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OZET

Bu galismada farelerde deneysel olarak olusturulan Toxoplasma gondii enfeksiyonunda hicresel prion protein (PrP¢) ve doppel
proteinin (Dpl) rollerinin arastiriimasi amaglanmistir. Bu amagla, 56 adet deneme ve 40 adet kontrol olmak Uzere toplam 96
adet Balb/c fare kullanildi. Calismada, her grupta 7 farenin bulundugu 8 deneme grubu ile her deneme grubu igin 5 farenin
bulundugu 8 kontrol grubu olusturuldu. Deneme grubundaki hayvanlara T. gondii RH susu takizoitleri 500 takizoit/0.1ml dozda,
intraperitoneal yolla verildi. Farelerde enfeksiyondan sonraki 6. ve 12. saatlerde; daha sonra 1., 2., 3., 4., 5., 6. glinlerde olusan
klinik bulgular kaydedilerek, sistematik nekropsileri yapildi. Klinik olarak, ilk 3 giinde her hangi bir bulgu gézlenmezken, 6. giinde
g fare 6l bulundu. Makroskobik olarak, 4. giinden itibaren karaciger ve bobrek lzerinde boz beyaz renkte odaklar ile periton
boslugunda hafif bulanik bir eksudatin varhigi dikkati cekti. Mikroskobik olarak, bébrek, karaciger, akciger ve beyinde monontikleer
hiicre infiltrasyonuile birlikte, 6lenler basta olmak tzere, 6zellikle 5. ve 6. glinlerde beyin ve karacigerde fokal nekrotik degisiklikler
ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlari saptandi. immunohistokimyasal olarak, T gondii antijeni beyin disinda bébrek, karaciger,
akciger ve dalakta saptandi. Enfeksiyon dénemlerinde immunohistokimyasal incelemelerde PrP¢, kontrollere gére merkezi sinir
sistemi, dalak ve karacigerde artan oranlarda saptanirken, Dpl artisi 6zellikle dalak, bobrek, karacigerde daha belirgindi. Sonug
olarak, farelerde T. gondii enfeksiyonunda PrP¢ ve Dpl’'nin dokularda ekspresyonlarinin arttigl gozlendi ve bdylece farelerde
deneysel Toxoplasma gondii enfeksiyonunun patogenezisinde her iki proteinin de énemli olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Doppel protein, fare, hiicresel prion protein, immunohistokimya, Toxoplasma gondii, Western blot.

Investigation of Roles of Cellular Prion Protein and Doppel Protein in Pathogenesis of
Experimental Toxoplasma gondii Infection in Mice

ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the roles of cellular prion protein (PrP) and doppel (Dpl) protein in experimental
infection caused by Toxoplasma gondii in mice. A total of 96 mice (Balb/c), 40 of which were control and 56 was treatment
group, were used for this purpose in the study. The mice in experiment group were divided into 8 groups, including 7 mice each,
according to post inoculation time 6 and 12 hours, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 days. These animals were injected with 1 ml inoculum of T.
gondii RH strain including 500 tachyzoits/0.1 ml by intraperitoneal route. At the end those times, the mice were euthanased under
deep anesthesia and systematically were necropsied. Macroscopically, first lesions were detected after 4 days post inoculation.
Especially, multiple gray-whitish foci were detected on the liver and kidneys. In the lung section, the frothy fluid was leaked. At the
6th days post inoculation, three mice were found died; in this group other mice had a lightly cloudy exudate in peritoneal cavity
as well as the lesions in the organs mentioned. Microscopically, many organs such as liver, kidneys, lungs and brains included
mononuclear cells infiltrations with necrosis. The some brains revealed necrosis and focal gliosis. Immunohistochemical studies
showed the presence of T. gondii antigen in many organs excepting with brain tissues. In the experiment groups, PrP¢ and Dpl
expressions increased with postinoculation days, especially in spleen, kidneys, and lungs by immunohistochemistry. In conclusion,
PrPc and Dpl showed an increase in the tissues in experimental T. gondii infection in mice, and this study indicated that both
proteins would be important in such disease.
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Giris

Toxoplasma gondii (T. gondii), butiin diinyada yaygin olan obligat
intrasellller protozoal bir parazittir. Felidae familyasindaki
tiirler son konak, insan dahil pek ¢ok evcil ve vahsi memeli ise
ara konak olup fertil oosistlerinin agiz yoluyla alinmasi sonucu
hastalik olusur. Etken, organizmada ¢ogu dokuya yayilir ancak
semptom olusturmayabilir (Dubey ve Beattie, 1988; Zachary ve
McGavin, 2012).

Hicresel prion protein (PrP¢) bir membran glikoproteini olup
tim memelilerde beyin basta olmak lizere pek ¢ok dokuda
bulunur. Prion hastaliklari nadir olarak gériilen nérodejeneratif
bozukluklardir ve hastalik PrP¢‘in patojen izoformu olan scrapi-
iliskili prion protein (PrPs)’e donusiimuyle olusur. PrPs, PrP“nin
proteaz direngli izoformudur. PrPnin PrP*“ye nasil donustiigi
hakkinda yayinlar yok denecek kadar azdir (Harris 2003; Resiner,
2003; Liang ve Kong, 2012). Fonksiyonu halen tam olarak
bilinmemekle birlikte, PrP“nin antioksidant, antiapoptotik ve
kiiproenzim olarak gorev aldigi bildiriimektedir (Klamt ve ark.,
2001; Chiarini ve ark., 2002; Brown, 2004; Deignan ve ark.,
2004). Sinir sisteminde yapilan galismalar PrP“in, oksidative
strese ugrayan sinir hicrelerini mitokondriumdaki kaspaz
iliskili yolla olusan apoptozisi 6nledigi bildirilir (Kuwahara ve
ark., 1999; Kim ve ark., 2004). Bunlarin yaninda PrP¢ fagosit
yanitinda, dolayisiyla makrofaj fonksiyonunda da goérev
yapmaktadir. PrP¢ knockout farelerdeki fagositlerin, normallere
gore daha iyi fonksiyon gordigi bildirilmistir (Almedia ver ark.,
2004).

Doppel protein (downstream prion protein-like protein=Dpl),
PrP“nin homologudur ve Dpl ile PrP¢ antagonist olarak
islev gordikleri bildirilmektedir (Behrens ve Aguzzi, 2002).
Dpl'nin asin ekspresyonu PrP“nin sagladigl antiapoptotik
etkiyi ortadan kaldirmaktadir (Westeway ve Carlson, 2002).
Dpl ozellikle testiste ve ektopik olarak beyin dokusunda da
bulunmaktadir. Cesitli hayvan tirlerinde yapilan galismalarda,
immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yontemlerle PrP¢
ve Dpl’nin merkezi sinir sistemi yaninda birgok periferal organda
varligi ve doku dagilimi gosterilmistir (Kubosaki ve ark., 2000;
Liu ve ark., 2001; Ford ve ark., 2002; Kubosaki ve ark., 2003;
Paltrinieri ve ark., 2004; Pimenta ve ark., 2012). Ayrica, Dpl’nin
in vitro olarak neuronal hiicrelere toksik oldugu belirtiimektedir
(Cui ve ark., 2003). Degisik hayvan tlrlerinde immun sistem
hicrelerinde PrP“ ve Dpl ‘nin varligi ortaya konmus ve Dpl ile
PrPnin doku dagihmlarinda oldukca benzerlikler bulunmustur
(Paltrinieri ve ark., 2004). Yapilan g¢alismalarda PrPnin
fagositoz ve yangisal infiltrasyonu ayarlamada fonksiyon
gérmesi (Almeida ve ark., 2004) nedeniyle, her iki proteinin
cesitli hastalik durumlarindaki ekspresyonlarinin belirlenmesi
de 6nem kazanmaktadir.

intraselliiler mikroorganizmalarin konakg! ile iliskisinin ortaya
konmasi hastaligin patogenezisin anlagiimasinda 6nemlidir.
intraselliiler obligat bir bakteri olan Brucella gibi baz
bakterilerin kolesterol zengin ve lipid raftlar denen alanlar
aracihigl ile makrofajlara tutunduklari ve enfekte ettikleri
bildirilmektedir. PrP*‘de kolesterolden zengin hiicre membran
komponentidir ve etkenleri makrofajlara almada gorev aldig
ifade edilmektedir. Zaten PrP¢ yoksun makrofajlarda etkenlerin
hlcreye girmeleri miimkiin gériinmemektedir (Watarai ve ark.,
2002; Aguzzi ve Hardt, 2003). T. gondii, obligat intraselltler
parazittir ve enfeksiyon kist bulunan et veya et rlnlerinin veya
sprozooit/oosist ile kontamine sivilarin agiz yolu ile alinmasiyla
olusur. Etken sindirim sistemi epitelini enfekte ettikten sonra
basta kas ve merkezi sinir sistemi olmak lzere diger dokulara
yayilir. T. gondii ile konakg! arasindaki iliskide halen bilinmeyen
yonler bulunmaktadir. T. gondii takizoitlerin alinmasiyla
konakgida olimle sonuglanan siddetli yangisal reaksiyona

yol agmakla beraber, bazen latent olarak uzun yillar boyunca
kalabilmektedir (Bogdan ve Réllinghoff, 1999; Denkers, 1999;
Lee ve ark., 1999; Heussler ve ark., 2001; Kasper ve ark., 2004;
Sinai ve ark., 2004). T. gondii 'nin konakgida varligini uzun
stre nasil korudugu henlz acikliga kavusmamistir. 7. gondii
ayrica apoptosiz mekanizmalarini da gesitli yollardan inhibe
etmektedir (Kasper ve ark., 2004; Sinai ve ark., 2004). PrP¥nin de
ozellikle sinir sisteminde antiapoptotik 6zelliklerinin bulunmasi
T. gondii enfeksiyonu ile prion arasindaki iliskiyi daha da ilging
kilmaktadir. Bu amagla yapilmig, 6zellikle immun sistemde
saptanan PrP° ve Dpl arasindaki iliskinin ortaya kondugu
herhangi bir calismaya veya kayda rastlanilmamistir.. Sunulan
bu calismada, T. gondii ile enfekte gesitli fare dokularinda PrP¢
ve Dpl'nin ekspresyonu belirlemek suretiyle, her iki proteinin
parazit ve enfeksiyon sireci ile iligskisinin ortaya konulmasi
amagclanmstr.

Materyal ve Metot

Calismada 56 adedi deneme ve 40 adedi kontrol olmak tizere 96
adet erkek, erigkin BALB/C irki (ortalama agirliklari 35+3 g) fare
kullanildi. Her grupta 7 farenin bulundugu 8 deneme grubu ile
her deneme grubu igin ayri ayri 5 farenin bulundugu 8 kontrol
grubu olusturuldu. Deneme grubundaki farelere intraperitoneal
yolla (iP) 6., 12. saatlerde; sonraki gruplara da birer giinliik
araliklarla (1., 2., 3., 4., 5. ve 6. glnlerde) Toxoplasma gondii
RH susu takizoitleri (500 takizoit/0.1 ml) verildi. Hayvanlar
anestezi altinda servikal dislokasyon ile oOtenazi edildi ve
sistematik nekropsileri yapildi. Doku 6rnekleri (beyin, beyincik,
karaciger, akciger, dalak, bobrek, iskelet kasi, kalp kasi, mide ve
barsaklar) %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 24 saat
tespit edildikten sonra, alkol ve ksilol serilerinden gegirildi ve
parafinde bloklandi. Mikrotom ile 5 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Rutin histopatolojik inceleme hematoksilen-eozin (HE)
ile boyanan kesitlerde yapildi. Dokulardaki T. gondii antijeni,
PrPc ve Dpl'nin ekspresyonunun gosterilmesi igin kesitler
immunohistokimyasal yontem ile boyandi. Dokularin bir kismi,
tespit edilmeksizin Western blot analiz i¢in -20 °C de saklandi.
Calismada kullanilan fareler igcin Ondokuz Mayis Universitesi,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay alinmistir
(28.02.2005 tarih ve DHEK/24 sayili yazi).

immunohistokimyasal boyamalar streptavidin-biotin kompleks
peroksidaz (SABC) teknigine uygun olarak ticari kit (Zymed
Laboratories, Inc., ABD) ile yapildi. Deparafinize kesitler testin
her asamasi sonrasi 2 kez, 5 dakika tris-buffer (pH 7.4) ile
yikandi. Kesitler, 6ncelikle formaldehitin dokudaki antijenik
yaplyt maskeleyici etkisini gidermek igin sitrat tamponlu
antijen retrieval sollisyonda 15 dakika kaynatildi ve bir yikama
asamasindan sonra metanolde hazirlanmis %0.3’ltk H,O, ile 10
dakika inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz aktivitesi
giderildi. Spesifik olmayan antijenik baglanmalari engellemek
icin %5’lik kegi serumunda 10 dakika tutulduktan sonra, kesitler
primer antikorlar; anti fare prion proteini (PrP¢) (Chemicon
International, MAB5424, USA) (1:100 dilisyon), anti tavsan
doppel protein (Dpl) (Abcam, ab23701, UK) (1:500 dillisyon) ve
tavsan anti-Toxoplasma gondii antikoru (Prof.Dr.Rifki Haziroglu,
Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi’inden saglanmistir,
1:1000 dilisyon) ile + 4 °C’de bir gece inkibe edildi. Daha sonra
kesitler biotinle konjuge edilmis polivalan sekonder antiserum
ile 30 dakika ve yine streptavidin peroxidase enzimi ile 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Son olarak kesitler kullanima
hazir diaminobenzidine (DAB) (Zymed DAB plus substrat, ABD)
veya 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) (Zymed AEC RED substrat
kit, ABD) kromojen ile mikroskop altinda kontrollii olarak 5-15
dakika tutulup Mayers hematoksilen ile karsit boyamalari
yapildi. DAB ile boyanan kesitler entellan ile AEC ile boyanan
kesitler ise su bazl yapistirici ile kapatildi. Degerlendirme on
ayri bolgede sitoplazmasi kahverengi veya kirmiz boyanan
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Sekil 1a. 3. glinde beyin dokusunda nekrozla beraber fokal gliozis. HE, X80. Sekil 1b. 6. giinde karacigerde dejeneratif degisikliklerle beraber, fokal
nekroz ve az sayida yangisal hiicreler. HE, X200. Sekil 1c. 2. glinde bdbrekte kortikomedullar bolgede perivaskiler ve interstisyel mononiiklear hiicre
infiltrasyonlari. HE, X200. Sekil 1d. 6. saatte karacigerde T. gondii antigen, SABC metot, AEC kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X320.
Sekil 1e. 6. saatte bobrek interstisyumunda immunopozitif T. gondii antijeni. SABC metot, AEC kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama,
X200. Sekil 1f. 24. saatte dalakta peritrabekdler ve sinuslarda T. gondii pozitif makrofajlar. SABC metot, AEC kromojen, Mayers hematoksilen karsit
boyama, X80.

Figure 1a. Necrosis with focal gliosis in brain at day 3 post infection. HE, X80. Figure 1b. Degenerative changes with focal necrosis and few
inflammatory cells in liver at day 6 post-infection. HE, X200. Figure 1c. Perivascularly and interstitially mononuclear cells infiltrations in
corticomedullary region of kidney at day 2 post-infection. HE, X200. Figure 1d. T. gondii antigens in liver at post-infection 6th day. SABC method,
AEC chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X320. Figure 1e. T. gondii antigens in kidney interstitium at day 6 post-infection. SABC method,
AEC chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X200. Figure 1f. T. gondii-positive macrophages in peritrabecular areas and sinuses of spleen
at hour 24 post-infection. SABC method, AEC chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80.
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Sekil 2a. 6. glinde serebellum ve beyin steminde subst. ablada PrP¢ i¢in belirgin immunopozitif sinir traktuslari. SABC metot, DAB kromojen, Mayers
hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil 2b. Kontrol grubunda beyincikte subst. alba’da ve 4. ventrikulusta koroid pleksusta hafif PrP¢iginimmunopozitif
boyanma. SABC metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil 2c. 6. glinde dalak dokusunda perifollikiler ve kirmizi pulpada
dagilmig PrP¢ immunopozitif hiicreler. SABC metot, AEC kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil 2d. Kontrol grubundaki dalak
dokusunda lenfoid follikillerin periferinde az sayida hiicrede PrP¢ immunopozitif hiicreler. SABC metot, AEC kromojen, Mayers hematoksilen karsit
boyama, X80. Sekil 2e. 6. glinde karacigerde az sayida portal ve perisinuzoidal yerlesimli PrPc immunopozitif hiicreler. SABC metot, AEC kromojen,
Mayers hematoksilen karsit boyama, X200. Sekil 2f. Kontrol grubundaki karaciger dokusunda hafif perisinuzoidal PrP¢ immunopozitiflik. SABC metot,
DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X200.

Figure 2a. Prominent immunopositivity for PrP¢in nerve fibers of cerebellum and brain stem at day 6 post-infection. SABC method, DAB chromogen,
Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 2b. Slight positive immunostaining for PrP in substantia alba of cerebellum and choroid plexus
of 4th ventricle in control group. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 2c. PrP-immunopositive cells
scattered to perifollicular areas and red pulp of spleen at day 6 post-infection. SABC method, AEC chromogen, Mayers hematoxylin counterstain,
X80. Figure 2d. PrPcimmunopositivity in few cells at periphery of lymphoid follicles in spleen tissue of control group. SABC method, AEC chromogen,
Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 2e. A few PrP¢immunopositive cells with portal and perisinusoidal location in liver. SABC method, AEC
chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X200. Figure 2f. Slight perisinusoidal immunostaining for PrP<in liver of control group. SABC method,
DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X200.
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hicrelerin sayisi ile hicrelerin boyanma yogunlugu dikkate
alinarak (0= Boyanma yok, 1= Hafif, 2= Orta, 3= Siddetli)
semikantitatif olarak yapildi.

immunoblotting analiz (Western blotting) icin gerekli primer
antikor olarak, immunohistokimyasal yontemdeki monoklonal
anti-fare PrP¢ ve Dpl antikorlari kullanildi. Dokulardan alinan
ornekler 6nce protein ekstraksiyonu igin cell lizat igerisinde
homojenize edildi. Spektrofotometrik yontemle total protein
miktarlari belirlendi. Daha sonra dokulardan alinan 6rnekler,
SDS buffer da homojenize edilerek, %12 SDS gel elektroforezde
(Continental Lab Products Inc, Apollo™ 73.1010V, USA)
kosturuldu ve sonra semi-dry immunoblot (Continental
Lab Products Inc, Apollo™ 1-800-456-7741, USA) ile PVDF
(immobilon—P)’ye transfer edildi. PVDF normal sigir serumu
ile bloklama islemine tabi tutuldular. Gruplar arasinda protein
ekspresyonundaki farkhliklari gérebilmek tizere her elektroforez
isleminde benzer dokular kullanildi. Bu islemden sonra bantlari
ortaya ¢ikarmak i¢cin membranlar immunohistokimyasal
yontemde kullanilan anti-mouse PrP¢ ve anti-Dpl antikorlari
ile +4 °C de 1 gece inklbe edildiler. Yikama isleminin takiben
membranlar sirasiyla biotinle isaretli link antikor ve peroxidase-
conjugated rabbit anti-mouse IgG ile 30’ar dakika muamele
edildikten sonra, bantlar DAB kromojen ile kolorimetrik olarak
gosterildi. Olusan bantlar digital kamera (Nikon COOLPIX4500)
ile fotograflandi.

Bulgular

Toxoplasma gondii RH susu takizoitleri inokile edilen farelerde
klinik olarak, 3. glinden itibaren durgunluk gézlenmeye basladi,
4. ginden sonra killarin kabardigl, ilerleyen giinlerde ise yem
tiketiminde azalma dikkati ¢cekti. Makroskobik olarak, ilk 3.
ginde herhangi bir lezyon gozlenmezken, 4. giinden itibaren
karaciger, dalak ve bobrekler lizerinde boz beyaz renkte
odaklara rastlandi; akcigerler 6demliidi. Altinci ginde 3 fare 61U
bulunurken, 3. ve 4. glinlerdeki i¢ organlarda rastlanan bulgular
yaninda peritonun kalinlagsmis oldugu ve karin boslugunda hafif
bulanik bir eksudatin varligi dikkati ¢ekti. Periton sivisindan
yapilan native mikroskobik muayenede T. gondii takizoitleri
gozlendi.

Histopatolojik incelemede, ilk 6. saatte bobreklerde
lenfosit ve histiyositlerden olusan fokal mononiiklear hicre
infiltrasyonlari gozlendi. Akcigerlerde hiperemi ve 6dem dikkati
cekti. Karacigerde parankim dejenerasyonu ile birlikte portal
bolgede fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlari ve Kupffer
hicre aktivasyonu saptandi. Dalakta kontrol gruplarina gore
lenfositlerde azalma ve ekstramedullar hematopoez gozlendi.
On ikinci saatte karacigerdeki dejeneratif degisikliklerin
siddetlendigi ve mononiklear hiicrelerinin arttigi saptandi.
Akcigerde 6dem ve hiperemiye interalveoler septal dokuda ve
peribronsiyal bolgedeki mononiklear hiicre infiltrasyonlarinin
eslik ettigi gozlendi. Bobreklerde fokal monontiklear hicre
infiltrasyonlari ve distal ve proksimal tubulus epitellerinde
dejeneratif degisiklikler saptandi. Birinci ve 2. glinlerde, 6. ve
12. saatlerdekine gore lezyonlarin siddetinin arttigr gorildi.
Ugiincii giinde, 1. ve 2. giindeki bulgulara ek olarak beyinde
submeningeal fokal mononiklear hicre infiltrasyonlar ile
kortekste fokal gliozis gorildi. Bagirsaklarda propria mukozada
yaygin mononiklear hiicre infiltrasyonu belirlendi. Dérdlinci
ginde diger bulgulara ilave olarak dalakta lenfoid follikillerde
follikiiler sentrum reaksiyonunun basladigl gozlendi. Besinci
ve altinci glnlerde (6li bulunan farelerde daha belirgin
olmakla beraber) beyin dokusunda fokal nekrotik odaklarla
beraber gliozisin varligi (Sekil 1a) ve karacigerde dejeneratif
degisikliklerin daha belirgin bir hal aldigi goraldi. Altinci glinde
karacigerde dissemine fokal nekroz odaklari (Sekil 1b) ve bu
odaklarin gevresinde mononiklear hicre infiltrasyonlarinin

bulundugu saptandi. Bobreklerde ise yangisal degisikliklerin
korteksten medullaya dogru siddetinin artarak vyayildig
gozlendi (Sekil 1c). Altinci ginde peritonun kalinlastigl ve
yogun monuntiklear hiicre infiltrasyonlarinin oldugu bulgular
ile karsilasildi.

SABC teknigi ile 6. saatte T. gondii antijeni karaciger ve
bobreklerde tespit edildi. Karacigerde belli bir bolge segiciligi
olmaksizin, hepatositlerin sitoplazmalarinda pozitif reaksiyonlar
gorildi. Bobreklerde daha ¢ok interstisyumda makrofajlarin
sitoplazmalarinda, daha az olarak da tubulus epitel hiicrelerinde
immunopozitif reaksiyon belirlendi (Sekil 1d ve 1e). Dalakta 1.
giinde paraziter antijen, subkapsular alanlarda yaygin olarak
ve Ozellikle makrofajlarin sitoplazmalarinda gozlendi (Sekil 1f).
T. gondii antijeni akcigerde peribronsial dokuda makrofajlarda
ve interstisyel hiicrelerde; bagirsaklarda ise lamina propriada
makrofajlarda ve serbest halde saptandi. Besincive 6. giinlerde
antijen peritoneal makrofajlarda belirlendi. Tim gruplarda
beyin ve beyincik diginda antijen varligi ortaya kondu.

immunohistokimyasal olarak PrP¢ (Tablo 1), beyinde
mezensefalon,  hipotalamus ve  kortekste, ependim
hicrelerinde, koroid pleksusta ve sinir traktuslarinda,
beyin stemindeki kranial sinir traktuslarinda, beyincikte ise
subs. albada néron ve sinir tellerinde pozitif reaksiyonlar
dikkati ¢ekti. Kontrol grubuna gore, deneme gruplarinda 3.
giinden itibaren immunoreaktivitenin daha belirgin oldugu
dikkati cekti (Sekil 2a, 2b). Dalakta kontrol grubunda PrP¢
ozellikle perifollikiiler ve kirmizi pulpada az sayida lenfosit
ve makrofajlarda saptanirken, deneme gruplarinda ozellikle
1. giinden itibaren hem kirmizi pulpada hem de beyaz
pulpada daha yaygin ve yogun olmak Uzere, sinuzoidlerde
ve peritrabekiiler alanlarda immunopozitiflik gozlendi (Sekil
2c ve 2d). Karacigerde, deneme gruplarinin tiiminde daha
yogun olmak Uzere, tiim gruplarda kapsula ve sintzoidler ile
damar endotellerinde immunopozitiflik tespit edildi (Sekil 2e
ve 2f). Hem kontrol hem de deneme gruplarindaki farelerin
bobreklerinde glomerular yumakta, interstisyel hiicrelerde
boyanmalar saptanirken, deneme gruplarinda ayrica infiltre
olan mononiklear hicrelerin sitoplazmalarinda da belirgin
immunpozitiflik saptandi. Bobrekte 1, 2, 3ve 4. glinlerde immun-
reaksiyonun daha belirgin oldugu goézlendi. Akcigerde tim
deney gruplarinda kilcal damar endotelleri, interalveolar septal
doku, bronsiol epitellerinin apikal ylizeyleri ile peribronsial
mononiklear hicrelerin 6zellikle periferinde immunpozitiflik
goruldl. Besinci ve 6. glinlerde, yalnizca damar endoteli ile
adventisya tabakasinda immunreaktivite saptandi. Akcigerde
kontrol grubunda damar endotel hiicreleri, adventisya tabakasi
ve interalveolar septal dokularin immunoreaktif olduklari
dikkati ¢ekti. Deneme gruplarinda ve kontrol grubunun mide
ve bagirsaklari incelendiginde, seroza ve propria mukozadaki
yangi hicreleri ile submukozadaki kapillar damar endoteli,
bazi bag doku elementleri ve yangi hiicreleri, ayrica muskuler
tabakada longitudinal ve sirkiler kas demetleri arasindaki bag
dokuda PrP¢ igin pozitiflik saptandi. Pankreasin hem deneme
gruplarinda hem de kontrol grubundaki ekzokrin linitelerde
immunreaksiyonun  olmadig, bazi gruplarda vyalnizca
Langerhans adaciklarinda ve stromadaki kapillar endotellerinde
sinirl kaldigi dikkati cekti. iskelet kasi ve kalp kasi telleri
arasindaki bag dokuda ve kapillar damar endotellerinde ¢ok
zayif olarak boyanma hem deneme gruplarinda hem de kontrol
grubunda gorildi. Ayrica kalbin endokard ve epikard altinda
mononuklear hiicrelerde de pozitiflik saptandi. Mide-bagirsak,
pankreas, kalp ve iskelet kaslarindaki kontrol ve deneme
gruplari arasinda PrP¢ igin yapilan immun boyanmalarda fark
gorilmemis olup, semikantitatif degerlendirme sonuglari Tablo
1’de gosterilmistir.
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Western blot teknigiile dokularda PrP¢ molekiili 2 major protein
band seklinde 27 ve 42 kDa olarak saptandi. Ozellikle dalakta ve
beyinde olusan 2 major band yogunluklarinin kontrollere gére
ozellikle deneme gruplarinda arttigi, en fazla artigin ise 6. glinde
oldugu dikkati gekti (Sekil 3). Diger organlarda ise kontrollerle
deneme gruplari arasinda farkhlk gézlenmedi.

144

K 6

-h‘

42kDa

—

27k

Sekil 3. Prion icin Western blot analiz. Dalakta PrP¢igin 42kDa ve 27kDa
olmak Uzere major iki band olsumu ve 6. giinde (144. saat) PrPnin
daha belirgin ekspresyonu. K= kontrol grubu.
Figure 3. Western blot analyses for PrPc. Double major bands as 42kDa
and 27 kDa for PrP¢in spleen tissue and more prominent expression of
PrPc at day 6 post-infection. K=control group.

SABC teknigi ile Dpl (Tablo 1) yéniinden yapilan incelemede,
ozellikle 5. ve 6. glinlerde beyin meninks, orta beyin,
hipotalamus, kortekste ve beyin kdkindeki sinir traktuslarinin
kontrollere gére daha yogun immunpozitif reaksiyon gosterdigi
belirlendi. Néron ve uzantilarindaki reaksiyonlarin zayif oldugu
dikkati gekti. Kontrol gruplarinda beyin ve beyincikte meninks
ve kapillar endotelinde immunreaktivite gorildi (Sekil 4a ve
4b). Dalakta, tim gruplarda kapstler, subkapsiler ve kirmizi
pulpadaki hiicreler immun pozitifti. Ancak 2. glinden itibaren 6.
gline kadar, kirmizi pulpadaki genislemeye paralel olarak pozitif
reaksiyon gosteren hiicre sayisinin da arthg dikkati c¢ekti.
Dalagin kontrol grubunda boyanma kapsuler, subkapsiiler,
kirmizi ve beyaz pulpada follikiiler dendritik hicrelerde goriildi
(Sekil 4c ve 4d). Tum deneme gruplarinda ve kontrol grubunda
karaciger kapsulasi ve sintzoidler ile damar endotellerinde
immunpozitiflik  belirlendi. Altinci  ginde  karacigerde
odaklar halinde hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde
immunpozitiflikte artis dikkati ¢ekti (Sekil 4e ve 4f). Bobrek
kapsulasi, glomerulus yumagi ve interstisyel dokudaki kilcal
damar endotellerinin boyandigi gorilirken, 1. glinden itibaren
glomeruluslarda boyanma siddetinde artis ile birlikte Bowman
kapsulliinin pariyetal yapraginda da boyanmalara rastlandi.

Immunreaksiyon, ozellikle 3, 4, 5. gilinlerde mononiklear
hlcrelerin artisi ile dogru orantili olarak, bobreklerin
korteksinde interstisyel doku ve pelviste subepiteliyal bélgedaki
yangisal hiicrelerede goruldi. Akcigerde tiim deneme ve kontrol
gruplarinda kilcal damar endotellerinde, interalveolar septal
dokuda, bronsiol epitellerinin apikal yizeyleri ile peribronsial
hicre infiltrasyonlarinda bazi  monontklear hiicrelerin
sitoplazmalarinda immunreaktivitenin varligi gozlendi. Bu
reaksiyonun ozellikle 1., 2., 3., 4. glnlerde arttgi; 6. gln ile
kontrol grubunda bronsiol epitel hiicrelerinin apikal ylizeyinde
boyanmaya rastlanmadi. Deneme gruplarinin timiinde ve
kontrol grubunda mide ve barsak serozasi, propria mukoza
ve submukazadaki kapillar endotelleri, bazi bag doku ve yangi
hicrelerinde ayrica muskuler tabakada longitudinal ve sirkiler
kas demetleri arasindaki bag dokuda immunopozitiflik tespit
edildi. Pankreasin hem deneme gruplarinda hem de negatif
kontrollerde parankiminin immunreaktif olmadigi, sadece
stromadaki kapillar endotelinde pozitiflik dikkati ¢ekti. iskelet
kasi ve kalp kasi telleri arasindaki bag dokuda ve kapillar damar
endotellerinde boyanma deneme gruplariyla birlikte kontrol
grubunda da gorildi. Ayrica kalpte endokard ve epikarddaki
hiicrelerde sitoplazmik immun boyanma goézlendi. Dpl igin
yapilan immunhistokimyasal boyamalarda, mide-bagirsak,

pankreas, kalp ve iskelet kaslarinda deneme ve kontrol gruplari
arasinda farklilik saptanmadi. Dpl’nin immunohistokimyasal
olarak, doku dagihmi ve semikantitatif degerlendirme sonuglari
Tablo 1’ de gosterilmistir.

Dpl igin yapilan Western blot analizlerinde, belirtilen dokularda
molekil agirhginin yaklasik olarak 34-38 kDa arasinda oldugu
belirlendi. Organlar arasinda Western blot bulgulari agisindan
cok belirgin farkhhk gézlenmezken, dalak dokusunda 6. glinde
Dpl ekspresyonunda hafif artis gozlendi (Sekil 5).

K 6 12 24 48 71 9% 120 144

36 kDa

Sekil 5. Western blot analiz. Beyin dokusunda Dpl icin 36 kDa tek
major band olusumu ve 6. glinde Dpl ekspresyonunda hafif artis.
Figure 5. Western blot analyses for Dpl. Single major band 36 kDa for
Dpl in brain tissue and mild increase in expression of Dpl at day 6 post-
infection.

Tartisma

Sunulan bu c¢alismada goézlenen klinik ve makroskobik
bulgularin, farelerde az sayida yapilmis benzer galismalarda
bildirilen bulgular ile benzer oldugu (Eissa ve ark., 1990),
akut toksoplazmozis olusturulan gruplarda 6-8. giinde
(Villard ve ark., 1997; Dubey ve ark., 1999) tim farelerin
oldikleri bildirilmektedir. Deney hayvanlarinda olusan hastalik
tablosunun deney hayvani ve parazitin susuyla da iliskili oldugu
rapor edilmektedir (Lee ve ark., 1995). T. gondii RH susunun
farelerde akut toksoplazmozise neden oldugu ve bu susun
oosit olusturma kapasitesinde olmadigi bildirilmistir (Dubey
ve ark., 1999; Sukthana ve ark., 2003). Bu susun fareye adapte
edilmesinden sonraki yaklasik 25 yildir patojenitesini halen
korudugu saptanmistir (Dubey ve Beattie, 1988). Aslinda RH
susunun diger Beverley, RRA, DEG, ME49, C56 gibi avirulent
suglara gore c¢ok daha vylksek oranda patojen oldugu,
nonimmune farelerde 1 takizoitin bile 8 glin igerisinde farelerde
Olum olusturabilecegi bildirilmektedir (Dubey ve Beattie,
1988; Dubey ve ark., 1999; Derouin ve Garin, 1991; Appleford
ve Smith, 2000). Ayrica farelerde toksoplazmozise genetik
direncin, parazitin susuyla ilgili oldugu ifade edilmektedir
(Suzuki ve ark., 1995). Belirtilen parazit susu ve deney hayvani
ozellikleri dikkate alindiginda, farelerde kolaylikla hastalik
tablosunun olusturulabilmesi ve enfekte hayvanlarin uzun siire
takibe ihtiyag duyulmamasi nedeniyle, sunulan bu gcalismada T.
gondii RH susu tercih edildi ve fareler intraperitoneal yolla (500
takizot/ml) enfekte edildi.

Bu ¢alismada saptanan bulgular 6nceki arastirmalarla (Eissa
ve ark., 1990; Waree ve ark., 2007) uyumlu bulunmakla
birlikte, kalp ve ¢izgili kaslarda toksoplazmozise iliskin bulguya
rastlanmamistir.  Makroskobik olarak karaciger, bdbrek
ve dalakta rastlanan lezyonlar histopatolojik bulgularla
dogrulanmistir. Ayrica merkezi sinir sistemi bulgularina da az
oranda rastlanmistir. Ozellikle beyinde daha hafif siddette
lezyonlarin olmasi kullanilan T. gondii sugunun sinir sistemine
affinitesinin disiiklGga ile agiklanabilir. T. gondii antijenin PCR,
kaltr ve immunohistokimyasal olarak saptanmasina yonelik
vapilan c¢alismalarda beyinde antijene ve doku kistlerine
enfeksiyon sonrasi 4. ve 6. giinlerde rastlanmistir (Lee ve
ark., 1995; Lee ve ark., 1999; Waree ve ark., 2007). Sunulan
bu ¢alismada 3. giinden sonra beyin ve menikslerde minimal
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Sekil 4a. 5. glinde serebellum ve koroid pleksuslarda Dpl immunopozitif alanlar. SABC metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama,
X80. Sekil 4b. Kontrol grubunda sekil 3a daki boyanmaya gore daha belirgin Dpl immunopozitif serebellar subst alba da sinir telleri. SABC
metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil 4c. 5. gliinde dalakta 6zellikle kirmizi pulpada dagilm gosteren yogun Dpl
immunopaozitif hiicreler. SABC metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil 4d. Kontrol grubu dalakta perifollikiiler ve
kirmizi pulpada dagilmis olarak az sayida Dpl imunopozitif hiicreler. SABC metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80. Sekil
4e. 6. glinde karacigerde multifokal ve yaygin Dpl immunopozitif hiicreler. SABC metot, DAB kromojen, Mayers hematoksilen karsit boyama, X80.
Sekil 4f. Kontrol grubunda karacigerde belirgin bir yerlesim gdstermeyen az sayida Dpl immunopozitif hiicreler. SABC metot, DAB kromojen, Mayers
hematoksilen karsit boyama, X80.

Figure 4a. Dpl immunopositive areas in cerebellum and choroid plexus at day 5 post-infection. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin
counterstain, X80. Figure 4b. More prominent immunopositive nerve fibres in subst. alba of cerbellum than those of figiire 3a in control group.
SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 4c. Dense Dpl immunopositive cells scattered in red pulp of spleen
at day 5 post-infection. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 4d. Few Dpl immunopositive cells scattered
in perifollicular areas and red pulp of spleen. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure 4e. Multifocally
dispersed Dpl immunopositve cells in liver at day 6 post-infection. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin counterstain, X80. Figure
4f. Few immunopositive cells for Dpl with uncertain localization in liver of control group. SABC method, DAB chromogen, Mayers hematoxylin

counterstain, X80.
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Tablo 1: IHC yéntemle PrPve Dpl pozitifliginin gesitli dokulardaki dagilimi.
Table 1: Immunolabeling scores of PrP“ve Dpl with IHC method in organs.

Bobrek Karaciger Pankreas Akciger Kalp Beyin- Dalak iskelet kasi Mide-
beyincik barsak
PrP Dpl PrpP Dpl PrP Dpl PrpP Dpl PrP Dpl Prp© Dpl PrP Dpl PrP Dpl Prp© Dpl
6. saat 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12. saat 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1. glin 2 2 2 1 1 1 2 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
2. gun 2 2 2 1 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1
3. gun 2 2 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1
4.gln 2 2 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1
5.gln 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1
6. glin 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

yangisal degisiklikler, 5 ve 6. giinlerden sonra ise nekroza eslik
eden fokal mononiklear hicre infiltrasyonlarina rastlanmstir.
Bununla beraber ilk 6 saatte karaciger ve bobrekte; daha sonraki
donemlerde ise dalak ve bagirsaklarda makrofajlar icerisinde
antijenin varhigi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir.
T. gondii antijenlerine sinir sisteminde immunohistokimyasal
olarak rastlanmamasina ragmen, beyinde gozlenen bulgularin
parazitin direkt etkisinden ziyade, etkilenen diger dokulardan
salinan yangisal-immun mediyatérlerden kaynaklanan sistemik
bir etkinin, merkezi sinir sistemindeki bulgularin bir nedeni
olabilecegini akla getirmektedir (Ringer ve ark., 2011; Denes ve
ark., 2010).

HicreselprionproteinmRNA’sidokularda6zellikledenéronlarda
yaygin olarak ekspresyona sahipken, prion protein ekspresyonu
immunohistokimyasal bulgulara gére daha sinirli olarak bulunur
(Ford ve ark., 2002). Sunulan galismada in situ hibridizasyon
yontemi kullanilmamakla beraber, PrP¢ immunohistokimyasal
olarak, hem deneme hem de kontrol grubundaki farelerde
bazi organlarda artan dlzeylerde gosterilmistir. PrP¢ 6zellikle
lenfoid organlardan dalakta germinal merkezlerde tek tiik
daginik halde, beyaz pulpada ise yaygin olarak B-lenfositlerde
ve dendritik hicrelerde varhigi gosterilmistir (Ford ve ark.,
2002; Paltrinieri ve ark., 2004). Bu galismada PrP¢, artan
diizeylerde dalak ve bébrek gibi organlarda lenfoid hiicrelerin
sitoplazmalarinda lenfosit ve makrofajlarda gosterilmistir. Ayni
sekilde PrP¢ deneme gruplarinda artan diizeylerde beyin ve
beyincikte 6zellikle subst. alba’da gériilmistir. Bu pozitiflik ayni
sekilde western blot teknigi ile de desteklenmistir. Yine beyin
dokularinda immunohistokimyasal olarak T. gondii antijenine
rastlanmamis olmakla birlikte, PrP¢ ekspresyonundaki artisin
nedeni, muhtemelen parazitin sistemik etkisinin bir sonucudur.

Dpl ise PrP“nin %25 homologu olmakla beraber, iki proteinin
yapisal ozellikleri oldukga benzerdir (Legname ve ark., 2002).
Dpl'nin ozellikle testiste ekspresyonu bildiriimekle beraber
(Legname ve ark., 2002; Paltrinierive ark., 2004), daha az oranda
beyin, dalak, kalp, iskelet kasi, bobrek, karaciger ve akcigerde de
varligi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda, Dpl ekspresyonlarinin
PCR ve Western blot analizlerde dagilimlarinin insan, sigir ve
farelerde benzer olduklari saptanmistir (Sakaguchi ve ark.,
1996; Moore ve ark., 1999; Tranulis ve ark., 2001; Rondena
ve ark., 2005). Sigirlarda yapilan bir galismada Dpl’nin varhig
dalak ve lenf yumrularinda lenfoid follikiilerin merkezlerinde, B
ve dentritik hiicrelerde, kemik iliginde ve dolasimdaki myeloid
prekirsorlarda, en fazla ise dolasimdaki granilositlerde
belirlenmistir (Paltrinieri ve ark., 2004). Sunulan bu ¢alismada
Dpligin beyin ve beyincikte hafif siddette boyanma saptanirken,

ozellikle dalak ve diger organlarda bulunan lenfoid folliklllerin
cevresindeki mononiikleer hiicrelerde yogun immunpozitiflik
saptanmistir. Ayrica immunohistokimyasal Dpl ekpresyonu
ile western blot sonuglari arasinda enfeksiyonun ileri
donemlerindeki bulgular disinda, diger glinler igin belirgin bir
korelasyon bulunamamustir.

Toksoplazmoziste hiicresel immunitenin varligi, gecikmis
tip agir duyarllik ile agiklanmigtir. Konak T. gondii ile
karsilastiginda makrofajlardan IL12 salgilanir. IL12 sadece
enfeksiyonun baslangic doneminde antijene 6zgiin hiicre
olusumunda gereklidir. Daha sonra CD4 ve CD8 T lenfositlerden
IFN- y salinarak koruyucu immunite gelisir (Ozcel ve ark.,
2007). Bu ¢alismada konakta gelisen yangisal reaksiyona bagli
olarak, yangi hiicrelerinde hem sayisal artis hem de PrP¢ ve Dpl
ekspresyonlarinda artis olustugu gézlenmistir.

Sonug olarak, sunulan bu calismada, farelerde deneysel T.
gondii enfeksiyonun, ozellikle dalak, bobrek, akciger, karaciger
ve daha az oranda da beyin dokusunda enfeksiyon siresinin
artigsina bagli olarak, hem PrP¢ ve hem de Dpl’in ekpresyonunu
artirdigi; kalp kasi, iskelet kasi, mide- barsak ve pankreasta
ise artisin olmadigi saptandi. Bu sonucun organlarda gelisen
vangisal reaksiyonla paralellik gostermesi, her iki proteinin
de toksoplazmozis ya da baska enfeksiyonlarin degisik
donemlerinde hiicresel immunitedeki rollerinin belirlenmesi
bakimindan 6nem teskil edebilecegi kanaatine varildi.
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(BAP, VET-022 nolu proje) tarafindan desteklenmistir. 7. gondii
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