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ONSOZ

Herpesvirusler, insanlar ve memeli hayvanlarin bir¢ogunda enfeksiyon olusturma
yetenegine sahip olmakla birlikte 6zellikle hayvancilik sektériinde oldukg¢a genis bir yer tutan
s1g1r yetistiriciliginin dnemli sorunlart arasinda yer almaktadir.

Herpesviridae ailesinde yer alan Sigir Herpesviriis-5 (Bovine Herpesvirus-5=BHV-5)
Alphaherpesvirinae alt ailesinde smiflandirilan Varicellovirus’lerdendir. Virlisiin neden
oldugu salginlar diinyanin birgok noktasindan bildirilmistir. Enfeksiyon en g¢ok Giliney
Amerika’dan bildirilmekle birlikte, Avustralya, Kuzey Amerika ve Avrupa’da da
gorilmektedir.

Bu viriis ailesinin neden oldugu hastaliklardan 6nde gelen ve siklikla varlig1 belirlenen
tiplerinin yamsira Tirkiye’deki varligi heniiz ¢ok fazla bilinmeyen ve iiyesi oldugu viriis
ailesi ile en 6nemli ortak 6zelligi latent enfeksiyona neden olmasi olan Sigir Herpesviriis-5
enfeksiyonu 6zellikle buzagilarda 6liimciil olabilen meningoensefalitis tablosuna sebebiyet
vermektedir. Latent seyretmesi, ayn1 ailede yer alan antijenik 6zellikleri ¢ok benzer diger viral
enfeksiyonlarin varligi nedeniyle gozden kagmasi ve olast buzagi kayiplarinin nedenleri
arasinda yer almasindan dolay1 hayvan sagligi ve hayvancilik ekonomisine yiik getirmektedir.

Sigirlarda sekillenen diger herpesviriis enfeksiyonlarinin aksine BHV-5’in patogenezisi
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alisma ile dogal enfekte buzagilarin sinir sistemi
bulgular1 histopatolojik olarak incelenmis ve tanimlanmigtir. Bunun yam sira
immunohistokimyasal metot ile viral antijen varligi dokularda gosterilmistir. Elde edilen
veriler ile birlikte programlanmig hiicre 6liimii olarak bilinen ve viral hastaliklarda 6nemli
roli olan apoptozis, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) yontemi ile dokularda belirlenerek apoptotik hiicre dlumunun bu enfeksiyondaki
yeri ortaya konmustur. Ayrica apoptotik yollarin hangisi veya hangilerinin kullanildigi anti
aktif kaspaz-3-8-9 antikorlari kullanilarak arastirilmistir.

Alman sonuclarin 6zellikle dogal enfeksiyonlarda, enfeksiyon siireci ve viriis-konakg1
etkilesiminin ortaya konmasi ile takip eden c¢alismalara 1s1k tutabilecegi diisiiniilmektedir.
Hastaligin Tiirkiye’deki varligmin somut bir sekilde ortaya konmasi ile Ozellikle yavru
hayvanlarda verim kayb1 ve hatta 6liimlere varan kayiplara neden olan ve sinirsel semptomlar
ile seyreden benzer enfeksiyonlarin yani sira BHV-5’in de etiyolojiye yonelik arastirma
planlarina alinmasi agisindan farkindalik yaratacagi ongoriilmiistiir.

“Sigir Herpesvirtis-5 ile dogal enfekte buzagilarda néropatolojik bulgular ve viriisiin
apoptozis ile iligkisi” baglikli bu ¢alisma, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan VFZ-12012 proje kodu ile desteklenmistir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

% Yuzde

Mg Mikrogram

pm Mikrometre

nm Nanometre

°C Santigrad derece

bp Baz cifti

Bcl-2 B cell lymphoma-2

Ml Mililitre

ABC Avidin-biotin peroksidaz kompleks

Ark Arkadaglart
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BHV-1 Bovine herpes viris-1

BHV-5 Bovine herpes viris-5

Kaspaz Cysteine aspartate spesific protease (Caspase)
DAB 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
DNA Deoksiribonikleikasit

IAP Inhibitors of apoptosis (Apoptozis inhibitorleri)
RNA Ribonukleikasit

HE Hematoksilen ve eozin

HSV Herpes simpleks viris

ER Endoplazmik retikulum

H,0, Hidrojen peroksit

IL Interlokin

LAT Latency associated transcript

kDa Kilodalton

PBS Fosfat tamponlu solisyonu (Phosphate buffer saline)
pH Asit ve alkali yogunlugunun gostergesi
TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-

biotin nick end-labeling

VSV Vezikiler stomatitis viris
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RESIMLER

Aciklama

Serebral sulkuslarda genisleme ve ileri derecede konjesyon (Oklar), olgu
no; 4.

A. Tonsillerde sigkinlik (Oklar) ve konjesyon ile farinks mukozasinda
konjesyon, olgu no; 21
B. Sinus mukozasi ve konkalarda konjesyon, olgu no; 21

Idrar kesesinde siddetli dilatasyon ve idrar retensiyonu (Oklar), olgu no;
7

A. Paraventrikiler alanda gliozis (Oklar), serebral hemisfer, olgu no; 12.
HE. Bar=100 pum.

B. Fokal glial odak (OkKlar), serebral hemisfer, beyin, olgu no; 10. HE.
Bar=30 um.

C. Diffuz glial hiicre proliferasyonlari, serebral hemisfer, olgu no; 15.
HE. Bar=50 pum.

D. Substansiya albada demyelinize sahalar, (Oklar), serebral hemisfer,
olgu no; 18. HE. Bar=30 pum.

A. Prolifere glial hicrelerde BHV-5 viral antijen immunopozitif
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B. Noron cekirdekleri (Ok baslari), sitoplazmalart ve uzantilarinda
(Oklar) BHV-5 viral antijen immunopozitif reaksiyonlar, serebral
hemisfer, olgu no; 19. ABC metot. Bar=30 pum.

C. Dejenere ve nekrotik Purkinje hiicrelerinde BHV-5 viral antijen
immunopozitif reaksiyonlar (Oklar), serebellum, olgu no; 15. ABC
metot. Bar=30 pm.
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uzantilarinda BHV-5 viral antijen immunopozitif reaksiyonlar (OKklar),
medulla spinalis, olgu no; 18. ABC metot. Bar=50 pum.

B. Noron sitoplazmalarinda (Oklar) BHV-5 viral antijen immunopozitif
reaksiyonla, dorsal kok gangliyonu, olgu no; 18. ABC metot. Bar=50
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1. GIRIS

Herpesviriisler, konak dagiliminin ¢ok genis olmasi nedeniyle pek ¢ok tiirde enfeksi-
yon olusturabilmektedir (King ve Alroy 1996, Thiry ve ark 2006, Davison ve ark 2009).
Sigirlarda da ¢cok 6nemli hastaliklara neden olarak hayvan sagligi ve hayvancilik ekonomi-
sine biyuk zararlar vermektedirler. (Davison ve ark 2009). Bu hastaliklar arasinda
infeksiyoz sigir rinotrakitisi (IBR), sigir gangrenli nezlesi (CGB), yalancikuduz (Aujesky’s
hastalig1) gibi hastaliklar yer alir (Daniels ve ark 1988, Barker ve ark 1993, King ve Alroy
1996, Peshev ve ark 1998, Kliefort ve ark 2002, Muylkens ve ark 2007, Jones ve
Chowdhury 2008, Nandi ve ark 2009, Cardoso ve ark 2010a).

Sigirlarda sekillenen viral meningoensefalitisler igerisinde herpesviriis ailesinin olus-
turdugu enfeksiyonlardan sorumlu tutulan bovine herpesvirus-1 (BHV-1)’in nérojenik alt
tipi yerine son yillarda yapilan ¢alismalarda bovine herpesvirus-5 (BHV-5) enfeksiyonlari
geemistir (Asbaugh ve ark 1997, Caron ve ark 2002, Maidana ve ark 2011). Antijenik ve
genetik olarak birbirlerine olduk¢a benzerlik gostermelerine ragmen BHV-5’in BHV-1" e
kiyasla ¢ok daha gii¢lii ndropatojenitisi ortaya konmustur (Asbaugh ve ark 1997, Caron ve
ark 2002, Steiner ve ark 2010).

BHV-5, Alfa herpesviris alt ailesinde yer alan Varicellovirus’lardandir (King ve
Alroy 1996, Mayo ve ark 2005, Thriry ve ark 2006, Davison ve ark 2009). BHV-5 sigirlar-
da sporodik epizootilere yol acan, genellikle 6lumcil nonpurulent meningoensefalitislere
neden olan viral bir patojendir (Caron ve ark 2002). Kisa bir replikasyon siklusuna (24
saat) sahiptir (Babuik ve ark 1996, Muylkens ve ark 2007). Diger herpesviriisler gibi gang-
liyon noéronlarinda latent olarak kalabilirler ve bu nedenle tekrarlayan enfeksiyonlara da
siklikla rastlanilmaktadir (Barringer ve Pisani 1994, King ve Alroy 1996, Redaelli 2010,
Steiner ve ark 2010). BHV-1 ile antijenik ve genetik olarak yakindan benzerlik gosteren
BHV-5 arasinda niikleotid homolojisi (%80) ve protein diizeyi benzerligi (%82) agisindan
onemli iliski bulunmaktadir (Peshev ve ark 1998, Jones ve Chowdhury 2008, Steiner ve
ark 2010, Maidana ve ark 2011). Viral DNA eslestirmeleri ve genom haritasinin belirlen-
mesi, takibinde yapilan kros ndtralizasyon testleri ve monoklonal antikor reaktivitileri,

virtslerin genomik ve antijenik 6zellikleri bakimindan farkli oldugunu ortaya koymustur



(Steiner ve ark 2010). Bununla birlikte, en 6nemli biyolojik fark viriisler arasindaki
norovirulent potansiyeldir. BHV-5 giiclii noropatojenitesiyle, buzagilarda, tavsanlarda ve
immunyetmezlik gosteren fareler gibi deney hayvanlarinda merkezi sinir sistemine bulagim
goOsterip orada gogalarak 6liimciil olabilen ensefalitislere neden olurken (Lee ve ark 1999,
Maidana ve ark 2011); norotropik bir patojen olan BHV-1 daha zayif nérovirulent 6zelli-
giyle genellikle merkezi sinir sistemine (MSS) bulasim gostermez ve herhangi bir ndrolo-
jik hastalikta goriilen, spesifik olmayan klinik semptomlara neden olur (Narita ve ark 1982,
Muylkens ve ark 2007, Cardoso ve ark 2010b).

Klinik olarak, ser6z burun akintis1 ve aksirma; gevreye karsi ilgisizlik ve anoreksi
gorilur (Cardoso ve ark 2010a, Pedraza ve ark 2010). Norolojik belirtiler anoreksi ve dep-
resyonla baslayan ¢enenin sikilmasi ve hipersalivasyondur (Perez ve ark 2002). Bir sonraki
asamada kaslarda tremorlar, opistotonus, ataksi ve kafay1 bir yere dayama gibi nobet ben-

zeri durum sekillenir (Chowdhury ve ark 1997, Caron ve ark 2002, Cardoso ve ark 2010a).

Nekropside belirgin bir makroskobik bulgu bildirilmemistir (Chowdhury ve ark
1997). Karakteristik lezyon yoktur. Cok ender olarak polioensefalomalasi tanimlanmistir
(Cardoso ve ark 2007, David ve ark 2007, Cardoso 2010a).

1.1. Etiyoloji

Herpesviriis ailesi pek ¢ok dnemli hastalifa neden olan, beseri ve veteriner hekim-
likte Gizerinde en ¢ok calisilan, kolaylikla tiim ortamlarda bulunabilen, kompleks genetik
yaptya sahip, evrimsel silirecte oldukca fazla degisim gostermis ¢cok sayidaki viriisii biinye-
sine alir (King ve Alroy 1996, Mayo 2005). Herpesviridae ailesi; baliklar, amfibiler, sU-
ringenler, kuslar ve insanlar1 da kapsayan memeliler gibi vertebralilar1 enfekte eden
100’den fazla tlr icermektedir (Baringer ve Pisani 1994, Roizman ve Sears 2001, Whitley
ve Roizman 2001, Thiry ve ark 2006). Insan herpes viriislerinin neden oldugu iki énemli
hastaligin (Herpessimpleks viriis ve Varicella-zoster virls) karakteristik lezyonlarindan
yola ¢ikilarak bu viriis ailesine Yunanca “gpmeiv* (herpein), yani suriinme, sirlntd, su-
riilme anlamina gelen kelimeden esinlenerek “Herpesviriisler” adi verilmistir (Thiry ve ark

2006). Giiniimiizde dogal konag1 insan olan 8 farkli herpesviriis identifiye edilmistir.



Herpesvirusler genellikle sinirli bir alanda ve spesifik bir tiir i¢in patojendir, konak-
tan konaga direkt temas ve solunum yoluyla bulasirlar (Muylkens ve ark 2007). Butiin
Herpesviriisler, boyutu ve yapisi tiire gére degisebilen ¢ift zincirli DNA igeren biiyiik zarfli
virionlardir. Herpesviriislerin biyolojisi ve patolojisi ¢cok 6nemli olmasmma ragmen en
onemli ozellikleri primer enfeksiyondan sonra yagsam boyu devam eden latent enfeksiyona
sebep olabilmeleridir (Ackermann ve ark 1982, Caron ve ark 2002, VVogel ve ark 2003).
Herpesviriislerin hepsi konak hiicrenin ¢ekirdeginde replike olur. Viral DNA’dan RNA
kopyas1 enfekte olan hiicrenin ¢ekirdeginde olusur. Enfeksiyon, viral partikillerin konak
hiicre ylizeyindeki spesifik reseptorlere temasiyla baglar. Viral zarf glikoproteinlerin hiicre
membran reseptorlerine baglanmasini takiben virion parcalanarak hiicreye penetre olur.
Serbest kalan viral DNA, konakg¢1 hiicre ¢ekirdegine goc eder. Cekirdekte viral DNA’ nin
replikasyonu ve viral genlerin transkripsiyonu gergeklesir (King ve Alroy 1996, Jones ve
Chowdhury 2008, Brum ve ark 2010).

Semptomatik enfeksiyon sirasinda, enfekte hiicrelerde litik viral genler transkript
olur. Bazi konak hiicrelerde az sayida LAT (latency associated transcript) adi verilen viral
genler birikir (Lee ve ark 1999). Viriis bu sayede hiicrede ve dolayisiyla konakgida siiresiz
olarak kalic1 hale gecebilir. Primer enfeksiyonda klinik hastalik tablosu belirli zaman ara-
liklarinda kendini gosterir. Uzun siireli latent enfeksiyonlarda semptomlar goriilmez
(Vogel ve ark 2003). Latent viriisiin reaktivasyonu farkli hastaliklara zemin hazirlayabilir
ve bu hastaliklarin semptomlariyla primer hastaligin belirtileri karistirilabilir (Caron ve ark
2002). Aktivasyonu takiben viral genlerin transkripsiyonu LAT seklinden multiple litik
genlere dogru kayar ve boylece replikasyon ve viriis tiretimi artmis olur (Silva ve ark
1999). Cogunlukla litik aktivasyon hiicre oliimiine Onciiliik eder (David ve ark 2007,
Redaelli ve ark 2010). Klinik olarak litik aktivasyona siklikla diisiik derecede ates, diiskiin-
liikk, lenf yumrularinda sislik ve palpasyonda hassasiyet gibi spesifik olmayan belirtiler
eslik eder (Boelaert ve ark 2005, Cardoso ve ark 2010). Ayni1 zamanda immunolojik bulgu-
lar arasinda dogal katil hiicre sayisindaki diisme dikkati ¢eker (King ve Alroy 1996,
Boelaert ve ark 2005, Carter ve ark 2006, Nandi ve ark 2009). Herpesviriisler konaklarina
cok iyi adapte olurlar (Nandi ve ark 2009). Primer veya latent enfeksiyonlar siklikla klinik
belirtilerle kendini gosterir (Silva ve ark 1999, Cardoso ve ark 2010). Ozellikle
immunsupresyonun sekillendigi belirli kosullarda herpesviriisler klinik goriiniimiin agir-

lasmasina ve boylece 6liime neden olabilirler (David ve ark 2007). Bunlarin yani sira
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herpesviriisler ¢esitli kanserlerin etiyolojisinde de yer tutar (Barringer ve Pisani 1994, Kerr

ve ark 1994, King ve Alroy 1996, Redaelli 2010).

1.1.2. Herpesviriislerin Siniflandirilmasi

Herpesviriisler; konak dagilimi, iireme sikluslari, sitopatolojileri ve latent enfeksi-
yonlarimin ozelliklerine gore; Alfa Herpesviriisler, Beta Herpesviriisler ve Gama
Herpesviriisler olarak ii¢ gruba ayrilir (King ve Alroy 1996, Peshev ve ark 1998, Mayo
2005, Davison ve ark 2009, Nandi ve ark 2009). BHV-5, 1992 yilinda uluslararasi viriis
taksonomi komitesi tarafindan ayri bir virlis olarak onaylanmistir (Roizman ve ark 1992).
BHV-5, Alfa herpesviris alt ailesinde yer alan Varicellovirus’lardandir (King ve Alroy
1996) (Cizelge 1). Alfa Herpesviriislar daha genis bir konak dagilimi ve daha kisa bir
replikasyon siklusuna (24 saat) sahiptir (Babuik ve ark 1996, Muylkens ve ark 2007). N6-
ron gangliyonlarinda latent olarak kalabilirler. Beta Herpesviriisler sinirlt bir konak dagi-
lim1 gosterir ve bu familya virts grubu olarak hemen hemen sadece sitomegalovirtslerden
olusur (Nandi ve ark 2009). Sitomegalovirislerle enfekte olan hiicrelerde oldukca buyik,
kolaylikla fark edilebilen, genellikle intraniiklear ve daha az olarak da intrasitoplazmik
inkltizyon cisimcikleri sekillenir (sitomegalik inklizyon cisimcikleri) (Barker ve ark 1993).
Daha sonra enfekte olan hiicreler viral replikasyon ya da konak¢inin immun sistemi ile
pargalanirlar (Barker ve ark 1993, d’Offay ve ark 1995). Klinik iyilesmeyi takiben,
sekretorik bezler (6zellikle tiikriik bezleri), bobrekler ve lenf yumrular gibi degisik doku
ve organlarda persiste ya da latent enfeksiyon sekillenir (Boelaert ve ark 2005). Virlsun
yasam siklusu uzundur ve 6zellikle lenforetikiiler hiicrelerde latent olarak kalabilirler (Lee
ve ark 1999). Alfa Herpesviriislerde oldugu gibi tekrarlayan enfeksiyonlarla siklikla karsi-
lasilir (Vogel ve ark 2003, Nandi ve ark 2009). Gama Herpesvirisler lenfotropik 6zellik
gosterir. B ve T lenfositlere tropizm gosterir ve lenfoid dokularda latent olarak kalabilir
(Lee ve ark 1999). Konakge1 yelpazesi oldukga dardir ve viriis uzun siire lenfositlerde latent
olarak kalir (King ve Alroy 1996, Boelaert ve ark 2005, Carter ve ark 2006, Nandi ve ark
2009).



Cizelge 1. Herpesviriislerin siniflandirilmasi ve BHV-5’in bu siniflandirmadaki yeri

Alfaherpesviris Alt Ailesi

Betaherpesvirts Alt Ailesi

Gamaherpesviris Alt Ailesi

Simpleksvirus

e Insan (alfa) herpesviriis 1 (Herpes simpleks viriis 1)
e Insan (alfa) herpesviriis 2 (Herpes simpleks viriis 2)
e Sigir (alfa) herpesvirts 2 (Sigir mammilitis viriis 2)

Varicellovirus

® Sigir herpesviriis 5 (BHV-5, sigirlarda ensefalitis)
e Ordek enteritis herpes viriis (DEHV)

e Ordek vebasi viriisii, Avian herpesvirus 2

e insan (alfa) herpesviriis 3 (Varicella-zoster virus)

e Domuz (alfa) herpesviriis 1 (Pseudorabies/Aujesky's hastalig1 viriisii)
eSi1gir (alfa) herpesviriis 1 (IBR-Infectious bovine rhinotracheitis

virus), vaginitis, balanopostitis ve sigirlarda abort.

e Equine (alfa) herpesvirus 1 (Equine abortion virus)
e Equine (alfa) herpesvirus 4 (Respiratory infection virus)

e Feline herpesvirus 1(FHV-1)

e Canine herpesvirus (CHV) ("Fading puppy'syndrome virus)

e Equine herpesvirus 3 (Coital exanthema)

e Avian herpesvirus (Tavuklarin Infeksiyoz laringotrakeitisi)

Mardivirus
o Gallid herpesvirus 2; Marek hastalig

lltovirus

e Gallid herpesvirus 1; hastalik: kanatlilarda infeksiy6z laringotrakitis

Cytomegalovirus

e insan (beta) herpesviriis 5 (Human cytomegalovirus)

Muromegalovirus

e Murid (beta) herpesvirus 1 (Fare cytomegalovirus)

e Domuz herpesviriis 2 (Domuz cytomegalovirus)

e Equid (beta) herpesvirus 2 (Equine cytomegalovirus)
e Porcine herpesvirus 2 (Inkliizyon cisimcikli rinitis
virdisi)

e Bovine herpesvirus 4 (bovine cytomegalovirus)
e Murid herpesvirus 2 (Rat cytomegalovirus)
e Caviid herpesvirus 1 (guineapig cytomegalovirus)

Roseolovirus

e Insan herpesviriis 6; hastaliklar: erythema subitum,

roseola infantum

Lymphocryptovirus

einsan herpesviriis 4 ya da Epstein-Barr virus;
hastaliklar, mononiikleozis, Burkitt's lymphoma,
nazofarengeal karsinom, Hodgkin's disease

Rhadinovirus

eHuman herpesvirus 8, Saimiriine herpesvirus 2
eAlcelaphine herpesvirus 1; hastalik: Bovine
Malignant Catarrhal Fever

eEquine  herpesvirus 2 causes  equine
cytomegalovirus infection.

e Equine herpesvirus 5

(King ve Alroy 1996, Mayo 2005, Davison ve ark 2009)


http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/en/Lymphocryptovirus
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http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/en/Bovine_malignant_catarrhal_fever
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1.1.3. Herpesviriislerin yapis1 ve BHV-5 genomu

Herpesvirtisler cift iplikli DNA igeren, ikozahedral kapsid simetrisine sahip, zarfl
virtslerdir (Roizman ve ark 1992). Cift iplikli DNA genomu lineer yapidadir (Delhon ve
ark 2003). Viral genomu ikozahedral simetride 162 kapsomerden olusan 100-110 nm c¢a-
pinda bir kapsid ¢evrelemektedir (Thiry ve ark 2006). Zarfli viriis 120-200 nm ¢apindadir
(Baringer ve ark 1994, King ve Alroy 1996, Carter ve ark 2006). Nikleokapsidin etrafinda
konak hiicre nukleus membranindan viriis tarafindan olusturulmus lipid bir zarf bulunur.

Zarf Uzerinde poliaminlar, lipidler ve glikoproteinler bulunmaktadir (Brum ve ark 2010).

Bu glikoproteinler 12 adettir ve gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL, gM, gJ ve gN
olarak adlandirilmiglardir (Brum ve ark 2010). Glikoproteinler antijenik yapida olup, ko-
nakta immun yanit olusturmakta ve her viriise ayirt edici 6zellik kazandirmaktadir. Biitiin
herpesvirlslerde gB, gH, gL ve gM bulunur. BHV-5te bunlara ek olarak virisin
norovirulensi icin oldukca 6nemli olan gE ve gl da yer almaktadir (Chowdhury ve ark
2000, Delhon ve ark 2003, Brum ve ark 2010). Glikoproteinlerin virtsin hiicre icine gir-
mesi silirecinde 6nemli rolleri vardir (Silva ve ark 2010). Bunlar sirasiyla; virion zarfi ve
konak hiicre membranlarin fiizyonu, viriis partikiiliiniin hiicre i¢ine girisi, viriisiin hiicreden
hiicreye gegisi, virlis tarafindan indiiklenen hiicrelerin flizyonu ve konak¢i immun siste-
minden kagis olarak belirtilebilir (Thiry ve ark 2006). Glikoproteinler bir veya daha fazla
bulunan hidrofobik kisimlar1 (domain) ile hiicre reseptoriine tutunabilirler (Baringer ve
Pisani 1994, Steiner ve ark 2010). Herpesviriisler viral zarf ve konak¢1 hiicre membraninin
flizyonu ile hucre icine girerler (Thiry ve ark 2006). Bunlarin disinda glikoproteinler, ko-
nagin immun sistemi ile etkilesime giren anahtar elemanlardir (Cardoso ve ark 2010a). gC
kompleman sisteminin C3b komponentine baglanir (Silva ve ark 2010). gE ve gl
immunglobulin G’nin (IgG) Fc bolgesine baglanarak bir kompleks olustururlar (Delhon ve
ark 2003, Silva ve ark 2010). Glikoprotein D’nin hayvan deneylerinde nétralizan antikor
tiretimini indiikledigi gosterilmistir (Nandi ve ark 2009).

BHV-5 genomu 138,390 baz ¢ifti (bp) uzunlugundadir ve %75 oraninda G+C kom-
pozisyonundan olusur (Chowdhury 1995, Delhon ve ark 2003, Maidana ve ark 2011). To-
tal genom iki temel sekans biriminde incelenir (Meyer ve ark 1999). Bunlar; 104,054 bp
uzunlugunda uzun birim (UL) ve 12,109 bp uzunlugunda kisa birimdir (US) (Engelhardt

ve Keil 1996, Chowdhury ve ark 2002). Bu diizen D tipi herpesviral genom olarak adlandi-
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rilir. BHV-5’te 72 gen bulunur (Chowdhury ve ark 2000). UL sekansi 60 gen igerir. Bunla-
rin baslicalarr; UL5, UL15, UL29 ve UL39 DNA replikasyon surecinde rol alirken,
tegument UL14 ve UL48, kapsid UL19 ile iliskilidir (Delhon ve ark 2003). Ornegin
UL44’iin kodladig1 glikoprotein C (gC5) noroviriilens i¢in gerekli degilken norotropizm ve
¢ok sayida replikasyon igin olduk¢a onemlidir (Liman ve ark 2000). Bu protein
Alfaherpesviriisler i¢in konakgr hiicrenin ylizey glikanlarina baglanmada primer aracidir
(Baines ve Roizman 1991, Liman ve ark 2000). Kisa birim olan US bdolgesi 8 genden olu-
sur. Bunlar US1.67, US2, US3, US4, US6, US7, US8 ve US)’dur (Delhon ve ark 2003,
Engelhardt ve Keil 1996). Ornegin US bdlgesinin sonunda yer alan US1.67 geni viris-
konakg1 interaksiyonlarinda 6nemli yer tutar (Delhon ve ark 2003). Zarf ile kapsitin ara-
sinda bulunan materyal tegiiment olarak adlandirilir (Baines ve Roizman 1991). TegUment
cok sayida genin iiriinlerini ve yaklasik 20 protein igerir. Tegiimentte bulunan UL41 adli
gen tarafindan kodlanan “virion host shut off protein” (VHS) konak mRNA’sinin
yikimlanmasini indiikleyerek konagin protein sentezini durdurur (Roizman ve Sears 2001,
Whitley ve Roizman 2001). VHS, substrat spesifitesi gosteren bir endoriboniikleazdir.
VHS buitin Alfaherpesvirislerde homologdur (Baringer ve Pisani 1994, Steiner ve ark
2010). VHS virion iginde bulunur ve viriisiin replikasyonunun erken fazinda konagin pro-
tein sentezinin durdurulmasina aracilik eder. VHS proteininin bahsedilen bu &zelliklerini
ortaya koymasi i¢in bazi enzimlerin ¢alismas1 gerekir. Ornegin, herpes simpleks viriiste ve
BHV-5’te bulunan UL13 proteini bir viral protein kinaz olup, ICP0’1n (Infected cell prote-
in), ve baz1 proteinlerin sentezini diizenler (Baines ve Roizman 1991). UL13 proteini, VHS
proteinini fosforilleyerek aktif hale getirip etkili olur. Bu sekildeki etkisiyle UL13 geninin,
virlisin konagin protein sentezini durdurmasi i¢in olduk¢a onemli oldugu goriilmektedir

(Roizman ve Sears 2001, Whitley ve Roizman 2001).

1.2. Epizootiyoloji

Sigir herpes 5 viriisii (BHV-5) sigirlarda sporodik olarak seyreden, nonpurulent
meningoensefalitis ile sonu¢landiginda genellikle 6liimciil olabilen viral patojendir (Caron
ve ark 2002, Cardoso ve ark 2010b). Sigirlarda sekillenen viral meningoensefalitisler igeri-

sinde herpesviriis ailesinin olusturdugu enfeksiyonlardan sorumlu tutulan BHV-1’in



norojenik alt tipi yerine son yillarda BHV-5 enfeksiyonlarinin neden oldugu goriilmekte-

dir. (Asbaugh ve ark 1997, Jones ve Chowdury 2008, Steiner ve ark 2010).

BHV-5’in neden oldugu meningoensefalitis salginlari diinyanin ¢esitli yerlerinden
rapor edilmistir (Perez ve ark 2002, Cardoso ve ark 2007, Pedraza ve ark 2010). Sonradan
BHV-5 enfeksiyonlar1 olarak adlandirilan herpesviriis ensefalitleri seklinde goriilen ¢esitli
salginlar 1962°den beri bilinmekteydi (Cardoso ve ark 2010a-2010b). Enfeksiyon en ¢ok
Guney Amerika’dan (Arjantin, Brezilya) bildirilmekle birlikte (Perez ve ark 2002, Cardoso
ve ark 2007, Pedraza ve ark 2010), Avustralya, Kuzey Amerika ve Avrupa’da da goruldi-
gi vurgulanmistir (Pedraza ve ark 2002, Cardoso ve ark 2007). Amerika Birlesik Devletle-
rinde sigir ensefalitisleriyle iliskilendirilen enfeksiyon; Avrupa’da italya ve Macaristan’da
izole edilmis olup, Almanya ve dogu Avrupa iilkelerinde de biiyiik olasilikla bulundugu

diistiniilmektedir (Cardoso ve ark 2007, Maidana ve ark 2011).

Neonatal buzagilar ve 6 aylik yasa kadar olan buzagilar enfeksiyondan etkilenir
(Belknap ve ark 1994, Cascio ve ark 1999). Neonatal ya da 3 aylik yasa kadar olan buzagi-
lar sinirsel semptomlarin siddetli oldugu klinik bulgular gosterebilirler (Belknap ve ark
1994). Ozellikle neonatal hayvanlarda ani 6ltimler gérilebilir (Belknap ve ark 1994). Yas-
lar1 4-5 aylik olan hayvanlarda klinik hastalik bulgusu goriilmeden histopatolojik lezyonlar
sekillenebildigi rapor edilmistir (Cascio ve ark 1999, Caron ve ark 2002). Hastaligin 6zel-
likle 6-8 aylik yastaki hayvanlari etkiledigini ve bu yastan daha biiyiik sigirlarda enfeksi-
yonun goriildiigii de belirtilir (Maidana ve ark 2011). Intranasal inokulasyonu takiben ilk
haftada hafif ya da orta dereceli rinitis ve konjuktivitis gortlir (Belknap ve ark 1994).
Herhangi bir klinik bulgunun goriillmedigi asemptomatik olgular da mevcuttur. Bu noktada
hayvanlar ya enfeksiyonu atlatarak iyilesirler ya da enfeksiyon norolojik forma kayar ve

hayvan 6lir (Caron ve ark 2002).

1.3. Patogenez

Virs, merkezi sinir sisteminin tim bdélgelerine olfaktor ve trigeminal yollar1 kullana-
rak noérondan ndrona yayilim gosterir (Belknap ve ark 1994, Lee ve ark 1999, Perez ve ark
2002, Vogel ve ark 2003). Tavsanlarin model olarak kullanildigi deneysel enfeksiyon ¢a-



lismalarinda merkezi sinir sisteminde viriis yayiliminin ana yolunun olfaktor yol oldugu
gosterilmistir (Lee ve ark 1999). Buzagilarda, viriis merkezi sinir sistemine dogru noronlar
boyunca yayilim gosterdiginden dolayr intranazal inokulasyondakine benzer sekilde
intravaginal inokulasyon sonrasi da oliimciil meningoensefalitis sekillenir (Lee ve ark
1999). Inokulasyon yollarmna gére viriis 6ncelikle lokal yangiya neden olur. Konjunktival,
nazal, vajinal yolla inokulasyon sirastyla konjuktivitis, rinitis ve vulvovaginitise neden olur

(Lee ve ark 1999, Thiry ve ark 2006, Cardoso ve ark 2010).

Deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarda hastaligin seyri, kullanilan viriis
izolatina, inokulasyon yoluna, hayvanin yasi ve immunolojik durumuna baglidir (Meyer ve

ark 1996, Lee ve ark 1999, Chowdhury ve ark 2000, Delhon ve ark 2003).

BHV-5 kisa bir replikasyon siklusuna sahiptir (King ve Alroy 1996). Latent enfeksi-
yon gangliyon néronlarinda mevcut olan viris yiku ile meydana gelir (Perez ve ark 2002).
Bu nedenle tekrarlayan enfeksiyonlar siklikla gorulir (Barringer ve Pisani 1994, King ve
Alroy 1996, Vogel ve ark 2003, Redaelli 2010, Steiner ve ark 2010). BHV-5’in neden ol-

dugu ensefalitislerin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir (Roizman ve ark 1992).

Intranazal inokulasyondan sonra primer enfeksiyonu takiben viriis solunum sistemi
mukozasinda ¢ogalir (Nandi ve ark 2009). 10-16 giin siire araliginda viriis ekstretlerde bu-
lunur ve atilabilir (Silva ve ark 1999). Enfeksiyon sonrasi ekstretlerdeki viriis miktar1 4. ve
6. giinlerde en yiiksek diizeye ulasir (Meyer ve ark 1996). Primer enfeksiyondan sonra ge-
¢ici viremi sekillenir ve viriis sekonder organlardan uzaklasir (Pedreza ve ark 2010). En-
feksiyon yayiliminin olasi li¢ yolu vardir. Bunlar kan, sinir sistemi ve hiicreden hiicreye
yayilim yollaridir. BHV-5 solunum sistemi epitellerinde ¢ogalmay: indiikler ve biiyiik ola-
silikla intraaksonal transport mekanizmasiyla sinir sistemine ulasir (Vogel ve ark 2003).
Periferal sinir sistemi noronlari; 6zellikle nazal mukozanin trigeminal ganglion hiicreleri ve
olfaktor hiicreleri enfekte olur (Lee ve ark 1999). Virls, merkezi sinir sisteminin tum bol-
gelerine olfaktor ve trigeminal yollarli kullanarak nérondan nérona yayilim gosterir (Thiry

ve ark 2006).



1.4. Bulgular

Inokulasyon yollarina gére viriis dncelikle lokal yangiya neden olur. Konjunktival,
nazal, vajinal yolla inokulasyon sirastyla konjuktivitis, rinitis ve vulvovaginitise neden olur

(Lee ve ark 1999, Thiry ve ark 2006, Cardoso ve ark 2010).

Klinik olarak enfeksiyondan etkilenen hayvanlarda, seréz burun akintisi ve aksirma;
cevreye karsi ilgisizlik ve anoreksi gorulur (Ely ve ark 1996, Caron ve ark 2002, Cardoso
ve ark 2010). Norolojik belirtiler anoreksi ve depresyonla baglayan ¢enenin sikilmasi, dis
gicirdatma ve hipersalivasyondur. Bir sonraki asamada, kaslarda tremorlar, nistagmus,
opistotonus, ataksi, inkoordinasyon, kendi etrafinda donme ve kafay1 bir yere dayama gibi
nobet benzeri durum sekillenir (Ely ve ark 1996, Caron ve ark 2002). Bu semptomlarin
takibinde 6limle sonuglanacak olan yatalak olmayi takiben goriilen pedal ¢evirme hareket-
leridir (Perez ve ark 2002).

Nekropside belirgin bir makroskobik bulgu bildirilmemistir. Karakteristik lezyon
yoktur. Brezilya’da birka¢ olguda latent enfeksiyonlarin reaktivasyonu sonucu
polioensefalomalasi goriildigii bildirilmistir (David ve ark 2007, Cardoso ve ark 2007,
Cardoso 2010).

Histopatolojik olarak, merkezi sinir sistemindeki lezyonlar; beyinin gesitli bolgele-
rinde olmakla birlikte Ozellikle frontal ve pariyetal korteks ile talamusta gsekillenen
meningitis, mononiklear perivaskiler hiicre infiltrasyonlari, satellitozis, fokal ya da diffuz
gliozis, hemoraji, dejenerasyon, nekroz, ddem ve nadiren de astrositler ve néronlardaki
inkltzyon cisimcikleridir (Asbaugh ve ark 1997, Chowdry ve ark 1997, David ve ark 2007,
Silva ve ark 1999, Perez ve ark 2002, Cardoso ve ark 2010a, Pedraza ve ark 2010,
Machado ve ark 2013).

Immunohistokimyasal olarak, merkezi sinir siteminde néropilde ve kortekste yer
alan noronlarda antijenik pozitif boyanmalar goriiliir. Ayn1 zamanda benzer pozitif reaksi-
yonlar prolifere olmus glial hiicrelerde de mevcuttur (Belknap ve ark 1994, d’Offay 1995,
Vogel ve ark 2003, Cardoso ve ark 2010a, Machado ve ark 2013).
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1.5. Apoptozis ve Viral Enfeksiyon

Programlanmis hiicre 6liimii ya da hiicre intihar1 olarak da bilinen apoptozis; ¢ok
hiicreli organizmalarin organogenezisi sirasinda ya da gelisimini tamamlamis canlilarda
hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen, hasar gérmiis ya da potansiyel olarak
timoral yatkinligi olan hiicrelerin uzaklastirilmasinda bagvurulan bir hiicre intihar meka-
nizmasidir (Wyllie 1980, Alles ve ark 1994, Nagata 1997, Cohen 1998, Irie ve ark 1998,
Ferri ve Kroemer 2001, Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu 2002, Koyama ve ark 2003, Boya ve ark
2004, Elmore 2007). Bir baska deyisle, biyolojik siirecini tamamlamis ya da hasarl1 hiicre-
lerin, genetik olarak kendilerinde kodlanmis intihar programini devreye sokarak, programli
bir sekilde ve diger saglikli hiicrelere zarar vermeden yasamlarini sona erdirmeleri olarak

da tanimlanabilir (Lawrence ve ark 1997, Cohen 1998, Irie ve ark 1998, Oztiirk 2002).

Apoptozis, dokuda hiicrelerin tek tek Oliimiinii tanimlayabilmek i¢in Yunanca’da
“agaclarin yapraklarint dokmesi” anlamina gelen apo=ayri, ptosis=diisen kelimelerinden
tiretilmistir (Gewies 2003, Koyama ve ark 2003). Fizyolojik olarak olusan hiicre 6limii,
uzun yillardir bilinmesine ragmen “apoptozis” terimini ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie
ve Currie adindaki patologlar, saglikli karaciger dokusundaki hepatositlerin fizyolojik hiic-
re Oliimiinii belirtmek amaciyla, mitozun karsit anlaminda kullanmiglardir (Wyllie 1980,
Green ve ark 1998, Oztiirk 2002, Koyama ve ark 2003, Boya ve ark 2004). Bundan sekiz
yil sonra ilk kez Wyllie (1980), apoptozisi glikokortikoid eklenen doku kiiltiiriinde olgun-

lasmamis timus hiicrelerinde deneysel olarak olusturmayi basarmistir (Wyllie 1980).

Programlanmis hiicre 6liimii, embriyogenezis, organ involiisyonu (&rn: timus), im-
miinolojik reaksiyonlar ve diferansiye hiicrelerin yagam siirelerinin sonlanmasi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda yer almaktadir (Wyllie 1980, Cooper 1994, Lawrence ve ark 1997,
Gewies 2003, EImore 2007).

Apoptozis, fetusta normal doku gelisiminin saglanabilmesi i¢in kullanilan temel me-
kanizmadir (Alles ve ark 1994). Bununla beraber, apoptozis eriskin doku gelisiminin siir-
durtlmesinde de anahtar bir rol oynar (Cohen 1998, Erdogan ve Uzaslan 2003, Gewies
2003). Eriskin dokularda, hiicre biiylimesi ve apoptozis bir denge i¢indedir (Lawrence ve
ark 1997). Bu dengenin bir yone kaymasi gesitli patolojik durumlara yol agmaktadir (Coo-
per 1994). Doku homeostazisi yani yeniden yapimin ve yikimin bir diizen ig¢inde olusu,

apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikl bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir (Erdogan ve
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Uzaslan 2003, Gewies 2003). Son yillarda, bu dengedeki bozulmalar birgok 6nemli hasta-
ligin olusumunda ve patogenezisinde rol aldig1 gosterilmistir (Nagata 1997, Koyama ve ark
2001). Hiicre gruplarinda apoptozis mekanizmasindaki aksamalar, cesitli neoplastik olu-
sumlar, otoimmun hastaliklar ve viral enfeksiyonlarin patogenezisinde énemli roller iist-
lenmektedir (Cooper 1994, Cohen 1998, Koyama ve ark 2001, Kiiltiirsay ve Kayikg¢ioglu
2002, Ozansoy ve Basak 2002). Ornegin, hiicre proliferasyonundaki artis ve apoptozisteki
azalma, karsinogenezisde en 6nemli bulgudur (Alles ve ark 1994, Erdogan ve Uzaslan
2003).

Apoptozis, hiicrenin yasam siklusunda yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar
(Cooper 1994, Cohen 1998, Gewies 2003). Kemik iliginde hiicre iiretimi devam ederken,
giinde yaklasik 5x10™ kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir (Cooper 1994). Her
saniye yaklasik bir milyon hiicre apoptozisle viicuttan uzaklastirilmaktadir (Alles ve ark
1994). Fizyolojik olarak 6len bu hiicrelerin yerine yenileri yapilirken; yapim (mitoz) ve
yikim (apoptozis) arasinda kontrollii bir denge vardir (Cooper 1994, Cohen 1998, Gewies
2003).

Apoptozisin hizinin bozuldugu yani yavasladigi veya arttig1 hallerde gesitli hastalik-
lar ortaya ¢ikar (Searle ve ark 1982, Ozansoy ve Bahar 2002). Apoptozisin yavasladigi
hastaliklara 6rnek olarak otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilirken, gereksiz yere olus-
tugu veya hizlandig1 hastaliklara ise nérodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diya-
bet ve AIDS gibi viral hastaliklar 6rnek gosterilebilir (Searle ve ark 1982, Ameisen ve
Capron 1991, Alles ve ark 1994, Douglas ve ark 1994, Kerr ve ark 1994, Fukumori ve ark
1998, Irie ve ark 1998, Koyama ve ark 2001, Ozansoy ve Bahar 2002). Bunun yan1 sira
cesitli ¢cevresel uyarilar apoptozisi baslatabilir (Koyama ve ark 2001). Hemen hemen tim
hiicrelerde radyoaktif 1sinlar, yangisal sitokinler, immunoregulator sitokinler, oksidatif
stres, redoks potansiyelindeki degisiklikler, biiyiime faktorleri veya trofik faktorlerin or-
tamdan kaybolmasi, mekanik stres gibi durumlarda apoptozis tetiklenebilir (Cooper 1994,
Douglas ve ark 1994). Hicrelerde antioksidan enzim yetersizliklerine bagli reaktif oksijen
radikallerinin artis1 ile de apoptozis tetiklenebilir (Searle ve ark 1982, Cohen 1998). Viral
bir enfeksiyon sirasinda, normal sartlarda viriisler enfekte ettikleri hiicrede kendi proteinle-
rini konak hiicreye sentezletirler ve hiicrenin kendisi i¢in gerekli proteinlerin yapimini dur-
dururlar (Koyama ve ark 2001). Bu yiizden viriisle enfekte olmus hiicrede apoptozis indiik-
lenir ve hicre 6lur (Cohen 1998). Boylece viriis kendisini de yok etmis olur. Fakat bazi
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virtsler, (6r: Ebstein-Barr virls veya insan Papilloma virusi) enfekte ettikleri hicrenin
apoptozise gitmesini baskilayan yollar gelistirmislerdir (Alles ve ark 1994, Thompson
1995). Bu virlslerden Ebstein-Barr viriis, apoptozisin uyarimini kontrol eden regiilatorler-
den biri olan Bcl-2’ye (B cell lymphoma-2, Bcl-2) benzer molekdller Ureterek ve de Bcl-2
tiretimini enfekte ettigi hiicrenin sentezlemesini saglayan molekiiller iireterek apoptozise
engel olmaktadir (Henderson ve ark 1991, Cooper 1994, Reed 1994, Irie ve ark 1998).
Papilloma virls ise apoptozisi engellemek icin gucli bir apoptozis indlkleyicisi olan
p53’in etkinligini 6nlemektedir (Douglas ve ark 1994, Thompson 1995, Everett ve Mc
Faden 1999).

1.5.1 Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozis, nekrozdan farkli olarak dokuda belli bir bolgedeki tum hdcreleri etkile-
mek yerine, daginik olarak tek tek hiicrelerde dikkati ¢eker ve de tipik bir yangisal degisik
olusturmaz (Kerr ve ark 1994, Boya ve ark 2004, EImore 2007). Apoptoziste en belirgin
morfolojik degisiklikler ¢cekirdekte sekillenir, genellikle ¢ekirdekte kromatin yogunlasir ve
DNA pargalanir (Carson ve Riberio 1993). Elektron mikroskopta daha iyi gozlenebilen ilk
morfolojik degisiklik; kromatinin ¢ekirdek membrani boyunca yogunlasarak degisik boyut-
ta yarim ay ya da oval sekillerde gortlmesidir (Kerr ve ark 1994, Gewies 2003, Elmore
2007). Diger bir 6nemli degisiklik ise, normalde hiicre membraninin i¢ yiiziinde bulunan
fosfotidilserinin aminofosfolipid transferaz enzimi araciligi ile membranin dis yiizeyine
dogru yer degistirmesidir (Boya ve ark 2004). Bu degisim fagositoz i¢in, apoptotik hiicre-
lerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasina olanak saglar (Behnia ve ark
2000). Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidilserin ile

baglanir ve fagositozu uyarir (Cohen 1998).

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP- biotin nick
end-labeling) yontemde DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun nedeni DNA’nin
endonukleaz ile oldukca diizenli bir bicimde nlikleozomlar arasi1 bolgelerden 180-200 baz
cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak bicimde kirilmasidir
(Walker ve ark 1993, Walker ve ark 1994, Gewies 2003). Normalde bir hiicrede birbirini
takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve
hiicre onarim1 olanaksiz hale gelir (Tornusciolo ve ark 1995, Narula ve ark 1997).
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Cekirdekeik kromatini, ¢ekirdek merkezinde osmiofilik graniil kiimeleri olusturmak
tizere dagilir. Merkezde kiimelenen ¢ekirdek kromatininin i¢ yizeyinde fibriler proteinler
birikerek yogun graniiler kitle olusturur (Cooper 1994, ElImore 2007). Cekirdekteki bu de-
gisiklerle es zamanl olarak apoptotik hiicreler, diger hiicrelere tutunmasini saglayan yU-
zeysel yapilarini kaybederek, komsu hiicrelerden ayrilir (Narula ve ark 1997). Apoptotik
hiicreler su kaybederek biiziigiirler, organeller birbirlerine yaklasirlar ve sitoplazma sivi
yogunlugu artar (Thomson 2001). Birka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’Un0 kaybederler. Bu
gOrinim, muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda akti-

vasyonun bozulmasindan kaynaklanir (Carson ve Ribeiro 1993).

Sitoplazmik mikroflamanlar hiicre yiizeyine paralel tabakalar olusturacak sekilde
yerleserek kiimelesmeler gosterirler (Carson ve Riberio 1993, Oztiirk 2002, Oniz 2004).
Hiicre membran biitiinligi korunur (Cummings ve ark 1997). Mitokondriler genellikle
normal yapilarim1 korurlar ve diger organeller genel olarak saglam olmalarina karsin, bazen
ribozomlarda biiziisme ve endoplazmik retikulumda gecici genislemeler goriilebilir
(Everett ve Mc Fadden 1999, Boya ve ark 2004). Bu genislemelerin sitoplazmadaki suyun
endoplazmik retikuluma gegmesi ile olustugu sanilmaktadir (Cummings ve ark 1997).
Apoptotik sirec ilerledikce, dilate olan sisternalar hiicre zar ile birleserek hiicre yiizeyine
dogru tomurcuklanmalar seklinde sitoplazmik ¢ikintilar olusmasina neden olurlar (Boya ve
ark 2004). Daha sonra bu tomurcuklar kromatin pargalarini da i¢eren apoptotik cisimcikle-
re ayrilirlar. Bu sirada hiicre halen yasamina devam ettirmektedir (Cummings ve ark 1997,
Kerr ve ark 1994).

Hiicre zar1 ile kapli olan DNA pargalar1 (Apoptotik cisimcikler) cevredeki hiicreler
ve makrofajlar tarafindan fagositozla uzaklastirilirlar (Cooper 1994). Apoptozis sirasinda
hiicre iceriginin hiicreler arasi ortama ¢ikmamasi ve proteolitik enzimler ya da toksik oksi-
jen salinimi olmamasi nedeniyle yangisal yanit gelismez (Cummings ve ark 1997, Behnia
ve ark 2000). Cok sayida hiicrenin apoptozisle yikimlandig patolojik olaylarda, ortamdaki
makrofajlar apoptotik cisimcikleri yeterince temizleyemezler ve uzaklastirilamayan
apoptotik cisimcikler sekonder olarak nekroza ugrayarak yangiy1 tetikleyebilirler (Searle
ve ark 1982).
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1.5.2 Apoptozisin Olusumuna Araciik Eden Belirtecler

Apoptozis ¢ok sayida ve ¢esitte mediator tarafindan diizenlenir (Cohen 1998). Bunlar
arasinda bazi iyonlar (Kalsiyum), molekuller (Seramid), genler (c-myc), proteinler (p53)
ve hatta organeller (Mitokondri) bulunmaktadir (Cooper 1994, Cummings ve ark 1997,
Green ve Kroemer 1998, Everett ve Mc Faden 1999, Boya ve ark 2004). Bazi madiatorler
hiicre tipine 6zgiindiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilir-
ler (Green ve Kroemer 1998, Boya ve ark 2004). Apoptotik siire¢ boyunca hiicre icine su-
rekli kalsiyum girisi olur (Cummings ve ark 1997). Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz akti-
vasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin akti-
vasyonunda ve hicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler (ElImore 2007). Fakat hicre-

ye kalsiyum girisi apoptozisin gergeklesmesi i¢in zorunlu degildir (Cooper 1994).

Bcl-2 ailesi, tiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs ),
bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-X;) genis bir ailedir (Reed 1994) (Cizelge 2, Ci-
zelge 3) (Kerr ve Harmon 1991, Reed 1994, Enari ve ark 1995, Koyama ve Adachi 1997,
Koyama ve ark 1998, Green 2005, EImore 2007). Bu ailenin tiyeleri kendi aralarinda homo
veya hetero-dimerler olustururlar (Lawrence ve ark 1997). Hiicrenin yasayabilirlik durumu
bu ailenin proapoptotik ve antiapoptotik liyelerinin rdlatif oranina baglidir (Henderson ve
ark 1991). Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in bazi hematolojik malignensilerde
prognostik deger tasidigi rapor edilmistir (Reed 1994, Gewies 2003). Ciinkii oranin artmasi
ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanir (Lagunoff ve
Carrol 2003, Boya ve ark 2004). Bu da prognozu belirleyici bir unsur olabilir (Reed 1994).
Yapilan ¢aligmalarda Bcl-2 geni, ilk olarak insan B hiicreli folikiler lenfomada tanimlan-
mustir (Henderson ve ark 1991, Carson ve Riberio 1993, Cohen 1998). Bcl-2’nin ayrica
mitokondri ile olan iligkisinden dolayr antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve bdylece
oksidan stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur (Cohen 1998, Green
ve Kroemer 1998, Boya ve ark 2004).
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Cizelge 2. Apoptozis dizenlenmesinde etkili genler.

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indikleyen genler

e Bcl-2 ailesinden

e Bcl-2 ailesinden
BHRL-1, bel-xl, bel-w, bfl-1, brag-1, 5 "5 ¢ Bak. Bel-xS, bad. bik, Hrkl

mcl-1, Al
e c-abl geni e C-mycC
e ras onkogeni e p53,p21
e e fas (CD95/AP0O1), FADD / MORT,
e cOzlnebilir fas RIP. FAST

e interlokin doniistiiriicii enzim benze-
ri proteinler ( ICE)

e LOH (MTS1/CDK41)

e p35
e A20

(Kerr ve Harmon 1991, Reed 1994, Enari ve ark 1995, Koyama ve Adachi 1997, Koyama
ve ark 1998, Elmore 2007)
Cizelge 3. Bcl-2 uyeleri.

Antiapoptotik Proapoptotik
Bcl-2 Bax Blk
Bcel-xI Bod Bak

Boo Bcl-xs
Bcl-w Bid

Al Bim
Mcl-1

(Reed 1994, Koyama ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998, Green 2005, EImore 2007)

Apoptozisin dizenlenmesinde goérev alan Cysteine Aspartate Spesific Protease’lar
(Caspase/Kaspaz) olarak adlandirilan proteazlar aspartik asitten sonraki peptid bagini ki-
rarlar (Cooper 1994, Green ve Kroemer 1998, Thornberry ve Lazebnik 1998, Wang 2000,
Boya ve ark 2004). Aktif merkezlerinde sistein bulundugundan bu isim verilmektedir
(Thornberry ve Lazebnik 1998). Hicrede inaktif (Zimojen) olarak bulunurlar ve

proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler (Green ve Kroemer 1998).
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Baslatici kaspazlar veya etkin kaspazlar olarak siniflandirilabilirler (Cizelge 4).
Kaspaz aktivasyonu (Dimerizasyonu) ya hicre yiizey 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ya
da kaspaz-9 baglayici protein olan apoptotik peptidaz aktivator faktor-1 (Apaf-1)’in
oligomerize olmak (zere indiklenmesi ile gerceklesir (Thornberry ve Lazebnik 1998,
Wang 2000, Liston ve ark 2003). Apaf-1’in induksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden
saliverilmesi ile gergeklesir (Green ve Kroemer 1998, Thornberry ve Lazebnik 1998, Boya
ve ark 2004).

Memelilerde belirlenen toplam 14 kaspazin 12 tanesi insanda tespit edilebilmistir
(Carson ve Riberio 1993, Wang 2000). Her ne kadar tim kaspazlar direk olarak apoptozis
mekanizmalarinin igerisinde yer almasa da hepsinin organizmada biyolojik énemi bulun-
maktadir (Cooper 1994, Green ve Kroemer 1998, Wang 2000, Boya ve ark 2004). Orne-
gin, Kaspaz-1, 4 ve 5 yangisal sitokinlerin dncii molekiillerinin yapimini diizenler. Ozellik-
le pro-interlokin-13 (Pro IL-1B) ve pro-IL-18 diizenlenmesi bu kaspazlarin kontroliindedir
(Wang 2000, Liston ve ark 2003).

Interldkin-1 beta converting enzim (ICE veya kaspaz-1) genis kaspaz ailesinin ilk ta-
nimlanan tiyesidir (Cooper 1994). Kaspazlar benzer aminoasit dizilimine sahiptirler, yapi-

sal ve substrat spesifikligi de benzer 6zellikleri paylasir (Wang 2000).

Cizelge 4. Kaspazlarin siniflandiriimasi.

Kaspaz Ozellikleri

Uzun prodomaine sahip Dbaslatict

Grup I (Bas- 2,8,9,10 kaspazlardir. Kaspaz 6 kisa prodomaine
laticr) sahiptir.

Kisa prodomaine sahip etkin
Grupll 3,6,7 kaspazlardir. Kaspaz 2 uzun prodomaine
(Etkin) sahiptir.
Grup NI 1(ICE), 4,5, 11, 12, 13, 14 Yangisal yanitin diizenlenmesinde rol

oynar.

(Koyama ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998, Liston ve ark 2003)
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Seramid, membrana bagl asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir {iriiniidiir. Plazma

membran hasarina karsi bir sinyal oldugu diistinilmektedir (Cummings ve ark 1997).

p53, hiicrede bir sekilde (Radyasyon, kemoterapi) DNA hasar1 olustugunda, eger ha-
sar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1
tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir (Carson ve Riberio 1993, Cooper 1994, Everett ve
Mc Faden 1999). Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53
apoptozisi indiikler ve bu sekilde p53’tin apoptozisi indiiklemesi, Bax’in ekspresyonunu
arttirmasi ile Bcl-2/Bax oranimi degistirmesi yoluyla gergeklesir (Everett ve Mc Faden
1999). Baz1 viriisler (Papillom virist, adenoviris tip 12) ya p53’Q inaktive ederek ya da
Bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, ancak apoptozisten kurtulan bu enfekte hiicreler

viriisle indiiklenen karsinogenezis mekanizmasina yenik diiserler (Kerr ve Harmon 1991).

Sitokrom c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir pro-
teinidir (Cooper 1994, Boya ve ark 2004). Apoptozis surecinde merkezi bir konuma otur-
mustur. Bu yiizden de sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi, apoptozis
yoluna girmis bir hiicrede apoptotik 6limiin gergeklesmesi i¢in oldukg¢a 6nemli bir safthadir
(Cummings ve ark 1997, Gewies 2003). Mitokondriden apoptozis indikleyici faktor (AlF)
ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom c, sitoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanir ve
onu aktive eder, ardindan ATP’ninde katilimiyla inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-
9 haline dontismesiyle apoptozom adi verilen bir kompleks olusur (Lawrence ve ark 1997,
Mason 1999, Wang 2000). Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’u aktive
eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD)
inaktiflestirir, boylece ICAD’nin bagladigi1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD)
serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin yogunlas-
masina ve oligoniikkleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (Cooper 1994,
Thornberry ve Lazebnik 1998). Buraya kadar anlatilan kaspaz bagimli mekanizmanin yani
sira kaspaz bagimsiz apoptozis varligi da bilinmektedir (EImore 2007). Kaspaz bagimsiz
apoptozis yine mitokondriden saliverilen bir faktor olan AIF etkisiyle gerceklestirilir (Ma-
son 1999, Wang 2000). Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezle-
rinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir
(Cummings ve ark 1997, Green ve Kroemer 1998, Wang 2000, Gewies 2003, Boya ve ark
2004). Kaspaz selalesi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz-9’un akti-

vasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden
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olabilirler (Irie ve ark 1998, Wang 2000). Bir kaspaz inhibitorleri ailesi olan 1AP’ler
(Inhibitors of apoptosis) kaspazlari selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik meka-
nizmay1 durdururlar (Lawrence ve ark 1997, Liston ve ark 2003). Bu inhibitorler bircok
malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler. IAP’ler ayrica hiicre siklusunu da

etkileyerek apoptozisi durdurabilirler (Mason 1999).

Granzimler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya timor hicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkin rol alirlar (Lawrence ve ark 1997, Gewies 2003, Elmore 2007).
Perforinler ve granzimler normal olarak sitotoksik T-lenfositlerin ve dogal katil hiicrelerin
sitoplazmik grandllerinde bulunurlar (Douglas ve ark 1994). Sitotoksik T-lenfositlerin he-
def hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve bu perforinler hedef hiicrenin
membranina baglanarak membranda porlar meydana getirirler (Thomson 2001). Porlar,
sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol agar (Gewies 2003). Perforinin berabe-
rinde salgilanan ve bir serin-proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye gir-
mesiyle hicre iginde prokaspaz-8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz selalesi baslatilir ve bu
da enfekte hiicreyi veya kanser hticresini apoptozise goturir (Douglas ve ark 1994, Kerr ve
ark 1994, Thornberry ve Lazebnik 1998, Gewies 2003).

1.5.3. Apoptozisin Olusum Mekanizmalari

Apoptozis memelilerde 6liim sinyalinin kaynagina bagli; mitokondri aracili igsel
(Iintrinsik) ve 6lum reseptor aracili digsal (Ekstrinsik) yollarla gerceklesir (Cooper 1994,
Cummings ve ark 1997, Ferri ve Kroemer 2001, Elmore 2007). Buna ilaveten apoptozis
endoplazmik retikulum stres yoluyla da indiiklenebilmektedir (Cizelge 5). Igsel yol
onkogen aktivasyonu, DNA hasar1 gibi hiicrenin kendisinden kaynakli ¢ok ¢esitli sinyaller
tarafindan tetiklenir (Everett ve Mc Fadden 1999, Ferri ve Kroemer 2001). Dissal yolda
ise, apoptozis genellikle stitokinlerin hiicre zarinda bulunan 6liim reseptorlerine baglanma-
s1 sonucu baslatilir. Bu yollarin fazlar1 bir grup sitosolik kaspazlar tarafindan yiirtitiiliir ve

duzenlenir (Wang 2000, Ferri ve Kroemer 2001, Boya ve ark 2004).
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1.5.3.1 I¢sel yol ile apoptozis mekanizmasi

Mitokondri i¢sel yol ile tetiklenen apoptozis siirecinde anahtar rol oynar (Green ve
Kroemer 1998, Green 2005). Cesitli apoptotik uyaricilar mitokondrinin dis zarinin gegir-
genligini arttirarak intermembranal boslukta bulunan sitokrom ¢, SMAC/DIABLO, AIF,
EndoG ve OMI/HTRA?2 gibi bazi proteinlerin sitoplazmaya gegisine yol acar (Liston ve
ark 2003). Mitokondri membran permeabilitesi Bcl-2 protein ailesi tarafindan siki bir se-
kilde diizenlenir (Henderson ve ark 1991, Nagata 1997, Ferri ve Kroemer 2001). Mito-
kondrinin dig zarinda olusan bu gecirgenlik artisi apoptozis siirecindeki en onemli kritik
devreyi olusturmakta ve Bcl-2 protein ailesinde bulunan proapoptotik (Bax, Bim, Bid, Bak,

Noxa) ve antiapoptotik (Bcl-2, BCIXL’ Bcl-w) proteinlerin karsilikli etkilesimleri ile yone-

tilmektedir (Henderson ve ark 1991, Koyama ve ark 2001). Mitokondri membran gecirgen-
ligindeki bu dengesizlik, sitokrom c’nin sitoplazmaya gecisine neden olarak apoptotik si-
reci geri doniisiimstiz olabilecek devreye iter ve hiicrenin 6liimden kagisini da olanaksiz

hale getirir (Boya ve ark 2004).

Saglikli hiicrelerde mitokondrilerin dis membranindaki Bcel-2 proteini Apaf-1 protein
molekiiliine bagli olarak bulunur (Ferri ve Kroemer 2001, Liston ve ark 2003). Hiicre
DNA’sinda olusan hasar Bcl-2 proteininin Apaf-1 molekiiliinden ayrilmasina neden olur
(Henderson ve ark 1991). Boylece denge proapoptotik proteinlerin yonunde bozulur ve s6z
konusu proteinler mitokondrinin dis zarinda porlar olusturarak intermembranal bosluktaki
proteinlerin sitoplazmaya kolayca ge¢isini saglar (Cummings ve ark 1997, Ferri ve
Kroemer 2001). Bu proteinlerden en 6nemlisi sitokrom c’dir (Gewies 2003). Sitokrom ¢
sitoplazmada monomerik Apaf-1 ile birleserek bu proteinin yapisinda degisiklige yol acar
ve bu bilesen ATP varliginda inaktif durumdaki kaspaz-9 enzimine baglanir ve
“apoptozom” adindaki kompleks bir yapiya doniisiir (Thornberry ve Lazebnik 1998, Ko-
yama ve ark 2001). Apoptozom da prokaspaz-9’u proteolitik 6zellikteki aktif kaspaz-9’a
doniistiiriir (Cummings ve ark 1997, Green ve Kroemer 1998). Aktif kaspaz-9 da kaspaz
ailesindeki diger inaktif kaspazlari aktive eder (Henderson ve ark 1991, Thornberry ve
Lazebnik 1998). Bu kaspazlardan en onemlileri kaspaz-3 ve kaspaz-7°dir (Green ve
Kroemer 1998, Liston ve ark 2003). Bu enzimler hiicredeki birgok yapiy1 enzimatik olarak
tahrip ederler ve apoptozisin sonlanmasinda kilit rol tstlenirler (Cummings ve ark 1997,

Green 2005). Bu reaksiyonlar kompleman veya pihtilasma mekanizmalarindakine benzer
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bir bicimde zincirleme reaksiyonlar seklinde olusur ve sitoplazmadaki yapisal proteinlerin
sindirimine, kromozomal DNA’nin par¢alanmasina, hiicrenin fagosite edilmesine yol acar-
lar (Green ve Kroemer 1998). Apoptozisin ilerlemesindeki bir diger kritik asama da nor-
malde sitoplazmada bulunan apoptozis inhibitérlerinin (XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-
IAP/livin, ILP2, NAIP, Bruce/Apollon ve survivin) inaktiflestirilmesidir (Green 2005). Bu
inaktiflestirme silireci mitokondri intermembranal bosluktan salinan SMAC/DIABLO ve
OMI/HTRAZ2 gibi proteinlerce gergeklestirilir (Cummings ve ark 1997, Ozansoy ve Basak
2002, Green 2005).

Icsel yolun temel bilesenleri (Basitten komplekse kadar) tiim 6karyotik tiirlerde ko-
runur (Liston ve ark 2003). Sonug¢ olarak hem ic¢sel hem de dissal yollarla gelisen
apoptozis, novoprotein sentezi eksikliginde ¢ok hizli bir sekilde indiiklenir (Cummings ve
ark 1997, Ferri ve Kroemer 2001). Baz1 viriisler apoptozisi digsal yolla indiikledikleri bildi-

rilse de, cogunun temelde kullandig1 mekanizma ig¢sel yoldur (Koyama ve ark 2003).

1.5.3.2. Digsal yol ile apoptozis mekanizmasi

Fas, TNF reseptorleri (TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1), DR3 ve DR6 hicre
membraninda bulunan integral proteinlerdir (Enari ve ark 1995). Reseptor kisimlari hiicre
yuzeyinde bulunur (Green 2005, EImore 2007). Bu reseptorlere FasL (CD95), TNF-a ve
gibi 6liim aktivatorlerinin baglanmasi ile hiicre zarinda reseptor kompleksi olusur (Enari ve
ark 1995). Bu reseptorler sitoplazmaya apoptotik sinyalleri iletirler. Olusan reseptor komp-
leksinin hiicre i¢indeki uzantilar1 olan FADD, TRADD, prokaspaz-8 ve prokaspaz-2 gibi
molekiilleri baglar ve olusan yap1 [DISC (Oliime neden olan sinyal kompleksi)] kaspaz-8’i
aktive eder (Cummings ve ark 1997, Thornberry ve Lazebnik 1998, Gewies 2003).
Kaspaz-8, kaspaz-9’a benzer bir mekanizma ile diger kaspazlari aktive eder ve sonugta
hiicrenin 6liimii ve fagositozu gerceklesir (Enari ve ark 1995). Ornegin, sitotoksik T-
lenfositler ve dogal katil hiicreleri viriis ile enfekte olmus hiicrelerin apoptotik Sliimiinii
Fas reseptorlerin uyarimi araciligi ile gergeklestirir (Erdogan ve Uzaslan 2003, Gewies
2003). Goriildiigii tizere apoptozisin igsel ve digsal yollart mitokondri noktasinda kesis-
mektedir ve apoptozisin bundan sonraki asamalari, kaspazlarin aktivasyonu gibi, her iki

yolda da ortaktir (Lagunoff ve Carrol 2003, Green 2005).
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1.5.3.3. Endoplazmik retikulum stres yolu

Endoplazmik retikulumda (ER) viral protein molekiillerinin yogun birikimi ER’nin
kivrimlarinin agilmasmna yol agarak, enfekte hiicrelerin ER aracili stres yolu ile
apoptozisine neden olabilmektedir (Ferri ve Kroemer 2001). ER’den salinan Ca*? ile bera-
ber hiicre icindeki Ca*? miktar: artar ve Ca*? DNA’nin niikleozomlar arasi bélgelerden dii-
zenli bir sakilde kirilmasinda rol oynayan endoniikleaz, transglutaminaz gibi enzimleri de
aktive eder (Cummings ve ark 1997, Everett ve Mc Fadden 1999, Mason 1999). Sonug
olarak, enfekte hiicrelerde viral proteinlerin kontrolsiiz sentezi, bu ER stres yolunun bazi
viriis iliskili apoptozis tiplerinde Onemli bir role sahip olabilecegini gdstermektedir

(Everett ve Mc Fadden 1999, Mason 1999).

Cizelge 5. Apoptozisin olusumunda {i¢ ana yol.

Yollar Karmasik Komponentler
Mitokondriye bagimli yol (igsel “Bax-Bak” mn oligomerizasyonu/ Mitokond-
yol) riden salinan sitokrom C/ Apoptozom for-

masyonu (Apaf-1+ prokaspaz 9)/ kaspaz 9 un
aktivasyonu

Oliim reseptédr aracili yol (Dissal TNF/TNFR baglanmasi/DISC formasyonu
yol) (Olime neden olan sinyal komplek-
si)/Kaspaz-8,-10 aktivasyonu

ER stres aracili yol ER’ deki viral glikoproteinlerin asir1 birikimi

DISC: Oluime neden olan sinyal kompleksi ER: Endoplazmik retikulum

(Koyama ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998)
1.5.4. Apoptozisin Tanis1

1972 yilinda ilk kez kullanilan apoptozis terimi hiicrede meydana gelen morfolojik
degisiklikleri ifade etmekteydi (Gewies 2003, Koyama ve ark 2003, EImore 2007). Bas-
langicta morfolojik kriterlere gore tanimlanan apoptozis, 80’li yillarin sonuna dogru
apoptotik hiicrelerde diizenli DNA kirilmalarinin olustugunun belirlenmesiyle TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP- biotin nick end-labeling)
yontemi gibi molekiiler biyolojik yontemler gelistirilmistir (Sgonc ve Wick 1994). Bunun

yaninda apoptotik siiregte gorevli bir¢ok biyokimyasal maddenin (Kaspazlar ve Bcl-2 ailesi
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tiyeleri vb.) belirlenmesiyle de apoptozisin tanisindaki yontem ¢esitleri daha da artmistir
(Henderson ve ark 1991). Histolojik ve elektronmikroskopik morfolojik degerlendirmeler
apoptozisin tanisina yardimei olmasina karsin, gliniimiizde artik molekiiler yontemler ya da
apoptotik belirteclerin belirlenmesiyle birlikte apoptozis tanisi kesinlestirilmelidir (Mangan
ve ark 1996, Gewies 2003, EImore 2007).

1.5.5. Viral Hastaliklarin Patogenezisinde Apoptozis

Apoptozisin, ¢ok hiicreli canlilarda viral enfeksiyonlara karsi onemli bir savunma
mekanizmasi olarak islev goérdiigii belirlenmistir (Carson ve Riberio 1993, Irie ve ark 1998,
Behnia ve ark 2000, Benedict ve ark 2002). Enfekte konak hiicrelerinin apoptozis yolu ile
yikimlanmalar1 sonucu viral replikasyon gerceklesemez ve bu sayede konak¢inin savunma
sistemi virlis enfeksiyonu tizerinde yok edici bir etki olusturur (Clem ve Miller 1993,
Pidler ve ark 1984, Benedict ve ark 2002, Koyama ve ark 2003). Ancak, ¢cogu viriis konak-
¢1 hiicre apoptozisine engel olmak igin gesitli stratejiler gelistirmislerdir (Carson ve Riberio
1993, Irie ve ark 1998). Bunun yaninda nekrozun apoptozise eslik ettigi ve virlise karsi
konak savunmasinda apoptozise katki sagladigi vurgulanmaktadir (Behnia ve ark 2000,

Koyama ve ark 2003).

Apoptozisin indiiksiyonu ve viral replikasyonun baskilanmasi arasinda gii¢lii bir ilis-
ki vardir (Clem ve Miller 1993, Irie ve ark 1998, Behnia ve ark 2000, Benedict ve ark
2002). Tek basina apoptozis ile viral replikasyon gelisiminin engellenebilecegi belirtilmek-
tedir (Clem ve Miller 1994, Irie ve ark 1998). Apoptotik yollar icerisinde pekcok faktor,
enfekte hiicrelerde antiviral reaksiyondan sorumluyken ayni zamanda makromolekl sen-
tez regulasyonunda da gorevlidir (Alcami ve Koszinowski 2000, Benedict ve ark 2002).
Bunlardan viriise ait antiapoptotik gen {iriinleri, apoptozisi engelleyerek viriis cogalmasina
olanak saglarlar (Clem ve Miller 1994, Alcami ve Koszinowski 2000, Benedict ve ark
2002). Herpes simpleks viris (HSV-1/DNA viris), Vezikiler stomatitis viriis (VSV/RNA
viriis) ve polioviriis (RNA viriis) ile yapilan invitro ¢aligmalarda; apoptozisi indiikleyici
Ozellige sahip sorbitol varliginda bile, bu viriislerin antiapoptotik genleri sayesinde
apotozisi baskilayarak viral gogalmay1 gerceklestirebildikleri gériilmiistiir (Clem ve Miller

1993, Koyama ve Miwa 1997, Koyama ve ark 1998, Koyama ve ark 2001). Bu ¢alismalar

23



viral hastaliklarin patogenezisinde apoptozisin énemli bir yere sahip oldugunu ortaya koy-

mustur (Clem ve Miller 1993, Pidler ve ark 1984, Koyama ve ark 2003).

1.5.6. Viriislerin Neden Oldugu Apoptozisin Simiflandirilmasi

Apoptozis, enfekte hiicrelerin viral etkenlere karsi gelistirdigi bir ¢esit savunma me-
kanizmasidir (Clem ve Miller 1994, Irie ve ark 1998, Benedict ve ark 2002). Evrim sre-
cinde viriisler, kendi ¢ogalmalarin1 6nlemek iizere enfekte hiicrelerin apoptozisle erken
Oliimiine kars1 koyabilmek i¢in birtakim yollar gelistirmisglerdir (Carson ve Riberio 1993,
Clem ve Miller 1993, Irie ve ark 1998). Viriislerin konak¢1 hiicrenin apoptozisinden kur-
tulmak i¢in kullandig: stratejiler ii¢ tipte siniflandirilmistir (Cizelge 6) (Koyama ve ark
2000).

Cizelge 6. Viriislerin apoptozis ile erken konakgi hiicre 6liimiiniin Ustesinden gelmede uy-
guladig stratejiler.

Stratejiler Ornekler

Tip 1. Apoptozis indiiklenmeden dnce hizli  \/gy/
¢ogalmayla yeni nesil virislerin olusumunu  NpV/,
tamamlamak Influenza virus

Poxviruslar
Herpesvirlsler

Tip 2. Antiapoptotik genlerin apoptozis Adenovirtsler

siirecini baskilamasi IF_’I(:{I/OVI ris

Sendaivirds

Papovaviris (HPV, SV40)
Tip 3. Gizli enfeksiyon; enfekte hiicrelerde
apoptozisin indiklenmesi icin gerekli sinyal Persiste enfeksiyona neden olan virtsler
yolu aktive edilmez

(Irie ve ark 1998, Koyama ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998, Benedict ve ark 2002)

Viriis iligkili apoptozis siirecleri hakkinda kisith bilgiler olmasina karsin, virlis
enfekte hiucrelerde, apoptozisin induklenme zaman ile viral replikasyon siklusu arasinda 4
farkl tipte iliski belirlenmistir (Cizelge 7) (Clem ve Miller 1993, Koyama ve Adachi 1997,
Koyama ve ark 1998). Bu dort siiflandirmanin {igiinde (Tip-1, 2, 3) apoptozisin indik-
lenmesi enfekte hiicrelerde gerceklesir. Tip-1 ve 2’de enfekte hiicrelerde yeni gen ekspres-

yonlarin1 gerektirmesine karsin, tip-3’de gerekli degildir (Koyama ve ark 2003, Elmore
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2007). Tip-3’te; konakg1 hiicrenin apoptozisi i¢in replikasyon yetenegi sinirli olan viral
ajanlar, protein sentezi (Cycloheximide) ve protein transkripsiyonu (Aktinomisin D) inhi-
bitorlerinin varliginda apoptozisi indiiklerler (Clem ve Miller 1994). Buna en iyi 6rnek,
herpes simpleks viris (Tip-1, tip-2) ve vezikiiler stomatitis virlis enfeksiyonlaridir (Koya-
ma ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998, Benedict ve ark 2002). Benzer durum, spesifik
genetik mutasyonlar ya da ultraviole 1smlarla tedavide de dikkati ceker. Tip-3’te;
apoptozisin, virionlarin hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi ya da bunu takiben viriisle-

rin hiicreye girmesiyle basladigi diisiiniilmektedir (Koyama ve ark 2003).

Cizelge 7. Viriis enfekte hiicrelerde, apoptozisin indiiklenme zamana ile viral replikasyon
siklusu arasindaki iligkiler.

Apoptozise Us- Viral Viras replikasyon )
Apoptozis hoptozise ug replikasyona  siklusunda indiik- Ornekler
rayan hicreler L
olan gereksinim leme zamani
Parvovirus B19
VSV
NDV
MV
. . Viriis ¢ogalmasiyla Influenzg virus
Tip 1 Enfekte hiicreler + es zamanls Regwrus
TGEV
Tavuk anemi
virls
Sindbis virus
La Crosse virus
Viris
replikasyonunun
Tip 2 Enfekte hiicreler + tamaggir;?r?:;ndan Mutant VSV
(Nonspesifik deje-
nerasyon
Vaccinia virus
. . . Reovirus
Tip 3 Enfekte hiicreler - Replikasyonsuz HSV-1, HSV-2
VSV
Tip 4 Enfekte/ E.r.]fekte i Ek uyarimla ya da HIV-1
olmayan hiicreler uyarimsiz

TGEV: Transmissible gastroenteritis coronavirus
HSV: Herpes simplex virus

MV: Measles viris

VSV: Vezikiler stomatitis viris

NDV: Newcastle disease virus

HIV-1: Human immunodeficiency virus tip 1

(Clem ve Miller 1994, Koyama ve Adachi 1997, Koyama ve ark 1998, Elmore 2007)
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Cogu RNA hayvan viriisleri enfekte hiicrelerde Tip-1 apoptozise neden olur (Carson
ve Riberio 1993, Irie ve ark 1998, Benedict ve ark 2002). Bu viriisler konakg1 hiicreye
kendi viral proteinlerinin sentezini yaptirirken hiicrenin ihtiyaci olan makromolekiiler pro-
tein sentezini de engellerler (Clem ve Miller 1994). Belirtilen bu bozukluk, biiyiik olasilik-
la icsel yol ile enfekte hiicrelerin apoptozisine yol acar (Irie ve ark 1998). Ayrica, konakgi
hiicrede viriis iliskili genlerin olusumu da gergeklesir (Benedict ve ark 2002). interferon
regulatory faktor (IRF-3) gibi gen iriinlerinden bazilart apoptozis olusturabilir
(Heylbroeck ve ark 2000). Bununla birlikte, viral proteinlerin fazla salinimi ER’de kivrim-
larin acgilmasina yol agarak, enfekte hiicrelerin ER aracili stres yolu ile apoptozisi olusa-

bilmektedir (Everett ve McFadden 1999, Ferri ve Kroemer 2001).

Buna karsin bazi viriisler bilinen bir tetikleyici olmadan da apoptozisi Tip-2 yolla in-
diikleyebilirler ve replikasyon sirasinda apoptozis olusmaz (Carson ve Riberio 1993). M
protein (Matrix protein) tasiyan mutant VSV susu ile enfeksiyon sirasinda gozlenen
apoptozis bu tip icerisinde degerlendirilir (Kopecky ve ark 2001). M proteinin apoptozisten
sorumlu oldugu disiintliir, ¢linkii hiicre kiiltlirlerinde yalnizca M protein salinimi
apoptozise neden oldugu goriilmiistir (Koyama ve ark 2003). Buna karsin yapisal
degisikliklige ugramig M protein tasiyan VSV’ nin diger bir mutant susunun, ancak viral
replikasyondan uzun siire sonra apoptozise yol agtig1 belirlenmistir (Kopecky ve ark 2001).
Bu olguda apoptozisin, M proteinin direkt etkisinden ziyade, enfeksiyondan uzun siire son-
ra enfekte hiicrelerdeki nonspesifik dejenerasyonunun bir sonucu olarak olustuguna yo-

rumlanmistir (Koyama ve ark 2003).

Tip-4 apoptozisin, viral partikiller ile hiicre reseptorlerinin etkilesimleri ya da
enfekte hiicrelerden salinan viral proteinler araciligiyla olustugu diistintlir (Irie ve ark
1998). Bu etkilesim, hiicrelerin enfekte olup olmamasina bagli olmaksizin hiicrelerde di-
rekt olarak apoptozis yollarinin indiiklenmesine neden olur (Ameisen ve Capron 1991). Bu
sekildeki apoptozis ilk olarak insanlarda Human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) enfek-
siyonunda CD4" T-lenfositlerin yaygm 6liimiinde belirlenmistir (Ameisen ve Capron 1991;
Meyaard ve ark 1994, Fukumori ve ark 1998, Koyama ve ark 2003). Ancak Acquired
Immune Deficiency Syndrome (AIDS) hastaliginda oldugu gibi diger retroviriisler de
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apoptozis konak¢1 savunmasinin aleyhine ¢alisarak enfeksiyonun siddetini daha da arttir-

maktadirlar (Ameisen ve Capron 1991, Fukumori ve ark 1998).

AIDS ve Feline immundeficiency virus (FIV) CD4" T-lenfositlerin progresiv ve
selektif azalmasiyla karakterize hastaliklardir (Ameisen ve Capron 1991, Fukumori ve ark
1998, Benedict ve ark 2002, Elmore 2007). immun hiicreleri 6ldiren bu virislerin
patogenezisi tam olarak aydinlatilamamistir (Fukumori ve ark 1998). HIV enfeksiyonu
sirasinda Olen ¢ogu T-lenfosit hiicrelerinin viriisle enfekte oldugu goriilmemistir ve bu
yuzden apoptotik T-lenfosit hiicre sayisi viriisiin direkt etkisiyle iliskilendirilmez (Ameisen
ve Capron 1991, Meyaard ve ark 1994, Fukumori ve ark 1998). Giiniimiize kadar yapilan
calismalarda HIV virlsuniin CD4" T-lenfositleri enfekte ettigi ve yiiksek 6liim oranina
ulasan bu hiicrelerin kandaki sayilarinin azaldigi disiiniilmekteydi (Cohen ve ark 1992).
Fakat son arastirmalar bu goriisii desteklememektedir. Insan kanindaki CD4" T-
lenfositlerin sadece 1/100.000’inin viriis ile enfekte oldugu saptanmistir (Cohen 1998). Bu
durumda enfekte olmamis ¢ok sayidaki CD4" T-lenfositlerin neden 61diigii sorusu giinde-
me gelmektedir. Mekanizma tam olarak halen anlasilamamakla birlikte, aragtirmalar bu
olayda apoptozisin rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Fukumori ve ark 1998). Bi-
tiin CD4" T-lenfositler (Enfekte olan ve olmayan) Fas reseptorleri eksprese ederler (Enari
ve ark 1995, Ferri ve Kroemer 2001, Erdogan ve Uzaslan 2003). HIV’in Nef adindaki ge-
ninin ekspresyonu HIV ile enfekte hicrelerde Fas Ligand molekdliniin hiicre yuzeyinde
cok miktarda eksprese edilmesine sebep olur (Meyaard ve ark 1994, Fukumori ve ark
1998). Enfekte CD4" T-lenfositlerin FasL’leri, enfekte olmayanlarin Fas reseptorleriyle
birleserek, saglikli CD4" T-lenfositlerin apoptozisinin indiiklenmesine neden olurlar (Enari
ve ark 1995). Sonug olarak, apotozis burada oraganizmanin yararina degil, tam aksine za-

rarina ¢alismaktadir ve hastaligin seyrini olumsuz sekilde etkilemektedir (Cohen 1998).

Apoptozisin organizmanin yararina olan bir savunma mekanizmasi olarak ¢alismadi-
g1 diger bir hastalik da, HSV-1’in hepatositlerde siddetli apoptozise neden olarak hepatitise
neden olmasidir (Irie ve ark 1998, Benedict ve ark 2002). Bunun yaninda paramikzoviriis
ailesinde yer alan hastaliklarin (Sigir vebasi, kii¢lik ruminanat vebasi, distemper hastaligi
ve kizamik) ¢ogunda oOzellikle lenfoid dokularda ve periferal kandaki lenfositler ve
makrofajlarda nekrozla birlikte apoptozisin indiiklenmesiyle immun sistemin ¢oktiigii g0-
ralir (Cohen ve ark 1992). Benzer durum, parvoviriis enfeksiyonlarinda da dikkati ¢eker

(Carson ve Ribeiro 1993).
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1.5.6.1. Hizh ¢cogalmayla apoptozisten kagis

Cogu RNA viriisleri apoptotik kosullar altinda da gelisimini devam ettirebilmeleri,
yukarida deginilen bir konak¢1 savunma mekanizmasi olarak apoptozisin rolii tartismali bir
konuma sokar (Benedict ve ark 2002). RNA viriis enfeksiyonlarinda apoptozisin dnemini
ortaya koymak igin; vezikuler stomatitis virtisi ile enfekte HeLa hiicre kultirlerinde, viral
replikasyon titresi ve apoptotik siire¢ karsilagtirilmistir (Koyama 1995, Lagunoff ve Carrol
2003). VSV viriisii, replikasyonu sirasinda (Ilk 5 saat icerisinde) enfekte hiicrelerin ¢cogu-
nun apoptotik 6liimiine yol agmistir (Koyama 1995). Bu deneyde, yeni nesil viriis olusu-
munun gerceklestigi ilk 5 saatte viral cogalma ile apoptozis kinteigi arasinda paralellik
belirlenmistir. Sekiz-10 saat icerisinde ise viral replikasyon kinetigi apoptozise gore gide-
rek artan bir grafik géstermistir. Boylece VSV’ye dayali enfeksiyonda apoptozis indiik-
lenmis olmasina karsin, viriis hiicrede replikasyon hizini arttirarak apoptozisin 6niine geg-
mistir (Koyama ve ark 2003, Lagunoff ve Carrol 2003). Benzer sonuglar influenza virtsi
ile yapilan ¢aligmalarda da kaydedilmistir (Kurokawa ve ark 1999). Bir biitiin olarak diisu-
nildiigiinde, apoptozisin bazi RNA viriislerinin ilk nesil formasyonu i¢in baskilayici bir
role sahip olmasina ragmen, sonraki nesil virlsler bu baskinin iistesinden gelmek i¢in hizli

¢ogalma yolunu kesfetmislerdir (Koyama ve ark 2003).

1.5.6.2. Antiapoptotik genlerle apoptozisten kacis

DNA viriisleri apoptozisten kurtulmak i¢in RNA’l viriislerden daha farkli bir yol iz-
ler (Clem ve Miller 1994, Elmore 2007). Yukarida bahsedilen RNA viriislerden farkli ola-
rak, cogu DNA viriisii (poxviriislar, herpesviriisler ve adenoviriisler) enfekte ettigi hiicrele-
rin apoptozisine sinirh diizeyde neden olur (Cuconati ve White 2002). Buna neden olarak,
bu grup viriislerin konakg1 hiicrenin apoptozisine karsi gelistirdikleri antiapoptotik genler

gosterilmektedir (Cuconati ve White 2002).

Enfekte hucreler, enfeksiyoz etkenlerin sitotoksik T-lenfositlerce tanimlanmasini ve
oldiirtilmesini saglamak amaciyla, major histocompatibility class I (MHC-I) ylizey resep-
torleri araciligiyla viral peptidleri sunarlar (Clem ve Miller 1994). Sitotoksik T-lenfositler
de, hedef hiicrelerde apoptozisi indiiklemek i¢in, perforin kullanarak proteazlari aktive

ederler ya da hedef hiicre ylizeyinde Fas reseptorlerinin aktivasyonunu gergeklestirirler
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(Enari ve ark 1995, Elmore 2007). Bir¢ok viriis konak¢1 savunmasini altiist edebilmek
amaciyla, enfekte ettigi hiicrelerde apoptozisin normal diizenini bozabilmektedirler
(Cuconati ve White 2002). Bu amaca ulasmak i¢in viriisler, énemli inhibitor proteinleri
kodlayan antiapoptotik genleri ile apoptozise giden iki ana kontrol noktasindan birini bloke

ederek apoptozisi engellerler (Cuconati ve White 2002).

Cowpoxvirus antiapoptotik geni crmA, spesifik olarak kaspaz-1 ve kaspaz-8’i bloke
eder ve Fas/FasL aracili apoptotik hiicre 6liimiinii engeller (Ray ve ark 1992; Gagliardini
ve ark 1994; Enari ve ark 1995, Los ve ark 1995). Diger antiapoptotik viral genler Bcl-
2’yle yapisal ve fonksiyonel benzerlikte bir protein kodlar (Henderson ve ark 1991,
Cuconati ve White 2002). Ornegin, Epstein-Barr virisin BHRF-1, Afrika domuz vebast
virtsiinin LMWS5-HL, ve adenoviriisun EIB antiapototik genleri Bcl-2 benzeri proteinleri
kodlar (Rao ve ark 1992; Henderson ve ark 1991, Reed ve ark 1994). Epstein-Barr viri-
stinden latent membran protein-1 (LMP-1) gibi baz1 viral gen firiinleri viriisiin konake1
hiicrede varligin1 siirdiirebilmesi igin Bcl-2 proteinini dizenleyebilirler (Henderson ve ark
1991). Baculovirus’ta apoptozisin inhibitori olan p35 geninin, enfekte hiicrelerin 8lumun
nasil engelledigi heniiz agikliga kavusturulamamistir (Clem ve Miller 1993). Ilging olan,
diger Baculovirus geninin (Apoptozis inhibitor geni, 1AP) cocuklarda gozlenen resesif
ndrodejeneratif bir bozuklugun patogenezisiyle iliskili bir genle analog olusudur (Roy ve

ark 1995).

1.5.6.3 Persiste enfeksiyon ile apoptozisten kagis

Persiste enfeksiyonun ya da ¢ok yavag seyirli viral enfeksiyonun olusumu igin, viriis
konakg1 hiicrenin kritik fonksiyonlarini engellememelidir. Antiapoptotik genin diger bir
amaci da, persiste enfeksiyonun gelismesine zemin hazirlamaktir (Benedict ve ark 2002).
Bunun yaninda, bu genlere sahip olmayan viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda, sayet
konakg1 hiicrelerin apoptozisi tetiklenmezse persiste enfeksiyon olugabilir. Bu tip enfeksi-

yonlar “kriptik enfeksiyon” olarak da tanimlanabilir (Koyama ve ark 2003).

Arastirmalar sendaiviriisiin persiste enfeksiyon yoluyla replike oldugunu gostermek-
tedirler (Koyama ve ark 2003). Dogal olgularda sendaiviriis siklikla persiste enfeksiyona

neden olmakta, affinite duydugu dokularda ¢ok az sayida hiicre 6liimiine yol agmaktadir-
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lar. Hicre kulturlerinde de sendaivirtsiin nadiren sitopatojenik etki olusturarak liremesi
bunu dogrulamaktadir. Buna karsin, paramikzoviriis ailesinin bir diger iiyesi Newcastle
hastalig1 viriisii ise gerek invivo ve gerekse invitro calismalarda, enfekte hiicrelerde
apoptozisi aktive ettikleri iyi bilinmektedir (Koyama ve ark 2003). Bu durum gurubun di-
ger lyeleri s181r vebasi, kiiciik ruminant vebasi ve distemper viriisleri i¢in de farkli degildir
(Koyama ve ark 2003). Gizli enfeksiyon hipotezi sendaiviriis ile yapilan ¢aligsmalarla agik-
lanmaya ¢alisilmaktadir. Buna gore; viriisiin salgiladigi antiapoptotik 6zellikteki C protei-
ninin enfekte hiicrelerde birden fazla fonksiyonu yerine getirdigi diisiiniilmektedir. Diger
antiapoptotik genlere ve antiapoptotik unsurlara gore C proteinin hedeflerinin daha farkli
oldugu diisliniilmektedir. C proteinin gorevleri IFN’nin antiviral fonksiyonlarinin baski-
lanmasi, viral RNA’nin sentezinin diizenlenmesi ve virionun olusturulmasi seklinde sirala-
nabilir. Biiyiik olasilikla C proteinin yalnizca apoptozisi baskilamakla kalmayarak persiste
enfeksiyona da zemin hazirladig: diisiiniilmektedir. Deginilen bu bilgilerin yeterli olmama-
st nedeniyle, viral hastaliklarin patogenezisinde “persiste enfeksiyon” baslig1 hala hipotez

olma 6zelligini korumaktadir (Koyama ve ark 2003).

Virtiis iliskili apoptozisin konak¢1 savunma mekanizmasindaki rolii, enfekte hiicrele-
rin makrofajlarca taninmasi ve sindirimini saglayarak viral replikasyonu baskilamaktir
(Ferri ve Kroemer 2001). Ancak, apoptozisin nekroza gore virls spesifik immunitenin
gelisiminde ¢ok fazla etkili olmadigi belirtilmektedir (Koyama ve ark 2000). Hatta viral
enfeksiyonlarda immunite iizerine yapilan ¢alismalar, apoptozisin immiin cevap {izerinde
negatif etkiye sahip olabilecegini gostermektedir (Clem ve Miller 1993). Yangisal reaksi-
yonlar yalnizca apoptotik hiicrelerin fagositozu ile tetikleniyorsa otoimmiin hastaliklar
diistiniilmelidir (Meyaard ve ark 1994). Ardisik immiinolojik reaksiyonlar, makrofajlarin
antijen sunumunu ve ¢esitli sitokinleri gerektirir. Apoptotik hiicreler nekrotik hiicrelerin
aksine sitokin olusumuna neden olmazlar. Ancak, baz1 durumlarda apoptotik hiicreler yan-
gisal reaksiyonda baslangi¢c icin gerekli sitokinleri saglayabildigi ve virlis spesifik
Immunitenin gelisimine kismen de olsa katkida bulunabilecegi kaydedilmektedir. Viral
enfeksiyonlarda, immiin yanitin siddetini apoptozisten ziyade nekrozun derecesi belirle-

mektedir (Koyama ve ark 2003).

Viriis iligkili apoptozisin 6nemi hem viriisiin tipine hem de hiicrenin tipine baghdir

(Clem ve Miller 1993). in vitro ¢alismalarda viriis iliskili apoptozis enfekte hiicrede viral

30



replikasyonu ve salinimi engelleyerek konak¢i savunma mekanizmasina énemli katki sag-
lar (Clem ve Miller 1993). Ancak FIV, HIV gibi enfeksiyonlarda ise apoptozis immun sis-
tem hicrelerinde yikici etkisine bagli olarak immun sistemi felce ugratarak hastaligin bas-
lamasim tetikleyebilir (Meyaard ve ark 1994). Immun sistemde apoptozisin supresif roli
g0z Oniine alinirsa apoptozisin yerine nekrotik hiicrelerin bulunmasi1 merak uyandirmakta-
dir, ilgi ¢cekmektedir (Benedict ve ark 2002). Enfeksiyon alaninda gii¢lii nekroz kapsamli
yangisal reaksiyon baslatmasina ragmen bu durum nekrozun viris spesifik immunitesinin
indiiklenmesinde 6nemli biyolojik rol oynadigimi akla getirmektedir (Meyaard ve ark
1994). Apoptozis ve nekrozun dengesi enfekte hayvanlar igin gereklidir. in vivo konak-
viriis interaksiyonlarinda ilerleyen ¢aligmalar viral enfksiyona erken kalitsal cevapta
apoptozis ve nekrozun énemi ve bu reaksiyonlara olan ihtiyag¢ anlasilmalidir (Koyama ve

ark 2003).

1.5.6.4. Antiapoptotik aktiviteli RNA virusler

RNA viriislerin, konakg1 hiicrenin apoptotik cevabina karsi ¢izdigi tek stratejik yol
hizli replikasyon oldugu yukarida belirtilmisti. Bu yolla, enfekte hiicreler apoptozise ugra-
madan Once yeterli titrede yeni nesil viriis olusumu gerceklesmektedir (Koyama ve ark
1998, Koyama ve ark 2000, Benedict ve ark 2002). Bunun yaninda, bu grup viruslerin bir-
cogunun konake1 hiicre ¢ekirdeginden kismen bagimsiz sekilde sitoplazmada iireme gos-
termesi ¢ogalma hizim1 daha da arttirmaktadir (Aubert ve Blaho 2001). RNA virlslerin
cogunun evrimsel siliregte antiapoptotik genlere sahip olmaya ¢alismaktansa, hizli ¢ogalma
yolunu segerek apoptozisten kurtulduklar1 anlagilmaktadir. Buna karsin, apoptozisi engel-
leyen birkag RNA virlisten biri olan retrovirls ailesi tyesi HIV-1’in antiapoptotik upr geni
sorbitol varliginda bile HEp-2 hicrelerinde apoptozisi baskiladigi dikkati ¢ekmistir
(Fukumori ve ark 1998). HIV-1 viriisii konakg1 hiicreye girdiginde ters transkripsiyon, ko-
nake1 hiicre DNA’sina integrasyon ve viriis genomunun ekspresyonu i¢in uzun bir siireye
gereksinim duydugundan c¢ogalma hizi yavastir. Bu nedenlerden dolayi, HIV-1’in
apoptozisin yikimlayict etkisinden kurtulmak i¢in, DNA viriislerinde oldugu gibi
antiapoptotik genler gelistirmis olmasi dogal olarak karsilanir (Meyaard ve ark 1994,
Benedict ve ark 2002, Koyama ve ark 2003).
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Pikornavirds ailesinin iiyesi olan kiigilk RNA genomlu polioviriis, ¢ok hizli ¢ogalma
yetenegine sahip olmasina karsin antiapoptotik genlere de sahiptir (Tolskaya ve ark 1995).
Enfeksiyon sirasinda sorbitolle muamele edilen hiicrelerde polioviriislerin antiapoptotik
aktivitesi saptanmistir. Polioviriisler gegici olarak enfekte hiicrelerde yalnizca apoptozisi
degil ayn1 zamanda nekrozu da baskilarlar. Polioviriisler kisa siirede ve etkili bir sekilde
enfekte hiicrelerde nekrozun bir isareti olan sitopatojenik etkilere yol agarlar. Virtsin ken-
di ¢ogalmasi ve ihtiyag duydugu yeterli zaman1 sitopatojenik etki baslamadan 6nce sagla-
yabilmesi i¢in, hem nekrotik hem de apoptotik hiicre 6liimiinii baskilamas1 gereklidir (Ko-

yama ve ark 2001).

Paramikzoviris ailesinin bir Uyesi olan sendaivirlis de antiapoptotik yetenege sahip-
tir. Polioviriisiin aksine sendaiviriis persiste enfeksiyona neden olur ve ¢ok yavas ¢ogalir.
Polioviriis HEp-2 hiicrelerinde viral replikasyonunun tek siklusunu 8 saatte tamamlarken,
sendaiviriis bu siklusu yaklasik 40 saatte tamamlar. Saha susu sendaiviriis’iin HEp-2 hiicre-
lerinde apoptozisi indiiklememelerine karsin, C proteinlerinden yoksun bir mutant
sendaiviriis enfeksiyonu viral replikasyon kaybiyla beraber siddetli apoptozise neden olur.
Bu sonuglar, viriisiin sahip oldugu C proteininin HEp-2 hiicrelerinde apoptozisi baskilaya-

rak viral replikasyon artisina olanak sagladigini gosterir (Koyama ve ark 2003).

1.5.7. Herpesvirusler ve Apoptozis
1.5.7.1. Herpesviruslerin U3 antiapoptozis geni

Herpes simpleks virtis-1 (HSV-1)’le dogal enfeksiyon surecinde apoptozis gorilmez
(Koyama ve Miwa 1997, Aubert ve Blaho 2001, Benedict ve ark 2002). Ancak, invitro
caligmalarda siklohekzimid varhigindaki HSV-1 enfekte hiicrelerin  apoptozisi
kaydadegerdir (Koyama ve Miwa 1997). HSV’nin antiapoptotik aktivitelerinin gosterilme-
si i¢in yapilan bir ¢alismada, ortamda 1 M sorbitol bulunan kiiltiirlerde hem HSV-1 hem de
HSV-1 sahte enfekte HEp-2 hiicrelerde; HSV-1 ile enfekte hiicrelerde sorbitol miktarinin
indiikledigi apoptozisin zamanla azaldigi belirlenmis, ancak sahte enfekte hiicrelerde ise
apoptozis devamliligini korumustur (Koyama ve Miwa 1997). Bu da, HSV-1 genomunun
antiapoptotik gen icerdiginin en biiylik kanit1 olarak degerlendirilmistir (Koyama ve Miwa

1997, Aubert ve Blaho 2001). Daha sonra, HSV-1 antiapoptozis geni ayrintili olarak ta-
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nimlanmis ve Ug3 protein kinaz geni olarak adlandirilmistir (Aubert ve Blaho 2001,
Cuconati ve White 2002). Bu gen, Bcl-2 protein ailesinden proapoptotik Bad’in aktif hale
gelmesini 6nleyerek apoptozisi engellemektedir (Henderson ve ark 1991, Rao ve ark 1992,
Nagata 1997, Cuconati ve White 2002). Bununla birlikte U3 geni tasiyan HSV-2’nin
enfekte hiicrelerde apoptozise engel olmas1 gerekirken, siklohekzemid varliginda apoptozis
sekillendigi kaydedilmistir. HSV-1 virlsiinde Us3’e benzer fonksiyonda apoptozisi baski-
layict birkag gen daha bulunmustur (Rao ve ark 1992, Aubert ve Blaho 2001). Bu sonugtan
virlislerin enfekte hiicrelerin apoptozisine karsi koyabilmeleri i¢in multiple antiapoptotik
genlere gereksinimi oldugu ¢ikarilmistir (Aubert ve Blaho 2001). Yalnizca bir
antiapoptotik genin ¢ok fazla etki gdsteremeyecegi diigiiniilmektedir. Keza, cogu DNA
virlisliniin viral enfeksiyona karsi hiicrenin 6nemli bir savunma mekanizmasi olan
apoptozisi durdurmak i¢in birden fazla gen igermeleri, bu disiinceyi desteklemektedir
(Koyama ve ark 2003).

1.5.8. Viral Hastaliklarda Nekroz ve Apoptozis

Okaryotik hiicreler nekroz ya da apoptozis ile 6lime giderler (Cohen ve ark 1992,
Clem ve Miller 1993, Behnia ve ark 2000, Benedict ve ark 2002, Elmore 2007). Bu iki
hiicre 6liim sekli arasinda, gerek morfolojik gerekse biyokimyasal ve fiziksel agidan farkli-
liklar bulunmaktadir. Nekroz, bir dokuda patolojik bir reaksiyon siirecinde hiicrelerin toplu

olarak zedelenmesi sonucunda olusur (Kerr ve Harmon 1991, Cohen ve ark 1992).

Hiicre oliimiiniin bu seklinde, plazma membran biitiinliigi bozulmakta ve pasif bir
olim sekillenmektedir (Behnia ve ark 2000). Nekroz sonrasindaki hiicre 6liimii, rastlantisal
hiicre 6liimii olarak da adlandirilmaktadir (EImore 2007). Nekrozda, hiicresel programlarin
kontroliinde aksamalar vardir ve sonugta hiicre membranindaki defektler intraseliiler ice-

riklerin ekstraseliiler siviya gegisine izin verir (Cohen ve ark 1992).

Apoptozis, bugiine degin bildigimiz hiicre 6liimii olan nekrozdan oldukg¢a farkli bir
strectir (Clem ve Miller 1994, Benedict ve ark 2002). Nekroz; akut hiicre hasarini takiben,
hiicre ve organellerinin sisip lizise ugradig: pasif ve patolojik bir hiicre 6lumudur (Kerr ve
Harmon 1991). Nekroz, digsal etkiler ile hiicre savunma mekanizmalarin devreye girmesi-

ne firsat vermeyecek sekilde gelisir (Cohen ve ark 1992). Nekrozda zarar goren asil hedef
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organel, hiicrenin enerji kaynagi olan mitokondrilerdir (EImore 2007). Nekrozda, hiicrenin
ve organellerinin su alarak patlamasi ve hiicre disinda bir¢ok molekiiliin serbest kalmasi
sonucunda yangisal yanit gelisir (Benedict ve ark 2002). Apoptozis ise, nekrozdan farkli
olarak enerji gerektiren genetik kontrollii bir siirectir. Apoptozis sirasinda, nekrozun aksine
hiicre biiziisiir ve bir saatten kisa bir siirede hacminin %30’nu kaybeder (ElImore 2007).
Apoptotik hiicrede mitokondri morfolojik olarak saglamken, asil hasar géren hedef organel

hiicre ¢ekirdegidir (Benedict ve ark 2002, Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu 2002).

Apoptozis nekrozdan farkli bir siire¢ olarak diisiiniilmesine karsin apoptozisin siddet-
li seklendigi durumlarda bile ¢ok sayida nekrotik hiicre bulunabilmektedir (Benedict ve ark
2002). Bu da viriisiin tetikledigi apoptotik stimuluslarin, enfekte hiicrelerin bazilarinda
nekrotik yolla hiicre 6liimiine yol agtigin1 diisiindiirmektedir (EImore 2007). Bu iki tipteki

hiicre 6liim oran1 enfekte hiicrelerin fizyolojik durumuna baghdir (Koyama ve ark 2003).

1.6. Calismanin Amaci

BHV-5 enfeksiyonlarinin patogenezisi iizerine ¢aligsmalar yapilmis olup, halen tam
olarak aydinlatilabilmis degildir (Lee ve ark 1999, Vogel ve ark 2003). Hastaliga yonelik
yapilmis olan arastirmalarda BHV-5’in MSS’de lokalizasyonu ve patolojik lezyonlar1 iyi
tanimlanmistir (Belknap ve ark 1994, d’Offay 1995, Vogel ve ark 2003, Cardoso ve ark
2010a, Machado ve ark 2013). BHV-5 ile apoptozis arasindaki iligkilere yonelik arastirma-
lara ise yalmizca hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilen ¢alismalarda deginilmistir (Silva-
Frade ve ark 2010, Xu ve ark 2012). Buna karsin deneysel ya da dogal enfekte hayvanlarda
apoptozis ile virus enfekte hiicreler arasindaki iliskiye yonelik herhangi bir bilgiye rast-

lanmamustir.

Sunulan tez ¢alismasinda, immunohistokimyasal yontem ile tanis1 gergeklestirilmis
BHV-5 ile dogal enfekte buzagilarda MSS’de apoptozisin varligt TUNEL yontemle ve
apoptotik yolaklar da aktif kaspaz-3, -8, -9 immun belirteclerle saptanacaktir. Boylelikle,
dogal immunitenin Onemli bir pargasi olan apoptozisin BHV-5 enfeksiyonunun

patogenezisindeki rolii agikliga kavusturulmus olacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan ve Doku

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda, 2003-
2010 yillar1 arasinda rutin incelemeye alinmis BHV-5 enfeksiyonu siipheli 21 adet buzagi-
nin sistemik nekropsileri gerceklestirilmis ve elde edilen materyaller tespit edilerek, rutin
takip islemleri sonunda parafinde bloklanip arsivlenmistir. Bu hayvanlara ait irk, yas, cin-
siyet ve geldigi yer ile ilgili bilgiler laboratuvarda incelenme sirasina gore dizilip olgu nu-

maralar1 olusturularak Cizelge 8’ de sunulmustur.

Calisma dizayni, Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tara-
findan, 2011 yil1 VI. Oturumu ve B.30.2.ADU.0.00.00.00/050.04/2011/055 sayil1 karar1 ile

onaylanmustir.
2.2. Histopatolojik inceleme

Her bir hayvanin beyin (Serebrum, serebellum, beyin kéki ve medulla spinalis) doku-
larindan alinan doku Ornekleri 12-24 saat % 10’luk tamponlu formalin solisyonunda tespit
edildi. Trimleme isleminin ardindan 6-8 saat sire ile akan ¢esme suyu ile yikandi, doku
takip cihazinda (Leica TP1020) bilinen yontemlerle, alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°) ve
ksilol serilerinde islem gordiikten sonra parafinde bloklandi. Bu bloklardan 5-7 um kalinli-
ginda normal ve Poly-L-lysin’li (Sigma-Aldrich) lamlara kesitler alindi (Mikrotom, Leica
RM 2135). Normal lamlara alinan kesitler, hematoksilen ve eozin (HE) ve Luxol Fast Blue
myelin boyasi ile boyand1 (Sheehan ve ark 1980, Culling ve ark 1985). Poly-L-lysin’li
lamlara alinan kesitler ise immunohistokimyasal incelemeler igin kullanildi. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi ve mikroskobik dijital fotograf-
lar (Olympus C-5050) gekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

2.3. immunohistokimyasal inceleme

Viral antijenin dokularda immunohistokimyasal olarak gdsterilmesi amaciyla, Avidin-

Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) metot ilgili firmamn [Invitrogen® Histostain® Plus
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Broad Spectrum Detection Kit, USA] 6nerdigi sekilde uygulandi. Testin her agamast nemli
kamarada gerceklestirildi ve takipler arasinda kesitler 3x5 dakika siireyle fosfat tamponlu
soliisyonu (Phosphate buffer saline, PBS-pH 7,2) ile yikandi. Parafin kesitler, ksilol ve
alkol serilerinden gecirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Lamlar absolut metanolde ha-
zirlanmis % 0,3’1UK hidrojen peroksit (H,05) ile 30 dakika sureyle inkiibe edilerek dokula-
rin endojen peroksidaz aktivitesi engellendi. Daha sonra, doku drnekleri % 0,1’lik proteaz
K soliisyonunda nemli kamarada 37 °C’de 10 dakika bekletildi. Sonraki adimda PBS ile
yikanan kesitler dokuda viral antijenin belirlenmesi i¢in 1/400 oraninda sulandirilmis fare
anti-BHV-5 monoklonal antikoru (VMRD, Inc. o-Bovine Herpesvirus-5 Mab Lot
L6G1203) ile kaplandi ve +4 °C’de bir gece sureyle inkube edildi. Benzer sekilde dokulara
anti BHV-1 monoklonal antikoru (VMRD, Inc. a-Bovine Herpesvirus-1/IBR Mab Lot
P120305-001) uygulandi. Ayn1 dokularda kaspaz aktivitesini belirlemek amaciyla seri hal-
de alinmis kesitlerin diger kopyalar1 sirasiyla ve birbirinden ayri olarak 1/100 sulandirma
ile mouse anti-caspase 3 (Santa Cruz Biotechnology® Inc, sc-56053), anti-caspase 8 (Santa
Cruz Biotechnology® Inc, sc-5263), anti-caspase 9 (Santa Cruz Biotechnology® Inc, sc-
56076) ve anti-Bcl 2 (Abcam) antikorlari ile muamele edildi. Ayn1 sekilde tim lamlar
+4°C’de bir gece sireyle inkibe edildi. Bunu takiben tiim dokular, kullanima hazir
biyotinlenmis sekonder antikor ile kaplandi ve oda 1sisinda 15 dakika inkube edildi. Daha
sonra, kesitler horseradish streptavidin peroksidaz konjugati ile oda 1sisinda 15 dakika si-
reyle inkibe edildi ve 3-5 dakika DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride,
Invitrogen® DAB plus Substrate Kit)-H,O, substrati uygulandiktan sonra reaksiyon son-
landirildi. Harris hematoksilen ile karsit boyama yapildiktan sonra dokular alkol serilerinde
dehidre edildi. Ksilolde seffaflandirilan kesitler yapistiric1 (Entellan-Merck) ile kapatildi.
Tiim kesitlerin ayni sartlarda ve prosediirde boyanmasindan sonra, sonuclar ve dokulardaki

ekspresyon yogunluklari 1s1k mikroskobunda semikantitatif olarak degerlendirildi.

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labeling
(TUNEL) Assay
Apoptotik hiicrelerde DNA kirilmalarinin TUNEL yontemle belirlenmesinde ticari
kit kullanild: (Millipore “ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit™).
Ozetle kesitler parafini giderildikten ve alkol serilerinden gegirildikten sonra PBS ile yika-
narak proteinaz K (20 pg/ml) ile oda 1sisinda 15 dakika inkube edildi ve 2 kez 2’ser dakika
distile suda yikandi. Bunu takiben kesitler % 3’lik H,O, solisyonunda 5 dakika tutuldu ve
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iki kez 5 dakika PBS ile yikandi. Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve
fluorescein—-dUTP (29-deoxyuridine 59-triphosphate) iceren TUNEL reaksiyon karigimin-
dan 50°ser pl damlatilarak 37 °C’de 1 saat nemli kamerada inkube edildi. Reaksiyonun
varlig1 floresan mikroskopta onaylandiktan sonra, kitte yer alan ve 1/34 oraninda distile su
ile hazirlanmig soliisyon (Stop/Wash) ile 15 saniye ¢alkalanip ayni soltisyonda 10 dakika
oda sicakliginda inkube edildi ve PBS (3x1 dakika) ile yikandi. Takibinde anti-digoxigenin
peroksidaz konjugat preperatlarin yiizeyine kaplandi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkubasyona birakildi1 ve PBS (4x2 dakika) ile yikandi. Son olarak %0,045 (v/v) H,0;
iceren % 0.08 (w/v) 3, 3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) solusyonunda 3-6
dakika arasinda tutularak kromojenik reaksiyon gergeklestirildi. Sure sonunda reaksiyonun
varlig1 1s1k mikroskobunda onaylandiktan sonra, 6rnekler distile suda (3x1 dakika) yikandi.
Mayer hematoksilen ile hafif sekilde boyanan kesitler alkol serilerinde dehidre edildi ve
lamelle kapatildi. Negatif kontrol kesitler de ayni sekilde yiiriitiildii ancak TUNEL reaksi-

yon karsimi terminal transferazi igermemekte idi.

2.4. immunohistokimyasal Boyama Sonuclarinin Analizi

BHV-5 viral antijenin immunoreaktivitesi ve TUNEL reaksiyon sonuglari ile kaspaz
belirteclerinin immunoreaktiviteleri semikantitatif olarak degerlendirildi. Derecelendirme-
de incelenen alanlardaki pozitif hiicre ve alanlar baz alindi ve analiz igin yiiksek yogunluk-
ta reaksiyon belirlenen alan rastgele secildi. Isik mikroskobunda her 6rnek igin, toplam
20x’lik biiyiitmede her biri toplam 100 gritlik (10x10) ve toplami1 0,025 mm?’ye denk ge-
len 10 ayr saha incelendi. Her sahadaki immunopozitif hiicre verileri toplanarak ortalama-
st alindi ve o dokunun verisi olarak degerlendirildi. Doku kesitlerinde, viral antijen,
apoptozis belirtegcleri ve TUNEL immunohistokimyasal incelemeleri sonucunda alinan

subjektif veriler sayisal verilere doniistiiriilerek Microsoft Excel ile grafiklendirildi.

Degiskenlerin normal dagilama uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendi-
rildi. MSS’de boliimler arasinda (Serebral hemisfer, serebellum, beyin kokii, medulla
spinalis) degiskenler agisindan (TUNEL pozitif hiicreler ve BHV-5 antijen pozitif hucreler)
istatistiksel farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. p<0,05 anlamli kabul edildi
(Ozdamar 2013).
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MSS’nin her bir b6limde BHV-5 antijen pozitif ve TUNEL pozitif hiicreler arasinda
fenotipik korelasyonlarin hesaplanmasinda parametrik olmayan Spearman korelasyon ana-
lizi kullanilmis olup, tiim analizlerde SPSS 15.0 paket programindan yararlanilmistir.
(p<0,05 anlaml1 kabul edildi).

Cizelge 8. Nekropsisi yapilan hayvanlara ait olgu numarasi, irk, yas, cinsiyet ve geldigi yer

ile ilgili bilgiler.

OlguNo Irk Yas Cinsiyet Geldigi Yer Canly/olii
1 Holstein 1glnluk Erkek Merkez/Aydin olu
2 Holstein 20 giinluk Erkek Baltakoy/Aydin olu
3 Holstein 3 aylik Erkek Baltakoy/Aydin olu
4 Holstein 20 giinluk Disi Baltakoy/Aydin oli
5 Holstein 2 aylik Erkek Torbaly/izmir oli
6 Holstein 20 giinluk Erkek Baltakoy/Aydin oli
7 Montofon 20 giinluk Disi Isikli/Aydin canli
8 Holstein 20 giinluk Erkek Isikli/Aydin canli
9 Holstein 8 glinliik Disi Karpuzlu/Aydin olu
10 Holstein 10 glinlik Disi Baltakoy/Aydin olu
11 Holstein 1 aylik Disi Merkez/Aydin oli
12 Holstein 2 aylik Erkek Kogarli/Aydin oli
13 Holstein 4 aylik Disi Selendi/Manisa olu
14 Holstein 1 aylik Disi Selendi/Manisa olu
15 Holstein 10 glinlik Disi Germencik/Aydin olu
16 Holstein 1 gunlik Erkek Nazilli/Aydin olu
17 Holstein 5 aylik Disi Merkez/Aydin olu
18 Holstein 35 glinluk Erkek Baltakoy/Aydin olu
19 Holstein 35 giinluk Disi Baltakoy/Aydin6lti 6l
20 Holstein 35 giinluk Disi Baltakoy/Aydin oli
21 Holstein 2 gunlik Erkek Buldan/Denizli ol
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Olmek Uzere olan, terminal sinirsel bulgular gosteren ve otenazisi gergeklestirilen
hayvanlarda (Olgu no; 7, 8) klinik olarak; ¢ene kaslarinda kasilmalar, dis gicirdatma,
nistagmus ve opistotonus goriildii. Ayaga kalkamama, yatalak durum ile bacak kaslarinda
tremor, tetanik kasilmalar ve inkoordinasyon dikkat ¢ekti. Hayvan sahiplerinden ve
klinisyen veteriner hekimlerden alinan anamnez bilgilere gore ilk bulgularin anoreksi, ¢ev-
reye karsi ilgisizlik ve depresif durum seklinde oldugu, inkoordinasyon, ataksi, tremor ve
konvilziyonlarla devam ederek koma hali ile sonuglandig1 kaydedildi (Olgu no; 2, 3, 4, 6,
10, 18-21). Diger olgularda (Olgu no; 1, 9, 11-17) detayli anamnez veri alinamamakla bir-
likte genel sinirsel bulgularin varhig teyit edildi. Bir olguda ise (Olgu no; 5) herhangi bir

klinik bulgu goériilmeden ani 6liim sekillendigi bildirildi.

3.2. Nekropsi Bulgulari

Makroskobik olarak, olgularin tiimiinde karakteristik bir bulgu ile karsilasilmadi ve
nonspesifik bulgular 6n plandaydi. Bu bulgular, kaseksi ile birlikte burun, merme, serebral
hemisferler ve sinuslarda goriilen vaskiiler degisikliklerdi. Mermede kizariklik (Olgu no;
18-21) ve burun delikleri yakinindaki mukozada hiperemi (Olgu no; 18-21) dikkati cekti.
Mermede ve burun delikleri yakinindaki mukozada goriilen hiperemi bir olguda (Olgu no;
21) digerlerine gore oldukea siddetli idi. Beynin makroskobik incelemesinde olgularin ge-
nelinde serebral sulkuslarin genisledigi ve ileri derecede konjesyonlu oldugu dikkati ¢ekti
(Resiml). Sinuslarin incelemesinde sinus mukozasinin ve konkalarin ileri derecede
hiperemik oldugu goriildii (Olgu no; 18-21) (Resim 2.B.). Bu bulgularin yani sira bir olgu-
da (Olgu no; 20) farinks mukozasi da konjesyonlu ve tonsiller siskindi (Resim 2.A.). Bun-
lara ek olarak olgularin biiyiik bir kisminda idrar keselerinin asir1 siskinligi ile karakterize
idrar retensiyonu ¢arpici bir bulgu olarak kaydedildi (Olgu no; 1-4, 6-8, 10-12, 15-20) (Re-
sim 3). Idrar keselerine yapilan palpasyonda, idrarin orifisyum Uretra eksternadan aktig1 ve

idrar yollarinda herhangi bir mekanik tikanikligin olmadigi belirlendi.
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Resim 1. Serebral sulkuslarda genisleme ve ileri derecede konjesyon (Oklar), olgu no; 4.

Resim 2. A. Tonsillerde siskinlik (Oklar) ve konjesyon ile farinks mukozasinda
konjesyon, olgu no; 21
B. Sinus mukozasi ve konkalarda konjesyon, olgu no; 21
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Resim 3. Idrar kesesinde siddetli dilatasyon ve idrar retensiyonu (OKlar), olgu no; 7

3.3. Histopatolojik Bulgular

Serebral hemisferler, serebellum, beyin koki ve medulla spinalisin histopatolojik
incelemesinde, sekillenmis olan belli basli lezyonlarin olgularda goériillme orani Cizelge
10’da sunulmustur.  Bulgularin hepsi bir olguda ya da ayni olgunun tiim sinir dokusu
kesitlerinde bir arada gorilmemekle birlikte olgularin tiimii genel olarak degerlendirildi-
ginde sekillenen baslica lezyonlar degisen derecelerde; damarlarda hiperemi, perivaskuler
kanama, perivaskuler ve/veya perindronal 6dem, ndron dejenerasyonu ve/veya nekrozu,
satellitozis/noronofaji, santral ya da perifer kromatolizis, diffuz ya da fokal gliozis,
perivaskuler mononiklear hiicre infiltrasyonu, meningitis ve demyelinizasyon idi. Yapilan
incelemelerde merkezi sinir sisteminin higbir boéliimiinde inkliizyon cisimcigine rastlanma-

di.
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Cizelge 9. Baslica histopatolojik lezyonlarin olgulara gére dagilim oranlari.

Perivaskiiler

Kanama Gliozis Meningitis Demyelinizasyon

infiltrasyon
Serebral 521 20/21 521 5/21 16/21
hemisferler
2/21 21/21 0/21 0/21 18/21
Serebellum
L 6/21 21/21 0/21 0/21 18/21
Beyin koku
Medulla 1/21 19/21 0/21 0/21 15/21
spinalis

3.3.1. Serebral Hemisferler

Olgularin tiimiinde beyinin genelinde damarlarin hiperemik oldugu goriildii (Olgu
no; 1-21). Ozellikle hipereminin siddeti ile kapillar damarlarin oldukca belirgin hale geldi-
gi beyin kesitleri mevcuttu (Olgu no; 1-3, 10, 18, 19). Hipereminin yani sira kanamalara da
rastland1. Kanamalar 6zellikle orta ve biiyiik ¢capli damarlarin perivaskuler bosluklarinda
sekillenmisti (Olgu no; 1, 2, 4, 14, 17) ve bu kanamalar iki olguda (Olgu no; 1, 2) daha
siddetli idi. Bes olguda (Olgu no; 4, 5, 10, 14, 17) perivaskiler 6dem ile Wirchov-Robin
bosluklarinda genislemeler goze carpti. Bu vaskuler degisikliklerin yan1 sira tek ya da iki
sirali perivaskuler hiicre infiltrasyonlar1 goriildi (Olgu no; 4, 5, 14, 17-19). Benzeri

infiltrasyonlara U¢ olguda (Olgu no; 17, 18, 19) meninks damarlarinda da dikkati gekti.

Glial hicre proliferasyonlar1 bir olgu hari¢ (Olgu no; 16) olgularin tiimiinde diffuz
ve/veya fokal olarak farkli siddet ve yayilimda kendini gosterdi. Prolifere olan glial hucre-
ler, cekirdek morfolojileri dikkate alindiginda, agirlikli olarak oligodendroglialar ve
astroglialardan ve daha az olarak da mikroglialardan sekillenmisti. Substansiya albada ol-
gulara gore farkli dagilimlar gdsteren gliozis li¢ olguda (Olgu no; 1, 2, 12) Ozellikle
paraventrikiiler alanlarda yogunlasmist1 (Resim 4.A.). Bunun yani sira ayni olgularda hem
kiiclik fokal glial odaklar hem de diffuz gliozis alanlar1 da mevcuttu. Fokal glial odaklar
smirl sayida olguda (Olgu no; 1-4, 10, 15) gorildi (Resim 4.B.). Bu odaklar substansiya
albada 10-15 hiicrelik kiigiik kiimeler halinde rastgele dagilim gosterirken, bir olguda (Ol-

gu no; 15) ise lokal diffuz dagilimli idi (Resim 4.C.).
42



Demyelinizasyon en dikkat ¢eken lezyonlardan biri idi (Resim 4.D.). Bes olgu harig
(Olgu no; 5, 6, 9, 10, 16), biltin hayvanlarda goriildii. Dantela seklinde tanimlanan
demyelinize sahalar genellikle genislemis ve vakuolasyon gosteren sitoplazmaya sahip
fagositik gitter hiicreleri ile doldurulmustu. Luxol fast blue myelin boyasi ile yapilan bo-

yamalar da bu lezyonlarin demyelinize sahalar oldugunu teyit etti.

Resim 4. A. Paraventrikdler alanda multifokal gliozis (Oklar), serebral hemisfer, olgu
no; 12. HE. Bar=100 pum.
B. Fokal glial odak, serebral hemisfer, beyin, olgu no; 10. HE. Bar=30 pm.
C. Diffuz glial hiicre proliferasyonlari, serebral hemisfer, olgu no; 15. HE.
Bar=50 um.
D. Substansiya albada demyelinize sahalar, (Oklar), serebral hemisfer, olgu
no; 18. HE. Bar=30 pm.

Noronal degisiklikler perinéronal 6dem, dejenerasyon ve nekroz temelinde izlendi.
Stratum piramidale ve stratum molekiilaredeki dejeneratif néronlarin sitoplazmalar siskin

ve soluk renkte idi (Olgu no; 1-10, 12, 14, 17, 18). Koyu eozinofilik sitoplazmali ve
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piknotik ¢ekirdeki biiziismiis noronlarla ile karakterize nekrozlar ise yedi olguda (Olgu no;
3, 11-13, 14, 17, 18) saptand1. Bu ve buna benzer goriiniimde olan dejeneratif ya da nek-
rotik noronlarin bir kisminin glial hiicreler tarafindan kusatildig1 ve satellitozisin sekillen-
digi belirlendi (Olgu no; 2-4, 10, 12, 13). Iki olguda ventrikiilii doseyen ependim hiicre
katmaninda proliferasyon sonucu ondiilasyonlarin varlig1 géze carpt1 (Olgu no; 2, 8). Olgu-

larin birinde (Olgu no; 18) ise santral kromatolizis belirlendi.

3.3.2. Serebellum

Olgularin tiimiinde serebellumun genelinde damarlarin hiperemik oldugu goriildii
(Olgu no; 1-21). Yalnizca bir olguda perivaskiler kanama belirlendi (Olgu no; 2).
Perivaskuler hiicre infiltrasyonlar1 goriilmedi. Gliozis (Olgu no:1, 2, 6-8, 11, 16, 18, 19)
substansiya albada diffuz dagilimli idi. Prolifere olan glial hiicreler, ¢ekirdek morfolojileri-
ne gore, agirlikli olarak oligodendrogilialar, astrogilialar ve daha az olarak da
mikrogilialardan olusmustu. Substansiya albada demyelinize sahalar, t¢ olgu hari¢ (Olgu
no; 5, 14, 18), digerlerinde mevcuttu. Bu lezyon bes olguda (Olgu no; 1, 6, 9, 11, 17) ol-
dukga siddetli idi. NOronlardaki degisiklikler (Olgu no; 2, 3, 14-17, 19) Purkinje hicreleri

ve substansiya albadaki primidal néronlarda biiziisme ile karakterize idi.

3.3.3. Beyin Kok

Olgularin tiimiine genel olarak bakildiginda damarlar hiperemikti (Olgu no; 1-21).
Perivaskiler kanamalar (Olgu no; 1, 2, 4, 5, 10, 13, 16) kiigiik, orta ve biiyiik ¢apli damar-
larin her birinde secilebilmekte idi. Ug olguda ise ayn1 zamanda perivaskiiler édem goruldi
(Olgu no; 5, 6, 10). Gliozis beyinin bu béliminde en dikkat ¢ekici lezyondu; bir olgu (OI-
gu no; 3) harig biitiin hayvanlarda tanimlandi. Gliozis genel olarak diffuz dagilimliydi, alt1
olguda (Olgu no; 6, 13, 17-20) digerlerine nazaran oldukca siddetliydi.

Demyelinizasyon ¢ olgu (Olgu no; 4, 14, 16) harig, digerlerinde degisen siddette
sekillenmisti. Noronal degisiklikler perindronal 6dem, dejenerasyon ve nekroz seklindeydi.
Dejenerasyon kimi olgularda (Olgu no; 3, 4, 5, 14-15, 18, 19) 6zellikle motor ndronlarin
sitoplazmalarinin siskin ve soluk renkte boyanmasi ile karakterize idi. Bunun yani sira n6-

ronlarmn bir kisminda Nissl cisimciklerinin gézden silindigi; periferik (Olgu no; 3, 4, 14) ya
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da santral kromatolizis (Olgu no; 9, 16) sekillendigi goriildii. Nekroz ise noronlardaki bl-
ziisme ile karakterizeydi (Olgu no; 9, 10, 14, 15-19): sitoplazma koyu eozinofilik, ¢ekir-
dekte karyoreksis, piknoz daha az olarak da karyolizis goruldi. Bu ve buna benzer gori-
nliimde olan dejeneratif ya da nekrotik néronlarin bir kisminin glial hiicreler tarafindan ku-
satildig1 satellitozis goriinimii dikkati ¢ekti (Olgu no; 10, 16-19). Bu lezyonlara ek olarak
yalnizca bir olguda ventrikiilii déseyen ependim hiicre katmaninda proliferasyon sonucu

ondiilasyonlarin varhigi géze ¢arpti (Olgu no; 3).

3.3.4. Medulla Spinalis

Iki olguda herhangi bir lezyona rastlanmad: (Olgu no; 10, 13). Damarlarda hiperemi
belirgindi (Olgu no; 2, 8, 9, 11, 12, 16, 19) ve iki olguda (Olgu no; 1,2) perivaskiler kana-
ma saptandi. Olgularin tiimiinde genelde diffuz gliozis tanimlanmakla, ti¢ olgudaki (Olgu
no; 1, 2, 18) ise siddet ve yayilim bakimindan digerlerine gore daha dikkat ¢ekici idi. Sekiz
olgu (Olgu no; 2, 3, 5, 9, 10, 13-16) hari¢, digerlerinde demyelinizasyon sekillenmisti.
Ozellikle ventral kornuda yerlesim gdsteren motor ndronlarin sitoplazmalar siskin ve agik
renkte boyanmist1 (Olgu no; 2, 3, 5, 8, 15, 17, 19). Bu néronlardan bazilari, ¢ekirdekler
g0zden kaybolarak, nekrotik bir hal almigti. Kimi noronlarda ise biiziisme ile karakterize
nekrotik degisiklikler kaydedildi (Olgu no; 11, 12, 15, 18). Bir olguda (Olgu no; 2) nekro-
tik noronlar g¢evresinde satellitozis gbéze c¢arpti. Ayrica kesitlere yansiyan dorsal kok
ganglionlarindaki néronlarda yer yer dejeneratif degisiklikler ile birlikte bu alanlarda yan-

gisal reaksiyonlar dikkati ¢ekti (Olgu no; 16-20).

3.4. MSS’de BHV-5 Antijenin immunohistokimyasal Dagilimi

Antijenik yakinligi nedeniyle BHV-1 enfeksiyon siiphesini ortadan kaldirmak ama-
ciyla BHV-1 monoklonal antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonuglarinda

MSS kesitlerinde BHV-1 antijenik boyanma negatif oldugu goriildii.

BHV-5 monoklonal antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda
olgularin tiimiinde ve tUm merkezi sinir sistemi doku kesitlerinde antijen pozitif
immunreaksiyonlar elde edildi. Bu reaksiyonlar, olgulara gére ve MSS’nin bdlgelerine

gore, farkli dagilim ve siddette idi.
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Serebral hemisferlerde diffuz ve/veya fokal glial hiicre proliferasyonlarinin oldugu
alanlarda prolifere olan glial hiicrelerin ¢ekirdekleri, sitoplazmalart ve uzantilarinda
immunopozitif reaksiyonlar belirlendi (Olgu no; 1-3, 5, 7, 9, 12, 15, 16, 17, 19, 20) (Resim
5.A.). iki olguda (Olgu no; 9, 15) viral antijen pozitif reaksiyonlara glial hiicrelerde nadi-
ren rastlanirken, kimilerinde ise (Olgu no; 4, 10, 11) ise izlenmedi. Buna ilaveten (¢ olgu-
da (Olgu no; 1, 2, 12) paraventrikiiler alanlardaki glia hiicrelerinde de yaygin pozitiflik
dikkati cekti. Néronlarda cekirdek ve sitoplazmik boyanmalar ile birlikte sitoplazmik uzan-
tilarda da viral antijen pozitif boyanmalar mevcuttu. Baz1 olgularin néronlarinda ¢ekirdek
ve sitoplazmik pozitif reaksiyonlarin birlikte oldugu dikkati ¢ekti (Olgu no; 18-21) (Resim
5.B.). Bunun yani sira kortekste noropildeki pozitif reaksiyonlar cizgisel ya da fokal diffuz

boyanmalar seklinde goze ¢arpt1 (Olgu no; 1-3, 7, 12, 18-20).

Serebellumda korteks tabakasinda ozellikle dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin
goriildiigii ndronlarin sitoplazmalarinda immunopozitif reaksiyonlar gorildi. Bununla bir-
likte, santral kromatolizisin sekillendigi bazi noronlarda (Olgu no; 18) da viral antijen be-
lirlendi. iki olguda (Olgu no; 2, 8) prolifere ependim hiicrelerinde pozitif reaksiyonlar elde
edildi. Pozitif reaksiyonlar, basta Purkinje hiicrelerinin sitoplazmalar1 olmak {izere diger
noronlarin bir kisminda da dikkati ¢ekti (Olgu no; 2, 3, 6, 12, 14-17, 19) (Resim 5.C.).
Substansiya albada glial hicrelerinin 6zellikle gekirdeklerinde, yer yer de sitoplazma ve

uzantilarinda pozitif immunreaksiyonlar tanimland: (Olgu no; 1, 2, 6-8, 11, 16, 18, 19).

Beyin kokinde, fokal ya da diffuz gliozisin sekillendigi sahalarda, glial hiicre ¢ekir-
dekleri ve sitoplazmik uzantilarinda viral antijen pozitif reaksiyonlar belirlendi (Olgu no;
6, 13, 16, 18-21). Bununla birlikte 6zellikle dorduncl ventrikulus sinirindaki glial hiicre-
lerde benzer reaksiyonlar mevcuttu. Ponsun néropilinde de genis alanlar halinde ya da ¢iz-
gisel tarzda reaksiyonlara rastlandi (Olgu no; 12, 15). Néronlardaki pozitif reaksiyonlar
(Olgu no; 1-21) basta motor noronlar olmak tizere dejeneratif/nekrotik olan ya da olmayan,
hemen hemen tiim noronlarda ¢esitli yayginlik ve siddet derecelerinde; ¢ekirdek, sitoplaz-
ma ve uzantilarinda saptandi (Resim 5.D.). Olgularin bazilarinda néronlarda siddetli pozitif
reaksiyonlara rastlanirken, glial hiicrelerde ise dikkati ¢cekmedi (Olgu no; 10, 14). Buna

ilaveten bir olgunun (Olgu no; 14) ependim hiicrelerinde pozitif reaksiyonlar secildi.
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Medulla spinaliste, ozellikle ventral kornuda yerlesim gosteren motor ndéronlarin
sitoplazmalarinda ve yer yer de bazilarinin ¢ekirdeklerinde immunreaksiyonlar belirlendi
(Olgu no; 2, 3,5, 8, 15, 17, 19) (Resim 6.A.). Bir olgu hari¢ (Olgu no; 10) diger olgularda
immunopozitif boyanmalar glia hiicreleri ve uzantilarinda da mevcuttu. Benzer antijen
pozitif reaksiyonlar dorsal kok ganglionlarindaki néronlarda da kendini gosterdi (Olgu no;

16-20) (Resim 6.B.).
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Resim 5.  A. Prolifere glial hiicrelerde BHV-5 viral antijen immunopozitif reaksiyonlar (Oklar),
serebral hemisfer, olgu no; 17. ABC metot. Bar=50 pm.
B. Noron gekirdekleri (Ok baslar1), sitoplazmalari ve uzantilarinda (Oklar) BHV-5 viral
antijen immunopozitif reaksiyonlar, serebral hemisfer, olgu no; 19. ABC metot. Bar=30 um.
C. Dejenere ve nekrotik Purkinje hiicrelerinde BHV-5 viral antijen
immunopozitif reaksiyonlar (Oklar), serebellum, olgu no; 15. ABC metot. Bar=30 pm.
D. Dejeneratif ve nekrotik motor néronlarda BHV-5 viral antijen immunopozitif reak-
siyonlar (Oklar), medulla oblongata, olgu no; 7. ABC metot. Bar=30 um.
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Resim 6. A. Dejeneratif ve nekrotik motor néronlarin gekirdek, sitoplazma ve uzantilarinda
BHV-5 viral antijen immunopozitif reaksiyonlar (Oklar), medulla spinalis, olgu no; 18.
ABC metot. Bar=50 pm.

B. Néron sitoplazmalarinda (Oklar) BHV-5 viral antijen immunopozitif reaksi-
yonla, dorsal kék gangliyonu, olgu no; 18. ABC metot. Bar=50 pm.

3.5. MSS’de Apoptozis Bulgular:

3.5.1. TUNEL Pozitif Reaksiyonlar

Tum olgularda MSS’de DNA kirilmalarini isaret eden TUNEL pozitif reaksiyonlar,
genel olarak BHV-5 antijen pozitif immunreaksiyonlarin lokalize oldugu alanlardaki n6-
ronlarda ve glial hiicrelerde dagilim gosterdi. MSS’de serebral hemisfer (r=0,942),
serebellum (r=0,889), beyin koki (r=0,939) ve medulla spinaliste (r=0,957) TUNEL pozi-
tif hicreler ile BHV-5 viral antijen pozitif hiicrelerin semikantitatif degerlendirmelerinde

istatiksel olarak ileri duzeyde dnemli, pozitif yénde korelasyon saptandi (P<0,001).

Bununla birlikte, semikantitatif olarak degerlendirilen TUNEL pozitif hiicrelerin,
serebral hemisfer, serebellum, beyin koki ve medulla spinalis bolumlerindeki diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark oldugu goriildi (P<0,05).
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Serebral hemisferlerin korteks katmanlarindaki kii¢iik ve biiyiikk néronlarin gekirdek-
lerinde TUNEL pozitif reaksiyonlar kaydedildi (Resim 7.A). Benzer reaksiyonlar kortekste
glial hiicrelerde ve 6zellikle substansiya albada yer alan glial hiicrelerin cekirdeklerinde de
goruldi (Resim 7.A). Olgularin biiyiik ¢ogunlugunda (Olgu no; 1, 5, 8, 16, 19-21) TUNEL
pozitif reaksiyonlarin genis bir sahada yayilim gosterdigi goze ¢arpti. BHV-5 antijen pozi-
tif reaksiyonlarla TUNEL pozitif reaksiyonlarin lokalizasyonu ve hiicre dagilimlar1 karsi-
lastirildiginda, virls enfekte hiicreler ile TUNEL pozitif hiicrelerin ayni sahada dagilim

gosterdigi dikkati gekti.

Serebellumda TUNEL pozitif reaksiyonlar, serebral hemisferdekilere nazaran, daha
dar bir yayilima sahipti. Pozitif boyanmalar, hem stratum molekiilaredeki néronlarda (Re-
sim 7.C.) hem de stratum gangliozum katmaninda yer alan Purkinje hicrelerinin ¢ekirdek-

lerinde ve substansiya albada glial hiicrelerin ¢ekirdeklerinde goruldu.

Beyin kokindeki TUNEL pozitif reaksiyonlar, serebelluma gore daha genis, serebral
hemisferlerden ise daha dar yayilima sahipti. Pozitif reaksiyonlar noron ve glial hiicrelerin
¢ekirdeklerinde géze ¢arpt1 (Resim 7.B.). TUNEL pozitif reaksiyonun dagilimi MSS’nin
diger bolgelerine nazaran medulla spinaliste daha diistiktii. Pozitif reaksiyonlarin lokali-
zasyonu somatomotorik ve kolumnar noron cekirdekleri ile substansiya albada glial hiicre-
lerin gekirdeklerinde dagilim gostermisti (Resim 7.D.). Dort olguda (Olgu no; 6, 7, 9, 10)

bu hiicrelerdeki reaksiyonlarin dagilimi oldukcga sinirli idi.
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Resim 7. A. Kortekste, kii¢iik ve biiyiik noronlarin ¢ekirdeklerinde (OKklar) ve glial hiicre
cekirdeklerinde (Ok baslar1) TUNEL pozitif reaksiyonlar, serebral hemisfer, olgu no; 8.
TUNEL metot. Bar=30 pum.

B. Noron cekirdeklerinde (Oklar) ve glial huicre cekirdeklerinde (Ok baslar1)
TUNEL pozitif reaksiyonlar, beyin kéku, olgu no; 12. TUNEL metot. Bar=30 pum.
C. Noron cekirdeklerinde (Oklar) ve glial hicre ¢ekirdeklerinde (Ok baslari)
TUNEL pozitif reaksiyonlar, serebellum, olgu no; 8. TUNEL metot. Bar=50 pum.
D. Noron gekirdeklerinde (Oklar) ve glial hiicre ¢ekirdeklerinde (Ok baslari)
TUNEL pozitif reaksiyonlar, medulla spinalis, olgu no; 8. TUNEL metot. Bar=50 pm.

3.5.2. Aktif Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Bcl-2 Immunreaksiyonlar:

Apoptozis ve yolaklarinin belirteclerinden aktif kaspaz-3, -8, -9 immunpozitif reak-
siyonlar MSS’de olgulara ve bolgelere gore degisen dagilim ve siddette glial hiicre, néron-
lar ve uzantilari ile ndropilde saptandi. immun reaksiyonlar daha ¢ok glial hiicreler ile ilis-
Kiliyken, pozitif reaksiyonlarin gériilme oran1 ndronlarda daha diisiiktii. MSS’de serebral
hemisferler, serebellum, beyin koki ve medulla spinalis’te aktif kaspas-9 pozitif hicreler
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aktif kaspaz-8’den daha yiiksek oranlarda olmasina karsin, istatiksel olarak aralarindaki

fark 6nemsizdi.

Serebral hemisferlerde aktif kaspaz-3 immunopozitif reaksiyonlar sekiz olguda (Olgu
no; 1-4, 15, 16, 18, 21); kaspaz-8 on ¢ olguda (Olgu no; 1-4, 12-15, 17-21); kaspaz-9 on
yedi olguda (Olgu no; 1, 5-15, 17-21) saptandi. Aktif kaspaz-8 ve -9
immunreaksiyonlarinin ortak goriildiigii dokuz olgu mevcuttu (Olgu no; 12-15, 17-21). Her
lic kaspaz tiiriine ait immunopozitif reaksiyonlarin birlikte goriildiigii olgular dort adet idi
(Olgu no; 1, 15, 18, 21). Aktif kaspaz-3 ve -9 pozitif reaksiyonlar glial hiicre ve uzantila-
rinda ve daha disiik oranda noronlarda gorulirken, kaspaz-8 pozitif reaksiyonlar buna ek
olarak korteksin tiim katmanlarindaki ndron sitoplazmalar1 ve uzantilarinda da goze ¢arpti

(Olgu no; 1, 19, 21) (Resim 8.A.).

Serebellumda aktif kaspaz-3 immunreaktivite sekiz olguda (Olgu no; 1-4, 15, 16, 18,
21), aktif kaspaz-8 on olguda (Olgu no; 1-4, 15, 17-21), aktif kaspaz-9 on yedi olguda (Ol-
gu no; 1, 5-7, 8-15, 17-21) saptand1. Her ii¢ kaspaz tiiriine ait immunopozitif reaksiyonlarin
birlikte goriildiigii olgular alt1 adet idi (Olgu no; 1, 15, 18-21). Kaspaz-8 ve -9
immunoreaksiyonlar1 ortak olarak yedi olguda gorildi (Olgu no; 1, 15, 17-21). Aktif
kaspaz-3, -8, -9 pozitif reaksiyonlar substansiya grizea ve albada prolifere olmus glia hiic-
releri ve uzantilarinda goriiliirken (Resim 8.B.) az sayida olguda molekiiler katmanda ve
Purkinje hicrelerinde de mevcuttu. Noronlardaki kaspaz-3 aktivitesi i¢ olguda (Olgu no;
1, 19, 21), kaspaz-8 aktivitesi bir olguda (Olgu no; 19) ve kaspaz-9 aktivitesi iki olguda
sekillenmisti (Olgu no; 13, 19).

Beyin kokiinde, aktif kaspaz-3 immunopozitif reaksiyonlar1 alti olguda (Olgu no; 1,
4,16, 18, 19, 21), kaspaz-8 immunopozitif reaksiyonlari onii¢ olguda (Olgu no; 1-4, 12-15,
17-21), kaspaz-9 immunopozitif reaksiyonlar1 onyedi olguda (Olgu no; 1, 5-15, 17-21)
saptand1. Kaspaz-8 ve -9 immunoreaksiyonlar1 ortak olarak on olguda goruldu (Olgu no; 1,
12-15, 17-21). Her ii¢ kaspaz tliriine ait immunopozitif reaksiyonlarin birlikte goriildigi
olgular dort adet idi (Olgu no; 1, 18, 19, 21). Bunlarin iigiinde (Olgu no; 1, 18, 21) belirgin
pozitif boyanmalar kaspaz-3’e iliskinken, birinde (Olgu no; 21) kaspaz-9 ile esit seviye-
deydi. En siddetli ve yaygin kaspaz-3 immunopozitif reaksiyonlar iki olguda (Olgu no; 1,
18) gorulirken bir olguda (Olgu no; 4) minimum seviyedeydi. Kaspaz-8 immunopozitif
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boyanmalarin oraninin siddetli seyrettigi olgular dort adet idi (Olgu no; 2, 3, 12, 15). Aym
sekilde kaspaz-9 immunoreaksiyonlarin belirgin sekilde goriildiigii olgular olgu no; 8, 12,
15 olarak siralandi (Resim 8.C.). Kaspaz-3, -8 ve -9 immunoreaktivitesi, prolifere olmus
glia hiicre sitoplazmalar1 ve uzantilarinda da mevcuttu. Bunun yan1 sira aktif kaspaz-8 re-
aksiyonlara bes olguda (Olgu no; 17-21) kiigiik ve biiyiik néron sitoplazmalarinda ve bun-

larin uzantilarinda da rastlandi.

Medulla spinaliste, aktif kaspaz-3 immunopozitif reaksiyonu bes olguda (Olgu no; 1,
4, 16, 18, 21), aktif kaspaz-8 on (¢ olguda (Olgu no; 1-4, 12-15, 17-21), aktif kaspaz-9 on
yedi olguda (Olgu no; 1, 5-15, 17-21) saptandi. Her {i¢ kaspaz tlrline ait immunopozitif
reaksiyonlarin birlikte goriildiigii olgular dort adet idi (Olgu no; 1, 18, 21). Kaspaz-8 ve -
9’un beraber goriildiigii olgular 10 adetti (Olgu no; 1, 12-15, 17-21).

Apoptozisin inhibisyon mekanizmasinda rol alan antiapoptotik Bcl-2 proteinine karsi
yapilan immunohistokimyasal boyamalarda olgulara ve bolgelere gore degisen dagilim ve
siddette reaksiyonlar elde edildi. Bunlar 6zellikle MSS’de ndron sitoplazmalarinda ve
noropilde goriildii. Bu boyanmalar glial hiicre ve uzantilarinda ise oldukca diisiik seviyede
idi ya da hi¢c boyanma gortilmedi. MSS’nin tim bélimlerinde 6zellikle aktif kaspaz-9
Immunoreaksiyonlarinin ¢ok az diizeyde (Olgu no; 1, 18) ya da negatif oldugu (Olgu no; 2-
4, 16) olgularda noron sitoplazmalarinda Bcl-2’ye iliskin pozitif reaksiyonlar elde edildi
(Resim 8.D.).
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Resim 8. A. Kortekste, glial hiicreler (Ok baslari), ndron sitoplazmalar1 ve uzantilarinda
(Oklar) aktif kaspaz-8 pozitif reaksiyonlar, serebral hemisferler, olgu no; 19. ABC metot.
Bar=50 pm.

B. Glial hucrelerde (OkKlar) aktif kaspaz-3 immunpozitif reaksiyonlar, serebelum,
olgu no; 21. ABC metot. Bar=100 pum.
C. Noron sitoplazmalarinda (Oklar) aktif kaspaz-9 immunpozitif reaksiyonlar,
beyin kokd, olgu no; 8. ABC metot. Bar=50 pum.
D. Noron sitoplazmalarinda (Oklar) Bcl-2 immunpozitif reaksiyonlar, serebral
hemisfer, olgu no; 8. TUNEL metot. Bar=50 pum.

3.6. Immunohistokimyasal Boyama Sonuclarimin Analizi

Bitdn olgular temelinde, serebral hemisferler, serebellum, beyin koki ve medulla
spinaliste BHV-5 viral antijenin immunoreaktivitesi, TUNEL reaksiyon sonuglari ile
kaspaz belirteglerinin  immunoreaktiviteleri semikantitatif olarak degerlendirildi.
Immunopozitif hiicrelerin ortalama degerlerinin dagilimi serebral hemisferlerde Sekil 1’de,
serebellumda Sekil 2°de, beyin kokiinde Sekil 3’te, medulla spinaliste Sekil 4’te gosteril-

mistir. Bu verilere gore, viral antijene iliskin immunopozitif reaksiyon gdsteren hiicreler en
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yogun olarak sirasiyla serebral hemisferler, beyin koki, medulla spinalis ve serebellumda
elde edildi. TUNEL reaksiyon pozitif hiicreler en yogun olarak sirasiyla beyin koki, beyin,
medulla spinalis ve serebellumda belirlendi. Aktif kaspazlar arasinda ise en yiiksek oran
aktif kaspaz-9 ile elde edilirken, bunu aktif kaspaz-8 ve aktif kaspaz-3 izledi. Bcl-2 reaksi-
yon oranlart ise MSS’de aktif kaspaz-3 reaktivitesinden ylksek, aktif kaspaz-8 ve aktif

kaspaz-9 reaktivitelerinden daha az olarak saptandi.

Serebral hemisfer, serebellum, beyin kéki ve medulla spinalis bolimleri arasinda

BHV-5 pozitif hiicreler bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii.
(P<0,05).

100 Serebral hemisferler

80

Birim alanda hiicre oranlari (%)

N
o
|

i T

T T T T T T
Viralantijen TUNEL Kaspaz3 Kaspaz8 Kaspaz9 Bcl2

Sekil 1. Serebral hemisferlerde pozitif hiicrelerin dagilim oranlari.
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Sekil 2. Serebellumda pozitif hiicrelerin dagilim oranlari.
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Sekil 3. Beyin kokinde pozitif hucrelerin dagilim oranlari.
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Sekil 4. Medulla spinaliste pozitif hiicrelerin dagilim oranlari.
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4. TARTISMA

BHV-5 enfeksiyonunda en sik bildirilen ¢ene kaslarinda kasilmalar, dis gicirdatma,
nistagmus, opistotonus, bacak kaslarinda tremor, tetanik kasilmalar ve inkoordinasyon gibi
sinirsel semptomlar (Caron ve ark 2002, Perez ve ark 2002), calismada olgularinin %
95,23’linde kaydedilmistir. Hastaligin son doénemlerinde kaydedilen bulgulardan kendi
etrafinda donme goriilmemis olup, buna karsin bacaklarin pedal hareketi seklinde oynatil-

mast ise iki olguda belirlenmistir (Perez ve ark 2002).

Literatr verilerde BHV-5 enfeksiyonu ile 6zdeslesmis makroskobik bir bulgu tanim-
lanmamustir, ancak ender de olsa bazi olgularda polioensefalomalasi tanimlanmistir
(Cardoso ve ark 2007, Cardoso 2010a). Calismada da beyinde makroskobik bir lezyon ta-
nimlanmamis olmasina karsin, ayni virlis ailesinde yer alan BHV-1 virus enfeksiyonunda
da siklikla goriilen mermede, burun ve sinus mukozasinda hiperemi ve 6dem, galisma ol-
gularinin % 19,04’tnde kaydedimistir. Literatiirlerde deginilmeyen, ancak c¢alisma olgula-
rinda (% 76,19) siklikla karsilasilan, idrar keselerinin asir1 sigkinligi ile karakterize idrar
retensiyonu c¢arpici bir bulgu olarak kaydedilmistir. Idrar retensiyonu, medulla spinalis kok
sinirlerinde yogun viral antijen pozitifligin goriilmesi dikkate alindiginda, idrar kesesini

innerve eden kok sinirlerinin BHV-5 ile direkt hasar gorme olasiligini diistindiirmiistir.

Merkezi sinir sisteminin histopatolojik incelemesinde, literatiirlerde de en siklikla
tanimlanan (Asbaugh ve ark 1997, Chowdry ve ark 1997, Silva ve ark 1999, Perez ve ark
2002, Cardoso ve ark 2010b), siddeti olgulara gdre ve bolgelere gore degiskenlik gosteren
meningoensefalitis bulgular ile karsilasilmistir. Bu bulgulardan belirgin oldugu belirtilen
lezyonlar olan kanama, meningitis ve perivaskuler mononiiklear hiicre infiltrasyonlari ¢a-
lisma olgularinda da tanimlanmistir (Asbaugh ve ark 1997, Perez ve ark 2002, Cardoso ve
ark 2010b). Onceki calismalarda siklikla belirtilen meningitis (Chowdry ve ark 1997, Silva
ve ark 1999) calisma olgularinin yalnizca %23,80’inde kaydedilmistir. Diger yandan
perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonunun dagilimi ve siddeti olgulara gére énemli
degiskenlikler gostermis, genel olarak dagilim ve siddet bakimindan diisiik seviyede g0-

riilmistiir. Bu durum enfekte hayvanlarin erken donemde 6lmeleri ya da 6tanazi edilmeleri
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ile iligkilendirilmistir. Diger ensefalitis bulgularindan fokal ya da diffuz glial hiicre
proliferasyonlart olgularin biiyiikk ¢cogunlugunda beyinin tiim boliimlerinde goriilmistiir.
Glial hiicreler ve noronlarda, ender gézlenen inkliizyon cisimcikleri (d’Offay ve ark 1995,
Cardoso ve ark 2010a, Pedraza 2010), calisma olgularinin higbirinde dikkati ¢ekmemistir.
Diger yandan ¢aligma olgularimin ¢ogunda basta beyin kokii, medulla spinalis ve
serebellumda dikkati ¢eken ndron dejenerasyonu, nekroz ve satellitozis, diger arastiricilar
tarafindan da sikilikla kaydedilmistir (Chowdry ve ark 1997, Silva ve ark 1999, Perez ve
ark 2002, Cardoso ve ark 2010a).

Hastaligin patogenezisinde, BHV-5 solunum yolu ile ilk 6nce burun mukozasi
epitellerinde tutunur ve rinitise yol acar (Thiry ve ark 2006). Daha sonra viris olfaktor
ve/veya trigeminal sinirlerin intraaksonal transport mekanizmasiyla MSS’de 6zellikle pons
ve serebral korteks noronlarina tututunur. Virtis buradaki néronlarda replike olur ve sinir
uzanimlar1 boyunca beyinin diger boliimlerine yayilir (Lee ve ark 1999). Sunulan ¢alisma
olgularinda, viral antijen pozitif reaksiyonlar virlisun olfaktor sinir ile yayilimi ile iliskili
olarak en yogun sekilde serebral hemisfer korteksindeki ndronlarda ve glial hiicrelerde
dikkati ¢ekmistir. Bununla birlikte, dogal ve deneysel olgulardan farkli olarak (d’Offray ve
ark 1995, Meyer ve ark 1996, Vogel ve ark 2003, Machado ve ark 2013), bu bdlgede
substansiya albada da glial hiicrelerde ve ndropilde gii¢lii immunreaksiyonlar saptanmustir.
Diger yandan, viral antijen pozitifligin en yogun oldugu bolgelerden digerini de beyin ko-
kiinde pons ve medulla oblongata olusturmustur. Daha 6nceki dogal ve deneysel ¢alisma-
larda beyin kokinde virus tutulumunun serebral kortekse nazaran diisiik seviyede kaldig
belirtilmektedir. Bu nedenle de virlsun beyine gecisinde beyin koku ile iligkili trigeminal
sinirin olfaktor sinire nazaran daha diisiik etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (Meyer ve
ark 1996, Lee ve ark 1999, Vogel ve ark 2003). Ancak sunulan ¢alisma olgularinda beyin
kokinde 6zellikle de pons ve medulla oblongatadaki néronlar ve glial hiicrelerde viral anti-
jen tutulumunun serebral hemisferler diizeyinde oldugu belirlenmistir. Bu veri ¢alisma
olgularinda virlslin MSS’ne yayiliminda trigeminal sinirlerin de énemli derecede katkida
bulunabilecegini diisiindiirmiistiir. Calisma olgularinda serebellum ve medulla spinalisteki
immunopozitif reaksiyonlarin siddeti, diger arastiricilarin kaydettikleri gibi (Vogel ve ark
2003, Machado ve ark 2013), serebral hemisferlere ve beyin kokiine nazaran daha diisiik
siddette belirlenmistir. MSS’ne genel bir bakista; viral antijen reaksiyonlarin lokalizasyon-

lar1 g6z ontlinde bulunduruldugunda, BHV-5 MSS’deki replikasyon ve yayilimini néronlar,
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glial hiicreler ve bunlarin uzantilar ile gergeklestirdigi goriilmektedir. Buna karsin daha
onceki calismalarda virUs replikasyonu ve yayilimmin agirlikli olarak ndronlar araciligi
oldugu vurgulanmistir. Sunulan ¢aligmadaki bu farklilik calisma olgularini etkileyen BHV-
5 susunun subtipi ve patojenitesi ile iliskilendirilebilir. Diger yandan, immunpozitif reaksi-
yonlarin ¢aligma olgularinin medulla spinalis dorsal kdk gangliyonlarinda ve kok sinir
uzantilarinda yogun pozitif reaksiyonlarin varligi; BHV-5’in MSS’den periferik sinirlere
de yayilim gosterebilecegini ortaya koymustur. Bununla iligkili olarak, nekropside karsila-
silan idrar kesesinin asir1 sigkinligi ile karakterize idrar retensiyonu; idrar kesesi sifinkteri
ya da kaslarin1 uyaran sempatik ve parasempatik sinirlerin direkt virUs iligkili hasari ile
bagdastirilabilir. BHV-5 iliskili periferal sinir hasar1 hastaligin patogenezisinde énemli rol

oynadig diistiniilmekle birlikte, detayli veriler i¢in ilave ¢aligmalara gereksinim vardir.

Apoptozis, enfekte hiicrelerin viral etkenlere karsi gelistirdigi dogal (innate)
iImmunitenin 6nemli bir savunma mekanizmasidir (Cohen ve ark 1992, Everett ve
McFadden 1999). Enfekte olan konak htcrelerin apoptotik oOltmleri, henlz adaptif
immunite sekillenmeden, viral replikasyonun engellenerek dokularda yeterli titrede virlis
replikasyonun gergeklesmeksizin enfeksiyonun dogal immunite ile karsi konulmasi kagi-
nilmaz bir yoldur (Everett ve McFadden 1999). Ancak, evrim siirecinde ¢ogu viriis bu hiic-
resel savunma bariyerine asmak ve enfekte konakg1 hiicrenin apoptotik dliimiine engel ol-
mak i¢in ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir (Koyama ve ark 2000; Thomson 2001, Gewies
2003, Koyama ve ark 2003, Lagunoff ve Carroll 2003).

Sunulan ¢aligma olgularinda DNA kirilmalarint isaret eden TUNEL pozitif reaksi-
yonlar, BHV-5 antijen pozitif reaksiyonlarin MSS’deki bdlgesel ve hiicresel lokalizasyon-
lar1 ile benzer dagilim gostermistir. BHV-5 viral antijen pozitiflik ile TUNEL reaksiyonla-
rin aym sahalardaki ndronlar ve glial hiicrelerde belirlenmesi; enfekte hiicrelerde virUs-
iliskili apoptozisin indiiklendigi sonucuna varilmistir. MSS’de BHV-5 ve TUNEL reaksi-
yon iligkisini ele alan in vivo herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis, ancak BHV-5 ile
enfekte in vitro ¢aligmalarda enfekte kiiltiirlerdeki hiicrelerde apoptozisin minimal diizeyde
indiiklendigi TUNEL yo6ntem ile gésterilmis; bu sonugla da virlisun antiapoptotik bir me-
kanizmaya sahip olabilecegi kanisin1 uyandirmistir (Silva-Frade ve ark 2010). Diger taraf-
tan ise, BHV-5 ile ayn1 ailede yer alan BHV-1 virtsu ile enfekte edilen hucre kilturlerinde

ise, enfekte noronlarda apoptozisin indiiklendigi ortaya konmustur. Ayni ¢caligmada enfek-
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siyonda kullanilan viriisiin DNA’sinda hasar olusturulduktan sonra néronlar enfekte edil-
diginde TUNEL pozitif reaksiyon elde edilemedigi goriilmiis ve apoptozisin sekillenmesi
icin viral replikasyonunun gerekliligi vurgulanmustir (Xu ve ark 2012). /n vitro galismala-
rin tersine, sunulan ¢alismada dogal enfekte buzagilarin MSS’de BHV-5 enfekte néronlar
ve glial hiicrelerde yaygin TUNEL pozitif reaksiyonlarin goriilmesi; in vivo kosullarda

apoptotik hiicre dliimiiniin tamamen farkl1 bir seyir gosterebilecegini ortaya koymustur.

Apoptozis memelilerde 6liim sinyalinin kaynagina bagli; mitokondri aracili igsel
(intrinsik) ve Oliim reseptor aracili digsal (ekstrinsik) yollarla gergeklesir (Everett ve
McFadden 1999, Koyama ve ark 2003, Boya ve ark 2004). Buna ilaveten apoptozis
endoplazmik retikulum stres yoluyla da indiklenebilmektedir (Everett ve Mc Fadden ark
1999). i¢sel yolun temel bilesenleri (basitten komplekse kadar) tiim dkaryotik tiirlerde ko-
runur (Boya ve ark 2004). Sonug olarak hem i¢sel hem de dissal yollarla gelisen apoptozis,
novoprotein sentezi eksikliginde ¢ok hizli bir sekilde indiiklenir (Green ve Kroemer 1998).
Baz1 viriisler apoptozisi digsal yolla indiikledikleri bildirilse de, ¢gogunun temelde kullandi-
g1 mekanizma igsel yoldur (Koyama ve ark 2003). Mitokondri, i¢sel yol ile tetiklenen
apoptozis surecinde anahtar rol oynar (Green ve Kroemer 1998). Mitokondri membran
permeabilitesi Bcl-2 protein ailesi tarafindan siki bir sekilde diizenlenir (Henderson ve ark
1991, Rao ve ark 1992, Nagata 1997, Cuconati ve White 2002). Mitokondrinin dig zarinda
olusan bu gecirgenlik artis1 apoptozis slirecindeki en 6nemli kritik devreyi olusturmakta ve
Bcl-2 protein ailesinde bulunan proapoptotik (Bax, Bim, Bid, Bak, Noxa) ve antiapoptotik

(Bcl-2, BCIXL, Bcl-w) proteinlerin karsilikli etkilesimleri ile yonetilmektedir (Henderson

ve ark 1991, Rao ve ark 1992, Cuconati ve White 2002). Mitokondri membran gecirgenli-
gindeki bu dengesizlik, sitokrom c’nin sitoplazmaya gecisine neden olarak apoptotik siireci
geri kritik bir devreye iter ve hiicreyi 6lime surukleyebilir (Boya ve ark 2004). Saglikli
hiicrelerde mitokondrilerin dis membranindaki Bcl-2 proteini Apaf-1 protein molekiliine
bagl olarak bulunur (Henderson ve ark 1991, Rao ve ark 1992, Cuconati ve White 2002).
Hiicre DNA’sinda olusan hasar Bel-2 proteininin Apaf-1 molekiiliinden ayrilmasina neden
olur (Henderson ve ark 1991). Bbylece denge proapoptotik proteinlerin yonunde bozulur
ve s6z konusu proteinler mitokondrinin dig zarinda porlar olusturarak intermembranal bos-
luktaki proteinlerin sitoplazmaya kolayca geg¢isini saglar (Cuconati ve White 2002). Bu
proteinlerden en dnemlisi sitokrom c olup, sitokrom c sitoplazmada monomerik Apaf-1 ile
birleserek bu proteinin yapisinda degisiklige yol acar (Everett ve McFadden 1999). Bu
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bilesen ATP varliginda inaktif durumdaki kaspaz-9 enzimine baglanir ve “apoptozom”
adindaki kompleks bir yapiya doniigiir (Green ve Kroemer 1998). Apoptozom da
prokaspaz-9’u proteolitik 6zellikteki aktif kaspaz-9’a dontistiiriir. Aktif kaspaz-9 da kaspaz
ailesindeki diger inaktif kaspazlar1 aktive eder (Green 2005). Bu kaspazlardan en 6nemlile-
ri kaspaz-3 ve kaspaz-7°dir (Enari ve ark 1995). Bu enzimler hiicredeki bir¢ok yapiy1

enzimatik olarak tahrip ederler ve apoptozisin sonlanmasinda kilit rol tistlenirler.

Oliim reseptorleri olarak da anilan Fas, TNF reseptorleri (TRAIL [TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand]-R1, TRAIL-R2, TNF-R1), DR3 ve DR6 hiicre membraninda
bulunan integral proteinler apoptozisin digsal yolla indiiklenmesinde kilit rol oynarlar
(Enari ve ark 1995, Green 2005). Bu reseptorlere FasL (CD95), TNF-a ve B gibi 6liim
aktivatorlerinin baglanmasi ile hiicre zarinda reseptor kompleksi olusur bu reseptorler si-
toplazmaya apoptotik sinyalleri iletirler (Enari ve ark 1995). Olusan reseptoér kompleksinin
hiicre i¢indeki uzantilar1 olan FADD, TRADD, prokaspaz-8 ve prokaspaz-2 gibi molekul-
leri baglar ve olusan yap1 (DISC [Oliime neden olan sinyal kompleksi]) kaspaz-8’i aktive
eder (Cummings ve ark 1997). Kaspaz-8, kaspaz-9’a benzer bir mekanizma ile diger
kaspazlar1 aktive eder ve sonugta hiicrenin 6liimii ve fagositozu gerceklesir. Ornegin,
sitotoksik T-lenfositler ve dogal katil hiicreleri viriis ile enfekte olmus hiicrelerin apoptotik
oliimiini Fas reseptorlerin uyarimi araciligl ile gergeklestirir (Enari ve ark 1995). Goruldu-
gii lizere apoptozisin igsel ve dissal yollari mitokondri noktasinda kesismektedir ve
apoptozisin bundan sonraki asamalari, kaspazlarin aktivasyonu gibi, her iki yolda da ortak-
tir (Green ve Kroemer 1998, Green 2005).

Sunulan ¢aligmada BHV-5 iligkili apoptozisin hangi yollar ile indiiklendigini ortaya
koymak i¢in yapilan immunohistokimyasal incelemer sonucunda; MSS’de virtsin lokalize
oldugu bolgelere gore degisen dagilimda ve siddette aktif kaspaz-3, -8, -9 pozitif reaksi-
yonlar elde edilmistir. Bu reaksiyonlar olgularin geneli itibari ile degerlendirildiginde, glia
hiicrelerinde ve daha az oranda da ndronlarda saptanmistir. Sunulan ¢alisma olgularinda,
serebral hemisferlerde, serebellumda, beyin koki ve medulla spinaliste i¢sel yolun belirteg-
lerinden aktif kaspaz-9’un en yiiksek dagilim oranina sahip oldugu gorilmistir. Aktif
kaspaz-9’u dissal yolun belirteci olan aktif kaspaz-8 izlemistir. I¢sel ve dissal yollarin or-
tak belirteci aktif kaspaz-3 ise bunlara nazaran daha diisiik oranda bulunmustur. Olgular

oranlandiginda serebral hemisferler, serebellum, beyin koki ve medulla spinaliste icsel yol
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ve dissal yol sirasi ile; (%80,95; %61,90) oranlarinda goriilmiistiir. Sunulan ¢alismada,
icsel ve digsal apoptozis yollarinin birlikte indiiklendigi olgularda; aktif kaspaz-8 ve aktif
kaspaz-9 immunreaksiyonlarin birlikteligi serebral hemisferlerde (% 42,85), serebellumda
(% 33,33), beyin kokiinde (% 47,61) ve medulla spinaliste (% 47,61) goriilmiistiir. Sunulan
caligmada bu veriler temelinde, MSS’de BHV-5 ilisgkili apoptotik yollar ayr1 indtklenebil-
digi gibi, i¢sel ve digsal yollarin her ikisi aracili ile de tetiklenebilidigini gdstermistir. On-
ceki ¢alismalarda, BHV-5 iliskili apotozis yolaklarina yonelik herhangi in vivo ya da in
vitro bir veriye rastlanmamis olup; BHV-5 ile %80 oraninda niikleotid homolojisi bulunan
BHV-1 virlsu ile hucre kiltiirlerinde yapilan deneysel calismalarda (Silva-Frade ve ark
2010, Xu ve ark 2012), virusiin T lenfosit, B lenfosit ve monositlerde apoptozisi indikledi-
gi (Hanon ve ark 1998a) ve bu mekanizmanin baslamasi igin viriisiin hiicre igine girmesine
gerek olmadigi vurgulanmistir (Hanon ve ark 1998b). Deneysel in vitro bir ¢alismada
BHV-1 virlstniin apoptozisi aktif kaspaz-8 aracili digsal yolun yaninda, aktif kaspaz-9
aracili i¢sel yol ile de indiiklendigi ortaya konulmustur (Xu ve ark 2012). Bu noktadan
hareketle, sunulan ¢alismada elde edilen BHV-5 iliskili apoptozisin BHV-1 ile benzer se-

kilde hem i¢sel hem de digsal yol ile indiiklenebilecegi ortaya konulmustur.

Mitokondri, icsel yol ile tetiklenen apoptozis stirecinde anahtar rol oynar (Green ve
Kroemer 1998, Green 2005). Mitokondri membran permeabilitesi, Bcl-2 protein ailesi tara-
findan diizenlenir (Nagata 1997, Cuconati ve White 2002). Mitokondrinin dis zarindaki
permeabilite artisi, apoptozis siirecindeki en kritik noktadir ve Bcl-2 protein ailesinde bu-

lunan proapoptotik (Bax, Bim, Bid, Bak, Noxa) ve antiapoptotik (Bcl-2, BcIXL, Bel-w)

proteinlerin karsilikli etkilesimleri ile yonetilmektedir (Henderson ve ark 1991, Cuconati
ve White 2002). Etkilesimdeki olasi dengesizlik sonucu mitokondri dis zarinin gegirgenligi
artar. Bu durum sitokrom c’nin sitoplazmaya gegisine neden olur ve apoptotik stireci geri
dontisiimstiz bir devreye iter. Bu da hiicrenin 6liimden kagisini olanaksiz hale getirir (Boya
ve ark 2004). Sunulan ¢alismada, antiapoptotik belirteclerden olan Bcl-2 proteinine yonelik
immunreaksiyonlar MSS’de 0zellikle néronlarda ve daha ender olarak da glial hiicrelerde
saptanmistir. BHV-5 enfeksiyonununda ndronlarin apoptozise kars1 gosterdigi direng; en-
feksiyonun devamliligi ve latent enfeksiyonun kurulumunda 6nemli bir veri olarak deger-

lendirilmistir.
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5. SONUC

Sigirlarda, oOzellikle buzagilarda nonpurulent meningoensefalitislere neden olan
BHV-5 enfeksiyonu diinyanin farkli yerlerinde goriilmektedir. Hastalik en ¢ok Giiney
Amerika’dan (Arjantin, Brezilya, Kolombiya) bildirilmekle birlikte, Avustralya, Kuzey
Amerika ve Avrupa’da da goriildiigii vurgulanmistir (d’Offay ve ark 1995, Perez ve ark
2002, Cardoso ve ark 2007, Cardoso ve ark 2010a, Cardoso ve ark 2010b, Perdaza ve ark
2010, Maidana ve ark 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde sigir ensefalitisleriyle iliski-
lendirilen viriis; Avrupa’da sadece Macaristan’da izole edilmis olup, Almanya ve Dogu
Avrupa tilkelerinde de var olabilecegi diisiiniilmektedir (d’Offay 1995, Cardoso ve ark
2007, Maidana ve ark 2011). Turkiye’de daha 6nce bildirilmeyen BHV-5 enfeksiyonu bu
caligmayla, yagslar1 1 giin ile 5 ay arasinda degisen dogal enfekte toplam 21 adet buzagida
incelenerek ortaya konmustur. Ayrica, arastirmada viriisiin merkezi sinir sistemindeki yer-
lesimi ve dagilimi incelenerek, apoptozis mekanizmasi konakgi-viriis iligkisi temelinde
incelenmistir. Elde edilen TUNEL pozitif reaksiyonlar ile viriisiin merkezi sinir sisteminde
noronlarda ve glia hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi ortaya konmustur. Bununla birlikte,
aktif kaspazlardan kaspaz-8 ve kaspaz-9’a kars1 yapilan immunohistokimyasal incelemeler
apoptozisin hem dissal hem de igsel yol ile indiiklendigini ortaya koymustur. Apoptozis ile
iliskili bulgular genel olarak degerlendirildiginde, MSS’de BHV-5 ile enfekte alanlarda
hem noronlar hem de glial hiucrelerde apoptozis indiiklenmistir. Bu da viriis eliminasyo-
nunda dogal immun sistemin 6nemli bir yeri olan apoptozisin, hastaligin patogenezisinde
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Bununla birlikte virlis enfekte sahalarda no-
ronlarin Bcl-2 ekspresyonu yolu ile apoptozise direng gostermeleri, enfeksiyonun devamli-

liginda ve latent enfeksiyon kurulumunda 6nemli bir sonug olarak degerlendirilmistir.
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OZET

Epikmen ET. Sigir herpesviriis-5 ile dogal enfekte buzagilarda néropatolojik bulgu-

lar ve viriisiin apoptozis ile iliskisi

BHV-5 (Bovine herpesvirus-5; Sigir herpesviriis-5) sigirlarda ve 6zellikle de buzagi-
larda genellikle 6limcul nonprurulent meningoensefalitise neden olan Herpesviridae aile-
sinden Alphaherpesvirinae alt ailesinde yer alan Varicellovirus cinsinde siniflandirilan
viral patojendir. Bu ¢aligmada, merkezi sinir sisteminde (MSS) BHV-5 enfekte hucreler ile
apoptozis arasindaki iligki aragtirilmistir.

Caligsmada, yaslar1 1 giin ile 5 ay arasinda degisen BHV-5 ile dogal enfekte toplam
21 adet buzagida oncelikle klinik, makroskobik, histopatolojik bulgular tanimlandi. BHV-5
viral antijenin MSS’de dagilimi Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) metot ile
tesbit edildi. Enfekte dokularda apoptozise ugramis hiicreler TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labeling) metot ile belirlendi.
Apoptotik yolaklar ise anti-aktif kaspaz-3,-8,-9 antikorlar1 kullanarak ABC metot ile sap-
tandu.

Klinik olarak; ¢ene kaslarinda kasilmalar, dis gicirdatma, nistagmus ve opistotonus
goriildii. Ayaga kalkamama, yatalak durum ile bacak kaslarinda tremor, tetanik kasilmalar
ve inkoordinasyon dikkat cekti. Nekropside, spesifik makroskobik bulgu goriulmedi.
MSS’nin histopatolojik incelemesinde, noronlarda dejenerasyon ve nekroz, diffuz ya da
fokal gliozis, perivaskuler ~mononiklear hicre infiltrasyonu, meningitis ve
demyelinizasyon gorildi. BHV-5’¢ yonelik monoklonal antikor kullanilarak, ABC metot
ile yapilan immunohistokimyasal incelemelerde; immunpozitif reaksiyonlar yogunluk sira-
sina gore; beyin kokii, serebral hemisferler, medulla spinalis, ve serebellumda ndronlar ve
glial hiicrelerde belirlendi. MSS’de viriis enfekte hiicreler ile apoptozis iligkisini ortaya
koymak i¢in yapilan incelemelerde, DNA kirilmalarini isaret eden TUNEL pozitif reaksi-
yonlar genel olarak BHV-5 antijen pozitif immunreaksiyonlarin lokalize oldugu alanlarda-
ki noronlarda ve glial hiicrelerde dagilim gosterdi. Bununla birlikte, apoptotik hiicre 6lim
yolaklarin1 belirlemek igin yapilan immunohistokimyasal uygulamalarda noronlarda ve
glial hiicrelerde saptanan kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’a iliskin pozitif reaksiyonlar;
BHV-5 enfeksiyonunda MSS’de apoptozisin hem igsel hem de dissal yolla indiiklenebile-
cegini ortaya koydu. Diger yandan, antiapoptotik belirteg olan  Bcl-2
immunreaksiyonlarinin 6zellikle néronlarda goriilmesi; BHV-5 enfekte noronlarin, enfek-
siyonun devamliliginda ve latent enfeksiyonunun kurulumunda 6nemli bir role sahip olabi-
lecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, sigir herpesviriis-5 (BHV-5), kaspazlar, patoloji, TUNEL.
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SUMMARY

Epikmen ET. Neuropathological findings of bovine herpesvirus-5 in naturally

infected calves and its association with apoptosis.

BHV-5 (Bovine herpesvirus-5) is a viral pathogen that causes fatal nonpurulent
meningoencephalitis especially in calves. The agent is a member of the Alphaherpesvirinae
subfamily of Herpesviridae family and classified as a Varicellovirus genus.

In this study, a total of 21 calves (between 1 day to 5 months of age) were included
and macroscopic, histopathologic, immunohistochemical findings were described.
Immunohistochemical distributions of BHV-5 in viral antijen in in the tissues of the central
nervous system (CNS) were detected by Avidin-Biotin Peroxidase Complex (ABC)
method. In the infected tissues, apoptotic cells were detected by TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labeling) method. Apoptotic
pathways were described by ABC method with anti-activated caspases-3,-8,-9 antibodies.

Clinical findings; contractions of jaw muscles, bruxism, nystagmus and opistotonus
were observed. Incoordination, inability to stand on legs, recumbency followed by tremors
in leg muscles and tetanic contractions were noted. At necropsy, a spesific macroscopic
lesion was not seen. In histopathologic exemination of the CNS, nonsuppurative
encephalomyelitis was described, characterized by degeneration and necrosis, diffuse or
focal gliosis, perivascular mononuclear cell infiltration, meningitis and demyelination. In
the immunohistochemical examination, BHV-5, viral antijen was observed in the CNS as
follows: brain stem, serebral hemispheres, medulla spinalis were seen in the neurons of
cerebellum and glial cells. TUNEL method showed that apoptotic cells were generally
dispersed in glial and neuronal calls particularly in the areas of BHV-5 antigen
immunpositive reactions of the CNS. The immunpositive reactions of activated caspase-3,-
8,-9 detected in glial and neuronal cells indicated that apoptosis was induced by both
intrinsic and extrinsic pathways. On the other hand, Bcl-2 (an anti-apoptotic marker)
immunoreactions especially in the neurons and lesser extend glial cells indicated that
BHV-5 infected neurons could have an important role in permenancy of infection and
establishment of latent infection.

Key words: Apoptosis, bovine herpesvirus-5 (BHV-5), caspases, pathology, TUNEL.
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