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OZET

Toxoplasma gondii, immuin sistemi baskilanmis kisiler ile AIDS hastalarinda reaktivasyonlara ve
toksoplazmik ensefalit gibi ciddi klinik tablolara neden olabilmektedir. Yiiksek riskli hasta gruplarinda
toksoplazmoz tedavisinde cesitli protokoller uygulanmakla birlikte, 6zellikle AIDS hastalarinda reakti-
vasyon riski nedeniyle profilaksiye hayat boyu devam edilmesi, istenmeyen etkilere yol acabilmektedir.
Atovakuon, yan etkileri az ve toksoplazmoza karsi etkili oldugu bilinen antiprotozoal bir ajandir. Diger
taraftan, imminomodaiilatér ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bilinen Astragalus membranaceus
kok ekstresinin (AmE), basta makrofajlar olmak tizere fagositer hiicrelerin proliferasyon ve aktivasyonunu
artirmak ve Th1 tipi yaniti indiiklemek suretiyle immiin sistemi gticlendirdigi gosterilmistir. Bu calismada,
deneysel olarak T.gondii ile enfekte edilen farelerde, atovakuon ile AmE’nin ayri ayri ve kombine olarak
uygulanmasinin tedavideki etkinliginin ve IL-2, IL-12, IFN-y diizeyleri Gzerindeki etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bunun icin, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayt ile her biri sekiz BALB/c tipi fareden olusan
dort deney grubu olusturulmus ve tiim fareler T.gondii RH susu ile enfekte edilmistir. Enfeksiyon, farelere
2 x 10*/ml trofozoit iceren siispansiyondan intraperitoneal enjeksiyon yolu ile 0.5 ml verilerek olustu-
rulmustur. Enfeksiyondan 24 saat sonra, kontrol grubu disinda, atovakuon grubuna 100 mg/kg/giin
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atovakuon; astragalus grubuna 0.075 mg/g AmE; atovakuon + astragalus (Ato + Astra) grubuna ise 100
mg/kg/glin atovakuon ve 0.075 mg/gr AmE birlikte oral gavaj yolu ile verilmis ve bu uygulamalara yedi
gln sireyle devam edilmistir. Sekizinci giinde tiim fareler uyutularak periton sivilari alinmis ve Thoma
laminda sayim yapilarak 1 ml’deki trofozoit sayilari belirlenmistir. Ayrica hayvanlarin kalp kanlari alinarak,
serum Orneklerinde IL-2, IL-12 ve IFN-y diizeyleri ticari ELISA (eBioscience, Avusturya) kitleri kullanilarak
belirlenmistir. Ato + Astra kombinasyon grubunda saptanan ortalama trofozoit sayisi; kontrol, atovakuon
ve astragalus gruplarindaki trofozoit sayilarina gére anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p< 0.05). Ayni
zamanda atovakuon ve astragalus gruplarindaki trofozoit sayilari da kontrol grubuna gore anlamli dere-
cede disuktir (p< 0.05). Astragalus grubunun IL-2 diizeyi, atovakuon, Ato + Astra ve kontrol gruplarina
gore anlaml derecede yiiksek bulunurken (p< 0.05); Ato + Astra grubunun IL-2 dizeyi diger l¢ gruba
gore anlaml olclide diistik olarak saptanmistir (p< 0.05). Atovakuon, astragalus ve kontrol gruplarinin
IL-12 dizeyleri; Ato + Astra kombinasyon grubuna gore anlaml dizeyde yuksek olarak izlenmistir (p<
0.05). IFN-y dlzeyleri degerlendirildiginde ise; atovakuon ve Ato + Astra gruplarindaki IFN-y diizeyleri-
nin kontrol grubuna gore anlaml derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p< 0.05). Ulasilabilen literatdr
taramalari 1s1ginda, akut toksoplazmozun tedavisinde atovakuon + AmE kombinasyonu etkinliginin ince-
lendigi ilk arastirma olan ¢alismamizin bulgulari, bu iki madde arasinda bir sinerji oldugu fikrini vermistir.
Sonug olarak, bulgularimizin yapilacak ileri arastirmalar ile desteklenmesi halinde, toksoplazmoz yoniin-
den riskli olan AIDS gibi immiin yetmezlikli hastalarda bu kombinasyonun tedavide denenme potansiyeli
olabilecegi distinulmustar.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii; Astragalus membranaceus; atovakuon; tedavi; IL-2; IL-12; [FN-y.

ABSTRACT

Reactivation of Toxoplasma gondii infections and serious clinical manifestations such as encephalitis
may develop in immunocompromised subjects and AIDS patients. Different protocols are used for
the treatment of toxoplasmosis in high-risk patient groups, however life-long prophylactic therapy
against reactivation risk in AIDS patients may lead to several undesired results. Atovaquone is an effec-
tive antiprotozoal agent against toxoplasmosis with minor side effects. On the other hand, Astragalus
membranaceus root extract (AmE) has been shown to have immunomodulatory and antimicrobial
activities, empowering immunity by enhancing proliferation and activation of phagocytic cells mainly
macrophages, and inducing Th1 type immune response. The aim of this study was to investigate the
effectiveness of atovaquone alone and in combination with AmE, in the treatment of toxoplasmosis,
and on the levels of IL-2, IL-12 and IFN-y in experimentally infected mice with T.gondii. For this purpose,
four experimental groups, each consisting of eight BALB/c mice, were set with the approval of Ethics
Committee for the Animal Experiments. All the mice were infected with 0.5 ml of a suspension contain-
ing 2 x 10*/ml trophozoites prepared from T.gondii RH strain by intraperitoneal injection. Twenty-four
hours after the infection, atovaquone (100 mg/kg/day) was given to atovaquone group, AmE (0.075
mg/g) to astragalus group and atovaquone (100 mg/kg/day) plus AmE (0.075 mg/g) to Atovaquone
+ Astragalus (Ato + Astra) group by oral gavage. The mice in the fourth group, which was the control
group, were all infected but untreated. The above administrations were carried out for seven days. On
the 8™ day peritoneal fluids of mice were collected under anaesthesia and trophozoite numbers per 1
ml were detected by counting on the Thoma slide. In addition, the heart bloods of mice were drawn
and IL-2, IL-12, IFN-y levels were determined in serum samples by using commercial ELISA kits (eBiosci-
ence, Austria). The mean number of trophozoites in Ato + Astra group was found significantly lower
than the number of trophozoites in the other three groups (p< 0.05). The number of trophozoites in the
atovaquone and astragalus groups were found significantly lower than the number of trophozoites in
the control group (p< 0.05). There was a significant increase in IL-2 levels of astragalus group compared
with the other three groups, in addition when IL-2 levels of Ato + Astra group were compared with ones
in other three groups, a significant decrease was noticed (p< 0.05). There was a definite increase in IL-12
levels of atovaquone, astragalus and the control groups compared to those in Ato + Astra group (p<
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0.05). A significant increase was found in IFN-y levels in atovaquone and Ato + Astra groups compared
with those in the control group (p< 0.05). Within the reach of our literature survey, this study was the
first research in which the effectiveness of the combination of atovaquone and AmE was investigated
in the treatment of acute toxoplasmosis. The results of our study suggested that there might be a
synergy between atovaquone and AmE in the treatment of acute toxoplasmosis. In case these results
are supported by further studies, atovaquone and AmE combination may have a potential to be used
for therapy in immunocompromized patients such as AIDS patients who have a risk for toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii; Astragalus membranaceus; atovaquone; therapy; IL-2; IL-12; IFN-y.

GiRis

Toksoplazmoz, diinyada yaygin olarak bulunan Toxoplasma gondii'nin; insan, cesitli
memeli hayvanlar ve kuslarda, niikleusu olan her hiicreye yerlesebilmesiyle olusan bir
enfeksiyondur. Saglikh bireylerde T.gondii enfeksiyonlarinin genellikle asemptomatik
seyrettigi, bununla birlikte hastalarin %10-20’sinde akut enfeksiyon seklinde goraldigu
bilinmektedir'. Ulkemizin farkli merkezlerinde yapilan calismalarda seropozitiflik oran-
larinin 928.2-57.6 arasinda degiskenlik gosterdigi saptanmistir’>. insana bulasma;
T.gondii doku Kkistleri iceren etlerin ¢ig veya az pismis olarak yenilmesi, kedi diskisiyla
atilan ookistler ile kontamine su ya da gidalarin sindirim yoluyla alinmasiyla olur. Ayrica
hamilelik doneminde anneden fetiise konjenital olarak, tam kan tranflizyonu, organ
transplantasyonu gibi cok cesitli yollarla da bulas olabilir. insanda 6zellikle kas, g6z ve
beyin gibi organ ve dokularda doku kistleri ortaya cikabilmektedir'. AIDS hastalarinda
ve immin yetmezIligi olan hastalarda gorilen toksoplazmoz ise toksoplazmik ensefalite
neden olmakta ve &liimle sonlanabilmektedir. immiin yetmezlikli hastalarda reaktivasyo-
na karsi kullanilan ve hayat boyu devam eden profilaksi, yan etkileri nedeniyle hastanin
yasam kalitesini bozmaktadir®.

Toksoplazmoza kargl konak savunmasinda hiicresel ve hiimoral immun yanit birlikte
rol oynamakta ve hem insan hem de hayvanlarda akut toksoplazmoza karsi direncte
NK ve Th1 hiicreleri ile antikorlarin énem tasidigi bilinmektedir’. Bu hiicrelerin etkileri;
interlokin (IL)-1, IL-2, IL-12, interferon-gama (IFN-y) ve timor nekroz faktord (TNF)-o
gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilamalari sonucu ortaya cikar’-%. Yapilan calismalarda
toksoplazmoza karsi en etkili sitokinin IFN-y oldugu; IFN-y etkisiyle IL-12, IL-2 ve IL-7
sitokinlerinin de indirekt olarak salgilandigi ve toksoplazmoza karsi koruyucu etkilerinin
oldugu gésterilmistir®.

Atovakuon gunimizde “anti-protozoal” etkisi i¢in kullanilan naftakinon yapisinda
antiparaziter bir ajandir. Kemik iligi baskilanmasi veya gastrointestinal floranin bozul-
masi gibi ciddi yan etkileri bildirilmemistir ve olusan yan etkilerin ise tedavi siirecinde
kendiliginden kayboldugu rapor edilmistir'®. Giivenli bir profilinin olmasi, oral yolla
kullanilabilmesi, hepatik metabolizasyonunun olmamasi ve yiksek protein baglanma
ozelligi dnemli avantajlari olarak goriilmektedir''. Atovakuon, deney hayvanlari iizerinde
T.gondii trofozoitleri ile doku kistlerine karsi etkili bulunurken, primetamin, silfadiazin,
klindamisin gibi ilaclarla kombine edildiginde ise daha etkin oldugu belirlenmistir'2.
Atovakuon ile kombine olarak kullanilan Astragalus membranaceus ise, geleneksel Cin
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tibbinda yiizyillardir immiin sistemi kuvvetlendirmek icin kullanilan bir bitkidir'3. Yapilan
in vivo calismalarda A.membranaceus kok ekstresi (AmE)’nin immiuin sistemi indikledigi,
lenfosit blastogenezine etki ettigi ve makrofaj aktivitesini artirdigi gésterilmistir'®. Bu
calismada, deneysel olarak T.gondii ile enfekte edilen farelerde, atovakuon ve AmE’nin
ayri ayri ve kombine edilerek uygulanmasi ile, enfekte farelerdeki trofozoit miktari, IL-2,
IL-12 ve IFN-y duzeyleri Gzerindeki etkilerinin arastirnlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada kullanilan T.gondii RH susu, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Parazitoloji Bilim Dalindan temin edildi. Soguk zincirde laboratuvarimiza ulasan T.gondli
RH susu siispansiyonu, ¢ogaltilmak ve canhih@inin kontroli icin BALB/c tipi fare perito-
nuna inokiile edildi. U¢ giin sonra eter ile sedatize edilen farenin periton sivisi alinds;
parazitin varhdi ve canliigi 1sik mikroskobunda kontrol edildi. T.gondii trofozoitlerini
iceren periton sivisi RPMI 1640 besiyerinde, %12 dimetil silfoksit ve %20 fetal dana
serumu (FCS) iceren saklama besiyerinde -80°C’de muhafaza edilerek, en az 3 ay can-
lihgini korudu.

Deneylerde 20-25 g BALB/c disi fareler kullanildi. Fareler istanbul Universitesi, DETAE,
Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali, Hayvan
Laboratuvarindan temin edildi. Hayvanlar, 20-22°C’de, %50-60 nem oraninda, 12
saat aydinhk 12 saat karanlik dongiiye sahip ortamda, yem ve sular saglanarak deney
boyunca izlendi. Calisma icin istanbul Universitesi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan
2011/147 karar numarasiyla onay alindi.

Calismadaki fareler, her grupta 8’er adet olacak sekilde dort gruba ayrildi. 1. Grup:
Atovakuon grubu; 2. Grup: Atovakuon + Astragalus (Ato + Astra) kombinasyon grubu;
3. Grup: Astragalus grubu ve 4. Grup: Kontrol grubu olarak adlandirildi. Calisma 6nce-
sinde, oda isisina getirilen saklama besiyerinden 2 ml, BALB/c tipi 2 farenin peritonuna
inokule edildi ve trofozoitler Uretildi. Pasajdan 72 saat sonra alinan periton sivilarindaki
trofozoitler, Thoma laminda sayilarak 2 x 10* trofozoit/ml olacak sekilde serum fizyolojik
ile dilie edildi ve bu siispansiyondan 0.5 ml periton icine enjekte edilerek tim deney
grubu farelerinde enfeksiyon olusturuldu'é-'8,

Enfeksiyondan 24 saat sonra, kontrol grubu hari¢ diger ti¢ gruptaki farelere oral gavaj
yoluyla, sirasiyla atovakuon, astragalus ve Ato + Astra kombinasyonu uygulandi. Tim
uygulamalara 7 giin boyunca, ayni saatte ve ayni yoldan devam edildi'’'8. Atovakuon
uygulamasi (1. Grup); %0.25 (wt/vol) sodyum karboksi-metil seliiloz ve %0.05 (wt/vol)
Tween 20’de siispanse edilen ilacin (GlaxoSmithKline, ingiltere), 0.2 ml’de 100 mg/kg
oraninda verilmesiyle yapildi'”. Astragalus uygulamasi (2. Grup); 0.2 ml’de 0.075 mg/g
olacak sekilde ik suda karistirilarak stispanse edilen AmE'nin (Solgar, Tirkiye) verilme-
siyle yapildi'®. Ato + Astra kombinasyonu (3. Grup) ise, 100 mg/kg atovakuon 0.2 ml ve
0.075 mg/g AmE 0.2 ml olmak tizere uygulandi.

Yedi glin sonra tum fareler eter ile sedatize edilerek gogus ve periton bosluklari acil-
di; kalp kanlari ile periton sivilari alindi. Kalp kanlari, santrifiij edilerek serumlari ayrildi;
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Olcllt otomatik pipetle alinip steril ependorflara konuldu ve -70°C’de saklandi. Periton
sivilari ise, 1 ml steril serum fizyolojik ile yikanarak alindi ve Thoma laminda sayim yapi-
larak her farenin 1 ml periton sivisinda bulunan trofozoit sayisi hesaplandi'®.

Hayvanlarin serum 6rneklerinde IL-2, IL-12 ve IFN-y diizeyleri, ticari ELISA (eBioscien-
ce, Avusturya) kitleri kullanilarak Greticinin 6nerileri dogrultusunda arastirildi. Sonuclar,
620 nm dalga boyu referans alinarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
okutuldu. Her kitin icermis oldugu standart 6rnek diltisyonlarinin absorbans degerleri
ile test grubu 6rneklerinin absorbans degerleri orantilanarak, sitokin diizeyleri pikogram
cinsinden hesaplandi.

Istatistiksel degerlendirme icin, siirekli degiskenler olan trofozoit sayilari, IL-2, IL-12 ve
IFN-y degerlerinin normal dagilimina Shapiro-Wilk testiyle bakildi; degiskenlerin normal
dagildigr belirlendi (p< 0.05). Tek yonli Anova testiyle parametrik olarak degerlendirilen
gruplardan en az biri digerlerinden farkli bulundu (p< 0.05). Hangi gruplar arasinda fark
oldugunu belirlemek amaciyla Post Hoc ikili karsilastirma testleri uygulandi. Tek yonlu
Anova testlerinde yapilan homojenite incelemesinde varyanslart homojen ¢ikmayan (p<
0.05) parametreler (trofozoit sayisi ve IL-2 gruplarr) icin Post Hoc testlerinden Tamhane’s
T2; varyanslari homojen ¢ikan (p> 0.05) parametreler (IL-12 ve INF-y gruplan) icin Poct
Hoc testlerinden Tukey HSD kullanild). istatistiksel anlamlilik p< 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Arastirmamizda, T.gondii RH susu ile enfekte edildikten sonra atovakuon, AmE ve ato-
vakuon + AmE kombinasyonu uygulanan tg¢ ayri tedavi grubu ile enfekte edilip tedavi
yapilmayan kontrol grubu farelerinin periton sivilarindaki ortalama trofozoit sayilar ve
serumlarindaki IL-2, I1L-12, IFN-y diizeyleri karsilastiriimstir.

Ortalama trofozoit sayisi (OTS) degderlendirildiginde, Ato + Astra grubunun OTS diger
Ug¢ gruba gore anlamli derecede distk (p< 0.05) bulunmustur. Atovakuon grubu OTS,
astragalus ve kontrol gruplarina gére anlamli derecede dusuk (p< 0.05) iken, astragalus
grubunun OTS da kontrol grubuna gore anlamli derecede duistik (p< 0.05) olarak tespit
edilmistir (Tablo I, Sekil 1).

Kontrol grubunun IL-2 dlizeyi, astragalus grubundan anlamli derecede dustik (p<
0.05); Ato + Astra grubundan ise anlaml derecede yiiksek (p< 0.05) olarak saptanmistir.
Atovakuon grubunun IL-2 diizeyi, astragalus grubuna gore anlaml derecede dusiik (p<
0.05) duzeyde bulunurken Ato + Astra grubuna gore ise anlamli derecede yuksek (p<
0.05) oldugu belirlenmistir. Ato + Astra grubu IL-2 diizeyi ise diger 3 deney grubuna
gore anlamli derecede dusiktir (p< 0.05) (Tablo II, Sekil 2).

IL-12 duzeyleri incelendiginde; kontrol grubunda IL-12 diizeyinin, sadece Ato +
Astra tedavi grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p< 0.05) oldugu goriilmdis; astragalus
grubunda IL-12 duzeyinin, atovakuon ve Ato + Astra gruplarina goére anlaml derecede
yuksek (p< 0.05) oldugu saptanmistir. Atovakuon grubunun IL-12 diizeyi ise astragalus
grubuna gore anlaml ol¢iide dusuk (p< 0.05) iken, Ato + Astra grubuna gore anlamli
derecede ylksektir (p< 0.05). Atovakuon, astragalus ve kontrol gruplarinin IL-12 diizey-
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Tablo I. Deney Gruplarinda Fare Periton Sivilarindaki Trofozoit Sayilarinin Degerleri (Trofozoit/ml)

Karsilastirilan grup ~ Diger gruplar Gruplar arasi fark Standart sapma p degeri
Ato Ato + Astra 366.000* 0.003
Astra -953.875* 0.000
K -1363.125* 0.000
Ato + Astra Ato -366.000* 0.003
Astra -1319.875* 0.000
K -1729.125* 0.000

£111.515

Astra Ato 953.875* 0.000
Ato + Astra 1319.875* 0.000
K -409.250* 0.001
Kontrol (K) Ato 1363.125* 0.000
Ato + Astra 1729.125* 0.000
Astra 409.250* 0.001

* [statistiksel olarak anlamli (p< 0.05) gruplar arasi fark degerleri.

2500.00

2000.00 1949.25

1540
1500.00
I Trofozoit sayisi/ml
1000.00
586.125

500.00

220.125

00 -

K

Ato Ato + Astra Astra

Sekil 1. Deney gruplari ortalama trofozoit sayisi degerleri.

leri de Ato + Astra kombinasyon grubuna gore anlaml 6lctide yiiksek bulunmustur (p<
0.05) (Tablo IlI, Sekil 3).

Kontrol grubunda saptanan IFN-y diizeyinin, atovakuon ve Ato + Astra gruplarina
gore anlaml diizeyde disilik (p< 0.05); atovakuon grubu IFN-y diizeyinin diger ti¢ gruba
gore ylksek; astragalus grubunun IFN-y dlizeyinin ise atovakuon ve Ato + Astra tedavi
gruplarina gore disuk oldugu tespit edilmistir. Ato + Astra grubunun IFN-y diizeyi ise
sadece kontrol grubuna gore anlaml derecede yiksektir (p< 0.05) (Tablo IV, Sekil 4).
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Tablo II. Deney Gruplarinda IL-2 Degerleri (pg/ml)

Karsilastirilan grup  Diger gruplar Gruplar arasi fark Standart sapma p degeri

Ato Ato + Astra 26.875* 0.031
Astra -73.125* 0.000

K -19.125 0.118

Ato + Astra Ato -26.875* 0.031
Astra -100.000* 0.000

K -46.000* +11.846 0.001

Astra Ato 73.125* 0.000
Ato + Astra 100.000* 0.000

K 54.000* 0.000

Kontrol (K) Ato 19.125 0.118
Ato + Astra 46.000* 0.001

Astra -54.000* 0.000

* [statistiksel olarak anlamli (p< 0.05) gruplar arasi fark degerleri.

180.00

160.00
140.00

120.00 112 —

100.00 - 92.875 B 1L-2 degerleri (pg/ml)
80.00
66

60.00
40.00
20.00

.00

K

Ato Ato + Astra Astra

166

Sekil 2. Deney gruplari ortalama IL-2 degerleri.

TARTISMA

immiin sistemi baskilanmis hastalarda toksoplazmoz genellikle santral sinir sisteminde
reaktive toksoplazmoz seklinde kendini gosterir'®. immiin yetmezlikli hastalarda reak-
tivasyonun en yaygin klinik gostergelerinden olan toksoplazmik ensefalit (TE), tedavi
edilmediginde 6ldiiriicii olmaktadir®. Avrupa’da yapilan bir calismada, AIDS ve toksop-
lazmoz pozitif olan hastalarin %47’sinde TE goriilmiistiir'?. AIDS ve TE hastalarinda pri-
metamin, sulfadiazin ve folinik asit klasik tedavi icin veya klindamisin tedavi ve sekonder
profilaksi icin kullaniimaktadir. Ancak bazi hastalarda bu ilaglara diren¢ gorilebildigi,
mevcut kombinasyonlarin kullaniimasinda ise TE'li hastalarin %5-15‘inde allerjik reaksi-
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Tablo Ill. Deney Gruplarinda IL-12 Dederleri (pg/ml)

Karsilastirilan grup ~ Diger gruplar Gruplar arasi fark Standart sapma p degeri
Ato Ato + Astra 1319.500* 0.009
Astra -1225.750* 0.014
K -350.875 0.460
Ato + Astra Ato -1319.500* 0.009
Astra -2545.250* 0.000
K -1670.375* 0.001

+468.312

Astra Ato 1225.750* 0.014
Ato + Astra 2545.250* 0.000
K 874.875 0.072
Kontrol (K) Ato 350.875 0.460
Ato + Astra 1670.375* 0.001
Astra -874.875 0.072

* [statistiksel olarak anlamli (p< 0.05) gruplar arasi fark degerleri.
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Sekil 3. Deney gruplari ortalama IL-12 degerleri.

yonlar ya da hematolojik toksisitenin ortaya ciktigi gézlenmektedir®'?. AIDS hastalarinda
ve klasik toksoplazmoz tedavisine yanit vermeyen hastalarda 750 mg atovakuon, glinde
4 kez tablet formunda kullaniimis ve 6 hafta sonunda radyolojik gortntiiler ile klinik tab-
loda iyilesmeler gézlemlenmistir'®. Bulgularimiza benzer sekilde; atovakuonun in vitro
hiicre kiiltiiriinde, T.gondii trofozoitlerine karsi etkili oldugu gosterilmistir®'®. Yapilan
calismalarda, akut toksoplazmoz koriyoretiniti olusturulan hamsterlerde, atovakuon ile
primer tedavi olan primetamin-siilfadiazin kombinasyonu, klindamisin ve spiramisinin
etkinligi karsilastinimis ve akut serebral toksoplazmoz sonrasinda kist sayisinin azalma-
sinda sadece atovakuonun etkili oldugu bildirilmistir?®2'. Reaktivasyonlara neden olan
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Tablo IV. Deney Gruplarinda IFN-y Degerleri (pg/ml)

Karsilastirilan grup ~ Diger gruplar Gruplar arasi fark Standart sapma p degeri
Ato Ato + Astra 121.125 0.812
Astra 997.750 0.058
K 1511.500* 0.006
Ato + Astra Ato -121.125 0.812
Astra 876.625 0.093
K 1390.375* 0.010

+ 504.760

Astra Ato -997.750 0.058
Ato + Astra -876.625 0.093
K 513.750 0.317
Kontrol (K) Ato -1511.500* 0.006
Ato + Astra -1390.375* 0.010
Astra -513.750 0.317

* [statistiksel olarak anlamli (p< 0.05) gruplar arasi fark degerleri.
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Sekil 4. Deney gruplari ortalama IFN-y degerleri.

doku kistlerinin sayisini azaltarak, atovakuonun rekirens riskini azaltmada da rol oyna-
yabilecegi fikri desteklenmektedir?®. Bu calismada da, atovakuon uygulanan gruptaki
trofozoit sayisi kontrol grubuna gore anlamli derecede distik bulunmustur (p< 0.05).

Son yillarda toksoplazmoza karsi geleneksel Cin tibbi bitkilerinin etkinligi arastiriimis
ve cogunun T.gondii'nin cogalmasini baskilayici etkiye sahip oldugu vurgulanmistir??,
T.gondii trofozoitleri ile enfekte farelerde AmE’nin koruyucu etkisinin arastinldigi bir
calismada, AmE’nin farelerdeki yasam siiresini uzatmada etkili oldugu gériilmistiir'®.
Gerek in vitro gerekse in vivo calismalar, AmE’nin, makrofaj, Th1 ve sitotoksik T hiicre
yanitini artirmak ve regilator T (Treg) hiicre yanitini azaltmak suretiyle anti-timor ve
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immiinomodiilatér etkilere sahip oldugunu ortaya koymaktadir'#2324. Toksoplazmoza
karsi savunmada, makrofajlarin, diger protozoon enfeksiyonlarina gore ayri bir 6nemi
vardir?®. Bircok arastirici, AmE polisakkaritleri ve astragalosidlerinin, makrofajlarin fago-
sitik aktivitesini ve aktive makrofajlardan salinan sitokin dizeylerini artirdigini rapor
etmistir?326-28, Ayrica AmE'nin yiiksek miktarda beta-glukan icerdigi ve giiclii bir hema-
topoetik etkiye sahip olan beta-glukanin da granilosit, monosit, makrofaj ve dendritik
hiicrelerin fagositoz yetenegini artirdigi ifade edilmektedir?®. Calismamiza benzer olarak
tlkemizde yapilan bir calismada, akut toksoplazmozlu fare modelinde, 7 giin uygulanan
beta-glukanin, peritondaki trofozoit sayisini kontrol grubuna gore anlaml derecede
azalttugr bildirilmistir*®. Bu bulgularla uyumlu olarak, bizim calismamizda da, AmE ile
tedavi edilen deney grubunun periton sivisindaki trofozoit sayisi, kontrol grubuna gore
anlaml dlzeyde dislk olarak belirlenmistir (p< 0.05). Akut toksoplazmozlu fareler
Uzerinde etkili bulunan AmE’nin bu etkiyi, immun sistemi ve makrofajlari aktive etme
ozelligiyle sagladigi diisinulmustir.

Beta-glukanin bir diger 6zelligi, kombine olarak verildiginde cesitli antimikrobiyal
ilaclarin etkinligini artirmaktir. Yapilan calismalarda, sefazolin, sefalotin, gentamisin ve
siprofloksasin gibi antibiyotiklerin beta-glukan ile kombinasyonlarinin S.aureus ve E.coli
ile enfekte deney hayvanlarinda sinerjik etki gosterdikleri saptanmistir3®-32. Bu etkinin,
granlosit koloni stimile edici faktér (GM-CSF) ve antibiyotiklerin bir arada olmasiy-
la saglandigi anlasiimis; in vivo ve in vitro caligmalarda polimorfonikleer Iokositlerin
varhiginda GM-CSF'nin antibiyotiklerle sinerjik etkilesim gosterdigi belirlenmistir3'-32,
Bilylikbaba Boral*® ve arkadaslarinin calismasinda, akut toksoplazmozIu farelere oral
yolla beta-glukan + spiramisin uygulamasi sonunda, kombinasyon grubundaki trofozoit
sayisi, tekli uygulama ve kontrol gruplarina gore anlamli derecede dustis gostermistir.
Bizim calismamizda da, benzer olarak, beta-glukan iceren AmE ile atovakuon kombi-
nasyonu uygulanan (Ato + Astra) gruptaki trofozoit sayisi, diger ¢ gruba gore anlamli
derecede distik bulunmustur (p< 0.05) (Sekil 1). Diger taraftan, AmE polisakkaritlerinin
hematopoez tizerindeki etkilerinin arastirldigr bir calismada, AmE'nin kemik iligi stromal
hicrelerinin yasam sirelerini uzattigi, IL-6 Uretimi ve kemik iligi stromal hicrelerinin
mRNA sentezini etkilemesi sonucunda GM-CSF {retimini artirdigi gésterilmistir®3.
Chen ve arkadaslarn* ise, in vitro olarak, periferal kan monositlerinden dendritik hiicre
olgunlasmasi mekanizmasi izerinde, AmE polisakkaritlerinin dogrudan GM-CSF gibi etki
gosterdigini saptamislardir. Tium bu veriler ile birlikte degerlendirildiginde, calismamizda
akut toksoplazmozlu fare modelinde saptanan atovakuon ve AmE arasindaki sinerjizm,
AmE’'nin iceriginde bulunan beta-glukan ve/veya kendi GM-CSF etkisi ile agiklanabilir.

Hem akut, hem de kronik toksoplazmozun kontroliinde Th1 tipi yanit en 6nemli rolu
oynamaktadir’8. AmE, IFN-y ve IL-2 gibi Th1 sitokinlerinin Gretimini artirarak parazitin
cogalmasini dnleme etkisine sahiptir'?. Yapilan calismalarda, astragalus beta-glukani-
nin; IL-2 biyoaktivitesini artirdidi, IL-2 reseptorlerinin ekspresyonunda belirgin bir artisa
neden oldugu, Th1 lenfosit proliferasyonunu indiikledigi, Treg hiicrelerini ise baskiladig
saptanmistir'#242°_ Bu bulgulara paralel olarak, calismamizda da IL-2 oranlari; astragalus
grubunda diger ¢ gruba gore anlaml derecede yuksek olarak belirlenmistir (p< 0.05).
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Ato + Astra grubu IL-2 seviyelerinin diger U¢ gruba gore anlaml derecede dusiik (p<
0.05) olarak belirlenmesi ise enfeksiyon siddetinin azalmasiyla iliskili olarak yorumlan-
mistir.

Makrofajlar, akut enfeksiyon sirasinda parazit ile enfekte olduktan sonra IL-12 sal-
gilama fonksiyonlarini gerceklestirememektedirler’. AmE, IL-12 {retimini uyararak etki
mekanizmasinin devamliigini saglamaktadir®>. Calismamizda da astragalus grubunun
IL-12 seviyeleri, atovakuon ve Ato + Astra gruplarina goére anlamli derecede yiiksek ola-
rak belirlenmistir (p< 0.05). Ato + Astra grubunun IL-12 seviyesinin diger U¢ gruba gore
anlaml derecede distk olmasi (p< 0.05), trofozoit sayilarindaki dustis ile uyumlu olarak
enfeksiyon siddetinin azalmasiyla iliskili oldugunu dustindirmstr.

Akut toksoplazmozlu fare modelinde, atovakuon ve IL-12 kombinasyon tedavisinin,
hayatta kalma surelerini belirgin bir sekilde uzattigi ve kombinasyon grubunda kontrole
gore anlamli derecede yiiksek IFN-y seviyelerine neden oldugu belirlenmistir®®. IFN-y,
T.gondii'ye karsi direncte ana mediator sitokin roliindedir ve IL-12nin uyarisiyla NK ve
T hiicreleri tarafindan dretilir'23¢, Yapilan bir calismada, T.gondii RH susu ile enfekte
edilen farelerde, atovakuon + pirolidin ditiyokarbamat kombinasyon uygulamalar ile
tam tedavi saglanmis; enfeksiyonun kroniklestigi farelerde ise, parazitin latent formunun
immdunolojik kontroliiniin saglandiini gosteren oldukca yiiksek IFN-y diizeyleri tespit
edilmistir3’. Calismamizda da Ato + Astra grubunun IFN-y diizeyi kontrol grubuna gére
anlaml olclide yiksek olarak belirlenmistir (p< 0.05). Bu durum Ato + Astra grubunda
enfeksiyonun kontrol altinda oldugunu, en diistik trofozoit sayisina sahip olmasiyla da
desteklemektedir. Araujo ve arkadaslari®®, farelere disaridan yapilan IFN-y uygulamasi-
nin, primetamin ve azitromisinin antitoksoplazmoz etkisini artirdigini rapor etmiglerdir.
Calismamizdaki yiiksek IFN-y diizeyleri, disaridan bir uygulamaya gerek kalmadan, dogal
yoldan sentezlenmekte ve Ato + Astra kombinasyonundaki sinerjiyi desteklemektedir.

Sonug olarak, literatiir taramalarinda ulasabildigimiz yayinlar arasinda, calismamiza
benzer bir makaleye rastlanmadigindan, bu calisma akut toksoplazmozlu fare modelin-
de atovakuon + AmE kombinasyonunun tedavideki etkinliginin arastirildigi ilk calisma
olarak nitelendirilebilir. Calismamizin verileri, bu iki maddenin akut toksoplazmoz tedavi-
sinde sinerjik etkisi oldugu fikrini vermistir. Bulgularimiz, yapilacak baska arastirmalar ile
desteklendiginde, toksoplazmoz yoniinden riskli olan HIV/AIDS gibi immiin yetmezlikli
hastalarda bu kombinasyonun; tedavi yan etkilerinin azaltiimasi, direng gelisimine kars
alternatif olusturabilme ve tedavi basarisini artirma gibi nedenlerden dolay! tedavide
denenme potansiyeli oldugunu disindirmektedir.
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