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HSP-70’in enfeksiyon patogenezindeki temel islevsel yolaklari.
Gorsel yazar tarafindan olusturulmustur; bilimsel icerik, Asea
(2003), Binder (2004), Beere ve digerleri (2000), Kaushik ve
Cuervo (2012) ve Udono ve Srivastava (1993) uyarlanmistir.
Ektimal1 bir oglagin agiz ve dildeki lezyonlarinin makroskobik
gorinimu

Ektimali kegilerde dudak ve mermesinde kabuklu proliferatif
lezyonlar lezyonlarinin makroskobik goriiniimii

Ektimal1 baska kegilerde dudak ve mermesinde proliferatif
lezyonlar lezyonlarinin makroskobik goriiniimii
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Ayni alanin1 daha yakindan goriiniimii, yangisal hiicreler (kalin
oklar), kanama odaklar (ince ok) ve epitellerde balonumsu
dejenerasyonlar (ok baslari), HE, Bar= 50pm.

Bir oglaktaki ektima olgusunun histopatolojik goriiniimii. (A)
Tipik epitelyamat6z hiperplazi (kalin ok). (B) Belirgin
ortokeratozis (ince ok) ve (C) tipik balonumsu dejenerasyona
ugramis epitel hiicreleri (ok basi), HE, Barlar A i¢in 200um, B
icin 100pm, C igin 50pm.

Yukaridaki olgunun biiylitiilmiis goriiniimii, intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcikleri (ok), HE, Bar= 50um.
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Bir bagka ektima lezyonunda yangisal hiicrelerde hafif siddette
HSP-70 ekspresyonlar1 (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz
metodu, Bar= 50pm.

Ektima lezyonunda bir alandaki yangisal hiicrelerde hafif
siddette HSP-70 ekspresyonlar1 (ok), Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Bar= 50pm.

Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, yangi hiicrelerinde
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OZET

Ektima Hastaliginda Lezyonlu Bolgelerde TLR-4, HSP-70 ve Kaspaz-3
Ekspresyonlarmin Immunohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

Bulasici Ektima (ORF), koyun, ke¢i ve yabani kiiclik ruminantlarda goriilen
Poxviridae ailesinden bir parapoxvirusun (ORFV) olusturdugu ekonomik Onemi
bliyiik bir hastaliktir. Ag1z ¢evresi, dil, dudak ve burun deligi ¢evresinde sert kabuklu
yaralar ile karakterizedir. Ozellikle 1 yas alt1 gruptaki hayvanlar enfekte olmakta,
ancak en sik 3-4 aylik hayvanlani etkilemektedir. Immun yetmezligi olan yavru
hayvanlarda mortalite %100’e yakin seyretmektedir. Etrafa sacilan virus aylarca
hatta yillarca canliligin1 korumaktadir. Agizda olusan yaralar nedeniyle yavrular
yeterince beslenemezler. Bu sebeple ektima oliimlere ve 6nemli verim kayiplarina
neden olmaktadir. Virus epitelyotropiktir ve epidermal keratinositlerde
cogalmaktadir. Keratinositler organizmayr korumakla goérevli olmasina ragmen
ORFV bu savunmadan rahatlikla kaginabilmektedir. Toll-like reseptor 4 (TLR-4),
heat shock protein -70 (HSP-70) ve Kaspaz-3, hiicresel stres, inflamasyon ve apoptoz
stireglerinde kritik roller iistlenen molekiillerdir ve enfeksiydz hastaliklarda 6nemli
olabilecekleri diisiintilmektedir. Bu ¢alismanin amaci TLR-4, HSP-70 ve Kaspaz-
3’ln ektima hastalifinda lezyonlu dokulardaki ekspresyonlarinin incelemesidir. Bu
amacla 37 adet ektima lezyonu histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak
incelenmistir. Her ii¢ belirtecin de lezyonlu alanlarda hem epitel hem de yangisal
hiicrelerde arttig1 goézlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari TLR-4, HSP-70 ve Kaspaz-
3’lin ektima patojenezinde dnemli rol oynadigini ve ileride teshis ve tedavi amaciyla
kullanilabilecegini gOstermistir. Bu konuda daha iler1 ¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ektima, TLR-4, HSP-70, Kaspaz-3, IHC
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ABSTRACT

Immunohistochemical Evaluation of TLR-4, HSP-70, and Caspase-3 Expressions in
Lesional Areas of Ecthyma Disease

Contagious ecthyma (Orf) is an economically significant disease caused by a
parapoxvirus (ORFV) belonging to the Poxviridae family, affecting sheep, goats, and
wild small ruminants. It is characterized by the presence of thick, crusted lesions
around the mouth, lips, tongue, and nostrils. The infection predominantly affects
animals under one year of age, with the highest incidence observed in those between
3 to 4 months old. In immunocompromised young animals, the disease can result in
nearly 100% mortality. The virus is highly resilient, remaining viable in the
environment for months or even years. Due to the painful oral lesions, affected
animals are unable to feed properly, leading to malnutrition, increased mortality, and
significant production losses. The virus exhibits a strong tropism for epithelial tissue
and replicates in epidermal keratinocytes. Although keratinocytes play a protective
role in host defense, ORFV can efficiently evade these mechanisms. Toll-like
receptor 4 (TLR-4), heat shock protein 70 (HSP-70), and Caspase-3 are molecules
known to play crucial roles in cellular stress responses, inflammation, and apoptosis,
and are thought to be significant in the pathogenesis of infectious diseases. The aim
of this study was to investigate the expression of TLR-4, HSP-70, and Caspase-3 in
lesional tissues of animals affected by ecthyma. For this purpose, 37 ecthyma lesions
were examined histopathologically and immunohistochemically. The expression
levels of all three markers were found to be increased in both epithelial and
inflammatory cells within the lesional areas. The findings suggest that TLR-4, HSP-
70, and Caspase-3 play important roles in the pathogenesis of ecthyma and may
potentially serve as diagnostic or therapeutic targets in the future. Further studies are
warranted to elucidate their precise roles.

Keywords: Ecthyma, TLR-4, HSP-70, Caspase-3, IHC
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Bulasict ektima (ORF), koyun, keci ve yabani kiiciik ruminantlarda goriilen
Poxviridae ailesinden bir parapoxvirusun (ORFV) olusturdugu ekonomik 6nemi biiyiik
bir hastaliktir. Agiz ¢evresi, dil, dudak ve burun deligi ¢evresinde sert kabuklu yaralar
ile karakterizedir. Persiste ektima enfeksiyonlarinin immun yetmezlik sonucunda ortaya
cikt1g1 diisiiniilmektedir. Ozellikle 1 yas alt1 gruptaki hayvanlar enfekte olmakta, ancak
en stk dogum sonrasi 3-4 aylik hayvanlar etkilemektedir. immun yetmezligi olan yavru
hayvanlarda mortalite %100’e yakin seyretmektedir. Etrafa sacilan virus aylarca hatta
yillarca canliligin1 korumaktadir. Agizda olusan yaralar nedeniyle yavrular yeterince
beslenemezler. Bu sebeple ektima Oliimlere ve Onemli verim kayiplarina neden
olmaktadir. ORFV ile enfekte olmus dokunun; sitokin analizlerinde, immun yanitta
baskin olarak epidermal hiicreler, damar endotel hiicreleri ve Tiimor Nekroz Faktorii-o
(TNF-0) iireten lenfosit morfolojisine sahip karakteristik olmayan hiicreler tespit
edilmistir. Enfeksiyon durumunda hizli yanit veren bu hiicreler, diger molekiiler
sensorler ve Toll-like reseptor bolgelerinde yanitlar olusmaktadirlar. Toll, patojenlere
kars1 bagisik yanitta 6nemli rol oynayan bir gendir. Toll benzeri reseptorler (TLR) ve
Pattern Tanima Reseptorler (PRR), Patojenle-iliskili Molekiiler Patern modeller
(PAMP) olarak bilinen mikrobal molekiilleri spesifik olarak tanima yetenegine
sahiptirler. TLR’lerin kanser, diyabet, ateroskleroz, renal hastaliklar, gastrointestinal
hastaliklar, respiratuvar hastaliklar, santral sinir sistemi hastaliklar1 ve otoimmun
hastaliklar gibi genis bir hastalik gurubuyla baglantili oldugu tespit edilmistir. TLR'ler
konumlarma gore iki alt aile olarak siniflandirilir. Hiicre zarinin i¢inde bulunan TLRI1,
TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 ve TLR-11 mikroorganizmalarda bulunurken, hiicre
icinde yani endoplazmik retikulum, endozomlar ve lizozomlar gibi organellerde bulunan
ve mikrobiyal veya viral niikleik asitlere baglanan TLR-3, TLR-7, TLR-8 ve TLR-
9’dur. TLR-2’nin lipoproteinleri/lipopeptitleri (LP), taniyan reseptér oldugu kabul
edilmektedir. TLR-2; peptidoglikan, lipoteikoik asit, gram pozitif lipopolisakkarit ve bir
grup gram pozitif makromolekiil ile baglanarak yanit verebilmektedir. TLR-4’{in bir

LPS reseptorii oldugu ve bu reseptoriin fonksiyonel olarak hiicre dis1 alan1 araciligiyla;



gliserofosfatidilinositol baglantili proteinin (CD14), MD-2 ve LPS baglayici proteini
iceren kompleks olusturur. Dogal immun sistemde tehlike sinyalleri olarak gdrev yapan,
hasarlanmis veya stres altinda olup nekroza yonlenen hiicrelerden serbestlesen 1s1 soku
proteinleri (HSP-60 ve HSP-70) evrimsel olarak korunmus molekiillerdir. HSP-60"1n
TLR-4 yoluyla makrofajlar1 aktive ettigi ve bir inflamasyon kaskadini indiikledigi tespit
edilmistir. HSP-70 molekiiliiniin de LPS kontaminasyonunda TLR-4'li aktive etme

yetenegi oldugu belirlenmistir.

Apoptozisde rol oynayan Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein Aspartat
Spesific Protease CASPASE) olarak adlandirilan kaspazlar, fazla ya da hasarli olan
hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimii esnasinda ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynayan
multigen ailesine bagli proteazlardir ve intraselliler proenzimler olarak
sentezlenmektedirler. Kaspazlar mitokondride hiicre zarmnin hasar gérmesini ve bunlarin
sonucunda zar degisimleri, hiicre iskeletini ve ¢ekirdek pargalanmasina neden olan
hasarlar olusturabilir. Kaspazlar, hasarli veya fazla olan hiicrelerin ¢evrelerine zarar
vermeden kaldirilmasin1 saglayan, apoptozis uyaran sistein proteazlar olarak gorev
yaparlar yani apoptik hiicrelerde meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin gerceklesmesinde anahtar rol oynayan enzimlerdir. Baslatici kaspazlara
dahil olan kaspazlar 2, 8, 9 ve 10’dur. Bunlar efektor kaspazlari aktive eden
proteazlardir. Efektor kaspazlara 3, 6 ve 7 kaspazlar dahildir. Inflamatuvar kaspazlara
diger ismiyle sitokinleri aktive eden kaspazlara ise 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 kaspazlar
dahildir. Sinyal iletiminde 6nemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonlari i¢in gerekli
olan bu kaspazlar, lenfokin iiretiminden de sorumludur. Ayrica bu grup kaspazlar
mikrobiyal patojenlere karst immun yanitta gorevlidir. Tiim kaspazlar, hiicrelerde
katalitik olarak aktif olmayan zimojenler olarak {iretilir ve apoptozis sirasinda
proteolitik isleme ve aktivasyona tabi tutulurlar. Kaspazlar programlanmis hiicre
Oliimiintin (apoptozis) onemli aracilaridir. Bunlarin arasinda kaspaz-3, bir¢ok onemli
hiicresel proteinin spesifik boliinmesini katalize eden, siklikla aktive olan bir 6liim
proteazidir. Mitokondriyal sitokrom c salinimina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagl veya
bagimsiz olan kaspaz-3 aktivasyonuna giden yollar tanimlanmistir. Kaspaz-3 normal
beyin gelisimi i¢in gereklidir ve diger apoptotik senaryolarda doku, hiicre tipi veya

Olim uyarisina 6zgii bir sekilde 6nemli veya gereklidir. Kaspaz-3 ayrica apoptozun bazi



tipik 6zellikleri i¢in de gereklidir ve incelenen tiim hiicre tiplerinde apoptotik kromatin
yogunlasmast ve DNA pargalanmasi i¢in vazgecilmezdir. Bu nedenle kaspaz-3,
hiicrenin pargalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu ile iliskili belirli siiregler i¢in
gereklidir, ancak aynm1 zamanda hiicre canliliginin kaybinin taahhiit edildigi asamada
veya Oncesinde de islev gorebilir. Bu ¢alismanin amact HSP-70, TLR-4 ve CAS-3’{lin

ektima olgularinda immunohistokimyasal olarak ekspresyonlarinin belirlenmesidir.

1.1.1. Ektima

Ektima; Chitovirales takimi, Poxviridae familyasinda, Chordopoxvirinae alt
familyasinda bulunan Parapoxvirus cinsi altinda Orf virus (ORFV) tarafindan
olusturulan bir hastaliktir (ICTV, 2024). ORFV bulasiciligi yiiksek ve zoonotik
karakterde bir hastalik sekillendirir. Hastaligin morbiditesi %15 civarindadir ancak
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara bagli olarak da mortalite %100'e ulagabilmektedir.
Hastalik koyun ve kegilerde; bulasici pustular dermatitis, infeksiyoz pustular dermatitis,
scabby mouth, contagious pustular stomatitis, contagious ecthyma ya da kisaca ektima
olarak adlandirilabilir (Atli, 2017; Bergqvist ve ark., 2017; Cargnelutti ve ark., 2011;
Giilyaz ve ark., 2016; Karki ve ark., 2019; Nandi ve ark., 2011). Bulasici ektima diinya
capinda kiigiikbas hayvanlar arasinda yaygin olarak seyretmektedir. Hastalik yaz sonu,
sonbahar ve kis aylarinda daha fazla goriilmektedir. Kuzu ve oglaklar hastaliga yetiskin
hayvanlara gore daha duyarlidir. ORFV kurumaya dayaniklidir ve uygun ortamlarda
yillarca stabilitesini korumaktadir. Virus, hayvanlarin uzayan yiinii tizerinde de uzun
stire canli kalabilmektedir. ORFV hasar goérmiis deri yoluyla viicuda girmekte ve
epidermal hiicrelerde cogalmaktadir. Ayrica klinik olarak saglikli gériiniime sahip
koyunlardan ila¢ havuzlarina dalma veya daldirma isleminin uygulanmasi sonrasinda
duyarli koyunlara hastaligin bulastirabildigi bildirilmistir (Nandi ve ark., 2011;
Onyango ve ark., 2014). Asilama, ektima enfeksiyonlarinda etkin kontrol i¢in tek
secenektir. Her ne kadar ektimaya kars1 cesitli asilar kullanilsa da canli zayiflatilmig
asilarin her zaman digerlerinden daha etkili oldugu ve hastaligin endemik oldugu
ilkelerde kullanildig1 bilinmektedir. Gebelikte de asilama miimkiindiir (Nandi ve ark.,
2011; Onyango ve ark., 2014).



1.1.2.Etiyoloji

Orf virionlart uzun eksende 260 nm ve kisa eksende 160 nm uzunlugunda
belirgin bir oval yapiya sahip, linear ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) igerir (Cargnelutti ve
ark., 2011). Virus replikasyonu konake¢1 hiicrenin sitoplazmasinda gerceklesir
(Bergqvist ve ark., 2017; Karki ve ark., 2019). Cogu gen (yaklasik %80) genomun
merkez bolgesinde konumlanmistir. Bu genler diger Poxviruslarla homologdur
(Cargnelutti ve ark., 2011). Genomun terminal bolgeleri hiicre kiiltiirlerindeki viral
replikasyon i¢in vazgecilebilir gen igerir, ancak virusun in vivo sartlarda hayatta kalmasi
icin gereklidir. Virulens genleri olarak bilinen bu genler ve iirlinleri virusun ¢ogalmasi
icin yardimci faktorlerdir. Belirli konak¢ilarda immun sistemde hayatta kalmaktadir. Bu
genlerden bazilar1 Parapoxvirus’una (PPV) oOzgiidiir. Virulens, patogenez, konakci
spektrumunu  belirlemekten sorumludurlar. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) geni Parapoxviruslara 6zgiidiir ve Parapoxviridae ailesinin diger iiyelerinde
bulunmamaktadir. Ozet olarak ORFV’nin ¢ogu genini konak¢inin homolog genlerinden
elde ettigini gostermektedir. Virulens genlerin bazilar1 varyasyonlara sahiptir, virusun
affinite gosterdigi hiicreleri yani keratinositleri basariyla enfekte etmeye yardimei
olmakta ve inflamasyonda sinyal gorevi gormektedirler. Bu virulens genlerin -kombine
olarak- enfeksiyonda inflamatuvar immun sistemi etkisiz hale getirdigi bilinmektedir

(Karki ve ark., 2019).

ORFV c¢evre sartlarina (sicak-soguk) dayaniklidir. ORFV, kuru ¢evre sartlarinda
aylarca hatta yillarca hayatta kalabilmektedir. Virus, lezyonlardan kaynaklanan
kabuklarda 15 yila kadar canli kalabilmektedir (El-Tholoth ve ark., 2015; Esmaeli ve
ark., 2021). ORFV bir dizi virulens faktoriiniin gelisimiyle immun sistemden kagma
stratejileri gelistirmistir. Tamamen inaktive edilmis ORFV’u immunomodiilator olarak

da kullanilmaktadir (Bergqvist ve ark., 2017; Karki ve ark., 2019).

1.1.3. Epizootiyoloji

Ektima, genellikle koyun ve kecilerde yaygin olarak, yabani ruminantlarda da
goriilen viral bir enfeksiyondur. ORFV’nin konak¢r spektrumunda koyun ve kegiler

disinda; develer, ceylanlar, ren geyikleri, misk okiizleri ve Japon keg¢i-antiloplart yer



almaktadir. ORFV’nin ana konakgilart koyun ve kegilerdir. Virus’un deve, alpaka
(lama), sincap, deniz aslanlar1 ve foklarda da enfeksiyon olusturabildigi rapor edilmistir.
Ayrica; katir geyigi, akkuyruklu geyik, catalboynuzlu geyik, wapiti buzagis1 gibi yabani
hayvan tiirlerinde dogal ve deneysel olarak hastalik olusturabilmektedir (Karki ve ark.,
2019).

Hastalik genellikle Onemli bir mortaliteye sahiptir. ORFV geng¢ yastaki
hayvanlar1 daha ¢ok etkilemektedir. Ozellikle 1 yas alt1 gruptaki hayvanlar enfekte
olmakta, ozellikle 3-4 aylik hayvanlari etkilemektedir. Oliim oranlar1 sekonder
bakteriyel enfeksiyon ve siit emme durumuna gore kuzu ve oglaklarda %10-90 arasi
degismesine ragmen bu oran yetiskinlerde daha dusiiktiir (Ath, 2017; Karki ve ark.,
2019). Immun yetmezligi olan yavru hayvanlarda mortalite %100’e yakin
seyretmektedir. Morbidite sekonder bakteriyel ya da paraziter enfeksiyona bagli olarak
artmaktadir (Cargnelutti ve ark., 2011). Ektima gen¢ hayvanlarin diginda ergin koyun ve
kecilerde cesitli lezyonlarla karakterize enfeksiyonlar seklinde goriilmektedir (Atli,

2017).

Kabuklarin dokiilmesi ile etrafa sacgilan virus aylarca hatta yillarca canliligim
korumaktadir. Kabukla kontamine ¢imler ve malzemeler yoluyla indirekt olarak veya
direkt olarak bulasma gerceklesebilmektedir (Cargnelutti ve ark., 2011). ilkbahar
sezonunun sonuna dogru hastalik yogunlasmaktadir. Kurak mevsimlerde kuru otlarla
beslenmeye bagli olarak hastalik oranlarinda artiglar goriilebilmektedir (Maganga ve
ark., 2016). Persiste enfekte hayvanlarin koyun siiriilerine alinmasi sonrasi
reenfeksiyonlar gelisebilmektedir (Karki ve ark., 2019). Ayrica, ev sineginin (Musca
domestica) lezyonlara temasi sonrasi kanat ve bacaklarinda ORFV’yi tasidig1 ve saglikli

hayvanlara temas yoluyla bulastirabildigi de bildirilmistir (Raele ve ark., 2021).

Persiste ektima enfeksiyonlarmin immun yetmezIlik sonucunda ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Immun sistemi olumsuz etkileyen nedenler arasinda; hayvanlarin
nakli, mineral vitamin eksikligi, kuru ve sert otlaklarda otlatmak, rasyondaki bakir ve

demir eksikligi sayllmaktadir (Giilyaz ve ark., 2016).



Hastalik, mesleki zoonoz hastalik olarak kabul edilir. Veteriner hekimler,
cobanlar, kasaplar, cift¢iler, yiin kirkicilar ve mezbaha iscileri riskli meslek gruplarini
olusturmaktadirlar. Ektima genellikle ilkbahar ve yaz aylarinda goriilmektedir. Fakat
yilin her doneminde hastaligin goriilme olasiligi bulunmaktadir. Etken direkt ve indirekt
temas yoluyla bulasmaktadir. Hayvanlar, gidalar ve karkaslardaki etkenlerin derideki
yara ve siyriklardan direkt konakgiya girebildigi bildirilmistir (Cargnelutti ve ark.,
2011; Ath, 2017; Bergqvist ve ark., 2017). insanlarda ORFV enfeksiyonu, enfekte
koyun, keciler ya da virusla bulasik malzemler ile direkt temas yoluyla bulagsmaktadir

(Karki ve ark., 2019).

1.1.4. Hastali@in Zoonotik Karakterizasyonu

ORFV 1787 yilinda tespit edilmistir. Ancak daha Onceleri hayvan bakicilari ile
diger insanlarin hayvanlarin derisinde olusan kabuklanmadan dolay1 hastaligi bildigi
diisiiniilmektedir (Ulgenalp ve ark., 2018). Ektima, viral zoonotik hastaliklar arasinda
yer almaktadir. Diinya ¢apinda giin gectikce artan salginlar oldugu bildirilmistir (Lawan
ve ark., 2021). Ciftlik hayvanlar1 ve hayvan bakicilar1 tarafindan ¢ok hizli bir sekilde
virus yayilarak hastalik olusmaktadir. 2020 yilinda develerden insana ORFV bulastig
rapor edilmistir (Alajlan ve Alsubeeh, 2020). Bir meslek hastaligi olarak ¢ok sayida
vaka bildirilmistir. Lezyonlar genellikle eller ve parmak aralarinda goriillmektedir.
Enfeksiyon genellikle multiform eritemler gibi sistemik formda goriilmektedir. Nadiren
generalize lenfoadenopatiler de goriilebilmektedir. Az da olsa insandan insana bulasma

vakalar1 da rapor edilmistir (Karki ve ark., 2019).

1.1.5. immun Sistem iliskisi

Ektima genellikle ¢ift tirnaklilarda akut seyirli olarak goriilse de kronik seyir de
gosterebilir. Etken genellikle deri ve oral bolgeye yerlesmektedir. Virus bakimindan
zengin kabuklarin dokiilmesiyle ¢evrede yayilim gostermektedir. Konake¢1 bagisiklig
hastaligin siddetini sinirlayan ana faktordiir. Belirli diizeydeki immun yanita ragmen

konakgi tekrar tekrar enfekte olabilmektedir (Bergqvist ve ark., 2017).



Deri; memelilerin en biiylik organidir ve canliy1 yaralanma ve enfeksiyonlardan
korur. Derinin hiicresel immun sistemi ve lenfatik organ sistemi, mikrobiyal patojenlere
devamli maruz kaldigindan, bu tiir mikroorganizmalara kars1 etkili ve hizli yanit
olusturma agisindan gelismistir. Keratinositler epidermis hiicrelerinin yaklasik %90’ 11
olusturur ve derinin immun sistem koruyucular1 olarak evrimlesmislerdir. Kritik
durumlarda erken immun sistem yanitini baglatmada interferon (IFN)’lar ve
proinflamatuvar sitokin triinleri hayati 6neme sahiptirler. Enfeksiyon durumunda hizli
yanit veren bu hiicreler, diger molekiiler sensorler ve Toll-like reseptor bolgelerinde

yanitlar olusmaktadirlar (Fleming ve ark., 2015).

Parapoxvirus’un evrimlesmesi sonucunda viral interlokin-10 (IL-10) ve VEGF
ile birlikte konak¢idan kacabildigi tespit edilmistir. Virus’a karst immun cevap; CD4+T
hiicreleri, CD8+T hiicreleri, sitokin, IFN ve antikorlar1 i¢ermektedir (Nandi ve ark.,
2011; Onyango ve ark., 2014). Ektima enfeksiyonunda konakg¢1 tepkisinde Oncelikle
bolgeye notrofillerin infiltrasyonu gerceklesmektedir. Ardindan virus ile enfekte
epidermal hiicrelerin etrafindaki dendritik hiicrelerin (DC), CD4+T hiicrelerinin,
CDS8+T hiicrelerinin ve B hiicrelerinin birikmesi ile karakterize bir yanit olusmaktadir.
ORFV enfeksiyonlarinda enfekte olmus hiicrelerin yakinindaki hiicrelerde major
histokompatibilite kompleksi-2 (MHC-II) dendritik hiicrelerin yogun ag olusturmasi, orf
lezyonunun kendine 6zgii bir 6zelligidir. Bunun disinda CD8+T hiicreleri, virus ile
enfekte hiicreleri MHC-II yolu ile 6ldiirmek icin konakgi antiviral bagisikliginda
onemlidir. Bu nedenle ORFV enfekte olmus konakg¢ida; CD4+ hiicreleri, CD8+
hiicreleri, IFN ve antikoru igeren hizli bir humoral ve hiicresel immun yanit
olugmaktadir. ORFV, IL-10, konak¢inin bir baska viral gen homologudur, antijen sunan
hiicrelerin apoptozunu arttirarak, T hiicre aracili immun yanitin azalmasina sebep olarak
viral immun yanittan kagista rol oynayan onemli bir virulens geni olarak islev
gormektedir (Shkhaidem, 2016). ORFV ile enfekte olmus dokunun; sitokin
analizlerinde, immun yanitta baskin olarak epidermal hiicreler, damar endotel hiicreleri
ve Tiimor Nekroz Faktorii-o (TNF-a) iireten lenfosit morfolojisine sahip karakteristik
olmayan hiicreler tespit edilmektedir. Bu hiicreler enfeksiyon sirasinda deride hizla artis
gostermektedir. CD4+T hiicrelerinin virusun temizlenmesinde kritik bir rolii oldugu

bildirilmistir. Bu nedenle CD4+T hiicrelerinde olusan bir azalmanin, lezyon



biiyiikliigiinde artigina neden oldugu belirtilmigtir. CD8+T hiicrelerinde azalmanin ise
benzer fakat daha kiiciik etkili oldugu gozlenmistir. Siddetli ORFV lezyonlarinda deride
IL-2 ve IFN-y inhibisyonu ile iligkili tablo gézlenmistir (Fleming ve ark., 2015).

Yeniden enfekte olan hayvanlarda ektima enfeksiyonuna lokal immun sistem
cevabi olarak; CD4+T hiicreleri, CD8+T hiicreleri, B hiicreleri ve DC'nin tespit edildigi
bifazik bir lenfohiicresel yanit olustugu bilinmektedir. CD4+T hiicrelerinin afferent
lenfte en ¢ok lenfosit sayisina sahip alt kiimesi oldugu ve yeniden enfekte olmus
koyunlarda enfeksiyon sonrasi 4. ve 12. giinlerde sayilarmin zirveye ulastigi
bildirilmistir. Ayrica kiimelesmis lenf hiicrelerinde afferent lenften Graniilosit-Makrofaj
Koloni Uyaric1 Faktér (GM-CSF), IL-1, IL-8, IL-2 ve IFN-y iiretiminde de benzer
olusumlar gozlenmistir. Yeniden enfekte olmus hayvanlara inaktive edilmis ORFV
verildiginde, bir bellek tepkisini gosteren gli¢lii bir gecikmis tip asir1 duyarlilik

reaksiyonu olusturmaktadir (Fleming ve ark., 2015).

Virus, epitelyotropiktir ve epidermal keratinositlerde c¢ogalmaktadir.
Keratinositler organizmay1 korumakla gorevli olmasina ragmen ORFV bu savunmadan
rahatlikla kacimabilmektedir. Stratum bazaledeki keratinositlerde siskinlesme ve
vakuolizasyon ile karakterize enfeksiyon olugsmaktadir. Enfeksiy6z virionlar
enfeksiyondan 12 saat sonra tespit edilebilmektedir ve enfeksiyon sonrasi 24-72 saat
arasinda maksimum titreye ulasmaktadir. Lezyonlar kabuklasip dokiilerek cevreyi
kirletmekte ve virus dogada lokalize olarak kalmaktadir. Bu durum ise temasla diger
hayvanlara bulagsma olasiligini artirmaktadir. Enfeksiyonlarin oldugu yerdeki dendritik
hiicrelerin lenf diiglimlerindeki T hiicrelerine erisimi olmadigr i¢in enfeksiyon
kisitlanmis ve lokalizedir. Immun sistemin baskilanmasi, primer enfeksiyonlar,
transport, stres faktorleri ve yaralanmalarla epitel biitiinliiglin bozulmasi, hastaligin

baslamasinda ana kaynak olmaktadir (Karki ve ark., 2019).

Molekiiler genetik arastirmalar virusun, immun sisteme yiiksek uyum
saglayarak ¢ogaldigini ve hiicreleri basarili bir sekilde enfekte edecek durumda gen

evrimlesmesine olanak sagladigini gostermistir (Fleming ve ark., 2015).



1.1.6. Patogenez

Ektima koyun ve kecilerde makulopapiiler, vesikiiler, piistiiler ve proliferatif
lezyonlar olusturarak dudaklar1 ve dudak-burun arasindaki muko-kutandz bolgeleri
etkilemektedir. Virus epitel ve oral mukoza ile sinirli kalmaktadir (Cargnelutti ve ark.,
2011; Atl, 2017). Virus mukozal membran, deri ve mezengimal orijinli dokulari, agiz
mukozasindaki keratinositleri ve epitelyal hiicreleri de etkilemektedir (Fleming ve ark.,
2015). Enfeksiyon ya subklinik ya da proliferatif lezyonlar seklinde goriilmektedir
(Agius ve ark., 2019).

Hastalik insanlarda ozellikle eller ve parmaklarda, nadir olarak yiiz bolgesinde
smirlar1 belirgin agrili lokalize pistiiler lezyonlara neden olabilmektedir (Cargnelutti ve

ark., 2011; Atli, 2017; Karki ve ark., 2019).

Enfeksiyon oral mukoza, burun ve dudak arasi muko-kutan6z bolgede olusan
lezyonlar ya da siyriklar yoluyla viicuda giris yapmaktadir. Enfeksiyona baglh deride
multifokal eritem, papiil, vezikiil, piistiil ve kabuk asamalar1 gelismektedir. Proliferatif
ve krustdz lezyonlar genellikle kanayarak kurumaktadir. Ancak miyazis ve sekonder

enfeksiyonlar da sekillenebilmektedir (Cargnelutti ve ark., 2011).

Evcil ve yabani koyun ve kecilerde ektima vakalarinda agiz lezyonlarina bagh
agridan kaynaklanan agliga bagl olarak hastalik siddetinin artabilecegi ve bu durumun
lenf nodiillerinde sisme, artritis ve pndmoni gibi siddetli ve orta siddette lezyonlar ile
diger lezyonlarin gelismesine predispozisyon olusturabilecegi bildirilmistir (Ozmen ve

Dolu, 2018).

Ektima enfeksiyonlarinda kegilerde kronik pndmoni, artritis, orta-siddette
lenfadenopati ve multifokal proliferatif dermatitis sekillenebilmektedir. Sistemik
enfeksiyonlarda; gastroenteritis, bronkopndmoni ve sindirim sistemi bozukluklar
gelisebilmekte ve trakea da etkilenebilmektedir. Bazi durumlarda, dilde nekrotik
odaklar ve llserler olusabilmektedir. Enfeksiyon agirlastikca sekonder enfeksiyon ile

birlikte dis eti, farinks, rumen ve abomasumda da lezyonlar gelisebilmekte ve karaciger



apseleri de goriilebilmektedir. Hastaligin ileri evresinde, hayvanlarda pndmoniye baglh

olarak dliimler de bildirilmistir (Nandi ve ark., 2011).

1.1.7. Klinik Bulgular

Lezyonlar gen¢ hayvanlarda burun delikleri ile dudak arasindaki deri ve oral
mukoza epiteli, agiz ¢evresi, dudak ve dis etlerinde goriilmektedir. Agiz bolgesinde
lezyonlar1 olan kuzu ve oglaklar emme sirasinda annelerine enfeksiyonu
bulastirmaktadir. Bunun sonucunda emziren ergin koyun ve kegilerin memelerinde
lezyonlar gelismekte ve buna bagli olarak mastitise yol acabilmektedir. Hastaliktan
etkilenen hayvanlarin dillerinde de lezyonlar goriilebilmektedir. Ayaklarda olusan
lezyonlar, tirnak iistiinde ve tirnak arasinda sekillenebilmektedir. Genital formda ise
meme loblarinda, bacagin i¢ kisimlarinda, vulvada ve prepisyumda lezyonlar
goriilmektedir. Klinik olarak hastalik proliferatif seyirlidir. Diger Poxviruslarda
goriildiigh gibi; eritem, papiil, vezikiil, pustiil, kabuk agsamalariyla gelisen genellikle
kendini sinirlayan lezyonlar olusturmaktadir. Hastalik genellikle 3-4 hafta siirer ve 1-2
ayda skar dokusu olusmadan iyilesme goriilmektedir (Atli, 2017; Giilyaz ve ark., 2016;
Karki ve ark., 2019).

Enfeksiyon c¢ogunlukla siit emen kuzu ve oglaklar1 etkilemektedir. Hasta
hayvanlarda; 6zellikle genclerde gida alimini 6nemli 6lgiide azaltmaktadir. Buna baglh
olarak genclerde biliyiime bozuklugu, kuzu ve oglaklarda oliimler goériilmektedir. Bu
durum ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Cargnelutti ve ark., 2011). Birgok tiirde
reenfeksiyon olusur ve hizli yayilim gosterir. Sekonder enfeksiyon olarak bakteriyel ve
paraziter enfeksiyonlar gelisebilmekte ve enfeksiyon siliresi uzamaktadir (Ath, 2017;

Bergqvist ve ark., 2017).

Insandan insana bulasma konusunda detayli bir arastirma bulunmamaktadir.
Insanlarda goriilen enfeksiyonlarda genellikle 3-6 hafta arasinda kendiliginden iyilesme
gorilmektedir. Spesifik tedavisi yoktur. Kriyoterapi, transeksizyon, -elektrokoter
kullanim1 gibi yaklasimlarin tedavide basariyr artiran uygulamalar oldugu ifade

edilmistir (Bergqvist ve ark., 2017).
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1.1.8. Teshis

Ektimanin teshisi i¢in lezyonlarin makroskobik goriiniimii 6nemlidir. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), immunofloresan (IF), Agar gel
immunodiffiizyon (AGID) ve Serum noétralizasyon (SN) testleri etkenin serolojik teshisi
icin kullanilmaktadir (Adedeji ve ark., 2017; Ath, 2017; Nandi ve ark., 2011; Oliveira
ve ark., 2012; Pal, 2018). ORFV enfeksiyonlarinda molekiiler teshis yontemleri agirlikli
olarak kullanilmaktadir (Karki ve ark., 2019).

1.1.9. Nekropsi ve Histopatoloji

Ektimada nekropsi bulgular1 arasinda dudaklarin kommisuralarindan baglayan ve
dudak kenarlar ile burun ucuna kadar uzanan kabuklu lezyonlar sayilabilir. Ayrica
primer lezyonlara gozlerde, siddetli olgularda ise gingiva damak ve dilde rastlanir. Bu
lezyonlarda daha az olarak meme bas1 ve ¢evresinde de gozlenebilir. Lezyonlar ¢igek
lezyonlarina benzer sekilde gelisir. Vezikiiler devre gecicidir ve kiigiik, diizgiin ve
gbbekli olmayan papiiler lezyonlar kisa siirede sekillenir. Bu lezyonlar genellikle 2-4
mm kalmhigmda olup gri-esmer renkli ve kalm bir kabuk tabakastyla kaplidir (Ozmen

ve Dolu, 2018).

Mikroskobik olarak epidermiste orto ve parakeratotik hiperkeratozis belirgindir.
Stratum spinozum ve graniillozum tabakalarindaki epitel hiicrelerinde vakuoller ve
balonumsu dejenerasyonlar saptanir. Intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri hastalik
i¢in karakteristiktir. Stratum germinativumdaki epitel hiicrelerinin dermise dogru hiicre
proliferasyonlar1 gonderdigi gozlenir. Lezyonlarda proteinli bir 6dem sivisi, dejenere
notrofil 16kositler, dokiilmiis hiicre artiklar1 ve siklikla sekonder bakterilerin
olusturdugu kolonizasyonlardan olusan bir kabuk goriiliir. Dermiste damarlasmada artig
ve damarlarda hiperemi siklikla gozlenir. Kapillar hiperemi ve hiicresel infiltrasyonlar
belirgindir (Ozmen ve Dolu, 2018). Genellikle lezyonlar 4 hafta iginde iyilesir. Yem ve
su alamayan hayvanlarda lezyonlar daha siddetlidir. Ayaklardaki lezyonlar siklikla
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enfekte olur ve bakteriyel dermatitis ile seliilitis gelisir. Meme derisindeki lezyonlar

mastitise predispozisyon yaratir (Cargnelutti ve ark., 2011).

1.1.10. Ayirica1 Tani

Akut ve proliferatif piistiler kutandz lezyonlar; dudak derisi, agiz
kommisuralari, oral mukoza ve burun delikleri kisminda goriilen tipik bulgulardir.
Histopatolojik olarak keratinositlerde sisme ve vaskiiler dejenerasyon gibi tipik bulgular
gorilmektedir. Ektimanin ayirici tanisinda; koyun ¢icegi, kegi ¢icegi, sap, mavidil ve

koyun keci vebasi g6z oniinde bulundurulmalidir (Pal, 2018).

Ektimada mikroskobik olarak olugan lezyonlarin, belirgin epidermal hiperplazi,
balonumsu dejenerasyonu ve vezikiiler asamada goriilebilen keratinositler igindeki
eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyon cisimleri ile karakterize oldugu bildirilmistir.
Keratinositlerde tipik ve karakteristik intrasitoplazmik inkliizyon cisimleri, ektimayi
histopatolojik anlamda diger hastaliklardan ayirmak icin énemlidir (Ozmen ve Dolu,

2018).

Capripoxvirus (CaPV), Sap (Food and Mouth disease-FMD), Sigir herpesvirus
tip-2 ve Mavidil (Bluetongue virus-BTV) gibi benzer lezyonlarla seyreden hastaliklarin,
ektimadan molekiiler diizeyde ayirici tanisinin yapilmasi gerekmektedir (Gallina ve

ark., 2006; Karki ve ark., 2019).

Sap hastaliginda oral lezyonlarin koyunlarin iist ve alt dis etleri ve dil gibi
travmaya kars1 savunmasiz bolgelerde gelisme olasiligi daha yiiksektir. Fakat ektima ve
sap arasinda ayirici taniya izin veren ana klinik 6zellik, ektimanin proliferatif lezyonlar
indiiklemesidir. Ancak Apthovirus proliferatif lezyonlar: indiiklememektedir. Koyun ve

keci cigegi, tiim viicut lizerinde yaygin papiiller ile karakterizedir (Nandi ve ark., 2011).

Mavidil hastaliginda enfekte hayvanlarin agiz lezyonlart ve bu bdlge
mukozalarinin  koyu mavi siyanotik goriiniimde olmasi karakteristik tabloyu
olusturmaktadir. BTV nin damar endotel hiicrelerinde olusturdugu hasara bagl olarak

mukozal 6dem, hemokonsantrasyon, pulmoner &dem, hidrotoraks, hidrokardiyum,
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serozal hemoraji, tromboz, diisiik tansiyon ve sok gibi klinik belirtiler gézlenmektedir.
Dudaklarda olusan sislik ve siyanotik goriinimdeki dilin agizdan disar1 sarkmasi
hastalik i¢in karakteristik goriiniimdiir. Mavidil hastaliginda kegilerde siit veriminin ani
kayb1 ve 42°C’ye varan yiiksek ates gibi klinik semptomlar goriilmektedir. Agiz
boslugunda goriilen lezyonlar genellikle petesiyel kanamalar, iilserler ve erozyonlardan
olugmaktadir. Agiz mukozasinda, dilin bazi bolgelerinde ve dis etinde nekrotik ve
siyanotik alanlar gdzlenmektedir. Etkilenen hayvanlarin ayak koroner bdlgesi
hiperemiktir ve bu bolgelerde petesiyel veya ekimotik hemorajiler olusmaktadir.
Mavidil hastaligr icin pulmoner arterde yer alan petesiyel kanamalarin patognomik

oldugu belirtilmektedir (Saltik ve Kale, 2017).

1.1.11. Cografi Dagihim ve Ekonomik Etki

Ektima diinya c¢apinda yaygin olarak goriilen bir enfeksiyondur. Koyun ve keci
yetistirilen {ilkelerde endemik seyir goOstermektedir (Cargnelutti ve ark., 2011).
Miisliman iilkelerde KurbanBayraminda kesilen hayvan sayis1 arttig1 i¢in her yil bir
salgin meydana gelmektedir. Tiirkiye, Urdiin, iran ve Suudi Arabistan gibi iilkeler bu

salginin olustugu tilkeler arasindadir (Bergqvist ve ark., 2017).

Hem koyun hem de kecilerde diinya capinda bir¢gok Ektima vakasi rapor
edilmistir. Ektima cesitli iilkelerde endemik olmasina ragmen; Office International des
Epizooties (OIE) tarafindan ihbari zorunlu hastalik listesinde yer almamaktadir. Bir¢cok
iilkede ekonomiyi etkileyen yiiksek bulasma o6zelligi sebebiyle hayvanlarda verim

kabina yol ag¢tig1 bilinmektedir (Karki ve ark., 2019).

Yunanistan (2003-2004), Kore (2009), Brezilya (2005, 2009), Hindistan (2006,
2009, 2010), Tayvan (2007) ve Japonya dahil olmak {izere bir¢ok iilkede ektima
salginlart meydana gelmistir (Chi ve ark., 2013).

2013’te Arjantin'in Rio Negro eyaletinin Pilcaniyeu kasabasindan gelen koyun
siiriilerinde ektima salgini meydana geldigi bildirilmistir (Peralta ve ark., 2015).
Ingiltere'de, 2011-2012 yillar1 arasinda incelenen 3000 ciftlikteki hayvanlarda ektima
enfeksiyon varligt koyunlar i¢cin %1,88, kuzular i¢in %19,53 olarak bildirilmistir
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(Onyango ve ark., 2014). Tirkiye'nin Kars bolgesinde ektima seroprevalansi kuzularda
%52,81, olim orant %2,81 olarak bildirilmistir (Gokce ve ark., 2005). Tayvan'in
merkezinde ¢ok sayida ektima salgimi vakasinin kaydedildigi bildirilmistir (Chan ve
ark., 2007). Bildirilen vakalarin morbiditesi %2-6 arasinda, kuzularda mortalite orani
ise %0,8'den az oldugu tespit edilmistir. Cin’de 655 kec¢inin bulundugu siiriilerde %60
morbidite ve %24,7 mortalite tespit edildigi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2010).
Banglades'te, PCR sonuglarina gore morbidite %23,89 ve mortalite %1,02 olarak
belirlenmistir (Azad ve ark., 2016). Cin'in giineyindeki Fujian Eyaletinde, 2011-2012
yillart arasinda saglikli siirilerden 106 keci serumunun %16's1 ve iyilesen siiriilerden
182 kegi serumunun %83" ektima yoniinden seropozitif bulunmustur (Chi ve ark.,
2013). Tiim bu raporlar, ektimanin koyun, keci, diger ¢iftlik ve yabani hayvanlar
arasinda endemik oldugunu ve bu durumun 6zellikle oglak ve kuzular arasinda yiiksek
O6lim orant nedeniyle diinya c¢apindaki ciftcilerin ekonomisinde gerilemelere yol

acabilecegi vurgulanmistir (Lawan ve ark., 2021).

Ingiltere’de ektimadan etkilenen 2.167 milyon koyuna dayali olarak iiretim
kayiplarinin ve maliyetlerinin 10 milyon dolar ve kisi basina 4,62 dolar olacagini
ongorerek ekonomiye yonelik 6nemli sikintilara isaret edilmistir (Onyango ve ark.,

2014).

Tiirkiye’de TUIK verilerine gore 2022 yilinda yaklasik 58 milyon kiigiikbas
hayvan varligi bulunmaktadir. Tiirkiye’de ektima mortalite oraninin yaklasik olarak
%50, mortalitesinin yaklasik %2,5 oldugu bildirilmistir. TIGEM ortalama damizlik
toklu hayvan fiyatlarinin 2022 yilinda yaklasik 3000TL oldugunu bildirmistir. Bunun
sonuca dayanarak 2,2 Milyon TL maddi kayip olabilecegi 6n goriilmektedir (TAGEM,
2022; TUIK, 2022).

1.1.12. Koruma ve Kontrol

Lezyon goriilen hayvanlarin saglikli, asisiz hayvanlardan karantina yoluyla
ayrilmasi gerekmektedir. Siiriilerde yiin, kil kirkma islemlerinde olusan yaralanmalarda

antiseptik kullanilmalidir. Siiriilerin otlatildigi meralardaki dikenli otlarin yok edilmesi
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veya otlatmada tercih edilmemesi agiz bolgesinde olusabilecek yaralart Onlemek

acisindan onemlidir (Kale ve Atli, 2017).

Ektima tedavisinde, olusabilecek ya da olusmus sekonder bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in antibiyotikler (penisilin tiirevleri) kullanilabilmektedir. Ayrica
destekleyici sivi  sagaltim uygulamalart yapilabilmektedir. Lezyonlu bdolgede
olusabilecek insektlere karsi sinek kovucu ve larvisid ilaglar kullanilmalidir (Kale ve

Atli, 2017).

Tiirkiye’de ticari olarak Dollvet firmasinin canli ektima asis1 Orfdoll®, koyun,
kuzu, ke¢i ve oglaklarda kullanimaktadir. Orfdoll, 1 haftaliktan itibaren her yastaki
hayvana uygulanabilmektedir. Asinin bagisiklik siiresinin maksimum 12 ay olmasi
nedeniyle, her yil ayn1 dozda tekrarlanmasi1 Onerilmektedir. Enfekte olmus siiriilerde
dogumdan hemen sonra, koruyucu amagla ise dogumlarin tamamlanmasinin ardindan
her yastaki kuzu ve oglaklara toplu olarak uygulanabilmektedir. Lezyon goriilen

hayvanlar siirtiden ayrilmali, geri kalan hayvanlara as1 uygulanmalidir (Anonim, 2024a).

Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan tiretilen PENORF®,
kuzu ve oglaklar1 ektima hastaligina karst korunmasi amaciyla hazirlanan liyofilize,
canl atteniie bir asidir. As1 hastaligin goriildiigii stiriilerde 3-8 haftalik yastaki kuzu ve
oglaklara yapilir. Koruyucu amagla dogumlarin tamamlanmasindan sonra, hastalik
c¢ikan yerlerde ise dogumdan hemen sonra, her yastaki kuzu ve oglaklara toplu alarak as1
uygulanabilmektedir. As1 uygulamasinda Regio inguinaleye (arka bacagin i¢ kismi) 0.5-
1 cm. uzunlugunda 3-4 ¢izgi halinde ¢aprazlama olarak igne ile derinin ilk tabakasini
gececek kadar derin, fakat kanama yapmayacak sekilde skarifikasyon sekillendirilir.
Skarifikasyon olusturulan bolgeye as1 damlaligindan 2-3 damla damlatilip birka¢ saniye
bekletilerek as1 uygulanmis olmaktadir (Anonim, 2024b).

Vetal firmasmin iiretmis oldugu Dermavac® Ektima Asisi; kuzu ve oglaklar
ektima hastaligina karsi korumak amaci ile uygulanmaktadir. As1 uygulamasi arka
bacagin i¢ kismima 0,5-1 cm uzunlugunda 3-4 ¢izgi halinde ¢aprazlama skarifikasyon
sekillendirilir. Skarifikasyon olusturulan bolgeye as1 damlaligindan 2-3 damla

damlatilip birkag saniye bekletilerek uygulanmaktadir (Anonim, 2024c).
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As1 uygulamalarinda skarifikasyon olusturuldugu icin bolgedeki asepsi ve
antisepsi kurallarma kesinlikle uyulmali, kullanilan igne ve enjektorler kimyasal
maddelerle dezenfekte edilmelidir. Lezyon goriilmemis siiriilerde asinin uygulanmasina
ihtiya¢ duyulmamaktadir. Tiirkiye’de bulunan asilar canli as1 oldugundan gebelere
kullanim1 6nerilmemektedir ve hayvanlarin uygulama bdlgesinde bir hafta i¢inde lokal

reaksiyon goriilebildigi bildirilmistir (Altug ve ark., 2013).

Asilarda kullanilan ORFV suslarinin veya izolatlarinin, sahada lezyona neden
olan suslar arasindaki filogenetik iliski ve genetik varyasyonlari, asilarin etkinligini
belirlemektedir. Ayrica, duyarli konakcilarda enfeksiyonun yayilmasini Onleyici ve
enfeksiyonu kontrol altina alma yontemleri baslatmak igin yeterli bilgiyi saglayacaktir.
Siirtilerde goriilen enfeksiyonlarin molekiiler olarak teshis edilmesi, alt birim asilar
olusturmak ve etkinligini gelistirmek i¢in Onemli faktorlerden biridir. Goriilen
enfeksiyonlar  antiviral  terapdtik  ajanlarin  gelistirilmesi  igin  stratejiler
saglayabilmektedir. Siiriilere ya da bolgeye 6zgii olusturulan asilar ve antiviral ajanlar
hastalig1 6nleme ve kontrol altina alma bakimindan daha etkin olacag: diisiiniilmektedir
(Ulgenalp ve ark., 2018; Karki ve ark., 2019). Ektimanin gelisim siirecinde konake ile
birlikte evrimsel siireci olusturabilecegi ve re-enfekte konakegilarda bagisikligin ve
immun bellekteki kalici direncinin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir (Karki ve ark.,

2019).

Ulkemizde ektima, koyun ve kegilerde yaygin olarak her mevsimde goriilebilen
bir hastaliktir. Bircok iilkede de kiigiikbas hayvanlarda orta ve siddetli prevalans
seviyelerinde tespit edilmistir. Giiniimiizde hastalikla ilgili olarak molekiiler diizeyde
yeni primerler kullanimina dayali ve tedaviye yonelik farkli tabanli hazirlanmis asi

gelistirme ¢aligmalart yogun olarak devam etmektedir.

1.2.1. Toll-benzeri Reseptor 4 (TLR-4)

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) uzun zamandir mikrobiyal hareket ve deri
hasarina yanittaki rolleri acgisindan incelenmistir. TLR'ler, mikrobiyal kaynaklardan
(patojen iliskili molekiiler desenler [PAMP'ler]) veya kendiliginden tiiretilen stres

sinyallerinden (hasar iliskili molekiiler desenler [DAMP'ler]) tiiretilen ligandlara
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baglanmanin bir sonucu olarak akut bir inflamatuar yaniti uyarmak icin homo- veya
heterodimerler olusturan transmembran reseptorlerdir. TLR'ler, mikrobiyal veya stres
sinyallerini algilamaya uygun olan hiicre dis1 zarda veya endosomal zarlarda bulunur.
TLR uyarimi, sitokinlerin, interlokinlerin ve dogustan gelen bagisiklik yanitinin diger
medyatorlerinin aktivasyonuyla baglantilidir (Beutler, 2000a; Beutler, 2000b; Erridge,
2010).

TLR'ler hakkindaki literatliriin ¢ogunlugu makrofajlardaki aktivitelerine
odaklanmistir, ancak epitel hiicreleri de dahil olmak iizere viicuttaki hiicreler bu
reseptorleri ifade eder (Kawai ve Akira, 2010). Deride keratinositler genellikle
mikrobiyal saldirilara veya yaralanmadan kaynaklanan strese karsi ilk savunma hattidir
ve bu nedenle bagisiklik tepkisini ortaya ¢ikarmak i¢cin makrofajlarla koordine olurlar.
Son caligmalar TLR'leri saglikli derideki ve kronik veya hiperaktif inflamasyonla
baglantili  birgcok epitel durumda inflamatuar yanitlarin  baslatilmasi  ve
koordinasyonunda kilit oyuncular olarak gostermistir. TLR-4'Un hem deri iltihabinda
hem de kanserde spesifik bir rol oynadigi gosterilmistir. TLR-4 aktivitesi, bakteri
kaynakli lipopolisakkarit (LPS) ve endojen olarak {iretilen yliksek hareketlilikli grup
kutusu 1 (HMGBI) dahil olmak {izere birden fazla farkli PAMP ve DAMP tarafindan
uyarilabilir (Beutler, 2000a; Beutler, 2000b; Erridge, 2010; Lu ve ark., 2008;
Matsunaga ve ark., 2011). TLR-4 aktivasyonu, miyeloid farklilagma proteini 2 (MD2),
lipopolisakkarit baglayici protein ve bir farklilagma antijeni kiimesi 14 (CD14) gibi
aksesuar proteinlerle birlikte hareket eden spesifik ligandlar1 igceren karmagik bir
siirectir. TLR-4 artik yara iyilesmesi, doku yeniden sekillenmesi ve dogustan gelen
bagisiklikta belirli rolleri olan deri bariyer fonksiyonunun 6nemli bir belirleyicisi olarak
kabul edilmistir. TLR'ler, patojenlere 6zgii ¢esitli molekiiler yapilar1 tantyarak dogustan
gelen bagisiklik tepkisinde merkezi bir rol oynar. TLR-4, yardimci reseptorii miyeloid
farklilasma-2 (MD-2) ile birlikte bakteriyel LPS'yi ve dolayisiyla Gram-negatif
bakteriyel enfeksiyonlar: tanimasina ragmen, steril inflamasyon ve viral enfeksiyon
dahil olmak tizere bir¢cok bagka patofizyolojik siirecte de dnemli bir rol oynar (Beutler,
2000a; Beutler, 2000b; Erridge, 2010; Lu ve ark., 2008; Kawai ve Akira, 2010;
Matsunaga ve ark., 2011; Miggin ve O'Neill, 2006; Park ve ark., 2009).
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1.2.2. TLR-4 ve Bagisiklik Sistemi Uzerindeki Rolii

Bagisiklik sistemi, organizmanin patojenlere karsi savunma mekanizmasini
olusturan karmasik bir yapidir. Bu sistem, dogustan gelen (innate) ve sonradan
kazanilmis (adaptif) olmak tizere iki ana bilesenden olusur. Dogustan gelen bagisiklik
sistemi, patojenleri tanima ve hizli yanit verme yetenegi ile ilk savunma hattini
olusturur. Bu sistemin temel bilesenlerinden biri, Toll-benzeri reseptorler (TLRs) olarak
bilinen kalitsal tanima reseptorleridir. TLR'ler, patojenlere 6zgii molekiiler desenleri
(pathogen-associated molecular patterns) (PAMPs) taniyarak bagisiklik yanitlarim
baslatir (Kawai ve Akira, 2010). Bu reseptor ailesi, mikrobiyal bilesenler olan
PAMP'leri taniyarak bagisiklik hiicrelerinin hizli tepkiler vermesini saglar (Akira ve
ark., 2006). TLR-4, bu reseptorler arasinda en c¢ok calisilan ve 6zellikle Gram-negatif
bakterilerin lipopolisakkarit (LPS) yapisini taniyan ilk tanimlanmis iiye olarak dikkat
ceker (Poltorak ve ark., 1998). TLR-4, dogustan gelen bagisiklik yanitinin
baslatilmasinda ve diizenlenmesinde merkezi bir rol istlenir. Yapisal ozellikleri ve
sinyal iletim yollar1 sayesinde hem savunma yanitlarinda hem de hastaliklarin
gelisiminde kilit bir molekiildiir. Bu nedenle, TLR-4 ile iliskili mekanizmalarin
anlasilmas1 ve hedeflenmesi, gelecekteki immunomodiilator tedaviler agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. TLR-4, dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir bileseni
olarak, patojen tanima ve inflamatuvar yanitlarin baslatilmasinda kritik rol oynar.
Ancak, TLR-4"ln asir1 veya kontrolsiiz aktivasyonu, cesitli hastaliklarin patogenezinde
etkili olabilir. Bu nedenle, TLR-4'lin yapisi, sinyal iletim yollar1 ve hastaliklarla iligkisi
lizerine yapilan arastirmalar, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki
saglayabilecek kapasitededir (Erridge, 2010; Lu ve ark., 2008; Kawai ve Akira, 2010;
Matsunaga ve ark., 2011; Park ve ark., 2009).

1.2.3. TLR-4"iin Klinik ve Terapotik Hedef Olarak Onemi

TLR-4, terapdtik hedef olarak oldukga caziptir. Eritoran ve TAK-242 gibi TLR-
4 antagonistleri, klinik ¢alismalarda sepsisi onlemek ve inflamasyonu baskilamak i¢in
test edilmektedir (Matsunaga ve ark., 2011). Ayn1 zamanda, TLR-4 agonistleri (6rnegin
Monophosphoryl lipid A), bazi as1 formiilasyonlarinda adjuvan olarak kullanilmaktadir

(Reed ve ark., 2013).
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1.2.4. TLR-4"iin Yapisi ve Lokalizasyonu

TLR-4, insanlarda 9. kromozom {izerinde bulunan bir gendir ve yaklasik 839
amino asitten olusan bir transmembran proteini kodlar. Reseptdr, ii¢ ana bodlgeden
olusur: Leucine-rich repeat (LRR) boélgesi, transmembran bolge ve Toll/IL-1R (TIR)
domain. TLR-4, o6zellikle makrofajlar, dendritik hiicreler, monositler ve endotelyal
hiicreler gibi dogustan gelen bagisiklik sisteminin ana hiicrelerinde yliksek oranda
eksprese edilir (Beutler, 2000a; Beutler, 2000b; Kawai ve Akira, 2010; Matsunaga ve
ark., 2011; Miggin ve O'Neill, 2006).

1.2.5. TLR-4'iin Sinyal iletim Mekanizmalari

TLR-4'lin aktivasyonu, LPS'nin reseptore baglanmasi ile baslar. Bu siiregte, iki
yardimci molekiil olan CD14 ve MD-2 6nemli rol oynar. LPS, CD14 araciligiyla taninir
ve MD-2 ile kompleks olusturarak TLR-4'lin aktivasyonunu saglar (Lu ve ark., 2008).
TLR-4 sinyal iletimi iki ana yol iizerinden gerceklesir. Bunlar, MyD88-bagimli ve
TRIF-bagiml yollardir. MyD88-bagimli yol, hizli inflamatuvar sitokinlerin (6r. TNF-a,
IL-6) iretimini saglar ve erken bagisiklik yanitindan sorumludur (Medzhitov ve ark.,
1997). Buna karsin TRIF-bagimli yol, tip I interferonlarin iiretimini ve ge¢ yanitlarin
gelismesini saglar (Yamamoto ve ark., 2003). Bu yollarin aktivasyonu NF-xB, MAPK
ve IRF3 gibi transkripsiyon faktorlerinin niikleusa tasinmasiyla sonuglanir. (Kawai ve

Akira, 2010; Lu ve ark., 2008; Matsunaga ve ark., 2011; Park ve ark., 2009).

MyD88 bagimli yolda, TLR-4'lin plazma membraninda aktivasyonu ile baglar ve
asagidaki adimlan igerir: 1. MyD88 ve TIRAP adaptor proteinleri, TLR-4in TIR
domainine baglanir. 2. IRAK ailesi kinazlar aktive olur ve TRAF6 ile etkilesime girer.
3. TAKI kompleksi aktive olur ve NF-kB ile MAPK yollarini tetikler. 4. Bu siireg,

proinflamatuvar sitokinlerin (6rnegin, TNF-a, IL-6) iiretimini saglar (Lu ve ark., 2008).

TRIF bagimli yolda ise, TLR-4'lin endozomal internalizasyonu sonras1 aktive
olur ve asagidaki adimlari igerir: 1. TRAM adaptor proteini, TLR-4'tin TIR domainine
baglanir ve TRIF'i rekrite eder. 2. TRIF, TRAF3 ve TBK1 kinazlarin1 aktive eder. 3.
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IRF3 transkripsiyon faktorii fosforile edilir ve niikleusa transloce olur. 4. Bu siireg, tip I

interferonlarin (6rnegin, IFN-B) liretimini saglar (Lu ve ark., 2008).

1.2.6. Hiicre Stresi, Nekroz ve Apoptozis

TLR-4 aktivasyonu, sadece immun yanitla sinirli degildir. Asir1 aktivasyon
durumunda, TLR-4 sinyallesmesi mitokondriyal stres, ROS iiretimi ve kaspaz
aktivasyonu yoluyla hiicre Oliimiini tetikleyebilir. Enfeksiydzhastaliklarda bu

mekanizmalar doku hasarina katkida bulunur (Erridge, 2010).

Tablo 2.1. TLR-4’iin Enfeksiyonlardaki Etki Mekanizmalar1

Etki Mekanizmasi Igili Yolak Fonksiyon

Inflamasyonun MyD88-NF-«B Proinflamatuar sitokin
baslatilmasi tiretimi

Antiviral yanita katki TRIF-IRF3 Tip I interferon salinimi1
Hiicre olimi ve doku | ROS  iretimi,  kaspaz | Nekroz ve apoptozisin
hasar1 aktivasyonu tetiklenmesi

1.2.7. TLR-4 ve Hastaliklarla iliskisi

TLR-4 aktivasyonu, sepsis gibi akut enflamatuvar hastaliklardan otoimmun
bozukluklara ve kanserlere kadar bir¢ok hastalikta 6nemli rol oynar. Sepsiste asir1 TLR-
4 aktivasyonu "sitokin firtinasi"na yol agarak ¢oklu organ yetmezligine neden olabilir
(Beutler, 2000a; Beutler, 2000b). Ayrica romatoid artrit ve inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda TLR-4'lin asir1 ifadesi patogenezle iliskilendirilmistir (O'Neill ve ark.,
2009).
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1.2.7.1 Sepsis

TLR-4'iin asir1 aktivasyonu, sistemik inflamatuvar yanit sendromuna (SIRS) ve
sepsise yol agabilir. LPS'nin TLR-4 iizerinden bagisiklik sistemini asir1 uyararak sitokin

firtinasia neden oldugu gosterilmistir (Beutler, 2000a; Beutler, 2000b).
1.2.7.2. Otoimmun Hastahklar

Rheumatoid artrit, lupus ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi otoimmun
hastaliklarda, TLR-4 ekspresyonunun arttig1r ve bu durumun hastalik patogenezinde rol

oynadig bildirilmistir (Kawai ve Akira, 2010).
1.2.7.3. Kanser

TLR-4 aktivasyonu, tiimor mikrogevresinde bagisiklik baskilanmasina katkida
bulunabilecegi bildirilmistir. Ayrica, TLR-4'lin aktive oldugu ortamlarda tiimor
biliylimesini destekleyen sitokinlerin salinimi artabilecegi rapor edilmistir (Kawai ve

Akira, 2010).
1.2.7.4. Viral Enfeksiyonlar

SARS-CoV-2 gibi baz1 virlislerin, TLR-4 iizerinden inflamatuvar yanit
baslattigina dair bulgular bulunmaktadir. Bu durum, COVID-19 vakalarinda goriilen
yogun inflamasyonu ac¢iklayabilir (Kawai ve Akira, 2010).

1.2.8. TLR-4 Hedefli Tedaviler ve Klinik Yaklasimlar

 TLR-4 antagonistleri: Sepsis gibi durumlarda bagisiklik sisteminin asir1 yanitini
baskilamak icin gelistirilmistir. Ornegin, Eritoran adli molekiil, TLR-4"in LPS
ile etkilesimini engelleyerek inflamasyonu azaltabilmektedir (Beutler, 2000a;

Beutler, 2000b).

e TLR-4 agonistleri: Bagisiklik yanmitini  artirmak  amaciyla baz1  as1

formiilasyonlarinda adjuvan olarak kullanilmaktadir. Ornegin, Monophosphoryl

21



lipid A (MPLA), TLR-4'ii aktive ederek bagisiklik yanitini giiglendirmektedir
(Kawai ve Akira, 2010).

e Genetik yaklasimlar: Antisens RNA ve CRISPR/Cas9 teknolojileri kullanilarak
TLR-4 ekspresyonunu kontrol altina almaya yonelik aragtirmalar devam

etmektedir (Kawai ve Akira, 2010).

1.3.1. HSP-70

Is1 soku proteinleri (Heat Shock Proteins, HSPs), cevresel ve fizyolojik stres
kosullarina karst hiicresel yanitin bir pargasi olarak sentezlenen, evrimsel olarak
korunan proteinlerdir. Bu proteinler arasinda HSP-70 ailesi, en iyi karakterize edilmis
ve en yaygin ifade edilenlerden biridir (Mayer ve Bukau, 2005). HSP-70, proteinlerin
dogru katlanmasi, yeniden katlanmasi ve bozulmus proteinlerin uzaklastirilmas: gibi

fonksiyonlarla hiicresel homeostazi saglar (Hartl ve ark., 2011).

1.3.2. HSP-70’in Hastahklardaki Rolii ve iliskili Yolaklar

HSP-70'in ekspresyon seviyeleri, cesitli hastalik durumlarinda degisiklik
gostermektedir. Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklarda
HSP-70, agregat olusumu potansiyeli tasiyan proteinleri stabilize ederek hiicresel hasari
azaltabilir (Muchowski ve Wacker, 2005). Bunun yani sira, kansere karst verilen
yanitlarda da HSP-70'lerin immun modiilasyon 6zelligi dikkat ¢cekmektedir (Multhoft,
2007).

1.3.3. HSP-70’in Konak Hiicre Savunmasindaki Rolii

HSP-70, hiicresel strese kars1 bir adaptasyon mekanizmasi olarak gorev yapar.
Enfeksiyonlarda, hiicreler bakteriyel toksinlerin ve proinflamatuar sitokinlerin etkisiyle
proteotoksik stres altina girer. Bu durumda, HSP-70 ekspresyonu artar ve asagidaki

islevleri yerine getirir:

- Protein Katlanmasi: Yanlis katlanmig proteinlerin yeniden dogru yapiya

getirilmesini saglar.
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- Apoptozisin Baskilanmasi: Kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi apoptozis yolaklarini

inhibe ederek hiicre 6liimiinii engeller.

- Sitokin Modiilasyonu: TNF-o ve IL-1B gibi inflamatuar sitokinlerin asiri

iiretimini baskilayabilir (Beere ve ark., 2000).

1.3.4. NF-kB Sinyal Yolaginin Modiilasyonu

Enfeksiyon bolgesinde aktive olan NF-kB yolagi, konak savunmasini baglatan
temel mekanizmalardan biridir. HSP-70, IkB’nin degradasyonunu énleyerek NF-kB’nin
niikleusa ge¢cmesini engeller. Bu durum, asir1 sitokin {iretiminin ve doku hasarinin

Oniine gegilmesini saglar (Asea, 2003).
1.3.5. DAMP Aktivitesi ve Bagisiklik Yaniti

Hasar gOormiis hiicrelerden salinan HSP-70, DAMP (Damage-Associated
Molecular Patterns) gorevi gorerek antijen sunucu hiicrelerde Toll-like reseptor
(0zellikle TLR-4) iizerinden immun yanit1 aktive eder. Bu etki lokal inflamasyonu
artirabilirken, ayn1 zamanda adaptif bagisikligin aktive edilmesini de saglar (Binder,

2004).
1.3.6. Chaperone-Mediated Autophagy (CMA)

Enfeksiyonlarinda hiicre i¢i detoksifikasyonun saglanmasi, enfekte veya hasarli
proteinlerin temizlenmesi agisindan 6nemlidir. HSP-70, CMA yoluyla lizozomlara
yonlendirilen proteinlerin taginmasini diizenler. Bu mekanizma, enfekte hiicrelerin daha

saglikli bir metabolik profile ulasmasina katkida bulunur (Kaushik ve Cuervo, 2012).
1.3.7. Yara lyilesmesi ve Reepitelizasyon

HSP-70, epidermal hiicre proliferasyonunu destekleyerek yara iyilesmesini
hizlandirir. Bu stireg, 6zellikle EGF ve TGF-f gibi biiyiime faktorlerinin aktivitesini
artirarak gerceklesir. Ozellikle deri lezyonlarinda yeniden epitel olusumu igin bu siireg

kritik dnemdedir (Udono ve Srivastava, 1993).
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Tablo 2.2 Hastaliklarda HSP-70’in Etki Mekanizmalari

Etki Mekanizmasi Igili Hiicresel Yolak Fonksiyon
Protein Katlanmasi HSP-70-ATP dongiisii Hiicresel stresin azaltilmasi
Apoptoz Baskilanmasi Caspase inhibisyonu Hiicre sagkaliminin
artiritlmasi
Inflamasyon Modiilasyonu | NF-kB yolag Asir1 immun yanitin
baskilanmasi
Antijen Sunumu ve DAMP sinyallesmesi, Adaptif immun sistem
Immiinite TLR-4 aktivasyonu
Yara lyilesmesi EGF/TGF-p aktivasyonu Reepitelizasyonun
hizlandirilmast
Hsp70
Immun Hucre
Aktivasyonu
Protein Apoptoz
Katlanmassi > Baskilanmasi
’
Caspases sinyal
NF-kB ‘
Inhibisyonu <G————
Hicresel
IkB Detoksifikasyon

Sekil 2.1 HSP-70’in enfeksiyon patogenezindeki temel islevsel yolaklari. Gorsel yazar
tarafindan olusturulmustur; bilimsel igerik, Asea (2003), Binder (2004), Beere ve
digerleri (2000), Kaushik ve Cuervo (2012) ve Udono ve Srivastava (1993)

uyarlanmstir.
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1.3.8.HSP-70'in Molekiiler Yapisi

HSP-70 proteini iki temel domen igerir: ATP baglayan N-terminal domen ve
substrat baglayan C-terminal domen. Bu yapisal o6zellikler, substrat proteinlerin
baglanmasi ve salinmasi siirecinin ATP-hidroksilaz aktivitesi ile diizenlenmesini saglar
(Zuiderweg ve ark., 2013). HSP-70 ailesi ayni zamanda ko-saperon proteinlerle

etkileserek fonksiyonel verimliligini artirir (Kampinga ve Craig, 2010).

1.3.9. HSP-70'in Fizyolojik Fonksiyonlar:

HSP-70, protein homeostazinin siirdiiriilmesinin  yani1 sira, apoptozun
diizenlenmesi, antijen sunumu ve immun yanit gibi bir¢ok biyolojik siirece katki saglar
(Evans ve ark., 2010). Ozellikle stres altindaki hiicrelerde, HSP-70 ekspresyonu artarak

proteotoksik hasarlarin 6ntine geger (Kiang ve Tsokos, 1998).
1.3.10. HSP-70 ve Klinik ve Terapdotik Potansiyel

HSP-70, c¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak
degerlendirilmektedir. Ornegin, HSP-70 indiikleyici molekiiller ndrodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesini yavaslatabilirken, inhibitorler ise kanser tedavisinde

kullanilabilir (Pockley ve ark., 2008).

HSP-70 hem fizyolojik stres yanitlar1 hem de hastalik patogenezleri acisindan
merkezi bir rol oynamaktadir. Molekiiler yapis1 ve ¢ok yonlii fonksiyonlar1 sayesinde
HSP-70 hem temel bilimsel arastirmalarda hem de klinik uygulamalarda 6nemli bir

hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir.
1.4.1.Kaspaz-3 ve Apoptoziste Merkezi Rol ve Klinik Onemi

Apoptozis, programli hiicre Oliime olarak bilinen ve doku homeostazinin
korunmasinda hayati rol oynayan kontrollii bir biyolojik siiregtir. Bu siire¢, kaspazlar

olarak adlandirilan sistein proteazlarin etkinligi ile yiritiiliir (Elmore, 2007). Kaspaz
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ailesinin iiyelerinden biri olan kaspaz-3, hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptozis

yolaklarinin ortak icracist konumundadir (Porter ve Janicke, 1999).

1.4.2. Kaspaz-3’iin Uretimi ve Aktivasyonu

Kaspaz-3, inaktif prokaspaz-3 olarak sentezlenir ve apoptotik sinyallerin
etkisiyle aktif forma (p17/p12 alt iiniteleri) doniisiir. Bu aktivasyon genellikle upstream
kaspazlar (kaspaz-8 veya kaspaz-9) araciligiyla gerceklesir (Riedl ve Shi, 2004).
Intrinsik yol, mitokondriden salinan sitokrom c'nin apoptozom kompleksini olusturmasi
ve kaspaz-9'un aktive olmasiyla baslarken; ekstrinsik yol, Fas/TNF reseptorleri gibi

6lum reseptorleri araciligiyla kaspaz-8'in aktive edilmesini saglar (Taylor ve ark., 2008).

1.4.3. Kaspaz-3’iin Hastaliklardaki Rolii ve Yolaklari

Kaspaz-3 aktivitesindeki dengesizlik, nérodejeneratif hastaliklar, kanser,
iskemik hasar ve otoimmun hastaliklar gibi pek ¢ok patolojik durumda rol oynamaktadir
(Porter ve Jinicke, 1999). Ozellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliginda artmis kaspaz-
3 aktivitesi, noron kayb1 ve sinaptik bozulma ile iliskilendirilmistir (Porter ve Janicke,

1999; Tatton ve ark., 2001).

1.4.4. Kaspaz-3’iin Apoptozis Yolagindaki Temel Rolii

Apoptozis, hiicresel hasarin kontrolsiiz doku harabiyetine doniismeden
sonlandirilmasint  saglayan bir hiicre 0Olim mekanizmasidir. Kaspaz-3, hem
mitokondriyal (intrinsik) hem de reseptor aracili (ekstrinsik) yollardan aktive edilerek
hiicre iskeletini ve DNA’y1 pargalayan efektor bir proteaz olarak gorev yapar (Elmore,
2007). Bakteriyel enfeksiyonlarda, bu yolak enfekte hiicrelerin kontrollii olarak ortadan

kaldirilmasini saglar.

1.4.5. Doku Yenilenmesi ve Rejeneratif Rol

Kaspaz-3 aktivasyonu yalnizca hiicre oliimii ile smirli degildir. Arastirmalar,

diisiik diizeyde kaspaz-3 aktivitesinin doku rejenerasyonunu tesvik edebilecegini
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gostermektedir. Bu 6zelligi ile yara iyilesmesi ve reepitelizasyon siirecinde onemli bir

rol iistlenebilecegi bildirilmistir (Li ve ark., 2010).

Tablo 2.3 Kaspaz-3’iin Hastaliklarda Etki Mekanizmalari

Etki Mekanizmasi Igili Yolak Fonksiyon

Apoptozun Indiiklenmesi Mitokondriyal ve Reseptor | Enfekte  hiicrelerin  yok
yolagi edilmesi

Inflamatuar Diizenleme TNF-a aracili sinyal Enfeksiyonun sinirlanmasi

Doku Rejenerasyonu Dugiik diizey Kaspaz-3 | Yara iyilegsmesinin
aktivitesi desteklenmesi

1.4.6. Kaspaz-3' in Fonksiyonel Rolii

Kaspaz-3, apoptozisin morfolojik ve biyokimyasal belirtilerinden sorumludur.
Bu enzim, PARP (poly ADP-ribose polymerase), DNA protein kinaz ve ICAD
(inhibitor of caspase-activated DNase) gibi hedef proteinleri pargalayarak DNA
catallanmas1 ve hiicre c¢ekirdeginin biitiinliigliniin bozulmasin1 saglar (Fernandes-

Alnemri ve ark., 1994; Slee ve ark., 2001).

1.4.7. Klinik ve Terapotik Potansiyel

Kaspaz-3, apoptozise aracilik eden baslica icraci kaspaz oldugu igin, terapotik
hedef olarak ©nem kazanmistir. Kaspaz inhibitorleri, 0Ozellikle norodejeneratif
hastaliklar ve iskemik durumlarda hiicresel kaybi Onlemeye yonelik stratejilerde

incelenmektedir (Schotte ve ark., 1999).

Bu ¢aligmanin amaci ektima hastaliginda lezyonlu bolgelerde TLR-4, HSP-70 ve
kaspaz-3 ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi ve bu

belirteclerin hastalik patojenezindeki rollerinin belirlenmesidir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Histopatolojik Yontem

Hastalikl1 hayvanlardan lezyonlu bolgelerden alinan biyopsi Ornekleri ile dlen
hayvanlardan nekropsi sirasinda alinan lezyonlu agiz, dudak ve deri dokusu Ornekleri
%10 tamponlu formaldehit soliisyonda tespit edildi. Her giin soliisyon degistirilerek
orneklerin tamamen tespit olmalar igin ii¢ giin boyunca bu islem tekrarlandi. Ug giin
sonra tiim Ornekler trimlenerek doku takip kasetlerine alindi. Bu asamada hayvan
numaralar1 kasetler {izerine dikkatlice yazildi. Aksam takip islemine alinana kadar tiim
orneklerin bulundugu kasetler tekrar formaldehit soliisyonunda bekletildi. Aksam iizeri
kasetler formaldehit sollisyonundan alinarak rutin doku prosediiriine alindi. Bu islem
icin tam otomatik kapali sistem doku takip cihazi (Leica ASP300S; Leica Microsystem,
Nussloch, Almanya) kullanildi. Tim gece boyunca cihaz vakumlu doku takip
programina ayarlanarak c¢alistirildi. Cihazin vakumlu programi ayarinda kullanilmasi
sert ve lezyonlu bdlgelerin tiim tabakalarina soliisyonlarin niifuz etmesini ve tim
tabakalar1 ile lezyonlu bolgelerin ayni Olgiide soliisyonlarin etkisinden gegmesini
sagladi. Rutin doku takip prosediiriinde Orneklerin bulundugu kasetler ilk asamada
derecesi diisiik olan ve %70’likten baslayan alkol serilerinden %100’liik saf alkol
serisine kadar dereceleri artan 10 seri alkolden gecirildi. Boylelikle dokularda bulunan
sularinin ¢ekilmesi saglandi. Bu asamanin ardindan iki seri ksilolden gecirilen
orneklerdeki yagin eritilmesi ve dokudan uzaklastirilmasi islemi tamamlandi. Bu
asamalarin ardindan sicak parafin asamasina gecildi ve lezyonlu dokularda su ve yagin
cekilmesiyle olusan bosluklara sicak parafinin yerlesmesi ve dokunun normal
goriiniimiinii korumasi saglandi. Ertesi glin sabahtan doku takip asamasi biten 6rnekler
doku takip cihazinin haznesinden c¢ikarilarak bu kez doku gémme cihazinin (Leica
Histocore Arcadia H) (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) sicak iinitesine alindi.
Bu bolmede eritilmis sicak parafin ile 6zel metal blokaj kaliplarma yerlestirilen
orneklerin blokaj islemleri gerceklestirildi. Blokaj islemi sirasinda orneklerin yiizeye
dik ve tiim tabakalar1 ayni1 hizaya gelecek sekilde diizgiin bir pozisyonda sicak parafin
icinde sabitlenmesine ve bu konumda donmasima azami gayret gosterildi. Blokajlar
tamamlanan bloklarinin tamami doku gémme cihazinin bu kez soguk tablali boliimiine

yerlestirilerek dnce sogumalari1 sonra da parafinin donmasi saglandi. Bu cihazin soguk
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tablasi lizerinde tiim bloklar yaklagik olarak 2 saat kadar tutuldu ve boylelikle parafinin
tamamen sogumasi, donmasi ve sertleserek blokajin tamamlanmasi gerceklestirildi.
Donarak metal blokaj kaliplarindan kolaylikla ayrilacak hale gelen bloklar kaliplardan
ayrildi ve kesit alma asamasina kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi. Kesit alma
asamast i¢in tiim bloklar buzdolabindan alinarak blokaj {initesinde soguk tabla iizerine
yerlestirildi ve burada 2 saat kadar tutularak sogutulmasi saglandi. Yeteri kadar
sogutulan parafin bloklardan hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal
incelemeler i¢in tam otomatik rotary mikrotom cihaziyla (Leica 2155, Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) 5 pm kalinlikta seri kesitler alindi. Normal lamlara
alman bir seri kesit hematoksilen-eozin (HE) ile boyanarak histopatolojik olarak
degerlendirildi. Polilizinli lamlara alinan 3 seri kesit ise immunohistokimyasal
boyamalar icin kullanildi. Tiim kesitler kurumalar1 ve lamlarin iizerine tamamen

yapigmalari i¢in bir gece boyunca oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Ertesi glin normal lama alinan bir seri kesit HE boyama asamasi i¢in boyama
kopriilerine dikkatlice dizildi ve boyama prosediiriine alindi. Boyamaya gecilmeden
once kopriiye dizilen preparatlar kesitler iizerindeki parafinin erimesi ve kesitlerin
lamlarin {izerine daha iyi tutunmalari i¢in Onceden 60°C’ye kadar isitilmig etiiv
icerisinde 1,5 saat kadar birakildi. Bu siirenin sonunda etiivden c¢ikarilan preparatlar
boyama iinitesinin oldugu havalandirmali kabine alindi. Boyama {initesinde ilk olarak
kesitler iizerinde bulunan parafin kalintilarinin tamamen uzaklastirilmas: ve kesitlerin
boya almasinin saglanmasi i¢in boyama kopriilerinde bulunan kesitler yaklasik olarak
30’ar dakika siireler ile 3 ayr1 ksilol serisinden gecirilerek deparafinizasyon asamasi
tamamlandi. Bu asamadan sonra dereceleri gitgide azalan ve sirasiyla %100°lik saf
alkolden baslanarak 96, 90, 80 ve 70’lik alkollere gecirilen kesitler tekrar su verilerek
ve rehidre edildi. Rehidre edilen 6rnekler Harris hematoksilenle yaklasik 15 dakika ve
hemen ardindan eozinle yaklasik 3 dakika siireyle siirekli boyanma siddeti kontrol
edilerek boyandi. Boyamasi tamamlanan kesitler bu kez dehidre olmalari i¢in dereceleri
artan ve sirasiyla %70’likten baslayarak, 80, 90, 96 ve 100’liik saf alkollere kadar
gecirilerek kesitlerdeki sularin tekrar alinmasi saglandi. Ardindan ksilol serilerine alinan
kesitler burada parlatildi ve takiben {izerlerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi.

Boylelikle boyama asamasi da tamamlanmis olan preparatlar bir giin boyunca kurumaya
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birakildi. Boylelikle kuruyan preparatlar mikroskop altinda incelenmeye hazir hale
getirildi. Tiim preparatlar tek tek Olympus CX21 model 151k mikroskop altinda lezyonlu
bolgelerdeki reaksiyonlar agisindan incelendi. Tiim o6rneklerden trinokiiler mikroskop
ve gorlntiilleme programlar1 ile mikroskobik dijital fotograflar alinarak bilgisayar

ortamina aktarild.
2.2. immunohistokimya Metodu

Bu ¢alismada immunoperoksidaz inceleme igin streptoavidin-biotin kompleks
peroksidaz metodu kullanildi. Immunhistokimyasal inceleme igin doku oOrnekleri
kaspaz-3 ([Caspase 3/P17/P19 Polyclonal antibody], (Cat No. 19677-1-AP)); HSP-70
(HSP70 Polyclonal antibody, (Cat No. 10995-1-AP) ve TLR-4 (TLR-4 Monoclonal
antibody, (Cat No. 66350-1-Ig) ile boyandi. Her ii¢ primer antikor da Proteintech
(ABD) firmasindan satin alindi ve 1/100 oraninda sukandirilarak kullanildi. Sekonder
kit olarak EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436)
ve kromojen olarak 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kullanildi (Abcam, Ingiltere).
Calismada negatif kontroller olarak kullanilan kesitler i¢in dokular primer antikor serisi

strasinda onun yerine antikor sulandirma sivilariyla inkiibasyona birakildi.

Immunohistokimyasal degerlendirmeler amaciyla alinan ve polilizinli lamlara
cekilen 3 ayri seri kesitte bir giin slireyle oda 1sisinda kurutulduktan sonra 60°C’lik
etiivde 1,5 saat kadar tutuldu ve bu siirenin sonunda etiivden alindi. Kesitler tizerindeki
parafin artiklarmin eritilmesi i¢in tiim kesitler ksilol serilerinden gegirilerek
deparafinize edildi. Ardindan dereceleri azalan ve %100’liikk saf alkolden baslanarak
%70’1ik alkollere kadar alkol serilerinden gecirilerek rehidre edildi. Bu asamanin
ardindan tiim kesitler distile suya alinarak burada 10 dakika kadar bekletildi. Daha sonra
tim kesitler endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla metanol ile
hazirlanmis  %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakikalik bir siire ile
inkiibasyona birakildi. Bu asamanin ardindan tiim kesitler 2 defa 10’ar dakikalik
siirelerle fosfat tampon soliisyonu (PBS) i¢ine alinarak yikama islemi yapildi. Bunun
ardindan tiim kesitler mikrodalga firma alinarak sitrat tampon soliisyonu (pH 6) ile
700’liik ayarda 5 dakika siirelerle iki defa kaynatma islemine tabi tutuldular. Bu islemin
ardindan tiim kesitler 10’ar dakika siireler ile 2 defa PBS icinde yikamaya alindi. Daha
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sonra non spesifik boyanmalar1 6nlemek amaciyla normal serum ile yaklasik 20 dakika
inkiibasyona alindi. Bu asamanin ardindan kesitlerin iizerindeki fazla normal seum
atilarak yikama islemi yapilmadan kesitler iizerine primer serumlar damlatildi ve
+4°C’de buzdolabina alinarak gece boyunca inkiibasyona alindi. Bu asamanin ardindan
tim kesitler yukarida detaylari verilen  sekil ve siirelerle PBS iginde yikamaya
birakildi. Daha sonra biotinli serumla 30 dakika kadar bir siire ile inkiibasyona birakildi.
Bu siirenin sonunda tiim kesitler tekrar PBS icine alinarak 2 defa 10’ar dakikalik stireler
ile yikama islemine tabi tutuldu. Bu islemin ardindan tiim kesitler streptoavidin
soliisyonu ile 30 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra ayni sekil ve
siireyle PBS i¢inde yikamaya alindi. Ardindan 1ml sulandirma soliisyonu i¢in 1 damla
substrat seklinde yeni hazirlanan DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile kontrollii
sekilde inkiibasyona birakilarak reaksiyonun goriiniir hale gelmesi saglandi. Bu asama
mikroskop altinda her bir antikor i¢in ayr1 ayri ve siirekli kontrol edilerek yapildi.
Immunohistokimyasal boyama prosediiriiniin mikrodalga firin icinde kaynatma
asamasinin disindaki biitlin asamalar nemli kamara iginde yapildi. Bu asamanin
tamamlanmasindan sonra tiim kesitler zit boyama i¢in Harris hematoksilen ile 5 dakika
kadar kontrollii olarak boyandi. Dehidrasyon agamasi ardindan ksilol ile parlatilan
kesitler iizerine entellan damlatildi ve lamel kapatildi. Ardinda 1 giin siireyle oda
sicakliginda bekletilen preparatlar kurutuldu ve 151k mikroskobunda incelenecek hale

getirildi.

Immunohistokimyasal boyanmalar 0-3 arasinda skorlandi. Kaspaz-3, TLR-4 ve
HSP-70 immunohistokimyasal boyamasi yapilan lezyonlu bolge kesitleri x20 objektif
altinda immun boyanmalarin yogunluguna ve dagilimima gore degerlendirildi. Pozitif
boyanma yok ise 0, kesitte sadece bir bolgeye sinirlt hafif ya da orta derecede boyanma
var ise +1, kesitte 2-3 bolgede hafif ya da orta derecede boyanma var ise +2 ve kesitte
degisen derecelerde yaygin boyanmalar var ise +3 olarak degerlendirildi. Skorlamalarda
ImageJ programi (version 1.48, National Institutes of Health, Bethesda, ABD) ve
morfometrik analizler ve mikrofotografi icin Database Manual Cell Sens Life Science

Imaging Software System (Olympus Co., Tokyo, Japan) kullanildu.
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2.3. istatistik analizler

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 19.00 programi kullanildi. Pozitif hiicre sayis
icin ve grafiklerin olusturulmasinda ayrica Graphpad prism programdan yararlanildi.
Oncelikle, verilerin dagilim normalligi Shapiro-Wilk testi ile analiz edildi. Verilerin
normal dagilim gosterdigi (P>0.05) tespit edildiginden, gruplar arasi karsilastirmalar tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasi farklarin degerlendirilmesi
icin Duncan testi kullanildi ve P < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Makroskobik Bulgular

Calismaya dahil edilen hayvanlarin 29 oglak ve 8 adedi kuzuydu. Lezyonlar
ozellikle dudaklarda ve kommisuralara yakin kisimlarda lokalize olmustu. Baz1 siddetli
olgularda mermeye kadar uzanan lezyonlar goriildii. Hafif olaylarda hiperemi ve 6dem
ile hafif kabuklanmalar gozlendi. Ancak siddetli olaylarda hayvanlarin agizlarim
kapatmasimi engelleyecek kadar sertlesmis kabuklar, asir1 siskinlik ve catlaklar ile
kanamalar goriildii. Ozellikle siddetli olgularda sekonder enfeksiyonlar sebebiyle
lezyonlarin dil ve damaga kadar ilerledigi de saptandi. Yer yer purulent eksudat veya
pseudomemebranlarin lezyonlu boélgelerde belirgin sekilde bulundugu goriildi. Bu
hayvanlarda gida aliniminin azalmasina bagli olarak zayiflamalar da saptandi. Bazi
hayvanlarda ve ozellikle siddetli olgularda agiz kokusu da dikkati ¢ekti. Hastaligin
ensik dudak bolgesine lokalize oldugu ve 3 ayliktan kiiciik yavrularda insidansin arttig1
saptandi. (Sekil 3.1 — 3.6).

b 4

oy

Sekil 3.1. Ektimal1 bir oglagin agiz ve dildeki lezyonlarinin makroskobik goriiniimii
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Sekil 3.2. Ektimali kegilerde dudak ve mermesinde kabuklu proliferatif lezyonlar

lezyonlarinin makroskobik goriiniimii

Sekil 3.3. Ektimali baska kecilerde dudak ve mermesinde proliferatif lezyonlar

lezyonlarinin makroskobik goriiniimii
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Sekil 3.4. Ektimali kegilerde dudak ve ¢ene lezyonlari ile kabuk uzaklagtirildiktan

sonraki goriiniimleri

Ektimali hayvanlarda lezyonlar
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Sekil 3.5. Calismadaki hayvanlarin lezyonlarinin dagilimi
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Yasa gore dagilim
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Sekil 3.6. Calismadaki hayvanlarin yasa gore dagilimi

3.2. Mikroskobik Bulgular

Calismadaki tiim olgularda karakteristik olarak epiteliyal proliferasyon,
hiperkeratozis ve akantozis gbzlendi. Bu bulgular, epidermisin artmis hiicre tiretimi ve
kalinlasmasiyla uyumlu olup, hastaligin kroniklesme egilimini diisiindiirdii. Ozellikle
epidermisteki hiicrelerd intraepiteliyal balonumsu dejenerasyonlar, hiicre i¢i 6dem
sonucu olusan vakuolizasyonlar siklikla saptandi. Epidermisin belirgin sekilde
proliferasyona ugrayarak dermise dogru girinti ve cikintilar (rete pegs) olusturdugu
dikkati ¢ekti. Bu durum, epidermal hiicrelerin inflamasyona yanit olarak ¢ogaldigini ve
bazal membrana dogru diizensiz bir biliylime gosterdigini diisiindiirdii. Cok sayida
vakada, epidermal hiicrelerde tipik intrasitoplazmik eozinofilik inkliizyon cisimcikleri
gbzlendi. Ayrica olgularin cogunda sekonder bakteriyel enfeksiyona bagli olarak bakteri
kiimeleri dikkati ¢ekti (Sekil 3.7- 3.14).
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Sekil 3.7. Bir oglaka dudakta sekillenmis ektima olgusu olgusunun mikroskobik
goriiniimti, belirgin epitelyamatdz hiperplazi (kalin oklar) ve ortokeratozis (ince oklar),

HE, Bar=200um.

Sekil 3.8 Yukaridaki re
infiltrasyonlar1 (ok), HE, Bar= 100um.
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smin bilylitiilmiis géntﬁsﬁ, lezyonlu bélgede yangisal hiicre

37



“-,}‘-, o« N .(‘_7 » g oa (N :".\‘ s ok b ‘ﬁ.'
Sekil 3.9. Ayni alanin1 daha yakindan goriiniimii, yangisal hiicreler (kalin oklar),

kanama odaklar1 (ince ok) ve epitellerde balonumsu dejenerasyonlar (ok baslari), HE,

Bar= 50um.

Sekil 3.10. Bir oglaktaki ektima olgusunun histopatolojik goriinimii. (A) Tipik
epitelyamatoz hiperplazi (kalin ok). (B) Belirgin ortokeratozis (ince ok) ve (C) tipik
balonumsu dejenerasyona ugramis epitel hiicreleri (ok basi), HE, Barlar A i¢in 200um,

B i¢in 100um, C i¢in 50um.
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Sekil 3.11. Yukaridaki olgunun biiyiitiilmiis goriiniimii, intrasitoplazmik inkliizyon

cisimcikleri (ok), HE, Bar= 50um.
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Sekil 3.12. Bir baska oglaktaki ektima olgusunda piistiil olusumu (ok), HE, Bar= 50pum.

39



Sekil 3.13. Bir baska oglaktaki lezyonlarda belirgin intrasitoplazmik inkliizyon

cisimciklerinin (oklar) goriiniimii, HE, Bar= 50pm.

Sekil 3.14. Bir ektima olgusunda lezyonun {izerinde kalin bir kabuk olusumu, HE, Bar=
200pum.
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3.3.immunohistokimyasal Bulgular
3.3.1. HSP-70 immunohistokimyasal Bulgulari

Ektimali bolgelerin HSP-70 immunohistokimyasal olarak boyanan kesitlerde
Ozellikle mezankimal hiicrelerde ve yangisal hiicrelerde hafif siddette ekspresyonlar
gozlendi. Genel olarak hafif siddette olan ekspresyonlara bazi olgularda epitel

hiicrelerin de de rastlandi (Sekil 3.15- 3.19).

Sekil 3.15. Ektimali bir oglakta mezenkimal hiicrelerde hafif siddette HSP-70

ekspresyonlari (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50um.
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Sekil 3.16. Bir baska ektima lezyonunda yangisal hiicrelerde hafif siddette HSP-70

ekspresyonlari (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50pum.

Sekil 3.17. Ekima lezyonunda bir alandaki yangisal hiicrelerde hafif siddette HSP-70

ekspresyonlar1 (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50pm.
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Sekil 3.18. Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii, yangi hiicrelerinde ekspresyonlar

(ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 20um.
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Sekil 3.19. Lezyonlu alanlarda HSP-70 ekspresy()n skorlar1 ve eksprese eden hiicre
y %
yﬁzdesi
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3.3.2.TLR-4 immunohistokimyasal Bulgulari

Immunohistokimyasal olarak TLR-4 ile boyanan kesitlerde epitel hiicrelerinde,
mezenkimal hiicrelerde ve yangisal hiicrelerde belirgin ekspresyonlar gozlendi. Pozitif
reaksiyona 6zellikle ortokeratotik epitel hiicrelerinde, yangisal hiicrelerde, bes epitel ve
kanal hiicrelerinde ve mezenkimal hiicrelerde belirgin sekilde rastlandi (Sekil 3.20-

3.25).

Sekil 3.20. Lezyonlu bolgede TLR-4 ekspresyonlarinin goriiniimii, epitel ve

mezenkimal hiicrelerde belirgin pozitif reaksiyon (oklar), Streptavidin biyotin

peroksidaz metodu, Bar= 200um.
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Sekil 3.21. Bir baska lezyonlu bolgede TLR-4 ekspresyonlarinin goriiniimii, epitel ve
mezenkimal hiicrelerde belirgin pozitif reaksiyon (oklar), Streptavidin biyotin

peroksidaz metodu, Bar= 200pum.

Sekil 3.22. Yukaridaki resmin yakindan goriiniimii epitel ve mezenkimal hiicrelerde

pozitif immuno reaksiyon (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 100um.
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Sekil 3.23. Ortokeratotik hiicreler ile yangisal hiicrelerde belirgin ekspresyonlar (oklar),

Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50um.

Sekil 3.24. Immunopozitif hiicrelerin (oklar) biiyiitiilmiis goriiniimii, Streptavidin

biyotin peroksidaz metodu, Bar=20um.
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Sekil 3.25. Lezyonlu alanlarda TLR-4 ekspresyon skorlaru-1 ve eksprese eden hiicre

yiizdesi

3.3.3. Kaspaz 3 Immunohistokimyasal Bulgular

Kazpaz-3 immunohistokimyasal bulgular1 degerlendirildiginde lezyonlu
bolgelerdeki epitel hiicrelerinde ve yangisal hiicrelerde belirgin ekspresyonlara
rastlandi. Epidermiste 6zellikle bazal ve spinozum hiicrelerinde ekspresyonlar gozlendi

(Sekil 3.26- 3.33).
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Sekil 3.26. Lezyonlu bolgede epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerde belirgin
ekspresyonlar (oklar) Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 200pum.

Sekil 3.27. Lezyonlu bdlgede epidermisin bazal ve spinozum tabakalarindaki

hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (oklar) Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,

Bar=200um.
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Sekil 3.28. Bir baska alanda epidermisin bazal ve spinozum tabakalarindaki hiicrelerde

belirgin ekspresyonlar (oklar) Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200pum.

Sekil 3.29. Bir baska olguda epitel ve mezenkimal hiicrelerde pozitif

immunoekspresyonlar (oklar) Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50pm.
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Sekil 3.30. Epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerde belirgin ekspresyonlar (oklar)

Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50um.

 m——

Sekil 3.31. Epidermisin spinozum hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (oklar)

Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar=200um.

50



Sekil 3.32. Yukaridaki alanin biyiitiilmiis gorlinimii ve stratum spinozum
tabakasindaki hiicrelerde belirgin ekspresyonlar (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz

metodu, Bar=200um.
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Sekil 3.33. Lezyonlu alanlarda kaspaz-3 ekspresyon skorlar1 ve eksprese eden hiicre

yiizdesi
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4. TARTISMA

Bulasic1 ektima, koyun, kegi ve yabani kiiciik ruminantlarda goriilen bulasici ve
viral bir hastaliktir. Ozellikle yavrulari etkileyen mortalitesi yiiksek olan bir
enfeksiyondur. Agiz ¢evresi, dil, dudak ve burun deligi ¢evresinde sert kabuklu yaralar
ile karakterizedir. Hastalikta goriilen en 6nemli problem agizda olusan yaralar sebebiyle
hastalarin siit emerken, otlarken veya agilda yem tiiketirken hissettikleri agri nedeniyle
yeterince beslenememeleridir. Bu nedenle hem ekonomik hem de verim kaybina yol
acan bir hastaliktir. Ektima hastalig1 temasla bulagmasi, hizli yayilimi ve sekonder
enfeksiyonlara yol ag¢masi nedeniyle oOnemlidir. Bulasici ektima diinya c¢apinda
kiigiikbas hayvanlar arasinda yaygin olarak seyretmektedir. Hastalik yaz sonu, sonbahar
ve kis aylarinda daha fazla goriilmektedir. Kuzu ve oglaklar hastaliga yetigkin
hayvanlara gore daha duyarhidir. Ektima hasar gérmiis deri yoluyla viicuda girmekte ve
epidermal hiicrelerde ¢ogalmaktadir. Hastalik genellikle 6nemli bir mortaliteye sahiptir.
Ektima gen¢ yastaki hayvanlar1 daha ¢ok etkilemektedir. Ektima gen¢ hayvanlarin
disinda ergin koyun ve kegilerde gesitli lezyonlarla karakterize enfeksiyonlar seklinde
goriilmektedir. Kabuklarin dokiilmesi ile etrafa sagilan virus aylarca hatta yillarca
canliligin1 korumaktadir. Konake¢1 bagisikligt hastaligin  siddetini sinirlayan ana
faktordir. Belirli diizeydeki immun yanita ragmen konake¢i tekrar tekrar enfekte
olabilmektedir. Ektima koyun ve kecilerde makulopapiiler, vesikiiler, piistiiler ve
proliferatif lezyonlar olusturarak dudaklar1 ve dudak-burun arasindaki muko-kutandz
bolgeleri etkilemektedir. Enfeksiyona bagli deride multifokal eritem, papiil, vezikiil,
pistiil ve kabuk asamalar1 gelismektedir. Ektima enfeksiyonlarinda kecilerde kronik
pnomoni, arthritis, orta-siddetli lenfadenopati ve multifokal proliferatif dermatitis
sekillenebilmektedir. Sistemik enfeksiyonlarda; gastroenteritis, bronkopndmoni ve
sindirim sistemi bozukluklar1 gelisebilmekte ve trakea da etkilenebilmektedir. Hastalik
genellikle 3-4 hafta siirer ve 1-2 ayda skar dokusu olugmadan iyilesme goriilmektedir.
Hasta hayvanlarda; 6zellikle gen¢lerde gida alimini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Buna
bagl olarak genglerde biliylime bozuklugu, kuzu ve oglaklarda 6liimler gériilmektedir.
Lezyon goriilen hayvanlarin saglikli, asisiz hayvanlardan karantina yoluyla ayrilmasi
gerekmektedir. Siiriilerin otlatildigi meralardaki dikenli otlarin yok edilmesi veya
otlatmada tercih edilmemesi agiz bolgesinde olusabilecek yaralar1 onleyebilmektedir

(Kale ve Atli, 2017).
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Ektima, Parapoxvirus ailesi i¢inde yer alan Orf virusunun neden oldugu zoonotik
ve yaygin bir deri enfeksiyonudur. Cogunlukla koyun ve kegilerde goriilen bu hastalik,
Ozellikle gen¢ hayvanlar1 etkiler ve agiz gevresi, dudaklar, burun ve ayaklarda
proliferatif lezyonlar olusturur (Kale ve Atli, 2017; Ozmen ve Dolu, 2018). Bu
calismada, ektimali hayvanlarin lezyonlu dokularinda TLR-4, HSP-70 ve kaspaz-3
ekspresyonunlari immunohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve bu belirteglerin

ektima patogenezinde aktif bir rol oynadigini saptanmustir.

Bu tez kapsaminda yapilan immunohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
TLR-4"1n 6zellikle epitel ve mezenkimal hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edildigi
gozlemlenmistir. TLR-4, ektima virusunun enfekte ettigi dokularda belirgin olarak
eksprese edilmekte olup, bu durum dogustan gelen bagisiklik sisteminin enfeksiyon
bolgesinde hizli bir sekilde aktive oldugunu goéstermektedir. Ayrica, bu aktivasyonun
sonucunda inflamatuvar sitokin saliniminin tetiklendigi ve makrofaj ile dendritik
hiicrelerin aktive oldugu anlasilmistir. Bu baglamda, epitel hiicreler iizerinde TLR-4

pozitifligi, virusun giris bolgesindeki savunma hattinin bir gostergesidir.

TLR-4’lin, Gram-negatif bakterilerin LPS yapisini tanimasinin yani sira, viral
enfeksiyonlar ve steril inflamasyon gibi ¢ok sayida patofizyolojik siiregte aktif rol
oynadig1 bilinmektedir (Akira ve Takeda, 2004; Kawai ve Akira, 2010; Lu ve ark.,
2008; Yamamoto ve ark., 2003). MyD88-bagimli yol hizli inflamatuvar yanitlarin
baslatilmasindan sorumlu iken, TRIF-bagimli yol interferon iiretimini tesvik eder
(Kawai ve Akira, 2010). Bu iki yolun aktivasyonu, sitokin salinimini, makrofaj ve
dendritik hiicre aktivasyonunu ve enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasini tetikler.
Ektima gibi lokalize enfeksiyonlarda, TLR-4’{in 6zellikle epitel hiicreler ve alttaki
mezenkimal dokularda eksprese edilmesi, bagisiklik yanitinin lezyon bolgesinde
yogunlagtigin1 gostermistir. Elde edilen bulgular bu mekanizmalarla uyumludur. Epitel
dokudaki TLR-4 ekspresyonunun yiiksekligi, literatiirde tanimlanan dokuya 0zgi
bagisiklik savunmasinin bir yansimasi olarak degerlendirilebilir. Ayni1 zamanda, bu
ekspresyonun yalnizca enfekte dokularla sinirli kalmayip mezenkimal dokularda da
saptanmasi, ektima virusunun yayilimina karsi daha genis bir immun savunma yaniti
gelistirildigini ~ distindiirmektedir. Calismada gozlemlenen TLR-4 pozitifliginin

inflamatuvar hiicrelerin yogun olarak bulundugu alanlarda daha fazla olmasi da dikkat
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cekmektedir. Bu durum, TLR-4’{in yalnizca dogrudan enfekte hiicrelerde degil, ayni
zamanda bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda da rol oynadigimi gostermektedir.
Keratinositler ve dendritik hiicreler, TLR-4 aracilifiyla patojen tanima ve sitokin
tretiminde aktif rol oynayarak TLR-4 sinyali, NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerini

aktive ederek proinflamatuvar genlerin ekspresyonunu baslatir (Kawai ve Akira, 2010).

Yapilan arastirmalar, TLR-4 ekspresyonunun kronik inflamatuvar hastaliklarda
ve bazi viral enfeksiyonlarda artis gosterdigini bildirmistir (Beutler, 2000a; Beutler,
2000b). Bu calisma ise TLR-4’lin ektima enfeksiyonunda aktivasyon profiline dair
literatlire katki saglamaktadir. TLR-4’iin 6zellikle enfeksiyonun aktif evresinde yogun
eksprese edilmesi, bu molekiiliin potansiyel bir tan1 ve prognoz belirteci olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. TLR-4'lin ektima patogenezinde hem dogustan
gelen bagisikligin aktive edilmesinde hem de enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
¢ok yonlii bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu durum, giincel literatiirle uyumlu
olup, TLR-4’tin ektima enfeksiyon patofizyolojisindeki kritik konumunu

gostermektedir.

TLR-4’lin ektima hastaliginda lezyonlu bdlgelerde yiiksek diizeyde eksprese
edilmesi, bu reseptoriin dogustan gelen bagisiklik sisteminde merkezi bir rol oynadigini
diistindiirmektedir. TLR-4’tin epitel ve bag dokusu hiicrelerinde saptanmasi,
patojenlerin taninmasinda ve bagisiklik sisteminin yonlendirilmesinde énemli oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu calisma, ayrica TLR-4’{in hem tanisal hem de potansiyel
terapétik bir hedef olarak ele aliabilecegini gostermektedir. Ileriye déniik olarak, TLR-
4 ile iliskili gen ekspresyon analizleri ve fonksiyonel ¢alismalar, ektima ve benzeri
enfeksiyonlarin immunolojik ac¢idan daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu
calismanin sonuglar1 veteriner pratikte, TLR-4 gibi molekiillerin immunohistokimyasal
diizeyde belirlenmesinin enfeksiyonun siddeti hakkinda bilgi verebilecegini
gostermistir. Bu sonuglara gore, TLR-4’li hedef alan terapotik stratejiler, 6zellikle
siddetli inflamasyon durumlarinda ektima gibi hastaliklarda yararli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, TLR-4 antagonisti molekiillerin, asir1 inflamasyon ve
enfeksiyonun baskilanmasinda kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu baglamda,
ektima gibi zoonotik hastaliklarda TLR-4 diizeylerinin belirlenmesi hem koruyucu

hekimlik hem de tedavi protokolleri agisindan 6nemli olabilecegi diisliniilmektedir.
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TLR-4’tin HSP-70 ile ortaklasa hareket ederek inflamatuvar sinyal yollarim
aktive edebilecegi yoniindeki literatiir bilgileri (Multhoff, 2007), bu calismada TLR-4
ve HSP-70'in birlikte degerlendirildigi bulgularla ortiismektedir. Ayn1 zamanda kaspaz-
3 ekspresyonunun da belirgin olmasi, TLR-4’iin yalnizca savunma mekanizmalarini

degil, apoptozis gibi hiicre i¢i yikim siireclerini de tetikledigine isaret etmektedir.

Ektima genellikle zayiflamig bagisiklik sistemi, koti hijyen kosullart ve
travmatik deri hasarlar1 zemininde ortaya c¢ikar. HSP’ler hiicresel stres durumlarinda
sentezlenen koruyucu proteinlerdir. Bu proteinler, hiicre i¢i proteinlerin katlanmasini
kolaylagtirmakta, denatiire olmus proteinleri stabilize etmekte ve hiicreyi apoptotik
yikimdan korumaktadir (Hartl ve ark., 2011). HSP ailesinin en iyi tanimlanmis
tiyelerinden biri olan HSP-70, hem konak hiicre savunmasinda hem de bagisiklik
sisteminin diizenlenmesinde 6nemli roller iistlenmektedir. Viral enfeksiyonlar sirasinda
HSP-70 diizeyleri genellikle artis gostermektedir; bu durum, virusun neden oldugu
hiicresel hasarin bir sonucu olarak yorumlanmistir. Bu enfeksiyon siirecinde konak
hiicreler yogun oksidatif stres, inflamatuar sinyalizasyon ve apoptozis gibi hiicresel
yanitlarla kars1 karsiya kalir. HSP-70 bu siireglerde kritik roller tistlenerek enfeksiyona
kars1 konak savunmasini diizenler (Beere ve ark., 2000; Binder, 2004; Evans ve ark.,

2010; Kampinga ve Craig, 2010; Kiang ve Tsokos, 1998).

HSP-70, hiicresel homeostazin korunmasinda gorev yapan bir molekiiler saperon
olup, protein katlanmasi, agregatlarin ¢6ziilmesi ve proteazom yoluyla yikimi gibi
mekanizmalar1 diizenler (Kampinga ve Craig, 2010; Kiang ve Tsokos, 1998; Mayer ve
Bukau, 2005). Ektima enfeksiyonu sirasinda gozlemlenen artmis HSP-70 ekspresyonu,
bu proteinlerin enfeksiyon kaynakli hiicre stresine karsi hiicre i¢i savunmayi

destekledigini ortaya koymaktadir.

Ayrica, HSP-70’nin  apoptozisin  diizenlenmesinde ve inflamatuvar
sinyallesmenin modiilasyonunda da etkili oldugu bilinmektedir. NF-kB yolagini inhibe
ederek asir1 inflamatuvar yaniti baskilamasi, ektima enfeksiyonlarinda doku hasarmi
azaltict bir etki yaratabilir (Asea, 2003; Beere ve ark., 2000). Bu calisma da HSP-70'nin
yalnizca strese yamit vermekle kalmayip, ayn1 zamanda immun cevabin

diizenlenmesinde de aktif rol iistlendigini gostermektedir.
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HSP-70’nin DAMP o6zelligi gostererek bagisiklik hiicrelerini aktive edebildigi
gosterilmistir (Binder, 2004). Bu baglamda, tezde elde edilen bulgular HSP-70’nin hem
hiicre i¢i koruyucu saperon gorevi gordiigiinii hem de bagisiklik sistemi iizerinden

enfeksiyon yanitini sekillendirdigini géstermektedir.

Bu calismada, ektima hastaligina sahip koyun ve kecilerden alinan lezyon
orneklerinde HSP-70 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.
Bulgulara goére, HSP-70 o0zellikle mezenkimal hiicrelerde ve yangisal hiicre
infiltrasyonlarmin oldugu bolgelerde belirgin sekilde eksprese edilmistir. Epitel
hiicrelerde ise ekspresyon daha smirli diizeyde gozlenmistir. Bu durum, HSP-70’in
enfeksiyon alanindaki hiicresel stres yanitinin 6nemli bir gostergesi oldugunu ve virusa

bagli inflamatuar siireclerle iliskilendirilebilecegini gdstermektedir.

HSP-70 yalnizca hiicresel diizeyde proteostazi korumakla kalmaz, ayni1 zamanda
immun yanitin diizenlenmesinde de rol oynar. Bu protein, dendritik hiicrelerin
aktivasyonunu ve sitokin liretimini uyarir. Ayrica, bazi ¢alismalarda HSP-70’in Toll-
benzeri reseptorlerle (6zellikle TLR-2 ve TLR-4) etkilesime girerek inflamatuvar
yanitlar1  artirabildigi  bildirilmistir  (Multhoff, 2007).  Dolayisiyla, ektima
enfeksiyonlarinda gozlenen HSP-70 artisi, yalnizca pasif bir stres yaniti degil, ayni

zamanda aktif bir immun modiilasyon araci olarak da degerlendirilebilir.

Tez kapsaminda elde edilen immunohistokimyasal veriler, HSP-70’in 6zellikle
epitel ve yangisal hiicrelerde belirgin diizeyde eksprese edildigini ortaya koymustur.
HSP-70, enfekte dokularda stres yanit1 proteinlerinden biri olarak artis gostermistir. Bu
durum, ektima enfeksiyonu sirasinda hiicrelerin maruz kaldigi cevresel ve enfeksiyodz

streslere kars1 koruyucu bir mekanizma olarak yorumlanabilir.

Ozellikle epitel hiicrelerde gdzlenen yogun HSP-70 pozitifligi, bu hiicrelerin
enfeksiyon sliresince termal, oksidatif ve immunolojik strese maruz kaldigin1 ve hayatta
kalmak icin HSP-70 {izerinden bir yanit gelistirdigini gostermektedir. Ayrica yangisal
hiicrelerdeki artis, bagisiklik sisteminin enfeksiyon bolgesindeki aktivasyonuyla
iligskilendirilebilir. Arastirmamizda saptanan pozitif boyanma, enfeksiyona maruz kalan

hiicrelerin HSP-70 iiretimini artirarak hayatta kalma ve doku biitiinliigiinii koruma
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cabasinda oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum, virusun dogrudan sitopatik
etkilerine  karst  hiicresel savunma  mekanizmalarinin  devreye  girdigini
diisiindiirmektedir. Mezenkimal hiicrelerdeki yogun boyanma, bu hiicrelerin

enfeksiyona kars1 daha aktif bir stres yanit1 sergiledigini gostermektedir.

HSP-70’in terapotik potansiyeli de goz Oniinde bulundurulmalidir. Viral
enfeksiyonlarda bu protein hedef alinarak apoptozisin diizenlenmesi veya
inflamasyonun modiile edilmesi miimkiindiir. HSP-70 inhibitorleri, bazi ¢alismalarda
kanser ve enfeksiyon hastaliklar1 i¢in potansiyel ajanlar olarak degerlendirilmistir
(Kampinga ve Craig, 2010; Kiang ve Tsokos, 1998). Bununla birlikte, HSP diizeylerinin

asir1 baskilanmasi hiicresel dengeyi bozabilecegi igin dikkatli yaklagim gerektirir.

Bu ¢alismadan elde ettigimiz ve ektima hastaliginda HSP-70’in roliinii agiklayan
bulgular, protein diizeyinin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesinin tani,
prognoz ve olasi tedavi yonlendirmelerinde kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak
bu gozlemlerin kantitatif diizeyde desteklenmesi ve farkli hastalik evrelerinde
karsilastirmali analizlerin yapilmasi 6nem arz etmektedir. Sonu¢ olarak, HSP-70,
ektima hastaliginin seyrinde hem hiicresel stresin gostergesi hem de bagisiklik yanitinin
bir parg¢asi olarak iglev gormektedir. Bu ¢alismada gosterilen pozitif ekspresyon, enfekte
dokularin biyolojik tepkilerinin bir parcast olup, gelecekteki calismalarda molekiiler
hedef olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Bulgularimiz, ektima hastalig1
patogenezinde HSP-70’nin ¢ok yonlii bir rol oynadigi hem hiicresel stresle miicadelede
hem de immun yanitin regiilasyonunda gorev aldigini goéstermis olup bulgularimiz

HSPlerin diger hastaliklardaki literatiir verileriyle giiglii bicimde desteklenmektedir.

Ektima hastaligi, derin iilseratif lezyonlara yol acan ve genellikle streptokok
veya stafilokok gibi bakterilerinin sekonder olarak karistig1 bir deri enfeksiyonudur. Bu
patolojik siireg¢, enfekte hiicrelerin kontrollii sekilde elimine edilmesini saglayan
apoptozis mekanizmalarin tetikleyebilir. Bu baglamda, kaspaz-3 apoptoziste 6nemli bir
bilesen olarak ektima lezyonlarinin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. Kaspaz-3,
programlanmis hiicre 6limii yani apoptozisin Yyiiriitiici enzimlerinden biridir. Bu
proteaz, cesitli uyarilarla aktive edilen apoptozis yolaklarinda DNA pargalanmasi, hiicre

iskeletinin yikim1 ve hiicresel iceriklerin kontrollii sekilde ortadan kaldirilmasi
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stireclerinde kritik bir rol oynar (Porter ve Jéanicke, 1999). Apoptozis, fizyolojik ve
patolojik durumlarda hiicresel biitiinliigiin korunmasinda etkili bir mekanizma olup,

enfeksiyonlara kars1 gelisen bagisiklik yanitinin 6nemli bir parcasidir.

Virusla enfekte olmus hiicrelerin kontrollii bir sekilde elimine edilmesi, ¢evre
dokulara zarar verilmeden enfeksiyonun sinirlanmasini saglar. Kaspaz-3’iin bu siirecte
aktif olmasi, ektima virusunun immun sistem tarafindan kontrol altina alinmasinda
apoptozun etkin bir savunma mekanizmasi oldugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde,
viral enfeksiyonlarin ¢ogunda kaspaz yolaklarinin aktive oldugu ve enfekte hiicrelerin
apoptozis yoluyla ortadan kaldirildigi bildirilmektedir (Elmore, 2007; Riedl ve Shi,
2004).

Bu calismada kaspaz-3’iin epitel hiicrelerle birlikte mezenkimal hiicrelerde de
pozitif saptanmasi, virusun yalnizca epitel dokuda sinirli kalmayip bag dokulara da
etkide bulundugunu disiindiirmektedir. Ayrica yangisal hiicrelerde go6zlenen
ekspresyon, immun hiicrelerin enfeksiyona verdikleri yanit sirasinda apoptozise
ugradiklarim1 ya da immun yanitin kontrolinde bu mekanizmanin aktiflestigini

diistindiirmektedir.

Literatiirde kaspaz-3’iin enfeksiyonla iliskili hiicre stresi sonucunda aktive
oldugunu ve konak savunmas: agisindan enfekte hiicrelerin secici yikiminmi sagladigi
bildirilmektedir (Kumar, 2007). Tezdeki pozitif bulgular bu goriisle ortiismekte olup,
ektima patogenezinde kaspaz-3’iin énemli bir immun kontrol mekanizmasi oldugunu
ortaya koymaktadir. Tez kapsaminda yapilan immunohistokimyasal analizler, kaspaz-
3'lin ektima lezyonlarinda 6zellikle epitel ve yangisal hiicrelerde yogun olarak eksprese
edildigini ortaya koymustur. Bulgular, enfekte hiicrelerin eliminasyonunda apoptozisin
aktif olarak devreye girdigini ve bu slirecin kaspaz-3 aracilifiyla yonetildigini

gostermistir.

Epitel hiicrelerinde gozlemlenen pozitif kaspaz-3 sinyali, virusun giris ve
replikasyon bolgesinde enfekte hiicrelerin kontrollii yikimina isaret etmektedir. Ayni
sekilde yangisal hiicrelerde de tespit edilen ekspresyon, inflamasyonun regiilasyonu

acisindan apoptotik mekanizmalarin aktif rol oynadigini diistindiirmektedir.
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Kaspaz-3, hem ekstrinsik (6lim reseptorii aracili)) hem de intrinsik
(mitokondriyal) apoptozis yolaklarmin ortak son asamasinda yer alir ve substrat
proteinlerin parcalanmasini saglayarak hiicresel Oliim siirecini tamamlar (Porter ve
Janicke, 1999; Elmore, 2007). Tez bulgularinda saptanan Kaspaz-3 aktivitesi, bu

apoptotik siirecin ektima enfeksiyonu sirasinda aktiflestigini dogrular niteliktedir.

Kaspaz-3’iin sadece hiicre oliimii ile degil, yara iyilesmesi ve rejeneratif
siireclerle de iliskili olabilecegi gosterilmistir. Ayrica diisiik diizeyde kaspaz-3
aktivitesi, dokuda proliferatif yanitlar1 tetikleyerek reepitelizasyonu destekleyebilir (Li
ve ark., 2010). Bu agidan tez bulgulari, kaspaz-3’iin hem hiicre temizligi hem de doku

onarimi siireclerinde ikili rol oynadigini desteklemektedir.

Bu  calismada, ektima  lezyonlarinda  kaspaz-3 ekspresyonunun
immunohistokimyasal olarak yiiksek oldugu saptanmistir. Ozellikle epitelin bazal
tabakasindaki hiicrelerde ve yangisal infiltrasyon alanlarinda yogun pozitiflik
izlenmistir. Bu bulgular, enfeksiyonun neden oldugu hiicresel stres ve bagisiklik
yanitina bagli olarak apoptozis siirecinin aktif hale geldigini gostermektedir.
Calismamizin sonuglari, kaspaz-3’lin ektima hastaliginda sadece apoptozis degil, ayni
zamanda inflamasyon modiilasyonu ve doku yenilenmesine katki saglayan c¢ok islevli
bir rol {stlendigi hem histolojik bulgular hem de gilincel bilimsel verilerle

desteklenmistir.

Apoptozisin hastalik kontroliindeki rolii ¢ift yonlii olabilir. Bir yandan enfekte
hiicrelerin ortadan kaldirilmasiyla hastalifin yayilimi sinirlandirilirken, diger yandan
asir1 apoptozis doku hasarin artirabilir (Elmore, 2007; Kumar, 2007; Porter ve Janicke,
1999). Bu nedenle kaspaz-3’iin diizenlenmis ekspresyonu, hastaligin siddeti ve seyri
tizerinde belirleyici olabilir. Bu baglamda, ektima lezyonlarinda kaspaz-3 aktivitesinin
degerlendirilmesi, hastaligin immunolojik dinamikleri hakkinda o©nemli bilgiler

sunmaktadir.

Klinik acidan degerlendirildiginde, kaspaz-3 gibi apoptozis belirteglerinin
immunohistokimyasal olarak tespiti, enfeksiyonun siddeti, siiresi ve tedaviye yanit1 gibi

parametrelerin izlenmesinde kullanilabilir. Ayrica, apoptozis diizenleyicilerine yonelik
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tedavi yaklasimlart da gelecekte ektima benzeri enfeksiyonlarda etkili olabilir. Bu
calismada kaspaz-3’tin ektima lezyonlarinda yiliksek diizeyde eksprese edildigi
gosterilmistir. Bu durum, virusla enfekte hiicrelerin apoptozis yoluyla ortadan
kaldirildigin1 ve apoptozisin konak savunmasinda aktif rol oynadigini desteklemektedir.
Kaspaz-3, hem tamisal hem de terapdtik acidan Onem tasiyan potansiyel bir

biyobelirtectir.

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen bulgular ektima lezyonlarinda TLR-4,
HSP-70 ve kaspaz-3’iin 6nemli dl¢iide eksprese edildigini géstermistir. Bu bulgular her

ti¢ belirtecin de ektima patojenezinde rol oynadig ilkkez saptanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kii¢liik ruminantlarda olduk¢a bulasict ve Onemli ekonomik
kayiplara sebep olabilen bir hastalik olan ektimada TLR-4, HSP-70 ve kaspaz-3
ekspresyonlart immunohistokimyasal olarak ilk kez incelenmistir. Calismanin
bulgular1 her ii¢ belirtecin de lezyon bdlgesinde belirgin sekilde arttigini
gostermistir. Bu veriler ektima patojenezinde TLR-4, HSP-70 ve kaspaz-3’iin

onemli rol oynadigini ortaya koymustur.

Bu viral ve 6nemli hastalikta en 6nemli koruma 6nlemi asilamadir. Ancak bazen
asilamadan Once hastalik sekillenmekte veya asilamalara ragmen immun sistemi
deprese hayvanlarda hastalik sekillenmektedir. Ozellikle yavrularda agiz ve
dudaklarda sekillenen proliferatif ve enfekte lezyonlar sebebiyle 6nemli yavru

kayiplar1 olugsmakta ve birgok siddetli vakada tedavi etkisiz kalmaktadir.

Son zamanlarda hem insan hem de hayvan hastaliklarinda klasik tedaviye
alternatif tedaviler aranmaktadir. Bunlar arasinda hastaliklarda artan proteinlerin

inhibisyonuna yonelik tedaviler 6nem ¢ikmaktadir.

Ayrica oOzellikle salgin durumlarinda heniiz lezyonlar sekillenmeden Once
enfekte hayvanlarin tespiti, teshis ve tedavi i¢in dnemlidir. Tiim bunlar g6z oniine
alindiginda bu ¢alismanin sonuglart TLR-4, HSP-70 ve kaspaz-3’iin ektima teshis ve
tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir. Bu konuda preklinik ve klinik

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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