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Alzheimer Hastalig1 (AH) etiyolojisi ve patogenezi tam olarak anlasilamamisg, tim
diinyada gittikge artan en yaygin demans tiiriidiir. Toxoplasma gondii (T. gondii)
ise tiim diinyada insan ve hayvanlarda yaygin olarak goriilen, beyin dahil tim
organlar1 enfekte edebilen zoonoz bir hastaliktir. Bu ¢alisma; T. gondii ile enfekte
disi ratlarin yavrularinda AH riskini arastirmak amaciyla yapilmistir.

Calismada 2-4 aylik Wistar Albino cinsi disi ratlar kullanmilmistir. Hayvanlar
yediserli bes gruba ayrilmistir. Bu hayvanlarin baz1 gruplart AB1-42 ¢ozeltisi
4ug/1uL/taraf bilateral intrahipokampal ve T. gondii RH susu 1.5x 10° parazit
inokulum hazirlanarak intraperitoneal olarak enfeksiyon olusturulmus sonrasinda
saglikli erkek ratlar ile ciftlestirilmistir. Her anne grubundan rastlantisal olarak 8 er
yavru secilmistir. Tim ¢alisma gruplarina Barnes maze davranis testi
uygulanmistir. Tiim hayvanlarin beyin dokularindaki AP kiimelerinin varlig: ile
ayirict tanist Congo Red boyama yontemleri ile incelenmistir. Tiim sonuglar SPSS
araciligiyla istatistiki olarak degerlendirilmistir.

Annelerin  yuvayr bulma siireleri median(IQR) Kontrol 5,35(3,37-6,15)sn.,
Alzheimer  29,25(16,0-43,4)sn., T. gondii  34,80(21,6-57,0)sn., T.
gondiil+Alzheimer2 19,65(14,2-41,6)sn., Alzheimerl+T. gondii2 6,40(3,35-
9,8)sn. Olciildii. Kontrol ile Alzheimer, T. gondii ve T. gondiil+Alzheimer2
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptanda.

Yavrularin yuvayi bulma siiresi median(IQR) kontrol 5,75(3,55-9,02)sn, Alzheimer
32,70(21,0-40,0)sn., T. gondii 60(16,3-60)sn., T. gondiil+Alzheimer2 50,10(33-
60)sn, Alzheimerl+T. gondii2 6,10(3,3-10,07)sn. bulundu. Kontrol ile Alzheimer,
T.gondii ve T. gondiil+Alzheimer2 gruplarinin bulma siirelerinde istatistiksel
anlaml fark bulunurken, Alzheimerl+T.gondii2 grubuyla fark bulunmadi. Ap42
uygulanan annelerin yavrularinin beyinlerinde %23,8 congo redle AP plaklar
goriildii.

AH modeli sonrasi T.gondii enfeksiyonu AH’ na karst O6grenme ve hafiza
bozuklugunda dirence sebep olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Toxoplasma gondii, Alzheimer Hastaligi, Rat,
Davranig Testi, Congo Red Boyama
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF TOXOPLASMA GONDII
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Alzheimer's Disease (AD) is the most common type of dementia whose
etiology and pathogenesis are not fully understood and is increasing worldwide.
Toxoplasma gondii (T. gondii) is a zoonotic disease that is common in humans and
animals all over the world and can infect all organs, including the brain. This work;
It was conducted to investigate the risk of AD in the offspring of female rats
infected with T. gondii.

2-4 months old Wistar Albino female rats were used in the study. The animals
are divided into five groups of seven. Some groups of these animals were infected
intraperitoneally by preparing AP1-42 solution 4ug/lul/side bilaterally
intrahippocampally and T. gondii RH strain 1.5x10° parasite inoculum, and then
mated with healthy male rats. 8 puppies were randomly selected from each mother
group. Barnes maze behavior test was applied to all study groups. The differential
diagnosis of the presence of AP clusters in the brain tissues of all animals was
examined by Congo Red staining methods. All results were evaluated statistically
via SPSS.

Median(IQR) time for hatchlings to find the nest: control 5.75(3.55-9.02)sec.,
Alzheimer's  32.70(21.0-40.0)sec., T. gondii  60(16.3-60) sec., T.
gondiil+Alzheimer2 50.10(33-60)sec, Alzheimer1+T. gondii2 6.10(3.3-10.07)sec.
found. While there was a statistically significant difference in the detection times
of the control and Alzheimer, T.gondii and T. gondiil+Alzheimer2 groups, no
difference was found with the Alzheimerl+T.gondii2 group. The mother and
offspring Alzheimerl+T.gondii2 group were similar to the control group. AP
plaques were observed in the brain of offspring with congo red in 5 of 21 (23.8%)
of the offspring of mothers treated with AB42. T.gondii infection after AH model
may cause resistance of the host body against AH.

KEYWORDS: Toxoplasma gondii, Alzheimer's Disease, Rat, Behavioral Test,
Congo Red Staining
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1. GIRIS

Toxoplasma gondii enfeksiyonu (toksoplazmoz), diinya ¢apinda insanlarda
ve sicakkanli hayvanlarda goriilen en Onemli paraziter protozoon
enfeksiyonlarindan biridir (1). Bu parazit enfeksiyonunun kaynaklari arasinda
parazit doku kistlerinin bulundugu ¢ig veya az pigmis etlerin tiikketilmesi, kontamine
sebze ve su tiikketiminden kaynaklanan ookistlerin sporlanmasi ve ayrica kontamine
topragin kazara yutulmasi yer almaktadir. T. gondii enfeksiyonunun ensefalit,
korioretinit ve pnomonit gibi klinik belirtiler ile bagisikligi baskilanmis
konakgilarda goriiliir. Primer enfeksiyonlarin ¢ogu, immiin sistemi yeterli olan
konakgilarda genellikle iyi huyludur (1).

Primer enfeksiyonu olan hamile kadinlardan fetiislerine dikey gecis,
konjenital toksoplazmoz (CT) ile sonuglanabilir. Aslinda CT agirlikli olarak
hamilelik sirasinda veya hamilelikten kisa bir siire énce annenin T. gondii ile
enfekte olmasiyla ortaya ¢ikar (2). Bununla birlikte, yakin zamanda enfekte olmus
kadinlardan (hamilelikten hemen Once), bagisiklik sistemi baskilanmis reaktif
kadinlardan ve daha 6nce enfekte olup yeni serotiplerle enfeksiyonlar gelistiren
hamile kadinlardan parazitin bulastigi rapor edilmistir (3). CT genis bir yelpazede
klinik semptomlar icermesine ragmen, enfekte yenidoganlarin yaklagik %75' inde
enfeksiyon subkliniktir. Konjenital olarak enfekte bebeklerde klinik hastaligin
siddeti, birincil anne enfeksiyonunun kazanildigi gebelik yasi ile ters orantilidir.
CT' nin klinik belirtileri, retinokoroidit ve hidrosefali, mikrosefali ve zeka geriligi
gibi ciddi gelisimsel bozukluklar da dahil olmak {izere fetusta ciddi hasarlara neden
olabilir. Ayrica spontan diisiik, prematiirite ve 6lii dogum da meydana gelebilir
(4,5).

Calismalar, annelerdeki direkt T. gondii enfeksiyonlart ile rahim igi T.
gondii bulagmalar1 arasinda giiclii iliskiler oldugunu gostermistir. Konjenital
enfeksiyonlarda T. gondii' nin anneden ¢ocuga bulasma (MTCT) riski, annede
enfeksiyonun edinildigi trimestere goére degismektedir. Tedavi edilmeyen
kadinlarda MTCT riski birinci, ikinci ve ligiincii trimesterdeki edinimler igin
sirastyla yaklasik %10 ila %15, %30 ve %60'tir (6). Hamilelikleri sirasinda rutin
olarak taranan ve enfeksiyon tanis1 konulduktan sonra uygun sekilde tedavi edilen
kadinlar tizerinde yapilan 22 Avrupa kohortunun meta-analizinde, akut anne
enfeksiyonu hamileligin ¢ok erken doneminde tespit edildiginde MTCT oran1 %5’
ten az oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, MTCT oranlart hamileligin ilerleyen
donemlerinde edinilen akut anne enfeksiyonlarinda ¢ok daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bunlar arasinda, gebeligin 13, 26 ve 37. haftalarindaki anne
serokonversiyonlarindan sonra sirasiyla anneden ¢ocuga bulagsma oranlari %15,
%44 ve %71 rapor edilmistir (7). Nadir durumlarda, AIDS ve kortikosteroid
tedavisi gibi bagisiklik sistemi baskilanmis durumlar1 nedeniyle enfeksiyonlart
yeniden aktif hale gelen kronik enfeksiyonlu kadinlarda konjenital bulagma
meydana gelmektedir (8,9).



Gebelikteki primer T.gondii enfeksiyonlari ile konjenital enfeksiyonlar
arasinda kurulan baglantilar, primer T. gondii enfeksiyonunun anne ve yenidogan
sagliginda Oonemli bir hedef olarak tanimlanmasini tesvik etmektedir. Bununla
birlikte, edinilmis akut enfeksiyonu olan ¢ogu hamile kadin, 6nemli semptom veya
bulgular tasimayabilir ve bu nedenle klinik olarak teshis konulmasi zorlasabilir.
Hamilelik sirasinda serokonversiyonun belgelenmesi primer toksoplazmozun en
dogrudan gostergesidir (10).

Demans, bilissel ve fonksiyonel yeteneklerde ilerleyici bozulma ve hem
davranigsal hem de psikolojik semptomlarla karakterize norodejeneratif bir
hastaliktir (11). Alzheimer Hastaligi (AH), tim demans vakalarinin yaklasik tigte
ikisini iceren demansmn en yaygin tiiriidiir (12). Ilk olarak AH bir asir énce
tanimlanmis olup etiyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak anlagilamamistir (13).
AH' nin iki tiirii bulunmaktadir; genetik mutasyonlarla iliskili erken baslangich
ailesel tip, digeri ise enfeksiyoz kofaktorleri icerebilen ¢ok faktorlii bir siire¢ olan
¢ok yaygin gec¢ baslangighh formdur (14). AH, distrofik nérit, korteks ve
hipokampusta geri doniisiimsiiz noron kaybi, graniilovakuoler dejenerasyon,
amiloid-beta AP1-42 peptidinin birikmesinin neden oldugu AP plaklari,
mikrotiibiille iliskili bir protein tarafindan olusturulan noérofibriler yumaklar
(NFT'ler), sinaptik fonksiyon bozuklugu, mikroglioz, reaktif astrositoz, Hirano
cisimcikleri, noropil iplikleri (yani kivircik lifler) ve serebral atrofi ile
karakterizedir (15-19). Ayrica oksijenin beyne taginmasi ve kan dolasiminda
azalmas1 AH etiyolojisinde bir mekanizma olarak rol oynayabilir (20). Ancak NFT
ve AP, AH' ye spesifik degildir ve merkezi sinir sisteminin (MSS) normal fizyolojik
kosullarinda da iretilir (21). Hastalarda kisa siireli hafiza kaybi, s6zel hafizada
gerileme, duygudurum dalgalanmalari, motivasyon kaybi, giinliik aktiviteleri
yerine getirmede bozukluk, muhakeme, karar verme ve plan yapma sorunlari,
performansta genel diisiis, bilissel yeteneklerde ve edinilen becerilerde azalma
(16,18,22-24) gibi semptomlar goriilebilir. Ayrica, bu hastalar siklikla depresyon,
anksiyete ve psikoz dahil olmak {izere demansin (BPSD) davranigsal ve psikolojik
semptomlarin1 gosterirler (25,26). BPSD, islevsel ve biligsel bozuklugun derecesi
ile iligkilidir (25). AH' nin etkilerini durduracak veya tersine ¢evirecek kesin bir
tedavi yoktur; ¢ogu hasta tanidan sonraki 2-3 yil i¢inde oliir ve AH' li kisilerde en
stk goriilen 6liim nedeni pnomonidir. AH gelisimi ile ilgili risk faktorleri arasinda
yas, AP ve tau proteinlerinin birikimi, presenilin-1 gibi genetik cesitlilik,
Apolipoprotein E (ApoE) genleri, aile dykiisii, kardiyovaskiiler risk faktorleri ve
bulasic1 hastaliklar (yani viral, fungal, bakteriyel ve parazitik) gibi faktorler rol
oynamaktadir (27-30).

Literatiirde viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar ile AH arasindaki
iliskiyi detayli olarak gosteren galigsmalar bulunmasina ragmen T. gondii ile AH
arasindaki iliskiyi rapor eden ¢ok az ¢alisma mevcuttur (31,32) . Bu c¢alismalar
genellikle yetiskin donemde gergeklesen T.gondii enfeksiyonunun AH
patofizyolojisi ile dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir (33). Erken



gelisim doneminde gerceklesen olumsuz cevresel faktorlerin, ilerleyen yaslarda
kronik hastaliklarin goériilme riskini arttirdig1 ve bu etkinin nesiller boyunca devam
ettigi literatlirde gosterilmesine ragmen (34), erken gelisim dénemde T. gondii
enfeksiyonu ile AH arasindaki iligski heniiz tam olarak anlasilamamustir.

Bu arastirma, T. gondii ile enfekte disi ratlarin yavrularinda Alzheimer
hastalig1 gelisip gelismedigini deneysel olarak belirlemek amaciyla yapilmastir.

Bu amag¢ dogrultusunda;

1) HO: Disi ratlara yapilan T. gondii enfeksiyonu sonucu saglikli erkeklerle
ciftlesen annelerin, F1 jenerasyon erkek yavrularinda yetiskin donemde AH
riski artar.



2. GENEL BILGILER

2.1 Toxoplasma Gondii
2.1.1 Tarihce
Konakg¢1 viicuduna tutunarak yagamim devam ettirebilen parazit; T.gondii,

sitma etkeni Plasmodium tiirleri ve kiigiik yas grubu ishallerine sebep olan
Cryptosporidium  gibi  diger protozoonlarinda bulundugu Apikomplexa
ailesindendir (35).

Zorunlu hiicre i¢i parazit T. gondii 1900 yillarinda Java ser¢esinde (Padda
Oryivora) gorilmiis fakat Haemamoeba danilevskyi’ nin bir formu oldugu
diistiniilmiistiir. 1908 yilinda Ctenodactilus gondii’den izole edilmistir (36). Ilk
tanimlanan canlinin adi dikkate alinarak ve parazitin yaya (toxon) sahip olmasi
sebebiyle Toxoplasma gondii ad1 verilmistir (37).

Prag’da hidrosefali tanili bir bebek {izerinde okiiler toksoplasmoz 1923
yilinda tanimlanmistir. Kedi diskisinda tanist 1965 yilinda Hutchison tarafindan
konulmustur (38). Kedigillerin son konak olusu Frenkel ve arkadaslar1 tarafindan
1970 yilinda tanimlanmistir (39).

2.1.2 Smiflandirma
Toxoplasma gondii’nin yasam dongiisiine 1960 yillarindan agiklik

getirilmis fakat siniflandirilmasi giincel haliyle Levine ve arkadaslar tarafindan

1980 yilinda yapilmistir (40). Giincel siniflandirma Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Toxoplasma gondii taksonomik siniflandirmasi

Alt Alem Protozoa
Sube Apicomplexa

Alt Simif Coccidia

Takim Eucoccidia

Alt Takim Eimerina
Aile Sarcoystidae
Cins Toxoplasma
Tiir Toxoplasma gondii

2.1.3 Morfolojisi
Ug enfektif form (takizoit, bradizoit ve sporozoit), uzunlamasina bir sekil

ve konoid, mikronemler ve rhoptriler gibi yapilarin ve organelleri bulunan tipik

apikal komplekse sahip bir parazittir. Yukarida bahsi gegen organellerin ¢ogu



takizoitlerde goriilebilmektedir. Bu organeller genel itibariyle Sekil 2.1° de
gosterilmistir (41).

I¢ Konoidal

Mikrotiibtiller
Mikronom

Konoid B

Plazma Zari —./ Roptri
I¢ Zar Kompleksi —¢
i¢ Pellikiiler | i
Mikrotiibiiller

Mitokondri . ; )
~Golgi Kompleksi

: [ | | _ Niikl
Mikropor—_" Ngklgglsus
Endoplazmik |
Retikulum Asidokalsisom

Yogun Granii

—Apm
Sekil 2.1. Takizoit formundaki Toxoplasma gondii'nin kesit goriiniimii (42).

Pelikiil olarak bilinen bir zar kompleksi, tiim protozoa govdesini sinirlar.
D1s kisminda plazma zar1 ve onun altinda i¢ zar kompleksini meydana getiren yakin
iki zardan olusur. Konoidin bulundugu 6n apikal bolgede ve hiicrenin arka kisminda

bu i¢ kompleks yap1 bulunmamaktadir (43).

Apikal kompleks, konak hiicreyi enfekte etmek amaciyla konoid ve iki

takim salgi organelinden (mikronem ve rhoptri) olusur (44).

Toxoplasma gondii’ nin karakteristik enfekte etme evreleri apikal salgi
organellerinin varligi1 sayesindedir. Mikronemler, 250 nm uzunlugunda ve 50 nm
genisliginde ¢ubuk benzeri yapilar olarak goriiniirler. Membran sisteminin altinda
kutup halkasi etrafinda yogunlasir ve sadece plazma zarinda bulunurlar (45,46).
Bunlar protozoan hareketi ve bunun konakg1 hiicre zari ile olan iliskisi i¢in gerekli
olan protein igerigini ilk salgilayan organellerdir (47). Mikronemal proteinler MIC
olarak adlandirilirlar (48). Adezinleri ve serin proteazlari igerirler (49). Bazi

mikronemal proteinler, hareketli baglantinin birlesmesinde rhoptri proteinleriyle



birlikte yer alirlar. Mikronem sayisinin sporozoitlerde en ytiksek, takizoitlerde orta

ve bradizoitlerde en diisiik diizeyde oldugu bildirilmistir (50,51).

Apikal salgi organellerinin ikinci grubu Rhoptriler’dir. Mikronemlerden
daha biiyiiktiirler, 1yi tanimlanmus iki bolge ile kutup seklindedirler (Sekil 2.1). En
bazalde olan1 daha genistir ve siingerimsi bir goriinlimii vardir, rhoptri soganinda
bununan protein ailesi (ROP) olarak bilinen konakg1 hiicre fonksiyonlarinin altiist
edilmesinde yer alan proteinleri icerir. On kisim veya boyun kismi, konake1 hiicre
istilast ile iligkili proteinleri yogunlastirir ve rhoptri i¢inde bulunan protein ailesi
(RON") olarak bilinir. Asidiklerdir. Rhoptri sekresyonu, T. gondii istilasi igin
hareketli kavsagin olusturulmasinda ve parazitofor vakuol (PV) membranin

olusumunda temel bir rol oynar (52).

Salgi organellerinin  bir digerleri yogun graniillerdir. Genellikle
kiireseldirler ve ortalama caplar1 0,2 pum'dir ve protozoa govdesi boyunca
dagilmislardir. Ayrica, PV iginde lokalize olduklarinda protozoanin yan ve arka

kisminda salgilanan ¢ok sayida protein igerirler (45,53,54).

Protozoanin ¢ekirdegi, hiicrenin orta kisminda bulunmaktadir. Boliinme

sirasinda ¢ekirdek, zarinin biitiinliigiinii koruyarak at nali seklini alir (55).

Toxoplasma gondii, hiicre boyunca dagilmis kaba ve piiriizsiiz endoplazmik
retikulumun profilleri bulunur. Golgi kompleksi, ¢ekirdegin 6n kismina bitisiktir.
Endodiyojeninin erken bir fazinda boliiniir ve her kompleks olusan yeni

hiicrelerden birine dahil olur (56).

Toxoplasma gondii, hiicre boyunca dagilmis yaklasitk 10 pm uzunluga
ulasabilen tek ve dallanmig bir mitokondriye sahiptir (57).

Toxoplasma gondii ayrica, kalsiyum depolayan ve hiicre i¢i homeostaz ve
ozmoregiilasyonda yer alan asidik organeller olan yaklasik on asidokalsizom igerir

(Sekil 2.1). Bu organellerin ¢aplart 40 ila 150 nm arasindadir ve sitoplazma i¢inde

dagilmiglardir (58).

Toxoplasma gondii' nin diger sitoplazmik yapilari, sporozoitlerde ve
amilopektin graniillerinde daha bol oldugu gériilen lipit cisimciklerini igermektedir.

Takizoitlerde nadiren goriilen ancak karakteristik olarak bradizoitlerde ve



sporozoitlerde bulunmaktadir. Rezerv polisakkaritler iceren kiiresel yapilar olarak

goriiniirler (59).

2.1.4 Yasam Dongiisii
Son konak kedigiller doku kistlerini ¢ig veya az pigmis etleri yiyerek, kedi

diskisi ile etrafa sacilan sporlanmis oositleri alarak enfeksiyona yakalanirlar (Sekil
2.2). Doku kistleri, yutulmasinin ardindan kistlerin duvari muhtemelen diisiik pH
ve bradizoitleri serbest birakan proteolitik enzimlerin etkisi nedeniyle midede
serbest kalirlar. Bu durumlar sonucunda ilk istila edilecek hiicreler bagirsak epitel

hiicreleri olacak ve birka¢ ¢ekirdegin varligiyla tanimlanabilen eseysiz iireme

asamasi olan sizontlara doniisecektir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Kedide Toxoplasma gondii'nin yasam dongiisii. (2) Doku kistleri igeren
maddenin yutulmasi. (b)- Kist duvar1 mide ve bagirsaklarda sindirilerek
bradizoitleri serbest birakir. (C)- Bradizoitler, bagirsagin epitel hiicrelerini istila
eder. (d) Enterositlerde bradizoitler sizogoni ile boliinerek merozoitlere yol agar.
(e) Merozoitler mikrogamontlara veya makrogametlere (f) farklilasir. g)
Dollenme, kedi diskisi (h) ile atilan sporlanmamis bir ookist olusturur. (i)

Sporlanma meydana gelir ve her biri dort sporozoit iceren iki sporokist olusturur
(42).



2.1.5 Bulasma Yollan
Toxoplasma gondii’ nin karasal ve suda yasayan memelileri, ayrica kanatl

hayvanlar1 enfekte ettigi bilinmektedir. Bu canlilar ara konakgi olarak kabul
edilmektedir; ¢ilinkii iclerinde sadece aseksiiel asamalar meydana geldigi
bildirilmistir (Sekil 2.3) (42). Cinsel evreler, evcil kediler dahil olmak iizere sadece
Felidae ailesinin tiyelerinde gorildiigi bildirilmistir (59-61).

Doku kisti

Doku kisti

Takizoit

Q

\
S ~ /: 4

Sporlanmis
Ookist €

Sekil 2.3. Toxoplasma gondii bulasma yollari. a) Feline kesin konake1 (kedi). b)
Kedi diskisinda sporlanmamis ookistler. ¢) Sporlanmig ookistlerle kontamine
olmus yiyecekler. d) Oocyst'ler ara konaklar tarafindan su veya ¢ig sebzeler
yoluyla alinabilir. e) Ara konaklar (6rn. sigir, koyun, kiimes hayvanlari ve
domuz). f) Pismemis ette doku kistlerinin yutulmasi. g) Ara konaklar (insanlar). h)
Tasizoitler plasenta yoluyla fetiise bulasir. i) Kan transfiizyonu ve organ nakli ile
bulasma (42).



Toxoplasma gondii’nin yasam dongiisiinde {i¢ formu oldugu bilinmektedir
(Sekil 2.4).

Sekil 2.4. T. gondii'nin enfektif formlar1. (a) Takizoit, (b) bradizoit ve (c)
sporozoit (42). [ CCO Public Domain (Halka agik telifsiz)]

Ara konaklar, kedilerin digkisiyla atilmis sporlanmis canli ookistlerle
kontamine olmus su, sebze ve meyvelerin yenilmesi dahil olmak tizere farkl
yollardan enfekte olabilir (Sekil2.4). Canli doku kistleri igeren pismemis veya az
pismis etlerin yenmesiyle, anneden plasenta yoluyla konjenital bulasma, kan
transfiizyonu, organlarin kist veya takizoitler icerebilecegi organ nakli ile bulas
saglandig1 bildirilmistir. Oocyst'ler ayrica enfektivitesini koruyarak istiridye ve
midyelerde hayatta kalabilirler (62). Pastorize edilmemis siit veya siit tiriinlerinin

yutulmasi, yaygin olmamakla birlikte potansiyel bir bulagsma kaynagidir (63).

2.1.6 Toxoplasma gondii Noropatogenez
Toxoplasma gondii ile enfekte olmus bir bireyin beyin bolgesinde yasayan

parazitin varligimin, bireyin yasami boyunca parazitin varligim siirdiirecegi
belgelenmistir. Ayrica, hem parazitin yeniden ortaya ¢ikmasini hem de ensefalitin
baslangicini engellemek i¢in bireyin bagisiklik sisteminin saglam olmas1 gerektigi
bildirilmistir (64). T. gondii’ nin doku kist formunun beyinde dagilimi farklilik
gostermekte olup; genellikle kollikuluslarda yiliksek oranda bulundugu
gosterilmistir  (65). Toksoplazmik ensefalit (TE) olarak bilinen T. gondii
enfeksiyonu, etkilenen hastalarda fokal veya yaygin noérolojik semptomlarin yam
sira zihinsel semptomlar ve davranis bozukluklarina neden olur. Bu semptomlara
en iyi eslik eden hastaliklardan birisi Alzheimer Hastaligi’dir (66). T. gondii ile
enfekte farelerde enfekte olmayanlara gére dopamin seviyelerinde 6nemli 6lglide

artisin - oldugu saptanmistir. Amigdalada serotonin seviyelerinin azaldigi



gozlenirken, norepinefrin seviyeleri korteks ve amigdalada bir diisiis gostermistir
(67). T. gondii enfeksiyonunda, gama-aminobiitirik asit (GABA) parazit
metabolizmasi i¢in bir karbon kaynagi gorevi gormektedir. Bununla birlikte,
GABA, sinir sistemindeki uyarict ndrotransmisyonun ilerlemesini  ve
programlanmasini kontrol eden inhibitér madde gorevi gérmektedir. Caligmalar T.
gondii' nin beyindeki GABA sinyalini engelledigini ve ndbetlere yol agtigini
gostermistir (67). Bir ¢alisma, T. gondii* nin glutamik asit dekarboksilaz 67
(GAD67) olarak bilinen GABA enzimini azalttigini ve bdylece ndbetlerin
baglangicinda rol oynadigini ortaya koymustur (68). Parazit formlarindan
takizoitlerin beyindeki glia hiicrelerine affinitesi oldugu ve bu sayede sizofreniye
sebep olabilecegi bildirilmistir (69). Sonug olarak T.gondii’nin beyni etkiledigi ve

bunula beraber psikiyatrik hastaliklarin etiyolojisinde rol alabilecegi gosterilmistir.

2.1.7 Toxoplasma gondii immunolojisi
Toxoplasma gondii, insanoglunun yaklasik ti¢te birini enfekte eden zorunlu

bir hiicre i¢i protozoan parazittir. Enfeksiyonlarin ¢ogu asemptomatik olmasina
ragmen, T. gondii bagisiklig1 baskilanmis bireylerde ve gelismekte olan fetiiste
yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilir. Enfeksiyon sirasinda, T. gondii
dolasim sistemi yoluyla viicuda yayilir. Kalp ve beyin dahil olmak {izere birgok

organda kronik enfeksiyon olusturur (70).

Toxoplasma gondii enfeksiyonunda interlokin-12 (IL-12)’nin insan
norofilleri ve monositleri tarafindan T.gondii’ ye yamt olarak iretildigi
bilinmektedir (71). IL-12 insanlarda ve farelerde bagisikligin kilit bir aracist olan
koroyucu tip1 bagisiklig1 baslatan Interferon-gama (IFN-y) iiretimini indiikler (72).
IFN-y parazit replikasyonunu inhibe ederek insan fibroblastlarinda triptofan
sentezini arttirir (73). Insanlarda ve farelerde paralel bir IFN-y bagimli direng
mekanizmasi, parazitofor vakuol zarina aliman ve vakuolar zar bozulmasina ve
parazit temizligine neden olan guanilat baglayic1 proteinlerden (GBP’ler) olusur.
Insan GBPI’i parazitofor vakuolu hedeflemeden epitalyal hiicrelerde T.gondii
replikasyonunu kisitlar. GBP’lerin vakuol membran kisitlamasina katilmadan

konak savunmasinda dogal olarak bulunabilecegi diisiiniilmektedir (74,75).

Toxoplasma gondii'nin ii¢ baskin klonal susu (tip I, II, IIT) konakg1 hiicreler

tizerindeki etkilerinde 6nemli Olglide farklilik gdsterir. Tip I ve III suslar1 insan ve
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fare hiicrelerinde sinyal transdiiktoriinli ve transkripsiyon 3 ve 6'nin aktivatoriini
(STAT3 ve STATG6) aktive ederek IL-12'yi asagi dogru diizenler (76). Benzer
sekilde, fare makrofajlarinda tip I suslari tarafindan STAT3"in kurucu aktivasyonu,
LPS ile indiiklenen IL-12p40 {iretimini 6nler. Rhoptry kinaz ROP16, insan ve fare
hiicrelerinde STAT3 ve STAT6'y1 fosforile ederek ve aktive ederek benzer

etkilerden sorumludur (76).

IFN-y stimiilasyonu JAK/STAT sinyalini baglatir, burada STATI
homodimerleri ¢ekirdege yer degistirir ve transkripsiyonu etkinlestirmek icin
DNA'daki gama ile aktive olan sekanslara (GAS) baglanir (77). Ozellikle, T. gondii,
STAT1'in DNA'dan ayrismasin1 onleyerek, geri doniisimiinii ve STAT1 aracili
transkripsiyonun diger dongiilerini engelleyerek IFN-y'ye yanit veren genlerin

ekspresyonunu inhibe eder (78).

Toxoplasma gondii tarafindan diizensiz hale getirilen diger bir ana sinyal
yolagi, konak bagisikliginda yer alan proinflamatuar sitokinlerin liretimine yol agan
NF-xB yoludur. Tip I T. gondii ayrica birincil insan nétrofillerinde LPS kaynakli
IL-1B tiretimini de inhibe eder ve bu etki, NF-kB sinyalinin inhibisyonu ile
iligkilidir. T. gondii ile enfekte notrofillerde, IL-1p ve enflamasyon sensorii NLRP3
icin transkriptler gibi IkBa bozunmasi ve p65/RelA fosforilasyonu azalir. T. gondii
ayrica enfekte notrofillerde kaspaz-1 boliinmesini ve aktivasyonunu inhibe eder

(79).

Toxoplasma gondii'nin konakg1 hiicre apoptozunu inhibe ettigine dair ilk
gbzlemler, fare hiicre hatlarinda olmustur. Ancak, son 20 yilda, ¢ok sayida ¢alisma
bu etkileri insan hiicre hatlarinda ve birincil hiicrelerde ortaya koymustur. Toplu
olarak, bu veriler, hem tip I hem de Il T. gondii'nin benzer mekanizmalar yoluyla
hiicre dist ve hiicre ici apoptotik yollar1 engelledigini gostermektedir. Insan
hiicreleri tizerindeki ilk ¢alisma, T. gondii ile enfekte olmus HL-60 tiirevi
makrofajlarin, aktinomisin D kaynakli apoptozdan korundugunu gdstermistir.
Mitokondriyal apoptotik yolak iizerindeki bu etki, sitokrom C'nin inhibisyonu ile

iliskilidir (80,81).

2.1.8 Tam
Toxoplasma gondii’ nin tanisinda, parazit suslarinin saptanmasinda veya

ayirt edilmesinde smirlamalar olmaktadir. Genellikle tani koymada biyolojik
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tahlillere ve serolojik testlere ihtiyag duyulmaktadir (82). Yiiksek duyarlilik ve
Ozgiilliikleri sebebiyle T. gondii enfeksiyonunun molekiiler yontemlerle saptanmasi
daha giivenilirdir. Ayrica, PCR yontemleri kullanilarak g¢esitli memelilerden ve

kuslardan bol miktarda T. gondii genotipi tanimlanmustir (83).

2.1.8.1 Mikroskobik Tam
Diski, su, ¢evre ve doku orneklerinde T. gondii'nin saptanmasi geleneksel

olarak mikroskop incelemesine dayanmaktadir. Fakat tek basina 151k mikroskobu
ile tanimlama daha az hassastir ve gilivenilir degildir. Diski, su ve ortamdaki
ookistler inceleme ic¢in filtrasyon veya santrifiijleme yoluyla biiyiik hacimli
numunelerden zenginlestirilebilir ve doku kistleri boyanarak parazitlerin konak
hiicrelerden ayirt edilmesine yardimci olur. Giemsa ve Hematoksilen - Eozin (HE)
boyamasi yaygin olarak kullanilmakta olup, olduk¢a basit ve uygun maliyetlidir
(84,85). Bradizoitlerde amilopeksiyon graniillerini boyamak i¢in periyodik asit
schiff (PAS) kullanilabilir (84). Elektron mikroskobu fare beynindeki doku
kistlerini ve enfekte kedilerin ince bagirsagindaki ookistleri tespit i¢in kullanilabilir

ancak rutin kullanim i¢in uygulanmasi zordur ve maliyetlidir (86,87).

2.1.8.2 Serolojik Tahliller
Toxoplasma gondii enfeksiyonu, teshisi esas olarak serolojik testlere

dayanan c¢ogu kiside genellikle higbir klinik semptom gostermez veya spesifik
olmayan klinik semptomlar gosterir. Farkli antikor siniflarin1 ve antijenleri tespit
etmek icin testler gelistirilmistir (Tablo 2.2.). Enfeksiyondan 1 hafta sonra varligini
gosteren IgM antikorlar1 aylarca veya yil boyunca varligini siirdiirebilir.
Dolayisiyla I[gM antikorlarinin saptanmasi tek basina akut enfeksiyon olusumu igin
yetersizdir. IgA antikorlari, IgM'den daha Once fliretilen ve birkag ay devam
edebilen akut enfeksiyonun bir belirteci olarak kabul edilir. Daha kisa IgE periyodu
mevcut enfeksiyonun daha biiyilk bir gostergesi olabilir. IgG antikorlar
enfeksiyonun ortaya ciktiginm1i akla getirir ancak enfeksiyonun zamanlamasi

hakkinda herhangi bir bilgi ortaya koymaz (88).
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Tablo 2.2. T. gondii enfeksiyonunu tespit etmek igin serolojik yontemler (67).

Serolojik Yontem Kullanilan Antijen/Antikor Tespit Edilen Antikor/Antijen
DT Canli Takizoit 1gG, IgM, IgA
MAT Formalinle sabitlenmis 19G
takizoit
IFAT Olii Takizoit 1gG, IgM
IHA Coziiniir antijenle 19G

hassaslastirilmis tabaklanmis
kirmizi kan hiicreleri

ELISA Takizoit lizat antijeni, 1gG, IgM, IgA, Antijenler
Rekombinant antijenler,
Spesifik Antikorlar
ISAGA Anti-insan IgM antikorlar1 IgM
LAT Coziiniir antijen kapli lateks IgG, IgM
partikiilleri
PIA Antijen kapli altin 19G
nanopartikiiller
WB Takizoit lizat antijeni, 1gG, IgM
Rekombinant antijenler
ICT Kolloidal altinla isaretlenmis 1gG, ESA
antijenler veya antikorlar
AVIDITY TEST Takizoit lizat antijeni, IgG, IgA, IgE

Rekombinant antijenler

2.1.9 Korunma
Toxoplasma gondii enfeksiyonundan korunmak i¢in bireysel yeme

aligkanliklar ¢ok 6nem arz eder. Cig veya az pismis etler hastaliga yakalanmada
biiyiikk risk olusturmaktadir. Cig yumurta yenmekten ve ¢ig siit igilmekten
ka¢inilmalidir. Gida maddelerin pisirme derecesi en az 66 °C iistiinde olmasi
gerekir. Doku kistlerinin yikimi1 -20 °C’ de 24 saat bekletimesi suretiyle de
ger¢ceklesmektedir. Kedilerin igtigi sular en az 5 dakika kaynatilmali ve kumlar1 her
glin temizlenmelidir. Kedi diskilartyla, tarim alanlar1 ve kasaplik hayvanlarin
yemlerinin, temel bakim drlinlerinin, suluklarinin, temel gidai malzemelerinin
kirlenmesi 6nlenmelidir. Sebze ve meyveler yemeye hazirlanmadan 6nce bol su ile
yikanmali, kontamine {irlinlerle temas eden kisilerin ellerinin bol su ile durulamalar1
gerekmektedir. Bulas yollar1 ve Onlemleri hamile kadinlara anlatmak

toxoplazmosizten korunmak igin etkili bir yontemdir (67).
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2.1.10 Tedavi
Kullanilan tiim kemoterapdtik ilaglar tagizoitleri hedef alir. Bu ilaglara

direng doku Kkitlerinde tespit edilir. Onerilen tedavi yaklasimi genellikle
primetamin, siilfadiazin ve folinik asit kombinasyonunu igerir. Primetamin ile
iligkili kemik iligi toksisitesini azaltmak i¢in folinik asit takviyesi uygulanir. T.
gondii’' ye kars1 etkili siilfanamidler arasinda siilfadiazin ve trisulfapirimidin, esit
oranlarda stilfadiazin, siilfamerazin ve siilfametazinin bir kombinasyonu bulunur.
Hamile kadinlar i¢in uygun olan spiramisin, bebek enfekte olursa hastalik siddetini
azaltmaz, ancak dikey iletimi % 60 oranminda en aza indirir. Akut toksoplazmoz
enfeksiyonu olan hamile kadinlarin ve konjenital toksoplazmozlu bebeklerin
tedavisi ¢cok onemlidir. Hamile kadinlar fetal enfeksiyonu 6nlemek veya dogumdan
once bebek i¢in tedaviyi baglatmak i¢in tedavi almalidir. Profilaktik tedavi, IgM

antikorlar1 kaybolana kadar yenidoganlara uygulanir (67).

2.2 Alzheimer Hastahg
Diinya Saglik Orgiitii, AH’ nin kiiresel bir halk saghig1 6nceligi olarak kabul

edilmektedir. 1907'de Alois Alzheimer' 1n ilk vakay1 bildirmesinden bu yana AH
patogenezi ve hastaligin nasil kavramsallastirildigi konusundaki anlayisimizdaki

biiylik kazanimlara ragmen, hala hastalig1 degistiren tedaviler yoktur.

2.2.1 Epidemiyoloji
Demans; giinliik yasam aktivitelerini etkilemeye yetecek kadar edinilmis

ilerleyici biligsel bozukluk olup, sakatligin ve 6liimiin 6nemli bir nedenidir. Su anda
diinya ¢apinda 44 milyon insanin bunama ile yasadigin1 tahmin edilmektedir.
Yalnizca ABD'de niifus yaslandik¢ca demansin yillik maliyetinin yaklagik 600
milyar ABD dolarim1 asacagi ve bu miktarin 2050 yilina kadar ii¢ kattan fazla
artacag1 tahmin edilmektedir. 2015'te demans Ingiltere ve Galler'de kaydedilen tiim
Oliimlerin %]11,6'sin1 olusturarak genel olarak 6nde gelen 6liim nedenidir. Son
arastirmalar, Ozellikle erkeklerde demans insidansinin bati iilkelerinde azalmakta
olabilecegini diigiindlirmektedir; hangi demans nedenlerinin azaldig: belirsizdir ve
bu durum vaskiiler riskin daha iyi yonetilmesiyle desteklenebilir. Gelecekte
bunama yayginliginda en biiylik artisin, artan kardiyovaskiiler hastalik,
hipertansiyon ve diyabet hastalig1 tasiyan diisiik ve orta gelirli iilkelerde olmasi

bekleniyor. AH, %50-75'lik bir oranla demansin en biiylik tek nedenidir ve esas
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olarak ileri yastaki bir durumdur ve 65 yasindan sonra her 5 yilda bir prevalansi

kabaca iki katina ¢ikar (89-91).

2.2.2 Etiyoloji
Alzheimer Hastalig1’ nin biiylik ¢ogunlugu goriiniiste sporadik bir temelde

ortaya ¢ikarken, lic gendeki mutasyonlar - amiloid oncii protein (APP), presenilin
1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) - nadir goriilen (<%0,5) ailesel bir AH formuna
neden olur. Semptomlar sporadik AH'den daha erken, tipik olarak 30 ila 50 yaslar1
arasinda geligir (92).

“Tipik” gec baslangicli AH' nin, genetik ve cevresel faktorler arasindaki
karmagik bir etkilesim tarafindan yonlendirilmesi muhtemeldir. Artik AH riskinin
~%70'inin genetik faktorlere atfedilebilecegi diisiiniilmektedir. €2, €3 ve €4 olmak
izere Ui¢ varyanti olan APOE geni, sporadik AH icin en biiyiik risktir: ¢4 olmayan
tastyicilarla karsilastirildiginda, €4 heterozigotlarin AH igin olasilik orani (OR)
~%3'tlir ve homozigotlarda ~%12'ye yiikselir (93). Genom ¢apinda iliskilendirme
caligmalari, enflamatuar, kolesterol metabolizmasi1 ve endozomal-vezikiil geri
dontisiim yollar ile ilgili olanlar gibi 20'den fazla genetik risk faktorii kesfetmistir
(94). Amiloid birikimine bagli mikroglial aktivasyonun artitk AH' nin gelisiminde
cok 6nemli oldugu anlagilmaktadir. Bu yaygin risk genleri bireysel olarak riske
minimum diizeyde katkida bulunur. Ancak poligenik bir risk puaninda
birlestirildiginde, tahmini vakalar1 neredeyse iki katina g¢ikarabilirler  (95).
Hedeflenen genetik yontemler ve gelismis dizileme teknikleri kullanan
arastirmalar, AH i¢in nispeten yliksek risk faktoriine sahip birkag¢ nadir geni ortaya

cikararak patogenez hakkinda 6ngoriiler sunmustur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.5. Bugiine kadar Alzheimer hastaliginda rol oynayan genlere genel bir
bakis. I¢ renk, anlasilan islevine karsilik gelir. Iki i¢ rengin oldugu yerde, gen
birden fazla yolda yer almistir. Sar1 daire igine alinmis genlerin de amiloid 6ncti
protein metabolizmasini etkiledigi diistinlilmektedir; kirmizi daire i¢ine alinmis
genlerin tau metabolizmasini etkiledigi diistiiniilmektedir (96).

Epidemiyolojik calismalar, egitim ve fiziksel egzersizin AH' ye karsi
koruyabilecegini, oysa orta yastaki hipertansiyon ve diyabetin riski olumsuz
etkiledigini gostermektedir (97). Obezite uzun siiredir demans ve AH igin bir risk
olarak goriliiyor, ancak bu son zamanlarda sorgulamiyor (98). Birkag
epidemiyolojik ¢alisma taniy1 patolojik dogrulama yoluyla dogrulamasina ragmen,
vaskiiler risk faktorlerinin AH' yi nasil etkileyebilecegi heniliz tam olarak
anlagilmamigtir. Vaskiiler risk faktorlerinin varligi, eszamanli serebrovaskiiler

hasarla AH patolojisinin ilerlemesini dogrudan etkileyerek klinik AH olasiligini

artirabilir.

2.2.3 Patoloji
Alzheimer patolojisinin birincil 6zellikleri amiloid plaklar1 ve norofibriller

iplikleri (NFT'ler) igerir (Sekil 2.6). Ayrica, noropil iplikleri, distrofik noritler, eslik
eden astroglioz ve mikroglianin aktivasyonu belirgindir ve serebral amiloid
anjiyopatinin sik sik bir arada yasamasi vardir. (99). Bu patolojik siireclerin
sonuglari, makroskopik atrofiye yol acan sinaptik ve ndronal kayip ile
norodejenerasyonu igerir. Karma patoloji siklikla 6zellikle yasli bireylerde ortaya
¢ikar ve vaskiiler hastaligi ve Lewy cisimciklerini igerir (100). Gergekten de, ailesel

Alzheimer hastaligina sahip (fAD) vakalarda bile Lewy cisimcigi patolojisi siklikla
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bir arada bulunur ve mekanizmasi belirsiz kalir (101). TDP-43 patolojisi, onemli

bir yardimci patoloji olarak giderek daha fazla taninmaktadir (102).
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Sekil 2.6. Alzheimer hastaliginin patolojisi. AR immiinohistokimyasi, AB'nin kan
damari i¢inde biriktigi (b, oklar) frontal korteksteki (a) ve serebral amiloid
anjiyopatideki (CAA) plaklar1 vurgular. Bir AB 6zl plak, merkezi bir ¢ekirdegi
gosteren (c)'de daha yiiksek biiylitmede gosterilmistir. Siddetli CAA'da AP kilcal
damarlarda birikir (d). Tau immiinohistokimyas1 hem nérofibriler yumaklar (e,
oklar; h daha yiiksek biiylitmede) hem de noritik plaklar (e, ¢ift ok) gosterir.
Noroinflamasyon, Alzheimer hastaliinda belirgin bir 6zelliktir ve bu, reaktif
mikroglialarin sayisi ile belirgindir (daha yiiksek biiylitmede f; g). Cubuk, a ve
f'de 50 um'yi temsil eder; b'de 100 mikron; ¢ ve e'de 25 um; d, g ve h'de 15 um
(96).

Amiloid plaklar, Amiloid Oncii Protein (APP) metabolizmasinin yan
triinleri olan 40 veya 42 amino asit (AB40 ve AP42) iceren anormal sekilde
katlanmis AB' dan olusur ve hiicrelerin diginda bulunur. AB42, plaklarda AB40' tan
daha bol miktarda bulunur ¢iinkii fibrillesir ve daha hizli bir oranda ¢6ziinmez hale
gelir. Amiloid birikimi her zaman standart bir ilerleme modelini takip etmez, ancak
izokortekste yaygin olarak gelisme egilimindedir ve son zamanlarda subkortikal

yapilari etkilemistir. NFT' lerin aksine, amiloid plaklar entorinal korteks ve

hipokampal olusumlarda daha az derecede bulunur (99).

Norofibriler yumaklar, oncelikle hiperfosforile edilmis tau proteininden

olugsan eslestirilmis sarmal filamentlerden olusur. Tau patolojisi, iligkisel
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izokortekse ilerlemeden once medial temporal lobun (entorinal korteks ve
hipokampus dahil) allokorteksinde yaygin olarak baslar. Birincil duyusal, motor ve
gorsel bolgeler genellikle nispeten saglam kalir. Noronlarin ve sinapslarin kaybi
tipik olarak yumaklarin gelisimi ile uyumludur, bu da Alzheimer hastaliginin klinik
ozelliklerinin ve ciddiyetinin tau patolojisiyle daha yakindan baglantili oldugunu,
B-amiloid patolojisinin ise hastaligin semptomatik asamalarinda erken diizleme

egiliminde oldugunu gosterir (99).

2.2.4 Patogenez
Alzheimer Hastaligi patogenezinin yaygin teorisi olan amiloid hipotezi,

beyindeki B- ve y-sekretaz enzimleri tarafindan APP' nin ardisik bdliinmesiyle
tiretilen AP' nin patolojik formlarinin birikmesinin, AP tretim ve AP klirensi
arasindaki bir dengesizlikten kaynaklanan birincil patolojik siire¢ oldugunu one
stirer  (Sekil 2.9) NFT' lerin olusumu ve miiteakip noronal disfonksiyon ve
norodejenerasyonun, belki de enflamasyonun aracilik ettigi, asag1 akis siirecleri
oldugu diistiniilmektedir (103) (Sekil 8). AP i¢in merkezi bir rolii destekleyen giiclii
kanitlar genetikten tiiretilmistir: tim fAD mutasyonlari, AB' nin olusumunu veya
islenmesini etkiler ve zararli B-amiloid varyantlarinin asir1 iiretimine yol acgar.
Tersine, APP' deki (A673T) bir mutasyon, B-sekretaz tarafindan APP boliinmesinde
Omiir boyu azalmaya neden olarak AH riskini azaltir. Sporadik hastalik vakalarinda

ApoE, riskle iligkili diger birgok gene benzer sekilde amiloidin temizlenmesine
katkida bulunur (104)
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Sekil 2.7. Amiloid hipotezi tarafindan 6nerildigi gibi Alzheimer hastaligina yol
acan baglica patojenik olaylara genel bir bakis. Egri mavi ok, AP oligomerlerinin
dogrudan sinaptik ve ndritik hasara neden olabilecegini ve zarar verici
enflamatuar kaskadlar1 aktive etmenin yani sira tau hiperfosforilasyonunu
indiikleyebilecegini gosterir (96).
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Yogun ¢ekirdek plaklarindaki fibriller amiloid baglangigta AH' nin gelisimi
icin ¢ok onemli kabul edilirken, simdi ¢oziiniir AP oligomerlerinin en zararh
formlar olabilecegini diisiindiirmiistiir. AH beyinlerinden ekstrakte edilen ve bir
laboratuvar ortaminda néronlara maruz kalan oligomerler, uzun vadeli giiclenmeyi
engellemis, sinaptik disfonksiyona yol agmus, dendritik dikenlere zarar vermis ve
ndronal Sliimle sonuglanmistir (105,106). Insan oligomerleri ayrica AH ile ilgili
epitoplarda tau’ nun hiperfosforilasyonunu tetikler ve kiiltiirlenmis noronlarda
neuritik distrofiye yol acar. Bu nedenle plaklar, amiloid oligomerlerinin yayildig:
bir “rezervuar” olarak islev gorebilir veya muhtemelen toksik AP tiirlerini
fizyolojik bir doygunluk noktasina ulasana kadar tutan koruyucu bir mekanizma

gorevi gorebilir (107,108).

2.2.5 Klinik Ozellikleri
Alzheimer Hastaligi en yaygin olarak, epizodik bellek merkezli sinsi,

ilerleyici sorunlari olan yashliga bagli bir hastaliktir. ileri yas semptomlarinda,
hasta amnestik hafif kognitif bozukluk (MCI) kriterlerini karsilayabilir. Daha sonra,
coklu gorev ve giiven kaybiyla ilgili zorluklarin yani sira topografik zorluklar
siklikla ortaya c¢ikar. Durum ilerledikce, giinliik yasam aktivitelerini engelleyecek
sekilde bilissel zorluklar daha derin ve yaygin hale gelir; bu asamada bir hastaya
AH demansi teshisi konulabilir. Artan bagimlilik kaginilmazdir ve daha sonra
hastalikta davranis degisikligi, hareket bozuklugu, haliisinasyonlar ve ndbetler

ortaya gikabilir. Oliim, semptomlardan ortalama 8,5 y1l sonra gériilmektedir (109).

Ozellikle geng baslangicli vakalarda bir dizi atipik (hafiza dis1) klinik
sendrom da taninmaktadir. Bunlar logopenik afazi (LPA), posterior kortikal atrofi
(PCA) ve AH' nin frontal varyantimi igerir. PCA' da, amiloid yaygin olarak
dagilirken, tau patolojisi ve atrofisinin yiikii en azindan baglangigta parieto-
oksipital loblara odaklanir ve hastalar tipik olarak hastaneye belirgin gorsel-uzaysal
ve gorsel-algisal problemler ve nispeten korunmus hafiza ile dispraksi ile
bagvururlar (110). LPA' da hastalar belirgin kelime bulma duraklamalari, anomi ve
calisma belleginde bozukluklarla bagvururlar (111). Nadir goriilen frontal AH,
frontotemporal demansin davranigsal varyantina yakindan benzeyebilir (112).
Ailesel oykiilii Alzheimer Hastaligi (FAD), ¢ok daha geng yasta olmasina ragmen,

tipik bir amnestik semptoma sahip olma egilimindedir. Bazi1 PSEN1 mutasyonlari,
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belirgin miyoklonus, ndbetler ve spastik paraparezi gibi ek ozelliklerle iliskilidir
(113).

2.2.6 Teshis Kriterleri
Patolojik degisikliklerin semptomlardan yillar 6nce meydana geldiginin

fark edilmesi ile B-amiloid, tau patolojisinin biyobelirteglerinin ve atrofinin MRG
Olclimlerinin ortaya ¢ikmasiyla, teshis kriterleri, teshisin hem daha erken hem de
artan molekiiler 6zgiillikle yapilmasina izin verecek sekilde gelismistir. Hem
Uluslararas1 Calisma Grubu'nun (IWG-2) hem de Ulusal Yaslanma Enstitiisii'niin
(NIA) en son teshis kriterleri artik semptomlarin yoklugunda AH patolojisinin
biyobelirte¢ kanitlarinin var oldugu bir veya daha fazla preklinik AH fazlarim
icermektedir (114—116). Bunlar Tablo 2.3’ te belirtilmistir. AH' nin kesin bir teshisi
hala patolojik dogrulama gerektirse de, NIA-AA kriterleri, biyobelirte¢ bilgilerini
dahil ederek yiiksek, orta veya diisiik olasilikla altta yatan Alzheimer patolojisine
atfedilecek demans veya hafif bilissel bozulmaya izin verir. Her iki Kriter grubu da

atipik, amnestik olmayan semptomlari tanir (115,117,118)

21



Tablo 2.3. Uluslararasi Calisma Grubunun (IWG-2) Teshis Kriterleri (96).

Asemptomatik bireyler

Yalnizca AP
patolojisinin kanitt
Yalnizca tau

patolojisinin kanitt
Hem AB hem de tau
patolojisinin kanit1

Semptomatik bireyler
Demans kriterlerini
karsilamayan
semptomlar

Demans kriterlerini
karsilayan semptomlar
(hem tipik hem de atipik
fenotipler)

NIA-AA kriterleri (114)
(119) (120)

Asama 1 preklinik AH

Asama 2 preklinik AH

Asama 3 klinik Oncesi
AH (hafif  biligsel
bozukluk kriterlerini
karsilamayan ek ince
biligsel degisiklikler
oldugunda)

AH'ye bagl hafif biligsel
bozukluk

Yiiksek olasilik (pozitif
AP ve ndronal yaralanma
biyobelirtecleri
gerektirir)

Orta  olasihk  (diger
biyobelirteclerin test
edilmedigi veya mevcut
olmadigi durumlarda
pozitif A veya noronal
yaralanma biyobelirteci
gerektirir)

Olas1 degil (negatif AP

ve noronal yaralanma
biyobelirtecleri)
Bilgilendirici degil

(biyobelirtecler belirsiz
veya birbiriyle celisiyor)

AH'ye bagli demans
Muhtemel (klinik
tabloya dayali olarak
biyobelirte¢ kanit1
gerekmez)

Miimkiin (klinik tabloya
dayal1 olarak
biyobelirteg kanit1
gerekmez)

AH patofizyolojik

stirecinin kanit1 ile olas1
veya olas1 (AP ve/veya
ndronal yaralanma
biyobelirteg kamt1 —
yiiksek olasilik, orta
olasilik, olasi degil ve
bilgilendirici degil)

IWG-2 kriterleri (117)

Asemptomatik AH i¢in
risk altinda

Asemptomatik AH i¢in
risk altinda

Prodromal
veya atipik)

AH (tipik

Tutarh  gecmis  art1
biyobelirteg kanitt
gerektirir (CSF AP ve
tau veya amiloid PET

Tipik veya atipik AH

Tutarlh  gegmis  artt
biyobelirteg kanit1
gerektirir (CSF AP ve
tau veya amiloid PET)

Dubois ve ark.'nin
onerdigi klinik Oncesi
AH kriterleri (121)

Asemptomatik AH riski
(asemptomatik A+)
Asemptomatik AH riski
(asemptomatik T+)
Preklinik AH
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2.2.7 Teshis Yaklasim
Alzheimer Hastaligi tanisinin temel dayanagi, klinik degerlendirme ve

ozellikle hasta ve bir bilgi kaynagi ile yapilan klinik goériisme ve bilissel ve
odaklanmus bir fizik muayene olmaya devam etmektedir. Noropsikoloji, yasla ilgili
normlara karsit bilissel eksikliklerin hem modelinin hem de ciddiyetinin

6l¢iilmesine izin vermektedir (122) .

Biligsel semptomlara neden olabilecek veya daha yaygin olarak katkida
bulunabilecek durumlar1 dislamak i¢in rutin olarak kan testleri yapilir ve tipik
olarak tam kan sayimi, bobrek fonksiyonu, tiroid fonksiyonu, B12 vitamini ve folatt
icerir (122). Klinik senaryoya bagli olarak, spesifik serolojik testlerle (anti-niikleer,
anti-néronal, Lgil antikorlari, sifiliz ve HIV serolojisi) bir dizi inflamatuar,

metabolik ve enfektif nedeni dislamak uygun olabilir.

Yapisal anormallikleri diglamak ve pozitif tamisal bilgi saglamak icin
biligsel bozukluk nedeniyle arastirilan tiim hastalarda bilgisayarli tomografi veya
ideal olarak MRG kullanilarak yapisal goriintiileme onerilir (123). Fokal simetrik
medial temporal atrofinin varligi AH igin prediktif degere sahiptir (124). Posterior
Serebral Arter (PCA) AH' de tipik olarak, en azindan hastaligin erken doneminde
hipokampusun goreceli olarak korunmastyla birlikte parieto-oksipital atrofi vardir.
MRG, diger norodejeneratif hastaliklarin dislanmasina ve AH' yi taklit edebilen
veya ¢ok yaygin olarak AH ile birlikte ortaya ¢ikabilen serebrovaskiiler hastaligin
(Serebral  mikro  kanamalar) demire duyarli sekanslar  kullanilarak
degerlendirilebilir. AH’ de derin mikro kanamalarin hipertansiyona bagli olma
olasilig1 daha yiiksekken, lober mikro kanamalarin serebral amiloid anjiyopatiden
kaynaklanma olasiligi daha yiiksektir. Sekil 2.8’de temsili MR goriintiileri
goriilmektedir.  18F-fluorodeoksiglikoz (FDG) Parieto-temporal  birlesme
alanlarinda, posterior singulat ve precuneusta PET hipometabolizmasi AH tanisini
destekler (125).
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Sekil 2.8. (a) Tipik bir Alzheimer hastalig1 vakasinda karakteristik hipokampal
atrofiyi gosteren MRG goriintiileri en iyi T1'de koronal diizlemde
gorsellestirilmistir; (b) posterior kortikal atrofi vakasinda parieto-oksipital atrofi,
burada T1'de sagittal diizlemde gdsterilmistir; (c) en iyi SWI'de gorsellestirilen
mikro kanamalar (bu eksenel goriintiide goriilen posterior dagilim, serebral
amiloid anjiyopatinin karakteristigidir); (d) genis periventrikiiler ve subkortikal
beyaz madde hiperintensiteleri en iy1i FLAIR'de gorsellestirilir, burada bir koronal
goriintiidde goriiliir (96).

2.2.8 Tedavi

Asetil kolinesteraz inhibitorleri (AChEI' ler) (donepezil, galantamin ve
rivastigmin), sinapsta parcalanmasini 6nleyerek asetilkolin mevcudiyetini artirarak
semptomatik tedavinin temel dayanagidir. Bacak kramplari ve gastrointestinal
rahatsizlik gibi periferik kolinerjik yan etkiler siklikla goriiliir. Ancak ozellikle
ilaglar diisiik dozda baslatildiginda ve kademeli olarak arttirildiginda genellikle 1yi
kabul goriirler. Bradi-aritmi potansiyeli nedeniyle kardiyak iletim sorunlar1 olan
kisilerde ACHEI’ lerden uzak durmak veya bunlar1 dikkatli bir sekilde kullanmak
onerilir. AChEI' lerin hafif ila siddetli AH' de yararli etkileri kanitlanmistir, ¢ogu
kanit hafif ila orta evrededir. Davranmis bozuklugu ve giinliik yasam aktiviteleri

Olctimleri hakkinda daha az veri var, ancak bazi faydali kanitlar1 var. Bununla
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birlikte, tiim alanlarda, klinik ¢alismalarda gézlemlenen fayda en iyi ihtimalle orta
diizeydedir. Siniftaki bir ilacin digerinden daha etkili olduguna dair kanit yoktur.
Dozlama siklig1, doz varyasyonu, ylikseltme zamanlamasi ve uygulamadaki (oral
ve transdermal) farkliliklar, hastalara gore uyarlanabilecek se¢enekler sunmaktadir.
DOMINO-AH ¢aligsmasi, donepezilin orta ila siddetli AH' de kesilmesinin, sonraki
12 aylik tedavide huzurevine yerlestirilme riskini artirdigini, ancak sonraki 3 yilda
olmadigin1 gostermistir. Yazarlar, devam etmenin yararlar1 net olmadiginda bile

tedavinin geri ¢ekilmesinin potansiyel riskleri olabilecegini one siirdiiler (126)
(127).

Memantin, orta ila siddetli AH i¢in onaylanmis bir tedavi segenegidir.
Normal iglevlerini korurken 1-glutamatin neden oldugu nérotoksisiteyi azaltmay1
amaclayan disiik afiniteye sahip bir N-metil-D-aspartat reseptor antagonistidir.
Yaygin yan etkiler kabizlik ve bas agrisini igerebilir. Calismalar, Memantine'in orta
ila siddetli AH' si olan bireyler icin bilissel yeteneklerde ve giinliik isleyiste
miitevazi ancak Onemli bir gelisme sunabilecegini gostermistir. Ek olarak,
hastalarin ajitasyon ge¢irme sansini azaltmaya yardimci olabilecegine dair bazi
gostergeler vardir. Artik bir AChEI ve memantin kullanan kombinasyon tedavisi
i¢in baz1 kanitlar bulunmaktadir. Yakin tarihli bir meta-analiz, ikili terapi ile bilisin
iyilestigine dair zayif kanitlar bulmustur, ancak orta veya siddetli AH' de

davranigsal semptomlarda iyilesme olduguna dair kanitlar géstermistir (127) .

2.3 Toxoplasma Gondii Ve Alzheimer iliskisi
Toxoplasma gondii organizmaya ilk olarak takizoit formlarin alinmasi

sonrasinda ilk bagisiklik tepkisi gosterenler de monositler ve dendritik hiicreler,
aktin hiicre iskeletinin yeniden modellenmesi, gama-aminobutirik asit (GABA)
reseptoriiniin down regilasyonu ve kemokin reseptdrii CCR7' nin up regiilasyonu
dahil olmak tizere aktive edici degisikliklere maruz kalir (128-130). Enfeksiyonun
kronik fazi1 sirasinda, protozoan yavas biiyliyen bir bradizoite ve Kkistlere
doniismektedir. Bu form, bagisiklik tepkisinden kaginmaya galisir. Basta merkezi
sinir sistemi ile kronik ve gizli enfeksiyona yol acan kaslar olmak iizere ¢esitli insan
dokularinda bulunmaktadir (131). Parazitin KBB' yi gectigi kesin mekanizma hala
bilinmemektedir. Ancak T. gondii' nin nasil MSS’ ye girdigine dair birkag¢ hipotez
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vardir. Truva ati benzeri bir mekanizmada, enfekte olmus monositler artan
hareketlilik sergiler. T. gondii' yi KBB iizerinden MSS' ye aktarir (132-134) .
Transendotelyal gocte, enfekte hiicreler endotel hiicreleri boyunca parazit
yapismasini ve gociinii kolaylastiran farklilasma molekiilii 11B (CD11b)/hiicreler
arasi adezyon molekiilii 1 (ICAM1) integrinleri kiimesini eksprese eder (134-136).
Son olarak, paraseliiler gocte protozoa, aktin-miyozin motorlar1 araciligiyla MSS'
ye erisim kazanip "kayma hareketliligi" adi1 verilen bir hareket sergiler. Bu durum
parazitlerin konak bagisiklik bariyerlerini atlamasina ve siki baglantilarin yani sira
polarize hiicre tek tabakalarina niifuz etmesine izin verir. T. gondii yapiskan
mikronem proteini 2' nin (MIC2) artan ekspresyonu ve hiicre i¢i adhezyon
molekiili-1 (ICAM-1) ile asir1 etkilesimin, KBB dahil olmak {izere oldukga segici
biyolojik bariyerlerden gegise izin verdigi diistiniilmektedir (137,138) .

Uzun siireli enfeksiyonun ndrolojik fonksiyonlari nasil etkiledigi hala tam
olarak bilinmemektedir (139,140) . Son arastirmalar, T. gondii' ye siirekli maruz
kalmanin, AH ve Parkinson Hastaligi (PH) gibi nérodejeneratif bozukluklarin yani
sira sizofreni, migren ve bipolar bozukluk tip I gelistirme riskini artirabilecegini
gostermistir (141-144). Daha da onemlisi, yash hastalarda T. gondii' ye karst
antikorlarin varlig1 ile bozulmus bilissel yetenekler arasinda anlamli bir iligki
tanimlanmistir. Hayvan modellerine dayali calismalar, kronik toksoplazmozun
neofobi gibi davranigsal degisikliklere neden olabilecegini, Ogrenmeyi
etkileyebilecegini ve hafizay1 bozabilecegini gostermistir (145). Toksoplazmozlu
farelerin, enfekte beyin bolgelerinde ve 6zellikle somatosensori alanlarda sinir lifi
yogunlugunun ve sinaps kaybinin azaldig1 gosterilmistir (146). In vitro ¢alismalar,
T. gondii' nin astrositleri ve noronlar1 enfekte edip kist olusturabildigini, ancak
yalnizca ilkinin protozoanin hiicre i¢i formunu ortadan kaldirabildigini bildirmistir
(147-149). Toksoplazmozun tau hiperfosforilasyonuna ve AH' na neden

olabilecegi ¢esitli simiilasyonlarla ortaya koyulmustur (150).

Degismis dopamine, glutamin veya GABA ndrotransmisyonu
toksoplazmozda AH benzeri semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
mekanizmalardan biri olabilir (151,152) . Spesifik olarak, T. gondii enfeksiyonu,
uyarici sinapslarda nérotransmisyona aracilik eden ve sinaptik plastisiteye katilan
glutamaterjik N -metil- D -aspartat (NMDA) reseptoriinii (NMDAR) etkileyebilir
(153). Yabani tip farelerde yapilan c¢alismalar, toksoplazmozun, korteks ve
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hipokampusta artan NMDAR ekspresyonunun yani sira hiperfosforile tau ve
beyindeki plaklar AP iiretimini indiikleyebilecegini gostermistir (151). Kronik
toksoplazmozlu farelerde gozlemlenen sinaptik baglantilarin dejenerasyonu ve
ardindan gelen davranig degisiklikleri, kanallarin igsellestirilmesini engelleyen
NMDAR otoantikorlarinin varligindan kaynaklanabilir (154). Vahsi tip farelerin T.
gondii ile istila edilmesi sonucunda anksiyete bozuklugu gibi davranigsal
degisiklikler sergiledikleri ve ayrica koku alma bolgesinde koku alma
hassasiyetinde degisikliklere yol acan nodronal apoptozdan yoksun olduklar
goriilmiistiir. Ilging bir sekilde, koku alma bozuklugu sadece erkek farelerde onemli

oOl¢iide belirgindi (151).

Merkezi Sinir Sistemi' ndeki ana inhibitér norotransmitter olan GABA
muhtemelen toksoplazmozdaki AH benzeri semptomlarla iliskili bir sonraki
norotransmitterdir (155). T. gondii' nin neden oldugu GABA dongiisiiniin
bozulmastyla iligkili olarak hastaligin baz1 vakalarinda bilissel bozulmalar ortaya
cikabilir (68). GABA reseptoriiniin azaltilmis ifadesi dahil olmak {izere GABAerjik
sistemdeki degisikliklerin oldugu bilinmektedir. Ayrica, GABA sinyali, hiicresel
go¢ ve metastazda rol oynayabilmektedir. Parazitle tetiklenen GABAerjik
sinyallemenin, enfekte olmus dendritik hiicrelerin migrasyonunu arttirdig i¢in, bu
yolun T. gondii tarafindan istismar edildigi diisiiniilmektedir (156). Benzer bir
mekanizma, GABA ile sinyal gonderen aktive edilmis mikroglial hiicrelerin beyin
dokusunda T. gondii' nin yayilmasini kolaylastirdigit MSS' de gézlenmektedir (157).
Cogalmayan T. gondii’ ler GABA' y1 kendileri iiretebilmesine ragmen
norotransmiterin salgilanmasi, muhtemelen 6lii bradizoitler tarafindan tiretilen aktif
olmayan bir siirectir. Bu, GABAerjik iletimde degisiklige yol acabilir ve
norodavranigsal degisikliklere neden olabilir (68). Ayrica, azalmis GABAerjik
sinyalleme, bu kanallarin GABAerjik internoronlarda nasil birlikte ifade edildigine
bakildiginda, NMDAR disfonksiyonundan da kaynaklanabilir (150,158).

Dopamin, motor beceriler ve motivasyonu yoneten yollar dahil olmak iizere
cok ¢esitli norolojik islevlerin kontroliinden sorumludur ve bu nedenle islevsiz bir
dopaminerjik sistem, AH' nin bazi ndropsikiyatrik belirtilerini tetikleyebilir (159).
AH ile 6zellikle ventral tegmental alanda (VTA), niikleus akumbens (NAc) ve locus
coeruleusta (LC) diizensiz dopaminerjik sistem arasinda korelasyonlar mevcuttur.

AH' nin murin modelleri sayesinde VTA' daki dopaminerjik néron bozuklugunun

27



neden oldugu bellek siireglerinde ve bilissel yeteneklerde onemli degisiklikler
oldugu kanitlamistir (160). T. gondii dopamin tasiyici (DAT) ve vezikiiler
monoamin tastyict 2'nin (VMAT2) ekspresyonunun azalmasina yol agarak
dopaminerjik sistem {izerinde bir etki gosterir. Ek olarak, T. gondii genomundaki
iki gen, aromatik amino asit hidroksilaz 1 ve 2 (AAH1 ve AAH2), I-3,4-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) iiretiminde yer alabilen enzimleri kodlar (161). Bu
mekanizmalar, sinapslarda dopamin konsantrasyonunun artisina neden olabilir.
Gergekten de, dopamin reseptorii D1, -D2 ve D4 (sirastyla DRD1, DRD2 ve DRD4
) ve G proteinine Bagli Reseptor Kinaz 6 (GRK6) genlerinin yetersiz ekspresyonu
dopamin reseptor mevcudiyetinin azalmasina neden olmak, toksoplazmozlu
farelerde yiiksek dopamin seviyelerine yol agmistir (162). Motor ve yiiriitiicii
islevler anormal dopamin seviyeleri nedeniyle bozulabilir. Bu durum
norodejeneratif hastalia 0zgii semptomlarin gelismesine yol acgabilir. Ayrica,
dopaminerjik nérotransmisyon yolaklarinin hiperaktivitesinin prefrontal korteks
fonksiyonlarmi etkiledigi ve kognitif bozukluga yol acgabilecegi gosterilmistir

(163). T. gondii enfeksiyonunun kognitif etkileri Sekil 2.11.’de goriilmektedir.
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Dejenere

*AMPAR, AMPA reseptorii; DA, dopamin; DAr, DA reseptorii; GABA, gama-
biitirik asit; GABAr, GABA reseptorii; NMDar, NMDA reseptorii; A, amiloid; tau,
tau proteini; p-tau, hiperfosforile tau proteini.

Sekil 2.9. Beyin hiicreleri lizerinde Toxoplasma gondii enfeksiyonunun olasi

etkileri (164).

Noronlar ve astrositler ile mikroglia dahil diger beyin hiicreleri T. gondii
tarafindan enfekte edilebilir. Enfekte glia, ndroinflamatuar yaniti aktive eden
proinflamatuar sitokinler tiretir. Noronal enfeksiyon, AP (in vitro) ve p-tau'nun (in
vitro ve in vivo) asir {iretimine sebep olur ve ayrica norotransmiter sistemlerinde
bozulmaya neden olmakta, norotransmitter sistemlerinde bozulmasin
tetiklemektedir. Ayrica dopaminerjik, GABAerjik ve glutamaterjik, davranis
degisikliklerine, biligsel diisiise ve ndrodejenerasyona neden olabilmektedir.

Duyarli bireyler i¢in bu siireglerde Alzheimer hastaligi riski artabilir (150).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar: Temini
Calismada kullanilacak deney hayvanlari BAIBU Deney Hayvanlari

Uygulama Arastirma Merkezinden (DEHAM) temin edildi. Calisma baslayincaya
kadar ve ¢alisma siiresince DEHAM’da, Tip IV kafeslerde ad libitum beslenecek
olan hayvanlar, 12 saat aydinlik/karanlik 151k dongiisii ve nispi nem orani % 60-70
olan ortamda tutuldu. Calismada kullanilan hayvan sayisi gili¢ analizine gore
hesaplanmis olup (p = 0.05 ve ss = 2) her grupta 7 adet rat olacak sekilde belirlendi.
Burada Alzheimer Hastaligit Modeli (AHM) ve T.gondii enfeksiyonu yapilacak
gruplarda AH modelin ve takizoit kistlerin olusup, olugmadigini histopatolojik
olarak teyit edebilmek i¢in uygulamanin yapilacagi gruplardan denek sayisina

ilaveten ayrica her deney grubu i¢in ikiser adet daha fazladan hayvan kullanildi.

Calisma, wistar albino cinsi 2-4 aylik disi ratlarin g¢iftlestirilmesi sonucu
dogan erkek ratlar randomize her gruptan 8 adet olacak sekilde secilerek
olusturulmustur. F1 jenerasyon erkek ratlar, 2-4 aylik oldugunda Barnes Labirent
testlerinin alinmas1 ve sakrifiye islemlerinin ardindan beyin dokularindaki
morfolojilerin Congo Red histolojik boyanmasiyla degerlendirildi. Calismamizda
ratlar1 segmemizin sebebi, AP1-42 intrahipokampal enjeksiyonu ile yapilacak
AHM ve sterotaksi sistemlerinin alt yapisinin ratlara gore optimize edilmis
olmasidir. Bunun yanisira insanlarla ayni ekolojik ¢evreyi paylasan kemirgenler
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, T. gondii ile dogal enfekte farelerde (Mus
musculus) ve ratlarda (Rattus norvegicus) bu parazitin genetik prevalansi ve
karakterizasyonunun aragtirilmasinda her iki hayvaninda pozitif oldugu ve dogal
enfekte olmalart agisindan birbirlerine ¢ok yakin olduklar tespit edilmistir (165)
(Farelerde %22,3, sicanlarda %23,9).

Bu arastirma, T. gondii ile enfekte disi ratlarin yavrularinda Alzheimer

hastalig1 gelisip gelismedigini deneysel olarak belirlemek amactyla yapilmastir.
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3.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasi, Deney AKkisi ve
Modellemeler

Deney Gruplar

|
|

Anne T.Gondii(1) + Anne Alzheimer(1) +
Alzheimer(2) Grubu T.Gondii(2) Grubu
(n:7) (n:7)

Anne I(om:rcl Grubu Anne Alzheimer Anne T. Gcndu Grubu
(n:7) Grubu (n:7) (n:7)

Ya\n u I(ontrcl Grubu L

Yavru T.Gondii(1) + Yavru Alzheimer(1) +
L Alzhen'ner \— e \— Alzheimer(2) Grubu T.Gondii(2) Grubu
Grubu (n:8 Grubu (n:8)

(n:8) (n:8)

Sekil 3.1. Deney Hayvanlar1 Gruplari

v' Disilerin Ciftlestirilmesi: 2-4 aylik 200-250 gr ortalama canh
agirligina sahip daha 6nce hi¢ dogum yapmamis, vajinal smear testi (VST) ile dstrus
dongiisiinde olan disi siganlar ¢iftlestirmede kullamildi. [VST; Pastor pipeti ile
intravajinal 1 ml % 0.09’luk serum fizyolojik hayvana verilerek, 3-4 kez pipetasyon
islemi ile vajinal i¢erigin lam lizerine aktarilarak epitel dokunun yogunluguna bagh
olarak siklusun belirlenmesi ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.2)]. VST ‘de
hayvanlarin prodstrus evresinde olmalari biiyiik 6nem arz etmektedir (166). Ciinkii
preimplantasyon doneminde meydana gelecek faktorlerin maruziyeti Ol¢iilecegi
igin Ostrus Oncesi (prodstrus donem) donemde asagida “Alzheimer ve T.gondii
Modellerinin  Olusturulmast” basliklarinda agiklandigi iizere modellemeler

gerceklestirildi.

31



Vajinal Smear Tayini

Proostrus Ostrus Metaostrus Diostrus

Sekil 3.2. Vajinal Smear Testi (biiyiitme, x10). Prodstrus (epitel hiicreleri); dstrus
(keratinize epitel hiicreleri); metadstrus (keratinize epitel hiicreleri, epitel hiicreleri
ve beyaz kan hiicreleri); diostrus ( dominant 16kositler)

v" Anne Kontrol Grubu (G1) (n=7): Anne Kontrol Grubu ; Bu gruptaki
hayvanlara prodstrus evresinde 5 pl Hamilton mikroenjektorii araciligiyla
dakikada 0.5 pL hizinda olacak sekilde, distile su ile 1 upL/taraf bilateral
intrahipokampal enjeksiyonu yapildi. Ardindan grup hayvanlart 15.giin saglikli
erkekler ile ciftlestirilmesi saglandi.

v" Anne Alzheimer Grubu (G2) (n= 7): Anne Alzheimer Grubu; Bu
gruptaki hayvanlara prodstrus evresinde 5 uL. Hamilton mikroenjektorii araciligiyla
dakikada 0.5 pL hizinda olacak sekilde, distile suda 7 giin inkiibe edilmis Ap1-42
cozeltisi 4pg/lul/taraf bilateral intrahipokampal enjeksiyonu yapildi (167).
Ardindan modelin olusmasi i¢in 15 giin beklenildi ve saglikli erkekler ile
ciftlesmeleri saglandi1 (168). (Agiklama: Burada 15 giin beklenilmesinin sebebi
APB1-42 ¢ozeltisinin norodejenerasyon kabiliyetinin ve sinaptik deformasyonlarinin
stiresidir (168).)

v Anne T. gondii Grubu (G3) (n= 7): Anne Toxoplasma Grubu; Bu
gruptaki hayvanlara 1 ml hacimde 1.5x 10° Toxoplasma gondii takizoitleri
intraperiteonal (ip) olarak uygulandi (169). Ardindan parazitin beyne ulagsmasi igin
20-25 gilin bekleme siiresinin sonunda grup hayvanlar1 saglikli erkeklerle
ciftlestirilmesi  gergeklestirildi  (170). (Aciklama 2: Burada 20-25 giin
beklenilmesinin sebebi takizoitlerin beyne ulasmasi i¢in inkubasyona duyulan

ihtiya¢ yavrularin gebelik ve gelisim déneminde gergeklesmis oldu (170).)
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v" Anne Alzheimerl + T. gondii2 Grubu (G4) (n=7): Anne
Alzheimerl + T. gondii2 Grubu; Bu gruptaki hayvanlara 5 pL Hamilton
mikroenjektorii araciligiyla dakikada 0.5 pL hizinda olacak sekilde, distile suda
inkiibe edilmis AP1-42 ¢ozeltisi 4pg/luL/taraf bilateral intrahipokampal
enjeksiyonu yapildi. Ardindan 15 giin beklenildi. 1 ml hacimde 1.5x 10¢ T. gondii
takizoitleri (169) ip olarak uygulandi daha sonra 20-25 giin bekleme siiresinin
ardindan grup hayvanlarnn saglikli erkeklerle giftlestirilmesi gergeklestirildi.
(Agiklama: Burada 15 giin beklenilmesinin sebebi AP1-42 ¢dzeltisinin
norodejenerasyon kabiliyetinin ve sinaptik deformasyonlarinin siiresidir (168).)

v" Anne T. gondiil + Alzheimer2 Grubu (G5) (n= 7): Anne T.gondiil

ve Alzheimer2 Grubu; Bu gruptaki hayvanlara 1 ml hacimde 1.5x 10° Toxoplasma
gondii takizoitleri (Ribeiro DA ve ark 2004) ip olarak uygulandi daha sonra 20-25
giin bekleme siiresinin ardindan, 5 pL Hamilton mikroenjektorii araciliiyla
dakikada 0.5 pL hizinda olacak sekilde, distile suda inkiibe edilmis AB1-42 ¢ozeltisi
4pg/lpl/taraf bilateral intrahipokampal enjeksiyonu yapildi. Ardindan 15 giin
beklenildi ve saglikli erkekler ile giftlesmeleri saglandi.

v' Tip III kafeslerde ergin bir erkek ile giftlestirilme gergeklestirildikten
sonra gebeligin son trimesteri igerisindeki dogumu takiben (gebelik siiresi 19+ 2
giin) 45 giin annenin yaninda kalan yavrularda cinsiyet ayrimi yapilarak erkekler

ayr1 kafeslere alinarak deney gruplart olusturuldu.

3.3 Alzheimer Modelinin Olusturulmasi
Deney gruplarinda AHM, intra hipokampal olarak AB1-42 c¢ozeltisini

enjekte ederek olusturuldu. Calismamiza AHM gruplarda hippokampiiste AP
immuno-histokimyasal olarak teyit edildikten sonra ¢alismaya devam edildi. AP
tespit edilmedigi taktirde AP1-42 enjeksiyonu tekrarlandi. Bunun i¢in ¢aligmada
intrahipokampal olarak AP1-42 c¢ozeltisi uygulanan gruplardan ikiser hayvan
dekapite edilerek otopsi yapildi. Bu islem hayvanlar 90/10 mg kg intramuskuler
(im) ketamin/ksilazin anestezisi altinda perfiize edilerek hipokampiis bolgesi
cikarildi ve %4 liikk paraformaldehit i¢inde 24 saat fikse edildi. Daha sonra
mikrotomla 5 mikronluk kesitler alinarak dokudaki AP varligi hemotoksilen eosin

ve congo red boyamalar ile teyit edildi.

Deney gruplarinda AHM yapilacak tiim hayvanlar anestezi islemine
alindiktan sonra (intramuskuler 90 mg/kg ketamin+10 mg/kg ksilazin) kafalari trag

makinas1 ile traslandiktan sonra %2 klorheksidin ile dezenfeksiyon islemi
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gerceklestirildi. Hayvan stereotaksi aletine yerlestirildikten sonra (Sekil 3.3) kafa
hattinin ortasinda bistiiri ile insizyon yapildi. Deri alt1 dokular bistiiri ile hafifce
kiirete edilerek bregma (Sekil 3.4) tespit edildi. Biriken kan ve doku sivilar1 pamuk

yardimi1 ve oksijenli su uygulamalartyla bregmanin goriiniir hale gelmesi saglandi.

Hayvanda Bregma’nin 3,6 mm posterior, 2.4 mm sol/sag laterali ve 2.8 mm
ventrali koordinatlar1 tespit edilerek 0.8 mm’lik ¢aptaki matkap ucu ile kafatasi
delindikten sonra 5 pL. Hamilton mikro enjektorii ile 0.5 pL/dk hizda olacak sekilde,
distile suda inkiibe edilmis AP1-42 c¢Ozeltisi 4pg/lul/taraf bilateral
intrahipokampal enjeksiyonu yapildi (167). Enjeksiyon tamamlandiktan sonra

hayvan steriotaksi aletinden ¢ikarilip kesi bolgesi siitur ile kapatildi.

Sekil 3.3. Sicanin Steriotaksi aletine yerlestirilmesi
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Derideki kesit

Lezyon hedefinin
ustline bir delik
acllacak.

Koronal dikis

Sijital dikis

Sekil 3.4. Bregma Hatt1

3.4 Toxoplasma gondii Takizoitlerinin Temini ve Hayvanlarin

Takizoit ile Enfeksiyonu

Toxoplasma gondii RH susu, Sabin Feldmann Boya Testinde kullanilan 4-6

haftalik Swiss Albino farelerde Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Parazitoloji Referans
Laboratuarindan temin edildi. Zoonoz bir parazit olan T.gondii takizoidleri ile
enfekte olmay1 engellemek i¢in laboratuvarimizda yer alan sadece takizoid
pasajlamasinda kullanilan biyogiivenlik kabininde bu islem yapildi. Proje
onerisinde kullanilacak T.gondii takizoitleri, deneysel enfekte edilen farelerin
peritonlarindan elde edilen takizoitler oldu. Isik mikroskopu altinda Neubauer
sayim kamarasi ile fareden elde edilen takizoit siispansiyonu igindeki parazit

miktar1 sayildi. Gerekli olan ayarlama steril serum fizyolojik veya distile su ile

yapildi.
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Yukarda bahsedilen Toxoplasma gondii ile enfekte edilecek gruplara

1.5x10° parazit igeren inokulum hazirlanarak ip olarak uygulandi (169) .

3.5 Davrams Testleri
Anne grubu hayvanlarina AHM yapildiktan 15. giin, Toxoplasma gondii

enjeksiyonundan sonra 25. Giin Yavru grubu hayvanlarina ise yetiskin donemde (2-
4 aylik olduklarinda) 150. giin Alzheimer benzeri uzamsal bellek bozukluklari ve
O0grenme giicliigli yasayip yasamadiklarini belirlemek icin Barnes Labirent test

uygulamalari yaptirildi.

3.5.1 Barnes labirenti
Barnes Labirent Testi 1,5 metre ¢apinda ve lizerinde birbirinden esit

uzaklikta yerlestirilmis 20 adet delikten olusan tahta bir platformdur. Bu deliklerden
biri tanesi kagis platformu olarak adlandirilan, bir tasiyiciya sahiptir. Platform tahta
bir destek yardimiyla yerden 0,75 metre yiikseltilmistir.(Sekil 3.5) Yuvarlak
platformun c¢evresi lizerinde farkli geometrik sekillerin oldugu beyaz bir ortii ile
cevrelenerek, hayvanlara gorsel bir ipucu olusturulmasi amaglanmistir. Tavana
yerlestirilen bir kamera ile biitiin goriintiiler bilgisayar yazilimima aktarilarak

deneysel analizler yapilmaktadir (171).

Deney gruplarinin tiim hayvanlari Barnes Labirent Testinde kullanildi. Bu
hayvanlar oncelikle platformun merkezine yerlestirilerek, 15 dakika boyunca
cevrelerini kesfetmeleri saglandi. Daha sonra hayvanlara 4 giin boyunca 6grenme
testi uygulandi. Bunun i¢in hayvanlar platform tizerindeki deliklerden bir tanesinin
yanina yerlestirildi. 60 saniye igerisinde kacis deligi i¢cine girmeleri beklenir. Egitim
stiresince, ayni1 noktadan 4 defa birakilarak islem tekrar edildi. Daha sonra hayvan
baska bir deligin yanindan, yeniden platforma yerlestirilerek, hayvanin kagis
platformunu bu yeni noktadan bulmasi saglandi. Bu islemde 4 defa iist iiste
tekrarlandi. Bu sekilde tekrarlanan 6grenme testleri 4 giin boyunca devam ettirildi.
Dordiincii giiniin sonunda, 24 saat beklendikten sonra hayvanin uzun siireli
hafizasinin test edilmesi i¢in (egitimlerden 24 saat sonra), hayvan platform tizerinde
deliklerden bir tanesinin yanina birakildi. Beyaz perde iizerindeki geometrik
sekillerden faydalanarak bulundugu noktaya denk gelen kagis platformunu 60
saniye igerisinde bulmasi beklendi (171).
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Sekil 3.5. Barnes Labirent Testi

3.6 Doku Takibi
Beyin dokulart AP kiimelenmelerinin olusup olusmadigini tespit etmek

amaciyla yapildi. Bu dogrultuda dokular formaldehitte bekletildikten sonra
dokularin makrosu yapilarak kasetleme ve etiketleme yapildi (Sekil 3.6)..
Etiketleme i¢in kursun kalem kullanildi. Ardindan doku takip asamalar1 doku takip
protokoliine gore sirasiyla uygulandi. Doku takip protokolii Tablo 3.1.°deki gibidir.
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Doku Takip

Tablo 3.1. Doku Takip Protokolii (172)

Kimyasallar ve Derisimleri

Islemi

%70’1ik alkol 1 saat

%80’1ik alkol 1 saat
Dehidrasyon %96’ 11k alkol 1 saat

%96'l1ik alkol 1 saat

% 100'liik alkol 2 saat

% 100’liik alkol 2 saat

Ksilen 45 dakika
Seffaflandirma Ksilen 45 dakika

Ksilen 45 dakika
Infiltrasyon Parafin (60°C) 1 saat 30 dakika

Parafin (60°C) 1 saat 30 dakika

Sekil 3.6. Beyin dokusu makrosu, kasetleme, etiketleme, bloklama
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3.7 Hematoksilen-Eozin Boyamasi
AP kiimelenmelerinin varliginin histolojik olarak belirlenmesi amaciyla

beyin dokusu bloklarindan, Leica® RM 2125 RT mikrotom cihazi ile 4-5p
kalinliginda lamlara seri kesitler alindi. Tablo 3.2’de verilen H&E boyama
protokoliine gore boyama yapildi. Isik mikroskobik olarak incelenmek iizere

preparatlar hazir hale getirildi.

Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyamasi Protokolii (173)

v" Parafin kesitler 60 64°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi.

Ksilol I’de 2 dakika, Ksilol II’de 2 dakika bekletildi.
Iki defa %100°liik alkolde 1’er dakika bekletildi.
iki defa %96’k alkolde 1’er dakika bekletildi.
Akan suda yikama yapildi.

Hematoksilen boyasinda 4 5 dakika bekletildi.
Akan suda yikama yapildi

Asit alkole iki kere daldirip ¢ikarildi.

Akan suda yikama yapildi.

Amonyakh suda 10 saniye bekletildi.

Akan suda yikama yapildi.

%380’lik alkolde 1 dakika bekletildi.

Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi.

Iki defa %96’k alkolde 2’ser dakika bekletildi.

iki defa %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.
Ksilolde 10 dakika bekletildi, cikarilip entellan damlatilarak lamel ile
kapatma yapildi.

ANANENE N NENENE N NENANENANENAN
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3.8 Congo Red Boyama
AP kiimelenmelerinin ayirict tamisin1 yapabilmek icin 06zel olarak

hazirlanmig beyin dokusu bloklarindan, Leica® RM 2125 RT mikrotom cihazi ile
4-5u kalinhiginda lamlara seri kesitler alindi. Tablo 3.3’de verilen Congo Red
boyama protokoliine gore boyama yapildi. Isik mikroskobik olarak ve polarize

atagman ile incelenmek {izere preparatlar hazir hale getirildi.

Tablo 3.3. Congo Red Boyamasi Protokolii (174)

ISLEM VE KIMYASAL SURESI

- Etiiv -~ 1gece
Ksilen I-11 Batir ¢ikar
%1 sulu Kongo Red 10-30 dk.
Doyurulmus sulu Li2Co3 15 sn.
%080 alkol Dekolorize
Akar su 15 dk.
Alum Hematoksilen 2-8 dk.
Akar su 10 dk.
% 95 alkol 1 dk.
% 100 alkol 1 dk.
Ksilen 2 dk.
Kapama
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3.9 [Istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 26 (IBM Corp.,
Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirildi. Tiim grup
aralarinda anlamlilik iligkisine bakilmak i¢in Kruskal Wallis testi yapildi. Gruplar
arasindaki farkin anlamlilik iligskisine Man Whitney-U testi ile bakildi. Mann-
Whitney U testi, bagimsiz 6rneklem t testine alternatif olan non-parametrik bir
testtir. Bu test, benzer popiilasyondan gelen iki bagimsiz grup arasinda ortalama
farkina bakmak, ve gruplar arasinda fark ya da esitligi belirlemek i¢in kullanilir.
Histopatolojik degerlendirmeler Ficher Test’i ile degerlendirildi. Ficher test,
kategorik verilere sahip preparatlardan ve drneklem sayisinin azligindan dolay1 iki
grup arasindaki farki vermek i¢in kullanilan bir testtir.
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4. BULGULAR

4.1 Davranmissal Bulgular
4.1.1 Barnes Labirent Test Bulgular:
Calismanin amagclarina istinaden tiim gruplar uzamsal bellek ve hafiza

degerlendirilmesi yapilmak i¢in Barnes Labirent testlerine tabi tutulmustur. Anne
Kontrol, Anne Alzheimer gruplari model olusumu takibi 15. Giin, Anne T. gondii
grubu model olusumu takibi 25. giin, Anne T. gondiil + Alzheimer2 grubu 6nce T.
gondii enfeksiyonu yapildiktan 25 giin sonra Alzheimer modeli olusturulmus ve
Alzheimer model olusumu takibi 15. giin, Anne Alzheimerl + T. gondii2 grubu
once Alzheimer model olusturulduktan 15 giin sonra T. gondii enfeksiyonu
yapilmis ve T. gondii enfeksiyonu takibi 25. giin Barnes Labirent Testi’ ne tabi
tutuldu. Teste tabi tutulan grup hayvanlar ikili karsilastirma testi olan Man
Whitney-U testi ile istatiksel olarak degerlendirildi. Istatistik verilerine gore; Anne
Kontrol grubu ve Anne Alzheimer gruplarinin denek sayis1 7°dir (Tablo 4.1). Fakat
T. gondii enjeksiyonu yapilan; Anne T. gondii, Anne T. gondiil + Alzheimer2 ve
Anne Alzheimerl + T. gondii2 gruplarinda sirasiyla denek sayilar1 3,3 ve 2 ex
oldugu i¢in yine sirasiyla denek sayilar1 4,4 ve 5 olarak alindi1 (Tablo 4.1). Ayaz ve
ark. 1x 10* Toxoplasma gondii takizoitleri intraperiteonal (ip) olarak uygulanarak
olusturduklar1 enfeksiyon modelinde mortalitenin oldugunu bildirmislerdir (188).
Istatistik verilerine gére; Anne Kontrol grubunun yuvay: bulma siiresi median
(IQR) 5,35(3,37-6,15) Anne Alzheimer grubunun yuvayi bulma siiresine gore
median (IQR) 29,25(16,0-43,4), Anne T. gondii grubunun yuvayi bulma siiresine
gore median (IQR) 34,80(21,6-57,0) ve Anne T. gondiil + Alzheimer2 grubunun
yuvay1 bulma siiresine gére median (IQR) 19,65(14,2-41,6) olarak bulundu (Tablo
4.1). Man Whitney-U testine gére Anne Kontrol grubunun yuvay1 bulma siiresi ile
Anne Alzheimer, Anne T. gondii ve Anne T. gondiil + Alzheimer2 gruplarinin
yuvay1 bulma siiresi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(p<0,05)(Grafik 4.1)(Tablo 4.2). Anne Kontrol grubunun yuvayi bulma siiresi
median (IQR) 5,35(3,37-6,15), Anne Alzheimerl + T. gondii2 grubunun yuvay1
bulma siiresine gore median (IQR) 6,40(3,35-9,8) olarak bulundu (Tablo 4.1). Man
Whitney-U testine gére Anne Kontrol grubunun yuvayr bulma siiresi ile Anne
Alzheimerl + T. gondii2 grubunun yuvayr bulma siireleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi(p>0,05)(Grafik 4.1)(Tablo 4.2). Anne T. gondiil
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+ Alzheimer2 grubunun yuvayi bulma siiresi median (IQR) 19,65(14,2-41,6) ile
Anne T. gondii ve Anne Alzheimer gruplarinin yuvayi bulma siiresinin sirasiyla
median (IQR) 34,80(21,6-57,0), median (IQR) 29,25(16,0-43,4) daha kisa siire
olmasina  ragmen  aralarindaki  fark  istatistiksel  olarak  anlamli

degildi(p>0,05)(Grafik 4.1)(Tablo4.2).

Kruskal Wallis testine gore gruplar arasindaki iliskilendirmede anne
gruplar arasinda p=0,001, F1 erkek jenerasyon yavrularin gruplar arasindaki fark

ise p=0,000 olarak bulundu.

Annelerin Davranig Sonuglari

* *
60,00 T

50,00 *

40,00

30,00

Siire (sn)

20,00

00

T T T T T
Anne Kontrol Anne Alzheimer Anne T. gondii Anne T.gondii1 + Anne Alzheimer1 +
Alzheimer2 T. gondii2

Gruplar

Grafik 4.1. Annelerin Yuvay1 Bulma Siiresi (sn)
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7

5,20 1,85 3,3 8,4 Shald) 3,37-6,15
7 30 16,57 1250 60 29,25 16,0-43,4

4 37,80 19,33 2160 60 34,80 21,6-57,0

4 2517 1562 13,50 479 19,65 14,2-41,6

5 6,54 3,33 230 104 6,40 3,35-9,8

Tablo 4.1. Anne Ratlarin Yuvay1 Bulma Verileri

0,002* 0,01* 0,01*

0,002* 0,44 0,61 0,003*
0,01* 0,44 0,24 0,014*
0,01* 0,61 0,24 0,014*

0,46 0,003* 0,014* 0,014*

*Gruplarin ¢aprazlama olarak degerlendirilmesinde istatistiksel farki belirler.

Tablo 4.2. Anne Ratlarin Verilerinin Mann Whitney U Testi
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Saglikli erkek ratlar ile ¢iftlestirilen disi ratlardan, her grup kendi iginden
randomize olacak sekilde 8 erkek yavru segilip alt gruplar olusturuldu. T. gondii ve
Alzheimer modelleri olusturulan annelerin diger yavrulart direkt olarak sakrifiye
edildi ve deney gruplarina alinmadi. F1 jenerasyon erkek yavrular 2-4 aylik oldugu
yetiskin donemde uzamsal bellek ve hafiza degerlendirilmesi yapilmak amaciyla
Barnes Labirent testlerine tabi tutuldu. Barnes Labirent testine tabi tutulan
yavrularin verileri ikili karsilastirma testi olan Man Whitney-U testi ile
degerlendirildi. Istatistik verilerine gére; Yavru Kontrol grubunun denek sayisi 8,
Yavru Alzheimer grubunun denek sayist 7, Yavru T. gondii grubunun denek sayisi
6, Yavru T. gondiil + Alzheimer2 grubunun denek sayisi 6 ve Yavru Alzheimerl
+ T. gondii2 grubunun denek sayis1 8’di (Tablo 4.3). Veriler 1s18inda Yavru Kontrol
grubunun yuvay1 bulma siiresi median (IQR) 5,75(3,55-9,02), Yavru Alzheimer
grubunun yuvayi bulma siiresi median (IQR) 32,70(21,0-40,0), Yavru T. gondii
grubunun yuvayi bulma siiresi median (IQR) 60(16,3-60), Yavru T. gondiil +
Alzheimer2 grubunun yuvayr bulma siiresi median (IQR) 50,10(33-60) ve Yavru
Alzheimerl + T. gondii2 grubunun yuvay1 bulma siiresi median (IQR) 6,10(3,3-
10,07) olarak bulundu (Tablo 4.3). Yavru T. gondii grubunun alt1 yavrudan dordi
(%66.6)’ s1 test sonlandiginda yuvayi bulamadi. Yavru T. gondiil + Alzheimer2
grup yavrulari ise benzer sekilde alt1 yavrudan {i¢ii (%50)° si test sonlandiginda
yuvay1 bulamadi. Man Whitney-U testine gore Yavru Kontrol grubunun yuvay1
bulma siiresi ile Yavru Alzheimer, Yavru T. gondii ve Yavru T. gondiil +
Alzheimer2 gruplarinin yuvayr bulma siirelerine gore istatistiki olarak anlaml
bulundu (p<0,005)(Grafik 4.2)(Tablo 4.4). Istatistik testine gore Yavru Kontrol
grubunun yuvayi bulma siiresi ile Yavru Alzheimerl + T. gondii2 grubunun yuvay1
bulma siireleriyle neredeyse benzer olup istatistiksel olarak aralarindaki fark
anlamsizd1 (p>.0,005)(Grafik 4.2)(Tablo 4.4)
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Yavru Sire(sn)

60,00

50,007

40,004

30,004

20,00

10,00

004

T T T T T
‘Yavru Kontrol ‘Yavru Alzheimer Yavru T.gondi  Yavru T.gondiil + Yavru Alzheimer1 +
Alzheimer2 T. gondii2

Yavru Gruplar

Grafik 4.2. Yavrularin Yuvay1 Bulma Siireleri (sn)
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8

6,83 501 250 16,60 5,75 3,55-9,02
7 30554 10,59 16,70 4190 32,70 21,0-40,0

6 4535 22,69 1550 60 60 16,3-60

6 47,33 14,27 29,70 60 50,10 33-60

8 660 392 230 1340 6,10 3,3-10,07

Tablo 4.3. Yavrularin Ratlarin Yuvayi Bulma Verileri

0,003* 0,004*

0,007* 0,89

0,003* 0,31 0,062 0,001*
0,007* 0,31 1 0,002*
0,004* 0,062 1 0,002*

0,89 0,001* 0,002* 0,002*

* Gruplarim gaprazlama olarak degerlendirilmesinde istatistiksel farki belirler.

Tablo 4.4. Yavru Ratlarin Mann-Whitney U Testi
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4.2 Histopatolojik Bulgular

AP kiimelenmelerinin ayirict tamisint  yapabilmek igin 06zel olarak
hazirlanmis beyin dokular1 Congo Red ile protokol siralamasina gore (Tablo 3.3)
boyandi. Amiloid saptanmasinda kullanilan boyama yontemi, anne gruplarinin
altindaki yavrular alindiktan sonra anne beyinlerindeki degisiklikleri incelemek i¢in
kullanildi. Yavru beyin dokulari ise 2-4 aylik donemde davranis testleri alindiktan
sonra beyindeki degisiklikleri incelemek icin kullanildi. Alzheimer modeli
olusturulan tiim annelerin yavrularindaki gruplarda AP kiimelenmelerinin oldugu
goriildii. AP kiimelenmeleri Congo Red boyamasi ile ayirici tant olarak gosterildi.
Floresan 151tk mikroskobisi yapilan doku ornekleri 40x objektifler ile
degerlendirildi. Anne alzheimer modelinin olusup olusmadigi 151k mikroskobide
(Fotograf 4.1) normal hiicrelerin pembe boyanmalar1 yanisira amiloid
birikmelerinin oldugu yerlerdeki hiicreler daha koyu kirmizi renkte boyandi
(Fotograf4.1). Ayirici tanisini yapabilmek i¢in anne modeli uygulanan hayvanlarin
floresan atagman ile parlama 6zelligi olan amiloid kiimelenmeleri (Fotograf 4.2)
gosterildi. Alzheimer model olusturulmus annelerin yavrularinda 2-4 aylik
donemdeki beyin dokularindaki amiloid kiimelenmeleri Congo Red boyama ile
gosterildi (Fotograf 4.3). Yavru ratlarin 2-4 aylik donemde beyinlerindeki beta
amiloid kiimelenmeleri floresan atagman ile mikroskobik olarak goriintiilendi
(Fotograf 4.4).

Fotograf 4.1. Anne Modelinin Olusup Olusmadiginin Congo Red Boyama Isik
Mikroskobik Kontrolii (x40)
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Fotograf 4.2. Anne Modelinin Floresan Atagmali Isik Mikroskobik Goriintiide
Beta Amiloid Plak Parlamalar: (x40)

Fotograf 4.3. Yavrularin Congo Red Boyamada Beta Amiloid Plaklarinin
varligiin Isik Mikroskobik Kontrolii(x40)
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Fotograf 4.4. Yavrularin Congo Red Boyamasi ile Florasan Atagmali Isik
Mikroskobik Goriintiide Beta Amiloid Plak Parlamalari(x40)
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Yavru ratlarin 2-4 aylik beyinlerinden aliman doku Orneklerine gore
hazirlanan preparatlarda Yavru Kontrol grubunun o6rneklem sayist 8, Yavru
Alzheimer grubunun 6rneklem sayisi 7, Yavru T. gondii grubunun 6rneklem sayisi
6, Yavru T. gondiil + Alzheimer2 grubunun Orneklem sayist 6 ve Yavru
Alzheimerl + T. gondii2 grubunun 6rneklem sayisi 8 olarak alindi (Tablo 4.6). AP
modeli olusturulmus annelerin yavrularimin yetiskin déonemde (2-4 aylik)
beyinlerindeki amiloid kiimelenmeleri 9%23,8 olarak bulundu (Tablo 4.7).
Kategorik verilere sahip preparatlarimiz, amiloid var veya yok olarak
degerlendirildiginden dolay: istatistiksel olarak Fisher test uygulandi ve p =0,13
oldugundan dolay1 istatistiki olarak gruplar arasindaki fark anlaml1 degildi ( Tablo
4.7).

Yavru Beyininde n Congo Red (+)
Yavru Kontrol 8 0

Yavru Alzheimer 7 1(%14,2)

Yavru T. gondii 6 0

Yavru T. gondiil + |6 2(%33,3)
Alzheimer2

Yavru Alzheimerl + |8 2(%25)

T. gondii2

Tablo 4.5. Yavru Ratlarin Congo Red Verileri

n Congo Red (+)
AB42 uygulanan 21 5(%23,8)
Uygulanmayan 14 0

Ficher excxt test p=0.069

Tablo 4.6. Yavru Ratlarin Congo Red Boyama Ficher Testi
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5. TARTISMA

Calismamizda Alzheimer hastaligi (AH) arastirmasi, patogenezinin
aydinlatilmasi ve hastaligin olusumunu engellemek i¢in yapilacak tedbirlerin veya
tedavilerin gelistirmesi asamasinda hayvan modelleri 6nemli yer tutmakta bu
nedenle disi ratlara AH modeli uygulanmistir. AH’ nda farkli deneysel modeller
bulunmaktadir. Transgenetik ailevi AH’1 hayvan modeli, kimyasal olarak
indiiklenen AH hayvan modeli ve dogal yaslanan hayvan modeli gibi ¢esitli
yontemler gelistirilmistir  (175). Presenilin-1 gen mutasyonu gibi spesifik
mutasyonlara sahip hayvan modellerinin olusturulmasi terapétik stratejilerin
gelistirilmesinde kullanilmistir (176). Diger bir transgenik fare modellerinde
SLC25A18' in gen ekspresyonu artis1 ve ailevi AH’ inda goriilen protein artis
calistlmistir (177). Transgenik fare modellerinin gelistirilmesi, amiloid-beta' nin
mitokondri ile etkilesimi gibi hastaligin farkli yonlerinin agiklanmasinda etkili
olmustur (178). Yine de insanlardaki AH ile deneysel hayvan modelleri yapisal
farkliliklar nedeni ile 6ngoriicii gegerliligi olmayabilir. Bu nedenle yeni deneysel
modellerin gelistirilmesine ihtiyag oldugu ileri siirilmektedir (179,180). Uzun
Oomiirlii Degu-Sicanlart gibi dogal hayvan modelleri yaslanma siireci ve sporadik
ge¢ baslangigli AH’ nin modelinde kullanilmistir (181). Hong ve ark. 2009 yilinda
AP42 oligomerlerini hedef alan spesifik molekiiller ile, AH” daki amiloid toksisitesi
azaltmistir (182). Selkoe ve ark. AH ile ilgi 25 yillik bilinenleri bir meta analizde
beyin dokusunda ¢oziinmeyen fibrillerden ziyade AP42 oligomerleri AH
patogenezindeki birincil toksik madde olarak saptandigini bildirmistir. Yine ayni
meta-analizde AH hastalarinin beyinlerinden elde edilen AB42 oligomerleri,
saglikli sicanlara enjekte edildiginde hafizay1 bozdugu ve AH’ inda gozlenen hafiza
eksikliklerine benzerlik gosterildigini bildirmistir (183).  Bizde g¢alismamizda
ozellikle sican ve fare gibi kemirgenlerde uzamsal bellek arastirmalarinda yaygin
olarak kullanilan bir yontem olan Barnes Labirent Testi ile degerlendirdik. Kontrol
grubuna gore AH grubunda istatistiksel anlamli olarak daha ge¢ platformu
bulmustur. Bellek fonksiyonlari uygulanan AB42 enjeksiyonundan etkilenmistir.
Song ve ark. ¢ozilinebilir AB42 oligomerleri oldukca toksik oldugunu ve sinaptik
islevlerde bozulmaya, ndronal hasara, biligsel fonksiyonlarda bozulmaya ve hafiza

kaybina yol a¢tigini dogrulamistir(184).
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Congo red boyasi, amiloid fibrillerine baglanma ve ayirt edici bir boyama
modeli olusturmaktadir(185). Zhang ve ark. congo redin APB1-42 fibrilleriyle
etkilesime girerek beta-amiloid ndrotoksisitesini inhibe ettigini ve sinir
dejenerasyonunu azaltabilecegini iddia etmistir. Ayrica, Zhang ve ark. AB1-42
fibrillerini hedefleyen ligandlara baglanarak AP1-42 fibrillerini tespit etme etkili
olabilecegini vurgulamistir(186).  Bizim  c¢alismamizda da AHM olarak
intrahipokampal olarak AP1-42 ¢ozeltisinin enjekte edilmesi ile olusturulmustur.
Model uygulanan annelerin 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin bozulmast kontrol
grubuna gore daha uzun siirede hedefi bulmasi yaninda AB1-42 proteini uygulanan
anne ratlarin beyin dokusunda Congo Red boyasi ile sonrasi direkt ve floresan
atagman mikroskopisinde plaklar izlenmesi modelin basar1 ile uygulandigini

gostermektedir.

Toxoplasma gondii parazitin konakg1 ile etkilesiminin gesitli yonlerini
arastirmak i¢in sican modellerini siklikla kullanilmistir. Bizim ¢alismamamizda da
T. gondii ile enfektif model olarak wistar cinsi siganlari tercih edilmistir. T. gondii
ile enfeksiyon, siganlarda takizoitlerin intraperitoneal enjeksiyonu ile
yapilmaktadir. Yiiksek dozda T. gondii takizoitleri (3 x 10°) ile enfekte edilen
sicanlarin enfeksiyonu konjenital olarak bulastirdigi, daha diisiik dozda (3 x 10%)
enfekte edilenlerin ise konjenital bulasma gostermedigi gozlemlenmistir (187). Bu
durum, siganlarda T. gondii enfeksiyonunun sonuglarini belirlemede ilk enfeksiyon
dozunun 6nemini vurgulamaktadir. Ayaz ve ark. 1x 10* T. gondii takizoitleri
intraperiteonal (ip) olarak uygulanarak olusturduklari enfeksiyon modelinde
yavrularda davranig testlerini degerlendirmislerdir (188). Calismamizda disi wistar
cinsi ratlara 1 ml hacimde 1.5x 10° T. gondii takizoitleri intraperiteonal (ip) olarak
uygulanarak enfeksiyon olusturulmus ve ardindan 20-25 giin bekleme siiresiyle
kan beyin bariyerinin gegerek beyne ulasmasi beklenmistir. Sonrasinda saglikl

erkek ratlar ile giftlestirilerek model gergeklestirilmistir.

Vyas ve ark. ve Mahmoudvand ve ark. kemirgenlerde T. gondii davranigsal
degisikliklere, anksiyete ve hafiza bozukluklarina sebep oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda T. gondii ile enfekte anneler barnes labirent testinde median (IQR)
34,8(21,6-57,0) saniyede yavas bir sekilde platformu bulurken kontrol grubu ¢ok
daha hizli bir sekilde 5,35(3,37-6,15) saniyede istatistiksel olarak anlamli bir fark
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ile platformu bulmustur. T. gondii enfeksiyonu Barnes labirent testi ile gosterilen
o0grenme fonksiyonlarini olumsuz etkilemistir. Corréa ve ark. Balb/c farelerinde T.
gondii enfekisyonun 140. giiniinde iki yonlii sakinma testi kisa siireli hafizada
kay1p oldugunu saptamistir (189). Vyas ve ark. long-evans cinsi ratlarda kedi idrar
ve kedi kokusundan sakinmay: da etkiledigi bildirmistir (190). Kronik olarak
enfekte farelerde 6grenme ve kisa donem hatiza bozukluklari olusturdugu, uzaysal
O0grenme ve hafiza kapasitesine zarar verdigi; bu etkinin akut donemde de
olusabilecegi gosterilmistir (191). Bu sonuglar c¢alismamiz sonuglarimizi
desteklemekte T. gondii ile enfekte annelerin platformu daha ge¢ bulmasi
enfeksiyonun 6grenme ve bellek fonksiyonlarini etkiledigini gostermektedir. T.
gondii konakg1 beyninde medial amigdalada epigenetik modiilasyona yol agarak
siganlarin avcidan kaginma davranisi azaltmakta ve kedi kokular i¢eren alanlarin
kesfinde sorunlara yol agmaktadir. T. gondii enfeksiyonu neofobik davranis
degisiklikleri ile iligkilendirilmistir (192). insanlarda T. gondii seropozitifligi ile
bilissel bozukluklar, intihar girisimleri ve insan davramisindaki degisiklikler
arasindaki iliskiler de ortaya konmustur (193,194). Hem gen¢lerde hem de
yaslilarda bireylerde hafiza, dil yeterliligi, yiiriitme islevi ve islem hiz1 gibi islevleri
etkileyerek biligsel bozukluklara yol agabilmektedir (195). Calismamizin

sonuglarina gore deneysel olarak da bilissel fonksiyonlari bozulma gosterilmistir.

Calismamizda T. gondii ile enfekte anneler AB1-42 ¢ozeltisi 4 pg/1 uL/taraf
bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile olusturulan AH modeli sonrasi anneler
Barnes labirent testine tabi tutulmustur. Her iki model uygulanmas: ile bu iki
hastalik arasindaki iligkiyi ve oOzellikle oOncelikli olarak zamanlamasinin
incelenmesi amaglanmistir.  T. gondii ile enfekte olup sonrasina AH modeli
uygulanan grubumuzun sonuglari, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
uzun siirelerde platformu bulmus ve 6grenme fonksiyonlari etkilenmistir. Ancak
istatistiksel anlamli olmayan farklarla sadece AH modeli uygulanan veya sadece T.
gondii enfeksiyonu olan gruplardan daha kisa bir zamanda platformu buldugu
goriilmistir. T. gondii enfeksiyonunun oOgrenme ve hafiza islevlerindeki
bozulmalarla ve Alzheimer hastaliginda gozlenenlere benzer sekilde artan
inflamatuar belirteg seviyeleriyle iliskili oldugunu gostermistir (196). T. gondii
enfeksiyonu, Alzheimer hastaligi gibi durumlarda biligsel bozukluklarm

alevlenmesiyle baglantilidir ve bu da ndroinflamatuar siireglerin gelistirilmesinde
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bir rol oldugunu disiindiirmektedir (197). Aksine bizim sonuglarimiz her iki
klinigin bir arda olmasimin modellerin tek tek uygulanmasindan daha olumlu
oldugunu gostermistir. Yani kontrole gore uzun ama tek modellere gore yuvay1
bulmada kisa siireler izlenmistir. Iki klinigin bir arada olmas1 hastaliklarin olumsuz
etkisini hafifletebilecegini 6n gdérmemize sebep olmustur. Bu sonuglara gore
kullanilan T. gondii suslar1 etki edebilir. Calismamizda RH susu kullanilmis olup
bizim sonuglarimizi bu sus olumlu etkilemistir. Galeh ve ark. PRU ve VEG
suslarinin AH klinigine olumlu etkilediginin bildirirken RH susunun klinigi
olumsuz etkiledigini iddia etmistir. Bizim kullandigimiz sus ile ilgi olarak aksi

goriis bildirmistir (198).

Alzheimer modeli i¢in AP1-42 ¢ozeltisi 4 pg/l pL/taraf bilateral
intrahipokampal enjeksiyonu yapilan anneler T. gondii ile enfekte edildiginde
median (IQR) 6,4( 3,35-9,8) sn gibi ¢ok kisa bir siirede platforma ulagsmistir.
Kontrol grubu ise 5,35(3,37-6,15) saniyede platforma ulasmis ve aralarinda
istatiksel bir fark saptanmamistir. Bu sonuglara gore AH’ da T. gondii enfeksiyonu
klinik seyri olumlu olarak degistirmistir. Ustelik zamanlama olarak . T.gondii ile
enfekte olup sonrasina AH modeli uygulanan grubumuzun sonuglarindan da
istatiksel olarak anlamli fark ile kisa siireler Ol¢lilmiistiir. Shin ve ark. C57BL6
5XFAD susu fareleri T. gondii ME49 kistleri enfekte edilip farkli zamanlarda beyin
dokularini incelemistir. Bu ¢alismada beyin dokusundan total RNA izolesyonu ve
real time PCR kullanilarak gen ekspresyon analizi, mikroglia ve amiloid plaklarini
immiinofloresan boyama histopatolojik inceleme ile korteks ve hipokampiisteki
mikroglia fenotipi, miktar1 ve mikroglial fagositoz degerlendirilmistir. Kronik T.
gondii enfeksiyonun {i¢ haftasindan itibaren mikroglial belirteg olan IBATI ile ve
TMEMI119 ile boyanmis hiicrelerde artisla mikroglial proliferasyon gézlenmistir.
T. gondii ile enfekte AH model fareleri, enfekte olmayan AH farelerine kiyasla
amiloid plak yiikiinde 6nemli bir azalma saptanmistir. Mikroglial hiicreler hem AH
hem de T. gondii ile enfekte AH gruplarinda amiloid plaklarin etrafinda birikmistir
ve enfekte grupta daha fazla sayida mikroglia hiicresi gézlenmistir. AH modeli T.
gondii enfekte grubunda IL-1b, TNF-a ve M1 gibi mikroglial aktivasyonu uyaran
belirtegleri yiiksek ve amiloid plak yiikiinii azalttig1 bildirilmistir. Kronik T. gondii
enfeksiyonu, AHM farelerde homeostatik mikroglia artist buna bagl olarak
amiloid plak yiikiinii azalmaya yol agmistir (199). Bu c¢alismada agiklanan
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fizyopatalojik stirecler, bizim davranis testlerimizdeki iki klinigin bir ara oldugunda

daha iyi sonuglar elde etmemizi desteklemektedir.

Annenin yasam tarzi, beslenme egzersiz ve hastaliklar1 yavru sagliginin
sekillenmesinde 6nemli bir roller oynamaktadir. Calismamizda AHM olusturulan
annelerin yavrulari median(IQR) 32.7(21,0-40,0) saniyede platforma ulagmis olup
bu kontrol grubu annelerin yavrularinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. AH modeli uygulanan annelerin kontrol gruplar1 ile yavrularin
kontrol gruplar ile benzer bir sonugla 6grenmenin bozuldugu saptanmistir. AH
modelinin F1 yavrularda etkisini inceleyen litearatiire rastlanmamistir. Ancak
transgentik 3xTg-AD fare modeli, Alzheimer hastaligini ve bunun yavrular
tizerindeki potansiyel etkilerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(200). Bu model hem plak hem de tau patolojisi sergilediginden, diyet
degisiklikleri de dahil olmak {izere ¢esitli miidahalelerin AH iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in ideal bir modeldir (201). Zhou ve ark. Uzamsal 6grenme ve hafizay1
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan Moris water maze testinde, 3xTg-AD
fareleri bozulmus 6grenme ve hafiza davranisi sergiledigini bildirmistir (202).
Benzer sekilde, Aloni ve ark. uzamsal 6grenmeyi ve hafizada tutmay1 6l¢en Barnes
labirent testinde, 3xTg-AD fareler uzamsal hafizada eksikliklerini gdstermistir
(203). Peng ve ark. dantrolen tedavisinin 3xTg-AD farelerinde biligsel gerilemeyi
ve noropatolojiyi iyilestirmistir (204). Benzer sekilde Ryou ve ark. aralikli hipoksi
egitiminin 3xTg-AD farelerde uzamsal Ogrenme-hafiza gerilemesini 6nledigi
gostermis ve biligsel bozukluklarin azaltilmasinda farmakolojik olmayan
miidahalelerin rolii olabilecegini iddia etmistir (205). Bu genetik modeller disinda
cevresel ve epigenetik etkilenmeler de olabilecektir. Bartra ve ark. ¢6ziiniir epoksit
hidrolaz inhibitorii N-[1-(1-oksopropil)-4-piperidinil]-N'-[4-(triflorometoksi)fenil]
tire (TPPU) gibi noroprotektif ajanlarla annenin tedavisinin yavrularda hafiza
kaybin1 ve Alzheimer hastalig1 patolojisini Onleyen veya geciktiren epigenetik
degisiklikleri tetikleyebilecegini gostermistir (206). Caligmalarin bir ¢ogu trans
genetik 3xTg-AD farelerde yapilmis olmasi ve yavrularin aym genetik soydan
gelmesi ve hastaligl tasimasi nedeniyle barnes testi gibi 6grenme testlerini dogal
olarak olumsuz etkileyecektir. Calismamizda anneye uygulanan modelin yavru
ogrenme ve bellek fonksiyonlarina etkisi direk sdylemek miimkiin degildir. Ancak

anneye uygulanan AP1-42 ¢ozeltisisin gebelikteki noroinflamasyonu tetikleyerek
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veya diger epigenetik faktorleri etkileyerek yavruda Alzheimer fizyopatolojisinde

etkili olabilecegini ve 6grenmeyi etkileyebilecektir.

Konjenital toksoplazmozis fetiisler iizerinde bir¢ok anomalilere yol agip
enfeksiyona neden olmaktadir. Konjenital toksoplazmozun deneysel modelleri, T.
gondii’ nin Kistlerinin veya takizoitlerinin oral veya intraperitoneal verilmesi ile
hayvanlar1 enfekte ederek modeller gelistirilmistir. Fare modelleri, kisa gebelik
siresi ve insan konjenital toksoplazmozise benzer ozellikleri ile yaygin olarak
kullanilmakta farkli T. gondii suslarinin fetiislere bulagsma oranini degerlendirmesi
ve kronik enfeksiyon lizerine koruyucu etkileri gibi arastirmalar yapilabilmektedir
(207,208). Konjenital toksoplazmozis annenin immiinolojik durumundan, parazit
virilansindan ~ ve  gebelik  sirasinda  enfeksiyonun  zamanlamasindan
etkilenmektedir. Calismamizda saglikli disiler kullanilmis ve bu disiler T. gondii
RH susu ile enfekte edilmistir. Barnes labirent testi sonuglarinda en uzun siire ile T.
gondii enfekte annenin yavrulari en kotii sonuglart gostermistir. Alti yavrunun
dordii (%66.6) platformu bulamamigtir. Ayaz ve ark. ebeveynlerde T. gondii susu
ile enfekte edilerek yavrularda art1 labirent ve agik alan testlerinde anksiyete ve
hareketlilik diizeylerini incelemisler ve kronik T. gondii enfeksiyonu olan disi
sicanlar, erkek yavrularda artmis anksiyete ve azalmis lokomotor aktivite
gosterirken, erkek yavrularda artmis hareketlilik ve disi yavrularda azalmis
anksiyete ve depresyon saptamistir. Ancak Morris Su Labirenti Testi, ¢alismadaki
tim gruplar arasinda anlamli farkliliklar géstermemistir (188). Morris su labirent
testi, barnes labirent testi gibi 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 degerlendirmede
kullanilmakta olup gruplar arasi fark olmamasi bizim c¢alismamizdan farkli bir

sonu¢ dogurmustur.

Calismamizda T. gondii grubunda alt1 yavrunun doérdii (%66) 60 saniyeden
daha uzun siirede platformu bulamamis ve test sonlandirilmisken median(IQR)
60(16,3-60)saniye siire tespit edilmis, T. Gondiil + Alzheimer2 grubunda alti
yavrunun ii¢li (%50) platformu bulamamis 50,1(33-60) saniye siire tespit edilmistir.
Kontrol grubu ve Alzheimerl + T. Gondii2 gruplar istatistiksel anlamli farkla ¢ok
daha kisa siirede platformu bulmustur. Uygulanan T. gondii RH susu ile ciddi olarak
ogrenme ve bellek fonksiyonlarmin etkilendigi goriilmiistiir. T. gondii konakg1

beyninde medial amigdalada epigenetik modiilasyona yol agarak si¢anlarin
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avcidan kaginma davranisi azaltmakta ve kedi kokular1 igeren alanlarin kesfinde
sorunlara yol agmaktadir. T. gondii enfeksiyonu neofobik davranis degisiklikleri
ile iligkilendirilmistir (192). Ancak deneysel ¢aligmalarda spesifik parazit kaynakli
davranis degisiklikleri, ara konagin cinsiyetine bagl olarak degistigi gézlenmistir.
Ayrica klinik fenotip ve AH ilerlemesinde cinsiyet farkliliklar1 oldugu da
bildirmistir (209,210). Cinsiyetler arasinda amiloid-f seviyeleri farklilik gostermez,
ancak kadinlarda AH tanis1 sonrasi beyin atrofisi, bilissel fonksiyonlarda hizli bir

gerileme gozlenmistir (211). Calismamizda cinsiyetin sonuglara etkisi olamamasi

icin sadece erkek yavru ratlarda calisilmistir.

Alzheimer, T. gondii, T.gondiil+Alzheimer2 gruplarinin aksine kontrol
grubuna benzer sonuglari ile ¢alismamizin en 6nemli grubu olmustur. Kontrol
grubu median(IQR) 5.75(3,55-9,02) saniyede, Alzheimerl+T.gondii2 grubu
6.1(3,3-10,07) saniyede ¢ok benzer siirelerde platforumu bulmuslar ve aralarinda
istatistiksel fark saptanmamistir. Kontrol grubuna bu kadar yakin olmast AH
modelinin olumsuz etkilerine tolerans gelismesine neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Alzheimer hastaligi  modellerinde kronik T. gondii
enfeksiyonunun mikroglia artisi buna baglh olarak amiloid plak yiikiinli azalmayla
tolerans gelisiminde etkili olabilecegi bildirilmistir (199). T. gondii enfeksiyonunun
beyin dokularinda inflamatuar aracilarin, anti-inflamatuar sitokinleri, ndronal
hasart ve [-amiloid plak birikimini etkileyerek ndéronal dejenerasyonu
engelleyebildigini ve Alzheimer hastaliginin fare modelinde 6grenme ve hafiza
bozukluklarin1 hafifletebildigi ve noroprotektif etkilerin de olabilecegi
gosterilmistir (212,213). T. gondii enfeksiyonunun noéronal hasari arttirabilecegi,
hafiza bozukluguna katkida bulunabilecegi Alzheimer hastaliginin ilerlemesinde
bir risk faktorii olabilecegini bildiren calismalarin yaninda tam aksi goriislerde
mevcuttur (214). Bizim ¢alismamiz da aksi yonde sonuglanmistir. Bu durum,
Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif durumlarda ndrogenez, ndronal fonksiyon
ve bilissel sonuclar arasindaki karmasik etkilesimi vurgulamaktadir. AHM once
uygulanip sonrasinda T. gondii ile enfekte ettigimiz ratlar ¢ok daha kisa siirede
hedefi buldugu i¢in 6grenme fonksiyonlar1 daha iyi olarak yorumlanmistir. Kontrol

grubu ile hedefi bulma siirelerinde istatistiksel fark saptanmamastir.
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Kronik T. gondii modeli olusturulan farelerde 40. Giin tiroin seviyelerinde
azalma ve dopamin seviyelerinde artma saptanmasi ile norotransmitter diizeylerini
etkiledigi gosterilmistir (215). Yetiskin zebra baligina (Danio rerio) okadaik asit
(OKA) uygulanarak olusturulan modelde ortaya ¢ikan davranissal ve nérokimyasal
degisiklikler degerlendirmis olup kontrole gore dopamin seviyeleri 3 te 1 olarak
diistiik bulunmustur (216). T. gondii " nin dopamin biyosentezinde yer alan enzimleri
kodlayan genleri barindirarak enfeksiyon sirasinda dopamin seviyelerinde bir artiga
yol agtig1 bildirilmistir (217). T. gondii’ nin, mikroRNA diizensizligi ve enfeksiyon
sirasinda dopamin sentezinde aromatik amino asit hidroksilazlarin rolii ile dopamin
sentezini etkiledigi bildirilmistir (217). T. gondii dopamin metabolizmasini
etkileme yetenegi ile ndrotransmiter seviyeleri ve davraniglar1 degistirebilmektedir.
AH bulunan bireylerde de postmortem beyin striatum, amigdala, substantia nigra,
singulat girus ve raphe ¢ekirdeginde temporal kortekste kontrollere kiyasla daha
diisitk dopamim seviyesi i¢erdigini ancak frontal kortekste dopamin seviyelerinin
korundugu gosterilmistir. Postmortem AH hastalarinin  striatumunda D2
reseptorlerin yogunlugunun, ayni yastaki kontrollere goére az oldugu bulunmus
ancak D1 reseptorleri ( D1 ve D5 ) inceleyen ¢aligmalarda frontal korteks veya
striatumdaki aynm1 yastaki kontroller arasinda bu reseptorlerin yogunluklar
agisindan anlaml bir fark olmadigini bulmustur (218). Invivo calismalarda ise
pozitif emisyon tomografisi ile isaretli D2 antagonisti kullanilarak yapilan
incelmede D2 reseptor diizeylerinin AH da azaldigi bulunmustur (218,219).
Caligmamizda annelerde T. gondii ve AHM’ nin beraber uygulandigi gruplarda tek
tek T. gondii ve AHM uygulanan gruplara gore daha iyi bilissel performans
gozlenmistir. Bu iki klinigin birlikteliginin erigkin beyninde olumlu etkisinin sebebi
dopamin metabolizmasindaki zit etkilesim olabilir. IL-12 T. gondii enfeksiyonu
sirasinda NK hiicrelerini ile IL-10 {iretimini uyararak immun cevapta énemli rolil
oldugu bildirilmistir (220). IL-12, T. gondii enfeksiyonuna kars1 direnci ve asi
etkinligini arttirmada veya bir tedavi secenegi olabilecegi konusunda 6nemli bir
potansiyele sahip olabilecegi literatiirde yer almaktadir (221). Alzheimer hastaligi
fare modelinde mikroglialar araciligiyla interlokin-12 (IL-12) ve IL-23 alt birimi
p40' i Gretiminin arttigini tespit edilmistir (222). Bu etkinin farkli yontemler ile
azaltilmas1 Alzheimer hastaliginin biligsel olumsuz etkilerini ortadan kaldirmstir.
IL12 artis1 T. gondii’ ye direngte rol alirken AH da ise biligssel fonksiyonlarin

olumsuz etkilemektedir. Bu bilgilere gore her iki klinigin bir arada olmasi biligsel
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fonksiyonlar1 olumuz etkiyecegini diisiindiirse de bizim deneklerimizde her iki
modeli bir arada oldugu gruplarin biligsel fonksiyonlar1 her iki klinigin tek oldugu

gruplardan daha iyi tespit edilmistir.

Benzer sekilde baska bir norotransmiter olan GABA ile ilgili ¢alismalarda,
T. gondii enfeksiyonlarinin, beyinde GABA sentezini katalize eden glutamik asit
dekarboksilaz 67 (GAD67) gibi norotransmiter sentezinde yer alan anahtar
enzimlerin dagilminda kiiresel degisiklikler yaptigin1 gostermistir (223).
Toxoplasma gondii ile enfekte olmus glial hiicreler tarafindan salgilanan GABA,
parankimal hiicreler lizerinde gog etkisi olusturabilmektedir. Toxoplasma gondii
enfeksiyonu GABA seviyelerini lokal olarak modiile ederek noronal fonksiyonlari
degistirebilmektedir. Lokositler, mikroglia ve T hiicreleri arasinda hizli parazit
transferiyle beyin parankimine ulasmaktadir. Dolayisiyla, enfekte hiicreler
tarafindan GABA {iiretimi varsayimsal olarak yeni konak hiicreleri ¢eken bir sinyal
gorevi gormektedir (224,225).  Noronlar ve astrositler, ndrotransmisyonu
stirdiirmek i¢in gerekli olan glutamat/GABA-glutamin dongiisiinii siirdiiriir. AH™1
seyrinde astrositler, glutamat/GABA-glutamin  dongiisi. de degisiklige
ugramaktadir. Bu dongiide ve astrosit fonksiyonunda ve metabolizmasinda
anlagilmayan  noktalar ~ mevcuttur.  Sonugta  glutamat/GABA-glutamin
dongiisiindeki  degisikliler AH’ 1ndaki sinaptik islev bozukluguna ve
norodejenerasyona katkida bulunmaktadir (226,227). Hem T. gondii
enfeksiyonunda hem de AH da nérotransmitter fonksiyonlar1 etkilenmekte ve

yeniden sekillenmektedir.

Calismamizda olusturulan gruplarda Barnes Labirent Testi hem anne hem
de yavrularda ¢alisilmistir. T. gondii ve Alzheimer birlikte olan modellerde beyin
dokusu iizerinde GABA, Dopamin gibi noérotramitter diizeyleri veya bu
ndrotransmitterlerin gen expresyonu ¢alisilmamistir. Iimmiinhistokimyasal boyama
ve parankimal degisiklikler ve hiicre sayilarida degerlendirilmemistir. Bunlar
caligmamizin kisith yonleri olup gelecekte farkli dlgiit ve belirtegler ile daha derin

aragtirmalarin yapilabilecegini de ortaya konmustur.

Sonug olarak, T. gondii ile enfekte bireylerde AH seyri enfekte olmayan
bireylere gore farkli seyir gostermistir. Ancak ilging olarak AH olan bireylerin T.

gondii ile sonradan enfekte olmasi biligsel fonksiyonlarin korunmasinda etkili
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olmustur. Alzheimer hastaliginda T. gondii enfeksiyonu hastaligin seyrini

degistirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alzheimer Hastaligi yaslanan diinya niifusunda insidansi artarak halk
saglig1 sorunu haline gelmektedir. Diger yandan toksoplasmoz tiim diinyada yaygin
goriilen bir paraziter enfeksiyondur. Calismamizda deneysel olarak ratlarda
olusturulmus T. gondii modeli ve Alzheimer Hastaligi AB1-42 modelinin iligkisi ve
bir alt kusak F1 yavrular tizerine etkileri Barnes Labirenti Testi ile gorsel-uzamsal
ogrenme ve bellek fonksiyonlarindaki etkilenme ve ndron hiicreleri arasindaki beta
amiloid kiimelenmelerin congo red boyama yontemine gore degerlendirilmistir.

1)  Anneratlarda T. gondii modeli ve AHM olusturulmustur. Barnes labirent test
sonuclar1 kontrol annelerle istatistiksel olarak anlamli fark ile daha uzun siirelerde
testi tamamlamistir.  Her iki modelde gorsel-uzamsal 6grenme ve bellek
fonksiyonlarin1 olumsuz etkilemistir. AH modeli uygulanan ratlarda amiloid
plaklar congo red boyasi ile boyanarak beyin dokusunda gdsterilmistir.

2)  Toxoplasma gondii enfekte annelere AB1-42 enjeksiyonu sonrasi olusturulan
modelde anne ratlar barnes labirent test sonuglar1 kontrol gurubuna gore ¢ok daha
uzun siirede testi tamamlamis ve istatistiksel fark saptanmistir. Ancak yalniz T.
gondii veya yalniz AH modeline gore istatistiksel fark olmasa da daha kisa siirede
platformu bulmustur.

3) AP1-42 enjeksiyonu ile AH modeli olusturulduktan sonra T.gondii
enfeksiyonu yapilan anneler kontrol grubuna benzer siirelerde testi tamamlamistir.
Kontrol grubu ile istatistiksel fark saptanmamis olup AH klinigi iizerine gelisen
toksoplasmoz AH seyrini olumlu yonde degistirmistir. Bu sonuclar literatiir
esliginde tartisilmastir.

4)  Tum gruplarda erkek yavrular Barnes Labirent Testi’ ne tabi tutulmustur.
Konjenital toksoplasmoz gelisen beyin dokusunda agir sekellere neden olan bir
parazitoz olarak bilinmektedir. T. gondii ve T. gondiil+Alzheimer2 grubunda sirasi
ile %66,6 ve %50 yavru testi istenilen siirede testi tamamlayamamustir.

5)  Alzheimer Hastaligi gruplarinin yavrularinda da etkilenmenin oldugu
goriilmiistiir. AH genetik oldugu kadar toksik c¢evre kosullarindan da
etkilenebilecegi ve bu etkilenmenin yavrulart da etkileyebilecegini

diistindiirmiistiir.
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6) F1 jenerasyon erkek yavrularin gelisen beyinlerini etkileyen hastalik
modellerinin T. gondii ile enfekte modelin iizerine Alzheimer Hastaligi modelinin
uygulanmasi konjenital toksoplazmanin kotii klinik tizerine bir etkisi olmamustir.
7)  Alzheimer Hastaligi modelinin uygulanip sonrasinda T. gondii ile enfekte
edilen annelerin F1 jenerasyon erkek yavrularinda tipki annelerindeki gibi kontrol
grubuna yakin siirelerde barnes labirent testini tamamlamustir.

8) AH ve T. gondii birlikte olan kliniklerde, hangi klinigin siirecte dnce yer
aldig1 norodejenaratif seyri davranigsal olarak tamami ile degistirmektedir. Bu
sonuglar1 agiklamak tizere literatlir degerlendirildiginde mikroglia aktivasyonun
amiloid plaklarin gelisiminde ve ortamdan uzaklastirilmasinda etkili olabilecegi,
her iki klinigin dopamin ve GABA gibi nérotransmitter iizerine zit etkiler
bildirilmistir.

9) Calismamizin eksik yonleri olarak T. gondii ve Alzheimer birlikte olan
modellerde beyin dokusu lizerinde GABA, Dopamin gibi ndrotramitter diizeyleri
veya bu norotransmitterlerin gen expresyonu ¢alisilmamistir. Calismamizin
kisitliliklart olarak TAU ve AB1-42 gibi belirtegler immiinhistokimyasal boyama
ile veya  parankimal degisiklikler, noron, mikroglial hiicre sayilar1 da
degerlendirilememistir. Yavru beyin dokularinda sadece congo red boyasi disinda
TAU ve AB1-42 gibi belirte¢ler immiinhistokimyasal veya westen blot, HPLC ile
Olclilememistir. Bunlar calismamizin kisitli yonleri olup gelecekte farkli dlgiit ve
belirtecler ile daha derin arastirmalarin yapilabilecegini de ortaya konmustur.
Ayrica model olarak gibi AH tasiyan 3xTg-AD transgenetik fareler kullanilarak
Toxoplasma gondii enfeksiyonun etkilisi incelenebilir.

10) Sonug olarak, T. gondii ile enfekte ratlarda Alzheimer hastaligi seyri enfekte
olmayan ratlara gore farkli seyir gdstermistir. Ancak ilging olarak Alzheimer
hastalig1 olan ratlarin T. gondii ile sonradan enfekte olmasi bilissel fonksiyonlarin
korunmasinda etkili olmustur.

11) Alzheimer hastaliginda T. gondii enfeksiyonu hastaligin  seyrini
degistirmektedir. Her iki hastaligin birlikteligi siireclere bagli norolojik defisite

tolerans gosterebilecegi sonucuna varilmaistir.
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