niin konak yelpazesinde koyun ve
kecilerin temel olarak bulunmasmin yaninda son ¢alismalarda SHV ile enfekte vahsi
ruminantlarm oldugu ve serolojik ¢alismalarla da enfeksiyonun vahsi hayatta ¢ok
yaygm goriildiigii anlasilmistir (Vilcek ve Nettleton 2006). Ornek olarak 1995 ile
2004 yillar1 arasinda, Fransa’nin Orlu sehrinde yapilan epidemiyolojik caligmalar
dogrultusunda alinan sonuglarda, vahsi ruminantlardan toplanan 323 Ornegin

227’sinin yani %70.3’{iniin seropozitif oldugu goriilmiistiir (Alzieu ve ark. 2004).

Tiirler aras1 gecislerin bu kadar yaygin olmasinin en énemli nedeni sigir ve
koyunlarin birbirleri ile yakin temasta olmalaridir (Vilcek ve ark. 1997, Krametter-
Froetscher ve ark. 2007). Ingiltere’de birgok ciftlikte, sigirlar ve koyunlar ¢ogu
zaman bir arada yetistirilmektedir. Bu durumda da SHV veya SVIV ile enfekte
koyunlarin tiim siirliyli enfekte edebilmesi olas1 bir durumdur (Vilcek ve ark. 1997).
Sigir ve koyunlar1 enfekte eden SHV suslarinin molekiiler karakterizasyonlarina

bakildiginda kendi aralarinda da antijenik farkliliklarm oldugu gériilmiistiir. Ornegin;



Ingiltere’de sigirlardan izole edilen SHV niin antijenik profilinin koyunlardan izole

edilen SHV ile farkli oldugu tespit edilmistir (Strong ve ark. 2010).

Bu kadar kapsamli bir konak yelpazesinin bulunmasi, hastaliklarin tanisinda
da 6nemli sorunlar meydana getirmektedir. Domuzlarda, klasik domuz vebasina yol
acan KDVV enfeksiyonu tanisinda, SHV ile daha dnceden karsilagsmig ya da enfekte
domuzlarin viriise karst meydana getirdikleri antikorlarm KDVV’niin tespitinde
yaniltic1 olabilecegi bildirilmistir (Roehe ve ark 1992, Vilcek ve Belak 1996).

Hastaligin bulagsmasinda en oOnemli faktorler, enfekte hayvanlarin burun
akintisi, idrar, diski, tiikiiriik, siit ve genital sistem akintilar1 gibi sekret ve ekskretler
ile aborte fotusa direkt temastir. Hastaligin bulasmasinda, siiride PE hayvanlarin
bulunup bulunmadig1 da 6nemli bir diger faktordiir, ¢iinkii PE hayvanlar yasadiklar1
stirece virlisii stirekli etrafa dagitabilirler (Barlow ve ark. 1986). Bu durum, ¢evre
ve/veya siiriide bulunan diger hayvanlar i¢in yliksek oranda hastaligin kaynagini

olusturmaktadir (Houe 1999, Nettleton 2000).

Smir Hastaligi’na yakalanmis erkek hayvanlarin enfekte spermalar1 disi
damizlik hayvanlar i¢in 6nemli bir bulagsma yolu oldugu goriilmiistiir (Barlow ve ark.

1986, Nettleton ve Willoughby 2007).

Smir Hastaligi’nin bulagsmasinda bir diger faktor, kontamine olmus as1
uygulamalaridir. Thabti ve arkadaslar1 (2005); Tunus’ta koyun c¢ice§i asisi
uygulamalar1 sonrasinda sekillenen abort olgularinda, lezyonlarin Pestiviriis
enfeksiyonlar1 ile uyumlu oldugunu ve incelemeler sonucunda ise hayvanlara

uygulanan asilarin Pestiviriis ile kontamine oldugunu ortaya koymuslardir.

Bulagmaya zemin hazirlayan faktorler de, en az bulagsmaya yol agan nedenler
kadar Onemlidir. Konak popiilasyonunun hastaliga karsi duyarhiligi birincil
hazirlayict nedendir. Bakim ve besleme sartlarinin iyi olmadigi bir siiriide, stirekli
hastaliklarla miicadele eden ve bagislik sistemi zayif hayvanlarin bulunmasi Smir

Hastaligi’na yakalanma riskini daha da arttirmaktadwr. Bunun yaninda bulagsma
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potansiyeli olan siiriilerde hastaligin yavas veya hizli yayilmasi etkenin viriilensi ile

de yakin iliskilidir (Houe 1999).

Hastaligin yayilisinda 6nemli bir diger hazirlayici faktor, enfekte hayvan ile
enfekte olmayanlarin birbirleriyle temas: ve farkli tiirlerin ayni ortamda
tutulmalaridir. Sinir Hastaligi Viriisii enfeksiyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda;
enfekte ve enfekte olmayan hayvanlarin bir arada tutulmalarinin 6nemi belirtilmisve
kapali alanlarda yetistirilen hayvanlarin c¢ayirda otlatilan hayvanlara oranla SHV
enfeksiyonundan daha az etkilendikleri bildirilmistir (Krametter-Froetscher ve ark.
2008).

Tiirler aras1 bulagsmanin da oldugu géz 6niinde bulundurulursa koyun, sigir
ve domuz gibi farkli tiirlerdeki hayvanlarm bir arada barindirilmasi bulagsmada
hazirlayici bir diger 6nemli nedendir (Krametter-Froetscher ve ark. 2007, Krametter-
Froetscher ve ark. 2008).

Isletmelerde goriilen Pestiviriis salginlarm nedenleri arasinda siiriide PE
hayvanlarin bulunup bulunmadigi, viriis tiiriiniin viriilensi, isletme politikas1 ve

hayvanlarm bakildig1 sartlarin kalitesi bulunmaktadir (Garcia-Perez ve ark. 2009).

Bu durumlarin goz oniine alinip dikkatli bir sekilde incelenmedigi siirece
hastaligin  Oniine gegilebilmesi miimkiin  goriilmemektedir.  Pestiviriislerden
korunmada onemli nokta PE hayvanlardan meydana gelecek re-enfeksiyonlarin

ontine gecmektir (Nettleton 1987).

Persiste enfeksiyon transplasental olarak SPO susla immun sistem gelismeden
yavrunun enfeksiyonu sonucu sekillenir. Persiste enfekte hayvanlarin hayatta kalma
oranlar1 saglikli olanlara gore olduk¢a disiiktiir ve ortalama 5 yil olarak
diistiniilmektedir (Nettleton ve ark. 1998, Nettleton ve Willoughby 2007). Hastalikla
miicadelede temel hedefin PE hayvanlarin tespiti, duyarli gebe koyun ve kegilerden
ayr1 yerlerde bakilmasi veya elden ¢ikarilmasmin gerektigi tartisilmaz bir gercektir.

Tiirkiye’de koyunlarda goriilen abortlarin nedenleri arasinda en Onemli yeri tutan
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Pestiviriis enfeksiyonlarmin onlenmesine dair yapilan calismalar arasinda ticari
olarak bir asinin tam olarak gelistirilememis olmasi hastaligin Oniine gecilmesini

daha da zorlastirmaktadir (Brun ve ark. 1993).

1.4. Simir Hastah@r’min Diinya ve Tiirkiye’deki Durumu

1.4.1. Smir Hastahi@r’min Diinyadaki Durumu

Sinir Hastaligi, Tirkiye dahil hemen hemen tiim diinya iilkelerinde problem olan
onemli bir hastaliktir. Cogu ¢alismada hastalik uzun yillar takip edildikten sonra
izole edilen viriislerin genetik analizlerine gidilmistir. Yenizelanda da 1967-1997
yillar1 arasinda sigir ve koyun popiilasyonlar1 taranip, 20 Pestiviriis toplanip genetik
analizleri yapilmustir (Vilcek ve ark. 1998). Ispanya’da 1999-2002 yillar1 arasinda 10
koyun ve 41 sigir numuneleri toplanarak Pestiviriislerin genetik analizleri yapilmistir
ve bir koyun 6rneginin KDVV genotipinde oldugu goriilmiistiir (Hurtado ve ark.
2003). Ispanyada 2001 ve 2003 yillar1 arasinda kesimhaneden (n= 2089) ve 2004
yilinda bakim iinitelerinde bakilan koyunlardan (n=126) alinan serum o&rnekleri
incelenmistir. Kesimhanedeki koyunlarm %]17.6’sinin, bakim iinitelerindeki
koyunlarin ise %28.6’sinin Pestiviriislere karsi antikor tasidigi tespit edilmistir
(Valdazo-Gonzalez ve ark. 2008). Norveg’te ruminantlarda Pestiviriislerle PE
yavrular, reprodiiktif sorunlar yasayan ve anomalili yavru dogumlar1 gézlenmis ve
ilk olarak 1981 yilinda koyunlarda ve 1982 yilinda da kegilerde SH tespit edilmistir
(Loken 1992). Suriye’deki seroepidemiyolojik ¢aligmada hayvanlarin %45 inin
SH’na karsi antikor tasidigi tespit edilmistir (Tabbaa ve ark. 1995). Sinir
Hastaligi’nin tespitine yoOnelik yapilan seroepidemiyolojik bir calismada ise,
Fransa’daki koyunlarmn %50’sinin Pestiviriis enfekte oldugu tespit edilmistir (Russo
ve ark. 1987). Yine Giiney Fransa’da koyun ve kecilerin karisik olarak bakildig:
siiriilerin taranmasi ile elde edilen 13 Pestiviriis tiiri genotiplendirilmesinde SVIV
tip I, IT ve SHV tiirleri izole edilmistir (Pratelli 2001). Isvigre’de yapilan kapsaml1 bir
seroprevalans calismasinda 1slah c¢aligmalar1 ile siiriilerde kontrollii bakilan
koyunlarda SH enfeksiyonunun %20 ve sahipsiz koyunlarda ise bu oranmn %65

oraninda oldugu saptanmustir (Schaller ve ark. 2000). Yine Isvigre’de SH tanisi
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konulan 28 haftalik bir koyundaki mukozal lezyonlar tanimlanmus, ilk rapor olarak
2009 yilinda bildirilmistir (Hilbe ve ark. 2009). Arjantin’de 54 koyundan alinan
serum Orneklerinin Pestiviriisler yoniinden incelenmesi sonucunda koyunlarin
%46.3’{iniin SVIV tip 1, %13’{iniin SVIV tip II ve %20.4’{iniin hem SVIV tip I hem
de SVIV tip II oldugu ilk rapor olarak 2009°da bildirilmistir (Julid ve ark. 2009).

1.4.2. Smir Hastah@r’min Tiirkiye’deki Durumu

Tiirkiye’de Sinir Hastahigi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Burgu ve ark. 1987,
Simsek ve ark. 1997, Burgu ve ark. 2001, Cokgaliskan 2002, Ataseven Ve ark. 2006,
Kul ve ark. 2008, Giir 2009, Oguzoglu ve ark. 2009, Hasircioglu ve ark. 2009, Azkur
ve ark. 2011). Diinya ¢apinda yapilan ¢alismalar dogrultusunda hastaligin 6nemi ve
meydana getirdigi ekonomik kayiplarin net bir sekilde ortaya konulmasiyla birlikte,
son zamanlarda Tirkiye’de de hastalikla ilgili patolojik, epidemiyolojik, klinik ve
molekiiler caligmalar hiz kazand1 (Kul ve ark. 2008, Giir 2009, Hasircioglu ve ark.
2009, Oguzoglu ve ark. 2009, Toplu ve ark. 2010, Azkur ve ark. 2011).

Tirkiye’de yapilan ¢alismalara ait bilgiler ¢izelge 1.1°de sunulmustur.
Cizelge 1.1.°de yer alan bilgilere ek olarak, Cokcalisgkan’in 2002°de yapmis oldugu
calismada 75 gebe koyunun 31 (%41.33)’inden fazlasinda SHV antikorlar1 tespit
etmistir (Cokgaligkan 2002).Burgu ve arkadaglarinin 1987 yilinda yapmis olduklar1
caligmada abort yaptiklar1 tespit edilen 541 koyundan 232’sinde (%42.8)

Pestiviriislere kas1 antikor tasidiklarini ortaya koymuslardir.

13



Cizelgel.l. Tiirkiye’nin ¢esitli illerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar

i1 Koyun Kegi Koyun Keci Kaynak
sayi1sl sayist | Seropozitiflik | Seropozitiflik
Yiizdesi (%) | Yiizdesi (%)
Azkur ve
Kirikkale 1075 - 8.4 - 100 - ark. 2011
Hasircioglu
Burdur 735 35 64.6 5.7 ve ark.
2009
Aydin 64 109
Oguzoglu
2.05 1.98 ve ark.
Burdur 82 42 2009
Afyonkarahisar 1346 - 69.3 - Giir 2009
Ataseven
Van ve Siirt - 275 - 63.6 ve ark.
2006
Simsek ve
Konya 440 - 36.3 - ark. 1997
Kamuya ait 661(a) i i
koyun (@) 21.5 Burgu ve
ciftlikleri Gebeligin ark. 2001
(iller 2-3. Aylar1 (b) 25
aciklanmamis) 174 (b)
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1.5. Klinik Bulgular

Sinir Hastalig1 6zellikle koyunlar i¢in 6nemli reprodiiktif hastaliklar arasinda yer alir.
Smir Hastalig1 i¢in tanitict ve dnemli klinik bulgular arasinda yiiksek oranda abort,
mumifikasyon, tremor gosteren veya gostermeyen zayif, kiiglik ve yasama sansi
diistik yavrularin diinyaya gelmesi yer almaktadir (Nettleton ve ark. 1998, Nettleton
ve Willoughby 2007). Canli dogan ve klinik belirti gosteren yavrularin da 2-4 giin
icerisinde oldiikleri goriiliir (Nettleton ve Willoughby 2007). Klinik belirtilerin
siddeti ve yayginlhigi, siiriide bulunan gebe koyun ve keci sayilari, gebeligin hangi
donemlerinde olduklar1 ve viriisiin viriilensine bagli olarak degisiklik gosterir

(Nettleton ve ark. 1998, Houe 1999).

Pestiviriisler, lenfotropik ve immunosiipresif nitelik tasimaktadirlar.
Dolayisiyla, hasta hayvanlarda lenfositopeni siklikla goriiliir (Woldehiwet ve Hussin
1994). Siiriide SH’na bagli oliimler incelendiginde, hastaliktan kaynaklanan stres
faktorlerinin yaninda, siddetli ishal ve solunum problemlerinin de 6nemli bir yer
tuttugu goriliir. Bunun yaninda g6z ve burun akintist ile viicut isisinda artis da
siklikla karsimiza ¢ikar (Vilcek ve Nettleton 2006). Sonu¢ olarak, SH ile enfekte
hayvanlarda goriilen siddetli immun sistem yetersizligi sonucu bu hayvanlarin
sekonder enfeksiyonlara yatkinliginin saglikli hayvanlara oranla daha yiiksek oldugu

goriilmektedir (Woldehiwet ve Hussin 1994).

Saglikli bir koyunda Pestiviriis enfeksiyonu ¢ogunlukla asemptomatik ve
subklinik seyreder. Lokopeni ve kisa bir viremi doneminden sonra bagisiklik gelisir.
En siddetli enfeksiyonlar, gen¢ kuzularda goriiliir ve %50’nin {izerinde oliim
meydana gelir. Bu da virlis viriilansi, maruziyet orani ve yogunlugu ile yakin

iliskilidir (Roeder ve ark. 1983, Nettleton 2000).
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Gebeligin donemine gére meydana gelen enfeksiyonlarda 6nemli diger klinik
bulgu siddetli sinirsel semptom ve lokomotor sistem bozukluklarin goriilmesidir
(Nettleton ve ark. 1998, Nettleton 2000, Nettleton ve Willoughby 2007). On ve
ozellikle arka ayaklarda, siddetli tremor ve ritmik kontraksiyonlar goriiliir (Nettleton
ve ark. 1998, Nettleton 2000, Nettleton ve Willoughby 2007). Bas, kuyruk ve kulakta
dikkatli incelemelerde hafif titreme hareketleri tespit edilebilir (Nettleton 2000,
Nettleton ve Willoughby 2007, Garcia-Perez ve ark. 2009). Bunun nedenleri arasinda
beyinde meydana gelen hidranensefali, porensefali, kistik genislemeler ve beyincik
hipoplazisi gibi merkezi sinir sistemi (MSS) malformasyonlari bulunmaktadir

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

Fotal enfeksiyonlar gebeligin erken donemlerinde yaygin olarak fotusun
rezorpsiyonu veya mumifikasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Bu durumda enfeksiyon,
anne koyunda herhangi bir klinik belirti gostermeden atlatilabilir. Ancak fotal
Oliimler gebeligin orta ve ge¢ donemlerinde de goriilebilir (Radostits ve ark. 1994,
Nettleton ve ark. 1998). Eger fotus gebeligin ge¢ donemlerinde Pestiviriisler ile
enfekte olursa yavrular saglikli dogar ve yenidogan kuzularda viriis bulunmayip
Pestiviriislere kars1 antikorlarm sekillendigi goriiliir. Persiste enfekte hayvanlarin
onemi de klinik olarak herhangi bir belirti veya MSS’nde lezyon tasimamasindan
dolayr saglikli olarak algilanmasindan ileri gelir. Hastaligmm bu tip hayvanlarda

ciddiyeti daha da artmaktadir (Houe 1999).

Horizontal bulagsma sonucu, hayvan omrii boyunca bagisik hale gelir
(Berriatua ve ark. 2004). Yapilan galismalarda, klinik semptom gosteren giftlik
hayvanlar1 arasinda, geng bireylerin akut enfeksiyonlara erigkin olanlara gére daha
duyarli oldugu, bununla birlikte eriskin hayvanlarin genglere oranla daha uzun siire
anti-SHV antikoru tasidiklar1 ve bagisik olduklar1 goriilmistiir (Houe 1999, Berriatua
ve ark. 2004).
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1.6. Patogenez

Gebe koyun ve kecilerin Pestiviriis enfeksiyonlarinda meydana gelen fotal
patolojilerin giddeti, fotusun yasina baglh olarak oldukga farklilik gosterir. Buradaki
en bliylik dl¢iit enfeksiyon aninda, fotusun bagisiklik sisteminin ne derecede gelisim
gosterdigidir. Koyun ve kegilerin gebelik siirelerine gore; koyun fotuslarinda
bagisiklik sisteminin heniiz gelismedigi 60’ mc1 giine kadar ki siire¢ 1’inci donem, 60
ve 80’inci giinler aras1 bagisiklik sisteminin gelismeye basladigi 2’inci donem,
bagisiklik sisteminin tam olarak gelistigi 80 ve sonrasi giinler de 3’ilincii donem
olarak degerlendirilir (Barlow 1983, Nettleton 1990, Oguzoglu 2008). Keci
fotuslarinda ise; 80’inci giine kadar ki siire 1’inci dénem, 80 ve 100’{incii giinler
arast 2’nci donem, 100 ve sonrasi giinler ise 3’lincii donem olarak diistintiliir
(Oguzoglu 2008). Bu farkliligin nedeni, keci fotuslarinda bagisiklik sisteminin,
koyunlara gore daha ge¢ gelisim gostermesidir (Sekil 1.2) (Moller ve ark. 1993,
Burgu ve ark. 2001, Oguzoglu 2008).

Gebelik
20 Koyun

40
1. Donem

60

2. Donem

80

2. Donem

100

120 3. Donem

140

& "asama giicii zayaf, , P - “asama giicii zavif
Dogum Yasama giicii zayif, Yasama giicii zayif Yasama giicti zayif

persiste enfekte o veva saghkh
2 : Kuzular - <
viremik Kuzular ye g kuzular
=~ Virus + veyva =
Virus + o ) Virus
: Antikor + veya =
Antikor Antikor +

“alternatif efekt™

Sekil 1.2. Koyun ve kecilerin farkli  gebelik donemlerinde  sekillenen
Pesitiviriisenfeksiyonunda muhtemel sonuglar (Nettleton 1990’dan uyarlanmigtir).
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Birinci donemdeki Pestiviriis enfeksiyonlarinda; genellikle dol tutmama,
erken embriyonik Oliimler ve fotus mumifikasyonu en muhtemel sonuglardandir.
Bunun yaninda yasama sanst diisik veya gelisme geriligi gosteren yavru
dogumlarinin da goriilme ihtimali en yiikksek donemdir. Aborte fotuslardaki
karakteristik makroskobik ve mikroskobik bulgular temel olarak birinci dénem
enfeksiyonlarda goriiliir. Yine birinci donem enfeksiyonlarda virlis fotusta kalicilik
kazanabilir ve PE yavru dogumlarinin yine bu dénemdeki enfeksiyonlarda siklikla
goriiliir. ikinci dénem enfeksiyonlarda; bagisiklik sisteminin gelisimi ayni tiirler
arasinda bile bireysel farkliliklar gosterdiginden, hastalikta sekillenen degisiklikleri
tanimlamak pek miimkiin olmaz. Bununla birlikte 3’lincli donem enfeksiyonlarda;
fotusun bagisiklik sistemi tam olarak gelistigi i¢in virlis viicutta herhangi bir etki
gosteremeden elimine edilebilir veya yine yasama sansi zayif, makroskobik bulgu
gosteren enfekte yavru dogumlarinin da olabilecegi diisiik bir ihtimalde olsa goz
oniinde bulundurulmasi gerekir (Moller ve ark. 1993, Kul ve ark. 2008, Toplu ve ark.
2010).

Hipomyelinogenez ve yapagi gelisiminde bozukluklarin meydana gelmesinde
SHV’den etkilenen tiroid bezi rol oynamaktadir. Tiroid bezinin viriisle enfekte
olmas1 sonucu kanda tiroid hormonu konsantrasyonunda 6nemli bir diisiis goriiliir.
Bu seviyenin azalmasi sonucu, myelinasyonda azalma ve yapagi gelisiminde
bozukluklar meydana gelir. Bunun yaninda, hipomyelinasyonun bir diger nedeni ise
myelin gelisiminde O6nemli rolleri olan oligodendrositlerin yapisal olarak
farklilasmasinda goriilen problemlerdir. Direkt olarak oligodendrosit prekiirsorlerinin
viriisler tarafindan enfekte edilip fonksiyonel yetersizlikler meydana getirmesiyle ya

da bu hiicreleri 6ldiirmesi sonucu hipomyelinasyon sekillenir (Anderson ve ark.

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

Smir Hastaligi’'nda hayvanlarda goriilen yapagi kalitesindeki bozuklukluk
hastalik i¢in tanitict ve onemli bir bulgu niteligindedir. Hairy shaker olarak da
adlandirilan bu durumda primer kil folikiilleri genisler ve medulladaki artisla birlikte
sekonder kil folikiillerinin sayisinda azalma meydana gelir. Hairy shaker kil yapisina

sahip kuzularin biiylimesi ile birlikte, yapagilar1 eski goriiniimiine yakin bir goriiniim

18



alsa da, deri biyopsilerinde folikiillerdeki patolojik degisikliklerin kalict oldugu
goriliir. Karakteristik bu goriinlimiiniin diger nedenleri arasinda ise fotustaki bakir
yetersizligi olduguna dair raporlarlar da bulunmaktadir (Patterson ve ark. 1974, Orr

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

Gebeligin kritik donemi olan birinci donemdeki fotusun SHV ile enfeksiyonu
sonucu sekillenen MSS malformasyonlar1 ve diger organlarda meydana gelen gelisim
bozukluklarinin patogenezi incelendiginde, viriis serebral hemisferlerin gelisim yeri
olan subventrikular bolgede yaygin nekrozlara neden olur. Bu boélgede meydana
gelen yikim kavitasyonlara ve hidranensefali ile sonuglanir. Beyincik hipoplazisinin
patogenezinde ise; eksternal granuler tabakadaki hiicrelerin SHV ile kolay etkilenir
olmas1 ve mitotik aktivitesi yiiksek bu hiicrelerde meydana gelen selektif nekrozlar
yer alir. Dolayisiyla etkenin mitotik aktivitesi yiiksek beyin ve beyincigin germinal
tabakasidaki fotal hiicrelerde yaygin dejenerasyon ve nekroza neden olmasi, normal
hiicrelerin gelisimlerini durdurmasi ve arterlerde meydana gelen nodiiler periarteritis
gibi lezyonlarin sekillenmesi teratojenik etkilerin nedeni olarak gosterilmektedir

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

1.7. Pestiviriisler ve Apoptozis Arasindaki Iliski

Sigirlarin Viriisi Ishali Viriisii ile apoptozis arasmdaki iliski uzun yillar boyunca ilgi
odag1 olmus ve detayli ¢alisilmis 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 Onceleri Pestiviriisler igin
bobrek ve testis epiteli (Moormann ve Hulst 1988, Zhang ve ark. 1996) ile kemik
iliginden elde edilen makrofajlarda (Adler ve ark. 1997) arastirilmistir. Sinir
Hastalig1 Viriisii ve apoptozis arasindaki iliskiyi inceleyen yalnizca bir ¢alisma

bulunmaktadir (Toplu ve ark. 2010).
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Pestiviriisler hiicre kiiltlirlerindeki patojeniteye bagl olarak ikiye ayrilirlar.
Sitopatik (SP) sus hiicre kiiltiirlerinde, enfekte ettigi hiicrede Deoksiribontikleik asit
(DNA) parcalanmalar1 meydana getirerek apoptozisi tetiklerken, bunun aksine
sitopatik olmayan (SPO) susun ise apoptozise neden olmadigi goriilmiistiir (Brownlie
1991). Diger bir tanimlamayla, PE hayvanlardan izole edilen tiirlerin sigir
hiicrelerine zarar vermeyen SPO tiiriin agir bastigi, Mukozal Hastalik’tan dlen
hayvanlardan ise hiicre kiiltiirlerinde siddetli morfolojik degisikler meydana getirip
apoptozise neden olan SP tiiriin yaninda SPO tiiriin de izole edilebilecegi

goriilmiistiir (Grummer ve ark. 2002).

Mukozal Hastalik 6liimle sonuglanan ve viriisiin lenfoid ve epitel hiicrelerde
meydana getirdigi apoptozisle ve nekrozla karakterize bir hastalik formudur (Tautz
ve ark. 1994). Mukoza Hastaligi, PE (SPO tiirle enfeksiyon) hayvanlarm SP tiirle
stiperenfeksiyonu sonucu sekillenen ciddi bir hastaliktr (Brownlie 1991).
Hayvanlarin, gastrointestinal sistemlerindeki miik6z membranlarda meydana gelen
siddetli eroziv llseratif lezyonlar ve bagisiklik sistemine ait hiicrelerin nekroz ve
apoptozisine bagli yikimlanmalar1 sonucu Oldiigi gorilir (Tautz ve ark. 1994,
Teichmann ve ark. 2000). Buradaki en 6nemli etkilenen bélge bu sistemdeki lenfoid
dokudur. Mukozal Hastalik’tan o6len veya siddetli etkilenen hayvanlarin, ince
bagirsaklarindaki agregat lenf nodiillerinin ultrastruktural incelemelerinde, lenf
nodiillerdeki lenfositlerin siddetli apoptozis ile birlikte yer yer de nekroza ugradigi
goriilir (Teichmann ve ark. 2000). Kisacasi, Pestiviriislerle enfeksiyonlarda en
onemli nokta, viriisin immun sistem hiicrelerine afinite gdstermesidir. Akut
Pestiviriis enfeksiyonlarinda dolasimdaki 16kositlerde belirgin bir lenfositolizis
meydana gelir (Howard ve ark. 1992). Bununla beraber Pestiviriis antijenlerinin
biitiin lenfoid organlarda goriildiigli de dikkati ¢ceker (Bezek ve ark. 1994). Fakat bu
durumun (apoptozis) SVIV ile tetiklendigi gdsterilmesine ragmen molekiiler

mekanizmasi hala tam olarak anlasilamamustir.
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Schweizer ve Peterhans (1999) SVIV’niin tetikledigi apoptozisin molekiiler
mekanizmasi aragtirmalarinda reaktif oksijen tiirlerinin en géze carpan etki oldugunu
gostermislerdir. Ortamdaki serbest radikaller, serbest radikal temizleyicilerle
temizlendiginde, SP SVIV ile enfekte hiicrelerde sitopatik etkinin (SPE) geciktigi
bildirilmis ve boylece hipotezlerinin dogrulugu gosterilmistir (Schweizer ve
Peterhans 1999). Bunun yaninda yine Schweizer ve Peterhans (1999) tarafindan
askorbik asit gibi bazi antioksidanlarin da SPE’yi 6nledigi gosterilmistir. Apoptoziste
onemli bir protein olan Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), kaspazlar ve kalpain
araciliyla pargalanir (McGinnis ve ark. 1999). Kalpain biitiin hiicrelerde
bulunmaktadir ve sistein proteaz ailesine dahildir (Goll ve ark. 1992). Apoptoziste
rol alan kalpaini SVIV ile enfekte hiicrelerde inhibe edilmesiyle apoptozisin
onlenebilecegi diisiiniilmiistiir. Kalpain inhibitorleri ile inhibe edilen kalpainin SVIV
ile enfekte hiicrelerde en az 48 saat apoptozisi Onledigi ve bunu da PARP
aktivitesinin siiresinin uzatilmasiyla sagladigi gosterilmistir. Uzayan PARP aktivitesi
hiicrede siirekli Adenozin Trifosfat (ATP) kullanilmasi ile sonuglanir. Bir hiicrede
ATP stoklarinin tiikenmesi sonucunda da apoptozis goriiliir (Carson ve ark. 1986).
Yani kalpain inhibitdrleri SP SVIV ile enfekte hiicrelerde yalnizca apoptozisi

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

Apoptozisi tetikleyen 6nemli bir protein olan p80 proteini yalnizca apoptozise
neden olan SP SVIV ile enfekte hiicrelerde goriilmektedir. p80 proteinaz aktiviteye
sahiptir ve proteinaz aktivitesi de apoptozisi tetikleme 6zelligi gosterir (Wiskerchen
ve Collett 1991). p80 proteinin bir diger apoptozisi tetikleme sekli de, hiicresel
elementlerle iligki igerisinde onemli bir protein olan p125’in fonksiyonunu inhibe
etmesidir. Sitopatik olmayan tiirle enfekte hiicrelerdeki pl125 proteini apoptozisi

onlemede yardimci1 olur.

Sitopatik SVIV apoptozisi igsel yollarla tetiklemektedir ve buna katkida
bulunan en 6nemli organel de mitokondridir. Mitokondriden sitoplazmaya ¢ikan
sitokrom c ile meydana gelen apoptozom kompleksi kaspaz aktivasyon zincirini
harekete gecirerek hiicre oliimiine neden olur (Grummer ve ark. 2002). Sitopatik

olmayan viriisler hiicrelerin yapisinda goriilir bir yikim meydana getirmez, in-vivo
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ve in-vitro olarakta hiicrede kalicilik kazanir. Hiicreler herhangi bir tehdit altinda
koruma mekanizmasi olarak apoptozis ile organizmay1 koruma yoluna giderler. Baz1
viriisler anti-apoptotik etkilerini ya direkt kaspazlari inhibe ederek ya da p53 veya
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ailesindeki anti-apoptotik tiyeleri aktive ederek
gostermektedir. Kaspaz aktivasyonu yalnizca SP SVIV ile enfekte hiicrelerde
goriilmektedir. Fakat ilging olarak bu viriisle enfekte hiicrelerde kaspaz aktivasyonu
inhibe edilirse apoptozis sadece geciktirilmis olur. Buna ragmen, sitoplazmik
vakuolizasyonun sekillenmesi gibi sitopatik etkiler 6nlenemez. Bu da apoptosiz ile
sitopatik etkinin birbirinden bagimsiz degerlendirilmesi gerektigini gdsterir.
Yalnizca, SPO SVIV ile enfekte hiicrelerde Bcl-2 yogun bir sekilde gdzlenmektedir.
Boylelikle de apoptosiz engellenmis olur (Bendfeldt ve ark. 2003).

Sitopatik olmayan SVIV’niin efektér kaspazlardan olan kaspaz 3’iin
inhibisyonunu ile apoptozisi durdurdugu hipoteziyle yola ¢ikilarak yapilan
calismalarda durumun daha farkli oldugu anlasilmistir. Staurosporin  ve
cycloheximide etkileri SPO susla enfekte hiicrelerde incelenmistir. Bu her iki ajan bir
hiicrede apoptozisi mitokondriyal yolla, kaspaz aktivasyon zincirini aktive ederek
tetiklemektedir (Mirkes ve Little 2000). Schweizer ve Peterhans (1999)’in
calismasmmda da  Staurosporin’in  SPO  SVIiV’lerde apoptozisi tetikledigi
gosterilmistir. Bu kimyasallar SPO susla enfekte hiicrelerle maruz birakildiginda
viriisiin hiicreyi apoptozisten koruyamadigi goriilmiistiir. Dolayisiyla, SPO SVIV
apoptozisi kaspaz aktivasyon zincirini daha erken donemlerinde durdurmaktadir. Bu
calismalar 1518mda kaspaz 3’iin SPO SVIV’niin hiicreyi apoptozisi durdurmasimda

viriis tarafinda hedef olmadig1 anlagilmistir (Schweizer ve Peterhans 1999).

22



1.8. Patolojik Bulgular

1.8.1. Makroskobik Bulgular

Aborte fotusta beyincik displazisine ait bulgular, hidrosefalus, hidranensefali ve
porensefali gibi lezyonlardir. Sinir Hastaligi Viriisii ile enfekte kuzularda 16komalasi

odaklarinin da goriildiigiine dair raporlar bulunmaktadir (Moller ve ark. 1993).

Kifoz, skolyoz, arthrogripozis ve brahignati gibi malformasyonlar MSS
lezyonlarma eslik edebilir. Hastaligin tanitici bulgular1 arasinda yer alan bu bulgular
yeni doganlarda giic dogumlara neden olabilmektedir (Kul ve ark. 2008). Fotal
organogenezisin devam ettigi gebeligin 1. ve 2. donemlerindeki enfeksiyonlarda;
etkilenen organlarin diger organlara oranla yeteri kadar gelisemedigi hatta 1.
donemdeki enfeksiyonlarda ise hi¢ gelisemedigi dikkati ¢eker (Terlecki ve ark. 1973,
Radostits ve ark. 1994). Bu duruma en giizel 6rnek; beyincik hipoplazisinin
goriilmesidir. Hastaliga yakalanan hayvanlarda beyincik hipoplazisi en belirgin
makroskobik bulgu olarak karsimiza ¢ikar (Nettleton ve Willoughby 2007, Kul ve
ark. 2008, Toplu ve ark. 2010). Bununla beraber hastalifa yakalanan erkek
hayvanlarin testisleri saglikli hayvanlara gore hipoplaziktir ve bu ise infertilite ile

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

Smir Hastalig1 Viriisii ile enfekte hayvanlarim normalde diiz ve parlak olan
tiiylerinde, karisik sekilleri bozulmus ve yer yer koyu kahverengi bir renk aldig1 yani

anormal pigmentasyonun varligi dikkat ¢eker (Osburn ve ark. 1972).

1.8.2. Histopatolojik Bulgular

Hipomyelinizasyon Smir Hastalig1 icin 6dnemli bir histopatolojik bulgudur ve bu
hastalik i¢in tipiktir. Hipomyelinizasyon yeni dogan kuzularda ayirict hatta zaman
zaman tanitict bir lezyon olarak da degerlendirilebilir. Ayn1 zamanda Sinir Hastalig1
koyunlarda hipomyelinasyon i¢in iyi bir model de teskil etmektedir (Moller ve ark.
1993, Nettleton ve Willoughby 2007).
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Hipomyelinasyon beynin ve omuriligin biitiin boliimlerinde goriilir ve
omurilik beyine gore daha ¢ok etkilenmektedir. Histopatolojik olarak beynin beyaz
maddesinde Ozellikle glial hiicrelerin bulundugu hiicresellik artmis ve bu bdliimler
arasinda lipid birikimleri, sinir liflerinin biikiildigli, bi¢iminin bozuldugu ve sistigi
goriilir. Etkilenmis noropilde yag birikmelerinin goriillmesine ragmen gitter
hiicrelerine az miktarda rastlanir. Myelinin kimyasal yapisinda anormallikler goriiliir.
Arterlerin adventisyasinda, intima ve mediaya kadar da uzanan lenfosit ve makrofaj

infiltrasyonlar1 vardir (Nettleton ve ark. 1987, Jones ve ark. 1997).

Smir Hastali§1 Viriisii’niin, MSS’deki hiicresel lokalizasyonu incelendiginde;
viral antijenlerin ndron, mikroglia, ependimal hiicre, endotel ve duramaterdeki
fibrositlerde oldugu tespit edilir (Jones ve ark. 1997). Ayni zamanda antijenlerin
néron ve glial hiicrelerde hem gri hem de beyaz madde de omurilik boyunca
yayildig1 goriiliir. Beyaz maddenin gri maddeye gore daha siddetli etkilendigi dikkati
¢eker (Done ve ark. 1985). Isik mikroskobu ile incelemelerde enfekte olan ve kontrol
grubu oligodendrositlerde bir fark olmadig1 goriilse de ultrastruktiirel incelemelerde
oligodendrositlerin tam olarak olgunlasmadig1 fark edilir (Done ve ark. 1985,
Nettleton ve ark. 1987, Jeffrey ve ark. 1990).

Smir Hastaligi’'nda kiigilk veya orta c¢apl arterlerde goriilen nodiiler
periarteritis hem PE kuzuda hem de fotusta meydana gelmektedir. Gardiner ve
ark.’nin 1980 yilinda SHV’niin deneysel olarak intrakranial kuzulara verilmesi ile
yapmig olduklar1 ¢aligmada, MSS’de periarteritise rastlamislardir (Gardiner ve ark.
1980). Immunofloresan teknik ile de MSS damarlarmin adventisya tabakasmda ve
lezyonun bulundugu bolgedeki yangisal hiicrelerde viral antijeni gostermislerdir.
Ayni zamanda hiicre kiiltiirlinde spesifik kutandz hipersensitivite ortaya konmus,
SHYV ile gebeligin ge¢ doneminde enfekte annelerin fotuslarinda ve yeni dogmus
kuzularimda SHV’ne karsi hiicresel immun cevaba bagl olarak sekillendigi
dogrulanmis olup periarteritisin alerjik reaksiyon sonucu sekillendigi gosterilmistir

(Gardiner ve ark. 1980, Nettleton ve Willoughby 2007).
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Timustaki retikiiler hiicrelerdeki azalma ile iligkili olarak medullasindaki

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

1.9. Nitrik Oksit ve Gorevleri

1.9.1. Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentaz’in Baslatilmasi

Hayati gorevleri ve dnemi 1987 yilina kadar bilinmeyen nitrik oksit (NO), baslarda
vaskiiler sistemde damar endotelinden salinan endotel kaynakli gevseme faktorii
(EDRF) olarak tanimlanmistir. Daha sonra ise bu gevseme faktoriiniin kimyasal
yapisinin analizlerinde dominant kisminin nitrik oksit oldugu ortaya konulmustur

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

Serbest oksijen radikalleri diisiik konsantrasyonlarda bile hiicreler i¢in zararl
etkiler gosterirler. Nitrik oksit, digerleri gibi ¢ok kisa yar1 odmrii olan bir serbest
radikal olmasina ragmen reseptdor bagimsiz olarak hiicre zarndan kolaylikla
gecebiliyor olmasi nedeniyle ideal bir fizyolojik haberci olma 6zelligindedir. Diisiik
konsantrasyonlarda fizyolojik islevlerde onemli gorevler alarak hayatin devamliligini

saglar (Lowenstein ve ark. 1994).

Aktif bir molekiil olan NO’in sadece endotel hiicrelerden degil bir¢ok hiicre
tarafindan da sentezleniyor olmasi, viicutta 6nemli gorevler aldigim gosterir. Hemen
hemen biitiin immun sistem hiicrelerinde tiretilen immunoregulatér bir molekiil olan
NO, fizyolojik olarak immun cevabm olusmasmin yaninda vaskiiler direng ve
ndronal mediatdor olarak da gorev yapar. Bunun yaninda kan pulcuklarinin
kiimelesmesini, kiimelesen kan pulcuklarinin dagilmalarini, nétrofil ve monositlerin
birlesmelerini inhibe ederek hemostatik tika¢ olusturmalarini da diizenler (Calver ve
ark. 1993). Nitrik oksit, gaz oldugu i¢in hiicre membranlarindan kolaylikla
gecebilmektedir. Bu yilizden de depolanmasi, salinimi veya baglanabilmesi icin 6zel
aracilara ihtiya¢ duymamaktadir (Bogdan 2001). Nitrik oksitin sistemik dolagimin
yaninda bdbrek, karaciger ve beyin gibi hayati organlarda bdlgesel kan dolagiminin

diizenlenmesinde de katkis1 vardir (Bogdan 2001, Mannick 2006).
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Flaviviridae ailesinde yer alan Flavivirislerin ve Tick-borne encephalitis
virlis gibi bazi norotropik viriislerle enfekte BALB/c farelerdeki in-vivo ve in-vitro
caligmalar, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonuna baglh olarak {iiretilen NO’in
antiviral etki gostererek enfeksiyon patogenezinde dnemli oranda etkili oldugunu
gostermistir. Bunu ise viral proteinlerin  replikasyonunu inhibe ederek
gerceklestirmektedir (Kreil ve Eibl 1996).

Nitrik oksit, L-arjininden sentezlenir ve NO sentezinin reaksiyonu NOS
enzimi tarafindan gereklestirilir (Moncada ve ark. 1989). Kalsiyum bagimli uyarim
(Konstitutif): Bu grup igerisinde endotelyal NOS (eNOS) ve néronal NOS (nNOS)
bulunur. Asetil kolin, bradikinin, glutamat, adenozin difosfat (ADP) gibi fizyolojik
uyaricilar endotel hiicrelerinde bulunan 6zel reseptdrlere baglanirlar ve NOS’1
aktiflestirirler. Bu etkilesim sonucunda yiizeyde bulunan Ca*" iyon kanallar1 acilarak
hiicrenin i¢cine kalsiyum girisi saglanir ve hiicre i¢inde normalde bulunan
konsantrasyon ylikselir. Ardindan hiicre i¢i kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla
olusan kompleks eNOS veya nNOS’u uyarir. Kalsiyum-Kalmoduline bagimli olan
NOS aktiflesince L-arjinin ve oksijen reaksiyona girerek NO ile sitriillin olusur.
Endotelyal nitrik oksit sentazin iiretildigi diisliniildiiglinde, olusan NO endotelden
cikarak komsu diiz kas hiicrelerine gider ve hiicre sitoplazmasinda guanilat siklaz
enziminin hem grubundaki demire baglanarak onu aktif hale getirir. Aktif hale gelen
guanilat  siklaz, Guanosine-5'-triphosphate (GTP)’tancyclic ~ guanosine
monophosphate (cGMP) olusumunun artmasina neden olur. Artan cGMP ise diiz

kaslarin gevsemesini ve damarlarda vazodilatasyonu saglar (Knowles ve Moncada

1994).

Nitrik oksitin en 6nemli biyolojik reaksiyonu nitrosilasyondur (Gow ve ark.
2002, Mannick 2006). Nitrosilasyon, proteinlerin iizerindeki sistein siilfidrillerin
kimyasal modifikasyona ugrayarak bir NO grubuna transferi islemidir (Broillet
1999). S-nitrosilasyon NO ile iligkili olarak fonksiyonunu gerceklestirir. Makrofaj,
timosit, lenfosit, endotel hiicreleri basta olmak {izere hiicre proliferasyonu ve

farklilagmasi ile apoptozis inhibisyonunda dnemli bir molekiildiir (Gow ve ark. 2002,

26



Mannick 2006). Bu protein S-nitrosotihol olarak da isimlendirilebilir. Apoptozisle
iliskisinde ise S-nitrosilasyon kaspaz 3 ve kaspaz 8 enzimlerini inaktif hale getirdigi

dolayisiyla da apoptozisi inhibe ettigi goriiliir (Sessa 2004).
1.9.2. Nitrik oksit ve Merkezi Sinir Sistemi

Nitrik oksit, MSS’de uykunun diizenlenmesi, sinaptik iletim ve hormon sekresyonu
gibi bir dizi 6nemli goreve sahiptir. Kisacas1t NO’in fizyolojik oranlarda salinimi
noronlar1 koruyucu etki gosterirken, yliksek konsantrasyonlardaki salinimi ise diger
serbest radikaller gibi norotoksik etki gosterir (Calabrese ve ark. 2007). Wang ve
ark.’nin (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada hipotalamusta, iNOS varligmin fizyolojik
smirlarin ¢ok iistiine ¢ikmasi sonucunda noronal hiicrelerde apoptozisin meydana

geldigini gosterilmistir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. NO’in i¢sel yol ile apoptozisi tetiklemesi (Brown 2010°dan uyarlanmistir)
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Daha oOnceleri sabit olmayan hiicre i¢i bir faktdr olarak tanimlanan
(Garthwaite ve Garthwaite 1987) NO’in, sinirsel iletiminde gorev alan bir
norotransmitter madde oldugu, ilk kez 1988 yilinda Garthwaite ve ark. tarafindan
ortaya konmustur. Boylelikle MSS’de aktif ¢alisan arjinin-NO baglantisinin varligi
da agiklanmistir (Paakkari ve Lindsberg 1995, Garthwaite ve Boulton 1995).

Nitrik oksitin tiim formlari, MSS’de meydana gelen patolojik ve fizyolojik
olaylarda 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Noronal nitrik oksit sentaz geninin inaktive
edildigi farelerde, eNOS noronlarin normal fonksiyonlarmin devam ettirilmesinde

gorev aldig1 gosterilmistir (Paakkari ve Lindsberg 1995, Huang 1999).

Merkezi sinir sisteminde NO’in tiim formlar1 gézlenmektedir. Endotelyal
nitrik oksit sentaz beyin damarlar1 endotel hiicrelerinde gozlemlenir, dolayisiyla
beynin tiim bélgelerinde bulunmaktadir. Ayrica eNOS’un beyincik ve hipokampiis
noronlarindan da eksprese edildigi gosterilmistir. Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz,
mikroglia, astrosit ve dolasimda bulunan makrofajlardan agiga ¢ikmaktadir. Noronal
nitrik oksit sentaz ise tiim noronlardan sentezlenir. Normal beyin fonksiyonlarmin
stirdiiriilmesinde aracilik etmesinin yaninda, iskemi, malasi ve yangisal durumlarda
koruyucu etki gdsterebildigi gibi hasar verici etkiler gosterdigi yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (Huang 1999).
Nitrik oksitin fazla iiretilmesi beyin hasarma neden olmaktadir. Fakat

meydana gelen hasarin iNOS veya konstitutif NOS’tan m1 (cNOS) ya da her ikisinin

de ytliksek oranda salinimidan kaynakli oldugu tam olarak anlagilamamistir.
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1.9.3. Nitrik Oksit Sentaz ve Tiirleri

Biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunan ve immunolojik etkiler dogrultusunda tetiklenen
iNOS diger NOS tiirevlerine gore biraz daha farklidir. Kalmoduline bagimli NOS
tarafindan tretilen NO’ler kalsiyuma bagimli olarak sentezlenip, etki siireleri ¢ok
kisa olurken, iNOS kalsiyumdan bagimsiz olarak sentezlenir ve daha uzun siire etki
gosterir. Virlisle enfekte lenfositlerde iNOS aktivasyonu uzun silire devam ettigi

gosterilmistir (Lowenstein ve Padalko 2004).

Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz, beyin iskemisi durumunda eNOS tan farkli
olarak davranir. Beyin iskemisinin ge¢ donemlerine kadar iNOS varligin1 gostermez
fakat sonra mikroglia ve yangisal hiicreler malasik alana hiicum ederler. Bu durumda
bolgesel doku hasarma neden olurlar. Ozetle, yangisal durumlarda makrofajdan
sentezlenen NO’in agir1 miktarda tiretilmesi ve uzun siireli etki gdstermesiyle dokuda
hasar meydana gelir. Indiiklenebilen nitrik oksit sentazin kimyasal veya genetik
olarak inhibisyonu ile iNOS’ un ge¢ donem aktivasyonuna bagl olarak gelisen doku
harabiyetinin azaldig1 goriilmiistiir (Iadecola ve ark. 1997). Kisacasi eNOS beyin
iskemisinden sonra bolgesel koruyucu olarak gorev alirken, nNOS ve iNOS
aktivasyonuna bagli olusan NO’in sitotoksik etkisi 6n plana ¢ikar (Huang 1999).
Indiiklenebilen nitrik oksit sentazin hipotalamusta fazla miktarda agiga ¢ikmasi
sonucu noronal hiicrelerde norotoksisiteye bagli olarak apoptozis meydana getirdigi

de goriilmistiir (Wang ve ark. 2002).

Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz, makrofaj, baz1 yangisal hiicreler ve damar
endotel hiicrelerinde sentez edilmektedir. Bu hiicrelerin, IFN-y, gram negatif
bakterilerin hiicre duvar elementleri, lipopolisakkaritler veya sitokinlerle uyarilmasi
ile iNOS aktive olur ve NO sentezlenir. Bu sekilde makrofaj ve yang: hiicrelerinin
uyarilmasi sonucu iretilen NO, bakteri veya virlisler {izerine sitotoksik etKi

gostererek eliminasyon saglanir (Lowenstein ve ark. 1994).

29



Indiiklenebilen nitrik oksit sentazin en énemli tetikleyicileri arasinda IFN-y,
Interlokin 1 (IL-1), endotoksin ve TNF-o gibi sitokinler bulunmaktadir. Bu
sitokinler, iNOS’un aktivasyonu ile sonuglanir ve fiziksel, kimyasal veya biyolojik
etkilerle meydana gelen doku hasarinda normal diizeylere gore iiretilen NO’in 10

katina kadar ¢iktig1 goriiliir (Eiserich ve Patel 1998, Lowenstein ve Padalko 2004).

Bagigiklik sisteminde, spesifik olmayan hiicresel yanitta birincil olarak
karsimiza ¢ikan iNOS’un testis ve bobrek gibi bazi dokularda fizyolojik olarak
salindig1 da goriilmektedir (Lowenstein ve Padalko 2004).

Endotelyal nitrik oksit sentaz, bir dizi biyolojik ve fizyopatolojik siireglerde
onemli gorevler listlenmektedir. Farelerde yapilan calismalarla; eNOS’un sistemik ve
pulmoner hipertansiyon ve hemostazla primer olarak iliskili oldugu gosterilmistir.
Ayni zamanda eNOS’un vazodilatasyon, endotel hiicrelerin proliferasyonu ile
apoptozisin, belirli bir seviyede tutulmasmin saglanmasina ve endotel hiicrelerin
yiizeyindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunun inhibisyonuna yol agabildigi de

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

Nitrik oksit, L-NAME, L-NMMA gibi NOS inhibitorleri ile inhibe
edilmektedir. Deneysel olarak eNOS’un inhibe edilmesi sonucu damarlarda
vazokontriksiyonun meydana geldigi goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda da
hipertansiyonun  patogenezinde, eNOS’un inhibisyonu ile vazodilatasyon

mekanizmasindaki aksakliklardan kaynaklandigi ortaya konulmaktadir (Shaul 2002).

Endotelyal nitrik oksit sistemik dolagimin diizenlenmesinin yaninda bobrek,
karaciger ve beyin gibi hayati organlarin lokal dolasimdaki kan basinci ve akiginin da
diizenlenmesinde gorev alarak yasamin devamliligini saglar (Ignarro 1990,

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

Dogal ve spesifik bagisikligin 6nemli bir boliimiinii yoneten; 6zellikle aktive olmus
lenfositler ve makrofajlardan sentezlenmesinin yaninda diger bir¢ok hiicrelerden de
sentezlenen diigiik molekiil agirlikli protein ya da glikoprotein yapisindaki maddelere
sitokin denilmektedir. Hiicrelerin biyolojik fonksiyonlarinin diizenlenmesi i¢in
mesajlarin alinip gerekli yerlere iletilmesi, lenfositlerin farklilasmasi, gelisimi ve
aktivasyonu ile doku onarmminda 6nemli gorevleri vardir. Immun yanitin
olusmasinda etkili olan lenfoid, hemopoetik ve yangi hiicreleri arasindaki iletigimin
yaninda, 6nemli sitokinlerden olan interlokin-1, Tiimor nekrozis faktér (TNF) alfa,
TNF-beta ve interferon-gama (IFN-y) yangisal cevabin olusmasinda etkin rol
oynarlar. Boylelikle de, konagin maruz kaldig1 yabanci antijenlere karst meydana

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

Sitokinler kendilerini iireten hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorlere
baglanarak otokrin etki (salindiklar1 hiicreye etki) gosterebildigi gibi ¢evresindeki
hedef hiicrelerde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanarak parakrin etki (ayni1 bolgedeki
degisik bir hiicreye etki) de gosterirler. Endokrin etkilerini ise viicudun uzak bir
bolgesinde bulunan hedef bir hiicre iizerindeki 6zgiil reseptorlere baglanarak gdsterir
(dolasima salinan sitokinin uzaktaki bir hiicreye etkisi), kan ya da plazma ile taginir
ve sistemik etki goriiliir. Hematopoezisin uyarilmasi, diizenlenmesi ve kontroliinde

de sitokinler gorev almaktadir (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Vilcek 2003).

Sitokinler hedef hiicrelerdeki kendilerine 6zgii reseptorlere baglanirlar. Yari
Omiirleri ¢ok kisa oldugu i¢in etkileri hemen goriiliir. Sitokinlerin salinimu;
bakteriler, viriisler ve enfeksiydz olmayan cesitli antijenlerin etkisi ile baslar.
Spesifik reseptorler siklikla antijenlerle etkilesime giren hiicreler tarafindan agiga
cikarilir. Beklenen etkilerini baglandigi hedef hiicrede gen ekspresyonlarinda

degisikliklere neden olarak gosterirler (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Vilcek 2003).
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1.10.1. Tiimér nekrozis faktor - alfa (TNF-a)

Timor nekrozis faktdr, biyokimyasal olarak farklilik gosteren TNF-a ve TNF-f
olmak {iizere iki formda sentezlenmektedir. Birbirlerinden farkli olsalar da %35
oraninda benzerlik gosterirler. Timor nekrozis faktor yangisal ve bagisiklik
olaylarinda gorev alan 6nemli bir mediatordiir. Timor nekrozis faktor-alfa, uyarilmisg
makrofajlardan ve aktive olmus T lenfositlerinden, TNF-B ise sitotoksik T
lenfositlerinden salinmaktadir. Diger sitokinlerin salinimi, fibroblast biiyiime faktorii
uyarilmast hatta kemik rezorpsiyonundan, anjiyogenezisin uyarilmasma kadar

fizyolojik bir¢cok gdrevi vardir (Semenzato 1990, Vassall1 1992)

Timor nekrozis faktor-alfa; T lenfosit, nétrofil, mast hiicreleri, dogal
oldiiriicii (DO) ve epitel hiicreler tarafindan salinmasinn yaninda 6zellikle aktive
olmus makrofajlardan salinan proinflamatuar bir sitokindir. Molekiil agirligr 17
kilodalton olan TNF-a; kasektin, makrofaj sitotoksin, nekrozin olarak da adlandirilir
(Old 1985, Vassall1 1992).

Tiumor nekrozis faktor-alfa, yangisal bélgenin iyilesmesi i¢in gerekli bir siireg
olan yeni kan damarlarmin gelismesi ile onarima yardimci gii¢lii bir anjiogenezis
faktoriidiir. Pihtilagsma faktorleri iizerine de etki ederek, pihtilagmayi uyarabilir.
Timor nekrozis faktor-alfa’nin astrositler ve endotel hiicrelerinde adezyon

reseptorlerini artirici etkileri de vardir (Semenzato 1990, Vassall1 1992).

Yardimc1 T lenfosit tip 1 hiicrelerden salinan TNF-a hiicre aracili immun
cevab1 makrofajlar aktive ederek olusturmaktadir. Bunu da birinci planda iki 6nemli
sitokin olan TNF-o. ve IFN-y’nin birbirleri ile sinerjik etkilesimleri sonucu NO

sentezini arttirarak yapar (Semenzato 1990, Vassall1 1992).
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Timor nekrozis faktor-alfa’nin, lenfositlerin apoptozisindeki Onemli
gorevlerinin yanisira, hiicre ¢ogalmasi, yangi, alerji ve ototimmun hastaliklar gibi
patolojik birgok siirecte de rol aldig1 gériiliir. In-vitro calismalarda TNF-a’nin
antiviral etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu etkiyi de viriis replikasyonunu inhibe
ederek gerceklestirir (Old 1985, Aggarwal 2000).

1.10.2. Interferon - gama (IFN-y)

Onemli immunmodiilatdr ve antiproliferatif etkilerinin yaninda, hiicrede metabolik
aktivite ve gen ekspresyonlar1 diizenleme yetenegi olan IFN-y, ilk kez 1957 yilinda
inaktif as1 denemeleri swrasinda tespit edilmis ve viral replikasyonu durdurdugu
goriilmiistir (Oppenheim ve Ruscetti 2001, Schroder ve ark. 2004). Immun
interferon, makrofaj aktive edici faktor ve tip II interferon olarak da tanimlanan IFN-
v; makrofaj aktivasyonu, immunolojik aktiviteye sahip CD8 reseptdrleri bulunan T
ve B lenfositlerin biiylimesi, farklilagmasi1 ve aktivasyonunu saglar ve bu hiicrelerden

TNF-o salinimini uyarir (Abbas ve ark. 1994, Schroder ve ark. 2004)

Interferonlar aminoasit dizilimlerine gére tip I ve tip 11 olmak iizere 2 gruba
ayrilirlar. Tip 1 Interferonlar: IFN-y, IFN-B ve IFN-o’dir. Bu grupta bulunan
sitokinler 6zellikle antiviral etkileriyle 6n plana ¢ikarlar. interferon-beta’nmn baslica
kaynagi fibroblastlar, IFN-y ve IFN-o’nin ise hemopoetik hiicrelerdir. Tip 1l
Interferonda ise immun sistemi diizenleme 6zelligi agir basmasinin yaninda, antiviral

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

Koruyucu immunitede 6nemli rolii olan IFN-y yogun olarak CD4 ve CDS§
reseptorlerine sahip T lenfositlerinden salmmasinn yaninda, B lenfositler, DO
hiicreler ve antijen sunan hiicrelerden de belirli miktarda salindigi bildirilmistir.
Eritrosit hari¢ viicuttaki tiim hiicre tipleri IFN-y’nin baglanip uyarilarimi alabilecegi
reseptorlere sahiptir. Interferon-gama; makrofajlarm TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi
sitokinlerle uyarmasi sonucunda, NOS enziminin aktive olmasma neden olur ve
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli bir gorev alir. Ayni1 zamanda bu

sayede de iiretilen NO’in antiviral ve mikrobisidal etkilerinden yararlanilmasini
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saglayan giiglii bir aktivatordiir (Abbas ve ark. 1994, Oppenheim ve Ruscetti 2001,
Schroder ve ark. 2004).

Interferon-gama hiicresel immun cevabi arttirr. Dolayisiyla Thl immun
cevapta IFN-y dnemli bir gosterge olarak goriiliir. Interferon-gama aym1 zamanda
Th2 hiicrelerin gelisimini durdurarak humoral aktivitenin baskilanmasini ve

diizenlenmesini de saglar (Abbas ve ark. 1994, Schroder ve ark. 2004).

Higbir antijene maruz kalmamis yardimci T lenfositlerin (Th), dendritik
hiicreler (DH) tarafindan uyarimi sonucu Urettikleri sitokinler, fonksiyonlar1 farkli
Thl ve Th2 olmak iizere 2 tip hiicreye doniiglirler. DH-1, IL-12 {ireterek saf
lenfositlerin Thl’e farklilastirir ve IL-2, IFN-y, TNF-a ve B gibi yangisal sitokinler
salgilar, DH-2 hiicreler ise, IL-4 fireterek Th2’ye doniislimiinii saglar. CD4
reseptorlere sahip T lenfositlerin de; IL-12 STAT4 yolunu aktive ederek IFN-y
sentezini artirir. Uretilen IFN-y, makrofajlarin fagosite ettigi patojenleri sindirme
giictinii arttirarak eliminasyonu saglar (Schroder ve ark. 2004, Oppenheim ve
Ruscetti 2001).

Interferon-gama viriisle enfekte hiicreler iizerinde antiproliferatif etki
gostermesiyle enfeksiyonu énleme yoluna gider. Interferon-gama énemli ve giiglii bir
makrofaj aktive edici faktdrdiir. Interferon-gama’nim aktivasyonu ile fagosite edilen
patojenlerin Oldiiriilmesinin yaninda, tiimorosidal etkisi de vardir (Oppenheim ve

Ruscetti 2001, Schroder ve ark. 2004).

1.11. Hipomyelinasyonun Derecelendirilmesi

Smir Hastaligi’nin spesifik ve ayni zamanda tanitict bulgulari arasinda yer alan
hipomyelinasyonun derecesi incelenen hayvanlarm birbirleri arasinda, diger
stokinlerin skorlanmasi agisindan biiyiikk 6neme sahiptir. Merkezi sinir sistemindeki
myelinasyonun en giizel tespiti Luxol Fast Blue (LFB) boyasi ile yapilmaktadir.
Dondurulmus veya formalinde fikse edilip parafine gomiilen dokularda meydana

gelen demyelinasyon ya da remyelinasyonu arastirmak igin yapilan histokimyasal bir
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boyama yontemi olan LFB ile boyanan myelin, mavi renkte boyanmakta ve
myelinasyon derecesinin incelenmesine olanak saglamaktadir. Alkolde ¢ozlinebilme
yeteneginde olan LFB, suda ¢0ziinebilen Alcian Blue’nun karsiligi gelen boyadir.
Lipoproteinleri boyama ve birebir eslesme ozelliginde olan bu boyanin temel

boyama mekanizmasimin prensibi ise asit-baz reaksiyonuna dayanmaktadir.

1.12. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)

Astrositler beyin noronlarmin fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirip yasamlarimi
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan iyonik matriksin belirli bir sabitlikte kalmasinda
gorev alirlar. Kan-beyin bariyerinin fonksiyonunda ve ndrodejeneratif hastaliklarin
fizyopatolojisinde rolleri vardir (Bovolenta ve ark. 1984). Ayni1 zamanda astrositlerin
travma, iskemi ve ndrodejenerasyon gibi MSS patolojileri ile de yakindan alakali
oldugu bilinmektedir (Middeldorp ve Hol 2011). Saglikli bir beyin gelisiminde
noronlar ile astrositler arasindaki etkilesimin eksiksiz olmasi ve aksamamasi
gerekmektedir.  Dolayisiyla  beyin  gelisimlerinin  takibinin  yapilmasinda
astrositlerdeki major intermediyer filamen protein varliginin bilinmesi 6nemlilik arz

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

Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP) temel olarak astrositlerde agiga ¢ikan
35-45 kDa agirliginda intermediyer filamandir (Middeldorp ve Hol 2011). Noron ve
glial hiicrelerin birbirleri arasindaki etkilesimlerde GFAP’m rol oynadigi
bildirilmistir (McCall MA ve ark. 1996). Bu ozelliklerinden dolayr da 6nemli
belirleyici, hiicre igi bir protein olarak da degerlendirilebilir. Farklilasmaya baslayan
astrositlerdeki temel olaylardan birisi GFAP varligmin artmasidir (McCall MA ve
ark. 1996). Glial fibriller asidik protein olgun astrositler tarafindan salinirken,
olgunlagsmamis astrositler tarafindan da vimentin salmmaktadir (Dahl 1981).
Dolayisiyla GFAP varligi gosteren astrositler olgunlasmis astrositler olarak

yorumlanir (Gomes FC ve ark. 1999).
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Genel olarak ndrodejeneratif hastaliklar sonucu sekillenen ndron
dejenerasyonlarinin ve Oliimlerinin karakteristik patolojik bulgusu astrogliozisdir.
Kisacasi, MSS’de herhangi bir nedenle hasar meydana geldigi zaman, glial hiicreler
bu reaksiyona hiicresellegi arttirarak cevap verirler. Buna da gliozis denilmektedir
(Middeldorp ve Hol 2011). Gomi ve arkadaslarmin 1995 yilinda ratlar iizerinde
yapmis olduklar1 ¢alismada bu astrositik intermediyer filamanlarin reaktif glioziste
onemli rol oynadigmi gostermislerdir. Sadece astrositlerde degil ayni zamanda
myelin yapimindan sorumlu oligodendrositlerde ve ependim hiicrelerinde de GFAP
varligi gozlenir. Beyinde bu kadar 6nemli gorevleri olan bu hiicrelerin herhangi
sebeple meydana gelen noronal hasara da GFAP varliklarini artirarak cevap verirler

(Baydas ve ark. 2003).

1.13. Apoptozis, Gérev Alan Aracilar ve Ozellikleri

1.13.1. Apoptozis, Terminoloji ve Tarihce

Hiicre olimii ile ilgili ilk c¢alismalar, 1920 yilinda yeni histolojik boyama
yontemlerinin yaygin kullanimiyla birlikte baslamis ve bu alanda ilk bilgiler hiicre
dejenerasyonu ve nekroz konularinda elde edilmistir (Kumar ve ark. 2005). Omurgali
ve omurgasizlardaki hiicre o6limii, 1951°de Gluchsmann, 1966’da Gaunders
tarafindan tanimlanmustir. 1965 yilinda Edinburg Universitesi’nden Kerr, portal
venin biiylik bir kolunun ligatiire edilmesinden sonra karaciger hiicrelerinde degisik
Olim tiplerini tanimlamustir. 1972 yilinda yine Kerr, Wyllie ve Currie adindaki 3
Iskogyali patolog Yunanca’da apo: ayri, ptosis: diisen anlamlarina gelen ve
sonbaharda aga¢ yapraklarmin govdeden ayrilmasina benzetilerek tanimlanan

apoptozis terimini kullanmislardir (Kerr ve ark. 1972).

Apoptozis biyolojik gorevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’
st hasar goérmiis hiicrelerin iliskili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir
bicimde ortadan kaldirilmasmi saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve
gerceklesmesi igin enerjiye ihtiyag duyan programli hiicre 6liimiidiir. Embriyonik

donemden baglayarak tiim yagam boyunca deri, gastrointestinal ve immun sistem gibi
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pek cok sisteme ait dokularin devamlilig1 mitoz, hiicre 6liimii ve apoptozis arasindaki

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

Apoptozis de kendi icerisinde bir denge halindedir. Artmasi durumunda
norodejeneratif hastaliklara, azalmasi durumunda ise kanser ve fazla otoreaktif

hiicrelerin ortadan kaldirilamamasi sonucu otoimmun hastaliklara yol agabilmektedir

(Gewies 2003, Elmore 2007).

Wyllie (1980) apoptozisi deneysel olarak, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis T lenfositlerinde gostermis ve jel elektroforezi ile apoptoziste
endoniikleazlari aktive olarak DNA kiriklarina neden oldugunu, boylece apoptotik
hiicre Oliimiiniin ilk biyokimyasal kanitim1 elde etmistir. Bu tarihten sonra da

apoptozis ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir.

Raffray ve Cohen, 1993 yilinda, yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus
hiicreleri tizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin bu etki ile direkt olarak
apoptozise gitmek yerine, hiicre Olimiine neden olacak genleri aktive ederek
hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir. Bdylece apoptozisin genler

tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya konulmustur.

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik olarak yasamin her doneminde
goriilebilir. Intrauterin gelisim sirasmda el ve ayak parmaklar1 arasi baslangicta
kapali iken aralardaki hiicrelerin apoptozise ugrayarak yikimlanmasi ile parmaklarin
birbirinden ayrilmasinda, yasliliga bagh olarak gelisen organ atrofileri ve laktasyon
sonrast meme bezlerinin gerilemesinde ve proliferasyona ugrayan hiicre
topluluklarinda fizyolojik bir silire¢ olarak diisiiniiliir. Patolojik olarak ise;
parankimatdz organlarda kanal tikanmalar1 sonucu gelisen atrofi, radyasyon,
kemoterapi ve hipoksi araciligi ile olusan hiicre 6liimleri, insiilin bagimli diabetes
mellitus, sigirlarin respiratorik sinsityal viriis enfeksiyonunda epitel hiicre 6liimleri,
iskemik hasarlarda (miyokard infarktiisii) patolojik olarak apoptozis sekillenmektedir

(Gewies 2003, Elmore 2007).
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Apoptozisi nekrozdan ayiran en 6nemli etken, siire¢ i¢in enerjiye ihtiyag
duyulmasidir. Apaf-1 etkisini ATP’ye baglanarak gostermektedir ve bu durumda
neden enerjiye ihtiya¢ duydugunu agiklamaktadir (Korsemeyer 1992, Cory ve
Adams 2002).

1.13.2. Apoptotik Hiicrelerde Morfolojik Degisiklikler

Apoptozise ugramig hiicrede  goriillen morfolojik  degisiklikler oldukca
karakteristiktir. Ozellikle hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen yapisal degisiklikler 151k

mikroskobik diizeyde bile tanitici nitelik tasimaktadir.

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziilme ve cevre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Bu yiizden de 1971 yilinda Kerr bu durumu biiziisme
nekrozu olarak da tanimlamustir. Hiicresel biiziilmenin nedeni, Na*, K', CI tastyict
sisteminin durmasi nedeniyle hiicre i¢ci ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Bunun da plazma membraninda bulunan iyon kanallarinin ve
pompalarmin aktivasyondaki bozulmalar sonucu gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Apoptotik uyarim alan hiicrenin, hacmi yariya iner, ¢cevre doku ile olan baglantilari

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

Elektron mikroskobunda gé6zlenen degisikliklerde, Oncelikle plazma
membraninin sekli bozulur ve tomurcuk benzeri ¢ikmtilar olugur. Bu goriiniim, maya
tomurcuklarindan esinlenerek “zeiozis” olarak tanimlanir. Hiicre membranindaki
tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etKkili
olmaktadir. Apoptotik hiicre membranit bu gibi enzimlerin aktivasyonu ile lizis
riskine karsi gili¢lendirilir ve sonug¢ olarak membranlar biitiinliikklerini korurlar.
Ayrica sitoplazmanm yogunlagtigi ve organellerin birbirine yaklastigi goézlenir.
Enzim aktivasyonlar1 sonucu hiicre yiizeyinde olusan tipik kabarciklar bir siire sonra
saglam yapili organelleri iceren ¢ok sayida apoptotik cisimcikleri olustururlar

(Kanduc ve ark. 2002, Zhang ve ark. 2004, EImore 2007).
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Endoplazmik retikulum (ER) haricinde hi¢cbir organelde degisiklik goriilmez.
ER genisler ve dilatasyona ugrayan ER hiicre yiizeyi ile birleserek tipik krater
manzarast sekillenir, bunun da sitoplazmadaki suyun ER’a gegerek oldugu

diistiniilmektedir (Rao ve ark. 2001).

Morfolojik olarak en o6nemli degisiklikler ¢ekirdekte izlenir. Kromatin
cekirdek membranma yakin kisimlarda yogunlasarak degisik sekil ve bilyiikliikte
coker. Elektron mikroskobik incelemede kromatinin yogun graniiler yarimay, hilal
veya yiiziik seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yiizlinde yerlestigi gézlenir. Cekirdek
de hiicre gibi biizilislir ve bazen membranla sarili olarak birka¢ pargaya ayrilabilir

(Gewies 2003, Elmore 2007).

Apoptozisin baslangicindan bitisine kadarki siiregte ii¢ etken temel gorev alir.

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 diizenlenmesinde 6nemli
role sahip onkoprotein grubudur. Bu aile iiyelerinin bir kismi apoptozisi tetiklerken
(Bax, Bad, Bid), diger bir kismi ise (Bcl-2, Bcl-xl) inhibe eder. Bcl-2 geni ilk olarak
insan B hiicreli folikiiler lenfomasinda tanimlanmistir (Korsemeyer 1992, Cory ve
Adams 2002).

Bcl-2 ve Bcl-xl anti-apoptotik etkileriyle 6n plana c¢ikarlar. Bunu da
kaspazlarin oncti formlarmi durdurarak ya da kaspaz aktivasyon zincirinin aktive
olmasi i¢in gerekli olan sitoplazmadaki apoptozis tetikleyici faktor (AIF) ve sitokrom
c gibi hiicreyi apoptozise gotiiren faktorlerin mitokondriden serbest hale gelmesini
engelleyerek gergeklestirir. Bel-2 mitokondri ile yakin iliskili olmasindan dolay1
antioksidan etkiye sahiptir ve oksidatif stresin neden oldugu apoptozisi de inhibe
eder. Bcl-2 apoptoz proteaz aktive edici faktor-1 (apaf-1)’e tutunmus olarak bulunur.

Hiicrenin iginden alman apoptotik sinyaller apaf-1’in mitokondrinin dig zarindan
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ayrilmasina neden olur. Bu ayrilma, dis mitokondri zarmin gegirgenligini artirarak

hiicrenin apoptozise gitmesiyle sonuclanir (Reed 1994, Cory ve Adams 2002).

Apoptozisin sekillenmesinde mitokondri 6nemli bir hiicre organelidir. Bcl-2
proteini mitokondrinin Ozellikle dis membraninda bulunmasinin yaninda ig
membranina da lokalize olmustur. Bunun yaninda ER, ¢ekirdek membrani dig yiizeyi
ve sitoplazmada da bulunabilmektedir. Ayn1 zamanda membran yapi taslar1 ile
iligkilidir. Hiicreye apoptozis emri veren sinyaller mitokondrinin dis zarinda
gecirgenlik artigina neden olarak sitokrom c’nin sitoplazmaya ge¢mesine neden olur.
Bu gecirgenligi Bel-2 grubu proteinler ayarlar. Dolayisiyla Bcl-2 mitokondrinin dis
zar gecirgenligi ve biitiinliiglinin  korunmasinda etkilidir. Ozellikle iyon
transportunun diizenlenmesinden sorumludur ve sitokrom c’nin salimimmi engeller

(Korsemeyer 1992, Reed 1994).

B lenfositlerin yiiksek diizeyde Bcl-2 varhigi gosterdigi bilinmektedir.
Alnemri ve arkadaslar1 (1992) glukokortikoidlere maruz birakilan B lenfositlerin

apoptozise gitmedikleri ve hayatta kaldiklarini gdstermislerdir.

1.13.4. Kaspazlar (3 ve 9)

Apoptotik hiicre morfolojisinin olusmasi i¢in kaspaz aktivasyon zincirinin aktif hale
gecmesi gerekmektedir. Bu siirecin baslangi¢ noktasi hiicrenin apoptozise gitmesini
uyaran hiicrenin i¢inden veya disindan gelen 6liim sinyallerinin baslatic1 kaspazlar
tarafindan alimmasidir. Baglatic1 kaspazlar bu 6liim sinyallerini efektor kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlarin aktiflesmesiyle sitoplazmik proteinler yikimlanir. Bu
sirada endoniikleazlar da aktive olarak DNA’nin par¢alanmasina neden olurlar.
Hiicre iskeletinin ana bileseni olan aktin filamanlarmin da yikimlanmasi sonucu
hiicre normal seklini kaybeder. Bu olaylar sonu¢ olarak karakteristik morfolojinin
meydana gelmesiyle sonuglanir. Baslatict kaspazlar; Kaspaz 2, 8, 9, 10 olarak
bilinirken, Efektor kaspazlar ise Kaspaz 3, 6, 7 olarak bilinirler (Gewies 2003,
Elmore 2007).
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Apoptotik sinyallerle hiicre igindeki kaspazlar proteolitik parcalanmadan
sonra aktive olurlar. Proteinleri sadece aspartik asit bulunan bdlgelerden kestikleri
icin bu ismi alirlar (caspase: Cysteine-containing ASPartate specific proteASES).
Inaktif proenzimler olarak sentezlenip zimojen (prokaspaz) formda sitoplazmada
bulunurlar. Aktif merkezlerinde sistein aminoasiti yer aldigindan sistein proteazlar

olarak da adlandirilan bir grup enzimlerdir ve 14 tanesi tanimlanmistir (Cohen 1997,
Elmore 2007).

Kaspaz aktivasyon zincirinde gorev alan en 6nemli kaspazlar 8, 9 baslatict ve
3 efektor kaspazlardir. Apoptoziste rol alan membran reseptorleri iginde en 6nemli
grup TNF reseptorleri (TNFR) ailesidir. Tiimor nekrozis faktor reseptorleri i¢inde
apoptozis olusturan reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNFR1 dir. Fas ligandin Fas
reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre icinde bulunan parcasi, Fas
adaptor proteinle (FADD) birleserek 6liim baslatan sinyal kompleksini (DISC; death-
inducing signaling complex) olusturur. Bu da prokaspaz 8’in aktiflesmesini saglar
(Sekil 1.4) (Cohen 1997, Ashkenazi ve Dixit 1998, Elmore 2007).

Digsal Yol I¢sel Yol Perforin/Granzim
Radyasyon, Toksinler, Hipoksi, NO Sitotoksik, T lenfositler

_Olim Ligant1 '
Oliim Reseptorii ~w. =

’ l Perfm\

Adaptorler Mitokondriyel Hasar ) / \ .
‘ ' Granzim B Granzim A
OTsK Formasyonu Apoptozom Kompleksi

\ ' SET Kompleksi

Kaspaz 8 Kaspaz 9 Aktivasyonu Kaspaz 10
Aktivasyonu \ L] / Aktivasyonu l
Kaspaz 3 Aktivasyonu
DNA Kiriklar:

!

Endoniikleaz aktivasyonu —+ DNA’da bozulma
Proteaz aktivasyonu . Cekirdek ve sitoplazma iskelet proteinlerinde bozulma

Hiicre morfolojisinde degisiklikler
Kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdek pargalanmasi

)
Apoptotik cisimcikler

Sekil 1.4. Apoptozisin olusum semasi1 (Elmore 2007’ den uyarlanmistir).
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Bir sitokin olan TNF’nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (TNFR1) sonucunda
reseptoriin hiicre iginde bulunan parcasi, TNFR adaptér protein (TRADD) ile
etkilesir. TRADD daha sonra FADD ile birleserek prokaspaz 8’1 aktiflestirir (Li ve
ark. 1998, Gewies 2003, Elmore 2007).

Kaspaz 9’un aktivasyonu birinci yol apoptozom kompleksi (sitokrom-c +
Apaf-1 + ATP) ile olmaktadir. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme
girildigini isaret eder. Olusan apoptozom kompleksi iaktif olan prokaspaz-9’un aktif
kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz 9 ise efektor kaspazlardan
prokaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek kaspaz 3 ve 7’nin ¢ekirdege girebilmesi i¢in
cekirdek porlarimi normalden daha genis bir konuma getirir. Bir diger yol ER aracili
aktive olan kaspaz 12’nin aktivasyonudur. Kaspaz 12, ER membraninda lokalize
olan ve ER aracil1 apoptozis i¢in esas teskil eden bir kaspazdir. Son galismalar, Ca™*
seviyelerinin ER’y1 etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflestirdigini gostermistir. Aktif
kaspaz 12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz 9 ile karsilikli olarak etkileserek kaspaz
aktivasyon serisini etkinlestirir. Uciincii yol ise granzimler aracilig1 ile olmaktadir

(Cohen 1997, Garrido ve ark. 2006).

Efektor kaspazlardan olan Kaspaz 3’iin aktivasyonu, baslatict kaspaz 8 ve
kaspaz 9’un aktivasyonu ile olmaktadir. Ayrica granzimler direkt kaspaz 3’i aktive
edebildigi gibi kaspaz 10 araciligi ile de kaspaz 3’ii aktive edebilmektedir. Aktif
kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirir,
boylece ICAD’liniin bagladigi kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD)
serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin
yogunlasmasma ve DNA kiriklarma neden olur. DNA hasar1 tamirinde rol alan
protein poli ADP riboz polimerazdir (PARP). DNA zincir kiriklarma baglanip
cekirdek proteinlerini modifiye etme gorevini iistlenen PARP proteinin DNA

hasarini onarmasi kaspaz 3 ile par¢alanmasiyla 6nlenir (Gewies 2003, EImore 2007).
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Bu ¢alismada, SHV enfekte kuzu ve oglaklarda; apoptotik ve anti-apoptotik
mekanizmalarin karsilikli arastirilmas: ve eger varsa SHV’nin merkezi sinir

sisteminde hangi yolakla apoptozisi tetiklediginin ortaya konulmasi amag¢lanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Dogal SHV Enfekte Beyin Dokularinin Temini

Calisma materyalini; Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dal'na rutin patolojik tani igin getirilen ve Kirikkale Universitesi Bilimsel
Aragtirmalar Projesi tarafindan 2006/19 no ile desteklenen “Kirikkale yoresindeki
kiiciik ruminantlarin Border Hastalii’nin histopatolojik ve immunohistokimyasal
yontemlerle incelenmesi” adl1 proje kapsaminda toplanan kuzu ve oglaklara ait beyin
dokular1 olusturdu. Deney grubu olarak; histopatolojik, immunopatolojik ve RT-PZR
analiz sonuglar1 dogrultusunda Sinir Hastalig1 tanisi konulan 5 adet oglak (olgu no: 3,
5, 10, 12, 13) ve 10 adet kuzuya (olgu no: 1, 2, 4, 6-9, 11, 14, 15) ait parafin blok
arsivinden secilen orta beyin ve beyin kokii dokular1 kullanilmistir. Saglhikli kontrol
amaciyla da, Kirikkale Belediye Mezbahasi’ndan temin edilen ve SHV antijeni
yoniinden negatif oldugu immunopatolojik ve RT-PZR analiz sonuglar1 ile
dogrulanan 3 adet oglak ve 3 adet kuzuya ait beyin dokusu c¢aligmaya dahil
edilmistir. Her bir olguya ait beyin ornekleri %10’luk tamponlu formalinde 48-72
saat boyunca tespit edildikten sonra Ornekler 1 gece boyunca akan ¢esme suyu
altinda yikamaya alindi. Klasik doku takibi islemlerinden olan sirali alkol (70°, 80°,

90°, 96° ve mutlak alkol) ve ksilol serilerinden sonra parafinde blokland.

2.2. Histopatolojik incelemeler

Sinir Hastalig1 Virtsi ile enfekte ¢calisma dahilindeki hayvanlarin orta beyin ve beyin
kokiinden alinan koronal kesitler incelendi. Parafine gomiilii beyin dokularindan 4
um kalmhiginda 10’ar kesit 3-aminopropyl triethoxysilane kapli lamlara alindi,
hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler asagida Cizelge 2.1°de agiklanan
kriterler goz Oniline alinarak binokiiler 151k mikroskobunda (Olympus BXS51)
degerlendirildi. Cizelge 2.1’de verilen histopatolojik kriterlerin siddeti ve
yaygmligma gore 0 ile 3 puan arasinda semikantitatif olarak skorlandi. Buna gore;

herbir olgu aldig1 toplam puan {izerinden Sinir Hastaligi norohistopatolojisi
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yoniinden asagidaki sekilde skorlandi; 0 puan: lezyon yok, 1-5 puan: hafif, 6-10

puan: orta ve 11-15 puan: siddetli.

Cizelge 2.1. Smr Hastaligi bulgularinin histopatolojik skorlama kriterleri

+1

Noron nekrozu Yayginhgina gore +2

+3

+1

Hipomyelinasyon Siddetine gore +2

< +3

Smir Hastalig1’nin 1
histopatolojik Gliozis Yaygihgma gore +2
degerlendirmesinde dikkate +3
. . . 1-2 sira MNH +1

alman kriterler Per_lva}skuler hiicre 3-6 sira MNH +2
infiltrasyonu 6 ve daha fazla +3

+1

Vaskiilitis Yayginhgina gore +2

+3

2.3. Immunoperoksidaz incelemeler

2.3.1. Simir Hastalhig: Viriisii Antijeni, eNOS, iINOS, GFAP, TNF-a, IFN-y, Bcl-2,
TNF-R1, TUNEL, Kaspaz 3 ve 9 Antijenlerinin immunoperoksidaz Teknikle

Saptanmasi

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

Antikorlan

Kullanilan ticari antikorlarin 6zellikleri, katolog numaralari, kullanilan antijen geri

alma yontemi ve kullanildiklar1 sulandirmalar Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. immunohistokimyasal testlerde kullamlan ticari antikorlar

Antikor T_lcarl Antlkgr Antikor Antijen Geri | Sulandirma
Firma/ Konag -~ - .
Tiirii Alma Yontemi Oram
Katolog No
10mM Sitrate
eNOS Tf‘e”T“.’ . bufferda (pH Kullanima
Scientific Tavsan | Poliklonal 6.0) kaynatma hazir
RB-9279P0 Rl
Thermo 10mM Sitrate Kullanima
INOS Scientific Tavsan | Poliklonal bufferda (pH uham
RB-9242P0 6.0) kaynatma
Thermo 940.1°lik
TNF-a Scientific T Poliklonal Prc;)te'ina; K 1/100
PBOTNFAI avsan
10mM Sitrate
Santa Cruz i bufferda (pH
TNF-R1 5c-7895 Tavsan | Poliklonal 6.0) kaynatma 1/100
Thermo 0 .
IFN-y | Scientific | Tavsan | Poliklonal Prﬁt%fn;;k}( 1/100
PBOIFNGI
Santa Cruz 10mM Sitrate
Bcl-2 Tavsan | Poliklonal | bufferda (pH 1/100
sc-130308
6.0) kaynatma
10mM Sitrate
Santa Cruz
Kaspaz 3 sc-1226 Tavsan | Poliklonal bufferda (pH 1/100
6.0) kaynatma
10mM Sitrate
Santa Cruz
Kaspaz 9 sc-17784 Tavsan | Poliklonal bufferda (pH 1/100
6.0) kaynatma
Thermo %0.1’lik
GFAP Scientific Tavsan | Poliklonal Proteinaz K 1/100
RB-087-Al

46




2.3.1.2. Smmir Hastahg Viriisii Antijeni, eNOS, INOS, GFAP, TNF-a, IFN-y, Bcl-
2, TNF-R1, Kaspaz 3 ve 9 Antijenlerinin Saptanmasina Yonelik

Immunoperoksidaz Test Prosediirii

Calismada kullanilan hayvanlarin (5 oglak, 10 kuzu) beyin dokularinda SHV, eNOS,
INOS, GFAP, TNF-a ve IFN-y ve apoptotik ve anti-apoptotik mekanizmalari
belirleyen Bcl-2, TNF-R1, TUNEL, kaspaz 3 ve 9 antijenlerini gostermek amaciyla
indirekt immunoperoksidaz test teknigi uygulandi. Bunun i¢in streptavidin/biotin
immunoperoxidaz kiti (Novacastra, HRP, Katolog no: RE7110-K, USA) kullanildi.
Tim uygulamalar kit protokoliinde agiklandigi gibi gergeklestirildi. Buna gore
kisaca; kesitler deparafinizasyon islemi icin 3 adet ksilol serisinde 5’er dakika
bekletildi. Rehidrasyon islemi i¢in de absolu alkol, %80, %70, %50 ve distile suda
yine 5’er dakika bekletildikten sonra dokulardaki endojenaz peroksidaz aktivitesini
giderilmesi i¢in metanolde hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksitte 7 dakika tutuldu.
Antijen geri alma yontemleri ve sulandirma oranlar1 Cizelge 2.2’de goOsterilmistir.
Kullanilan yontemler antikorlar arasinda farklilik gosterdiginden dolayr SHV, TNF-a
ve IFN-y antijenlerini geri alma asamasi enzimatik sindirim i¢in %0,1°lik proteinase
K ile oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edilirken, eNOS, iNOS, Bcl-2, kaspaz 3, 9 ve TNF-R1
antijenlerini geri almak igin sitrat buffer soliisyonunda (Thermo Fisher Scientific
katalog no: TA-050-CBX) 30 dk kaynatma islemi uygulandi. Protein bloke edici
serumda (Novacastra, Katolog no: RE7102, USA) 7 dakika bekletildikten sonra
%0,1°lik proteinase K uygulanan dokular oda isisinda poliklonal tavsan anti-SHV,
TNF-a ve IFN-y antikoru ile oda sicakliginda 60 dk siireyle inkiibe edildi. Sitrat
buffer soliisyonunda 30 dakika kaynatilan dokular ise eNOS, iNOS antikorlari ile 60
dk, Bcl-2, kaspaz 3 ve 9 antikorlari ile de yine oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
Biotinle isaretli universal polivalan (anti-mouse 1gG, anti-rat 1gG, anti-rabbit 1gG)
sekonder antiserumla (Novacastra, Katolog no: RE7103, USA) 15 dakika,
streptavidin-peroksidaz enzimi ile 15 dakika tutulduktan sonra renk reaksiyonu i¢in
aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed, Lot: 60682605, USA) 5 dakika
inkiibe edildi. Mayer’in hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle karsit boyamalar1

yapildi. Her bir preparat bu islemlerden sonra su bazl yapistiricr ile kapatildi.
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Calisma dahilinde tespit edilen 3 adet oglak ve 3 adet kuzuya ait beyin
dokularmin hem pozitif hem de negatif kontrol gruplar1 da es zamanli olarak anilan

antijen geri alma yontemi ve antikorlar ile inkiibasyona birakilip ¢aligmaya dahil
edildi.

2.3.1.3. TUNEL Boyama Protokolii

Noron ve glialardaki DNA fragmentasyonunu gdostermek i¢in  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) secildi. Hazirlanan preparatlar 37°C’de gece boyu deparafinizasyon
isleminden sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrasyon islemi uygulanda.
Rehidrasyonun son asamasi olan distile sudan ¢ikarilan preparatlar 2 kere 5’er dakika
(2x5) PBS’de yikandi. Daha sonra PBS’de yikanan preparatlara %0,1’lik Proteinaz K
damlatilarak 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Preparatlar PBS’de 2x5 dk yikandi ve
metanolde hazirlanan %3'liik H,O, ile oda 1si1smda 15 dk inkube edildiler. Tekrar
PBS’de 2x5 dk yikandiktan sonra preparatlar buharli kabin igerisine yerlestirildi ve
iizerlerine isaretleme tepkimesi i¢in Terminal Deoksi Transferaz (TdT) reaksiyon
karisimi damlatilarak 37°C’de, 60 dk inkiibe edildi. Negatif kontrollere ise TdT
enzim igcermeyen soliisyondan damlatildi. Preparatlar yine PBS’de 2x5 dk
yikandiktan sonra ilk asama olan floresan mikroskopta 6n degerlendirilmeleri yapildi
ardindan her bir preparata 37°C’de 30 dk inkiibe etmek lizere converter-POD
soliisyonu eklendi. Preparatlar yine PBS’de 2x5 dk yikandiktan sonra renk
reaksiyonu i¢in aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed, Lot: 60682605,
USA) 5 dk inkiibe edildi. Son olarak da preparatlar 3x3 dk PBS’de yikandiktan sonra
su bazli yapistirict ile yapistirilarak 151k mikroskobunda (Olympus BX51)

incelemeye alind1.
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Beyin dokusundaki kontrol ve SHV ile enfekte hayvan gruplarina ait
isaretlenmis apoptotik hiicrelerin sayiminda (TUNEL), Olympus DP25 kamera
atagmanli Olympus BX51 151k mikroskobu kullanildi. Sayim islemi, kesitler lizerinde
mikroskobun X40 okiiler merceginde 5 farkli birim alan i¢ine diisen apoptotik
hiicrelerin saymmi ile gergeklestirildi. Hepsinin ortalamasi alinarak birim alandaki

ortalama hiicre sayis1 bulundu.
2.4. Luxol Fast Blue (LFB) Boyama Protokolii

Deparafinizasyon ve %95’lik etil alkolde rehidrasyon islemine tabi tutulan kesitler
Yao ve arkadaslarinin (1994) tanimladigi LFB boyama protokoliine goére boyandi.
Kesitler %1°lik LFB soliisyonunda 60°C’de bir gece bekletildikten sonra %95’lik etil
alkolde boya kalintilar1 gidene kadar yikandi ve ardindan distile suya alindi.

Ortalama 30 saniye %0.05’lik LiCO 3‘da yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde

stirekli mikroskop altinda beyaz ve gri maddenin tam ve temiz bir sekilde ayrimini
gorene kadar yikandi. Ardindan tekrar distile suda yikandi. Bir giin 6nce hazirlanmis,
onceden 60°C’ye getirilmis etiivde bekleyen ve icine %0,1°lik asetik asit eklenmis
%1’lik cresyl violet asetat icinde 3 dakika bekletildikten sonra %95°lik etil alkolde
ve absolu alkolde mikroskop altinda kontrol edilerek dehidre edildikten sonra 5’er

dakika iki farkl ksilolde temizlenip entellan ile yapistirildi.

Luxol fast blue ile boyanan kesitlerde myelinin boyanip boyanmama kriterleri
gdz Oniine alnarak her bir hayvan 0 ile 3 skor arasinda semikantitatif olarak
degerlendirildi. Buna gore 3, myelinin tamamen yoklugunu gdésterirken, 2, orta, 1

hafif, 0 ise yogun myelinasyonu gosterdi.
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2.5. Histomorfometrik ve istatistik Analizler

Olympus DP25 kamera atagmanli Olympus BX51 151k mikroskobu ile
immunohistokimyasal bulgular gériintiilendi ve her bir hayvanin protokol numarasi
altina kaydedilmek iizere tek tek dijital mikrofotograflar1 g¢ekildi. QWIN plus
otomatik histomorfometri analiz programu ile kantitatif olarak pozitif boyanmalarin
derecesi hesaplandi. Her bir dokunun yiizde boyanma orani ise 1 mm? alani temsil
eden rastgele bes alana bakilarak yapildi. Elde edilen ylizde boyanma oranlarinin
ortalamalar1 alinarak tek bir preparatin kantitatif boyanma degeri elde edildi. Enfekte
ve saglikli hayvan dokularmin immunohistokimyasal ydntemle boyanmasinin
ardindan elde edilen sonuglar SPSS paket programi (Versiyon 11.5, Windows)
kullanilarak Mann Withney U testi ile degerlendirildi. Non-parametrik korelasyon
test gerekleri saglandig1 icin Spearman korelasyon testi uygulanmistir. SPSS 15.0

version istatistiksel analiz programi kullanilmastir.

50



3. BULGULAR

3.1. Histopatolojik Bulgular

Smir Hastalig1 Viriisii enfekte hayvanlarin orta beyin ve beyin kdkii bolgelerinden
aliman koronal kesitlerde gdzlenen histopatolojik bulgular ve skorlamalar1 Cizelge
3.1°de verilmistir. Incelenen tiim olgularda, dikkati ¢eken ortak histopatolojik
degisiklik, yaygin noron dejenerasyonlarinin goriilmesiydi (olgu no: 6, 13) (Sekil
3.1, Sekil 3.5). Bazi olgulara ait dejenere olmus ndronlarda satellitozis dikkati ¢ekti
(olgu no: 3). Bununla beraber siddetli olgularda, noronlarda biliziigme ve
dejenerasyonlarin goriilmesinin yaniswra, g¢ekirdeklerinin gdézden kayboldugu ve
eozinofilik gortiniim aldiklar1 goriildii (olgu no: 6, 12, 13) (Sekil 3.1 ve 3.5). Orta
capli damarlarin ve kapillarlarm siddetli hiperemik oldugu goriildii (olgu no: 8, 15)
(Sekil 3.2 ve 3.8). Dikkati ¢ceken diger bir bulgu ise yer yer hipomyelinasyonun da
eslik ettigi (olgu no: 13) non-supuratif meningoensefalitisin varhgiydi (Sekil 3.6 ve
3.7). Fokal gliozis odaklarinin belirgin oldugu goriildii (olgu no: 8, 11) (Sekil 3.3 ve
3.4). Bazi olgularda vaskiilitis dikkati ¢ekti (olgu no: 13, 15). Damarlardaki
perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 belirgindi (olgu no: 15) (Sekil 3.8).
Saglikli  kontrol grubu hayvanlarin SHV tespitine yonelik uygulanan

immunopatolojik ve molekiiler teknikler sonucunda negatif oldugu dogrulandu.
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Cizelge 3.1. Histopatolojik skorlamada g6z 6niine alinan lezyonlarin SHV pozitif hayvanlardaki dagilim

Noron Hipomyelinasyon Gliozis PVMNHi Vaskadilitis Toplam Lezyon
Tir/Yas Nekrozu Skoru
Kontrol 1 Kuzu / 1 ayhk 0 0 0 0 0 0
Kontrol 2 Kuzu / 1,5 aylik 0 0 0 0 0 0
Kontrol 3 Kuzu / fétus 0 0 0 0 0 0
Kontrol 1 Oglak / 1 ayhk 0 0 0 0 0 0
Kontrol 2 Oglak / 1 ayhk 0 0 0 0 0 0
Kontrol 3 Oglak / 1,5 ayhk 0 0 0 0 0 0
Olguno1l Kuzu / fétus 3 1 0 0 2 6
Olguno 2 Kuzu / fétus 2 2 0 1 0 5
Olgu no 3 Oglak / 2 aylik 1 1 1 0 1 4
Olgu no 4 Kuzu / 3 ayhk 3 2 0 0 1 6
Olguno 5 Oglak / 2 aylik 2 1 1 0 0 4
Olgu no 6 Kuzu / 4 ayhk 2 2 0 0 1 5
Olguno 7 Kuzu / 2 ayhk 3 0 3 1 1 8
Olguno 8 Kuzu / 3 ayhk 2 3 3 0 0 8
Olguno9 Kuzu / 4 ayhk 2 1 1 0 2 6
Olgu no 10 Oglak / 3 aylik 3 1 3 2 1 10
Olguno 11 Kuzu /1,5 aylik 2 3 3 0 1 9
Olguno 12 Oglak / 1 aylik 2 1 3 0 1 7
Olguno 13 Oglak / 2 aylik 3 2 3 2 2 12
Olguno 14 Kuzu / fotus 3 0 3 0 0 6
Olgu no 15 Kuzu / fotus 3 0 3 0 2 8
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Skil 3.3. Genis fol lizis odagr> (ok), olgu no: 8, HE BaOOpm
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Sekil 3.7. iddeli myelin ab1 (okla

Seki
(oklar), olgu no: 15, HE Bar=100pum
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3.1.1. Myelin Hasarinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

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

gosteren semi-kantitatif skorlama Sekil 3.9°da verilmistir. Siddetli derecede

antijeni tespit edilen olgulardaki myelin kaybinin histopatolojik skorlamay1 kismi
olarak destekler nitelikte oldugu bazi olgularda (olgu no: 13) beyaz maddedeki
siddetli myelin kaybina bagl olarak giive yenigi tarzda biiylik bosluklarn ve alacali
goriiniimiin oldugu tespit edildi. Saglikli kontrol grubu hayvanlarda myelinli kisimlar
kesintisiz ve koyu mavi boyanirken, siddetli hipomyelinasyon gosteren olgularda ise

myelinli bdlgenin a¢ik mavi boyandigi (olgu no: 1, 3, 9), bazi olgularda ise hig

boyanmadigi dikkati ¢ekti (olgu no: 15) (Sekil 3.10).
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Calismaya Dahil Edilen Hayvanlar

Sekil 3.9. Sinir Hastalig1 Viriisii Enfekte Hayvanlarin Myelin Kayb1 Skorlar1
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Sekil 3.10.1. Orta siddette myelin kaybi (ok), olgu no: 1, LFB Bar=100 pm 2. Myelin kayb1
bolgesi (oklar), olgu no: 3, LFB Bar=200um 3. Saglikli hayvana ait myelin goriintiisii (ok),
kontrol grubu, LFB Bar=320pm 4. SHV ile siddetli enfekte bir olguya ait beyaz maddedeki
myelin kaybi (ok), olgu no: 15, HE Bar=320pm
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3.2. Immunoperoksidaz Bulgular

3.2.1. Simr Hastah@ Viriisii Antijeni Imnmunoperoksidaz Bulgulan

Genel olarak dejeneratif ve nekrotik noron sitoplazmalarinda yogun SHV antijeni
pozitif reaksiyonlar goriilirken (olgu no: 2), yer yer saglam goriiniimlii néron
sitoplazmalar1 da immunopozitif reaksiyonlar gosterdi (olgu no: 9, 14) (Sekil 3.11).
Bunun yanisira mikroglial hiicrelerde (olgu no: 2, 3, 4, 15) ve baz1 olgularda damar
endotellerinin de (olgu no: 2, 3, 7) yogun immunopozitif reaksiyon gosterdigi
goriildii (Sekil 3.11). Bu bulgulara ek olarak, daha ¢ok damar yakinlarindaki glial

hiicrelerde de immunopozitif reaksiyonlar gdzlendi (olgu no: 2, 4) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11.1. Dejenere noron (siyah oklar) ve glial hiicrelerdeki (mavi ve beyaz ok)
immunopozitiflik, olgu no: 2, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer’s hematoksilen
karsit boyama) Bar=100um 2. Noronlardaki (siyah oklar) ve glial hiicrelerdeki (beyaz oklar)
siddetli immunopozitiflik, olgu no: 4, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama) Bar=100um Sekil 3. Noron ve endotellerde siddetli
immunopozitiflik (oklar), olgu no: 7, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama) Bar=100um 4. Noronlardaki siddetli immunopozitiflik (oklar),
olgu no: 9, ABC metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama)
Bar=200um 5. Noronlardaki siddetli immunopozitiflik (oklar), olgu no: 14, ABC metot,
(anti-SHV primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um 6. Noéron
(siyah oklar) ve glial hiicrelerdeki (mavi ok) siddetli immunopozitiflik, olgu no: 4, ABC
metot, (anti-SHV primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um

3.2.2. Sitokin immunoperoksidaz Bulgulan

eNOS, iINOS, TNF- a, INF- vy, Bcl-2, Kaspaz 3, Kaspaz 9, TNF-R1, TUNEL, GFAP
antikorlar1 ile SHV enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin beyin dokularina
yapilan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen istatistiksel veriler ve

onemlilik dereceleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Beyin dokularma yapilan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen
ortalama yiizde alan boyanmalarinin istatistiki 6nemlilik dereceleri

SHYV ile Enfekte Onemlilik Derecesi
Antikor | Kontrol Grubu Hayvanlar (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-a 0,205 + 0,049 0,935+ 1,175 0,655
INF-y 1,290 + 0,233 2,450 £ 2,416 0,453
Kaspaz3 | 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*

* (p< 0.05), istatistiksel olarak 6nem gosterdigini belirtir.
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3.2.2.1. Kalmoduline Bagimh (eNOS) ve Bagmmsiz (INOS) Nitrik OKksit

Sentazlara Ait Immunoperoksidaz Bulgular

Smir Hastalig1 Virtisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarda eNOS’a ait %
alan goriilme degerleri Sekil 3.12°de gosterilmistir. Kalmoduline bagimli olan
eNOS’un endotellerdeki boyanma siddetlerinin ayni olgunun incelenen degisik
alanlarinda bile farkliliklar gosterdigi tespit edildi. Baz1 damarlarda eNOS aktivitesi
hic yokken, bazilarinda hafif ve ayni1 bdlgede bulunan diger damarlarda ise
digerlerine gore daha siddetli oldugu dikkat ¢ekiciydi (olgu no: 1, 3) (Sekil 3.14 ve
3.21). Kiigiik capli damarlarda ki eNOS aktivitesinin, orta ¢apli damarlara oranla hig
olmadig1 ya da daha hafif oldugu gorildii (olgu no: 1, 3, 5, 6) (Sekil 3.14, 3.15, 3.16,
3.17 ve 3.21). Smir Hastalig1 Virilisii ile hafif enfekte hayvanlara ait orta caph
arterlerde boyanma siddetleri ¢cok hafif oldugu goézlenirken (olgu no: 1, 10), siddetli
derecede Smir Hastalig1 Viriisii antijeni tespit edilen olgulara ait orta caph arterlerde
eNOS varhiginin yiiksek oldugu da dikkati ¢ceken diger bir bulguydu (olgu no: 5)
(Sekil 3.13, 3.17 ve 3.20). Kisaca, lezyonlu bolgelerde damar ¢ap1 biiyiidiikge eNOS
immunoreaktivitesinin de dogru orantili olarak arttig1 goriildii. Bunun yaninda
siddetli derecede SHV antijeni tespit edilen olgulara ait ndéron c¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda (olgu no: 8) eNOS immunopozitivitesi dikkati ¢ekti (Sekil 3.19).
Siddetli derecede SHV antijeni tespit edilen olgulara ait bazi damarlarin
limenlerinde muhtemelen ¢6ziinmiis antijenlere baghh oldugu diisiiniilen
reaksiyonlarm gorildigi dikkati ¢ekti (olgu no: 7) (Sekil 3.18). Hatta bu tiir
reaksiyonlarm goriildiigli damarlara ait endotellerin eNOS aktivitesi digerlerine gore

daha belirgindi (Sekil 3.18).
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eNOS % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.12. Sinir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarm eNOS’a ait
% alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV enfekte
hayvanlar)

Sekil 3.13. SHV ile hafif enfekte olgudaki orta ¢apli damarlara ait hafif immunopozitiflik
(siyah ok) ve ayni1 damardaki farkli immunoreaktivite (beyaz ok), olgu no: 1, ABC metot,
(anti-eNOS) Bar=200um
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Sekil 3.14. Orta capli damarlardaki siddetli eNOS salmimm (siyah ok), kiiciik caplh
damarlarda nispeten daha hafif immunoreaksiyon (beyaz ok), olgu no: 3, ABC metot, (anti-
eNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=320um

Sekil 3.15. Orta capli damarlardaki immunoreaktivite (oklar), olgu no: 3, ABC metot, (anti-
eNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pum



Sekil 3.16. Orta capli damarlardaki siddetli immunopozitiflik (siyah ok), kiiciikk caplh
damarlardaki immunonegatiflik (beyaz ok), olgu no: 6, ABC metot, (anti-eNOS primer
antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um

Sekil 3.17. Orta ¢apli damardaki siddetli immunoreaktivite (beyaz ok) ve kiiclik captaki
diger damarlardaki hafif immunopozitiflik (siyah oklar), olgu no: 5, ABC metot, (anti-eNOS
primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pum



Sekil 3.18. SHV ile siddetli enfekte olguya ait kapillarlardaki siddetli immunopozitiflik ve
limenlerindeki immunoreaktivite (beyaz oklar), bir kapillar ve liimendeki hafif
immunopozitiflik (siyah ok), olgu no: 7, ABC metot, (anti-eNOS primer antikor, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama) Bar=200pum

Sekil 3.19. Noronlarn sitoplazmalarmdaki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 8, ABC metot,
(anti-eNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um



Sekil 3.20. SHV ile hafif enfekte olgudaki orta ¢apli damarlara ait hafif immunopozitiflik
(beyaz ok) ve ayni damardaki farkli immunoreaktivite (siyah ok), olgu no: 10, ABC metot,
(anti-eNOS) Bar=200um

: 4 3 ; f - g T A\ ~ .‘. - 3 #
Sekil 3.21. Ayni1 bolgede bulunan damarlardaki siddetli immunopozitfﬂik (beyaz oklar) ve
cevre damarlardaki eNOS’un gozlenmemesi (siyah oklar), olgu no: 1, ABC metot, (anti-
eNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pum
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Siir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarda iNOS’a
ait % alan goriilme degerleri Sekil 3.22°de gosterilmistir. Noron ve mikroglialardaki
kalmoduline bagimsiz iNOS aktivitesinin saghkli kontrol gruplar1 ile
karsilastirildiginda daha siddetli oldugu goriildii (olgu no: 1, 6, 15) (Sekil 3.23, 3.25
ve 3.28). Endotelyal nitrik oksit sentaz’da goriilen bulgulara benzer sekilde
damarlarin bazilarinda iNOS aktivitesi ¢ok yiiksek iken, ayni bolgede bulunan diger
baz1 damarlarda ise iNOS aktivitesinin ¢ok az ya da hi¢ bulunmadig: dikkati ¢ekti
(olgu no: 1, 15) (Sekil 3.24 ve 3.29). Iindiiklenebilen nitrik oksit sentaz
aktivasyonunun siddetli oldugu damarlarin liimenlerinde yangisal hiicrelerin infiltre
oldugu goriildii. Hafif olarak boyanan damarlarin liimenlerindeki hiicrelerde
boyanmalar goriilmedi (olgu no: 1) (Sekil 3.24). Mikroglialardaki siddetli
immunopozitif reaksiyonlarin, damarlara yaklastik¢a arttigi goriildii (olgu no: 8)
(Sekil 3.26 ve 3.27). Indiiklenebilen NOS aktivitesindeki artisin enfeksiyon siddeti
ile uyumlu oldugu dikkati ¢ekti.

iNOS % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.22. Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin iNOS’a ait
pozitif % alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV pozitif
hayvanlar)
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Sekil 3.23. Noron ve glial hiicrelerde siddetli immunopozitiflik (oklar), olgu no: 1, ABC
metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=50um
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Sekil 3.24. Siddetli immunoreaktif endotellerin (siyah oklar) liimenlerinde bulunan yangisal

hiicrelerdeki immunopozitiflik (beyaz oklar) ve endoteldeki zayif immunopozitivite ile

orantili yangisal hiicrelerdeki zayif immunopozitivite (mavi ok), olgu no: 1, ABC metot,
(anti-iNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um
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Sekil 3.25. Glial hiicrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 6, ABC metot, (anti-iINOS
primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um
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Sekil 3.26. Damarlara yakin glial hiicrelerdeki immunopozitiflik (beyaz ok), genis ¢apli
damarlardaki siddetli immunoreaktivite (siyah ok), kiicik capli damarlardaki zayif
immunoreaktivite (mavi ok), olgu no: 7, ABC metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama) Bar=200pm
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Sekil 3.27. Damarlara yakin glial hiicrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 8, ABC
metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pm

‘ Y B TR, |
Sekll 3.28. S1ddet11 SHYV ile enfekte olgulardak1 glial hiicrelerdeki siddetli 1mmunop021t1ﬂ1k

(oklar), olgu no: 15, ABC metot, (anti-iNOS primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit
boyama) Bar=100um

72



Sekil 3.2§.- Endotel (siyak ok) ve c¢evresindeki glial hiicrelerdeki (mavi oklar) siddetli
immunoreaktivite, olgu no: 15, ABC metot, (anti-INOS primer antikor, Mayer’s
hematoksilen karsit boyama) Bar=200um

3.2.2.2. Tiimér Nekrozis Faktor alfa (TNF-a)’ya Ait Immunoperoksidaz

Bulgular

Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin TNF-a’ya ait %
alan goriilme degerleri Sekil 3.30°da  gosterilmistir.  Siipiiratif olmayan
meningoensefalitis goriilen olgularda; meninkslere ve perivaskiiler alanlara infiltre
olan mononiikleer hiicrelerin TNF-a’ya karsi immunopozitiflik gosterdigi tespit
edildi (olgu no: 13) (Sekil 3.31 ve 3.34). Bunun yanisira, glial hiicrelerin de
immunopozitif boyanma gosterdigi tespit edildi (olgu no: 5, 13) (Sekil 3.32 ve 3.33).
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TNF-alfa % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.30. Smir Hastaligi Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin TNF-a’ya ait
% alan goriilme degerleri (1-6 aras1 saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV pozitif hayvanlar)

Sekil 3.31. Yangisal bir hiicrede immunopozitif boyanma (ok), olgu no: 13, ABC metot,
(anti-TNF-a primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pm
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Sekil 3.32. Glial hiicrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 5, ABC metot,
(anti-TNF-a primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um

Sekil 3.33. Glial hiicrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar) ve kapillar liimenlerindeki
immunoreaktivite, olgu no: 13, (anti-TNF-a primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit
boyama) Bar=100um
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Sekil 3.34. Yangisal hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13, ABC metot,
(anti-TNF-a primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um

3.2.2.3. interferon-gama (INF-y)’ya Immunoperoksidaz Bulgular

Smir Hastalig1 Viriisti enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin INF-y’ya ait %
alan goriilme degerleri Sekil 3.35°de gosterilmistir. Glial hiicrelerde immunopozitif

reaksiyonlar goriildii (olgu no: 15) (Sekil 3.36).

IFN-y % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.35.Smir Hastalign Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarm IFN-y’ya ait
% alan goriilme degerleri (1-6 aras1 saglikli kontrol grubu, 7-21 aras1 SHV pozitif hayvanlar)
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Sekil 3.36. Glial hiicrelerdeki immunopozitiflik (oklar), olgu no: 15, ABC metot, (anti- IFN-
y primer antikor, Mayer’s hematoksilen kargit boyama) Bar=200um

3.2.3. Apoptotik ve Anti-apoptotik Belirteclerin  Tespitine Yonelik

Immunoperoksidaz Bulgulari
3.2.3.1. B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)’ye Ait immunoperoksidaz Bulgular
Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarda Bcel-2ye ait %

alan goriilme degerleri Sekil 3.37°de gosterilmistir. Bcl-2 varligina 6zellikle néron ve

glial hiicrelerde rastlandi (olgu no: 3,9) (Sekil 3.38, 3.39 ve 3.40).
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Bcl-2 % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.37. Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin Bcl-2’ye ait
% alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 aras1 SHV pozitif hayvanlar)
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immunopozitiflik (oklar), olgu no: 3, ABC metot, (anti-
Bcl-2 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pum

Sekil 3.38. Noronlardaki siddetli
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Bcl-2 primer antikor, Mayer’

Sekil 3.39. Noronlardaki siddetli immundpozitif bo._yanmalar (oar), olgu no: 9

(anti

endoteller ve glial hﬁrelrde okla) siddetli iunopztif boyalar,

9

. Noron

olgu no: 9

Sekil 3

’s hematoksilen karsit boyama)

(anti-Bcl-2 primer antikor, Mayer

ABC metot

Bar=100pm
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3.2.3.2. Baslatiaa (kaspaz 9) ve Efektor (kaspaz 3) Kaspazlara Ait
Immunoperoksidaz Bulgular

Smir Hastaligi Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin baslatict
kaspazlardan kaspaz 9’a ait % alan goriilme degerleri Sekil 3.41°de gosterilmistir.
Calismaya dahil edilen hayvanlarda kaspaz 9’un ndéron ve damar yakinlarinda
bulunan glial hiicrelerdeki immunopozitifliginin, saglikli kontrol grubu hayvanlara
kiyasla daha siddetli oldugu goriildii (olgu no: 1, 7, 9) (Sekil 3.42, 3.45 ve 3.47). Cok
yogun immunopozitiflik gdsteren néronlarda biiziisme ve dejenerasyon gozlemlendi
(olgu no: 9) (Sekil 3.46). Nitrik Oksit Sentaz’da goriilen bulgulara paralel olarak bazi
noronlarin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda immunopozitiflikler goriildi (olgu no: 1, 3,
7, 9) (Sekil 3.42, 3.43, 3.44 ve 3.45). Dikkati ¢eken diger c¢arpict bir bulgu ise
sitoplazmik boyanmalar1 olan néron ¢ekirdeklerinin apoptotik morfolojiye benzer

tomurcuklanma ve yildiz seklinde goriiniim aldig1 goriildii (olgu no: 9) (Sekil 3.46).

Kaspaz 9 % Pozitif Alan Degerleri
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Sekil 3.41. Sinir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin Kaspaz 9°a
ait % alan gorilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV pozitif
hayvanlar)
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Sekll 3.42. Noron (siyah oklar) ve ghal hiicrelerde (beyaz oklar) slddeth 1mmunop021t1f
boyanmalar, olgu no: 1, ABC metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen
karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.43. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), oltju no: 1, ABC metot,
(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.44. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 3, ABC metot,
(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.45. Cekirdeklerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 7, ABC metot,

(anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um

82



Sekil 3.46. Siddetli immunopozitiflik gosteren ndéronlarda dejenerasyon (oklar), olgu no: 9,
ABC metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama)
Bar=100pum
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Sekil 3.47. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar, (oklar), olgu no: 9, ABC
metot, (anti-Kaspaz 9 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sinir Hastalig1 Virilisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin efektor
kaspazlardan olan kaspaz 3’¢ ait % alan goriilme degerleri Sekil 3.48’de
gosterilmigstir. Noron ve glial hiicrelerin siddetli immunopozitiflik gosterdigi tespit
edildi (olgu no: 9, 14) (Sekil 3.49 ve 3.50). Baz1 olgularda noron sitoplazmalarinin
yiiksek oranda siddetli immunopozitif reaksiyon verdigi dikkati ¢ekti (olgu no: 9)
(Sekil 3.51).

Kaspaz 3 % Pozitif Alan Degerleri

4,5

3,5

2,5

% Pozitif Alan

1,5

0,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Calismaya Dabhil Edilen Hayvanlar

Sekil 3.48. Sinir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin Kaspaz 3’e
ait % alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV pozitif

hayvanlar)
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Sekil 3.49. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 9, ABC metot,
(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200pm
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Sekil 3.50. Glial hiicrelerdeki (oklar) immunopozitif boyanmalar, olgu no: 14, ABC metot,

(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um
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Sekil 3.51. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 9, ABC metot,
(anti-Kaspaz 3 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=200um

3.2.3.3. Tiimér Nekrozis Faktor Reseptor 1 (TNF-R1)’e Ait Immnoperoksidaz
Bulgular

Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin TNF-R1’e ait %
alan goriilme degerleri Sekil 3.52°de gosterilmistir. Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor
1 varligmnm, saglikli kontrol grubu hayvanlara oranla daha fazla oldugu goriildii.
Noronlardaki immunopozitifligin belirginligi dikkat ¢ekiciydi (olgu no: 5) (Sekil
3.54). Yaygm olmamakla birlikte dikkat c¢eken bulgu, yangisal hiicrelerin
immunopozitif goriildiigii orta ¢apli damarlarin endotellerinde immunopozitifliklerin

gorilmesidir (olgu no: 4, 7, 9) (Sekil 3.53, 3.55 ve 3.56).
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TNF-R1 % Pozitif Alan Degerleri

% Pozitif Alan
(V%]
N
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Calismaya Dabhil Edilen Hayvanlar

Sekil 3.52. Simir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarim TNF-R1’e ait
% alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 arast SHV pozitif hayvanlar)

Sekil 3.53. Endotel (mavi ok) ve yangisal hiicrelerde (siyah ok) immunopozitif boyanmalar,
olgu no: 9, ABC metot, (anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama)
Bar=200pum
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Sekil 3.54. Noronlardaki siddetli immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 5, ABC metot,
(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=50um

Sekil 3.55. Endotellerde siddetli immunopozitif boyanmalar (ok), olgu no:4, ABC metot,
(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.56.Endotellerde siddetli immunopozitif boyanmalar (ok), olgu no: 7, ABC metot,
(anti-TNF-R1 primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um

3.2.3.4. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated-dUTP Nick End
Labeling (TUNEL) Bulgulan

Sinir Hastalig1 Viriisti enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin TUNEL pozitif
hiicre sayis1 ortalama degerleri Sekil 3.57°de gosterilmistir. TUNEL pozitif alanlara
yaygin olarak daha ¢ok damar yakinlarinda lokalize olmus glial hiicrelerde
rastlanirken ona nazaran daha az olmakla birlikte noronlarda goriiliiyor olmasi

dikkati ¢ekiciydi (olgu no: 4, 7, 9) (Sekil 3.58, 3.59 ve 3.60).
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Sekil 3.57. Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin TUNEL
pozitif hiicre ortalama degerleri (saglikli kontrol grubu, 1-15 arast SHV pozitif
hayvanlar)

Sekil 3.58. Noron ve glial hiicrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 7
Bar=50pm
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Sekil 3.59. Noron ve glial hiicrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 9
Bar=100pum

Sekil 3.60. Noron ve glial hiicrelerdeki TUNEL pozitif reaksiyonlar (oklar), olgu no: 4
Bar=320um
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3.2.4. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)’a Ait Immunoperoksidaz Bulgulari

Sinir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin GFAP’a
ait % alan goriilme degerleri Sekil 3.61°de gosterilmistir. Saglikli kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda  genellikle ~ damar  yakinlarindaki  glial ~ hiicrelerde
immunopozitifligin yliksek oranda siddetli oldugu goriildii (olgu no: 11, 12, 13)
(Sekil 3.62, 3.63, 3.64 ve 3.65)

GFAP % Pozitif Alan Degerleri
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Calismaya Dabhil Edilen Hayvanlar

Sekil 3.61.Smir Hastalig1 Viriisii enfekte ve saglikli kontrol grubu hayvanlarin GFAP’a ait %
alan goriilme degerleri (1-6 arasi saglikli kontrol grubu, 7-21 aras1i SHV pozitif hayvanlar)
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Sekil 3.62. Glial hiicrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13
(anti-GF AP primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.63. Glial hiicrelerdeki immunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 13, ABC metot,
(anti-GF AP primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Se-kil‘ 3.64. Glial hiicrelerdeki imun(;pozitif boyanmalar .(oklar), olgu no: 12, ABC metot,
(anti-GF AP primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Sekil 3.65. Glial hiicrelerdeki imunopozitif boyanmalar (oklar), olgu no: 11, ABC metot,
(anti-GF AP primer antikor, Mayer’s hematoksilen karsit boyama) Bar=100um
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Gruplar aras1 degerlerin karsilastirilmas: igin yapilan Sperman korelasyon testi
sonuglar1 Cizelge 3.3 ’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Sperman korelasyon testi sonuglar1

Antikorlar arasi iliski ‘r Onemlilik 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 6nem gosterdigini belirtir.

r degeri; 0-0.24 arasinda deger alirsa zayif, 0.25-0.49 orta diizeyde, 0.5-0.74 giiclii,
0.75-1 ¢ok giiclii iliskili olarak degerlendirilir. Korelasyon katsayismin pozitif olmas1
degiskenin artmasi durumunda digerinin de arttigin1 ve bunun tam tersini, korelasyon
katsayisinin negatif olmasi ise degiskene iligkin verinin artmasi durumunda digerinin
azaldigmi ve bunun tam tersi durumu ag¢iklamaktadir. Bu bilgiler 1s1g1inda istatistiki

olarak anlamli olan GFAP ve iNOS arasindaki negatif korelasyonun goriilmesidir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Smir Hastaligi, Pestiviriislerin meydana getirdigi, Tiirkiye dahil hemen tiim diinya
iilkelerinde yaygin goriilen ve ciddi ekonomik kayiplar meydana getiren viral bir
hastaliktir (Houe 1999, Nettleton 2000, Berriatua ve ark. 2004). Smnir Hastalig1’nin,
gebeligin degisik donemlerinde meydana getirdigi fotal patolojilerin siddetinin farkl
oldugu g6z Oniine alindiginda, hastaligin karmagik bir patogeneze sahip oldugu
goriiliir (Nettleton ve ark. 1998, Houe 1999). Hastaligin patogenezinin diger
hastaliklara gore daha karmasik olusu, bu siirecte birden fazla mekanizmanimn etkili
olabilecegini gostermektedir. Viriilans ve patogenez konularinda 6nemli bir diger
faktor de Pestiviriislerde konak spesifitesinin olmayigidir (Becher ve ark. 1997,
Willoughby ve ark. 2006, Julia ve ark. 2009). Pestiviriislerde sitopatik (SP) ve
sitopatik olmayan (SPO) olmak iizere iki biyotip bulunur. Bu biyotipler kendi
aralarinda da hayvanlarda degisik patolojiler meydana getirmektedir. /n-vivo ve in-
vitro c¢alismalar dogrultusunda SP biyotiplerin hiicre kiiltiirlerindeki hiicrelerin
morfolojilerinde siddetli bozukluklar meydana getirdigi ve bu hiicrelerin apoptozise
gittigi gorilmistir (Grummer ve ark. 1998, Bendfeldt ve ark. 2003). Sitopatik
olmayan biyotiplerin ise hiicrelerde gozle goriiliir bir yikima neden olmadigi,
dolayisiyla da apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir (Brownlie 1991, Teichmann ve
ark. 2000, Grummer ve ark. 2002, Bendfeldt ve ark. 2003). Sitopatik olmayan
Pestiviriisler enfekte ettigi hiicrede Bcl-2 varligin1 artirarak hiicrenin  SP
biyotiplerden farkli olarak apoptozisini onlerler (Bendfeldt ve ark. 2003, Toplu ve
ark. 2010). Bu sayede de Pestiviriisle enfekte hiicreler hayatta kalarak diger homolog
ve heterolog viriis enfeksiyonu icin iyi bir ¢ogalma ortamu olusturmaktadir. Olii
dogan ikiz kuzularda hem Pestiviriis hem de Kiiglik Ruminant Vebasi Viriisii
enfeksiyonunun ayni anda ortaya konulmasi bu durumu destekler goriinmektedir

(Kul ve ark. 2008).

Enfekte ve/veya etkilenmis konak hiicrelerinde, apoptosis-nekroz arasindaki
hassas dengenin belirlenmesiyle; hastalik patogenezi, klinik seyir ve epidemiyolojik
ozelliklerin agiklanmasina katkida bulunulabilmektedir. Hiicrede meydana gelen

apoptozisin fizyolojik ve patolojik rollerine molekiiler diizeydeki yaklasimlarin, bu
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hastaliklarin patogenezinin tam olarak anlasilmasina ve ¢oziimlenen hastaliklarin ise
benzer Ozellik gdsteren hastaliklarla bagdastirilabilecegi ¢ok aciktir. Apoptozisin
meydana gelmesinde temel iki yol vardir. Bunlarin birisi igsel yol adi verilen
mitokondri hasarli temele dayanan yol ve digeri ise 0liim reseptorlerinin uygun
reseptorlerle uyarilmasi sonucu olusturulan dissal yoldur (Elmore 2007). Sunulan
calismada; SHV ile enfekte kuzu ve oglaklarin orta beyin ve beyin kokiinde
sekillenen hispatolojik degisiklikler tanimlanarak, néron, noroglia ve diger destek
doku hiicrelerinde; apoptotik (kaspaz 3, kaspaz 9, TNFR1, TNF-a) ve anti-apoptotik
(Bcl-2) mekanizmalar, sitokin yaniti (INF-y, eNOS ve iNOS), apoptotik hiicre
sayilarmin tespiti (TUNEL), reaktif gliozis (GFAP), myelin hasar1 (Luxol Fast Blue)
incelenerek sonuclarin lezyonsuz kontrol beyin dokular1 ile karsilastiriimasi
yapilmistir. Bdylelikle temel olarak; Smir Hastaligi’'nda sekillenen apoptotik
degisikliklerin, yang1 hiicreleri ve enfekte hiicrelerden salinan sitokinlerin etkisiyle

olusup olugsmadig: tespit edilmistir.

Nitrik oksit L-arjininden sentezlenip, reseptor bagimsiz olarak hiicre zarindan
kolaylikla gegebilen, ¢cok kisa yar1 omiirlii aktif bir serbest radikal molekiildiir
(Moncada ve ark. 1989, Lowenstein ve ark. 1994, Bogdan 2001). Fizyolojik
kosullarda NO anti-apoptotik etki gostererek hiicrelerin hayatta kalmasini ve
fizyolojik islevlerine devam etmelerini saglamaktadir (Guix ve Uribesalgo 2005).
Patofizyolojik olarak NO’in yiiksek konsantrasyonlarda salinimi, mitokondri
aracilifiyla apoptozisin tetiklenmesine neden olmaktadir (Chen ve ark. 2008). Bunu
ise sitokrom oksidaz ¢’ye baglanarak yapmaktadir (Chen ve ark. 2008, Brown 2010).
Bu baglanma sonucunda oksijen yapimi uyarilir, Peroksinitrit (ONOQO") olugmasi ile
de molekiill mitokondriyal membrani, mitokondriyal DNA’y1 ve mitokondriyal
stiperoksit dismutazi yikimlayarak kalsiyum (Ca?") salmmmumna, paralelinde ise
sitokrom c¢’nin sitoplazmaya c¢ikmasiyla mitokondriyal sisme meydana gelir ve
boylelikle pro-apoptotik etki agiga ¢ikar (Chen ve ark. 2008, Brown 2010). Diger
taraftan, iNOS’un artmas1 sonucunda agiga ¢ikan yogun NO 6nemli mitokondriyal
zincir enzimlerini (siikksinat dehidrojenaz, sitokrom oksidaz, NADH Dehidrojenaz)
inaktive ederek hedef hiicrelerde apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (Guix ve

Uribesalgo 2005). Fizyolojik konsantrasyonlardaki NO, sitokrom ¢ salinimini bloke
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eder ve dolayisiyla da apoptozom kompleksinin olusumunu engeller. Bu fizyolojik
smirlar i¢indeki NO’in hiicreyi korumasi kaspaz 3 ve 9’un bloke edilmesiyle
saglanmaktadir. Calismaya dahil edilen hayvanlardan elde edilen sonuglar 1s181inda
SHV ile enfekte hiicrelerdeki NO’in apoptozisi tetikleyen en Onemli faktor
konumunda oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1). Endotelyal ve indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz kokenli olusan NO’in bir arada siddetli goriildiigii olgularda (olgu no: 2, 3, 5-
8, 10) meydana gelen apoptozisin diger olgulara gore daha siddetli oldugu durumu

destekler nitelikteliktedir.
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B SHV antijeni MW eNOS INOS

Sekil 4.1.Calisma sonucunda elde edilen SHV antijeni, eNOS ve iNOS bulgular1

DNA’da 7’ye kadar meydana gelen kiriklar, hiicrenin kendisi tarafindan
onarilirken apoptozisin goriildiigii hiicredeki DNA’da 300.000 kirik meydana
gelmektedir. DNA kiriklarmin tespitinde, ortamda artan 3’-OH uglarma terminal
deoxynucleotdyl transferase enzimi yardimiyla, biotin isaretli dUTP baglanmas1 ve
goriliniir hale getirilmesi esasmna dayanan TUNEL teknigi kullanilmaktadir. Sinir
Hastalig1 Viriisii enfekte hayvandaki TUNEL pozitif hiicre sayisi, saglikli kontrol
gruplar1 ile karsilastirildiginda apoptotik hiicre sayismin daha fazla oldugu tespit
edildi (p<0.05) (Sekil 10). Nguyen ve ark. (1992), in-vitro ortamda NO’e maruz
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kalan hiicrelerde, DNA zincirinde kirilmalara ve mutasyonlara neden oldugunu
gostermiglerdir. Nitrik oksitin DNA’da meydana getirdigi hasarlar1 takiben
apoptozisin meydana geldigi de ortaya konulmustur (El-Gohary ve ark. 1999). Aynm
zamanda, NO DNA’da meydana gelen hasarlari tamirini saglayan mekanizmalar1 da
inhibe ederek apoptozisi tetiklemektedir (Kroncke ve ark. 1997). Endotelyal nitrik
oksit sentaz ve iNOS’un goriilme siddeti ile TUNEL sonuglar1 anlamli bulunmustur.
Calisma sonucunda elde edilen eNOS, iNOS ve TUNEL bulgular1 Sekil 4.2.’de
gosterilmistir. Calismada eNOS ve iNOS’un birlikte siddetli aciga ¢iktig1 olgulardaki
apoptozise giden hiicre sayisi ile sadece INOS ya da eNOS’un tek basina siddetli
gozlendigi olgudaki apoptotik hiicre sayisi arasinda ciddi bir fark oldugu goriildii. Bu
durum ise beraber olarak siddetli gézlenen eNOS ve iINOS’un tek basma siddetli
gozlenen eNOS veya iINOS’a gore daha agir tahribat yaptigi ve hiicrelerdeki
apoptozisi daha da arttirdigimi1 diisindiirmektedir. Bununla beraber, hiicrenin
apoptozise biiylik oranda iNOS aktivitesinin gotiirdiigii goriilmektedir (olgu no: 1, 4,
7, 9, 14, 15). Endotelyal nitrik oksit sentazin da apoptozise yol agtig1 ancak iNOS
kadar etkili olmadig1 diisiiniilmektedir. Indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentaz varliginin
yikksek eNOS varligimm diisiik oldugu 2 olgu (olgu no: 9, 15), bunun tersi olarak
eNOS varliginin yiiksek iNOS varhiginin diisiik oldugu 2 olgu (olgu no: 12, 13) ve
her iki NOS’un belirgin derecede yiiksek gozlendigi 6 olgu (olgu no: 3, 5-8, 10)
tespit edilmistir. TUNEL pozitif hiicre sayis1 yoniinden en siddetli olgu olan olgu no:
6 ve 2’nin eNOS ve iNOS varlig1 degerleri de tiim ¢alismaya dahil edilen hayvanlar
arasinda en yiiksek degerlere sahip olan olgu olmasi dikkati ¢eken Onemli bir
bulguydu. Bununla beraber TUNEL pozitif hiicre sayis1 yoniinden en siddetli ilk 9
olgunun (olgu no: 3, 4, 6-10, 14, 15) iINOS varliginin hepsinde belirgin derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunlar arasindaki 4 olguda (olgu no: 4, 9, 14, 15) eNOS
varliginin hafif oldugu goriilmiistiir. Belirgin derecede yiiksek eNOS gozlenen
olgularda (olgu no: 12, 13) iNOS varhiginin hafif oldugu ve TUNEL pozitif hiicre

sayis1 yoniinden de hafif bir boyanma gdsterdigi goriildii.
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Sekil4.2. Calisma sonucunda elde edilen eNOS, iNOS ve TUNEL bulgulari

Calismada kullanilan eNOS ve iNOS varlig1 bulgular1 ile kaspaz 9 bulgular1
incelendigi zaman birbirleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3). Nitrik oksit
apoptotik etkisini mitokondriyal hasarla meydana getirmektedir (Monteiro ve ark.
2004). igsel yolla apoptozisin baslamasmnda temel hiicrei¢i organel mitokondridir
(Elmore 2007). Apoptozom kompleksinin 3 temel yap1 tasindan birisi olan kaspaz 9
aktivasyonu ciddi anlamda mitokondri hasarinin oldugunu gostermektedir. Ciinkii
apoptozom kompleksinin olusmasi i¢in mitokondrinin ¢ift zarlar1 arasinda serbest
bulunan sitokron ¢’nin sitoplazmaya ge¢mesi gereklidir ki, bu ge¢is mitokondriyal
membran hasariyla olmaktadir. Bu durum hiicrenin geri doniisii olmayan bir
apoptozis yoluna girdigini gosterir. Diger taraftan, bu mitokondri hasar1 endoplazmik
retikulum (ER) stresi sonras1 gerceklesmektedir. Endoteliyal nitrik oksit sentaz ve
iNOS’un beraber yiiksek gozlendigi olgularda (olgu no: 2, 3, 5, 10, 11) kaspaz
9’unda siddetli bir agiga ¢ikma gosterdigi goriildii. Bununla beraber sadece siddetli
eNOS varlig1 gosteren, iNOS varligmin ise hafif seyreden 2 olguda (olgu no: 12, 13)
kaspaz 9 aktivasyonun da siddetli oldugu tespit edildi. Bu durumun aksine, sadece
INOS varligmin ¢ok siddetli, eNOS varliginin ise ortalamanm altinda yani diger

olgulara gore hafif olarak nitelendirilen olgularda (olgu no: 1, 4, 9, 14, 15) yine
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kaspaz 9 aktivasyonunun ¢ok siddetli oldugu goriildii. Bu bilgiler 1s18inda eNOS ve
iINOS varligmin istatiksel olarak da anlamli (p<0.05) bir sekilde arttig1 gz dniinde
bulundurulursa, NO’in apoptozisi mitokondri hasar1 meydana getirerek i¢sel yolla
tetikledigi one stiriilebilir. Burada, iNOS, eNOS veya her ikisinde ayn1 anda siddetli
aciga cikmasmin her sekilde apoptozisi tetikledigi diigiiniilmektedir. Asil 6nemli
nokta ise mikroglialardaki yiiksek iNOS varligimin MSS hiicrelerinde apoptozisi
tetiklemesidir (Michael ve ark. 2001). Dolayisiyla MSS’de meydana gelen
apoptozisin tetiklenmesinde glial hiicrelerin 6nemli bir roliiniin oldugunu ve asil
etkinin NO varligiyla meydana geldigi, bu patolojik diizeyde gozlenen NO’in ise,
SHV’niin tetikledigi ¢alisma sonucunda elde edilen bir bulgudur.
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Sekil 4.3. Calisma sonucunda elde edilen Kaspaz 9, eNOS ve iNOS bulgulari

Kaspaz 3, 9 ve TUNEL arasinda da uyumlu bir baglant1 tespit edilmektedir
(Sekil 4.4). Apoptozisin baslatilmasi mekanizmalar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda,
baslangi¢c doneminde apoptozom kompleksinin olusmasi i¢in baslatict kaspaz olan
kaspaz 9’a ihtiya¢ vardir. Bu donemde kaspaz 9’un siddetli goriilmesi beklenen bir
sonuctur. Calismaya dahil edilen hayvanlar arasinda 10 olguda (olgu no: 1-3, 5, 7, 8,
10, 11-13) kaspaz 9 aktivitesinde siddetli, kaspaz 3 aktivitesinin ise ¢ok diisiik
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oldugu goriildii. Ayn1 sekilde 6 olguda (olgu no: 2, 5, 7, 8, 10, 11) kaspaz 9
aktivitesinin yine yiliksek, fakat kaspaz 3 aktivitesinin de hi¢ olmadig1 goriildii. Bu
durum caligmaya dahil edilen ve NO varligmmin siddetli oldugu olgulara ait
hiicrelerde apoptozis emrinin verildigi ancak heniiz baslangic doneminde oldugunu
diistindiirmektedir. Kisacas1 apoptozom kompleksinin yeni olustugunu ve efektor
kaspaz olan kaspaz 3’i aktive etmedigi seklinde yorumlanabilir. Bunun tam tersi
olarakta kaspaz 3 varligmin ¢ok yiiksek ve kaspaz 9 varhiginin ise oldukga diisiik
olan olgularda (olgu no: 4, 9, 14, 15) goriilmiistiir. Bu durum ise anilan olgularda
kaspaz 9’un apoptozisin baslangic donemlerinde aktif olup, fakat kaspaz 3
aktivasyonuna bagli olarak sonradan diistiigiinti, dolayisiyla artik hiicrenin son
stireclerini yasadigini ve kaspaz 9’un gorevini tamamladigini diisiindiirmektedir.
Yine bu yorum, anilan olgulardaki TUNEL boyama sonuglar1 da dogrulamaktadir.
Genel bir gozlem olarak hiicrenin ¢liimiiniin son donemlerinde veya kaspaz 3’lin en
aktif oldugu donemde, kaspaz 9’un aktivasyonun azaldigi bu ¢alismada
degerlendirilmektedir. Toplu ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢caligmada ise
hem kaspaz 9’un hem de kaspaz 3’iin istatistiki olarak anlamli artisinin NO’in
patolojik boyutta varliginin pro-apoptotik etki géstermesi sonucunda kaspaz 3 ve 9’u

arttirdig1 sunulan calisma verileriyle uyumlu bulunmustur (Toplu ve ark. 2010).
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Sekil 4.4. Calisma sonucunda elde edilen TUNEL, Kaspaz 3 ve 9 bulgular
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Viral enfeksiyonlarin patogenezisinde apoptozis biiyiikk bir dneme sahiptir.
Viriisle enfekte olmus hiicreler konagi korumak igin apoptozisi tetiklemektedir.
Dolayisiyla viriisiin ¢ogalmast i¢in gerekli olan ortamin yok edilmesi konagin bir
cesit savunma mekanizmasidir. Viriislerde konagin enfeksiyona karst verdigi
apoptotik cevabi durdurabilmek icin bircok yontem gelistiririler. Bunlarin en yaygin
goriileni Bcl-2’ye benzer proteinlerin viriis tarafindan hiicreye salinmasidir. Ornegin
Epstein-Barr viriisiiniin apoptozisi inhibe etmek i¢in Bcl-2 analogu o6zellik tasiyan
BHFRI proteinini salarak apoptozisi durdurur (Bonjardim 2005). Pestiviriisler ile
apoptozis arasindaki iliski uzun yillardir ¢alisilan ve ilgi ¢ceken bir konu olmasina
ragmen hala giincelligini korumaktadir (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). Yapilan ¢alismalar SP suslar ile
enfekte hiicrelerde Bcl-2 varligi azalirken, SPO suslarla enfeksiyonda ise Bcl-2
varligmin arttig1r goriilmiistiir. Bel-2 varligmin artmasi sonucunda viriisle enfekte
hiicrelerin apoptozise gitmeyip hayatta kaldiklar1 ve paralelinde de bu durumun
persiste enfeksiyonlarin patogenezinde anahtar rol oynayan bir mekanizma oldugu
diistiniilmektedir (Schweizer ve Peterhans 2001, Jordan ve ark. 2002, Bendfeldt ve
ark. 2003). Endoplazmik Retikulum (ER) ve Bcl-2 arasinda 6nemli bir iliskinin
oldugu gorilmiistiir. Hiicrede ER stresi meydana geldigi zaman Bcl-2 varliginda
ciddi oranda bir azalma meydana gelir. Anti-apoptotik ozellik tasiyan Bcl-2’nin
ekpresyonunda azalmanin goriilmesi, hiicrenin apoptozise gitmeye basladiginin bir
gostergesidir. Bel-2’nin azalmasi beraberinde hiicre i¢i glutatyon miktarinda azalma
ve reaktif oksijen radikallerinin seviyesinde de artis goriilmesine neden olur
(McCullough ve ark. 2000, Jordan ve ark. 2002). Reaktif oksijen radikallerinin
meydana getirdigi oksidatif stres sonucu SVIV ile enfeksiyonda apoptozisin
tetiklendigi gorilmiistiir (Schweizer ve Peterhans 1999). Dolayisiyla sunulan
caligmada; SHV ile enfekte hayvanlara ait beyin kokii ve orta beyin dokularmndaki
hiicrelerin hayatta kalmak i¢in istatistiki olarak da anlamli (p<0.05) bir sekilde Bcl-
2’yi eksprese ettigi goriilmiistiir (Sekil 4.5). Ancak ayn1 olgularda bir yandan kaspaz
9’unda siddetli olarak gozlemlenmesi ayni hayvanin apoptozisi tetikleyen SP ve

apoptozisi inhibe eden SPO suslarla birlikte enfekte oldugu ihtimalini arttirmaktadir.
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Fakat SP veya SPO tiirlerin hangisiyle enfekte oldugu bilinmemektedir. Toplu ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yapmis olduklari ¢alismada da Bcl-2 varliginin siddetli
ve beraberinde hem kaspaz 9 hem de kaspaz 3 varliginin da siddetli olmas1 bu teoriyi
desteklemektedir. Bu bilgiler 1s18inda Tiirkiye’de Pestiviriis enfeksiyonlarinin

goriildiigi bolgelerde her iki susunda yaygin olarak goriildiigii diisiiniilmektedir.

SHYV antijeni, Bcl-2 ve Kaspaz 9
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Sekil 4.5. Calisma sonucunda elde edilen SHV antijeni, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulgulari

Bir hiicrede dissal yolla apoptozisin sekillenip sekillenmedigini incelemede
membran reseptorlerinin varliginin bilinmesi ¢ok onemlidir. Bu reseptor gruplari
arasinda en onemli gorevler listlenen de TNFR ailesidir. Bu reseptor ailesi icinde de
onemlilik diizeyleri farkliliklar gostermektedir ki yine en oOnemlileri Fas ve
TNFR1°dir. Dolayisiyla dissal yolla apoptozisin tespitinde TNFR1’in varliginin
tespiti gerekli bir husustur. Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor 1’in aktif hale
gecebilmesi ve hiicre iginde bulunan parcasmin TNFR adaptor proteini ile etkilesime
girmesi i¢in TNF’e ihtiya¢ duyulur. Calismada bu husus dikkate alinarak hem TNF-a
hem de TNFRI’in ayn1 zamanda INF-y’nin SHV ile enfekte hayvanlara ait beyin

105



kokii ve orta beyinlerin koronal kesitlerindeki varliklari birlikte aragtirilmastir.
Incelemeler sonucunda ekspresyonlarmin istatistiki olarak anlamsiz (p>0.05)
bulunmasi sonucu SH’nda meydana gelen apoptozisin temelinde digsal yoldan ziyade

icsel yolun 6nem tasidigini diistindiirmektedir.

Glial fibriler asidik proteinin (GFAP) saglikli kontrol gruplari ile
karsilastirilmast sonucunda istatistiki olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur. Ciinkii
GFAP temel olarak astrositlerde gézlemlenmesine ragmen oligodendrositlerden ve
ependim hiicrelerinde de gozlemleniyor olmasi hastaligin siddeti hakkinda iyi bir
fikir verir. Bu hiicrelerde ve MSS’deki bir dejenerasyon oldugunda, hatta bu
dejenerasyonun boyutlar1 hakkinda bilgi edinilmek istendiginde bakilmasi gereken
onemli bir proteindir. Glial fibriler asidik protein varligi beyindeki dejenerasyonun
siddeti ile dogru orantili olarak degisir (Baydas ve ark. 2003). Astrositler, MSS’deki
dejenerasyonlarin  belirlenmesinde, ndronlarin fonksiyon kayiplarinin ortaya
konmasinda, kan beyin bariyerindeki aksakliklarda ve ndorodejenaretif hastaliklarin
fizyopatolojisinin tespitinde anahtar gorevi goren hiicrelerdir (Bovolenta ve ark.
1984, McCall ve ark. 1996). Beyindeki reaktif gliozisin artmasi GFAP varligin1 da
paralelinde arttiracaktir (Gomi ve ark. 1995). Glial fibriler asidik proteinin meydana
getirdigi reaktif gliozis, MSS dejenerasyonundan sonra asli goérevi olan ndronlar1
koruyucu ve yararh etkisinin baskilandig diisiiniilmektedir (Anderson ve ark. 2003).
Calismada kullanilan hayvanlarda goriilen siddetli GFAP immunopozitifligi de
dejenerasyonlarin  bu derece siddetli olmasma katkida bulunabilecegini
disiindiirmektedir. Yani astrositlerin temel gorevleri dikkate alindigr zaman GFAP
varliginin artmasi noronlarin fizyolojik fonksiyonlarinda bir aksamanm oldugunu,
ekstraselliiler matriksteki iyon dengesinde bozulmalarin ve kan beyin bariyeri
fonksiyonlarinda bir problemin oldugunu diisiindiirdii. Calismada kullanilan
hayvanlarin beyinlerindeki GFAP diizeylerindeki artis noronlar ile glial hiicrelerin
arasindaki baglantilarin bozulmasi sonucu MSS lezyonlarmin meydana gelmesi ile
sonu¢lanmaktadir. Histopatolojik bulgular dikkate almarak yapilan semikantitatif
degerlendirmelerde gliozisin orta siddetli ve siddetli oldugu (olgu no: 8 ve 10) hatta
histopatolojik olarak lezyon skorunun en siddetli oldugu olguda (olgu no: 10) ve yine

orta siddette perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve vaskiilitisin
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goriildiigi olgudaki (olgu no: 13) GFAP varligmin siddetli oldugu goriildii. Reaktif
gliozisin oldugu olgularda gliozisin arttigi tanimlanmistir (Gomi ve ark. 1995).
Calisma sonuglar1 ile Gomi ve arkadaglarinin 1995 yilinda yapmis oldugu sonuglarin
birbirleri ile uyumlu oldugu gorilmiistiir. Kisacas1 dejenerasyonun boyutu arttikca
GFAP varlig1 da artmaktadir. Sinir Hastalig1 Viriisii ile siddetli enfekte hayvanlarla
GFAP varliklar1 karsilastirildiginda ise ¢ikan sonuglar oldukea ilgi ¢ekiciydi. Sinir
Hastalig1 Viriisii antijenlerine karsi yapilan immunoperoksidaz bulgular arasinda
siddetli enfekte olarak yorumlanan 5 olguda (olgu no: 7, 8, 11, 12, 15) GFAP da
siddetli olarak gozlemlenmistir. Bulgular1 destekler nitelikte olan diger bir nokta ise
GFAP varligmin ¢alisma hayvanlari arasinda en diisiik gézlemlendigi olgularda (olgu
no: 4, 6) SHV ile hafif enfekte olgular oldugu goriildii. Genel bir degerlendirmeyle
ise hafif enfekte oldugu SHV antijenlerine kars1 yapilan immunperoksidaz bulgularla
dogrulanan 5 olguda (olgu no: 2, 4, 5, 6, 9), GFAP varliginin da bu sonuglara paralel
olarak diisiik seyrettigi goriildii. Merkezi Sinir Sistemi dejenerasyonlarindan sonra
GFAP varliginm artmast noronlarin koruyucu etkilerini 6n plana ¢ikarmasi ile
bagdastirilabilir. Ancak meydana gelen reaktif gliozisle de bu rejenerasyonun
onlendigi distliniilmektedir (Anderson ve ark. 2003). Anderson ve ark. 2003 yilinda
yaptig1 bu calismada, GFAP’m noronlar1 koruyucu etkisi iizerinde durulmus siddetli
dejenerasyona bagli meydana gelen reaktif gliozisin ise rejenerasyonu
engelleyebilecegi de agiklanmistir. Noronlarin hayatta kalmasimi saglayan yani anti-
apoptotik etki gostererek noronlarin apoptozisini durduran Bcl-2 ile GFAP arasindaki
iligki arastirilmig ve ortaya uyumlu bazi bulgular ¢ikmistir. Calisma hayvanlarinda
Bcl-2 ve GFAP varliginin istatistiki olarak anlamli (p<0,05) ¢ikmasi bu teoriyi
desteklemektedir. Calisma grubundaki hayvanlar1 tek tek inceledigimizde ise 5
olguda (olgu no: 9, 10, 12, 14, 15) Bcl-2 ve GFAP varliklarmin ¢ok siddetli oldugu
goriilmiistiir. Calisma sonunda elde edilen bulgular degerlendirildigi zaman yine
yiksek GFAP gozlemlenen olgularin 5 inde (olgu no: 7, 10-13) ortalamalarin
iizerinde kaspaz 9 varligmin oldugu goriildi. Bu sonuglar istatistiki olarak da
anlamliyd1 (p<0,05). Bunun yaninda yine siddetli GFAP varlig1 gdsteren 2 olguda
(olgu no: 14, 15) ise ¢ok yiiksek kaspaz 3 varlig1 goriildii. Genel bir degerlendirmede
ise baglatici ve efektor kaspazlarin yiiksek oldugu 7 olguda (olgu no: 7, 10-15) GFAP

varhigmin da yiiksek olmasi o olgulardaki MSS hiicrelerinin apoptozise gittiklerini ya
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da dejenere olduklarini ve GFAP’in rejenerasyon etkisinden yararlanamadiklarini,
muhtemelen de meydana gelen reaktif gliozisin yiiksek olmasindan ve uzun stireli
devam etmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu durum ise Anderson ve
arkadaslarinin 2003 yilinda yaptig1 calismayla da uyumlu goriilmektedir. Genel bir
degerlendirme ile dejenerasyonlar sonucu meydana gelen reaktif gliozisin de
siddetinin 6nemli oldugunu belirli diizeylere kadar GFAP proteininin koruyucu etki
yaparken siddetli ve wuzun siren olgularda ise rejenerasyonu Onledigi
diistiniilmektedir. Calisma sonucunda elde edilen GFAP, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulgular1
Sekil 4.6°da gosterilmistir.

GFAP, Bcl-2 ve Kaspaz 9
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Sekil 4.6. Calisma sonucunda elde edilen GFAP, Bcl-2 ve Kaspaz 9 bulgulari

Luxol fast blue MSS’de meydana gelen myelin kaybini géstermede kullanilan
0zel bir histokimyasal boyamadir. Myelin kaybmm siddetinin GFAP ile
karsilagtirilmas: dejenerasyonlarin siddeti konusunda iyi bir fikir vermektedir. Luxol
fast blue ile boyamalarda semikantitatif olarak degerlendirilen ve ¢ok siddetli olarak

yorumlanan (olgu no: 8, 11), onlara nispeten siddetli olgularda (olgu no: 2, 13) ve
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orta siddetli bir olguda (olgu no: 10, 12) GFAP varliginin da ¢ok siddetli oldugu
goriildii. Bu durum ise myelin kaybmin siddetli oligodendrosit yikimina bagh
olabilecegi ve bu yikima paralel olarakta GFAP’in siddetli olarak gozlemlendigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 sekilde hafif veya nispeten orta siddetli olarak degerlendirilen
olguda ise (olgu no: 4) GFAP’1n hafif varligi g6zlemlendi.

Myelin kaybi ile baslatict ve efektor kaspazlar arasindaki iliski
degerlendirildigi zaman, c¢ok siddetli myelin kaybinin bulundugu doért olgunun
ikisinde (olgu no: 4, 13) kaspaz 3 varliginin ¢ok siddetli oldugu goriildi, diger
ikisinde ise (olgu no: 8, 11) kaspaz 9 varliginin kaspaz 3’e gore daha siddetli oldugu
goriildii. Bu bulgular 15181nda ¢ok siddetli myelin kaybmin varligmn tespit edildigi
bu 2 olguda kaspaz 3 varliginin siddetli olmasindan dolayr MSS hiicreleri arasinda
ozellikle oligodendrositlerin yaygin apoptozisinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
Calismada kullanilan hayvanlar arasinda siddetli (olgu no: 8, 11, 13) ve orta siddette
myelin kayb1 gosteren olgularda (olgu no: 1-3, 10, 12) kaspaz 9 varhigmnin ¢ok
siddetli oldugu goriildii. Cok carpict bir bulgu ise myelin kayb1 ¢cok hafif skorlanan
olgularda (olgu no: 5, 10) kaspaz 3 varligi hi¢ yok iken kaspaz 9 varligi cok
siddetliydi. Buna ek olarak bir olguda (olgu no: 7) myelin kaybinin ve kaspaz 3
varliginin hi¢ olmadig1 ancak siddetli kaspaz 9 varliginin oldugu goriildii. Bu durum
da aklimiza myelin yapimindan sorumlu oligodendrositlerin heniiz apoptozise
ugramadig1 ve normal fonksiyonlarma devam ederek myelin iirettigini diistindiirdii.
Kaspaz 9 varligi ise muhtemelen aymi hiicrelerde apoptozom kompleksi yeni
olustugu i¢in kaspaz 3 aktivitesi hiicreler i¢inde heniiz baslamadigini
disiindiirmektedir. Genel bir degerlendirmeyle ise c¢alisma hayvanlarin tiimiinde
istatistiki olarak Bcl-2, kaspaz 9 ve GFAP varliklarmm anlamli bulunmasi konuyla

ilgili daha ileri molekiiler calismalarin gerekliligini gézler dniine sermektedir.

Sonug olarak bu calismada Pestiviriislerin eNOS ve iNOS varliklarini
patolojik olarak arttirdiklarini, dolayisiyla tiretilen NO’in ER stresi meydana getirip,
mitokondri araciligi ile ic¢sel yolla apoptozisi tetikledigini diisiindiirdii. Bunun
yaninda muhtemel iki Pestiviriis susunun meydana getirdigi eszamanlh enfeksiyonun

varligindan da siiphelendirdi. Ayn1 zamanda siddetli derecede SHV antijeni tespit
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edilen olgulara ait endotellerde eNOS ve iNOS aktivitelerinin siddetli oldugu
gorildi. Bu durumun viriis tarafindan mu yoksa baska digsal sebeplerden mi
meydana getirildigi sunulan calisma ile agiklanamadi. Ancak, immunohistokimyasal
testlerde viriisiin endotelleri de enfekte edebildikleri bu ¢aligmada gosterildi. Fakat
bu endotellerde, viriis antijenleri ile eNOS ve iNOS varlig1 ayn1 anda gosterilemedi.
Dolayisiyla sonuglar belirgin bir sekilde siddetli olarak gozlemlenen eNOS ve
iNOS’un SHYV ile enfeksiyon sonucunda meydana gelebilecegini diisiindiirdii. Bu
teorinin desteklenmesi i¢in de ayni anda bu antijenlerin birlikte tek bir hiicrede
gosterilmesini saglayan ileri tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bilgilere ek olarak,
damarlarda iNOS reaksiyonunun siddetli oldugu olgularda, damar i¢i lenfosit ve
diger yangi hiicrelerinin artis1 da dikkati ¢ekti. Bu hiicrelerde benzer sekilde eNOS
ve INOS varlig1 gosterdi. Dolayisiyla, enfeksiyonda eNOS ve iNOS diizeylerinin
olusmasinda sadece endotelyal degil ayni zamanda bodlgeye olasi ¢agrildig:
diisiiniilen lenfositlerin ve notrofillerin de katkisinin olabilecegi ¢ok biiyiik bir
thtimaldir. Dejenerasyonunun siddetinin belirlenmesinde 6nemli bir belirteg olan
GFAP ile myelin hasar1 arasindaki uyumun ve bu sonuclar1 ortak degerlendirip
baslatict ve efektor kaspazlar ile birlikte yorumlandigi zaman da ndron, astrosit ve
oligodendrositlerin SHV den siddetli olarak etkilendikleri goriildii. Bu duruma cevap
olarak da bir grup hiicrenin apoptozise giderken bir grup hiicrenin ise Bcl-2 varligmi
arttirrp hayatta kalmaya calismasi ¢alismada kullanilan hayvanlarm hangi suslar

tarafindan enfekte edildigini bilmemiz gerekliligini vurgulamaktadir.
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