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ONSOZ

Peste des Petits Ruminants (PPR), 6zellikle koyun ve kecilerde yiiksek mortalite ve
morbidite oramyla ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olabilen viral bir
hastaliktir. Onceleri, Bat1 Afrika’da sinirli kalan bir hastalik olarak diisiiniilen PPR
zamanla genis cografi dagilim gostererek Asya, Ortadogu ve Sahara collerine kadar
yayilim gostermis, komsu bolgelerde, Giiney Afrika ve Orta Asya’y1 da icine alan bir
tehdit olmustur. Ulkemiz ise 1996 yilinda resmi olmayan ilk vaka bildirimiyle PPR
ile tamsgmigstir. Diinya’da ve Tiirkiye’de PPR hastaliina karsi miicadele devam
etmekte ve agilama stratejileri gelistirilmektedir. Peste des petits ruminants viriis,
diger morbilliviriisler gibi lenfotropik ve epitelyotropik 6zellik gosterir ve en siddetli
lezyonlarin1 bu dokularda sekillendirir. Hastaligin agiz mukozas1 ve akciger epitel
dokularinda sekillendirdigi lezyonlarda, sitokinlerin roliine yonelik daha onceden
gerceklestirilmis bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada, PPR hastaliginda
yanak, dil ve akcigerlerde sekillenen epitel lezyonlarinda IL-4, IL-10, TNF-a ve
IFN-y sitokin yanitinin immunohistokimyasal olarak incelenmesi ve lezyonsuz
kontrol dokulari ile karsilagtirilmast amaclanmistir.

Bu calismanin her asamasinda bana destek olan, yapici elestirileri ve olumlu
yonlendirmelerinden dolayi, damisman hocam Dog¢. Dr. Oguz KUL’a, poliklonal
antikor iiretimi icin gerekli olan PPR viriisiinii temin eden Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali dgretim iiyelerinden Prof. Dr. Aykut
OZKUL’a, istatistiksel degerlerin analiz edilmesinde yardimini esirgemeyen
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OZET

Peste des Petits Ruminants (PPR), koyun ve kecilerde eroziv-iilseratif oral lezyonlar,
interstisyel pndmoni ve diyare ile seyreden, yiiksek mortalite ve morbidite oraniyla
ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olabilen akut veya subakut seyirli viral bir
hastaliktir. Peste des petits ruminants viriis, lenfotropik ve epitelyotropik 6zellik
gosterir, en siddetli lezyonlar lenfoid ve epitelyal dokularin baskin oldugu organlarda
sekillenir. Hastalikta immiin cevabin olugsmasinda baglica lenfoid, fagositik ve
hemopoietik hiicreler rol alirlar. Bu hiicreler arasindaki etkilesim ve koordinasyon ile
konak yanitinin idaresi, bir grup protein olan sitokinler tarafindan gerceklestirilir.
Hastaligin agiz mukozasi ve akciger epitel dokularinda sekillendirdigi lezyonlarda,
sitokinlerin roliine ydnelik daha Onceden gerceklestirilmis bir arastirmaya
rastlanilmamigtir. Bu ¢alismada, PPR iligkili yanak, dil ve akcigerlerde sekillenen
epitel lezyonlarinda IL-4, IL-10, TNF-¢ ve IFN-y sitokin yanitinin
immunohistokimyasal olarak incelenmesi ve lezyonsuz kontrol dokular1 ile
karsilagtirilmast amacglanmistir. Calismanin materyalini, PPR tamsi1 konulan 11
koyun, 6 ke¢i ve saglikli 5 kegiden alinan yanak mukozasi, dil ve akciger dokulari
olusturdu. Parafine gomiilen dokulardan alman 5 pm kalinhigindaki kesitler,
hematoksilen eozin, gram boyama ve immunoperoksidaz teknikle muayene edildi.
Histopatolojik incelemede, agiz ve dil mukozas1 i¢in; epitel hiicrelerinde hidropik
ve/veya vakuoler dejenerasyon, hiperkeratoz, sinsityal hiicre formasyonu, epitelyal
nekroz, psodomembran, intrasitoplazmik ve intraniikleer inkliizyon cisimcikleri,
epitelyal doku i¢inde yangisal hiicre infiltrasyonu degerlendirildi. Akciger epiteli i¢in
ise; brons ve bronsiyol epitel hiperplazisi, peribronsiyal, peribronsiyolar lenfoid
manto olusumu, tip II alveol epitel hiperplazisi, alveol liimenlerinde sinsityal hiicre
olusumu, interstisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu, inkliizyon cisimcikleri,
sekonder bakteriyel pndmoni ve nekroz bulgulari dikkate alinarak lezyonlar siddetine
gore skorlandi. Immunoperoksidaz testlerde, PPR Tu0O0 susu kullanilarak tavsanda
immunizasyon ile elde edilen rabbit-anti PPRV poliklonal antikorlari, sitokin yanitin
arastirilmasi icin ise ticari firmalardan temin edilen rabbit anti-bovine IL-4, IL-10,
TNF-a ve IFN-y antikorlar1 kullanildi. Histopatolojik lezyonlarin hafif sekillendigi
ve PPRV antijeninin immunohistokimyasal olarak gosterilemedigi epitel dokularinda

sitokin yanitin kontrol gruplarindan farkli olmadigi dikkati cekti. Bu caligmada,



PPRYV porzitif hayvanlardaki akciger, dil ve yanak mukozasinda [IFN-gamma ve TNF-
alfa immunopozitif boyanma yiizde alanlar, kontrol grubu hayvanlardakine oranla
istatistiksel onemlilik (p<0.05) gosterdi. Her iki sitokin i¢in de ortalamada en yiiksek
pozitif alan orani, yanak mukozasinda goriildii. Caligmada kontrol grubu ve PPRV
pozitif hayvanlara ait IL-4 ve IL-10 oranlar1 arasinda herhangi bir istatistiksel 6neme
rastlanmad1 (p>0.05). Sinsityal hiicreler ve alveolar makrofajlarda IFN-gamma ve
TNF-alfa ekspresyonu bu calismayla ilk defa gosterildi. Sonug¢ olarak, PPRV ile
enfekte dil, yanak mukozasi1 epiteli ve akciger dokusunda IFN-gamma ve TNF-alfa
gibi proinflamatuar sitokin yanitin belirgin diizeyde oldugu, PPR ile etkilenmis epitel

dokunun yangi hiicrelerine ilave olarak sitokin yanitta rol alabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Epitel, IFN-y, IL.-4, IL.-10, immunoperoksidaz, keci, koyun,

kiiciik ruminant vebasi, Peste des Petits Ruminants, PPR, sitokin, TNF-a



SUMMARY

Peste des Petits Ruminants (PPR) is an acute or subacute viral disease that cause
huge economic losses associated with high mortality and morbidity rate in sheep and
goats The resulting pathology included erosive-ulserative oral lesions, interstitial
pneumonia and diarrhoea. Peste des petits ruminants virus exhibits lymphotropic and
epitheliotropic features. Thus, the most prominent lesions occur in lymphoid and
epithelial tissues. Lymphoid, phagocytic and haemopoietic cells play an important
role in the immune response. Cytokines, a group of proteins, work in coordinates the
interaction among immune cells and host immune response. Cytokine profiles of oral
mucosa and lung epithelia in PPR have not been documented before. In this study,
we aimed to study expression of IL-4, IL-10, TNF-a and IFN-y in tongue, buccal
mucosa and lung epithelial tissue using immunoperoxidase technique and to compare
with the tissues of healthy control animals. The tissues used in this study were
collected from PPR positive 11 sheep and 6 goats and healthy 5 goats. The tissues
embedded in paraffin blocks were cut at a thickness of 5 um and stained with
haematoxylin eosin, gram staining and immunoperoxidase technique. In
histopathological examination, the tongue and buccal mucosa lesions were scored as
follows; hydropic degeneration and/or vacuolar degeneration in epithelial cells,
hyperkeratosis, syncitial cell formation, epithelial necrosis, pseudomembran,
intracytoplasmic and intranucleer inclusion bodies, inflammatory cells in epitelial
tissue, and in lung epithelium; bronchial and bronchioler epithelia hyperplasia,
peribronchial lymphoid cuffing, type II alveol epithelium hyperplasia, syncytial cell
formation in alveoli, interstitial mononucleer cell infiltration, inclusion bodies,
secondary bacterial pneuomonia and necrosis. PPR Tu0OO isolate was used for
immunization of the rabbit to obtain rabbit anti-PPRV polyclonal antibodies for
immuoperoxidase tests. Commercial rabbit anti-bovine IL-4, IL.-10, TNF-a and IFN-
vy antibodies were used for investigation for cytokine response. There was no
differences between control tissues and mildly affected tissues by means of cytokine
expression. In PPRV positive animals, the lung, tongue and buccal mucosa had
statistically significant (p< 0.05) higher IFN-gamma and TNF-alpha expression
compared to control group. The most intensive expression for both cytokines was

seen in the buccal mucosa. There was no significant difference between PPRV



positive and control groups for IL-4 and IL-10 expressions. Importantly, presence of
IFN-gamma and TNF-alpha expressions in syncitial cells and alveolar macrophages
were illustrated for the first time through this study. As a result, the PPRV infected
tongue, buccal mucosa and lung tissues have significant IFN-gamma and TNF-alpha
expressions, molecules of proinflamatory cytokine response. PPR affected epithelial

cells may also play a role in cytokine response in addition to inflammatory cells.

Keywords: Cytokine, epithelium, goat, IFN-y, IL-4, IL-10, immunoperoxidase, pest
of small ruminants, Peste des Petits Ruminants, PPR, sheep, TNF-a



1. GIRIS

1.1. Hastahgm Tamm ve Onemi

Peste des Petits Ruminants (PPR), 6zellikle koyun ve kecilerde, ates, istahsizlik,
rinitis, konjunktivitis, ser6z-mukopurulent nazo-okiiler akinti, pndmoni, oksiiriik,
dispne, eroziv-iilseratif oral lezyonlar ve diyare ile seyreden, yiiksek mortalite ve
morbidite oramyla ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olabilen akut veya subakut
seyirli viral bir hastaliktir (Furley ve ark. 1987, Diallo 1988, Scott 1990, Barker ve
ark. 1993, Dungworth 1993, Algigir ve ark. 1996, Dhar ve ark. 2002, Toplu 2004,
Kul ve ark. 2007). Peste des Petits Ruminants virus (PPRV) enfeksiyonu; kata,
pnomoenteritis kompleks, pseudorinderpest, abu nini, kegilerin enteritis ve erozyonlu
stomatitisi, keci vebasi veya stomatitis-pnomoenteritis kompleks gibi isimlerle de
anilmaktadir (Otte 1960, Rowland ve ark. 1969, Rowland ve Bourdin 1970, Hamdy
ve ark. 1976, Braide 1981, Scott 1990).

Peste des petits ruminants, ozellikle kecilerde agir kayiplarla seyreden bir
hastaliktir. Onceleri, Bat1 Afrika’da sinirli kalan bir hastalik olarak diisiiniilen PPR
zamanla Asya, Ortadogu ve Sahara c¢ollerine kadar yayilim gostermis, komsu
bolgelerde, Giiney Afrika ve Orta Asya’y1 da icine alan bir tehdit olmustur. Peste des
petits ruminants genis cografik dagilim gostererek yayilmaktadir (FAO 2009).

Hastaligin agir ekonomik kayiplari; morbidite, mortalite, canlt agirlik kaybi,
yemden yararlanamama, siit, siit {iriinleri ve yavru kaybi ile sekillenmektedir
(Durojaiye ve ark. 1983, Nawathe 1984). Hastaliktan meydana gelen Onemli
ekonomik kayiplar, hayvan hareketlerinin kontrolii ve ticari yan {riinlerinin
sinirlararasi gecislerinde uygulanan saglik tedbirleri nedeniyle daha da agirlagsmastir.
Bu hastalik, Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) Acil Onleyici Sistem (EMPRES)
programinin Oncelikli bagliklar1 arasinda yeralmaktadir (FAO 2009). Benzer sekilde,
2000’li yillarin baglarinda, yoksulluk hafifletme politikalar: icinde kabul edilmistir
(FAO 20009).

Uluslararas1 Salgin Hastaliklar1 Ofisi (OIE) verilerine gore; tilkemizde 2006-
2007 yillarinda 3.653.718 koyun ve kecinin PPR’a kars1 asilandig1 rapor edilmistir



(Anonim 2009). Cizelge 1.1°’de PPRV enfeksiyonunun rapor edildigi farkli cografi

bolgelerde risk altindaki evcil kiiciik ruminant sayilar1 verilmistir.

Cizelge 1.1. Enfekte bolgelere gore risk altindaki kiigiik ruminant sayilar1 (FAO 2009).

Orta Asya 43.118.821
Yakin Dogu 171.997.500
Uzak Dogu 647.518.989
Afrika 264.275.400
Risk altindaki toplam popiilasyon 1.126.910.710
Global kiigiik ruminant popiilasyonu 1.801.434.416
Risk altindaki evcil kii¢iik ruminant 62.5%
popiilasyonunun diinyadaki kii¢itk ruminant

sayisina orani

1.2. Tarihge

Peste des petits ruminants enfeksiyonu ilk defa 1942 yilinda Bati Afrika’da Cote
d’Ivoire’de (Fildisi Sahilleri) tanimlanmistir (Gargadennec ve Lalanne 1942). Uzun
yillar Bat1 Afrika ile sinirli kalan bir hastalik olarak diisiiniilmiis, ancak Sudan’da
1972 yilinda sigir vebasi tanisi konulan kecilerin aslinda PPR olduklarinin ortaya
konulmasindan sonra hastaligin Dogu’ya dogru ilerledigi gosterilmistir (Diallo
1988). Enfeksiyon daha sonra Dogu Afrika’dan, Orta Dogu iilkeleri, Tiirkiye, Giiney
Asya, Banglades, Fas ve Cin’e kadar uzanan genis bir cografyaya yayilmistir (Taylor
1984, Diallo 1988, Alcigir ve ark. 1996, Shaila ve ark. 1996, OIE 2008, Wang ve
ark. 2009).

Tiirkiye’de PPR, resmi olarak ilk kez Eyliil 1999°da rapor edilmistir (OIE
1999, EMPRES 2000). Bu tarihten 6nce Al¢igir ve ark. (1996), patomorfolojik ve
immunohistolojik olarak, Tatar (1998), serolojik ve virolojik olarak enfeksiyonun
varligin1 gostermislerdir. Sonradan hastalifin epidemiyolojisi saha calismalariyla
desteklenmis ve Tiirkiye'nin bazi bdlgelerinden bildirilen PPR salginlariyla,
hastaligin endemik oldugu saptanmistir (Ozkul ve ark. 2002, Toplu 2004, Cam ve
ark. 2005, Yesilbag ve ark. 2005, Kul ve ark. 2007).




1.3. Etiyoloji

Peste des petits ruminants virus, Paramyxoviridae familyasinin Morbillivirus genusu
icinde yer alir. PPRV linear, negatif polariteli, tek iplikcikli, segmentsiz RNA igerir
ve replikasyonlar1 sitoplazmada gerceklesir. Viral genom 15948 nt biiyiikliigtindedir
(Gibbs ve ark. 1979, Bailey ve ark. 2005).

Peste des petits ruminants virus fizikokimyasal 6zellikler yoniinden sigir
vebasi virusu (RPV)’ndan farkli bir virus oldugu, biyolojik ve antijenik ozellikleri
yoniinden ise RPV ve morbillivirus genusuna dahil, canine distemper virus (CDV),
measles virus (MV), dolphin distemper virusu (DMV), phocine distemper virusu
(PDV) ve porpoise distemper virusu ile yakinligi oldugu belirlenmistir (Sekil 1.2)
(Gibbs ve ark. 1979, Barrett ve ark. 1995, Murphy ve ark. 1995, Barrett 1999). Bu
gruptaki virus tiyeleri alt1 yapisal protein icerirler. Bunlar, virus genomik RNA’simn1
saran niikleokapsid protein (N), polimeraz protein (L) ile iliskili Fosfoprotein (P),
Matrix (M) protein, Fiizyon (F) protein ve Hemagliitinin (H) proteindir. Matrix
Protein, viral genomu saran N proteini ile H ve F proteinlerinden olusan yiizey
proteinleri arasinda koprii olusturmaktadir (Diallo 1990). Bunlarin haricinde, enfekte
hiicrelerde tespit edilen C ve V proteinler yapisal olmayan proteinlerdir ve
replikasyonda rol alirlar (Baron ve Barrett 2000). Bu proteinler enfeksiyonda
interferon antagonisti olarak rol oynarlar ve hiicresel immiin yaniti diizenlerler
(Gotoh ve ark. 2001, Horvath 2004).

Farkli cografik bolgelerden elde edilen PPRV izolatlarinin genetik
yakinliklar1 F-protein geninin sekansi temel alinarak yapilmistir (Dhar ve ark. 2002).
Peste des petits rumiants virlis izolatlarinin filogenetik iliskileri Sekil 1.1°de
gosterilmistir. Buna gore 1,2,3 ve 4 olmak iizere dort farkli genetik hat belirlenmistir.
Genetik hat 1, 1970’1i yillarda Afrika’dan izole edilen viruslar1 (Nijerya 75/1, 75/2,
75/3, 76/1, Senegal), Genetik hat 2 ise 1980’li yillarda Afrika’dan izole edilen
viruslar1 (Ivory Coast/89, Guinea 91) igerir. Genetik hat 3, Afrika ve Asya kitalarinda
ortak bulunan viruslar1 (Oman 72 Dorcas, Oman 72 Ibri, Oman 83, India 92, Sudan
72, Etiyopya 96), Genetik hat 4 ise Asya viruslarin1 (Banglades 93, Israil 94, Iran 94,
Nepal 95, India 94 UP, India 94 MAH, India 94 RAJ, Pakistan 94, Suudi Arabistan
94, Turkey 96, India 96 Bengal, India 96 Orissa, Turkey 00) icerir (Shaila ve ark.



1996, Dhar ve ark. 2002, Ozkul ve ark. 2002, Abraham, 2005, Couacy-Hymann ve
ark. 2005).

Migeria 75/1 (Maccine)

Senegal

Lineage 1 Nigeria 75/2
Migeria 76/1
Migeria 75/3
Lineage 4 — India /JUP/94
— Bangladdesh 93
Mepal 95
— Turkey 96
Israel 94
— India /MH/94
— Pakistan 94
Turkey 00
—— Saudi Arabia 894
— lIran 94
Oman 83
Lineage 3 ﬁ; India /TN/92

L|: Sudan 72
Ethiopia 96
Lineage 2 —— Guinea Biseau
L o1 Ivory Coast 89

.01

Sekil 1.1. Peste des petits ruminants viriis izolatlarinin filogenetik iliskileri (Ozkul ve ark.
2002)
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Sekil 1.2. Peste des Petits Ruminants Viriis ve diger morbilliviruslarin filogenetik iligkisi
(Barrett, 1999).

1.4. Epidemiyoloji

1.4.1. Bulasma

Peste des petits ruminants viriisiiniin dig ortama dayaniksizligindan dolayr bulasma
bir hayvandan digerine yakin temasla ve atesli donemde meydana gelir (Braide
1981). Goz, burun, agz akintis1 ve sulu digki bol miktarda virus icerir. Enfekte
hayvanlar oksiirme ve aksirma sirasinda havaya enfekte damlaciklar sagarlar (Taylor
1984, Bundza ve ark. 1988). Yakin temas halindeki hayvanlar, bu damlaciklar1
solunum ile alarak enfekte olurlar. Ayrica kontamine su, yem ve altliklar viriisiin
yayllmasinda onemli rol oynarlar (Lefevre ve Diallo 1990). Hayvan ticareti yapilan
pazarlarda, degisik bolgelerden bir araya getirilen ve yakin temasta bulundurulan

hayvanlar, PPR’1n yayilmasi i¢in en uygun ortami olustururlar (FAO 1999).



1.4.2. Konak¢1 Duyarlihg:

Peste des petits ruminants kiiciik ruminantlarin bir hastaligidir, baglica koyun ve
kecileri etkiler. PPR virlisii koyun ve kecilerde farkli siddette viriilans gosterir.
Kecilerde bulgular daha siddetli seyrederken koyunlar daha az derecede etkilenirler
(El Hag Ali ve Taylor 1988, Abu Elzein ve ark. 1990, Lefevre ve Diallo 1990,
Roeder ve ark. 1994).

Koyunlarin hastaligin klinik etkilerine kars1 kalitsal olarak direngli olduklari,
fakat nadiren saha suglarinin bu direnci asarak yiiksek mortaliteye neden olduklar1
diisiiniilmektedir (Taylor 1984). Hastaligin ilk olarak tanimlandig1 bolge olan Bati
Afrika’da, yerel keci wrklarinin PPRV enfeksiyonuna daha duyarli olduklar:
bildirilmistir (Lefevre ve Diallo 1990). Toplu (2004), hastaligin yash ke¢ilerde daha
yiiksek oranina ragmen, Ozellikle gen¢ kecilerde karakteristik olmayan, belirsiz
klinik bulgular ve yiiksek 6liim oraniyla kendini gosterdigini bildirmistir. PPRV ile
enfekte keci ve koyunlarla temas halindeki sigirlar salginlardan etkilenmemektedir.
Sigirlarda PPRV ile deneysel olarak enfeksiyon olusturulmaya calisilmig fakat
enfeksiyon gergeklestirilememistir (Taylor, 1984). Bununla birlikte, viriisiin deneysel
inokiilasyonu sonucu olusan sessiz veya subklinik enfeksiyon, takip eden virulent
RPV suslarina karsi koruma saglamaktadir (Gibbs ve ark. 1979, Taylor 1984). Bir
kac caligmada, develerde PPRV’a kars1 olugsmus antikorlarin varligr gosterilmistir
(Ismail ve ark. 1995, Haroun ve ark. 2002). Yabani ruminantlarda deneysel ve saha
kosullarinda PPRV enfeksiyonunun sekillendigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Amerikan beyaz geyikleri (Odocoileus virginianus), Dorkas ceylanlar (Gazella
dorcas), Nubian dag kecileri (Capra ibex nubiana), Laristan koyunlar1 (Ovis
orientalis laristani), Giiney Afrika ceylanlart (Oryx gazellaa) ve Antiloplar
enfeksiyona kars1 duyarlhidir (Hamdy ve ark. 1976, Furley ve ark. 1987, Abu Elzein
ve ark. 1990, Abu EFElzein ve ark. 2004). Yabani ruminantlarin, hastaligin
epidemiyolojisinde ve kitalararasi yaylmasinda ne derecede onemleri bulundugu

konusunda ise yeterli bilgi bulunmamaktadir (CFSPH 2008).
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1.4.3. Hastahigin Cografi Yayilim

Peste des petits ruminants viriis enfeksiyonu ilk olarak bildirilmesinden sonra yillar
icinde adim adim genis bir cografyaya yayilmistir (Sekil 1.3) ve halen de yeni iilke
raporlart  yayimlanmaktadir  (http://www.oie.int/wahis/public.php ?page=disease_
immediate_summary). Hastalik son 20 yildir, Tiirkiye, Arap Yarimmadasi, Orta Dogu,
Hindistan ve Kuzey Afrika iilkelerinde yaygin sekilde bildirilmektedir. PPR viriisii
diinyada, Nijerya (Taylor ve Abegunde 1979), Sudan (El Hag Ali ve Taylor 1984,
Haroun ve ark. 2002), Arap Yarimadasi (Abu Elzein ve ark. 1990, Taylor ve ark.
1990, Moustafa 1993), Hindistan (Shaila ve ark. 1989, Shaila ve ark. 1990, Kulkarni
ve ark. 1996, Nanda ve ark. 1996), Etiyopya (Roeder ve ark. 1994, Abraham ve ark.
2005), Orta Dogu Ulkeleri (Lefevre ve ark. 1991, Hessami ve ark. 1994, Durajoiye
ve Lefevre 1996, Libeau 1997, Eligulashvili ve ark. 1999), Pakistan (Amjad ve ark.
1996, Abu Bakar ve ark. 2008), Afganistan, Banglades ve Nepal (Shaila ve ark.
1996, Libeau 1997), Fas (OIE 2008), Cin (Wang ve ark. 2009) ve Tiirkiye’de
(Algigir ve ark. 1996, Tatar ve Alkan, 1999, Giil ve ark. 2001, Ozkul ve ark. 2002,
Tatar ve ark. 2002, Toplu 2004, Yesilbag ve ark. 2005, Kul ve ark. 2007)
gosterilmistir. PPR viriisiiniin 4 farkli genetik hattinin cografi dagilimi Sekil 1.4’te

gosterilmistir.
1942-1972 1973-1982
* '
il mily '
1983-1987

Sekil 1.3. PPRV enfeksiyonunun cografi yayilimi (FAO 2009).
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| Lineage 3

%] Lineage 4

. Uncharacterised

Sekil 1.4. PPRV’nin 4 farkli genetik hattinin cografi dagilimi (Dhar ve ark. (2002)’den
modifiye edildi).

1.5. Patogenez ve Bagisikhk

Peste des petits ruminants viriis, diger morbilliviriisler gibi lenfotropik ve
epitelyotropik 6zellik gosterir. Bu 6zelliginden dolayi, en siddetli lezyonlar lenfoid
ve epitelyal dokularin baskin oldugu organlarda sekillenir (Abraham 2005). PPR
virusii lenforetikiiler dokular, solunum sistemi miikéz membran epitel hiicreleri,
akciger dokusu ve sindirim sistemine biiyiik affinite gosterir (Abegunde ve Adu
1977). PPRV solunum yoluyla alinir ve ilk replikasyonu farengeal, mandibular lenf
diigiimleri ve tonsilde gerceklesir. Viremi, enfeksiyondan sonraki 2-3 giin i¢inde ve
ilk klinik bulgularin gériilmesinden 1-2 giin once sekillenir. Daha sonra viriis viremi
ile dalak, kemik iligi, gastro-intestinal sistem ve solunum sistemine yayilir (Abraham
2005).

Morbilliviriislerde olduk¢a immunojenik olan yiizey H ve F proteinleri
bagisikligin olusmasinda oldukca onemlidir. PPRV, RPV ile antijenik yakinliga
sahiptir (Taylor 1979). RPV’nin H ve F glikoproteinlerini eksprese eden c¢ift
rekombinant cicek viriisii ile yapilan immunizasyon denemelerinin, kecileri PPR

hastaligina karsi korudugu gosterilmistir (Jones ve ark. 1993). Ancak hayvanlarin
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sadece RPV’e kars1 virus-notralizan antikor olusturdugu, PPRV’e kars1 ise
olusturmadig1 belirtilmistir. RPV’nin H proteini veya F proteini ya da PPRV’nin F
proteinini eksprese eden Capripox virus rekombinantlari, kecilerde PPR hastaligina
kars1i, PPRV nétralizan antikor olusumu olmadan koruma saglarlar (Romero ve ark.
1995). Bu deneme sonuglarindan, hiicre aracili immiin cevabin hastaliga karsi
koruma saglamasinda ¢ok Onemli bir rol oynadigi anlasilmaktadir. Keciler, H
glikoproteinini eksprese eden baculovirus rekombinant1 ile asilandiginda hem
humoral hem de hiicre aracili immiin cevabin olustugu ve asilanan kecilerde olusan
antikorlarin hem PPRV hemde RPV’ii in vitro kusullarda notralize ettigi ortaya
konulmustur (Sinnathamby ve ark. 2001). RPV doku kiiltiirii ile agilanmis annelerden
dogan kuzu ve oglaklarda 3-4 ay boyunca kolostrum ile aldiklar1 maternal antikorlar

saptanabilir diizeylerde kalir (Libeau ve ark. 1992).

1.6. Sitokinler ve ozellikleri

Immiin cevabin olusmasinda baslica lenfoid hiicreler, fagositoz hiicreler ve
hemopoietik hiicreler rol alirlar. Bu hiicreler arasindaki etkilesim ve koordinasyon ile
konak yanitimin idaresi bir grup protein olan sitokinler tarafindan gergeklestirilir
(Abbas ve Lichtman 2005). Sitokinler, diisik molekiiler agirlikli protein veya
glikoproteinlerdir. Bu proteinler immiin sistemde efektor hiicrelerinin gelisimini ve
diger sitokinlerin etkilerinin ayarlanmasinda rol alirlar (Goldsby ve ark. 2000).

Interlokinler, interferonlar (IFNa, B, v), timor nekroz faktorii a, B ve y (TNF
a, B ve v), graniilosit koloni stimiilan faktor (G-CSF), monosit koloni stimiilan faktor
(M-CSF) ve graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-CSF) gibi koloni
stimiilan faktorler, transforming growth faktér B (TGF- B, Déniistiiriicii biiylime
faktorii) ailesi, noron geligim faktorii, eritropoietin, epidermal gelisim faktorii,
fibroblast gelisim faktorleri, insiilin benzeri gelisim faktorleri ve trombositlerden
elde edilen gelisim faktorii gibi biiylime faktorleri sitokin sinifi igerisinde yer
almaktadir (Trotta 1991).

Sitokinler hedef hiicre membranindaki 6zel reseptorlere baglanir. Sitokinler

ve reseptorleri birbirlerine ¢ok yiiksek ilgi gosterirler ve bundan dolay1r biyolojik
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olarak sekillendirdikleri etkileri pikomolar konsantrasyonlarda gosterirler (Goldsby
ve ark. 2000).

Sitokinler otokrin etki ile salindiklar1 hiicreleri, parakrin etki ile yakinindaki
hiicreleri, endokrin etki ile de dolagima girerek uzaktaki hiicreleri etkilerler.
Genellikle depo edilmezler ve iiretimleri yeni gen yazilmasi ile baglatilir (Akyol ve
ark. 1994). Sitokinler islevsel olarak hormonlara benzerler, ancak 6zellesmis bir
dokudan degil de cesitli hiicreler tarafindan yapildiklart icin hormon olarak kabul
edilmezler (Baykal ve ark. 1998).

Sitokinlerin salinim1 kisa ve sinirhdir, diger sitokinlerin sentez ve islevlerini
etkileyebilirler. Etkileri lokal veya sistemik olabilir. Antagonizm, sinerji, redundansi
ve pleiotropizm 6zellikleri vardir (Abbas ve Lichtman 2005). Bu ozellikleri Sekil
1.5’te gOsterilmistir.

Sitokinler, enfeksiyoz ajanlara kars1 sekillenen dogal bagisiklikta rol oynayan
mononiikleer fagositlerden salinan araci ve diizenleyici maddelerdir. Dogal
bagisiklikta, lipopolisakkarit (LPS) ve viral iirlinler makrofajlar1 direkt etkileyerek
sitokin salinimin uyarir. Antijenle uyarilmis T hiicrelerle aktive olmus makrofajlar
da sitokin salgilar. Bu grup sitokinler, endotel hiicreleri ve l6kositler iizerine etki
ederek erken yangisal reaksiyonu uyarir. NK hiicreleri de dogal bagisiklikta sitokin
tiretir ve ayrica kazanmlmis bagisiklikta da rol oynar. T lenfositlerce salinan
sitokinler, mononiikleer fagositler, notrofil, eozinofil lokositlerin aktivasyonu,
diizenlenmesi ve etkilerinin arttirilmasi saglar. Hematopoiezisin uyarilmasindaki
gorevleri, olgunlagmamig lokositlerin farklilagmas1 ve biiyiimenin uyarilmasi
yoniindedir (Abbas ve Lichtman 2005). Dogal bagisiklikta rol oynayan sitokinlerin
ozellikleri Cizelge 1.2’de, kazanilmis bagisiklikta rol oynayan sitokinlerin dzellikleri
Cizelge 1.3’de gosterilmistir.

Yardimc1 T hiicre 1 (Thl) ve yardime1r T hiicre 2 (Th2) grubu sitokinler,
CD4+ T-hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Thl hiicreler; interlokin-2 (IL-2), TNF
alpha, interferon y (IFN- vy) ve lenfotoksinleri, Th2 hiicreleri; IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 ve IL-13 sentezlerler. Baz1 sitokinler hem Thl ve Th2 hiicreleri tarafindan
salinir. Bunlar IL-3, tiimor nekrozis faktér o (TNF-a), granulosit-makrofaj koloni
stimule edici faktor (GM-CSF)’diir ( Mosmann ve Sad 1996). Thl sitokin salgilayan

hiicreler, hiicre aracili yangisal reaksiyonlarda gorev alirken, Th2 grubu sitokin
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salgilayan hiicreler ise daha cok antikor {iretimi uyarict olarak rol oynarlar
(Mosmann ve Sad 1996). Sitokinlerin bazilar1 yangiy1 siddetlendirirken
(proinflamatuar), bazilar1 proinflamatuar sitokinlerin aktivitesini baskilar (anti-
inflamatuar) (Dinarello 2000). IL-1 reseptor antagonisti, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 ve
IL-13 anti-inflamatuar sitokinlerdir (Opal ve DePalo 2000). IL-1 ve TNF-a ise
proinflamatuar sitokinlerdendir (Dinarello 2000).

B hiicre

CD4+ T hiicre

| IgE dretimi

TH2 farkhlasmasi

Pleiotropizm
|
v
=
B

Aktive CD4+
yardima T hiicre Makrofe] G Inhibisyon

IL-2| =—> B hiicre

= | |L-4 wesl- |  Proliferasyon
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Bircok hiicre tipinde
Simif I MHC molekdl
7 ekspresyonunu artirir

. —> [ I B @
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Baskilanmasi
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Sekil 1.5. Sitokinlerin genel 6zellikleri (Abbas ve Lichtman 2005).
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Cizelge 1.2. Dogal bagisiklikta rol alan sitokinler (Abbas ve Lichtman 2005).

Sitokin Agirhk Kaynag Hedef hiicre ve biyolojik etkileri
TNF-a 17 kd Makrofajlar, Endotelyal hiicrelerde aktivasyon (yangi ve
T hiicreleri koagiilasyon), Notrofil aktivasyonu,
Hipotalamus (ates), Karacigerde akut-faz
protein sentezi, Kas ve yag dokuda
(katabolizma-kaseksi), Bircok hiicre tipinde
apoptozis
IL-1 17 kd Makrofajlar, Endotelyal hiicrelerde aktivasyon (yangi ve
endotel, bazi epitel | koagulasyon), Hipotalamus (ates), Karaciger
hiicreleri (akut-faz protein sentezi)
Kemokinler 6-12 kd Makrofaj, endotel, | Lokositlerin kemotaksisi, aktivasyonu ve
T hiicreleri, | dokulara gogii
fibroblastlar,  kan
pulcuklari
IL-12 35-40 kd Makrofajlar, Thl farklilasmasi, NK hiicreleri ve T
dentritik hiicreler hiicrelerinin ~ IFN-y  sentezi,  sitotoksik
aktivitenin artmasi
Tip I IFN’lar | IFN-0, 15- | IFN-o: makrofajlar | Biitiin hiicrelerde antiviral etki, sinif I MHC
(IFN-0, IFN- | 21kd IFN-f: fibroblastlar | ekspresyonunun artmasi, NK hiicrelerde
B) IFN-B, 20- aktivasyon
25kd
IL-10 34-40 kd Makrofajlar ve daha | Makrofajlar ve dentritik hiicrelerde IL-12
cok Th2 hiicreleri liretiminin baskilanmas1 ve siuf II MHC
molekiillerinin ve kostimiilatorlerin
ekspresyonunun baskilanmasi
IL-6 19-26 kd Makrofajlar, Karacigerde akut-faz protein sentezi, B
endotel, T hiicreleri | hiicrelerinde antikor sentezleyen hiicrelerin
proliferasyonu
IL-15 13 kd Makrofajlar ve | NK hiicrelerinin  ve T  hiicrelerinin
diger hiicreler proliferasyonu,
IL-18 17 kd Makrofajlar NK hiicreleri ve T hiicrelerinde IFN-vy sentezi
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Cizelge 1.3. Kazamlmis bagisiklikta rol alan sitokinler (Abbas ve Lichtman 2005).

Sitokin Agirhk Kaynag Hedef hiicre ve biyolojik etkileri
IL-2 14-17kd | T hiicreleri T hiicrelerinde proliferasyon, sitokin sentezinin
artirilmasi, Fas-aracili apoptozis, B
hiicrelerinde apoptozis ve in vitro olarak
antikor sentezi
IL-4 18 kd CD4+ T hiicreleri | B hiicrelerinde IgE t hiicrelerine izotip
(Th2) ve mast | doniisiimii, Th2 farklilagmasi, proliferasyonu,
hiicreleri makrofajlarda IFN-y aracili aktivasyonun
baskilanmasi ve in vitro olarak mast hiicre
proliferasyonu
IL-5 45-50kd | CD4+ T hiicreleri | Eozinofil ~ aktivasyonu  ve  saliniminin
(Th2) artirilmasi, B hiicrelerinde proliferasyon ve
IgA iiretimi
IFN-y 50 kd T hiicreleri (Thl, | Makrofaj aktivasyonu, smnif I ve II MHC
CD8+), molekiillerinin ~ ekspresyonunun  artisi, T
NK hiicreleri hiicrelerine antijen sunumu ve islemlerinin
artisi,
TGF-p 25kd T hiicreler, | T hiicrelerin efektér ve proliferasyon
makrofajlar ~ ve | fonksiyonlarinin baskilanmast,
diger hiicre tipleri | B hiicrelerin proliferasyonunun baskilanmast,
IgA iiretiminin baskilanmast,
Makrofajarin baskilanmasi
Lenfotoksinler 21-24kd | T hiicreleri Notrofil aktivasyonu lenfoid organogenezis
IL-13 15kd CD4+ T hiicreleri | B hiicrelerinde IgE izotip doniisiimii, Epiteltal

(Th2)

hiicrelerde mukus tiretiminin artisi, makrofaj

baskilanmasi

1.6.1. interlokin 4 (IL-4)

Interokin-4, anti-IgM-stimiile edici fare B lenfositlerinde, DNA sentezini uyaran bir

molekiil olarak tanimlanmistir. Bu nedenle baglangicta B hiicre biiyiime faktorii
(BCGF) olarak adlandirilmistir (Howard ve ark. 1982). Bununla birlikte, LPS ile

aktive B hiicrelerinin IgG1 iiretmesine neden olan protein oldugu gosterilmis ve bu
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faaliyet B hiicre farklilasma faktorii (BCDF) olarak isimlendirilmistir (Isakson ve
ark. 1982). IL-4, hareketsiz B hiicrelerinin simif I MHC molekiiliiniin ekspresyonunu
artirmaktadir. Bu ylizden, ilkin bu proteinin ismine B hiicre uyaric1 factor-1 (BSF-1)
denilmesi Onerilmis (Mire-Sluis 1998) ve bu Oneri baz1 arastiricilar tarafindan da
kabul gormiistiir (Fitzgerald ve ark. 2001). Proteini kodlayan komplementer
DNA’nin klonlanmasini takiben de IL-4 adi verilmistir (Noma ve ark. 1986). Sonraki
calismalarda IL-4 ‘iin T lenfositler, mast hiicreleri ve hemopoietik ve endotelyal
hiicre tiplerinin gelisimi gibi farkli ve karigik biyolojik aktiviteleri tanimlanmigtir
(Mire-Sluis 1998). IL.-4’iin baslica gorevleri Sekli 1.6’ da gosterilmistir.

Interlokin 4 baglica T lenfositler, mast hiicreleri ve bazofillerce salgilanir
(Mire-Sluis 1998, Opal ve DePalo 2000). IL-4 tek basina hareketsiz B hiicrelerin
cogalmasina neden olmaz ama hiicre hacminde hafif artis ve fenotipik degisiklikler
yapar. (Yokota ve ark. 1988, Valle ve ark. 1989). IL-4, yiizey IgM, CD23,
¢Oziinebilir CD23, CD40 ve sinif [ MHC’de az oranda artisa neden olur. (Mire-Sluis
1998). Yiizey IgM artisi, anti-IgM’ye kars1 duyarli IL-4’{in neden oldugu bir artig
degildir (Shields ve ark. 1989). Ayrica IL-4 T ve B hiicre kemotaksisinde rol oynar
(Komai-Koma ve ark. 1995, Tan ve ark. 1995). IL-4 anti-IgM ile B hiicre
cogalmasinin kostimiilatorii olarak rol alir. Antijenle uyarilmig B hiicreleri IL-4’e
yanit olarak cogalirlar. IL-4, sadece CD4+ T hiicreleri veya mononiikleer hiicrelerin
varliginda, B hiicrelerden IgE iiretilmesini uyarir. IL-4, IgM iireten hiicrelerden IgG1
ve/veya IgE’ye ekspresyon degisimine neden olur (Mire-Sluis 1998). IL-4
monositlerde simf I MHC antijenleri, CD11b, CDllc CD13, CDI18, CD23
ekspresyonunu artirir (Mire-Sluis 1998). Aym1 zamanda CD14, CD16, CD32 ve
CD64 ekspresyonunu azaltir. Th2 hiicreleri tarafindan tiretilen IL-4, anti-inflamatuar
aktivite gosterir (Opal ve DePalo 2000). Monositlerin makrofajlara farklilasmasina
neden olur, ancak makrofaj ¢ogalmasini baskilar. IL-4, uyarilmig monositlerden
salinan sitokinlerin iiretimini engeller, aym zamanda IFN gamma tarafindan
uyarilmig monosit aktivasyonunu da iptal eder (Te Velde ve ark. 1990). IL-4
antitimor makrofaj aktivitesini genisletir (Mire-Sluis 1998). Ayrica makrofajlarin
sitotoksik aktivitesi ile makrofajlardan salinan nitrik oksit iiretimini baskilar ve
parazitlerin oldiiriilmesini saglar (Opal ve DePalo 2000). IL-4, IL-2 tarafindan

olusturulan CD69 ekspresyonunu ve NK hiicrelerince IFN gamma iiretimini baskilar
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(Mire-Sluis  1998). Proinflamatuar sitokinlerin salintmim1 ve ekspresyonunu
engelleyen IL-4, makrofaj inflamatuar protein (MIP)-1a, IL-6, IL-8, IL-1 ve TNF-a
gibi monosit-kdkenli sitokinleri baskilar (Opal ve DePalo 2000). IL-4 ile NK
hiicrelerinin preinkiibasyonu hiicrelerin vaskiiler endotelyal hiicrelere yapismasini
engeller (Paganin ve ark. 1994). IL-4, eozinofil 16kositler iizerindeki CD23
ekspresyonunu artirir ve Fc gamma reseptor ekspresyonunu azaltir. Buda IgG
baglanmasimi azaltir (Mire-Sluis 1998). IL-4 myelositlerin nétrofillere doniigsmesi
icin gii¢lii bir olgunlagma faktoriidiir ve hareketsiz olgun notrofilleri uyarir (Bober ve
ark. 1995), ve endotel hiicrelerdeki adezyon molekiil ekspresyonunu uyarir (Mire-
Sluis 1998).

Interlokin 4 seviyesi skleroderma, bronsiyal astim, alerji, multiple skleroz,
otoimmiin tiroid hastaliklari, atopik dermatitis, inflammatory bowel disease,

endometriosis ve sistemik sklerozda artar (Mire-Sluis 1998).

B-hiicre % Naif CD4+
}{ Interleukin-4 T-hcre
L% (IL-4)

_ , Makrofa P
i NG
rﬁ _,?_' &_/__r II\‘-\-\_\_\__J_/I

Izotip dénisimii Makrofaj
IgE ve IgG1 (fare) aktivasyonunun Th2 hiicre gelisimi
IgG4 (insan) baskilanmasi

Sekil 1.6. Interlokin-4’iin gorevleri (Abbas ve Lichtman 2005).

1.6.2. interlokin-10
Sitokin sentez inhibitor faktor (CSIF) olarak ta isimlendirilir (Fitzgerald ve ark.

2001). Th2 hiicrelerinden salinan IL-10 (Mosmann ve Sad 1996), anti-inflamatuar bir
sitokindir (Opal ve DePalo 2000). IL-10, yardimc1 T lenfositler, B lenfositler, mast
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hiicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve keratinositler tarafindan
iiretilmektedir. IL-10’un, interferonlar, GM-CSF, GCSF, IL-1a ve B, IL-2, IL-3, IL-
6, ve IFNYy, TNFa ve B gibi sitokinlerin iiretimini ve makrofajlarin antijen sunma
yeteneklerini azalttign kaydedilmektedir (Onder ve Keskin 2006). Endotelyal
hiicrelerden salinan sitokinler ve eksprese edilen vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM), IL-10’un etkisiyle herhangi bir degisiklik gdstermez (Pugin ve ark. 1993).

Interlokin 10 NK hiicrelerinin giiclii bir uyaricisidir. IL-10’un uygulanmasi
CD4+ T hiicrelerinde uzun siireli antijen spesifik anerjiyi meydana getirir. Ayrica
NK hiicrelerinin aktivasyonu ve hedef hiicrelerin yikimlanmasini kolaylastirict
etkisini uyarir. In vivo calismalarda IL-10 ile uyarilan NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesi Onemli derecede artmis ancak proliferasyonu etkilenmemistir. Ayrica
CD8+ sitotoksik T lenfosit sitotoksisitesini artirir (Fujii ve Lotze 2006).

Interlokin 10’un ©6ncelikli hedef hiicreleri antijen sunan hiicreler ve
lenfositlerdir (Moore ve ark. 2001). IL-10 makrofajlar ve dendritik hiicrelerden
proinflamatuar sitokin iiretimini engeller (Mosser ve Zhang 2008) ve bu hiicrelerin
antijen sunma kapasitelerini kisitlar. IL-10 monositlerin immiin cevapta dnemli role
sahip olan myeloid dendritik hiicrelere farklilasmasini engeller (Moore ve ark. 2001).

Interlokin 10, CD4+ ve CD8+ T Ilenfositlerde IFN-y iiretiminin
baskilanmasiyla Th2 sitokin gelisimini destekler. Hiicresel immiin cevabin onemli
baskilayicidir. IL-10 CD4+ T hiicrelerin salgiladigi IL-2, IFN-y, IL-4 and IL-5
sitokinlerinin ve CXCR4 kemokininin sentezini direkt olarak kisitlar (Fujii ve Lotze
2006).

Interlokin 10 sadece immiin yaniti baskilayan bir sitokin degildir. B
hiicrelerin aktivasyonunu uyarma, hayatta kalma siirelerini uzatma ve B hiicre sinif
doniisiimiinde kostimiile olma gorevleri vardir (Mosser ve Zhang 2008).

[lave olarak IL-10’un antitiméral immiin cevabi deneysel calismalarda
gosterilmistir. Ancak IL-10’un dendritik hiicrelerin ve antijen sunan hiicrelerin
fonksiyonlarim baskilamasiyla sekillenen immiinsupresif mekanizmalarla da timor

olusumunda rol oynadig1 diistiniilmektedir (Vicari ve Trinchieri 2004).
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1.6.3. Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktorii-alfa, kasektin, makrofaj sitotoksin, nekrozin, sitotoksin,
hemorajik faktdr, makrofaj sitotoksik faktor, farklilasmayr uyaric1 faktor olarak ta
isimlendirilir (Fitzgerald ve ark. 2001).

Tumor nekroz faktorii-alfa; keratinositler, dermal dendrosit, monosit ve
makrofajlar, mast hiicresi, aktif B ve T hiicreleri tarafindan salinir. Aktif makrofajlar
TNF-a’nin en 6nemli kaynagidir. Yanginin ge¢ doneminde Substans P tarafindan
uyarilan mast hiicreleri TNF-a saliniminmi arttirabilir. Yangi sekillenmemis derideki
keratinositler ultraviyole 1518a veya bakteriyal antijenlere maruz kaldiginda TNF-a
iretebilmektedir (Malerich ve Elston 2006).

Tumor nekroz faktorii-alfa salinimi, interlokin-1, interlokin-2, interlokin-6,
interlokin-8, GM-CSF, TGF-B ve interferon-y gibi sitokinlerin salinimiyla da
sekillenebilmektedir (Malerich ve Elston 2006). Lenfositlerin apoptozisinde de rol
aldig1 bildirilmistir (Grupta ve Gollapudi 2005).

Tiimor nekroz faktorii-alfa yangiyr lokal damarlagsmadaki degisikliklerle
baslatir. Endotelyal hiicreler TNF-a’nin etkisiyle prostaglandin ve nitrik oksit gibi
vazodilatorlerin {iretiminde artisa neden olmaktadir. Bu da yangi hiicrelerinin
bolgedeki yogunlugunun artisina neden olur. Endotelyal hiicre yiizeyi L-selektin, E-
selektin, P-selektin ve ICAM-1’i artirmaktadir (Keystone 2004, Yang ve ark. 2005).
Endotelyal hiicreler sitokin salarak lokositlerin aktivasyonu ve gociinii destekler.
TNF-a vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii uyararak vaskiiler gecirgenlik, 16kosit
gocli ve yeni damar aglariin sekillenmesine yardim eder (Malaguamera ve ark.
2005). Tiimor nekroz faktorii-alfa makrofajlarin baslica aktivatoriidiir ve nitrik oksit,
proinflamatuar sitokinler ve kemokin tiretimini arttirir (Horney ve ark. 2000). TNF-a
proinflamatuar sitokinlerdendir (Dinarello 2000). Th1 tip hiicreler tarafindan salinan
TNF-a makrofajlar1 aktive ederek hiicre aracili immiin cevabin olugmasina neden
olmaktadir (Opal ve DePalo 2000).

TNF-a, aktin sitoskeleton diizenleyiciler ve integrinleri uyarir ve
kerotinositlerin motilite ve baglantisin1 arttirir (Banno ve ark. 2004).

Farelerdeki MethA sarkomu TNF’nin antitiimor aktivitesinin gosterildigi ilk

sistemdir. TNF’nin antiproliferatif etkisi IFN, IL-1 ve IL-2’nin etkisiyle artmaktadir.
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Doxorubicin gibi antitiimoral ilaclarn TNF’nin antitimor etkisini arttirdigi

belirtilmistir (Beyaert ve Fiers 1998).

1.6.4. Interferon gamma (IFN-y)

Interferon gamma, immiin interferon, tip II interferon, T hiicre interferon, makrofaj
aktive edici faktor (MAF) olarak ta adlandirilir (Fitzgerald ve ark. 2001). Thl
hiicrelerinden salman IFN-y, Th2 hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar (Mosmann
ve Sad 1996). Fibroblast, endotelyal hiicre, NK hiicre, makrofaj, B hiicre ve T
hiicrelerin aktivasyonu, farklilagmasi ve biiyiimesi gibi yangisal ve immiin cevabin
ayarlanmasinda gorev alan bir sitokindir. Antijen sunan hiicrelerde MHC
ekspresyonunu artirir. Antiviral ve antiproliferatif aktiviteye sahiptir. CD8+ ve CD4+
T hiicreler ve NK hiicreleri IFN-y kaynagidir. Eritrositer hari¢ tiim hiicrelerde IFN-y
reseptoril eksprese edilir (Fitzgerald ve ark. 2001).

Interferonlar (IFN) esasinda, viral replikasyona engel olan bir etmen olarak
bulunmus, Tip I (Interferon alpha, beta, omega ve tau) ve Tip II (IFN-y) IFN’lar
olarak iki gruba ayrilmistir (Schroder ve ark. 2004). Tip I interferonlar biitiin hiicre
tiplerince salinmalarina ragmen, hemopoietik hiicreler, IFN alfa ve omega ‘nin
bashca ireticileridir. Fibroblastlar ise baslica IFN beta kaynagidir (Bach ve ark.
1997). IFN 7 (Interferon tau) salinimi sadece ruminantlarda rapor edilmistir (Bazer
ve ark. 1997).

Tip I IFN’un tek tiyesi IFN-y ise; baslica CD4+ T yardimecr hiicreleri, CD8+
sitotoksik lenfositler ve NK hiicreleri tarfindan salinirken ,B hiicreleri, NKT (Natural
Killer T cell) hiicreleri ve antijen sunan hiicrelerinin de IFN-y salinimi yaptigi
gosterilmistir (Schroder ve ark. 2004).

Natural killer hiicreleri ve antijen sunan hiicrelerce salinan IFN-y’nin,
enfeksiyonlara karsi erken konak korumasinda onemli rolii vardir (Frucht ve ark.
2001). T lenfositler ise IFN-y’ nin adaptif immiin cevaptaki 6nemli kaynagidir (Sen
2001). IFN-y’nmin kazanilmis bagisiklik hiicreleri iizerine etki sekilleri Sekil 1.7°de
gOsterilmistir. Interferon gamma iiretimi antijen sunan hiicrelerden salnan

sitokinlerce, 6zellikle IL-12 ve IL-18 ile kontrol edilir. Bu sitokinler dogal immiin
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cevapta IFN-y iiretimi ile enfeksiyon arasinda koprii olarak hizmet verir. Makrofaj
inflamatuar protein-1 (MIP-1) kemokini NK hiicrelerinin yangi bélgesine gelmesini
saglar ve IL-12 bu hiicrelerde IFN-y sentezini uyarir (Schroder ve ark. 2004). IL-12
ve IL-18 kombinasyonu, makrofajlarda, NK ve T hiicrelerde ileri IFN-y iiretimini
artirr (Schroder ve ark. 2004).

IL-4, TIL-10, TGF- ve glukokortikoidler IFN-y iiretimini negatif olarak
etkilerler (Schroder ve ark. 2004 ).

Makrofaj Antijen sunucu hiicre
@ | Interferon-y| -@
. Naif CD4+
 J T hiicre
Q 3
" .«";/

Makrofaj Artmis MHC
Aktlvas_v_.rcnu, ekspresyonu,
Mikrobisidal antijen sunumu
aktivitenin ‘J
artisi

Th1 efektdr
hiicrelerin gelisimi

Antikorlarin
Izotip opsonizasyon

ve komplement-fikse
antikorlara déndsim

Sekil 1.7. IFN-y’mn kazamlmis bagisiklik hiicreleri iizerine etki sekilleri (Abbas ve
Lichtman 2005).
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1.7. Klinik bulgular

Peste des petits ruminants, klinik bulgular, makroskobik bulgular ve immiinolojik
cevap bakimindan sigir vebasina benzerlik gosterir (Wohlsein ve Saliki 2006).
PPR’1n koyun ve kecilerde klinik olarak perakut, akut ve subklinik olmak {izere 3
formu vardir. Hastaligin en karakteristik klinik bulgular1 akut formda sekillenir
(Lefevre ve Diallo 1990, Diallo 2006). Hastaligin perakut formu, kolostrumun
sagladig1 maternal immiinite 4 aydan fazla devam etmedigi icin daha ¢ok 4 ayliktan
biiyiik oglaklarda goriiliir (Diallo 2006). Iki giin kadar kisa inkiibasyon periyodundan
sonra 40-42 °C ‘ye kadar yiikselen beden 1sis1 ve buna eslik eden okiilo-nazal akinti,
mukozal konjesyon, depresyon, dispne, anoreksi ve kabizlik gozlenir (Wohlsein ve
Saliki 2006). Iki ile 4 giin icinde sulu ishal baglar ve kollapsi takiben oliimler
sekillenir. Morbidite %100, mortalite ise % 90’ a kadar ulasabilmektedir (Taylor
1984, Lefevre ve Diallo 1990, Scott 1990, Kulkarni ve ark. 1996).

Peste des petits ruminants’in akut formunda, beden 1sis1 39,5-41 °C’ye
yiikselir. Ser6z burun akintisi ve hizli bir solunum goézlenir. Baslangicta serdz
karakterde olan goz, burun ve agiz akintilar1 sekonder bakteriyel enfeksiyonlarla
birlikte sar1 ve sulu olmayan yapiya doniisiir (Bundza ve ark. 1988, Brown ve ark.
1991). Bu siireden itibaren solunum giicliigli ve bronkopndmoniyle birlikte
hayvanlarda 1slak ve siirekli 6ksiiriik goriiliir (Diallo 2006).

Depresyon ve anoreksi dikkati ¢ceker ve hasta hayvanlar belirgin bir sekilde
yeme karsi ilgisiz kalirlar. Merme kurur, dudak, dis etleri, yanak, dil ve damakta
erozyon, iilser ve nekrozlar goriiliir (Giil ve ark. 2001, Ahmad ve ark. 2005, Diallo
2006). Hayvanlarda sekillenen ishal, bagirsak mukozasi pargalar icerebilir (Aruni ve
ark. 1998). Hayvanlar klinik belirtilerin goriilmesini takiben 10-12 giin iginde
oliirler. Gebe hayvanlarda abortlar goriilebilir (Diallo 2006). Kul ve ark. (2008), ilk
kez PPRV ve Border hastaligi (BDV) ile enfekte olarak zayif dogmus ikiz kuzularda,
PPRV’nin in-utero enfeksiyona neden olabilecegini ve transplasental bulagmanin
sekillenebilecegini gdstermislerdir.

Klinik bulgularin  siddetiyle iliskili olarak Iokopeni goriilmektedir
(Abdollahpour ve ark. 2006, Wohlsein ve Saliki 2006). PPRV, Idkopeni ve
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lenfopeninin gostergesi olan belirgin bir immiinosupresyona neden olur (Rajak ve
ark. 2005).

Peste des petits ruminants viriis enfeksiyonunun subklinik formunda belirgin
bir klinik belirti gézlenmez. Hayvanlarda 1-2 giin siiren 39-40 °C olan orta derecede
hipertermi gozlenir. Hayvanlarin zayif, durgun ve halsiz oldugu, hareket etmekten
kagindig1 gozlenir. Hasta hayvanlarda ishal ¢ok belirgin degildir. Ayrica dis etleri, dil
ve yanaklarda nekrotik lezyonlar ile ge¢c donemde kontagiyoz karakterde ektima
benzeri papiil ve piistiiller goriilebilir (Lefevre ve Diallo 1990, Diallo 2006, Giil ve
ark. 2006).

Klinik bulgular farkli sekonder patojenlerin dahil olmasiyla daha karmagik bir
durum alir. Siklikla Pasteurella sp. veya Mycoplasma sp.’nin neden oldugu sekonder
bakteriyel enfeksiyonlarla siddetli pnomoniler sekillenebilir. Escherichia coli’nin
enterotoksinleri de klinik bulgular1 siddetlendirir ve Olim oranimi artirir. Deri
lezyonlar1 ise siklikla Dermatophilus congolensis enfeksiyonu ile komplike olur
(Wohlsein ve Saliki 2006). Klinik olarak keci ciger agris1 (Contagious caprine
pleuropneumonia), mavidil, kontagiydz ektima, ke¢i veya koyun cicegi, sap, Nairobi
sheep disease, respiratorik ve enterik bakteriyel enfeksiyonlar, bagirsak ve kan
endoparazitleri, bitki ve mineral zehirlenmelerinden ayrilmalidir (Wohlsein ve Saliki
2006).

Peste des petits ruminants viriis ve RPV deneysel olarak farelerde, diger
morbillivirus iiyelerinde oldugu gibi nérovirulens sergilemektedir (Galbraith ve ark.

2002).

1.8. Patolojik Bulgular
1.8.1. Makroskobik Bulgular
Perakut PPRV enfeksiyonundan 6len hayvanlarda makroskobik bulgular goriilmez.

Ancak zaman zaman agiz mukozasinda ve ileosekal valviilde konjesyon ve oral

mukozada erozyonlar goriilmektedir (Wohlsein ve Saliki 2006).
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Akut formda 6len hayvanlarin zayif ve dehidre oldugu goriiliir (Toplu 2004).
Perianal bolge yesilimsi-grimsi digki ile kirli durumdadir. G6z kapaklari, burun
delikleri ve dudaklarda kurumus muko-purulent akinti vardir. Dudak mukozasinin
hiperemik oldugu go6zlenir (Roeder ve ark. 1994, Abdollahpour ve ark. 2006,
Wohlsein ve Saliki 2006). Konjuktivada mukopurulent bir konjunktivit talosu vardir
(Wohlsein ve Saliki 2006).

Hayvanlarin agiz ve burun delikleri cevresindeki fibrinopurulent nazal akinti
ve kabuklanmalar kaldirildiginda iilser ve kanama dikkati ¢eker. Dilin alt, yan ve {iist
ylizeyi, dudak, yumusak ve sert damakta 1-5 mm c¢apinda grimsi-sar1
psodomembrandz ve nekrotik alanlar olusur (Abdollahpour ve ark. 2006, Kul ve ark
2007). Nazal konka mukozasinda diffuz hiperemi ve multifokal erozyonlar vardir.
Orofarengiyal mukoza ve tonsil bolgesi fibrinli eksudatla ortiilidir (Kul ve ark.
2007). Tonsillerde yogun kanama alanlar secilebilir (Toplu 2004).

Trakeya ac¢ildiginda liimende kopiiklii eksudat vardir ve mukozasinda yaygin
kanamalar ile fibrinonekrotik trakeitis goriilebilir (Aruni ve ark. 1998, Toplu 2004,
Abdollahpour ve ark. 2006, Kul ve ark. 2007). Retrofarengeal lenf diigiimleri
genislemis, konjesyone ve ddemli goriiniimdedir (Aruni ve ark. 1998).

Akcigerlerin kranial ve daha az olarak kaudal loblarinda koyu kirmizi
hepatizasyon ve amfizem alanlar1 goriilir (Brown ve ark. 1991, Losos, 1994, Toplu
2004). Akcigerin derin kisimlar1 acildiginda, sekonder bakteriyal enfeksiyonlar
nedeniyle purulent veya mukopurulent eksudatla dolu oldugu gériiliir (Wohlsein ve
Saliki 2006). Torasik duvarda, parietal ve viseral plora arasinda siki yapigmalar
goriilebilir ve bu durumda akciger yiizeyi fibrinli kitleyle ortiiliidiir (Toplu 2004).

Dalak genislemis, konjesyone, ddemli ve ayrica gevsek goriinimdedir (Aruni
ve ark. 1998, Toplu 2004).

Rumen, retikulum ve omazumda nadiren lezyona rastlanir. Bazen rumen
papillar1 arasinda erozyonlar olabilir. Omazumda cizgisel tarzda, diizenli genellikle
de kanla sivanmis halde yaygin erozyonlara rastlanir. (Brown ve ark., 1991; Losos,
1994, Wohlsein ve Saliki 2006). Abomazum mukozas1 siddetli konjesyonedir ve
erozyonlar icerir (Wohlsein ve Saliki 2006).

Mezenterik lenf diiglimleri genislemis ve Odemli goriiniimdedir

(Abdollahpour ve ark. 2006, Wohlsein ve Saliki 2006).
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Bagirsak mukozas1 konjesyonedir ve mukus ile ortiiliidiir. Bagirsaklarla
iligkili lenfoid doku (GALT), Peyer plaklar1 nekrotik ve kanamalidir (Wohlsein ve
Saliki 2006, Kul ve ark. 2007). Bagirsak duvart kalinlasir ve yaygin konjesyon
goriilebilir (Toplu 2004). Genellikle ince bagirsaklardaki lezyonlar siddetli degildir
ve smirli hemorajik ¢izgiler ile ileumun baslangici ve duodenumun ilk kisminda
erozyonlar goriiliir (Brown ve ark. 1991, Losos 1994). Duodenum, ileum, sekum ve
iist kolonda diffuz konjesyon vardir. ileosekal valviilde kanama gozlenir (Wohlsein
ve Saliki 2006). Kalin bagirsaklarda “zebra ¢izgileri” olarak tanimlanan karakteristik
siddetli konjesyone alanlar vardir (Brown ve ark. 1991, Losos 1994).

Karaciger solgundur ve bazen gevrek kivamda olabilir. Kesit yiiziinde kiiciik
beyazimst gri renkte nekrotik alanlar ile yaygin solgun goriiniimde de olabilir (Toplu

2004, Kul ve ark 2007).

1.8.2. Mikroskobik bulgular

Eroziv iilseratif lezyonlar oral mukoza, nazal konka ve trakeyada goriiliir (Kul ve ark
2007). Oral mukozadaki histopatolojik degisiklikler stratum graniilozumdaki epitel
hiicrelerinin hidropik ve balonumsu dejenerasyonu ve ¢ok cekirdekli sinsityal
hiicrelerin eslik ettigi epitel hiicre nekrozunu icerir (Toplu 2004, Wohlsein ve Saliki
2006). Uroziv ve iilseratif alanlarda 2-10 cekirdekli sinsityal hiicreler ve eozinofilik
inkliizyon cisimcikleri goriiliir (Brown ve ark. 1991, Kul ve ark. 2007). Lezyonlara
cok sayida notrofil 16kosit infiltrasyonu eslik eder (Toplu 2004, Abdollahpour ve ark
2006). Submukozada 6dem, lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiikleer hiicre
infiltrasyonu goriiliir (Toplu 2004).

Akcigerde interstisyel pndmoniyle birlikte hiperemi, mononiikleer hiicre ve
graniilosit infiltrasyonu gozlenir (Wohlsein ve Saliki 2006). Brong/bronsioler epitel
hiicrelerinde skuamoz hiicre metaplazisi sekillenir. Alveolar septa ddemli goriiniimde
olup histiyosit, plazma hiicresi ve lenfositlerce kalinlasmistir (Aruni ve ark. 1998).
Alveollerdeki sinsityal hiicreler, alveolar makrofajlar, bronsiyal/bronsioler epitelde
ve peribronsiyal bezlerde inkliizyon cisimcikleri goriiliir (Kul ve ark. 2007). Siklikla,
yogun notrofil 16kosit infiltrasyonu olan fibrinli veya supuratif brokopndomoni,

sekonder bakteriyal enfeksiyonlar sonucu sekillenir (Wohlsein ve Saliki 20006).
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Dalak, lenf diigiimleri, tonsil ve GALT’ta yaygin lenfoid nekroz ve retikiiler
catinin aci8a ¢iktigi goriiliir. Retikiilo-endotelyal hiicreler hiperplastiktir ve niikleer
inkliizyon cisimcigi igerirler (Wohlsein ve Saliki 2006, Kul ve ark. 2007). Lenfosit
nekrozu piknoz ve karyoreksis ile kendini gosterir (Rowland ve ark. 1971).
Tonsillerdeki kript epitellerinde ¢ok sayida intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri
goriilebilir (Kul ve ark. 2007). Tonsillerde siddetli kanamanin goriildiigi
bildirilmistir (Toplu 2004). Dalagin hiperplastik retikiiloendotelyal hiicreler, amorf
eozinofilik sitoplazmali makrofajlar, plazma hiicreleri ve dev hiicrelerden yogun
oldugu goriilebilir (Aruni ve ark. 1998).

Karacigerde multifokal midzonal ve periportal koagiilasyon nekrozlar1 ve
fokal kalsifikasyonlar bildirilmistir (Kul ve ark. 2007). Hepatosit sitoplazmalarinda
vakuoler degisikliklerle birlikte, nekrotik bolgelerdeki hepatosit cekirdeklerinin
piknotik ve/veya karyorektik oldugu goriiliir. Ayrica nekrotik bolgelerde yaygin
notrofil infiltrasyonu vardir (Aruni ve ark. 1998, Toplu 2004). Nekrotik alanlarin
etrafinda hepatositlerce olusturulan sinsityal hiicrelere rastlanabilir ve sinsityal
hiicreler ile hepatositler eozinofilik intraniikleer inkliizyon cisimcikleri icerebilirler
(Algigir ve ark. 1996, Kul ve ark. 2007). Baz1 olgularda, karacigerde periportal
fibrozisin sekillendigi de bildirilmistir (Aruni ve ark. 1998).

Rumen ve abomazum mukoza epitelinde vakuoler ve hidropik
dejenerasyonun yani sira intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri goriilebilmektedir
(Kul ve ark. 2007). Ayrica abomazumdaki bezlerin nekrotik oldugu gosterilmistir
(Wohlsein ve Saliki 2006).

Bagirsak mukoza kriptleri hiicresel debristen dolayr genisler. Lamina
propriyada lenfosit, makrofaj ve eozinofil 16kosit infiltrasyonu mevcuttur (Wohlsein
ve Saliki 2006). Glandular epitel hiicrelerinde nekroz, Peyer plaklarinda lenfositolizis
ve karyoreksis ile karakterize lenfoid folikiillerinin yikimi gézlenir (Aruni ve ark.
1998, Bundza ve ark. 1988, Toplu 2004).

Hastaliktan 6len hayvanlarda renal pelvis degisken epitel hiicrelerinde
vakuoler dejenerasyon ve eozinofilik inkliizyon cisimcikleri gosterilmistir. Ayrica
kalp kas1 hiicrelerinde par¢alanma ve hyalinizasyon ile birlikte makrofaj ve lefosit

infiltrasyonunun varlig bildirilmistir (Kul ve ark. 2007).
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Gerek deneysel, gerekse dogal PPRV enfeksiyonlarinda; agiz mukozasi,
konjuktiva, trakeya, bronsg, bronsiyol ve ileum yiizey epitel hiicreleri, tip II
pnomositler, sinsityal hiicreler, alveolar makrofajlar, mezenterik lenf diigiimii, dalak,
bagirsak ve karaciger dokularinda PPRV antijenleri immunohistokimyasal olarak
tespit edilmistir (Saliki ve ark. 1994, Alcigir ve ark. 1996, Eligulashvili ve ark. 1999,
Toplu 2004, Yener ve ark. 2004, Wohlsein ve Saliki 2006, Kul ve ark. 2007). Kul ve
ark. (2007) ilave olarak bobrek, rumen, abomazum, trakeya, kalp ve beyinde de

PPRYV antijeni pozitif immunohistokimyasal boyanmalar gostermislerdir.

1.9. Calismanin Amaci

Peste des Petits Ruminants virus enfeksiyonlarinda goriilen histopatolojik bulgular
psodomembrandz, eroziv ve iilseratif stomatitis, nekrotik tonsillitis, fibrinohemorajik
enteritis ve proliferatif interstisyel pnomonidir (Barker ve ark. 1993, Dungworth
1993, Algigir ve ark. 1996, Toplu 2004, Kul ve ark. 2007). Lezyonlu agiz mukozasi
epiteli ve akcigerlerde sinsityal hiicreler, 6zellikle solunum ve/veya sindirim sistemi
epitelinde eozinofilik inkluzyon cisimcikleri PPRV enfeksiyonunun karakteristik
histopatolojik bulgular1 olarak degerlendirilmektedir. Hastaligin agiz mukozasi ve
akciger epitel dokularinda sekillendirdigi lezyonlarda, sitokinlerin roliine yonelik
daha Onceden gerceklestirilmis bir arastirmaya rastlanilmamistir. PPRV
enfeksiyonunda, ozellikle agiz mukoza epiteli ve akcigerlerde viral etkiyle hasar
goren epitel dokuda sekillenen reaktif sinsityal hiicrelerin, olusan lezyonlarda sitokin
saliverme Ozelliginin olup olmadigi merak edilen konular arasindadir. Bir diger
onemli konu da; PPRV enfeksiyonunda -e8er varsa- epitel dokudaki sitokin
yanitinin, lezyonun siddeti ve yayginligi ile herhangibir iligkisinin bulunup
bulunmadiginin ortaya konulmasidir. Boylelikle, epitel dejenerasyon ve nekrozu,
notrofil 16kosit ve makrofaj infiltrasyonunda keratinositlerin aktif gorev alip
almadiklar1 anlagilabilecektir. Bu konuda, dogal PPRV enfeksiyonu sonrasi len
hayvanlardan alinan lezyonlu epitel dokuda sitokin yanitinin ortaya konulabilmesi
icin immunoperoksidaz teknikle dokular incelenecek ve elde edilecek bilgiler saglikli
kontrol dokulardan elde edilenlerle karsilagtirmali olarak degerlendirilecektir. Bu

calismada, PPR hastaliginda yanak, dil ve akcigerlerde sekillenen epitel
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lezyonlarinda IL-4, IL-10, TNF-a ve IFN-y sitokin yanitinin immunohistokimyasal

olarak incelenmesi ve lezyonsuz kontrol dokulart ile karsilagtirilmast amaglanmistir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Dogal PPRYV Enfekte Epitel Dokularin Temini

Calismanin materyalini, 6lim nedeninin anlagilabilmesi amaciyla nekropsi igin
getirilen ve sonrasinda PPR tamis1 konulan; Kirikkale Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’ndan 7 koyun, 6 keci ile Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'ndan 4 koyun, toplam 17
adet kiiciik ruminant olusturdu. Kontrol amaciyla, Kirikkale Belediye mezbahasinda
kesilen saglikli 5 keci ¢aligmaya dahil edildi. Her bir olguya ait yanak mukozasi, dil
ve akciger dokulart % 10’luk tamponlu formalinde 48-72 saat siireyle tespit
edildikten sonra, 7-8 saat siire ile akan ¢esme suyu altinda yikandi. Doku takip
islemlerinde bilinen yontemlerle, sirasiyla alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°) ve ksilol

serilerinde iglem gordiikten sonra parafinde blokland.

2.2. Histopatolojik Incelemeler

Yanak mukozasi, dil ve akciger dokular1 parafin blok arsivinden segildikten sonra
herbir dokudan 4-5 um kalinliginda 10’ar adet kesit 3-aminopropyl triethoxysilane
kapli lamlara alindi. Hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler 1s1ik
mikroskobunda (Olympus BXS51) histopatolojik yonden incelendi ve asagidaki
kriterler g6z Oniine alinarak lezyonlarina gore hafif, orta ve siddetli olmak iizere
skorland1. Histopatolojik semikantitatif skorlamada Moussalem ve ark. (2007)
tarafindan belirlenen kriterler modifiye edilerek uygulandi. Buna gore 1,2,3 puan:
Hafif, 4 ve 5 puan: Orta, 6 ve 7 puan: Siddetli olarak siiflandirildi. Histopatolojik
muayenede incelenen dokularda tespit edilen asagidaki bulgularin her biri i¢in birer

puan verildi ve herbir olgu icin toplam skor belirlendi.

30



Ag1iz ve Dil mukoza epiteli i¢in,

Epitel hiicrelerinde hidropik, vakuoler dejenerasyon (1 puan)

Hiperkeratoz (1 puan)

Sinsityal hiicre formasyonu (1 puan)

Epitelyal nekroz (1 puan)

Psodomembran olusumu (1 puan) (bakteri, keratin ve nekrotik hiicre
kalintilari)

Intrasitoplazmik ve intraniikleer inkliizyon cisimcikleri (1 puan)

Epitelyal doku icinde yangisal hiicre infiltrasyonu (1 puan) (ndtrofil 16kosit,

makrofaj ve plazmosit vb.)

Akciger epiteli icin,

Brons ve bronsiyol epitel hiperplazisi (1 puan)

Peribronsiyal, peribronsiyolar lenfoid manto olusumu (1 puan)

Tip II alveol epitel hiperplazisi (Fotalizasyon) (1 puan)

Alveol limenlerinde sinsityal hiicre olusumu (1 puan)

Interstisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu (1 puan)

Inkliizyon cisimcikleri (sinsityal hiicre, brong/bronsiyol epitelleri) (1 puan)

Sekonder bakteriyel pndmoni ve nekroz (Bronkopomoni/fibrinli pndmoni)

(1 puan)

2.2.1. Gram Boyama

Gram boyama icin ticari kit kullanildi1 ve tiim iglemler kit protokoliine uygun olarak

gerceklestirildi (BTR, Gram Boya seti, Lot No:02, Kimsan Kimyevi Maddeler,

Ankara). Kisaca; kesitler tiger ksilol serisinde beser dakika parafinden uzaklastirild1.

Absolu alkolden %50 lik alkole ve ardindan distile suya kadar iicer dakika tutulan

kesitler birkac dakika oda 1sisinda kurumaya birakildi. Ilk olarak kesitler kristal

violet ile 1 dakika boyandi. Kesitlerdeki kristal violet dokiildiikten sonra yikama

olmaksizin, gram iyod solusyonu ile bir dakika boyandi. Ardmdan kesitlerin

istlindeki gram iyod solusyonu diikiilerek %70 lik alkolde dokularin renkleri acik

maviye gelinceye kadar yapilan dekolorizasyon isleminin ardmdan, cesme suyu
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altinda yikand1 ve fazla boya kalintilar1 uzaklastirildi ve yikama isleminin ardindan
kurutuldu. Kesitler Olympus BX-51 mikroskobu altinda immersiyon objektifinde

incelendi ve mikrofotograflar1 ¢ekildi.

2.3. Immunoperoksidaz incelemeler

2.3.1. PPRYV Antijeninin Iimmunoperoksidaz Teknikle Saptanmasi

2.3.1.1. Poliklonal anti-PPRYV antikoru iiretimi

Poliklonal anti-PPRV antikoru iiretimi i¢cin bir adet beyaz Yeni Zelanda 1rki tavsan
kullanildi. Bu tavsana birer hafta araliklarla 0,1 ml 10° TCIDso/ml titrede PPRV Tu00
isolat1 esit miktarda Freund complete adjuvanti eklenerek bes hafta boyunca
uygulandi. Bunun i¢in birinci hafta sol ayak tabani, ikinci hafta sag ayak tabani,
liciincii hafta sag gogiis bolgesi, dordiincii hafta sol gdgiis ve besinci hafta sag gogiis
bolgesi derialtina enjekte edildi. PPRV TuOO susu Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan temin edildi (Prof. Dr. Aykut OZKUL).

2.3.1.2. Virus Notralizasyon Testi

Elde edilen hiperimmun serumda spesifik antikor varligmin degrlendirilmesi igin
yapilan serum notralizasyon testinde 1/16 titrede antikor varlig1 saptandi. Bu test 24-
kuyucuklu platelerde gerceklestirildi. Kisaca; serum Ornekleri 1:2 den baglanarak 2
kat sulandirilarak ve esit miktarda 100 TCIDsy PPRV ile karistirilarak, 1 saat 37 °C
de nétralizasyon icin inkiibe edildi. Karigim daha sonra Vero hiicre kiiltiiriine inokiile
edildi ve virus kontrol kuyucuklarinda % 100 CPE goriiliinceye kadar 5-6 giin
siireyle inkiibe edildi. Virus infektivitesinin % 50 sini Onleyen serum sulandirmasi

ortalama notralizasyon dozu (SNsg) olarak kabul edildi.
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2.3.2. PPRV Antijeni Saptanmasina Yonelik Iimmunoperoksidaz Test Prosediirii

Dokularda PPRV  antijenlerinin  gOsterilmesi amaciyla ticari  indirekt
immunoperoksidaz streptavidin/biotin immunoperoxidaz kiti (Novacastra, HRP,
Katolog no: RE7110-K, USA) kullanildi ve tiim uygulamalar kit protokoliine
uyularak gerceklestirildi. Buna gore; kesitler ii¢ ksilol serisinde 5’er dakika
deparafinize edildi ve absolii alkol, % 95 ve % 70’lik alkol ve distile suda 5’er
dakika tutularak rehidre edildi. Dokular metanolde hazirlanmig % 3’liik hidrojen
peroksitte 15 dakika tutularak endojenaz peroksidaz aktivitesi giderildi. % 0,1’lik
proteinase K ile 37 °C’de enzimatik digesyon uygulandi ve protein bloke edici
serumda (Novacastra, Katolog no: RE7102, USA) 7 dakika bekletildi. Sonrasinda her
bir tavsan anti-PPRV antikoru ile oda 1sisinda 50 dk siireyle inkube edildi. Biotinle
isaretli anti-mouse, rat, rabbit polivalent sekonder antiserumla (Novacastra, Katolog
no: RE7103, USA) 15 dakika, streptavidin-peroksidaz enzimi ile 15 dakika
tutulduktan sonra renk reaksiyonu icin aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile
(Zymed, Lot: 60682605, USA) 15 dakika, karsit boyama icin de Mayer’in
hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle boyamalar1 yapildiktan sonra su bazli yapistirict

ile kapatildi.

2.3.3. IL-4, IL-10, TNF-0. ve IFN-y Antijenlerinin immunoperoksidaz Teknikle

Saptanmasi

2.3.3.1. Monoklonal IL-4, IL-10, TNF-0 ve IFN-y Antikorlar:

Kullanilan ticari antikorlarin ozellikleri, katolog numaralari, kullanilan antijen

gerialma yontemi ve kullanildiklar diliisyonlar ¢izelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Immunohistokimyasal testlerde kullanilan antikorlar

Firma Antikor | Uriin No | Antikor Antijen Antikor Antijen Kullanilan
Tiirii Konag: Geri Alma | Dilusyon

Y 6ntemi
Thermo L4 PBOILAI | Poliklonal Rekombinant Tavsan Proteinaz 1/100
Scientific Bovine 1L-4 K (%0.1)
Thermo IL-10 PBOIL10 | Poliklonal Rekombinant Tavsan Proteinaz 1/100
Scientific Bovine 1L-10 K (%0.1)
Thermo Tnf-a PBOTNF | Poliklonal TNF-a Tavsan Proteinaz 1/100
Scientific Al K (%0.1)
Thermo IFN-y PBOIFN | Poliklonal Rekombinant Tavsan Proteinaz 1/100
Scientific GI Bovine IFN K (%0.1)

gamma

2.3.3.2. IL4, IL-10, TNF-0 ve IFN-y Antijenlerinin Saptanmasma Yonelik

Immunoperoksidaz Test Prosediirii

Dokularda IL-4, IL-10, TNF-a ve IFN-y antijenlerinin gosterilmesi amaciyla ticari
indirekt immunoperoksidaz streptavidin/biotin immunoperoxidaz kiti (Novacastra,
HRP, Katolog no: RE7110-K, USA) kullanild1 ve tiim uygulamalar kit protokoliine
uyularak gerceklestirildi. Buna gore; kesitler ii¢ ksilol serisinde 5’er dakika
deparafinize edildi ve absolii alkol, % 95 ve % 70’lik alkol ve distile suda 5’er
dakika tutularak rehidre edildi. Dokular metanolde hazirlanmig % 3’liik hidrojen
peroksitte 15 dakika tutularak endojenaz peroksidaz aktivitesi giderildi. % 0,1’lik
proteinase K ile 37 °C‘de enzimatik digesyon uygulandi ve protein bloke edici
serumda (Novacastra, Katolog no: RE7102, USA) 7 dakika bekletildi. Sonrasinda her
bir kesit; sitokin yanitin gosterilmesi i¢in ayr1 ayr1 anti-IL-4, anti-IL-10, anti-TNF-a
ve anti-IFN- vy (cizelge 1.4) ile oda 1sisinda 50 dk siireyle inkube edildi. Biotinle
isaretli anti-mouse, anti-rat, anti-rabbit polivalent sekonder antiserumla (Novacastra,
Katolog no: RE7103, USA) 15 dakika, streptavidin-peroksidaz enzimi (Novacastra,
Katolog no: RE7104, USA) ile 15 dakika tutulduktan sonra renk reaksiyonu icin
aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed, Lot: 60682605, USA) 15 dakika,
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karsit boyama icin de Mayer’in hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle boyamalar1

yapildiktan sonra su bazl yapistirici ile kapatild.

2.4. Histomorfometrik ve istatistik Analizler

Calismada elde edilen immunohistokimyasal bulgular Olympus DP25 kamera
atagmanli Olympus BX51 151k mikroskop altinda goriintiilendi ve cekilen dijital
mikrofotograflar kaydedildi. Pozitif boyanmalarin derecesi, BAB Bs200Pro analiz
programui ile kantitatif olarak analiz edildi. Buna gore, her dokudan rastgele cekilen
en az iic alan fotografi yiizde boyanma oramina gore hesaplandi ve ortalamasi
almarak her bir dokunun yiizde boyanma oram elde edildi. Saglikli ve enfekte
hayvanlara ait dokularin immunohistokimyasal yontemle boyanmasinin ardindan iki
grupta elde edilen sonuglar SPSS paket programi (Versiyon 11.5, Windows)
kullanilarak Mann Withney U testi ile yapildi.

3. BULGULAR

3.1. Histopatolojik Bulgular

Yanak, dil ve akciger epitellerindeki lezyonlarin PPRV pozitif ve kontrol grubu

hayvanlardaki dagilimi Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Histopatolojik skorlamada gtz 6niine alinan lezyonlarin PPRV pozitif hayvanlar ve kontrol grubu hayvanlarda yanak mukoza
epiteli, dil ve akciger dagilim

Yanak Mukozast / Dil epiteli Akciger

» HVD | BP |[SHF |EN [P0 [isC [mI | MWDE sg—TpL TF AL [IMH [IC _ [sBp |Akeger
%s o Toplam Toplam
S ; Lezyon Lezyon
N &n 5 @ skoru skoru
— o = >
- 1 Keci |2yash [0/0 |0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0
e .12 Keci |2yash [0/0 |0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0
%D % 3 Keci |2yash [0/0 |0/0 0/0  |0/0 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0
EEE Keci |2yash [0/0 |0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0
215 Keci |2yash [0/0 |0/0 0/0  |0/0 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0

6 Koyun | 1 yash | 1/1 1/0 1/0 1/1 1/0 1/1 1/0 |7/3 0 0 1 1 1 1 1 5

7 Koyun |4 aylik |1/1 1/0 1/0 1/0 0/0 1/0 1/0 |6/1 0 0 1 1 1 1 1 5

8 Koyun |3 aylik | 1/0 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 |7/6 1 0 0 0 1 0 1 3

9 Koyun |4 aylik |1/1 0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 1/0 |2/1 0 0 1 0 1 0 0 2
= 10 |Keci |3yash |1/0 1/1 0/1 1/1 1/1 0/1 1/1 |5/6 1 1 1 1 1 1 1 7
E 11 Keci |4yash |1/1 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 |7/1 1 1 1 1 1 0 0 5
% 12 |Keci |3yash |1/0 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 |7/6 1 1 1 1 1 1 1 7
S 13 | Koyun |2 aylik |1/0 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 |7/6 1 0 1 1 0 1 1 5
IE 14 |Koyun|3yash [1/0 [0/1 0/0  10/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 0 0 1 1 0 1 1 4
g 15 |Koyun|3yash [1/0 [0/1 0/0 |0/1 0/0 0/0 0/0 |1/2 0 1 0 1 0 0 0 2
> 16 | Koyun |3 yash |1/0 1/1 0/0  |0/0 0/1 0/0 0/0 |2/2 1 0 1 0 1 0 0 3
E 17 | Koyun |3 yash |1/1 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 0 0 1 1 0 0 1 3

18 |Keci |layhk [1/0 [0/1 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 0 0 1 1 0 1 0 3

19 |Koyun|3aylk [1/0 [0/1 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 1 0 1 1 0 1 0 4

20 |Keci |3ayhk |1/1 0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 1 1 0 0 0 0 0 2

21 Koyun |2 yash |1/0 | 0/1 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 0 0 1 1 0 0 0 2

22 |Ke¢i |3aylk |1/1 0/0 0/0 ]0/0 0/0 0/0 0/0 |1/1 1 1 0 0 0 0 0 2

HVD; Hidropik, vakuoler dejenerasyon, HP; Hiperkeratoz, SHF; Sinsityal hiicre formasyonu, EN; Epitelyal nekroz , PO; Psodomembran olusumu,

ISC; intrasitoplazmik ve intraniikleer inkliizyon cisimcikleri, HI; Epitelyal doku icinde yangisal hiicre infiltrasyonu, BH; Brons ve bronsiyol epitel hiperplazisi, PL; Peribronsial, peribronsioler lenfoid manto olusumu , F; Tip
I alveol epitel hiperplazisi (Fotalizasyon), AL; Alveol liimenlerinde sinsityal hiicre olusumu, IMH; Interstisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu, IC; inkliizyon cisimcikleri SBP; Sekonder bakteriyal pndmoni ve nekroz,
YM/DE ; Yanak Mukozas: / Dil epiteli

0; Lezyon yok 1:Lezyon var
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3.1.1. Yanak mukozasi ve dil epiteli

Histopatolojik muayenede; enfekte hayvanlarin yanak mukozasi ve dil epitelinde
hidropik ve vakuoler dejenerasyon (Sekil 3.1) goriildii. Yanak epitel hiicrelerinin
stratum bazaleye kadar yikimlandig1 ve psddomembran olusumunun (Sekil 3.3) (olgu
no:6, 8, 10-13) sekillendigi alanlar gbze ¢arpti. Benzer alanlar dil epitelinde de (olgu
no: 8, 10, 12, 13, 16) dikkati cekti. Yanak epiteli (olgu no: 6-8, 10-13, 16) ve dil
epitelinde hiperkeratoz (olgu no: 8, 10, 12-16, 18, 19, 21) hemen tiim hayvanlarda
gozlendi. Cok c¢ekirdekli sinsityal hiicre olusumlar1 (Sekil 3.2) yanak epitelinde (olgu
no: 6-8, 11-13) ve dil epitelinde (olgu no: 8, 10, 12, 13) stratum spinozumda goriildii.
Epitel nekrozu, yanak (olgu no: 6-8, 10-13) ve dilde (olgu no: 6, 8, 10, 12, 13, 15)
oldukg¢a belirgindi. Sitoplazmik ve intraniikleer inkliizyon cisimcikleri (Sekil 3.4)
yanak (olgu no: 6-8, 11-13) ve dil (olgu no: 6, 8, 10, 12, 13) epitellerinde oldukca
belirgindi. Epitelyal doku icinde notrofil 16kosit, makrofaj veya plazma hiicreleri
yanak (olgu no: 6-13) ve dilde (olgu no: 8, 10, 12, 13) goruldu

9
L

i, Wia !'-_'.J P
Sekil 3.1. Mukoza epitelinde hidropik ve vakuoler dejenerasyon (siyah oklar) ve
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri (beyaz oklar), dil, olgu no; 8, HE. Bar= 50 um.
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Sekil 3.2. Mukozada sinsityal hiicre ve eozinofilik intraniikleer inkliizyon cisimcigi (ok), dil,
yanak mukozasi, olgu no; 8, HE. Bar= 50um.

Sekil 3.3. Mukozada psodomembran olusumu (siyah oklar) ve erozyona ugramis epitel
katmam (beyaz oklar aras1), dil, olgu no; 7, HE. Bar= 500 um.
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Sekil 3.4. Mukoza epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri (oklar), yanak
mukozast, olgu no; 7, HE. Bar= 50 pm.

3.1.2. Akcigerler

Peste des petits ruminants viriis enfeksiyonunda akcigerlerde; akut interstisyel
pnomoni ve akut kataral bronkopndémoni ile uyumlu bulgular gozlendi. Brons ve
bronsiyol cevreleri (olgu no: 10-12, 15, 20, 22) ve interalveoler septal dokuda
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (Sekil 3.5 ve 3.8) (olgu no: 6-12, 16) goriildii.
Brons ve bronsiyol epitel hiperplazisi (Sekil 3.6) (olgu no: 8, 10, 11-13, 16, 19, 20,
22) mevcuttu. Interstisyel pnomoninin bir 6zelligi olan Tip II alveol epitel
hiperplazisi 13/17 olguda (olgu no: 6, 7, 9-14, 16-19, 21) dikkati cekti. Alveol
liimenlerinde sinsityal hiicre olusumu 12/17 olguda (olgu no: 6, 7, 10-15, 17-19, 21)
goriildii (Sekil 3.7). Sinsityal hiicrelerde, brons ve brongiyol epitel hiicrelerinde
eozinofilik inkliizyon cisimcikleri (olgu no:6, 7, 10, 12-14, 18, 19) dikkati ¢ekti. Baz1
akcigerlerde bronkopnémoni ve fibrinli pnomoni (olgu no: 6-8, 10, 12-14, 17)
tablosu da icermekteydi.
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Sekil 3.5. Interalveolar septada kalinlagma (siyah oklar), akciger, olgu no; 10, HE. Bar= 200
pm.

Sekil 3.6. Brons epitellerinde hiperplazi (siyah ok baglar1 arasi) ve intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcikleri (beyaz oklar), akciger, olgu no; 13, HE. Bar= 50 um.
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Sekil 3.7. Sinsityal hiicre olusumu (siyah oklar) ve tip II alveol epitel hiperplazisi (beyaz
oklar), akciger, olgu no; 10, HE. Bar= 50 pm.

Bar= 500 pm.
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3.2. Gram Boyama Bulgular

Peste des Petits ruminants viriisii ile enfekte ke¢i ve koyunlara ait Gram boyama
sonuclar1 ¢izelge 3.2°de gosterilmistir. Yanak mukoza epiteli ve dil epitelinde 4
hayvanda, akcigerlerde ise 5 hayvanda Gram (+) bakteri varligi saptandi. Dil ve
yanak mukozasi1 epitelinde psddomembran olusumlarinda (Sekil 3.10), akcigerlerde
ise bronkopndmonik alanlarile fagositik hiicre sitoplazmalarinda (Sekil 3.9) bakteri
kiimelerine rastlandi. Kontrol grubunda Gram boyama ile herhangibir bakteri

varligina rastlanilmadi.

Cizelge 3.2. Dokularda Gram boyama ile gosterilen bakterilerin varlig

Hayvan Yanak mukoza Dil epiteli Akciger
no epiteli
1 Negatif Negatif Negatif
¥ Negatif Negatif Negatif
¥ Negatif Negatif Negatif
ol Negatif Negatif Negatif
> Negatif Negatif Negatif
Gram (+) Gram (+) Gram (+)
Gram (+) Gram (+) Negatif
8 Negatif Negatif Negatif
? Negatif Negatif Negatif
10 Negatif Negatif Gram (4)
1 Gram (+) Gram (+) Negatif
12 Gram (+) Gram (+) Gram (+)
13 Negatif Negatif Negatif
14 Negatif Negatif Negatif
15 Negatif Negatif Negatif
16 Negatif Negatif Negatif
17 Negatif Negatif Negatif
18 Negatif Negatif Negatif
19 Negatif Negatif Negatif
20 Negatif Negatif Gram (+)
A Negatif Negatif Negatif
22 Negatif Negatif Gram (+)

*

gostermektedir.
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Kontrol grubu hayvanlar. Negatif: Gram (+) veya (-) bakterinin olmadigini




Sekil 3.9. interstisyel doku ve alveol liimeninde bakteri kiimeleri (oklar), akciger, olgu no;
7, Gram Boyama, Bar=20pm.

- o = Lo
Sekil 3.10. Mukozada psodomembran olusumunda bakteri kiimeleri (oklar), yanak
mukozast, olgu no; 8, Gram Boyama, Bar=20um.
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3.3. Iimmunoperoksidaz Bulgular

Peste des petits ruminants viriisii ile enfekte hayvanlarin immunopozitif reaksiyon

gosteren dokular1 Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Immunoperoksidaz testte Peste des Petits Ruminants Viriis antijeni
boyanma sonuglari

Hayvan Yanak mukoza Dil epiteli Akciger
no epiteli
1* - - -
2% - - -
3% - - -
4* - - -
5% - - -
+ + +
+ - +
8 + + -
9 - - +
10 + + +
11 + - +
12 + + -
13 + + +
14 - - +
15 - + +
16 + + -
17 - - +
18 + - +
19 - - +
20 - + +
21 - - +
22 - - +

* Kontrol grubu hayvanlar
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3.3.1. PPRY antijeni immunoperoksidaz bulgulari

Yanak mukozasi ve dil epitelinde psddomembran sekillenen dokular, eroziv ve
tilseratif alanlardaki nekrotik epitel hiicreleri ve bazal membranin hemen yakininda
yerlesim gosteren kismen saglam goriiniimlii epitel hiicrelerinde yogun PPRV
antijeni immunopozitif reaksiyonlar (Sekil 3.11) tespit edildi. Bunun yanisira,
lenfosit ve notrofil 16kosit infiltrasyonlarinin bulundugu alanlar da immunoreaktifti.
Kil folikiilleri cevresindeki makrofajlarin pozitif boyanma gosterdigi belirlendi.
Sinsityal hiicre sekillenen dil ve yanak mukozasi epitelinde 3 olgu da (olgu no: 8, 12,
13) sinsityal hiicrelerin immunopozitif reaksiyonlar gosterdigi dikkati cekti. Yanak
ve dil submukozasinda kas demetleri arasindaki kapillar damarlar cevresindeki
makrofajlar ve damar endotel hiicrelerinin bazilarinin immunopozitif oldugu goriildii.

Akcigerlerde PPRV pozitif immunreaksiyonlara, daha ¢ok alveoler
limendeki nekrotik epitel ve notrofil infiltrasyonlarimin olusturdugu alanlarda
rastland1 (olgu no: 6, 7, 10, 13-14, 17). Interalveoler dokuda mononiikleer hiicrelerde
(Sekil 3.13) ve bazi sinsityal hiicrelerde intraniikleer ve sitoplazmik pozitif
reaksiyonlar (Sekil 3.12) dikkati cekti (olgu no: 6, 7, 10, 13, 17, 19). Brons ve
bronsiyol epitellerinde (Sekil 3.14) ve alveolar makrofajlarda da yogun olarak

immunopozitif reaksiyonlara rastland1 (olgu no;.10, 11, 13, 14, 15).
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Sekil 3.11. Mukoza epitel hiicrelerinde PPRV antijenine kargt immunopozitif boyanmalar
(oklar), yanak mukozasti, olgu no; 11, ABC metod (anti-PPRV), Bar= 200 um.

T

ante

L

g 1
Ry A
Sekil 3.12. Sinsityal hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar), akciger, olgu no; 13,
ABC metod (anti-PPRV), Bar=50pum.
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Sekil 3.13. Interalveolar bolgede mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar
(oklar), akciger, olgu no; 11, ABC metod (anti-PPRV), Bar=50um.
8 Y VR

!ﬁr._: B

Sekil 3.14. Interalveolar bolgede mononiikleer hiicrelerde (siyah oklar) ve bronsiyolar epitel
hiicrelerinde immunopozitif boyanmalar (beyaz oklar), akciger, olgu no; 10, ABC metod
(anti-PPRV), Bar=50pm.
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3.3.2. Sitokin immunoperoksidaz bulgular:

Interferon gamma, TNF-q, IL-4 ve IL-10 antikorlar1 ile PPRV enfekte ve kontrol

grubu hayvanlarin  akciger, yanak mukozast ve dil epiteline yapilan

immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen istatistiksel veriler ve Onemlilik

dereceleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Akciger, yanak mukozasi ve dil epiteline yapilan immunoperoksidaz testler
sonucunda elde edilen istatistiksel veriler ve 6nemlilik dereceleri

Sitokin Doku Kontrol Grubu PPR pozitif Onemlilik Derecesi (p< 0.05)
hayvanlar

IFN-y Akciger 0,606 % 0,404 2,267 + 2,321 0,031%
Yanak Mukozast 0,007 £ 0,001 2,798 + 2,702 0,003*
bil 0,006 + 0,001 1,461 + 1,198 0,003*

TNF-0 | Akciger 0,030 £ 0,0261 0,299 + 0,614 0,011%
Yanak Mukozast 0,001 =0 0,546 + 0,711 0,031*
Dil 0,001 +0 0,445 £ 0,588 0,048

IL-4 Akciger 0,010 = 0,004 0,010 + 0,002 0,880
Yanak Mukozast 0,010 +0 0,024 + 0,059 0,880
Dil 0,012 + 0,001 0,048 £ 0,145 0,880

IL-10 Akciger 0,011 + 0,002 0,011 + 0,002 0,820
Yanak Mukozast 0,010 + 0,002 0,010 = 0,002 0,704
Dil 0,010 0,004 0,015 + 0,006 0,120

* (p<0.05), istatistiksel olarak 6nem gosterdigini belirtir.

3.3.2.1. IFN-gamma immunoperoksidaz bulgulari

Interferon gamma % alan immunoperoksidaz boyanma durumlari sekil 3.15’te
gosterilmistir. Peste des petits ruminants viriisii ile enfekte keci ve koyunlarin
akcigerlerinde IFN-y immunopozitiflikleri daha cok bronkopnomonik lezyonlarin
bulundugu alanlarda go6zlendi. Bu alanlarda IFN-y immunopozitif hiicreler
interalveolar alanlarda yogundu. IFN-y pozitif hiicrelere peribrongiyal manget
olusumu sekillenmis alanlarda lenfosit morfolojisi gosteren hiicrelerde (Sekil 3.19)

rastlandi. Alveolar epitel hiicreleri ve alveolar makrofaj benzeri hiicrelerde de (Sekil
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3.18 ve 3.20) immunopozitif reaksiyonlar gozlendi. Bazi bronsiyolar epitel
hiicrelerin IFN-y immunoreaktif oldugu (Sekil 3.21) tespit edildi. Sinsityal hiicre
formasyonu goriilen bazi akcigerlerde (Olgu no: 7, 11, 14) (Sekil 3.16 ve 3.17), bu

hiicrelerin bazilarinin da immunopozitiflik gosterdigi dikkati ¢ekti.

9,
8 a
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12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
O Akciger IFN-y % pozitif alan m Dil epiteli IFN-y % pozitif alan
O Yanak Mukoza Epiteli IFN-y % pozitif alan

Sekil 3.15. PPRV pozitif ve kontrol grubu hayvanlarinda IFN-y % pozitif alan degerleri (1-5
aras1 kontrol grubu, 6-22 aras1t PPRV pozitif hayvanlar).

Dil epiteli ve yanak mukozasinda IFN-y pozitiflikleri daha ¢ok bazal
tabakanin iistiinde, stratum spinozum katinda belirgindi. Psédomembran olusumunun
belirgin oldugu lezyonlarda keratin ve nekrotik dokularin olusturdugu debriste IFN-y
pozitif alanlara rastlandi. Submukozada ise kapillar damarlarin endotel hiicrelerinde
ve hemen ¢evresindeki fibroblast hiicrelerinin pozitif boyandig gozlendi (Sekil 3.22
ve 3.23). Submukozadaki kas hiicre ¢ekirdekleri (Sekil 3.24), bununla birlikte kas
demetleri arasinda bulunan kapillar damar liimenleri, endotel hiicreleri ve fibroblast
hiicreleri IFN- y immunopozitifti. Yine submukozada yer alan bez epitel hiicrelerinde
de IFN-vy pozitif boyanmalara rastland1 (Sekil 3.25).

Kontrol grubundaki hayvanlarin akcigerlerinde interalveolar bolgede lenfosit
morfolojisi gosteren bazi hiicrelerde IFN-y pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil 3.26).
Dil epiteli ve yanak mukozasinda pozitif alanlar ve hiicre sayist oldukca azd1 (Sekil

3.27).
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Sekil 3.16. Sinsityal hiicrelerde (siyah oklar) ve mononiikleer hiicrelerde immunopozitif
boyanmalar (beyaz oklar) , akciger, olgu no: 6, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50um.

KEL TRT A R
BT St

Sekil 3.17. Sinsityal hiicrelerde sitoplazmik immunopozitif boyanmalar (oklar), akciger, olgu
no; 10, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50pum.
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Sekil 3.18. Alveol epitel hiicrelerinde (siyah oklar) ve alveolar makrofajlarda immunopozitif
boyanmalar (beyaz oklar), akciger, olgu no; 7, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50um.

- OB s s
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Sekil 3.19. Peribrongiyal mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar) ,
akciger, olgu no; 11, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50um.
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Sekil 3.20. Alveol epitel hiicrelerinde (siyah oklar) ve alveolar makrofaj benzeri hiicrelerde
(beyaz oklar) immunopozitif boyanmalar, akciger, olgu no; 9, ABC metod (anti-IFN-y),

T

Sekil 3.21. Bronsiyol epitel hiicrelerinde (oklar) immunopozitif boyanmalar, akciger, olgu
no; 10, ABC metot (anti-IFN-y), Bar=50pm.
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Sekil 3.22. Mukoza epitel hiicrelerinde (siyah oklar) ve submukozada damar endotel
hiicreleri (beyaz oklar) ve igsi hiicrelerde (mavi oklar) immunopozitif boyanmalar, dil, olgu
no; 8, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50pum.

é
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Sekil 3.23. Submukozada damar endotel hiicreleri (s1yah oklar) ve igsi hiicrelerde (beyaz
oklar) immunopozitif boyanmalar, dil, olgu no; 10, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=200um.
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Sekil 3.24. Submukozada muskiiler tabakada damar endotel hiicreleri (siyah oklar) ve kas
hiicre cekirdeklerinde (beyaz oklar) immunopozitif boyanmalar, yanak mukozasi, olgu no; 8,
ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50pum.

Sekil 3.25. Submukozada bez epitel hiicrelerinde immunopozitif boyanmalar (oklar),
akciger, olgu no; 6, ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50pum.
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Sekil 3.26. Interalveolar bolgede tek tiik immunopozitif boyanmalar (oklar), akciger, olgu
no; 1 (kontrol grubu), ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50um.

Sekil 3.27. Submukozada mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar),
akciger, olgu no; 3 (kontrol grubu), ABC metod (anti-IFN-y), Bar=50um.
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3.3.2.2. TNF-a immunoperoksidaz bulgular:

Timor nekroz faktorii-alfa % alan immunoperoksidaz boyanma durumlarn sekil
3.28°’de gosterilmistir. Yapilan immunoperoksidaz testlerde Peste des petits
ruminants viriisii ile enfekte kec¢i ve koyunlarin akcigerlerinde ozellikle
bronkopndomonik lezyonlarin ve nekrozlarin sekillendigi bolgelerde yogun TNF-a
pozitif alanlar gozlendi (olgu no: 11, 19, 21). Alveol liimenlerinin nekrotik hiicreler,
notrofil lokositler ve makrofajlar ile dolu oldugu bdlgelerde bu boyanlamalarin
siddeti de artmist1 (Sekil 3.29 ve 3.30). Makrofajlarin TNF-a pozitif olarak boyandigi
goriildii (olgu no: 11, 18, 20, 21). Interalveolar bolgedeki mononiikleer hiicre
infiltrasyonlarinda lenfositlerin immunopozitif reaksiyon gosterdigi dikkati g¢ekti
(Sekil 3.31). Peribronsiyal ve peribronsiyoler lenfoid manto olusumu gb6zlenen

orneklerde bazi1 lenfositler pozitif boyanma gosterdi.

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

O Akciger TNF-a % pozitif alan m Dil epiteli TNF-a % pozitif alan
O Yanak Mukoza Epiteli TNF-a % pozitif alan

Sekil 3.28. PPRV pozitif ve kontrol grubu hayvanlarinda TNF-a % pozitif alan degerleri (1-
5 aras1 kontrol grubu, 6-22 aras1t PPRV pozitif hayvanlar).

Dil epiteli ve yanak mukozasi epitelinde ise epitelyal doku icinde yangisal
hiicre infiltrasyonlarinin goriildiigii alanlarda immunopozitif boyanmalar gozlendi
(Sekil 3.32 ve 3.34). Dokiilmiis epitel hiicreleri ve psddomembran olusumlarinda
yogun immunoreaktif boyanmalar dikkati cekti (olgu no: 10, 12, 13). Sadece
mukozada degil submukozada da TNF-a pozitif boyanmalar gozlendi. Bez epitelleri
ve bazal membranin hemen altindaki fibroblast morfolojisi ile uyumlu hiicrelerinin

pozitif boyanmalar1 dikkat ¢eken bulgulardi (olgu no: 12, 13, 19, 20) (Sekil 3.33).
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Kontrol grubunda bulunan hayvanlarin ne akcigerleri ne de dil ve yanak
mukozasi epitellerinde tek tiik immunoboyanmalar disinda belirgin ve dikkati ceken

immunoreaktif hiicre ve alanlar goriilmedi (Sekil 3.35 ve 3.36).

A . " i -!'l.l I.J-i aF " -1'1--

itif boyam_alar (oklar), akciger, olgu no; 10,

Sekil 3.29. Alveol liimenlerinde immunopoz

Sekil 3.30. Alveol limenlerinde immunopozitif boyanmalar (oklar), akciger, olgu no; 15,
ABC metod (anti-TNF-q), Bar= 100pum.
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Sekil 3.31. Interalveolar mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar),
akciger, olgu no; 9, ABC metod (anti-TNF-a)), Bar= 50um.

Sekil 3.32. Mukozada mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar), yanak
mukozasi, olgu no; 13, ABC metod (anti-TNF-a)), Bar= 50um.
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Sekil 3.33. Submukozada bez epitellerinde immunopozitif boyanmalar (oklar), yanak
mukozasi, olgu no; 12, ABC metod (anti-TNF-a)), Bar= 50um.

"-i wr T ey ¥= .
% -1 h :_: “-t"' I A b ) W
L .S il Sy
= o Mg T 4 s
B u"-'; < o Weg - L L L _"_"_'
Ly e N s
. . i - S0 B LT 3
e -y d =
A ® - ? i &

Sekil 3.34. Mukozada bazal membramin hemen iizerindeki hiicrelerde immunopozitif
boyanmalar (oklar), yanak mukozasi, olgu no; 13, ABC metod (anti-TNF-a), Bar= 50um.
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Sekil 3.35. interalveolar bolgede immunopozitif boyanma (ok), akciger, olgu no; 2 (kontrol
grubu), ABC metod (anti-TNF-a), Bar= 50um.
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Sekil 3.36. Submukozada bazi hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar), yanak
mukozasti, olgu no; 4 (kontrol grubu), ABC metod (anti-TNF-a), Bar= 100um.
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3.3.2.3. IL-4 ve IL-10 immunoperoksidaz bulgular:

Interlokin 4 ve IL-10 % alan immunoperoksidaz boyanma durumlari sekil 3.37 ve
sekil 3.38 *de gosterilmistir. Enfekte hayvanlar ve kontrol grubu hayvanlarda IL-4 ve
IL-10’a kars1 immunopozitif boyanmalar peribronsiyal, peribrogiolar ve interalveolar
bolgelerdeki lenfositlerde goriildii (Sekil 3.39, 3.41 ve 3.42). Dil ve yanak mukozas1

epitellerinde boyanmalar her iki grupta da bazal membranin altindaki fibroblastlarda

gozlendi (Sekil 3.40).
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Sekil 3.37. PPRV pozitif ve kontrol grubu hayvanlarinda IL-4 % pozitif alan degerleri (1-5

arast kontrol grubu, 6-22 arasi PPRV pozitif hayvanlar).
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Sekil 3.38. PPRV pozitif ve kontrol grubu hayvanlarinda IL-10 % pozitif alan degerleri (1-5

arast kontrol grubu, 6-22 arasi PPRV pozitif hayvanlar).
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Sekil 3.39. Interalveolar mononiikleer hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (oklar),
akciger, olgu no; 11, ABC metod (anti-IL-4), Bar= 50um.
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Sekil 3.41. Interalveolar mononiikleer hiicrede immunopozitif boyanma (ok), akciger, olgu
no; 11, ABC metod (anti-IL-10), Bar= 50pum.
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Sekil 3.42. Interalveolar hiicrelerde immunopozitif boyanmalar (ok), akciger, olgu no; 3
(kontrol grubu) , ABC metod (anti-IL-10), Bar= 50pum.
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4. TARTISMA VE SONUC

Peste des petits ruminants akut veya subakut seyirli, ates, konjuktivitis, eroziv
stomatitis, enterokolitis ve pnomoni ile karakterize bulasici bir hastaliktir. Pnémoni
disinda klinik ve patolojik olarak sigir vebasina benzeyen PPR, Paramyxoviridae
ailesinden, CDV, MV, RPV ve PMV’nin dahil oldugu Morbillivirus genusunda yer
alir (Arzt ve ark. 2010). Tek serotipe sahip olan bu viriis filogenetik olarak yakin
iligkili olup, bu durum as1 stratejilerini kolaylagtirmaktadir (Arzt ve ark. 2010). Sigir
vebasi eradikasyonunun, 2010 global eradikasyon planinda belirtildigi iizere tiim
diinyada basariyla gerceklesecegi beklenmektedir. Ikibindokuz yilnin baslarinda,
FAO global s1gir vebas1 eradikasyon programinda yeralan bilgilere gore sigir vebasi
Avrupa, Asya, Orta Dogu, Arap yarimadasi ve tiim Afrika’da ortadan kaldirimistir
(Anonim 2010). Peste des petits ruminants son yillarda, uluslar aras1 sinirlar1 agmais,
Tibet (Cin), Nepal ve Tajikistan’da ilk defa rapor edilmistir. PPR Afrika’da Gabon,
Kenya, Uganda ve Kongo gibi ekvatorun giineyine ve 2007 yilinda da Afrika’nin
kuzeyi Fas’a kadar yayilmistir (Shaila ve ark. 1996, Libeau 1997, Wang ve ark.
2009, Arzt ve ark. 2010). Bu calismada kullanilan hayvanlarin bazilarinin da
yeraldigi, daha onceki filogenetik calismalarda tespit edilen PPRV Tu0O viriisii
genetik hat 4’te yer alir (Kul ve ark. 2007). Eriskin koyun ve kecilerde dikkati ¢ceken
ileri derecedeki epitel lezyonlarmin, yine viriisiin yiiksek patojenitesinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, baz1 oglak ve kecilerde
belirgin akciger ve agiz mukoza lezyonu gelismeksizin 6liimle son bulan olgular da
yer almaktadir (olgu no: 20 ve 22). PPRV enfeksiyonunun o6zellikle notralizan
antikor diizeyini diisik ya da immiinyetersiz gen¢ hayvanlarda, lenfoid yikimin 6n
planda oldugu yogun viremi doneminden sonra herhangi bir karakteristik klinik,
patolojik bulgu gostermeksizin 6liimle son bulabilecegi rapor edilmistir (Toplu ve
ark. 2004). Klinik olarak non-karakterisitk PPRV enfeksiyonu olarak degerlendirilen
bu perakut oliimlerde epidemiyolojik olarak PPRV nin transplasental gegisinin
miimkiin olabilecegi de ileri siiriilmektedir (Kul ve ark. 2007).

Peste des petits ruminants viriis enfeksiyonlarinda sekillenen sinsityal
hiicrelerin, olusan lezyonlarda sitokin saliverme Ozelliginin olup olmadigi

bilinmemektedir. Bunun yaninda sekillenen pndmoni ve eroziv iilseratif stomatitis
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lezyonlarinda sekillenen sitokin yaniti hakkinda ve hastaligin epitel dokuda
sekillendirdigi lezyonlarda lokal sitokin yanitin aragtirilmasina yonelik daha once bir
arasgtirmaya rastlanilmamistir. Calismada kullanilan dokularda, IFN-gamma, TNF-
alfa, IL-4 ve IL-10 salinimlar1 immunohistokimyasal testlerle gosterilmistir. Bu
dokularm alindig1 hayvanlarin PPRV pozitif oldugu polimeraz zincir reaksiyonu ve
immunohistokimyasal testlerle daha o©nce belirlenmistir. Pozitif bulgular, alan
boyanmasi ve hiicresel pozitiflik olarak bir biitiin halinde diisiiniilmiis ve sitokin
saliveren hiicrelerin tipleri immunohistokimyasal olarak degil histopatolojik
morfolojiye gore degerlendirilmistir. Keci ve koyunlarda makrofajlar, yardimc1 T
lenfositler (CD4+) ve B lenfositleri (CD20+) gostermek icin frozen kesitlere ihtiyag
bulunmaktadir. Ancak ¢alismada kullanilan dokularin parafin blok arsivden secilmesi
bu hiicre tiplerine 6zel antijenlerin gosterilmesini engellemistir. Bununla birlikte;
akcigerler ve epitel dokuda saptanan Th1+ ve Th2+ reaksiyonlar epitel doku ve yangi
hiicrelerinin morfoloji ve lokalizasyonuna bakilarak tanimlanmis, sitokin
ekspresyonlarinda yalnizca immunofenotipik c¢aligmalarla ortaya konulabilen alt
hiicre tiplerinden bahsedilmemistir.

Diger Morbillivirus tiyelerinde oldugu gibi PPRV enfeksiyonu patogenezinin
en belirgin 6zelligi derin ve kisa siireli immunosiipresyondur. Bunun sonucunda
firsat¢1 enfeksiyonlar ve artan Oliimler goriilir. Bu immunosupresif etkinin sadece
virlisiin  ¢ogalmak icin baslica lenfoid hiicreleri kullanmasindan degil,
morbilliviriislerin konagin immun sisteminin {istesinden gelebilmesi icin zaman
icinde degisim gostermis olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Diallo ve ark.
2007). Bununla birlikte derin immunsiipresyon, konak tarafindan olusturulan gii¢lii,
spesifik ve uzun déonem koruyucu immiin cevabiyla giderilir. Kizamik viriisiinde bu
dongii, viriisle enfekte Th2 CD4+ T hiicrelerin aktivasyonu ile agiklanmaktadir
(Servet-Delprat ve ark. 2003). PPR da, Sigir vebasinda oldugu gibi iyilesme veya
hastaliktan korunmak icin gerekli immiin cevap hakkinda bilgi eksikligi vardir.
Hastaligin ~ kontrolii i¢in asilar  gelistirilmekte veya diger morbilliviriis
enfeksiyonlarina ait bilgiler degerlendirilerek yeni stratejiler gelistirilmektedir
(Diallo ve ark. 2007).

Histopatolojik lezyonlarin  hafif sekillendigi ve PPRV antijeninin

immunohistokimyasal olarak gosterilemedigi dokularda sitokin yanitin kontrol
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gruplarindan farkli olmadigr dikkati c¢ekti. PPRV antijenine kars1 yapilan
immunoperoksidaz testlerde kil folikiilleri cevresindeki makrofajlarda pozitif
boyanmalar ile sinsityal hiicre formasyonu goriilen dil ve yanak mukozasi epitelinde
sinsityal hiicrelerin bazilarimin pozitif reaksiyonlar gosterdigi ve yanak ve dil
submukozasinda kas demetleri arasindaki kapillar damarlar ¢cevresindeki makrofajlar
ve damar endotel hiicrelerinin bazilarinin immunopozitif oldugu dikkati cekti. Bu
immunopozitifliklerin yogunlugu, lezyonlu bolgelerden salinan sitokin yaniti ile
uyumluluk gosterdi. Dolayisiyla bu durum, PPRV enfeksiyonunun siddeti ile hem
hasar goren epitel hem de uyarilmig hiicresel immdiin sistem kaynakli sitokin yanitinin
dogru orantihi olabilecegini destekler niteliktedir. Histopatolojik bulgular ve PPRV
immunopozitifliklerin  goriildiigii akcigerlerde de IFN-gamma ve TNF-alfa
immunopozitif —reaksiyonlar belirgin diizeyde yiiksek saptandi. PPRV
immunoreaktivitesine daha cok alveoler liimendeki nekrotik epitel ve notrofil
infiltrasyonlarinin olusturdugu debriste rastlandi. Interalveoler dokuda mononiikleer
hiicrelerde ve baz1 sinsityal hiicrelerde intraniikleer ve sitoplazmik pozitif
reaksiyonlar gdzlendi. Brong ve bronsiyal epitellerinde ve alveolar makrofajlarda da
immunopozitif reaksiyonlara rastlandi. Immunoperoksidaz incelemelerde, yanak
mukozas1 ve dil epitelinde psddomembran sekillenen dokularda, ayrica eroziv ve
tilseratif alanlardaki nekrotik epitel hiicreleri ve bazal membranin hemen {iistiinden
itibaren epitel hiicrelerinde saptanan PPRV antijen pozitif boyanmalarin derecesi,
IFN-gamma ve TNF-alfa immunopozitifliklerine paralellik gosterdi. Gram boyama
ile elde edilen sonuglara bakildiginda; dil ve yanak mukozasi epitelinde
histopatolojik olarak yiiksek skorlara sahip hayvanlarin yarisinin (4/8) bakteri
boyanmasi gostermedigi, orta siddetli skora sahip hayvanlarda akcigerlerde ise
bakteriyel boyanma goriilmedigi izlendi. Bu alanlarda TNF-alfa ve IFN-gamma
saliniminin ortaya konulmasi, sadece bakteriyel invazyon sonucu degil PPRV ile
etkilenen epitel dokunun dogrudan sitokin yanitina katkida bulunabileceginin de bir
gostergesi sayilabilir. Kock ve ark. (1990) insan keratinositlerinin ultraviyole
irradyasyonundan sonra ve mikrobiyal organizmalara ve tiimorlere kars1 hem lokal
hem de sistemik yanginin patogenezinde rol oynayan TNF-alfa saliverebildigini
bildirmislerdir. Bu calismada epidermiste TNF-alfa immiinreaktivitesinin kontrol

grubu hayvanlardakine oranla arttig1 goriildii. TNF-alfa sadece yanginin baglagicinda

66



ve lezyon cevabinda degil sonraki rejenerasyon ve iyilesme fazinda da gereklidir
(Banno ve ark. 2004). TNF-alfa keratinositlerin ilave ekstraseliiler uyarilarini baglatir
ve hizlica yanit vererek hiicre proliferasyonu veya apoptozisi sekillendirir. TNF-alfa
doku yikimi ve tamiriyle devam eden bir seri immiin cevab1 uyarir ve yangiy: baslatir
(Banno ve ark. 2004). TNF-alfanin PPRV pozitif hayvanlarin agiz mukozasi
epitelindeki artisinin, epitel hiicrelerinin viriisle enfekte olmasi ve dolayisiyla
yanginin baslatilmasi i¢in immiin cevabin sekillenmesi i¢in oldugu diisiiniildii. TNF-
alfa proinflamatuar sitokinlerdendir (Dinarello 2000, Basset ve ark. 2003) ve Thl tip
hiicreler tarafindan salinan TNF-o makrofajlar1 aktive ederek hiicre aracili immiin
cevabi sekillendirilmesine de aktif olarak katilmaktadir (Opal ve DePalo 2000).

Bu calisgmada, PPR pozitif hayvanlardaki akciger, dil ve yanak mukozasinda
IFN-gamma pozitif boyanma yiizde alanlar, kontrol grubu hayvanlardakine oranla
istatistiksel onemlilik (p<0.05) gosterdi. Ortalamada en yiiksek pozitif alan orani
(2,798 £ 2,702) yanak mukozasinda goriildii. Pozitif boyanmalar akcigerde brons ve
bronsiyol epitel hiicreleri, sinsityal hiicreler, lenfositler ve alveolar makrofajlarda, dil
ve yanak mukozasi epitelinde stratum spinozum katindaki epitel hiicreleri,
submukoza kapillar endoteli ve fibrositlerde gozlendi. Kontrol grubu hayvanlarda
IFN-gamma immunopozitif hiicrelerin olduk¢ca az oldugu ve PPRV pozitif
hayvanlardaki bulgulara oranla istatistiksel olarak dnem gostermedigi goriildii. Hasta
hayvanlarda akciger, dil ve yanak mukoza epitelinde TNF-alfa pozitif boyanma orani
kontrol grubundaki hayvanlarin boyanma durumlarina gore istatistiksel dnem (p<
0.05) gosterdi. Ortalamada en yiiksek pozitif alan oram (0,546 + 0,711) yanak
mukozasinda goriildii. Kontrol grubundaki hayvanlarda TNF-alfa immunopozitif
hiicrelerin olduk¢a az oldugu ve PPRV poziif hayvanlardaki bulgulara oranla
istatistiksel olarak onem gostermedigi belirlendi. Ozellikle, epitel kokenli IFN
gamma ve TNF alfa’nin kemotaksis, nekrotik epitel fagositozu ve diger bazi etkiler
icin gorevleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada Gram boyama sonuclar1
sekonder bakteri enfeksiyonunun nétrofil yogun alanlarda herzaman bakteri pozitif
sonuclanmadigindan, epitelyum dokulardaki 16kosit infiltrasyonunun viral etkiyle
sekillenebilen Thl yanit1 ve kemotaksis ile olabilecegi ve bu yanitin epitel kaynakli
sitokinlerce basglatilabilecegi hipotezini olusturmaktadir. Bu hipotezi destekleyen

bulgular olgu no: 8, 10, 13’de yanak ve dil mukozasi olgu: 7, 11, 13, 14, 19’ da
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akcigerlerde siddetli ve orta siddetli skor ve yogun nétrofil infiltrasyonuna ragmen
gram boyamada bakterilere rastlanilmamasi ile desteklenebilir. Elbetteki epitelyal
sitokinler yikimlanan ve hasar goren dokularda ilk reaksiyonu baglatan etkiyi
olusturmus, sonrasinda ise bolgeye gelen lenfosit, dendritik hiicre ve makrofajlar
tarafindan benzer Thl yanitin, daha da giiclenerek siirdiiriilmiis olabilecegi bu
caligma bulgular ile hipotez edilmektedir.

Peste des petits ruminants histopatolojik tanisini belirleyen kriterlerden birisi
olan sinsityal hiicreler ve ayrica alveolar makrofajlarda IFN-gamma ve TNF-alfa
ekspresyonunun belirgin olmasi bu caligmayla ilk kez gosterilmistir. Dendritik
hiicrelerin viriisle enfekte olmasi, bu hiicrelerin birbirleriyle ya da makrofajlarla
fiizyon olusturmast ve dev hiicre formasyonu sekillenmesi bu hiicrelerin antijen
sunma fonksiyonunu olanaksiz hale getirir ve viriis cogalmasi i¢in uygun bir ortam
hazirlamis olur. Dendritik hiicrelerin enfeksiyonu ile apoptozis sekillenir ve
akcigerlerdeki sayist azalir ve dogal immiin cevabin kazanilmig immiin cevaba gecisi
etkilenir (Moussallem ve ark. 2007). Bu bildirim g6z Oniine alindiinda; ¢alismada
sinsityal hiicrelerde immunohistokimyasal olarak IFN-gamma ve TNF-alfa
salimmminin makrofajlar veya lenfosit hiicrelerden salinan sitokinlerce mi yoksa
kendisinin viriisle enfekte olmasi sonucunda mi bu sitokinleri saliverdigini
bilememekteyiz. Su andaki bulgularla sinsityal hiicrelerin makrofaj 6zelligine sahip
olup olmadiklar1 immunofenotipik olarak sOylenemese dahi; Thl sitokinlerinin
salivermeleri onlarin antijeni isleyerek, immiin modulasyonda rol alabildiklerini
gostermektedir. Makrofaj markirlarinin  ve TNF-alfa, ayrica IFN-gamma
markirlarinin ayn1 dokuda birlikte calisilacagi deneysel PPRV enfeksiyonlarinda
sinsityal hiicrelerin immunolojik fonksiyonlar1 hakkinda daha detaylh bilgilerin elde
edilebilmesi miimkiin olabilecektir.

Yangisal cevabin baslatilmasinda akcigerdeki yerlesik makrofajlar, gelisen
erken sitokin yanitinda Onemli rol oynarlar. TNF-alfa kemotaktik faktorlerin
salinimint uyarir ve fagositlerin diapedezini artiran vaskiiler endotelyal hiicrelerin
hiicre adezyon kuvvet molekiillerinin ekspresyonunu artirir. Yangt bolgesine
dolagimdaki fagositlerin marjinasyonunu ve gociinii tegvik eder (Basset ve ark. 2003,
Laskin ve ark. 2007). TNF-alfa lokal veya sistemik lezyonlarda kisa siire i¢inde

makrofajlardan salinir. Lokal enfeksiyon veya yangi bolgesinde TNF-alfa anti-
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mikrobiyal savunma mekanizmasim aktive eden immiin cevab1 ve enfeksiyon sona
erdigi zaman doku tamirini baglatir. Notrofil 16kositlerin ve mononiikleer fagositlerin
giiclii aktivatorleridirler ve ayn1 zamanda fibroblastlar icin biiyiime faktorii olarak
gorev yapar. IL-10 aktif makrofajlar1 ve dentritik hiicrelerini baskilar (Sherwood ve
Toliver-Kinsky 2004).

Akcigerde TNF-alfa alveoler makrofajlart aktive eder ve sitotoksik
mediatorlerin (reaktif nitrojen aracilari, reaktif oksijen aracilari) liretimini uyarir
(Pathania ve ark. 1999, Zhang ve ark. 2000). IFN-gamma salimmi Ozellikle
makrofajlardan salmman TNF-alfa ve IL-12 gibi sitokinlerin etkisiyle uyarilir
(Thanawongnuwech ve ark. 2003). Bu calismada hasta hayvanlarin hem akciger hem
de dil ve yanak mukozasi epitelinde TNF-alfa pozitif boyanma alanlar1 kontrol grubu
hayvanlarina gore istatistiksel Onem gosterdi (p<0.05). Alveolar makrofajlar
sitokinler ve biiylime faktorleri salinimiyla akciger lezyonlarimin patogenezinde rol
oynar. Bazilar1 TNF-alfa, IL-1, IL-6, IFN-gamma ve kemokinler gibi yangiy1 arttirict
cevap verirken IL-10, TGF-B, platelet-derived growth factor (PDGF) gibi
mediyatorler de anti-inflamatuar rol oynayarak iyilesme veya fibrozisi baglatirlar.
Yangisal cevabin sonu dokudaki pro- ve anti-inflamator sitokin seviyelerinin
arasindaki dengeye baghdir. Akut ve kronik enfeksiyonda TNF-alfa pro-inflamatuar
sitokin olarak gorev alir (Laskin ve ark. 2007). Makrofajlarin hem fagositik hiicre
hemde antijen sunan hiicre olarak hiicre aracili immiin cevapta cok 6nemli rolleri
vardir (Hamilton 1993). Makrofajlar1 aktive eden 6nemli bir faktor viriisla enfekte
hiicrelerin saldigi IFN-gama’dir. Thl hiicrelerinden salinan IFN-gama antiviral
aktiviteye sahip proteinlerin salinimini uyarir (Domeika ve ark. 2002, Radriguez ve
ark 2002). Makrofajlarin IFN-gamma pozitif olmasi, viriisla enfekte hiicrelerin
saldig1 IFN-gammanin makrofajlar1 aktive etmesi ve buna ilave olarak makrofajlarin
da IFN-gamma salivermesini sagladig1 diisiiniilebilir.

Frucht ve ark. (2001) insan alveolar makrofajlarin IFN-gamma {iretiminde
bulundugunu bildirmiglerdir. Yine Thanawongnuwech ve ark. (2003), domuzlarin
reprodiiktif ve respiratorik sendromunda makrofajlarin IFN-gamma {rettigini
gostermislerdir. Sinsityal hiicrelerin yapilan immunohistokimyasal testlerde IFN-
gamma pozitif olmasi, enfekte hiicrelerin IFN-gamma salivermesi sonucunda mi

yoksa diger hiicrelerden salinan IFN-gamma sonucunda m1 sekillendigini tam olarak
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bilememekteyiz. Ancak sinsityal hiicrelerin PPRV pozitif olmasi IFN-gamma
salinimint uyarmis olabilecegini diislindiirdii. Dil ve yanak mukozasi epitel
hiicrelerindeki IFN-gamma pozitif boyanmalar, epitelin direkt viriisle enfekte
oldugunu ve antiviral aktivite gostermeye ¢alistiginin bir gostergesi olabilir. Maeyer
ve Maeyer-Guignard (1998) IFN-gamma’nin direk antiviral etkisi oldugunu ve bu
etkiyi oligoadenylate sentezaz enzimi ile gosterdigini bildirmistir. Ayrica IFN-
gamma’ nin antiviral etkisini siklikla IFN-alfa, IFN-beta ve TNF-alfa gibi sitokinlerle
birlikte gosterdigi bilinmektedir. TNF-alfa’nin PPRV pozitif hayvanlarda kontrol
grubu hayvanlara gore istatistiksel olarak onem gostermis olmasi, IFN-gamma’nin
istatistiksel olarak 6nem gostermesi ile dogrudan baglantili olarak goriilebilir. Ciinkii
PPRV ile enfekte hiicrelerin saliverdigi IFN-gamma, makrofajlar ve lenfosit
hiicrelerden IFN-salinimini arttirmig ve TNF-alfanin zaten artmasiylada IFN-gamma
salinim1 daha da artmistir. Bu sonugla yangiyr arttirici sitokinlerden olan IFN-gamma
hiicresel yanit1 olusturma ¢abasindayken, muhtemelen viriisiin patojenitesi veya virils
yogunluguyla birlikte bu yanit olusamadan hayvanlarda, 6zellikle lenfoid dokuda
sekillenen immiinsiipresyon ve agir lezyonlar sonucu, Oliimiin sekillenmesine
baglanabilir.

Moussallem ve ark. (2007) kizamiktan 6len 42 cocugun akcigerlerinde
immunohistokimyasal olarak gosterdigi sitokin yanitta, [FN-gamma boyanma oranini
alveoler bogelerde kontrol gruplarinkinden fazla oldugunu gostermistir. Ancak TNF-
alfa boyanmalarinda gruplar arasi istatistiksel onem bulamamiglardir. IL-4 pozitif
boyanmalarda akcigerin alveolar bolgesinde kizamik pozitif cocuklarda daha fazla
oldugunu gostermigtir. 1L-10’da ise BALT‘ta kontrol grubunun daha fazla
immunopozitif oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmada PPRV pozitif hayvanlarda IFN-
gamma ve TNF-alfa oraminin fazla olmast PPRV’nin kizamik viriisii ile ayni
patogeneze sahip olmadiginm1 gostermektedir. PPRV pozitif hayvanlarin kontrol
grubuna gore IFN-gamma ve TNF-alfa yoniinden yiiksek olmas1 perakut veya akut
enfeksiyonun gostergesi olabilecegini diisiindiirdii. Hastaligin ilerleyen donemlerinde
veya akut donemi atlatip iyilesmeye dogru giden hayvanlarda sitokin yanitin nasil
sekillendigini heniiz bilmemekteyiz. Th2 hiicrelerinden salinan IL-4 ve IL-10’nun
anti-inflamatuar sitokin olduklar1 bilinir ve daha ¢ok humoral immiin yanitin

sekillenmesinde rol oynarlar. Thl hiicreler hiicre aracili yangisal reaksiyonlarda
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gorev alirken, Th2 hiicreler ise daha ¢ok antikor iiretimi uyarict olarak rol oynar
(Mosmann ve Sad 1996). Svitek ve von Messling (2007) gelinciklerde deneysel
siddetli immiinsiipresyon ve Oliimle sonuglanan distemper viriis enfeksiyonunda
perifer kan lokositlerinde sitokin ekspresyonuna rastlamamiglar ancak hayatta kalan
gelinciklerde saglam ve uzun siireli sitokin {iretimi sekillendigini, bu sitokin
tiretiminin baglangigta Thl ve sonra Th2 meyilli olan immiin cevap olustugunu
bildirmislerdir. Bu calismada ise PPRV pozitif hayvanlarin, akut donemde 6ldiikleri
bilindigi icin ve humoral immiin cevaba heniiz gecilemediginden dolayi, Thl sitokin
olan IFN-gamma pozitifliginin istatistiksel 6oneme sahip olmasi Svitek ve von
Messling (2007)’in bildirimiyle uyumlu goriilmiistir. Bu ¢alismada hayvanlarin
perakut veya akut donemde 6lmesi hiicresel immiin yanit1 ortaya ¢ikaran IFN-gamma
ve TNF-alfa oranlarinin istatistiksel énem gostermesi enfeksiyonun patogenezinde
ilk olarak proinflamatuar sitokin yanitin rol aldigim gostermektedir.

Calismada kontrol grubu ve PPRV pozitif hayvanlara ait IL-4 ve IL-10
oranlar1 arasinda herhangi bir istatistiksel oneme rastlanmadi. 1L-4, IFN-gamma
tarafindan uyarilmis monosit aktivasyonunu iptal eden (Te Velde ve ark. 1990),
makrofajlarin sitotoksik aktivitesini, proinflamatuar sitokinlerin salinimim ve
ekspresyonunu engelleyen, TNF-a gibi monositten-salinan sitokinleri ve
makrofajlardan salinan nitrik oksit iiretimini baskilayan bir sitokindir (Opal ve
DePalo 2000). Bu calismada da IFN-gamma ve TNF-a diizeylerinin yiiksek olmas1
IL-4 seviyesinin diisiikligiiyle iliskili olabilir. IL-10’un makrofajlardan TNF-alfa ve
IL-1 iiretimini baskiladigi ve reaktif nitrojen aracilarimin iiretimi ve nitrik oksit
sentezinin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (Laskin ve ark. 2007). Bu bildirim
dikkate alindiginda TNF-alfa oraninin yiiksek olmasi, IL-10’un 6énemsiz pozitifligini
ortaya koymaktadir. Diger bir deyisle saliverilen IL-10’un TNF-alfa miktarimi
etkileyecek kadar saliverilmedigi diistindiirmektedir.

Bu ¢aligmada elde edilen bilgilerle, pndmoni ve eroziv iilseratif stomatitis ile
seyreden PPRV enfeksiyonunda dil, yanak mukozasi epiteli ve akciger dokusunda
sekillenen lokal sitokin yanitin, ilk Once viriisii ortadan kaldirmak i¢in Thl immiin
cevabi sergileyip, kazanilmis bagisiklikta rol oynayan ve humoral yaniti olusturan
Th2 yamit heniiz ortaya cikamadan hayvanlarda 6lim sekillenebilecedi sonucuna

varilabilir. Ilerleyen donemlerde gerek lokal, gerekse sistemik sitokin yamitin
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aragtirtlmas1 immunopatogenez hakkinda elde edilen bu bulgulari daha da
genisletecek ve detaylandiracaktir. Sistemik veya lokal sitokinlerle birlikte,
sitokinleri saliveren hiicrelerin de immunofenotipik olarak gosterilmesi, sitokin ve
sitokin salan hiicrelerin birlikte degerlendirilmesine olanak verebilecegi
diisiiniilmektedir. Calismada agiz mukozasi ve akcigerlerde; baskin Thl sitokin
yanitinin lokal olarak gosterilmesi, PPR’1n en 6nemli bulgusu olan interstisyel
proliferatif pndmoni ve eroziv iilseratif stomatitiste, immunopatogenez ve hiicresel

immun yanit hakkinda bilgi vermistir.
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