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MATRIKS METALLOPROTEINAZ ve VASKULER ENDOTELIYAL GELISME FAKTORUNUN IMMUNOHISTOKIMYASAL
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OZET: Bu calismada aym Poxviridae familyas: icerisinde iki
farkll virus tird tarafindan olusturulan Koyun Cicegi ve Orf
enfeksiyonlarina  bagh deri  lezyonlarinda  matriks
metalloproteinazlarin (MMP-1), ve Vaskiiler Endoteliyal Gelis-
me Faktoriniin (VEGF) aktivasyonlarinin etkisinin belirlenme-
si ve boylece bu hastaliklarin patogenezisinin arastirilmasi
amaglandi. Bu amagla Kayseri ve Yozgat illerinin degisik bolge-
lerinde es zamanli ortaya ¢ikan Orf virus (ORFV) ve Koyun
Cicegi virus (KCV) enfeksiyonlar1 histokimyasal ve
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Calismada pox
virus ve parapox viriis antijenleri, deride dejenere epitel hiicre-
lerinin sitoplazmasinda, koyun ¢icegi hiicrelerinin (KCH) ise
sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde immunohistokimyasal teknik-
le saptandi. Koyun cigegi viriisii infekte doku kesitlerine (deri)
matriks metalloproteinaz (MMP), Metalloproteinazlarin spesi-
fik doku inhibitorlerinin (TIMP) ekspresyonlar1 arastirildi.
Makroskopik ve histopatolojik bulgular deride ve daha az sid-
dette eklentilerinde gorildii. Koyun ¢igegi ile infekte deri doku-
sunda epitelial hiperkeratoz, akantoz, dejenerasyon ve nekroz
gorildi. Eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyonlu ¢ok sayida
koyun cigegi hiicresi (cellules claveleuses) goriildi. Bulasic
ektima vakalarinda ise kahverengimsi-gri renkte kabuk olusu-
mu belirgindi. Histopatolojik olarak retikuler dejenerasyon
(cekirdek piknozu ve hidropik degisiklik), epidermal
proliferasyon, intradermal mikroapseler belirgindi. Normal
dokulara gore pox enfekte dokularda MMP-1,
immunoreaktivitesi dnemli diizeyde azalmisti. Ancak TIMP
immunoreaktivitesi infekte koyun ¢igegi viriisii ile enfekte deri
ve akciger dokularinda daha ¢ok belirgindi. Koyun cicegi
virusunun ekstraselltiler matriksi yikimlayarak epidermal ve
dermal etkilere neden oldugu hipotez edildi. ORFV ile enfekte
dokularda ise damarlarda VEGF ekspresyonu goriilmedi. Bu
durum formalin tespitli parafin bloklarda negatif sonuglar
alinabilecegi seklinde yorumlandi.
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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
activation effect of the determination and thus the disease
pathogenesis, we aimed to investigate. These purposes of Kay-
seri in different regions simultaneously occurring Orf virus
(ORFV) and Sheep pox (SPV) cases of histochemically and
immunohistochemically 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 (MMP), specific tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP) expression were investigated.

Macroscopic and histopathological findings in the skin and
adnexa were seen in less severe. Epithelial hyperkeratosis,
acanthosis, degeneration, necrosis was seen sheep pox infected
skin tissue, Eosinophilic intracytoplasmic, 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 characterized. 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 significantly decreased. However, TIMP-
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.

Key words: Sheep pox, contagious
histochemistry-immunohistochemistry,
metalloproteinase, vascular, endothelial growth factor
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Immunohistokimyasal Teknikle Saptanmasi

GIRI$ Koyun cicei virusu Capripoxvirus genusunun bir
iiyesidir. Virus enfeksiyonu, derinin kilsiz bolgelerinde
papiilo-vezikiiler ya da nodiiler formda goriilebilen akut
ya da kronik lezyonlarla karekterize enzootik bir hasta-
liktir (1-4). Deride dnce makula denilen kii¢iik eritem
bolgeleri olugur. Bunu tiim viicutta ya da kasik, koltukal-
t1 ve perineum’ da simirl olan ve orta kisminda édemli
eritem bulunan 0.5-1 cm c¢apinda kabarik ve hafifce
rengi acilmis papiil denilen sert siskinlikler izler (5-7).
Tromboz, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, damarsal
degisiklikler, 6dem, nekroz goriiliir. Histopatolojik ola-
rak boyle alanlarda sitoplazmalarinda inkluzyon cisim-
ciklerinin de bulundugu koyun ¢icegi hiicreleri (KCH)
mevcuttur (4).

Bulasici  ektima, koyun ve kecilerin mukoz
membranlarinda piistiillesme egiliminde ve papulden
pistiile degisen ve kabuk olusumuyla karekterize
parapox virus genusunun bir lyesi Orf virus (ORFV)
tarafindan olusturan zoonoz bir hastaliktir. Bulasic
ektima % 80 morbitide ve % 5-10 mortalite ile seyreder
(7-9). Orf virus (ORFV) ile enfekte deri dokusunda
hiperkeratoz ile birlikte epidermal hiperplazi, akantozis,
keratinositlerin balonumsu dejenerasyonu meydana
gelir. Eozinofilik inkluzyon cisimcigi infekte hiicrelerin
sitoplazmalarinda gorilebilir (10,11).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), fizyolojik ve patolo-
jik doku yikiminda 6nemli rol oynayan ekstraselliiler
matriksin en az bir komponentini proteoliz edebilen,
ekstraselliiler proteazlardir. Bu enzimler, doku yeniden
yapilanmasi, morfogenez, yara iyilesmesi ve normal
gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik olaylarda 6nemli rol oy-
nadiklar1 gibi, tlimoér hiicresi invazyonu, anjiogenez ve
metastaz gibi patolojik olaylarda da rol alr (12,13).
Timi proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar,
kondrositler endotel hiicreleri, makrofajlar nétrofiller
gibi ¢esitli bag doku hiicresinden salgilanir.
Metalloproteinazlarin proteolitik aktiviteleri spesifik
doku inhibitorleri ile inhibe edilmektedir (14,15). KCV
(Koyun ¢icegi viriis) enfeksiyonu hem epitel hem de
fibréz dokuyu etkiler (1). Fibroz doku hastaligin seyrin-
de 6nemli rol oynar. Bu bakimdan MMP aktivitelerinin
degerlendirilmesi, pox virus enfeksiyonlarina bagh has-
taliklarin anlasilmasinda oldukg¢a 6nemlidir (16).
Vaskiiler Endotel Biiytime Faktori (VEGF), vaskiiler
sistem boyunca dizilmis vaskiilojenez, anjiogenez veya
kemotaksi gibi fizyolojik ve kanser, neovaskiiler hasta-
liklar veya kronik inflamatuar hastaliklar gibi patolojik
olaylarda rol alan endotel hiicreleri i¢in bilinen en 6zgiil
mitojendir (11,17). Yapilan ¢alismalarda ORFV’'un VEGF
genine benzer kodlar1 bulundurdugu ortaya konmustur
(18-22). ORFV enfeksiyonun karakteristik histolojik
bulgular1 olan yaygin  vaskiilarizasyon, hiicre
proliferasyonu, epitel hiicrelerinin vakuoler dejeneras-
yonu viral VEFG aktivitesiyle iligkilendirilmistir. Fonksi-
yonel VEGF eksikligi olan ORFV enfeksiyonlarinda lez-
yonlarin siddetinde azalma oldugu da bildirilmistir
(23,24).

Bu ¢alismada ayni familya icerinde iki farkh tiir virus
tarafindan olusturulan koyun ¢icegi ve ektima hastalik-
larinin patogenezislerinde matriks
metalloproteinazlarin (MMP-1, MMP-2) ve VEGF akti-
vasyonlarinin immunohistokimyasal olarak degerlendi-
rilmesi ve sonuglarin karsilastirilmas1 amag¢lanmistir.

GEREC-YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurul Baskanliginin 12/18 ve 14/065 nolu karar izni ile
gerceklestirildi. Calisma materyali Erciyes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Klinikleri'ne asagidaki gerekgeler ile
getirilen hastalardan olustu.

Koyun Cigegi

Yozgat Bogazlayan ilgcesinden getirilen géz ve kuyruk
altinda kizariklik ve siskinlik bulunan bir aylik kuzularin
anamnez bilgisinde, koyun ve kuzulara karma ag1 yapil-
dig1 ve bir hafta sonra 30 kuzunun 6ldigi 6grenildi.
Yaklasik 300 bas hayvandan olusan siirtide kuzularin
hepsinde analarin ise 30'unda lezyon oldugu 6grenildi.
Klinik incelemede ates (40 2C), kasik, kuyruk alti, yiiz,
kulak, dudak ve gozde 1-2 cm biiytikliiklerde eritematdz
makiil, 6dem, konjesyon ve hemorajik demarkasyona
sahip papiil ve vezikiill gozlendi.

Bulasic Piistiiler Dermatitis-Ektima

Yahyali-Yesilkdy beldesinden agiz, dis eti bolgesinde
karnabahar seklinde iiremeler bulunan iki aylik Halep
ve Kilis irki oglaklarin anamnez bilgisinde Mersin civa-
rindan getirilen 530 adet keciye ait 27 adet oglakta agiz
lezyonlar1 oldugu bildirildi. Lezyonlar ¢aplari 1mm-2cm
arasinda degisen papillom benzeri, proliferatif, gri, kah-
verengi renkteydi. Kabuklu, kuru ve yariklanma gdoste-
ren lezyonlar burun, dudak, mukokutan birlesme yerle-
ri, diseti, interdigital bosluk, koroner bantin yukarisin-
daydi. Bazi vakalarda kabuklar yerlerinden kalkmis,
yerlerinde {ilserli alanlar mevcuttu. Uygulanan tedavi
sliresi icerisinde 27 oglagin da o6ldigi bildirildi. Pox
virus (koyun ¢icegi) ve Parapox Orf virus (Bulasici piis-
tiller dermatitis -Ektima ) enfeksiyonlari tipik muayene
bulgularina gore klinik olarak teshis edildi.

Patolojik incelemeler

Nekropsileri yapilan koyun ve kegilere ait lezyonlu deri
ornekleri alindi. Deri 6rnekleri, koyun ¢iceginde (7 ku-
zu) papiiler lezyonlardan; bulasici ektimada (6 oglak)
ise proliferatif alanlardan toplandi. Ornekler %10’luk
tamponlu formalinde tespit edilip rutin doku takibi isle-
mi uygulandi. Mikrotom ile 5-6 mikron kalinliginda seri
kesitler alindi ve kesitler Hematoksilen-Eosin (HE) ile
boyandi.

Hiperimmun Serum Elde Edilmesi

Pox virus ve Parapox Orf virus antijenlerinin lezyonlu
deri kesitlerinde lokalizasyonlarini gosterebilmek ama-
ciyla immun serum elde edildi.

Immunizasyon amaciyla iki adet eriskin Yeni Zelanda
tavsani kullanildi. Bu amagla 1 ml atteniiye pox asisi-
POXVAC (VETAL As. Labaratuvari) ve 1ml Freund’
complete  adjuvant (Sigma) ile karnstirilarak
intramuskiiler olarak birinci ve besinci giinlerde inokule
edildi. Onuncu giinde ise kulak venine intravenéz yolla
adjuvantsiz olarak 1ml antijen inokule edildi. Bu enjek-
siyondan 15 giin sonra kalpten kan alindi. Kan serumu
elde edilip kullanilincaya kadar -20°C’ye kaldirild1 [24].
Ayni islem Ektima asisi-PENORF (Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii) ile gerceklestirildi.

Immunoperoksidaz Boyama
Klinik muayendede Pox teshisi yapilmis kuzu ve
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parapox -Orf teshisi yapilmis oglaklarin deri
oreneklerinden hazirlanmis parafin bloklardan poly-
Lysine ile kapli lamlara 4-6 pm kalinliginda seri kesitler
alindi. Kesitlerde koyun ¢icegi ve bulasici ektima antije-
nini belirlemek icin Giilbahar ve ark (24) tarafindan
onerildigi sekilde streptavidin-biotin-peroksidaz komp-
leks (SABK) teknigi kullanildi. SABK teknik icin alinan
hazir kit (Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA)
kullanildi.

Primer antikorlar [MMP-1 (Collagenase-1) Ab-6 (1:50);
TIMP-1 Epitope Specific Rabbit Antibody (1:50) Goat
Anti-VEGF  Receptor 1  Polyclonal Antibody,
Unconjugated (1:50), Goat Anti-VEGF Receptor 2], tireti-
ci firmanin dnerileri dogrultusunda ve daha dnce yapi-
lan 6n ¢alismalarla belirlenen oranlarda sulandirildi.
Tiim preperatlar dijital kamera (Olympus DP71) ve diji-
tal program (DP Controller and the DP Manager) uyum-
lu mikroskop (BX-51, Olympus) her bir kesitin 4 farkl
mikroskop sahasi 10x- 40x objektif biiyiitmeleri ile
incelenerek goriintiilendi.

BULGULAR

Histolojik ve immunohistokimyasal Bulgular

KCV ile infekte kuzularin deri lezyonlarinin
histopatolojik incelenmesinde tiim deri katmanlarinin
etkilendigi gorildii. Epidermal bulgular akantozis,
parakeratozis ve hiperkeratoz, pembe siviyla dolu
mikrovezikiilleri ile hipertrofik ve hiperplastik hiicreler-
de hidropik/balonumsu ve retikiiler dejenerasyondan
ibaretti.  Dejeneratif  keratinositlerde  eozinofilik
intrasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri (Borrel'in
Guarnieri cisimcikleri) goriildii. Dermiste vaskulitis,
yogun mononiiklear hiicreler ve az sayida nétrofil 16ko-
sit, yag bezleri, seb6z bezlerde yaygin dejeneratif ve
nekrotik degisiklikler olduk¢a belirgindi Pox viriis en-
feksiyonu icin diagnostik olan koyun cicegi hiicrelerinde
(cellules claveleuses) intrasitoplazmik inkluzyon cisim-
cikleri gorildi. (Sekil 1a-f).

Ektima olgularinda; kalin bir kabukla ortiilt rete ridges
uzantili epidermal proliferasyonlar gozlendi.
Epidermiste parakeratotik, ortokeratotik hiperkeratoz,
hiperplazi (akantoz ve hipergranulozis), stratum
spinozumda Kkeratinositlerin sigkinligi, vakuolasyonu,
gozlendi. Epidermiste multifokal ilserler,
intraepidermal subepidermal vezikulopiistiiller ve
mikroapseler seroselluler kabukla értiliydi. (Sekil 2a-
b). Derinin proliferatif alanlardan yapilan kesitlerinde
ORFV'nin lokalizasyonu epidermiste tugla kirmizi renk-
te immunoreaktivite gosterdi (Sekil 2c-d). KCV antijen
icin pozitif materyal tugla kirmizi renkte dermisde
monuntiiklear hiicrelerin (KCH) stoplazmalarinda
sitoplazmik sekilde goriildii. Benzer sekilde pozitif reak-
siyonlar kil follikiillerinde ve bazi yag bezi, epitellerinde
mevcuttu. Immunpozitif boyanmis koyun cicegi hiicrele-
ri damar duvarlari, sinir fibrilleri, kollajen demetleri,
eklenti bezleri arasinda saptandi. (Sekil 3a-d).
Intrasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri HE ile boyanmis
preperatlarda rahatlikla goriiliirken immun boyanmada
pozitif reaksiyon goriilmedi. MMP-1 ile boyanmis kesit-
lerde giiclii zayif immun reaksiyonlar gozlenirken kont-
rol Kkesitlerde giiglii immunreaktivite gézlendi. Ozellikle
koyun ¢icegi hiicreleri etrafinda immunreaktivite daha
az gorildi. (Sekil 4a-d). TIMP-1 ile dermisde yangisal
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hiicrelerde belirgin immunreaktivite gozlendi ( Sekil 5a-
b).

Sekil 1. Koyun cicegi lezyonlarinin histopatolojik bulgulari,
(Hematoksilen-Eosin boyama) (a) Keratinositlerin hidropik/
retikiiler dejenerasyonu (siyah oklar), x200. (b) Siddetli
hiperkeratoz epitel hiperplazisi (hidropik), epitel dejenerasyo-
nu (ok), x400. c) Epidermiste belirgin balonumsu dejeneras-
yon ve inkluzyon cisimcigi (ok), x200. d) Epidermiste
hiperplazik ve dejeneratif degisiklikler mikrovezikiilasyon
(oklar),x1000. e) Yogun hiicreler arasinda koyun c¢igegi
inkluzyon cisimcikli (ok) koyun ¢icegi hiicresi, x400. f)
Dermiste tek ya da iki ¢ekirdekli koyun cicegi hiicreleri, x400.

Sekil 2. Oglak deri, Hematoksilen-Eosin boyamasi. (a-b)
Stratum spinozum hiicrelerinde akantozis (ok bas1), mikroapse
(oklar), intraepitel balonumsu dejenerasyon (a) x200. (b)
x400. (c-d) Epitel hiicrelerinde immunreaktivite (oklar), x400.
SABK/AEC, hematoksilen karsit boyama.
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Sekil 3. Kuzu, Deri (SABK/AEC, hematoksilen karsit boyama,
(a-b) Sitoplazmalarinda inkluzyon bulunan (ok) KCH pozitif
immun boyanma (oklar), x 400. (c) Dermise infiltre olmus ¢ok
cekirdekli (siyah ok) yangisal hiicreler, Koyun Cigegi Hiicreleri
(beyaz oklar), x 400. (d) Kil follikiili sebase bez epitellerinde
pozitif immunreaktivite (oklar), x 400.

Sekil 4. (a) MMP-1 pozitif alanlar (oklar), normal deri, dermis.
Immunohistokimya [MMP-1 (Collagenase-1) Ab-6], x200. (b)
MMP-1pozitif hiicreler (oklar) pox infekte deri, kontrol deriye
gore azalmis immunreaktivite. Immunohistokimya [MMP-1
(Collagenase-1) Ab-6], x400 .

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Kayseri ve Yozgat illerinin farkli bolgele-
rinde ortaya ¢ikan Koyun Cicegi ve Bulasici Ektima en-
feksiyonunda deri lezyonlar1 histokimyasal ve
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Kay-
seri'de oOzellikle Pox viriis salginlarinin yogun sekilde
gorilmesi bakimindan c¢alisma 6nem arz etmektedir.
Arastirmamiz sirasinda alinan anamnez bilgilerine gore
bu hastaliklar, disaridan ithal edilen hayvanlarin siiriiye
girisinden sonra gozlenmistir. Kayseri de bazi yorelerin-
de hastaligin ilk defa goriilmesi hastaligin tlkeler arasi
hayvan hareketleriyle tasindig1 goriisiinii desteklemek-
tedir (7,25-28).

Koyun cigegi sistemik bir hastalik olup basta akcigerler
olmak iizere kalp, bobrekler, karaciger, adrenler, tiroid
ve pankreasta da lezyonlar olusabilir (4,28-34). Bu ¢a-
lismada epidermis ve dermis lezyonlarinin koyun ¢icegi
enfeksiyonunu karakteristik olarak yansitmasi bakimin-
dan deri dokusu tercih edilmistir. Epiteliotropik
Parapox virus (ORFV), hasarli deriyi infekte eder ve
keratinositlerde ¢ogalir (35-40). Koyun ¢icegi tiim yas
grubundaki koyunlarda goézlenmekle birlikte en fazla
kuzular etkilenir (4). Benzer sekilde bulasici ektima
ozellikle 3 ile 6 aylik gen¢ hayvanlarda goriliir. Her iki
hastalikta gen¢ hayvanlarda beslenme bozuklugu,

immiinsupresyon ve sekonder enfeksiyonlar nedeniyle
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Sekil 5. (a) TIMP-1 immunoreaktivite (ok) normal deri,
dermis. Immunohistokimya [TIMP-1 Epitope Specific Rabbit
Antibody], x400. (b) TIMP-1 pozitif hiicreler (oklar) pox
enfekte kuzu, deri immunoreaktivite (oklar), Immunohistokim-
ya [TIMP-1 Epitope Specific Rabbit Antibody], x400. (c-d)
TIMP-1 immunoreaktivite (oklar), dermiste Koyun Cigegi Hiic-
releri Immunohistokimya[TIMP-1 Epitope Specific Rabbit
Antibody]x400.

olimciil seyreder (40). Bu ¢alismada goriilen ektima
vakalarinin kolostrumu yeterince alamayan oglaklarda
goriilmesi ve cicek vakalarinin ise kuzularda karma
asidan hemen sonra ve yliksek mortalite ile seyretmesi
de genclerde poks virus enfeksiyonlarinda immunsup-
resyonun etkinligi daha 6nceki calismalarla (40) uyum-
lu bulunmustir. Koyun c¢icegi lezyonlarinda, vaskiiler
degisiklikler, sitoplazmik inkluzyonlu KCH (cellules
claveleuses) karakteristiktir (4,30,41,42). Bulasici
ektimada epidermiste hiperplazi, hidropik dejeneras-
yon, mikroapse, dermiste dermal neovaskiilarizasyon,
mononiiklear hiicre infiltrasyonu tipiktir (43-48). Calis-
mamizda, stratum korneum da hiperkeratoz ve
akantozisin gorildigii deri hiperplazisi, spinozumda
eozinofilik, yuvarlak/oval sekilli inkluzyon cisimcikleri
ve dermiste tipik koyun cicegi hiicreleri (¢ok ¢ekirdekli
hiicreler), yaygin vaskiilitis, yag bezleri/sebdz bezlerde
yaygin dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin varligina
gore koyun cicegi tanist dogrulandi. Bulasic1 ektimada
ise epidermiste seroselluler kabuk altinda proliferas-
yon, intrasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri bulunan
dejenere keratinositler, mikroapsenin varliginda tani
histopatolojik olarak teyit edildi.

Immunohistokimyasal olarak KGH (21,41,42,49,50) ve
ORFV (51) nun antijenin dagilimina yoénelik degisik
arastirmalar mevcuttur. Glilbahar ve ark. (24), 1-2 aylik
Akkaraman kuzularda oraya ¢ikan koyun ¢icegi vakala-
rinda antijenik dagilimi immunohistokimyasal olarak
degerlendirmislerdir. Epidermisin dejeneratif keratino-
sitlerinde mikrovezikiillerde pozitif reaksiyonlar: sapta-
mislardir. Dermiste bulunan koyun ¢icegi hiicrelerinde
glicli immun boyanma gozlemislerdir. Pozitif reaksi-
yonlari dejenere kil follikiilleri ve seb6z bez epitelerinde
de gostermislerdir. Arastiricilar, HE boyamada ink-
luzyon cisimciklerini kolaylikla demonstre ettiklerini
ancak immun pozitif boyanmanin gerceklesmedigini
bildirmislerdir. Calismamizdaki antijenik pozitif boyan-
ma ve lokalizasyonu arastiricilarin bulgulariyla uyum-
luydu. Ayrica mevcut ¢galismamizda da inkluzyon cisim-
ciginde herhangi bir immun reaktivite goézlenmedi.
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Vigario ve Ferraz (35), kullanilan immun serumun, yapi-
sinda cesitli antijenik kompanentler bulunduran KCV
nun diferensiasyonu i¢in yeterli olmayacagini ve
inkluzyon cisimciginde pozitif reaktivitenin olamayaca-
gin1 ileri siirmiislerdir. Bununla birlikte Minkus ve ark
(51), formalin soliisyonu tespit edilmis poliklonal anti-
korlarin immun reaksiyonda yeterli olmayacagin bildir-
mislerdir. Glilbahar ve ark (24), KCV nun farkl antijenik
komponentlerinin saptanmasinda KCV proteinlerinin
monoklonal olarak kullanilmasinin reaktivitede etkin
olacagini bildirmislerdir. Mevcut ¢calismamizda da kulla-
nilan KCV serumunun poliklonal olmasi ayrica formalin
tespitli parafin dokularda immun boyamanin yapilmis
olmas1 literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur
(24,41,42,49-51). Calismamizda ORFV'un pozitif
antijenik reaktivitesi epidermisde stratum spinosumun
proliferatif spinozum hiicrelerinde saptanmistir. Bu
bulgu, ORFV’ nun karakteristik bulgusu olan epidermal
hiicrelerin sitoplazmasinda replikasyonu (52) goriisiinii
desteklemektedir. Calismamizda KCH sitoplazmalarinda
gozlenen immun pozitif reaksiyon bazi vakalarda ¢ekir-
dekte de gozlenmistir. Benzer sekilde Mohanty et al
(49), domuz pox viriisii antijenini, Giilbahar ve ark (24),
KCV ‘nu hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte saptamislar-
dir. Kitamato ve ark al (50), sigir pox virusunu
monoklonal antikorlar kullanilarak IFA testi ile
demonstre etmislerdir. Pox viruslarin DNA replikasyonu
icin sitoplazma gerekli iken ¢ekirdek icin bdyle bir du-
rum s6z konusu degildir (52,53). Dolayisiyla ¢alisma-
mizda gozlenen ¢ekirdek boyanmasi arastiricilarla
(24,50,52,53) benzer nitelikte olup rutin doku takibi ve
immun boyanma sirasinda olusan artefaktla iliskili ol-
dugu diistintildii.

Matriks metalloproteinaz (MMP)’lar ekstraselliiler
matriks (ESM) bilesenlerini yikima ugratan, Zn++ ve
Ca++a bagimh bir notral endopeptidaz ailesidir.
MMP’lerin aktivitesi yangisal hiicrelerin infiltrasyonu,
fizyolojik ve patolojik doku ddniisiimii, anjiogenezis diiz
kas hiicre migrasyonu ve proliferasyonu gibi
aterosklerotik plak olusumu, tiimdr invazyonu, metas-
taz ile iliskili bir¢ok siireg¢ icin temeldir (12,13,14). MMP
-1,MMP-2, anjiogenezde rol alan en o6nemli matriks
metalloproteinazlardir (54). MMP-1 tip [ kollajen
matriks icine endotelyal hiicre migrasyonu icin gerekli-
dir (13). MMP’lerin regiile edilmeleri, doku matriks
metalloproteinaz inhibitérleri (TIMP) araciligiyla sag-
lanmaktadir (12,14,15). TIMP’lerin bilinen ilk biyolojik
fonksiyonu kesfedilmelerine sebep olan kollajenaz
inhibisyonudur(13).

Trombosit kaynakli biliyiime faktorleri siiper ailesinin
iiyesi olan VEGF (21) dokularda vaskiiler akisi tetikle-
yen endotel hiicre mitojenidir. (22,23). Vaskiiler endotel
hiicrelerinde VEGF'nin yiiksek afinite gosterdigi 3 re-
septor gosterilmistir. VEGFR-1/Flt-1(fms-like
tyrosinekinase-1), VEGFR-2/Flk-KDR (kinasedomain
region-fetal liverkinase), VEGFR-3/ Flt-4 (fms-like
tyrosine kinase-4) (17,18,19).Tirozin kinaz reseptor
ailesinden olan VEGF reseptorleri icinde anjiyogenez
slirecinde en 6nemli rolii Flk-1/KDR reseptérii oyna-
maktadir. Alinan sinyali hiicre igine ileterek hiicre
proliferasyonu ve kemotaksise neden olmaktadir. VEGF
ailesi kan damarlarinin yapilanmasini ve damar gegir-
genligini VEGFR-1/Flt-1 ve VEGFR-2/Flk KDR reseptor-
leri ile etkileserek kontrol ederler (19-21). VEGFR-2,
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VEGF'nin mitojenik ve permeabilite etkisinde en 6nemli
reseptordiir. VEGFR-1 patolojik anjiyogenezi negatif
yonde etkileyerek VEGFR-2'nin proanjiyojenik etkilerini
azaltmaktadir (22,23).

KCV enfeksiyonunda MMP, TIMP, EGFR'nin pox virus
enfeksiyonlarindaki etkisi ile iliskili arastirmalar mev-
cuttur (42,49,50). Haligiir ve ark. (55), koyun cicegi
tanis1 konulmus parafin bloklarda MMPs, TIMP-1 eks-
presyonunu arastirmiglardir. Arastiricilar pox infekte
dokularda MMP-1,7,9 reaktivitesinin olduk¢a disiik
diizeyde oldugunu, TIMP-1 reaktivitesinin ise oldukga
ylksek oldugunu ortaya koymuslardir. Mevcut ¢alisma-
mizda da MMP-1 reaktivitesi pox enfekte dokularda
olduk¢a diisiikken TIMP-1 reaktivitesi yliksek diizey-
deydi. Bu sonugla arastiricilarla uyumlu olarak pox vi-
riis enfeksiyonlarin da MMP ve TIMP-1 etkin roliiniin
oldugu seklinde bir degerlendirme yapilabilir.

ORFV tarafindan ekspre edilen VEGF araciligiyla damar
proliferasyonu ve dilatasyonu gelisir (11). Ozellikle
immun yetersiz bireylerde yaral deri bolgesine uygu-
lanmis ORFV’'un rejenere olan epitel tabakasinda
(20,21) ¢ogaldig1 ve asir1 derece proliferatif ve persiste
ORFYV lezyonlarinin gelistigi bildirilmistir (22,23). Viral
VEGF’ iin ekspresyonu bu rejeneratif yanit1 devam etti-
rir ve boylece virusun g¢ogalmasini destekler (23,24).
Viral VEGF’ nin diger bir etkisi, ORFV lezyonlar iyilesir-
ken olusan asir1 kabuk olusumudur. Kabuk, yogun sekil-
de infeksiy6z virus igerir. Olusan kabuklanmayla virus
cevresel inaktivasyona karsi korunur. Bu sekilde, enfek-
siyondan 1 yil sonra bile, virus enfektif olarak kalip bu-
lasmay1 saglayabilir (8,22,23). VEGF’in parapox enfeksi-
yonlarinda ekspresyonu ile yapilan ¢alismalarda Mile
assay (vascular permeabilty assay), IFA, Proliferasyon
assay gibi tekniklerle demonstrasyon saglanmistir.
(27,35,56,57). Bir ¢alismada (22), immunohistokimya-
sal teknik poliklonal rabbit anti-human von willebrand
faktorle calisilmistir. Calismamizda kullanilan Goat Anti-
VEGF Receptor 1 ve Goat Anti-VEGF Receptor 2 ile kesit-
lerde herhangi bir pozitif boyanma gozlenmemistir. Bu
sonug, cografi olarak farkl izolatlarin bulundugu goz
oniinde bulunduruldugunda bu bolgedeki ORFV susu ile
kullandigimiz reseptorlerin uyumlu olmadig1 seklinde
yorumlanabilir.
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