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TOXOPLASMOSIS TANILI GEBELERDEN ALINAN AMNiON
SIVILARINDAN TOXOPLASMA GONDIii GRA4 GENININ TANI VE
IMMUNIZASYONDA KULLANILMAK UZERE iZOLE EDILMESI,

KLONLANMASI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Bekir TARTICI

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Arahk 2020
Damisman: Prof. Dr. Abdullah INCI

OZET

Sicakkanli omurgalilarda enfeksiyon olusturabilen Toxoplasma gondii, hiicre i¢i zorunlu
bir protozoon parazittir. bu c¢alismada, Toxoplasma gondii’nin GRA4 geninin
klonlanmasi,  sekanslanmasi ve  molekiiler karakterizasyonunun  yapilmasi
amagclanmistir. Bu amacla, ERU tip fakiiltesi hastanesi kadin ve dogum hastaliklari
poliklinigine bagvuran, amniyosentez yapilip toxoplasmosis tanisi konulan toplam 4
hastadan alinan amniyon sivilarindan Genomik DNA izolasyonu yapilarak Toxoplasma
gondii GRA4 geninin agik okuma ¢ergevesini (ORF) biitiin olarak amplifiye eden (1038
bc) spesifik primer ile PCR kurulmustur. Elde edilen PCR f{iriinleri saflastirilarak
pJET1.2/blunt Cloning vektoriine klonlanmig, klonlamanin dogrulanmasi igin koloni
tarama yapilarak miniprep ile saflastirilan plasmid DNA sekans analizine
gonderilmistir. 1038 b¢ uzunlugundaki sekans dizisi yiiksek kalite skoru ile elde edilen
T. gondii GRA4 geni DNA dizi analiz sonuglarmin Geneious 2020.1.1 yazilimi
tizerinden c¢oklu hizalamalar1 yapilmis ve 4 izolatin GRA4 sekans dizilerinin homolog
oldugu goriilmistiir. Blast analizlerinde, TRTOXGRA4 olarak isimlendirilen sekansin
Genbank veri tabaninda T. gondii’ye ait Avustralya’dan bildirilen (M76432) izolat ile
%100; Hindistan’dan rapor edilen EU660037 kodlu izolat ile %99,9,  Suudi
Arabistan’dan (LN714501.1) ve ABD’den bildirilen (XM _002364283) izolatlarla ise
%97,8 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. ilgili izolatlarm ikili hizalama analiz
sonuglarina gore niikleotid farkliklari tespit edilmistir. ORF sekansinin, 346 amino asit
uzunlugunda bir zinciri kodladig1 ve in-silico analiz sonuglarina gére GRA4 proteininin
36.284 kDa agirliginda oldugu belirlenmistir. GRA4 amino asit zincirinin, uzunlugu 7-
43 aa arasinda degisen, en diisiik skoru 1,03 en yiiksek skoru ise 1,243 olan 12 antijenik

bolge igerdigi belirlenmistir. Ayrica ilgili amino asit zincirinin 20 aa uzunlugunda bir
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sinyal peptid igerdigi, ikincil yapisinin non-sitoplazmik domain 6zellikte oldugu ve iki
adet potansiyel transmembran bolgeye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica ikincil yapi
analizinde % 22,25 alfa-heliks, % 26,3 beta-strand ve %28,03 oraninda random coil
yapist tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez amniyotik
stvilardan elde edilen T. gondii izolatlarinda 6nemli immunojenik bir antijen olan
GRAA4 proteinini kodlayan gen iizerine karakterizasyon verileri elde edilmistir. Calisma
ile rekombinant olarak elde edilen GRA4’{in biyoinformatik analizlerle genetik ve
proteomik yapisi ortaya cikarilmis olup, toxoplasmosise karsi basta asi caligmalar
olmak tiizere biyoteknolojik miicadele cergevesinde yeni projeler i¢in Onciil sonuglar
saglanmistir. Ayrica elde edilen sonuglar gen bazinda parazitin molekiiler

epidemiyolojisi noktasinda da katki saglamstir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, Gebelerde Toxoplasmosis,
GRA4
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ISOLATION, CLONNING AND MOLECULAR CHARACTERISATION GRA4
GENE OF TOXOPLASMA GONDII OBTAINED BY AMNION MAIES OF
PREGNANTS WHO HAVE TOXOPLASMOSIS
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PhD. Thesis, Dec 2020
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah INCI

ABSTRACT

Toxoplasma gondii, which can infect warm-blooded vertebrates, is an intracellular
obligate protozoan parasite. In this study, the cloning, sequencing and molecular
characterization of Toxoplasma gondii's GRA4 gene was aimed. For this purpose,
Genomic DNA isolation from amniotic fluids taken from 4 patients who were admitted
to the ERU medical faculty hospital obstetrics outpatient clinic and diagnosed with
toxoplasmosis undergoing amniocentesis, and PCR was established with a specific
primer (1038 bp) that amplifies the open reading frame (ORF) of T. gondii GRA4 gene
as a whole. The PCR products obtained were purified and cloned into pJET1.2 / blunt
Cloning vector. To confirm the cloning, the colony was scanned and the plasmid DNA
purified by miniprep was sent for sequence analysis. Multiple alignments of the DNA
sequence analysis results of T.gondii GRA4 gene, which were obtained with a high
quality score of 1038 bp sequence, were performed on Geneious 2020.1.1 software and
it was observed that the GRA4 sequence sequences of 4 isolates were homologous. In
blast analysis, the sequence named TRTOXGRA4 is 100% similar to the isolate
(M76432) reported from Australia belonging to Tgondii in Genbank database; 99.9%
similar to the isolate coded EU660037 reported from India; It was determined that it
was 97.8% similar to the isolates reported from Saudi Arabia (LN714501.1) and the
USA (XM _002364283). Nucleotide differences were determined according to the
binary alignment analysis results of the respective isolates. It was determined that the
ORF sequence encodes a chain of 346 amino acids in length and according to the in-
silico analysis results, the GRA4 protein weighs 36.284 kDa. It was determined that the
GRA4 amino acid chain contains 12 antigenic regions varying between 7-43 aa with the
lowest score of 1.03 and the highest score of 1.243. It was also observed that the related

amino acid chain contains a 20 aa signal peptide, its secondary structure is non-



cytoplasmic domain and has two potential transmembrane regions. In addition, in the
secondary structure analysis, 22.25% alpha-helix, 26.3% beta-strand and 28.03%
random coil structure were detected. In conclusion, this study for the first time in
amniotic important data on the characterization of the gene encoding the immunogenic
protein in T. gondii antigens that GRA4 isolates were obtained from liquids in Turkey.
The genetic and proteomic structure of GRA4, which was obtained recombinantly with
the study, was revealed by bioinformatic analysis, and preliminary results were obtained
for new projects within the framework of biotechnological struggle, especially vaccine
studies against toxoplasmosis. In addition, the results obtained have contributed to the
molecular epidemiology of the parasite on a gene basis.

Key Words: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, Toxoplasmosis at pregnant, GRA4
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1. GIRIS VE AMAC

Toxoplasma gondii tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de goriilen bir parazittir.
Cogunlukla asemptomatik olmakla birlikte immiin sistemi baskilanmis kisilerde ciddi
tablolara sebep olabilmektedir. Mortaliteye de sebep olabilen bu parazit gebelerden
bebeklere gecisi sebebiyle olduk¢a 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak goriilmektedir.
Parazitin olusturdugu 'Toksoplazmosis' hastaliginin patogenezinde bir ¢ok faktor rol
oynamaktadir. Patogenezde, parazite ait faktorler, parazitin tanisinin konulmasi ve
parazitten korunmak i¢in as1 gelistirilmesi calismalarinda ©Onemli olmaktadir.
T.gondii’nin olusurdugu hastalikta en 6nemli molekiillerden biri de GRA4 genidir.

Dolayisiyla bu ¢calismada GRA4 genin klonlanmas1 amaglanmustir.

Bu calisma sonrasinda GRA4 geni tanisal amagla kullanilabilecegi gibi parazite karsi

as1 gelistirme caligmalarinda da kullanilabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

Sicakkanli omurgalilarda enfeksiyon olusturabilen Toxoplasma gondii, hiicre i¢i zorunlu
bir protozoon parazittir (Ryan ve Ray, 2004, Ferreira da Silva Mda ve ark., 2008).
Konak segiciligi diisiik olan T. gondii, saglik alaninda ve ekonomik agidan 6nemli bir
parazittir. Hayvanlarda ve insanlarda plasental gegis yoluyla bulagmasi; diisik veya
hastalikli dogumlara sebep olmaktadir. Ayrica immun yetmezlikli kisilerde organlari
etkileyebilmekte, beyin tutulumu sonucu olusturdugu meningoensefalit tablolarina
sebep olabilmektedir. Toksoplazmosis, kontamine su ve gidalarin tiiketimi, organ ve
doku nakilleri gibi degisik yollarla bulasabildigi igin yaygm goriilmektedir.
Toksoplazmosise bagli olusan fotal anomalilerin azaltilmast ve diinyada enfekte
kisilerin tedavisi i¢in her yil yliz milyonlarca dolarin harcandig: bildirilmistir (Caner,

2007).
2.1. Tarihce

Toxon kelimesi Yunanca ‘yay’ demektir. Parazitin goriinlimii yaya benzediginden bu
isim secilmistir.(Nicolle ve Manceaux, 2009). Yirminci yiizyilin ilk yilinda bir tiir
sercenin (java segesi) hemotopoetik sisteminde ilk kez goriilmis fakat Haemamoeba
danilewskyi’nin ¢ogalan formu zannedilmistir (Ozcel, 2007). Charles Nicolle ve L.
Manceaux isimli arastirmacilar tarafindan 8 yil sonra (1908) Ctenodactylus gundii
adindaki kemiricinin hepatosplenik bolge ve kemik iliginde T. gondii saptanmustir. Ayni
sene igerisinde, Splendore tavsanda T. Gondii tespit etmistir. Mello 1910 senesinde bir

kopekte yaptigi arastirma sonucunda T. gondii’yi gostermistir.

Insanda ilk vaka Prag’da 1923’te bir bebegin goziinde tespit edilmistir. Levadity,
Schsen ve Sanches, 1928 yilinda diger adi ‘kistozoit’ olan ‘bradizoit’ doku Kkistini
tanimladilar. Wolf, Cowen ve Paige, ABD'de sezeryan ile diinyaya gelen kiz bebekte,

1939’da insan viicudunda paraziti ilk kez gostermistir.



Sabin, 1941 yilinda Cincinatide 6 (alt1) yasindaki erkek hastada, T. gondii etkisini
gostermistir. Ayrica Sabin tarafindan aymi yilda insan ve hayvandaki Toxoplasma
gondii’nin ayn1 oldugu kanitlanmistir. Sabin tarafindan 1942 yilinda toxoplasmosise ait
(hidrosefali, mikrosefali, koryoretinit ve intraserebral kalsifikasyon) dort klinik belirti
bulundu. Ayni1 zamanda Sabin ve arkadagi Waren tarafindan sulfanamitlerin T. gondii’
tedavisinde etkili oldugu tespit edildi. Kean ve Grocott, 1945 yilinda semptomsuz
kisilerde, T.gondii'nin doku Kkistlerini ilk olarak gdstermislerdir.. Plaut tarafindan
1946°da kronik enfeksiyonun asemptomatik belirtisini gosteren kistler, otopside tespit
edildi. Sabin ve Feldman tarafindan Dye testi, Frenkel tarafindanda cilt testi 1948
yilinda ortaya konuldu. Dye testi, 1949°da, Sabin ve Feldman tarafindan toxoplasmosis
tanisinda kullanilmaya baslanmistir. Frenkel ve Friatlander tarafindan 1951 yilinda
Toxoplasma gondii’nin hidrosefalinin bir sebebi oldugu bulunmustur. Ayrica doku kisti
sitolojil olarak tanimlanmistir. Eyles ve Coleman, 1953'te, takizoitlerin boliinmesini
engelleyen siilfonamit ve primetaminlerin, sinerjik etki gosterdigini ispatlamistir. Unat
ve arkadaslar1, 1953’te, tilkemizdeki ilk insan olgusunu bildirmistir. 1956’da Siim ve
Beverley, 1958’de Beatie, yaptiklar1 ¢alismalarda toxoplasmosiste en sik goriilen
belirtinin  lenfadenopati  oldugunu kabul etmislerdir. Hardley ve Marshall
epidemiyolojik toxoplasmosisi 1957°de koyunda teshis etmislerdir. Frenkel ve
Hitchings 1957°de yaptiklar1 aragtirmalarda maya ve folik asitin; siilfodiyazin ve
primetaminin aktivitesini artirdigin1 gostermiglerdir. Goldman, 1958'de T. gondii’nin
intraselliiler formda endodiyogoni ile ¢ogaldigini1 gostermistir. Garin ve Eyles 1958°de,
spiramisinin anti-sitoplazmik aktiviteye sahip oldugunu kanitlamistir. insana et yemekle
busabilecegi 1960°da Remington, Jacobs ve Melton tarafindan  ispatlanmistir.
Remington tarafindan 1968'de, Desmonts tarafindan ise 1981 yillarinda kandaki IgM
antikorlariin tespitini kolaylastirmak igin testler gelistirilmistir. Dubey tarafindan 1970

yilinda ookistin morfolojisi tanimlanmusitr.

Sheffielt, Piekarski, Pelster ve Witte tarafindan, 1970 yilinda T. gondii’deki bes
aseksiiel dongii aciklanmistir. Insanlarmn, ookistlerle temasi sonucu olusan
toxoplasmosise yakalanmamak i¢in gereken tedbirler, 1972 yilinda Frenkel ve Dubey

tarafindan belirlenmistir.

Frenkel, 1973'de T. gondii’nin hayat dongiisiindeki takizoit (tachy: fast/zoite: yasam)

ve bradizoit (brady: slow /zoite: yasam ) formunu tanimlamistir. Thalhammer, 1973-



1978 yillarinda Avusturya ve Fransa’daki hamile kadinlarda taramalar yapmis ve
konjenital toxoplasma sayisin1 diisirmek igin profilaksi uygulamasini baslatmistir.
Doku kisleri ve bradizoitlerin olgunlagmasi, yapisi ve dis goriiniisii hakkinda ilk
derinlemesine ¢aligma, Dubey ve Frenkel tarafindan 1976°da yapilmistir. Luft isimli
aragtirmact tarafindan 1983'te toxoplasmosisin AIDS'li hastalardaki duyarlilig
arastirilmistir. Ik ticari asi Wilkins ve O’Connell isimli arastirmacilar tarafindan
1983’te koyunlardaki T. Gondii kaynakli fetal enfeksiyonlar1 azaltmak i¢in
gelistirilmistir. Waldeland ve Frenkel, 1983’te ara konaklar i¢in Ts-4 asisim
gelistirmiglerdir. Dubey 1986°da, etlerdeki T. gondii’yi yok etmek i¢in uygulanan 1sitma
ve dondurma islemlerindeki sicaklik egrilerini belirlemistir. Dubey ve Beattie tarafindan
1988'de koyunlarin ve zirai iriinlerin tzerindeki koti etkinin, 7. gondii’den
kaynaklandig1 agikliga kavusturulmustur. Burk tarafindan 1989°da PCR testi B1 geni
kullanilarak T. gondii DNA'sim1 tespit etmek igin gelistirildi. Frenkel tarafindan 1991
yillinda kedilerin attigi ookistlerin etkisini azaltmak igin T-263 asis1 gelistirilmistir.
Dubey’in serum testleriyle ilgili ilk dogrulamasi 1995 yilinda parazitin izole edilmesi ile
gerceklestirilmis oldu. Bradizoit ve doku Kistlerinin tiim biyolojisini, Dubey 1998°de
gozden gecirmistir.  Cole, 2000 yilinda, su samurlarinda T. gondii’yi
gostermistir(Dubey, 2009).

2.2. Smiflandirma

Toxoplasma gondii dkaryot boliimiinde yer almakta ve taksonomik olarak asagidaki gibi
siiflandirilmaktadir (Durdu, 2008).

Taksonomik kategori

Bolim Okaryot

Alem Protozoa

Sube Mizozoa

Alt Sube Apicomplexa
Sinif Conaidasida

Alt Siuf Coccidiasina
Takim Eucoccidiasina
Alt Takim Eimeriorina

Aile Sarcocytidae

Alt Aile Toxoplasmatinae
Tiir Toxoplasma gondii




2.3. Etken

Sicak kanli omurgalilarda tiim ¢ekirdekli hiicreleri enfekte edebilen, tiim diinyada
yaygin ve sik olarak rastlanan bir enfeksiyon olan toksoplazmosis etkeni T. gondii’nin
25 susu oldugu bildirilmis ve tim suslarin benzer karakterde temel antijenik yapilari
bulunmaktadir. Karmasik bir antijen yapisina sahip olan parazitin, monoklonal
antikorlarla yapilan fare deneylerinde, virulansi etkileyen 6zel antijenlerin varlig
gosterilmistir. Hayvan ve insan izolatlar1 incelendiginde, genotipleri arasinda belirgin
bir fark oldugu goézlemlenmistir. Hayvan izolatlarinda genellikle Tip III susu tespit
edilirken, kronik enfeksiyonlarin reaktivasyonu ile iliskili oldugu disiiniilen Tip 1l
susuna insan izolatlarinda daha ¢ok rastlanilmistir. Insanlardaki konjenital

enfeksiyonlardan sorumlu tutulan sus ise Tip I susudur (Durdu, 2008).
2.4. Morfoloji

Obligat intraselliiler parazit olan T. gondii, Retiikiiloendotelyal sistem, serebral
parankim, pulmoner parankim, ¢izgili kaslar, kalp kasi ile okiiler bolge vb. organlara ait
hiicrelerin sitoplazmalarinda ve ¢ekirdeklerinde ¢ogalabilmektedir (Roos ve ark., 2008).
Enfekte edebilen ii¢ donemi vardir; hizli bdliinen invaziv takizoit, yavas boliinen ve
doku kistinde yasayan bradizoit ve ookistte korunmus formu olan sporozoittir (Unat ve
ark., 1995).

2.4.1. Takizoitler (trofozoitler)

4-8 um boyunda, 2-4 um genisliginde ve hilal goriiniimiindedir. Parazitin bir ucu sivri
diger ucu kabadir ve ¢ekirdek kaba ug tarafindadir (Yazar ve ark., 2015). Cekirdek,
Giemsa veya Wright boyasi ile boyanirsa kirmizi-mor goriiniirken; sitoplazma, mavi
boyali goriiniir. T. gondii tipki 6karyotlar gibi niikleus, mitokondri ve golgi cisimcigine
sahip olmakla birlikte parazitin apex tarafinda hiicreye invaze olmak igin gerekli olan
mikronem, roptri ve dens graniilleri de vardir. Inner membran parazite sekil verir ve

paraziti ¢cevreler (Kara, 1997).
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Sekil 2.1. Toxoplasma gondii trofozoiti (DO, 1992).

2.4.2. Bradizoit (kistler)

10-120 um biyikligindeki bradizoitler, parazitin intraselliiler ortama girmesinden
sonra, seliiler immiinitenin aktiflesmesiyle meydana gelen doku kistlerinin i¢ kisminda
sessiz ¢ogalmasi ile meydana gelir. Takizoitlere benzerler fakat farkli olarak;
cekirdekleri arkadadir, ¢cok sayida glikojen vakuolii igerirler ve PAS boyasi ile giiglii
boyanirlar (Montoya ve ark, 2000).

Kist tiim dokularda olusabilir, daha ¢ok néral hiicrelerde, retinada, kaslarda bulunabilir
ve kimi zaman senelerce uykuda kalir. Immiinsupresif tedavi alanlarda, nakil
yapilanlarda, immiin direncin azaldig1 zamanlarda, kanserlilerde, HIV(+) olanlarda bazi

nedenlere bagli reaktivasyon olmaktadir (Nicolle ve Manceaux, 2009).



Sekil 2.2. Fare beyninde bulunan doku kisti i¢indeki bradizoitler (DO, 1992).
2.4.3. Ookistler (kedi diskisindaki form)

Ookistlerin ebatlart 11-14 pm x 9-11um’dir. Kedigillerin bagirsak sisteminde eseyli
treme ile olusur ve digkiyla atilan formdur, enfektiftir. Her bir ookist, 2 sporokist
igerir; her sporokist, 4 sporozoit igerir. Ookist duvari fiziksel etkenlerden korunmasina
yardim eden intakt tabakalardan olusmaktadir. Kedi digkisi ile atilan form uygun nem
ve hava kosullarinda enfektif hale gelir. Bu evreye sporulasyon denir (Ozcan, 1998).

Ookistler, sporlanmadik¢a bulastirict degildir. Ookist, kediden baska bir hayvanda
olusamaz. Bu yiizden, kedi son konak (ana konak), diger tiim sicakkanli hayvanlar ise
ara konaktir (Afonso ve ark., 2006).

Sekil 2.3. T. gondii ookisti (DO, 1992).



2.5. Hayat Dongiisii

Toxoplasma gondii’nin hayat dongiisiinde kedi ve kedigiller ile ilgili olan kismi 3
donemde meydana gelir. Aseksiiel donemde merogoni ile merozoitler, gametogoni ile
gametler, seksiiel donemde de sporogoni ile ookistler olusur. Eseyli tireme donemi, kedi

ve kedigiller disindaki hayvanlarda olusmamaktadir (Dubey, 1998).

Alman gidalarla parazitin herhangi bir doneminin kedinin incebagirsak epitel
hiicrelerine girmesi ile baslayan intestinal faz, kedigiller haricindeki hayvanlarda
gerceklesmez. Sporozoitler trofozoite, bagirsak epitel hiicresinde kendisinin olusturdugu
parazitoforik vakuolde doniisiir. Olusan trofozoitler boliinerek ¢ogalir ve bir trofozoitten
2 ila 40 kadar merozoit olusur. Birkag giin iginde sayilari artan merozoitler, hiicreyi

parcalayarak baska hiicrelere yayilmaya baslar (Ferguson, 2002).

Hiicreye giren bu merozoitlerden mikro ve makrogametosit olusur. Olusan her bir
mikrogametosit, 12 mikrogamet meydana getirir. Bulunduklari hiicreyi par¢alamasinin
ardindan makrogamet igeren hiicreye girerler. Hiicre igindeki mikrogametin,
makrogameti dollemesiyle zigot olugur. Olusan zigot da ookisti olusturur ve kedigillerin
bagirsak bosluguna atilir. Diski ile digsar1 atilan ookist uygun ortam ve sartlarda
sporlanir. Bu evrede her bir ookist iginde 2 adet sporokist, her bir sporokist i¢inde 4 adet
sporozoit meydana gelir. Bu asamalardan gegen ookist artik enfektif hale gelir

(Duncanson ve ark., 2001).

Kedi disindaki canlilara enfektif ookistler; doku Kisti bulasl gidalarla yahut tiim viicut
stvilariyla  yerlesebilmektedirr. Oral olarak alinan ookistlerin ig¢indeki sporozoitler
serbest kalir ve her biri intestinal epitel hiicreler igine girip cogalmaya baglar. Parazitler
epitel hiicreyi asarlarsa, makrofajlar tarafindan fagosite edilerek immiin sistemden
korunurlar ve tiim viicutta enfeksiyon olusturabilme yetenegine sahip olurlar(Montoya
ve ark., 2004).
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Sekil 2.4. Toxoplasma gondii’nin hayat dongiisti (Kara, 1997).

2.6. Epidemiyoloji

Toxoplasma gondii, diinyanin her yerinde dagilim gosteren zoonotik bir parazittir.
Insanlarda, eritrositler hari¢ tiim ¢ekirdekli hiicreleri; sicakkanli ve bazi sogukkanli
canlilarda, eritrositler de dahil tiim ¢ekirdekli hiicreleri enfekte etme 6zelligine sahiptir

(Leport ve Remington, 1992).

Toxoplasma gondii seroprevalansi, diinya ¢apinda farkli oranlardadir. Bu oranlar %10
gibi diisiik olabilmenin yani sira %80 civarlarinda da seyir gosterebilmektedir. Diinya
niifusunun yaklasik %30’ unun enfekte oldugu diisiiniilmektedir (Jones ve Dubey, 2010;
Beaman et al, 1995; Smith, 1991; Dubey ve Beattie, 1988).

Tiirkiye’de T. gondii seroprevalansinin, evcil kedilerde %43; kopeklerde %68,57;
atlarda %1,9; sigirlarda %66; koyunlarda %33,76; kecilerde %63,2; kiimes
hayvanlarinda %1,66 ve av kuslarinda %9,09 oldugu tespit edilmistir. Hayvanlarda
Toxoplasmosis’in genel prevalanst %39,5 ile %78 arasinda degismektedir. Diger

yandan, Toxoplasmosis’in prevalansi, (i) yatan hastalar, (ii) et endiistrisinde g¢alisan
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veya hayvanlarla yakin iliski icinde bulunan mesleklerde calisan insanlar, (iii)
asemptomatik hastalar ve (iv) homoseksiielleri ve hemodiyaliz hastalarini igeren
hastalar gibi farkli insan gruplarinda, sirasiyla %13,9 -%85,3; %20,7 -%57,6; %23,0 -
%43,7 ve %16,3 - %76,6 oranlarindadir(inci ve ark., 2018).

Enfeksiyon farkli bulas yollar1 vardir; nonpastorize siit ve triinleri ile, akut donemde
viicut sivilar1 ile, hemodiyaliz yoluyla meydana gelebilecek bulasmalarda; bulasin,
alicinin bagisiklik sistemi baskilandiginda, Klinik problemler ortaya ¢ikmasina sebep
olabilecegi gibi; Kist iceren Yyiyeceklerin alinmasi ile de seropozitiflik %50’lere
ulagsmaktadir. Enfeksiyon dagilimda en biiyiilk etken ise kedi diskisi ile kontamine

ookistlerin alinmasidir (Kara, 1997; Robert-Gangneux ve Darde, 2012).

Oranlar, her iilkede farkli olabildigi gibi, bir tilkedeki degisik toplumlarda da farklilik
gosterebilir. Tklim farklilig1 bunun sebepleri arasindadir. Iklim, ookistin dis ortamdaki
hayatta kalma uzunlugunu belirlediginden, tropik iklimlerde, iliman hava durumunun
hakim oldugu kuru olmayan topraklarda seroprevalans yiikselirken; soguk ve kuru
bolgelerde bu oran daha disiiktiir. Dogu Avrupa’da %87, Afrika’da %71, Kuzey
Amerika’da %33, Karaipler’de %26 iken Isve¢ ve Iskogya’da %12 dir (Altintas, 1997).

Iklim faktoriiniin yan1 sira toplumlarin antropogenetik ozellikleri de bu prevalansta
onemli yer tutmaktadir. Ornegin sosyokiiltiirel ve ekonomik seviye, kullanilan suyun
hijyeni, yeme-igme aligkanliklar1 ve saglikla ilgili diger faktorler bu oranlarin

belirlenmesinde pay sahibidir (Bahia-Oliveira ve ark., 2003).

Bu etkenlerle iliskili olarak yapilan ¢alismada lise 6grencisi kizlardan T. gondii’ye 6zgii
IgM ve IgG antikor titreleri ELISA testi kullanilarak saptama yapilmistir. 114 olguda
IgG antikorlar1 bakimindan pozitiflik bulunmugsken IgM i¢in 7 olguda pozitiflik tespit
edilmistir. Olgulardan 81 tanesinde kedi temas Oykiisii bulunmaktadir. T. gondii
seroprevalansi pozitifligi ile sosyokiiltiirel seviye arasinda dogru orant1 vardir ve kdy,
kasaba gibi yerlesim yerlerinde yasayanlara oranla sehir hayati yasayanlarda daha

yiiksek pozitiflik saptanmistir

Ayrica Kuzey Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada, aymi yas gruplan icinde diigiik
diizeyde sosyo-ekonomik seviyesi olanlarda seroprevalansin %84, orta diizeyde %62,

yiiksek ekonomik diizeyli bireylerde oranin %23 oldugu gosterilmistir. Diisiik sosyo-
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ekonomik seviyesindeki %84 seroprevalanstaki bireyler incelendiginde ¢ogunun 15 yas
altt oldugu, yiiksek sosyo-ekonomik seviyedeki bireylerde ise 20 yasindan sonra

gecirdigi gosterilmistir (Robert-Gangneux ve Darde, 2012).

2010-2011 yillarinda, Afyon civarinda 20. gebelik haftasinin altindaki gebelerde T.
gondii seroprevalansinin geriye doniik olarak arastirildigi bir ¢caligmada; %22,7 olguda
IgG pozitifligi tespit edilirken IgM antikorundaki pozitiflik %1,6 olarak tespit edilmistir
(Asik, 2013).

2011 ile 2013 yillar1 arasinda 16 ile 45 yas aras1 hamile kadinlarin,gebeliginin ilk {i¢
aymdaki T. gondii seroprevalansinin geriye doniik olarak arastirildigi bir ¢alismada; 1gG
serum Orneklerinin  %37,2’sinde pozitif iken IgM yalniz %0,9 oranda pozitif
bulunmustur (Celtek, 2014).

2.7. Semptomlar

Insanlarda iki tiir enfeksiyon goriiliir; ilki kongenital enfeksiyon, digeri postnatal
enfeksiyondur. Onceden enfekte olmus ve bagisikligi olan kadinlar, gebe kaldiklarinda,
fetuslar parazitten etkilenmez. Daha Once parazite karst bagisiklik gelistirmemis
kadinlar, gebeyken enfekte olursa, takizoitler olusur ve plasentadan gegip fetusu enfekte

eder.

Kongenital toxoplasmosiste fetal ensefalit, hidrosefali, géz ve deride problemleri, sarilik
ve hepatomegali goriiliir. Noronlarin yikilmasina baglin intrakranial kalsifikasyonlar
ortaya ¢ikar. Postnatal 6liim oran1 yiiksektir. Daha ¢ok mental retardasyon ve sonra goz

problemleri olusabilir.

Dogum sonrasi1 goriilen vakalarin bir¢ogunda, tan1 konmadan i1yilesme goriiliir. En sik
Klinik prezentasyon lenfadenopatidir. Farkli olarak egzantemli form, serebrospinal form
ve oftalmik formlari da mevcuttur. Kronik toxoplasmosisli hastalarda bagisiklik
baskilanmasina sebep olan AIDS gibi hastaliklar ve bazi immunsupresif ilaclarin
kullanimiyla Kistler agilir ve bradizoitler, takizoite doniisiip yeniden hizli ¢ogalmaya
baslar. Bu sekilde akut enf niiks etmis olur. Bu durumda prognoz ¢ok agir seyredebilir.
Bu olaylarda ¢ogunlukla goz sorunlari ve mortal seyreden ensefalit goriiliir. (Yaman,
2007).
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2.8. Tam

Toxoplasmosisin klinik belirtileri tutulan organa gore degisir. Dogru tani i¢in bir¢ok
tan1 yontemi kullanilir. Bunlarin bazilari, direkt bazilar1 indirekt tan1 yontemleri olarak
adlandirilir. Direkt tan1 yontemleri; etken izolasyonu, PCR, antijen spesifik lenfosit
transformasyon, lenfosit kopyalama teknigi ve histolojik metotlar ile yapilmaktadir.
Indirekt yontemler ise toxoplasmaya ozgii antikorlari belirlemek iizere kullanilan
serolojik testleri kapsamaktadir. Serolojik tani, subklinik vakalarda biiyiik 6nem tasir.
En ¢ok kullanilan serolojik testler; Sabin-Feldman Test (SFT), Enzim Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) ve Modifiye
Aglutinasyon Test (MAT) dir. Bunun diginda Indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHAT),
Komplement Fiksasyon Testi (CFT), Lateks Aglutinasyon Test (LAT) gibi testler de
kullanilir. Serolojik tan1 igin, uygulanacak yontemin 6zgilligii ve duyarliligi oldukga
onemlidir. Bu noktada testlerin higbiri yalniz basina yeterli degildir ve 6zellikle akut
enfeksiyonlarda tan1 i¢in IgM olusup olugmadigin1 gosterecek yontemler
kullanilmahdir. Latent enfeksiyonlar ve diger Apikompleksan parazitlerin varliginda,
Toxoplasma gondii’ye karsi diisiik antikor titrasyonunda kross reaksiyon goriilebilir
(Yaman, 2007).

2.9. Korunma

Immiinsupresif hastalarda ve duyarlanmamis hamilelerde hastaliga yakalanmamaya gok
dikkat edilmelidir. Hastaligin bulagmasini ve parazitin hayat dongiisiinii bildigimiz igin,
basit Onlemler alinarak korunma saglanabilmektedir. Toxoplasmosisten korunmada
alinmas1 gereken primer 6nlemler soyle siralanabilir: hi¢ pismemis ya da tam pismemis
et ve et iriinlerinden uzak durulmahdir. Etleri 66°C’de pisirmekle ve -20°C’de
dondurmakla doku kistlerinin 6lecegi bildirilmektedir. Pismemis et veya sebzelere
dokunduktan sonra eller iyice temizlenmelidir. Pismemis yumurta yemekten ve
kaynatmadan yahut pastorize edilmemis siit igilmemelidir. 4-5 dk kaynatilmis ve 3-4 dk
sahanda pisirilmis yumurtada canli parazit gosterilmistir. Keci siitiiniin, pastorize edilse
dahi enfeksiyona sebep olabilecegi gosterilmistir. Cig yenen marul gibi yesillikler
yenmeden Once iyice yikanmalidir. Kedilerle siki1 iliskiden kaginilmalidir.
Hamambdcegi, sinek gibi artropodlarin vektor olabilecegi ihtimaline istinaden, artiglari

engellenmelidir. Seropozitif dondrden, seronegatif hastaya ve immiinsupresif bireylere
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herhangi bir doku nakli yapilmamalidir. Dogurma ¢agindaki kadin bireylerin

toksoplasmozdan korunmalarina iliskin bilgilendirilmeleri gereklidir (Kara, 1997).
2.10. Toxoplasma gondii GRA4 Geni
Toxoplasma gondii’nin sahip oldugu antijenler 4 ana grupta toplanabilir.

1) Yiizey Antijenleri: Parazit ylizeyinde bulunurlar ve immiinizasyon olusturmak i¢in en

¢ok calisilan protein grubudur.
2) Rhoptry Proteinleri: ROP grubu
3) Mycronome Proteinleri: MIC grubu

4) Dense Granule Proteinleri: GRA grubu, beslenme sarmalinda gérev alir ve ayrica

parazit ile konak arasindaki protein trafiginde rolii vardir.

Parazitofor vakuole salgilanmasinin ardindan, GRA proteinleri olarak adlandirilan
yogun graniil proteinleri, vakuolar membran ile baglantili bir tiibiiler membran
kompleksi dahil olmak iizere farkli konumlara hedeflenir. Bu intravakuolar agin
olusumunu daha fazla tanimlamak igin, parazitofor vakuol igcinde GRA4 ve GRA6'nin
salgilanmasi, kagak¢iligt ve membran iligkisi arastirilmistir. Hiicre dis1 parazitlerde,
GRA4 ve GRAG6, ozellikle ¢oziiniir proteinler olarak paketlendikleri yogun salgi
graniillerinde bulunmustur. Vakuole salinmasinin ardindan, GRA6, daha 6nce GRA2
icin bildirildigi gibi, aga yol acan bir¢ok katmanli vezikiil kiimesine baglandig1 parazitin
arka ucuna hizla yer degistirmistir. Buna karsilik GRA4, vakuoliin liimeni boyunca
dagilmistir ve ancak daha sonra, vakuol boyunca dagilmis bulunan olgun ag ile
iliskilendirilmistir. Hiicre fraksiyonasyonu ve denatiire edici ajanlar ile muamele,
GRA4'in ag membranlan ile iligkisine giliclii protein-protein etkilesimleri aracilik
ettigini ortaya koymustur. Buna karsilik GRAG6, hidrofobik etkilesimlerden agirlikli
olarak etkilendi ve bu proteinin vakuol i¢inde bulunan fosforile bir formu, ag
membranlari ile artan iliskisi oldugunu gostermistir. Capraz baglama ¢alismalari, GRA4
ve GRA6'nin intravakuolar ag ile stabil bir sekilde iligkili olan multimerik bir kompleks
olusturmak i¢cin GRA?2 ile spesifik olarak etkilesime girdigini ortaya koymustur. Hem
protein-protein hem de hidrofobik etkilesimlere dayanan bu protein kompleksinin
olusumu, vakuol i¢inde besin veya protein tasinmasina katilabilecegi bildirilmistir.

(Labruyere ve ark., 1999).
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Kronik Toxoplasma gondii kistinin nasil gelistigi ve GRA molekiillerinin bu asamadaki
katkis1 hakkinda hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Intravakuolar ag baglantili yogun
graniil (GRA) proteinleri GRA1, GRA2, GRA4, GRA6, GRA9 ve GRA12'yi takizoit
asamasindaki parazitofor vakuoliin farklilagmasindan sonra in vitro kist gelisimi
sirasinda aragtirilmistir. Enfeksiyondan sonraki farklilasmanin ilk giiniinde GRAL,
GRA4, GRA6, GRA9 ve GRAI12 molekiillerinin kist ¢evresinde lokalize oldugu
Dolichos biflorus aglutinin boyasi1 ile tespit edilmistir. Buna karsilik GRA2
molekiillerinin kist matriksinde lokalize oldugu tespit edilmisitir. Farklilasma sonras1 2.
giinde, GRA2'min kist ¢evresine lokalizasyonu ile ¢cakisan GRA1, GRA4, GRA6 ve
GRADY, kistte siirekli bir matris modeli olusturdugu, buna karsilik, GRA2 ve GRA12,
kist gelisimi boyunca belirgin kist matriks puncta'da ortak lokalize edildigi
gosterilmistir. GRA2, GRA6 ve GRA12 kist duvarimin dis ve i¢ katmanlarinda yer
alirken, GRA1, GRA4 ve GRA9 agirlikli olarak kist duvarinin i¢ katmanlarinda yer
almaktadir. GRA2 ve GRAI12, farklilasma sonrast 7. giinde kist duvarinda
gozlemlenmis ve bununla birlikte, farklilasma sonrast 10. giinde GRA12, kist
duvarindan kist matriksindeki punktaya yeniden tasindigi gézlemlenmistir. Null-GRA2
parazitlerinin farklilasmasi, normal bir Kist matriksi olusturma yeteneginin kusurlu
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ek olarak, GRA1 disinda herhangi bir intravakuolar ag ile
iligkili GRA proteininin silinmesi, kistin i¢ kismina gore kist ¢evresinde kist duvari
proteinlerinin birikme oranini azaltmistir. Bulgular, kist gelisimi sirasinda GRA protein
lokalizasyonunun dinamik modellerini ortaya koymakta ve intravakuolar ag ile iligkili
GRA proteinlerinin  kist matriksi ve kist duvar1 yapilarimin olusumunu ve

olgunlagmasini diizenledigini gostermistir. (Guevara ve ark., 2019).

GRA4 hizli IgG, IgM ve IgA cevabinda rolii oldugu bilindiginden hem tanit hem as1

calismalarinda kullanilan maj6r proteinlerden biridir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Deneylerde, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’ndaki cihazlar (Tablo 3.1.) ve malzemeler, soliisyon ve besi yerleri, canli

materyaller (Tablo 3.2.) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar.

Cihaz/Ad1

Santrifiij (Hettich 32R, Almanya)

Jel gortintiileme cihazi (ChemiDoc Mp, Bio-Rad, ABD)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Vorteks (Bencmixer, Bencmark, ABD)

Invert mikroskop (Leica, ABD)

Termalcycler (Sensogest, Almanya)

NanoDrop 2000c Spektrofotometre (Thermo scientific, ABD)
Su banyosu Jeio tech BS-06 (Jeiotech, G. Kore)
Inkiibatdrlii shaker (Jeio tech SI-300, G. Kore)

Kuru Is1 Blogu, Digital heat blog (Bencmark, ABD)
Mikrodalga firn, MD 554 (Argelik, Tiirkiye)

Manyetik karigtirici, MK 418 (Niive, Tiirkiye)

-20 Derin dondurucu (Siemens, Almanya)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

+4 buzdolab1 (Ugur, Tiirkiye)

Hassas terazi (Radwag, Polonya)

Yatay elektroforez cihazi (Bio-Rad, ABD)

Distile su cihazi (Elga, UK)
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Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan malzemeler.

Sira Tanimy/Adx

1 TgGAR4 F

2 TgGRA4 R

3 15 mI’lik falkon, santrifiij tiipt (Sigma-Aldrich, ABD)

4 Ampisilinli LB kat1 besiyeri

5 Ampisilinli LB s1v1 besiyeri

6 Penicillin-Streptomycin 100X Solution (5000 units) (Invitrogen, ABD)
7 Dokudan DNA izolasyon Kiti (QIAamp, Qiagen, ABD)

8 PCR Master mix 2x (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

9 Agaroz (Lonza, ABD)

10 100 b¢. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

11 500 bg. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

12 1 kb DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

13 CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)

15 EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit (BioBASIC, Kanada)
17 dNTP miks (Bio-Basic Kanada),

18 Plasmid izolasyon kiti (Roche, Almanya)

20 PCR piirifikasyon kiti (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche, ABD)
3.2. Yontem

3.2.1. Total Genomik DNA izolasyonu

ERU tip fakiiltesi hastanesi kadin dogum poliklinigine bagvuran, amniyosentez yapilip
Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarlarina tetkik i¢in miiracaat eden ve toxoplasmosis
tanis1 konulan toplam 4 hastadan alinan amniyon sivilarindan Genomik DNA
izolasyonu ticari niikleik asit ekstraksiyon kiti (QIAGEN, ABD) ile prosediiriine uygun
olarak asagida siralandig gibi yapildi.

1. 15 ml hacmindeki tiipler etiketlenerek hastalardan temin edilen amniyon

stvilarindan 500 pl’lik 6rnek hazirlandi.



10.
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Hazirlanan 6rneklerin iizerine 500 pl ATL buffer eklenerek karistirildi ve santrifiij
yapildi. Santrifiij sonucu iki faz olustu, {tstteki sivi kisim alinarak farkli bir tiipe
eklendi.

4 ul RNAse (100mg/ml) tiipe eklendi. Yaklasik 15 saniye civar1 vortekslendi ve 2

dk. oda isisinda inkiibasyona kondu.

Karigimin tizerine 200 pl AL Buffer eklendikten sonra yaklasik 15 saniye
vortekslendi. Sonrasinda 6rnekler 70°C sicaklikta 10 dk. boyunca inkiibasyona

birakildi ve 15 saniye vortekslendi.

Vortekslendikten sonra 200 ul %100 etanol eklenip tekrar 15 saniye vortekslendi.
Karigim spin kolona aktarildi. 1 dk. siiresince 8000 rpm hizda santrifiij yapilarak

stiziintii ¢ikarildi ve filtrasyon kolonu 2 ml hacminde farkl: bir tiipe aktarildi.

500 ul AW1 buffer eklendikten sonra kolon 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Tiiplin dibine ¢oken siiziintii atildi ve filtrasyon kolonu yeni bir 2 ml’lik tiipe

aktarildi.

500 pl AW2 buffer eklenerek 14000 rpm devirde 3 dk. santrifiije birakildi. Santrifiij
sonrasinda dibe ¢oken siiziintii atilip filtrasyon kolonu 2 ml’lik bagka bir tiipe
aktarildi.

Igerisinde filtrasyon kolonu bulunan bu yeni tiip 14000 rpm devirde 1 dk tekrar

santrifiije birakildu.

Filtrasyon kolonu 1,5 ml hacmindeki farkli bir tiipe aktarilip tistiine AE tampon
soliisyonundan 200 pl eklendi. Oda sicakliginda 1 dk. bekletilerek 14000 rpm’de 1
dk boyunca santrifiij yapildi.

Son basamak 1 kez daha tekrarlanip filtratta bulunan DNA materyali PCR islemine
dek -20°C’de sakland.
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3.2.2. Toxoplasma gondii GRA4 Genine Gore Tasarlanan Primerler ve PCR

Kosullar:

PCR dongiisiinde kullanilmasi i¢in https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M76432.1
referans dizisi kullanilarak Toxoplasma gondii GRA4 geninin acik okuma ¢ergevesini
(ORF)  biitlin  olarak  amplifiye eden (1038 bg) TgGRA4 F (§5'-
ATGCAGGGCACTTGGTTTTC-3") ve TgGRA4 R (5'-
TCACTCTTTGCGCATTCTTTCC-3") primerleri olusturulmustur. PCR soliisyonu;
totalde 25 ul olacak sekilde 12,5 ul PCR Master miks (2x) (GeneAll Biotechnology, G.
Kore), 2 ul genomik DNA, 1 ul T9gGRA4 F (20 pmol) ve 1ul TgGRA4 R (20 pmol)
primerleri ile olusturuldu. 95°C sicaklikta 5 dk pre-denatiirasyon yapildiktan sonra
94°C’de 1 dk, 63°C’de 2 dk, 72°C’de 1 dk olmak iizere toplam 35 dongiiliik
inkiibasyondan sonra 72°C sicaklikta 30dk. siiren son uzama ile sonuglanan PCR
programi tercih edildi. Elde edilen PCR iiriinii, 100 b¢ DNA Ladder birlikteliginde
etidyum bromid ile boyali1 % 1.5’luk agaroz jelde elektroforez edildi ve goriintiileme
cihaziyla (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD) incelenmistir.

3.2.3. PCR Uriiniiniin Saflastirilmasi

PCR materyali, jelden kesildikten sonra piirifikasyon Kitinin (Roche, ABD) prosediiriine
uyarak saflastirildi

1. Her 10 mg’lik PCR iiriinii igeren jel pargasi i¢in 10 ul membran baglama soliisyonu
ilave edilmek tizere karisim hazirlandi. Jel pargasi tamamen ¢oziilene kadar

vortekslendi ve 50-65°C’de inktbe edildi.

2. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipiine kondu. Olusan karigim,

filtrasyon kolonuna aktarilarak oda 1sisinda 1 dk inkiibe edildi.

3. Sonra 16000 xg’de 1 dk. santrifiij edildi ve tiipiin dip kisminda kalan cokelti

ayrilarak filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni, steril bir tiipe alindi.

4. Tiupiin igindeki filtrasyon kolonuna tekrar 700 pul membran yikama soliisyonu
eklenerek 16000 xg’de 1 dk. santrifiij islemi uygulandi. Siiziintii atilarak filtrasyon

kolonu 1,5 ml’lik steril yeni bir tiipe aktarildi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M76432.1
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Filtrasyon kolonuna bu asamada 500 pl membran yikama soliisyonu eklenip 16000

Xg’de 1dk. santrifiij islemi uygulandi.

Stiziintii atildiktan sonra filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni bir steril tiipe aktirilarak
bos kolon 16000 xg’de 1 dk.’lik santrifiij islemi tekrar edildi ve kapak agik

tutularak rezidiial etanoliin ugmasi saglandi.

Yeni bir steril tiipe aktarilan filtrasyon kolonuna 50 ul eliisyon tamponu
eklendikten sonra 16000 xg’de 1 dk. santrifiij edildi. Filtrasyon kolonu atilarak saf
PCR iiriinii elde edildi.

Saflastirilan PCR iiriinii, klonlama isleminin yapilacagi ana kadar -20°C’de

saklandi.

3.2.4. GRA4 Geninin Klonlanmasi

PCR {irliniinii klonlamak amaciyla CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific,
ABD) kullanildi.

1.

Toplamda 18 pl’lik klonlama reaksiyonu; 10 pl reaksiyon tamponu, 1 pl blunting

enzim, 4 ul PCR iiriinii ve 3 pl steril su ile hazirlandu.

Hazirlanan karisim 5 sn. vortekslendikten sonra santrifiij edildi ve 70°C’de 5 dk

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra ligasyon reaksiyonu buz iizerine alindu.

Karigima, 1ul pJET1.2/blunt Cloning Vector (50ng/ul) (Sekil 3.1.) ve 1 ul T4 DNA
Ligaz eklendikten sonra mevcut karisim steril distile su eklenerek 20 pl’ye

tamamlanda.

Olusan bu karisim 5 sn. vortekslendikten sonra oda sicakliginda 5 dk. bekletildi.

Bu son agamadan sonra olusan ligasyon reaksiyon {irlinii genin garanti altina alinmasi

amaciyla -20°C’de saklandu.
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Sekil 3.1. Vektor haritasi; pJET1.2/blunt (2972 bg) (Thermo Scientific, ABD).
3.2.5. Transformasyon

Rekombinant plazmidin kompetan hiicrelere transformasyonu kit protokoliine gore

asagidaki gibi yapildi:
1. -80°C’de muhafaza edilen One ShotTOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, ABD) hiicreleri buz iizerinde ¢ozdiiriildii.
2. E.coli hiicrelerinin 100 pl’sine ligasyon iriiniiniin 3pul’si ilave edidi.
3. Elde edilen karigim 30 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edidi.

4. Karisim 30 sn, 42 °C’de sabit tutularak su banyosunda 1s1 soku yapildiktan sonra
hizl1 bir sekilde tekrar buz igerisine alindi ve 1 dk bekletildi.

5. Transforme olmus hiicrelerin {iistiine oda sicakligindaki 250 ul SOC besiyeri

ilave edildi.

6. Bu hiicreler 225 rpm’de 37°C’de inkiibatorlii calkalayicida 1,5 saat inkiibe
edildi.

7. Ampisilinli LB kat1 besiyerine SOC siv1 besiyeri ikiye ayrilarak ekildi ve
pleytler 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibe edilen LB Kat1 besiyerlerinde koloni gelisimi gozlendikten sonra

besiyerindeki koloniler numaralandirildi.
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Klonlamanin dogrulanmasi i¢in amp(+)LB kati besiyerinde olusan kolonilerin
rekombinant plazmidi (pJET1.2+GRA4) igerip igermedigi PCR tarama yapilarak
kontrol edildi. Bunun i¢in, koloniler kalip DNA olarak kullanilip koloni PCR yapildi.

Miniprep sonrasi saflagtirilan PCR {iriinii, DNA dizi analizi ile dogrulandi.

Koloni PCR analizleri i¢in,

1. 0,5 ml’lik PCR tiipleri igerisinde 3.2.2°de anlatildigi gibi PCR karisimi

hazirlandi.

2. Tipler numaralandirildiktan sonra LB kati besiyerinde iireyen numaralandirilmig

kolonilerden steril ortamda pipet ucu ile alinan 6rnekler, tiiplerdeki karisimlara

eklendi.

3. Boliim 3.2.2.°deki protokol kullanilarak PCR programi kuruldu ve bant profilleri

goriintiilendi.
4. PCR fiiriinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildi ve jel
ChemiDoc Mp goriintiileme cihazi (BioRad, Almanya) ile goriintiilendi.

3.2.6. Rekombinant Plazmid DNA Eldesi

Toxoplasma gondii GRA4 gen dizilimini tasiyan plazmidleri iceren kolonilerden
plazmid DNA izolasyonu i¢in EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit
kullanildi (BioBASIC, Kanada). Kit prosediirii asagidaki sekilde uygulands;

1. Steril kabin icerisinde calisilarak, LB kat1 besiyerindeki pozitif oldugu
belirlenen koloniler pipet ucu yardimi ile alinarak 10 ml ampisilinli LB siv1

besiyerine ekim yapildi.
2. Besiyeri gece boyunca 37 °C’de 225 rpm.’de inkiibe edildi.
3. Ureme olan 10 ml kiiltiiriin tamam1 2 dk 12.000 rpm’de santrifiij edildi.

4. Ust siv1 atilarak dnceden RNAaz ilave edilmis olan 100 ul soliisyon-1 pellete

eklendi. Pelet ¢ozdiiriilerek karigim oda sicakliginda 1 dk bekletildi.

5. Daha sonra, siispansiyon halindeki pellet-soliisyon-I karisimi {izerine oda

sicakligindaki 200 pl soliisyon-II eklendi. Tiip birkag defa alt-iist edilerek
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karistirildi ve oda sicakliginda 1 dk bekletilerek mavi renkli homojen bir

karisim elde edildi.

Karisima 350 pl oda sicakligindaki soliisyon-III ilave edildi. Tiip nazikge
karistirtlip oda sicakliginda 1 dk boyunca beyaz renkli ve akiskan olmayan bir
¢okelti olusuncaya kadar bekletildi.

Karisim 5 dk 12.000 rpm’de santrifiij edilerek olusan berrak {ist sivi toplandi

ve kit i¢erisindeki kolona aktarildi.
Kolon 2 mI’lik yeni bir tiipe alinarak 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.
Filtrat atilarak ve filtrasyon kolonu tekrar yeni toplama tiipline yerlestirildi.

Kolun iizerine 750 pl yikama soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm.’de 2 dk.
santrifiij edildi ve kolon tekrar yeni tiipe yerlestirildi. Bu basamak birkez daha
tekrarlandi.

Kolon bos olarak tekrar 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinarak kolonun membran

boliimiine gelecek sekilde 50 pl eliisyon tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildikten sonra sonra 10000 rpm’de 2 dk

santrifiij edilerek rekombinant plazmid saf olarak elde edildi.

Saflastirilmis rekombinant plazmid miktar1 ve kalitesi NanoDrop2000c-UV vis
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaziyla dl¢iildii.

Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA’sinin 5’er pl’si 3.2.2.°de
analtildig: gibi jelde goriintiilendi.

Gortintiilenen rekombinant plazmidlerin hedef geni igerip igermedigini
anlamak i¢in Boliim 3.2.2.”de verilen protokol kullanilarak PCR kuruldu. DNA
olarak miniprep ile elde edilen ve 1/10 oraninda sulandirilmis rekombinant

plazmidin 1 pl’si kullanild1 ve gortintiilendi.

Dogrulanan rekombinant plazmid, DNA dizi analizine gonderilmek iizere -20

°C’de bekletildi.
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3.2.7. Sekans ve Biyoinformatik Analizler

Farkli bireylerin amniyon sivilarindan elde edilen toplam 4 adet T. gondii GRA4
plazmid DNA izolat1 ¢ift yonli sekans analizine tabii tutulmustur. DNA dizi analizi
icin, PCR fiiriinii elektroforez sonrasi agaroz jelden kesilerek alindi ve GeneAll Expin
Combo GP-Gel PCR Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliine
gore saflagtirildi. Dizi analizi, BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara,
Tiirkiye) firmasindan hizmet satin alma yoluyla gergeklestirildi. Firma tarafindan Big
Dye Cycle Sequencing v3.1 kit (AppliedBiosystems, ABD) kullanildi ve sonuglar
otomatik DNA dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)
analiz edildi. Dizi analizi F ve R PCR primerleri ile 2 defa gerceklestirildi.

DNA dizileri Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith University,
Avustralya) programui ile incelendi. F ve R primerleri ile ¢ift yonlii yapilan dizi analizi
sonuglarinin, Geneious v11.1.5 (Biomatters, ABD) (75) programi ile dizi hizalamasi

yapildi ve GRA 4 genine ait konsensiis dizi belirlendi.

Toxoplasma gondii GRA4 geni DNA dizi analiz sonucu http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
internet adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic LocalAlignmentSearchTool)
sistemine girilerek GenBank’ta mevcut Toxoplasma gondii’ye ait diger izolatlarin ilgili
gen bolgesi sekanslariyla Geneious 2020.1.1 yazilimi iizerinden coklu hizalamalar

yapild1 ve intraspesifik niikleotid ve aminoasit farkliliklar1 ortaya ¢ikarildi.

GRAA4 geninin ifade ettigi proteinin tahmini molekiiler agirligit ExPASy Bioinformatik
programi kullanilarak hesaplandi. Ayrica proteinin domain o6zellikleri, antijenik
bolgelerin varligi ve sinyal peptid analizleri gibi biyoinformatik analizler Geneious

Prime tizerinden EMBOSS Protein Analysis 1.0 plugin yazilimi kullanilarak yapildi.



4. BULGULAR

4.1. T. gondii GRA4 Geninin Amplifikasyonu

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal1 laboratuvarina gonderilen
ve toxoplazmozis pozitif belirlenen toplam 4 adet amniyon sivisi 6rnegine ait DNA
izolatlarinin tamaminda hedef gen bolgesi yoniinden amplifikasyon belirlenmistir. Bazi
pozitif izolatlar ile DNA bankamizda sakladigimiz T. gondii genomik DNA’sindan
GRAA4 geni i¢in spesifik primerler ile yapilan PCR {iirtinleri 1038 b¢ uzunlugundadir ve
Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. PCR yontemi ile T. gondii GRA4 geninin ¢ogaltilmasi ile olusan 1038
b¢’lik bant ve agaroz jeldeki goriintiisii M: Marker (1 kb Promega, ABD)

Jelde goriintiisii elde edilen PCR iiriinleri bisturi yardimiyla ayrildi ve 1,5 ml tiipe alindi
ve jelden PCR Clean-Up System (Promega, ABD) kit prosediiriine gore agaroz jelden
saflastirildi. Saflastirilan 1038 bg T. gondii GRA4 PCR iiriinleri agaroz jelde yiritildi
ve gortintiilendi (Sekil 2.2 ).

Sekil 4.2. Jelden piirifiye edilen PCR iirliniiniin goriintiisii. 1-4: 6rnekler M: Marker
(1kb Promega, ABD).


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjj4Pqou9nJAhXnc3IKHXKMBQoQFggtMAI&url=https%3A%2F%2Fwww.promega.com%2F~%2Fmedia%2Ffiles%2Fresources%2Fprotcards%2Fwizard%2520sv%2520gel%2520and%2520pcr%2520clean-up%2520system%2520quick%2520protocol.pdf&usg=AFQjCNG1NPTQeVvfU8EhBneQsNl_Qq-w4A
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4.2. pJET1.2/blunt Vektoriine Klonlama

Ortaya ¢ikarilan 1038 b¢ uzunlugundaki saflastirilmis PCR iiriinlerinin 4 ul’si ile hedef
bolge CloneJET PCR Clonning Kit (ThermoScientific, ABD) kullanilarak
pJET1.2/blunt klonlama vektoriine yerlestirilmistir. Ligasyon sonucu elde edilen
rekombinant plazmitler (rpTgGRA4), OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, ABD) kompetan hiicrelerine transforme edildi. (Sekil 4.3). Her bir 6rnek
icin klonlama ve transformasyon tekrarlandi. Daha sonra yine her bir 6rnek igin
transformasyon sonucu olusan koloniler PCR taramasi yapmak iizere antibiyotikli LB

kat1 besiyerine tek nokta ekimi ile yapildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Tranformasyondan sonra olusan koloniler
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Sekil 4.4. Transformasyondan sonra olusan kolonilerden tek nokta ekimi

4.2.1. Rekombinant Plazmitin Dogrulanmasi; PCR Tarama (PCR Screening)

Kullanilarak Prezentasyonu

Transformasyondan sonra ortaya ¢ikan kolonilerde bulunan rekombinant plazmit, PCR
tarama yontemi kullanilarak goriintiilendi. Transformasyondan sonra ortaya c¢ikan
kolonilerin PCR taramayla, i¢inde TJGRA4 geni bulunan rekombinant plazmit oldugu
gosterildi. (Sekil 4.5).
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R

Sekil 4.5. PCR tarama ile pozitif ¢ikan orneklerin agaroz jelde goriintiisii, Negatif
kontrol: N, Pozitif koloniler: 2,3,4, Marker: M (1kb Promega, ABD).

4.3. Rekombinant Plazmit Saflastirilmasi ve PCR ile Dogrulanmasi

PCR tarama ile varlig1 teyit edilen kolonilerden EZ-10 Spin Column Plasmid DNA
Minipreps Kit 6nerisine uyarak plazmitler saflastirildi. Saflastirilmis plazmid igeren

tirinlerden PCR yapildi ve rekombinant plazmitin T. gondii GRA4 geni icerdigi
dogruland: (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Saflastirilmis rpTgGRA4’tin  PCR sonrast  goriintiisi;

saflagtirilmis
plazmitler: 1-4, Marker: M (1kb Promega, ABD).
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4.4. T. gondii GRA4 Geninin Sekans ve Biyoinformatik Analiz Sonug¢lar:

Saflastirilan rekombinant plazmid DNA, vektore 6zgii primerlerle sekans analizine

tabiitutularak T. gondii GRA4 geninin DNA sirasi olusturulmustur. Ortaya ¢ikarila

DNA dizi sonuglart Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith
University, Avustralya) programi ile incelenmistir. F ve R dizi analiz sonuglari
Geneious v11.1.5(Biomatters, ABD) programina girilerek sekans hizalamasi yapilmigtir
ve 1038 b¢ uzunlugundaki sekans dizisi yiiksek kalite skoru ile elde edilmistir. Sekans
analizi yapilan 4 izolatin GRA4 sekans dizilerinin homolog oldugu goriilmiistiir. Tlgili

gen sekansi (Sekil 4.7) TRTOXGRAA4 izolati olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.7. TRTOXGRA4 izolatinin niikleotid sekansi
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T.gondii GRA4 geni DNA dizi analiz sonucu Geneious v11.1.5 (Biomatters, ABD)
programi ile web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sistemine
girilerek GenBank verilerinde bulunan DNA dizileri ile kiyaslanmistir. Gergeklestirilen
blast analizlerinde, TRTOXGRAA4 sekansinin Genbank veri tabaninda T. gondii’ye ait
Avustralya’dan bildirilen (M76432) izolat ile %100; Hindistan’dan rapor edilen
EU660037 kodlu izolat ile %99,9; Suudi Arabistan’dan (LN714501.1) ve ABD’den
bildirilen (XM_002364283) izolatlarla ise %97,8 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 4.1). Ilgili izolatlarin ikili hizalama analiz sonuclarma gore

niikleotid farkliklar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. TRTOXGRA4 gen dizisinin GenBank’ta mevcut GRA4 sekanslar ile
benzerlik oranlari

LN714501 XM_0023... EU660037 M76432 TRTOXGRA4

LN714501 [ 100% 97.7% 97.8% 97.8%
XM_002364283 100% ‘ -~ 97.7% 97.8% 97.8%
EU660037 97.7% 97.7%
M76432 97.8% 97.8%
TRTOXGRA4 97.8% 97.8%
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Sekil 4.8. TRTOXGRA4 ile GenBank’a kayith GRA4 sekanslarinin ikili hizalama
analizine gore niikleotid farkliliklar
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Calismada, Toxoplasma gondii’nin 1038 bg biiytikliigiinde ORF sekansinin, 346 amino
asit uzunlugunda bir zinciri kodladig1 (Sekil 4.9) ve in-silico analiz sonuglarina gore
GRA4 proteininin 36.284 kDa agirliginda oldugu belirlenmistir. GRA4 amino asit
zincirinin, uzunlugu 7-43 aa arasinda degisen, en diisiik skoru 1,03 en yiiksek skoru ise
1,243 olan 12 antijenik bolge icerdigi belirlenmistir. Ayrica ilgili amino asit zincirinin
20 aa uzunlugunda bir signal peptide igerdigi, ikincil yapisinin non-stoplazmik domain
Ozellikte oldugu ve iki adet potansiyel transmembran bolgeye sahip oldugu goriilmiistiir.
Ayrica ikincil yapi analizinde %22,25 alfa-heliks, %26,3 beta-strand ve %28,03
oraninda random coil yapisi tespit edilmistir (Sekil 4.9).

antgenic region [Precicted)
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R

Sekil 4.9. TRTOXGRA4 izolatinin amino asit sekansinin biyoinformatik verileri.



5. TARTISMA VE SONUC

Toxoplasmosis tiim diinyada yaygin bir enfeksiyondur (Aghdasi ve ark., 2018).
Toxoplasmosis’in nedensel ajani olan parazitik protozoon Toxoplasma gondii, ¢ogu
memeliyi ve kusu enfekte edebilir. Insan tibbinda T. gondii hamile kadinlarda ve
bagisiklik yetersizligi olan kisilerde komplikasyonlara neden olabilirken, veteriner
hekimlikte T. gondii enfeksiyonu, hayvancilikta diisiik ve neonatal kayip nedeniyle
ekonomik 6neme sahiptir (Ya'cono ve ark., 2012). T. gondii, beyinde kalic1 olan kalin
duvarli kistler olusturarak insanlarda kronik enfeksiyon yapar. Konakg¢i bagisiklig
azalirsa, kistler yeniden etkinleserek siddetli ve genellikle olimciil toxoplazmik
ensefalite neden olur. Kistleri ortadan kaldirmak veya yeniden aktiflesmelerini dnlemek
icin mevcut bir tedavi yoktur. Dahasi, hayati ve karakteristik kist matrisinin ve kist
duvart yapilariin nasil gelistigi tam olarak anlagilamamistir. In-vitro kist gelisimi
sirasinda  Toxoplazma intravakuolar ag ile iliskili yogun graniil antijen (GRA)
proteinlerinin lokalizasyonunu gdsterilmistir. Intravakuolar ag GRA'lar1 gelisen
kistlerde kist matriksi i¢cinde ve kist duvarinda mevcuttur ve intravakuolar ag iliskili
GRA'larin genetik olarak silinmesi, kist ¢evresinde kist duvari materyalinin birikme
oranmi azaltmaktadir. Intravakuolar ag baglantii GRA'larm, ozellikle GRA2 ve
GRA12'min, kist matriksi ve kist duvarit yapilarimin gelisimi ve olgunlagmasinda
dinamik ve 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir (Guevara ve ark., 2019). Takizoit ve
bradizoitten salgilanan yogun graniil antijenlerinden biri de GRA4'tlir. GRA4 genomu,
intronsuz benzersizdir ve Toxoplasma gondii'nin baglica immiinojenik proteinlerinden
biridir (Aghdas1 ve ark., 2018). Bu durum, toxoplazmozise karsi gelistirilecek ve
parazitin tim formlarina kars1 savasabilecek bir korunma yontemi olarak etkili bir anti-
Toxoplazma asisinin gelistirilmesinin ¢ok degerli ve gerekli oldugunu ve GRA4
proteininin hedef alinabilecegini gdstermistir. Ayrica, konake¢1 antikor yaniti tarafindan
hedeflenen spesifik epitoplarin tanimlanmasi, enfeksiyona verilen dogal yaniti anlamak

ve epitop bazli marker asilarin ve toksoplazmoz i¢in teshis araglarinin gelistirilmesi igin
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onemlidir (Wang ve ark., 2014). Dolayisiyla bu ¢alismada, amnioyosentez ile enfekte
gebelerden saglanan izolatlarda T. gondii’nin sahip oldugu Onemli ve &zgiin
molekiillerinden biri olan GRA4 geninin klonlanmasi, sekanlanmasi ve molekiiler

karakterizasyonunun yapilmasi amaclanmistir.

Konak immunizasyonunda T. gondii GRA proteinlerinin rolii {izerine sistematik bir
derleme ¢alismasinda; PubMed, Science Direct, Google Scholar, Scopus, ISI Web of
Science dahil olmak iizere Ingilizce veri tabanlar1 sistematik olarak taranmustir. Haziran
2019'a kadar yayinlanan GRA antijenlerini degerlendiren makaleler segilerek
degerlendirilmistir. Buna gore, GRA4 ve GRA7'nin deney hayvanlarinin hayatta kalma
siiresini Onemli Olgiide artirdigimi ortaya cikartilmistir. GRA3, GRA7 ve M2AP
antijenlerinin kombinasyonu (%93,5) ile asilanan BALB / ¢ farelerde kist yiikiinde
maksimum azalmanin gozlendigi dikkat ¢ekici bulunmustur. GRA6 ve GRA10, ytliksek
Immunojenisite gostermistir ve GRA1 ve 2, viriilans ve immun yanitlarin indiiksiyonu
icin 6nemli oldugu belirtilmistir. Arastirmacilarin T. gondii enfeksiyonuna karsi
bagisiklama alaninda daha etkili ¢aligmalar yapmalarina yardimer olacag: diisiiniilerek

bu inceleme yapilmistir (Ram ve ark., 2013).

Bir ¢alismada, T. gondii GRA4 antijeninin tiitiin bitkilerinde kloroplast transformasyonu
(chIGRA4) ile ekspresyonu analiz edilmistir ve bir murin modelinde, chIGRA4'in oral
uygulamasindan sonra humoral ve hiicresel yanitlart ve koruma derecesi
degerlendirilmistir. ChIGRA4 ile oral bagisiklama, kontrol farelerine kiyasla farelerin
beyin kisti ylikiinde %59'luk bir azalma ile sonu¢lanmistir. ChlIGRA4 immiinizasyonu,
hem spesifik IgA tretimi ile karakterize edilen bir mukozal immiin tepkisi ve
mezenterik lenf diiglimii hiicreleri tarafindan IFN-y, IL-4 ve IL-10 sekresyonu hem de
GRAA4'e spesifik serum antikorlar1 ve splenositler tarafindan IFN-y, IL-4 ve [IL-10
salgilanmas1 acisindan sistemik bir yanit ortaya ¢ikarmistir. Sonuglar, chlGRA4'iin oral
uygulamasinin, Toxoplazma enfeksiyonunu kontrol eden ve parazit yiiklerini azaltan
hem mukozal hem de sistemik dengeli Thl / Th2 yanitlarinin ortaya ¢ikmasini tegvik

ettigini gostermektedir (Ya'cono ve ark., 2012).

Biyoinformatik araclar kullanilarak yapilan bir ¢galismada, GRA4’{in potansiyel B hiicre
epitoplar1 arasindaki alti bolgesine (52-77 aa, 93-112 aa, 127-157 aa, 178-201 aa,
223-252 aa ve 314-333 aa) odaklanilmis ve bu bolgelerden sentezlenen 11 kisa peptit



34

sentezlenmisitir. Gansu jingtai susu T. gondii ile enfekte edilen domuzlardan farkli
zamanlarda toplanan serum Orneklerinde denenen 11 peptitden {i¢ii olan 6277, 233—
252 ve 314-333 aminoasitlerinin, tim serumlar tarafindan tanindigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, tanimlanan epitoplarin epitop bazli asilar ve teshis reaktiflerine iligskin ek
calismalar i¢in faydali olabilecegi diistiniilmiistir (Wang ve ark., 2014). Calismada
karakterize ettifimiz TRTOXGRA4 izolatina ait amino asit zincirinin analizlerinde
yukaridaki caligmada bahsi gecen peptidlerin antijenik bdlgeleri igerdigi goriilmis
olmakla birlikte, daha uzun yapida ve yiiksek antijenik skora sahip (Orn, 146-188 amino

asit aras1) bolgelerin varligi da tespit edilmistir.

Toxoplasma gondii’'nin GRA4 genine ait ag¢ik okuma ¢ergevesinin molekiiler
klonlamasi, sekanslama ve biyolojik karakterizasyonunun yapildigi bir calismada, T.
gondii ile enfekte kegilerden toplanan serumlarinin iyi bir immun-reaktivite gosterdigi
tespit edilirken, laboratuvar farelerinde gerceklestirilen rekombinant proteinin
bagisiklama caligsmasi sonrasinda takizoit lizat antijenine (TLA) gore, T. gondii ile canli
enfeksiyonun daha yiiksek seviyede IgG tepkisi ortaya ¢ikardig: indirekt ELISA ile
tespit edilmistir. Buna karsilik, asilanmis farelerde hayatta kalma siiresinin 2 giin

uzatilmasi haricinde belirgin bir sonug goriilememistir (Picchio ve ark., 2018).

Kronik toxoplasmosis’li C3H farelerinde, rekombinant T. gondii GRA4, RPO2 ve TgPI-
1 proteinlerinin karisimi olan bir antijen kokteylinin asi potansiyelinin arastirildig:
caligmada, intradermal ve intranazal yollar1 birlestiren homolog bir prime-boost
protokolii uygulanmigtir. Me49 T. gondii susunun doku kistleri ile oral uygulanmis ve
test edilen tiim as1 formiilasyonlarinin, kismi koruma sagladigi gosterilmistir. En yiliksek
koruma seviyesi, asilanmamis kontrol grubuna kiyasla % 50 ortalama parazit yiiki
azalmasi ile rTgPI-1 ve rROP2 proteinlerinin karisimi ile elde edilmistir. Sonuglar,
rTgPI-1 + rROP2 antijenlerinin, toxoplasmosis’e karsi multiantijenik bir as1
formiilasyonunda diger immiinojenik proteinlerle birlestirilecek umut verici bir karisim

gibi goriindiigiinii gostermistir (Lau ve ark., 2010).

Bir bagka ¢aligmada, T. gondii GRA4 proteinin klonlanmasi1 ve eksprese edilmesinde bir
maya hiicresi olan Pichia pastoris kullanilmis ve proteinin konformasyonel
degisikliklere bagli etkinliginde fark olup olmadigi incelenmistir. Buna gore, ifade

edilen GRA4 proteini, hesaplanan molekiiler kiitle ile boyut olarak tutarsizlik gosterdigi



35

goriilmiis; bu durum, glikozilasyon ve fosforilasyon dahil olmak iizere cesitli
posttranslasyonel modifikasyonlara atfedilmistir. Molekiiler agirliktaki farkliliga
ragmen, rekombinant protein, Western blot formatinda toxoplasmosis’i tespit
edebilmistir. Ayrica rekombinant GRA4, antijenin gelecekteki saflastirilmasi igin
kullanilabilen bozulmamis bir polihistidin etiketi ile ifade edilebildigi gosterilmistir
(Rezaeia ve ark., 2019). Calismamizda klonlama ve sekans analizlerinin biyoinformatik
araclarla analizi sonucu ilgili proteinin yukaridaki ¢alisma sonuglariyla paralel olarak

yaklasik 36 kDA biiyiikliigiinde oldugu goriilmiistiir.

Bagka bir as1 ¢alismasinda ise BALB/c (H-2d) farelerde kronik toxoplazmoza karsi
rROP2 + rGRA4 + rSAG], rROP2 + rROP4 + rGRA4 ve rROP2 + rROP4 + rSAG1'den
olusan 1ii¢ adet iic degerlikli subunit rekombinant asinin, as1 potansiyeli
degerlendirilmistir. Test edilen tiim asilar, diisiik viriilansli DX T. gondii susunun doku
kistleri ile enfeksiyonuna karsi kismi bir koruma saglamistir, ancak en gii¢lii koruma
seviyesi, yogun graniil rtGRA4 antijeni ile uygulanan her iki rhoptry protein (rROP2 ve
rROP4) karisimlar1 veya rSAGI1 proteini tarafindan indiiklenmistir. Bu asilanmig
BALB/c farelerindeki ortalama parazit yiikii, PBS enjekte edilmis kontrol hayvanlarina
kiyasla sirastyla %84 ve %77 azaldig tespit edilmistir. Dalak hiicrelerinin antijene 6zgii
in vitro proliferasyonu, Thl tipi sitokinlerinin, IFN-y ve IL-2'nin spesifik antijenle
indiiklenen in vitro sentezi ile gosterilen hiicresel ve humoral immiin yanitlarin gelisimi
astyla indiiklenen koruma ile iliskilendirilmistir. Sistemik antijene 6zgii IgG1 ve IgG2a
antikorlarmin ytiksek titrelerinin olustugu goriilmiistiir. Bu iki rekombinant antijen
karistminin daha sonraki deneyler i¢in ¢ok umut verici oldugu tespit edilmistir (Dziadek

ve ark., 2012).

DNA agilamasmin T. gondii'ye karst koruyucu bir bagisiklik tepkisi saglayip
saglayamayacagini belirlemek icin yapilan bir c¢alismada, lipozomla kapsiillenmis
pGRA4 ile C57BL / 6 fareleri ve BALB / ¢ fareleri kas i¢inden ii¢ kez asilanmistir.
Asmin kapsami; GRA4 antijenini kodlayan pcDNA3.1-GRA4 (pGRA4) plazmidini
dehidrasyon-rehidrasyon yontemi ile enkapsiile eden 16 mmol/L yumurta fosfatidilkolin
(PC), 8 mmol/L dioleoil fosfatidiletanolamin (DOPE) ve 4 mmol/L 1,2-diodeoil-3-
(trimetilamonyum) propan (DOTAP) lipozomal bilesikleri igerecek sekilde
olusturulmustur. Bagisiklastirilmis farelerden alinan serumlarda GRA4'e karsi yiiksek

seviyelerde IgG antikorlar1 iiretildigi ELISA ile gosterilmistir. GRA4 ile uyarilan
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astlanmis farelerin splenositlerinde IFN-y ve IL-2 iiretiminin oldugu ve modiile edilmis
bir Th-1 tipi yanitin gelistigi gosterilmistir. Yapilan ¢alisma ile lipozom ile
kapsiillenmis pGRA4'in, T. gondii enfeksiyonuna karsi koruyucu etkiyi arttirdigi
gosterilmistir (Chen ve ark., 2009).

DNA agilamasmin  T. gondii'ye karsi koruyucu bagisiklik tepkisi saglayip
saglayamayacagini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada ise, GRA4'lin tiim kodlama
dizisi bir 6karyotik ifade vektoriine eklenmistir. Duyarli C57BL/6 fareleri daha sonra
kas i¢inden pGRA4 DNA ile asilanmis ve oldiiriicti dozda 76 K T. gondii susu kistleri
ile oral yoldan muamele edilmistir. pPGRA4 ile bagisiklama, C57BL/6 ile enfekte olmus
farelerde %62 oraninda hayatta kalma ile sonu¢lanmistir. GRA4 DNA ile asilanan
farelerin, in vitro rekombinant GRA4 proteini yeniden uyarilmasina yanit olarak
splenosit proliferasyonu, yiiksek seviyelerde serum anti-GRA4 immiinoglobulin G
antikorlart ve bir hiicresel bagisiklik yaniti gelistirdigi tespit edilmistir. Hiicresel
bagisiklik tepkisi, modiile edilmis bir Th-1 tipi tepkiyi diisiindiiren IFN-y ve IL-10
sentezi ile iliskilendirilmistir. Splenosit proliferasyonu, GRA4 DNA eklenmis bir
graniilosit-makrofaj koloni uyarici1 faktor ifade eden vektorle agilama yoluyla giiglii bir
sekilde artmis ve koruma biraz daha yiikksek olmustur. Bu c¢alismanin, T. gondii
enfeksiyonunun akut fazina karsi DNA asis1 ile indiiklenen koruyucu bir bagisikligin

kuruldugunu gosteren ilk rapor oldugu belirtilmistir (Desolme ve ark., 2000).

Bir ¢alismada (Doskaya ve ark., 2018), yiiksek verimli protein mikrodizi taramasi
kullanarak T. gondii genomik verilerinden yeni antijenik proteinlerin kesfine
odaklanilmistir. Calismada (Doskaya ve ark., 2018), protein mikrodizileri, ookistler
veya doku Kistleri ile oral yoldan uygulanan hayvan modellerinden iyi karakterize
edilmis serum ornekleri ile incelenmistir. Fare profilinde daha 6nce yayinlanan insan
antikor profilleri ile ortiisen antijenleri kesfedilmistir. Bunun i¢in, kemirgen IgG ve IgM
tarafindan taninan 240 antijenden olusan bir reaktif antijen listesi, oral yoldan enfekte
edilmis farelerden alinan havuzlanmis serumlar kullanilarak tanimlanmistir. Tarama
verilerinin analizleri bol miktarda antijen belirlemis ve hem fare hem de insan antikor
profillerinde giiclii immiinojenisite gdstermistir. Bunlar arasinda, ROP1, GRA2, GRA3,
GRA4, GRA5, GRA6, GRA7, GRA8, GRA14, MIC1, MIC2 ve MAG1 gigli
immiinojenite gostermistir ve Onceki caligmalarda asilarin veya serolojik teshis

testlerinin gelistirilmesinde antijen olarak kullanilmistir. Bu bulgulara ek olarak, ROP6,
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MIC12, SRS29A ve SRS13 giiclii immiinojenisite gdstermis ancak heniiz bir teshis testi
veya as1 modeli gelistirmede test edilmemistir (Ddskaya ve ark., 2018).

TgGRA4'M kodlayan dort farkli asilama stratejisinin neden oldugu immiin yanitin
degerlendirildigi bir ¢alismada (Meng ve ark., 2013); BALB / c fareleri, spesifik
asilama programlarina gore dort kez kas i¢inden (i.m.) asilanmistir. Deney gruplarindaki
fareler polipeptit, pGRA4, peptit / DNA veya DNA / peptit ile agilanmis ve kontrol
gruplarindaki farelere PBS veya pEGFP enjekte edilmistir. Immiinizasyondan sonra,
IgG antikorlarinin seviyeleri ve sitokin tliretimi, enzime bagli immiinosorbent analizleri
(ELISA) ile belirlenmistir. Farelerin hayatta kalma siiresi, yiiksek derecede viriilan T.
gondii RH susu ile enfeksiyonundan sonra da degerlendirilmistir. Farkli asilama
rejimleriyle (polipeptit, pPGRA4, peptit / DNA veya DNA / peptit) asilanan farelerin,
yiiksek diizeyde toplam IgG, IgG2a izotipi ve gama interferon (IFN-y) ile spesifik
humoral ve hiicresel yanitlar ortaya c¢ikardigi gosterilmistir. Belirli bir Th-1
bagisikhiginin etkinlestirildigi ileri siiriilmiistiir. Oliimciil tehditten sonra, asilanmus
farelerde (11.8 + 4.8 giin), PBS veya pEGFP enjekte edilen kontrol gruplarina kiyasla (P
<0.05) artmis bir hayatta kalma siiresi gézlenmistir. PBS veya pEGFP enjekte edilen
fareler 8 giin i¢inde 6lmiis ve iki grupta koruma seviyesinde kayda deger bir farlilik
bulunmadigr gosterilmistir (P> 0.05). Bu sonuglar, TgGRA4'i kodlayan bu DNA prime
ve peptid boost immiinizasyon protokoliiniin, diger immiinize gruplara kiyasla en
yiiksek seviyede hiimoral ve hiicresel immiin tepkileri ortaya ¢ikarabilecegini gosterdi,
bu, DNA immiinizasyonunun etkinligini artirmak i¢in umut verici bir yaklasim oldugu

belirtilmistir (Roozbehani ve ark., 2018).

Bagka bir ¢alismada, ortak major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) molekiillerine
baglanma yeteneklerine dayali olarak SAG1, AMA1, ROP2 ve GRA4 proteinlerinin
tahmin edilen T ve B hiicre epitoplarint kullanarak multimerik bir rekombinant T.
gondii asisini tasarlamak igin biyoinformatigi kullanilmistir. Ayrica, eksprese edilen
proteini, bir iletim araci olarak poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikiillerinde
kapsiillenmis ve ayrica bu multimerik antijenin as1 giiclinii belirlemek i¢in bir adjuvan
olarak alum kullanilmistir. BALB / ¢ fareleri asilanmis ve ardindan T. gondii RH susu
ile enfekte edilmistir ve hayatta kalma oran1 ve sitokin profilleri incelenmistir. Hem
PLGA ile hem de PLGA's1z ¢oklu epitop bazli as1 ile asilanan fareler, kontrollere gore

daha yiiksek Th-1 immiin tepkileri, hayatta kalma oranlari, spesifik antikor titreleri ve
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IFN-y ve IL-2 seviyelerine sahipken, alum adsorbe edilmis asinin, Th-2 tipi humoral

bagisiklik tepkisini stimiile ettigi tespit edilmistir (Roozbehani ve ark., 2018).

Parazitik vakuole lokalize olan Dense graniiller (GRA) ve Rhoptry molekiillerinin
salgilanmasimin T. gondii ile enfekte konak hiicrelerinin CD8+T hiicreler tarafindan
taninmasinda rolii oldugunu oOne siiren bir c¢alismada bu efektér molekiiller
arastiritlmistir. Cesitli salgilanan GRA veya ROP efektorlerinin MHC-I tarafindan
antijen sunumunu baskilama yetenegi, hiicre tipine, IFN-y ekspresyonuna veya konak
IRG efektorlerine bagli oldugu belirtilmistir. Antijen sunumunun ROP5, ROP18 ve
GRAY7 tarafindan bastirilmasi, IFN-y ile aktive edilen konak IRG efektorleri tarafindan
PV bozulmasimin onlenmesi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Toxoplasma gondii ile
enfekte olmus konake1 hiicrelerin CD8 + T hiicre tanimasini ve klirensini azaltmak i¢in
MHC-I tarafindan antijen sunumunu aktif olarak bastirmak i¢in 6nemli roller oynadigi

ifade edilmistir (Rommereim ve ark., 2019).

GRA-1, GRA-4, GRA-6 ve GRA-7 proteinlerinin yapisal, fiziksel ve kimyasal
karakterlerini, immiinojenitesini tahmin etmek, analiz etmek ve karsilastirmak igin
biyoinformatik araglar ile ¢evrimici yazilim kullanilan bir ¢aligmada, dizi hizalama
sonuglari, GRA-1, GRA-4, GRA-6 ve GRA-7 proteinlerinin diisiik benzerlige sahip
oldugunu géstermistir. ikincil yap: tahmini, dort protein arasinda, GRA-1 ve GRA-6'nin
kiigiik bir tutarsizlik disinda benzer ikincil yapiya sahip oldugunu gosterdi. Hidrofiliklik
/ hidrofobiklik analizi, her bir protein dizisi i¢in ¢ok sayida hidrofilik bdlge ve bazi
klasik yiiksek hidrofilik alanlar gdstermistir. Immiinojenik epitop tahmin sonuglari,
GRA-1 ve GRA-4 epitoplarinin stabil oldugunu ve GRA-4'ln en yiiksek derecede
antijeniteye sahip oldugunu gostermistir. GRA-7 epitopu en yiiksek immiinojenite
skoruna sahip olmasina ragmen, bu epitopun kararsiz oldugu ve dkaryotik hiicrede en
diisiik antijenite derecesine ve yari zamana sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica ilgili
calismanin (Shadde ve ark., 2018) sonuglari, GRA4-GRA7 epitopunun ve GRAG-
GRA7'nin sirastyla ¢oklu hibrid epitoplar arasinda en yiiksek antijenite ve
immiinojeniteye sahip oldugunu gostermistir. Toplam olarak, tekli epitoplarin,
multihibrit epitoplar ile karsilastirildiginda en yiiksek antijenite derecesini gosterdigi
rapor edilmistir. Sonuglar goz oniine alindiginda, GRA-4 ve GRA-7'nin T. gondii'ye
kars1 giicli DNA asis1t adaylari olabilecegi sonucuna varilabilecegi belirtilmistir
(Shadde ve ark., 2018).
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Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez amniyotik sivilardan elde edilen T.
gondii izolatlarinda 6nemli immunojenik bir antijen olan GRA4 proteinini kodlayan gen
lizerine karakterizasyon verileri elde edilmistir. Calisma ile rekombinant olarak elde
edilen GRA4’in biyoinformatik analizlerle genetik ve proteomik yapisi ortaya
cikarilmis olup, toxoplasmosis’e karsi basta as1 ¢alismalart olmak {izere biyoteknolojik
miicadele ¢ergevesinde yeni projeler i¢in Onciil sonuglar saglanmistir. Ayrica elde edilen
sonuglar gen bazinda parazitin molekiiler epidemiyolojisi noktasinda da katki

saglamistir.
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