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Deneysel Kronik Toksoplazmoz Modelinde Erken Donem Bagisiklik Yanitinin Degerlendirilmesi
Tugge Stimer, Oguz Kul
Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Kirikkale, Tiirkiye
Ozet

Ensefalitik toksoplazmoz, Toxoplasma gondii tarafindan olusturulan, 6limcil sonuglari olabilen ve 6zellikle de immun-baskilan-
mis bireylerin etkilendigi bir hastaliktir. Ancak insan galismalarinin sinirli olmasindan dolayi konak- patojen iliski mekanizmasinin
aydinlatilmasi igin en iyi alternatif, deneysel fare galismalari olmaktadir. C57BL/6 fareler toksoplazmoza duyarlidir ve T. gondii ile
olusan enfeksiyonlarinda herhangi bir immun baskilayici etkiye maruz kalmadan da ensefalitik toksoplazmoz gelistirebilirler. Bu
nedenle de 6zellikle T. gondii’ nin ME49 gibi tip Il suslariyla olusturulan immunopatogenez ve mekanizma ¢alismalarinda tercih
edilmektedirler. Sunulan bu calismada; proinflamatuar sitokinler; interleukin- 12 (IL-12), interferon-y (IFN-y) ve Timér Nekrozis
Faktor-a (TNF-a)’ nin, ME49 susuyla enfekte edilmis C57BL/ 6 farelerde goriilen ensefalitik toksoplazmozdaki rolti arastirilmistir.
Bunun igin, enfekte fareler enfeksiyonun 30. gliniinde sakrifiye edilmis, hem histopatolojik hem de immunoperoksidaz testler
uygulanmigtir. Sonug olarak, yapilan ayri ayri boyamalarda; beyin korteks, amigdala, striatum ve substantia nigradaki T. gondii
immunopozitiflikleriyle, IL-12, IFN-y ve TNF-a sitokin ekspresyonlarinin birbirleriyle korelasyon iginde oldugu gosterilmistir. Sonug
olarak, bu calismada elde edilen bulgular, beyinde tip | proinflamatuar sitokinlerin T.gondii enfeksiyonunun erken agamasinda artig
gosterdiklerini ortaya koymaktadir.
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Abstract

Encephalitic toxoplasmosis caused by Toxoplasma gondii is a disease that can cause death in immunocomprimised patient. Since
experimental human studies are limited, experimental murine models are the most functional way for enlightening the mecha-
nism of the host- pathogen interactions. C57BL/ 6 mice are susceptible for the toxoplasmosis compared the other mouse species.
They may develop encephalitic toxoplasmosis without any immunocomprimised disease. Therefore, they generally infected with
T. gondii for the host- pathogen interaction and immunopathogenesis studies. In present study, we investigate the role of the
pro-inflammatory cytokines such as Interleukin- 12 (IL-12), Interferon-y (IFN-y) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) in ME49
infected C57BL/6 mice. ME49 infected mice sacrified at post-infection 30 days, then histopathological and immunoperoxidase
tests applied for the cytokines and T. gondii antigen. Thus, there were T. gondii immunopositivity detected in cortex, amygdala,
hippocampus, striatum and substantia nigra. IL-12, IFN-y and TNF-a expressions showed correlation in those examined areas. In
this context, it is thought that Type | proinflammatory cytokin levels are prominently increased during the early stage of encep-
halitic toxoplasmosis.
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Girig

Toxoplasma gondii, diinya ¢apindaki tim sicakkanh canlilari en-
fekte edebilme 6zelligi olan zorunlu hicre igi bir protozoon pa-
razittir (Lindsay ve Dubey, 2014). Yasam dongulsi temel olarak,
kedigiller ailesinde sekillenen seksiiel ve diger memeli ve kanat-
lilarda gergeklesen aseksiiel asama olarak ikiye ayrilir (Frenkel
ve ark., 1970). Parazitin asekstiel gogalma asamasi, arakonakta
olusan enfeksiyonun akut ya da kronik olmasina gore, takizoit
ya da bradizoit formlarini kapsar (Dubey ve ark., 1998).

Enfektif form olan takizoitler, immun sistemin artan Thl yan-
gisal yaniti ile agama donlisimi gegirir ve bradizoitlere do-
nlslrler. Bradizoitler, morfolojik olarak takizoitlerle benzer
olmalarina karsin, fonksiyonel olarak farklliklar gosterebilirler
ve kendileri gibi ylizlerce hatta binlerce bradizoitin bulundugu
doku kistleri iginde yer alirlar (Montoya ve Liesenfeld., 2004).
Konaktan konaga degisebilmekle birlikte, doku kistleri daha
¢ok kas doku ve merkezi sinir sisteminde (MSS) lokalize olurlar
(Dubey, 1997). Doku kistleri, dogal yolla enfekte olan kedi ve
koyunlarda daha ¢ok kas dokuda, deneysel enfekte farelerde
ise MSS'nde yerlesim gosterir (Dubey ve ark., 2004; Dubey,
2010, Jacobs ve ark., 1963). Latent asamada, yavas ¢ogalan
bradizoitler konak immun sisteminden kacarak, yasam boyu
néronlarin iginde kalabilirler ve bdylece, néronal fonksiyonlari
etkileyerek, davranis degisiklikleri ve noropsikiyatrik hastalik-
lara neden olurlar (Kocak ve ark., 2012; Parlog ve ark.,2015).
Bununla birlikte, CD4* T lenfosit sayisi mikrolitrede 50 hiicrenin
altina distigt immunsupresif durumlarda, doku kisti duvari
yikimlanir ve bradizoitler takizoitlere doniiserek oldiiriici tok-
soplazmik ensefalit tablosunu olustururlar (Jones ve ark., 1996;
Sukthana, 2006).

insanlardaki ensefalitik toksoplazmozun in vivo mekanizmasinin
aciklanmasinda, simdiye kadar yapilan in vitro galismalar ve az
sayidaki insan galismasi yetersiz kalmis ve rodent deneylerine
basvurulmustur. Bu bakimdan, av—avci parazit déngiisiinde,
son konagi kedi olan T. gondii igin fareler oldukga 6nemli konak-
lardir (Dubey JP, 1998). Yapilan galismalar, temel doku-uyumlu-
luk kompleksi (MHC) haplotiplerine karsi duyarliligi olup olma-
digi fark etmeksizin tim fare soylarinin, T. gondii’ ye karsi gigli
bir Th1 yaniti gelistirdigini gostermektedir (Denkers ve Gazzi-
nelli, 1998). Ancak, H-2° ya da H-2*haplotipleri olan C57BL/6

gibi fare tirleri enfeksiyonun ge¢ dénemlerinde nekrotize en-
sefalitik toksoplazmoz gelistirirler ve ensefalit modellemesi igin
daha uygun gorulmektedirler (Suzuki, 2002). Ensefalit model-
lemesi, patogenezi ve tedavisi igin genellikle, T. gondii’ nin tip
Il susu olan ME49 kullanilmistir (Araujo ve ark., 1997). Yapilan
calismalar Tip Il izolatlarin, interleukin- 12 (IL-12) ve interfe-
ron-y (INF-y)’ yi Tip I'e gore daha fazla tetikledigini gostermistir
(Mordue ve Sibley, 2003;Schade ve Fischer, 2001).

Zorunlu hicre igi protozoon olan T. gondii, antijen sunan hiic-
reler olan astrosit ve glialarin anti-paraziter etkisini engellemek
icin, INF-y araciligi ile gergeklesen MHC sinif Il hiicre-ylizey mo-
lekillerinin ekspresyonunu azaltir (Luder ve ark., 2003). Bunun-
la birlikte, makrofajlar tarafindan daha uzun siire tasinmak igin
de, mekanizmasi tam olarak bilinmeyen bir bicimde alt farkli
apoptoz yolagini engellerler. Boylece antijen sunan hicreleri
tipki bir “Truva at’” gibi kullanarak konak immun sisteminden
saklanirlar (Nash ve ark., 1998). Sonrasinda ise hem kan ve lenf
damarlari hem de makrofaj/dendritik hticre icerisinde Truva ati
gibi serbestge tasinan takizoitler; akciger, karaciger, dalak, goz,
plesenta, beyin ve kaslara go¢ etmeye baslarlar (Lieberman ve
Hunter, 2002). Enfeksiyonun 7. glinde MSS’ ne ulasan takizoit-
ler, basta mikroglia ve astrositler olmak Uzere bdlgedeki tiim
cekirdekli hicreleri enfekte edebilirler (Hunter ve ark., 1992,
Wilson ve Hunter, 2004). Bu dénemde, enfeksiyonun akut fazini
kontrol eden proinflamatuar sitokinler; IL-12, IFN-y ve Timor
Nekrozis Faktor-a (TNF-a)’y1 kapsayan ve takizoitlerin Greme-
sini sinirlandiran, lokal Th-1 yaniti indlklenir (Chardes ve ark.,
1994).

Bu calismayla, C57BL/6 farelerde ME49 susuyla ensefalitik
toksoplazmoz olusturularak, beyin ve karacigerde etkilenen
bélgelerin ve bu etkinin ne dizeyde oldugunun gosterilmesi
amaglanmigtir. Bununla birlikte; hem ayri bir sitokinsel yanit
mekanizmasi olan beyin dokusunda ve generalize yanittan et-
kilenen karacigerde, toksoplazmoza karsi sekillenen immun
yanitta 6ncl goérev alan IL-12, TNF-a ve IFN-y’ nin ensefalitik
toksoplazmozun patogenezindeki yerinin belirlenmesi hedef-
lenmistir.

Ayni zamanda, yine bu ¢alismayla Kirikkale Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisli “Farelerde kronik ensefalitik Toxoplasma
gondii enfeksiyonunda, konak-parazit iliskisi ve konak immun

Tablol. Deneysel T.gondii enfeksiyonu olusturulan farelerin beyin dokusunda semikantitatif histopatolojik skorlama.
Tablel. Semiquantitative histopathological scores in the brain tissue of the mouse infected with T.gondii.

0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta Siddette, 3= Siddetli

Perivaskiiler

Néron Mononiiklear
Dejenerasyon/ ) Hiicre Moponi.iklear 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
9 1 1 0 0 0 1 1
10 3 2 1 1 1 1 1
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yanitinin fonksiyonel néropatoloji ile arastiriimasi” adli doktora
tez ¢alismasinin 6n bulgularinin sunulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Etik Beyani

Deney hayvanlarinin bakimi ve tim deneysel prosediirler Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan ruhsatlandiriimis
olan, Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlari
Unitesi’nde yapildi. Calisma siiresince uygulanan tiim bu prose-
diirler ve deneysel asamalar igin, Kirikkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alindi (25.02.2016, 16/23 nolu
Etik Kurul Raporu).

Deney Hayvanlari

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ruhsatl olan, ticari labora-
tuvar hayvani Ureticisi (Kobay A.S., Ankara) araciligiyla sertifi-
kal olarak, 20 adet, 6-8 hafta yasl, erkek, C57BL/6 fare temin
edildi. Fareler tip Il long ve hepa filtreli kafeslerde, 20- 23 °C’'de
12 saatisik/12 saat karanhk déngiistiyle barindirildi. Ticari pelet
yem ve igme sulari ad libitum olarak saglandi. 2 haftalik karan-
tina sliresinin ardindan 10 haftalik fareler 10’arli 2 gruba ayrildi.
Enfeksiyon grubuna (n=10), T. gondii’nin 2009 yilinda Dr.Alvaro
Freyre, Toxoplasma Research Lab, Uruguay’dan yasal izinlerle

Patolojik incelemeler

Doku kisti inokulasyonundan 30 giin sonra fareler CO, kabinin-
de 6tenazi edildi ve doku ornekleri %4’lik PBS tamponlu para-
formaldehit solUsyonu icerisinde 48 saat siireyle tespit edildi.
Rutin doku takip islemlerinde dereceli alkol (702, 802, 909, 962
ve 99.59) ve ksilol serilerinde islem gordiikten sonra parafinde
bloklandi. Parafin bloklardan hem hematoksilen ve eozin (HE)
boyama, hem de immunohistokimyasal boyamalar igin 4-5um
kalinhginda seri kesitler alindi. Rutin olarak hematoksilen ve eo-
zin (HE) ile boyanan kesitler, histopatolojik yonden incelendi ve
lezyon siddeti yoniinden histopatolojik olarak skorlandi.

Antikorlar

Bu calismada, ticari anti- TNF-a anti-fare antikoru (Santa
Cruz, sc 52746, CA, USA), anti-IL12 anti-fare antikoru (Abcam,
ab106270, CA, USA), anti- IFN-y (Abgent, AP52068, CA, USA) ile
Haziroglu ve ark., tarafindan 2003’te gosterildigi gibi hazirlanan
poliklonal anti-T. gondii antikoru kullanildi.

immunoperoksidaz Testler

Tim immunohistokimyasal analizler ticari immunoperoksidaz
kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), AEC kromo-
jen ve karsit boyama igin Mayer’s hematoksilen kullanildi. Ne-

Tablo2. Deneysel T.gondii enfeksiyonu olusturulan farelerin karaciger dokusunda semikantitatif histopatolojik skorlama.
Table 2. Semiquantitative histopathological scores in the liver tissue of the mouse infected with T.gondii.

0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta Siddette, 3= Siddetli

Hepatosit Multifokal Nekroz Fokal[ Sinuzoidal Hiicre Perivaskﬁ!erMononﬁklear
Dejenerasyonu Odaklari Infiltrasyonu Vakuolasyon Hiicrelnfiltrasyonu
1 3 3 1 3
2 2 2 1 2 0
3 3 3 1 2 1
4 2 2 1 2 0
5 3 2 2 2 1
6 0 0 0 0 0
7 2 3 1 3 1
8 3 3 0 3 1
9 2 2 0 1 0
10 1 1 1 1 0
Tablo3. Beyin bolgelerine gore, IL12, IFN-y ve TNF-a immunopozitif boyanmalar.
Table 3. Immunopositive scores in the brain tissues of the infected mouse.
Serebral korteks Hipokampus Striatum Talamus Amigdala VTA Subs. Nigra
T. gondii 2 2 3 2 2 2 1
TNF-a 3 2 1 2 2 2
IFN-y 3 2 3 2 1 1 2
IL-12 3 1 2 1 2 3 2

0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta Siddette, 3= Siddetli

getirtilen ve o zamandan buyana laboratuvarlarimizda dizenli
olarak pasajlanan ME49 susu oral yolla yaklasik 10um gapinda
15 adet doku kisti icerecek bigcimde hazirlanmis 0,5 ml beyin
stspansiyonu verildi. Kontrol grubuna (n=10) ise 0,5 ml fizyo-
lojik tuzlusu yine oral yolla uygulandi. Sakrifiye edilene kadar,
tiim farelerin sagliklari diizenli olarak kontrol edildi.

gatif kontrol i¢in de ayni prosediirler uygulandi ancak, primer
antikor yerine normal fare serumu kullanildi. Pozitif kontrol
olarak, daha onceki calismalardan elde edilen T. gondii enfek-
te fare dokular kullanildi. Kesitler; ksilende deparafinize, de-
receli alkollerde de rehidre edildikten sonra, sitrat sollisyonda
(pH6.0) 30 dakika kaynatilarak antijen-geri alma islemi yapildi.



Sekil 1. (A) Striatumda orta siddette fokal mononiklear hicre infiltrasyonu (oklar) ve hafif perivaskuler hiicre infiltrasyou (ok
basi), HE, 100X buyttme. (B) Karacigerde fokal monontiklear hticre infiltrasyonu (ok basi) ve Kuppffer hicre proliferasyonu (ok),
HE, 200X buylitme. (C) Amigdalar bolgede, néronlarda (ok basi) ve glial hiicrelerde (ok) T. gondii immunopozitif reaksiyonlar, HE,
400X biyitme. (D-E-F) T. gondii immunopozitif reaksiyonlar (ok baslari), HE, 200X biiyiitme. Avidin — Biotin Kompleks indirekt
Peroksidaz Test.

Figure 1. (A). focal (arrows) and perivascular (arrowheads) mononuclear cell infiltrations in striatum of the brain.(B) mononuc-
lear cell infiltrations (arrowheads) and Kuppffer cell proliferations(arrows) in the liver.(C) Immunoposive reactions for T. gondii
in neurons(arrowheads) and glial cells(arrows) of the amigdala.(D-E-F) Immunoposive reactions(arrowheads) for T. gondii in

neurons. Avidin—Biotin Complex Indirect Peroxidase Test.

Ardindan dokular, %1’lik hidrojen peroksit 10 dakika muamele
edilerek endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi ve 10 da-
kika suireyle normal kegi serumuyla inkiibe edildi. Akabinde
sirasiyla, 1 saat oda isisinda primer antikorlarla (anti- TNF-q,
anti-IFN-y, anti-IL12 ve anti- T. gondii), 30'ar dakika da sekon-
der antikor ve streptavidin-peroksidaz ile inkiibe edildi. PBS ile
yikanan kesitler, AEC kromojen ve Mayer’s hemotoksilenle bo-
yanarak, su bazl yapistirici ile kapatildi. DP25 kamera eklentili
Olympus BX51 (Japonya) mikroskop ile boyanmalar degerlen-

dirilerek, mikrofotograflari gekildi. Beyin dokusunda gozlenen
degisiklikler semikantitatif histopatolojik skorlama ydntemiyle
0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta Siddette, 3= Siddetli olacak sekilde ya-
pildi.

Bulgular
Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak beyinde; ozellikle prefrontal korteks ve
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Sekil 2. [L-12’ nin gruplara ve beyin bolgelerine gére immunoreaksiyonlari. (A) Serebral korteks. Kontrol grubu, hafif immunopo-
zitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B)
Subst nigra. 30. giin fareler, siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve
hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um.

Sekil 2. The distributions of the immunopositive reactions for IL-12 to groups and brain sections. (A) Cerebral cortex. Control
group, slight immunopositive reactions, Bar = 100um. (B) Subst nigra. 30. day of mouses, strong immunopositive reactions, Bar =

100um. Avidin—Biotin Complex Indirekt Peroxidase Test, AEC chromogen.

striatumda hafiften orta siddete degisen, ¢ekirdegini kaybetmis
dejenere ve nekrotik néronlar, satellitozis ve gliozise rastlandi
(Sekil 1A). Yine hafif bir non-purulent meningit tablosu ve orta
beyin bolgesinin tamaminda vaskdlitisle karsilasildi. Vakalarin
hig birinde doku kisti gézlenmedi (Tablo 1).

Karacigerde ise multifokal sentrilobuler nekroz odaklari ile ha-
patositlerde vakuolasyon, dejenerasyon ve nekrozla karsilasildi.
Sinuzoidal bosluklarda Kupffer hiicreleri ve mononiiklear hiic-
relerde proliferasyon gézlendi (Sekil 1B)(Tablo 2). Kontrol grubu
farelerin karaciger beyinlerinde herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmadi.

immunoperoksidaz Test Bulgulari

Yapilan testlerde kontrol grubunda, T.gondii antijenine karsl
higbir immunoreaksiyon goézlenmezken, arastirma grubunda
ozellikle serebral kortekste, hippocampusta, amigdalar bolge-
de (Sekil 1C), striatumda (Sekil 1D) ve substantia nigrada (Sekil
1E) ortadan siddetliye degisen immunopozitifliklere rastlandi
(Tablo 3). Ayrica, enfekte hiicrelerin oldugu bdlgelerde gliozis
ve mononiiklear hiicre ifiltrasyonlari da dikkat ¢eken bulgular
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Tartisma

Toxoplasma gondii'nin kesfedildigi giinden bu zamana kadar
konak-parazit iligkisini, konagin etkene karsi olusturdugu im-
mun yanit mekanizmasini aragtiran birgok ¢alisma yapilmis-
tir (Dupont ve ark., 2012). Ancak hala aydinlatiimasi gereken
noktalar bulunmaktadir. Bu nedenle de, bu ¢alismayla beyin
ve karacigerde T. gondii enfekte alanlarla, yine bu bdlgelerde
eksprese olan pro-enflamatuvar sitokinler IL12, TNF-a ve IFN-y’
nin varliklari ekspresyon oranlari semi kantitatif olarak deger-
lendirildi. Ayrica, kontrol grubu ile erken kronik toksoplazmik
ensefalit grubunun histopatolojik bir karsilastirmasi yapild.

Sitokinler, immun yanittaki islevlerine goére pro-enflamatuar
(Th1 tip, uyarici) ve anti-enflamatuar (Th2 tip, engelleyici) ola-
rak siniflandirihrlar (Mosmann ve ark 1986). Thl tip hiicreler,
yuksek oranda IL-12, TNF- a ve INF- y salgilayarak, o6zellikle
hiicre ici patojenlere karsi gelisen hiicre-aracili immun yanit
uyarirlar (Opal ve De Palo 2000).Yapilan ¢alismalar; parazitin
konagi enfekte etmesinin IL-12 Gretimini uyardigini, I1L-12 sal-
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Sekil 3. IFN-y’ nin gruplara ve beyin bolgelerine gére immunoreaksiyonlari. (A) Hippocampus. Kontrol grubu, hafif imnmunopozitif
reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 100um. (B) Se-
rebral korteks. 30. giin fareler, siddetli immunopozitif reaksiyon, Avidin — Biotin Kompleks indirekt Peroksidaz Test AEC kromojen
ve hematoksilen karsit boyama, Bar = 200um.

Sekil 3. The distributions of the immunopositive reactions for IFN-y to groups and brain sections. (A) Hippocampus. Control group,
slight immunopositive reactions, Avidin—Biotin Complex Indirect Peroxidase Test, AEC chromogen, Bar = 100um. (B) Cerbral cor-
tex. 30. Day of mouses, strong immunopositive reactions, Avidin—Biotin Complex Indirect Peroxidase Test, AEC chromogene, Bar
=200um.
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Sekil 4. TNF-a’ nin gruplara ve beyin bolgelerine gére immunoreaksiyonlari. (A) Talamus. Kontrol grubu, hafif immunopozitif re-
aksiyon, , Bar = 100um. (B) Serebral korteks. 30. giin fareler, siddetli immunopozitif reaksiyon. Avidin — Biotin Kompleks indirekt

Peroksidaz Test AEC kromojen, Bar = 200um.

Sekil 4. The distributions of the immunopositive reactions for TNF-a to groups and brain sections. (A) Thalamus. Control group,
slight immunopositive reactions, Bar = 100um. (B) Cerbral cortex. 30. day of mouses, strong immunopositive reactions, Avidin—
Biotin Complex Indirect Peroxidase Test, AEC chromogene, Bar = 200um.

niminin artmasinin da, hem dogal hem de kazanilmig bagisiklik
elemanlari olan dogal 6ldirici hicreler (NK) ve T lenfositlerin-
den IFN-y ve TNF-a Gretimini tetiklendigini gostermistir (Gaz-
zinelli ve ark 1994, Hunter ve ark 1994, Gaddi ve Yap, 2007).
Yapilan bu galismayla da, beynin serebral korteks, amigdala,
hipokampus, striatum, ventral tegmental alan ve substantia
nigra bolimlerinin parazit tarafindan yerlesim yeri olarak segil-
digi gézlenmis, yine bu bolgelerde IL-12, TNF- a ve INF- y sito-
kin diizeylerinin beynin diger bolimlerine ve kontrol grubuna
gore daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Béylece T. gondii ve
pro-enflamatuar sitokinler olan IL-12, TNF- a ve INF- y arasinda
pozitif korelasyon gosterilmistir.

Toxoplasma gondii’ nin tip Il susu olan ME49’la enfekte edile-
rek kronik latent toksoplazmoz olusturulmus BALB/c farelerin
beyinlerinde, histopatolojik olarak; fokal gliozis odaklari, pe-
rivaskiiler monontklear hiicre infiltrasyonlari ve non-supura-
tif bir meningit dikkati ¢eker (Hermesve ark 2008; Atmaca ve
ark.,2014). Sunulan bu c¢alismada, toksoplazmoza dayanikli
BALB/c fareler ile olusturulan latent toksoplazmozdan fark-
Il olarak, daha duyarl tir olan C57BL/6 fareler ile yine kronik
ancak oldiriici olmayan derecede bir ensefalit tablosu olus-
turulmustur. Buna gore histopatolojik olarak; gliozis odaklari,
noron dejenerasyon ve nekrozlari, satellitoz ve fokal mononik-
lear hiicre birikimine karsin doku kisti varligina rastlanmamistir.
Bunun nedeni olarak, enfeksiyonun 30 ncu giiniinde parazitin
heniiz kan beyin bariyerini gegmesi ve MSS dokularinda konak
immun sistemiyle ilk karsilastiklari dénem olarak degerlendiri-
lebilir. Bunlarin yani sira bu lezyonlarin bulundugu yerlerde T.
gondii immunoreaktivitelerine de rastlanmistir.

Deneysel modellerde T.gondii’ nin beyne ilk ulasabildigi donem
15-20'nci glinler olarak degerlendiriimekle birlikte, etkenin kan
beyin bariyerine verdigi hasarla birlikte ilk konak immun yanit
beyin dokusunda baslatilmaktadir. ileride meydana gelecek en-
sefalit tablosu ve enfeksiyonun siddetini ise; MSS lokal immun
yaniti ve etkenin miktar ve patojenitesi arasinda denge belir-
ler (Parlog ve ark.,2015). Sunulan g¢alismada, deneysel olarak
enfekte edilen farelerin beyinlerinde 30 ncu giinde T. gondii
spesifik antijenler tespit edilmis ve kan beyin bariyerini gegerek
ndron ve noroglial hiicreleri enfekte ettikleri gésterilmistir. Bu
asamada, enfekte MSS hiicrelerinden salinan Th1l bagisiklik ya-
nitinin degerlendirilmesi oldukg¢a 6nemlidir. Clink(i, MSS doku-

lari ve beyin omurilik sivisinda bulunan sitokinler, kan beyin ba-
riyeri nedeniyle, yalniz de novo sekillenirler ve sistemik sitokin
seviyesinden bagimsiz olarak enfeksiyonun siddetini ve patoge-
nezini belirlerler. Bu ¢alisma kapsaminda her ne kadar, T.gondii
enfekte hicrelerden salinan Thl yaniti eszamanl olarak gos-
terilmediyse de, histopatolojik olarak lezyonlarin bulundugu
alanlarda sitokin ekspresyonlarinin da daha yiiksek oranda se-
killendigi gosterilmistir. Bu durum, deneysel olarak enfekte edi-
len farelerde, konak beyinlerinde olusan erken Th1 yanitinin,
asin parazit replikasyonunu 6nleyecek sekilde etki gosterdigi
yoéninde degerlendirilebilir. Yine de bu 6nerinin desteklenebil-
mesi icin ayni anda hem T.gondii antijeni, hem de Th1 yaniti-
ni olusturan sitokinlerin ikili immun boyama teknikleri ile ayni
hiicre igerisinde gosterilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. Sunulan
¢alisma sonuglari, beyinde T.gondii enfeksiyonunda sekillenen
sitokin yanitinin incelenecegi oldukg¢a kapsamli bir doktora tez
calismasinin &n bulgulari niteligindendir. ileriki calismalarda, T.
gondii ve diger sitokin ekspresyonlarinin immunofloresan tek-
nik ile ikili boyamalarinin yapilmasi planlanmaktadir.

TNF-a, aktive makrofajlarda T. gondii’nin parazitofor vakuolleri-
nin lizozomal flizyonunu ve degradasyonunu saglayarak, parazi-
tin hiicre igi gelisimini inhibe eder (Sibley ve ark., 1991; Andra-
de ve ark., 2006). IFN-y, T. gondii’ yi 6ldirmek ya da cogalmasini
engellemek igin ¢oklu hiicre i¢ci mekanizmalari uyarir (Gazzinelli
ve ark., 1994). Direkt antimikrobiyal mekanizmalari uyarmasini
yani sira, antijen sunan hicreleri de antijenleri sunmak Uzere
uyararak dogal bagisiklik ile kazanilmis bagisikhk arasinda bir
kopri kurar (Kawai ve Akira; 2006). Ancak yapilan bu galisma
gostermistir ki, Toxoplasma gondii enfekte hiicrelerin bulundu-
gu yerlerde sitokinsel yanit artiyorsa da, histopatolojik bulgular
sekillenmeye devam etmistir. Bu baglamda, etkenin dozu diistik
oldugundan sitokinler tek baslarina kronik toksoplazmoz olus-
madan, enfeksiyonun online gegememektedirler. Bu sonuglar,
ic 6nemli pro-enflamatuar sitokinin kronik ensefalitik toksop-
lazmozun T. gondii’yle korelasyon olusturdugunu gosterse de,
konak-parazit iliskisini agikliga kavusturmak icin daha detayl bir
sitokinsel mekanizma incelenmeli ve bagisikhgin diger eleman-
lariyla da birlikte degerlendirilmelidir.

Bilgilendirme: Bu calisma, Kirikkale Universitesi Bilimsel Aras-
tirma Projeleri Birimi, Proje No:2016/ 040 ile desteklenmistir.
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