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Deneysel Kronik Toksoplazmoz Fare Modeli: Beyin Lezyonlarinin Davranig

Degisiklikleri ile ligkilendirilmesi
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OZET

Amag: Bu calismada; kist olusturan T. gondii ME 49 susu ile enfekte farelerde
olusan anksiyete ile iliskili davranis degisiklikleri ve beyin lezyonlariyla iligkisinin
arastinlmasi amaclanmistir.

Yontem: Uygulama oncesi serumlarinda anti-7. gondii antikorlarinin olmadigi
gosterilen 2 aylk 21 adet erkek Swiss albino fareden deney grubundaki 14'iine;
intraperitoneal (IP) (n=8) ve oral (n=6) yollarla 2x102 Toxoplasma gondii ME49 ookisti
verildikten 4 hafta sonra, anksiyete veya korku ile iliskili davranislari T. gondii ile
enfekte fareler ile kontrol grubu saglikli farelerde karsilastirmali olarak
degerlendirildi. Deney bitiminde (inokulasyon sonrasi 45'inci giin) farelere dtenazi
yapilarak, beyinleri histopatolojik olarak ve T. gondii doku kisti antijeni yoniinden
immunoperoksidaz test ile incelendi.

Bulgular: T. gondii ile enfekte farelerin daha diisiik diizeyde anksiyeteye sahip
olduklarini, enfekte olmayan kontrol grubundaki farelere gdre daha yiiksek oran ve
stireyle agik kolu tercih ettiklerini ortaya koydu. Patolojik olarak; enfekte grupta dzellikle
parietal ve temporal loblar, kornu ammonis, amigdala, talamus ve gevresinde, beynin
diger boliimlerine oranla daha yiiksek derecede gliozis, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu,
meningitis ve ndron nekrozlar gdzlendi. Beyinde T. gondii doku kisti yerlesimi de anilan
lezyon siddeti ile dogru orantili olarak diger alanlara oranla daha yiiksek sayidayd.
Sonug: Kronik toksoplazmozlu farelerin beyinlerinde sekillenen T. gondii doku kistleri ve
noropatolojik dedisikliklerin dogrudan anksiyetenin azaltlmasina ydnelik davranis
manipiilasyonu ile iliskili oldugu dne siiriilebilir. (Ndropsikiyatri Arsivi 2012; 49: 139-144)
Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii, fare, doku kisti, davranig

Cikar gatigmast:
Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

ABSTRACT

0 bjective: Inthis study, it is aimed to constitute a chronic toxoplasmosis model using
toxoplasma gondii (T. gondii) ME49 strain that is supposed to produce tissue cysts, to
compare healthy and infected mice in terms of behavioral changes. In addition, the
relationship between behavioral changes and brain lesions was questioned.
Method: Before experimental application, out of a total of twenty-one 2-month-old
Swiss albino mice, T. gondiiantibody-free, 14 were infected by intraperitoneal (IP) (n=8)
or oral (n=6) inoculation of 2x102 Toxoplasma gondii ME49 oocysts. Four months later,
fear- and anxiety-related behavioral changes in infected and healthy control groups
were comparatively evaluated with plus-maze test. Atthe end of the experiment (45 day
after inoculation), euthanasia was carried out on all mice and their brains were exam-
ined histopathologically and immunohistochemically for the presence of T.gondii tissue
cysts.

Results: Infected mice had low levels of anxiety, they have entered the open arms more
frequently and have spent more time in the open arms of the maze compared to con-
trols. Pathologically, in the infected group, high rates of gliosis, perivascular cell infiltra-
tion, meningitis, and neuron necrosis were observed especially in the parietal and tem-
poral lobes, cornu ammonis, amygdala, and thalamus compared to the other parts of the
brain. A higher number of tissue cyst formations were positively correlated with the
lesion severity in these parts of the brain.

Conclusion: It can be suggested that, tissue cysts and neuropathological changes in
chronically infected mice brains have direct concern with behavioral manipulation
which results from low anxiety levels. (Archives of Neurapsychiatry 2012; 49: 139-144)
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Girig

Toxoplasma gondii, kedilerin son konak, tiim sicakkanli
hayvanlarin ara konak oldugu koksidian bir parazittir (1). Diinya
niifusunun neredeyse licte birlik bélimimiiniin “Toxoplasma
gondii” ile enfekte oldugu bilinmektedir (2). Etkenin kompleks
yasam ddnglisiinde yer alan eseyli Gireme yalnizca kedigillerin

ince bagirsaginda olusurken, eseysiz iireme fazi insan, kedi ve
kanathlarin dahil oldugu tiim sicak kanli hayvanlarda meydana
gelir (3). Immun yetmezligi olmayan canlilarda hastalik subklinik
formda seyreder ve beyin, kalp, iskelet kaslarinda akut
enfeksiyonu takiben doku kisti formlari gelisir (4). Parazit son
konaga baslica karnivorizm yoluyla bulasir ve toksoplazmozlu
ara konak konumundaki fare, sican gibi canlilarda son
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zamanlarda ortaya konulan davranis degisikliklerinin son konak
olan kediler tarafindan daha kolay avlanmasina yol actig
diistiniilmektedir (5). Parazitizmin en énemli kosullarindan birisi,
parazitin yerlestigi konagini beslenme, transport, siginma ve
cogalma gibi konularda kullanabilme yetenegine sahip olmasidir
(6). Bu noktadan hareketle, davranis manipiilasyonu hipotezine
gore, parazitlerin konaklarinda davranis degisiklerine yol acarak,
bulasma oranlarini  artirmak egiliminde olduklari d6ne
stiriilmektedir (6). Toxoplasma gondii enfeksiyonunda yasam
dongiisiiniin tamamlanmasinda ara konak canlilardan doku
kistlerinin yenilerek kediye ge¢mesi biiyiik dnem tasir (7).
Avcidan kagma davranigi etkenin yayllmasinda en acik engeli
teskil eder ve manipiilasyon igin birincil hedef konumundadir.
Normal kosullarda, parazitin ara konagi olan fare ve siganlarin,
kedi idrari ve kokusundan korkarak o bélgelerden uzak durmalari
beklenir. Beyinlerinde parazitin doku kistini tasiyan kronik
toksoplazmozlu kemiricilerin, kedilerden korkmamasi ydniinde
bir davranis degisikligi, bu hayvanlarin kediler tarafindan daha
kolay avlanmalarini saglamaktadir (7,8). Kedi idrarina karsi
olusan dogal ve 6grenilmis korkuya bagl tepkilerin enfekte
kemiricilerde azalmakla kalmadigi, hatta bu hayvanlarin kokuyu
feromon olarak algiladiklari ve seksiiel olarak ilgilerinin arttigi
ortaya konmustur (7,8,9,10).

1990l yillarda yapilan caligmalarda elde edilen sonuglar,
latent toksoplazmozun yalnizca kemirgen degil insanlarda da
davranigi etkiledigini ortaya koymaktadir (11). Insanlarda olugan
hastalik tablosunun psikiyatrik hastaliklar ile iligkili olabilecedgi
hipotezi her gegen giin giiclenmektedir (12). Toxoplasma gondii
seropozitivitesi gosteren insanlarda, sizofreni gériilme sikhginin
daha fazla oldugu yapilan seroprevalans calismalariyla ortaya
konmustur (13). Kronik toksoplazmozlu bireylerde davranis
bozuklugu (11), psikomotor performansta diisiis (14), trafik
kazalarina karigma oranlarinda (15,16) ve intihar egiliminde (17)
artis ise diger eslik eden davranis degisikligi drnekleridir.
Bununla birlikte, insanlarda toksoplazmoz ve psikiyatrik
hastaliklar ~arasindaki iligkinin incelenmesi amaciyla
gerceklestirilen calismalar anti-toxoplasma antikorlarinin
varhgina dayandiriimakta ve beyinde doku kisti bulunup
bulunmadigi hakkinda yeterli bilgi vermediginden sinirli diizeyde
baglanti olusturmaktadir (12). Beyinde parazitin olusturdugu
néro-immunomodiilasyon degisimleri, sinirsel gecis yollari ve
gen ekspresyonlari deneysel modellerde calisilmis fakat etkenin
konakta davranisg lizerine gdsterdigi etkinin patofizyolojik
mekanizmasi tam olarak anlagilamistir (12). Toksoplazmozlu
bireylerde, parazit tarafindan dogrudan salinan DOPA oncilii
tirozin hidroksilaz enzimi ve/ve ya konak ndrotransmitter
sekresyonundaki dedgisiklikler ile davranis degisiklikleri
olusabilecedi gibi, yalnizca fiziksel olarak beyinde doku
kistlerinin ve yangisal reaksiyonlarin varligi, davranislarda
bdylesine kompleks ve spesifik degisikliklere yol acabilmek igin
yeterli olabilmektedir (18,19).

Bu calismada; deneysel olarak beyinde T. gondii doku kistleri
olusturularak, toksoplazmozlu bireylerde anksiyete ve korku
iliskili davranis degisikliklerinin beyin lezyonlari, doku kisti sayisi
ve lokalizasyonu ile iliskisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Yontemler

Deney Hayvanlan ve Deney Diizeni

Calismada, uygulama dncesi kan serumlarinda anti-T. gondii
antikorlarinin olmadigi gosterilen 21 adet 2 aylik Swiss albino
fare kullanildi. Fareler Tip Il long, polikarbon kafesler (Allentown
Inc, USA) icerisinde ve her bir kafeste en fazla 5'er fare
bulunacak sekilde bakildi. Bu kafeslerin yerlestirildigi deney
hayvani iinitesi ise 3m*/dk ventilasyon giiciine sahip, 0,1 um por
genislikli HEPA filtre ile havalandirildi ve c¢evre giivenligi
saglandi. Deney siiresince farelere ticari kemirgen yemi (Kalecik
Yem, Kirikkale) ad libitum olarak verildi ve sehir sebeke suyu
kullanildi. Tim hayvan deneyleri Kirikkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu kurallarina uyularak yapildi ve ayni
kurulun 17.06.2009 tarih ve 09/34 sayili izni ile gerceklestirildi.

Toxoplasma gondii ME49 susu ookistleri, Dr. Alvaro Freyre
McCall, Laboratorio De Toxoplasmosis Departmento De
Parasitologia Veterinaria Facultad De Veterinaria Universidad De
La Republica Alberto Lasplaces 1550, Montevideo, Uruguay’ dan,
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel
Miidirligi'nin  yurtdisindan enfektif materyal transferi
sertifikasi (import licence) ile temin edildi. Qokist siispansiyonu
kullanilincaya kadar %2 H2S04 igerisinde + 4 santigrad derecede
muhafaza edildi. Deney gruplarina inokiilasyon yapilmadan énce
fenol red indikatorii igeren %3,3 NaOH ile solusyon sari ya da
renksiz hale gelinceye kadar ndtralize edildi. Sonrasinda, her ml
ookist siispansiyonuna 0,1 mg streptomycin ve 1,000 IU penicillin
eklendi. Calismada deney grubu olarak kullanilan 14 adet Albino
Swiss fare “Farelerde Toxoplasma gondii ME49 susu ile
deneysel enfeksiyonda patolojik bulgular, kist lokalizasyonu ve
kist biiyiikliiklerinin incelenmesi” isimli Kirikkale Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans tez calismasinda
olusturulan deney gruplarinin bir bdlimiinden segildi (20). Buna
gore, sunulan galismanin deney grubundaki 14 farenin, 8'ine
intraperitoneal (IP) yolla, kalan 6'sina ise oral yolla 2x102
Toxoplasma gondii ME49 ookisti verildi. Yedi adet saghkl fareye
ise oral yolla serum fizyolojik verilerek kontrol grubu olarak
kullanildi. Uygulamadan 4 hafta sonra, yiikseltiimis arti labirentte
anksiyete ve korku iligkili davraniglari, T. gondii enfekte fareler ile
kontrol grubu saghkli farelerde karsilagtirmali olarak
degerlendirildi. inokulasyon sonrasi 45'inci giin farelere dtenazi
yapilarak, rutin doku takip ydntemleriile islenmek lizere beyincik,
beyin sapi, orta beyinden gececek sekilde parasagittal kesitler
alindu.

Davranis Deneyleri

Davranis deneyleri igin yiikseltilmis arti labirent (YAL)
diizenegi kullanildi (Video 1). YAL; anksiyojenik/anksiyolitik
etkiler sonucu olusan degisimlerin goriintiilenmesi ve genel
noérobiyolojik arastirmalarda kullanilan bir test diizenegidir.
Kemirgenlerin davranis deneylerinde genis yer almakla birlikte,
farmakolojik ajanlarin, steroid hormonlarin anti-anksiyete
etkilerini ve anksiyete iligkili davraniglardan sorumlu beyin
alanlarini ve mekanizmalarini tanimlamada yararlanilmaktadir.
Yerden 40-70 cm vyiiksekte bulunan deney diizenedinde arti
seklinde ikisi acik, ikisi kapali olmak iizere 4 kol bulunur. Model,
terminolojide “tigmotaksi” adi ile anilan, rodentlerin acik kollardan
kacinmalari ve hareketlerini kapali kollarda sinirlamalari esasina
dayali ¢aligir (21,22).

Video 1 izle
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Her bir fare labirentin orta noktasindan kafalari agik kollara
bakacak sekilde serbest birakilarak bes dakika siireyle deneye
tabi tutuldu ve deney siiresince bir dijital kamera ile kayit yapildi.
inokulasyon sonrasi dérdiincii haftadan itibaren deneyler iiger
glin arayla dort kez tekrarlandi. Son olarak, kamera kayitlari
degerlendirilerek, acik kolda kalma siiresi, acik kola girme sayisi,
kapali kola girme sayisi, herhangi bir koldan digerine gecis sayisi
parametreleriicin veriler kaydedildi.

Histopatolojik Inceleme

Nekropsi sonrasi elde edilen beyin dokulari, %710'luk
tamponlu formalinde 48-72 saat siireyle tespit edildikten sonra
akan cesme suyu altinda 6-8 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 4-5 pm kalnhginda 3’er adet kesit lamlara alindi.
Hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanan kesitler, histopatolojik
yonden incelendi ve lezyon siddetine goére skorlandi.
Histopatolojik skorlamada, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu; 1-2
sira +1, 3-5 sira +2, 5-10 sira +3, 10 sira iizeri +4, Gliozis; 3-4 hiicre
+1,5-10 hiicre +2, 10 hiicre {izeri +3, Meningitis; +1 Hafif, +2 Orta,
+3 Siddetli olmak {izere Hermes ve ark. gore yapild..

Immunoperoksidaz Teknik ile Dokularda Toxoplasma gondii

Doku Kistlerinin Incelenmesi

Toxoplasma gondii doku kisti spesifik antikor

in vitro percoll gradient yéntem ile izole edilen T. gondii doku
kistleri, homojenize edildikten sonra Tween 80 ile muamele edildi
(23). On iki haftalik 2 adet fareye her seferinde 0,2 ml inokulum
sirt bolgesine deri alti yolla, birer hafta arayla 5 kez enjekte edildi.
Sonrasinda farelere etil eter ile derin inhalasyon anestezisi
saglanarak V. Jugularis'den kanlari toplandi ve serumlari
cikarildiktan sonra doku kisti spesifik poliklonal Toxoplasma
gondii antikoru olarak kullaniimak iizere -20° C'de sakland.

Immunoperoksidaz Teknik

Dokularda Toxoplasma gondii antijeninin saptanmasi
amaclyla ticari indirekt immunoperoksidaz streptavidin/biotin
immunperoksidaz kiti (Novacastra, HRP Katolog no: RE7 110-K,
USA) kullanildi ve tiim uygulamalar kit protokoliine gdre
gerceklestirildi. Buna gore, kesitler ii¢ ksilol serisinde 5’er dakika
deparafinize edildi ve saf alkol, %95 ve %70'lik alkol ve distile
suda 5'er dakika tutularak rehidrate edildi. Dokular metanolde
hazirlanmis %3'lik hidrojen peroksitte 15 dakika tutularak
endojenaz peroksidaz aktivitesi giderildi. %0,1'lik proteinaz K ile
37 C%de enzimatik sindirilme uygulandi ve protein bloke edici
serumda 7 dakika bekletildi. Sonrasinda 1/500 diliisyonda doku
kisti antijeni spesifik poliklonal fare anti-Toxoplasma gondii
antikoru ile oda isisinda 50 dk siire ile inkiibe edildi. Biotinle
isaretli sekonder antiserumla 15 dakika, streptavidin-peroksidaz
enzimi ile 15 dakika tutulduktan sonra renk reaksiyonu igin
aminoetil karbazol kromojeni ile 15 dakika, karsit boyama igin de
Mayer’'in hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle boyamalari
yapildiktan sonra su bazli yapistirici ile kapatildi.

Doku Kisti Analizleri

Calismada elde edilen immunohistokimyasal bulgular DP25
kamera atagmanli Olympus BX51 mikroskop ile gdriintiilendi.
Cekilen mikrofotograflar kaydedildi. DP2 BSW analiz programi
kullanilarak, olusan doku kistlerinin beyincik, beyin sapi ve orta
beyin dikkate alinarak yerlesim yerleri ve sayilari kaydedildi.

|statistik Incelemeler

YAL'den elde edilen olgiim parametreleri (acik kola girme
sayisl, kapal kola girme sayisi, herhangi bir koldan digerine
gecme sayisi ve agik kolda kalma siiresi) bagiml degisken olarak
cok degiskenli varyans analizine (ANOVA) ve ayri ayri varyans
analizine (ANOVA) sokuldu. Gruplar ve deney giinleri arasindaki
farklar Post-hoc Tukey testi ile yapilan analizlerle ortaya kondu.

Sonuglar

Davranig Deneyleri

Yiikseltilmis arti labirent kullanilarak yapilan davranis
deneylerinde, kronik enfekte farelerin kontrol grubuna gére daha
diisiik oranda anksiyete ve korku belirtileri sergiledigi gozlendi
(Video 2). Grafik 1 ve 2'de deney giinlerine gore agik kola girme
sayilarina ait ortalama degerler sunulmustur.

Acik kola girme sayisi, kapal kola girme sayisi, herhangi bir
koldan digerine ge¢me sayisi ve acik kolda kalma siiresi bagimli
dedisken olarak cok degiskenli varyans analizine (MANQVA)
sokuldu. Uygulamanin vyapildigi giin ve grup bagimsiz
degiskenleri olugturdu. MANQVA grup (FWilks' Lambda (8,138)=
2,683, p=0,009) ve giin (FWilks" Lambda (12, 182,848)= 1,949,
p=0,031) ana etkisini ortaya koydu. Anlamli grup X giin etkilegimi
saptanmadi. Dért bagimli degisken ayri ayri varyans analizine
(ANQVA) sokuldugunda kapali kola girme sayisi digindaki tim
parametrelerin gruplar arasinda farklihk gosterdigi saptandi
(acik kola girme sayisi igin F(2,72)=5,392, p=0,007; kapali kola
girme sayisi igin F(2,72)=1,444, p=0,243; herhangi bir koldan
digerine gegcme sayisi icin F(2,72)=3,155, p=0,049; acik kolda
kalma siiresi igin F(2,72)=3,793, p=0,027). ANOVA sonuglari,
benzer sekilde, kapali kola girme sayisi digindaki tim
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Grafik 2. Toxoplasma gondii enfekte (IP ve Oral) ve saglikli fare gruplarinda
acik kolda kalma siireleri
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parametrelerde giin bagimsiz degiskeni agisindan farklilik ortaya
koydu (agik kola girme sayisi igin F(3,72)=4.257, p=0,008; kapali
kola girme sayisi igin F(3,72)=2,287, p=0,086; herhangi bir koldan
digerine gegme sayisi icin F(2,72)=2,816, p=0,045; acik kolda
kalma siiresi igin F(2,72)=3.429, p=0,021).

Post-hoc Tukey testi ile yapilan analizlerde grup farkinin
kontrol grubundan kaynaklandigi gozlendi. Bu sonuglara gore
diisiik anksiyeteyi yansitan parametrelerin (agik kola girme sayisi
ve acik kolda kalma siiresi) enfekte olmayan farelerde (kontrol
grubu) daha diisiik oldugu saptandi. Yine hareketi yansitan
parametre olan herhangi bir koldan digerine gecme sayisi da
kontrol grubunda daha disiiktii. Tukey testi giin farkinin temel
olarak birinci glin ile UGgiincli giin arasindaki farktan
kaynaklandigini gésterdi. llging olan, hem acik kola girme sayis
hem de agik kolda kalma siiresinin, tiim hayvanlar dikkate
alindiginda giderek azaliyor olmasiydi. Ozellikle enfekte
gruplarda, bu parametrelerdeki diisiisten hareketle, uygulamanin

2,50

2,00
1,50
1.00 " ORTA BEYIN
0,50

BEYIN SAPI
0,00

Lezyon skor ortalamasi
incelenen beyin bélgesi

Meningitis cLiozis” BEV|N'2|K
Lezyon tipi PVHI ¢
Meningitis Gliozis PVHI
WBEYINCIK 121 07 143
WBEYIN SAPI 1,00 107 179

WORTA BEYIN 229 193 207

® BEYINCIK @ BEYIN SAPI “ ORTABEYIN

Grafik 3. Incelenen beyin bélgeleri ve olusan lezyonlarin skor ortalamalari

@ BEYINCIK @ BEYIN SAPI 4 ORTA BEYIN

ORAL| IP P 1P

[
3 |4 |s 2 |13 |1
2 |2 o 1 o [ s |1 [o [o o s o
[ TR 5 o s [o [7 [o s |n
1 8

13 1 24 15 12 15 | 4 20 55 |3

ORAL | ORAL | ORAL ‘ORAL ORAL

HBEVIN SAp1 | 0
| ORTABEYIN | 2

|2
W BEVINCIK |3 |
2
1

Grafik 4. Olgu numaralari (yatay eksen) ve inokulasyon yollarina gdre enfekte
hayvanlarda {i¢ ayri beyin bdlgesinde olusan kist sayilari (dikey eksen)
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Grafik 5. Enfekte farelerde (n=14) li¢ ayn beyin bdlgesinde olusan ortalama
Toxoplasma gondii doku kisti sayilari

baglangicina gore sonraki uygulamalarda anksiyetenin arttigi
soylenebilir. Bunu destekler nitelikte bir bulgu, yiizde olarak agik
kolda kalma siirelerinin bagimh degdisken olarak ANOVA'ya
sokulmasiyla elde edilmisti. ANOVA'ya gore, yiizde olarak agik
kolda kalma siireleri agisindan, sadece grup X giin etkilesiminin
anlamh oldugu saptanmistir (F(6,72)=2,387, p=0,037). Kontrol
grubunda bu yiizde uygulamalar ilerledikge hafifce artarken,
deney grubunda belirgin bir sekilde azalmaktadir (Grafik 2).
Histopatolojik Bulgular

Calismada olusturulan deney grubunda, IP ve oral
inokulasyon vyapilan fare beyinlerinde birbirine benzer
néropatolojik degisiklikler sekillendi. Baslica histopatolojik
bulgular, perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonu, kapillar
endotel hipertrofisi, multifokal kanamalar, gliozis, ndron
dejenerasyonu ve nekrozu, non-piirilan menenjit ile
karakterizeydi. Beyinde parietal ve temporal loblar, ammon
boynuzu, talamus basta olmak iizere, pons, medulla oblongata,
kaudal ve rostral serebral pediinkiilde lezyon yerlesimi oldugu
gozlendi. Beyincik lezyonlari daha hafif siddette olmak iizere
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Resim2. Toxoplasma gondii immunopozitif doku kistleri (oklar). Beyin, fare
anti-T.gondii poliklonal antikor, ABC indirekt immunoperoksidaz test, bar=50 ym
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yalnizca 8 olguda dikkat cekecek diizeydeydi (Resim 1). Posterior
serebral arter etrafinda tiim olgularda degisen yogunlukta
mononiiklear hiicre infiltrasyonu gézlendi. Bunun yani sira, orta
beyinde peri ve epitalamik bdlgeler, ammon boynuzu ve
amigdaloid kompleks bdlgelerinde perivaskiiler mononiiklear
hiicre infiltrasyonlari ve gliozisin belirgin derecede daha siddetli
oldugu gozlendi. Grafik 3'te beynin degisik bdlgelerinde
histopatolojik degisikliklerin siddeti ve yerlesimini yansitan
lezyon skorlamasi sunulmustur. Skorlama sonuglarinda da
goriilebilecegi lizere orta beyin, diger iki bélgeye gore daha fazla
oranda etkilenmisgtir.

immunoperoksidaz incelemelerde; doku kistlerinin incelenen
lic beyin bélgesinden orta beyinde, beyin sapi ve beyincige gore
daha yiiksek oranda lokalize oldugu, orta beyindeki kist sayisinin
daha fazla oldugu goriildii (p<0,05) (Resim 2). Kist sayilari ve
aritmetik ortalamalari sirasiyla Grafik 4 ve 5'te sunulmustur.

Tartigma

Bu calismada, kronik toksoplazmozlu farelerin YAL deney
diizeneginde, enfekte olmayanlara gdre daha yiiksek oranda
acik kollar tercih ettigi ortaya konulmustur. Bu durum, doku
kistlerinin orta beyinde, beyin sapi ve beyincik bdlgelerine oranla
cok sayida lokalize olmasina (p<0,05) ve daha fazla miktarda kist
sayisina bagh olarak, kronik enfekte farelerde anksiyete
diizeyinin diisiik oldugu yoniindeki hipotezimizi destekler
niteliktedir. Toxoplasma gondii ile enfekte farelerde, motor
aktivitenin gozlemine ydnelik gesitli calismalar daha dnceleri
yapilmis, ancak farelerde YAL gibi anksiyete diizeneklerinde
davranig degisikliklerinin tespitine yénelik bir caligma
bulunmamaktadir (24).

Norohistopatolojik  degerlendirmede daha @&nceden
gerceklestirilen in vivo ve in vitro calismalar astrositlerin ve
néronlarin birlikte etkilendigini fakat astrositlerin daha yiiksek
oranda enfekte oldugunu ortaya koymaktadir (25,26).
Histopatolojik bulgular ise, astrositlerin beyinde T. gondii
replikasyonu igin predominant konak hiicre konumunda oldugunu
isaret etmektedir (24). Beyindeki yerlesim alanlari gz dniinde
bulunduruldugunda, doku kistlerinin beyinde genis yelpazede,
degisik alanlarda bulunabildigi goriilmektedir (8,24,27). Doku
kistlerinin beyindeki spesifik ve secici lokalizasyonu, davranis
manipiilasyonuna sebep olabilecek potansiyel mekanizmalar
icinde direkt etkiler arasinda sayilmaktadir (28). Bulbus
olfaktoryus, amigdala, niikleus akiimbens, serebral korteks,
beyincik, medulla oblongata, bazal gangliyon, hippokampus
cevresi gibi bolgelerin etken tarafindan daha siklikla tercih
edildigi onceki calismalarda ortaya konmustur (8,24,29). Bu
calismada, doku kistleri ve lezyon siddeti 6zellikle ammon
boynuzu, perihipokampal bdlge ve amigdaloid komplekste daha
yiiksek oranda gdzlenmistir. Hipotalamus, amigdala, medial
frontal korteks gibi limbik alanlarda hasar olusumunun, YAL' de
ve sosyal iliski testlerinde anksiyete oranini disirdigi
gosterilmistir (30,31,32). Amigdaloid kompleksin, korku ve endise
duygularinin olugumu ve digavurumunda direkt rolii oldugu
bilinmektedir (33). Nitekim, kronik enfekte kemirgenlerde kedi
feromonlarina karsi mevcut olan dogal korkunun bloke oldugu ve

yerini ilgi duymaya biraktigi, medial ve bazolateral amigdala
bdlgelerinde doku kisti yogunlugunun fazla oldugu gdzlenmistir
(8). Hipotalamus, amigdala, medial frontal korteks gibi bdlgelerin,
korku duygusunun denetiminden sorumlu oldugu g6z oniinde
bulunduruldugunda, bu bélgelerde T. gondii doku kisti olusumu
ya da buna bagl sekillenen hiicresel yanitin fizyolojik gdrevleri
etkileyerek bu calismada da ortaya konulan davranig
degisiklerinin gelistigini savunmaktayiz.

Davranig dedisikligine sebep olabilecek birgok potansiyel
mekanizma sayilirken, enfeksiyon olusturulan deney gruplarinda
hayvanlara verilen etken tipi ve miktarinin da etkili olabilecegini
diigtinmek gerekir. Gonzalez ve ark. (24) siganlarda yaptiklar bir
calismada, takizoit kullanilarak enfeksiyon olusturulmus ancak
farkl dozlarda, farkl davranis degisikligi olustuguna dair bulgular
elde etmislerdir. Yiiksek dozlu inokulasyonlar (1500 takizoit) genel
motor aktivitede disiisii indiiklemis ve bunun bir sonucu olarak
anksiyolitik etkinin ortaya konulmasi giiclesmistir. Diger taraftan
Kannan ve ark. (34), farelerde Prugniaud ve ME49 suslarini
kargilastirmis ve T. gondii enfeksiyonlarinin davraniga etkisinin
susa bagimh oldugu sonucuna varmislardir. Fakat suslar arasi
farklihk arastinlmasi, davranig deneyleriyle sinirli tutulmus ve
histopatolojik bir muayeneye yer verilmemistir. Sunulan ¢alismada,
farkli suglar ve farkli dozlar denenmemis olsa da ileri de yapilmasi
planlanan ¢alismalarda; hem sug-nérohistopatoloji iligkisi hem de
mediator diizeyleri ile davranig degisikliklerinin karsilastirilabilir
birer parametre olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Baylelikle beyinlerinde doku kisti barindiran bireylerde sekillenen
davranig dedgisikliklerinin, fonksiyonel ndrohistopatoloji ile
aydinlatilabilmesi miimkiin olabilecektir.

Sonug olarak; Toxoplasma gondii ME49 doku kistlerinin orta
beyin bélgelerinde selektif olarak yerleserek, parazitin kendi
neslini arttirmak i¢glidisi ile konagin birtakim ndrolojik
fonksiyonlarini bozdugu ve davranis dedgisikliklerine sebep
olabilecegi teorik olarak sdylenebilir. Ayrica deneysel ve
kontrollii olarak gerceklestirilen bu calisma ile kronik
toksoplazmozlu farelerin beyinlerinde sekillenen T. gondii doku
kistleri ve noropatolojik degisikliklerin dogrudan anksiyetenin
azaltilmasina yonelik davranis manipiilasyonu ile iligkili oldugu
gorilmektedir.
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