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Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
enfeksiyoz pankreatik nekrozun patogenezisinde apoptozisin rolii
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Ozet: Calismada, bir balik isletmesinde istahsizlik ve yiizme bozukluklari gésteren, ortalama 5 g agirliginda, 12 adet
gokkusagi alabaligr incelendi. Histopatolojik incelemede, pankreasta ekzokrin bezlerin ve Langerhans adaciklarinin fokal ya da
diffuz nekrozlar goriildii. Immunohistokimyasal incelemede; infeksiyoz pankreatik nekroz (IPN) viral antijenleri, yogun olarak
pankreas, karaciger, kalp ve iskelet kaslar1 daha az olarak da, bobrek, dalak, mide, bagirsaklar ve solungaglarda ortaya konuldu. Ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT- PCR) sonucunda; IPN viriisiinii isaret eden yaklasik 206 bp araliginda goriintii elde
edildi. Apoptozis gostergelerinden TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling), kaspaz-3, -8 ve -9 pozitiflikleri;
apoptozisin iskelet ve kalp kasinda igsel ve digsal uyarimlarla, karaciger, dalak, bobrekler, sekonder lameller, mide, pilorik keseler ve
bagirsaklarda icsel yol ile indiiklendigini gostermektedir. Buna kargin, IPN viriisii icin primer hedef organ olan pankreasta apoptotik
hiicre oliimii, hastaligin patogenezisinde ¢ok etkin degildi. Sonugta; caligma bulgular: IPN’un patogenezisinde apoptotik hiicre 6liim
mekanizmasinin viriisiin lehine oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), IPN, immunohistokimya, RT-PCR.

Role of apoptosis in pathogenesis of infectious pancreatic necrosis in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)

Summary: In this study, total of 12 rainbow trout (average weight 5 g) from a fish farm were examined. Clinically, the fish
showed inappetite and irregular swimming. In histopathological examination, focal to diffuse acinar cell degeneration and necrosis
were observed in pancreas. Immunohistochemically, IPN viral antigens appeared especially in the pancreas, liver, cardiac and
skeletal muscles, and occasionally in the kidneys, spleen, stomach, intestines and gills. In Reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT- PCR) examination, appropriately sized product (206 bp) were amplified from tissue samples and specific signals for
IPN virus were observed. Apoptosis signals TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling), caspases-3, -8 and -9
positivities) indicated that apoptosis was induced both by intrinsic and extrinsic pathways in the skeleton and cardiac muscles,
whereas by only intrinsic pathway in the liver, spleen, kidneys, gills, stomach and intestines. However, signals of apoptotic cell death
were not clearly detected in pathogenesis of IPN in the pancreas as the main target organ. In conclusion, our results suggest that
apoptosis, a cell death mechanism, could be appeared in favor of IPN virus in pathogenesis of the disease in field conditions.

Key words: Apoptosis, IPN, immunohistochemistry, rainbow trout, RT-PCR, TUNEL.

Programlanmig hiicre 6liimii ya da hiicre intihar
olarak da bilinen apoptozis; ¢ok hiicreli organizmalarin
organogenezisi sirasinda ya da gelisimini tamamlamis
canlilarda, hasar gormiis ya da potansiyel olarak tiimdral
yatkiligt olan hiicrelerin uzaklastiriimasinda bagvurulan
hem fizyolojik hem de patolojik olarak uyarilabilen bir
hiicre 6lim mekanizmasidir (6, 10). Son yillardaki
arastirmalar, viral hastaliklarin patogenezinde apoptotik
hiicre 6liimiiniin biiyiik 6neme sahip oldugunu goster-
mektedir (3, 7, 11). Viral enfeksiyonlarda, viriisler
enfekte ettikleri hiicrelerde kendi proteinlerini ve hatta

Giris

Enfeksiydz Pankreatik Nekroz (IPN), degisik balik
tirlerinde pankreasmn nekrozu ile karakterize, akut,
bulasici, sistemik viral bir hastaliktir. Ozellikle yavru ve
gen¢ salmonid baliklarda yiiksek mortalite ile seyreder.
Etken, RNA grubundan Aquabirnaviriis ailesinde IPN
virtisii (IPNV)’diir (4, 9,18,20).

IPN ozellikle geng alabaliklarda perakut formda
yilksek mortaliteye yol acar. Salmonid baliklarda
mikroskobik olarak lezyonlar Oncelikle pankreas ve
intestinal mukozada meydana gelir. Pankreasta yaygin

asiner ve Langerhans adacik hiicrelerinin nekrozu ve
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri géze carpar (9,
18, 21).

kendi genomlarini konak hiicrelere sentezleterek yeni
generasyonlarimi gerceklestirirler ve bu yolla da enfeksiyon
stirecinin devamliligi saglanir (19). Organizma da, bir
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primitif antiviral mekanizma olan apoptotik hiicre dliimii
ile bu siirece karst koymaya galigir (10, 16). En bilinen
yollartyla apoptozis mitokondri aracili igsel ya da 6liim
reseptorleri aracili digsal uyarimlar araciligr ile inaktif
kaspazlarin aktive edilmesiyle uyarilir (2, 17). Hiicre igi
sistein aspartat-spesifik proteazlar olan kaspazlar, hiicre
DNA’smin interniikleozomal araliklarini kirarak apoptozisi
gerceklestirirler (1, 6). Apoptoziste digsal yol, Fas ve
TNF-a gibi 6liim reseptorlerinin kaspaz-8’i aktive etmesi
ile, igsel yol ise mitokondri aracili kaspaz-9’un
aktivasyonu ile gerceklesir. Her iki yolda, kaspaz-3
aktivasyonu ortak endoniikleaz olarak dikkati ¢eker (15,
19). Mitokondri bagimli ig¢sel apoptotik yol, pro-
apoptotik (bax, bad) ve anti-apoptotik bcl-2 olarak adlan-
dirllan Bcl-2 ailesi proteinleri araciligi ile yonlendirilir
17).

In vitro calismalarda IPNV enfekte hiicrelerde
apoptozisin indiiklendigi goriiliirken, in situ gerceklestirlen
deneysel bir ¢aligmada ise viriis i¢in asil hedef organ olan
pankreasta ise apoptozisin sekillenmedigi kaydedilmistir
(12, 13, 14). Buna karsin, apoptozisin hangi yolla ya da
yollarla indiiklendigine iliskin bir veriye rastlanmamuistir.
Sunulan galismada, immunofloresan (IF) yontem ve RT-
PCR ile IPN tanisi gerceklestirilen dogal enfekte
alabaliklarda, patolojik bulgular ile hastaligin patogene-
zisinde apoptozisin rolii ve apoptotik yollar arastirtlmustir.

Materyal ve Metot

Caligmada bir balik isletmesinden gonderilmis
ortalama Sg agirhgmnda, 12 adet gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) incelendi. Nekropsileri yapilan
baliklara ait doku 6rnekleri rutin yontemlerle takip edildi
ve Sum kalinliginda alinan kesitler Hematoksilen-Eozin
(HE) ile boyandi. Seri parafin kesitlere, viral antijenin ve
apoptozis gostergelerini ortaya koymak i¢in immuno-
histokimyasal yontemler uygulandi. Alinan taze doku
ornekleri viroloji laboratuarma gonderildi.

Isik mikroskobu (Olympus BX51, 10°1uk okiiler ve
20’lik objektif) altinda incelenen pankreas lezyonlarin
derecelendirmesi; (-): Lezyon yok; (+): 1-5 hiicre
grubunu igeren nekroz (hafif lezyon); (++): 6-10 hiicre
grubunda sekillenen nekroz (orta siddette lezyon);
(+++):11°den daha fazla hiicre grubunda olusan nekroz
(siddetli lezyon) olarak degerlendirildi.

Immunohistokimya (IHK): IPN viral antijenin tespiti
i¢in IF yontemden yararlamldi. Bu testte primer antikor
olarak koyun anti-IPN viriis poliklonal antikoru (Microtek
international inc., Canada, SIPN010), sekonder antikor
olarak da tavsan anti-koyun IgG- floresan izotiosiyanat
(Sigma, Rehorot, Israel) konjugati kullanild.

Apoptozis gostergeleri i¢in, standart avidin-biotin
peroxidase complex (ABC) metodu ilgili firmanin
(DacoCytomotion, = LSAB+System-HRP  Denmark)
ongordiigi sekilde formalin tespitli paraffin kesitlerde

yiriitiildii. Fare anti-kaspaz-3, -8 ve -9 antikorlar1 (Santa
Cruz Biotechnology Inc.), primer antikorlar olarak testte
yer aldi. Negatif kontrol amaciyla, IPN negatif kesitlere
ayn1 antikorlar; IPN pozitif kesitlere de normal fare
serumu uygulandi.

RT- PCR: Akuatik birnaviriislerin VP2 geninde
206-bp fragmenti ortaya koymak icin, taze doku ornekleri
tizerinde daha 6nce tanimlandigi gibi WB1 ve WB2 primer-
leri (WB1, CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC;
WB2,CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGG) kullanilarak
RT-PCR uyguland (22, 23). Viriis RNA’s1 Chomcyznski
ve Sacchi (5) tarafindan bildirilen asit-guanidium-fenol-
kloroform-izoamil alkol karigimi kullanilarak ekstrakte
edildi. Elde edilen pellet 20 ul distile su ile sulandirildi.
cDNA sentezine baslamadan o6nce, RNA igindeki
muhtemel sekonder yapilar1 ortadan kaldirmak igin,
70°C’de 5 dakika 6n 1sitma yapildi. ¢cDNA sentezi
250mM Tris-HCL, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, 50 mM
DTT, 1.25 mM random heksamer primer, 200 U
Moloney murine leukemia virlis ters transkriptaz
(MMLV-RT) (MBI, Fermentas, Lithuania) ve 20 U
RNAse inhibitér karisimi iginde 37°C’de 1 saat ve
95°C’de 5 dakikadan olusan program  siiresinde
inkubasyona birakildi. Amplifikasyon, 3 ul cDNA, 100
mM Tris-HCI (pH 9,0), 500 mM KCIl, 1,5 mM MgCl,,
0.5 uM primerler, 0,2 mM dNTP, ve 0,5 U Taq DNA
polimeraz (MBI, Fermentas, Lithuania) karisimi iginde,
94°C’de 4 dakikay1 takiben, 94°C’de 30 saniye, 60°C’de
30 saniye, 72°C’de 90 saniye siiren program 40 defa
tekrarlandiktan sonra 72°C’de 10 dakika siiren programda
termal sayklir (Thermo PX2,USA) inkiibasyona birakildi.
5 ul DNA iiriinii 0,5 TAE igindeki 0, 5 pg ml™ etidyum
bromid igeren %2 agar iginde 80 V’da 40 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. DNA bandlar1 ultraviole 151k
altinda degerlendirildi.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling (TUNEL) Assay: Apoptotik
hiicrelerde  DNA kirilmalarinin - TUNEL  yontemle
belirlenmesinde “in situ cell death detection kit” (POD,
Roche Diagnostics)’den yararlamldi. Ozetle, kesitlerin
parafini giderildikten ve alkol serilerinden gegcirildikten
sonra %3’lik H,O, de 20 dakika tutuldu. Daha sonra
proteinaz K (20 pg/ml; Roche) ile oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edildi. Fosfat bafir soliisyonunda (PBS, pH, 7,4) 3
kez 5’er dakika yikanan kesitler, terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) ve fluorescein—dUTP (29-deoxyuridine
59-triphosphate) igeren TUNEL reaksiyon karigimindan
50’ser pul damlatilarak 37 C’de 1 saat nemli kamerada
inkiibe edildi. Reaksiyonun varlig1 floresan mikroskopta
onaylandiktan sonra, kesitler PBS soliisyonlarinda
yikandi. Daha sonra kesitler, anti-fluorescein-POD
konjugati ile 40 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi ve 3
kez PBS ile yikandi. Son olarak da, dokular %0,045 (v/v)
H,O, igeren % 0.08 (w/v) 3, 3-diaminobenzidine
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tetrahydrochloride (DAB, Sigma) solusyonunda 5 ile 15
dakika arasinda tutularak kromojenik reaksiyon
gerceklestirildi. Mayer hematoksilen ile hafif sekilde
boyanan kesitler alkol serilerinde dehidre edildi ve
lamelle kapatildi. Fizyolojik diizeydeki apoptozis
gostergelerini saptamak igin, IPN negatif saglikli balik
dokularinda TUNEL reaksiyon ayni1 diizende siirdiiriildii.
IF ve apoptozis analiz sonuglari: Dokulardaki IF,
TUNEL, anti-kaspaz-3, -8 ve -9 sonuglar1 (Olympus
BXS51, 10’luk okiiler ve 40’lik objektif)’ndaki derecelen-
dirmesi; 0: pozitiflik yok; 1: hafif siddetli (%1-3 pozitif
hiicre); 2: orta siddetli (%4-8 pozitif hiicre); 3: siddetli
(%9’dan daha fazla pozitif hiicre) olarak degerlendirildi.
IPN virlisuyla enfekte dokularda patolojik olarak
indiiklenen apoptozis ile saglikli balik dokularinda
fizyolojik olarak indiiklenen apoptozis sonuglart arasindaki
farklihigin istatiksel onem kontroli t-testi ile yapildi.

Bulgular

Klinik olarak baliklarda istahsizlik ve yiizme
bozukluklart gozlendi. Nekropside, makroskobik bir
bulguya rastlanmadi.

Histopatolojik bulgular: Mikroskobik olarak, pankreas
epitel hiicrelerinde nekrozlar goriildii: Ekzokrin bez
yapilarinin biitiinligii kaybolmus, epitel hiicreleri siskin
ya da parcalanmis, gekirdekleri genellikle karyorektik
goriiniimde idi. Dejenere hiicrelerin sitoplazmalarinda
menekse renginde bazofilik inkliizyon cisimcikleri
saptandi (Sekil 1). Nekrotik alanlarda dagilmis halde
infiltre lenfositler ve yaygin kanama alanlar1 gdzlendi.
Midede bazi epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik bazofilik
inkliizyon cisimciklerine rastlandi. Solungaglarda 6dem
ve sekonder lamellerde ayrilmalar ile adezyonlar
belirgindi. Kalp ve iskelet kaslarinda, miyositlerin siskin
ve vakuoler sitoplazmaya sahip olduklart goriildii.

RT-PCR: Pankreas, karaciger, bagirsaklar ve kalp
doku o6rneklerinde, akuatik Birnaviriis spesifik primerleri
(WB1 ve WB2) kullanilarak yapilan RT- PCR sonucunda;

IPNV’1ii isaret eden yaklasik 206 bp araliginda goriintii
elde edildi (Sekil 2).

IPN viral antijenlerin dokularda dagilimi: 1F
inceleme sonuglart Tablo 1°de 6zetlenmistir. IPN viral
antijenleri histolojik lezyonlarla uyumlu olarak en yogun
ve yaygin olarak pankreasin asinus epitelleri sitoplazma-
larinda belirlendi (Sekil 3). Viral antijenlerin, pankreas
nekrozunun siddetli oldugu alanlarda daha az dagilimda
ve yogunlukta oldugu goéze carpti. Bazi olgularda,
Langerhans adaciklar hiicrelerinde de pozitif reaksiyonlara
rastlandi. Iskelet ve kalp kasinda, immunreaksiyonlar
sarkolemde ve miyositlerin sitoplazmalarinda goriildii.
Ayrica, kalbin endokardiyal bolgesinde endotel hiicre-
lerinde de siddetli pozitif reaksiyonlara rastlandi (Sekil
4). Karacigerde, graniiler goriiniimdeki immunreaksiyonlar
epitel ve Kupffer hiicrelerinin sitoplazmalarinda belirlendi.
Solungaglarda, viral antijenler sekonder lamellerde
goriildi. Mide, pilorik keseler ile bagirsak kript
epitellerinde pozitif reaksiyonlara rastlandi. Bobreklerde,
tubulus epitellerinin yaninda lenfoid hiicrelerde de
immun reaksiyonlar goriildii.

Apoptozis gostergeleri: TUNEL yontemde, DNA
kirilmalarimi isaret eden reaksiyonlar 6zellikle karaciger
epitel hiicreleri, bobrek interstisyumu ve dalakta lenfoid
hiicrelerin cekirdeklerinde dikkati ¢ekti. Ender de olsa
bazi olgularda, TUNEL reaksiyon diffuz ya da kaba
graniiler boyanmalar seklinde hiicre sitoplazmalarinda da
secilmekteydi. TUNEL testte saptanan sitoplazmik
reaksiyonlar ise nukleus kalintilarini igeren apoptotik
cisimciklerle iligkilendirildi. Sekonder lameller ile iskelet
ve kalp kasinda miyositlerde daha az siklikta goriilen
TUNEL reaksiyona, pankreasta ise hi¢ rastlanilmadi.
Negatif kontrol kesitlerde, TUNEL reaksiyon karaciger
disinda diger organlarda belirgin bir artis sergilemedi.
Pozitif ve negatif kontrol kesitlerde, TUNEL reaksiyon
karigimi yerine terminal transferaz igermeyen soliisyonla
yapilan test, biitiin kesitlerde negatif sonug verdi.

Tablo 1: IF yontemle IPN viral antijen pozitifligin cesitli dokulardaki dagilimi (n=12).
Table 1: Immunolabeling scores of IPN viral antijen with immunofluorescence method in various tissues (n=12).

Olguno  Pankreas Karaciger Bobrek  Dalak  Iskelet kasi Kalp kas1 Solungaclar Mide ve bagirsaklar
1 ++ + - - + ++ ++ ++
2 -+ ++ + - + + + +
3 + ++ ++ ++ +++ ++ ++
4 +++ ++ + - - + + +
5 ++ e + - + ++ ++ +
6 ++ +++ + + ++ o+ + -
7 +++ ++ + + - - - -
8 ++ + - - + - + +
9 + ++ + - - + - -
10 s ++ - - - - - -
11 +++ + + ++ ++ ++ ++
12 -+ ++ - - - + + +

+: Zayif  ++: Orta siddetli  +++: Siddetli
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Sekil 1: Pankreas asinus bezlerinde genis nekrotik alan ve epitel
hiicre sitoplazmalarinda inkliizyon cisimcikleri. HE. Bar: 30um.
Figure 1: Necrosis of exocrin glands and cytoplasmic inclusion
bodies (arrows) in epithelial cells of the pancreas. HE. Bar: 30um.

Sekil 2: Akuatik Birnaviriis spesifik primerler (WB1 ve WB2)
icin spesifik PCR firiinler.

M: Merdiven 1: Pozitif Kontrol 2,3,4,5,6,7: Pozitif Saha
Ornekleri  8: Negatif Kontrol

Figure 2: Electrophoresis of PCR products for acuatic-
birnavirus specific primers WB1 and WB2.

M: Marker, Lane 1 : Positive control, Lanes: 2,3,4,5,6,7:

Positive samples, Lane 8: Negative control.

Sekil 3: Pankreas asinus epitel hiicre sitoplazmalarinda (oklar)
ve nekrotik hiicre kalintilarinda (okbaglart) IPN viral antijen
immunopozitif reaksiyonlar. IF metot.

Figure 3: Immunolabeling of IPN viral antijen in epithelial
cells and necrotic remnants of acinar glands in the pancreas.
Immunofluorescence method.

Sekil 4: Kalbin myositlerinde (oklar) ve endokart
endotellerinde (ok baslar1)) immunopozitif reaksiyonlar. IF
metot.

Figure 4: Immunopositive reactions in myocytes (arrows) and
endocardial endotheliums (arrowheads) of the heart.
Immunofluorescence method.

&

Sekil 5: Bobrekte lenfoid hiicrelerinde aktif kaspaz-9
immunopozitifligi. ABC. Bar: 50pm.

Figure 5: Active caspase-9 immunopositive reactions in
lymphoid cells of the kidney. ABC. Bar: 50um.
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Apoptozis gostergelerinden anahtar rol oynayan
aktif kaspaz-3 immunreaksiyonu Kkaraciger epitel
hiicreleri (ortalama, %27), iskelet (ortalama, %12) ve
kalp kas1 (ortalama, %6) miyositlerin sitoplazmalarinda
belirgin sekilde dikkati ¢ekti. Saglikli  baliklarin
karacigerlerinde de TUNEL (ortalama, %6) ve kaspaz-3
reaksiyonu (ortalama, %4) kaydadeger iken, diger
dokularda ise %1’in altinda idi. IPN virlisuyla enfekte
dokulardaki apoptozis sonuglari ile saglikli balik
dokularindaki apoptozis sonuglari arasinda istatiksel
olarak 6nemli bir farklilik belirlendi (p<0,001). Aktif
kaspaz-9 immunreaksiyonu, dalak (ortalama, %24) ve
bobreklerin (ortalama, %26) lenfoid hiicreleri ile (Sekil
5) karaciger epitel hiicre (ortalama, %32) sitoplazmalarinda
belirgin sekilde gbze carparken, pankreas asinus
hiicreleri (ortalama, %0,8) ve sekonder lamellerde
(ortalama, %3), hafif ya da orta siddette boyanmalar
seklinde goriildii. Aktif kaspaz-8 immunreaksiyon ise
yalnizca iskelet (ortalama, %S5) ve kalp kasi (ortalama,
%3) miyositlerinde dikkati gekti.

Tartisma ve Sonuc¢

Onceki ¢alismalarda tanimlanan pankreastaki asiner
ve Langerhans adacik hiicrelerinin nekrozu ve karakteristik
bazofilik intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri, ¢alis-
manin olgularinda da en ¢ok goze carpan bulgulardand:
(9, 18, 21). Histolojik olarak oldukca karakteristik lez-
yonlar esliginde; dokularda viral antijenin demonstrasyonu
ve akuatik Birnaviriis genomunun elektroforez goriiniimii
IPNV’unun varhigmi  kanitlamaktadir. IPN  viral
antijenler, histolojik degisikliklerle uyumlu olarak en
yogun sekilde pankreasta gdze ¢arpmistir. Buna karsin,
pankreastaki  nekrotik  sahalarin  genislemesi ile
immunopozitif reaksiyonlarda zayiflama kaydedilmistir.
Boyle sahalarda viral antijen yogunlugundaki azalma
viriis antijenik yapisinin zarar gormesiyle iliskilendiril-
mistir. IF ve RT-PCR sonuglari, viriisiin, histolojik
lezyonlarin pankreas kadar dikkat c¢ekici olmadigi,
karaciger, kalp ve iskelet kaslarinda da yogun;
solungaglar, mide ve bagirsaklarda daha az yogunlukta
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, IPN tanisinda
yalnizca pankreasin degil diger dokularin da taniya dahil
edilmesi gerektigine igaret etmektedir.

Viral enfeksiyon sirasinda indiiklenen apoptozis,
bir primitif antiviral mekanizma olarak enfekte hiicrelerin
eliminasyonunu saglar (10, 16). Buna karsin, viriisler de
yeni generasyonlarimi olusturmak ve enfeksiyonu
sekillendirmek i¢in; ya hizli iireyerek ya da konakgi-viriis
etkilesimleri  siirecinde  gelistirdikleri anti-apoptotik
genler araciligl ile apoptozisi baskilamak ya da
geciktirmek suretiyle primitif immun savunmaya karsilik
verirler. Diger yandan, baz1 viriisler de immun hiicrelerin
apoptozisini  indiiklemek suretiyle patojenitelerini
arttirrlar (19).

Eleouet ve ark. (8)’nin yavru alabaliklarda gercek-
lestirdikleri deneysel IPN enfeksiyonunda, TUNEL
pozitif reaksiyonlar1 bagirsaklarda ve iskelet kaslarinda
kaydederken, bu ¢aligmada dalak ve bobreklerin lenfoid
hiicreleri, kalp ve iskelet kaslari ile karaciger epitel
hiicreleri ile kismen solungaglarin sekonder lamellerinde
de belirlenmistir. Apoptozisin igsel ve digsal yolunda
ortak bir enzim olan kaspaz-3’in bu dokulardaki
aktivasyonu, TUNEL test sonuglarini destekler nitelikte
bulunmustur. Bu dokulardan aktif kaspaz-9 pozitifligi ve
aktif kaspaz-8 negatifligi ise apoptozisin yalnizca igsel
yol ile tetiklendigini isaret etmektedir. Buna karsin,
iskelet ve kalp kaslarindaki aktif kaspaz-8 pozitifligi, bu
organlarda apoptozisin digsal yol ile tetiklendigini
gostermektedir.

Balik pankreas hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilen
in vitro c¢aligmalarda IPNV’un konakg¢t hiicrelerde
apoptozisi indiikledigi ve nekrozla sekillenen hiicre
oliimiine gore daha etkin oldugu vurgulanmistir (12, 13,
14). Buna karsin, sunulan g¢alismada, IPNV’unun asil
hedef organi olan pankreasta ise iki olgudaki (%16,6)
aktif kaspaz-9 ekspresyonu disinda, TUNEL, aktif
kaspaz-3 ve -8 apoptozis gostergeleri kaydedilmemistir.
Eleouet ve ark. (8), TUNEL test sonu¢lari da bizim
verilerimizi desteklemistir. Bu bulgular 1s1ginda; IPN
enfeksiyonunu takiben enfekte hiicrelerin eliminasyo-
nunda dnemli bir mekanizma olan apoptozisin karaciger,
iskelet ve kalp kaslari ile sekonder lamellerde etkin
oldugu, buna karsin in vitro ¢alismalarin tam aksine, asil
viriis replikasyonunun gerceklestigi pankreasta ise ¢ok
Ooneme sahip olmadigi goriilmektedir. Pankreastaki bu
uyumsuzluk, saha kosullarinda in vivo ortamda konakgi-
virlis etkilesiminin farkli seyirinden kaynaklandigina
yorumlanmustir. IPNV’iiniin konakg¢1 hiicrenin primitif
savunma sistemi olan apoptozisten nasil kactigina iligskin
veriler mevcut degildir. In vivo kosullarda IPNV
pankreas hiicrelerinde ¢ok hizli ireyerek ya da
antiapoptotik kazanimlar elde ederek apoptozisten kagma
olasiligini da yadsimamak gerekir. Sonugta, bu bulgulara
dayanarak, IPNV’iinlin konak¢i hiicrede apoptozisin
indiiklenmesine firsat vermeden primitif
sisteminden kurtularak asiner ve Langerhans adacikla-
rinda yeni generasyonlarini sekillendirdigini; viriisiin
direkt etkisi ve enfeksiyon sirasinda salgilanan olasi
sitotoksik sitokinlerin etkisiyle de siddetli pankreas
nekrozuna neden oldugunu isaret etmektedir.

Sunulan caligmada dalak ve bobreklerde lenfoid
hiicrelerde aktif kaspaz-3 ve -9 ekspresyonlari, apoptozisin
icsel yol ile indiiklendigini gostermektedir. Viral antijen
immunopozitifligin bu organlarda hafif dagilim
sergiledigi g6z oOniinde bulunduruldugunda; apoptozisin
IPN’un patogenezinde enfekte hiicrelerin eliminasyo-
nundan ziyade, konak¢r immun sistemini zayiflatma
yoniinde rol oynadig1 goriilmektedir.

savunma
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Sonu¢ olarak; dogal enfeksiyon kosullarinda,

apoptozisin pankreasta olusmamasi ve lenfoid dokularda
indiiklenmesi; IPNV’iin agirlikli olarak bu hiicre 6liim
mekanizmasini kendi lehine ¢evirdigine ve patojenitesini
arttirdigina yorumlanmustir. IPN’da, apoptozis mekaniz-
malart ve apoptozisin hastaligin patogenezisindeki rolii
hakkinda daha derin &ngoriiler i¢in, kapsamli in vitro ve
in vivo deneysel ¢aligmalara gerek vardir.

10.

11.

12.

13.
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