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OZET

Bu calismada Canin Parvovirus (CPV) ile dogal enfekte kopek
bagirsaklarinda Kaspaz-3 ve PCNA aktivitesinin immunohistokimyasal olarak
incelenmesi amaglandi. Bu amagla CPV teshisi konmus 30 adet kopek bagirsak
dokusu materyal olarak kullanildi. Bagirsak dokular1 dncelikle CPV antiserumu
kullanilarak boyandi ve hastalik teshisi kesinlestirildi. Ardindan bu bagirsak
dokularinda streptavidin-biotin-peroksidaz metodu kullanilarak Kaspaz-3 ve
PCNA aktivitesi incelendi ve sonuglar degerlendirildi. Immunohistokimyasal
olarak incelenen bagirsaklarda epitel, kript ve yangisal hiicrelerde Kaspaz-3 ve
PCNA aktivitesinde artis gozlendi. Bu c¢alismanin sonuglari CPV patogenezinde

Kaspaz-3 ve PCNA’nin 6nemli bir rol oynadigini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Parvovirus, immunohistokimya, Kaspaz-3, PCNA.
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ABSTRACT

The aim of this study was to examine immunohistochemical expression of
caspase-3 and PCNA expression in guts naturally infected with canine parvovirus
(CPV). For this aim, 30 dog gut tissues were used as material. Firstly, gut samples
were immunostained with CPV for to make precise diagnosis. Then, gut samples
examined for Caspase-3 and PCNA activity and results were evaluated by
Streptavidin biotin method. Increased Caspase-3 and PCNA activities were observed
in epithelial, crypt and inflammatory cells by immunohistochemical methods. Result

of this study Caspase-3 and PCNA has an important role in CPV pathogenesis.

Key words: Parvovirus, immunohistochemistry, Caspase-3, PCNA



1.GIRIS

Kanin Parvovirus Enfeksiyonu (CPV) siklikla akut, fibrinli, nekrotik ve
hemorajik enteritis ve bazen de myokarditis ile seyreden bir hastaliktir. Genellikle 6-
20 haftalik yas tablosundaki gen¢ ve arasira da erigskin kopeklerde gozlenenen ve
Oldiirticii olmasiyla dikkat ¢eken bir hastaliktir (5, 45, 75). Diinyada yaygin olan
CPV, asis1 da olmasina ragmen oniline gegcmekte zorlanilan morbidite ve mortalitelere
sebep olabilen 6nemli hastaliklardandir (14, 45).

Hastaligin en sik gozlendigi irklar arasinda Rottweiler, Doberman pinscher,
Alman c¢oban koOpegi, Amerikan pitbull terrier, Staffordshire terier, Labrador
retriever, Springer spaniel, Dachshund ve Yorkshire terier yer alirlar (20, 23, 44-46).
Bu klarda sik gozlenmesine ragmen 1k predispozisyonu tam olarak
aciklanamamistir. Ancak hastaligin sekillenmesinde genetik faktorlerin de etkili
oldugu diisiiniilmektedir (1, 5, 50, 55). Alt1 ayliktan biiylik erkek kopeklerde disilere
gore bu hastaliga 2 kat daha fazla rastlanir ve hastaligin yaz aylarinda kis aylarindan
daha ¢ok goriildigi bildirilmektedir (50). CPV enfeksiyonu kopeklerin disinda
Canidae familyasindan kurt, sirtlan ve tilkilerinde de goriillmektedir (89).

Parvoviral enfeksiyon kopeklerde ilk kez ABD’den bildirilmis olup bu
hastalik akut ve 6ldiiriicli enteritisle seyretmektedir (33). Hastalifa geng ve siit emen
yavru kopeklerde yash kopeklere oranla daha sik rastlandigir gézlenmistir (13, 76,
94). Kapali ve fiziksel olarak izole edilmis ortamlarda da hastaliga rastlanmis ve
hastaligin bu gibi ortamlardaki hayvanlara bulasma yolu belirlenememistir (70, 76).
Calisan personelin hastaligin bulagsmasindaki etkisi bazi1 arastiricilar tarafindan
arastirtlmig olup, gerekli Onlemlerin alinmasiya hastalik olusumunun oOniine
gecebilecegini diisiinmektedir (76). Deneysel olgularda farkli yollarla bulasmalar s6z
konusu iken, dogal yollarla bulasma genellikle sindirim yoluyla gergeklestigi
diisiiniilmektedir (2).

Farkli hayvanlarin da enfeksiyona yakalandigi bildirilmistir (38, 65, 73, 111).
Bunlar arasinda kedilerin enfeksiy6z enteritisleri (panlokopeni) ayrintili bir sekilde
ele almmustir (29, 54, 62). "Minute virus" olarak adlandirilan kopeklerdeki
parvoviruslar ilk olarak 1970°te saglikli eriskin hayvanlarin digkilarinda rastlanmistir

(8). Daha sonra 1977°de kopek yavrularmin diskilarindan parvovirus benzeri
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partikiiller izole etmisler ve hayvanlarda gegici bir enteritis bulundugunu
bildirmislerdir (35).

DNA molekiilii igeren kiiresel bir kapsidden meydana gelen etken iig
proteinden olusur ve lineer tek iplikciklidir (81). Bu virus ¢ogalmak i¢in hayvanlarin
hematopoietik ve bagirsak dokularindaki hiicreler gibi mitotik aktivitesi yliksek
hiicrelere ihtiya¢ duyar. Cogalirken mitozu bozarak bu hiicrelerin dliimiine sebep
olur (116). Biitiin parvoviruslar formalin, sodyum hipoklorid, beta propiolakton,
hidroksilamin, oksitleyici maddeler ve ultraviyole 1sinlariyla inaktive edilebilirler.
PH ve 1s1 degisimi gibi ¢evre kosullarina fazlasiyla dayaniklidirlar ve her kosulda
uzun siireler boyunca (5-7 ay) persiste olarak kalabilirler (81).

Kopek parvovirus enfeksiyonu, miyokarditis veya hemorajik gastroenteritis
neden olur (7, 116, 117). Ishale sebep oldugu daha sonra ortaya ¢ikarilan Canine
parvovirus tip-1 (CPV-1), uzun siire patojen olarak goriilmemistir (7). Canine
parvovirus tip-2 (CPV-2) ise gergek patojenik tipidir ve yetmisli yillarin sonlarina
dogru kesfedilmistir (2, 58). Daha sonra CPV-2a ve CPV-2b olarak patojeniteleri
benzer olan antijenik tiplere ayrilmistir (90). Seksenli yillardan giiniimiize kadar
CPV-2a ve CPV-2b’nin diinyanin bir¢ok yerinde yavru kdpek popiilasyonlarini
degisik oranlarda etkiledikleri bildirilmistir (71, 91, 108, 109). Son ¢alismalar bazi
Bat1 Avrupa, Asya ve Gliney Amerika iilkelerinde CPV’nin yeni bir antijenik tipinin
(CPV-2c) var oldugunu ortaya koymustur (27, 92).

CPV’nin 2 klinik formu vardir (7) Bu formlar:

CPV_miyokarditis: Bu periyot, uterusta baslayip yasamin ilk 2 haftas1 igerisinde

tamamlanir. Myokardial hiicre proliferasyonunun hizli oldugu bu periyotta yavrunun
enfeksiyonu almasi sonucu olusur (20, 98). Bu periyotta higbir klinik belirti
goriilmeden ani 6liim ya da ani gelisen dispne ile beraberinde 6liimle seyreder (7).
Iki haftaliktan daha biiyiik olan yavru kdpeklerde virustan en fazla etkilenen dokular
lenfoid doku, intestinal epitel ve kemik iligidir (20, 98). Bununla beraber hemorajik
enteritisle karakterize hastaligin CPV enteritis formu sekillenir (101).

CPV_enteritis: Spesifik olarak 6 hafta-6 aylik yas araligindaki yavru kopekleri

etkileyen alisilmis Klinik form olarak bilinmekle birlikte, her yas grubundaki
kopeklerde goriilir (88, 117). Cok bulasict ve 6ldiiriicii bir hastaliktir (7, 117).
Mortalitesi %4-40 olarak bildirilen bu hastaliga Rottweiler, Doberman Pinscher,

American Pit Bull Terrier, Labrador Retriever ve German Shepherd irki kopekler



diger kopeklere oranla daha ¢ok duyarhidir (101, 15). Bazi arastiricilar tarafindan
CPV enteritiste cinsiyet predispozisyonu olmadigini belirtilmistir (44, 108). Cesitli
arastirmacilar enfeksiyonun ilkbahar, yaz, sonbahar mevsimleri igerisinde daha fazla
gorildiigilinii, baz1 arastiricilar ise mevsimle hastalik arasinda bir iliski olmadigim
bildirmektedirler (15, 72, 77, 113).

Klinik olarak belirtiler hastalik boyunca istahsizlik, depresyon, kusma, karin
agrisi, baslangicta sulu sonralar1 kanli ve kotii kokulu olan ishal, dehidrasyon ve
panlokopeni goriiliir (83, 94, 95, 122). Hastaligin seyri boyunca siklikla viicudun
asit-baz dengesinde bozukluk ve asidosis gozlenmektedir. Baz1 olgularda hafif veya
yiiksek ates goriilmiistiir (122). Bu hastaliga yakalanan hastalarda perakut olgular
gbzlemlenir ve siklikla klinik semptomlarin baslangicindan 1-3 giin sonra 6liim ile
son bulur (34,76, 83). Akut hastalik olgularmnin 6-7 giin siirdiigii ve 2-5. giinlerde
gozle goriiliir bir panlokopeni olgusu sekillendigi kaydedilmistir (122). Panlokopeni
notropeni, lenfopeni ve daha az oranda da monositozisile karakterizedir (41,76).
Enfeksiyon tablosunda genel olarak fibrinli nekrotik ve bazi olgularda da kataral
veya hemorajik enteritis dikkati ¢ceker (36, 40, 83, 107).

Bazi metotlar hastaligin tanisinda yardimci olur. Bunlar, digkinin
elektronmikroskobik  (negatif ~ boyama) incelenmesi,  virus izolasyonu,
hemaglutinasyon, fluoresan antikor teknigi ile histopatolojik metotlardir (59, 74, 95).
Bunlara ilaveten hemaglutinasyon, hemaglutinasyon-inhibisyon ve indirekt floresan
antikor teknigi serumda antikor aranmasi yoniindeki metotlar arasindadirlar (2, 9, 19,
31). Son calismalarda parvoviral antijjen tespitine yonelik gelistirilen
hemadsorbsiyon-elution-hemaglutinasyon ~ (HEHA)  testleriyle  de  teshis
konulabilecegi bildirilmistir (85).

Serolojik, ve histopatolojik incelemeler ile diskida virus ve antijenlerin
belirlenmesi sonucu ile CPV enfeksiyonlarinin kesin tanist yapilmaktadir (96, 78,
68). Ayn1 zamanda c¢esitli firmalarin sundugu rapid CPV antijen test kitleriyle de
kalitatif sekilde diskida antijenin tesbit edilebilmesi saglanmistir (50). Birgok iilkede
yaygin olan bu hastaligin mortalite oranlarinda bazi faktorlerin onemli oldugu
bildirilmistir. Bunlar arasinda 1k, yas, cinsiyet, mevsim gibi risk faktorleri yer
almaktadir. (50, 43, 21). Tirkiye’de CPV hakkinda smirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir (6, 56).



2.GENEL BILGILER

2.1. Kopeklerde Bagirsak Morfolojisi

Bagirsaklar islevleri ve caplarina gore ince ve kalin bagirsaklar olmak tizere
ikiye ayrilir. Anatomik olarak ince bagirsaklar duodenum, jejunum ve ileum olarak
iic segmentte incelenir. Ince bagirsaklarin i¢ yiizleri liimene dogru parmak benzeri
mukoza girinti ve ¢ikintilarindan (villus intestinalis) olusur. Yapisal olarak lamina
epiteliyalisin tek katli yiiksek prizmatik epitel hiicreleri ve bunlarin arasinda diizensiz
olarak serpilmis olan kadeh hiicrelerinden sekillenmislerdir. Rektumdan duodenuma
dogru kadeh hiicrelerinin sayisi azalir. Lieberkiihn kriptleri adi verilen intestinal
kriptler ise lamina propriyada bulunur ve villuslarin dip kisimlarina agilan bu bezler
rektuma kadar devam eder. Lenf folikiilleri lamina propriya ve submukozada tek tek
ya da gruplar (agregat) olusturarak bulunurlar. Ileumda lenf folikiilleri agregat lenf
follikiilleri seklinde olup (Peyer plaklar1) diger kisimlara gore daha fazla sayidadir.
Kriptler ile lamina muskularis kisimlar1 ortasinda lamina subglandularis bulunur.
Submukozal bezler, duodenumun submukozasinda, glandule duodenalis ya da
Brunner bezleri olarak adlandirilirlar. Salgilar1 miikoz karakterdedir. Akitict kanallari
lamina muskularisi delerek intestinal kriptlere acilir. Kalin bagirsaklar ileosekal
valften baslar ve aniise kadar uzanir. Ayrica kalin bagirsaklar sekum, kolon, rektum
ve aniis olmak tlizere anatomik bolgelere ayrilirlar. Bu bolgeleri histolojik olarak ayirt
etmek zordur. Villus intestinalislere rastlanmaz. Iince bagirsaklara kiyasla daha sik ve
derin olan kriptlerde prizmatik epitel hiicreleri, fazla sayida kadeh hiicreleri ve az
sayida entero-endokrin hiicreler yer alir. Kalin bagirsaklarda Paneth hiicreleri

bulunmamaktadir (10, 125).

2.2 Patogenez

Parvoviruslar viral replikasyon icin bagirsak lenfoid organlari ve kript
epitellerini secer ve bunun yaninda beyin de dahil tiim dokulara yayilabilir. (27, 25,
97). Oronasal olarak viicuda alindiktan sonra, virus cogalmayi gastrointestinal
lenfoid dokularda yapar. Ishale sebebiyetleri ise enfekte Idkositler ile ince bagirsak

kriptlerinin germinal epiteline yayilarak gergeklestirir (25, 97).
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Organizmaya virusun girisinden ve ince bagirsak kriptlerinin germinal
epiteline yerlestikten 3-4 giin sonrasinda baglayan virusun atilimi 1-2 haftaya kadar
siirer. Bu durum deneysel ¢alismalarda, virusun fekal yayilimimin inokulasyondan
daha sonra en erken 3. giinde basladig1 ve en ¢ok 3-4 hafta kadar devam ettigi ortaya
konmustur (5, 53, 67). Lenfopeni tablosu o0zellikle dolasim ve doku iligkili
lenfositlerin etkilenmesi ile dikkati ¢eker (97). CPV, 2-3 haftalik seronegatif kopek
yavrularinda kardiyak hiicrelerde iireyerek oldiiriicii miyokarditlere neden olabilir.
Fakat yavru kopekler bu formdan, anneden gelen meternal antikorlar sayesinde
korunabildikleri i¢in, bu durum pek fazla gézlenmez (53, 67).

CPV’de sekillenen, sistemik yangisal cevap sendromu ve sepsis, normal
olarak bagirsak florasinda bulunan anaerobik bakterilerin yapisi bozulmus bagirsak
mukozasindan kan dolagimina gegmesiyle meydana gelir (60, 86, 118, 124). Bu
enfeksiyonda o6zellikle Salmonella sp.,Clostridium sp. ve Campylobacter sp. gibi
bakteri tiirleri endotoksemiye ve septisemiye neden olabilir (5, 45, 101). Yapilan
caligmalar, parvovirusa bagl enfeksiyondan 6len kopeklerin % 90’1nin karaciger ve
akcigerlerinde Escherichia coli izole edildigini gostermistir (88).

Enfeksiyonda myeloproliferatif hiicrelerin nekrozu ve timik lenfositolizis
immunsupresyona sebep olur. Yikimlanmis bagirsak duvari ve villus atrofisi nedenli
malabsorbsiyon; sivi ve protein kaybinin siirmesine, bakteriyel sepsis ve
endotoksemiye sebep olarak hizli sekilde sok ve Oliime yol agabilir. Diger
semptomlar arasinda miyokardit ve pndomoni de vardir (45). Septisemiye bagh
bobrek fonksiyon bozukluklar: sekillenebilir ki buna bagli 6nce oligiiri, sonra poliiri,
proteiniiri ve azotemi goriilebilir. Bu semptomlar akut tubuler nekroz, kortikal
nekroz, glomerulonefritis veya interstisyel nefritisin sonucunda meydana gelir (12,
18, 39, 86).

2.3 Epidemiyoloji

Parvovirus, Parvoviridae ailesinin iginde yer alir. Bu aile, Parvovirinae ve
Densovirinae olmak iizere iki alt boliime ayrilir. Parvovirinae ailesi de Parvovirus,
Erythrovirus, Dependovirus, Amdovirus ve Bocavirus olmak iizere 5 tlire ayrilmistir.
Canine Parvovirus, Feline Panleukopenia Virus, Mink Enteritis Virus ve Rakun

Parvovirus ile birlikte Parvovirus tiirii iginde siiflandirilmistir (24, 114).



Enfeksiyona yol acan iki tip parvovirus vardir. Bunlar, Canine Parvovirus tip
1 (CPV tip 1) ve Canine Parvovirus tip 2 (CPV tip 2) (5, 8, 21)dir. Genetik ve
antijenik olarak CPV tip 1 ve CPV tip 2 birbirinden farklidirlar. CPV tip 1
kopeklerde neonatal 6liimlere sebep olan Canine Minute Virus olarak da bilinir (24,
114). Kopeklerde patojenitesi diisiik olan CPV tip 1, 6zellikle 1-3 haftalik yavrularda
gastroenteritis, pndmonitis veya myokarditise sebep olmaktadir (5, 8, 119).

CPV tip 2’nin, 2000 yilina kadar CPV tip 2a ve CPV tip 2b adi verilen
sirastyla 1978 ve 1984 yillarinda tespit edilen iki susu tarafindan olusturuldugu
diisiiniilmekteydi (105). 2000 yilinda yeni bir sus olan CPV tip 2c Italya’dan rapor
edildi (16). Daha sonra bu sus Vietnam (82) ve Ispanya’da (26) da tespit edilmistir.
Giiney Amerika’da ise ilk defa Uruguay’da rapor edilmis, takiben Brezilya ve
Arjantin’de de etkene rastlanmistir(17, 92, 112). CPV tip 2c¢’nin viriilensinin,
morbiditesinin ve mortalitesinin oldukga yiiksek oldugu bildirilmektedir (45).

2.4 Kaspaz-3

Genel anlamiyla kaspazlar, sistein-proteaz grubu enzimlerdir ve apoptotik
hiicre 6liimii esnasinda onemli rol oynayan multigen ailesinden olusurlar. A¢ilimi
"Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-CASPASE" dir. Ilk olarak inaktif proteinler
seklinde sentezlenen bu enzimler gesitli yollarla aktive edildikten sonra, hiicresel
diizeydeki tetrapeptit motifleri tanir ve substrati, bir aspartat rezidiisiiniin karboksil
tarafindan ayirir. Bu enzimlerin rol oynadigi bir takim siiregler neticesinde, hiicre
Olimii esnasinda meydana gelen pek cok selliiler ve morfolojik degisimler geligir
(84).

Kaspaz-3, ozellikle de (CPP32 / Yama / apopain olarak da bilinir), 17 kDa ve
12 kDa altbirimlerine boliinen 32 kDa zimogeninden olusur (37, 84, 115). Prokaspaz
belirli bir kalintida béliindiigiinde, aktif heterotetramer hidrofobik etkilesimlerle
olusturulabilir ve bu sayede pl7'den dort ve pl2'den iki adet anti-paralel beta-
yapraginin bir heterodimeri yapmak tizere bir araya gelmesine neden olur. Bu da bir
bagka heterodimerle etkilesime girer. Bu kaspazlara 6zgii alfa-sarmallar tam 12-
iplikli beta-tabakasini olusturmak i¢indir (103). Heterodimerlerin bas ve kuyruklari

birbirine hizalandiginda, her iki alt {initeninde i¢inde bulundugu bir aktif yap1 olarak



pozisyonlandirilirlar ve bdylece Cys-285 ve His-237 kalintilarin1 p17 (daha uzun)
altbiriminde bulunurlar (63).

Kaspaz-3 apoptotik hiicrede hem ekstrinsik (6liim ligand1) hem de intrinsik
(mitokondriyal) yollarla aktive edilir (103). Kaspaz-3'iin zimojen 6zelligi gereklidir,
ciinkii kaspaz aktivitesi hiicreleri ayrim gozetmeden &ldiiriir (11). Oldiiriicii kaspaz
olan, kaspaz-3 zimojen apoptotik sinyal olaylari olduktan sonra bir oncii kaspaz
tarafindan boliinene kadar aktif degildir (123). Bunun gibi bir sinyal, olay1 baslatici
kaspazlar1 aktive edebilen granzyme B'nin oldiiriicii T hiicreleri tarafindan apoptoz
i¢in hedeflenen hiicreler i¢inde bulunur (42,57). Bu ekstrinsik aktivasyon, sonrasinda
kaspaz-3'iin baskin bir rol oynadigi apoptotik olaylarin karakteristik kaspaz kaskad
karakterini tetikler (93). Intrinsik aktivasyonda, mitokondriyondaki sitokrom c,
prokaspaz-3'ii islemek igin kaspaz-9, apoptoz aktivasyon faktorii 1 (Apaf-1) ve ATP
ile kombinasyon halinde ¢aligir (57, 64, 100). Bu molekiiller, in vitro olarak kaspaz-
3't aktive etmek i¢in yeterlidir, ancak diger diizenleyici proteinler in vivo olarak
gereklidir (64). Mangosteen (Garcinia Mangostana) ekstraktinin, B-amiloid ile tedavi
edilen insan noronal hiicrelerinde kaspaz-3'iin aktivasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir (80).

2.5 PCNA

Prolifere hiicre niikleer antijen (PCNA), replikasyon i¢in gerekli olan bir
DNA baglantisidir ve dkaryotik hiicrelerde DNA polimeraz 6 i¢in bir proses faktori
olarak gorev yapar. PCNA, gorevini DNA'y1 gevreleyerek gerceklestirir ve bir
homotrimerdir. DNA replikasyonu, DNA onarimi, kromatin yeniden modellenmesi
ve epigenetik proteinleri olustumak i¢in gorev yapar (79).

PCNA proteininin enzimatik aktivitesi bilinmemektedir. Bilinen tek
fonksiyon, ¢ift sarmalli DNA'y1 hareket ettirme yetenegidir. Bununla birlikte, protein
cok sayida hiicresel faktorle etkilesime girer ve faaliyetlerini diizenler (79, 110, 121).

DNA polimeraz epsilon, DNA onarimi sirasinda eksize edilmis hasar gormiis
DNA iplik¢iklerinin yeniden sentezinden sorumludur. PCNA hem DNA sentezi hem
de DNA tamiri i¢in 6nemlidir. PCNA, da post-¢ogaltma onarim olarak bilinen DNA
hasar tolerans yoluna katilir (106, 32).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu caligmada Anabilim Dalimiz arsivinde bulunan veya calisma sirasinda
teshis amaciyla getirilen 30 adet Parvovirus siipheli kdpegin bagirsaklar1 kullanildi.
Laboratuvara teshis i¢in getirilen Parvovirus siipheli 6lii kopeklerin bagirsaklari
makroskobik olarak incelendi. Kopekler 2-5 aylik, her iki cinsiyetten ve degisik
irklardandi. Histopatolojik incelemeler i¢in basta iliosekal bolge olmak iizere tiim
bagirsak bolgelerinden ornekler alindi ve %10°luk nétral tamponlu formaldehit
sollisyonu icinde tespit edildi. Tespit sonrasi rutin doku takibi i¢in Leica ASP300S
model kapali sistem doku takip cihazina alindi ve sonra parafine gomiilerek doku
bloklari olusturuldu. Ayrica Patoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan bloklardan da
vakalar secildi. Bloklardan Leica RM 2155 RT mikrotomda 4 p kalinliginda kesilen
histopatolojik inceleme i¢in lama alindi.Ardindan Parvovirus antiserumu ile
immunohistokimyasal olarak boyanan ve pozitif olarak saptanan vakalardan secilen
15 olgu bu calismanin materyalini olusturdu. Bu vakalardan kaspaz-3 ve PCNA igin

polilizinli lamlara ikiser adet kesit alind1.
3.2. Histopatolojik Yontem

Normal lamlara alinan doku kesitleri parafinin uzaklastiritlmasi i¢in 30’ar
dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gecirildi. Ardindan sirasiyla %100, 96, 90, 80
ve 70’lik alkollerden gecirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle 15
dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan sirasiyla %70, 80, 90,
96 ve 100’lik alkollerden gegirilen dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan

dokularin iizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi.
3.3. Immunohistokimyasal yontemi

Polilizinli lamlara ¢ekilerek hazirlanan 2 ayr1 seri kesit immunohistokimyasal
inceleme i¢in streptavidin-biotin-peroksidaz kompleks peroksidaz yontemine gore

boyandi. Immunohistokimyasal inceleme i¢in Abcam (UK) firmasinin hazir kitleri
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sekonder kit olarak da EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB
DetectionIHC kit (ab80436) kullanildi. Kesitler, Canine Parvovirus [Anti-Parvovirus
antibody [CPV1-2A1] ab140431, Abcam, 1/100 diliisyon], aktif kaspaz-3 [Anti-
Caspase-3 antibody (ab4051), Abcam, 1/100 dilisyon] ve PCNA [Anti-PCNA
antibody (ab1819), Abcam, 1/100 diliisyon] reaksiyonunun saptanmasi igin
immunohistokimyasal olarak boyandi. Streptavidin biotin peroksidaz yontemi
asagidaki prosediire gore gergeklestirildi:

. Deparafinizasyon islemi igin kesitler 2 defa 10’ar dakika siire ile ksilolden
gecirildikten sonra, 100°’1lik alkolde 2x 5 dakika, 90°, 80° ve 70°’lik alkollerde 5’er
dakika siire ile dehidre edildi. Ardindan dokular 5 dakika distile su igerisinde
yikandi.

. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in 10 dakika % 3’lik H20:
uygulandi. Ardindan dokular 5’er dakika stire ile 2 defa PBS ile yikandi.

. Protein blok soliisyonu dokularin {izerini kapatacak sekilde eklenerek oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi.

Protein blok soliisyonu uzaklastirildiktan sonra yikama islemi yapilmaksizin lamlarin
istline primer antikor uygulanarak, +4°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu takiben primer antikor uzaklastirilarak lamlar 5’er dakika siire ile 2 defa
PBS ile yikandi.

Sekonder antikor dokularin {izerini kapatacak sekilde uygulanarak 30 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi. Ardindan lamlar 5’er dakika siire ile 2 defa PBS ile yikandi.

. Lamlar tizerine Streptavidin-Peroksidaz eklenerek 30 dakika oda isisinda inkiibe
edildi. Ardindan lamlar 5’er dakika siire ile 2 defa PBS ile yikandi.

Lamlar {izerine kromojen olarak diaminobenzidine (DAB) 10 dakika uygulandi.
Ardindan lamlar akarsuda 5 dakika yikandi.

Harris Hematoksilen ile 1 dakika kars1 boyama yapildiktan sonra lamlar akarsuda 5
dakika yikanda.

. Lamlar 5’er dakika siire ile 70°, 80° ve 90°’lik alkol ve 5 dakika x 2 defa 100°’lik

alkolden, 10 dakika x 2 defa ksilolden gegirildikten sonra Entellan kullanilarak lamel
ile kapatildi.

Negatif kontrol i¢in kesitler {izerine primer antikor damlatilmadan yukaridaki
islemler tekrarlandi. Sonuclarin fotograflanmasinda Olympus CX41 model

mikroskop ile morfometrik inceleme ve mikrofotografi i¢cin Database Manual Cell



Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)
kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Nekropsi i¢in getirilen veya arsivden toplanan vakalarin kayitlarinin
incelenmesi sonucu kopeklerin 2-5 aylik yaslarda, her iki cinsiyetten ve degisik
irklarda oldugu saptandi. Hayvanlarin tiimiinde belirgin bir zayiflama, dehidrasyon
ve pis kokulu bir diski olusumu gozlendi. Nekropside karin boslugunda degisik
miktarlarda ve goriinimde siv1 birikimi genellikle gozlenen bulgulardandi. Belirgin
lezyonlar ince bagirsaklarda sekillenmisti, baz1 olgularda kalin bagirsaklar1 da iceren
yaygin lezyonlar saptandi. Mezenteriyel damarlarda siddetli hiperemi dikkati ¢ekti.
Mezenteriyel lenf diigiimleri biiyiimiis ve yer yer kanamaliydi. Birgok olguda
iliosekal bolge mukozasinda hastalik i¢in karakteristik kabul edilen kanamalar
dikkati ¢ekti. Bagirsak icerigi oldukca pis kokulu ve kanamaliydi. Bagirsaklarda
serozalar 6demli, siskin ve kalinlasmis bir goriinimdeydi. Bagirsak mukozasinda
siddeti degisen derecelerde kanama ve eroziv- iilseratif lezyonlara siklikla rastlandi

(Resim 1-4).

Resim 4.1: CPV sebebiyle Olmiis bir kopegin bagirsaklarinin nekropsideki
gorunumdul.
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Resim 4.3: CPV sebebiyle dlen bir baska kopegin bagirsak damarlarinda 6demli
kalinlagma, hiperemi ve mukozal kanamalar
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Resim 4.4: CPV i¢in karakteristik nekropsi bulgusu olan iliosekal bolgedeki
kanamalarin yakindan goriiniimii.

4.2. Mikroskobik Bulgular

Bagirsaklarin histopatolojik incelemesinde CPV’li hayvanlarda tiim bagirsak
kesimlerinin etkilendigi ancak lezyonlarin en fazla iliosekal gecis bolgesinde lokalize
oldugu gozlendi. Bu bolge basta olmak lizere bagirsaklarda en sik gbzlenen lezyonlar
arasinda serozada 6dem, villuslarda deskuamasyon, erozyon, iilser ve kanamalar
dikkati cekti (Resim 5). Ulserlerin sekillendigi bolgelerde ¢ogunlugunu nétrofil
l16kositlerin olusturdugu tek tiikk lenfoid seriden yangisal hiicrelerin de bulundugu
infiltrasyonlar goriildii. Peyer plaklarinda siddetli atrofi bazi olgularda tamamen
bosalma gozlendi (Resim 6-8). Kript epitellerinde dokiilme ve propria mukozadaki
infiltrasyonlar siklikla gézlenen bulgular arasindaydi (Resim 9-10). Bircok olguda
ise villuslarda kaynasma ve kalinlagsma belirlendi (Resim 11). Bazi hayvanlarda
lezyonlar segmental Ozellikte iken bazi hayvanlarda siirekli bir goriiniimdeydi.
Kopeklerin birgogunda nekroze olan kript epitellerinde rejenerasyona rastlandi. Bazi
hayvanlarda nekroze ve dokiilmiis villluslarin bulundugu bélgelerde sekonder bakteri

kolonileri gozlendi.
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Resim 4.5: CPV’li bir koépegin yeyunumunun goriiniimii, villus epitellerinde
deskuamasyon (oklar), liimende dokiilmiis epitel hiicreleri HE, Bar= 500um.

Resim 4.6: CPV’li bir kopegin ileumunun goriiniimii, lamina epiteliyaliste dokiilme
(siyah oklar) ve Peyer plaklarinda lenfositolizis (beyaz oklar), HE, Bar= 500um.
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Resim 4.7: Resim 6’nin biiyiitiilmiis goriintiisii, Peyer plaklarindaki lenfositolizis,
HE, Bar= 500pum.

Resim 4.8: Peyer plaklarinda nekrozla karakterize lenfositolizis, lenfoid folikiiliin
orta kismindaki nekroz (ok), HE, Bar= 50pm.
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200pm.

Resim 4.10: Bagirsaklarda lamina epiteliyaliste dokiilme (siyah oklar) ve propria
mukozada yangisal reaksiyon (beyaz oklar) HE, Bar= 200um.
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Resim 4.11: CPV’li bir kopegin bagirsaklarinda villuslarda birlesme (oklar), HE,
Bar=200um.

4.3. IiImmunohistokimyasal Bulgular

4.3.1. Parvovirus immunoreaksiyonu

CPV antiserumu ile immunohistokimyasal olarak boyanan bagirsaklarin
incelemesinde Parvoviral enteritisli hayvanlarin 6zellikle kript epitellerinde ve
yangisal hiicrelerde degisik siddette parvovirus pozitif immunoreaksiyona rastlandi
(Resim 12-14). Pozitif reaksiyon hiicre sitoplazmalarinda ve etken yogunluguna goére
degisen siddetlerde dikkati cekti. Bir¢cok olguda pozitif reaksiyonlara dokiilmiis
epitel hiicrelerinde daha fazla rastlandi. Histopatolojik olarak lezyonlarin
yogunlagtig1 alanlarda immunohistokimyasal olarak CPV pozitif boyanmalarin daha
yogun oldugu dikkati ¢ekti. Bazi olgularda epitel tabakasi dokiilmiis oldugu igin
epitelde pozitif reaksiyon saptanmadi. Kript epitellerinde pozitif reaksiyon gosteren
hiicrelerin biiylik c¢ogunlugunun dokiilmiis oldugu goriildii. Yangisal hiicreler

icerisinde en fazla pozitif reaksiyona nétrofil ve makrofajlarda daha az oranda ise
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lenfositlerde rastlandi. Primer antikor eklenmeden yapilan negatif kontrol

boyamalarinda reaksiyon saptanmadi.

Resim 4.12: Bagirsak kript epitelleri ve yangisal hiicrelerde Parvovirus pozitif
immunoreaksiyon (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200um.

Resim 4.13:Resim 12’nin yakindan goriiniimii, Streptavidin biotin peroksidaz
metodu, Bar= 50pm.
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Resim 4.14: Propria mukozada yangisal hiicrelerde Parvovirus pozitif
immunoreaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50um.

4.3.2. PCNA immunoreaksiyonu

Parvovirus pozitif vakalarda ozellikle kript epitellerinde belirgin olmak tizere
yogun pozitif PCNA immunoreaksiyonu dikkati c¢ekti. Reaksiyonun ozellikle
rejenere olan epitellerde daha belirgin oldugu saptandi. Lamina epiteliyalisin rejenere
oldugu bazi bagirsak kesimlerinde bu hiicrelerde de PCNA pozitif reaksiyona
rastland1 (Resim 15-18). Lezyonun belirgin oldugu bdlgelere yakin nispeten saglam
goriinimlii epitellerde de PCNA aktivitesinde artis dikkati c¢ekti. Aktivite yogun
olarak epitel hiicrelerinde olmakla birlikte bazi alanlardaki bag doku hiicrelerinde de
PCNA aktivitesinde artis dikkati ¢ekti. Alinan anamnezlere gore biraz daha uzun
yasayan ve rejenere hiicre sayist fazla olan hayvanlarda PCNA aktivitesinin daha
yiiksek kisa siire icinde Olenlerde ise daha hafif oldugu gozlendi. Negatif kontrol
olarak kullanilan ve primer antikor ilave edilmeyen bagirsak kesitlerinde reaksiyon

saptanmadi.
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Resim 4.15: Parvoviruslu bir kdpegin kript epitellerinde PCNA immunopozitif
reaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100um.

Resim 4.16: CPV’li kopekte kript epitellerinde PCNA pozitif immunoreaksiyon,
Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100um.
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Resim 4.17: Bagirsaklarda kript epitellerinde ve lamina epiteliyaliste PCNA pozitif
immunoreaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100pum.

Resim 4.18: PCNA pozitif immunoreaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz
metodu, Bar=200um.
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4.3.3. Kaspaz-3 immunoreaksiyonu

Incelenen bagirsak kesitlerinde 6zellikle lezyonlu alanlardaki epitel
hiicrelerinde kaspaz-3 immunopozitif reaksiyona rastlandi. Pozitif reaksiyon kript
epitellerinde oldugu gibi lamina propriadaki bir¢ok hiicrede de gozlendi. Pozitif
reaksiyon epitel hiicreleri disinda kas ve bazi sinir hiicrelerinde goriildii. Kaspaz-3
immunoreaksiyonu lezyonlara yakin alanlardaki hiicrelerde de artis gdsterdi. Bazi
bolgelerde rejenere olan kript epitellerinin de kaspaz-3 pozitif reaksiyon gosterdigi
gozlendi (Resim 19-21). Bu bulgu rejenerasyon sekillense bile hiicrelerin tam olarak
yasama ve gelisme imkani bulamadiklart diisiincesini olusturdu. Pozitif reaksiyon

anormal goriintimlii hiicrelerde ¢cok daha siddetliydi. Primer antikor agsamasi atlanan

negatif kontrol kesitlerinde immunopozitif reaksiyon gézlenmedi.

Resim 4.19: CPV’li bir kdpegin bagirsaklarinda epitel ve mezenkimal hiicrelerde
kaspaz-3 immunoreaksiyon (oklar), Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=
200pm.
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Resim 4.20: Parvovirusla enfekte bir kopegin bagirsak kript epitellerinde (oklar)
kaspaz-3 pozitif immunoreaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=
100um.

Resim 4.21: Parvoviruslu bir kdpegin bagirsaklarindaki rejenere hiicrelerde (oklar)
kaspaz-3 pozitif immunoreaksiyon, Streptavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=
100pm.
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Sonug olarak bu calismada, CPV’li kopeklerin bagirsaklarindaki bir¢ok
hiicrede PCNA ve kaspaz-3 aktivitesinin arttifi ve bu markirlarin hastalik
olusumunda etkili olduklar1 saptandi. Pozitif PCNA reaksiyonuna bagirsaklarin
Ozellikle rejenere olan epitellerde rastlanirken ve kaspaz-3 reksiyonun da lezyona
yakin bolgelerde artis saptandi. Reaksiyonlarin ¢ogunlukla kript epitellerinde
yogunlagmis olmasi hastalik patogenezinde bu hiicrelerin 6nemli rol oynadigini
gosterdi. Calisma bulgulart kaspaz-3 ve PCNA’nin  CPV enfeksiyonunun

patojenezinde 6nemli rol oynadiklarini ortaya koydu.
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5. TARTISMA

Diinyanin genelinde CPV enteritis, yavru kopeklerin yasamini tehdit eden ve
Olimle seyredebilen viral bir hastaliktir. Yetmisli yillarda ilk olarak saptandig
zamanlardan giiniimiize kadar bircok {lkede yaygin olarak gorildigi
belirtilmektedir (28, 47, 91, 108). Ozellikle asisiz olan yavru kopeklerde CPV
enfeksiyonu, yiiksek mortalite ile seyreder. Hastaligin sik gozlenmesine ragmen
patojenezi ile ilgili hala baz1 agiklanamayan noktalar bulunmaktadir. Bu calisma ile
CPV patojenezinde PCNA ve kaspaz-3’iin dnemli rol oynadig1 gosterilmistir.

CPV’nin klinik olarak ilk semptomlar1 olan anoreksi ve depresyon
sonrasindaysa kusmayla beraber siddetli diyare olustugu, cogunlukla ates,
dehidrasyon ve siddetli depresyon goriildiigii de belirtilmektedir (101, 117). Sunulan
calismada kullanilan ve immunohistokimyasal inceleme sonucunda CPV pozitif
oldugu saptanan 15 kopekte de benzer klinik semptomlarin bulunmasi literatiir
bilgileriyle uygunluk gostermistir.

Hastaligin seyrine bagli olarak viicut sicakligi, kalp atim sayist ve solunum
sayisinda hastaligin donemine veya hastanin immun sisteminin giicline bagl
degisiklikler goriiliir (101). Bu ¢alisma, 6lii hayvan bagirsaklar lizerinde yapilmis
olmasina ragmen alinan anemnezlerdeki klinik bulgular daha onceki galismalarla
uygunluk gostermistir. Ayrica Ozellikle Peyer plaklar1 gibi lenfoid odaklarda
gozlenen lenfositolizis hastaligin karakteristik bulgularindan biri olarak olan &len
hayvanlarda ilk dikkati ¢eken bulgular arasinda dikkati ¢gekmistir.

Virusun 6zellikle sectigi dokular arasinda hematopoietik ve bagirsak dokular
gibi hizl1 cogalan hiicrelerin yer aldig1 dokular bulunmaktadir. Virus hiicre mitozisini
bozarak, hiicre Olimiine neden olur (116). Etkenin c¢ekirdege penetrasyonu,
Parvoviral enfeksiyonlarda, biraz tartismalidir. Dayanikli bir kapsitle beraber
parvoviral genomun, ¢ekirdege niifuz ettigine dair kanitlar vardir. Enfekte olmus
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde, IF mikroskopisi veya GFP (green fluorescent protein)
veya florofor konjiige virionlar1 kullanan coklu calismalarla, parvoviral kapsid
proteinleri tespit edilmistir (4, 66, 69, 104, 120). Sunulan ¢aligmada da, CPV
antijenleri enfekte bagirsak dokularinda immunhistokimyasal olarak tespit edilimis

ve etkenlerin 6zellikle epitel ve lenfoid hiicrelere affinitesi oldugu saptanmistir. Bu
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bulgular daha once degisik tekniklerle arastiricilarin bildirdikleri bulgularla uyumlu
bulunmustur.

Alisilagelen formu parvoviral enteritis olmakla beraber, 6zellikle yeni dogan
kopek yavrularinda nonsuppuratif miyokarditis ile karakterize myokardiyal form da
goriiliir (49, 52, 102). Maternal bagisikligr diisiik olan kopek yavrulari, enfeksiyona
daha duyarhidir (13, 67). Hastalik akut, fibrinli, nekrotik ve hemorajik enteritis,
nadiren de miyokarditis ile seyreden, 6nemli bir hastaliktir. Bu hastaligin 6nemi daha
¢ok hayvanlarin hematopoetik ve bagirsak dokular1 gibi hizli boliinerek ¢ogalan
hiicrelerine ilgi gostermesi ve daha ¢ok geng yasta olan kopek yavrularini enfekte
etmeleridir. Hastaligin iizerinde 6nemle durulmamasinin bir sebebi de hayvanlari
geng yasta etkilemesi ve 6zellikle immun sistemi daha zayif olan kdpekleri 6liimiine
yol agmasidir. Anabilim Dalimiz laboratuvar verileri incelendiginde nekropsi i¢in
getirilen kopeklerin 2-5 aylik yaslarda oldugu saptandi. Bu hayvanlarin hi¢ birinde
miyokarditis bulgulart gériilmedi. Bu bulgular literatiir verileriyle uygunluk gosterdi.

Apoptozis, organizmayi zarara ugratmadan ihtiyag olmayan veya
fonksiyonunu kaybetmis olan hiicreleri ortadan kaldiran “programlanmis hiicre
olimii”dir. Hiicrede apoptozis meydana gelirken bazi morfolojik farkliliklar
gozlenir: plazma membraninda kabarciklar olusur, sitoplazma biiziisiir ve hacmi
azalir, DNA kiimelesmesi ve par¢calanmasi meydana gelir (48). Apoptozis ilerledikge
meydana gelen sitoplazmik kabarciklar, 6lmekte olan hiicreden ayrilarak apopitotik
cisimleri olustururlar. Hiicrede apoptozis meydana gelirken, intraseliiler maddeler
disar1 salinmaz ve inflamatuar cevap olusmaz. Hiicre i¢i ve disindaki uyarilarin
iletilmesiyle apoptozis hareket kazanir ve kaspazlar (proteazlar) aktiflesir. Hedef
proteinlerin yikimi, aktiflegsen kaspazlar sayesindedir ve apoptozis ile meydana gelen
apoptotik cisimler fagosite edilir (48). Bu ¢alismada CPV ile dogal enfekte kopek
bagirsaklarinda kaspaz-3 aktivitesinin arttigi ve hiicre yikimlanmasia katkida
bulundugu gézlendi. Bununla beraber apoptotik aktivite 6zellikle CPV ile pozitif
reaksiyon veren hiicre gruplarinda gozlendi. Bu bulgular virusun hiicreleri nekroza
ugratirken apoptotik aktiviteyi de kullandigini gosterdi.

Terim olarak kaspaz (caspase) kelimesindeki “c” harfinin karsiligr aktif bolge
olan sisteine karsilik gelirken, “aspaz” aspartik asit atiklarindan sonraki boliinme
yetenegine karsilik gelmektedir. Gruplandirmak istedigimizde kaspazlari, baslatic

(kaspaz-2, 8, 9, 10), uygulayici (kaspaz-3, 6, 7) ve yangisal (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12,
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13, 14) seklinde ayirabiliriz (51). Bir diger gruplandirmayla apoptozis sirasindaki
aktive olduklar1 siraya bakarak baglatic1 ve uygulayici olmak iizere ikiye ayrilirlar
(30). Kaspazlarin baslatici olanlarindan kaspaz-8 ve kaspaz-9; uygulayici olanlardan
ise kaspaz-3 ve kaspaz-6 onemlidir (99). Bu calismada uygulayic1 kaspazlardan
kaspaz-3’tin CPV’deki rolii arastirllmis ve aktivitesinin bu enfeksiyonda arttig
saptanmistir.

Baslangigta  inaktif olan  proenzim  halinde bulunan kaspazlar
etkinlesebilmeleri i¢in aktiflestirici bir boliinme isleminden ge¢meleri gerekir.
Otokatalitik sekilde veya diger kaspazlar yoluyla, bolinme bolgeleri hidrolize
olabilir. Baslatict kaspazin bir kere aktive olmasi diger kaspazlarin hizli ve siral
aktivasyonu ile Oliim programinin baslamas: i¢in yeterlidir (61). Uygulayic
kaspazlar hiicre iskeleti ve niikleer matriks proteinlerini pargalayarak hiicre
iskeletinin bozulmasma ve niikleus yikimina yol acarlar. Niikleus igerisinde
kaspazlar; transkripsiyon, DNA replikasyonu ve DNA onariminda rol alan proteinleri
parcalarlar. Bunlardan 06zellikle kaspaz-3 karakteristik interniikleozomal DNA
boliinmesine yol agan sitoplazmik bir DNAaz enzimini aktive eder (22). Bu
calismada da CPV ile enfekte kopek bagirsaklarinda 6zellikle lezyonlu bolgelerdeki
epitel hiicrelerinde kaspaz-3 immunopozitif reaksiyona rastlandi. Pozitif reaksiyon
kript epitellerinde ve lamina propriadaki bir¢ok hiicrede de gozlendi. Bu da CPV
enfeksiyonunda kaspaz-3’iin hiicre yikimlanmasinda onemli bir rol oynadigini
gosterdi.

PCNA, niikleik asit metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Protein,
DNA c¢ogalmasi icin gereklidir, DNA tamirinde yer alir ve kromatin replikasyonunda
gorevlidir. Ayrica RNA transkripsiyonunda da 6nemli bir rol oynar ve hiicrenin
mitotik aktivitesi ile iliskilidir (126). PCNA’nin farkli mutant formlarinin DNA
onarimi lizerinde etkili oldugu bildirilmistir (3). Bu ¢alisma CPV ile enfekte olan
bagirsak epitellerinde PCNA aktivitesinin yiikseldigini gostermistir. Bu durum
hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin artis1 ile ilgili olup, CPV’de epitel yikimi ile
birlikte epitel rejenerasyonunun da arttig1 ortaya kondu.

PCNA, replikasyon ve onarim mekanizmalarinin bir pargasi olarak niikleik
asit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu toroidal sekilli protein
DNA'y1 sarar ve dupleks yapist boyunca iki yonlii olarak kayabilir. PCNA ig¢in iyi

bilinen fonksiyonlardan biri, DNA polimeraz delta ve epsilon i¢in proses faktorii rolii
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olmasidir. PCNA, hizli ve proaktif DNA sentezi i¢in polimeraz katalitik birimi DNA
sablonuna baglanir. DNA polimeraz aparatinin bir pargasi olmayan hiicre dongiisii
ilerlemesiyle ilgili proteinlerle etkilesime girdigi acik hale gelmistir. Bu
etkilesimlerin bazilart DNA sentezi iizerinde direkt bir etkiye sahiptir, diger bazi
etkilesimlerin rolleri tam olarak anlasilamamistir (126). Yapilan bu calismayla
Parvovirus pozitif vakalarda PCNA immunoreaksiyonunun arttigi gozlendi. Bu
PCNA immunoreaksiyonu o6zellikle kript epitellerinde belirgin olarak saptandi.
Immunoreaksiyon kaydadeger olarak rejenere olmus epitellerde daha fazla oldugu
dikkati cekti. Lamina epiteliyalisin rejenere oldugu bazi bagirsak kesimlerinde bu
epitellerde de PCNA pozitif reaksiyona rastlandi. Bu calismanin bulgulari CPV
enfeksiyonunun bagirsak epitelleri iizerinde belirgin bir yikima sahip oldugunu ancak
proliferasyon kapasitesinin korundugunu géstermistir.

Sunulan bu calismada Parvoviral enteritli kdpeklerde 30 adet kopegin
bloklanmig bagirsak dokusu orneklerinden CPV pozitif olarak saptanan 15 kopek
orneginde histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler yapilarak PCNA ve
kaspaz-3 ekspresyonlart degerlendirildi. CPV teshisi konan kdpek bagirsaklarinda
kaspaz-3 ve PCNA immunoreaksiyonunun arttigi gézlendi. Bu ¢alismanin sonuglari
CPV’nin bagirsaklarda oldukca 6nemli patolojik degisikliklere sebep oldugunu ve
hem PCNA hem de kaspaz-3 aktivitesini arttirdigini gostermistir. Bu sonuglara gére
hem hiicrelerde asir1 bir yikimlanma hem de proliferasyon kapasitesi oldugu
saptanmistir. Bu ¢aligma bulgulart PCNA ve kaspaz-3’iin CPV patojenezinde 6nemli

bir rol oynadigini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu calismada, parvovirus ile enfekte kopek bagirsaklarinin
PCNA ve kaspaz-3 immunoreaktivitelerinin onemi tesbit edildi. Bu sonuglar
kopeklerde parvovirus enfeksiyonlarinda erken teshis ve degerlendirme konusunda
PCNA ve kaspaz-3 kullanimi1 konusunda ilerideki ¢alismalar igin 1s1k tutabilecek

kapasiteye sahiptir.
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