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0z

Kopek parvoviral enteritis 1978 yilinda ortaya ¢iktigin-
dan bu zamana kadar gen¢ koépeklerde yaygin olarak
goriilmektedir. Sindirim yolu ile alindiktan sonra sindi-
rim kanalinda ve kemik iliginde mitotik aktivitesi yiik-
sek hiicreleri tercih ederek siddetli kusma, ishal, ates,
dehidrasyon ve halsizlise sebep olur. MMP’ler
embriyonik gelisim, farklilasma, proliferasyon ve doku
rejenerasyonunda énemli rol oynarlar. Bununla birlikte
MMP’leri aktive ve kontrol eden faktérler arasinda bir
dengesizlik olustugunda bagirsak yangisy, artrit,
ateroskleroz veya kanser dahil bir ¢ok hastalik ile so-
nuclanir. Onemli olarak, MMP-9'un ekspresyon seviyesi
bagirsak yangi modellerinde ve Crohn hastalifi veya
tilseratif kolit gibi yangisal bagirsak hastaliklar1 olan
insanlarda daha ytiiksektir. Bu ¢alismanin amaci, MMP-
9'un parvovirus ile enfekte kdpeklerin bagirsak enfeksi-
yonlar1 iizerindeki roliinli aragtirmaktir. Bu ¢alismada,
parvovirus ile dogal enfekte 21 kdpek bagirsak dokusu
MMP-9 antikoru ile boyand: ve bes adet normal saghkl
koépek dokusu kontrol olarak kullanildi. Sonug¢ olarak
parvovirus ile enfekte kopeklerin bagirsak dokularin-
dan MMP-9 ekspresyonu gergeklesirken kontrol doku-
larda ekspresyon gozlenmedi. Bu sonuclar kdpeklerde
parvoviris ile olusan enteritisin patogenezinde MMP-9
ekspresyonunun etkisinin olabilecegini isaret etmekte-
dir.
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ABSTRACT

Canine parvoviral enteritis has, since its emergence in
1978, been common in young dogs. After ingestion, the
virus attacks rapidly dividing cells in the intestinal tract
and bone marrow, causing severe vomiting, diarrhoea,
fever, rapid dehydration, lethargy and decreased
activity. MMPs are crucial for embryonic development,
differentiation, proliferation, and regeneration of
tissues. An imbalance between MMPs activating and
inhibiting factors, however, results in a plethora of
diseases including intestinal inflammation, arthritis,
atherosclerosis or cancer. Importantly, expression
levels of MMP-9 is upregulated in intestinal
inflammation models and in patients suffering from
human inflammatory bowel diseases such as Crohn’s
disease or ulcerative colitis. The aim of this study is to
investigate the role of MMP-9 in the intestinal infection
of dogs with parvovirus. In this study, intestinal tissues
of 21 dog naturally infected with parvovirus were
stained with MMP-9 antibody and five normal healty
dog tissues were used as control. As a result, MMP-9
expression from intestinal tissues of dogs with
parvovirus-infected occurred while control tissues did
not expression. These results indicate that MMP-9
expression might have an impact on the pathogenesis of
parvovirus-induced enteritis in dogs.
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GIRIS

Kopek parvoviral enteritis genellikle 6 ayliktan kiigciik
kopekleri etkileyen ¢ok yaygin bir hastaliktir (1-3). Sin-
dirim yolu ile alindiktan sonra sindirim kanalinda ve
kemik iliginde mitotik aktivitesi yiiksek hiicreleri tercih
ederek siddetli kusma, ishal, ates, dehidrasyon ve halsiz-
lige sebep olur (4). Enfekte hayvanlardaki lezyonlar
bagirsak bezlerinin hemen hemen gozden kaybolmasi
ile beraber enterositlerde yaygin nekroz ve villus
atrofisi ile karakterizedir (5). Matriks
metalloproteinazlar (MMP) endojen metalloproteinaz
doku inhibitorleri tarafindan siki kontrol altinda tutulan
¢inko ve kalsiyum bagiml ekstraselliler matriks
pargaliyici endopeptidazlardan olusur (6-8). MMP’ler
kolejenazlar (MMP-1, -8, -13, -18), jelatinazlar (MMP-2,
MMP-9), stromelizinler (MMP-3, -7, -11), elestazlar (12)
ve membran tip (MT-MMP1-5) metalloproteinazlar
olmak Tlizere Kkategorize edilebilirler (6-9). MMP’ler
embriyonik gelisim, farklilasma, proliferasyon ve doku
rejenerasyonunda dnemli rol oynarlar (6,7). Tipik ola-
rak MMP ekspresyonu normal saglikli dokulardan ¢ok
az ya da hi¢ gerceklesmez fakat hastaliklarda, doku ta-
mir ve onariminda veya yangilarda yogun olarak eks-
presyon gerceklesebilir (10). MMP-9 seviyelerinin in-
sanlarda iilseratif kolitis ve Crohn’s gibi yangisal bagir-
sak hastaliklarinda yanginin oldugu bdlgede arttig1 bil-
dirilmistir (11-13). MMP’ler enfeksiy6z bagirsak yangisi
ile iliskili olarak fibroblastlar, epitel hiicreleri, bazi yan-
gisal  hiicrelerden salmirlar (15,16). MMP-9’un
enfeksiydz bagirsak hastaliginda (16), sodyum siilfatla
sekillenen kolitis (17) ve deneysel olarak olusturulan
bakteriyel kolitis (18) gibi bagirsak yangilarindaki rolii
arastirllmistir. Parvoviral enteritiste de ¢ok siddetli
bagirsak enfeksiyonu sekillenmektedir (5). Fakat simdi-
ye kadar parvoviral enteritisli kopeklerin bagirsak yan-
gisinda MMP-9 ekspresyonu ilgili yapilmis herhangi bir
arastirmaya heniiz rastlamadik. Bu ¢alismada parvo
virus ile dogal enfekte kdpeklerde sekillenen bagirsak
yangisinda MMP-9 ekspresyonun rolii arastirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin temelini arsivden ¢ikarilan klinik testler-
le ve histopatolojik bulgularla parvoviral enteritis teshi-
si konmus 12 disi 9 erkek olmak iizere 21 adet kopek
bagirsagindan alinan doku kesitleri olusturdu. Normal
klinik semptom géstermeyen ve histopatolojik bulgulari
bulunmayan 5 adet saglikli kopek bagirsak dokusu ise
negatif kontrol olarak kullanildi. Calisma i¢in % 10 luk
formaldehit solusyonunda tespit edilmis ve parafine
gomiilmiis duedenum, jejenum ve ileum kismindan olu-
san ince bagirsak bloklarindan 5’er p luk kesitler alindi
ve rutin prosediir uygulanarak hematoksilen eozin (HE)
ile boyandi. Avidin-biotin immun peroksidaz komplex
metod kullanilarak dokulara immunohistokimyasal
(IHK) boyama yapildi. Tiim doku Kkesitleri ksilende
deparafinize edildikten sonra dereceli alkollerde
rehidrasyonlari saglandi. Daha sonra 600 Watt da 20 dk
antijen retrieval yapildi ve takibinde kesitler 20 dk so-
gutulmaya birakildi. Endojen peroksidaz aktivitesi
metanolde %3 liik hidrojen peroksit soliisyonu ile 15 dk
stireyle bloklandi. Kesitler fosfat buffer salin icerisinde
(PBS) 5’er dk stireyle 3 kez yikandi. Tiim kesitler 10 dk
blok soliisyonu ile muamele edildikten sonra yikama
yapilmadan iizerlerine anti-MMP-9 (1/250) antikoru
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(RB-9234, Thermo-Scientific California) damlatilarak
oda sicakliginda 60 dk inkiibasyona birakildi. Yikamay1
takiben kesitlere biotinle isaretli sekonder antikor dam-
latilarak 30 dk bekletildikten sonra 3 kez 5’er dk siireyle
PBS ile yikandi. Daha sonra streptavidin peroksidaz
enzimi (Histostain-Plus Kits, California, USA) ile 30 dk
inkiibe edildi. Bu siire sonunda dokular tekrar 3 kez 5
‘er dk PBS ile yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat kit, ABD)
kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dk
stireyle boyandu. Gill's hematoksilen ile karsit boyamala-
r1 yapildi. Su bazli yapistirici (Shandon Immu-mount) ile
kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda (Nikon, YS
100) incelendi.

BULGULAR

Calismada klinik, histopatolojik bulgular ve klinik test-
lerle (One IDEXX drive,04092 USA) parvoviral enteritis
teshisi konmus 21 adet kdpek bagirsagina ait doku ke-
sitlerine histopatolojik olarak hematoksilen eozin,
immunohistokimyasal olarak ta MMP-9 antikoru ile
boyamalar yapildi. Histopatolojik olarak hemen hemen
tlim hayvanlarda ince bagirsaklarda villus epitellerinde
dokiilme, villuslarda atrofi ve kript epitellerinde
hiperplaziye rastland1 (Figiir 1 a). Bagirsagin lamina
propriyasinda siddetli mononiikleer yangi ve peyer
plaklarinda bosalma ile beraber yer yer genislemis
kriptlere rastlandi (Figiir 1 b). Immunohistokimyasal
boyamada negatif kontrol grubu hayvanlarin bagirsak-
larinda herhangi bir MMP-9 ekspresyonu gézlenmezken
(Figiir 1 ¢) parvovirus ile enfekte olan bagirsak dokula-
rindan 3 tanesinde sadece yangisal hiicrelerden ¢ok az
ekspresyon olurken, 15 hayvanda o6zellikle de kript
epitellerinden yogun MMP-9 ekspresyonunun oldugu
tespit edildi (Figiir 1 d). 3 adet hayvanda ise kript
epitellerine ilave hafif de olsa damar endotelinden eks-
presyonun gerceklestigi gozlendi.

TARTISMA

Farelerde ve insanlarda yapilan ¢aligmalar MMP-9 ‘un
enfeksiydz bagirsak hastaliginda sekillenen yangida
o6nemli  bir rol dstlendigini  gdstermektedir
(14,19,20,21). Normal saghkl bagirsak hiicrelerinden
MMP-9 ekspresyonu sinirll veya hi¢ gerceklesmezken
bagirsak yangilarinda MMP-9 ekspresyonunun yogun
oldugu bildirilmistir (22). Citrobacter Rodentium ile
olusturulan enfeksiy6z kolitisin patogenezinde MMP-9
etkisini arastirilan g¢alismanin sonuglar1 enfeksiyon
olusturulduktan sonra MMP-9 ekspresyonunun yogun-
lastigin1 gostermis ve bagirsak yikiminin MMP-9 eks-
presyonu ile yakin iligkisi oldugu diisiiniilmiistiir (18).
MMP-9 transgenik farelerde dekstran sodyum ve
salmonella typhimurium ile olusturulan kolitiste saghkl
farelerle kiyaslandiginda bagirsaklardan MMP-9 eks-
presyonunun ¢ok daha yogun oldugunu bildirmislerdir
(22). Ayrica MMP-9 transgenik farelerde yapilan ¢alis-
mada MMP-9’ un bagirsak epitel hiicrelerinden asir1
artis1 goblet hiicre salgisinin azalmasi ve bagirsak bari-
yer fonksiyonunun defekti ile iliskilendirilmistir. Ayni
zamanda bu artisin dokudaki proliferasyon ve apoptozu
da arttirdigl diistiniilmiistiir (22). Parvoviral enteritis
parvoviruslar tarafindan olusturulan ve siddetli bagir-
sak yangisiyla beraber siddetli ishal ile karakterize giin-
cel bir hastaliktir (5). Sunulan ¢alismada kontrol grubu
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Figiir 1. a) Epiteli dokiilmiis ve atrofik villuslar (oklar), kript epitellerinde hiperplazi (ok baslar1). HE x10.

b) Genislemis bagirsak kript bezleri (ok). HE x40
c) MMP-9 negatif saglikli bagirsak kript epiteli (oklar). IHK x40.

d) Parvovirus ile enfekte bagirsak kript epitellerinden MMP-9 ekspresyonu (oklar). IHK x40

hayvanlarin bagirsaginda herhangi bir hiicreden MMP-9
ekspresyonu gerceklesmezken parvoviral enteritisli
kopeklerde yangisal hiicrelerde ve o6zellikle de kript
epitelleri basta olmak iizere MMP-9 ekspresyonunun
yogun oldugu tespit edilmistir. Ayrica MMP-9 ekspres-
yonunda cinsiyet ayiriminin olmadig1 tespit edilmistir.
Calismada bagirsak yangisi viral bir etken tarafindan
olusturulmasina ragmen daha o6nce deneysel olarak
bakteriyel ve kimyasal yollarla olusturulan bagirsak
yangilari ile MMP-9 iliskisini arastiran bir¢ok makalenin
sonuglart ile uyum gostermektedir (13,18,22,23). MMP-
9 fonksiyonunun ve saliniminin inhibitérleri (6rn. Anti-
inflamatuar molekiiller IL-4, IL-10, TGF-$ ve TIMPs) ve
aktivatorleri (6rn. Pro-inflamator sitokinler IL-6, IL-I,
timor nekrozis faktor o) arasindaki bir dengesizlik do-
ku yikimina veya kanserojenezise yol a¢maktadir
(24,25). Hem kimyasal hem de bakteri ile olusturulan
akut kolitiste MMP-9 seviyesinin artmasiyla beraber
agirlik kaybi, klinik ve histopatolojik bulgularin daha
koétiiye gitmesiyle beraber yangi baslatici sitokinler olan
IL-8, IL-6, IFN-y ve TNF a seviyesinin de arttif1 tespit
edilmistir (21). Bagirsak yangilarinda bozulan bariyer
fonksiyonu hiicrelerden artan MMP-9 ekspresyonu ile
iligkili olabilir. Calismada histopatolojik olarak bagirsak
bariyer fonksiyonunun bozuldugu ve
immunohistokimyasal olarak epitel hiicrelerinden yo-
gun olarak MMP-9 ekspresyonunun sekillendigi tespit
edildi. Parvoviral enteritte bagirsakta cesitli hiicreler-

den salinan MMP-9 salinimi bagirsakta olusan yangi ve
yikimdan sorumlu olabilir. MMP-9 salinimi sitokinlerin
seviyelerini arttirip yangisal yanit olusturarak bolgedeki
proliferasyonu da saghyor olabilir. Calismadan elde
edilen MMP-9 ekspresyonuna iliskin sonuglar daha 6n-
ceki calimalar1 desteklemekle beraber (13,18,22,23)
sitokin ekspresyonun gosterilmesi patogenezi daha ¢ok
destekleyebilirdi.

Yangi baslatici sitokinler immun diizenleyici ajanlardir.
Sitokinlerin bagirsak yangilarinda diizensiz yangisal
cevap sekillendirdigi bilinmesine ragmen bu mekaniz-
ma tam olarak aciklanamamaktadir. Parvovirus enfeksi-
yonunda bagirsakta sekillenen yangi ve doku hasari
artan MMP-9 seviyesi ile iliskili olabilir. MMP-9 sitokin
ekspresyonunda artis ile beraber yangisal yaniti giiclen-
direbilir. Enteritislerin patogenezinde MMP-9 ekspres-
yonunun sitokinlerle olan pozitif korelasyonu bilinmek-
tedir. Fakat parvoviral enteritisli kdpeklerde sekillenen
yangida bu iliskiyi net olarak ortaya koymak i¢in hasta-
lik esnasinda MMP-9 ve yangisal sitokinlerin es zamanl
salinimlarini inceleyen yeni arastirmalara ihtiya¢ duyul-
maktadir.
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