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ÖZET:	 Bu	 çalışmada	 aynı	 Poxviridae	 familyası	 içerisinde	 iki	farklı	 virus	 türü	 tarafından	 oluşturulan	 	 Koyun	 Çiçeği	 ve	 Orf	enfeksiyonlarına	 bağlı	 deri	 lezyonlarında	matriks	metallopro-teinazların	 (MMP-1),	ve	Vasküler	Endotelyal	Gelişme	Faktörü-nün	(VEGF)	aktivasyonlarının	etkisinin	belirlenmesi	ve	böylece	bu	 hastalıkların	 patogenezisinin	 araştırılması	 amaçlandı.	 Bu	amaçla	 Kayseri	 ve	 Yozgat	 illerinin	 değişik	 bölgelerinde	 eş	 za-manlı	 ortaya	 çıkan	 Orf	 virus	 (ORFV)	 ve	 Koyun	 Çiçeği	 virus	(KÇV)	 	 enfeksiyonları	 histokimyasal	 ve	 immunohistokimyasal	olarak	 değerlendirildi.	 Çalışmada	 pox	 virus	 ve	 parapox	 virüs	antijenleri,	 deride	 dejenere	 epitel	 hücrelerinin	 sitoplazmasın-da,	 koyun	 çiçeği	 hücrelerinin	 (KÇH)	 ise	 sitoplazmasında	 ve	çekirdeğinde	 immunohistokimyasal	 teknikle	 saptandı.	 Koyun	çiçeği	virüsü	infekte	doku	kesitlerine	(deri)		matriks	metallop-lerinin	 (TIMP)	ekspresyonları	 araştırıldı.	Makroskopik	 ve	 his-topatolojik	 bulgular	 deride	 ve	 daha	 az	 şiddette	 eklentilerinde	görüldü.	 Koyun	 çiçeği	 ile	 infekte	 deri	 dokusunda	 epitelial	 hi-perkeratoz,	akantoz,	dejenerasyon	ve	nekroz	görüldü.		Eozino-resi	(cellules	claveleuses)	görüldü.	Bulaşıcı	ektima	vakalarında	ise	kahverengimsi-gri	renkte	kabuk	oluşumu	belirgindi.	Histo-patolojik	 olarak	 retikuler	 dejenerasyon	 (çekirdek	 piknozu	 ve	hidropik	 değişiklik),	 epidermal	 proliferasyon,	 intradermal	mikroapseler	 belirgindi.	 Normal	 dokulara	 göre	 pox	 enfekte	dokularda	 MMP-1,	 immunoreaktivitesi	 önemli	 düzeyde	 azal-mıştı.	 Ancak	 TIMP	 immunoreaktivitesi	 infekte	 koyun	 çiçeği	virüsü	 ile	 enfekte	 deri	 ve	 akciğer	dokularında	 daha	 çok	belir-gindi.	 Koyun	 çiçeği	 virusunun	ekstrasellüler	matriksi	 yıkımla-yarak	epidermal	ve	dermal	etkilere	neden	olduğu	hipotez	edil-di.	ORFV	ile	enfekte	dokularda	ise	damarlarda	VEGF	ekspresyo-negatif	sonuçlar	alınabileceği	şeklinde	yorumlandı.
Anahtar	kelimeler:	Koyun	çiçeği,	bulaşıcı	ektima	(Orf),		histo-kimya-immunohistokimya,	matriks	metalloproteinaz,	 vasküler	endoteliyal	gelişme	faktörü

ABSTRACT:	 In	 this	 study,	 the	 Poxviridae	 family	 includes	 two	different	types	of	Sheep	Pox	and	Orf	infection	occurs	in	the	skin	lesions	of	matrix	metalloproteinases	 (MMP-1),	and	VEGF	acti-vation	effect	of	the	determination	and	thus	the	disease	patho-genesis,	we	aimed	to	investigate.	These	purposes	of	Kayseri	in	different	 regions	 simultaneously	 occurring	 Orf	 virus	 (ORFV)	and	Sheep	pox	(SPV)	cases	of	histochemically	and	immunohis-tochemically	evaluated.	Sheeppox	viral	antigen	was	detected	in	the	 cytoplasm	 of	 sheeppox	 cells	 and	 degenerated	 epithelial	cells	 of	 the	 skin.	 Nuclear	 staining	was	 also	 observed	 in	 some	typically	deformed	nuclei	of	sheeppox	cells.	Sheep	pox	to	virus	-infected	 tissue	 sections	 (skin)	 matrix	 metalloproteinase	expression	were	investigated.	Macroscopic	and	histopathologi-Epithelial	 hyperkeratosis,	 acanthosis,	 degeneration,	 necrosis	was	seen	 sheep	pox	 infected	skin	 tissue,	Eosinophilic	 intracy-toplasmic,	 inclusion	 of	 the	 large	 number	 of	 sheep	 pox	 cells	(cellules	 claveleuses)	 were	 seen.	 Contagious	 ectyma	 is	 a	brownish-	gray	in	the	case	of	rent	crust	formation	was	charac-terized.	 Histopathologically	 reticular	 degeneration	 (pyknosis	and	 hydropic	 changes	 in	 the	 nuclei,	 epidermal	 proliferation,	intradermal	 abscesses	 were	 evident.	 Pox	 infected	 tissue	 in	comparison	to	normal	tissue	of	MMP-1,	immunoreactivity	was	-1,	 immunoreactivity	with	 infected	 sheep	pox	virus	 in	 infected	 skin	and	 lung	 tissue	was	much	more	 pronounced.	 Vessels	wall	 did	 not	 reveal	 any	positive	immunostaining.
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GİRİŞKoyun	çiçeği	virusu	Capripoxvirus	genusunun	bir	üyesi-dir.	Virus	enfeksiyonu,	derinin	kılsız	bölgelerinde	papü-lo-veziküler	 ya	 da	 nodüler	 formda	 görülebilen	 akut	 ya	da	kronik	 lezyonlarla	karekterize	enzootik	bir	hastalık-tır	(1-4).	Deride	önce	makula	denilen	küçük	eritem	böl-geleri	 oluşur.	 Bunu	 tüm	 vücutta	 ya	da	 kasık,	 koltukaltı	ve	 perineum’	 da	 sınırlı	 olan	 ve	 orta	 kısmında	 ödemli	eritem	 bulunan	 0.5	 -rengi	açılmış	papül	denilen	sert	şişkinlikler	 izler	 	 (5-7).	değişiklikler,	 ödem,	 nekroz	 görülür.	 Histopatolojik	 ola-rak	böyle	 alanlarda	 sitoplazmalarında	 inkluzyon	 cisim-ciklerinin	 de	 bulunduğu	 koyun	 çiçeği	 hücreleri	 (KÇH)	mevcuttur	(4).Bulaşıcı	 ektima,	 koyun	ve	keçilerin	mukoz	membranla-rında	püstülleşme	eğiliminde	ve	papulden	püstüle	deği-şen	 ve	 kabuk	 oluşumuyla	 karekterize	 parapox	 virus	genusunun	bir	üyesi	Orf	virus	(ORFV)	tarafından	oluştu-ran	zoonoz	bir	hastalıktır.	Bulaşıcı	ektima	%	80	morbiti-de	 ve	 %	 5-10	 mortalite	 ile	 seyreder	 	 (7-9).	 Orf	 virus	(ORFV)	ile	enfekte	deri	dokusunda	hiperkeratoz	ile	bir-likte	 epidermal	 hiperplazi,	 akantozis,	 keratinositlerin	inkluzyon	cisimciği	infekte	hücrelerin	sitoplazmalarında	görülebilir	(10,11).jik	 doku	 yıkımında	 önemli	 rol	 oynayan	 ekstrasellüler	matriksin	 en	 az	 bir	 komponentini	 proteoliz	 edebilen,	ekstrasellüler	proteazlardır.	Bu	enzimler,	doku	yeniden	yapılanması,	 morfogenez,	 yara	 iyileşmesi	 ve	 normal	nadıkları	 gibi,	 tümör	 hücresi	 invazyonu,	 anjiogenez	 ve	metastaz	 gibi	 patolojik	 olaylarda	 da	 rol	 alır	 (12,13).	
gibi	çeşitli	bağ	doku	hücresinden	salgılanır.	Metallopro-törleri	ile	inhibe	edilmektedir	(14,15).	KÇV	(Koyun	çiçe-etkiler	 (1).	 Fibröz	 doku	 hastalığın	 seyrinde	 önemli	 rol	oynar.	 Bu	 bakımdan	MMP	 aktivitelerinin	 değerlendiril-mesi,	 pox	virus	 enfeksiyonlarına	bağlı	 hastalıkların	 an-laşılmasında	oldukça	önemlidir	(16).Vasküler	 Endotel	 Büyüme	 Faktörü	 (VEGF),	 vasküler	sistem	 boyunca	 dizilmiş	 vaskülojenez,	 anjiogenez	 veya	
olaylarda	rol	alan	endotel	hücreleri	için	bilinen	en	özgül	mitojendir	(11,17).	Yapılan	çalışmalarda	ORFV’un	VEGF	genine	benzer	kodları	bulundurduğu	ortaya	konmuştur	(18-22).	 ORFV	 enfeksiyonun	 karakteristik	 histolojik	bulguları	olan	yaygın	vaskülarizasyon,	hücre	proliferas-yonu,	 epitel	 hücrelerinin	 vakuoler	 dejenerasyonu	 viral	VEFG	aktivitesiyle	ilişkilendirilmiştir.	Fonksiyonel	VEGF	eksikliği	 olan	 ORFV	 enfeksiyonlarında	 lezyonların	 şid-detinde	azalma	olduğu	da	bildirilmiştir	(23,24).	Bu	 çalışmada	 aynı	 familya	 içerinde	 iki	 farklı	 tür	 virus	tarafından	oluşturulan	koyun	çiçeği	ve	ektima	hastalık-larının	 patogenezislerinde	 matriks	 metalloproteinazla-rın	 (MMP-1,	MMP-2)	 ve	VEGF	aktivasyonlarının	 immu-nohistokimyasal	olarak	değerlendirilmesi	ve	sonuçların	karşılaştırılması	amaçlanmıştır.
GEREÇ-YÖNTEM

Kurul	Başkanlığı’nın	12/18	ve	14/065	nolu	karar	izni	ile	Veteriner	Fakültesi	Klinikleri’ne	aşağıdaki	gerekçeler	ile	getirilen	hastalardan	oluştu.	
Koyun	Çiçeği:	Yozgat	 Boğazlayan	 ilçesinden	 getirilen	 göz	 ve	 kuyruk	altında	kızarıklık	ve	şişkinlik	bulunan	1	aylık	kuzuların	anamnez	bilgisinde,	koyun	ve	kuzulara	karma	aşı	yapıl-dığı	 ve	 bir	 hafta	 sonra	 30	 kuzunun	 öldüğü	 öğrenildi.	Yaklaşık	 300	 baş	 hayvandan	 oluşan	 sürüde	 kuzuların	hepsinde	 anaların	 ise	30’unda	 lezyon	 olduğu	 öğrenildi.	Klinik	 incelemede	 ateş	 (40	 ºC),	 kasık,	 kuyruk	 altı,	 yüz,	kulak,	dudak	ve	gözde	1-2	cm	büyüklüklerde	eritematöz	makül,	 ödem,	 konjesyon	 ve	 hemorajik	 demarkasyona	sahip	papül	ve	vezikül		gözlendi.	
Bulaşıcı	Püstüler	Dermatitis-EktimaYahyalı-Yeşilköy	 beldesinden	 ağız,	 diş	 eti	 bölgesinde	karnabahar	şeklinde	üremeler	bulunan	2	aylık	Halep	ve	Kilis	 ırkı	 oğlakların	anamnez	bilgisinde	Mersin	 civarın-dan	 getirilen	 530	 adet	 keçiye	 ait	 	 27	 adet	 oğlakta	 ağız	lezyonları	olduğu	bildirildi.	Lezyonlar	çapları	1mm-2cm	arasında	değişen	papillom	benzeri,	proliferatif,		gri,	kah-verengi	 renkteydi.	 Kabuklu,	 kuru	 ve	 yarıklanma	 göste-ren	lezyonlar	burun,	dudak,	mukokutan	birleşme	yerle-ri,	 dişeti,	 interdigital	 boşluk,	 koroner	 bantın	 yukarısın-daydı.	 Bazı	 vakalarda	 kabuklar	 yerlerinden	 kalkmış,	yerlerinde	 ülserli	 alanlar	 mevcuttu.	 Uygulanan	 tedavi	süresi	 içerisinde	 27	 oğlağın	 da	 	 öldüğü	 bildirildi.	 Pox	virus	(koyun	çiçeği)	ve	Parapox	Orf	virus	(Bulaşıcı	püs-tüler	dermatitis	 -Ektima	)	enfeksiyonları	tipik	muayene	bulgularına	göre	klinik	olarak	teşhis	edildi.
Patolojik	incelemelerNekropsileri	yapılan	koyun	ve	keçilere	ait	lezyonlu	deri	örnekleri	 alındı.	 Deri	 örnekleri,	 koyun	 çiçeğinde	 (yedi	kuzu)	papüler	 lezyonlardan;	bulaşıcı	 ektimada	 (altı	oğ-10’luk	 tamponlu	 formalinde	 tespit	 edilip	 rutin	 doku	takibi	 işlemi	uygulandı.	Mikrotom	ile	5–6	mikron	kalın-lığında	 seri	 kesitler	 alındı	 ve	 kesitler	 Hematoksilen-Eosin	(HE)	ile	boyandı.	
Hiperimmun	Serum	Elde	Edilmesi		Pox	 virus	 ve	 Parapox	 Orf	 virus	 antijenlerinin	 lezyonlu	deri	kesitlerinde	 lokalizasyonlarını	gösterebilmek	ama-cıyla	immun	serum	elde	edildi.tavşanı	 kullanıldı.	 Bu	 amaçla	 1	 ml	 attenüye	 pox	 aşısı-POXVAC	 (VETAL	 Aş.	 Labaratuvarı)	 ve	 1	 ml	 Freund’	complete	 adjuvant	 (Sigma)	 ile	 karıştırılarak	 intramus-küler	 olarak	 1.	 ve	 5.	 günlerde	 inokule	 edildi.	 Onuncu	günde	 ise	 kulak	 venine	 intravenöz	 yolla	 adjuvantsız	olarak	1	ml	antijen	inokule	edildi.	Bu	enjeksiyondan	15	gün	 sonra	 kalpten	 kan	 alındı.	 Kan	 serumu	 elde	 edilip	kullanılıncaya	kadar	-20˚C	ye	kaldırıldı	[24].	Aynı	işlem	Ektima	aşısı	 -PENORF	(Pendik	Veteriner	Kontrol	Ensti-tüsü)	ile	gerçekleştirildi.
İmmunoperoksidaz	Boyama		Klinik	muayendede	 Pox	 teşhisi	 yapılmış	 kuzu	 ve	 para-pox	–Orf	teşhisi	yapılmış	oğlakların	deri	öreneklerinden	-Lysine	 ile	 kaplı	lamlara	4-6	μm	kalınlığında	seri	kesitler	alındı.	Kesitler-de	koyun	çiçeği	ve	bulaşıcı	ektima	antijenini	belirlemek	için	Gülbahar	 ve	 ark.	 (24)	 tarafından	 önerildiği	 şekilde	streptavidin-biotin-peroksidaz	kompleks	(SABK)	tekniği	
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Koyun	Çiçeği	ve	Bulaşıcı	Ektima	(Orf)	Enfeksiyonu	Tanısı	Konulmuş	Koyunlara	Ait	Deri	Lezyonlarında	Matriks	Metalloproteinaz	ve	Vasküler	Endotelyal	Gelişme	Faktörünün	İmmu-
nohistokimyasal	Teknikle	Saptanmasıkullanıldı.	 SABK	 teknik	 için	 alınan	 hazır	 kit	 (Zymed,	Histostain	Plus	Kit,	California,	USA)	kullanıldı.	Primer	antikorlar	[MMP-1	(Collagenase-1)	Ab-6	(1:50);	TIMP-Anti-VEGF	Receptor	1	Polyclonal	Antibody,	Unconjuga-ted	(1:50),	Goat	Anti-önerileri	 doğrultusunda	 ve	daha	 önce	 yapılan	 ön	 çalış-malarla	 belirlenen	 oranlarda	 sulandırıldı.	 Tüm	 prepe-ratlar	dijital	kamera	(Olympus	DP71)	ve	dijital	program	(DP	Controller	and	the	DP	Manager)	uyumlu	mikroskop		(BX-51,	 Olympus)	 her	 bir	 kesitin	 4	 farklı	 mikroskop	sahası	 10x-	 40x	 objektif	 büyütmeleri	 ile	 	 incelenerek	görüntülendi.
BULGULAR
Histolojik	ve	İmmunohistokimyasal	BulgularKÇV	ile	infekte	kuzuların	deri	lezyonlarının	histopatolo-jik	 incelenmesinde	 tüm	 deri	 katmanlarının	 etkilendiği	görüldü.	Epidermal	bulgular	akantozis,	parakeratozis	ve	hiperkeratoz,	 pembe	 sıvıyla	 dolu	 mikrovezikülleri	 ile	balonumsu	ve	retiküler	dejenerasyondan	 ibaretti.	Deje-inkluzyon	cisimcikleri	 (Borrel’in	Guarnieri	 cisimcikleri)	görüldü.	Dermiste	vaskulitis,	 	 yoğun	mononüklear	hüc-bezlerde	 yaygın	 dejeneratif	 ve	 nekrotik	 değişiklikler	oldukça	belirgindi	Pox	virüs	enfeksiyonu	için	diagnostik	olan	 koyun	 çiçeği	 hücrelerinde	 (cellules	 claveleuses)	intrasitoplazmik	 inkluzyon	 cisimcikleri	 görüldü.	 (Şekil	1a-f).Ektima	olgularında;	kalın	bir	kabukla	örtülü	rete	ridges	uzantılı	epidermal	proliferasyonlar	gözlendi.	Epidermis-te	parakeratotik,	 ortokeratotik	hiperkeratoz,	 hiperplazi	(akantoz	 ve	 hipergranulozis),	 stratum	 spinozumda	 ke-ratinositlerin	şişkinliği,	vakuolasyonu,	gözlendi.	Epider-miste	multifokal	 ülserler,	 intraepidermal	 subepidermal	vezikulopüstüller	 ve	mikroapseler	 seroselluler	 kabukla	örtülüydü.	 (Şekil	 2a-b).	 Derinin	 proliferatif	 alanlardan	yapılan	kesitlerinde	ORFV’nin	 lokalizasyonu	epidermis-te	tuğla	kırmızı	renkte	immunoreaktivite	gösterdi	(Şekil	2c-d).	 KÇV	 antijen	 için	 pozitif	 materyal	 tuğla	 kırmızı	renkte	 dermisde	 monunüklear	 hücrelerin	 (KÇH)	 stop-lazmalarında	sitoplazmik	şekilde	görüldü.	Benzer	şekil-de	 pozitif	 reaksiyonlar	 kıl	 folliküllerinde	 ve	 bazı	 yağ	
kollajen	 demetleri,	 eklenti	 bezleri	 arasında	 saptandı.	(Şekil	3a-ile	 boyanmış	 preperatlarda	 rahatlıkla	 görülürken	 im-mun	boyanmada	pozitif	reaksiyon	görülmedi.	MMP-1	ile	boyanmış	 kesitlerde	 güçlü	 zayıf	 immun	 reaksiyonlar	gözlenirken	 kontrol	 kesitlerde	 güçlü	 immunreaktivite	munreaktivite	daha	az	görüldü.	(Şekil	4a-d).		TIMP-1	ile	dermisde	yangısal	hücrelerde	belirgin	 immunreaktivite	gözlendi	(	Şekil	5a-b).
TARTIŞMA	VE	SONUÇBu	çalışmada	Kayseri	 ve	Yozgat	 illerinin	 farklı	 bölgele-rinde	ortaya	çıkan	Koyun	Çiçeği	ve	Bulaşıcı	Ektima	en-feksiyonunda	deri	lezyonları	histokimyasal	ve	immuno-histokimyasal	 olarak	 değerlendirilmiştir.	 Kayseri’de	özellikle	Pox	virüs	salgınlarının	yoğun	şekilde	görülmesi	bakımından	çalışma	önem	arz	etmektedir.	Araştırmamız	

sırasında	alınan	anamnez	bilgilerine	göre	bu	hastalıklar,	dışarıdan	 ithal	 edilen	 hayvanların	 sürüye	 girişinden	sonra	gözlenmiştir.	Kayseri	de	bazı	yörelerinde	hastalı-ğın	 ilk	 defa	 görülmesi	 hastalığın	 ülkeler	 arası	 hayvan	hareketleriyle	 taşındığı	 görüşünü	 desteklemektedir	(7,25-28).	Koyun	çiçeği	sistemik	bir	hastalık	olup	başta	akciğerler	olmak	 üzere	kalp,	 böbrekler,	 karaciğer,	 adrenler,	 tiroid	ve	 pankreasta	 da	 lezyonlar	oluşabilir	 (4,28-34).	 Bu	 ça-lışmada	epidermis	ve	dermis	lezyonlarının	koyun	çiçeği	enfeksiyonunu	karakteristik	olarak	yansıtması	bakımın-dan	 deri	 dokusu	 tercih	 edilmiştir.	 Epiteliotropik	 Para-pox	virus	 (ORFV),	 hasarlı	deriyi	 infekte	 eder	 ve	kerati-nositlerde	 çoğalır	 (35-40).	 Koyun	 çiçeği	 tüm	 yaş	 gru-bundaki	koyunlarda	gözlenmekle	birlikte	en	fazla	kuzu-lar	etkilenir	(4).	Benzer	şekilde	bulaşıcı	ektima	özellikle	3	ile	6	aylık	genç	hayvanlarda	görülür.	Her	iki	hastalıkta	genç	 hayvanlarda	 beslenme	 bozukluğu,	 immünsupres-yon	ve	sekonder	enfeksiyonlar	nedeniyle	ölümcül	seyre-der	 (40).	 Bu	 çalışmada	 görülen	 	 ektima	 vakalarının		kolostrumu	yeterince	alamayan	oğlaklarda	görülmesi	ve	çiçek	 vakalarının	 ise	 	 kuzularda	 karma	 aşıdan	 hemen	sonra	 ve	 yüksek	mortalite	 ile	 seyretmesi	 de	 gençlerde	poks	virus	enfeksiyonlarında	immunsupresyonun	etkin-liği	 daha	 önceki	 çalışmalarla	 (40)	uyumlu	bulunmuştır.		Koyun	çiçeği	lezyonlarında,	vasküler	değişiklikler,	sitop-lazmik	 inkluzyonlu	 KÇH	 (cellules	 claveleuses)	 karakte-ristiktir	 (4,30,41,42).	 Bulaşıcı	 ektimada	 epidermiste	hiperplazi,	hidropik	dejenerasyon,	mikroapse,	dermiste	rasyonu	 tipiktir	 (43-48).	 Çalışmamızda,	 stratum	 kor-neum	 da	 hiperkeratoz	 ve	 akantozisin	 görüldüğü	 deri	şekilli	 inkluzyon	 cisimcikleri	 ve	 dermiste	 tipik	 koyun	çiçeği	hücreleri	(çok	çekirdekli	hücreler),	yaygın	vaskü-litis,	 yağ	 bezleri/seböz	 bezlerde	 yaygın	 dejeneratif	 ve	nekrotik	değişikliklerin	varlığına	göre	koyun	çiçeği	tanı-sı	doğrulandı.	Bulaşıcı	ektimada	ise	epidermiste	serosel-luler	kabuk	altında	proliferasyon,	 intrasitoplazmik	 ink-luzyon	 cisimcikleri	 bulunan	 dejenere	 keratinositler,	mikroapsenin	varlığında	tanı	histopatolojik	olarak	teyit	edildi.ORFV	 (51)’	 nun	 antijenin	 dağılımına	 yönelik	 değişik	araştırmalar	mevcuttur.	Gülbahar	ve	ark	(24),	1-2	aylık	Akkaraman	kuzularda	oraya	çıkan	koyun	çiçeği	vakala-rında	 antijenik	 dağılımı	 immunohistokimyasal	 olarak	değerlendirmişlerdir.	 epidermisin	 dejeneratif	 keratino-sitlerinde	mikroveziküllerde	pozitif	reaksiyonları	sapta-mışlardır.	 Dermiste	 bulunan	 koyun	 çiçeği	 hücrelerinde	güçlü	 immun	 boyanma	 gözlemişlerdir.	 Pozitif	 reaksi-yonları	dejenere	kıl	follikülleri	ve	seböz	bez	epitelerinde	de	 göstermişlerdir.	 Araştırıcılar,	 HE	 boyamada	 inkluz-yon	cisimciklerini	kolaylıkla	demonstre	ettiklerini	ancak	immun	pozitif	boyanmanın	gerçekleşmediğini	bildirmiş-lerdir.	 Çalışmamızdaki	 antijenik	 pozitif	 boyanma	 ve	lokalizasyonu	 araştırıcıların	 bulgularıyla	 uyumluydu.	Ayrıca	mevcut	 çalışmamızda	da	 inkluzyon	 cisimciğinde	herhangi	 bir	 immun	 reaktivite	 gözlenmedi.	 Vigario	 ve	Ferraz	(35),	kullanılan	immun	serumun,	yapısında	çeşit-li	antijenik	komponentler	bulunduran	KÇV	nun	diferen-siasyonu	için	yeterli	olmayacağını	ve	inkluzyon	cisimci-ğinde	 pozitif	 reaktivitenin	 olamayacağını	 ileri	 sürmüş-lerdir.	 Bununla	 birlikte	 Minkus	 ve	 ark	 (51),	 formalin	
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solüsyonu	 tespit	edilmiş	poliklonal	antikorların	 immun	reaksiyonda	yeterli	olmayacağını	bildirmişlerdir.	Gülba-har	ve	ark	(24),	KÇV	nun	farklı	antijenik	komponentleri-nin	saptanmasında	KÇV	proteinlerinin	monoklonal	ola-rak	 kullanılmasının	 reaktivitede	 etkin	 olacağını	 bildir-mişlerdir.	Mevcut	çalışmamızda	da	kullanılan	KÇV	seru-dokularda	 immun	boyamanın	yapılmış	 olması	 literatür	verileriyle	uyumlu	bulunmuştur	(24,41,42,49-51).	Çalış-mamızda	 ORFV’un	 pozitif	 antijenik	 reaktivitesi	 epider-misde	stratum	spinosumun	proliferatif	spinozum	hücre-lerinde	saptanmıştır.	Bu	bulgu,	ORFV’	nun	karakteristik	bulgusu	 olan	 epidermal	 hücrelerin	 sitoplazmasında	replikasyonu	(52)	görüşünü	desteklemektedir.	Çalışma-mızda	 KÇH	 sitoplazmalarında	 gözlenen	 immun	 pozitif	reaksiyon	 bazı	 vakalarda	 çekirdekte	 de	 gözlenmiştir.	Benzer	 şekilde	 Mohanty	 et	 al	 (49),	 domuz	 pox	 virüsü	antijenini,	Gülbahar	ve	ark	 (24),	KÇV	 ‘nu	hem	sitoplaz-ma	hem	de	 çekirdekte	 saptamışlardır.	 Kitamato	 ve	 ark	al	(50),	sığır	pox	virusunu	monoklonal	antikorlar	kulla-nılarak	IFA	testi	 ile	demonstre	etmişlerdir.	Pox	virusla-rın	DNA	replikasyonu	için	sitoplazma	gerekli	iken	çekir-dek	 için	 böyle	 bir	 durum	 söz	 konusu	 değildir	 (52,53).	Dolayısıyla	çalışmamızda	gözlenen	çekirdek	boyanması	araştırıcılarla	 (24,50,52,53)	 benzer	 nitelikte	 olup	 rutin	doku	 takibi	 ve	 immun	 boyanma	 sırasında	 oluşan	 arte-faktla	ilişkili	olduğu	düşünüldü.Matriks	metalloproteinaz	(MMP)’lar	ekstrasellüler	mat-riks	(ESM)	bileşenlerini	yıkıma	uğratan,	Zn++	ve	Ca++’a	bağımlı	 bir	 nötral	 endopeptidaz	 ailesidir.	 MMP’lerin	patolojik	 doku	 dönüşümü,	 anjiogenezis	 düz	 kas	 hücre	migrasyonu	 ve	 proliferasyonu	 gibi	 aterosklerotik	 plak	oluşumu,	 tümör	 invazyonu,	 metastaz	 ile	 ilişkili	 birçok	süreç	 için	 temeldir	 (12,13,14).	MMP-1,MMP-2,	 anjioge-nezde	rol	alan	en	önemli	matriks	metalloproteinazlardır	(54).	MMP-1	tip	I	kollajen	matriks	içine	endotelyal	hüc-re	 migrasyonu	 için	 gereklidir	 (13).	 MMP’lerin	 regüle	edilmeleri,	 doku	matriks	metalloproteinaz	 inhibitörleri	(TIMP)	aracılığıyla	 sağlanmaktadır	 (12,14,15).	TIMP’le-rin	 bilinen	 ilk	 biyolojik	 fonksiyonu	 keşfedilmelerine	sebep	olan	kollajenaz	inhibisyonudur(13).	Trombosit	 kaynaklı	 büyüme	 faktörleri	 süper	 ailesinin	üyesi	 olan	 VEGF	 (21)	 dokularda	 vasküler	 akışı	 tetikle-yen	endotel	hücre	mitojenidir.	(22,23).	Vasküler	endotel	septör	 gösterilmiştir.	 VEGFR-1/Flt-1(fms-like	 tyrosine-kinase-1),	 VEGFR-2/Flk-KDR	 (kinasedomain	 region-fetal	 liverkinase),	 VEGFR-3/	 Flt-4	 (fms-like	 tyrosine	kinase-4)	 (17,18,19).Tirozin	 kinaz	 reseptör	 ailesinden	olan	VEGF	reseptörleri	 içinde	anjiyogenez	sürecinde	en	önemli	rolü	Flk-1/KDR	reseptörü	oynamaktadır.	Alınan	sinyali	 hücre	 içine	 ileterek	hücre	proliferasyonu	ve	ke-motaksise	neden	olmaktadır.	VEGF	ailesi	kan	damarları-nın	yapılanmasını	ve	damar	geçirgenliğini	VEGFR-1/Flt-1	ve	VEGFR-2/Flk	KDR	reseptörleri	ile	etkileşerek	kont-rol	 ederler	 (19-21).	 VEGFR-2,	 VEGF’nin	 mitojenik	 ve	permeabilite	etkisinde	en	önemli	reseptördür.	VEGFR-1	patolojik	anjiyogenezi	negatif	yönde	etkileyerek	VEGFR-2’nin	proanjiyojenik	etkilerini	azaltmaktadır	(22,23).KÇV	 enfeksiyonunda	 MMP,	 TIMP,	 EGFR’nin	 pox	 virus	enfeksiyonlarındaki	 etkisi	 ile	 ilişkili	 araştırmalar	 mev-cuttur	 (42,49,50).	 Haligür	 ve	 ark.	 (55),	 koyun	 çiçeği	-1	eksp-

resyonunu	 araştırmışlardır.	 Araştırıcılar	 pox	 infekte	dokularda	 MMP-1,7,9	 reaktivitesinin	 oldukça	 düşük	düzeyde	 olduğunu,	 	 TIMP-1	 reaktivitesinin	 ise	 oldukça	yüksek	olduğunu	ortaya	koymuşlardır.	Mevcut	çalışma-mızda	 da	 MMP-1	 reaktivitesi	 pox	 enfekte	 dokularda	oldukça	 düşükken	 TIMP-1	 reaktivitesi	 yüksek	 düzey-deydi.	 Bu	 sonuçla	 araştırıcılarla	 uyumlu	 olarak	 pox	 vi-rüs	 enfeksiyonların	 da	 MMP	 ve	 TIMP-1	 etkin	 rolünün	olduğu	şeklinde	bir	değerlendirme	yapılabilir.	ORFV	tarafından	ekspre	edilen	VEGF	aracılığıyla	damar	mun	 yetersiz	 bireylerde	 yaralı	 deri	 bölgesine	 uygulan-mış	 ORFV’un	 rejenere	 olan	 epitel	 tabakasında	 (20,21)	çoğaldığı	 ve	 aşırı	 derece	 proliferatif	 ve	 persiste	 ORFV	lezyonlarının	geliştiği	bildirilmiştir	(22,23).	Viral	VEGF’	ün	 ekspresyonu	 bu	 rejeneratif	 yanıtı	 devam	 ettirir	 ve	böylece	 virusun	 çoğalmasını	 destekler	 (23,24).	 Viral	VEGF’	 nin	 diğer	 bir	 etkisi,	 ORFV	 lezyonları	 iyileşirken	oluşan	 aşırı	 kabuk	 oluşumudur.	 Kabuk,	 yoğun	 şekilde	infeksiyöz	virus	içerir.	Oluşan	kabuklanmayla	virus	çev-resel	 inaktivasyona	 karşı	 korunur.	 Bu	 şekilde,	 enfeksi-yondan	1	yıl	sonra	bile,	virus	enfektif	olarak	kalıp	bulaş-mayı	 sağlayabilir	 (8,22,23).	 VEGF’in	 parapox	 enfeksi-yonlarında	 ekspresyonu	 ile	 yapılan	 çalışmalarda	 Mile	assay	 (vascular	 permeabilty	 assay),	 IFA,	 Proliferasyon	assay	 gibi	 tekniklerle	 demonstrasyon	 sağlanmıştır.	(27,35,56,57).	 Bir	 çalışmada	 (22),	 immunohistokimya-sal	 teknik	poliklonal	 rabbit	anti-human	von	willebrand	faktörle	çalışılmıştır.	Çalışmamızda	kullanılan	Goat	Anti-VEGF	Receptor	1	ve	Goat	Anti-VEGF	Receptor	2	ile	kesit-lerde	herhangi	bir	pozitif	 boyanma	gözlenmemiştir.	Bu	önünde	bulundurulduğunda	bu	bölgedeki	ORFV	suşu	ile	kullandığımız	 reseptörlerin	 uyumlu	 olmadığı	 şeklinde	yorumlanabilir.
Şekiller:
Şekil	1.	Koyun	çiçeği	lezyonlarının	histopatolojik	bulgu-ları,	 (Hematoksilen-Eosin	 boyama)	 (a)	 Keratinositlerin	hidropik/retiküler	 dejenerasyonu	 (siyah	 oklar),	 x200.	
(b)	Şiddetli	 hiperkeratoz	 epitel	 hiperplazisi	 (hidropik),	epitel	 dejenerasyonu	 (ok),	 x400.	 	 c)	 Epidermiste	 belir-gin	 balonumsu	 dejenerasyon	 ve	 inkluzyon	 cisimciği	(ok),	 x200.	 d)	 Epidermiste	 hiperplazik	 ve	 dejeneratif	değişiklikler	 mikrovezikülasyon	 (oklar),x1000.	 e)	 Yo-ğun	hücreler	arasında	koyun	çiçeği	inkluzyon	cisimcikli	(ok)	koyun	çiçeği	hücresi,	x400.	f)	Dermiste	tek	ya	da	iki	çekirdekli	koyun	çiçeği	hücreleri,	x400.
Şekil	2.	Oğlak	deri,	Hematoksilen-Eosin	boyaması.	(a-b)	Stratum	 spinozum	 hücrelerinde	 akantozis	 (ok	 başı),	mikroapse	(oklar),	 intraepitel	balonumsu	dejenerasyon		
(a)	x200.	(b)	x400.	(c-d)	Epitel	hücrelerinde	immunre-aktivite	 (oklar),	 x400.	 SABK/AEC,	 hematoksilen	 karşıt	boyama.
Şekil	 3.	 Kuzu,	 Deri	 (SABK/AEC,	 hematoksilen	 karşıt	boyama,	 (a-b)	 Sitoplazmalarında	 inkluzyon	 bulunan	(ok)	 KÇH	 pozitif	 immun	 boyanma	 (oklar),	 x	 400.	 (c)	gısal	 hücreler,	 Koyun	 Çiçeği	 Hücreleri	 (beyaz	 oklar),	 x	400.	 (d)	 Kıl	 follikülü	 sebase	 bez	 epitellerinde	 pozitif	immunreaktivite	(oklar),	x	400.
Şekil	4.	 (a)	MMP-1	pozitif	alanlar	 (oklar),	normal	deri,	dermis.	Immunohistokimya	[MMP-1	(Collagenase-1)	Ab-6],	x200.	(b)	MMP-1pozitif	hücreler	(oklar)	pox	infekte	
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deri,	 kontrol	 deriye	 göre	 azalmış	 immunreaktivite.	 Im-munohistokimya	[MMP-1	(Collagenase-1)	Ab-6],	x400	.
Şekil	5.	(a)	TIMP-1	immunoreaktivite	(ok)	normal	deri,	dermis.	 Immunohistokimya	 [TIMP-Rabbit	 Antibody],	 x400.	 (b)	 TIMP-1	 pozitif	 hücreler	(oklar)	pox	enfekte	kuzu,	deri	immunoreaktivite	(oklar),	Immunohistokimya	 [TIMP-Antibody],	 x400.	 (c-d)	 TIMP-1	 immunoreaktivite	(oklar),	dermiste	Koyun	Çiçeği	Hücreleri	 Immunohisto-kimya	[TIMP-
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