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Kopek genclik hastalig: virusu ile dogal olarak enfekte kopeklerin
serebellumunda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonu
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Ozet: Bu calismanin amaci, kopek genglik hastaligi virusu (KGHV) ile dogal olarak enfekte kopek serebellumlarinin beyaz
maddesinde demyelinasyonla karakterize alanlarda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve nitrotirozin (NT) ekspresyonunun
immunohistokimyasal olarak incelenmesidir. Calismada, KGHV ile 14 adedi akut ve 9 adedi kronik olmak iizere toplam 23 adet
dogal enfekte ve 6 adet enfekte olmayan kontrol kdpek serebellumu kullanildi. KGHV enfeksiyonu histopatolojik ve immunohisto-
kimyasal olarak serebellumun beyaz maddesindeki glial hiicrelerde viral antijen varligina dayanilarak dogrulandi. KGHYV ile enfekte
serebellumlar Luxol Fast Blue boyama ile demyelinasyonun siddetine gore hafif (n=7), orta (n=9) ve siddetli (n=7) olarak siiflandi-
rildi. KGHYV, iNOS, NT ve glial fibriler asidik proteinin (GFAP) immunpozitifligi ve immunolokalizasyonunu belirlemek i¢in strep-
tavidin-biotin-peroksidaz teknigi kullanildi. KGHV immunopozitifligi enfekte kopek serebellumlarinin beyaz maddesindeki astrosit-
lerde, oligodendrositlerde ve graniiler noronlarda goriildii. Kontrol serebellumlarda iNOS ve NT immun pozitifliginin bulunmadigi,
enfekte kopek serebellumlarinda ise glial hiicrelerde 6zellikle astrositlerde immunopozitiflik oldugu belirlendi. iNOS immunop ozitif
astrosit sayisinin kronik olgularda akut olgulara gore 6nemli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Hem iNOS ve hem de NT
immunopozitifligi gemistositik astrositlerde goriildii. Demyelinasyon alanlarmin digindaki bolgelerde iNOS ve NT immunopozitifli-
gine rastlanilmadi. Demyelinasyon alanlarinda iNOS immunopozitif hiicre sayis1 dnemli derecede yiiksekti (p<0.05). Bu bulgular,
KGH’daki demyelinasyonun derecesi ile iNOS immunopozitifliginin diizeyi arasinda bir iliskinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Demyelinasyon, iNOS, kopek genclik hastalig1 virusu, serebellum.

Inducible nitric oxide synthase expression in cerebellum of dogs naturally infected with canine
distemper virus

Summary: The aim of this study is to investigate of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and nitrotyrosine (NT) expression
in the cerebellum of dogs naturally infected with canine distemper virus (CDV), a disease characterized by demyelination in the
white matter of the cerebellum. Cerebellum samples collected from naturally infected twenty-three which were 14 acute and 9
chronically infected. with CDV and six non-infected dogs. The presence of CDV infection was confirmed using histopathology and
immunohistochemical localization of CDV antigen in glial cells of the white matter of the cerebellum. The CDV infected cerebella
were also categorized Luxol Fast Blue staining according to the severity of demyelination as mild (n=7), moderate (n=9), and severe
(n=7). The streptavidin-biotin-peroxidase technique was used to detect immunolocalisation of the CDV antigen, iNOS, NT and glial
fibrillary acidic protein (GFAP). CDV antigens, immunopositive astrocytes, oligodendrocytes and granular neurons were seen in the
white matter of the infected dogs. In the control dogs, INOS and NT immunopositivity were not seen in the white matter of the
cerebellum. In CDV infected dogs, iINOS immunopositivity was observed especially in astrocytes in white matter of cerebellum. The
number of iINOS immunopositive astrocytes were significantly higher in chronic cases compared to acute cases of CDV infected dogs
(p < 0.05). INOS immunopositive gemistocytic astrocytes were also immunopositive for NT. iNOS and NT immunopositivity was
not detected outside the region of the demyelinated areas. The iINOS immunopositive total cell number was found to be significantly
higher in severely affected demyelination areas (p < 0.05). These data indicated that there was a relationship between degrees of the
CDV associated with demyelination and the level of INOS immunopositivity in the glial cells.
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Giris akut yangisal olmayan ve kronik yangisal safha olmak
Kopek genclik hastaligi viriisii (KGHV) merkezi iizere iki evre belirlenmistir (39, 45). Baz1 ¢alismalarda
sinir sisteminin beyaz ve gri maddesinde multifokal lez- ~ subakut evre de tanimlanmustir (38, 44). Kronik yangisal

yonlara neden olur (37). Beyaz maddedeki lezyonlar evredeki demyelinasyonun mikroglialarla anti-viral anti-
ilerleyici bir demyelinasyonla karakterizedir (28,40). korlarln_ etkilesimi Sonra_Smda sekillene_bi_lecegi dﬁsﬁr_lﬁl-
KGHYV tarafindan sekillendirilen demyelinasyon siirecinde ~ mektedir. Akut demyelinasyon evresinin direkt virus
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etkisiyle oldugu ve oligodendrositlerle smirli oldugu ileri
striilmiistiir. Bununla birlikte demyelinasyonun tam
mekanizmasi hala bilinmemektedir (12, 40).

Nitrik oksit (NO) serbest radikal bir gaz olup me-
meli dokularinda nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araci-
lig1 ile L-argininden sentezlenir (27). Son yillardaki ¢a-
ligmalar ile NO’in kaslarin gevsemesi, néronal aktivite ve
immun modiilasyon gibi fizyolojik fonksiyonlara sahip
oldugu ortaya konmustur (10). NO olusumundan sorumlu
3 enzim formu belirlenmistir. Bunlardan néronal NOS
(nNOS), endotelial NOS (eNOS) teskil edici formu iken
iictinciisti indiiklenebilir NOS (iNOS)’dur. iNOS patolo-
jik durumlarda makrofaj, monosit ve aktive olmus astro-
sitler tarafindan tiretilmekte, dolayisiyla iNOS’un bir ¢ok
patolojik siiregte rol aldigi bilinmektedir (20, 24). NO
hiicre i¢i uyarim ve sinirler arasi iletimde rol almaktadir
(25). iNOS’un deneysel otoimmun (5), bakteriyel (17) ve
viral (22) meningoensefalitis olgularinda eksprese oldugu
rapor edilmistir. NO’in asir1 {iretimi ve birikimi yangisal
norodejeneratif olaylarda ndron igin zararlt olup iNOS
artist ve NO iretimini bloke edebilen ajanlar ndronal
korunmay1  saglayabilmektedir. iNOS’un  demye-
linasyonla iliskisi in vitro olarak gosterilmistir (9, 32)
fakat in vivo ¢alisma sayis1 simirhidir (30). Multiple skle-
roz (MS) hastaliginda olabilecek akut hasara bagh geli-
sen demyelinasyonda NOS ekspresyonu artmis fakat bu
daha ¢ok demyelinasyon sekillenen alanlara uzak oldugu
i¢in arastirmacilar direkt olarak NO’in demyelinasyonla
iliskisini kanitlayamamuslardir. Hatta akut demyelinasyon
olaylarinda NO’in demyelinasyondan ziyade remyelinas-
yona muhtemel bir katkisinin olabilecegi yoniinde fikir
belirtmislerdir (21, 32). NO’in diger bircok yangisal
sitokinle uyum i¢inde g¢alisarak sinir dokusunda dejene-
rasyona yol actigma dair veriler mevcuttur. Daha da
onemlisi peroksinitrit gibi kendisinden daha toksik yan
iriinleri {ireterek hiicre duvarlarmma zarar vermektedir.
Zira, KGHV’nun yol agtigi demyelinasyonun sadece
oligodendrosit kaybina bagli olmadigi, hatta demyelinas-
yonun oligodendrosit kaybindan 6nce sekillenmeye bas-
ladig1 konusunda goriisler mevcuttur (28, 40).

Nitrik oksitin anti-proliferatif ve sitotoksik etkisi
iNOS’1in aktive olmast sonucu olusan yiiksek seviyeler-
deki NOS’in devaml iiretimi ile iligskilendirilmistir. K6-
pek genclik hastaliginda demyelinasyonun baslamasi ve
ilerlemesi hala bir aragtirma konusudur. Dolayisiyla bu
arastirmada NO’in KGHV enfeksiyonunda sekillenen
demyelinasyonla olan iligkisi arastirilmis, ayrica peroksi-
nitrit olusumu igin kesin kamit sayilan nitrotirozin eksp-
resyonu da immunohistokimyasal olarak incelenmistir.

Materyal ve Metot
Calisma diizeni ve orneklerin alinmasi: Calisma
materyalini, KGHV ile 14 adeti akut ve 9 adeti kronik
olmak tizere toplam 23 adet dogal yolla enfekte ve 6 adet
virusla enfekte olmayan ve sinirsel bulgu gostermeyen
farkli nedenlerden dolayr 6lmiis kdpek serebellumu olus-

turdu. Serebellum drnekleri %10’luk tamponlu formalde-
hit soliisyonunda tespit edilip alkol ve ksilol serilerinden
gecirilerek parafinde bloklandi ve 6 pm kalinliginda seri
kesitler alindi. Rutin olarak birer kesit hematoksilen
eozin (H&E) ile boyandi ve lezyonlu dokular KGHV
antijeninin gosterilmesi igin virusa karst hazirlanmisg
ticari antikorlarla immunohistokimyasal olarak boyandi.
Hastaligin sathasi lezyonlara bakilarak akut, subakut ve
kronik olarak siniflandirildi (41). Akut lezyonlar yangisal
hiicre infiltrasyonlarinin olmadigi degisen derecelerdeki
demyelinasyon ile karakterize idi. Subakut lezyonlarda
demyelinasyonla birlikte orta derecede perivaskiiler hiic-
re infiltrasyonu ve mikroglia ve astrosit proliferasyonunu
iceren reaktif degisikliklerle iligkiliydi. Kronik lezyonlar
ise kalin perivaskiiler hiicre infiltrasyonlari, beyaz mad-
denin giive yenigi tarzindaki siddetli demyelinasyonu ve
fazla miktardaki makrofaj ile karakterize idi. Bu sinifla-
madan farkli olarak demyelinasyonun siddeti Luxol fast
blue (LFB) boyama yapilan serebellum kesitlerinde top-
lam demyelinasyon alaninin beyaz maddeye yiizde ora-
nina bakilarak yapildi. Demyelinasyon oran1 % 5’in alt1
+1, % 5-20 aras1 +2 ve % 20’nin {izeri +3 olarak deger-
lendirildi. Alian diger kesitlere iNOS, nitrotirozin (NT)
ve GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein) ekspresyonunu
gostermek i¢in streptavidin-biotin-peroksidaz (SABP)
immunohistokimya metodu uygulandi.

KGHV nun dagilimi i¢in degerlendirme: 1-2 adet
kii¢iik fokal alanda virus immunopozitifligi +1, 3-7 adet
kiigiik fokal alanda virus immunopozitifligi +2 ve 8 ve
tizeri fokal alanlarda ya da yaygin virus immuno-
pozitifligi +3 olarak degerlendirildi.

GFAP, iNOS ve NT dagilimi icin degerlendirme:
x40 objektif biiylitmede 10 adet demyelinasyon alanin-
dan immunopozitif hiicre sayildi ve toplam sayr ona
boliinerek birim alandaki ortalama pozitif hiicre sayilar
hesaplandi. Enfekte ve saglikli serebellum kesitleri, akut,
subakut ve kronik enfekte kesitler ve demyelinasyon
siddeti ile hiicre sayilar1 arasindaki iliski istatistiki olarak
kiyaslandi.

Immunohistokimya prosediirii:  Immunohistokim-
yasal boyamalar igin kesitlerde streptavidin-biotin im-
munohistokimya kiti (Zymed Histostain Plus Bulk Kit,
cat. no. 85-9043, San Francisco, CA) kullanildi. Parafin
kesitler once iki kez ksilende 10’ar dakika bekletilerek
parafini giderildi, sonra mutlak alkol, % 96 ve % 70’lik
alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi. Tiim agsama-
lar nemli ortamda ve oda 1sisinda gergeklestirildi. Yika-
malarda fosfat tamponu (pH 7.4) kullanildi. Endojen
peroksidaz aktivitesi distile sudaki % 3’liik H,0, ile 5
dakika bekletilerek giderildi. Kesitler formaldehit solus-
yonuna bagli perdelenmis antijenik yapiyr aciga cikar-
mak i¢in sitrat tamponlu (pH 6.0) antijen retrieval soliis-
yonu ile (Dako; cat. no. S1699, Glostrup Denmark) mik-
rodalga firinda 600 watt’da 25 dakika tutuldu ve sogutul-
du. Spesifik olmayan antijenik baglanmalari engellemek
igin % 5°lik ke¢i serumunda 5 dakika tutulduktan sonra
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primer antikorla (KGHV, iNOS, NT ve GFAP) +4 °C’de
bir gece inkiibe edildi. Kesitler sekonder antikorla 20
dakika muamele edildikten sonra enzim ile 20 dakika
inkiibe edildi ve takiben 3 amino ethyl carbazole (AEC)
kromojeni ile 10-15 dakika (mikroskop altinda kromoje-
nin reaksiyonu kontrol edilerek) muamele edildi. Kesitle-
rin son olarak Mayer’s hematoksilen ile 1-2 dakika karsit
boyamalar1 yapildi, distile su ile yikandi ve su bazli im-
mun yapistirici ile yapistirildi.

Goriintii Analizi: Demyelinasyon alanlarindaki im-
munopozitif hiicre sayilari mikroskop kullanilarak goriin-
tii analiz sistemi ile degerlendirildi (Bs200Pro Goriintii
Analiz Sistemi, BAB software, Ankara, Tirkiye). Kirk
objektif biyiitmede toplam 10 alan segilerek analizleri
yapildi.

Istatistiksel Analiz: Histopatolojik inceleme sonug-
larinin istatistiksel degerlendirmesinde Mann-Whitney U
ve one-way ANOVA testleri kullamildi (29). Enfekte
kopeklerde KGHV’nun dagilimi, demyelinasyon orant,
iNOS immunopozitif hiicre sayisi, NT immunopozitif
hiicre sayis1 ve GFAP immunopozitif hiicre sayisi arasin-
daki iliskiler Pearson korelasyon analizi ile incelendi.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Histopatolojik bulgular: Hematoksilen eozin ile bo-
yanan serebellum kesitlerindeki lezyonlara bakilarak 14
olgunun akut diger 9 olgunun ise kronik sathada oldugu
saptandi. KGHYV ile enfekte kopeklerin serebellumlarinda
kiiglik sinirli odaklardan, yaygin giive yenigi tarzina
kadar degisen derecelerde demyelinasyon alanlarina
rastlandi. Intraniiklear ve intrasitoplazmik inkliizyon
cisimcikleri siklikla gézlendi. Demyelinasyon alanlarinda

astrositozis, astrogliozis ve mikroglial hiicre proliferas-
yonlart yaninda gemistositik astrositler, gitter hiicreleri
ve sinsityal hiicrelere de rastlandi. Kronik lezyonlarda
belirgin olarak perivaskiiler monontiklear hiicre infiltras-
yonlar1 bulunmaktaydi.

KGHYV igin immunohistokimya sonuglarr: Kontrol
grubunun beyinleri KGHV antijeni i¢in negatifti. KGHV
ile enfekte serebellumlarda viral antijen diffuz ya da
multifokal dagilim gostermekteydi. KGHV immuno-
reaktivitesine beyaz maddedeki 0zellikle astrositlerde
(Sekil 1) ve daha az olarak noéronlar (Sekil 2) yaninda
mikroglialar ve subependimal hiicrelerin sitoplazmala-
rinda rastlandi. Viral antijenin dagilimina goére yapilan
degerlendirmede 7 kopekte +1 diizeyinde, 9 kopekte +2
diizeyinde ve 7 kopekte +3 diizeyinde oldugu belirlendi.

Luxol fast blue boyama sonuglari: Demyelinas-
yonun varligi luxol fast blue boyama ile kontrol edildi.
Myelinasyona iliskin olarak kontrol kdpeklerin serebel-
lumlarindaki boyamalarda beyaz maddenin koyu mavi
renkte ve homojen boyandigi gozlendi. Demyelinasyon
alanlarinda ise koyu mavi renkte boyanmalarin myelin
kaybinin siddetine gore acildigi ve yer yer tamamen
kayboldugu goriildii (Sekil 3). Bazi alanlarda Gitter hiic-
relerinin sitoplazmalarinda Luxol fast blue pozitif mater-
yal dikkati ¢ekti. Bu boyama sonuglarma goére 7 kdpegin
serebellumunda hafif (+1), 9 kdpeginkinde orta (+2) ve 7
kopeginkinde siddetli (+3) diizeyde demyelinasyon sekil-
lendigi belirlendi.

GFAP igin immunohistokimya sonuglari: GFAP
immunoreaktivitesi astrositlerde sitoplazmik boyanma
seklinde gorildi. GFAP boyanmasi kontrol Kesitlerde
astrositlerin ¢ekirdegin etrafinda belli belirsiz olan sitop-
lazma alanina sinirh iken, enfekte hayvanlara ait kesitler-
de 6zellikle oldukga bol sitoplazmaya sahip gemistositik
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Sekil 1. Serebellumun beyaz maddesinde Kopek Genglik Hastaligina iliskin viral antijen immunopozitifligi (ok baslart) ve bunlardan
bazilarinda intraniiklear inkliizyon cisimciklerindeki immunopozitiflik (oklar), SABP-AEC, x360.
Figure 1. Canine distemper virus (CDV) antigen immunoreactive cells (arrow heads) and intranuclear inclusion body (arrows) in

white matter of the cerebellum, SABP-AEC, x360.

Sekil 2. Kopek Genglik Hastaligina iliskin serebellumdaki néronlarin sitoplazmasinda viral antijenin immunopozitifligi (oklar),

SABP-AEC, x180.

Figure 2. CDV antigen immunoreactive neuron cytoplasms (arrows) in the cerebellum x180. SABP-AEC, x180.
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Sekil 3. KGHYV ile enfekte serebellumun beyaz maddesinde demyelinasyon alani (asteriks). LFB, x180.
Figure 3. Moderate demyelination area (asterix) in white matter of infected cerebellum. LFB, x180.

Sekil 4. Serebellumlarin beyaz maddesinde demyelinasyon alanlarinda GFAP immunopozitif astroglial hiicreler (oklar). SABP-AEC, x180.
Figure 4. GFAP immunopositive astroglial cells (arrows) in demyelination area of white matter of the cerebellum. SABP-AEC, x180.
Sekil 5.Serebellumun beyaz maddesindeki demyelinasyon alanlarinda iNOS immunopozitif glial hiicreler (tipik reaktif astrosit mor-
folojisine sahip) (oklar) ve iNOS immunonegatif Gitter hiicreleri (ok baslarr). SABP-AEC, x360.

Figure 5. iNOS immunopositive glial cells (typical morphology of reactive astrocytes) (arrows) and iNOS immunonegative Gitter
Cells (arrow heads) in demyelinating area of white matter of the cerebellum. SABP-AEC, x360.

Sekil 6. KGHV ile enfekte kopeklerin serebellumunun beyaz maddesindeki perivaskiiler mononiiklear hiicrelerden bazilarinda iNOS
immunopozitifligi (oklar). SABP-AEC, x180.

Figure 6. iINOS immunopositivity in some perivascular phagocytes (arrows) in the cerebellar white matter of a CDV infected dog.
SABP-AEC, x180.

Sekil 7. KGHYV ile enfekte kopeklerin serebellumunun beyaz maddesindeki glial hiicrelerde (tipik reaktif astrosit morfolojisine sahip)
NT immunopozitifligi (oklar). SABP-AEC, x180.

Figure 7. NT immunopositivity in glial cells (typical morphology of reactive astrocytes) (arrows) the cerebellar white matter of a
CDV infected dog. SABP-AEC, x180.

Sekil 8. KGHYV ile enfekte kopeklerin serebellumunun beyaz maddesindeki perivaskiiler fagositik hiicrelerden bazilarmin sitoplaz-
malarinda NT immunopozitifligi (oklar). SABP-AEC, x180.

Figure 8. Cytoplasmic NT immunopositivity in some perivascular phagocytes (arrows) of the cerebellar white matter of a CDV
infected dog. SABP-AEC, x180.
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astrosit sitoplazmalarindaydi (Sekil 4). Bu reaktivite
demyelinasyonun siddeti ile ters orantiliydi.

iNOS igin immunohistokimya sonuglari: iINOS im-
munoreaktivitesi kontrol kopeklerde goézlenmezken,
KGHYV ile enfekte kdpeklerin beyaz maddesindeki dem-
yelinasyon alanlarinda yer alan gemistositik (reaktif)
astrositlerde (Sekil 5) ve az sayidaki perivaskiiler mono-
niiklear yangi hiicrelerinde (Sekil 6) pozitifti. INOS im-
munoreaktivitesinin  6zellikle intraniiklear inkliizyon
cisimciklerinin goriildiigii astrositlerde pozitif oldugu
gozlendi. Mikroglial kokenli Gitter hiicreleri iNOS yo6-
niinden immunohistokimyasal olarak immunonegatifti.

NT i¢in immunohistokimya sonuglari: iINOS igin
immunopozitif gemistositik astrositler NO tiirevi olan
peroksinitrit ve nitritin protein nitrasyonunu yansitan NT
icin de immunopozitifti (Sekil 7 ve 8). iNOS sunulu-
munda oldugu gibi gemistositik astrositlerin ¢ogunda ve
perivaskiiler mononiiklear hiicrelerin bazilarinda sitop-
lazmik NT immunopozitifligi gozlenirken, mikroglial
kokenli Gitter hiicreleri immunonegatifti.

Istatistik sonuglari: Akut ve kronik enfekte grupla-
rin iNOS immunopozitif hiicre sayilart ve NT immuno-
pozitif hiicre sayilarina iligkin istatistiki degerlendirme
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Mann-Whitney U testi ile yapilmig olup (Tablo 1) hem
iNOS ve hem de NT immunopozitifli§i yoniinden akut
ve kronik donem arasinda p<0.001 oraninda farklilik
oldugu belirlendi.

Enfekte kopeklerde KGHV’nun dagilim orani, de-
myelinasyon orani, iNOS immunopozitif hiicre sayilari,
NT immunopozitif hiicre sayillart ve GFAP im-
munopozitif hiicre sayilar1 arasindaki iligkiler Tablo 2’de
sunuldu. Pearson korelasyon testine gore KGHV ile
demyelinasyon orani arasinda, iNOS ile NT immuno-
pozitif hiicre sayilar1 orani arasinda p<0.01 diizeyinde ve
demyelinasyon orani ile iNOS immunopozitif hiicre
sayilar1 orani arasinda p<0.05 diizeyinde pozitif bir ilis-
kinin oldugu anlasildi(Tablo 3).

Tartisma ve Sonuc¢

Demyelinizan ensefalitis sekillendiren KGHV en-
feksiyonu, MS gibi etiyolojisi bilinmeyen diger demyeli-
nizan hastaliklarin patogenezini arastirmak i¢in uygun bir
modeldir (6). KGHV enfeksiyonunda belirgin bir astrosi-
tozis ve simirl bir astrogliozis oldugu belirtilmektedir (2,
26). Mutinelli ve ark. (28), demyelinasyon alanlarindaki
astrositlerdeki virus varliginin asir1 oldugunu, astrositle-

Tablo 1. Immunohistokimyasal testlerde kullanilan primer antikorlar.

Table 1. Primary antibodies used for immunohistochemical tests.

Antikor  Antikor tiirii Antikor  Antijen geri alma yontemi Kullanilan ~ Inkiibasyon Uretici firma
konagi diliisyon stiresi

CDV Monoklonal Fare Sitrat tamponlu soliisyonda 1/256 4°C bir gece ve  Serotec, Birlegik
600watt 15 dk 21°C 30 dk Krallik

iNOS Monoklonal Fare Sitrat tamponlu soliisyonda 1/64 4°C bir gece ve  Abcam, ABD
600watt 15 dk 21°C 30 dk

NT Monoklonal Fare Sitrat tamponlu soliisyonda 1/256 4°C bir gece ve  Millipore, Kanada
600watt 15 dk 21°C 30 dk

GFAP Poliklonal Tavsan Sitrat tamponlu soliisyonda 1/512 4°C bir gece ve  Abcam, ABD
600watt 15 dk 21°C 30 dk

Tablo 2. KGHYV ile akut ve kronik enfekte gruplarin iNOS ve NT immunopozitif hiicre sayilari.
Table 2.iNOS and NT immunopositive cell counts in acute and chronic CDV infected groups.

KGHYV ile akut enfekte

KGHYV ile kronik enfekte

iNOS
NT

7.00+1.03%*
8.85+2.00%*

17.394£3.10
21.51+4.75

**: p<0.001; *: p<0.01 (Mann-Whitney U test).

Tablo 3. Enfekte kopeklerde KGHV immunopozitifligi, demyelinasyon orani, iNOS, NT ve GFAP immunopozitif hiicre sayilari

arasindaki korelasyon. ** p<0.01; * p<0.05 (Pearson korelasyon).

Table 3. The correlations of CDV immuopositivity, demyelination ratio, iNOS, NT and GFAP immunopositive cell counts in infec-

ted dogs. ** p<0.01; * p<0.05 (Pearson correlation).

KGHYV immunopozitifligi Demyelinasyon iNOS NT GFAP
orant
KGHV immunopozitifligi 1.00 0.536** 0.333 0.191 0.003
Demyelinasyon orani 0.536** 1.00 0.429* 0.354 -0.233
iNOS 0.333 0.429* 1.00 0.658** 0.142
NT 0.191 0.354 0.658** 1.00 0.295
GFAP 0.003 -0.233 0.142 0.295 1.00
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rin KGHYV icin hedef hiicreler oldugunu rapor etmisler-
dir. Literatiir bulgular1 ile uyumlu olarak bu ¢alismada da
ozellikle astrositlerde olmak tizere glial hiicrelerde ve
ndronlarda immunohistokimyasal olarak viral antijene
rastlandi. KGHV enfeksiyonunda MSS’deki astrositik
yanita bagli olarak GFAP immunoreaktivitesinde artis
olmaktadir (28, 11, 18). Bu galigmada, astrositoza iligkin
GFAP immunoreaktivitesinde artig belirlenmis olup,
demyelinasyon oranmi ile GFAP immunopozitif hiicre
sayilarinin orani arasinda negatif bir korelasyon oldugu
fakat istatistiki olarak anlamli olmadig1 saptandi. GFAP
immunopozitif hiicre sayilarinin orani ile demyelinasyon
arasindaki negatif korelasyonun muhtemel nedeni GFAP
immunopozitif astrositlerin myelinasyonda rol oynayan
bazi norosteroidleri sentezlemeleridir (46, 47). Astrosit
sayisindaki azalmaya bagli muhtemelen myelinasyonda
rolii olan maddelerin miktarlarinda azalma olacak ve
myelin kayiplar sekillenebilecektir.

NO’in néropatolojik siiregte, Alzheimer hastaligin-
da ve serebral iskemide rol oynadigi rapor edilmistir (1,
15). MSS’de myelin ve oligodendrosit hasarinda potansi-
yel 6nemli mekanizmalardan biri aktive olmus hiicreler
tarafindan NO iiretimidir. NO iireten hiicrelerin aktif MS
plaklarinin ¢evresinde bol miktarda bulunan hipertrofik
astrositler oldugu 6ne siiriilmektedir (3, 43). Oligodend-
rositler NO’e duyarli olup kronik MS plaklarinda oligo-
dendrosit kaybi1 goriilmektedir (23, 24).

MSS’nin néronlari etkileyen toksik hasarlarinda (7),
hipoksik/iskemik beyin hasarlarinda (4, 14), otoimmun
bozukluklarda (33), Theiler's murine encephalomyelitis
virus enfeksiyonunda (31) ve kegilerdeki dogal listeriozis
olgularinda (35) iNOS ekspresyonunun arttig1 rapor
edilmigtir. iNOS’un beyin hiicreleri aktive olmadik¢a
ekspresyonunun olmadigi bilinmektedir (20, 27). Ju ve
ark. (16), skrapi ile enfekte fare beyinlerindeki reaktif
astrositlerde iNOS immunoreaktivitesinin bulundugunu
ortaya koymuslardir. Bu g¢alismada da demyelinasyon
alanlarinda gemistositik astrosit olarak tanimlanan reaktif
astrositlerin bulundugu ve bu hiicrelerde iNOS immuno-
reaktivitesinin yogun oldugu belirlendi. Bunun yaninda,
KGHYV ile kronik enfekte kdpeklerin serebellumlarinda
iNOS immunoreaktivitesinin akut enfekte kopeklerinki-
lerle kiyaslandiginda artmus oldugu goriildii. Literatiirle
uyumlu olarak ozellikle KGH’nin kronik déneminde
artan iNOS miktarinin &zellikle oligodendrositler olmak
iizere diger hiicrelerdeki sitotoksik etkisi ile demyelinas-
yonun sekillenebilecegi diisiliniilebilir. Calismamizin
bulgular1 demyelinasyon siddeti ile iNOS pozitif hiicre
sayilar1 arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosterdi.
MSS’de demyelinasyona iliskin yangimin uyarilmasinda
iNOS’un rolii, iNOS eksikligi olusturulan mutant fareler-
de lokal yanginin baskilanmas: ile gosterilmistir (42).
Gerek iNOS inhibitdrlerinin kullanilmasi yolu ile gerekse
iNOS knockout mutant fareler olusturulmasi yolu ile
MSS yangilarinda iNOS artisinin engellenmesi duru-

munda demyelinasyona iligkin klinik ve patolojik bulgu-
larin hafifletilmesi miimkiin goriilmektedir(31, 42).

De Groot ve ark., (8) ¢aligmalarinda MS’li ve sag-
likl1 omuriliklerden hazirlanan doku kesitlerinde immu-
nohistokimyasal olarak iNOS dagilimlarini incelemisler-
dir. Arastiricilar, aktif demyelinasyon bdlgelerindeki
perivaskiiler ve paransimal makrofajlarda yogun iNOS
immunoreaktivitesinin bulundugunu rapor etmislerdir.
Kronik aktif lezyonlarm i¢ kisimlarinda bazi rezidiiel
makrofajlarda zayif iNOS pozitifligi oldugunu ve MS’li
beyin ve omuriliklerde miyelinin yikimi ve oligodendro-
sitlerin hasarinda NO {ireten makrofajlarin énemli bir rol
oynayabilecegini ifade etmiglerdir. Deneysel otoimmu-
nun ensefalitiste beyin lezyonlarmda iNOS immunoreak-
tivitesinin &zellikle perivaskiiler makrofajlarda ve bolgede-
ki baz1 astrositlerde gozlendigi bildirilmistir (19). Dogal
listerial ensefalitisli ke¢i beyinlerinde o6zellikle mik-
roapse alanlarinda ¢ogunlugunu makrofajlarin olusturdu-
gu yangisal hiicrelerde ve mikroapselerin g¢evresindeki
bazi astrositlerde iINOS immunoreaktivitesi saptanmistir
(35). Shin ve ark. (34), Listeria monocytogenes ile dogal
olarak enfekte sigir beyinlerinde iNOS immunoreaktivite-
sinin ozellikle perivaskiiler ve mikroapse alanlarindaki
makrofajlarda ve bazi astrositlerde gozlendigini fakat
notrofil 16kositlerde gozlenmedigini belirtmislerdir. Ca-
lismamizda ise benzer sekilde reaktif astrositlerde iNOS
immunopozitifligi gozlenirken bu ¢aligmada belirtildigi-
nin aksine makrofaj 6zelligi gosteren reaktif mikroglial
hiicrelerde (Gitter hiicreleri) iNOS immunonegatifligi
belirlendi. Bu bulgular, KGHV ile sekillenen demyeli-
nasyonda MS’ten farkli olarak makrofajlarin degil astro-
sitlerin etkin rol oynadigini géstermektedir.

NO’in reaktif glial skar olusumu ile demyelinasyon
plaklarinin tipik olarak goriildiigii MS’de yer alan birkag
patolojik durumun gelisiminde rol aldig1 rapor edilmistir
(36). Demyelinasyon, kronik yangisal siiregle iliskili
olarak gelisen T lenfosit infiltrasyonu, hematojen kokenli
makrofajlar ve lokal mikroglial aktivasyona bagli gelisir.
Yangisal siire¢ daha genis aktif lezyonlarin oldugu kan-
beyin bariyerinin bozukluklar ile iligkilidir fakat kronik
plaklarda daha sinirli seviyede kalir. Plaklar i¢indeki asil
yapisal hasar aksonlarm yapisinin korundugu primer
demyelinasyondur. Bununla birlikte bu terim kismen
dogrudur ¢iinkii tiim olgularda farkli lezyonlarda degisen
derecelerde akson kaybi olur. NO bu siireglerin her birin-
de rol oynayabilir ¢iinkii kan-beyin bariyerinin permeabi-
litesi yaninda yangisal siirecin kontrolii ve baslamasinda
direkt etkiye sahiptir. NO oligodendrosit hasar1 ve akson-
larin fonksiyonel ve yapisal hasarina bagl olarak demye-
linasyonda da bir role sahip olabilir. Bu ¢alismada akut
doneme gore kronik dénemde iNOS expresyonunun
astrositlerde istatistiki olarak artmis oldugu goézlendi. Bu
artig akut dénemde viral etki ile baglamis oldugu belirti-
len demyelinasyonun kronik donemde NO etkisi ile de-
vam etmis olabilecegi tezini desteklemektedir.
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Myelin hasarinin belirteci olarak goriilen NT, MS
plaklarindaki iNOS ile iligkili oldugu ve bunun peroksi-
nitritten kaynaklanan hasarin indeksi oldugu ileri siiriil-
mistiir (13). Arastiricilar {i¢ 6nemli gbzlemde bulunmus-
lardir; ilki nitrotirozinin kronik aktif plaklardaki yogun
iNOS boyanma bolgelerine komsu bdlgelerdeki dokular-
da tespit edildigidir. Ikincisi kronik aktif plaklarda iNOS
yogun bdlgeler lipid iligkili nitrotirozin pozitif materyali
sindirmis hiicrelerin varhigidir. Ugiinciisii ise nitrotirozi-
nin beyindeki kan damarlarinin iNOS pozitif damar diiz
kas hiicrelerinin bazilarinda gézlenmesidir. Bu bulgular,
MS’in patogenezinde iNOS’un merkezi roliinii destekle-
mektedir. Cross ve ark. (5), deneysel otoimmun ensefali-
tis olusturduklart farelerin omuriliginde immunohisto-
kimyasal olarak NT ekspresyonunu incelemislerdir.
Arastiricilar, NT immunoreaktivitesini mononiiklear
hiicrelerde ve uydu hiicrelerde goézlemlemisler ve yapilan
ikili boyamalarda bu mononiiklear hiicrelerin ¢ogunlugu-
nun CD4" lenfositler ve ¢ok azinin da Mac-1" pozitif mak-
rofajlar oldugunu, ayrica, perivaskiiler alanlarda nadiren
NT pozitif polimorfoniiklear hiicrelerin de bulundugunu
ifade etmislerdir. Uydu hiicrelerinin timii GFAP pozitif-
ligi gosteren astrositler olarak belirlenmistir. Bizim ¢a-
lismamizda, iNOS ile NT arasinda pozitif bir iligkinin
oldugu belirlendi ve iNOS ve NT’nin astrositlerde im-
munopozitif oldugu ve iNOS ve NT immunopozitif hiicre
sayilarinin birbirine yakin oldugu goézlendi. Saglikli ko-
peklerin serebellumlarinda iNOS ve NT immunopozitif-
ligi gozlenmezken, KGHV ile enfekte kopeklerin sere-
bellumlarinda bu immunopozitifligin oldugu ve immu-
nopozitif hiicre oranlarinin kronik olgularda akut olgulara
gore istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edildi.

Bu ¢alismanin bulgulari, KGHV ile enfekte serebel-
lumlarda iNOS kaynaginin esas olarak reaktif astrositler
oldugunu ve demyelinasyonda artan iNOS’un hiicre
aracili demyelinasyonda aktif role sahip oldugu hipotezi-
ni desteklemekte ve iNOS diiretiminin baskilanmasi ile
MSS’deki demyelinasyonun klinik ve patolojik bulgula-
rimin hafifletilebilecegini diisiindiirmektedir. Bu arastir-
ma, demyelinasyonun ilerlemesinin Oniine ge¢cmek ve
dolayisiyla sinirsel semptomlarin hafifletilmesini sagla-
mak i¢in NOS inhibitdrlerinin kullanilmasiyla ilgili bir
caligmaya muhtemelen 151k tutacaktir. Sonug olarak, bu
bulgular sadece KGH’nin degil ayn1 zamanda MS gibi
demyelinasyonla seyreden insanlardaki hastaliklarin
patogenezi ile ilgili yapilacak bilimsel arastirmalara da
katkida bulunabilecektir.
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