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OZET

Bu tez calismasinda, kronik ensefalitik toksoplazmozun farkli donemlerinde
“T. gondii- etkilenen hiicre tipi- sitokinsel yanit” in ayn1 anda degerlendirilmesi ve
konak immun yanitinin noropatolojik olarak arastirilmasi amaglandi. Ensefalitik
toksoplazmoz modeli olusturmak i¢in, 30 adet C57BL/ 6 fare ME49 takizoitleriyle
intraperitoneal olarak enfekte edildi, 10 adet fare ise kontrol grubunu olusturdu.
Fareler sirasiyla; enfeksiyonun 30, 60 ve 180. gunlerinde sakrifiye edildi ve beyin
dokular1 toplandi. Histopatolojik, immunohistokimyasal ve molekiler testlerle;
beynin farkli bélgelerindeki T. gondii varligi, konagin yangisal yaniti (CD4+, CD8+,
FOXP3+, CD11b+, CD11c+, CD19+, GFAP+ hiicre populasyonlari ile I1L-12, TNF-
a, IFN-y, IL-1p, IL-5, IL-6, IL- 18, IL-4 ve IL-10 ekspresyonlar1) degerlendirildi.

Sonug olarak; tum gruplarda serebral korteks, amigdala, striatum ve ventral
tegmental alanda T. gondii takizoitlerine, hem etkenin kendisinden hem de neden
oldugu yangisal yanittan etkilenen ndronlara, glial hiicrelere ve astositlere rastlandi.
Grup I’ in daha ¢ok akut asama bulgularini yansittig1 ve asil kronik enfeksiyonun
60’1nc1 glinden sonra sekillendigi goriildii. Pro-enflamatuar sitokinlerin enfeksiyonun
erken doneminde Ozellikle CD4+ hiicrelerden, anti-enflamatuar sitokinlerin ise
enfeksiyonun ge¢ doneminde 6zellikle CD8+ hiicrelerden salindigi ve yine bunlarin
T. gondii varliginin daha fazla oldugu beyin bdlgeleri oldugu saptandi. Ilging olarak,
enfeksiyonun kronik doneminde fazla eksprese edilmesi beklenen ve T. gondii
enfeksiyonunu bu yoniiyle psikiyatrik bozukluklarla iligkilendiren IL-1p ve IL-6,
Grup III’ te diger gruplara oranla daha diisiik oldugu tespit edildi. Bdylece bu
calismayla; ensefalitik toksoplazmozda 30’ uncu, 60’mnc1 ve 180’ inci giinlerde
etkilenen bolgelerin haritasi ¢ikarildi ve buralarda eksprese olan sitokinler ile onlar
salgilayan ve onlardan etkilenen hiicreler bir arada gosterilerek genel bir

immunopatogenez tablosu olusturulmus oldu.

Anahtar Sozcukler: Ensefalitik toksoplazmoz, immunofloresan, immunoperoksiaz,

sitokin, Toxoplasma gondii



SUMMARY

In this thesis, it is aimed to investigate “T. gondii- infected cell type- cytokine
responses” interactions in the different stages of chronic encephalitic toxoplasmosis
and host immun responses by functional neuropathology. To establish the
encephalitic toxoplasmosis 30 C57BL/ 6 mice were infected intraperitonally with
ME49 tachyzoites and 10 mice splited up as controls. Groups of 10 mice were
euthanized on days 30, 60, and 180 post-infection respectively and brain tissue
samples were collected. Toxoplasma gondii in different areas on the brain and host
inflammatory response (CD4+, CD8+, FOXP3+, CD11b+, CD11c+, CD19+, GFAP+
cell population and IL-12, TNF-0, IFN-y, IL-1pB, IL-5, IL-6, IL- 18, IL-4 ve IL-10
expression) were evaluated by histopathologic, immunohistochemical and molecular
tests.

As a result, T. gondii tachyzoites and neurons, glial cells and astrocytes
affected by T. gondii itself and inflammatoy responses caused by T. gondii in
cerebral cortex, amygdala, striatum and ventral tegmental area in all groups. There
was obseved that Group | have showed that acute stage of infection more than
chronic stage and chronic stage of encephalitic toxoplasmosis developed on day 60
post-infection. There were also found that pro-inflammatoy cytokines were released
from CD4+ cells in early stage of infection and anti-inflammatuar cytokines released
from CD8+ cells in the late chonic stage of infection. Interestingly, it was found that
IL-1pB and IL-6, which are expected to overexpress in the chronic stage of infection
and releated to psychiatric disease, were lower in Group Il than in other two T.
gondii infected groups. Thus with presented study, maps of the affected areas with
inflammatory cells an cytokines were constructed on days 30, 60 and 180 post-

infection.

Key Words: Encephalitic toxoplasmosis, cytokine, immunofluorescence,

immunoperoxidase, Toxoplasma gondi



GIRIS

1.1.Tarihce ve Taksonomi

Toxoplasma gondii; ilk defa Leishmania sp. iizerine arastirmalar yapan,
Nicolle ve Manceaux tarafindan 1908 yilinda, Ctenodactylus gundi rodentinde,
rastlantisal olarak kesfedilmistir ve bu yeni parazit, Leishmania gondii olarak
adlandirilmistir (Nicolle ve Manceaux 1908). Ayni yil, Splendore, tavsanlarda
bobrek biciminde gorinen T. gondii etkenlerini tanimlamis ancak, herhangi bir

isimlendirme yapmamustir (Splendore 1908).

Toxoplasma gondii; aymi Plasmodium, Cryptosporidium, Eimeria ve
Sarcocystis gibi, apikal ucunda kompleks mikrotubiil ve organellerin bulundugu
polarize hiicre yapisina sahiptir (Dubey ve ark 1998; Black ve Boothroyd 2000). Bu
yapisal Ozellikleri ile Apicomplexa subesi (Levine 1970), Sporozoasida simifi ve
Coccidiasina altsinifinda yer almaktadir (Leukart 1879). Bu nedenle, Nicolle ve
Manceaux 1909 yilinda, paraziti kesiflerinden bir yil sonra bu parazitin cinsini,
Yunanca “yay” anlamindaki “toxon” sozciigiinden koken alan Toxoplasma olarak
adlandirmiglar (Black ve Boothroyd 2000) ve izole edildigi kemirgenin ismine

ithafen de Toxoplasma gondii olarak isimlendirmislerdir (Tenter 2000).

1.2. Toxoplasma gondii’ nin Biyolojisi

Koksidian parazitler hayvanlarin en 6nemli hastalik etkenleri arasindadir ve
birbirlerine benzer yapida olan ookist yapilari, tir diizeyinde identifikasyonda 6nemli
rol oynamaktadir (Dubey 1993). T. gondii’ nin yagam dongiisiiniin kesfinden 6nce,
koksidiyan parazitler konak-spesifik olarak kabul edilirlerdi (Dubey 2010). Ancak, T.
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gondii’nin konak-spesifik olmamasi, tum doku ve hucrelere girebilmesi ve tim
sicakkanli canlilart etkileyebilmesi nedeniyle, diinyadaki insan popiilasyonun 1/3’ten
fazlasinin, hayatlarinin bir doneminde tokosplazmozla karsilastigi rapor edilmektedir
(Montoya ve Liesenfeld 2004). Basta evcil kediler olmak iizere neredeyse tiim
kedigiller parazitin son konagini olustururken, insan dahil tiim sicakkanli canlilar da
parazit icin arakonak gorevini iistlenmigslerdir (Sekil 1.1.) (Carruthers 2002, Dubey
2010).

1.2.1.Toxoplasma gondii’ nin Yasam Dongiisii

Toxoplasma gondii, diinya capindaki tiim sicakkanli canlilar1 enfekte
edebilme 6zelligi olan zorunlu hicre ici bir protozoondur (Lindsay ve Dubey 2014).
Yasam dongiisii temel olarak, kedigiller ailesinde sekillenen seksiiel, memeli ve
kanatli hayvanlarda gerceklesen aseksiiel asama olarak ikiye ayrilir (Frenkel ve ark
1970). Kediler, immunsupresyon, gebelik ve bazi viral enfeksiyonlarla eszamanli T.
gondii enfeksiyonlarinda ekstraintestinal organlarda klinik bulgularla karakterize
hastalik formu da gosterebilirler ve ayn1 zamanda ara konak olarak kabul edilirler. T.
gondii’ nin takizoit, bradizoit ve ookist olmak tizere 3 enfeksiy6z formu vardir ve bu
formlar yasam dongiistiyle iligkili olarak birbirleri arasinda doniisiim gosterirler
(Dubey 2010). Genel olarak, ookist son konak kedigillerde, takizoit ve bradizoitler
ise ara konaklarda sekillenen parazit gelisim formlaridir. T. gondii’ nin seksuel
cogalma asamasi; kedi bagirsak epitellerinde sirasiyla sizont, merozoit, makro ve
mikrogametlerin olusumu ve mikrogametin erigkin makrogameti fertilize etmesini
takiben, kalin duvarli ookistlerin olusmasiyla gergeklesir (Dubey ve Beattie 1988).
Kediler giinliik 2 ila 20 milyon ookisti digkilariyla digar1 atarlar ve bu ookistler ¢evre
ve hava kosullarina bagl olarak, 1-5 gun icerisinde sporulasyon gegirerek enfektif

forma doniisiirler (Yilmaz ve Hopkins 1972).

Parazitin aseksiiel cogalma asamasi ise, arakonakta olusan enfeksiyonun akut

ya da kronik olmasina gore, takizoit ya da bradizoit formlarin1 kapsar (Dubey ve ark



1998). Akut enfeksiyon sirasinda endodiyojeni ile hizli boliinlip ¢cogalan takizoitler,
admi1 Yunanca “hiz” anlamina gelen “tachos” tan alir (Dubey ve ark 1998). Enfektif
form olan takizoitler, immun sistemin artan Th1 yangisal yaniti ile asama doniisiimii
gecirir ve bradizoitlere dontisiirler. Bradizoitler ise, adin1 Yunanca “yavas” anlamina
gelen “brady” den alirlar (Yap ve Sher 1999). Bradizoitler, siklikla kas ve merkezi
sinir sistemi dokularinda sekillenen doku Kkistleri igerinde yeralirlar ve hem
morfolojik hem de fonksiyonel olarak takizoitlerden belirgin derecede farkliliklar
gosterirler (Dubey 1997; Montoya ve Liesenfeld 2004). Doku Kistleri, dogal yolla
enfekte olan kedi ve koyunlarda daha ¢ok kas dokuda, deneysel enfekte farelerde ise
MSS’nde yerlesim gosterirler (Jacobs ve ark 1963, Dubey ve ark 2004, Dubey 2010).

Bradizoitler, hiicre igerisinde etraflarini gevreleyen kist duvari sayesinde
konak immun yanitindan kacarak, konagin hayati boyunca persiste olarak kalabilirler
(Frankel 1988). Bununla birlikte, CD4" T lenfosit sayist mikrolitrede 50 hiicrenin
altina diistiigii immunsupresif durumlarda, parazit doku kisti duvar1 yikimlanarak
bradizoitler, takizoitlere doniistirler ve akut enfeksiyon formuna neden olurlar (Jones
ve ark 1996, Sukthana 2006).

Son konak olan kediler, diskilariyla ¢evreye ookist sacarlar ve bu ookistler,
cevre ve hava kosullarina gore 1-5 giin igerisinde sporulasyon agsamasi gegirerek,
arakonaklar icin enfektif hale gelirler (Lindsay ve ark 1997). Hem arakonak hem de
son konak olan kediler bu sporlanmis ookistlerin direkt olarak alinmasiyla enfekte
olabilirler (Dubey 1998).

Parazitin dogal arakonagi olan kemirgenler, sporlanmis ookistle kontamine
materyalleri, sindirim yoluyla almalariyla birlikte enfekte olurlar ve bu enfeksiyonun
ardindan parazit daha diger organlara ulasamadan, farelerde 6liim goriilebilir (Dubey
ve ark 1997). Akut enfeksiyon sonrasi yasama sanst bulan kemirgenlerde
sporozoitler, ookistin alinmasindan 12- 18 saat sonrasinda Lamina propria, 48- 72
saat icerisinde de enterositlerde takizoitlere donlismeye bagslarlar (Dubey ve ark
1997). Ardindan, konagin immun sisteminin de devreye girmesiyle birlikte, 6zellikle
kas ve noral dokudalarda bulunan takizoitler, parazitin konak immun sisteminden

kacabilen ve daha korunakli formu olan doku kisti igerisinde bradizoitlere doniistirler



(Dubey ve Frenkel 1976). Kediler de, bu doku Kkistlerine sahip kemirgenleri
avlayarak enfekte olurlar. Yapilan ¢alismalar, parazitin kendi lehine olacak bigimde,
kemirgenlerde kedilere karsti korku duyusunun azaldigini, kedi kokusundan
kagmadiklarmi ve boylece kedilere yem olarak iireme donglisiinii rahatgca devam

ettirdigini ortaya koymustur (Webster 2001).

Sporlanmis ookistlerin; su kaynaklari, sebze ve meyveleri kontamine ettigi
durumlarda bunlar tilketen insanlarda da toksoplazmoz gelisebilmektedir (Smith
1991). Ayni zamanda, rastlantisal konak olan insanlar; evde baktiklar1 kedilerin
kumlarin1 degistirirken ya da ookist kontamine topraktan ookistlere direkt olarak
maruz kalarak da enfekte olabilirler (Cook ve ark, 2000, Tenter 2000).

Koyun, sigir, tavuk gibi insan tiiketimine sunulan arakonaklarin tamami
kontamine ¢evreden ookistleri alarak enfekte olurlar ve ayni kemirgenlerde oldugu
gibi dokularinda doku kistleri olusur. Bu hayvanlarin etlerinin az pismis ya da
pismemis olarak yenilmesiyle beraber, insanlarda hastalik gelisebilir (Hill ve ark
2007, Dubey ve Jones 2008). Her ne kadar T. gondii’ ye esas maruziyet, az pismis ya
da ¢ig etlerle alinan bradizoitler olarak diisiiniilse de, yapilan ¢alismalar primer
enfeksiyon kaynagmin yiyecek ve suyu kontamine eden ookistler oldugunu
gostermistir (Munoz-Zanzi ve ark 2010). Ayrica, persiste enfekte koyunlarm %4
kadarinin yavrularina 7. gondii’ yi transplasental olarak aktardiklari diistiniilmektedir

(Buxton ve ark 2006).

Gebelikte ortaya cikan akut enfeksiyon, anneden yavruya transplasental
olarak aktarilmaktadir (Tenter 2000). Bunlarin diginda; parazitemi durumundaki kan
ve organ nakilleri ile de horizontal bulasma gerceklesebilir (Weiss ve Dubey 2009).

Bu horizontal ve vertikal bulagma yollar1 Sekil 1.1.” de gdsterilmistir.



doku kisti
3 (__q‘

A Y
=D

7
sporlanmis
ookist \
6

Sekil 1.1. Toxoplasma gondii’ nin yasam dongusi, son konak ve ara konak bulasma
yollar1.

1.2.1.Toxoplasma gondii Suslar1 ve Virulens Faktorleri

Toxoplasma gondii’nin Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’da tanimlanmis
temel olarak 3 farkli susu tamimlanmistir ve suslar1 arasinda %1 den az genetik
farklilik bulunmaktadir (Grigg ve ark 2001, Howe ve Sibley 1995, Su ve ark 2003).
Suslar; virulens ve konakta meydana getirdikleri patojenitelerine gore asagidaki
sekilde smiflandirilmaktadir (Araujo ve Slifer 2003, Haque ve ark 1999):

e Tip I; farelerde yuksek virulent tip (RH ve GT-1),

e Tip ll; Avrupa ve Kuzey Amerikada’daki insanlarda en ¢ok goriilen avirulent
tip (ME49 ve onun tlrevleri olan PTG, PLK ve PDS),

e Tip lll; daha ¢ok hayvanlarda gorilen avirulent tip (CEP ve VEG), olarak
ortaya konmustur.

Tip I izolatlar1 ya da rekombinant Tip I ve Tip Il daha cok akut klinik

toksoplazmozdan sorumludur (Khan ve ark 2006) ve genellikle kist olusturmaksizin



6lumcdl bir enfksiyon tablosu sekillendirirler (Blanchard ve ark 2015). Tip Il
izolatlarin ise hem akut hem de kronik ¢alismalar i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.
Ancak kistojenik olmasi dolayisiyla genellikle toksoplazmik ensefalit olusum
mekanizmalarinin arastirilmas1 ve re-aktivasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir
(Saeij ve ark 2005, Blanchard ve ark 2015). Yapilan ¢alismalar Tip II izolatlarin, IL-
12 ve INF- y’ y1 Tip I’e gore daha fazla tetikledigini gostermistir (Mordue ve Sibley
2003, Schade ve Fischer 2001).

Tip I, II ve III suslari; viicudun dogal bariyerlerinden gegis yapabilme
Kabiliyetlerine gore de farklilik gosterirler. Tip I suslar1 daha yiiksek migrasyon
yetenegine sahipken, Tip II suslarinin migrasyon frekanslar1 ve dendritik hiicrelere
tutunma orani daha yiiksektir, boylece kan beyin bariyerini Tip I suglara gore daha

rahat asarak MSS’ne ulasirlar (Lambert ve ark 2009).

Bu 3 susun yam sira, 6zellikle Orta ve Giiney Amerika’ da ve Afrika’ da
goriilen, farkli alellere sahip olan, atipik ya da yeni sus olarak adlandirilan bir sus
(Tip X) daha ortaya konulmustur (Pena ve ark 2008, Su ve ark 2012). Bu atipik susla
birlikte farkli klinik semptomlar dikkati ¢ekmistir. Ornegin; toksoplazmoz immun
sistemi kuvvetli bireylerde genelde asemptomatik ilerlerken, atipik suslarin saglikli
bireylerde ates, bas agrisi, kusma gibi semptomlara neden olabildigi goriilmiistiir (De

Moura ve ark 2006, Vaudaux ve ark 2010, Pomares ve ark 2011).

1.2.1. AraKonaklarda Toksoplazmoz Patogenezi

Toxoplasma gondii enfeksiyonunda hastaligin seyri; vicuda giren etken
sayisi, deney hayvan tlrQ, inokulasyon yolu, cinsiyet, genetik alt yap1, protozoonun
gelisim asamasi ve virulensi gibi bir¢ok faktore baglidir (Roberts ve ark 1995, Su ve
ark 2002, Schreiner ve Liesenfeld 2009, Dunay ve Sibley 2010).

Etken, oral yolla alinmasini takiben bagirsaklara ulasir ve oradaki epitel hiicreleri ile

goblet hucrelerini enfekte eder (Barragan ve Sibley 2002). Hiicre sitoplazmasinda



cogalan takizoitlerin konak htcrelerini rupture etmesi ya da konak hicresindeki
dejeneratif degisiklere bagli olarak, T. gondii takizoitleri serbest hale gelerek kan
ve/veya lenf damarlarina ulasirlar (Moudy ve ark 2001, Lavine ve Arrizabalaga
2008). Ince bagirsak enterosit invazyonunun ardindan, Lamina propriya ve
mezenterik lenf yumrularinda kolonize olan takizoitler, antijen sunan hucreleri
enfekte ederler (Liesenfeld 1999). T. gondii, beyinde antijen sunan hucreler olan
astrosit ve glialarin anti-paraziter etkisini engellemek icin, INF- y aracihigi ile
gerceklesen MHC smuf II hiicre-yiizey molekiillerinin ekspresyonunu azaltir (Luder
ve ark 2003). Bununla birlikte, makrofajlar tarafindan daha uzun sire tasinabilmek
icin de, mekanizmasi tam olarak bilinmeyen bir bigimde alt1 farkli apoptoz yolagini
engeller. Boylece antijen sunan hiicreleri tipki bir “Truva at1” gibi kullanarak konak
immun sisteminden saklanirlar (Nash ve ark 1998). Hem kan ve lenf damarlar1, hem
de makrofaj/dendritik hiicre igerisinde Truva ati gibi serbestge tasinan takizoitler;
akciger, karaciger, dalak, gbz, plesenta, beyin ve kaslara go¢ etmeye baslarlar
(Lieberman ve Hunter 2002). Enfeksiyonun 7 nci guninde MSS’ ne ulasan
takizoitler, basta mikroglia ve astrositler olmak tiizere bolgedeki tiim cekirdekli
hicreleri enfekte edebilirler (Hunter ve ark 1992, Wilson ve Hunter 2004). Bu
donemde, enfeksiyonun akut fazini kontrol eden proinflamatuar sitokinler;
interleukin- 12 (IL-12), Interferon-y (IFN-y) ve Tiimdr Nekrozis Faktor-a (TNF-a)’y1
kapsayan ve takizoitlerin liremesini smirlandiran, lokal Th-1 yaniti indiiklenir

(Chardes ve ark 1994).

Immun sistemin baskisiyla, takizoitler bulunduklar bircok dokuda, 6zellikle
de kas ve beyinde (ndronlarda) asama doniistimii gecirerek, asemptomatik kronik
asama olan igi bradizoit dolu, doku kistlerine doniisiirler (Lyons ve ark 2002, Melzer
ve ark 2010). Insanlarda, T. gondii’ nin ¢oklu organ tutulumu olmasma karsin,
belirgin Kklinik semptomlar genellikle gdzde korioretinit ve beyinde ise 6zellikle
kemoterapi ya da HIV enfeksiyonu sonrasi immun sistemi baskilanmis bireylerde

ensefalit seklindedir (Berdoy ve ark 2000, Randall ve Hunter 2011).

Enfekte dendritik hlicre ve makrofajlar, T. gondii takizoitlerini beyne tasirlar
ve ilk basta buradaki mikroglia, astrosit ve noronlar1 enfekte ederek akut

toksoplazmik ensefalite neden olurlar. Ardindan da asama doniisimii gegirerek



bradizoitlere doniisen takizoitler, ndronlarda persiste kalarak kronik toksoplazmik
ensefaliti olustururlar (Ferguson ve ark 1994). Latent asamada, yavas cogalan
bradizoitler konak immun sisteminden kagarak, yasam boyu ndrolarin iginde
kalabilirler. Kaldiklar1 siire boyunca ndronlarin apoptozunu engelleyerek, tirozin
hidroksilaz salinimini arttirarak, sitokinsel yaniti uyararak, néronal fonksiyonlar
etkiler ve boylece, davranis degisikliklerine neden olurlar (Parlog ve ark 2015).
Ozellikle de son yillarda gergeklestirilen bu konuyla ilgili klinik arastirmalar ve
hayvan deneyleri ile T. gondii ile sizofreni, depresyon ve diger psikiyatrik
hastaliklarla baglantilar1 ortaya konulmustur (Henriquez ve ark 2009, Yolken ve ark
2009, Fekadu ve ark 2010 Groer ve ark 2011).

1.3.Toxoplasma gondii ve Konak Immun Sistemi

Toxoplasma gondii enfeksiyonlarinda sekillenen immun yanitin arastirildigi
ilk ¢aligmalar, 1948 yilinda Sabin ve Feldman’ in bu parazite karsi komplement-
fikzasyon antikorlarini kesfiyle baslamigtir. Bu test, canli T. gondii hicre
membraninin kompleman aktivasyonu ile lizisi esasina dayanmaktadir (Lelong ve
Desmonts 1952, Feldman 1980). Canli takizoitler, siipheli serum ve kompleman ile
inkube edilir ve ardindan metilen mavisi eklenir. Anti- T. gondii antikoru varliginda
takizoit membran bitunligi korunurken, antikor yoklugunda ise membran biitiinligii
bozulan takizoit metilen mavisini gegirerek mavi renkte boyanirlar (NPHS Wales
Toxoplasma reference laboratory 2003, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Bagkanligi 2008, Remington ve ark 2004). Sabin Feldman boya testi ve 1gG ELISA
antikor testleri ile akut ve kronik T. gondii enfeksiyonlarinin birbirinden ayirt
edilememesi agisindan, IgM 0Olcerek akut enfeksiyon varligini gosteren testlerden

ayrilirlar (Montoya ve Liesenfeld 2004, Robert-Gangneux ve Darde 2012).

Protozoonun konagi enfekte etmesiyle birlikte ilk olarak, dogal bariyer olarak
gorev yapan fiziksel (epitel hiicreler, bagirsak motilitesi) ve kimyasal (gastrik asit,
pankreatik proteolitik enzim, mukus) bariyerler devreye girer (Buzoni-Gatel ve
Kasper 2007).
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Parazit virllensi, konak hiicresi invazyon yetenegi ve konak tarafindan
olusturulan immun yanitin derecesi, T. gondii’ nin apikal sekretdr organellerinden
saliman protein ve faktorler sayesinde parazitin kontroliinde belirlenir (Plattner ve
Soldati-Favre 2008, Peixoto ve ark 2010). Parazit bunun igin, konak hucresine
invazyonu sirasinda salinan mikronem, dense graniil ve roptri igeriklerini kullanir.
Bu protein ve faktorler; konak hiicre yanitin1 degisiklige ugratarak, sekillenen immun
yanit1 inhibe edebilir (Lim ve ark 2012). Yine bu icerikler, paraziti hicresel
lizozomal enzimlerden koruyan, ancak konak hucresinden temel besinleri de
alinmasma izin veren ‘“parazitofor vakuol” adi verilen lipid membranin

olusturulmasinda gorev alirlar (Cesbron-Delauw ve ark 2008).

Toxoplasma gondii’ ye karsi koruyucu bir bagisiklik yanitinin olusmasi,
enfeksiyon olusumunun hemen ardindan dogal bagisiklik sisteminin devreye
girmesiyle gerceklesir. Dogal bagisiklik da, paraziti enfeksiyon siiresi boyunca
kontrol altinda tutan kazanilmis bagisiklik mekanizmalariyla dogrudan baglantilidir

(Gregg 2011).

1.3.1. Merkezi Sinir Sistemi ve Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasi iletisimde ve hiicresel aktivasyoda 6nemli gorevleri
olan ¢ok fonksiyonlu proteinlerdir ve immun yanittaki islevlerine gore pro-
enflamatuar (Thl tip, uyarici) ve anti-enflamatuar (Th2 tip, engelleyici) olarak

smiflandirilirlar (Mosmann ve ark 1986).

CD4+ yardimci T hiicreleri (Th), hiicrenin mikrogevre sartlarina ve iirettigi
sitokinlere bagli olarak, Th1 ve Th2 alt kiimelerine ayrilabilir (Kelso 1995, Mosmann
ve ark 1986). Aymi sekilde, CD8+ sitotoksik T (Tc) hiicrelerinin de, fonksiyonel
olarak CD8+ T1 ve CD8+ T2 olarak alt kiimelerine ayrilabildigi gosterilmistir
(Zedler ve ark 1999).
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Th1 tip hucreler yiksek oranda IL-2, TNF- o ve INF- y salgilayarak, 6zellikle
hiicre i¢i patojenlere karsi gelisen hiicre-aracili immun yaniti uyarirlar. Th2 tip
hlcreler ise, anti-enflamatuar IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 salgilayarak, yanginin

regulasyonunu saglarlar (Opal ve De Palo 2000).

Sitokinler MSS’ne, direkt olarak beyindeki varliklariyla ya da indirekt olarak
hedef hiicrelerine yaptiklari uyarimlarla etki edebilirler (Sternberg 1997). Kan-beyin
bariyeri, beyin dokusunu immun sistemin sistemik etkisinden korumakla birlikte,
Ozellikle hastalik durumlarinda bu regiilasyon bozulmaktadir (Tansey ve Wyss-
Coray 2008). Periferal immun organlardan kdken alan sitokinler kan beyin
bariyerinden aktif tasinmayla ya da hasar gérmiis bolgelerden sizint1 yoluyla asabilir
ve MSS’ ne direkt olarak etki edebilirler (Watkins ve ark 1995). Bununla birlikle,
kan damarlarinin endotel hiicrelerinde IL-1 gibi sitokinlerin aktivasyonu ile nitrik
oksit (NO) ve benzeri enzimler sentezlenebilir ve bdylece de sitokinler MSS (zerine
dolayli olarak etki yapmis olurlar (Wong ve ark 1995). Buna ragmen sitokinlerin
MSS’nde asil ve en dnemli kaynaklart ndronal hiicrelerdir. Gerek hastalikli, gerekse
saglikli bireylerde ¢esitli sitokin ve sitokin reseptorleri MSS’ ne ait gesitli hiicre
tiplerinde ortaya konmustur (Sternberg 1997) (Cizelge 1.1). Transgenik farelerde
yapilan in-vivo c¢aligmalar, norotoksik ve norodejeneratif bozukluklarin
patogenezinde beyinde sentezlenen sitokinlerin artan dizeylerinin 6nemli rol

ustlendigini ortaya koymustur (Campbell ve ark 1998).
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Cizelge 1.1: Bashca pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokinler ile bunlarin
kaynaklari ve bashca hedefleri (Tizard IR 2004).

Pro-enflamatuar sitokinler Anti- enflamatuar sitokinler

Sitokin  Uretim yeri Hedef Hucre Sitokin Uretim yeri  Hedef Hiicre
1L-1 Makrofaj Th2,B lenfosit IL-4 Th2 T hiicreleri, B
lefosit, Mast
hicresi
IL-6 Fibroblast, T B lenfosit IL-5 Th2 T lenfosit, B
lenfosit lenfosit
IL- 18 Makrofaj Thl, NK hiicre IL- 10 Th2, B Thl
lenfosit
IFN-y Thl Makrofaj TGF-p  Birgok hiicre  Birgok hiicre
hatt1 hatt1
TNF-a Makrofaj Endotel

1.3.1.1. Kronik Ensefalitik Toksoplazmozda Dogal ve Kazamlms Bagisikhik

Hdicreleri ve Sitokin Yaniti

Dogal enfeksiyonlarda oral yolla bulasmayi takiben, T. gondii biyolojik
bariyerleri asarak, hizlica yayilmaya baglar (Dubey 1998). Parazit epitelyal hiicreler
ve kandaki I6kositler de dahil olmak uUzere birgok hiicre tipini enfekte eder
(Dobrowolski ve Sibley 1996). Etkenin konagi enfekte etmesini takiben; Ozellikle
dogal bagisiklik elemanlar1 olan monosit/makrofaj (Dunay ve ark 2010), nétrofil
(Del Rio ve ark 2000) ve dendritik hticreler (Liu ve ark 2006) devreye girer ve
parazite karst immun yanit olusturmaya baslarlar. Cesitli in vivo arastirmalar
yangisal monositler ve dendritik hiicrelerin (Goldszmid ve ark 2012), parazit
gelisiminin kontroliinde en énemli sitokinlerden birisi olan Interleukin (IL)- 12’ nin
erken donem kaynagi oldugunu géstermistir (Dunay ve ark 2008, Mashayekhi ve ark
2011).
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IL-12° nin salinimi, hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik elemanlart olan
dogal oldiriici hiicreler (NK) ve T lenfositleri uyararak, Interferon-gamma (IFN-y)
uretimini tetikler (Gazzinelli ve ark 1994, Hunter ve ark 1994, Gaddi ve Yap, 2007).
IFN-y, T. gondii’ nin ¢ogalmasini énlemek ve paraziti yok etmek igin, hicre igi
indoleamine 2,3-dioxygenase enzimi Uretimini uyararak, parazitin ihtiyaci olan
triptofani islevsiz hale getiren temel bir sitokindir (Pfefferkorn ve ark 1986). Yapilan
calismalar kronik toksoplazmozda, CD11c hiicre belirtecine sahip dendritik
hicrelerin, pro-enflamatuar IL-12’nin baslica kaynagi oldugunu gésterirken (Fischer
ve ark 2000), IFN-y’nin i¢in ise baslica kaynaginin beyindeki mikroglialar (Suzuki
ve ark 2005) oldugunu ortaya koymustur.

Bununla birlikte, Yap ve ark.’lart (2000), T. gondii enfekte IL-12 knockout
farelerde akut toksoplazmozun Olumciil sonuglandigimi ancak IL-12’nin eksojen
verildigi durumlarda hayatta kaldiklarin1  gostermislerdir.  Ayrica, Kkronik
toksoplazmozda IL-12 varligi, beyindeki doku kistlerinin kontroliinde gorev alan
IFN-y salgisinin devamu i¢in de gereklidir (Suzuki ve Joh 1994). Bu veriler, 1L-12
ve IFN-y’ nin yalnizca akut enfeksiyon sirasinda degil, ayn1 zamanda kronik latent
toksoplazmozda da oOnemli rolleri oldugunu gdstermektedir. Kronik T. gondii
enfeksiyonunda, IFN-y’ nin esas kaynagi tam olarak bilinmemesine karsin, CD4+ ve
CD8+ T hcrelerinin azalmast durumunda, IFN-y’nin azaldig: ve kist reaktivasyonu

sekillendigi bildirilmistir (Gazzinelli ve ark 1992).

Toxoplasma gondii, makrofajlart Timor Nekrozis Faktor-a (TNF-a) ve IL-12
salinmasi yoniinde dogrudan uyarir. Ayn1 zamanda, Sinerjistik olarak NK htcreler de
IFN-y salgilar ve bu IFN-y makrofajlar1 aktive eder (Li ve ark 1994). TNF-a, aktive
makrofajlarda T. gondii’nin parazitofor vakuollerinin lizozomal flizyonunu ve
degradasyonunu saglayarak, parazitin hiicre i¢i gelisimini inhibe eder (Andrade ve
ark 2006, Sibley ve ark 1991). Yap ve ark.” lar1 (1998) TNF-a knockout farelerde
olusturduklar1 akut toksoplazmoz sirasinda 6liime rastlamazlarken, enfeksiyonun 4’
ncl haftasindan sonra beyinde yiiksek doku kisti yiikii ve siddetli ensefalitis kaynakli
Olimlerle karsilasmislar ve TNF-o’ nin kronik toksoplazmozda 6nemli bir rol

istlendigini gostermislerdir.

14



Interleukin- 15 (IL-15) de aymi IL-12 gibi, NK hicrelerinde TNF-a ve IFN-y
tiretimi uyarir, T hiicrelerinin proliferasyonunu saglar ve sitotoksik aktivitesini artirir
(Carson ve ark1994, Giri ve ark 1994). Khan ve ark.” lar1 (2002), IL- 15’ in dogal
bagisikliktaki bu gorevlerinin yani sira, T. gondii’ ye kars1 CD8+ T lenfosit yanitinin

strddrdlebilmesi icin gerekli oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Dogal bagisikligin ve enflamasyonun “temel diizenleyicisi” olarak anilan
Interleukin- 18 (IL-1pB) (Dinarello 2011)’ nin; T. gondii enfekte monositler, stinnet
derisi fibroblastlar1 ve retinal epitel hiicrelerinden salindigi gosterilmistir (Kim ve ark
2007, Nagineni ve ark 2000, Witola ve ark 2011). Gove ve ark.’lar1 (2013)’te, T.
gondii’ nin tip II susu olan PRU ile olusturduklar1 enfeksiyonda, IL-1 ailesi alt Gyesi
olan IL-1B ve IL-18’in sirkiiler kanda bulunan enfekte monositlerdeki ekspresyonunu
incelemisler ve IL-1P’nin insan monositlerinden sentezlendigini ve salindiginm
gostermiglerdir. Ayrica Hunter ve ark (1995), ve IL-1B’nin IL-12 aracili T. gondii

yaniti i¢in gerekli oldugunu ortaya koymuslardir.

IL-1 ailesinin diger iiyesi olan Interleukin-18 (IL-18)’in ise toksoplazmoz
sirasinda Uretimi artmasma karsin, yoklugunda agir kombine bagisik yetmezlikli
(SCID) farelerde beklenildigi gibi artan bir duyarlilik goriilmemistir (Cai ve ark
2000). Ancak Kuppfer hicreleri, makrofajlar ve dendritik hicrelerde Gretilen bu
sitokin; diger sitokinlerle birliktelik gosterdiginde 7. gondii’ ye karsi bagisiklikta
onemli rolt olan IFN-y’ nin regiilasyonunda goérev alir (Stoll ve ark 1997, Stoll ve
ark 1998).

Toksoplazmoza karsi gelisen bagisiklikta pro-enflamatuar IFN-y bagimli
yanitlarin hayati 6nemi olmasina karsin, enflamatuar sitokinlerin ve nitrik oksitin
(NO) fazla iiretimi doku hasarlarina yol acabilmektedir (Gavrilescu ve Denkers 2001,
Mordue ve ark 2001). Serebral toksoplazmozda IFN-y’nin regiilasyonu igin
astrositler ve mikroglialar; TNF-a, IL-1, IL- 4, IL- 6, ve IL-10 gibi sitokinler ile

kemokinleri salgilayarak onemli gorev tistlenirler (Suzuki ve ark 2007).
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Interleukin-10 (IL- 10); dendritik hucreler, makrofajlar, B lenfositler ve T
lenfositlerde (Th2 ve Treg) Uretilen bir sitokindir (Moore ve ark 2001, Levings ve
ark 2002). 1L-10, IL-12 Gretimini 6nler ve bdylece fazla miktarda IFN-y Gretiminin
ontine gegerek, Thl sitokin yanitinin asir1 diizeyde doku hasari olusturmasina engel
olur (Gazzinelli ve ark 1994, Khan ve ark 1995). Gazzinelli ve ark (1996), bunu IL-
10 eksikligi olan fareleri T. gondii ile enfekte edip, farelerde etken kaynakli olmayan
ancak, sitokinlerin asir1 tiretimi ve doku hasari nedeniyle 6liimlerin goriildiigi bir
calisma ile ortaya koymuslardir. Buna ek olarak, Wilson ve ark (2005) IL- 10
eksikligi olan T. gondii enfekte farelere sulfadiazin uygulayarak erken dénem
Olimlerin Online gegmis, ancak enfeksiyonun kronik doneminde beyinde gelisen
6limcdl sitokin yanit1 engelleyememislerdir. Tiim bunlar, 6zellikle de enfeksiyonun

kronik dénemi icin IL-10 varliginin 6nemine isaret etmektedir.

Suzuki ve ark.’lar1 (1996) Interleukin- 4 (IL- 4)’in de T. gondii’ ye karst,
Ozellikle enfeksiyonun ge¢ donemlerinde (6-20 nci haftalar arasi), koruyucu rol
tistlendigini gostermislerdir. Yaptiklar1 calismada, IL- 4 eksikligi olan fareler, kronik
enfeksiyon sirasinda Olmiis, beyinlerinde oldukc¢a fazla miktarda doku kisti ve
takizoitlerle birliktelik gosteren fokal reaktivasyon odaklarina rastlanmistir (Suzuki
ve ark 1996). Kronik donemin yani sira, enfeksiyonun akut doneminde de IL- 4,
proinflamatuar sitokin Uretimini azaltarak mortaliteyi Onleyici gorev Ustlenir
(Roberts ve ark 1996). Ayrica, IL-4'Un, murin makrofajlar (Swierczynski ve ark
2000) ve insan fibroblastlarinda, takizoitlerin hiicre ici replikasyonunu azaltan bir

aktiviteye sahip oldugu in-vitro olarak gosterilmistir (Chaves ve ark 2001).

Interleukin-5 (IL-5) de, kronik toksoplazmoz sirasinda beyinde kist sayisinin
kontrollinde ve kist rupturunun engellenip, akut bir ensefalit tablosunun 6nine
gecilmesinde 6nemli gorevler Ustlenmektedir (Zhang ve Denkers 1999). IL-5
yokugunda dalakta, IL-12 treten B hucrelerinin azaldigi ve IL-5’in, IL-12 tzerinden
toksoplazmoza kars1 koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Suzuki ve ark 2007). IL-
5 aym zamanda, IL-2 aracilig1 de ile B hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasin

uyarir (Swain ve arkadaslari, 1988).
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Anti-mikrobiyal etkisi olan, B hicrelerinin  aktivasyonunda ve
farklilagsmasinda gorev alan ve ayrica T hiicrelerin baska sitokin salinimini uyaran
(Butler ve ark 2013) Interleukin-6 (IL-6), kronik T. gondii enfeksiyonu sonrasinda,
beyinde takizoit proliferasyonunu ve Kist rupturunu engelleyerek, élimcul ensefalit
tablosu olugsmasinin Oniline gegmektedir (Jebbari ve ark 1998). IL-6, gerek
enfeksiyonun erken doneminde sistemik olarak, gerekse kronik déneminde beyinde
IFN-y Gretimini uyarip lokal olarak astrositlerde takizoit ¢ogalmasini engeller
(Halonen ve ark 1998).

1.3.2. Toxoplasma gondii Enfeksiyonunda Dogal Bagisiklik

Dogal bagisikligin temeli; patojen iizerindeki patojen iligkili molekiiler
desenlerinin (PAMPs), konak hiicre ylizeyindeki desen tanima reseptorleri olan Toll
benzeri reseptorler (TLR1-12) ve NOD benzeri reseptorler (NLRs) tarafindan
taninmasi esasina dayanir (Kawaive Akira 2006, Meylan ve ark 2006). TLR 2, 4, 9,
11 ve 12 T. gondii’ye kars1 spesifik immun yanitta gérev alir. Bunlarin arasinda TLR
2 ve 4 parazit yuzeyindeki glikozil fosfadilinositolleri tanirken, TLR 11 ve 12
protozoanlarda bulunan profilin benzeri molekdllere karsi yanit verir (Debierre-
Grockiego ve ark 2007, Jenkinsve ark 2010, Koblansky ve ark 2013).

TLR aktivasyonunda bir adaptor protein olan miyeloid diferansiyasyon faktor
88 (MyD88) bagimli ve bagimsiz olmak iizere 2 farkli sinyal yolagi vardir. T.
gondii’ye kars1 olusan yanitta MyD88 bagimli yolak kullanilarak pro-enflamatuar
IL-12 ve kemokin iiretiminin artmasi saglanir (Scanga ve ark 2002, Sukhumavasi ve
ark 2008). IL-12 dretiminden sorumlu olan hucrelerin; yangisal monositler,
makrofajlar ve dendritik hiicreler oldugu gosterilmistir (Bliss ve ark 1999, Mordue
andSibley, 2003; Scanga ve ark 2002, Whitmarsh ve ark 2011).

Dogal bagisiklik hiicrelerinde IL- 12’nin iiretimi, ardindan IL- 12’ nin CD4+
ve CD8+ T hicrelerini IFN-y tiretimi i¢in uyarmasi, T. gondii’ ye karsi sekillenen

dogal bagisikligin en énemli foksiyonudur (Gazzinelli ve ark 1993, Hunter ve ark
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1994). Clnkul IFN-y, T. gondii’ yi 6ldiirmek ya da gogalmasini engellemek i¢in ¢oklu
hicre i¢i mekanizmalar1 uyarir (Gazzinelli ve ark 1994). Direkt antimikrobiyal
mekanizmalar1 uyarmasini yani sira, antijen sunan hiicreleri de antijenleri sunmak
lizere uyararak dogal bagisiklik ile kazanilmis bagisiklik arasinda bir koprii kurar

(Kawai ve Akira 2006). (Sekil 1.2.).

TLR-
bagimsiz
TLRs mekanizma?

(i

Dogal
bagisiklik

r%—l

Antijen sunumu
_—
IL-12

IFN-y

A

O

Sekil 1.2. T. gondii’ ye kars: sekillenen immun yamt. T. gondii’ ye karsi sekillenen
TLR 2, 4, 11 ve 12 aracili ve tam olarak agiklanamamis olan TLR aracisiz
mekanizma ile dendritik hiicre/ makrofaj gibi bir dogal bagisikli hiicresinin uyarima.
Hemen ardindan uyarilan hiicreden IL-12 salinimi ve CD4+ ve CD8+ T hiicrelerine
antijen sunulumu. IL- 12’ nin bu hiicrelerden IFN-y salinimini uyarmasiyla birlikte
anti-paraziter mekanizmanin gelisimi.

(Bu sekil Christopher David Dupont’un Roles of dendritic cells in immunity to
Toxoplasma gondii adli tezinden alinmstir)

1.3.3.Toxoplasma gondii Enfeksiyonunda Kazanilmis Bagisikhik

Kazanilmis bagisikligin temel elemanlari, sekonder lenfoid organlarda aktive
olan T ve B lenfositler ile dendritik htcreler gibi antijen sunan hicrelerdir. Bu
elemanlarla kazanilmis bagisikligin  baslatilmasi, takizoitlerin  bradizoitlere

doniisiimiiniin tetiklenmesinde anahtar role sahiptir (Sher ve ark 1995).
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Yapilan deneysel ¢alismalar, T hiicre fonksiyon bozuklugu olan insanlar ve B
hiicresi, CD4+ veya CDS8+ T hiicresi eksikligi olan farelerde, akut enfeksiyon
atlatilsa bile, enfeksiyonun kronik asamalarinda siddetli bir enfeksiyon tablosu
sekillendigini gdstermistir (Kang ve ark 2000, Johnson ve Sayles 2002). CD4+ ve
CD8+ T hiicreleri enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda sinerjik etki gostererek

bradizoit dolu doku kistlerinin reaktive olmasini engellerler (Gazzinelli ve ark 1992).

CD4+ T hiicreleri; toksoplazmozun erken asamalarinda B lenfosit ve CD8+ T
hiicresi yanitlarina katki saglarken, ilerleyen donemlerde kronik enfeksiyonu kontrol
edebilmek icin yine bu hucreleri IFN- y retimi yoninde uyarirlar (Gazzinelli ve ark
1992, Lutjen ve ark 2006).

CD4+ T hiicreleri tarafindan aktif hale getirilen bazt CD8+ T hiicreleri bellek
gelistirirler ve antijen-spesifik hale gelirler (Williams ve Bevan 2007). John ve ark’
larmin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada dendritik hucrelerin antijen-spesifik CD8+

T hiicrelerine antijen sunduklart gosterilmistir.

Hiicre aracili kazanilmis bagisikligin yani sira, Sabin ve Feldman 1948 yilinda
yaptiklar1 caligmayla anti- T. gondii antikorlarinin parazit duvarini pargalayarak
paraziti yok ettigini kanitlamislar ve humoral bagisikligin énemini gdstermislerdir.
Ayrica, yapilan calismalar B hiicre eksikligi olan farelerde olusturulan T. gondii
enfeksiyonunda ilk basta normal IFN-y yaniti gergeklesiyor gibi gorinse de,
enfeksiyonun 4 ncl haftasindan sonra MSS’deki parazit yiikiinden dolay1 farelerin
oldigint gostermistir (Kang ve ark 2000). Tim bunlarla birlikte, antikorlarin
koruyucu mekanizmalari; fagositoz i¢in parazitleri opsonize etmek, parazit
invazyonunu engellemek ve klasik komplement yolagini aktive etmek bi¢iminde de
olabilir (Schreiber ve Feldman 1980, Nakao ve Konishi 1991, Hammouda ve ark
1995).
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1.4. Toksoplazmozda Fare Modelleri

Insanlardaki ensefalitik toksoplazmozun in vivo gelisim mekanizmasinin
aciklanmasinda, simdiye kadar yapilan in vitro c¢alismalar ve az sayidaki insan
caligmasi igin yatersiz kalmis ve rodent deneylerine basvurulmustur. Bu bakimdan,
av—avci-parazit dongiisiinde, son konagi kedi olan T. gondii icin fareler oldukca
onemlidir (Dubey JP 1998). Ayrica; sigir, at ve sigan gibi bazi tiirler klinik
toksoplazmoza direngliyken, fare ¢ok daha duyarlidir. Yapilan ¢aligmalar 1 ookistin,
hem fareyi hem sigani enfekte etme Ozelligi oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, 100 ookist fareler i¢in Oldiiriicii olurken, sicanlarin 100,000 ookistle

olusturulan enfeksiyonda bile hayatta kalabildikleri gosterilmistir (Dubey, 2010).

Deneysel in-vivo ¢alismalar, tim fare soylarinin, T. gondii’ ye karsi gii¢lii bir
Th1 yamit1 gelistirdigini gdstermistir (Denkers ve Gazzinelli 1998). Ote yandan, hem
inbred hem de outbred fareler Tip I suslarina kars1 duyarlilik gosterirken, Tip II
susuyla olusturulan enfeksiyonlarda genellikle akut enfeksiyonu atlatarak, kronik
toksoplazmoz gelistirirler (Suzuki ve ark 1994, Johnson ve ark 2002). H-2% ve H-2°
haplotiplerine sahip C57BL/6, CBA/ Ca gibi fareler toksoplazmik enseflite
duyarliyken, H-29 haplotipine sahip BALB/c gibi fareler ise direnglidir ve duyarli
suslarda herhangi bir immunsupresyon olmadan 6ldiiriicii ensefalit tablosu gelisebilir
(Chao ve ark 1994, Liesenfeld ve ark 1999, Wang ve ark 2004). Bu durumun Ld
alleli yoluyla sunulan MHC smif I genotipi nedeniyle oldugu disiiniilmektedir
(Suzuki ve ark 1994). C57BL/6 ve CBA/Ca fareler Tip II suslariyla olusturulan
deneysel enfeksiyonlarda yiiksek diizeyde bagirsak ve beyin patolojisi gosterirler, bu
nedenle patogenez ve mekanizma arastirmalar igin iyi ornek teskil ederler (Suzuki
ve ark 1994, Kasper ve ark 2004).
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1.5. Toxoplasma gondii ve Psikiyatrik Hastaliklar

Toxoplasma gondii; bircok memelide kas doku ve merkezi sinir sistemini
etkilemesiyle, yavru oOliimlerine ya da 0li dogumlara yol agmaktadir. Bunun
haricinde 6zellikle de koyun, domuz, tavsan ve maymunlarda; tremor, koordinasyon
bozuklugu ve ndbet gibi néropatolojik semptomlar da gorilebilmektedir (Wastling
ve ark 2000). Insanlarda gebelik déneminde sekillenen abortlar, yavruda hidrosefalus
ve koriyoretinitis ile karakterize olmus ve immunitesi saglam erigkin bireylerde
klinik bulguya yol agmadigindan ¢ok fazla dnemsenmemistir. Ancak, son yillarda
beyinlerinde T.gondii doku kistleri bulunan insanlarin; anksiyete, trafik kazalarina
karisma ve sug isleme oranlari, sizofreni siklifinda artig gibi davranis degisiklikleri
ile birlikte sinirbilim alaninin ilgi odagi haline gelmistir (Kavaliers ve Colwell 1995,
Vyas ve ark 2007).

Yapilan ¢alismalar T. gondii seropozitifligi ile; sizofreni, bipolar bozukluk,
depresyon ve anksiyete, obsesif- kompulsif bozukluk ve intihara meyillilik gibi
bircok mental bozukluk arasinda iliski oldugunu gostermistir (Miman ve ark 2010,
Groer ve ark 2011, Zhang ve ark 2012, Sutterland ve ark 2015).

Deney hayvani T.gondii doku Kisti modellerinde ise; korkunun azalmasi,
cesaret ve anksiyete iligkili davranis degisikliklerinin ortaya ciktigi kanitlanmistir
(Hermes ve ark 2008, Kocak ve ark 2012). Normal kosullarda, fare ve siganlarin kedi
idrar1 ve kokusundan korkarak o bolgelere uzak durmalari beklenir (Webster 2001).
Ancak, parazitin bulasma oranini artirabilmek igin konagin davraniglarini, kendi

lehine olacak bigimde maniiple ettigi gosterilmistir (Vyas ve ark 2007).
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1.5.1. Toxoplasma gondii ile Konak Noronal Fonksiyonlarimin Etkilesimi

1.5.1.1. Direkt Etki

a. Doku Kistinin Bulundugu Boélge: Sicanlarin kedi idraninin kokusunu
aldiklarinda kagmalar1 beklenirken, T. gondii enfekte siganlarin kedi idrarina ilgi
duyduklart gosterilmistir (Berdoy ve ark 2000, Vyas ve ark 2007). Bunun da
Ozellikle korku duygusunu determine eden amigdalar boélgenin T. gondii Kistleri
tarafindan tutulmasindan dolayr oldugu diisiiniilmiis ve yapilan caligmalarda bu
bolgedeki doku kisti sayisinin yiiksekligi gosterilmistir (Vyas ve ark 2007). Ayrica,
bulbus olfactorius, hippocampus ve kortikal bolgede de kist sayisinin diger bolgelere
oranlara daha fazla oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Haroon ve ark 2012,
Evans ve ark 2014). Tim bu bulgularin aksine; Berenreiterova ve ark’ lar1 (2011),
latent toksoplazmozda doku kistlerinin fare beyindeki dagilimmin haritasim
cikarmiglar ve ne amigdalar ve hipotalamik bdlgede ne de dopaminerjik néronlarin
icinde daha fazla parazit doku Kisti olduguna dair bir kanit bulamamislardir.
Insanlarda davranis degisikliklerin, toksoplazmozlu bireylerde beyinde sekillenen
doku Kistleri ile MRI c¢aligmalar1 serbral toksoplazmozlu bireylerdeki lezyonlu

bolgeleri, korteks ve serebellum olarak gostermistir (Schroeder ve ark 2006).

b. Dopamin Uretimi: Gaskell ve ark (2009) T. gondii genomunda tirozin
hidroksilazi kodlayan, iki gen oldugunu gostermislerdir. Tirozin substrat varliginda
dopaminin éncusi olan L- DOPA’ ya doniisiir ve enfekte kemirgenlerin beyinlerinde
yiiksek oranda dopamine rastlanmistir (Stibbs 1985). Prandovszky ve ark.’lart ise
2011°de yaptiklar1 ¢alismada ise néronlarin ig¢indeki tirozin hidroksilazin néronlarin

sitoplazmalarindaki doku kistleri kaynakli oldugu gosterilmistir.

C. Noron Fonksiyonlarimm Metabolik Olarak Bozulmasi: Yapilan ¢alismalar,

hem takizoitlerin hem de bradizoitlerin noronlar1 enfekte etmesiyle birlikte, MSS’
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nin temel uyarici amino asiti olan glutamat uyariminin, ndronlara azalmis ya da

cogalmis Ca" girisi ile sonuglandigini gostermistir (Haroon ve ark 2012).

d. Apoptozun Engellenmesi: Toxoplasma gondii; kaspaz molekillerinin
aktivasyonunu azaltarak/engelleyerek, poli ADP-riboz polimeraz ekspresyonunu
downreglle ederek ve Bcl-2 ile Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinleri upregile ederek
ndronal apoptozun  ©6nune gecmekte, bdylece kendi lehine hicreyi
olimstizlestirmektedir (Goebel ve ark 2001, Payne ve ark 2003, Kim ve Denkers
2006).

1.5.1.2.Dolayh Etki

Noroenflamasyon: Toxocara canis, Toxocara cati, Baylisascaris procyonis ve
Eimeria vermiformis gibi parazitler noronlart direkt etkilemedikleri halde
noroenflamasyonla MSS’ ni etkileyerek, 7. gondii’ ye benzer bicimde davranig
degisiklerine neden olurlar (Nokes ve Bundy 1994, Kavaliers ve Colwell
1995,Kaushik ve ark 2012, Langelier ve ark 2016).

Toxoplasma gondii’ nin konagi enfekte etmesiyle birlikte MSS’ ne
ulasmasindan once periferal hiicre aracili sitokin yanit uyarilir ve bu yanit, kan beyin
bariyeri ile koroid pleksusu gegerek beyne ulasabilir ve orada ndroenflamasyon
baslatabilir (Wong ve ark 2004, Randall ve Hunter 2011, Hunter ve Sibley 2012,
Baruch ve Schwartz 2013). Ancak esas 6nemli olan, 7. gondii’ ye karst MSS’ nde
olusan lokal Thl immun yanittir (Suzuki 2002, Carruthers ve Suzuki 2007). Son
yillarda yapilan g¢alismalar; major depresyon, obsesif- kompulsif bozukluk ve
sizofreni gibi mental bozukluklarin varliginda Th1 immun yanit elemanlar1 olan IFN-
v, IL-12, IL-1, IL-6, and TNF artisin1 gostermistir (Brietzke ve ark 2011, Mansur ve
ark 2012, Najjar ve ark 2013).
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Boylece; T. gondii enfeksiyonunun  ardindan  gelisen  kronik
noroenflamasyonla beraber, davranis degisikliklerinin ve ndrolojik bozukluklarin

olusmasi spekiile edilebilir.

Toxoplasma gondii’ nin Avrupa’da yaygin olan tip II kistojenik suslari
insanlarda enfeksiyon olusturdugu zaman, MSS’ inde persiste kalarak konag1 yasam
boyu enfekte eder (Parlog ve ark 2015). Bu ¢alismada; T. gondii enfeksiyonunun
erken kronik dénemi olan 30. gun ile ge¢ kronik dénemleri olan 60 ve 180.
glinlerindeki enfeksiyon siddetlerini, etkilenen hiicre popiilasyonlarini ve sitokinsel
yamiti  karsilastirarak  degerlendirmek amaglanmustir.  insan ve fare yasi
kiyaslandiginda kronik agsamanin ge¢ doneminin gosterildigi deneysel enfeksiyon
calismalar1 olduk¢a azdir. Bu nedenle, enfeksiyonun 60 ve 180. giinlerinde hiicresel
immunofenotiplendirme ve sitokinsel yanitin birlikte arastirilmasi, insanlardaki

toksoplazmozun aydinlatilmasi i¢in 6nem arz etmektedir.
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GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Beyam

Deney hayvanlarinin bakimi ve tiim deneysel uygulamalar Kirikkale
Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde yapildi. Calisma
siiresince uygulanan tiim bu prosediirler ve deneysel asamalar icin, Kirikkale
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’'ndan onay alindi (25.02.2016, 16/23
nolu Etik Kurul Raporu).

2.2. Deney Hayvanlari

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 ruhsatli olan, ticari laboratuvar hayvani
tireticisi (Kobay A.S., Ankara) araciligiyla sertifkali olarak, 40 adet, 6-8 hafta yasli,
erkek, C57BL/6 fare temin edildi. Fareler tip 1l long ve hepafiltreli kafeslerde, 20- 23
°C’de 12 saat 151k/12 saat karanlik dongiisiiyle barindirildi. Ticari fare yemi ve igme

sular1 ad libitum olarak saglanda.

2.3. Toxoplasma gondii ME49 Susu

Bu ¢alismada, 2009 yilinda Dr. Alvaro Freyre, Toxoplasma Research Lab,
Uruguay’dan yasal izinlerle getirtilen ve o zamandan beri laboratuvarlarimizda

duzenli olarak pasajlanan ve dondurulan ME49 susu kullanildi. Etken, sivi azot
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tankindan c¢ikarildiktan sonra, 37 °C su banyosunda ¢ozdirilen etkenler, DMEM,
%10 fotal buzagi serumu ve %]1 penisilin-streptomisin igeren besi yerinde 3 kez
yikand: ve sonrasinda 2x10° Vero hiicresi iceren 25cm? flask icerisinde 37 °C’ de %4
CO?’1i etiivde kiiltiire edildi. 3 giin boyunca diizenli olarak besi yeri degistirilen Vero
+ MEA49 takizoit hlcre kultirl, 3 giin sonrasinda tripsinize edildi. Bu islem yeterli

takizoit sayisina ulasana kadar, 2 kez tekrarlandi.

2.4.Toxoplasma gondii Takizoitlerine GFP Transfeksiyonu

2.4.1. GFP isaretli Escherichia coli

GFP bagl plazmide sahip olan Escherichia coli (E. coli) kiltirl, Ege
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya Boliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr. Serap Elvan

tarafindan laboratuvarimiza hediye edilmistir.

2.4.2. Plasmid izolasyonu

GFP baglh plazmide sahip E. coli’ ler kat1 Nutrient agardan, sivi Lysogeny
broth’ta aktarild1 ve 37 °C’de 1 hafta boyunca iiretildi. Ardindan modifiye alkali liziz
prensibiyle ¢alisan ticari kit (Genopure Plasmid Midi Kit, Roche) yardimiyla, Uretici
firma talimatlarina uygun olarak, plasmid DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA
miktarin1 dlgmek amaciyla Qubit florometre (Invitrogen, USA) ve Qubit 1X
dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA) kullanildi. DNA miktar1 1mg/mL olana

kadar ayni1 igslemlere devam edildi.
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2.4.3. GFP Transfeksiyonu

GFP’nin plasmid araciligiyla hiicrelere aktarimi, ticari plazmid DNA
transfeksiyon kiti (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent, Life Tech) araciligiyla
yapildi. Bunun igin oncesinde, Vero + ME49 takizoit hicre kultlrt tripsinize
edildikten sonra, 24kuyucuklu plaklara ekildi ve 37 °C’ de %4 CO?’li etiivde, 1 giin
stireyle inkiibe edildi. Daha sonra iiretici firmanin talimatlarin uygun olarak, T.gondii
takizoitlerine plazmid DNA’sin1 aktarimi saglandi. Akabinde GFP plasmid aktarilmig
Vero + ME49 takizoit hiicre kultird tripsinize edildi ve 27 gauge’lik dental igneden
20 kez gecirilerek, hiicre igerisindeki takizoitler agiga c¢ikarildi. Patlayan Vero
hiicrelerinden ¢ikan takizoitler, 800 rpm’ de 5 dk siireyle santrifiij edilerek, Vero
hiicrelerinden ayrildi. T. gondii plasmid aktarim basaris1 %75 iizerinde oldugundan 2
giinlik inkiibasyon sonrasinda etkenler, floresan mikroskop altinda incelendi ve
toplamda 100 parazit sayilarak, 3’lik GFP 1sildamasi basar1 kriteri olarak
degerlendirildi.

2.5. Toxoplasma gondii Enfeksiyonu ve Deney Dizeni

2 haftalik karantina siiresinin ardindan 10 haftalik yasli C57BL/ 6 fareler
10’arh 4 gruba ayrildi (Grup I: 30 giinliik enfeksiyon grubu, Grup Il: 60 ginlik
enfeksiyon grubu, Grup I11: 180 glnlik enfeksiyon grubu, Grup K; kontrol grubu).
GFP aktarilan 1x10* T.gondii ME49 susu takizoitleri iceren 0,5 ml inokulum
intraperitoneal olarak verildi. Kontrol grubuna ise 0,5 ml fizyolojik tuzlusu yine
intraperitoneal yolla uygulandi1 (Cizelge 2.1). Sakrifiye edilene kadar, tim fareler

duzenli olarak kontrol edildi.
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Cizelge 2.1. Cahisma takvimi: deney gruplarinin sonlandirildig: siireler ve fare sayilar

Deney T.gondii GFP Fare Inokiilum, Inokulasyon sonrast
Gruplari Sayisi T qondii /ETS Otenazi (Gun)
Grup | T.gondii GFP 10 1x10*T.gondii ME49 30
susu, 0,5 ml
Grup I T.gondii GFP 10 1x10*T.gondii ME49 60
susu, 0,5 ml
Grup I T.gondii GFP 10 1x10*T.gondii ME49 180
susu, 0,5 ml
Grup K - 10 0.5 ml Steril 30, 60 ve 180
Serum Fizyolojik

Fareler 30’ uncu (Grup | = 10, Grup K = 3), 60’ inc1 (Grupll = 10, Grup K =
3) ve 180’ inci (Grup Il = 10, Grup K = 4) giinlerde CO2’li 6tenazi kabininde
sakrifiye edildi ve nekropsileri yapildi. Nekropsi sonrasi, beyin hizli bir bigimde
cikarildi ve beynin 6n 1/3’tinden koronal Kesitle alinan 100mg taze doku RNA
izolasyonu icin, RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Germany) soliisyonu
icine alinarak, -20 °C’ ye kaldirild1 (Sekil 2.1.) Geri kalan beyin bolgeleri ve diger
doku ornekleri patolojik ve immunopatolojik incelemeler i¢in %4’liik PBS tamponlu

paraformaldehit soliisyonuna alindi.
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Sekil 2.1. Doku takibi ve RNA izolasyonu icin koronal kesit alinan bolge
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2.6. Patolojik Incelemeler

Beyin 6rnekleri %4’lik PBS tamponlu paraformaldehit soltisyonu igerisinde
48 saat slreyle tespit edildikten sonra, incelenmesi hedeflenen 4 boélge; amigdala,
kornu ammonis, prefrontal cortex ve bulbus olfactorius igerecek sekilde koronal 2
mm kalinliginda kesitler alind1 ve akan ¢esme suyu altinda 6 saat yikandi. Rutin
doku takip islemlerinde dereceli alkol (70°, 80° 90° 96° ve 99,5°) ve ksilol
serilerinde islem gordiikten sonra parafinde bloklandi. Parafin bloklardan, lamlara 4-
Sum kalinh@inda yedekli seri kesitler alindi. Rutin olarak hematoksilen ve eozin
(HE) ile boyanan Kkesitler, histopatolojik yonden incelendi ve lezyon siddeti

yonlinden Hermes ve ark (2008)’e gore asagidaki sekilde semikantitatif skorlandi:

Perivaskiler hucre infiltrasyonu; 1-2 sira +1, 3-5 sira +2, 6-10 sira +3, , Gliozis; 3-4

hicre +1, 5-10 hicre +2, 10 hiicre tzeri +3, Meningitis; +1 Hafif, +2 Orta, +3.

2.7. immunoperoksidaz ve Iimmunofloresan Testler

2.7.1.Antikorlar

Bu ¢alismada; ticari TNF- o (Abcam, USA), IFN- y (Abgent, USA), IL- 1 B
(Abcam, USA), IL- 4 (Abcam, USA), IL- 5 (Santa Cruz, USA), IL- 6 (Santa Cruz,
USA), IL- 10 (Abcam, USA), IL- 12 (Abcam, USA), IL- 15 (Abgent, USA) ve IL-
18 (Santa Cruz, USA) pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokinler ile merkezi

sinir sistemi ndronlar, glial hiicreler ve yangi hiicrelerinin immunofenotiplendirilmesi
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icin Cizelge 2.2.’de belirtilen antikorlar kullanildi. Ayrica, T. gondii varliginin
gosterilmesi igin; Haziroglu ve ark tarafindan 2003’te gosterildigi gibi hazirlanan

poliklonal anti- T. gondii poliklonal antikoru kullanildi.

Cizelge 2.2. Beyinde ndron, makrofaj, T ve B lenfosit alt tipleri icin kullanilan immun
isaretleyiciler

Konak Hucre Reseptérii  Antikor- Ticari antikor

Hicresi _ _
Noron NSE Abcam; ab79757

Astrosit GFAP Abcam: 10062

Kemik iligi 3 CD11b Santa Cruz; sc133357
Kokenli o X

Makrofaj

Dendritik CDl11c Santa Cruz; sc33483

Hucre

Yardime1r T CD4 */ CD8 Santa Cruz; CD4 Antibody sc13573
Hucresi

Sitotoksik T CD8*/ CD4 Santa Cruz; CD8-a. Antibody sc-18913
Hucresi

Regilatér T CD4*/ FOXP3* Santa Cruz; FOXP3 Antibody sc-31739
Hucresi

B Lenfosit CD19 Abcam; ab210210

2.7.2.immunoperoksidaz Test

Tum immunohistokimyasal analizler ticari immunoperoksidaz kit (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA), AEC kromojen ve karsit boyama igin
Mayer’s hematoksilen kullanildi. Negatif kontrol i¢in de ayn1 prosediirler uygulandi
ancak, primer antikor yerine normal fare serumu kullanildi. Pozitif kontrol olarak,

daha onceki calismalardan elde edilen T. gondii enfekte fare dokular1 kullanildi.
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Kesitler {i¢ ksilol serisinde 5’er dakika deparafinize edilip ve absolii alkol, % 95 ve
% 70’lik alkol ve distile suda 5’er dakika tutularak rehidre edildi. Antijen geri alma
islemi ig¢in; sitrat soliisyonda (pH 6. 0) 30 dakika kaynatilan dokular, %1’lik
hidrojenperoksit icerisinde 15 dakika muamele edildi ve boylece endojen peroksidaz
aktivitesi inhibe edildi. Daha sonra kesitler, 10 dakika sureyle protein bloke edici
serumla (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) inkiibe edildi. Sonrasinda
sirasiyla, 1 saat oda 1sisinda primer antikorlarla (anti- TNF-a, anti- IFN- vy, anti- IL-
1B, anti- IL- 4, anti- IL- 5, anti- IL- 6, anti- IL- 10, anti- IL- 12, anti- IL- 15, anti- IL-
18, anti- GFAP, anti- CD11b, anti- CD11c, anti- CD4, anti- CD8, anti- FOXP3, anti-
CD19 ve anti- T. gondii), 30’ar dakika da sekonder antikor ve streptavidin-
peroksidaz enzimi ile inkiibe edildi. PBS ile yikanan kesitler, AEC kromojen ve
Mayer’s hemotoksilenle boyanarak, su bazli yapistirict ile kapatildi. DP25 kamera
eklentili Olympus BX51 (Japonya) mikroskop ile boyanmalar degerlendirilerek,
mikrofotograflar ¢ekildi.

2.7.3.immunofloresan Test

Belirteclerin gosterilmesi amaciyla ticari Texas-Red, FITC ve DAPI ile konjuge
edilmis anti-mouse IgG ve anti-rabbit IgG seconder antikorlari kullanilarak indirekt
immunofloresan teknigi kullanildi. Buna gore; aymi immunohistokimyasal
boyamalarda oldugu gibi, kesitler {i¢ ksilol serisinde 5’er dakika deparafinize edilip
ve absolii alkol, % 95 ve % 70’lik alkol ve distile suda 5’er dakika tutularak rehidre
edildi. Ardindan spesifik olmayan parildamalarin ve Gzellikle ertirositlerde gdzlenen
otofloresan1 Oniine gegmek amaciyla kesitler, amoyum klorid ile 10 dakika muamele
edildi. % 0,1°1ik proteinase K ile 37 °C’de enzimatik digesyon uyguland: ve protein
bloke edici serumda (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 10 dakika
bekletildi. Sonrasinda her bir doku kesiti, farkli konaktan elde edilmis primer
antikorlar ile oda 1sisinda 1saat siireyle sirasiyla inkube edildi ve her bir primer
antikor uygulamasindan sonra PBS ile yikandiktan sonra ikinci ve Uglincu primer

antikor uygulandi. Florokrom boyalarla isaretli anti-mouse, rat, rabbit sekonder
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antiserumlar (Vector Labs.) havuzlanarak (1/100 diltsyon) 20 dakika tutulduktan
sonra, kesitler gliserin ile kapatilarak floresan mikroskop altinda incelendi. Cekirdek
boyamasi1 amaciyla ise DAPI kullanildi. Boyanan kesitler, floresan atagmanli upright
arastirma mikroskobu (Leica DM 5000 ve LAS analiz yazilimi) altinda goruntulendi
ve ¢ekilen dijital mikrofotograflar kaydedildi. Ayri ayri kromojenlerle farkli dalga
boylarinda gekilen fotograflar, Overlay teknigi ile goriintii birlestirmesi yapildi ve

ayni1 mikroskop alaninda immunopozitif bolgeler farkli renklerle temsivl edildi.

G

o
Y

Amigdala Hipokampus ve Posterior | Prefrontal korteks
serebral arter

Sekil 2.2. Immunohistoperoksidaz ve immunofloresan testlerde incelenecek hedef
bélgeler.

2.8. Toxoplasma gondii Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toxoplasma gondii genomunda 35 kopyaya sahip olan Bl geni,
toksoplazmozun hizli ve hassas tanisi igin kullanilmaktadir (Buchbinder ve ark 2003,
Lin ve ark 2000).

Bu nedenle bu ¢alismada, herbir beyin 6rneginden, High Pure PCR hazirlama
kitindeki (Roche Applied Sciences, Germany) protokole uygun olarak DNA izole
edildikten sonra, Nested PCR ile T. gondii’nin B1 geni (GenBank no. AF179871)
ortaya konuldu. Ilk primerler, 287 baz gitflik gen fragmenti Nested PCR’da 5_-
TCAAGCAGCGTATTGTCGAG-3_ [20 niikleotid (nt), oligo 1, forward primer] ve
5 -CCGCAGCGACTTCTATCTCT-3_ (20 nt, oligo 2, reverse primer) ilk
reaksiyonda c¢ogaldi, ikinci primerler 194 baz ciftlik gen fragmenti 5 -
GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3_  (21nt, N1, forward primer) ve 5 -
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TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3 (20 nt, C1, reverse primer) ikinci Nested PCR
reaksiyonunda cogaltildi. ilk 50 L’lik cogaltilmis reaksiyon miktarinin, 25 L’sini
putrifiye DNA taslagi, GoTaq DNA polymerase’in 1 _M primerleri (oligo 1 ve oligo
2),1.25 U (5 U/_L; Promega, United States), 1 GoTaq reaction buffer (Promega) ve
0.2 mM deoksiribonlkleotid trifosfat Invitrogen, United States) olusturdu. PCR
cogaltma reaksiyonlart 94°C’de 30 saniye denatiirasyon asamasi, onu takiben
94°C’de 15 saniye, 45°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye 50 kez dongii yaptiktan
sonra, son olarak 72°C’de10 dakika baglanma asamas1 seklinde uygulandi. ikinci 50
L’lik ¢ogaltilmis reaksiyon miktarni da; 1 L kadarini ilk PCR reaksiyon iiriinleri,
1.25 U of GoTaq DNA polimerazin 0, 2 _M primerleri (C1 and N1), (5 U/_L), 1_
GoTaq reaksiyon solusyonu ve 0, 2 mM deoksiribonikleotid trifosfat olusturdu. PCR
cogaltma reaksiyonlar1 94°C’de 30 saniye denatiirasyon asamasi, onu takiben
94°C’de 15 saniye, 45°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye 50 kez dongii yaptiktan
sonra, son olarak 72°C’de 10 dakika baglanma asamasi seklinde uygulandi. PCR

tiriinleri %2’ lik agaroz jel elektroforezi ile goriiniir hale getirildi.

2.9. Beyin Dokusunda Sitokin Ekspresyonlarmmin Kantitatif Ger¢cek Zamanh-
Polimeraz ZincirReaksiyonu (Real Time- PCR) ile incelenmesi

2.9.1.Beyin Dokusundan RNA izolasyonu ve DNaseUygulamasi

RNAlater soliisyonu igindeki beyin dokusu, ¢ikarilip, steril bistlri ucu ve
doku homojenizatorii (FastPrep®-24, MP biomedicals, ABD) yardimiyla oldukca
homojenize edildi. Total RNA ekstraksiyonu icin PureZOL RNA Isolation Reagent
(Bio Rad, CA, USA) soliisyonu kullanild: ve iiretici firmanin belirttigi talimatlara ek
olarak PureZOL icindeki homojenize dokular bir gece -80 °C’de bekletildi ardindan
RNA eldesi saglandi. Niikleazdan ari su ile sulandirilan RNA’lar spektrofotometrik
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olarak (Nanodrop C1000, Thermo, Almanya) miktar1 6l¢iildii. RNA biitiinligi
safeview ile boyanmis %]1°lik agarose jel ile 100V elektrik akimi altinda
elektroforezde yurutildu ve ultra viole (UV) 1s1ik altinda goriintiilenerek kontrol
edildi. Elde edilen RNA’larda DNA kontaminasyonun onlenmesi i¢in Ornekler
DNase ile muamele edildi. DNase enziminin etkinligi 65 °C’de sonlandirilarak ve
RNA kalintilarinin pargalanmasi igin EDTA eklendi (Cizelge 2.3.)

Cizelge 2.3. DNase uygulamasi kullanilan kimyasal miktarlar1 ve sicakhk
kosullar:

Kimyasal ~Miktar Sicaklik Sire
RNA 3000ng 37°C 30dk
DNase | 3ul

10X reaksiyon 3ul

buffer:

Nikleaz ari su 30ul’ye tamamlanir

2.9.2. RNA’dan komplementer DNA (cDNA) Eldesi

Komplementer DNA (cDNA) eldesi, iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad,
CA, ABD) yardimiyla, iiretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak yapildi. Buna
gore; 20uL iScript reaction mix, 5uL iScript reverse transcriptase, 75uL RNA ile
toplam 100 pL karigim hazirlandi. Hazirlanan bu karisim; 25 °C’ de 5 dakika, 42 °C’
de 30 dakika, 85 °C’ de 5 dakika ve 4 °C’ de bir siire, 1s1 dongiileyicide inkiibe edildi
(CFX96, Biorad CA, ABD) ve ardindan elde edilen cDNA’nin spektrofotometrik
olarak (Nanodrop C1000, Thermo, Almanya) miktar1 6l¢tildii (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.4. cDNA Sentez Reaksiyonu Kimyasal Kosullari

Kullanilan kimyasal Miktar:

5X Reaksiyon Miksi 16ul

Reverse transkriptaz enzimi 3ul

Kalip RNA (yogunluguna gore) 15-30pl

Nikleaz icermeyen su 60ul’ye tamamland1

2.9.3. Kantitatif Real Time- PCR Analizi

Kantitatif es zamanli PZCR’da incelenecek gen bolgelerine 6zgili primerler
MRNA (zerinde bulunan ekzonlara goére tasarlandi. Bu amacgla Genbank veri
tabanindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ilgili genlere ait genomik DNA
ve kodlanan DNA (coding DNA, cDNA) dizileri indirildi, Genscript
(https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool) ve
BiSearch (Aranyi vd. 2006) primer tasarim araglari kullanildi.

Bu primerlerin baglanma sicakliklart ve 6zgiinliikleri gradient konvansiyonel
PCR ile belirlendi ve ardindan SybrGreen kiti ile baglanma sicakligi uygunlugu
kontrol edilerek, belirlenen sicaklik tiim Orneklere uygulandi (Cizelge 2.6.). Her
Ornek icin 2 teknik tekrar yapildi ve elde edilen dongii esigi degerleri (Cycle
Threshold, CT) ve gruplar arasi farkliliklar incelendi.
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Cizelge 2.5. Kantitatif Real time PCR sitokin primerleri ve referanslari

F R REEEN
TNF-a 5'- 5'- Shi ve ark 2010
GATCTCAAAGACAACCAA  CTCCAGCTGGAAGACTCCT
CATGTG -3' CCCAG -3
IFN-y GGA ACT GGC AAA AGG GCT GGA CCT GTG GGT Jones ve ark 2010
ATG GTG AC TGTTGAC
IL-12 5’- 5’- Mashayekhi ve ark
GACCATCACTGTCAAAGA  AGGAAAGTCTTGTTTTTGA 2011
GTTTCTAGAT-3’ AATTTTTTAA-3’
IL-4 TCGGCATTT TGA ACG GAA AAG CCC GAA AGA Jones ve ark 2010
AGG TC GTCTC
IL-10 5'- 5'- Shi ve ark 2010
GGGTTGCCAAGCCTTATCG TCTTCAGCTTCTCACCCAG
GAAAT -3' GGAAT -3'
B-actin 5°-TGT GAT GGT GGG AAT  5°-TTT GAT GTC ACG CAC Zhang ve ark 2003

GGG TCAG-3°

GAT TTC C-3°

Ifadesi olgiilecek genlerin K-PCR primer baglanma sicakligi B- actin, TNF-a,
IFN- v, IL4, IL10 ve IL12 genleri 60 °C olarak belirlendi. incelenen érneklerde ifade

farkliliklarinin belirlenebilmesi amaciyla gruplarda Olgililen dongii esigi degerleri

referans gene gore incelenerek delta delta ct degerleri (Pfaffl, 2001), bunlara gore de

gen ifadesi degisiklikleri hesaplandi.

Cizelge 2.6.. Kantitatif PCR’da kullanilan kimyasal ve sicaklik protokolii

Kimyasal

Miktar

(C9)

Sicakhk

iTaq Syber 10 pl 95 10:00 1
Green
F primer 1l
R primer 1l 95 00:10 49
cDNA 3 (100ng) 60-62* 00:30**

ul
Nikleaz ari su 5ul
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2.10. Histolojik Skorlama ve Istatistik

Leica DM 5000 kamera eklentili 1sik  mikroskobu ile
immunohistokimyasal ve immunofloresan bulgular goriintiilendi ve her bir hayvanin
protokol numarasima gére tek tek dijital mikrofotograflari cekildi. Immunopozitif
boyanmalar, antijenin yogunluguna ve birim fotograf alan pozitif boyanmasina gore
asagidaki sekilde semikantitatif olarak skorlandi. Buna gore; 0= Yok, 1= Hafif, 2=
Orta siddetli ve 3= Siddetli olarak belirlendi.

U¢ grubun bagimli degiskenler, Real time PCR datasi ve immiinpatoloji
Ol¢limii acisindan karsilastirilmasinda, 6tenazi guni (30, 60 ve 180) ayni olanlar

Kruskal Wallis testiyle yapildi.
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BULGULAR

3.1. Toxoplasma gondii Takizoitlerinin Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi

Vero hiicre kiltirine eklenen GFP isaretli takizoitlerin 1 saat icinde hucreyi
enfekte ettikleri gozlendi ve besi yerleri degistirildi. 2" bi¢iminde ¢ogalan
takizoitlerin, ti¢ gilinliik inkubasyon siiresinin ardindan yeterli sayiya ulastiklar1 ve
baz1 vero hiicrelerini patlattiklar1 gézlendi ve bunun iizerine tripsinize edilip, yeni
flasklara ekimleri yapildi (Sekil 3.1. A ve B). 10 giine kadar besi yeri degistirilmeyen
ve az besin ve oksijenle iizerlerinde stres olusturulan flasklarda, takizoitlerin doku

kisti benzeri yapilar aldiklar1 gozlemlendi.
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Sekil 3.1. Vero hicreleri ve Toxoplasma gondii ME 49 takizoitleri (A)
Toxoplasma gondii ME 49 takizoitleri (oklar) ve onlar tarafindan enfekte edilmis
Vero hiicreleri (2. Pasaj, 10. gun). (B) Takizoit enfekte Vero hiicreleri (3. Pasaj, 3.

gun).

Tripsinize edilen hicreler, serum fizyolojik ile sulandirild1 ve lamlar Gzerine

alimarak, floresan kamera eklentili mikroskopta GFP 1sildamasi yoniinden

38



degerlendirildi. Parlak yesil 1sildamalar pozitif olarak kabul edildi (Sekil 3.2. A ve
B).

Sekil 3.2. A ve B. ME 49 takizoitlerindeki pozitif GFP 1s1ldamalari.
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3.2.Histopatolojik Bulgular

Arastirmada histopatolojik olarak beyin, karaciger ve dalakta sekillenen
degisiklikler gruplara gore asagida agiklanmistir. Buna gore;

Kontrol Grubu (Grup K) (n=10); Basta serebral korteks olmak tizere beynin
tim bolgeleri 6zellikle de amigdalar bolge, orta beyin, talamus, hippocampus ve
beyincik normal yapida degerlendirildi. NOronlarda; cekirdek, cekirdekcik ve
sitoplazmada herhangi bir dejenerasyon/ nekroz dikkat ¢cekmemis olup, glial hiicreler
de normal yapida gézlemlendi. 2 olguda karsilasilan ¢ok hafif néron dejeneasyonu
ve 1 olgudaki vaskiilitis haricinde beynin higbir béliimiinde yangisal ya da vaskiiler

bir degisiklige rastlanmadi.

Karaciger orneklerinde; gerek periportal bolgede gerekse periasiner bolgede
herhangi bir degisiklige rastlanmamis olup, terminal portal venin etrafindaki safra
kanallar1 normal yapidaydi. Hepatositlerin stoplazma ve cekirdek buytklikleri
normal gorinimde, Kupffer hiicreleri siniizoidal bosluklarda yer almaktaydi. Disse
araliklari, Remark kordonlar1 ve siniizoidal bosluklar normal goriiniimdeydi.
Bunlarla birlikte, iki olguda vena centralis ¢evresinde hafif vakuoler dejenerasyon

saptandi.

Dalak o6rneklerinde ise; lenfoid folikuller ve Malpighi korpuskillerinde
normal yapi saptanmistir. Sadece bir olguda, Malpighi korpuskillerinde hafif

derecede hiperplazi disinda higbir patolojik degisiklige rastlanmadi.

Grup I ve Grup II’ de birbirine oldukg¢a benzer histopatolojik bulgular elde
edilirken, Grup III’ te diger gruplara oranla daha hafif noropatolojik degisikliklere

rastlandi.

Kontrol hari¢ tiim gruplarda baslica; néron dejenerasyon ve nekrozu, gliozis,
satellitoz, perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, non-purulent meningitis
ve vaskiiler olarak da vaskiilitis ve kapillar endotel hipertrofisine rastlandi. Bununla

birlikte; gruplarin higbirinde doku kistiyle karsilasiilmadi. Bu lezyonlar daha ¢ok
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beynin; serebral korteks, talamus, kaudat- putamen (striatum), amigdala,
hippocampus ve substantia nigra bdlgelerinde yer alirken, serebellumda Grup I’de 1,
Grup II’de 1 ve Grup III'te 2 olmak fiizere sadece dort olguda histopatolojik
degisikliklere rastlandi.

Grup 1(n=10)" de; beyinde oOzellikle talamik bolge ve orta beyinde orta
siddetten siddetliye degisen ndronal dejenerasyon ve nekrozlara ve bu noéronlarin
etrafinda da hafiften ortaya degisen glial hiicre birikimine (satellitozis) rastlandi.
Bununla birlikte bu gruptaki olgularin tamaminda vaskiiler degisikliklere (Sekil 3.3.
A ve B) rastlanirken, meningitis ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonlariyla bazi

vakalarda karsilasildi (Cizelge 3.1.).

Karacigerde; orta ve siddetli bicimde hem hepatohiicresel hem de multifokal
sentrilobuler nekroz odaklariyla karsilasildi.  Ayrica, yine tim olgularda
hepatositlerde vakuolasyon, siniizoidal bosluklarda ve fokal odaklar halinde ortadan
siddetliye degisen derecelerde, makrofaj ve lenfositlerce zengin, mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 gozlendi.

Dalakta; cok fazla bir histopatolojik degisiklige rastlanmazken, olgularin
cogunda lenfoid folikiil hiperplazisi, hafif derecede siniizoidal makrofaj infiltrasyonu

ve hemoraji dikkat ceki.

Grup I’ de ve Grup III’ te Grup I’ dekine benzer bolgelerde ve benzer
siddetlerde noronal dejenerasyon ve nekrozu, satellitozis ve gliozise rastlandi (Sekil
3.3. C-F)Grup II’ de Grup I ve III’ e gore daha siddetli bir meningitis tablosu
sekillenirken, yine tiim gruplarda bazi olgularda hafiften ortaya degisen siddette
perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi (Cizelge 3.1.).

Grup II karaciger orneklerinde yine Grup I ile benzer histopatolojik bulgular
saptanirken, bunlara ek olarak 7 olguda, siddetli bi¢cimde konjesyonlara ve

kanamalara rastlandi.

Dalak 6rneklerinde, lenfoid hiperplazisi yani sira, Malpighi korpuskdlleri ve

sintizoidlerde 6dem ile 6 olguda beyaz pulpada multifokal kanamalara rastlandi.
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Cizelge 3.1. Gruplara gore beyinde sekillenen norohistopatolojik degisiklikler ve
siddetleri. Lezyon siddeti; Yok: 0, Hafif: 1, Orta: 2, Siddetli:3 olarak degerlendirildi.

Perivas.
Noron Mononiiklear Mononiiklear
Dejenerasyon/ Hiicre Hiicre
Nekroz Gliozis | Satellitozis | infiltrasyonu | Meningit | infiltrasyonu | Vaskiilit
1 3 2 2 1 1 2 1
2 1 1 1 0 0 1 1
3 2 1 2 0 1 1 1
4 2 2 2 0 0 1 1
5 2 1 1 1 0 1 1
6 2 2 1 1 1 1 1
7 3 2 2 1 0 1 1
8 2 1 1 1 0 1 2
Grup 9 1 1 0 0 0 1 1
| 10 3 2 1 1 1 1 1

[EE
o

1 2 2 2 1 1 0 0

2 1 1 1 0 0 0 1

3 1 1 1 0 0 1 1

4 1 1 1 0 0 0 1

5 2 1 1 0 0 1 1
Grup | 6 2 1 1 0 0 1 1
m | 7 1 1 2 1 1 0 1
1 0 0 0 0 0 0 0

2 1 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 1

4 0 0 0 0 0 0 0
Grup | 5 0 0 0 0 0 0 0
K 6 1 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0
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Sekil 3.3. Grup I, IT ve III’ teki norohistopatolojik degisiklikler. (A) Amigdalar
bolge. Grup I’de ndronal dejenerasyon (ok) ile vaskdlitis ve endotelial hipertrofi, HE,
Bar = 100um (B) Striatum. Grup I’ de fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (ok
bas1), HE, Bar = 200um. (C) Talamus. Grup II’ de vaskiilit ve hafif siddette
perivaskiiler hiicre infiltrasyonu (ok basi), néron dejenerasyon ve nekrozlar1 (ok), HE,
Bar = 100um. (D) Serebral korteks. Grup II’ de wvaskulit, perivaskiler hicre
infiltrasyonlari, néron dejenerasyonlar1 ve gliozis odaklari, HE, Bar = 200um. (E)
Amigdala. Grup III’ te Cekirdekleri kaybolmus, eozinofilik, nekrotik néronlar (ok bast),
HE, Bar = 100pum. (F) Ventral tegmental alan. Grup III’ te dejenerasyona ve nekroza
ugramis noronlar (ok bast), mikoglia aktivasyonu (ok), HE, Bar = 100um.
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3.3.Immunoperoksidaz Bulgular

3.3.1.Toxoplasma gondii Takizoitlerinin Immunoperoksidaz ile Saptanmasi

Yapilan testlerde kontrol grubunda, T. gondii antijenine karsi hicbir
immunoreaksiyon gozlenmezken, diger gruplarin tamaminda Ozellikle serebral
korteks, hippocampus, amigdalar bolge, striatum ve substantia nigrada ortadan

siddetliye degisen immunopozitifliklere rastland1 (Sekil 3.4. A- D).

Siddetli immunopozitifliklere; hippocampusta piramidal noronlarda (Sekil
3.4. B), substantia nigrada glial hiicreler ve astrositler (Sekil 3.4. C) ve amigdalada
dejenere noronlar ile astrositlerde (Sekil 3.4. D) rastlandi. Diger bolgelerde ise daha
hafif ve orta siddette immunoreaksiyonlara rastlandi. Bunlarla birlikte, enfekte
hiicrelerin oldugu bdlgelerde gliozis ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 da dikkat

ceken bulgular arasinda yer aldu.
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Sekil 3.4. Toxoplasma gondii spesifik antijenlerin tim gruplarda gosterilmesi. (A)
Hippocampus ve neokorteks. Immunoreaktivite gdstermeyen Grup K, Avidin — Biotin
Kompleks indirekt Peroksidaz Test, AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar =
200um (B) Hippocampus. Grup I, néronlarda orta siddette immunopozitif reaksiyon,
Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit
boyama, Bar = 100um (C) Subs. nigra ve hippocampus. Grup II’ de orta siddette
immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um (D) Amigdala. Grup III’ te néron ve
astrositlerde siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um (E) ME49
enfekte fare- kas dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um (F) ME49 enfekte fare-
kas dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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3.3.2.Merkezi Sinir Sistemindeki Bagisikik Hiicrelerinin Immunoperoksidaz ile

Gosterimi

Bu ¢aligmada kronik toksoplazmozda énemli rol oynadigr diisiiniilen CD4+,
CD8+, FOXP3+, CD11lb+, CD1lc+ hicreler ile astrositler ve B lenfositler
degerlendirildi.

Tiim gruplar degerlendirildiginde, Grup K’ deki yangi hiicresi populasyonu
diger gruplara gore ¢cok daha diisiik olmakla beraber, B lenfosit miktar1 Grup | ile
esdegerdi. CD4+ hiicre varligiyla en stk Grup II’ de karsilagildi. Grup II’ de yine
CD4+ hiicre ve CD8+ hiicre yogunluklari benzerlik gdsterirken, CD8+ hiicrelerin en
cok Grup 11 te gozlendi. FOXP3+ hiicre diizeyi Gup Il hari¢ tim gruplada oldukca
diisiiktii. CD11b+ ve CD11c+ hiicrelere ise kontrol gubu hari¢ diger tim gruplarda
hemen hemen ayni1 miktarlarda rastlandi (Grafik 3.2.).

CD4+ hiicrelere, Grup I ve II’de beynin hemen her bélgesinde rastlanirken,
Grup III’te daha ¢ok striatum, amigdala ve ventral tegmental alanda rastland1 (Sekil
3.5.). CD8+ hiicrelere tim gruplarda ventral tegmental alan ve substantia nigrada
daha fazla rastlanirken (Sekil 3.6.), CD11b+ ve CD11c+ hiicre yogunluklar: serebral
korteks, talamus ve yine beynin basalinde daha yogundu (Sekil 3.8. ve 3.9.)(Cizelge
3.2.). FOXP3+ hiicre popiilasyonu da daha ¢ok ventral tegmental alan ile substantia
nigrada yogunlagsmis bigimdeydi (Sekil 3.7.). Tiim bunlarla beraber, tim calisma
gruplarinda beynin neredeyse her bolgesinde yogun GFAP immunoreaktivitesine
rastland1 (Sekil 3.10.).

46



Sekil 3.5. CD4+ hucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gore gosterimi (A)
Striatum. Grup K, hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Amigdala. Grup I,
orta siddette immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test
AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 50um. (C) Serebal korteks. Grup II’
de meningslede ve damar duvarinda duvara entegre olmus CD4+ hiicrelerde orta siddette
immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D) Ventral tegmental alan. Grup
III’ te orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (E) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare-beyin
dokusu. Pozitiftif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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Sekil 3.6. CD8+ hiucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gére goésterimi (A)
Hippocampal fisiir. Grup K, hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200pum. (B) Kaudat.
Grup 1, hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test
AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum. (C) Talamus. Grup II’ de orta
siddette immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D) Substantia nigra. Grup III” te
siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 50um. (E) ME49 enfekte fare- dalak
dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (F) ME49 enfekte fare-bagirsak dokusu.
Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve
hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pm.
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Sekil 3.7. FOXP3+ hicrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gore gosterimi (A)
Striatum. Grup K, hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Serebral korteks.
Grup 1, hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test
AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum. (C) Talamus. Grup II” de hafif
immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D) Talamus. Grup III’ te orta
siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (E) ME49 enfekte fare- beyin
dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (F) ME49 enfekte fare-bobek dokusu. Pozitif
kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen
karsit boyama, Bar = 200um.
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Sekil 3.8. CD11b+ hucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gore gosterimi (A)
Substantia nigra Grup K, hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (B) Serebral
korteks. Grup I, orta derecede immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (C) Striatum.
Grup II’ de hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (D) Talamus. Grup III” te
siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (E) ME49 enfekte fare- dalak
dokusu. Negatif kontrol, AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, 200X (F) ME49
enfekte fare-dalak dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pm.
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Sekil 3.9. CD11c+ hucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gére gosterimi (A) Orta
beyin Grup K, olduk¢a hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (B) Serebral
korteks. Grup I, orta derecede immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (C) Striatum.
Grup II’ de hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen kargit boyama, Bar = 100um. (D) Ventral tegmental
alan. Grup III’ te orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (E) ME49
enfekte fare- dalak dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum. (F) ME49 enfekte fare-
dalak dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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Sekil 3.10. GFAP+ hucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gore gosterimi (A-D)
Swrastyla Grup K, Grip I, Grup II ve Grup III'te siddetli immunopozitivite gosteren
astrositler, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve
hematoksilen karsit boyama, (A) Bar = 200um. (B-D) Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen kargit boyama, Bar = 100um. (E) ME49
enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200pum. (F) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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Sekil 3.11. CD19+ hucrelerin immunoreaktivitelerinin gruplara gore gosterimi (A)
Hippocampal alan Grup K, oldukg¢a hafif immunopozitiflikler, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (B)
Hippocampus. Grup I, orta derecede immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (C)
Striatum. Grup II’ de hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D)
Substantia nigra. Grup III’ te orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin
Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar =
100um. (E) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F)
ME49 enfekte fare-dalak dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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3.3.3.Merkezi Sinir Sistemindeki Sitokinlerin immunoperoksidaz ile Gésterimi

Toxoplasma gondii varligiin ve etkiledigi MSS hiicrelerinin yani sira
ensefalitik toksoplazmozun patogenezinde 6nemli yeri olabilecek sitokinler olan;
TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 ve IL-18 degerlendirildi.

Buna gore; TNF-a, IFN-y ve IL-12 proenflamatuar sitokin ekspresyonlarinin
Grup I’ den Grup III’ e gelindikge zamanla azaldigi tam aksine anti-enflamatuar
sitokinler olan IL-4 ve IL-10’un ise arttig1 gozlendi. IL-1p ve ayni1 gruptan olan IL-

18’in Grup I’ de en fazla, grup III” te ise en az oldugu tespit edildi (Grafik 3.3.).

TNF-0, IFN-y ve IL-12 ekspresyonlarinin Grup K harig, tiim gruplarda en
fazla beynin serebral korteksinde, striatumunda ve amigdalar bolgesinde oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.12., 3.13. ve 3.19). IL-5 ve IL-6’ nin hemen hemen ayni
bolgelerde ayni hiicrelerden salindigi ve yine benzer oranlarda dikkati ¢ekmistir
(3.16. ve 3.17). IL-4 ve IL-10’nun daha ¢ok orta beyinden eksprese edildigi dikkat
¢ekmistir (3.12. ve 3.18.).
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Sekil 3.12. TNF-a’ min gruplara ve beyin bélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Talamus. Grup K hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Serebral
korteks. Grup 1, siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (C) Serebral
korteks. Grup II’ de siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D)
Neokorteks. Grup III’ te néron ve astrositlerde siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin —
Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama,
Bar = 200um. (E) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin
Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar =
200um. (F) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum.
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Sekil 3.13. IFN-y’ min gruplara ve beyin bélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Hippocampus. Grup K hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Serebral
korteks. Grup I, siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (C) Striatum.
Grup II’ de orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D)
Amigdala. Grup III’ te orta derecede immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum. (E) ME49
enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.
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Sekil 3.14. IL-1p> min gruplara ve beyin bolgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Hippocampus. Immun reaksiyon vermeyen Grup K, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Striatum.
Grup I, orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200pum. (C) Ventral
tegmental alan. Grup II’ de orta derecede immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin
Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar =
200pm. (D) Subst. nigra. Grup III’ te hafif immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (E)
ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, AEC kromojen ve hematoksilen karsit
boyama, 100X (F) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin
Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar =
100pm.
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Sekil 3.15. IL-4’ iin gruplara ve beyin boélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Hippocampal bdlge. Immun reaksiyon vermeyen Grup K, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (B)
Hippocampal bdlge. Immun reaksiyon vermeyen Grup I, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (C)
Amigdala. Grup II’ de orta derecede immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D)
Subst nigra. Grup III” te orta derecede immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (E) ME49
enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um.
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Sekil 3.16. IL-5 in gruplara ve beyin bélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Hipotalamus. Grup K, hafif immunopozitif reaktivite, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (B)
Hippocampal boélge. Grup |, hafif immunopozitif reaktivite, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (C)
Hipotalamus. Grup II’ de siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D)
Talamus. Grup III’ te orta derecede immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (E) ME49
enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200pm. (F) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um.
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Sekil 3.17. IL-6’ min gruplara ve beyin boélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Hippocampal bélge. Immun reaktivite vermeyen Grup K, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (B)
Hippocampal bolge. Grup I, hafif immunopozitif reaktivite, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (C)
Striatum. Grup II’ de orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (D)
Amigdala. Grup III’ te orta derecede immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (E) ME49
enfekte fare- beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare-
dalak dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400pum.
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Sekil 3.18. IL-10’ un gruplara ve beyin bdlgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Beyin. immun reaktivite vermeyen Grup K, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (B) Ventral tegmental
alan. Grup I, hafif immunopozitif reaktivite, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (C) Talamus. Grup II’ de
orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test
AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (D) Hippocampal bolge. Grup
III’ te hafif immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (E) ME49 enfekte fare- dalak
dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare- akciger dokusu.
Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve
hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um.
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Sekil 3.19. IL-12° nin gruplara ve beyin bélgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Serebral korteks. Grup K hafif immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Subst
nigra. Grup I, siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt
Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (C) Ventral
tegmental alan. Grup II’ de orta siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks
Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (D)
Talamus. Grup III’ te hafif immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz
Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (E) ME49 enfekte fare-
beyin dokusu. Negatif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (F) ME49 enfekte fare- beyin
dokusu. Pozitif kontrol, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um.
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Sekil 3.20. IL-18’ in gruplara ve beyin bdlgelerine gore immunoreaksiyonlari. (A)
Beyin. Grup K immunopozitiflik yok, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test
AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 400um. (B) Neokorteks. Grup I, orta
siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um. (C) Hipotalamus. Grup II’ de orta
siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC
kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (D) serebral korteks. Grup IIT’ te
hafif immunopozitiflik, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100pum. (E) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Negatif
kontrol, Avidin — Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen
karsit boyama, Bar = 400um. (F) ME49 enfekte fare- beyin dokusu. Pozitif kontrol, Avidin
— Biotin Kompleks Indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama,
Bar = 200pum.
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Cizelge 3.2. Calismada yer alan tiim sitokinler, hiicre cesitleri ve T. gondii’ nin
beyin bolgelerindeki varhiklarimin gruplar arasi karsilastirmah degerlendirmesi.
Boyanma dereceleri ve boyanan bolge alani; Yok: 0, Hafif: 1, Orta: 2, Siddetli:3 olarak

degerlendirildi.

Serebral Subs.

korteks | Hippocampus | Striatum | Talamus | Amigdala | VTA | Nigra
T. gondii 2 2 3 2 2 2 1
CD4+ 3 1 2 2 2 1 1
CD8+ 2 0 2 1 1 2 2
FOXP3+ 1 0 0 0 0 1 1
CD11b+ 2 1 2 1 1 1 2
CD11c+ 2 0 1 0 1 2 1
B Lenfosit 0 1 1 0 0 0 0
TNF-a 3 1 2 1 2 2 2
IEN-y 3 2 3 2 1 1 2
IL-1B 1 0 2 1 0 1 1
IL-4 1 0 1 0 0 0 0
IL-5 0 1 1 1 0 0 0
IL-6 1 1 1 0 0 1 0
IL-10 1 0 1 0 1 1 0
IL-12 3 1 2 1 2 3 2
Grup | IL-18 2 0 1 1 0 0 1

Serebral Subs.

korteks [Hippocampus [ Striatum | Talamus | Amigdala [ VTA| Nigra

Serebral Subs.

korteks [Hippocampus | Striatum | Talamus | Amigdala|[VTA| Nigra
T. gondii 2 2 2 2 1 2 1
Grup CDA4+ 1 1 2 1 2 1 1
i CD8+ 2 1 2 1 3 2 3

64



FOXP3+

CD11b+

CD11c+

B Lenfosit

TNF-a

IFN-y

IL-1B

IL-4

IL-5

IL-6

IL-10

IL-12

NN RGN I = R DS

IL-18

1

ol Mk |lolk|lo|lk |||k |lo|lo

G I = N R G G LN =)

=3 N | N3 F= N I | O Fa 3l N N FERN P T )

ol |k |IdvIvVIk|lolRrR|olk |k~

G NN R R N LN

OIRP|IO|IC|IOIN|FP|IO|IFL,IN|IFPIN|F-

Serebral
korteks

Hippocampus

Striatum

Talamus

Amigdala

VTA

Subs.
Nigra

Grup

T. gondii

0

0

0

0

0

o

CD4+

CD8+

FOXP3+

CD11b+

CD11c+

B Lenfosit

TNF-a

IFN-y

IL-1p

IL-4

IL-5

IL-6

IL-10

IL-12

IL-18

ol |r|lo|lr|r|r|lo|lr|lolr|r|lo]|r|o

RPIO|ICO|IC|O|O|F,|FP|O|FR,|OC|OC|O|F |-

O|O|IFR|O|IC|C|O|FR,IN|IOIN|F|F |- |-

O|o|o|o|o|o|O|FR,|FP|P|O|OC|F |- |-

O|lRr|O|O|OCO|O|O|CO|O|O ||, |O|O|O

O|Oo|Oo|Oo|Oo|Oo ||| ||, |O|O|O|O |O

O|o|Co|O|R,r|O|O|OC|O|O | |FP|O|F|O

65




15

10

GRUP |

GRUPII  GRUPIII

= T.gondii

GRUP K

Sekil 3.21. Toxoplasma gondii spesifik antijen varhgimin gruplara gore dagilim
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Sekil 3.22. MSS’ deki bagisikhik hicrelerinin immunoreaktivitelerine goére
gruplara dagilimi
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Sekil 3.23. Beyinde T.gondii enfeksiyonu sirasinda eksprese edilen sitokinlerin
immunoreaktivitelerine gére gruplara dagilim

3.4. Iimmunofloresan Bulgular

Bu calismada, immunoperoksidaz testlerle ayr1 ayr1 degerlendirilen sitokinler, yangi
hicreleri ve T. gondii antijeni c¢oklu immunofloesan testleri ile birarada
degerlenirildi.
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Sekil 3.24. CD4+ T hcresi- IL-1p kompozit goriintiisii. Direkt immunofloresan boyama,
Grup I’ de IL- 1B’nin (FITC) eksprese eden CD4+ T hiicresi (Texas Red), arka plan ¢ekirdek
boyas1 DAPI, Bar = 50um.

Sekil 3.25. GFAP+ huicre- T. gondii takizoiti kompozit goruntusu. Grup I’ de T. gondii
(GFP) ile enfekte astrositlerin (Texas Red) birlikte gdsterimi, arka plan ¢ekirdek boyasi
DAPI, Bar = 50um.
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Sekil 3.26. GFAP+ hiicre- T. gondii takizoiti kompozit gorunttsi. Grup III’ te T. gondii
(GFP) ile enfekte astrositlerin (Texas Red) birlikte gdsterimi, arka plan ¢ekirdek boyasi
DAPI, Bar = 50um.

3.5. Toxoplasma gondii Spesifik PCR

Toxoplasma gondii icin spesifik olan B1 geni kontrol grubunda negatifken,

diger gruplarda immunohistokimyasal bulgular1 dogrular bigcime ortaya konuldu.

180-1 309 305 30-2 30-6 1804 30-10 180-3 30-3 30-10 60-4 60-8 K10 60-3 30-8 60-11 60-5 606 60-1 100bp
. ladder

Sekil 3.27. T.gondii B1 geninin gdsterimi.
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3.6. RNA izolasyonu

hesapland1 ve 260/280 absorbans agisindan safliklar1 degerlendirildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Her bir fare igin pl’deki RNA miktarlar ve safhik dlciitleri

#

© 00 N O Ul h WN P

W W NDNDNMNDNDNDNDNNMDNNDNDMNNNMNNRPRPRPPRPRPRPRPRPRRER
R O © 00 NO Ol WNNPFP OOV N O W DN P O

Sample

ID

Y3
K6
Y7
C4
Y6
Y60-3
Y9
K9
Y60-6
Y60-7
K7
K8

C2
Y5

C1

C7
K11
K12
Y60-8
C3
Y8
Y60-2
C6
Y2
Y60-4
Y60-9
Y4

C5
K10
K5
Y10

Nucleic

Acid

Conc.

1112.2
2498.4
5.8
3255.1
741.1
1946.9
2498.4
460.5
1576.1
22425
2329.7
1712.3
2160.4
1599.4
2341.8
2600.1
53.1
685.1
1950.7
2450.9
2112.3
1666.1
2733.4
22134
2180.9
1891.3
2786.9
2645.5
852.7
1985.6
2503

Unit

ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/ul

260/280 260/230 Sample
Type

1.98
1.96
1.74
2.06
1.97

1.99
1.92
1.96
1.97
1.98
1.96
1.97
1.97
2.01
1.93
1.88
2.01
1.96

2.01
1.89
2.04
2.01
1.96
1.97
2.04
2.03
2.04
1.98
1.98

1.52
1.67
0.23
2.08
0.96
1.44
2.02
0.84
1.61
2.03
1.83
191
1.55
11

1.72
1.29
0.29
1.62
131
1.68
1.77
1.06
1.87
1.84
1.76
1.48
214
1.84
1.98
1.78
191

RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA

Factor

40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40

Tim beyin orneklerinden ayr1 ayr1 total RNA elde edildi ve pl’deki oranlar
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32
33
34
35
36

Y60-11 20669 ng/iul  1.96 1.83 RNA 40
Y60-10 22562 ng/ul  1.98 1.69 RNA 40
Y60-1 19134 nglul  2.02 1.86 RNA 40
Y60-5 12217 ngipl  1.95 1.48 RNA 40
Y1 2446  ngluyl  2.04 0.35 RNA 40

3.7. Sitokin Ekspresyonlarmin Gergek Kantitatif Real Time- PCR Analizi

B-actin, IL-10 ve TNF-a genlerinde Grup I, Grup II ve Grup III’ te kontrol grubuna

gore artis belirlendi, ancak istatistiksel olarak p > 0,05 bulundugu icin, anlaml bir

fark belirlenemedi. Degerlendirilen diger sitokinlerde ise gruplar arasi ifade

farkliliklar1 degerlendirilemedi.

RFU (1043}

Amplification

Cycles

Sekil 3.28. Yiikseltgenme Egrileri. B-actin genine ait Cq degerleri
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Amplification

RFU {10°3)

Cycles

Sekil 3.29. Yiikseltgenme Egrileri. IL-10 (mor) ve TNF-a (yesil) genlerine ait Cq
degerleri

25 +

2.0 + N

15 1

1.0 +

05 +

Relative Normalized Expression

t f
IL10 TNF alfa
Target

[ 1.grup = 2.grup —mm 3.grup 2 Kgroup |

Sekil 3.30. I1L10 ve TNF-a 30, 60 ve 180. giin ifade farkhilhiklar1. Grafikte sar1 bar
30. giin, turuncu bar 60.glin, kahverengi bar ise 180. gline ait ifade artiglarini
gostermektedir. Kontrol grubu gen ifadesi mavi ile gosterilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Histopatolojik  degisiklikler (n6ron dejenerasyon/ nekrozu, gliozis,
satellitozis, perivaskiler hicre infiltrasyonu, meningitis, fokal mononiiklear hiicre
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infiltrasyonu, vaskulitis) i¢in yapilan Kruskal Wallis testi sonucu, fokal monontiklear
hiicre infiltrasyonu hari¢ diger tiim degisiklikler i¢in gruplar arasinda anlamli
farkliliklar bulundu.

Immunohistokimyasal testlerde degerlendirilen; T. gondii antijeni, sitokinler
ekspresyonlar1 (TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18) ve hiicre
populasyonlar1 (CD4+, CD8+, FOXP3+, CD11b+, CDllc+, CD19+) i¢in gruplar
arasinda fark olup olmadig1 yine Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Buna gore,
bakilan herbir deger i¢in, beynin yedi farkli bolgesi i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi ve
daha sonra bunlar toplanarak, herbir hayvan ic¢in analize sokuldu. Yapilan
karsilastirmalar arasinda p < 0,001 diizeyinde anlamli farklar ¢ikti.

Kontrol grubunun biitiin karsilagtirmalarda anlamli olarak en kiigiik degere
sahip oldugu saptandi. Bundan dolayi, kontrol grubu ¢ikarildi ve diger 3 caligma
grubu arasindaki iliski degerlendirildi. Bunun i¢in, yine bu 3 grup Kruskal Wallis
testine tabi tutulmustur. CD8+, CD11b+ ve T. gondii disindaki tiim degiskenlerin
gruplar arasinda anlamli farka (P <0, 05) sahip oldugu saptanda.

3 grup arasindan Kruskal Wallis testi ile saptanan bu farkin, hangi grup ya da
gruplarca olustugunu saptamak i¢in Mann Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar
yapildi. Mann Whitney U i¢in anlamlilik degeri p < 0, 005/3 = p< 0,0017 olarak
belirlendi.

Buna gore Grup I ve Grup II arasinda; CD11c+, CD19+, IL-1p, IL-4, IL-5,
IL-6 diizeyleri arasinda anlamli (p< 0,0017) farkliliklar saptanmistir.

Grup I ve Grup III arasinda; FOXP3+, CD19+, TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 diizeyleri arasinda anlamli (p< 0,0017) farkliliklar
saptanmigtir.

Grup II ve Grup III arasinda; CD4+, FOXP3+, CD19+, TNF-a, I[FN-y, IL-4,
IL-5, IL-12 diizeyleri arasinda anlamli (p< 0,0017) farkliliklar saptanmustir.

Cizelge 3. 4. Sitokin ekspresyonlarinin gruplar arasi farklar

Sitokinler Gruplar Arasi Farklar
lve?2 lve3 2ve3
IL-12 yok var var
TNF-a yok var var
IFN-y yok var var
IL-1p var var yok
IL-18 yok var yok
IL-5 var var var
IL-6 var var yok
IL-4 var var var
IL-10 yok var yok
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TARTISMA ve SONUC

Toxoplasma gondii, insan ve hayvanlarda 6limcil sonuglanabilen akut ve sistemik
enfeksiyonlar ile karakterize Apikompleksa anacina dahil bir protozoon parazittir
(Dubey 1998). Toksoplazmozis tiim diinyada hem hayvan hem de insan populasyonu
icerisinde yaygin bir hastalik olarak bilinir ve toplam diinya niifusunun yarisinin T.
gondii seropozitif bireylerden olustugu tahmin edilmektedir (Hill ve ark 2007).
Benzer durum, serbest dolasima sahip koyun ve kegiler, yaban hayvanlar1 ve sokak
kedileri icin de gegerlidir (Jacobs 1963, Dubey 2004). Epidemiyolojik agidan
bakildiginda, insanlar parazitin yasam dongiisiinli siirdiirebilecegi essiz bir konak
konumunda olduklari;; hem subklinik toksoplazmozlu koyun, kegi ve yaban
hayvanlarmin doku Kkistlerini igeren etlerinin Yyenilmesi, hem de kedilerin
gaitalarindan sagilan ookist ile kontamine ettigi gidalar yoluyla etkeni alabilecekleri
gorilmektedir (Black ve Boothroyd 2000). Buna ragmen insanlar, parazitin yasam
dongiisiinde neredeyse son basamakta yer alirlar ve parazitin hasta bir insandan sonra
yasamini silirdlirebilmesi i¢in ¢ok az secenek miimkiin goriinmektedir. Bu nedenle,
toksoplazmozlu bir bireyin akut enfeksiyon sonrasi 6lmesi, hem parazitin evrimsel
gelisim siireci, hem de epidemiyolojik acidan olumsuz bir sonug¢ olarak kabul
edilebilir ve kisaca, parazit i¢cin son konak konumundaki bireyler ne kadar uzun siire
hayatta kalirlarsa, parazit de o kadar uzun siireyle hayatina devam edebilir seklinde
bir yorum yapilabilir. Bu noktada; 6zellikle insanlarda T.gondii’nin oldukga ilimli ve
subklinik enfeksiyon periyodu sekillendirmesi, immun-yeterli bireylerde kisa stireli
bir lenfadenopati ve yiliksek ates sonrasinda hayatlar1 boyunca kalici olabildikleri
doku kisti formuna doniismeleri bu goriisii destekler niteliktedir. Yalnizca, AIDS ve
organ transplantasyonu yapilan bireylerde 6liimle sonucglanabilen akut toksoplazmoz
raporlar1 bulunmaktadir (Weiss ve Dubey 2009) Yine hamilelik doneminde alinan
yuksek patojeniteye sahip T.gondii suslar1 yavruya gecerek erken donemlerde abort
ve gec donemde ise retinopati, hidrosefalus gibi sekellere yol acabildigi
bilinmektedir (Tenter 2000) Yine de, toksoplazmozun klinik belirtilerle seyrettigi

olgularin sayisi, hayatlarinin bir doneminde T.gondii ile karsilasan bireylerin toplam
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sayisina gore oldukga diisiik bir orandadir. Bu durum ise ancak konak immun yaniti,
organizmaya giren parazit sayisi ve parazit patojenitesi arasindaki denge ile
aciklanabilir. Kisaca, eger konak immun yanit1 yeterli diizeyde, diisiik patojeniteli bir
parazit az sayida etken ile enfeksiyon olusturursa, klinik olarak konakta herhangi bir
belirti goriilmeksizin, etken spesifik humoral ve hiicresel bir bagisiklik yaniti
sekillenir (Su ve ak 2003, Schreiner ve Liesenfeld 2009). Bu tur enfeksiyonlarda,
parazitin doku ve organlara envazyon derecesine bagli olarak, protozoonun MSS
bariyerlerini gecerek konagin sistemik immun yanitindan korundugu ve biiyiik
oranda MSS’nde lokal olarak yeniden sekillenen “parazit-spesifik hicresel immun
yanit” ile karsilastigi ensefalitik bir enfeksiyon formu sekillenir (Chardes ve ark
1994, Wilson ve Hunter 2004). Bu donemde, baslica dalak, kemik iligi ve lenf
diigtimii kokenli parazit spesifik sistemik immun yaniti olusturan immunglobulin,
sitokinsel yanit tirtinleri ve/veya lokositler kan-beyin bariyerini gecemezler ve MSS
enfeksiyonunda etkisiz kalirlar. MSS’ nde ise, parazite 6zgiu lokal immun yanit
parazitin beyne ilk ulastig1 andan itibaren yeniden sekillenir. Bu aragtirmada, farelere
deneysel olarak T.gondii ME49 susu takizoitleri verilerek beyinde T. gondii’ ye kars1
sekillenen immun yanitin degerlendirilmesi, MSS’ nde parazit iliskili sitokin yanit
ve immun yanita katilan hiicre gruplarmin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
calismanin baslica hedeflerinden birisi de, T. gondii ile enfekte olan bireylerin
beyinlerinde meydana gelebilecek ndropatolojik degisikliklerin fare modeli tizerinde
aciklanmaya calisilmasidir. CUnk{ insanlarda sekillenen dogal enfeksiyonlarin ne
kadarinda bu MSS formunun gelistigi bilinmemekte ve beyinde sekillenen patolojik

degisikliklerin degerlendirilmesi de kolaylikla miimkiin gériinmemektedir.

Toxoplasma gondii’ nin kesfedildigi giinden bu zamana kadar konak-parazit
iligkisini, konagin etkene kars1 olusturdugu immun yanit mekanizmasini arastiran in-
vitro ve in-vivo bir¢ok deneysel calisma yapilmistir (Hokelek ve ark 2002, Meylan
ve ark 2006, Dupont ve ark, 2012). Bir asirdan uzun siire dnce ilk kez kesfedilen bu
protozoon parazitle ilgili, bu siire igerisinde yapilmis 20.000’e yakin bilimsel
arastirma bulunmaktadir (Tenter 2000). Enfektif 3 farkli formunun bulunmasi, farkl
suslarma ait farkli virulens faktorlerinin olusmasi, genis konak yelpazesi ve
enfeksiyon olusumunda, patogenezinde ve sonuclanmasinda konaklar arasi

farkliliklar olmasi, farkli bir takim hastaliklara predispozisyon olusturmasi gibi
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nedenlerle T. gondii’ nin patogenezi ve konaklariyla olan iligkisi hala tam olarak
anlagilamamis ve etkin bir tedavi ya da as1 gelistirilememistir (Montoya 2004, Dubey

2010, Lindsay ve Dubey 2014).

Yapilan immunopatogenez caligmalar1 genelde bir/birka¢ yangisal hiicre
tipine, bir ya da kiigiik bir grup sitokinsel yanita veya T. gondii’ nin konak hiicresini
enfekte ederek verdigi direkt hasara ayr1 ayr1 odaklanmistir (Gazzinelli ve ark 1992,
Giri ve ark 1994, Suzuki ve ark 2005, Haroon ve ark 2012, Parlog ve ark 2015).
Sunulan bu calismada; tip II ME49 susuyla kronik ensefalitik toksoplazmoz
olusturulmus ve 6nem arz edebilecek olan 9 farkli sitokin (TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 ve IL-18) ile 6 farkli yangi hiicresi (CD4+, CDS8+,
FoxP3+, CD1lb+, CD1lc+ ve CD19+ hucreler) secilmistir. Her bir hiicre
populasyonu, sitokin ekspresyonu ve parazit i¢in ayr1 ayrt immunoperoksidaz,
histopatolojik ve molekiiler testler yapilmistir. Boylece, ensefalitik toksoplazmozda
beyinde en ¢ok etkilenen bolgelerin haritasi ¢ikarilmis, bu bolgelerdeki yangisal ve

sitokinsel yanitla birlikte T. gondii varligi1 degerlendirilmistir.

Toksoplazmoz yavru kayiplarina sebep olmasi, diinya capinda oldukca
yaygin olmasi ve zoonoz olmasi nedeniyle oldukca énemlidir (Tenter 2000). Insan
caligmalar1, T. gondii’ nin in-vivo patogenezinin agiklanmasinda yeterli olamadigi
icin hayvan deneyleri ve deney tasarlanmasi 6nem kazanmistir (Dubey 1998).
Ensefalitik toksoplazmoz modellemesi, patogenezi ve tedavisi c¢aligmalari igin
genellikle, T. gondii’ nin ME49 susu kullanilmaktadir (Araujo ve ark 1997, Suzuki
ve Remington 2000). Nitekim Avrupa’ da ozellikle de ensefalitik toksoplazmoza
sahip AIDS hastalarindan en ¢ok izole edilen suslar; ME49, Ptg, Pru gibi T. gondii
tip II suslardir (Howe ve ark 1997, Montoya 2004). Ancak, Tirkiye’ de yapilan
deneysel ¢alismalarin ¢gogunda T. gondii’ nin tip I susu olan RH kullanilmis ve akut
toksoplazmoz modelleri olusturulmustur (Kul ve Haziroglu 2001, Atasever ve ark
2017). Sunulan bu ¢alismada, T. gondii ME49 takizoitleri duyarh fare tiirii olan
C57BL/ 6 farelere normal enfeksiyon dozunun altinda (<1x10°) inokule edilerek,
6lumcil olmayan kronik toksoplazmik ensefalit modeli olusturulmus ve o6zellikle
farkli donemlerde sakrifiye edilen gruplarla kontrol grubu karsilastirilarak, gruplar

arasindaki patolojik degisiklikler degerlendirilmistir. Buna gore; en cok goriilen
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histopatolojik degisiklikler ndron dejenerasyon ve nekrozlari, gliozis, satellitozis,
fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, non-purulentmeningitis ve vaskilitis olarak
karstmiza  c¢ikmustir.  Kontrol — grubu, enfeksiyon  gruplarinin  tiimiiyle
karsilastirildiginda anlamli olarak (p < 0,05) daha az ¢ikmis, dolayisiyla olusturulan
enfeksiyonun basarist gosterilmistir. RH susuyla yapilan ¢alismalarda akut 6ldiirticii
toksoplazmoz gelistirilmis, ME49 susuyla yapilanlara ise latent kistojenik modeller
olusturulmustur (Kul ve Haziroglu 2001, Kocak ve ark 2012). Sunulan bu ¢alismada
ise bunlardan farkli olarak, hi¢bir grupta doku kistine rastlanmamistir. Béylece klinik
semptom olusturmadan olusan ensefalitik toksoplazmozdan etkilenen hiicre tipleri ve

konagin sitokinsel yanitlar1 degerlendirilmistir.

C57BL/6 fareler toksoplazmik ensefalite duyarlidirlar ve genelde mekanizma
calismalart i¢in tercih edilen tiir olarak bilinirler ve herhangi bir immunsupresyon
olmadan oldiiriicii ensefalit tablosu gelistirebilirler (Suzuki ve ark 1994, Liesenfeld
ve ark 1999,Wang ve ark 2004). T. gondii’ nin tip II susu olan ME49’la enfekte
edilerek kronik latent toksoplazmoz olusturulmus BALB/c farelerin beyinlerinde,
histopatolojik olarak; fokal gliozis odaklari, perivaskiiler mononuklear hiicre
infiltrasyonlar1 ve non-supuratif bir meningit ile birlikte doku kistleri dikkati ¢eker
(Hermes ve ark 2008, Atmaca ve ark,2014). Sunulan bu ¢alismada, toksoplazmoza
dayanikli BALB/c farclere ylksek dozda takizoit verilerek olusturulan latent
toksoplazmozdan farkli olarak, daha duyarl tiir olan C57BL/6 fareler ile yine kronik
ancak oOldiiriicii olmayan bir ensefalit tablosu olusturulmustur. Duyarli C57BL/ 6
farelere inokiile edilen diisiik dozdaki takizoitler, saglikli bireylerde goriilen hafif
ensefalitis tablosuna yakin bir hastalik gelistimis, boylece dogal bir enfeksiyon taklit
edilerek, konagin parazite olan immunopatolojik yanit1 arastirilmistir. Calismada,
doku kisti varligina rastlanmazken, yukarida belirtilen degisikliklere ve bu
degisikliklerin oldugu bolgelerde anti- T. gondii immunoreaktivitelerine

rastlanmistir.

FOXP3+ T hiicrelerinin bir bigimde enflamasyonun etkilerini azalttig1 ileri
stiriilmiistiir ancak bu mekanizmay1 ortaya cikaracak yeterli bilgi mevcut degildir
(Lowther ve Hafler 2012). Bununla birlikte, 6zellikle enfeksiy6z bir durumda MSS’
indeki gorevi halen bilinmemektedir (O'Brien ve ark 2017). Sunulan g¢aligmada,

FOXP3+ hiicre populasyonu Grup I ve II’ de benzer oranda ve kontrol grubuna
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yakinken, Grup III’ te diger gruplarin iki kati sayida tespit edilmistir. Istatistiki
olarak da FOXP3+ T lenfosit sayisinin Grup I ve II’den anlamli bi¢cimde farkli
oldugu belirlenmistir. FOXP3+ T hcreler ile beraber CD8+ T huicrelerin de Grup
I’ te fazla olmas1 yine aymi grupta IL-10 ve IL-4 sitokin ekspresyonlarinin diger
tim gruplardan fazla olmasimi agiklayabilecegi diisiiniilmektedir. Bunu destekler
nitelikte, yine Grup III’ te FOXP3+ T hiicrelerin bulundugu serebral korteks,
talamus, amigdala, VTA ve substnigrada I1L-10 ve IL-4 ekspresyonlari daha fazla
olarak karsimiza c¢ikmistir. Bu sonuglara ek ve oldukca onemli olarak; CD4+ T
hiicrelerinin Grup III’ te Grup I ve II’ ye gore daha diisiik olmasi, FOXP3+
hlcrelerin ensefalitik toksoplazmozun ileri kronik déneminde CD4+ Thl hcreleri
yerine 1L-10 sentezleyip, CD4+ Thl hicre populasyonunun yerini almig olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bunlarin yanisira; periferal regiilator T hiicreler (pTreg) ile timus
kokenli regulator T hicrelerin (tTreg) FOXP3+ oldugu bilinmektedir (Workman ve
ark 2009). Cesitli enfeksiyonlar, pro-enflamatuar sitokinler, nitrik oksit gibi stres
kaynaklarinin oldugu durumlarda agiga cikip, stres faktoriinii ortadan kaldirmaya
calisan 1s1 sok proteinlerinin ise T hiicre aracili 6zellikle de Treg aracili immun yaniti
arttirdig1 bilinmektedir (Kapinga ve ark 2009, Jin ve ark 2012). T. gondii’ nin 1s1 sok
proteini 70 (TgHSP70) ekspresyonunun, immunsupresyon durumunda takizoit
sayisinin artmasiyla orantilt bi¢cimde arttigi, 1s1 sok proteini 90 (TgHSP90)’ 1n ise
bradizoit gelisimini, konak hiicresi i¢inde invazyonunu ve g¢ogalmasini sagladigi
gosterilmistir (Barenko ve ark 2014, Sun ve ark 2017). Sunulan bu ¢aligmada, 180’
inci gunde sakrifiye edilen gruplarda FOXP3+ hiicre sayisinin diger gruplara gore 2
kat fazla olmas1 immun yanitin, FOXP3+ hiicrelerce devam ettirilerek, enfeksiyonun
kroniklestirildigini diisindUrmiistiir. Bu sonuglara gore, enfeksiyon siresinin 180
giinden daha uzun tutuldugu calismalar yapilip, FOXP3+ hiicreler ile T. gondii 1s1

sok proteinleri arasindaki baglant1 daha detayli incelenmelidir.

Insanlarda yapilan elektronmikroskobik calismalarda da toksoplazmik
ensefalite sahip bireylerin néron ve glial hiicrelerinde ¢ogalan takizoitler
gosterilmistir (Powell ve ark 1978). Deneysel modellerde T.gondii’ nin beyne ilk
ulagabildigi donem 10-20° nci giinler olarak degerlendirilmekle birlikte, etkenin kan
beyin bariyerine verdigi hasarla birlikte ilk konak immun yaniti beyin dokusunda

baslatilmaktadir (Wilson ve Hunter 2004). Ileride meydana gelecek ensefalit tablosu
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ve enfeksiyonun siddetini ise; MSS lokal immun yaniti ve etkenin miktar ve
patojenitesi arasinda denge belirler (Parlog ve ark 2015). Sunulan ¢aligmada,
deneysel olarak enfekte edilen farelerin beyinlerinde tim gruplarda T. gondii-spesifik
antijenler tespit edilmis ve kan beyin bariyerini gegerek noron ve noéroglial hiicreleri
enfekte ettikleri gosterilmistir. Bu agsamada, enfekte MSS hiicrelerinden salinan Thl
bagisiklik yanitinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii MSS dokulart ve
beyin omurilik sivisinda bulunan sitokinlerin biiyiik boliimii, kan beyin bariyeri ve
choroid plexus nedeniyle, genelde de novo sekillenirler ve sistemik sitokin
seviyesinden bagimsiz olarak enfeksiyonun siddetini ve patogenezini belirlerler
(Campbell ve ark 1998). Sunulan c¢alismada, tiim gruplar karsilastirildiginda; 30’
uncu giinde sakrifiye edilen Grup I’ de en siddetli histopatolojik degisikliklere
rastlanmistir. Bu degisikliklerin siddeti sirasiyla Grup II, Grup III ve kontrol
grubunda azalarak devam etmistir. Grup II ve Grup III sonuglar ise birbirine oldukga
yakindir. T. gondii-spesifik immunoperoksidaz testi de bu sonuglari destekler
nitelikte karsimiza ¢ikmistir. Her ne kadar, gruplar arasi istatistiki olarak anlamli bir
fark ortaya ¢ikmamis olsa da, Grup I’ deki T. gondii immunoreaktivitesi Grup Il ve
III” e gore daha yuksek gozlemlenirken, Grup II ve III” te hemen hemen ayni oranda
bulunmustur. Kontrol grubuyla diger gruplar kiyaslandiginda ise; kontrol grubunda
hi¢c T. gondii immunoreaktivitesine rastlanmazken ve buna paralel olarak hem
yangisal hiicre populasyonlart hem de sitokin salinimlar1 kontrol grubunda diger
gruplara oranla bazal seviyede tespit edilmistir. Bu da olusturulan ensefalitik
toksoplazmoz modelinin oldukc¢a basarili oldugunu ve elde edilen sonuglarin hastalik
mekanizmasi i¢in aydinlatici olacagini kanitlar niteliktedir. Pro- enflamatuar
sitokinler olan IL-12, TNF- a ve INF- y ekspresyonlari, yine bu sonuglar1 destekler
nitelikte Grup I' de en yiiksek oranda karsimiza cikmistir. Istatistiki analiz
sonuglarina gore; Grup I ve II’deki IL-12, TNF- o ve INF- y ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir farka rastlanmazken, Grup I ve III/ Grup II ve III arasinda
rastlanmistir. Enfeksiyonun daha ¢ok akut doneminde salgilanan kronik donemde ise
daha diigiik miktarlarda olmas1 beklenen Thl yanita ait bu sitokinlerin gosterimi,
sadece enfeksiyon sonrast 30 uncu giiniinin degil ayn1 zamanda 60’ 1nc1 giiniin de
enfeksiyonun erken donemini temsil ettigini gostermektedir. Yine yapilan kantitatif
PCR analizinde; Grup I’ de diger gruplara oranla belirgin TNF-a ekpresyon

fazlaligiyla karsilagilmig, ancak grup ici Ornek sayist azligi ve standart sapma
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nedeniyle istatistiki olarak anlamli bir fark olusmamistir (p>0,05). Yapilan bagka
caligmalara gore de, T. gondii enfeksiyonunun ardindan, IL-12 iretimi uyartlir ve
artan IL-12 dlzeyi de T lenfositleri uyararak, IFN-y ve TNF-a iiretimini tetikler
(Hunter ve ark 1994, Gaddive Yap, 2007). Bu baglamda, bu ¢alismada Grup I’ de
Ozellikle serebral kortekste, striatumda, talamusta, amigdalada ve ventral tegmental
bolgede gosterilen CD4+ hiicre populasyonunun diger gruplara oranla yiiksek olmasi
ve yine Grup I’de bu bélgelerde T. gondii takizoit varligimnin diger beyin bolgelerine
gore daha fazla olmasi, IL-12, TNF- o ve INF- y ekspresyon duzeylerinin
yiiksekligini agiklamaktadir. IL-12° nin uyarimiyla; TNF-a parazitin hiicre igi
gelisimini engeller, IFN-y ise cesitli mekanizmalar1 devreye sokarak parazitin yok
edilmesini saglar (Sibley ve ark, 1991, Gazzinelli ve ark 1994, Andrade ve ark 2006).
Ancak yapilan bu calisma gostermistir ki, T. gondii enfekte hiicrelerin bulundugu
yerlerde Grup I’ de Thl sitokinsel yanit artiyor olsa da, histopatolojik degisiklikler
sekillenmeye devam etmis ve olan IL-12, TNF- o ve INF- y nin artan diizeydeki

ekspresyonlari tek bagina bunu engelleyememis gorinmektedir.

Sunulan bu ¢alismada; hem dogal (CD11b+, CD11c+, CD4+ Thl hiicreler)
hem de kazanilmig bagisikhiga (CD4+ ve CD8+ Th2 hucreler) ait hicre
populasyonunun en yiiksek oldugu grup, Grup II olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna
gore 60’ mc1 giin; aslinda enfeksiyonun kronik asamasini tam olarak karsilamaktan
ziyade, daha ¢ok dogal bagisiklikla kazanilmis bagisiklik arasi koprii olusturan bir
subakut donem gibi disiiniilebilir. Buna kargin, yapilan kronik deneysel ¢aligmalar,
genelde 60. glne kadar kadar yapilmakta hatta 30- 60 giin arasi1 donemde
sonlandirilmaktadir (Ferguson ve ark 1994, Mohle ve ark 2014, Hwang ve ark 2018).
Kist olusumlu latent toksoplazmoz i¢in dogru olabilse de, 6zellikle insanlardaki
ensefalitik toksoplazmoz modellemesinde aslinda insan yasina ve insanlardaki kronik
toksoplazmoza iyi bir model olusturmadigi diisiiniilebilir. Sunulan bu ¢alismadaki
180 giinliik kronik donem grubu bu bakimdan 6nem kazanmaktadir. 30 uncu giinde
sakifiye edilen gruba gore 180’inci giinde sakrifiye edilen grupta takizoit sayisi
azalmistir. Ancak, hem hiicresel hem de humoral yanitin devam ettigini gosteren
CD8+ hicreler, FOXP3+ hicreler ve CD19+ B lenfositlerin populasyonu ile
salgiladiklar1 sitokinler artmistir. Bu da gostermektedir ki, enfeksiyon artik

asemptomatik kronik bir form almis olmakla birlikte, herhangi bir immunbaskilayict
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duruma ya da enfeksiyona tekrar maruziyete karst MSS’ ni koruma altina almis
olabilir. T. gondii’ nin dogal ara konagi olan fareleri kendi lehine olacak bigimde
manipiile ettigi, yasam ¢emberini devam ettirebilmek adina farelerde kediye korku
duyusunu azalttigi bilinmektedir (Vyas ve ark 2007). Bu baglamda diisiinecek
olursak, insanin hayatini kaybetmesi durumunda parazit yasam c¢emberini devam
ettiremeyecegi i¢in, bu sekilde MSS’ nde takizoit sayis1 azalmis olsa bile her an yeni
ya da daha giiclii bir enfeksiyonla karsilasabilecegini diislinerek, immun yanit

mekanizmasini hazirda bekletiyor olabilir.

Ayrica bu ¢alismada; Grup III” {in aksi bicimde CD4+ T hiicrelerin en yiiksek
oldugu kronik enfeksiyonun erken asamasi Grup I’ de IL-1p en yiksek seviyede
bulunmus ve Grup II ile Grup III’ te sirasiyla azalarak eksprese edildigi goriilmiistiir.
IL-1PB dogal bagisikligin ve enflamasyonun temel diizenleyicisi olarak bilinmektedir
(Dinarello 2011) ve dolayisiyla bu sonug¢ hi¢ de sasirtici degildir. Ancak, yapilan
bagka caligmalar gostermistir ki; IL-1p° min ratlarda mezensefalik progenitor
hiicreleri dopaminerjik néronlara doniistiirmektedir ve boylece sizofreni etiyolojisine
katkida bulundugu disiiniilmektedir (Kabiersch ve ark 1998, Potter ve ark 1999).
Ayrica bipolar, anksiyete gibi psikolojik bozukluklarin gelistigi diisiiniilen kronik
toksoplazmozda, klinik semptom gdsteren bireylerde yiksek seviyelerde tespit
edilmistir (S6derlund ve ark 2011). Dolayisiyla, IL-1B” in de TNF-a gibi aslinda
sadece dogal bagisikligin bir diizenleyici olmakla kalmayip, enfeksiyonun ilerleyen
donemlerinde de gorev aldigi bilinmektedir (Hunter ve ark 1992). Ancak sunulan
caligmada, Grup I ve III arasinda IL-1P ekspresyonu agisindan anlaml (p < 0,0017)
bir diisiis gézlenmistir ve IL-1 dulzeyinin 6zellikle 180’ inci giinde sakrifiye edilen
Grup III’ te bazal seviyeye yakin sentezlenmesi, kist olusumu ile karakterize
olmayan bu kronik ensefalitik toksoplazmoz modeli ile sitokinsel yanittan
kaynaklanan psikiyatrik bozukluklar arasindaki baglantinin ¢ok da gii¢lii olmadigini

diistindiirmiistiir.

IL-6’nin f6tal beyinde serotonerjik néronlarin hayatta kalmasini engelleyerek,
sizofreni gelisiminde etkili olan norotransmiter sistemi etkiledigi diistiniilmektedir
(Jarskogve ark 1997). Aym1 zamanda baz1 ¢alismalar T. gondii seropozitivitesi, IL-6
dizeyi ve bipolar bozukluk arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermislerdir

(Hamdani ve ark 2015). Ancak sunulan ¢alismada, IL-6 ekspresyonunun Grup I’de
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Grup II ve III’ten daha az olmasina karsin, Grup I ve II ile Grup II ve III arasindan
anlaml farklar gézlenmemistir.

Diger yandan IL-6 ve IL-5° in B lenfositlerin aktivasyonunda,
proliferasyonunda ve farklilasmasinda gorev aldiklar1 bilinmektedir (Takatsu 1988,
Butler ve ark 2013). Sunulan ¢alismada, Grup II ve Grup III’ te Grup I’e gore az da
olsa artig gosteren bu sitokinlerin, CD19+ hiicre populasyonunu sirasiyla bu
gruplarda arttirdig1 gézlenmistir. Ayrica yine, bu gruplarda B lenfositlerin bulundugu
serebral korteks, talamus ve ventraltegmental alanda IL-5 ve IL-6 sitokinsel
salinimin fazla olmasi bulgular1 destekler niteliktedir.

IL-18, dogal oldirtict hucreleri IFN-y salgilamasi yoniinde uyarici etki yapar
ve IFN-y da CD11b+ ve CD11c+ hucreleri aktive eder (Goldszmid veTrinchieri
2012). Sunulan bu calismada, sirastyla Grup I, Grup II ve Grup III’te 1L-18
ekspresyon diizeyleri azalmistir. Ayni bigimde IFN-y ve IL-12 de en yuksek oranda
Grup I’de salinirken, en diisiik oranda yine Grup III’te bulunmustur. Ancak CD11b+
ve CD11c+ hiicre populasyonunda aynmi diisiis gézlenmemis, boylece aktive olan
hiicre sayisi ile toplam hiicre sayis1 arasinda bir korelasyon olmadigi sonucuna

varilmgtir.

Sonug olarak;

- Sunulan ¢aligma metodolojisiyle enfeksiyona duyarli C57BL/ 6 farelerde
ME49 susuyla iyi bir ensefalitik toksoplazmoz modeli olusturulabilecegi
gosterilmis,

- Ensefalitik toksoplazmozda 30 uncu, 60’inct ve 180’ inci gilinlerde
etkilenen bdlgelerin haritas1 ¢ikarilmis ve buralarda eksprese olan
sitokinler ile onlar1 salgilayan ve etkilenen hiicreler bir arada gosterilerek
genel bir patogenez tablosu olusturulmus,

- Insan yas1 — fare yas1 diisiiniildiigiinde ve calisma sonuglarina
bakildiginda aslinda esas kronik enfeksiyonun 60’ inci giinden sonra
gelistigi saptanmus,

- Thl yanitin literatiirle paralellik gosterdigi gézlenmis,

- Heniiz tam olarak fonksiyonlar1 gosterilmemis olan FOXP3+ hiicrelerin,

kronik ensefalitik toksoplazmozda upregiile oldugu gosterilmis ve
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enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda CD4+ hiicrelerinin yerini almig
olabilecegi spekiile edilmis,

- Kronik ensefalitik toksoplazmoz modelinde; latent toksoplazmoz
modelinde ya da sizofeni, bipolar bozukluk, anksiyete gibi noropsikiyatrik
hastaliklarda artig gosteren sitokinlerin ekspresyonlarmin azaldigi
gosterilmis  dolayisiyla, ndoropsikiyatrik hastaliklarla toksoplazmoz
arasindaki  iligkinin  degerlendirilmesi  i¢gin iyi  bir  model

olusturmayabilecegi belirlenmistir.

Boylece sunulan ¢alismayla, konak- patojen iliskisinin aydinlatilmasi yolunda
bir adim daha atilmistir ancak daha detayli bir sitokinsel mekanizma ile
incelenmesi ve bagisikligin diger elemanlariyla birlikte degerlendirildigi
caligmalarla, insanlarin beyinlerinde meydana gelen toksoplazmozis iliskili

noropatolojik degisikliklerin daha iyi anlagilabilmesi miimkiin olabilecektir.
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