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TOXOPLASMA GONDII DNA ASISI ICIN MIC-3 GENININ KLONLANMASI

BORA OZKAN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dal
Doktora Tezi, Ocak 2016
Danmisman: Prof. Dr. Salih KUK

OZET

Toxoplasma gondii tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de goriilen bir parazittir.
Mortaliteye de sebep olabilen bu parazit gebelerden transplasental yolla bebeklere gecisi
sebebiyle olduk¢a 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak goriilmektedir. insanlarda
bradizoit ve takizoit formu bulunan parazitin olusturdugu toxoplasmosisin
patogenezinde bir ¢ok faktér rol oynamaktadir. Patogenezde parazite ait faktorler
parazitin tamisinin  konulmasi ve parazitten korunmak ic¢in as1 gelistirilmesi
calismalarinda 6nemlidir. MIC3 proteini hastaligin patogenezinde 6nemli olan ve
parazitin her t¢ doneminde de salgilanan bir poteindir. Bu ¢alismada MIC3 geninin

DNA asis1 i¢in klonlanmasi amaclanmistir.

Toxoplasma gondii takizoitlerinden Genomik DNA izolasyonu, QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN) prosediirii modifiye edilerek yapilmistir. Genomik DNA’dan MIC3 genini
hedef alan primerler kullanilarak PCR ile MIC3 geni ¢ogaltilmistir. Cogaltilan
MIC3geni DNA asis1 amaciyla kullanilabilecek pcDNAS3,1 plazmitine klonlanmis ve
rekombinant  plazmit, kompetan E.coli hiicrelerine transforme edilmistir.
Transformasyon sonrast olusan kolonilerdeki rekombinant plazmit varligt PCR
Screening ile dogrulanmistir. Saflastirilan rekombinant plazmitlerdeki MIC3 geninin

varligi ve DNA dizisi, DNA dizi analizi ile dogrulanmistir.

Bu calisma sonrasinda MIC3 geni tanisal amacla kullanilabilecegi gibi parazite kars: as1
gelistirme caligmalarinda tek basina olabilecegi gibi, diger aday molekiillerle birlikte

multiantijenik as1 ¢caligmalarinda da kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, MIC3 Geni, Klonlama, DNA

Asisi
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CLONING MIC3 GENE FOR TOXOPLASMA GONDII DNA VACCINE

Bora OZKAN

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
Doctorate Thesis, January 2016
Supervisor: Prof. Salih KUK

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an apicomplexan parasite that is found more prevalant in our
country, as well as all over the world. This parasite can cause mortality and also it is an
important public health problem because of engaging babies from pregnant women.
Many factors play a role in the pathogenesis of Toxoplasmosis that is caused by the
tachyzoites and bradyzoites, stage of parasites which are present in human. At
pathogenesis, interference factors of the parasite are important to diagnosis and
protective vaccine development studies. MIC3 protein released from tachyzoites,
bradyzoites, oocystis which is stage of T.gondii, is important at pathogenesis of

dissease.

Genomic DNA was isolated from tachyzoites of T.gondii using modified QIAmp DNA
Mini Kit (QIAGEN) by manifacture’s suggestion. MIC3 gene was amplified with
primers which is spesific that target sequence using PCR techinque. That amplified
MIC3 gene cloned into pcDNA3.1. vector according to kit procedure and recombinant
plasmid was transformed into kit competant E.coli cells. After that, the presence of
plasmid was confirmed in the cells after cloning E.coli by PCR screening. That
recombinant plasmid which cloned into E.coli cells, was purified High Pure Plasmid
Isolation Kit. After purification of plasmids the presence of MIC3 gene on the plasmid
was confirmed PCR technique and sequance analisis.

After this study MIC3gene can be used for diagnostic purposes and can also be used in
the development of multiantigenik vaccines against the parasite.

Keywords: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, MIC3 Gene, Cloning, DNA Vaccine
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1. GIRIS VE AMAC

Toxoplasma gondii, diinya ¢apinda yaygin bir dagilim gosteren zorunlu intraselliiler bir
parazittir (1). Cok farkli ve genis konak dagilimi gosteren T. gondii insanlar1 enfekte
etmesinin yan1 sira, memelilerden kuslara kadar tiim sicakkanli hayvanlar1 enfekte etme

yetenegine sahiptir (2).

Transplasental bulas sonucunda insanlarda ve hayvanlarda 6li dogum, diisiik ve fetal
anomalilere, immun sistemi baskilanmis ya da zayif bireylerde birgok organ
tutulumundan meningoensefalit tablosuna kadar hayati tehdit eden durumlara neden
olmaktadir. Bu ozellikler T.gondii’yi saglik ve ekonomik agidan onemi yiiksek bir
parazit yapmasinin yaninda, as1 ¢alismalar1 kapsamina alinan bir parazit olmasina neden

olmaktadir (3).

Gunumuzde T.gondii’ye bagli gelisen fetal anomalilerin tedavisinde her yi1l milyarlarca
ABD dolar1 harcanirken, bu anomalilerin olusmamasi ve azaltilabilmesi i¢in hala ylz

milyonlarca dolarla ifade edilen arastirma kaynaklar1 harcanmaktadir (2).

Eseysiz liremenin goriildiigli insanda, takizoit ve bradizoit formu goriiliirken, eseyli
uremenin goruldugii kedi ve kedigillerde ise ti¢ enfektif form olan ookist, takizoit ve
bradizoit formlar1 da goriilmektedir. Hastali§in patogenezinde 6nemli olan bu formlarda
bulunan proteinler toxoplasmosisin tanisinda kullanilmasinin yaninda as1 ¢aligmalarinda
da hedef bolgeler olarak kullanilmaktadir (2, 4).

Mikronem proteinleri hastaligin patogenezinde 6énemli bir yeri olup takizoit, bradizoit
ve ookist formlarmmin her Tlg¢iinde de bulunan, o6zellikle adezyon ve invazyon

mekanizmalari i¢in 6nem arz eden sekretuar tip proteindir (5).

Mikronemlerden salinan mikronem proteinler T.gondii’nin konak hiicreyi tanimasinda,

adezyonunda ve invazyonunda gorev alan temel proteinlerdir. T.gondii ve konak hiicre



arasinda olusan temasin erken donemlerinde MIC’ler takizoitin apeksinden salinan ilk
proteindir. Bu sekretuar proteinler konak hiicre membraninda bulunan reseptorlerin

taninmasi yoluyla adezyonu kolaylastirirlar (6).

Boylece konak hiicreye invazyonun erken déneminde anahtar bir rol Ustlenirler. 2015

yili itibariyle tespit edilen Mikronem proteinlerden 19 tanesi bilinmektedir (7).

Calismamizda toxoplasmosisin serolojik tanisinda ve asi ¢alismalarinda kullanilan ve

umit vadeden mikronem3 proteinin DNA as1 aday1 olarak hazirlanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.TOXOPLASMOSIS VE TOXOPLASMA GONDI|I
2.1.1.Tarihge

[k kez 1900 yilinda bir kus tiirii olan java sercesinin hemotopoetik sisteminde gériilen

Toxoplasma gondii, Haemamoeba danilewskyi’nin ¢ogalan bir formu sanilmistir (4).

Charles Nicolle ve L. Manceaux isimli iki aragtirmaci tarafindan ilk kez 1908 yilinda
tanimlanan T.gondii, Kuzey Afrika’da Tunus’ta yasayan Ctenodactylus gundii isimli bir
kemirgenin karaciger, dalak, kemik iliginde saptanmistir. Parazitin cins isminde gegen
toxon kelimesi yunanca yay anlamina gelmektedir. Parazit yay sekline benzedigi igin
parazitin isimlendirilmesi bu sekilde yapilmistir (8). ilk insan olgusu yaklasik bir
yasinda olan bir bebegin goziinde 1923°te Prag’ta Janku tarafindan saptanmistir.1937'de
Cowen ve Wolf tarafindan ilk yenidogan ensefaliti bildirilmistir. 1945°te ilk defa
asemptomatik kigilerde T.gondii’ye bagli doku kistleri Kean ve Grocott tarafindan
gosterilmistir. 1949°da Sabin ve Feldman tarafindan toxoplasmosis tanisinda kullanilan
sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek bir test olan dye testi kullanilmaya baslanmistir.
Remington, Jacobs ve Melton 1960 yilinda T.gondii’nin hayvan etinden de insana
bulasabilecegini gdstermislerdir. Ulkemizde ilk insan olgusu Unat ve arkadaslari

tarafindan 1953 bildirilmistir (8, 9).



2.1.2.Smiflandirma

Toxoplasma gondii’nin taksonomik siniflandirmasi su sekildedir (6).

B6lUm : Eukaryota

Alem : Protozoa

Sube : Mizozoa

Alt Sube : Apicomplexa
Sinif : Conaidasida

Alt Simf : Coccidiasina
Takim : Eucoccidiasina
Alt Takim : Eimeriorina

Aile : Sarcocytidae

Alt Aile : Toxoplasmatinae
Tur : Toxoplasma gondii

2.1.3.Morfoloji

Toxoplasma gondii’nin 3 enfektif donemi vardir. Bunlar hizli béliinen invaziv takizoit,
doku kistlerinin i¢inde yasayan ve yavas boliinen bradizoit ve ookistin i¢cinde korunmus
halde bulunan sporozoittir (10).

Takizoitler (trofozoitler, hizh ¢ogalan form), hilal veya muz seklinde olup uzunlugu
4-8 pum, eni 2-3 um’dir. Bir ucu yuvarlak iken diger ug daha incedir. Ince olan kisim
sivri olmayip daha ¢ok ucu kesilmis gibi diiz bir sekilde sonlanir. Giemsa veya Wright
boyasi ile boyanan orneklerde ¢ekirdek kirmizi — mor renkte boyanirken, sitoplazma ise
mavi renkte boyanir. Bu form serolojik testlerde (Sabin-Feldman Testi, Fluoresan
Antikor Testi gibi) siklikla kullanilmaktadir. T.gondii 6karyot canlilarin ortak 6zelligi
olan niikleus, mitokondri ve golgi cisimcigine sahip olmasinin yaninda bazi 6zellesmis
organelleri de bulunmaktadir. Bu organeller yaygin olarak parazitin apikal ugunda
bulunurken daha ¢ok invazyon mekanizmasinda gorev alirlar. Bu organellerden bazilari
sekretuar tiptedir. Bunlar mikronemler, roptriler ve dens graniillerdir. Bazilar1 da daha
cok parazitin iskeletini olusturan yapisal organellerdir. Bunlar apikoplast ve konoittir.
Apikoplast 4 kat membranla kapli 6zel bir organel olup, konoid, tubulin ve polar ring
gibi birgok elemandan olusmaktadir. Plazma membrani boyunca uzanan mikrotiibiil
denen yap1 parazitin yaklasik 2/3’{ kadardir (Sekil 2.1.). Parazit kendisine karakteristik

seklini veren inner membranla ¢evrelenmistir (1, 2).
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Sekil 2.1. Toxoplasma gondii trofozoiti (1).



Bradizoitler (kistler veya doku Kistleri), Toxoplasma gondii’nin hiicre igine girdikten
sonraki dénemde hiicresel immun cevabin olusmasini takiben olusan doku kistlerinin
icinde yavas ¢ogalan formu bradizoit olarak adlandirilmaktadir. Bu kistler bir¢ok doku
ve organa yerlesebilirken daha ¢ok beyin ve kaslart tercih etmektedirler. Bu kistler
beyinde daha ovalimsi iken kas dokusunda ise ince ve uzun bir hal alir. Kistlerin
boyutlar1 ¢ok degiskendir. Geng kistler 10 um iken, daha yasli olan kistler ise 100 um’
ye kadar ¢ikabilmektedirler (Sekil 2.2.). Bu Kistlerin icinde yuzlerce bazen binlerce
bradizoit bulanabilmektedir (11). Kist icinde bulunan bradizoitler endodiyogeni ile
cogalirlar. Doku kisti seklinde alinan bradizoitler sindirim sisteminden asit pepsine karsi
olan direngleri sayesinde yapist bozulmadan gecerler. Periodic-acid-schiff boyasi
(PAS), Wright-Giemsa, Gomori’nin methenamine silver ve immunoperoksidaz boyalari

ile boyanirlar (4).
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Sekil 2.2. Fare beyninde bulunan doku Kisti icindeki bradizoitler (8).

Ookistler (kedi diskisindaki form), Toxoplasma gondii’'nin kedi ve kedigillerin
bagirsaklarinda eseyli tiremenin sonucunda olusan ve digkiyla disariya atilan enfektif bir
formudur. Ookistler oval, 11-14 pm x 9-11um boyutundadir. Her bir ookist 2 sporokist
icerir. Her sporokistte 4 adet sporozoit icermektedir. Ookist duvari saglam, gii¢lii ¢ok

katli tabakalardan olusmaktadir (Sekil 2.3.). Bu yapi onu gevresel faktorlerden



korunmasina katki saglamaktadir (12). Kedi diskisiyla disariya atilan form heniiz
enfektif degildir. Enfektif olabilmesi ve olgunlasabilmesi i¢in uygun hava ve nem
kosullarina gereksinim duyar. Bu olgunlasma siirecine sporulasyon adi verilmektedir.
Bu siire¢ ortamin 1s1 nem ve oksijen miktarina bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
Sporulasyonun, 24°C’de 2-3 giin, 15°C’de 8 giin, 11°C’de 14-21 giin siirdiigii, 4°C nin
altinda veya 37°C’nin iistiinde ise olusmadig1 gosterilmistir. Olgunlasan ookistler uygun
sartlarda toprakta 1 yil kadar canliligin1 koruyabilmektedir. Ookistlerin klorlamaya ve

bazi dezenfektanlara da direngli oldugu bilinmektedir (13).

Sekil 2.3.Toxoplasma gondii ookisti (8).

2.1.4.Hayat Dongusu

Toxoplasma gondii’nin hayat dongusunde kedi ve kedigiller ile ilgili olan kismi 3
donemde meydana gelir. Bu donemler enterik ve ekstraintestinal fazlarin birbirini takip
etmeleri sonucunda olusur. Aseksiiel donemde merogoni ile merozoitler, gametogoni ile
gametler olusurken, seksiliel donemde de sporogoni ile de ookistler meydana gelir.
Seksuel donem ise sadece kedi ve kedigillerde olusmaktadir. Parazitin neslinin
devaminda kedi anahtar bir rol oynamaktadir (14). Son konak olan kedinin beslenmesi
esnasinda parazitin herhangi bir formunu almasi sonucunda parazit, kedinin
incebagirsak epitel hiicrelerine girer. Bu déneme enterik ya da enteroepitelyal faz denir

ve sadece kedigillerde gergeklesir. Alinan sporozoitler bagirsak epitel hiicresine



girerken etrafinda parazitoforik vakuol olusur. Bu vakuol iginde sporozoitler trofozoite
doniisiir. Olusan bu trofozoitler de endodiyogeni ile boliinerek ¢ogalmaya baslar. Bir
hiicre i¢inde bir trofozoitten yaklasik 2-40 kadar merozoit olusur. Enfeksiyondan birkag
giin sonra sayilar1 artan merozoitler hiicreyi pargalayarak yeni hiicreleri enfekte etmeye
baglarlar (15). Yeni hicrelere giren bu merozoitlerden mikrogametosit ve
makrogametosit olusur. Olusan her bir mikrogametositten de 12 mikrogamet meydana
gelir. Mikrogametlerin bulunduklar1 hiicreyi parcalamasinin ardindan makrogamet
iceren hiicreye girerler. Hicre icinde bulunan mikrogametin, makrogameti déllemesi
sonucunda zigot olusur. Olusan zigotta ookiste doniisiir ve kedigillerin bagirsak
limenine atilir. Kedinin digkilamasi ile disariya atilan ookist uygun 1s1, nem ve oksijen
varhiginda sporlanir ki, bu déneme sporulasyon denir. Bu dénemde her bir ookist i¢inde
2 sporokist, her bir sporokist iginde de 4 sporozoit meydana gelir. Bu agamalari gegiren

ookist artik enfektif hale gelmistir (1, 4, 16).

Kedilerin digkilarinda bulunan ookistleri ¢ikarana dek gecen siire parazitin hangi
formunu aldigi ile yakinan iligkilidir. Eger paraziti bradizoit seklinde almis ise yaklagik
3 giin, trofozoit seklinde almis ise yaklasik 10 giin sonra olgunlagsmamis ookistleri
cikarmaya baglar. Olgunlasmamis ookist atilim siiresi 20 giin kadar devam etmektedir.
Bu siire zarfinda her bir digkilama esnasinda yaklasik 100 milyon ookist
cikarmaktadirlar. Kediler ookistlerle de enfekte olabilmektedir ancak diger formlara

gore daha az etkili olan bir formdur (17, 18).

Kediler disinda kalan diger canlilarda intestinal faz olmayip sadece ekstraintestinal faz
meydana gelmektedir. Kedi disinda kalan canlilarda enfeksiyon ookistlerle, doku kisti
iceren gidalarla veya tiim vicut sivilariyla bulasabilmektedir. Oral yolla alinan
ookistlerin icindeki sporozoitler serbest kaldiginda her biri intestinal epitel hucreleri
icine girerek ¢ogalmaya baslar. Epitel hiicrelerini asan parazit makrofajlar tarafindan
fagosite edilerek, immun sistemden kagip, viicudun her yerine hatta bazi organlarda
Ozellesmis halde bulunan bariyerleri de gecip enfeksiyon olusturabilme yetenegine
sahiptirler (19) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4.Toxoplasma gondii’'nin hayat dongusu (1).
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Yeni atilan ve heniiz sporule olmayan olgunlasmamis ookistler disariya atilir. Ara
konaklar bu ookistleri farkli yollarla alir. Alinan bu ookistler ara konagin viicudunda
hizlica takizoite doniisiip, savunma sisteminin deveye girmesiyle dokularda bradizoit
iceren doku Kkistleri haline doniisiirler. Viicutlarinda doku kisti bulunduran ara
konaklarin, kedi tarafindan yenmesi ile de kediler enfekte olurlar. Doku Kisti igeren
etlerin ¢ig ya da az pigsmis yenmesiyle, kontamine ookistlerle, kan, kemik iligi ve organ
nakli esnasinda enfekte olunabilir. Anneden bebege transplasental yolla bulas da

olabilmektedir.

Boyali biyopsi Orneklerinde doku kistleri goriilebilse de bu her zaman muimkin
olmadigindan tan1 genellikle seroloji ile konur. Konjenital enfeksiyon tanisinda amnion
stvisinda T.gondii DNA’s1t PCR ve Real-Time PCR gibi molekiler yontemlerle tespit
edilebilmektedir.

2.1.5.Epidemiyolojisi

Toxoplasma gondii zoonotik bir parazittir. Bu parazit kediler ile yakin iligkili
oldugundan kozmopolit bir dagilim gdstermektedir. insanlarda ve diger sicakkanli
canlilarda, hatta bazi sogukkanli hayvanlarda da eritrositler hari¢ tim cekirdekli

hicreleri enfekte etme kabiliyetine sahiptir (20).

Enfeksiyon etkeninin insanlara ¢ok farkli yollar ile bulagsabildigi; akut donemde tiim
vicut sivilariyla, pastdrize olmamus siitle, hemodiyaliz ile olabilecegi gibi daha ¢ok kist
barindiran besinlerin ¢ig veya az pisirilip yenmesi ve ookist barindiran yiyeceklerin
alinmasi yolu ile olur. Enfeksiyonun dagiliminda en biiyiik etken kedi digkilariyla
kontamine ookistlerin alinmasi ile olmaktadir. Ayrica bu ookistlerin yayiliminda bazi
bocek ve sinekler de mekanik vektor olarak gorev almaktadir. Kedilerin digkilama
aliskanliginda digskinin topraga gémiilmesi de parazit neslinin devami agisindan 6nem

arz etmektedir (1).

Son yillarda organ transplantasyonlarinin ve kemik iligi naklinin artmasi, kanserli ve
AIDS hastalarindaki artis sebebiyle T.gondii, giderek 6nemi artan bir parazit olmustur.
Konjenital enfeksiyonda, hidrosefali intrakranial kalsifikasyonlar, korioretinit,
mikrosefali gibi tablolara neden olabildiginden bu konuda ciddi cabalar sarf
edilmektedir (21-24).
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Toxoplasma gondii seroprevalansi diinya ¢apinda ¢ok farkli oranlarda bulunmaktadir.
%10 gibi diisiik oranlarda olabilecegi gibi, %80 civarinda da gorulebilmektedir. Dlinya
niifusunun yaklasik % 30’unun T.gondii ile enfekte oldugu varsayilmaktadir (18, 23).
T.gondii prevalansi, Giineydogu Asya, Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Afrika sahil
ulkelerinde %10-30 civarlarinda bulunurken, Orta ve Giiney Avrupa iilkelerinde orta
derecede %30-50 oldugu belirtilmistir. Tropikal Afrika ve Latin Amerika tlkelerinde
ise yiiksek prevalans bildirilmistir. Bu oranlar iilkeden iilkeye degisebilecegi gibi ayni
iilkedeki farkli toplumlarda da degiskenlik gosterebilmektedir. Bu degisikligin nedenleri
arasinda iklim faktorl yer alir. Zira, iklim ookistin ¢evrede canli kalma siiresini
etkilemektedir. Tropikal iklimlerde, nemli topraklarda ve sicak havanin oldugu
bolgelerde yiiksek seroprevalans goriiliirken, kurak ve soguk bolgelerde bu oranin daha

diisiik oldugu gorilmiistiir (2).

Iklim faktdriinin yani sira toplumlarin antropogenetik ozellikleri de bu prevalansta
onemli bir yer tutmaktadir. Ornegin diyet aliskanliklari (pisirme metotlar, el yikama
aliskanliklari, tiiketilen etin cinsi, sebze-meyve yikama aligkanligi), ekonomik, sosyal,
kiiltiirel seviye, kullanilan suyun temizligi ve diger saglik koruma faktorleri bu oranlarin

olugsmasinda yer almaktadir (2).

Maksimum T.gondii seroprevalans: kotii hijyen kosullart altinda yasayan g¢ocuklarda

gosterilmistir. Bu durumun muhtemelen su kaynakli olabilecegi lizerinde durulmustur.

Brezilya’nin kuzeyinde yapilan bir ¢alismada, ayn1 yas gruplari i¢inde diisiik diizeyde
sosyo-ekonomik seviyesi olanlarda T.gondii seroprevalansinin %84 oldugu, orta
duzeyde sosyo-ekonomik seviyeye sahip bireylerde %62, yiiksek sosyo-ekonomik
seviyesine sahip olan bireylerin ise T.gondii seroprevalansinin %23 oldugu
gosterilmistir. Sosyoekonomik seviyesi diisiikk olan, T.gondii seroprevalansinin %84
oldugu bireyler incelendiginde ¢ogunun 15 yas altinda oldugu gosterilmistir. Yiksek
sosyoekonomik seviyeye sahip bireylerin ¢ogunun enfeksiyonu 20 yasindan sonra
gecirdigi, yas1 20-29 olanlarin seroprevalansinin %20, yaslar1 40-49 arasinda degisen

bireylerin seroprevalansinin ise % 70 oldugu gosterilmistir (25).

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi’nde 1 Ocak - 31

Aralik 2012 tarihleri arasinda anti T. gondii 1gG ve IgM antikorlarinin tespiti amaciyla
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serum Ornekleri retrospektif olarak incelenmistir. 3899 serum Grneginde anti-T.gondii
IgM, 2942 serum Orneginde ise anti-T.gondii 1gG retrospektif olarak bakilmistir. Anti-
T.gondii IgM antikorlar1 3899 6rnegin 106’sinda pozitif olarak tespit edilmistir. Anti-
T.gondii IgG antikorlar1 ise 2942 hastanin 954 iinde pozitif olarak tespit edilmistir. IgG
avidite testi caligilan serum Orneklerinden 8 hastada diisikk avidite, 88 hastada ise

yiiksek avidite tespit edilmistir (26).

2010-2011 tarihleri arasinda Afyon bolgesinde 20. gebelik haftasinin altindaki
gebelerde T.gondii seroprevalansinin retrospektif olarak incelendigi bir ¢aligsmada;
T.gondii IgM antikorlarindaki pozitiflik oran1 %1,6 (n=9) olarak tespit edilirken, IgG
pozitifligi %22,7 (n=119) olarak saptanmustir. T.gondii IgM’si pozitif 9 hastanin 7’sinde
ve ara deger olarak tanimlanan 7 hastanin IgG antikorlart pozitif olarak

degerlendirilmistir (27).

2011 -2013 yillar1 arasinda yaglar1 16-45 arasinda degisen gebelerin ilk trimesterinde
T.gondii seroprevalansinin retrospektif olarak degerlendirildigi bir ¢alismada; Sserum
orneklerinin T.gondii IgG pozitiflik oran1 %37,2 (n=602) olarak bulunurken, T.gondii
IgM pozitiflik oranin1 %0,9 (n=17) olarak tespit etmislerdir (28).

Orta Karadeniz Bolgesi’nde yasayan gebelerde T. gondii seroprevanlansini tespit etmek
amactyla yapilan bir calismada; Eyliil 2009 ve Subat 2012 tarihleri arasini kapsayan
donemde gebelik takibi igin bagvuran 3162 gebenin serum O&rneklerinde T.gondii
antikorlarina retrospektif olarak bakilmistir. Gebelerin %32’sinde (n=1011) T.gondii
IgG pozitif, %2’si (n=63) sinir degerde, %66’s1 (n=2088) T.gondii 1gG negatif olarak
tespit edilmistir. T.gondii IgM antikorlarina bakildiginda ise; 3162 hastanin 3121°nde
(%98,7) negatif, 5 hastada sinir degerde (%0,2), 36 hastada (%1,1) pozitif olarak
bulunmustur (29).

2012-2013 yillar1 arasinda Kahramanmaras yoresindeki Suriyeli miilteci gebelerle yerel
Turk gebelerin T.gondii seroprevalansinin retrospektif olarak karsilagtirildigi bir
calismada; Suriyeli miiltecilerde T.gondii IgM seropozitiflik oran1 2012 yili i¢in %4,76
iken bu oran 2013’de %4,84 olarak tespit edilmistir. T.gondii IgG seropozitiflik oranina
bakildiginda ise 2012 yili i¢in %80, 2013 yili i¢in %62,6 olarak goriilmiistiir.
Calismanin diger kismini olusturan yerlesik Turk halkinda ise 2012 yili i¢in T.gondii
IgM seropozitiflik orant %1,96 iken bu oran 2013 yil i¢in %2,34 olarak saptanmistir.
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T.gondii 1gG seropozitiflik oranina bakildiginda ise 2012 yil1 igin %49,7, 2013 y1l1 igin
%45,7 olarak belirlenmistir (30).

2.1.6.Patogenez ve Immunolojisi

Toxoplasma gondii’nin olusturdugu patolojinin temelinde enfekte ettigi hiicreyi
parcalamasiyla meydana gelen hiicre hasar1 vardir. Toxoplasma gondii’nin ¢ok genis
konak yelpazesine sahip olmasinda, invazyon yeteneginin 6nemi vardir. Bu invazyon
mekanizmas1 Onceden bilinenin aksine aktif bir mekanizmadir. Bu mekanizmada
parazitin aktif motilitesi ve sekretuar organellerden (mikronem, roptri, dense granil)
salinan proteinler gorev almaktadir. Invazyon igin Oncelikle adezyon yani konak
hiicreye tutunma gerekmektedir. Bunun igin mikronemlerden salinan mikronem
proteinleri gerekir ve bu olay kalsiyum bagimli bir mekanizma ile gergeklesir.
Mikronemlerin  konak hicre vyilizeyindeki reseptorlerle olan iligkisi parazitin
oryantasyonunu gergeklestirmesine katkida bulunurken, adezyonunu da gli¢lendiren bir
mekanizmadir. Invazyon, konak hiicre yiizeyi ile parazit arasindaki kompleks bir
iliskiye dayanir. Bu dinamik olay parazitin hiicre iskelet yapisinda bulunan aktin-
miyozin etkilesmesi ile karmasik bir lineer motor sistem kurularak hiicre i¢ine girmesi
saglanir. Bu mekanizmaya “gliding motility” adi verilmektedir. Bir baska deyisle
parazit hiicre igine kayma hareketine benzer bir hareketle girmektedir (5).

Hiicre i¢ine giris yakin zamana kadar bilinenin aksine, endositik bir aktivite olmayip,
parazitin apikal tarafi ile konak hiicre membrani arasinda kurulan tight junctionlar
sayesinde adina moving junction denilen bir mekanizma ile gergeklesmekte ve parazit
sadece 15 ile 30 saniye arasinda hiicre i¢ine girmektedir. Moving junction mekanizmasi
ile hiicreler arasindaki kopriiler sayesinde parazitin nce apikal tarafi sonra da diger ucu
hiicre icine girmekte ve parazitin etrafin1 parazitoforik vakuol cevrelemektedir. Bu
sistemde gorevli olan diger yapilar ise parazitin apikal ugunda bulunan apikal membran
antijeni, mikronemler, roptriler, roptri neck proteinleridir. Parazitoforik vakuoliin
devamliligint saglayan ise roptrilerden salinan proteinlerdir. ROP2 ve ROP18,
parazitoforik vakuoliin sitozolik tarafi ile iliski iginde olup protein kinaz aktivitesine
sahiplerdir. Bu aktivite sayesinde parazitin biiylimesine ve virlilansina katki saglarlar
(31). Invazyonda gérevli diger bir roptri proteini de ROP16 olup, konak hiicre gen

expresyonunu etkileyip, interlokin salinimina neden olmaktadir (32).
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Invazyonda ROP proteinlerinin yaninda, dense graniiller de gérev almaktadir. Bu
katkiy1 invazyondaki ilk bir saatte olusan parazitoforik vakuoliin sekillenmesine katkida
bulunarak saglamaktadir. Olusan parazitoforik vakuol paraziti lizozomal enzimlerden ve
sitoplazmik vezikiillerden korumaktadir. Dens graniillerden salinan sekresyonlarin
parazitoforik vakuol membranindan gelisen membran tubulleri ve vakuoler limenin
olusumuna katk1 sagladigi, olusan bu tiibiil ve liimen yapisinin parazit ve konak hiicre
arasinda madde aligverisine katki sagladig1, parazitin konak hiicre sitozoliinden besinleri
alirken, parazitin sentezledigi bazi lipid yapili bilesikleri ve proteinleri de konak

hiicreye aktariminda rol aldig1 gosterilmistir (33).

Toxoplasma gondii i¢in hayati 6neme sahip olan parazitoforik vakuol yapisi konak
hiicre mitokondrisi ile de iliskilidir. Bu da parazitin metabolizmasi igin gereken enerji
kaynagini karsilama agisindan onem arz etmektedir. Parazitoforik vakuol yapisi iginde
endodiyogeni ile ¢ogalan takizoitler ortalama 6 ya da 9 dongiiden sonra sayilar1 yaklasik
olarak 64 veya 128 oluncaya kadar bu vakuol yapisi i¢inde kalmaya devam ederler. Bu
saytya ulasan parazitin i¢inde bulundugu hiicre i¢i kalsiyum artisiyla tetiklenen
mekanizma, takizoitlerin hiicreyi parcalayip serbest kalmasi ile sonucglanir. Serbest
kalan parazitler komsuluk yoluyla yeni hiicreleri enfekte edebilecegi gibi, kan ve lenf

yolu ile taginip uzak organ ve dokular1 da invaze edebilir (34).

Meydana gelen bu hiicre 6limlerinin artmasiyla beraber hastaligin patolojisi de belirgin
hale gelmeye baslar. Farkli organ ve dokularda farkli histopatolojik belirtiler olusur.
Ormnegin lenf bezleri biiyiir ve siserken kimi zaman bu duruma ates de eslik
edebilmektedir. Hepatosplenomegali, akcigerlerde hiperemi, bagirsak duvarinin
kalinlagma ve 6dem ‘“akut toxoplasmosis” in kliniginde goriilebilecek durumlardir.
Cogu zaman hastanin immun sisteminin devreye girmesiyle, eger immun sistemi
baskilayan herhangi bir durum s6z konusu degilse hastalik hafif grip benzeri

semptomlarla ya da asemptomatik olarak gecirilebilmektedir (2, 4, 34, 35).

“Kronik toxoplasmosis” te ise kist i¢inde yavas sekilde ¢ogalan bradizoitlerin hiicreleri
harap etme yetenekleri c¢ok smirli oldugundan, kinik belirtiler genellikle
gorilmemektedir. Ancak immun sistemin baskilandigi durumlarda kistlerin iginde
bulunan bradizoitler serbest hale gecip takizoit forma doniisebilirler. Genellikle bu

durum ¢ok agir ve 6ldiiriicii olabilmektedir (23, 24).
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Tablo 2.1. Toxoplasma gondii hayat dongiisiinde bulunan farkli hayat evrelerindeki
degisiklikler.

Takizoit Bradizoit Merozoit Sporozoit
Nukleus Merkezi Bazal Merkezi Bazal
Mikronem Az Cok Az Cok
Roptri Says 5-12 5-10 35 5-10
Roptri Gorinim Labirent Solid Solid Labirent
Yogun Graniiller Cok Cok Az Cok
Polisakkarit Granulleri Az Cok Yok Cok

2.1.7. Klinik

Toxoplasma gondii enfeksiyonun kabaca 2 gruba ayrilabilir.
1. Konjenital enfeksiyon

2. Postnatal enfeksiyon

Postnatal enfeksiyonu da kendi arasinda immun sistemi saglam bireyler ve immun
sistemi baskilanmis bireylerde olmak iizere goriilen toxoplasmosis seklinde iki kisimda

incelenebilir.

Konjenital enfeksiyonun olustugu durumlar, genellikle gebenin hamile kalmadan 6nce
parazitle bu siirecten 6nce karsilasmadigi durumlarda, gebede parazite karsi immun
yanitin olusmadig1 durumlarda meydana gelmektedir. Eger anne adayr hamileliginden
Oonce bu parazitle karsilasmis ve ona karst immun yanit olusturmus ise gebeligi
siiresince bu parazitle karsilagsa bile anne ve bebek agisindan riski bir durum 6n

gorulmemektedir (22).

Gebelik doneminden daha Once parazit ile karsilasmamis bireyler, eger parazit ile
karsilagirsa, T.gondii plasenta araciligi ile bebege gecebilmektedir. Aslinda plasenta
ciddi bir bariyerdir. Fakat T.gondii’nin monosit ve makrofajlarin i¢ine girip, immun

sistemden kagmay1 basarabildigi i¢in bu bariyerleri rahatlikla gecebilmektedir (2).

Bebekte meydana gelen klinik tablonun ciddiyeti enfeksiyon ajaniyla hangi donemde
karsilagildigiyla yakindan iliskilidir. Eger bu donem ilk ii¢ aylik periyotta ise parazitin
bebege gegme orani %10 iken, bu oran ikinci ii¢ aylik donemde %30, son donemde ise

%70’1lere kadar cikabilmektedir. Fakat olusan klinik tablonun siddetiyle, parazitin
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bebege gectigi trimester ters orantilidir. Yani ne kadar erken donemde bebege gecis
olursa bebekte meydana gelen hasar o denli siddetli olmaktadir (22, 36). Bebege gegis
son trimesterde oldugunda, vakalarin %80’den fazlasinda klinik tablo olusmayip
asemptomatik seyretmektedir. Fakat parazitin bebege geg¢isi ilk trimesterde olusursa ¢ok
agir tablolar olusabilmektedir. T.gondii nérotrop bir parazit oldugundan beyin ve goze
yerlesebilmekte ve buralarda ilk trimesterde ¢ok agir tablolara neden olabilmektedir.
Santral sinir sisteminde 0zellikle beyaz cevheri tutup bu bdlgelerde inflamasyon
odaklar1 ve ardindan nekrotik odaklar olusturmaya baslar. Bunun neticesinde nekrotik
odaklarin aqua ductus sylvius’un tikanmasina, lateral ventrikiillerde dilatasyona ve
hidrosefali tablosuna sebep olmaktadir. Bu nekrotik odaklara kalsiyumun g¢okmesi
neticesinde kalsifikasyon odaklar1 olusmakta ve olusan odaklar X ray veya
transfontanelekografi ile de gorintiilenebilmektedir. Ilk trimesterde olusan majdr
sekeller, mental reterdasyon, epileptik nobetler, mikrosefali, hidrosefali, sagirlik ve

motor gelisim geriligidir (37).

[k trimesterde hasarin siddetli oldugu diger bir organ da gozdiir. Gozde de
mikrooftalmi, Kkatarakt, artmis intraokuler basing, strabismus, optik nérit ve retinal
nekroz odaklari, retinokoroidit, tiveit, ve olusan nekrotik odaklar makiila densa’yi

etkiler ise korliik olusabilmektedir (38).
2.1.8. Tam

Toxoplasmosisde tespit edilen kinik bulgular sadece T.gondii’ye ait spesifik semptom
ve bulgular olmadigindan, olusan klinik tablo bir¢ok enfeksiyon ajaninin olusturdugu
durumlarla ve bazi klinik tablolarla benzerlik gosterebilmektedir. Bu sebeple hastaligin
taninmasi, diger hastaliklarla karistirilmamasi ve olusan tablolarin ciddiyetinden GtlrU

onem arz etmektedir.

Giiniimiizde parazitin taninmasinda ¢ok farkli metotlar kullanilmakta ve yeni tam
metotlar1 gelistirilmeye devam etmektedir. Yapilan bu islemler iki ana baslik halinde

siiflandirabilmektedir.
1. Direkt tan1 yontemleri
2. Indirekt tan1 yontemleri

Direkt tan1 yontemleri arasinda bulunan etkene yonelik tanida, T.gondii’nin farkli hayat

formlarindan herhangi birinin etkenin i¢inde bulundugu doku veya organlardan



17

hazirlanmig preparatlarda gosterilmesi temeldir. Ayrica T.gondii’ye ait siipheli
materyaller deney hayvanlarina intraperitoneal veya intrakranial olarak verilmesini
takiben, hayvanlarin 3 ila 7 giin bekletildikten sonra periton sivilarindan ya da beyin
dokusundan alinan orneklerde parazit varligmin tespiti ile de etkene yonelik tan
konulabilmektedir. Bu yontemlerin diginda parazit farkli hiicre hatlarma da ekilerek
kilture edilebilmektedir (1).

Bir diger direk tam1 yontemi de PCR’dir. Bu yontem toxoplasmosisin tanisinda
kullanilan duyarliligi ve hassasiyeti yiiksek bir testtir. Klinik érneklerden izole edilen
T.gondii DNA’sinin hedef gen bdlgelerinin ¢ogaltilip goriintiilenmesi esasina dayanan
bir metottur. Bu sistemin daha da gelistirilmis, sensitivite ve spesifitesi yiksek olan bir
diger test ise Real-Time PCR’dur.

Indirekt testler giinimizde daha cok serolojik metotlarin kullanildig: bir dizi testten
olusmaktadir. Bu serolojik testlerin temelinde hasta serumunda bulunan T.gondii’ye
kars1 olusmus IgM, IgG, IgA, IgE tipi antikorlarin tespiti yatmaktadir. Mevcut serolojik
yontemler arasinda Sabin-Feldman Test (SFT), Enzim Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Modifiye Aglutinasyon
Test (MAT), Indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHA), Kompleman Fiksasyon Testi
(CFT), Lateks Aglutinasyon Test (LAT) bulunmakla birlikte glnimdiizde referans
laboratuvar disinda kalan rutin laboratuvarlarda daha ¢ok ELISA ve IFAT
kullanilmaktadir (2).

Giliniimiizde daha cok gebelik ve Oncesini kapsayan donemde kullanilan bu testler,

immun sistemi baskilanmis bireylerin takibinde de yogun olarak kullanilmaktadir.

Akut enfeksiyonun serolojik tanisinda en sik kullanilan antikor IgM tipi antikorlardir.
Ancak kullanilan bu antikorlar bazi protozoon parazitler ve bazi inflamatuar romatizmal
hastaliklarda da yiikseldiginden capraz reaksiyon olusturup yanlis pozitif sonug
verebilmektedir.

Gebeligin ilk trimesterinde ve gebelik doneminden once belirlenen IgG antikorlarinin
negatif olmasi, bebek ve anne agisindan riskli bir durum olusturabileceginden anne
adaylarinin bu konuda bilgilendirilmesi gerekmektedir. IgG pozitifligi gebelerde anne
adaymin daha once T.gondii ile karsilagsmis oldugunu gosterirken, enfeksiyonu ne
zaman ge¢irdigi hakkinda bilgi vermemektedir. Bunun i¢in avidite testine ihtiya¢ vardir.

Disiik 1gG aviditesi enfeksiyonun yakin bir zamanda, yaklasik 3-4 ay i¢inde gegcirilmis
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olabilecegini gosterdiginden bebek agisindan riskli bir durum olusturmaktadir. Yiiksek

avidite ise enfeksiyonun 3-4 aydan daha uzun bir siire 6nce gegirildigini gostermektedir.

Bu bilgilerin bilinmesi tedaviyi yonlendirmenin yaninda bebegin kiirete edilme

kararinin verilmesinde de belirleyici olacaktir (2) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Gebelerde T.gondii antikor serolojisinin yorumlanmasi (2).
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Gebelerde enfeksiyonun hangi evresinde oldugunu tespit etmek i¢in kullanilan bir diger

yontem ise Differantial aglitinasyon testidir.

Gelecekte kullanilmasina umutla bakilan yeni bir yontem ise “IFN-y release assay” dir.
Bu yontem konjenital enfeksiyonun, postnatal donemdeki tanisina yonelik bir testtir
(39). Bu yontem IFN-y konsantrasyonunun Ol¢iimiine dayanmaktadir. Tam kan
hicrelerinin T.gondii antijenleriyle invitro ortamda stimulasyonu sonucunda ortaya
¢ikan IFN-y miktarinin ELISA ile 6l¢lilmesine dayanan bir testtir. Bu yontem sadece
toxoplasmosisin degil Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonunun tanisinda da
kullanilmaktadir (40).

2.1.9. Tedavi

Toxoplasmosisin kinigi, hastanin yasi, immun durumu, cinsiyeti vb. gibi bir¢ok duruma
bagli oldugundan, tedavisinde de farkliliklar bulunmaktadir. Hastalar enfeksiyonu ¢ogu
zaman asemptomatik olarak gecirmekte oldugundan bu bireylerde tedaviye gereksinim
duyulmamaktadir. Tedavi igin asil 6nemli olan Kkitle gebeler ve immun sistemi

zayiflamig bireylerdir (41).

Immun sistemi baskilanmis bireylerde hastalik gok agir bir tablo ile karakterizedir.
Ozellikle AIDS hastalarinda olusan ensefalit tablosunda genellikle birden fazla ilacin
kombine kullanim1 s6z konusudur. Genellikle primethamine ve sulfadiazine, folinik asit
eklenmesi ile olusan tedavi protokolii uygulanmaktadir. Eger kisinin siilfonamidlere
olan toleransinda bir bozulma meydana gelirse klindamisin bir diger segenektir. Akut
toxoplasmosisli hastada primethamine sulfadiazine yerine atovaquone kullanilir. AIDS
hastalarinda ise primethamine/sulfadiazine kombinasyonunun yerine trimetoprim

sulfametaksozol kombinasyonu tercih edilmektedir (1, 4, 14).
2.1.10. Korunma

Hastaliktan korunmada oOncelikle etkenin hayat dongisinun ve bulas yollarinin iyi
bilinmesi gerekmektedir. Alinmasi gereken 6nlemleri enfeksiyon kaynagina gore 3 ana

baslik halinde siniflandirabiliriz.
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Enfeksiyon kaynaginin kedi diskisindaki ookist oldugu durumlar; kedi digkisi ¢evreye
atildiktan yaklasik 2-3 giin sonra enfektif hale gelebilmektedir. Ookist atilim1 kedinin
hayat1 boyunca sadece bir kere olup, yaklasik 2 hafta boyunca atilim devam etmektedir.
Olusan ookistler 55 °C 1sitilmakla yaklasik 1-2 dakika icinde dlmektedir. Fakat bu
ookistler sodyum hipokloride direnglidir. Bu bilgiler 1s18inda kedilerle temastan sonra
ellerin yikanmasi, kedi diskisinin bulundugu esyalarin sik sik 60 OC’nin iizerindeki
sularla yikanmasi, kedi diskisinin bulundugu esyalarin temizligi yapilirken eldiven
giyilmesi, kedi besleyen kisilerin kedileri konserve ve ¢ig olmayan besinlerle beslemesi

bu alanda alinacak onlemler arasinda siralanabilmektedir (42, 43).

Enfeksiyon kaynaginin, ¢evreye dagilmis halde bulunan ookist oldugu durumlar; bu tip
bulasmada olusan riskli durumlar, genellikle bahge isleriyle ugrasildigi, acik alanda
yapilan ¢esitli aktiviteler esnasinda toprakla temas esnasinda olusabilmektedir.
Ookistler gevre 1sismm 4 °C oldugu durumlarda yaklasik 1 yil, -10 °c oldugu
durumlarda 106 giin, 35 °C oldugu durumlarda 32 giin, 40 °C oldugunda ise 9 giin canli
kalabilmekte ve enfektivitesini korumaktadir. Ayrica ¢evrede bulunan aritilmamis
sularda, kuyu sularinin yiizey kisminda bulunabilmektedir. Toprakla herhangi temastan
sonra, ellerin, Ozellikle tirnaklarin fircayla yikanmasi ve bahge islerinde eldiven
kullanilmasi, alinacak oOnlemler arasindadir. Ookistler, suda uzun siire canliligini
kaybetmeden yasayabilmekte, dondurulmaya, klorlanmaya, ozon uygulanmasina
direnglidirler. Kabuklu deniz canlilarinda, ¢ig sebze ve meyvelerin dis ylizeylerine
ookist bulasabileceginden, midye, 1stakoz, yenge¢ gibi kabuklu deniz canlilarmin
pisirilmeden yenmemesi, deniz ve nehirlerde yapilan aktivitelerde sularin
yutulmamasina dikkat edilmesi, acikta bulunan sularin i¢ilmemesi, yere yakin yetisen
sebze ve meyvelerin ¢ok iyl yikanmadan yenilmemesi bu alanda alinacak 6nlemler

arasindadir(18, 44).

Enfeksiyon kaynaginin doku kisti oldugu durumlar; acik alanda organik olarak iiretilen
koyun, ke¢i, domuz gibi hayvanlarin yakininda en riskli grubun yaban hayvanlarinin, et
tiiketiminin ve kesim islemlerinin yapildig1 hallerdir. Doku kistleri 67 C’de 1sitilmak
ile 6lmekte iken, -12 °C’de en az 3 giin beklemesi gerekmektedir. Doku kistleri
buzdolabinda 3 hafta, 60 °C’de 10 dakika, 50 °C’de 10 dakika, -6,7 °C’de 11 giin
canliligint korumakta olup, bu degerler doku kistinin i¢inde bulundugu etin kalinligina

bagli olarak da degismektedir. Bu durumlarda alinacak 6nlemler arasinda etlerin iyi
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pisirilmesi, az pigmis et yenmemesi, pisirme esnasinda mikrodalga firin kullanilmamasi,
etlerin buzdolabinda -20 °C’de en az 15 glin bekletilmesi ve et kesim islemlerinde

kullanilan bigaklarin iyi yikanmasi siralanabilir (45).
2.2.ASI CALISMALARI

Toxoplasma gondii’nin olusturdugu tablonun ciddiyeti, seroprevalansinin yiiksek olusu,
hem saglik agisindan, hem de ekonomik agidan kayiplara yol agmasi nedeniyle parazitin
olusturdugu hastaliklarin tedavisi dnem arz etmektedir. Kullanilan ilaglarin hem maliyet
hem de yan etkisi, klinik tablonun ciddiyeti, tedavideki yetersizlikler nedeniyle
giniimiizde kullanilan ilaglarin tedavide eksik kaldigi goriilmektedir. Bu sebeple

giiniimiizde as1 ¢alismalarina hiz verilmistir.

Toxoplasma gondii’nin farkli hayat evrelerindeki degisik antijenik yapilardan
kaynaklanan nedenlerle as1 ¢alismalarinda bazi zorluklar yasanmaktadir. Antijenik
yapidaki gesitlilik, parazitin farkli hayat donemleri ve konak farkliliklar1 as1 ¢alismalart
sirasinda karsilasilan zorluklardandir. Insanlarda canli ve atenue asilarin kullaniminda
bazi yan etkiler ve etik problemler olurken, hayvanlarda canli ve atenue asilarin

kullanimi1 giintimiizde mevcuttur (46).

As1 galismalarinda hedef olarak parazitin hayat dongiisiinde goriilen 6zellikle 3 farkli
donem {izerinde durulmustur. Insanlarda enfeksiyonun énlenmesi, klinik semptomlarin
giderilmesi, kedilerde ookist olusumunun engellenmesi, hayvanlarda doku kistlerinin
olusumunun engellenerek insana gecisin azaltilmast hedeflenen amaglar arasinda

gosterilmektedir (47).

Kedilerde ookist atilimin1 6nlemek i¢in yapilan as1 ¢alismalarinin biiyilik bir kismi canli
asilardan olugmaktadir. Canli asilarin ise bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu
dezavantajlar arasinda agilarin canli oldugu i¢in smirl raf dmrii olmasi ve enfeksiyonu
kendimizin olusturma ihtimalidir. Koyunlar i¢in gelistirilen ve canli bir as1 olan
Toxovax, T.gondii’nin S48 susu ile hazirlanmistir. Koyunlarda bu asinin kullaniminin
doku kisti olusumunu azalttig1 goriilmistiir. Her ne kadar koyunlar i¢in gelistirilmis olsa
da kedilerde kullanildiginda T.gondii nin kedideki eseyli iiremesini inhibe ettigi
goriilmiistiir (48).
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Bu konuda yapilan bagka bir canli mutant as1 ise; T.gondii’nin T-263 susu ile hazirlanan
asidir.  Yapilan alan ¢alismalar1 domuz iftliklerinde yiiriitilmiistir. Domuz
ciftliklerinde yasayan kediler toplanip, asilandiktan sonra serbest birakilmistir. Daha
sonra domuzlardan alinan serum 6rneklerinde T.gondii seroprevalansinin diisiik oldugu
goriilmiistlr. Bu calisma ile; ¢evrenin ookistlerle kontominasyonunun azaltilmasinin

domuzlarda enfeksiyon riskinin azalmasi anlamina geldigi sonucuna varilmistir (48).

Kedilerde kullanilan ag1 tiirlerinde, T.gondii suslar1 radyoaktif yontemlerle, kimyasal
ajanlarla, rekombinant antijenler ile veya yeni bir sistem olan feline herpes virls type 1
araciligr ile verilmistir. Kullanilan biitiin yontemlerde kedilerde belli bir seviyede
immunite olugmustur. Fakat bu yaklasimin insanlarda uygulanmasi uygun

bulunmamustir (47-50).

Insanlarda DNA agilarinin canli bakteriyel komponentlerle birlikte kullanilmas: etik
acidan tartisma olusturmaktadir. Buna ragmen bu tip asilarla ilgili calimalar glinumiizde
strdurtlmektedir. Gebeler igin gelistirilen bir stratejide, gebe kalmadan Once anne
adaylarinin agilanmasi ve gebeligin sonuna kadarki siirede T.gondii’ye karst koruyucu
bir immunite gelismesini amaglamistir. Bunun igin hiicre igermeyen fakat T.gondii nin
sekrete ettigi antijenik proteinlerin ekzosomlar araciligi ile verilmesi denenmistir. Bu
metodun farelerde ise yaradigi goriilmiis ve insanlar i¢inde bir umut olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ekzosomlarin bunu hangi mekanizma ile yaptigi hala tam olarak
aciklanamamistir. Bu konuda daha cok sayida ve ayrintili calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Profilaktik as1 ile; insan enfeksiyonunu dnlemesi, en azindan klinik tablo olusturacak
hastaliklar1 azaltabilmesi, hayvanlardaki enfeksiyonu Onleyerek insanlara gecisin
azaltilmasi, kedilerdeki zoonotik dongiiyii engelleyerek ¢evreye yayilan ookistlerin

azaltilmas1 amaglanmustir (49).

Immun saglikli bireyler enfeksiyonu gecirmeleri halinde &miir boyu bagisiklik
olugmaktadir. Konjenital bulagsmanin s6z konusu oldugu durumlarda enfeksiyonun
olusturdugu Klinik tablo ilerleyici karakterdedir. Bu durum dogumdan hemen sonra
olustugu gibi bazen yillar sonra da olusabilmektedir. Boylesi durumlarda en ¢ok hasar

retinada meydana gelir. Konjenital enfeksiyonun hamilelik siurecinde ilk kez enfekte
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olan anne adayindan bebege gectigi zannedilirdi. Fakat nadir de olsa kronik
enfeksiyonlu gebelerden de bebege enfeksiyonun gegtigini gosteren kanitlar
bulunmaktadir (46). Calismalar toplumdaki genel populasyonun %0,1’den daha azinin

konjenital olarak enfekte oldugunu gostermistir (47).

Toxoplasma gondii’ye kars1 olusan koruyucu immunitede, var olan ve olusan CD4 * T-
lenfosit, sitotoksik CD8 * T-lenfositlerin rolii oldugu tespit edilmistir. CD4 * T-lenfosit
ve sitotoksik CD8 * T-lenfositleri birbirine sinerjik etki gosterdigi, CD4" T-lenfositlerin
Th1 sitokinler araciligiyla sitotoksik CD8" T-lenfositlerinin faaliyetlerini diizenledigi
gosterilmistir. Anti CD4 *, anti CD8 " antikorlarinin T.gondii’ye kars1 olusmus direnci
zayiflattigi, bu durumun T.gondii’ye karst olusmus immunitenin CD4" ve sitotoksik

CD8" T-lenfositleri ile olustugunun bir gdstergesi olmustur (51, 52).

DNA agilarinin kuvvetli bir sitotoksik T hiicre yaniti olusturdugu bilinmektedir. Akut
enfeksiyonda ve asilama ile gelisen immunitede CD4" T-lenfositlerin rolii oldugu, kist
olusumunun engellenmesinde ve immun cevabin devamliliginda ise sitotoksik CD8" T-

lenfositlerinin gorev aldigi bilinmektedir (52, 53).

Protein asilarinda B hiicre cevabimin indiiklendigi gosterilmistir. DNA asilarinin ise
kuvvetli bir CD8" T-lenfosit yanitin1 uyardigi, bunu yaparken de Th1 yanitim1 kullandig
bilinmektedir (7).

Toxoplasma gondii’ye yonelik as1 adaylarinin biyiik bir kismi, adezyon ve invazyonda
gorevli olan molekiiller hedef alinarak gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu hedef
molekiiller salgisal ve yiizey proteinlerdir. Bu sebepledir ki, adezyonda ilk salinan
proteinlerden olan ve parazitin apikal kisminda bulunun bir organel olan
mikronemlerden saliman MIC proteinleri, hedef molekiiller arasinda yogun olarak
calisilan bir grubu olusturmaktadir. T.gondii ekstraktlarindan hazirlanan mikronem
proteinleriyle yapilan ¢alismalarda sican ve farelerde yiiksek oranda sag kalim
gorilurken, beyinlerinde olusan doku kisti miktarinda da bliytik oranda azalma oldugu

tespit edilmistir (54).

Yogun olarak calisilan bir diger hedef molekiil SAG1 antijenidir. SAG1 antijeni toplam

takizoit proteinlerinin %5’lik kismini olusturmaktadir. SAG1, T.gondii ile konak hicre
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birlesmesi esnasinda temas edilen bolgeden hiicre disina dogru salinmaktadir. SAG1’in
farkli adjuvanlarla kombine edilerek uygulanan as1 calismalarinda farelerde yiiksek

oranda sag kalim ve beyin parazit yiikiinde azalmalar oldugu tespit edilmistir (55).

Bagka bir antijen olan GRA ve ROP’lar ile yapilan ¢alismalarda da T.gondii’ye kars1
gelisen immun yanit olusturdugu ve bu olusan immun yanitin enfeksiyona karsi kismi

koruma sagladigi goriilmiistiir (56).

Efektif bir rekombinant as1 hem seksliel hem de asekstel donguye etkili olabilmeli ve

T.gondii’nin her U¢ hayat evresinde de etkili olabilmelidir.

Hayvanlarda olusan kist formunu 6nlemek amaciyla hedef alinan bolge beyin olmalidir.
Beyin doku kistlerini Onlemek igin yapilacak c¢alismalarda kullanilacak ajanlarin
beyinde ¢ozilinen tipte olmasi ve bunun da oral yoldan uygulanmasi gerekmektedir.
Yapilan ¢alismalarda; en az iki farkli T.gondii izolatinin kullanilmasi ve g¢alismanin
paralel  yapilmasi, T.gondii’'ye karsti olusmus immunitenin  etkinliginden
bahsedebilmemiz i¢in olusan immunitenin genotip2 disinda kalan izolatlarda da etkili
olabilmesi gerekmektedir. Immunizasyon isleminde kullanilacak fareler tercihen
BALB/c, C57BL/6 veya C3H/HeN olmalidir. Bu farelerin disinda aginin insan igin
etkili olup olmadigimi anlamak igin outbred fareler kullanilmalidir. Zira, bu fareler

genetik yapi1 olarak insan genetigi ile benzerlik tasimaktadir (47).
2.3.ADJUVANLAR

Asilamada amag, enfeksiyon ve/veya hastaliga karsi etkin patojen spesifik immun
yanitin uyarilmasit ve bu yanitin uzun siireli olmasidir. Bu, ¢ogu zaman istenildigi
olgiide basarilamamaktadir. Ozellikle kompleks hayat déngiisiine sahip sitma etkeni
Plasmodium’lar ve biiyiik viicut yapili F.hepatica gibi helmintlere karsi as1
calismalarinda istenilen basarilar elde edilememistir. Pek ¢ok viral etkene kars: ticari ast
olmasma karsin bugiin insanlara uygulanabilen parazitlere karsi etkin bir ticari asi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, as1 etkinligini arttirmak igin ¢esitli arayiglar icerisine
girilmistir. Yaklasik yiiz y1l once as1 formiillerine ilave edilen ve “adjuvant” olarak
adlandirilan aliiminyum tuzlar1 bu konuda 6nemli bir kilometre tasi olmustur. 1920

yilinda Gaslon Ramon tarafindan adjuvant 6zelligi olan maddelerin kesfedilmesinden
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sonra Glenny tarafindan veteriner difteri as1 kombinasyonunda aliiminyum tuzlar
kullanilmistir. Freund adjuvantinin insanlarda reaksiyon vermesi yeni arayislara yol
acmis Ve yeni nesil adjuvantlar olusturularak 20 yildir kullanilmistir. Son yillarda as1
teknolojisindeki gelismelerle DNA asilari ve canli vektor asilarinin kullanimina ilaveten
adjuvant kullanimi agisindan da gelismeler olmustur. Adjuvantlarin yan etkileri diisitk
seviyelerde olmasi yaninda stabil, kullanimi kolay ve enjeksiyona uygun olmasi
gerekmektedir. Hem antijen spesifik bagisik yaniti giiglendirmek hem de optimal tipte
immunite uyarimiyla koruma saglamak i¢in gerekli olan adjuvantlar 6zetle ii¢ grupta

incelenebilmektedir(57).

Klasik adjuvantlar Yeni nesil adjuvantlar Adjuvant sistemleri
Allminyum Tuzlari Toll-like reseptor agonistleri Klasik+Yeni nesil
Emdilsiyonlar Saponinler

Lipozom ve virozomlar | immun stimiile edici kompleksler

Geleneksel adjuvantlar ¢ogunlukla karmasiktirlar. Bu konuda en iyi tanimlananlar;

yuzey-aktif bilesikler, mikrobiyal bilesenler ve/veya gesitli polimerler ile lipidlerdir.
2.3.1. Aliiminyum Tuzlar:

Aliiminyum tuzlar1 80 yildan daha uzun siiredir agilarda yaygin bir sekilde adjuvant
olarak kullanilmakla birlikte etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (58).
Daha onceleri aliminyum tuzlarmin enjeksiyon bolgesinde (antijen 1srar1) depo
formasyonu (depot formation) seklinde etki gosterdigi ve antijen sunan hicreler
(ASH)’in o bolgeye migrasyonunu ve alimini arttirdigi diigiiniilmekteydi. Yapilan
caligmalar neticesinde aliiminyum tuzlarinda absorbe edilen antijenlerin multivalent
formda sunulduklari ve bunun antijenlerin ASH’lerde daha etkili sekilde internalize
olmalarini sagladig1 one siiriilmiistiir (59). Ustelik daha son zamanlarda aliiminyum
tuzlarimin, pro-imflamatuar sitokinlerin (IL-1p ve IL-18 gibi) Uretim ve salinmasinda
onciil olan “inflammasom” kompleksini (PRR’lerin Nod benzeri ailesinin bir Gyesi)
aktive ettigi gosterilmistir. Th-1 tipi cevapta sinirli etkileri olan aliiminyum tuzlari, Th-2
antikor cevabinda birinci derecede rol oynamaktadir (60). Bu tiir adjuvantlarin

kullanildig1 asilara Ornek olarak; Hepatit A asilari, Hepatit B asilari, insan
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papillomavirus asilari, Sreptococcus pneumoniae asisi ve pediatrik difteri, tetanos ve

pertussis (DTaP) asilar1 verilebilir (57).
2.3.2.Emulsiyonlar (MF59)

Onceleri water-in-oil emilsiyon (w/o) adjuvantlarin (Freud’un incomplete/complete)
insanlarda ¢ok reaktojenik olmasi nedeniyle kullanimina son verilmistir. Sonraki
asilarda w/0 emiilsiyonlarin daha yiiksek safliktaki yeni versiyonlar1 kullanilmistir.
Bunlardan biri Montainide emiilsiyonlaridir ve klinik denemelerde 6nemli sonuglar
alinmigtir. Bu adjuvantlar; prostat kanseri, ovaryum kanseri ve non-small-cell akciger
kanseri asilarinda kullanilmigtir (61-63). W/o emiilsiyonlarina ek olarak, o/w (oil-in-
water) emiilsiyonlar1 da gelistirilmistir. O/w emiilsiyonlarinin etki mekanizmasi tam
olarak anlasilmamakla birlikte dogustan gelen inflamatuar cevaplarla ilgili olduguna,
ASH’lerin olusumu ve aktivasyonunu, enjeksiyon bdlgesinde antijen varliginin devam
ettirilmesi ve immun-komponent hiicrelere sunulmasi ve sitokinlere farkli materyallerin
teminini sagladigina inanilmaktadir (58). Reaktojenik 6zellige sahip o/w emdilsiyonlar,
w/o emiilsiyonlarla karsilagtirildiklarinda; lisansli asilarda daha basarili olarak
kullanilmislardir. Bir o/w emiilsiyonu olan MF59 adjuvanti, mevsimsel influenza
asisinda kullanilmaktadir. MF59 Th2 aracilifiyla humoral cevabi stimiile etmektedir

(64).
2.3.3. Lipozom ve virozomlar

Lipozomlar klasik adjuvantlarin tigiincii tipi olan sentetik nanokiireciklerdir. Antijenleri
cevreleyen lipit katmanlar tasirlar ve antijen sunum gorevi yaparlar. Lipozomlar aktif
olmamalarina ragmen, ana fonksiyonlarinin antijen sunumu oldugu diisiiniilmektedir.
Lipozom icermeyen fakat virozom igeren ve influenza viriislerinin bos zarflarini tasiyan
lisansli triinler lipozomlar1 6rnek almaktadir. Fonksiyonel viral zarf glikoproteinleri
hicrenin uyarilmasin1 ve antijenin  membrandan hedef hiicrelere flzyonunu
saglamaktadir. Hepatit A ve influenza asilarinda virozomlar adjuvant olarak
kullanilmaktadir. Tim yas gruplarinda giivenle kullanilabilen influenza asisindaki
virozomlarin iyi tolere edildigi ve ileri derecede immunojenik oldugu bildirilmistir (65,

66).
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2.3.4. Toll-like reseptor agonistleri

Toll-like reseptérler (TLR) immun sistem tarafindan patojene ait molekiiler yapilarin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. TLR’lerin kesfi ile; dogustan ve kazanilmis bagisik
yanit arasindaki iliskinin tanimlanmasiyla paralel yeni nesil adjuvantlari/immun
uyaricilarin  (immunoenhancer) gelisimi saglanmistir. Immunoenhancerlar adjuvant
fonksiyonlarini monositler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerde oldugu gibi direkt

stimulasyon yoluyla gostermektedirler.

Onemli immunostimulatorlerden biri ve TLR-4 agonisti MPL, Salmonella minnesota
bakterisinin ana lipopolisakkaritinin (LPS) kimyasal detoksifike edilmis formudur.
MPL, TLR-4’¢ baglanma yetenegine sahiptir ve dogustan gelen immun hucrelere
LPS’nin mekanizmasiyla ayni sekilde etki etmektedir. MPL, yardimecr stimiilator
molekdllerin ve sitokinin salimmi stimule etmekte ve bdylece kaliteli ve kantitatif
olarak hem humoral hem de hiicresel bagisiklikta antijene bagli immun yaniti
arttirmaktadir (67-69).

Diger Toll-like reseptor agonistleri arasinda mikrobiyal DNA’nin immunostimiilatér
sequences (1SS)’leri yer almaktadir. Ayn1 zamanda ISS tasiyan bilesiklerin iyi tolere
edilebildiginin de bulunmasi bu konudaki ¢alismalarmin artisgina sebep olmustur.
TRL’ler tarafindan taninan ISS’ler dogustan gelen immun yanit1 izleyen adaptif immun
yanitin amfilikasyonunu saglamaktadirlar. Biyolojik aktivitesi olmayan ISS’lerin
kullantminin as1 antijenlerine karst humoral ve hiicresel immun yanit1 arttirdig
gosterilmistir. Bu durum kanser ve alerji asilarinda oldugu gibi, enfeksiyon
hastaliklarina kars1 kullanilan ¢esitli aday asilarda (Hepatit B, Sitma, HPV ve HIV gibi)
gozlemlenmistir. TLR-9’un agonisti ve pre-inflamatuar sitokinlerin uyaricisi olan CpG
DNA, su anda kanser terapisinde kullamilan ISS’lere bir ornektir. On Kklinik
calismalarda; CpG’lerin Th-1 immunitesini ve sitotoksik T lenfositlerinin yanitini

arttirma yeteneginde oldugu gosterilmistir (70).

TLR-7 ve TLR-8’¢ bagli imidazoquininler de aday adjuvantlar arasindadir. Bu sentetik
organik bilesikler (Imiquimod ve resiquimod gibi), RNA baglanmasindaki ayni immun
yanit1 indiikleyerek gucli anti-viral aktivite gosterirken, bunu dogal TLR reseptor
ligandlarin1  taklit ederek yapmaktadirlar. Imidazoquininler, HIV gibi wviral
enfeksiyonlara karst T hiicre cevabinin gosterilmesini saglamis ve farelerde antiviral

immuniteyi arttirmiglardir (71, 72).
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2.3.5.Saponinler (Quil A)

As1 adjuvanti olarak gelistirilmeye ¢alisilan bitkisel kokenli en 6nemli madde; dogal
saponin olan Quil A’dir. Quil A, Giiney Amerika’da bir aga¢ olan Quillaja
saponaria’dan ekstrakte edilmis ve ilk olarak veteriner asilarinda kullanilmistir (73).
Ancak, insanlardaki reaktojenik etkisinden dolayi kullanimina izin verilmemistir. Quil
A'nin QS21 denilen piirifiye edilmis bir parcasi giiclii bir adjuvant 6zelligi gosterdigi ve
hayvan modellerinde hem Thl hem de Th2 sitokin salinmasin1 uyardigi bildirilmistir
(74)

2.3.6.immun stimiile edici kompleksler

ISCOMs lipidler, kolesterol, antijen ve Quil-A'dan olusan kafes benzeri bir komplekstir.
Bu adjuvantin fonksiyonu; hidrofobik etkilesimler, protein antijeni yakalamak ve
endositoz  yoluyla ASH tarafindan tutulmasini saglamaktir. ISCOMATRIX,
ISCOM’larin ticari olarak bulunan diger bir versiyonudur. Esas olarak ISCOM’larin
yapisina benzemekle birlikte antijenle incorpore degillerdir. ISCOMATRIX son yillarda
HCV, influenza ve kansere karsi as1 adayr olarak kullanilmistir (75). Adjuvant
sistemleri, birden fazla adjuvantin antijenle kombine edilmesiyle olusturulmus
sistemlerdir. Bunlar dogustan immun cevabin sonradan kazilan immun cevabi module
etme yaklagimina dayanmaktadir. Bu amagla; MPL, QS21 gibi adjuvantlar klasik
adjuvantlarla (aliminyum tuzlart emdalsiyonlar ve lipozomlar) kombine edilmislerdir.
Bu sekilde olusturulmus ASO1, AS02, AS03, AS04 ve AS15 basta sitma olmak tizere;
tiberkiloz, H5N1, mevsimsel influenza, hepatit B, Human papillomavirus, Herpes

simplex virus, kanser immunoterapisi ve melanomada kullaniimaktadir (76).
2.4 TOXOPLASMA GONDII YUZEY ANTIJENLERI

Toxoplasma gondii bradizoit ve takizoitlerinin glikosilfosfotidilinositol (GPI) ile ilgili
antijenlerle kapli oldugu tespit edilmistir. Bu antijenlerinden en Onemlisi SAG
antijenidir. Bu ylizey molekiilleri konak hiicrenin adezyonu ve invazyonu esnasinda
gorev alirlar. T.gondii patogenezinin anlagilabilmesi i¢in bu ylzey molekullerinin
tanimlanmas1 gerekmektedir. Tanmi kitlerinde ve asi ¢alismalarinda ve hedef molekil

olarak bu proteinlerden bazilar1 yogun olarak kullanilmistir (77) (Tablo 2.2.).
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Tablo 2.2. Takizoit ve bradizoitte bulunan T.gondii yuzey antijenlerinin gen ve

proteinleri (78).

Gen Aminoasit Protein Takizoit Bradizoit | GenBANK
sayis1

SAG1 319 P30 + - X 14080
SRS1 420 + - u77677
SRS2 372 + - AF012276
SRS3 345 P35 + - AF012275
SRS4 396 Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF078678
SRS5 NAC ; - AF233651
SRS6 393 Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF233650
SRS7 Bilinmiyor Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF335545
SRS8 Bilinmiyor Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF335546
BSR4 398 P36 - + AF015290
SAG2A 186 P22 + - M33572
SAG2B 190 + Bilinmiyor | AF108751
SAG2C 365 - + AF108752
SAG2D 373 - + AF108753
SAG2ZE 340 Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF312720
SAG3 385 P43 + + L21720
SAG4A 172 P18 ; + 7693373
SAG4B 180 Bilinmiyor | Bilinmiyor | AF015715
SAG5A 362 - + AF013968
SAG5B 367 + - AF017268
SAG5C 367 + - u64517
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2.5.ADEZYON MOLEKULLERI VE MIKRONEM PROTEINLER

Toxoplasma gondii gelismis, kompleks, iyi koordine edilmis bir sisteme sahiptir.
T.gondii, vezikiillerden salinan sekretuar proteinlerin, i¢inde bulundugu duruma gore
salinim sirasini ve ¢esidini diizenlemektedir. Bu sekretuar maddeleri adezyon esnasinda
immun regiilasyon mekanizmalari, gliding motility, protein ihtiyaci, besin gereksinimi
icin kullanirken, konak hiicre i¢i invazyondan sonra da hayatta kalma, ¢ogalma
fonksiyonlarinin devami ve sonunda da hiicreyi parcalamak i¢in kullanmaktadir.
Elektron mikroskobunda T.gondii’nin hiicreye invazyon siireci tam olarak izlenip kayit
edilmis olup, bu invazyon mekanizmanin diger intraselliiler patojenlerden farkli oldugu
gozlenmistir. Birgok intraselliiler patojen fagositoz ile pasif olarak hiicre i¢ine alinirken,
T.gondii hiicre igine aktin ve miyozin birimlerinin kullanildigi enerji bagimli bir
mekanizma olan, gliding motility aktivitesiyle gergeklesen aktif bir mekanizma ile
hicre icine girmektedir (79-83). Adezyon ve invazyon mekanizmalarinin gergeklesme
stireci, farkli organellerden spesifik zamanlarda salinan maddelerin fonksiyonuna bagl
olarak gergeklesmektedir. Bu organeller arasinda Mikroneme (MIC), Rhoptry (ROP) ve
Yogun Granul Antijeni (GRA) bulunmaktadir (84). Bu organeller arasinda bulunan
mikronemlerden salinan mikronem proteinler T.gondii’nin konak hiicreyi tanimasinda,
adezyonunda ve invazyonunda gorev alan temel proteinlerdir. T.gondii ve konak hiicre
arasinda olusan temasin erken donemlerinde MIC’ler takizoitin apeksinden salinan ilk
proteindir. Bu sekretuar proteinler konak hiicre membraninda bulunan reseptdrlerin
taninmasi yoluyla adezyonu kolaylastirirlar (6). BOylece konak hicreye invazyonun
erken doneminde anahtar bir rol istlenirler. 2015 yili itibariyle tespit edilen 19 adet
Mikronem protein bilinmektedir (7) (Tablo 2.3.).



Tablo 2.3. Toxoplasma gondii mikronem proteinlerinin 6zellikleri (7).

MOLEKULER
MIKRONEM . . . . e .
) ) AGIRLIKLARI | DOMAINLERI ONEMLI GOREVI
PROTEINLERI
(kDa)
MIC3 38 1CBL ve 5 EGF Adezyon
1 CBL, 10 EGF-like
MIC8 75 Eslik eden protein
velTM
TLN4 256 Bilinmiyor
PLP1 124 Sitoliz
1 Trombomodulin, Protein
SPATR 47 o )
EGF yonlendirilmesi
ROM1 28 Rhomboid Proteoliz
SUB1 85 Subtilaz ve GPI Proteoliz
M2AP 35 Beta ve coil Transport ve katlanma
Rhoptrilerden
AMA1 60 Sistein zengin bolge | sekresyonlarin
ihbisyonu
31EGF,4TSRvel o
MIC12 234 Bilinmiyor
transmembran
MIC11 22 Bilinmiyor
MIC10 23 Bilinmiyor
3EGFvel
MIC9 32 Bilinmiyor
Transmembran
5 EGF-like ve 1 o
MIC7 36 Bilinmiyor
Transmembran
MIC6 37 3 EGF -like Eslik eden protein
MIC5 20 Parvulin-like Sub1’in baskilanmasi
MIC4 63 6 Apples Adezyon
MIC2 83 1 Integrin, 5 TSRS Transport ve adezyon
MIC1 49 2 TSRS Transport ve katlanma

31

Simdiye kadar tespit edilen 19 mikronem proteinden 10’u (MIC1, MIC2, MIC3, MIC4,
MIC6, MIC7, MIC8, MIC9, MIC12, SPATR) 6karyotik hiicrelerde de bulunan adezyon

molekiillerine benzer yapilar olan; integrin like domain, trombospondin typel repeat
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(TSR), epidermal growth factor (EGF)-like domain, chitin binding-like (CBL) domain
ve apple domain adli birbirinden farkli domain bolgeleri bulunmaktadir. Bu proteinler,

parazitin konak hiicreyi tanimasi ve adezyonu siirecinde rol alirlar (85).
2.6.MIC3’UN MOLEKULER YAPISI

MIC3 ¢ok cesitli konak hiicre reseptorlerine baglanabilmekte, bunu da yapisinda
bulundurdugu yapisal ligand domain bolgeleri sayesinde gergeklestirmektedir. Bu
sayede parazitin virulansinda 6nemli bir rol tstlenmektedir. MIC3 takizoit, bradizoit ve
sporozoitlerin her iigiinde de bulundugu i¢in 6nemli bir immun etki olusturmaktadir. Bu
sebepledir ki, MIC3 serolojik ve molekiiler yontemlerin kullanildigi as1 ¢aligmalarinda

yogun ilgi ¢ekmistir (85-105).

MIC3 geni, 1080 bp uzunlugunda olup 359, aminoasitlik bir protein yapisindadir.
Agirlign 38 kDa’dir. MIC3, single copy gene denilen intron igermeyen bdlgelerden
olusmustur. Okaryotik hiicrelerde DNA nin 5° ucunda, promotor bélge denilen kisimda
TATA, CCAAT dizileri bulunmaktadir. Bu yapilar herhangi bir aminoasit (aa)
kodlamamaktadir. Bu yapilardan hi¢biri MIC3’te bulunmayip ATG ile baslayan kodon
ile devam etmekte ve 359 aa. kodlamaktadir. Bu aminoasitler 34 adet sistein rezidiisii
icermektedir. N terminal ucunda hidrofobik signal peptidi icermektedir. N terminal ucu
transmembran protein domain bolgeleri icermemektedir. Bir adet potansiyel
glikolizasyon alani, 12 adet fosforilasyon alani bulunmaktadir. T.gondii’nin farkli
Suslarinda bile MIC3’lin aminoasit sekans benzerligi %98,3’ten fazla oldugu
gorilmistir. Bu durum diger apicomlexan parazitlerde oldukga diisiiktiir. MIC3’iin
yapisinda 5 adet kismi olarak cakisan EGF-like domain bulunmaktadir. Bunlardan 3’1
ardigik olarak tekrar eden kisim, diger 2’si ise ardisik tekrar eden kisimlarla gakisan
domain bolgelerinden olusmaktadir. Cakisan bu kisimlarin bazilari CBL domain
bolgeleri ile de gakigmaktadir (91). CBL domain bdlgesi protein-protein ve protein-

karbonhidrat etkilesimleri icermektedir.

MIC3, 90-kDa agirligindaki bir dimerin i¢inde bulunan 40-kDa agirligindaki bir
prekiirsoriin proteolitik sindirimi sonucu olusan 38-kDa agirligindaki bir monomerdir.
Bu spesifik yapt MIC3’iin fonksiyonuyla yakindan iligkilidir. Dimer yapis1 adezyon

fonksiyonu i¢in son derece dnemli ve gerekli bir yapidir (7).
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EGF-like domain bolgesi bir¢cok proteinde bulunmaktadir. Bu proteinler, membran baglh
proteinlerin veya sekrete edilen proteinlerin ekstraselliiler kisminda dagilmis halde

bulunurlar (7). Bunlarin fonksiyonu ginimizde tam olarak anlagilamamustir.

Mikronem proteinleri sekresyon, salinim ve transport asamalarinda birbirleri ile iliski
icindedirler ve bu asamalarda kompleks yapilar olusturabilmektedirler. Simdilerde

MICs kompleks olarak bilinen yapilar;
MIC1/4/6 kompleks,

MIC3/8 kompleks,

MIC2/M2AP kompleks,
AMA1/RON2/RON4/RON5/RONS dir.

Bu kompleks yapilardan en az biri sitoplazmik kuyruk ve transmembran domain
bolgeleri icermektedir. Sitoplazmik kuyrukta bulunan sorting signal denilen bir
simiflama sinyali igermektedir. Mevcut sorting signal endoplazmik retikulumda olusan
kompleks proteinin transportu esnasinda gorev almaktadir. Olusan bu protein yapisi
escorter olarak adlandirilmigtir (6, 106). Bu yapi ise bir transmembran protein i¢inde yer
alir. Ornegin MIC3/8 kompleksinde MIC8 escorter olarak gorev yapmaktadir ve MIC3,
MIC®’in esliginde uygun mikronemlere ulagsmaktadir. Uygun yerlerine ulasan bu
mikronem proteinler konak hiicrenin adezyon ve invazyonu esnasinda parazitin dig
yiizeyine salinmaktadir (91). Bu proteinler ¢oziilebilir yapidadir. Kompleks
proteinlerden herhangi birinde olusabilecek hasar diger yapilarin da tam fonksiyon
yapamamasiyla sonuglanacaktir. Olusan bu kompleks proteinlerin islev gérebilmesi i¢in
dogru katlanmis olmasi gerekmektedir. Aksi halde olusan kompleks zarar goriir. Buna
ornek; MIC1’in partneri MIC4 ve MIC6 dir. MIC1’in yapisinda bozulma meydana
gelirse MIC4 ve MIC6’nin golgi kompleksinde biriktigi goriilmiistiir. Bagka bir 6rnekte
T.gondii’nin m2ap geni knock out yapildiginda, MIC2’nin golgi kompleksinde biriktigi
ve MIC ekspresyon seviyelerinin énemli 6lclide distiigii gortilmistiir (94, 106). Bu
kompleks yapilarin birbiriyle etkilesimleri ¢ok 6nemli olmakla birlikte bazi istisnai
durumlar da vardir. Ornegin, T.gondii’nin MIC3 geni knock out edildiginde MIC8’in

mikronemlere transportu ve sekresyonlarinin etkilenmedigi goriilmiistiir (89).
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2.7. MIC SEKRESYONLARININ DUZENLENME MEKANIZMASI

Mikronemler T.gondii’nin apikal ugunda yer alan, sekresyon yapmakla gorevli
organellerdir. MIC’ler graniillii endoplazmik retikulumda sentez edilip golgi aparati
yoluyla Mikronem organeline transportu saglandiktan sonra, konak hiicre ile temas
aninda hiicre yiizeyine sekrete edilir. Genel olarak kabul edilen goriis T.gondii’nin
MIC’lerinden sekrete edilen proteinlerin salinimindaki diizenleme sadece parazitin
intraselliiler kalsiyum iyonu artisi ile diizenlenmekte oldugudur (107). Normal sartlarda
T.gondii takizoitleri ¢ok az miktarda MIC sekrete ederler. Intraselliiler kalsiyum
seviyesindeki artis neticesinde cok az sekrete edilen proteinler normalin 10 kat1 bazi
durumlarda 100 katina kadar ulastigi goriilmiistiir (108). Kalsiyum iyon seviyesindeki

dengesizlikler sekresyonlarin azalmasini tetiklemektedir.

Intraselliiler kalsiyum miktarm1 nétralize eden bazi ajanlarm  kullanilmasimin
mikronemlerden salinan MIC sekresyonunu giiglii bir bigimde inhibe ettigi goriilmistiir.
Parazitin intraselluler bolgesindeki kigiik bir kalsiyum iyon artist mikronemlerden
MIC’lerin salinimina neden olur. Bu olayin meydana gelmesi i¢in yliksek miktarda
kalsiyuma gereksinin duyulmamaktadir. MIC seviyelerinin arastirilmasina dayali olarak
gerceklestirilen bir ¢aligmada; 2 tip mikronemin oldugu tespit edilmistir. Bunlardan
birincisi; kiiclik miktarlarda bile intraselliiler kalsiyum iyon artisindan etkilenen ve bu
degisiklige hizlica cevap veren, neticesinde de MIC sekresyonunun artigi ile sonuglanan
mikronemlerdir. Ikincisi ise; sekresyonlarin siirekli olarak bazal bir seviyede devam
ettigi mikronemlerdir (109). Gunimiize kadar tespit edilen bu 2 tip mikronemin diginda
da farkli mikronemlerin olup olmadigin1 belirlemek i¢in genis ve ileri caligmalara

ihtiyag oldugu, bu konuda ¢alisan insanlarin ortak fikridir (7).
2.8. MIC3 PROTEINLERIN KATLANMASI VE HiDROLIZi

Yeni sentezlenen proteinlerin fonksiyon kazabilmesi igin bazi yapisal degisikliklere
ihtiya¢ vardir. Bu yapisal degisikliklerin meydana geldigi organel T.gondii igin
endoplazmik retikulumdur. Yeni sentezlenen mikronem proteinleri salinmadan 6nce bir
dizi katlanmaya ve konformasyonel degisiklige ihtiya¢ duyarlar. Bu degisikliklere

ugramayan, hatali katlanan veya eksik katlanan proteinler endoplazmik retikulumdan
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salinmay1p hiicre i¢inde birikmeye baslar ve sonunda bu biriken hatali proteinler hiicre

i¢i enzimler yardimi ile degrede olurlar (6, 106, 110-112).

Chaperonlar ve protein katlanmasinda gorevli olan bazi enzimler endoplazmik
retikulumda bulunmaktadir. Bu enzimler proteinlerin dogru katlanmasinda ve immatiir

proteinlerin bir araya getirilmesinde gorev alirlar (112).

Endoplazmik retikulumda, hatali veya eksik katlanan immatiir proteinleri tanima islevi
farkli katlanma sensorleri sayesinde gergeklesir. Hatali katlanan proteinlerin yiizeyinde
bulunan N-glycanlar, endoplazmik retikulumda bulunan calretikulin ve calnexin

tarafindan taninip yikima ugratilirlar (113).

Hatali katlanan proteinleri tanimada kullanilan bir bagka tanima mekanizmasi da thiol
bagimli protein tanima sistemidir. Hatali veya eksik katlanan proteinlerde bazi sistein
rezidileri bulunur. Bu sistein rezidulerini de endoplazmik retikulum membraninda

bulunan thiol oxidorediiktazlar sayesinde taninip pargalanirlar (113).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.MATERYAL

Tez ile ilgili olarak ¢alismaya baslamadan 6nce konu ile literatiir taramasi yapildi. Tez
calismasi i¢in kullanilacak makine, techizat ve sarf malzemeler tespit edildi. Calisma
icin uygun altyap: sartlar1 saglandi. Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Saghik Bilimleri
Enstitiisii tarafindan onaylandiktan sonra Erciyes Universitesi OYP Kurum

Koordinatorliigii’niin desteklemesi ile baslad.
3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Yapilan bu tez ¢aligmasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda asagida listesi verilen cihaz ve malzemeler
kullanilmustir. (Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.).

Tablo 3.1. Tez ¢alismasi i¢in kullanilan cihazlar.

Cihaz/Adx

Santrifdj aleti (Hettich 32R, Germany)

Chemidoc Mp Jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad ,ABD)

Gii¢ kaynagi (Bio-Rad ,ABD)

Vorteks Bencmixer (Bencmark ,ABD)

PCR cihaz1 (Sensogest, Almanya)

Spectrometre nanodrop 2000c (thermo scientific, ABD)

Su banyosu Jeio tech BS-06 (Jeiotech, Kore)

Inkiibatorlii shaker Jeio tech SI-300 (Jeiotech, Kore)

PCR cihaz T100 (Bio-Rad, ABD)

Kuru Is1 Blogu, Digital heat blog (Bencmark ,ABD)

Mikrodalga firmn, MD 554 (Argelik, Turkiye)

Manyetik karistirici, MK 418 (Niive, Tirkiye)

-20 Derin dondurucu (Siemens, Germany)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

+4 buzdolabi (Ugur, Tirkiye)

Yatay elektroforez cihazi (Bio-Rad ,ABD)
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan malzemeler

Tanimy/Ad1

Toxoplasma gondii takizoitleri

NNN besiyeri

RPMI-1640 Medium

LB kat1 besiyeri

SOC s1v1 besi yeri

LB s1v1 besiyeri

Ampisilinli LB besiyeri

Penicillin-Streptomycin100X Solution (5000 units) (Invitrogen, ABD)

25 cmiculture flask

QlAamp tissue kit (QIAGEN, ABD)

TgMIC3 F: (5'-GAA CCA TGC GAG GCG -3")

TgMIC3 R:(5'-CTG CTT AATTTT CTC ACA CG -3')

Agaroz jel

100 bp Marker (SolisBioDyneFIREPol, Estonya)

PCR master mix (SolisBioDyneFIREPol, Estonya)

500 bp Marker (SolisBioDyneFIREPol, Estonya)

pcDNAS3,1 His TOPO Expression Kit (Invitrogen, ABD)

OneShot TOP10 ChemicallyCompetent E.coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)

Wizard gel clean up (Promega, ABD)

3.2. METOD
3.2.1. Total Genomik DNA izolasyonu

Turkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan alinan fare periton sivist 6rneginden bir kisim alinip
santrifiij edilerek pellet kismindan bir miktar lam {izerine yayilmis ve Giemsa ile
boyanarak icindeki Toxoplasma gondii takizoitleri mikroskop altinda goériintiilenmistir.
(Sekil 3.1.)

Fare peritonunda pasaji yapilip tretilmis T.gondii (Ankara susu) takizoitleri bir tiip
icerisinde laboratuvarimiza getirilmis ve total genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Bu

amacla QlAamp Tissue Kit (QIAGEN, ABD) test prosediiriine gore kullanilmustir.
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Sekil 3.1. Mikroskop altinda goriintiilenen T.gondii takizoitleri (100x)

Fare periton boslugunda iiretilip uygun sartlarda transferi yapilarak laboratuvarimiza
getirilen Toxoplasma gondii takizoitleri Thoma laminda sayilmis ve pl’de yaklasik 100
adet Toxoplasma gondii takizoiti bulundugu tespit edilmistir. Takizoitlerin bulundugu
stvidan 500 pl’lik 6rnek alinmig ve tizerine 500 ul ATL buffer eklenmistir. Bu karisimin
homojenizasyonu saglanip santrifuj edildi. Santrifiijden sonra olusan iki fazin st sivi
kismi alindiktan sonra kit prosediriine uygun olarak DNA izolasyonuna baslandi.

Ornekten total genomik DNA’ nin elde edilmesi igin dncelikle RNA’dan arindirilmasi
gerekmektedir. Bu islem i¢in 6ncelikle 4 ul RNase (100mg/ml) 1.5 ml. lik tlipe eklendi.
15 saniye vortekslendikten sonra 2 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 8000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilen tiipiin (izerine 200 ul AL Buffer
eklendikten sonra yaklasik 15 saniye vortekslendi. Daha sonra mevcut tiip 70 °C’de 10
dk. inkiibasyona birakild1 ve sonrasinda 15 saniye vortekslendi. Vortekslenen tipe 200
ul %100 etanol eklenerek 15 saniye daha vortekslendi. Tiip igerigi kisa siiren bir
santrifllj isleminden sonra filtrasyon kolonuna aktarildi. 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij

isleminden sonra filtrasyon kolonu bagka bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve dip
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kismindaki siiziintii atildi. Filtrasyon kolonu uzerine 500 pl AW1 buffer eklendikten
sonra 8.000 rpm’de 1 dk. santriflj edildi. Tiipiin dibine ¢oken siiziintii atild1 ve
filtrasyon kolonu yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Filtrasyon kolonunun Ustline
500 ul AW2 buffer eklendikten sonra 14.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi. Santrifj
isleminden sonra tiipiin dip kismina ¢dken siiziintii atilarak filtrasyon kolonu yeni bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Filtrasyon kolonunun i¢inde bulundugu bu yeni tiip
14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilerek geriye kalan rezidiiddeki AW2 buffer filtrasyon
kolonundan elimine edildi. Filtrasyon kolonu koleksiyon tupine aktarildiktan sonra
tizerine 200 ul AE buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dk. bekletildikten sonra 8.000
rpm.’de 1 dk. santrifiij edildi. En son yapilan basamak 1 kez daha tekrarlandiktan sonra
tiptin dip kismina ¢oken stzuntll icerisindeki total genomik DNA 6rnegi PCR islemi
icin -20 °C’de sakland:.

3.2.2.Toxoplasma gondii MIC3 Gen Primerleri ve PCR

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler asagida gosterilmistir:
TgMIC3 F: (5'-GAA CCA TGC GAG GCG -3")

TgMIC3 R:(5-CTG CTT AATTTT CTC ACA CG -3')

PCR reaksiyonunda; 12,5 ul’si Master mix (SolisBioDyne FIREPol, Estonya), 2 ul’si
genomik DNA, 1 ul’si TgMIC3 F (20 pmol) ve 1ul’si TgMIC3 R (20 pmol) primeri
olmak (izere toplam 25 pl’lik karisim hazirlandi. 95 °C de 5 dk.’lik én 1sitma sonrast
sirastyla 94 °C de 1 dk. denatiirasyon, 55 °C de 1.30 dk. baglanma, 72 °C de 2 dk.
uzamadan olusan 35 dongii sonrasi 72 %C’de 30 dk.’lik son uzama ile biten PCR
programi kullanildi. PCR iiriinii, etidyum bromidle boyanmis %1.5’luk agaroz jelde
120V’°da 400 mA’de 45 dk. elektroforez edildi ve Gel Logic 212 Pro Jel (Carestream,
ABD) ve Bio-Rad chemidoc Mp Jel (ABD) goriintiileme cihazlariyla goriintiilendi.

3.2.3.PCR Urlinlinlin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

Elektroforez sonrasi olusan non-spesifik bantlarin yok edilmesi, istenilen PCR
tirlinliniin saflastirilmas1 amaciyla Wizard gel clean up (Promega, ABD) Kiti kullanild.

Kit proseduriine gore elektroforez sonrasi agaroz jelde istenilen 1080 baz
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biiytikligiindeki kisim jelden bistiiri yardimi ile kesilerek 1.5ml mikrosantrifuj tipu
icerisine konulup hassas terazi ile tartildi. Her 10 miligram jel igin 10 pl membran
baglama soliisyonu eklenerek vortekslendi. Jel tamamen ¢ozlinene kadar 65 °C’de kuru
1s1 blogunda inkube edildi. Karigim kit i¢erinden ¢ikan mini column igerisine aktarildi.
Mini column da collection tiipiine yerlestirildi. Bir dk. oda sicakliginda bekletildi.
16.000 g’de 1dk. santrifiij edildikten sonra, collection tiip atilarak minicolumn yeni
collection tiipiine yerlestirildi. Minicolumn tizerine 700 pl yikama soliisyonu eklendi.
16.000 g’de 1dk. santrifiij edildikten sonra collection tiip atilarak minicolumn yeni
collection tiipline yerlestirildi. Minicolumn iizerine 500ul yikama soliisyonu eklendi.
16.000 g’de 5dk. santrifiij edildi. Yikama basamaklarindan sonra kalan resudi etanoli
uzaklastirmak i¢in mikrosantrifiij tlipii kapagi acik bir sekilde 1 dk. santrifiyj edildi.
Minicolumn steril 1.5 ml mikrosantrifiij tiipii icerisine yerlestirildi. Minicolumn iizerine
kit icerisinden ¢ikan eliisyon soliisyonundan 50 pl eklendi. Oda sicakliginda 1 dk.
inkiibe edildikten sonra 16.000 g’de 1dk. santrifiij edildi. Minicolumn igindeki 6rnegin
1.5ml mikrosantrifiij tiipiine gecmesi saglandi. Minicolumn atilarak 6rnek -20 °C’de

saklandi.
3.2.4.MIC3 Geninin pcDNAS3.1 Plazmitine Yerlestirilmesi

PCR iiriiniini DNA asis1 i¢in kullanilacak pcDNA3.1 (invitrogen) vektoriine

yerlestirilmistir.

Bunun i¢in: PCR iiriinlinden 1 pl, TOPO vektérden 1 pl kullanilarak toplam miktar
distile su ile 5 pl’ye tamamland: (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. pcDNA3.1 klonlama reaksiyonu

Miktar
PCR Urdna 1l
Tuz soltsyonu 1l
Steril su 2 ul
TOPO vektor 1l
Toplam 5ul
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Elde edilen karisim oda sicakliginda (22-23 °C) 30 dk. inkiibe edildi. 5 pI’lik ligasyon
urinu buzlu suda bekletilen 100 pul TOP10 E.coli kompetan hiicrelerine (Invitrogen,
ABD) eklenerek 30 dk buz lizerinde inkiibe edildi. Karisim sirasiyla 42 °C’de 1 dk ve
buzlu suda 10 dk bekletildikten sonra tzerine 250 pl S.O.C. besiyeri (Invitrogen, ABD)
eklendi. 200 rpm 37 °C’de sallayici iizerinde 1.5 saat inkiibe edilen transformasyon

karisimi LB kati besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edildi.

PCR [
A

BamH |

BstX |
[ |
-

Hind 111
Kpn |

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Sekil 3.2. pcDNA3.1 Vektor Haritasi
3.2.5.Rekombinant Plazmitin Kompetan E.coli Hicrelerine Transformasyonu

Transformasyon i¢in 5 pl’lik ligasyon iirlinii, buzlu suda bekletilen 100 pl OneShot
TOP10 Chemically Competent E.coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) eklendi ve buzlu
suda 30 dk. inkiibe edildi. Karisim 42 °C°de 1 dk. bekletildikten sonra tekrar buzlu suya
alinarak burada 1 dk. bekletilip rekombinant plazmitin transformasyonu saglandi. Daha
sonra Uzerine 37 OC’ye 1sitilmig 250 pl SOC sivi besiyeri eklendi. Elde edilen karisimi
37 °C’de calkalayict tlizerinde 1.5 saat inkiibe edildi. Transformasyon iiriinii LB kat1
besiyere ekilerek 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. LB kati besiyerinde koloni
gelisimi gozlendikten sonra besiyerdeki koloniler numaralandirilarak yeni bir besiyerine

aktarildi. Besiyeri 37 OC’de bir gece inkiibasyona birakildi.
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3.2.6. Klonlamanin Dogrulanmasi
3.2.6.1. PCR Tarama ile Dogrulama

Kat1 besiyerine ekim sonucu olusan kolonilerin rekombinant plazmit i¢erip igermedigini
belirlemek amaciyla PCR tarama yapildi. Kat1 besiyerinde olusan 12 koloniden 4 adeti
secilerek PCR tarama i¢in her biri 5 ul Master mix (SolisBioDyneFIREPol, Estonya), 1
ul TgMIC3 F ve 1 ul TgMIC3 R primeri igeren karigim bulunan numaralandirilmis PCR
tiplerine steril pipet ucu yardimiyla konularak PCR igerigi hazirlandi. Hazirlanan
karisimlar Uzerine distile su ekleyerek 25 ul’ye tamamlandi. Boliim 3.2.3 deki protokol
kullanilarak PCR yapildi. PCR iiriini, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz
jelde yuritiildi ve Gel Logic 212 Pro Jel goriintiileme cihazi (Carestream, ABD) ve
Bio-Rad chemidoc Mp Jel goriintiileme cihazi (ABD) ile géruntulendi.

3.2.6.2. Miniprep ve PCR ile Dogrulama

Rekombinant plazmitin Kolonilerdeki varhigini gosterebilmek icin miniprep yapildi.
Daha sonra miniprep Uriininden PCR kuruldu. Bu islem i¢in High Pure Plazmit
Isolation Kit’i (Roche Applied Science, Almanya) kullanildi. PCR tarama ile
rekombinant plazmitin pozitif tespit edildigi koloniler 5 ml’lik ampisilinli LB sivi
besiyerlerine ekilerek 37 °Cde bir gece ¢alkalayici iizerinde inkiibasyona birakildi. Bu
islem sonrasinda mevcut tiipler 8000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edildi. ki faza ayrilan
thplerin siv1 Ust kisimlari ayrildiktan sonra dipte kalan pellet Gizerine 250 pl suspension
buffer/RNAse ve 250 ul lysis buffer ilave edildi. Nazikge karistirilarak oda sicakliginda
5 dk. inkibe edildi. Inkiibe edilen karisimimn iizerine 350 ul soguk binding buffer
eklendikten sonra buzlu su igerisinde 5 dk. inkiibasyona birakildi. Yapilan bu islemin
ardindan 13.000 rpm.’de 10 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrast olusan supernatant
kisim kit igerisindeki filtrasyon kolonuna aktarildi. Filtrasyon kolonu bir mikrosantrifij
tiplnln icine konulduktan sonra 13.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edildi. Santrifijden
sonra tiipiin dip kisminda olusan siiziintii atilip filtrasyon kolonu yeni steril bir tlipe
aktarildi. Tiiplin icinde bulunan filtrasyon kolonunun tizerine 500ul washing buffer I
eklendikten sonra 1 dk. boyunca 13.000 rpm.’de santrifiij edildi ve tiipiin dip kisminda
kalan siiziintii atildi. Filtrasyon kolonu yeni steril bir tiipe aktarildi ve tzerine 700 pl
washing buffer 1l konuldu. 1 dk. boyunca 13.000 rpm.’de santrifiij edilen tupun dip
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kismina ¢oken siiziintii atildiktan sonra filtrasyon kolonu yeni steril bir tlipe aktarildi.
Filtrasyon kolonunun fiizerine 50 pl elution buffer eklendikten sonra 1 dk. boyunca
13.000 rpm.’de son bir kez santrifilj edilerek rekombinant plazmitin tupin filtrasyon

kolonundan ayrilarak dip kisma ge¢mesi saglandi.

Miniprep yapilarak elde edilen rekombinant plazmit DNA, NanoDrop 2000c
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile olclldu. Miniprep ile elde edilen
rekombinant plazmit DNA’nin 5’er pl’si alinip etidyum bromidle boyanmis %1.5’luk
agaroz jelde ydrituldukten sonra Gel Bio-Rad chemidoc Mp Jel goriintiileme cihazinda
(ABD) gorntulendi.

Goruntilenen rekombinant plazmitlerin MIC3 geninin bulunup bulunmadigini tespit
etmek i¢in daha once kullanilan boliim 3.2.3 deki protokol ile PCR yapildi. PCR iglemi
gerceklestirilirken miniprep Urlinu olan rekombinant plazmit template olarak kullanildi.
PCR iiriinii, etidyum bromidle boyanmis %]1,5’luk agaroz jelde yiiritildi ve Jel

goriintiileme cihazinda gorintulendi.

3.2.6.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Saflagtirilan rekombinant plazmitlerdeki klonlanan genin varligi ve dizisi, DNA dizi
analizi ile dogrulandi. DNA dizi analizi i¢in pcDNA3.1 Forward Sequencing Primer,
(5'-GAA CCA TGC GAG GCG-3") pcDNAS3.1 Reverse Sequencing Primer, (5'-CTG
CTT AAT TTT CTC ACA CG -3") primerleri ve Bigdye Cycle Sequencing kit v3.1
(Applied Biosystems, ABD) kullanildi. PCR Uriintine ait DNA dizi analizi, BM Yazilim
Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara) firmasina hizmet satin alma yolu yaptirildi.

DNA dizi analizi sonucu Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith
University, Australia) programi ile incelendikten sonra http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
internet adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programina girildi. Calismadan elde edilen DNA dizisi GenBANK veri tabanindaki
mevcut T.gondii DNA dizileri ile karsilastirildi.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

4. BULGULAR

Total genomik DNA izolasyonu Toxoplasma gondii takizoitlerinden, QlAamp tissue kit
(QIAGEN, ABD) prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi. PCR igin, total genomik
DNA ve T.gondii MIC3 genine 0zel primerler dizayn edilerek kullanildi. PCR islemi
sonrasinda olusan Urlin, 100 bg¢’lik markerle (SolisBioDyneFIREPol, Estonya) beraber
etidyum bromidle boyanmig %1.5’luk agaroz jelde 45 dk boyuncu 120 voltta 400
mA’de yuritildi ve 1080 baz ciftlik PCR 0rini Bio-Rad chemidoc Mp Jel (ABD)
goriintiilendi (Sekil 4.1.).

M123 4

1000bc- ~1080 be

Sekil 4.1. Toxoplasma gondii 1080 b¢ uzunlugundaki PCR tiriiniiniin %1,5’luk agaroz
jeldeki goruntust. M;100 bg Ladder , 1: Negatif kontrol, 2: gDNA miktari
1ul, 3:gDNA miktar1 3ul, 4; gDNA miktar Sul
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Elektroforez sonrasi olusan ince ve zayif non-spesifik bantlarin yok edilmesi, istenilen
PCR iirliniiniin saflagtirilmas1 amaciyla Wizard gel clean up (Promega, ABD) kiti
kullanildi. Olusan non-spesifik bantlardan arindirilmis iiriin elektroforezde yiritiildii
(Sekil 4.2.)

1 2 ™M

-1100

1080 be-
¢ _1000

2=y
€ 6

Sekil 4.2. Toxoplasma gondii 1080 b¢ uzunlugundaki Clean up PCR (rindnun
%1,5’luk agaroz jelde goriintiilenmesi. 1: Negatif kontrol, 2: Clean up
urind, M;100 bg Ladder.

1080 bg¢’lik PCR iirinii pcDNA3,1 His TOPO Expression Kit klonlama kiti kullanilarak
pcDNA3.1 klonlama vektorine vyerlestirildi. Ligasyon iriinii OneShot TOP10
Chemically Competent E.coli kompetan hicrelerine transforme edildi. Bir gece

inkiibasyon sonrasi olusan koloniler tespit edildi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Transformasyon islemi sonunda Ureyen koloniler

Transformasyon sonrasi olusan kolonilerden 12 farkli koloni segilerek steril bir kiirdan

yardimiyla tek nokta ekimi yapildi (Sekil 4.4.)

Sekil 4.4. Nokta ekim sonucu treyen koloniler
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Transformasyon isleminin ardindan izlenen kolonilerin rekombinant plazmiti tasiyip
tasimadiklarini anlamak icin PCR tarama yapildi. Kat1 besiyerinden segilen kolonilerin
rekombinant plazmiti icerdigi PCR tarama ile 1080 baz ciftlik PCR Urlnu gosterildi
(Sekil 4.5.).

-1100 be

Sekil 4.5. PCR Screening Urinleri. 1; negatif kontrol 2-5; Sirasiyla 4., 6., 7. ve 9.
kolonilerden hazirlanan PCR gorintileri; M; 100 bp Ladder.

Rekombinant plazmitin mevcut oldugu tespit edilen iki koloniden miniprep yapilarak
rekombinant plazmitler saflastirildi. Rekombinant plazmitin Tg MIC3 genini igerdigi
PCR ile gosterildi. Miniprep ile saflastirilan rekombinant plazmit, pPcDNAS.1. Tg-MIC3
olarak isimlendirildi (Sekil 4.6.)
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1100 bc-

_1080 bc¢
1000 be-

Sekil 4.6. M;100 bg¢ Ladder, 1-2; Miniprep sonrast 1080 b¢’lik T.gondii MIC3

Rekombinant plazmit drinleri 3. Negatif Kontrol

Klonlamanin dogrulugunu kesinlestirmek igin PCR Uriiniine ait DNA dizisi BM
Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara) firmasina hizmet satin alma yolu ile
yaptirildi. (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1.DNA dizi analizi ile elde edilen T.gondii MIC3 genine ait DNA dizisi

1 10 n ¥ 0 5 0 W
ATGCGAGGCG GGACGTCCGC GCTGTIGCAC GCGCTCACCT TCAGTGGGEC CGTGTGGATG TGCACCCCAG CGGAGGCTTT
9 100 110 o 13 140 150 1§
GCCGATTCAG AAGTCTGTGC AGCTGGGCAG CTTTGACARA GTTGTGCCGA GCCGCGAAGT CGICTCTGAG AGTCTIGCIC
1 10 1% m 0 m ) )
CGICTTTCGC GGTGACTGAG ACTCACTCGT CTGTGCAATC CCCCAGCAAG CAGGAGACGC AACTCTGTGC TATCTCGAGT
] » i w zge 1) 3 g
GAAGGCAAGC CATGTCGAAR CCGTCAGTTG CACACTGACA ACGGGTACTT CATCGGGGCC AGTTGCCCCA AGAGCGCTTG
W () ® » n () ) a
CTGCAGCAAG ACCATGTGCG GCCCCGGCGE CTGCGGAGAR TTCTGCTCCA GCAACTGGAT TTTTTGCAGC AGTTCGCTCA
4 o o “w @ ® M @
TCTACCATCC TGACARARGC TATGGAGGAG ACTGCAGCCG TGAAAAGCAG GGCCATCGGT GCGACARARA CGCAGAATGC
o 1] 50 7 5 50 5 5
GTCGAARACT TGGACGCGGG TGGGGGTGTG CACTGCAAGT GCAAAGACGE CTTCGTCGEC ACTGEGTTGA CTTGCTCCGA
5 ) Gl o0 B0 ] ) ()
GGATCCTTGT TCAAARAGAG GGAACGCGAA GIGCGGACCC AACGGGACGT GCATCGICGT CGATTCAGIC AGCTACACAT
&0 ) i) ) & [ 1o m
GCACCTGCGG CGACGGCGAA ACTCTAGAGA ACCTCCCGGA AGGGGGACAA GGATGCAAGA GGACTGGATG TCATGCCTIC
] ) ) ) m T8 0 a
AGGGAGAACT GCAGCCCTGG TAGATGTATT GATGACGCCT CGCATGAGAA TGGCTACACC TGCGAGTIGCC CCACAGGGTA
80 ] ) ) " ) ) )
CTCACGTGAG GTGACTTCCA AGGCGGAGGA GTCGTGTGTG GAAGGAGTCG AAGTCACGCT GGCTGAGARA TGCGAGAAGG
) " 0 w ) ) ) )
AATICGGCAT CAGCGCGTCA TCCTGCAMAT GCGATAACG ATACTCCGGA TCTGCTICCG CAACCTCCCA CCATGGGAAA
9 " ) 100 1010 100 1080 1040
GGAGAATCGG GGTCCGAGGG GAGCTTGAGT GAAARAATGA ATATTGICTT CAAGTGCCCC AGTGGCTACC ATCCAAGATA
1080 100 100 1080
CCATGCCCAC ACCGTGACGT GTGAGARRAT TAAGCAGTGA

DNA dizi analizi sonucu Chromas v.1.45 programi ile incelendikten sonra

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ internet adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) programina girildi. (Tablo 4.2.).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tablo 4.2. DNA dizi analizi ile elde edilen T.gondii MIC3 geninin kodladigi aminoasit

dizisi

1 10 0 kY [ % & 1 8 0
ATGCGAGGCG GGACGTCCGE GCTGTTGCAC GCGCTCACCT TCAGTGGGGE CGTGTGGATG TGCACCCCAG CGGAGGCTTT GCCGATTCAG
MRG GTS A LLH ALT FSGA VHM CTP AEATL PIZQ

CJ 1 0 1ZD ﬂﬂ 1lC bU ET 17 U WSE

AAGTCTGTGC AGCTGGGCAG CTTTGACAAA GTTGTGCCGA GCCGCGAAGT CGTCTCTGAG AGTCTTGCTC CGICTTTCGC GGTGACTGAG
Ksv LGS FDK VVP SREV VS E SLA PSFA VTE

1% m 20 2 20 2% 20 0 bi!
TCACTCGT CTGTGCAATC CCCCAGCAAG CAGGAGACGC AACTCTGTGC TATCTCGAGT GAAGGCAAGC CATGTCGAAA CCGTCAGTIG
LS §vogS PSK QFET QLCA ISS EGK PCRN RQL

%0 % %0 30 2 %0 0 %0 ks
CACACTGACA ACGGGTACTT CATCGGGGCC AGTTGCCCCA AGAGCGCTTG CTGCAGCAAG ACCATGTGCG GCCCCGGCGG CTGCGGAGAA
ETD NGYF I GA SCP KSAC CSK T MC GP GG CG E

3"3 JE'J BQC 403 il C AzD 47 ) 4&0 A5C

TICTGCTCCA GCAACTGGAT TTTTTGCAGC AGTTCGCTCA TCTACCA TCC TGACAAAAGC TATGGAGGAG ACTGCAGCCG TG~—~~GC 16
FCS SNWI FCS §SL I VYH DKS YGG DCSR E Q

® i 40 0 50 510 520 50 540
GGCCATCGGT GCGACAAAAA CGCAGAATGC GTCGARAACT TGGACGCGGE TGGGGGTGTG CACTGCAAGT GCAAAGACGG CTTCGTCGGC
G HR CDEKVN AEC VEDN LDAG GGV HCK CKIDG FVG

50 50 50 50 &0 810 &0 &0
ACTGGGTTGA CTTGCTCCGA GGATCCTTGT TCAAAAAGA AR AR GTGCGGACCC AACGGGACGT GCATCGTCGT CGATTCAGTC
Te6L TCSE DPC SKR GN Kk ¢66P NGT CIVV DSV

840 650 &0 670 60 E 0 70 e

AGCTACACAT GCACCTGCGG CGACGGCGAA ACTCTAGAGA ACCTCCCGGA AGGGGGACAA GGATGCAAGA GGACTGGATG TCATGCCTTC
syr crce DGE TLE NLPE GG Q G CK RTGC HATF

720 4 180 0 78 79 80 810
AGGGAGRACT GCAGCCCTGG TAGATGTA TT GATGACGCCT CGCATGAGAA TGGCTACACC TGCGAGTGCC CCACAGGGTA CTCACGTGAG
REN CSPG RCI DDA SHEN GYT CEC PTGY S RE

80 &0 80 80 &0 810 8 80 o

GTGACTTCCA AGGCGGAGGA GTCGTGTGTG GAAGGAGTCG AAGTCACGCT GGCTGAGARA TGCG \GAAGG AATTCGGCAT CAGCGCGTCA
vTSs KAEE S§CV EGV EVTITIL AEK EK EFGI S AS

«13 32 930 343 950 960 ;% 70 9"0 %E

TCCTGCAAAT GCG“Tn:CGG ATACTCCGGA TCTGCTTCCG C—-CCTCCC CCA TGGGF—~ GG G~~TCGG GGTCCG GGG GA GCTTG 6T
S CK C Y S G S H H K S

AC
T

1000 1010 100 100 1040 1080 1060 1 q‘c 1080
GAARAAATGA ATATTGTCTT CAAGTGCCCC AGTGGCTACC ATCCAAGATA CCATGCCCAC ACCGTGACGT GTGAGAAAAT TAAGCAGTGA
EK M NIVF KCP SGY HPRY HAH TVT CEZXKTI K Q *

DNA dizi analizi sonucu Chromas v.1.45 programi ile incelendikten sonra

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ internet adresinde yer alan web tabanli BLAST

programina girildi. Caligmadan elde edilen DNA dizisi GenBANK veri tabanindaki
mevcut T.gondii DNA dizileri ile karsilastirildi (Tablo 4.3.). Sonug olarak EU522718 ile
urinimizin %100 benzer oldugu, GU121670 ve AJ132530 ile sirast ile %99.7 ve
%99.4 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edildi.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tablo 4.3. Calismadan elde edilen DNA dizisi GenBANK veri tabanindaki mevcut
T.gondii DNA dizileri ile karsilastirilmasi.

1 0 0 1 [ g 0 0 0 9 (]
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DNA dizi analiz sonuglarina gore T.gondii’ye ait MIC3 proteinlerinin ¢ boyutlu
yapilar1  http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index web adresinde
bulunan Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 programu ile,
gorintulenmesi ise Jmol: An open-source Java viewer programi kullanilarak elde
edilmistir (Sekil 4.7).

Jmol

Sekil 4.7.T.gondii MIC3 proteinin 3 boyutlu gorunumi



5. TARTISMA VE SONUC

Toxoplasma gondii’nin hayat déngusunde; sporozoit, bradizoit ve takizoit formu olmak
tizere li¢ enfektif donemi vardir. MIC3 geni, bu ii¢ donemde de bulunmaktadir. MIC3
antijeni, insanda hem htcresel hem de humoral immunite olusturmaktadir. Bu sebeple
gerek Toxoplasma gondii’nin tanisinda gerekse de asi1 ¢aligmalarinda kullanilan hedef
antijen olmustur. GuUnumuze kadar yapilan calismalarda MIC3 gen tabanli DNA
agilariin hem humoral hem de hiicresel cevabi uyardigi T.gondii’ye karsi kismi koruma
sagladig1 gosterilmistir. MIC3 geni tek basina veya diger aday antijenlerle birlikte
kullanilarak T.gondii’ye kars1 gelistirilecek asinin etkinligi, koruma stiresi, arttirillmaya

calisilmustir (7).

Insanda T.gondii enfeksiyonu tamisinda bircok zorlukla karsilasiimaktadir. Bu
zorluklardan bir kismini tani testlerinin sensitivite ve spesifitesinin diigiikligi
olusturmaktadir. Bunun yaninda tani i¢in degerlendirilecek Ornegin kan, idrar, BOS,

balgam gibi degisik materyallerin olmasi farkli zorluklar1 da karsimiza ¢ikarmaktadir .

Son zamanlarda yiiriitilen c¢aligmalarda insanda toxoplasmosis enfeksiyonunun
tanisinda kullanilabilecek T.gondii’de bulunan bir ¢ok antijen Escherichia coli’de
retilmistir. Bunlar; mikronem proteinleri (rMIC2, rMIC3, rMIC4, rMIC5), GRA
antijenleri (rGRA1, rGRA2, rGRA4, rGRA6, rGRA8) roptri proteinleri (rROP1,
rROP2), yuzey proteinleri (rSAGl1 ve rSAG2), matrix protein rMACI1’dir. Bu
proteinlerden MIC3 rekombinant proteini i¢eren tani testlerinden, yuksek spesifitesi ve
sensitivite sonuglar1 elde edilmistir. MIC3 proteini, tan1 ¢alismalarinda tek bagma
kullanildig1 gibi farkli antijenlerden olusan rekombinant proteinlerle kombine edilerek

de kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (86-94).

Toxoplasma gondii’nin MIC3 tabanli immunolojik tanisinda kullanilan testler arasinda

Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Latex Agglutinasyon Testi (LAT), Enzyme-



55

Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Polymerase Chain Reaction (PCR)
bulunmaktadir (114).

Toxoplasma gondii’nin MIC3 antijeninin rekombinant olarak kullanildigi LAT’te,
Toxoplasma gondii disinda farkli patojenlerle enfekte hastalarinin, pozitif serum
orneklerinden yapilan ¢alismada, ¢apraz reaksiyonun goriilmedigi, domuzlardan elde
edilen Toxoplasma gondii’ye karsi olusmus antikorlarin bulundugu serum 6rneklerinde

de ¢ok giiglii bir ¢okelme oldugu tespit edilmistir (114).

Rekombinant SAG1’in antijen olarak kullanildigi ELISA ile karsilastirildiginda,
rekombinant MIC3’iin kullanildigt LAT metodu ile ayni oranda pozitif sonu¢ verdigi
goriilmistiir. Bu oran her iki test i¢in %92,8 olarak bulunmustur. Ayrica Toxoplasma
gondii takizoitleri ile deneysel olarak enfekte edilmis domuz yavrularinda,
enfeksiyondan sonraki 8. glinden 42. giine kadar alinan serum 6rneklerinde Toxoplasma
gondii spesifik antikorlart MIC3 tabanli LAT ile pozitif olarak tespit edilebilmistir
(115).

ELISA’nin disinda, avidite testlerinde de rekombinant MIC3 proteini basaril bir sekilde
kullanilarak farkli tani Kitleri gelistirilmistir. Rekombinant MIC3’iin antijen olarak
kullanildig1 IgG avidite testinde, primer enfeksiyondan sonraki ilk 2 ay i¢inde toplanan
serum Orneklerinde yapilan calismalarda; diisiik aviditeli IgG antikorlarini tespit
edebildigi goriilmiistiir. rIMIC3 antijenine kars1 olusan diisiik aviditeli IgG antikorlarinin
varligimin tespit edilmesi halinde, bu enfeksiyonun yakin bir tarthte gecirildigini,
enfeksiyon ajaninin viicuda giris zamaninin lizerinden 8-9 haftalik bir siire gegtigini

diistindtirmektedir (115).

Bazi aragtirma gruplart tarafindan yapilan ileri c¢aligmalarda akut toxoplasmosisli
hastalarin serum Orneklerinde dikkat ¢ekecek bir sekilde yiiksek yogunlukta MIC3’lin
Ozel bir peptidine karst olusmus antikorlarin (MIC3-282:GVEVLAEKCEKEFGI;
MIC3-191:SKRGNAKCGPNGTCIV) varligi gosterilmistir. Akut enfeksiyonlu
hastalarda MIC3 0©zel peptidi yiksek yogunlukta tespit edilirken, latent
enfeksiyonlularda diisiik yogunlukta oldugu tespit edilmistir. insan akut toxoplasmosisi
tanisinda kullanilmak i¢in yapilacak olan testlerde MIC3 06zel peptidinin aday olarak

kullanilabilirligi iimit vaad eden bir durum olarak gosterilmistir (116).
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Gebelikte karsilagilan ciddi problemler arasinda Toxoplasma gondii enfeksiyonunun
gecirilme zamani1 hakkindaki belirsizlikler vardir. Bu belirsizliklerin en aza indirmek
icin enfeksiyonun ge¢irilme zamaninin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Gebelik donemi
boyunca meydana gelebilecek bir durum olan akut toxoplasmosisin tanisinda
kullanilabilecek, yuksek sensitivite ve spesifiteye sahip bir marker olarak MIC3 6zel

peptidi karsimiza ¢ikmaktadir.

MIC3 serolojik testlerde marker olarak kullanilmasinin yaninda, Toxoplasma gondii’nin
molekiiler tanisinda da giiglii bir hedef olarak kullanilmigtir. Toprakta Toxoplasma
gondii varligini arastirmak i¢in kullanilan loop mediated isothermal amplification assay
metodunda MIC3 geninin hedef alindigi, spesifik primerlerin kullanildigi ¢alismalarda
yuksek sensitivite ve spesifite degerlerine ulagilmigtir. MIC3 gen bdlgesinin hedef
olarak alindig1 bu yontemde, 0,5 gr topraktaki 5 adet Toxoplasma gondii ookistini bile
tespit edebildigi goriilmiistiir (117, 118).

Toxoplasma gondii’ye karsi suisidal DNA asisimin  koruyucu etkinliginin
degerlendirildigi bir c¢alismada; MIC3 geni suicidal vektor olan pSCAl ve
konvensiyonal vektér pcDNA3.1°e klonlanmigtir. Olusan rekombinant plazmitler
(pSCA/MIC3 ve pcDNA3.1/MIC3), BHK-21 hiicrelerine transfekte edilmistir.
MIC3’tin BHK-21 hiicrelerinde ekspresyonunun olup olmadigina RT-PCR ve
immunofluoresence test ile bakilmistir. Dogrulama isleminin ardindan BALB/c fareleri,
pSCA/MIC3 ve pcDNA3.1/MIC3 ile immunize edilmistir. Olusan anti-Tg-MIC3
antikorlar1 indirekt ELISA yontemiyle tespit edilmistir. Hiicresel immun yanit ise
lenfosit proliferasyon assay ve RT-PCR yontemiyle degerlendirilmistir. pSCA/MIC3 ve
pcDNA3.1/MIC3 ile immunize edilen grupta elde edilen sonuglara gore anti-Tg-MIC3
antikor seviyesi, lenfosit proliferasyon stimulasyon index cevabi ve IFN- y miktar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli dlglide yiikseldigi goriilmiistlr. Plazmitlerin
tek basina kullanilarak immunize edilen fare gruplarindaki I1L-4 seviyesinin ise kontrol
grubu ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. pSCA/MIC3 ve
pcDNAS3.1/MIC3 ile immunize edilen gruba letal doz T.gondii verilmis, hayatta kalma
siireleri kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglarda, immunize edilen
gruptaki BALB/c farelerinin yasam siirelerinin 6nemli Slgiide uzadigi gorilmiistiir.
pSCA/MIC3 ve pcDNA3.1/MIC3’iin ayri ayr kullanilarak immunize edilen farelerde

iki ayr1 vektoriin koruyucu etkinligine de bakilmis, fakat ¢ikan sonuglarda istatiksel
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anlamda bir farkin olmadigi goriilmiistir. pSCA/MIC3 ve pcDNA3.1/MIC3’iin
T.gondii’ye kars1 kullanilacak as1 ¢alismalarinda iyi birer aday olduklar1 vurgulanmistir
(119).

Yapilan baska bir c¢alismada farelerde konjenital toxoplasmosise ve kronik
toxoplasmosise karsi gelistirilen asinin etkinligi arastirilmistir. Deney igin gelistirilen
ast T.gondii’'nin RH susunun MIC1-3 geni knock out yapilarak hazirlanmigtir. OF1
fareler MIC1-3 geni knock out yapilmis takizoitler ile immunize edildikten sonra
T.gondii 76K susu ile oral yoldan enfekte edilmistir. Kronik enfeksiyonda beyinde
olusan doku kist yiiki, konjenital enfeksiyonda ise transplasental gegis, yasam siireleri,
viicut agirliklart kontrol grubuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. MIC1-3 geni
knock out edilmis takizoitlerin humoral ve hiicresel immuniteyi gii¢lii bir bicimde
uyardiklar1 tespit edilmistir. Kronik enfeksiyon modeli olusturulmus farelerin
beyinlerinde olusan kistleri %96 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Asilanmig farelere
hamilelik donemleri esnasinda T.gondii takizoitleri verilerek enfekte edilmis ve
astlanmamis grupla kiyaslandiginda enfeksiyonun fetiise gecis oraninin oldukega diisiik
oldugu goriilmiistiir. Fetiise enfeksiyon ajaninin gegis orani asilanmis grupta sadece

%4.6 iken, agilanmamis grupta %33.3 oldugu tespit edilmistir (120).

Calismamizda, yapilan ¢alismalardan farkli olarak RH susu yerine iilkemizde bulunan
Ankara susu kullamilmustir. Uretilen asilarin olusturdugu yamitin giicii, koruyuculuk
stiresi kullanilan suga baglidir. Olusan immun yanitin daha etkili olmasi amaciyla
iilkemizde sik goriilen suslarin hedef alinarak calisilmast gerekmektedir. Asi
calismasinda kullandigimiz plazmit yukarida yapilan g¢alismada kullanilan suisidal
plazmite goére biogiivenlik acisindan {stiinlik saglamaktadir. Bunun yani sira
toxoplasmosisin tanisinda kullanilacak mikronem tabanli tani kitlerinde tlkemizde sik
goriilen suslarin kullanilmasi sensitivite ve spesifite acisindan 6nem arz etmektedir.
Calismamizda diinyada ve lilkemizde ilk kez Ankara susu kullanilarak hazirlanan

rekombinant mikronem3 tabanli as1 aday1 klonlanmustir.

Yapilan bir calismada immatiir MIC3 proteini kullanilarak hazirlanan plazmit DNA
asist CBA/J farelerine intramuskiiler olarak uygulanmigtir. Immunize edilen biitiin
farelerde yiksek titrelerde IFN vy, IL2, I1gG2a, anti-MIC3 immunglobulin seviyesinde

artis tespit edilmistir. Olusan yanita ek olarak daha gii¢lii bir humoral yanit olusturmak
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icin pMIC3 ile birlikte pGM-CSF inokule edilmistir. T.gondii 76K susu ookistleri,
onceden immunize edilen farelere oral yoldan verilmis ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda immunize edilen farelerdeki beyin kistlerinin 6nemli oranda azaldigi

goriilmiistiir (121).

Calismamizda, yapilan ¢alismadan farkli olarak mikronem protein 3’{in immatiir formu
yerine matlir formu kullanilmis olup klonlamanin dogrulanmasinda polimeraz zincir
reaksiyonunun yaninda DNA dizi analizide yapilarak yapilan islemin dogrulugu

kanitlanmistir.

Holec-garsior ve arkadaslarimin MIC3’iin matiir formunun etkinligini arastirdiklari
bagka bir ¢alismada; MIC3’iin matur formunu kodlayan DNA’y1 plazmit araciligi ile

lipozomlar kullanilarak koyunlara intramuskiiler olarak 2 kez uygulanmustir.

Kontrol gruplarindaki koyunlardan bazilar1 bos vektor verilerek asilanirken, bazilari ise
hi¢ asilanmamistir. Asilanan koyunlarda 1. ve 2. asilamanin ardindan kan ornekleri
aliip, IFN 7 ve diger antikor seviyelerindeki degisim izlenmistir. Kontrol gruplarindaki
koyunlar ile kiyaslandiginda IgG1, IgG2 ve IFN y serum seviyesinin énemli dlgiide
arttig1 ve T.gondii’ye karsi etkili bir cevap olusturdugu gozlemlenmistir (122).

Holec-garsior ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda
prokaryotik ekpresyon sistemleri yerine okaryotik memeli ekspresyon sistemleri olan
pcDNAZ3.1. plazmiti kullanilmistir. Bu sayede iiriiniimiiz uygun adjuvanlarla kombine

edilerek deney hayvanlarinda kullanim alan1 olusturmaktadir.

Caligmamizda MIC3 geni, T.gondii takizoitlerinden elde edilip, pc.DNA3.1’e
aktarildiktan sonra OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli kompetan hiicrelerine
transforme edilip klonlanmistir. Klonlama sonrasinda olusan {iriin DNA dizi analizine
gonderilip, dogrulama islemi yapilmis, var ise farkliliklar tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar 1518inda TC. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan alinan
T.gondii Ankara susunda MIC3 geni baz alinip bir ¢ok farkl sus ile karsilastirildiginda,
herhangi bir mutasyonun s6z konusu olmadigi, secilen gen bdlgesinin korunmus

oldugu, BLAST dizi analizi ile tespit edilmistir.
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Suana kadar yapilan ¢alismalar gostermistir ki; MIC3’iin koruyucu etkisi bir ¢ok faktor
tarafindan etkilenmektedir. Bu faktorlerden en 6nemlilerinden biri de MIC3’lin birlikte
kullan1ldig1 adjuvantlardir. Immunizasyonun etkinligini ve olusan immun cevabin
sliresini arttirmak i¢in kullanilirlar. T.gondii enfeksiyonuna karsi olan savunmada daha
¢ok tipl hiicresel cevabin 6n planda oldugu ve sitotoksik T-lenfositlerden salinan IFN
y’nin rol aldigi bilindigi i¢in adjuvant se¢iminde bu yapilarin iizerinde pozitif etkisi
olabilecek adjuvantlarin se¢imi bu konuda calisacaklarin dikkat etmesi gercken

hususlardir.

MIC3’lin koruyuculuguna etki eden bir diger faktor de kullanilan plazmitlerin ¢esididir.
Calismamizda kullanilan pcDNA3.1. plazmiti giivenle kullanilan bir plazmittir.
Calismamizdan elde edilen iiriinler kullanilacak asilarin etkinligini arttirmak amaciyla

farkli DNA plazmitleri ile de kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Calismamizdan elde edilen MIC3 geni; etkinliginin degerlendirilmesi ve olusan etkinin
arttirtlmas1 amaciyla, klasik veya yeni nesil adjuvantlarla kombine edilip DNA asi
calismalarinda kullanilmast miimkiin olacaktir. Hazirlanan asilarin etkinligi laboratuvar
hayvan modellerinde kronik ve akut toxoplasmosise karsi koruyucu etkisinin, hucresel

ve humoral immun cevabi olusturmadaki yeterliligi agisindan test edilebilecektir.

Sonug olarak; toxoplasmosis ginimizde hala édnemli mortalite ve morbidete sebebi
olmaya devam etmektedir. Bu nedenle hastaligin tani1 ve tedavisine yonelik ¢alismalarin
yapilmast ve gerekli yatirimlarda bulunulmasi gerekmektedir. Tan1 amagli kullanilan
testlerin basinda serolojik yontemler gelmektedir. Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen
urtinler protein ekspresyon sistemleri kullanilarak, MIC3 molekull c¢ogaltilip
saflastirildiktan sonra antijen olarak kullanilabilecek ve serolojik testlerin sensitivite ve

spesifitesi degerlerinin yiikselmesine katki saglayacaktir.

Koruyucu hekimlik agisindan 6nemli olan; “hastalik olusmadan 6nlem almak” tir.
Boylece; karsilasilabilecek is giicii ve ekonomik kayiplar en aza indirgenebilecektir. Bu
amagcla yapilabilecekler arasinda as1 ¢aligmalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Calismamizdan
elde edilen pcDNA3.1.Tg-MIC3 olarak isimlendirdigimiz iriin, tek basina
kullanilabilecegi gibi olusturmasi beklenen immun yanitin arttirilmasi amaciyla

adjuvantlarla kombine edilerek deney hayvanlarinda as1 ¢alismalar1 planlanabilir.
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Diger taraftan, giinlimiizde asilama metotlar1 arasinda prime-boost yaklagimi yaygin
olarak kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Bu yontem ile MIC3 molekiil
tabanli DNA ve protein asilar1 birlikte kullanilma imkan1 bulabilir ve olusacak immun

yanitin hem etkisinin hem de siiresinin arttirilmasi hedeflenebilir.

Baska bir secenek olarak da; elde ettigimiz pcDNA3.1.Tg-MIC3 multiantijenik aginin
bir parcasi olarak T.gondii ylizey antijenleriyle ve diger adezyon molekiilleriyle birlikte
kullanilabilecegi ve asini koruyucu etkisinin arttirilmasina 6nemli katki saglayacagi

disiiniilmektedir.
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