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OZET

PEPTIT YUKLU NANO ASI FORMULASYONUNUN TOKSOPLASMA
GONDIP'YE KARSI ETKINLIGININ /N VIVO OLARAK iINCELENMESI

Zeynep KAYA

Biyomihendislik Anabilim Dall

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Dog¢.Dr. Rabia CAKIR KOC

Toxoplasma gondii, bitin sicakkanli hayvanlari enfekte edebilen hiicre igi zorunlu bir
parazittir. Tim diinyada yaygin olarak bulunan T.gondii’'nin ara konaklari insanlar dahil
tim memeliler ve kanathlarken, son konaklari kedi ve kedigillerdir. T.gondii her tip
hiicreyi enfekte eder ve hiicre invazyonu aktif olarak gerceklestiren zoonotik bir parazit
olmasindan dolayi tip ve veterinerlikteki en 6nemli 6karyotik patojenlerden biridir.
T.gondii parazitine ait olan hizl cogalan formu takizoit, doku kistlerinde olusan
bradizoit ve son konak olarak kedilerin intestinal yapisinda gelisen ookist formlarindan
bulunmaktadir ve bu formlar insanda enfeksiyona sebep olmaktadir. Primer ve kronik
enfeksiyon seklinde gorilebildigi gibi morbidite ve mortaliteye de neden olabilir.

Gunlimuzde T.gondii'nin sebep oldugu Toksoplazmoz hastaligina karsi veterinerlikte
kullanimi onayli olan sadece Toxovax isimli asi bulunmaktadir. Bunun disinda
insanlarda kullanilabilecek onayh bir asi bulunmamaktadir. T.gondii’'nin dinya
Uzerindeki etkisine bakildiginda etkin bir asi gelistirmenin 6nemi anlasiimaktadir.
Mevcut asi calismalarinda yaygin olarak kullanilan yaklasimlar dnemli bir yere sahip
olsa da etkin bir kullanim icin tasiyici sistemler ve adjuvan gereksinimi ortaya
cikmaktadir. Son vyillarda nanoteknolojinin gelismesi ile ortaya ¢ikan yeni bir asi
uygulamasi olan nano asilarin diger asilara goére bulundurdugu avantajlar goze
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carpmaktadir. Nano asi formilasyonlarinda kontrolli salim sisteminin olusturulmasi,
asinin tek dozda daha etkin olmasi, kolay tasinabilmesi, antijenin bozunmadan
korumasi gibi bircok avantaja sahip olmasi, nano asilari olduk¢a cazip hale
getirmektedir. Nano asi formiilasyonlarinin olusturulmasinda kullanilan, Amerikan Gida
ve ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa ila¢ Ajansi tarafindan onaylanan biyouyumlu ve
biyobozunur Poli (Laktik-ko-Glikolik Asit) PLGA ile sentezlenen nanopartikdller ile nano
asl formulasyonlari olusturulmaktadir.

Bu tez galismasinda, T.gondii parazitinin 6nemli bir ylzey antijeni olan SAG1’e ait
bulunan peptit dizisi ile olusturulan nano asi formilasyon etkinliginin in vivo olarak
incelenmesi amaclanmistir. Nano boyutta hazirlanan peptit yikli PLGA ile enkapsiile
edilerek hazirlanan nano asi formulasyonlarinin sitotoksisitesi XTT yontemi ile fare
fibroblast hiicre hatti olan L929 hiicrelerinde incelenmistir. Toksik olmadigi belirlenen
nano asi formilasyonlari karsilastirmali olarak incelenmesi icin farkh asi
kombinasyonlari ile asi gruplari olusturulmustur. Bunun i¢in nano asi grubu, peptit
grubu, adjuvan peptit karisim asi grubu ve kontrol grubu olarak 4 farkl BALB/c fare
grubu ile cahsilmistir. BALB/c farelere subkutan olarak enjeksiyon yapilmistir.
immoiinizasyon sonrasinda olusan IgG yanitlari kan alimi ile elde edilen serum &érnekleri
kullanilarak ELISA yoéntemi ile tayin edilmistir. Makrofajlarin in vitro enfektifliginin
Olglilmesi icin dalaktan hiicre izolasyonu yapilarak sitokin yanitlarinin ve lenfosit
proliferasyon o6lgme calismalari gergeklestirilmistir. Bdylece T.gondii’ye karsl asi
potansiyeli olabilecek yeni bir ¢calisma gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, nano asi, ELISA, SAG1

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

Xiv



ABSTRACT

PEPTIDE LOADED NANO VACCINE FORMULATION AND IN VIVO
EXAMINATION OF EFFICIENCY AGAINST TOXOPLASMA GONDII

Zeynep KAYA

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc.Prof.Dr. Rabia CAKIR KOC

Toxoplasma gondii is an intracellular mandatory parasite that can infect all of the
warm blooded animals. Intermediate hosts of Toxoplasma gondii which is widespread
all over the earth are all of the mammals including people and poulries, also it’s last
hosts are cats and Felidae. T.gondii infects all types of cells and it is one of the most
important eucaryotic pathogens in medicine and veterinary medicine since it is a
zootonic parasite which performs cell invasion actively. T. gondii can be found in three
different infective forms throughout it’s lifespan including tachyzoite, bradyzoite and
sporozoite. The parasite consist of tachyzoites which are fast-growing forms of the
parasite, bradyzoites which are located in tissue cysts and oocyst forms which are
devoloping in intestine of cats the last hosts. All of these three forms can play role in
infecting people and they can be primer and chronic infections, also they can cause to
be morbidiy and mortality.

Nowadays, there is only one vaccine which is named Toxovax is verified for using
against Toxoplasma disease which is caused by T.gondii. Apart from that, there is no
verified vaccine which can be used on people. Considering the effect of T. gondii on
the world, the importance of developing an effective vaccine is intelligible. Although
subunit vaccines which are commonly used in current vaccine trials have an important
place, there are needs for carrier systems and adjuvant for effective using. The
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advantages of nanovaccines, which are a new vaccination applications emerging with
the development of nanotechnology in recent years, are quite impressive compared to
other vaccines. Nanovaccines have promising advantages such as the establishment of
controlled release system in nano-scale formulation, the ease of transport, the
protection of antigens etc. These advantages make nanovaccines highly attractive for
using in nanomedicine field. Nowadays, nanostructured formulations are formed with
Poly (Lactic-co-Gycolic Acid) PLGA which is approved as biocompatible and
biodegradable by US Food and Drug Administration (FDA) and European Drug Agency.
In this thesis study, it is aimed to investigate in vivo the efficacy of the nano vaccine
formulation formed by the peptide sequence belonging to SAG1 which is an important
surface antigen of Toxoplasma gondii parasite. The toxicity of peptide loaded PLGA
vaccine formulations which were prepared by encapsulation was performed by XTT
method with using mouse fibroblast cell line L929 cells. Afterwards in different
combinations of formulations were generated in order to perform comparative
examination. In this regard, it was studied with four different BALB/c mouse groups
and each of them was injected with nano vaccine, peptide group, adjuvant peptide
mixture and control group, respectively. After injection of serum samples
immunoreactivity was determined by ELISA technique. In order to measure in vitro
activity of macrophages, cell isolation was made from spleen and cytokine responses
and measurements of lymphocyte preprophyation were performed.

Keywords: Toxoplasma gondii, nano vaccine, ELISA, SAG1
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Toxoplasma gondii, butiin sicakkanh hayvanlari enfekte edebilen zoonotik, hiicre igi
zorunlu bir parazittir [1]. T. gondii parazitlerinin neden oldugu Toksoplazmoz hastalgi,
primer ve kronik enfeksiyon olarak olusmasinin yani sira, morbidite ve mortaliteye de
neden olabilir. Tim sicakkanli canlilar ise T.gondii igin ara konaktirlar [2]. T.gondii
parazitine hayat donguisii boyunca hizli cogalan formu takizoit, doku kistlerinde olusan
bradizoit ve son konak olarak kedilerin intestinal yapisinda gelisen ookist formlarindan

olusmaktadir ve bu formlar insanda enfeksiyona sebep olmaktadir [3].

T. gondii ookistlerle kontamine olan sular araciligiyla bulasabildigi gibi enfekte olan
gidalarin agiz yoluyla alinmasiyla; hayvanlarinin kistlerini veya sporokistleri iceren iyi
pismemis etler ile de bulasabilir [4]. Ayrica kan nakli, organ nakli ve transplasental

gecis gibi bircok farkl yollarla bulasma gerceklestirebilmektedir [5].

Toksoplazmoz ozellikle gelismemis Ulkelerde yiliksek oranlarda goriilmekte ve diinya
nifusunun Ucte birinin latent toksoplazmoz ile enfekte oldugu bilinmektedir. Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC- Centers for Disease Control and Prevention)
tarafindan toksoplasmoz enfeksiyonunun diinya ¢apinda bazi bolgelerde prevalansinin
%95 oldugunu bildirmistir [6]. GlUnUumizde T. gondii’'nin sebep oldugu toksoplazmoz
hastaligina karsi veterinerlikte kullanimi onayli olan sadece Toxovax isimli asi
bulunmaktadir [7]. Bunun disinda insanlarda kullanilabilecek onayli bir asi

bulunmamaktadir. T.gondii’'nin dinya Uzerindeki etkisine bakildiginda etkin bir asi
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gelistirmenin 6nemi anlasiimaktadir. Mevcut asi ¢alismalarinda canlh asi, subunit asi,
peptit asisi, DNA asisi, rekombinant protein asisi gibi yaygin olarak kullanilan asi
yaklasimlari 6nemli bir yere sahip olsa da etkin bir kullanim igin tasiyici sistemler ve
adjuvan gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Nano asilar son yillarda gelistirilen ve ¢esitli
enfeksiyon ajanlarina karsi uygulanan yeni bir asi uygulamasi olup diger asilara gore
bulundurdugu avantajlar olduk¢a goze ¢arpmaktadir [8]. Nano asi formilasyonlarinda
kontrollii salim sisteminin olusturulmasi, asinin tek dozda daha etkin olmasi, asi
antijenini viicutta ki degredasyondan korumasi gibi bircok avantaja sahip olmasi nano
asilari  olduk¢a cazip hale getirmektedir [8]. Nano asi formulasyonlarinin
olusturulmasinda kullanilan Poli (Laktik-ko-Glikolik Asit) PLGA Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onayh biyouyumlu ve biyobozunur bir polimer olup, PLGA’ya
dayali nanopartikiller ile kontrolli salim sistemleri ve asi tastyici olma ozellikleri

kullanilmaktadir [9].
3.3 1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, T. gondii parazitinin 6nemli bir ylizey proteini olan SAG1 ait peptit
dizisi ile olusturulan nano asi formilasyonunun T.gondii‘ye karsi asi olarak kullaniima

potansiyelinin ve etkinliginin in vivo olarak incelenmesi amaglanmistir.
3.4 1.3 Hipotez

Nano boyutta hazirlanan peptit yikli PLGA ile enkapsile edilerek hazirlanan nano asi
formulasyonlarin sitotoksisitesinin fare fibroblast hiicrelerinde incelenerek uygun olan
asl dozunun belirlenmesi hedeflenmistir. Ayni sekilde yine bu hiicrelerde T. gondii 'ye
ait takizoitlerinin kiltir c¢alismalari yapilmis ve enfektiflik ozellikleri incelenmesi
amaglanmigtir. Toksik olmadigi belirlenen nano asi formilasyonlari karsilastirmal
olarak incelenmesi i¢in farkli kombinasyonlarin olusturulmasi planlanmaktadir. Bunun
icin nano asl, peptit grubu, adjuvan peptit karisim grubu ve kontrol olarak 4 farkh
BALB/c fare grubu ile calisilarak gruplar karsilastirmali olarak incelenmesi
amaclanmistir. BALB/c farelere nano asi ile imminize edildikten sonra olusan immiin
yanitlarin olciimu icin kan alimlari yiiz veninden gerceklestirilecektir. Fare kanlarindan
serum elde edildikten sonra ELISA yontemi ile antikor yanitlarinin 6l¢tlmesi

planlanmaktadir. Deney hayvanlarinin sakrifiye edilmesi ile makrofajlarin in vitro

18



enfektifliginin dl¢lilmesi igin dalaktan hicre izolasyonu yapilarak sitokin yanitlarinin ve
lenfosit proliferasyonu o6lglilmesi ¢alismalari yapilacaktir boylece peptit dizisinin

T.gondii’ ye karsi uygun asi olma potansiyeli arastirilacaktir.
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BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Toxoplasma gondii
2.1.1 Tarihge

Toxoplasma gondii ilk defa 1908’de Tunus Pastor Enstitlisiinde Nicolle ve Manceaux
adinda iki arastirici tarafindan Ctenodactylus gundii adinda bir kemirgenin c¢esitli
dokularinda saptanmistir [10]. Ayni yil icerisinde arastirmaci Splendore tarafindan
tavsandan bulunarak izole edilmistir [11]. 1910 yilinda Mello T. gondii’nin kdpeklerde
hastalik yaptigini kesfetmistir [10]. 1923 yilinda Janku tarafindan insanda ilk defa
tanimlayarak goze yerlestigini saptanmistir, Wolf ve Cowen insanda ilk konjenital
toksoplazmozu bildirmislerdir [12]. 1937 yilinda konjenital bulasmay! tespit etmislerdir.
Sabin Feldman 1942 yilinda insanlardaki hastaligi tam olarak nitelemis ve 1948 yilinda
glinimizde de hala kullanilan boyama testini bulup ilk uygulamasini yapmislardir [13].
Weinman ve Chandler tarafindan 1954 yilinda parazitin etgiller arasindaki gecisi
gosterilmistir[14]. 1965’de Hutchison, toksoplazmozun fekal oral yolla bulasabilecegini
belirtmistir ve 1969 yilinda Hutchinson ve arkadaslar tarafindan yapilan deneysel bir
¢alismada, T.gondii ile enfekte fare dokusu kediye verilmis ve kedi diskisindaki enfektif
ookistler gosterilmistir[15]. Frenkel 1970 yilinda ara konak ve son konak olan canlilar
belirlemis[16]; 1972 yilinda Miller [17] bes farkli T. gondii susunu tanimlamistir, ayni
yillar icerisinde kedilerin etkenin dagilimindaki rolleri Munday tarafindan
actklanmistir[18]. 1980 ve 1990 yillarinda, T. gondii'nin fare ve sicanlarin davranislarini

degistirdiklerini bildirmislerdir [19]. 1983 vyilinda Luft ve arkadaslan tarafindan AIDS

20



hastalari igin 6lumcil olan akut toksoplazmozdan kaynakli olarak ensefaliti

incelemislerdir [20].

2000 yilinda Cole ve ark. deniz su samurlarindan canli T.gondii izole ederek, ookistler
ile deniz sularinin kontamine olabildigini bildirmislerdir [21]. 2001 yilinda yapilan
calismada enfekte olmus bireylerin psikomotor performanslarinin anlaml derecede
daha geride oldugunu ve konsantrasyonlarini daha c¢abuk kaybettiklerini
gostermislerdir [22]. 2005 vyillarinda T. gondii genlerinin haritalanma g¢alismlari

yapilmistir [23].

2009 yilinda Toksoplazmoz enfeksiyonunun bazi sizofrenik olgularina sebep olabilecegi
incelenmistir [24]. 2012 yilinda Danimarka’ da yapilan bir arastirmada, T. gondii ile
enfekte olan kadinlarin, enfekte olmamis kadinlara kiyasla intihar olasiligi daha yiksek
oldugunu bildirilmistir [25]. 2016 yilinda Kanada kazlarindan (Branta canadensis) iki

yeni Atipik T. gondii susu saptanmistir [26].

Toksoplazmoz, Tirkiye’de 1950 yilinda ilk defa Akcay ve arkadaslari tarafindan bir
kopegin akciger kesitlerinde psodokistler halinde saptanmistir [27]. 1953 yilinda Unat
ve arkadaslari tarafindan insanda bulunan T.gondii histopatolojik olarak
gosterilmistir[28]. Tirk oftalmoloji literattiriinde ilk okiiler toksoplazmozis olgusu ise
1964’te Tlzmen tarafindan yayinlanmistir [29]. 1967 yilinda llkemizde Toksoplazmoz
icin serolojik tani yontemleri kullaniimaya baslanmistir. Ekmen ve Altintas tarafindan
1973 yilinda képekten T. gondii izolasyonu yapilmistir [30]. T. gondii Ankara susu adi
verilen, yiksek patojeniteye sahip bu susla ¢cok sayida deneysel enfeksiyon modeli

gerceklestirilmistir [31].
2.1.2 Morfolojisi ve Biyolojik Yasam Doéngiisii

Zorunlu hicre i¢i parazit olan T. gondii takizoit, bradizoit ve ookist olmak Uzere (i¢
farkl enfektif evresi ve yapisal formlari ile kompleks bir hayat donglisi olusturur [32].
Bu formlar parazitin cesitli yasam donemlerinde birbirlerine doénismektedir [33].
Kedigiller dahil, sicakkanli hayvanlar ile insanda takizoitler ve bradizoitler bulunurken;

ookistler sadece kedigillerin bagirsaginda bulunur [34].

T. gondii icin kediler hem son konak hem de ara konaktir. Kedi diskisiyla atilan ve

dogada sporlanmis ookistleri, kediler sindirim yoluyla alarak dogrudan enfekte
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olabilirler [35]. Kediler, T. gondii’nin doku kisti veya hicre ici takizoitleri barindiran
enfekte halde bulunan kemirici gibi ara konaklari yiyerek enfekte olabildigi gibi
konjenital olarak enfeksiyonunun anneden yavruya gecisi de s6z konusudur. Kediler
hem takizoit (psodokist), hem bradizoit (doku kisti) hem de sporozoitlerle (ookist)
enfekte olabilmektedir [35]. Yani T. gondii’nin son konagi olan kedilerde sekstiel olarak

bulunmasinin yani sira aseksuel olarak bulunabilir [36].

Kediler tarafindan direk ya da indirek yollar ile alinan doku kistlerinin duvari, intestinal
icerisinde proteolitik enzimler ile eriyerek, bradizoitler serbest hale gelmektedir.
Bradizoitler bu asamada instestinal lamina propriyaya penetre olup takizoit formunda
cogalirlar [1]. Diger bradizoitler ise ince bagirsagin epitel hiicrelerine penetre olarak
fertilizizasyon fazi baslatirlar. Ookist duvarinin gelisimi icin iki flagellaya sahip olan
erkek gamet, disi gamete dogru giderek, fertilizasyonu gergeklestirir. Bunun sonucunda

ookistler gelisip intestinal epitel hiicrelerinin yikimi ile bagirsak limenine bosalirlar[37].
2.1.2.1 Takizoit Form Yapisi

T. gondii'nin yasam donglsinde bulunan takizoit form hizli ¢ogalan invaziv yapiya

sahip olup, akut enfeksiyonda gorilen yapisal formudur [38].

Ara konagin tim hicrelerinde, konak olan kedinin ise intestinal disi epitelyal
hiicrelerinde ¢ok hizli Greyen T. gondii 'nin G¢ formundan birisidir. Takizotiler hilal
sekline sahip olup, niikleusu orta kisimda bulunan, 6én ucu konik ve daha sivri, arka ucu

ise daha yuvarlak olan forma sahiptir [39].

T. gondii’nin takizoit formu, parazitin hizli gogalmasini gésteren invaziv formudur. Boyu
4-8 um ve c¢apl 2-4 um civarindadir [40]. Mikroskobik olarak ya da cesitli boyama
yontemleri ile karakteristik olarak muz ya da portakal dilimi sekline benzemekle birlikte

hareketini kayma veya burkulma ile saglamaktadir.

Ara konaklarin hiicrelerinde bulunan takizoitler endodiyogeni ile cogalmaktadir
boylece takizoitler hiicreye girdikten sonra bir stire hareketsiz durmakta ve ardindan
hiicrenin c¢ekirdegine yakin bir noktaya yerlesmektedir [41]. Parazitofor vakuol
icerisinde yuvarlaklasmakta ve boyutlari blylimektedir [41]. Bu sire¢ sonunda orta

hattindan dikine ikiye ayrilarak bollinmesini (endodiyogeni) tamamlanmaktadir.
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Birgok takizoitin bir araya gelmesi ile olusan yapilara klon, terminal koloni veya grup
denir [42]. Sekil 2.1’de gosterildigi gibi T. gondii takizoitine yapisinda bulunan yogun

granil, endoplasmik retikulum, golgi cisimcigi gibi bircok organel bulunmaktadir [1].

. Yogun Granul
Endoplasmik (GRA) Roptri (ROP)
reticulum

Mikronem (MIC)

NN
)
-t :‘\\

S Nemm===

Golgi cisimcigi
Mitokondri

Sekil 2.1 T. gondii takizoitinde organeller [43]

Takizoitler konak hiicre icerisine aktif penetrasyon veya fagositoz ile girdikten sonra
parazitofor vakuol (PV) ile gevrelenirler. T. gondii suslari genetik olarak Tip 1, 2 ve 3

olarak siniflandirilsa belirgin olan yapisal bir degisiklik yoktur [44].

Takizoitler yaygin olarak serolojik tani testlerinde antijen olarak kullaniimaktadir[45].
Bu serolojik testlerden olan Sabin Feldman Testi, Fluoresan Antikor gibi testlerde
sikhikla takiozitler kullanilmaktadir. Giemsa- Azur veya Wright boyasi ile takizoitler son
derece iyi boyanmaktadir [46]. Parazitler Periyodik Asit-Schiff (PAS), Gomori’nin
Metenamin GiUmis (methamine silver) ve immunoperoksidaz boyalari ile etkin bir

sekilde boyanirlar [46].
2.1.2.2 Bradizoit Form Yapisi

Bradizoit form yapisi; doku kistinin icinde takizoite gore daha yavas bollinen yapisal
formudur [47]. Bradizoitler hilal sekle sahip olup 7x1.5 um boyutunda bulunmakla
birlikte, niikleuslari arka ucta bulunmaktadirlar. Bradizoitler kendi istlerine kivrilan en
fazla Ucg roptri icerirler. Doku kistleri hiicre icinde blylime gosterirken, bradizoitler

endodiyogeni ile cogalirlar.
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Bradiziotler ara konaklarin gesitli dokularinda ve hiicre vakuoli igerisinde bulunurken
sekil olarak takizoitlere benzese de, ¢ekirdek yerlesimleri takizoit yapisina gore arka
uca daha yakindir. Ara konak dokularinda olusan bu kistler 120 um g¢apa ulasabilmekte
farkl boyutlarda olusan bu kistlerin igerisinde degisen miktarlarda yilzlerce yada

binlerce bradizoit bulunmaktadir [1].

Sekil 2.2 Bradizoit form yapisina ait bir gorinti [48]

Bradizoit formu takizoite gbére daha yavas c¢ogalmakta ve olusan doku kisti belli
nedenlerden dolay! parcalandiginda icerisindeki bradizoitler, kan ya da lenf dolasimi
yoluyla diger organlara yayilim gostermektedir. Bradizoit iceren doku kistleri konak

hiicre icinde kalarak, latent enfeksiyona yol agmaktadirlar.

Doku kistlerinin en sik yerlestigi organ ve dokular olarak santral sinir sistemi, iskelet
kasi, diiz kas ve kalp kasi [38] olmakla birlikte bradizoit yapilari da takizotiler gibi PAS ve

Giemsa-Azur gibi boyalarla etkin bir sekilde boyanmaktadirlar.
2.1.2.3 Ookist Form Yapisi (Sporozoit form)

Ookistler, son konak olan kedilerin ve bazi kedigillerin diskisiyla ortaya cikan c¢ift kath
bir duvarla cevrili olan formsal bir yapidir [1]. Ookistlerin enfektif olabilmesi igin
olgunlasarak sporulasyon siirecini gecirmesi gerekmektedir. Sporulasyon siresince

cevre sartlar etkili olmakla beraber, cevrenin isisi veya oksijeni gibi bircok faktor etkili
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olmaktadir. Seksuel Greme sonucunda ortaya ¢ikan ookistin ¢api 10-12 um arasinda
olmasina ragmen kedi diskisi ile dis ortama atildiktan sonra ki siirecte gevre isisi ve
oksijen miktarina bagh olarak c¢aplarinin 11-13 pum arttig, 1 ile 21 gin iginde
sporlanarak enfeksiy6z hale geldikleri gorilmustir [46]. Dayanikhhgl yiksek ookistlerin
nemli toprakta bir yildan fazla slire boyunca canhligini korudugu, akut enfekte kedilerin
diski ile 7-21 gln iginde 10 milyon kist/giin atabildigi ve bu sebeple kedilerin

enfeksiyonun dogada yayilmasinin en 6nemli kaynagi oldugu ileri stirtilmusttr [49].

Kedigiller, T. gondii'nin herhangi bir form vyapisi ile sindirim yoluyla enfekte
olduklarinda parazitler ince bagirsak epitel hiicrelerine girer. Bu asamada sizogoni
(asekstiel cogalma) sonucu olusan merozoit ve sporogoni (seksliel cogalma) sonucunda
olusan ookistler olgunlasarak mikrogamet ve makrogametleri olustururlar.
Mikrogametin makrogameti ile fertilizasyonu sonucu olusan zigotlar, olgunlasmamis
ookistlere donustikten sonra bagirsak bosluguna gider buradan da fekal yolla disariya

atilirlar [16] .

Ara konaklarin enfeksiyona yakalanmasi genel olarak iki sekilde olusmaktadir;
Bunlardan ilk olusum sekli ara konak olan tim memeli canlilar, sporlanmis ookistleri
cevreden agiz yoluyla almasi ile ikincisi de memeli hayvanlarin enfekte olan baska bir
ara konagi yiyerek enfeksiyon bulasmasidir [50]. Bunun disinda fekal-oral bulasma,
transplasental, kan ve kan Urtnlerinin transfiizyonu ile bulasma, doku organ nakli ile
bulagmanin yani sira laboratuvarda gerceklesen enfeksiyonlari da s6z konusudur [51].
Ayrica akut enfeksiyonlu hayvanlarin pastorize edilmeden ¢ig olarak tiiketilen sttten

kaynakli toksoplazmoz olusabilmektedir [52].
2.2 Bulagma Yollari

T. gondii, aseksliel ve seksliel gelisimini kedi bagirsaklarinda geciren zorunlu hiicre igi
bir parazittir; kedi diskisiyla atilan ookistlerin agiz yoluyla alinmasi tim ara konak ve
son konaklar icin baslica bulasma kaynagidir [36]. Kedigillerde 7-21 glinlik intestinal
gelisim sonunda kedi diskisiyla birka¢ milyon ookist atabilir ve sporulasyondan sonraki
U¢ haftalik stirecte enfektif hale gelen sporozoitleri iceren ookistler olusmaktadir.
insanlara bulasma baslica rol oynayan faktérler; el yikama aliskanhigi olmayan eriskinler

ve toprakla oynayan cocuklar, cilek gibi iyi yikanmayan meyveler ile iyi yilkanmayan ¢ig
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olarak yenilen yesillikleri (enfekte olan nane, maydanoz, roka, marul) tiketen kisiler
sporlu ookistlerle enfekte olabilirler [53]. Kulugka siiresi ortalama olarak bir ile 3 hafta
arasinda kabul edilmektedir ve sporlanmis ookistleri sindirim yoluyla alan memelilerde

enfektif takizoit evresi ortaya ¢ikmaktadir [54].

Hastalik ara konaklarin ve kedilerin kontamine olan veya enfekte olan kemirgenlerin
tiiketilmesi ile de bulasabilir. insanlarda ise pismemis veya az pismis kistli dokular

iceren gidalarin tuketilmesi ise baslica bulasma yollarini olusturmaktadir [36].

Takizont

Akut Faz

Ookist (Sporozoit) Bradizoit

2 @&
@ “;;-"
Bulagma Kronik Faz

Sekil 2.3 T. gondii'nin U¢ biyolojik formunun birbirine donismesi [55]

Ara konaklarda T. gondii’nin hizli cogalan formu olan takizoitler ile yavas ¢ogalan formu
olan bradizoitler gelismektedir[56]. Takizoit form, dokularda hasara ve glgli bir
yanglya sebep olmasinin yani sira hastaligin klinik belirtileri ise sonradan ortaya ¢ikar
[57]. T.gondii takizoitlerinin saglam mukozadan birkag adet iceri girmesi enfeksiyon igin
yeterli olmaktadir. Laboratuvar enfeksiyonlari ile bulasma da en baslica sebep
takizoitlerle olusmaktadir [58]. Bunun disinda takizoitlerle bulasma, kan ve doku
transplantasyonu yoluyla veya pastorize edilmemis c¢ig sit tiketimi sonucuda
olusabilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarda keci sttlinde T.gondii takizoitlerine
rastlandigl ve toksoplazmozun keci sutiyle insanlara bulasabilecegi rapor edilmistir

[52]. Takizoit iceren ¢ig etlere dokunulduktan sonra goézlerin ovusturulmasina bagl

26



olarak da takizoitler konjuktivadan viicuda girebilmektedir. Ayrica enfekte gebelerde,

parazit plasenta yoluyla fetlise gegebilmektedir [59], [60].

2.3 Epidemiyoloji

T. gondii enfeksiyonun yayilimi igerisinde bulunulan cografi bélgenin 6zelliklerine ve
populasyonlarin yasam aliskanliklarina gore degismektedir. Yapilan arastirmalara gore
sicak nemli iklime sahip bodlgelerde toksoplozmozun daha vyiksek bulundugu
bildirilmistir. Popilasyonlarin vyaslari ile toksoplazmaya karsi olusan antikorlarin
seropozitiflik artis gostermekte, ancak cinsiyetler arasinda onemli bir fark
bulunmamaktadir. Amerika’da yapilan bir serolojik arastirma saglikl insanlarin %3-70
oraninda T. gondii ile enfekte olduklarini ortaya koymustur [61]. Toksoplazmozun son
derece vyaygin olmasinin nedenleri arasinda insanlarin yeme aliskanliklarindan
kaynaklanmasidir. Diinya ¢apinda toksoplazmozun bu kadar yaygin olmasinin sebepleri
olarak; bradizoit iceren baslica domuz ve koyun etlerini ¢ig veya az pismis olarak
tuketilmesi, kontamine su ile ellerin direk temasi ile sporozoit igeren ookistlere maruz
kalinmasi gosterilmektedir [62]. Doku kistleri iceren etlerin, ookistlerle kontamine
olmus sebze ve diger yiyeceklerin agiz yoluyla alinmasi, T. gondii’nin insanlara bulasin
temelini olusturmaktadir [49]. Hayvan etlerinin (domuz ve koyun) yemek igin
hazirlanmasi sirasinda kullanilan bigak, et kesme tahtasi ve kiyma makinelerinin
kullanildiktan sonra temizlenmemesi ¢apraz kontaminasyon riskini olusturmaktadir
[63]. Toksoplazmozun pastorize edilmemis kecgi siti ve kontamine igme suyu
tiketilmesi ve ayrica yumurtadan da izole edildigi bircok calismada bildirilmistir [62].
Fetliste enfeksiyonun olusumunda, annenin gebelik déneminde enfekte olmasinin yani
sira nadiren hamilelik doneminden bir ile iki ay onceki sirecte akut toksoplazmozlu
olan bir gebenin, immiin sistemi saglam bir gebenin de fetliste toksoplazmoza neden

olacagi belirtilmistir [59].

Laboratuvar calisanlarinda kaza sonucu organizmalari kendilerine inokiile ederek
enfekte olabilmektedir. Dinyada T. gondii parazitinin su ve gida kaynakli salginlara
sebep olabilecegi nedeniyle kategori B biyoterorizm ajani ilan edilmesine sebep
olmustur [64], [65]. Su kaynakh toksoplazmoz salginlarinin en buyiga 1995 yilinda

bildirilmis ve epidemiyolojik arastirmada 7718 kisinin T. gondii ile enfekte oldugu ileri
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srtlmisttr. Salgina icme suyu deposunun enfekte sokak kedileri tarafindan

kontamine edilmesinin sebep oldugu belirlenmistir [66].

Yapilan galismalar da tim dinyada T. gondii’'nin gérilme orani %10-90 arasinda
degismekte olup toplumlar arasi seroprevalans farkliliklari; bulasin toplumun beslenme
aliskanliklarina, toprak ve kedi diskisi ile temasa, kisisel hijyene bagli oldugunu
gostermektedir [67]. Dinyada 500 milyon insanin; Avrupa’da dogurgan vyastaki
kadinlarin % 37 ile % 58’inin; Turkiye’'de ise % 30 ile 60'inin T. gondii ile enfekte oldugu
bildirilmistir[67]. Her yil A.B.D."de 400-4000 arasi konjenital, 1.26 milyon okdler
toksoplazmoz vakasi, immin sistemi baskilanmis veya yetmezligi olan hastalarda
sayisiz ensefalit ve diger sistemik hastaliklar gelistigi belirtilmektedir. Toksoplazmoz
tanisi alan hastalarin tedavi masraflarinin yillik 7.7 milyar dolari buldugu ve A.B.D.’de
ortalama olarak 750 kisinin toksoplazmoz veya yol actigi klinik tablolar nedeniyle
olimlerin goraldagi bildirilmistir [61], [68]. Konjenital Toksoplazmoz Norveg, Belcika
ve Fransa’da gerceklesen 1000 dogumun her 2 veya 3’lUnde, A.B.D."de her 10.000
dogumdan 1 ile 10’unda goérilmektedir [61].

Sekil 2.4 Konjenital okiiler toksoplazmoza ait goriinti [69]

Hayvanlarda toksoplazmozun yayginligi tizerine Tirkiye’de yapilan ilk calismalar Ekmen
ve arkadaslar tarafindan gerceklestiriimistir [30]. Ulkemizde Toksoplazmozun
prevelansi % 17,3-78 arasinda degismektedir. Yapilan bir arastirma sonuclarina gore
hamile kadinlarda toksoplazmoz prevalansi; Sanliurfa’da % 60.4, izmir ve cevresinde %
55, Aydin’da % 30.1 olarak saptanmistir[70], [71]. Sarni¢ ve arkadaslari [72] tarafindan

Diyarbakir Et ve Balik Kurumu’nda kesilen 148 koyunun kan 6rneklerini SFT yontemi ile
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arastirarak %36.5 oraninda seropozitiflik ortaya giktigini belirtmistir [72], [73]. Yapilan
bir cok calisma ile llkemizde degisen oranlarda Toksoplazmozun seroprevalansini ve

seropozitiflik oranlari tespit edilmistir [73], [74].

Hayvansal kaynakli gidalarin sagliga uygun ortamlarda Uretilip, tiketime hazirlanmasi;
insanlarin ¢ig et tuketiminin risklerine karsi bilinglendirilmesi ile tim dlinyada

seroprevalans degerlerinde disus saglanabilecegi belirtilmistir [73].
2.4 T. gondii’ ye ait Patogenez ve Patoloji

T. gondii zorunlu hiicre ici yerlesimli olan bir parazittir ve konak hiicreleri invaze ederek
yasamsal doéngllerini tamamlamaktadirlar. Bunun sonucunda klinik belirtiler ortaya
cikmaktadir [12]. Okaryotik bir parazit olan T.gondii’nin golgi, ribozom ve mitokondriye
gibi organellere sahip olmasina ragmen c¢ogalabilmek igin konak hiicreye ihtiyag
duymaktadir [75]. T.gondii’ye ait enfeksiyon patogenezi konak hticrelerin aldigi hasarla
ilgili olarak gelismesinin yani sira agir enfeksiyonlarda kalp kasi, cigerler, beyin gibi
yasamsal dneme sahip bir cok doku ve organlarda nekrotik alanlar olusmaktadir [76].
Akut toksoplazmoz denilen bu donemde her zaman klinik belirti gérilmeyebilir. Kronik
toksoplazmoz da ise doku kistlerinin icerisinde bradizoit seklinde bulunmalarindan ve
kistin icerisinde cok yavas cogalmalarindan dolayl hiicre tahribati olusturmazlar
boylece klinik belirtilerin goriilmedigi bu déneme denilmektedir [77]. Toksoplazmoz
immun sistemi saglam kisilerde olusan enfeksiyon genellikle asemptomatik
seyrederken immiin yetmezligi olan kisilerde nérolojik, okiiler komplikasyonlara neden
olabildigi gibi sistemik komplikasyonlara da neden olabilmektedir. Parazitin plasenta
veya kan yolu ile alinmasi yoluyla fetliste olusan hastaliga konjenital toksoplazmoz
denilmektedir [74]. Hamilelik esnasinda enfeksiyonun olusmasinin disinda, latent
enfeksiyonun bagisiklik sistemi baskilanmasiyla yeniden akut hale doénlismesi
sonucunda ya da fetlise bulasmasindan ileri gelebilir. Dogumdan Once olusan
bulagsmada kronik tokzoplazmozun belirtileri hafif seyretmesin ylziinden uzun siire
fark edilemeyebilir [59]. Olusan enfeksiyonun erken dénemlerinde dlsikler meydana
gelebilecegi gibi, gebeligin sonuna dogru 61t dogumlarda goriilebilir [59], [71]. Bununla
birlikte, yapilan diger calismalarda, sizofren bireylerde T. gondii enfeksiyonunun

gozlendigi ve sizofreni ile iliskili olabilecegi rapor edilmistir [24], [78].
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2.5 Toksoplazmoz

Toksoplazmoz, zorunlu hiicre ici protooza olan T.gondii’'nin sebep oldugu bulasici bir
hastaliktir. Kediler, insanlarla birlikte belirleyici konaklardir, diger memeliler ve kuslar
orta seviye konaklardir [79], [80]. TUm diinya Ulkelerinde basta insanlar olmak lzere
memeli ve kanath tirlerini etkileyebilen zoonotik karakterli bir enfeksiyon olan
Toksoplazmozun siddeti kismen T.gondii’nin susuna baglidir. Enfeksiyon immiin sistemi
saglam kisilerde genellikle asemptomatik seyrederken immiin yetmezligi olan kisilerde
enfeksiyonun seyri norolojik, okliler ve sistemik komplikasyonlara neden

olabilmektedir [81].

Kediler ve kemirici tlirleri T. gondii 'nin hem ara hem de son konaklari olmaktadir [36].
T.gondii kedilerde sizogoni ve gametogoni evrelerini gegirerek ¢cogalma safhalarinda
diger form yapilarini olusturur fakat konagim bagisikli sisteminin zayifladigi durumlarda
ciddi olimcul Toksoplazmoz vakalari ortaya ¢ikmaktadir[31], [36], [82]. Bunun disinda
Toksoplazmoz gebelerde konjenital enfeksiyon ve digeri postnatal enfeksiyon olarak
bulunmaktadir. Toksoplazmozun belirtilerinde ates, terleme, kaslarda ve basta agri gibi
semptomlar gorilebilir ortaya c¢ikan lenfadenopati ilk bulas sonrasinda farkh
zamanlarda tekrar ortaya cikabilmektedir, organ nakli geciren ve AIDS gibi vakalar

toksoplazmoz risk grubunda yer alir ve hastaligin seyri oldukga risklidir [83].
2.6 Tani Yontemleri

Toksoplazmoz tanisinin konulabilmesi icin hastalarda gorilen belirtilerin toksoplazmoz
siphesi tasimasi gerekir. Toksoplazmozda goriilen belirtiler cok cesitli ve hastalik icin
spesifik olmadigindan, klinik olarak bir¢ok hastalikla karistirllmamasi igin tani ve teshis
oldukga ©Onemlidir. Bunun igin hastanin epikrizinin incelenmesi bagisiklik sistem
durumu dikkate alindiktan sonra hastalarda goérilen belirtiler goz rahatsizligl, serebral
rahatsizlik gibi kadinlarda da konjenital toksoplazmoz belirtileri incelenmelidir [50].
Tani icin hasta gecmisinde distkler, anomali veya 6l bebek dogumlari incelendikten

sonra slipheli durumlarda gerekli olan testler istenmektedir [5].

Toksoplazmozun klinik belirtileri yerlestigi organa goére de oldukca degisiklik

gostermektedir bu sebeple insanlarda toksoplazmozun klinigi tipik olmadigindan dogru
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tani koyabilmek igin farkli birgok yontem kullanilmaktadir. Genel olarak tani yéntemleri

direkt ve indirekt tani teknikleri olarak ikiye ayrilir [51].
2.6.1 indirekt yontemler

Indirekt tani teknikleri serolojik testler yardimi ile toksoplazmoze karsi olusan
antikorlarin varhgimni arastiriir. Bu yontemler genelde T. gondii‘'ye 6zgi antikorlar
belirlemek icin kullanilan serolojik testleri kapsamaktadir ve enfeksiyonun genellikle

asemptomatik olarak seyrettigi stireclerde oldukca 6nemlidir[51], [77] .
2.6.1.1 Sabin-Feldman Boya Testi (SFT)

Sabin Feldman Boya Testi; kan serumunda bulunan antikorlarin kompleman ile birlikte
canl takizoitleri notralize ederek metilen mauvisi ile boyanmalari yapiilmaktadir [84]. Bu
test Notralizan bir test olup enfeksiyonun baslangicindan sonraki haftalarda olusan
immiinoglobin G (IgG) antikorlarini élcer [84]. IgG antikorlari enfeksiyon sonrasinda 1
ile 2 ay arasinda en yuksek seviyesine ulasmakta ve kanda uzun sire kalmakta ve

pozitiflik yasam boyunca devam etmektedir [85].
2.6.1.2 Enzim Bagh Immunosorbent Yontemi (ELISA)

ELISA yontemi ilk kez Engvall ve Perlmann tarafindan uygulanmistir. T. gondii’'ye karsi
olusan antikor yanitlarini 6lgmek icin bu yontem yaygin olarak kullaniimaktadir [50]. Bu
teste kullanilan antijen ya da antikor kimyasal olarak enzime baglanirsa enzimatik ve
immdinolojik bir deneyin sonunda enzimlerin katabolik 6zelliklerinden dolayi substrat
molekill ile tepkimeye girer ve enzim ile antijen veya antikor substratinin hidrolizi

sirasinda immiunolojik tepkimeyi arttirir [86].
2.6.1.3 Immunsorbent Agliitinasyon Yontemi (ISAGA)

IgM, IgA, ve IgE antikorlarinin belirlenmesinde kullanilir ve ELISA'ya gbére daha duyarl,
Ozglldir. Bu yontemin baslangi¢c asamasinda insan IgM zincirinin CH, ucuna 6zgl olan
monoklonal antikorlarin kullanildigi Immunoglobin M’i (IgM) yakalamaya yonelik bir
testtir. Bu testin avantajlari olarak IgM antikorlarinin ELISA’da oldugu gibi enzime bagl
bir konjugat kullanilmamasi ve agliitinasyon testlerinin daha basit olmasindan

kaynaklanmaktadir [87]. Negatif reaksiyonlarda T. gondii’ler ¢okme egilimi gosterirken,
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pozitif olgularda T. gondii ’ler bulut seklinde kuyularin kenarina yapisik bir agliitinasyon

gosterir [87], [88].
2.6.1.4 indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT)

Bu test antijenlerin seri olarak diliie edilmis hasta serumu ile inkiibe edildikten sonra
yikanmasi ve floresan ile isaretlenmis antiglobulin antikorlu serumla tekrar inkiibe
edilmesi sonucu ve floresan mikroskopla incelendiginde antikorla birlesmis olan T.
gondii’lerin gevresinde sari ve yesil floresan isima ile gértilmektedir [77]. Tokzoplazmoz
sonucu olusan spesifik IgM’i ortaya cikarmak icin kullanilan IgM-IFAT testi romatoid
faktorin pozitif oldugu durumlarda ve bazi kollojen doku hastaliklarinda yanlis
pozitiflik, immin sistem yetmezliginde negatif sonuglarin alinmasina neden

olabilmektedir [89].
2.6.1.5 indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHAT)

T. gondii'nin eriyebilen antijenlerine karsi ortaya ¢ikan antikorlarin belirlenmesinde
kullanilir [90]. Testte Tannik asitle duyarlastiriimis koyun veya hindi alyuvarlari T. gondii
antikorlari iceren serumla karistirildiginda alyuvarlar aglitine olur. IHAT'nin ¢ok geg

pozitiflesmesi nedeni ile akut toksoplazmozun tanisinda yararl olmamaktadir [91].
2.6.1.6 Kompleman Birlesmesi Deneyi (KBD)

Antijen olarak bozulmamis T. gondii veya eriyebilen kisimlari kullanilmaktadir. Bu test
IHA testten daha Once pozitiflesirken, SFBT ve IFAT’dan daha sonra pozitiflesir ve bu
testlerin titrasyonunun fazla yikselmedigi durumlarda KBD ile titrasyon ylikselmesi
takip edilir ve 1gG ve IgM antikorlarinin her ikiside belirlenebilinir [91]. KBD’nin

negatifken pozitiflesmesi veya titrenin ylikselmesi aktiflesen enfeksiyonu gosterir [90].
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2.6.1.7 Lateks Aglutinasyon Test (LAT)

Lateks partikillerine absorbe edilmis eriyebilen antijen kullaniimaktadir. Akut
enfeksiyonlarin tanisini koyabilmek icin IgM antikorlarini belirleyebilecek testlerin
kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir[86], [92]. Latent enfeksiyonlar ve diger parazitlerin
varliginda, T. gondii ‘ye karsi zayif antikor titrasyonunda capraz reaksiyon gorilebilir

[86].
2.6.2 Direk Tani Yontemleri

Direkt tani yontemleri etken izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), lenfosit
kopyalama teknigi ve histolojik metotlar gibi parazitin varligi veya DNA’sinin

gosterilmesi amaclanmaktadir [93].
2.6.2.1 T. gondii izolasyonu

Akut enfeksiyonlarda T. gondii ’lerin kan ve vicut sivilarindan izolasyonu ile ayrica lenf,
beyin, miyokard biyopsi materyallerinde, T.gondii 'ye 6zgi antikorlar aranmaktadir.
Doku kistlerinin plasenta, fetiis ve yeni doganda saptanmasi ile direk taniya gidilir ve

her zaman konjenital toksoplazmoz tanisini kesinlestirir [91].
2.6.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu tani yonteminde, ¢ok az miktarda ki nikleik asit miktarinin g¢ogaltarak parazit
varliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir bunun icin DNA polimeraz enzimi
yardimiyla spesifik nikleik asit parcasinin defalarca sentez edilmesi ile olusmaktadir
[94]. Okiiler, serebral ve dissemine hastaligl olan olgularin viicut sivi ve dokularinda
PCR ile T. gondii’'ye ait DNA saptanmaktadir ve gebelerde Toksoplazmoz enfeksiyonu

icin amniyosentez sivisindan PCR ile ¢calisiilmaktadir [94].
2.6.2.3 Histolojik Tani

Viicut sivilari, smear veya doku kesitlerinde takizoitlerin goérilmesi akut tokzoplazmoz
tanisi icin iyi bir yontem olup, AIDS‘li hastalarda toksoplazmik ensefalitte yapilan
biyopsilerde sadece %5’inde tokzoplazmoza 6zgi histolojik yapi saptanmigtir [95].
Dokuda T. gondii ’lerin varhigini ortaya cikarmak icin, floresanli antikor boyalarindan ve

Giemsa boyasindan yararlaniimaktadir [96].
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2.6.3 Nanoteknolojik Yontemler ile Toksoplazmoz Tanisi

Gunlimuzde biyoteknoloji ve nanoteknoloji alanlarinin gelismesi ile birlikte bu
alanlarda vyapilan calismalar dikkat c¢ekmektedir. Nanomateryaller tani ve teshis
yontemleri olarak kullanilmaktadirlar [97]. Literatlirde yapilan ¢esitli calismalar ile T.
gondii enfeksiyonu igin altin nanopartikiller ile tani yontemleri arastiriimistir [98].
Jiang W., ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklari bir g¢alismada 15 nm
boyutundaki altin nanopartikiller ile hazirlanan dinamik akis immiinokromatografi
testi (DFICT) ile kediler ve kopeklerdeki toksoplazmoz enfeksiyonun serolojik teshisi
incelenmistir [99]. Yapilan bir diger calismada ise Jiang ve arkadaslari 2013 yilinda
manyetik altin nanopartikiller (Au-Fe304) kullanilan bir elektrokimyasal sensériin ve
grafen levhalarin IgM anti-T.gondii’'nin belirlenmesinde etkili oldugu gostermislerdir

[100].

Li ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklari ¢alismada hamilelik déneminde
TORCH (Toksoplazmoz, Rubella, Sitomegalovirus ve Herpes Simpleks Viris
enfeksiyonlari) olarak adlandirilan enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmlara karsi
spesifik 1gM’nin tespit edilmesi icin lateral flow immiinokromatografik (LFIA)
calismalari gerceklestirmislerdir. IgM anti-insan ( human) ile konjuge edilen, PMAA ile
modifiye edilen altinmag nanopartikiller kullanilan LFIA, ¢esitli patojenlerin uyarilarak
tespit edilmesi yetenegine ek olarak hassaslik ve spesifiklik elde edildigi raporlanmistir

[101].

Lateks piezoelektrik imminoagliitinasyon testini (LPEIA) gelistirmek amaci ile enfekte
olmus tavsan serumundan T. gondii antijenleri ile kaplanmis 10 nm boyutlarindaki altin
nanopartikillerin lateksten gecirilerek Toksoplazma antikorlarinin tespit edilebilmesi
icin, 1: 5500’a kadar olan dillisyonlarda antikor titrelerinin tespitini belirlemeye

cahsilmistir [98].

Serolojik testlerin yani sira, diger T. gondii tani testleri nanopartikiller ve DNA problari
araciliglyla genetik materyallerin hizli bir sekilde tespit edildigini yapilan calismalar ile
raporlanmistir. FesOs manyetik nanopartikiilleri ile sentezlenmis quantum dotlar
gelistirilerek bu problarin hedef DNA tespitinin hassasiyetini ve 0zgulligini

artirilmasiyla ilgili calismalar gerceklestirmistir [102].
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Litariirde yapilan calismalara gére nanomalzemelerin kullaniminin T.gondii’nin fakli
formlarina karsi 6zgilliik ve hassaslik saglamalari agisindan tani ve teshis icin antikor ve

antijen tespitini gelistirilebilecegi anlasilmaktadir.
2.7 Toksoplazmozun Tedavisi

Toksoplazmoz hastaliginin tedavisi hastaligin seyri, siresi ve klinik bulgularina gére
olduk¢a farkhlik gostermektedir bundan dolayi Toksoplazmoz enfeksiyonun kesin
tedavi siresi bilinmemektedir. Toksoplazmoz sonucu ortaya c¢ikan semptomlarin
azalmas! saglanana kadar iki ile alti hafta boyunca ila¢ tedavisine devam edilmelidir
[103]. immiin yetersizligi olan hastalarda tedavi tiim semptomlar iyilestikten sonraki iki
hafta boyunca tedavi surdiirtlmelidir. T.gondii ile enfekte olan toksoplazmozlu AIDS’li
hastalarda Primetamin-Klindamisin ya da Primetamin-Sulfadoksin ile birlikte tedavi
yapilir [104]. Su anda toksoplazmozun en etkili tedavisi folik asidin biyosentezini bozan
sinerjik bir etkiye sahip olan Primetamin ve Silfadiazinin kombinasyonudur [104].
Bununla birlikte bu tedavi hipersensivite, kemik iligi baskilanmasi ve teratojenik etkiler

dahil olmak lizere 6nemli olan bir¢ok yan etkiye sahiptir.

Konjenital tokzoplazmozlu bebeklerin, ayni sekilde akut tokzoplazmoz geciren
hamilelerin dikkatli bir sekilde tedavi edilmesi gereklidir. Konjenital tokzoplazmozlu
olan bebeklerin tedavisindeki takizoitlerin sebep oldugu doku yikiminin énlenmesi ve

uzun vadede hastaligin 6nlenmesi en 6nemli amaclardandir [105].

Hayvanlarda olusan toksoplazmozun tedavisi koyunlarda etkin ve ekonomik
olmadigindan dolayr o6nerilmemektedir. Toksoplazmozun biyolojik bariyerleri
gecebilme yetenegi olmasinda dolayi, spesifik olarak hedefe ulasabilen ve toksik yan
etkileri minimize edilen istenilen etkileri olusturan bir ilag ile farmasotik tedavisi heniz

mevcut degildir[106].

2.7.1 Nanoteknolojik Yéntemler ile Toksoplazmoz Hastaliina Karsi Yapilan ilag

Calismalari

Nanoteknoloji ile ilaglarin farmakokinetik o6zelliklerini gelistirmede ve kontrolli ilag
tasima sistemlerini olusturulmasinda oldukca etkilidir. Boylece ilaglarin farmokinetik
ozelliklerinin artirilmasi, kararlilik, ¢ézlinme orani ve bunlarin yani sira ilag aktivitesinin

gecirgenligini gibi etkin bircok 6zellik kazanmasini saglanmaktadir.
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T.gondii’'nin  sebep oldugu enfeksiyonlara karsi tedavinin iyilestirilmesi igin
nanoteknolojik yontemler ile yapilan ¢alismalar umut vadedicidir. Altin ve gimdis
temelli metalik nanopartiklller, polimerik nanopartikiller, lipit nanopartikiller,

lipozomlar ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Gaafar ve arkadaslari yapmis olduklari bir calismada dogal bir polisakkarit olan kitosan
ile polimerik nanopartikillerin ve glimis nanopartikillerin birlikteliginin toksoplazmoz
ile enfekte olmus farelerinin karaciger ve dalaktaki parazit ylkind azalttigini
raporlamistir [107]. 2015’te Anand ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada,
cesitli mikroorganizmalara karsi aktivitesi ve demir ayirma ozelligi bulunan bir
glikoprotein olan laktoferinin (BLF) ile yukli aljinat-kitosan polimerik nanopartikdllerin
T. gondii takizoitleri ile enfekte olmus BALB/c farelere oral etkilerini rapor etmislerdir.
Lakroferrin ile yuklu aljinat-kitosan polimerik nanopartikllerinin karaciger ve dalakta
nitrik oksit ve hiicre ici reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Gretimini artirarak inflamasyonu

ve T.gondii parazit gogalmasini azalttigini gostermislerdir [108].

Pissuawan ve arkadaslarinin tarafindan, 39.5 nm’lik altin nanorodlar ve 20 nm’lik altin
kiireler ile toksoplazmoz ylizey antijenine spesifik olan RH susunun antikorlariyla
konjuge edilmis nanopartikillerin, kullanimini inceleyen deneyler yapmislardir.
Olusturulan bu konjugatlarin takizoitlerin ylizeyine baglanarak lazer isinina maruz
kalindiginda in vitro ortamda parazit éldurilmesini artirmistir, dozun etkisi lazer i1sinina

maruz kalma strecine bagh oldugu bildirilmistir [109].

Atovaquone, T. gondii enfeksiyonuna karsi potansiyel etkinligin kanitlanmis olan
toksoplazmozda kullanilan bir ilagtir. Bununla birlikte, Atovaquone dustk ¢ozinUrliikte
olmasi biyoyararlanimini disirmektedir. Bu nedenle, yapilan bazi nanoteknolojk
yaklasimlar ile olusturulan konjugatlar Atovaquone ile birlestirilerek anti T. gondii

aktivitesini ve biyoyararlanimi artirilmasina yonelik calismalar yapmislardir [110].

Sordet ve arkadaslari 1998 yilinda yaptiklari ¢calismada [111] 206 nm Atovaquone yikli
PLA nanokapsitllerin akut ve kronik deneysel toksoplazmozda terapotik etkilerini
incelemislerdir. Farelerin Atovaguone iceren nanokapsiiller ile tedavisi, hayatta kalma
suresini artirarak ve serbest Atovaquone ile kiyaslandiginda paraziti azaltarak akut ve

kronik enfeksiyon modellerinde ilag aktivitesini artirmistir [111].
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2.8 Toksoplazmoz Hastaliginin immiinolojisi

Immiin yanit; Patojenlerden kaynakli olarak olusan enfeksiyonlara karsi organizmayi
savunmak icin immiin sistemdeki organlarin, hiicrelerin ve bu hiicrelere ait Urlinlerin,

patojenlerin ve birbirleriyle olan etkilesimlerinin timini kapsamaktadir [112].

Toksoplazmoz hastaligi humoral ve hilicresel immiin yanit olusumuna neden olmakla
beraber 06zellikle toksoplozmoz hastaligin akut déneminde, trofozoitlerin periferik
kandan cekilmesine, hastalik belirtilerinin 6nlenmesine ve parazit yikiinin azalmasina
neden olmaktadir [113] ve T.gondii’ye karsi olusan antikorlarin, konakta hticre disinda

bulunan parazitlere karsi etkili oldugu ve eriterek oldirdigu bilinmektedir [114], [115].

Immiin sistem ve T.gondii arasindaki etkilesim olmasi durumunda parazit miktarinda
disusler gorilirken kalanlarin morfolojik sekillerinde farkliiklar meydana gelmektedir.
T. gondii’nin herhangi bir form yapisi viicuda girdiginde oncelikle makrofajlari aktive
etmektedir. Aktive olan makrofajlar aktif veya pasif fagositozla hiicre icine aldiklari
parazitleri, asidik vakuolleri icinde oldiirmekte ve antijenleri major histokompabilite
kompleks molekil Tip Il ile sunmaktadir [116]. Sunulan parazitlere ait antijenler, CD4+
T lenfositlerini aktive ederek yardimci T lenfositlerine diger bir adiyla Thl

donismektedirler[117].

Immiin sistemde IL-2 ve INF-y salgilanmasiyla artan makrofaj ve éldiriici CD8+ T
lenfositi aktive ederek ve immin sistem parazitleri kontrol altina alir ve hastalik
asemptomatik olarak gerceklesir. INF-y ve IL-2 dizeylerinin enfeksiyona karsi konak
immunitesi ile iliskili oldugu laboratuvar hayvanlarinda vyapilan calismalarla
incelenmistir[118]. Toksoplazmoz; immin vyetmezligi bulunan 06zellikle AIDS
hastalarinda CD4+ T lenfositlerinde azalma ve Thl lenfositlerinin Th2 hicrelerine
doénismesiyle birlikte parazitlerde kontrol altina alinamayan bir ¢ogalma ve virllans
artisina neden olur ve hastada 6lime yol acar. Sitokinlerin Toksoplazmoz lizerinde ki
etkilerine bakildiginda, INF-y'nin en etkili sitokin oldugu gorilmistir[119]. Timor
nekroz faktéri (TNF), INF-y tarafindan in vitro olarak aktive edildiginde farelerde
toksoplazmoza karsi korunma elde edilmistir. Makrofajlar tarafindan INF-y salinmasiyla
IL-2, IL-7 ve IL-12’nin indirekt olarak toksoplazmoza karsi koruyucu etkisi oldugu cesitli

calismalar ile gosterilmistir [117]. INF-y‘nin bunun disindaki etkilerine bakildiginda,

37



anti-paraziter 6zelligi dikkat cekmektedir ve INF-y toksik oksijen radikallerinin ve nitrik
oksit salgilanmasina neden olmaktadir. Erken déonemler de hastalarda IL-1, IL-12 ve
TNF-a’nin dogal 6ldirtciu hicrelerinin, INF-y Gretimi icin makrofajlarin aktive olmasina

sagladigl belirtilmistir [117].

Toksoplazmoza karsi etkili olan humoral antikorlar 1gG, IgM, IgA, IgE gibi ekstrasellller

alanlarda kompleman ile birlestiklerinde takizoitleri 6ldiirmektedirler [115].
2.9 Toksoplazmoza Karsi Yapilan Asi Calismalari

Asi; mikroorganizmalarin yada bu patojenlere ait olan bu pargalarinin canli viicudunda
etkin immiin yanit olusturmasini saglamak amaciyla bagisiklik sisteminin duyarlihigini

arttirmaktir.

T. gondii oldukg¢a farkli antijenik yapi ve kompleks bir hayat doénglsine sahip
olmasindan kaynakli olarak T. gondii'ye karsi etkin bir agi gelistiriimesini
kisitlamaktadir. Suana kadar ticari olarak piyasada bulunan tek asi, S48 susunun canli
ya da atenlie takizoitleri ile gelistirilmis olan ve veterinerlikte uygulanan Toxovax asisi
[120] olup toksoplazmozu 6nleyebilen ve kontrol edebilen herhangi bir etkili asi yoktur
[121]. Toksoplazmoza karsi asi amacl kullanilan vyaklasimlar asagidaki gibi

siniflandiriimigtir.
2.9.1 Canh Agilar

Hiicre kdltarleri veya hayvan embriyolari gibi farkh (Greme ortamlarinda
mikroorganizmalarin ¢ok sayida pasajlanmasi ile atteniie edilen bdéylece viicut igin
zararsiz hale getirilmesiyle olusturulan zayiflatilmis canli mikroorganizmalar asi igerigi
olarak kullanilir. Vicut icerisine verildiklerinde ¢ogalarak yayilir ve lenfoid ve miyeloid

hiicrelerini uyarirlar.

T. gondii'ye karsi yapilan ilk asi calismalari 1980’li yillarin basina dayanmaktadir [83]. T.
gondii S48, TS-4 ve T-208 mutant suslari asi adayi olarak tanimlanmistir. Toxovax [120]
asisi S48 susunun canli ya da atente takizoitleri ile gelistirilmis olan bu asi koyunlarda
uygulanabiliyor olsa da insanlarda ya da diger hayvanlarda toksoplazmozu 6nleyebilen

ve kontrol edebilen herhangi bir etkili asi yoktur [121]. S48 Toxovax canli asinin
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bradizoit olma 6zeligini kaybetmis sus ile yapilmasi ve canli olmasi enfeksiyona neden

olabileceginden dolayi kullaniimamaktadir [122].

Canli ama zayiflatilmis olan mikroorganizmalarin mutasyon ile virulansa geri doniisme
riskinin bulunmasi, soguk zincire uyulmamasindan kaynakli olarak asinin etkinligini
kaybetmesi, immin sistem yetmezligi olan kisilere uygulanamamasi gibi asi etkinsizligi
ve glvenilirlik problemleri mevcuttur. Patojenin tamaminin kullanildigl asilar ise
reaktojenik bilesenleri icerebilecegi icin beklenmeyen yan etkiler olusturabilir. Bu yan
etkilerin 6nlenmesi ile daha efektif 6zellikli asilarin gelistirilmesi igin yeni yaklagimlar
denenmeye baslanmistir. Bunlar peptit asilari, rekombinant protein asilari, DNA asilari

gibi calismalarindan olusmaktadir [123].
2.9.2 Subunit Asilar

Asida kullanilan mikroorganizmalar oldurildikten sonra cesitli yontemler ile
parcalanmasi ile hazirlanan asi turlddir ve mikroorganizmaya ait olan antijenik
ozellikteki kisimlar kullanilir. Mikroorganizmalarin patogenezinde gorev alan organeller
kullanildigi icin bu asilarin toksik etki gostermemelerinden kaynakli olarak
inaktivasyona gerektirmez. Subunit asinin dezavantaji T.gondii’nin yasam doéngisiinde
yer alan farkli formlari bulunmasindan kaynakl olarak her formuna karsi her zaman

koruma saglamamaktadir [123].

imminojenik protein ekstraktlari kullanilan asilarda, ekstrakt icinde immiin sistem
aktivatorlerini ortadan kaldiran ya da engelleyen farkli hiicresel yapilarin da bulunmasi

bu asilarin yeteri kadar koruyucu olmamasinin nedeni olarak diisiiniiimektedir [124].

Literatlirde yapilan cesitli calismalar ile T. gondii takizoitlerin veya SAG1 (p30), GRA2
(gp28.5), GRAS (p21) veya bosaltim-salgi antijenleri ESA gibi 6zglil dogal antijenleri ile
bagisiklanan farelerin ve sicanlarin T. gondii’ye karsi korundugu gosterilmistir. Bir takim
beyin kistlerinde azalmalarin oldugu ile degerlendirilmistir [125]. Koruyucu
immunitenin olusturulmasinda icin T. gondii antijenleri arasinda bulunan SAG ailesinin

bazi lGyeleri ROP ailesinin ve GRA ailesinin [126] etkili olduklari gosterilmistir.
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2.9.3 Rekombinant Protein Asilari

Bagisiklik sistemini uyarici 6zellikteki antijenler, bakteri, mantar gibi uygun vektorler
kullanilarak rekombinant olarak elde edilir ve kullanilir. Rekombinant elde edilen
antijen biyokimyasal yollarla karbonhidrat veya protein olarak saflastirilir. Ancak
rekombinant asilarin  gelistirilmesi kompleks ve maliyetli olmasindan dolayi
dezantajlara bulunmaktadir. Biemans ve arkadaslarinin 1998 vyilinda yaptiklan
calismada PSBAS1c adjuvani ile Pichia pastoris maya iginde ifade edilen rSAG1 ile
farelerin asilanmasi, koruyucu bir etkiye neden olmus ve bir Thl yanitina yonelik

bagisikhgr artirdigini raporlanmistir[127].

Haumont ve arkadaslarinin 2000 yilinda kobaylarda yapmis olduklari arastirmada, P.
pastoris tarafindan ifade edilen rSAG1, koruyucu bagisikligi olusturdugu ve konjenital
toksoplazmozu onledigi bildirilmistir [128]. SAG2, SRS1 [129] T. gondii antijenlerinin

koruyucu bagisikligin uyarilmasi Mishima ve arkadaslari tarafindan incelenmistir.
2.9.4 DNA Asilan

Antijen kodlayan geni iceren DNA’nin viicut igerisine verilmesi icin yapilan asi tiradar.
Bunun igin viral bir antijeni kodlayan DNA pargasi ile plazmid birlestirildikten sonra
direkt olarak hicre icerisine gonderilir. Hiicreler tarafindan iceri alinan DNA, protein
UrlinG halinde sentezlenir. En bliylk avantaji viral antijenlerin dogal enfeksiyonlardaki

gibi sentezlenmesi ve antijenlerin dogal formlarinda kullaniimasidir [130].

DNA asilari, hedef olarak secilen antijenik proteini kodlayan gen bélgesinin uygun bir
vektore yerlestirilen ve konak hiicreye verilmesiyle hiicrede TH1 veya TH2 immiin
yanitlari olusturmaktadir [124], [131]. 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada yapilan DNA
asisinda SAG1 ve ROP2 proteinlerini kodlayan plazmitler ile kokteyl DNA asi
olusturulmustur. Her formda bulunan antijenlerin kullanildigi kokteyl DNA asisinin

immun yaniti arttirdigini gosterilmistir [132].

DNA asilarinin farelerde yeterli dizeyde immin yanit olustururken primatlar ve
insanlarda yeterli diizeyde immiin yanit olusturamamaktadir [133]. Uretilen antijen
miktarinin yetersizligi, plazmit DNA'nin hiicrelere esit dizeyde dagilmamasi veya

immun yanitin yeterince uyarilamamasi bu asilarin dezavantajlaridir [123].
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2.10 SAG1’in Onemi

T. gondii’'nin ylzey antijenleri hiicre membrani Ustline lokalize olmus yapilardir. 1980
yiinda Handman ve ark.’larinin, 1982 yilinda Kasper ve ark.’larinin ve 1988 vyilinda
Couevrur ve ark.larinin vyaptiklari c¢alismalarla T.gondii’'nin ylzey antijenleri
tanimlanmistir. SDS-PAGE yonteminin kullanildigi bu calismalarda, T.gondii’ye ait bes
tane ylzey antijeni tanimlanmistir. T. gondii’ye ylzey antijenlerine (SAG) ait olan
proteinler SAG1, SAG2 (22 kDa), p23, p35 ve SAG3 (45kDa) olarak gosterilmektedir
[134]. Bu proteinler icinde en iyi karakterize edilen SAG1 proteinidir. Tum T. gondii
suslarinda korunmus olan SAG1 proteni, takizoitlerdeki ana ylizey antijeni olarak
gosterilmesinden dolayi 6zellikle asi galismalarinda, tani galismalarinda SAG1 geni veya
SAG1 proteini tercih edilmektedir [134]. Ancak farkli kaynaklar veya farkli izolasyon ile
saflastirma yontemleri nedeniyle antijenlerin kalite ve miktari degiskenlik
gostermektedir [135], [136], [137]. Bircok arastirmaci rekombinant SAG1 ilretmeye
galismis  ancak ¢6zinmeyen form vyapisi, yanhs katlanmalar  sonunda
immunoaktivitesini kaybetmesi nedeniyle basarili olamamistir [138]. Bu nedenle SAG1
antijeninin epitoplarini iceren peptit asilarinin kullanimi daha cazip bir yaklasim

olmaktadir.
2.11 Peptid Asilan

Peptid asilari, hastalik etkeninin antijenik 6zellige sahip proteinlerin fragmentlerinden
olusmakta ve immiin sistem tarafindan taninmaktadir. Peptit asilarinin en 6nemli
avantajlarina  bakildiginda immiin sistemin uyarilmasinda, 0zgll antikorlarin
sentezlenmesine yonelik sitotoksik T hicrelerini ve ya B hicrelerini iceririken, her

ikisine yonelik de olabilmektedir[139], [140].

Peptit temelli subunit asilar minimal bir mikrobiyal komponent kullanarak immiin yanit
olusturmayi hedefler. Bu asilar genellikle kimyasal olarak sentezlenirler, enfekte edici
ozellikleri yoktur. Fiziksel olarak daha stabil olmanin yani sira klasik asilara gére daha
kolay ve ucuz olarak elde edilirler. Patojen komponentinin minimal seviyede olmasi
nedeniyle alerjik reaksiyon ve otoimmiuin yanit riski de azaltilmis olur. Ancak mikrobiyal
komponenti minimal seviyede olmasi nedeniyle yeterli immin yanit olusturabilmek

icin adjuvan yani immdiin yaniti artiricilara gereksinim duyulur [141]. Bundan dolayi
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gucli bir bagisikhk tepkisinin uyarilmasi igin, peptidlere karsi antikor olusturmada
tasiyici molekiller gerekmektedir. Bu molekiller bagisikhk sisteminin aktive olmasina

destek olacagi gibi kimyasal stabilitenin artmasinda da faaliyet gosterirler [140], [142].
2.12 Nano asilar

Tip alaninda nano partikillerin kullaniimasindaki en 6nemli etkenlerden biri de
partikillerin hiicresel bilesenlere yakin boyutta olmasi ve hiicreler tarafindan endositoz
mekanizmasi ile hiicre icine alinabilmesidir [8]. Bundan dolayl nanoteknolojinin tip
alanindaki kullanimi ila¢ tasinimindan hastaliklarin teshisine olduk¢a genis yer
bulmaktadir. Gilnlmuizde nanoteknolojideki gelismeler ile birlikte vyeni asi
tasarimlarinin olusturulmasini saglamistir béylece nano asi alani olusmustur. Nano
yapilarin asi teknolojisindeki ©nemi ise gerek profilaktik gerekse terapotik
yaklasimlarda tasityici bir sistem olarak antijen islemeyi arttirma veya bagisikhk
sistemini aktif duruma getirmek icin immunostimilan olarak kullaniimasi seklinde
aciklanabilir [8]. GUniimizde 1000 nm’den daha kiiciik olan nano yapilar, T. gondii
enfeksiyonunun oOnlenmesinde de alternatif yontemler olarak arastiriimaktadir.
Nanoagsilar toksisiteyi dustrirken farmakokinetigi modile edebilirler, biyoyararlanimi

ve hedef salimini artirabilirler [143].
2.12.1 Nano Asi Teknolojisinde Kullanilan Nano Yapilar

Polimerik nanopartikiller, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gésteren kati sistemlerdir;
burada terapdétik ajan ¢oziinmus, absorbe edilmis ya da polimerin matriksine enkapsile
edilmis olabilir. Bu nanomateryaller aljinat, instlin ve kitosan gibi dogal polimerler
icerebildikleri gibi, poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polietilen glikol (PGE) ya da

polyester gibi sentetik polimerler de icerebilirler [144].

Polimerik nanomateryaller tasiyici olarak kullanildiklarinda, asi adaylarinin
biyoyararlanimini, stabilitesini ve aktivitesini artirirken, toksisitesini azaltip antijenik
yapinin degredasyonunu onleyerek ve antijenlerin salimini kontrol ederek etkinliklerini

artirirlar [145] .

Nano asilarda kullanilan nanopartikiller genelde nanokapsiller ve nanokireler olmak

Uzere gruplandirilir [146].
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2.12.2 Toksoplazmoza Kargi Yapilan Nano Asi Yaklasimlari

Toksoplazma asilarinin gelistirilmesinde nanopartikiller ve lipozomlar da dahil olmak
Uzere c¢esitli nanoteknolojik uygulamalar mevcuttur. Nanopartikillerin  T.gondii
enfeksiyonlarina karsi etkili immiin yanit olusturdugu fare modellerinde yapilan

cahsmalar ile bildirilmistir.

Stanley ve arkadaslarinin 2004 vyilinda vyapmis olduklari ¢alismada T.gondii
takizoitlerinin PLG ile enkapsiille ederek hazirlanan nanopartikilleri mukozal asilama
yolu ile koyunlara vermislerdir. Koyunlar intranazal yoldan asilanmis ve ookistlerle
enfekte edilmislerdir. Sonu¢ta hem hiicresel hem de gliclii mukozal IgA antikor yanit

olusturduklarini rapor etmislerdir [123].

Dimier Poisson ve arkadaslari, gozenekli, maltodekstrin esasli lipit c¢ekirdekli
nanopartiklllere (DGNP/TE) enkapsiile edilen RH susunun T. gondii antijeninin total
ekstrakti ile CBA/J faresinin nazal immunizasyonunun koruyucu etkisi oldugunu
bildirmislerdir. DGNP/TE IL-1, IL-12, IL-6, and TNF-a’nin hucreler tarafindan tretiminin
artirarak bu nanopartikillerin kullaniminin Th1/Th17 hiicresel cevaplari ile birlikte
artan IgG Uretimi, T. gondii tarafindan enfekte olan kronik ve akut modellerdeki fareleri

koruyarak humoral bagisiklik 6zgiillGgind uyardigini rapor etmislerdir [147].

Benzer sekilde, Tanaka ve arkadaslari, TLR 11 tarafindan taninan gli¢li oligomanoz
(TgPF-OML) ile kaplanmis lipozomlarin icine enkapsile edilen T.gondii'ye ait profilin
(tgPF) ile hazirlanan nanopartikiiller ile C57BL/6 farelerine imminize ederek T.
gondii'nin sitojenik PLK susunun neden oldugu toksoplazmoza karsi korumayi

artirdigini gostermislerdir [148].

2009’da, Chen ve arkadaslari, T. gondii’nin ME49 ve RH susu ile pGRA4 ve lipozomlara
enkapsile edilen yogun granil protein 4 rekombinantini (liposom-pGRA4) kullanarak
BALB/c ve C57BL/6 fareleri imminize etmislerdir. pGR4-lipozomlari ile immiinizasyon
sonrasl serumda pGRA4 antijeni ile uyarilan splenositlerde IL-2 ve IFN-y’yi indikleyerek

IgG2a seviyelerini artirdigini bildirmislerdir [149].

Chadal ve arkadaslari, modifiye dendrimer nanopartikiller (MDNP) icerisine enkapsiile
edilen apikal membran antijenleri olan GRA6, ROP2A, ROP18, SAG1 ve SAG2A ile

sifrelenen RNA replikonlarinin  kullanarak RNA’yi, hiicrelerin sitoplazmalarina
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tasiyabildigini ve niikleazlarin aktivitelerinden koruyabildigini rapor etmislerdir. Dahasi,
MDNP-RNA ile tek doz fare imminizasyonunun T. gondii’'nin olusturdugu olimcdl
enfeksiyonlara karsi koruyucu olabildigini ve ayni zamanda IFN-y ve IL-2’nin hafif
ekspresyonu ile birlestiginde CD8+ T lenfositlerinin proliferasyonunu aktive ederek

uyardigini gostermislerdir [150] .
2.12.3 Nanoteknolojik Asilarda PLGA’nin Onemi

Saflastirilmis proteinler gibi patojen alt birimlerine dayanan modern asilarin ¢ogu,
geleneksel asi antijenlerine gore daha az imminojeniktir ve genelde gugli bir bagisiklik
olusturamaz [151]. Bu alt-birim asilarin koruyucu bagisiklik tepkileri ortaya ¢ikarmak
icin etkili yardimci maddeler gerektirmektedir. Bu nedenle, asilarin ginimiizdeki
onemli konularindan biri, asilarin immiuinojenikligini veya etkililigini arttirilmasi igin yeni
ajuvant yaklasimlarin gelistirilmesidir [151]. Bagisikhgl ve korumayi gelistiren gesitli

adjuvanlarla ilgili yapilan bircok ¢alismada tanimlanmistir.

Son vyillarda, PLGA polimerleri, asi antijenlerinin kapstllenmesi, kontrolli salim
sistemlerin olusturulmasinda 6énemli yer tutmaktadirlar. PLGA polimerleri, PLGA ile
enkapstilasyon yapilmasi asi adjuvani veya tasima sistemi olarak 6énemli avantajlar
saglamaktadir. Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA), biyolojik olarak parcalanabilir ve
biyolojik olarak uyumlu olan farkl bir polimerdir [152]. Ozellikle, ABD Gida ve ilag
idaresi (FDA) tarafindan onaylanan PLGA polimerleri yillarca ilag tastyicilar [144] olarak
yaygin sekilde kullaniimistir [153]. PLGA polimerleri asi antijenlerini kapsillemek igin
glvenli ve gicll adjuvanlar veya iletim sistemleri olarak kullanilmaktadir [154]. PLGA,
biyolojik olarak uyumlu metabolitler olan laktik ve glikolik asitlere hidroliz yoluyla
biyolojik olarak pargalanarak dogal metabolik yollar vasitasiyla viicuttan
atilabilmektedir [153]. PLGA mikrokapsilasyonu, antijeni viicudun olumsuz sartlarinda
bozulmaya karsi korur [155] ve antijenlerin uzun sireler boyunca serbest birakilmasina
izin verir [156]. Bu adjuvan etkileri, T.gondiigibi intraseliiler patojenler ortadan
kaldirmak icin gerekli olan gli¢li bagisikhk o6zelligini, 6zellikle hiicre aracili bagisikligi
artirarak antijenin immunojenitesini giclendirir [154]. PLGA mikro-parcaciklarinin
PLGA-kapsulli antijenlerin  uzatilmis salim hizini  diizenleyebilme ozelligi ile

mikropartikille asilanmis hayvanlarda uzun vadeli immiiniteye neden oldugu yapilan

44



calisma ile etkinligi gosterilmistir [154]. Sirekli ve uzatilmis antijen salinimi, uzun
vadeli korumaya erismek icin antijene spesifik bagisikligi dnemli 6l¢lide arttirmakta ve
uzatmaktadir [156]. PLGA mikropartikdlleri ile imminize edilen hayvanlarda uzun sureli
etkin bagisiklik yanitlarini olusturdugu ve enkapsiile edilmis olan antijenlerin kontrollQ

salimini gerceklestirdigi gosterilmistir [157].

PLGA partikillerinde antijen yikinlin arttirlmasi, saliniminin  optimizasyonu ve
stabilizasyonu ile tek dozlu bir asi tasariminda kullanilmak Gzere kullanimi oldukga

cazip bir yaklasim olmaktadir [158].

PLGA mikropartikilleri ile imminize edilen hayvanlarda uzun sureli etkin bagisikhk
yanitlarini olusturdugu ve enkapsiile edilmis olan antijenlerin kontrolli salimini

gerceklestirdigi gosterilmistir [157].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1 Deneylerde Kullanilan Malzeme ve Ekipmanlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog No
Disodyum hidrojen fosfat Merck 1065851000
Na,HPO, 1,H,0,
Dulbecco’s F-12 Medium Gibco 10565018
Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco 16000044
Freund's Complete Adjuvant Immunocruz SC-24018
Hidrokolorik Asit (HCI) Merck 100317
Mouse IFN-gamma Platium eBioscience BMS606
ELiSA
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Cizelge3.1 Kullanilan kimyasallar devami

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog No
Mouse IL-4 Platium ELISA eBioscience BMS613
Na,CO, Sigma S2127
NaHCDE‘ Merck 1063290500
Paranitrofenil fosfat Sigma N1891
Penisilin-Streptomisin Gibco 15140122
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 1048731000
(KH,PO,)
Potasyum klorir (KCl) Merck 1049361000
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck 106462
Sodyum Klorir (NaCl) Duchefa Biochemie S0520
Sit tozu Biorad 1706404
Tripsin-EDTA (1X) Gibco 25200056
Tween-20 Merck 8221840500
Xtt Reaktani Santa Cruz 111072-31-2
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3.2 Kullanilan Cihazlar

e  Hassas Terazi (Precisa XB 220A)

e  Ultra-Saf Su Cihazi (Direct-Q 3 UV)

e  Nuve Sogutmali Santrifiij (Hettich Universal 320R)
e  Vorteks (Stuart SA 8)

e Roller Mixer (Medispec KIMR-II A)

e  Manyetik Karistirici (Heidolph MR 3000)

e  Mikropipet (Phoenix; 0.5-10 ul,100-1000 ul)
e  pH metre (Hanna HI 2211 bench pH meters))
e  Buzdolabi (Pol- Eko Aparatura)

e  Mikroplate Okuyucu (Labline)

e  Coklu plate yikayici (Labline)

e  Culture Safe CO2 Etiv ( LEEC Precision 50)

e inverted Mikroskop (BEL INV-199-FL)

BIOSAFETY CABINET Class Il Kabin (TEZSAN)
3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler
3.3.1 Deneylerde Kullanilan Peptit

ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL dizisi kullanildi. Ticari olarak sentezlettirilen bu peptit suda

¢Ozlinlr ozelliktedir.

Aminoasit dizisi “lleCysProAlaGlyThrThrSerSerCysThrSerLysAlaValThrLeuSerSerLeu “

seklindedir.
3.3.2 PLGA

Poli (Laktik-ko-Glikolik Asit) (PLGA) Ticari olarak Aldrich’ten temin edildi. Katolog
numarasi 719870 seklindedir.
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3.3.3 Peptit Yiiklii PLGA Nanopartikiilleri

Peptit ylUkli PLGA nanopartikilleri; TAGEM-15-ARGE/41 projesi kapsaminda cift

emilsiyon yontemi ile sentezlenen partikiller kullanildi.
3.3.4 Asi igeriklerinin Olusturulmasi

Adjuvant grubu icin: 200 pug ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL dizili peptit ile Freund’s adjuvani

PBS igerisinde hazirlandi.
Peptit grubu icin: 200 pg ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL dizili peptit PBS icerisinde hazirlandi.

Nanoas! grubu icin: PLGA ile enkapsiile edilen 200 pg ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL dizili
peptit nanopartikiller, PBS igerisinde ¢ozindurilip 0.45 um’lik filtre ile sterilize

edilerek hazirlandi.
3.4 Hazirlanan Cozeltiler
3.4.1 0.1 Mlik PBS Tamponu (pH 7.5)

2,68 gr Na;HPO4(7H20) hassas terazide tartildi ve 500 mL ultra saf su ile manyetik
karistirici yardimiyla ¢ozdurildi. 0,156 gr NaH;PO4(2H,0) 300 mL ultra saf suda
manyetik karistirici  yardimiyla ¢ozdurildi. Hazirlanan NaH2PO4(2H20) ¢ozeltisi
icerisinde NaxHPO4(7H,0) c¢ozeltisi olan 1 litrelik balon jojeye eklendi. 5,84 gr NaCl
tartilarak balon jojeye eklendi. Ultra saf su kullanilarak son hacim olarak 1 litreye
tamamlandi. pH metrede ol¢cim yapilarak NaOH ve HCI yardimi ile pHIn 7.5%e

ayarlandu.
3.4.2 0.1 M’lik Sodyum Karbonat Tamponu (pH 9.0)

3,1 gr NaxCOs tartilarak igerisinde 200 mL utlra saf su olan 250 mL’lik behere eklendi.
Manyetik karistirici yardimiyla Na;COs ultra saf su igcinde ¢oézdirildi. Son hacim ultra
saf su ile 250 mL’ye tamamlandi pH metre ile NaOH veya HCI kullanilarak pH 9.0’ a
ayarlandi. Daha sonra filte cihazi ile filtrasyon islemi yapilarak istenmeyen partikiiller

uzaklastirildi.
3.4.3 PBS-Tween Cozeltisi (PBS-T)

2,68 gr Na,HPO,4(7H,0) hassas terazide tartilarak igerisinde 500 mL ultra saf su
manyetik karistirici yardimiyla ¢ézdirildi. 0,156 NaH,P04(2H,0) 300 mL ultra saf
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suda manyetik karistirici yardimiyla ¢ézdirildi. Hazirlanan NaH,PO4(2H,0)¢0zeltisi
icerisinde Na,HPO,4(7H,0) cozeltisi olan 1 litrelik balon jojeye eklendi. 5,84 gr NaCl
tartilarak balon jojeye eklendi. Ultra saf su kullanilarak son hacim 1 litreye tamamlandi.
pH metrede olglim yapilarak NaOH ve HCl yardimi ile pH 7.5’e ayarlandi. Hazirlanan 1

litreli tamponun Gzerine 0.5 mL Tween 20 eklendi.
3.4.4 Hiicre Kiiltirii Medyumu

Hicre kiltird medyumunun hazirlanmasi icin DMEM-F12 medyumunun igerisinde 5
pg/ml Penisilin-Streptomisin ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum) steril sartlar icerisinde

hazirlandi.

3.4.5 Hiicre Sayimi igin Tripan Blue Hazirlanmasi

250 pl Tripan Blue boyasinin igcerisine 15 mL azit icermeyen PBS eklenerek hazirlandi.
3.4.6 Hiicre Dondurma Cozeltisinin Hazirlanmasi

%80 FBS ve %20 DMSO’nun karistiriimasi ile steril sekilde hazirlandi.

3.4.7 XTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

XTT sodyum tuzu (2-Metoksi-4-nitro-5-silfofenil) -2 H — Tetrazolium -5-karboksanilid
¢Ozeltisinin hazirlanmasi igin 4 mg tetrazolyum tuzu, 10 pl PMS stogu, 10 mL hiicre

kiltir medyumunda ¢ézindurilip, 0.45 um’lik filtre ile steril edildi.
3.4.8 Sitrat Tamponunun Hazirlanmasi

Hassas terazide 0,22 gr glikoz 0,23 gr sodyum sitrat ve 0,08 gr sitrik asit tartildiktan
sonra icerisinde 10 mL ultra saf su olan behere konulup ¢6zindlrildi ve istenmeyen

partikillerden arindiriimak igin 0.45 um’lik filtre ile stizildi.
3.4.9 1X Lizis Soliisyonunun Hazirlanmasi

1 mL 10X lizis solsiisyonu Uzerine 9 mL ultra saf su ile tamamlandiktan sonra

karistirilarak hazirlandi.
3.4.10 Dalak Hiicreleri icin Besiyerinin Hazirlanmasi

DMEM-F12 besiyeri Uzerine %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %0,5 Penicillin-

Streptomycin olacak sekilde besiyeri hazirlandi.
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3.4.11 Lenfosit Prefilasyonu Uyarilimi igin Peptit Stogunun Hazirlanmasi

5mg/mL peptit stogu icin 15 mg peptit, 3mL PBS icerisinde ¢6zinduruldi. Kullanimdan

once filtre edilerek 37 °C ‘de isitild1.
3.4.12 PMS Stogunun Hazirlanmasi

XTT igin gerekli olan PMS (N-metil dibenzo pirazin metil silfat) stogu i¢cin 3 mg PMS

ultra saf su icerinde ¢ozinduralda.
3.4.13 Bloklama Soliisyonunun Hazirlanmasi

PBS-Tween sollisyonuna 5 gr yagsiz sit tozu konuldu ve vortekslendikten sonra filte

kagidi yardimi ile stziilerek bloklama soliisyonu hazirlandi.
3.5 Kullanilan Cihazlar ve Geregler
3.5.1 Coklu Mikropleyt Okuyucu

Coklu mikropleyt okuyucu ile absorbans, floresans ve liminesans O&lcimleri
yapilabilmektedir. Coklu kuyucuga sahip pleytler, ELISA okuyucunun en 6nemli
O0gesidir. Coklu kuyucuga sahip pleytler ile cok sayida deneyin bir kerede
gerceklesmesine olanak saglamaktadir. Deneysel degerlerden bilinmeyen verilere
ulasilarak egriye gecirilmekte ya da lineer regresyon denklemindeki esitlik kullanilarak

hesaplama yapilmaktadir [159].
3.5.2 Biyogiivenlik Kabini Sinif lI

Tek yonli olarak kabin igerisinde yukari hava akisina sahiptir ve yliksek-verim pargacik
yakalama filtresi (HEPA) ile personeli ve kabin icerisinde yapilan uygulamalari
kontaminasyonlardan (bulasici mikroorganizmalar ya da patojenler) koruyarak givenli
¢alisma imkani sunmaktadir. Biyomedikal alaninda, hiicre kiiltlirinde ve mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda sikca kullanilmaktadir [160].
3.5.3 inverted Mikroskop

Inverted mikroskop, flasklarin veya pleytlerdeki canli hiicrelerin morfolojilerini ve
boyanan gorintilerinin incelenmesi icin kullanilir. Flasklarin ve pleyterin yerlesimi icin

kullanilan kondansor objektifin lGzerinde bulunmaktadir béylece isigin farkh kirllma
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Ozelligi ile sivi bir ortam igerisinde bulunan mikroorganizmalarin yada hiicrelerin

gorilmesini saglar [161].

Hayvanlar tizerinde uygulanmis olan tiim prosediirler, istanbul Universitesi'nin Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu onay karari ekte verilmistir.
3.7 Deneysel Calismalar
3.7.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Gelistirilen asi formilasyonlarinin toksisitesinin incelenmesi ve T.gondi parazitlerinin
kiltdrindn yapilmasi amaci ile fare fibroblast hiicre hatti (L929) kullanilmistir. Sivi azot
icerisinde bulunan L929 hiicreleri 37C° ‘ye isitilan beher icerisinde ¢ozindirildi. Kryo
tlp icerisinden alinan hiicreler, 5 mL hicre kiltiri medyumu bulunan 15’lik falkona
aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika olacak sekilde santrifiij edildi. 15’lik falkonda bulunan
st sivi dokiilerek, dipte kalan pellet homojenize edildi. Uzerine 5 mL hiicre kiiltiiri
medyumu eklenerek hiicre flaskina aktarildi. Dizenli olarak inverted mikroskop ile
hiicreler kontrol edildi ve 37C° %5’lik CO; inkibasyona birakilarak konfluent yapi

olusturana kadar glinliik olarak kontrol edildi.

Sekil 3.1 Hiicre flaskina ait bir goriinti
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Tripsinazyon isleminde, hiicre flaski steril PBS ile yikandi ve ardindan %0.25’lik Tripsin
EDTA eklendi ve etiv igerisinde 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan hiicre
flaskinin igerisinden hiicreler toplandi ve hiicre kiltir medyumu bulunan 15’lik falkona
aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika olacak sekilde santriflij edildi. Pellet homojenize
edilerek 96 kuyucuklu pleytlere ekim yapildi. Sekil 3.2’de L929 hiicrelere ait 10X

blyltmesine ait konfluent yapi olusturan hiicrelere ait goriinti bulunmaktadir.

Sekil 3.2 Kultiirde cogalan L929 hiicreleri (10X)

Boylece konfluent yapiya ulastiklari gézlemlenen hiicre hatti tripsinizasyon sonrasi
T.gondii parazitlerinin in vitro kiltirinin yapilmasinda ve PLGA ile enkapsiile edilen
SAGL’'in ‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ peptit dizisi ile yapilmis olan nanopartikdllerinin
toksisitesinin incelenmesi g¢alismalarinda kullanildi. Ayrica hiicreler kriyoprezervasyon
yapilarak ileri ki calismalar i¢in dondurularak saklandi. Kisaca hiicrelerin sayimlari
yapilarak 10° hiicre/mL olacak sekilde %20 DMSO, %80 Fetal Bovine Serum (FBS)
icerisinde kriyotiplere konuldu. Kademeli sogutma islemleri yapildiktan sonra sivi azot

tankina kaldirildi.
3.7.2 T. gondii Takizoitlerinin L929 Hiicre Hattinda in Vitro Kiltiiriiniin Yapilmasi

T.gondii takizoitleri Cahit BABUR tarafindan temin edildi. T.gondii takizoitleri ile
enfekte BALB/c cinsi laboratuvar farelerinin periton sivisindan elde edilen enfekte
takizot sivisi kontaminsayonlardan arindirilmak icin antibiyotik katkili PBS eklenerek

santriflij edildi, tst sivi dokildi ve pellet Gizerine 3 mL antibiyotik katkili PBS eklenerek
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santrifij edildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi ve bdylece in vitro kiltir igin
kontamisyonlardan arindiriimis olan T.gondii takizotleri hazirlandi. Yukarida tarif
edildigi gibi tripsinizasyon uygulanan L929 hiicrelerinin lzerine, T. gondii takizoitleri ile
1:10 oraninda olacak sekilde hiicre kiltir medyumuna eklendi. T.gondii ekiminden

sonra flask her giin mikroskobik olarak gézlemlendi.

Takizoitlerin in vitro pasaji igin kiltir medyum tiptne alinarak steril PBS eklendi ve
1500 rpm’de 5 dakika olacak sekilde santriflij edildi. Santriflij sonrasi sipernatant
dokildl dipte kalan takizoitlerin oldugu pelletten sayim icin 6rnek alindi ve Toma

laminda sayimi gergeklestirildi.

T. gondii takizoitlerinin sayisi; sayilan takizotilerin ortalamasi, sulandirma kat sayisi ve

Toma lami sabiti (10.000) kullanilarak bulundu.
3.7.3 XTT Yontemi ile Sitotoksitenin incelenmesi

PLGA ile enkapsiile edilen SAG1‘in ‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ peptit dizisi ile yapiimis
olan nanopartikilllerinin toksisitesinin incelenmesi ¢alismalari XTT yontemi kullanildi.
XTT yontemi, bir tetrazolyum tuzu olan XTT'yi metabolik olarak aktif olan hiicrelerin
turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir Sekil 3.3 ‘de
gosterilmistir [162]. Boya duyarliligi, metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi ile
orantilidir. Ek ajanlara veya hiicre yikama prosediirlerine ihtiya¢ olmamasi, duslk
hlcre konsantrasyonlarinda bile 6lglim yapilabilecek kadar duyarlihga sahip olmasi, cok
kuyucuklu pleytlerin kullanilmasi, ¢ok sayida 6rnegin calisihp hizli ve kolay sonuglar

alinabilmesini XTT yonteminin en dnemli avantajlarindandir [163].
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Sekil 3.3 XTT’nin sematik gdsterimi

XTT sitotoksite deneyi icin; L929 hiicre hattinin bulundugu flasklar ekilen ve cogalan
hicreleri ylizeyden kaldirmak amaciyla tripsinizasyon islemi uygulandi. Tripsinizasyon
isleminden sonra, hiicrelerin lzerine besiyeri ilave edilerek ve 1000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda, pelletteki hticreler Tripan-Blue ile boyanarak
Toma lami yardimiyla sayimi yapildi. 24. ve 48. saatler icin 96 kuyucuklu pleytler ayri
ayri hazirlandi. 24 saatlik toksisite testi icin kuyu basi 10.000 hiicre, 48 saatlik toksisite
icin 5.000 hicre olacak sekilde steril 96’lik pleytlere ekimleri gergeklestirildi. Bitin
uygulamalar biyogivenlik sinif 1l kabini icerisinde steril ve aseptik sartlara uygun olarak
gerceklestirildi. Hicrelerin konfluent yapi olusturmalar icin 24 saat beklendi ve PLGA-
Peptit nanopartikilleri ve PLGA bos nanopartikiillerinin farkl konsantrasyonlari (0.495
pug/ml, 1.65 pg/ml, 1.98 pg/ml, 5.94 pg/ml, 7.92 pg/ml, 9.9 pg/ml) belirlendi.
Partikuller 0.45 um’lik filtre ile steril edildikten sonra ayni 6rnekten en az 4 kuyu olacak
sekilde pleytlere eklendi. Eklenen formilasyonlar ile 24 saat ve 48 saat olacak sekilde

37C”de %5’lik CO; etlivde inklibasyona birakildi.

PLGA-Peptit nanopartikilleri belirlenen konsantrasyonlar ile kuyucuklarin {zerine
uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra, XTT sollsyonu hazirlandi ve her pleyt icin 4 mg XTT
maddesi, 10 mL DMEM-F12 ve 10 pl PMS stogu kullanildi. Kuyucuklarin hiicre kiltiirt

medyumlari aspire edildikten sonra her bir kuyucuga hazirlanan XTT solusyonundan
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100 pl eklendi. Sekil 3.4’ de XTT reaktani eklendikten sonraki pleyt gorlintisi

bulunmaktadir.

Sekil 3.4 XTT eklendikten sonra inkiibasyona birakilan 96’lik pleytine ait goriinti

Madde eklenmesinden yaklasik 4 saat sonra pleytin her bir kuyucugunun absorbans

degeri (OD) coklu mikropleyt okuyucuca (Labline Multipleyt Reader) 450 nm dalga
boyunda 6l¢lild.

TAGEM/1S/AR-GE/AT

NOLU PROJE ILE
TEMIN EDILMISTIR

|

Sekil 3.5 Coklu mikropleyt okuyucuda 6lciim alinmasi

Ayni islemler 48 saatlik sitotoksisite deneyi igin tekrarlandi.
3.8 Asi Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Deney Hayvanlari Calismalari

3.8.1 Asi Formulasyonlarinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyon

Deney hayvanlari ile yapilan calismalar istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulundan etik kurul onayu ile istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
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Enstitisi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari’nda (DETAE) gerceklestirildi.
Sicaklik, nem, aydinlk/karanlik dongtisi gibi uygun fiziksel kosullar; hayvanlarin gida ve
su ihtiyaclar, ginlik bakimlari Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari tarafindan

karsilandi. 20 adet 6-8 haftalik BALB/c laboratuvar fareleri ile 4 farkli grup olusturuldu.

T. gondii’nin ylzey protein olan SAG1'den elde edilen ‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ dizili
peptit ile olusturulan, PLGA enkapsiile edilerek hazirlanan nanoasinin etkinligi hayvan
deneylerinde kiyaslamali olarak incelenmesi amaglandi. Deney gruplari asagidaki

Cizelge 3.2'de belirtildigi gibi olusturuldu.

Cizelge 3.2 in vivo enjeksiyon icerikleri

Deney Gruplari

Kontrol Grubu Peptit Grubu Nano Asi Grubu Peptit Adj. Grubu

PBS Peptit Peptit yukli PLGA Peptit+ Freund’s

Nanopartikiilleri Adjuvani

Her grupta 4 fare olacak sekilde 4 farkh kafes gruplandirilmasi yapildi. Kafeslerin

Uzerine grup ve enjeksiyon bilgileri not edildi.

Sekil 3.6 Gruplara béliinen deney hayvanlarinin kafes goriintis
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Hazirlanan asi icerikleri BALB/c fare gruplarina subkutanoz yolla Sekil 3.7'de gosterildigi
gibi farenin ense kismindan uygun sekilde tutarak diiz bir ylizeye sabitlenmesi suretiyle

gerceklestirildi.

Sekil 3.7 Subkutan6z enjeksiyon

Daha sonra farenin ense derisi hafifce yukari kaldirilarak derinin alt kismina, 1 mL’lik

ince ucglu enjektorler ile asi formiilasyonlari enjekte edildi.
3.8.2BALB/c Farelerinden Kan Alimlarinin Yapilmasi ve Serume Eldesi

Enjeksiyonu takiben haftalik kan alma islemi 8 hafta boyunca gerceklestirildi. Deney
boyunca farelerin yliz ven bodlgesi ince uclu lanset ile delinerek, hemolizinin 6nlenmesi

icin 20 ul sitrat iceren ependorflalarin icerisine aktarildi.

Sekil 3.8 Yiiz veninden kan aliminin yapilmasi
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Daha sonra pamuk ile yiiz bolgesine tampon yapilarak kanin durmasi saglandi. Tim
gruplar icin ayni islemler tekrar edildi. Soguk ortamda muhafaza edilen kanlarin serum
eldesi icin 42C’de 5000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santriflij sonrasi

olusan faz ayrimi Sekil 3.9’da gosterilmektedir.

Sekil 3.9 Sanrifij sonrasi serum eldesi

Olusan faz ayrimindan st kisimda kalan serum 6rnegini iceren stipernatant mikropipet

yardimi ile toplanarak ELISA deneyinde kullaniimak (izere -202C’de saklandi.

3.7 T.gondii’ ye Karsi Olusan IgG Yanitinin Enzim Bagli immonosorbent Yontemi

(ELISA) ile Tayin Edilmesi

immiinizasyon sonrasi olusan antikor yanitinin belirlenmesi icin ELISA deneyi
gerceklestirildi. Bunun icin peptit hazirlanan kaplama sollsyonun icerisinde 10 pg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde ¢oziindirildi ve her kuyucuga 100 pl konularak gece

boyu +4°C’de inklibe edildi.

Daha sonra pleytler %0,05 oraninda Tween 20 eklenmis fosfat tamponu (PBS-T) ile 3
kere yikanarak, 200 pl bloklama ¢ozeltisi (5 gr yagsiz sut tozu, 100 mL PBS-T icerisinde)
ile spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi icin 37°C’de 1 saat bloklandi. PBS-T ile

3 kere yikandiktan sonra fare serumlari 3:100 oraninda dillie edilerek kullanildi.
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Sekil 3.10 BALB/c farelerden alinan kan 6rneklerinin serumlari

37°C'de 2 saat inkiibasyona birakildi ve ardindan pleyt PBS-T ile 5 kere yikandi. Alkalen
fosfataz konjuge anti-Fare 1gG antikoru, 1:500 oraninda PBS-T icerisinde dille
edildikten sonra hazirlanan soliisyondan kuyucuklara 100’er ul eklendi ve 1 saat
37°C’'de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda pleyt PBS-T ile 5 kere yikandi.
Son asama icin substrat olarak kullanilan paranitrofenil 5mL distile su icerisinde
¢ozundurilerek hazirlandiktan sonra pleyt kuyucuklarina 100’er pl eklendi ve 37°C
inkiibasyona birakildi. inkiibaston sonucu pleytte olusan renk degisimi Sekil 3.11’de

gorilmektedir.

Sekil 3.11 inkiibasyon sonrasinda olusan renk degisimi

inkiibasyondan 45 dakika sonra ¢oklu pleyt okuyucuda 405 nm dalga boyunda okuma
yapildi ve ELISA sonuglari degerlendirildi.
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3.10 Farelerin Sakrifiye Edilmesi ve Dalak Aliminin Yapilmasi

immiinizasyonu takip eden 8. haftada deney gruplarindaki BALB/c farelerde olusan
immidn yanitin etkinliginin incelenmesi igin servikal dislokasyon ile sakrifikasyon

gerceklestirildi.

Dalak aliminin uygulanmasi: Sakrifikasyonu takiben fareler sirtlisti pozisyonda

sabitlendi.

Sekil 3.12 Farenin sabitlenmesi

Sakrifikasyon sonrasi farenin sabitlenmesi Sekil 3.12°de goruldGgiu gibi sirtisti

pozisyonda sabitlenen hayvanlarin derisi ve peritonu steril makas yardimi ile kesildi.

Sekil 3.13 Dalak aliminin yapilmasi
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Sekil 3.13’de gosterildigi gibi karin boslugundan kesilen farenin dalagl pens yardimi ile
cikartildi. Pens ile dikkatli bir sekilde alinan dalaklar 5 mL besiyeri icerisine konuldu.

Falkonlar buz ile dolu su igerisine birakildi.
3.10.1 Dalak Hiicresi Elde Edilmesi ve Ekilmesi

Dalaklarin bulundugu falkonlarin igerisineki besiyeri DMEM-F12 aspire edildi, dalak
filtre Gzerine alindi ve ezilerek tek hicre slspansiyonu elde edildi. 3 mL PBS ile
parcalanmis dalak hiicrelerinden elde edilen hiicre sispansiyonu toplanarak 15’lik

falkon icerisine aktarildi ve bu islem alinan tiim dalaklar icin uyguladi.

Sekil 3.14 Filtre Gizerine konulan dalagin ezilmesi

Sekil 3.15 Dalagin pargalanip filtreden gegcirilmis goriintisu
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Hazirlanan falkonlar 4000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra siipernatant
dokuldi. Pelletin tGzerine 3 mL 1X Lizis sollisyonu eklendikten sonra 5 dakika boyunca
buz Uzerinde muhafaza edilerek arada bir karistirildi. Siire sonunda son hacim 14 mL
olacak sekilde PBS ile tamamlanarak reaksiyon durduruldu. Tekrar 4000 rpm’de 5
dakika santriflj edildi. Sekil 3.16’da gosterildigi gibi santrifiij sonrasi olusan hiicre
siispansesinin slpernatanti dokildi ve pellet ¢ozdirildikten sonra Tripan Blue ile
hiicre sayimi yapildi. Hiicreleri iceren pelletten 1 ul alinarak 49 pl tripan mavisi icerisine

eklendikten sonra hemositometre ile hiicre sayimi yapildi.

Sekil 3.16 Dalak hiicre slispansiyonunun elde edilmesi (santriflij sonrasi) gortinttsi

Sayim sonunda lenfosit proliferasyonu ve sitokin deneyi icin her bir kuyucuga 5x10°

hicre/kuyu olacak sekilde steril 96’lik hiicre pleytlerine ayri ayri ile ekim yapildi.

Sekil 3.17 Dalak hiicrelerinin mikroskobik gorintisa (20X)
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Sekil 3.17'de gosterildigi gibi inverted mikroskop (20X biyltme) ile elde edilen dalak
hicrelerinin yogunlugu kontrol edildi. 37°C 'de % 5’lik CO; etliviinde inkibasyona

birakildi.
3.10.1.1 Lenfosit Proliferasyonunun Olgiilmesi

Dalaktan elde edilen hiicreler pleyt kuyularina ekildikten sonraki giin peptit ile uyariima
islemi yapildi. 5 mg/ml PBS icerisinde hazirlanan peptit stogu kuyulara ekilmis olan
hiicrelerin Gzerine 10 pl olarak ilave edildi. Uyarma yapilmayan diger kuyucuklara ise
ayni miktarda PBS ilave edildi. Daha sonra 37°C 'de % 5’lik CO2 etiivde inkiibasyona
birakildi.

Tum pleytlerin slipernatantlari alindiktan sonra besiyeri icerisinde c¢ozindirilen XTT
reaktani kuyucuklarin tGzerine 100 pl olacak sekilde ilave edildi. 4 saat 37°C 'de % 5’lik
CO, etuvinde inkiibasyona birakildiktan sonra, renk olusumu g¢oklu pleyt okuyucuda

450 nm absorbans degerlerinde 6lguld.

Sekil 3.18 Lenfosit proliferasyonuna ait goriinti

3.10.1.2 Sitokin Olgiimlerinin Yapilmasi

Daha 6nceden ekimi yapilan dalak hicrelerinin IL-4 icin 24 saat, IFNYX icin 96 saatlik
inkiibasyon yapildi. Belirlenen sireler sonunda sitokinler igin ekilen hiicreler toplandi
ve ependorflara konularak -20°C ‘de calisma yapilana kadar saklandi. Ticari olarak

alinan sitokin kitleri kullanilarak sitokin dlgimleri gergeklestirildi.
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- IFNYX Sitokin Olgiilmesi

Standartlar; ticari olarak alinan kitte belirtildigi gibi asagidaki sekilde hazirlandi ve

kullanildi.
Standartlarin hazirlanmasi:

A) 10.000 pg/mL igin 1mL Ornek dilisyon sollisyonu ependorfa konuldu ve oda

sicakhginda bekletildi.

B) 20.000 pg/mL igin 0.2 mL A’dan alindi 0.8 mL 6rnek dilisyon sollsyonu eklenerek
karistinldi.

C) 1000 pg/mL i¢in 0.3 mL B’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon soltsyonu ile karistirildi.
D) 500 pg/mL i¢in 0.3 mL C’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon sollsyonu ile karistirildi.
E) 250 pg/mL icin 0.3 mL D’den alindi 0.3 mL 6rnek diliisyon sollisyonu ile karistirildi.
F) 125 pg/mLigin 0.3 mL E’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon sollsyonu ile karistirildi.
G) 62,5 pg/mLicin 0.3 mL F'den alindi 0.3 mL 6rnek diltisyon soltisyonu ile karistirild.
H) 31,2 pg/mLigin 0.3 mL G’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon solusyonu ile karistirildi.

Biotinated Anti Mouse IFNX hazirlanmasi: Biotinated Anti Fare IFNYX ile antikor
dilisyon sollisyonu ile 1:100 oraninda dilisyon yapilarak karistirildi. Total hacim 100

ul/kuyu olacak sekilde hazirlandi.

Avidin-biootin-peroksidaz (ABC) kompleks c¢alisma soliisyonu hazirlanmasi: ABC

Kompleks 1:100 oraninda ABC diliisyon soliisyonu ile dillisyon yapilarak karistirildi.
ABC calisma sollisyonu ve TMB renk ajani kullanilmadan 30 dakika 6dnce 37°C de isitildi.

Kit icersinde bulunan kimyasallar ile gerekli olan sollisyonlar ve standartlar hazirlandi.
Daha sonra standart IFNX 6rnekleri 2 tekrarl olacak sekilde 100 ul olarak kuyucuklara
eklendi. Kontrol olarak ornek dilisyon solisyonu kullanildi. Diliie edilmis olan
sipernatantlar 100 pl olarak kuyucuklara eklendi. Daha sonra pleyt 37°C’'de 90 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda pleyt aspire edildi ve 100 pl Biotinated Anti Fare
IFNYX eklendikten sonra 37°C’de 60 dakika inklibasyona birakildi. PBS ile 3 kere yikama

yapildiktan sonra 100 pl ABC calisma solisyonu eklenerek 37°C'de 30 dakika
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inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 5 kere PBS ile yikama yapildiktan sonra 90

ul TMB renk ajani eklenerek 37°C’de 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.19 TMB renk ajani solusyonu eklendikten sonra pleyt gériintisu

Bu islemin ardindan 0.1 mL TMB durdurma sollisyonu eklenerek coklu pleyt okuyucuda

450 nm dalga boyunda 30 dakika icerisinde okuma yapildi.

Sekil 3.20 TMB durdurma soliisyonu eklendikten sonraki pleyt goriintisi

66



- IL-4 Sitokin Olgiilmesi

Standartlar ticari olarak alinan kitte belirtildigi gibi asagidaki sekilde hazirlandi ve

kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi

A) 10.000 pg/mL igin 1mL 6rnek dilisyon solisyonu ependorfa konuldu ve oda

sicakhginda bekletildi.

B) 1000 pg/mL igin 0.05 mL A’dan alindi 0.95 mL 6rnek dillisyon

karistinldi.

C) 500 pg/mL icin 0.3 mL B’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon

karistinldi.

D) 250 pg/mL icin 0.3 mL C'den alindi 0.3 mL 6rnek diliisyon

karistinild.

E) 125 pg/mL igin 0.3 mL D’den alindi 0.3 mL 6rnek diliisyon

karistinldi.

F) 62,5 pg/mL igin 0.3 mL E’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon

karistinldi.

G) 31,2 pg/mL i¢in 0.3 mL F'den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon

karistirildu.

H) 15,6 pg/mL igin 0.3 mL G’den alindi 0.3 mL 6rnek dilisyon

karistirildu.

sollisyonu

sollisyonu

sollisyonu

sollisyonu

sollisyonu

sollsyonu

soliisyonu

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

Kit icersinde bulunan kimyasallar ile gerekli olan sollisyonlar ve standartlar hazirlandi.

IFNY olciimiinde agiklanan prosediir takip edilerek deney gerceklestirildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL CALISMALAR

4.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari
4.1.1 T. gondii Takizoitlerinin L929 Hiicre Hattinda in Vitro Kiiltiiriiniin Yapilmasi

L929 hiicrelerinin hiicre kiltirine eklenen T. gondii takizotleri glnlik olarak inverted
mikroskop ile takibi yapildi. Ekimin yapildigi giin kiltlr ortaminda hareketli takizoitler
goralurken %5 CO; etlvinde 37C° inkibasyondan sonraki gilinlerde hareketli
takizoitlerin olmadigi; cogunun hiicre icine girdigi tespit edildi. Sekil 4.1’de goruldigu

gibi hiicrenin icerisinde parazitofor vakuol icerisinde parazitler mevcuttur.

Sekil 4.1 Fibroblast hiicrelerini enfekte eden takizoitler (a:hiicre disinda, b:hiicre icine
girmeye calisirken c: hiicre igerisinde)
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Hicreleri enfekte eden takizotlerin, kiltlirtin 3. gliniinden itibaren cogalarak hiicreleri
parcaladigl gozlemlendi ve sekilde gosterildigi gibi takizoitlerin hiicreleri enfekte etme
asamalari mevcuttur (Sekil 4.1). Sekilden gorilecegi lizere T.gondii ile L929 hiicreleri
basarili sekilde enfekte edilmis ve ileride asi galismalarinda veya antitoksoplazmal

etkilerin incelenmesi igin kullanilabilecek parazit kiltiri elde edilmistir.
4.1.2 XTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Calismada L929 hiicre hatti lizerinde, peptit ylkli PLGA nanopartikillerinin ve peptit
icermeyen PLGA nanopartiklllerinin 5 farkl konsantrasyonunun toksisitesi 24. ve 48.
saatlerde degerlendirilmistir. Elde edilen optik yogunluk degerleri mitokondriyal
aktivite ile dogru orantih oldugu icin, hiicre canliigl azaldikca optik densite

degerlerinde (Y ekseni) azalma beklenmektedir.
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Sekil 4.2 Peptit icermeyen bos PLGA nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarinin
L929 hiicreleri Gzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksisitesi
Sekil 4.2’de goruldiugi gibi peptit icermeyen PLGA nanopartikilleri hiicre canlihgini
azaltici herhangi bir etki gdstermemistir. incelenen konsantrasyonlarda optik densite
kontrole gore azalmamis, hatta az miktarda artirmistir. Bu da PLGA nanopartikillerinin
hiicrelerin metabolik aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigi, dolayisiyla hiicre
canlihgini azaltmadigini goéstermektedir. Sonu¢ olarak peptit icermeyen PLGA
nanopartikillerinin incelenen konsantrasyonlarda toksik olmadigini sdylemek
mumkindidr. Bu bulgular, literatiirde yer alan PLGA’nin biyouyumlu olduguna dair
bilgileri destekler niteliktedir. Son 10 vyilda, PLGA polimerleri, asi antijenlerinin

kapsullemenmesi, kontrolli salim sistemlerin olusturulmasinda oOnemli vyer
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tutmaktadirlar. PLGA polimerleri, PLGA ile enkapsiilasyon yapilmasi asl adjuvani veya

tasima sistemi olarak 6nemli avantajlar saglamaktadir [152], [153].
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Sekil 4.3 Peptit yukli PLGA nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarinin L929
hicreleri Gzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksisitesi

Peptit yiklG nanopartikillerin sitotoksite sonuglarina gore olglilen optik yogunluklarina
bakildiginda 24 ve 48 saatlik inklibasyonda hiicre proliferasyonunun arttirdigi ve toksik
etki olusmadigi gozlemlendi (Sekil 4.3). Bos PLGA nanopartikiillerinde oldugu gibi
peptit ylUkli nanopartikillerinde de toksik etki gorilmemesi, incelenen
konsantrasyonlarda peptit kullaniminin nanopartikiile toksik etki kazandirmadigini

gostermektedir.
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4.2 ELISA Sonuglari

Peptit ile olusturulan asi formulasyonlari (peptit yikli PLGA, Freundun adjuvani ile ve
tek basina peptit) ile imminize edilen farelerdeki IgG antikor miktarlari ELISA yontemi
ile incelendi. Sekil 4.4’ de 3 farkli asi formilasyonlarinin 8 hafta boyunca olusturduklari

yanitlar kiyasli sekilde gosterilmistir.

N
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2 ‘
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=
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o 15
E \l\,./ / et
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1
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Sekil 4.4 Peptide dayali asi formilasyonlari ile immunize edilen farelerde ELISA ile
Olcilen IgG yanitlari: Peptit-PLGA=peptit yikli PLGA nanopartikilleri, Peptit=tek
basina peptit kullanilan grup, Peptit-Adjuvan= Freund’un adjuvani ile kullanilan peptit
grubu

Sekil 4.4’de gorildigu gibi antikor yaniti ilerleyen haftalarda ilk haftalara gére daha
yiksek seviyelerdedir. incelenen gruplar arasinda en disiik antikor seviyesinin tek
basina peptit kullanilan gruplarda oldugu belirlenmistir. Yine de kontrole gore peptit
grubunda da antikor yaniti daha yiksektir. Bunun sebebi peptitin tek basina yeterince
immun yanit olusturamamasi veya canlida hizli degrede olmasi olabilir. Diger taraftan
PLGA icine enkapsiile edilen peptit grubunun ve Freundun adjuvani ile kullanilan peptit
grubunun olusturdugu antikor yaniti ¢ok daha vyuksektir. Bilindigi gibi Freundun
adjuvani oldukca etkili bir adjuvan olup en 6nemli dezavantaji toksik olmasidir.
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Toksisitesi nedeniyle insanda asi adjuvani olarak kullanilamamaktadir. Diger taraftan

PLGA toksik olmama 6zelliginin yanisira yiksek antikor yanitini uyarabilmistir.
4.3 Sitokin Olglimleri

Dalaktan elde edilen dalak hiicrelerinde sitokin kitleri ile yapilan 6lgimler Sekil 4.5 ve

4.6’da gosterilmistir.

immiin sistemde INF-y salgilanmasi makrofaj ve &ldiriici CD8+ T lenfositi aktive
ederek parazitleri kontrol altina almada ve Thl tlri immin yanitta etkindir. INF-y
toksik oksijen radikallerinin ve nitrik oksit salgilanmasina neden olmaktadir. Nitrik oksit
ve hiicre ici reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretimini artirarak inflamasyonu ve T.gondii
parazit cogalmasini azaltmaktadir[164]. Toksoplazmoza karsi ideal bir asi
gelistirilmesinde tim bu anti-paraziter 6zellikleri nedeniyle INF-y sitokinlerini uyaracak

as! formiilasyonunun gelistiriimesi 6nem kazanmaktadir.

IFN-y
1.5
1
- =
0
Peptit Peptit-PLGA Peptit-Adjuvan Kontrol

Sekil 4.5 Peptite dayal asi formilasyonlari ile immunize edilen farelerde sandvig ELISA
ile IFN-y seviyesinin gosterilmesi

Sekil 4.5’de gorildigi gibi IFN-y seviyesi, cesitli asi formilasyonlari ile immiinize edilen
deney gruplarinda kontrol grubuna gbre daha yliksektir. Ancak incelenen gruplar

arasinda en yiksek seviyede IFN-y peptit-PLGA grubunda gozlenmistir.
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IL-4, IL-5, IL-6 gibi sitokinler Th2 tlr imminiteyi uyarir. Bu sitokinlerden IL-4 seviyesi
Olcllerek Th2 yanitin olusup olusmadigl belirlenmeye calisilmistir. Bilindigi Uzere
T.gondii’ye karsi koruyucu yanit genellikle sistemik Th1l yanitinin uyariimasi ile
basariimaktadr [164]. Bu nedenle Th2 yanitinin olusmamasi ve IL-4’lin de dilsik

seviyede olmasi beklenmektedir.

IL-4

1.5

Peptit Peptit-PLGA Peptit-Adjuvan Kontrol

Sekil 4.6 Peptite dayali asi formilasyonlari ile immunize edilen farelerde sandvig ELISA
ile IL-4 seviyesinin gosterilmesi

Sekil 4.6’de gorildigl lGzere imminize edilen asi gruplarinin higbirinde IL-4 seviyesi
kontrolden daha yiliksek degildir. Bu sonugclar secilen peptitin Th1 tird immin yaniti

uyardigini desteklemistir.
4.4 Lenfosit Proliferasyonunun Sonuglari

Farkli deney gruplarindan elde edilen dalak hiicreleri ilgili peptit ile uyarildiklarinda
prolifere olarak aktiflesmesi beklenmektedir. Bu deneyde negatif kontrol olarak PBS

eklenmistir.
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Sekil 4.7 Peptite dayali asi formulasyonlari ile immunize edilen farelerde in vitro dalak
hiicre proliferasyonunun XTT yontemi ile gosterilmesi

Sekil 4.7'da gorildigi gibi peptite ait formilasyonlar ile immiinize edilen farelerin in
vitro dalak hiicrelerinin proliferasyonu peptit ile uyarimlarda PBS’e gore daha yiksek
gorildi. Adjuvan grubunda ise peptit ile PBS arasinda fark gortlmedi. Nanoasi
grubunda ise peptit ile uyarilan grubun biraz daha yliksek proliferasyon gosterdigi
tespit edildi. Diger sonuclarda oldugu gibi lenfosit proliferasyonu él¢limiinde de peptit-
PLGA grubu ile peptit-adjuvan grubunun tek basina peptitten daha yiksek bir degerde

oldugu gosterilmistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Toksoplazmoz, zorunlu hiicre ici protozoa olan T.gondii’nin sebep oldugu bulasici bir
hastaliktir [79], [80]. Tum dinya Ulkelerinde basta insanlar olmak Uzere, memeli ve
kanath turlerini etkileyebilen zoonotik enfeksiyona sebep olan T.gondii, konak hiicreleri
invaze ederek yasamsal dongisinid tamamlamaktadir. Toksoplazmozun son derece
yaygin olmasinin nedenleri arasinda insanlarin doku kistleri iceren etleri, ookistlerle
kontamine olmus sebze ve diger yiyeceklerin tiketilmesi gibi bircok bulasma yolunun
olmasi gosterilebilinir [2], [26]. Enfeksiyon immin sistemi saglam kisilerde genellikle
asemptomatik seyrederken immin yetmezligi olan kisilerde enfeksiyonun seyri
norolojik, okiler veya sistemik komplikasyonlara neden olabilmektedir [81].
Toksoplazmoz hastaliginin tedavisi hastaligin seyri, siiresi ve klinik bulgularina gore
oldukca farkliik gostermesinden dolayi toksoplazmoz enfeksiyonunun kesin tedavi

stiresi bilinmemektedir.

Gunlmuzde toksoplazmozun en etkili tedavisi folik asidin biyosentezini bozan sinerjik
bir etkiye sahip olan Primetamin ve Silfadiazinin kombinasyonudur [104]. Ancak bu
tedavi hipersensivite, kemik iligi baskilanmasi ve teratojenik etkiler dahil olmak tzere
bircok ciddi yan etkiye sahiptir. Ayrica T. gondii'nin oldukca farkli antijenik yapisinin
bulunmasi ve kompleks bir hayat donglisiine sahip olmasi toksoplazmoza karsi etkin asi
gelistirilmesini kisitlamaktadir. Su ana kadar ticari olarak piyasada bulunan tek asi, S48
susunun canli ya da atenlie takizoitleri ile gelistiriimis olan veterinerlikte kullanilan

Toxovax asisidir. Ancak bu asida canli suslari barindirmasi mutasyon ile virulanslik
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kazanma riskinin bulunmasi, soguk zincire uyulmamasindan kaynakli aginin etkinligini
kaybetmesi gibi etkinlik ve givenilirlik konusunda problemleri mevcuttur. Bunun
disinda toksoplazmozu o©nleyebilen ya da kontrol edebilen herhangi etkili biri asi

bulunmamaktadir [120].

Toksoplazmoza karsi asi gelistiriimesinde kullanilan gesitli asi yaklasimlarinda o6lu
parazitlerin kullanimi, atenlie parazitlerin kullanimi, subunit asilar, rekombinant
proteinler ve DNA asilari gibi siniflandirilabilirler. Patojenin tamaminin kullanildigi asilar
ise reaktojenik bilesenleri icerebilecegi icin beklenmeyen yan etkiler olusturabilir.
Subunit asilar, belli bir protein ya da antijenik yapinin kullanimina dayanmaktadir. T.
gondii takizoitlerin veya SAG1 (p30), GRA2 (gp28.5), GRA5 (p21) veya bosaltim-salgi
antijenleri ESA gibi 6zgul dogal antijenleri ile bagisiklanan farelerin ve siganlarin T.
gondii’ye karsi korundugu gosterilmistir. Bir takim beyin kistlerinde azalmalarin oldugu
ile degerlendirilmistir [125]. Rekombinant olarak SAG1 (retilmi ile yapilan ¢alismalar
¢Oziinmeyen form ve vyanls katlanmalar sonucunda SAG1’in immunoaktivitesini
kaybetmesi nedeniyle basarili olamamistir [138]. Bu nedenle SAG1 antijeninin

epitoplarini iceren peptit asilarinin kullanimi daha cazip bir yaklasim olmaktadir.

Literatlirde SAG1 peptitleri ilgili yapilan bir ¢alismada T.gondii'nin SAG1 yapisindan
elde edilen sentetik bir peptit (SAG1 48-67) hem dogrusal hem de coklu antijenik yapi
(MAP- Multiple Antigenic Peptide) olarak hazirlanmistir. Her iki yapinin da koruyucu
etkisi fareler Uzerinde incelenmistir. Calisma sonucunda (SAG1- 48-67) MAP ile
astlamanin etkili bir T hiicresi immiin yanitini indiikledigini gosterdigini bildirmislerdir
[165]. Son zamanlarda, bu proteini iceren 17 peptitten sadece 8'inin farelerde spesifik
antikor Uretimi indikledigi ve karboksil termininden tlretilmis peptitlerin énemli
Olclide etkili oldugu belirtilmektedir [166]. Yapilan bir diger calismada P30'dan
tiretilen bes sentetik peptid (48-67, 82-102, 213-230, 238-256 ve 279-285), fare ve
sican deney modellerinde B ve T hiicre belirleyicileri agisindan etkisi arastirilmistir. Bu
¢alisma sonucunda SAG1 tilirevli peptitlerin antijenik ve immiinojenik 6zelliklerinin

onemi belirtilmistir [167].

Peptit temelli subunit asilar minimal bir mikrobiyal komponent kullanarak immiin yanit

olusturmayi hedefler. Bu asilar genellikle kimyasal olarak sentezlenirler, enfekte edici
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Ozellikleri yoktur. Fiziksel olarak daha stabil olmanin yani sira klasik asilara gore daha
kolay ve ucuz olarak elde edilirler. Patojen komponentinin minimal seviyede olmasi
nedeniyle alerjik reaksiyon ve otoimmdin yanit riski de azaltiimis olur. Ancak mikrobiyal
komponenti minimal seviyede olmasi nedeniyle yeterli immin yanit olusturabilmek
icin adjuvanlara (immun yaniti artirici) gereksinim duyulur [141]. Gugli bir bagisikhk
tepkisinin uyarilmasi, peptidlere karsi antikor olusturulmasi icgin taslyici molekdiller
gerektirmektedir. Bu molekiller bagisiklik sisteminin aktive olmasina destek olacagi

gibi kimyasal stabilitenin artmasinda da faaliyet gosterirler [140, 142].

GUnumizde nanoteknolojik yontemler ile ilaglarin ve asilarin farmakokinetik profillerini
gelistirilmesinde, asi etkinliklerinin artirilmasinda ve kontrolli ilag tasima sistemlerini
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda nanoteknolojik
yaklasimlar ile T.gondii’'nin sebep oldugu toksoplazmoz enfeksiyonuna vyapilan
calismalar umut vadedicidir [97]. Yapilan calismalarda T. gondii'ye karsi subunit asi
gelistiriimesinde ana vyizey antijeni olan SAGl'e (P30) odaklanmistir. Bu
calismalar, Escherichia coli'de veya mayada Uretilen rekombinant SAG1 veya SAG1'den
tlretilmis, saflastinilmis SAG1 peptidlerini [165], [167] icermektedir. Yapilan
calismalarin ¢ogunda hayvan modellerinde koruma saglandiginin goérilmesi peptit

astlarin gelistiriimesinin 6nemini géstermistir.

Bu tez calismasinda, T. gondii parazitinin 6nemli bir ylizey proteini olan SAG1 ait peptit
dizisi ile olusturulan nano asi formilasyonunun etkinligi ve asi olarak kullaniima

potansiyelinin in vivo olarak incelenmesi amaglanmistir.

Bu amagla yapilan deneysel calismalarin elde edilen sonuglari degerlendirildiginde; ilk
olarak L929 hiicrelerinin hiicre kiltiri medyumuna eklenen T. gondii takizotleri ile
enfeksiyonu basarili sekilde gerceklestirilmis ve hiicre ici parazitofor vakuol icerisinde
takizoitler tespit edilmistir. Boylece ileriki asi calismalarda kullanilabilecek parazit stogu

elde edilmistir.

Daha sonra asi formilasyonlarinin fare deneylerinden 6nce in vitro sitotoksisite
calismalari gerceklestirilmis ve 24 saatlik sitotoksite c¢alisma sonuclarina gore
olusturulan formilasyonlarin hiicre proliferasyonunun arttirdigi ve toksik etki

olusturmadigi gozlemlenmistir. 48 saatlik sitotoksite sonuclari incelendiginde ise hiicre
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canhhiginin az bir miktarda olsa azaldigi gértlmustir bu durumun hiicre medyumunun
yetersiz gelmesi ya da bos nanopartikillerden kaynaklandigi distnilmektedir. Sonug
olarak olusturulan agi formiilasyonunun toksik etki gostermedigi tespit edilmistir. Asi
uygulama amaciyla birgok ¢alismada PLGA kullanilmasinin nedeni, yaptigimiz ¢alismada
da gosterildigi tGzere, PLGA polimerinin toksisite olusturmamasi gibi bircok avantaja
sahip olan bir polimer olmasidir. Literatiirde Stanley ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yapmis olduklari calismada T.gondii takizoitlerinin PLGA ile enkapsiille ederek
hazirlanan mikro ve nano partikilleri mukozal asilama yolu ile koyunlara vermislerdir.
Koyunlar intranazal yoldan asilanmis ve ookistlerle enfekte edilmislerdir. Sonu¢ta hem
hiicresel hem de gic¢li mukozal IgA antikor yaniti ve IFN-y Uretiminde artigini hiicresel
immin yanitlarin olustugunu rapor etmislerdir [123]. Ancak literatiirdeki ¢alismalarda
parazitin ya da proteinin tamami kullanilmis olup, bu tez ¢alismasinda 6zgiin peptit
dizilerinin PLGA polimeri ile kullanilmasi yoniinden literatiire o6zgin bir katki

saglamaktadir.

In vivo calismalarda hazirlanan asi formiilasyonlari ve diger asi gruplarinin farelerin
immiunize edilmesi ile 8 hafta boyunca elde edilen serumlarin spesifik 1gG dizeyleri
ELISA ydntemi ile incelendiginde 3. 6. ve 7. haftada nanoasi grubunda en yiiksek
seviyede antikor varligl s6z konusuyken, 8. haftada adjuvan grubunun antikor yanitinda
da bir yilikselme goriilmektedir. Bunun disinda diger asi gruplari incelendiginde
‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ dizili peptit asi grubunun ilerleyen haftalar boyunca IgG
diizeyinin anlami olarak arttigi gorildi. Literatirde yapilan bir calismaya gore SAG1
peptitleri ile immunize edilen farelerden elde edilen serumlarinin IgG sonuglarina goére
deneyde kullanilan 16 peptitten sadece 8'i spesifik humoral vyanit
olusturmustur. Yapmis olduklari deney sonuglarina gére en yiksek seviyedeki antikor
yanitinin ‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ dizili peptitden elde edildigini gostermislerdir. Bu
tez calismasinda elde edilen IgG antikor yanitin literatir bilgisi ile ayni baglamda olarak
yapmis oldugumuz c¢alismayl desteklemektedir [166]. Ancak bu c¢alismada, tez
calismasindan farkli olarak peptitler PLGA gibi bir polimer ile enkapsiile edilmeden
kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuclarda PLGA ile enkapsiile peptitlerin tek basina
kullanimina goére daha yiksek antikor yaniti olusturmasi; tezde kurulan hipotezi

destekleyici bir sonug¢ olmustur.
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T.gondii’'ye karsi olusan antikorlarin, konakta hiicre disinda bulunan parazitlere karsi
etkili oldugu ve eriterek 6ldirdtgl bilinmektedir[115]. Toksoplazmoza kars! etkili olan
humoral antikorlar ekstraselliiler alanlarda kompleman ile birlestiklerinde takizoitleri
oldirmektedirler[115]. Ancak farelerdeki hiimoral immdinitenin virlilansi zayif suslara

karsi sinirli koruma saglarken, virlilan suslarda etkisiz bulunmustur[81].

In vivo ¢alismalarda incelenen diger bir parametre sitokin yanitinin élgtilmesi olmustur.
‘ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL’ dizili peptitin farkli formdilasyonlari ile immuinize edilen
farelerdeki sitokin seviyeleri incelenmistir. Nano asi grubunda IFN-y seviyelerinin
kontrole gore oldukc¢a yiliksek oldugu, IL-4 seviyelerinin ise kontrolle benzer oldugu
gorulmektedir. Sitokinlerin toksoplazmoz (izerinde ki etkilerine bakildiginda, INF-y’nin
en etkili sitokin oldugu gorilmistir [119]. Timor nekroz faktorl (TNF), INF-y
tarafindan in vitro olarak aktive edildiginde farelerde toksoplazmoza karsi korunma

elde edilmistir [117].

immiin sistemde INF-y salgilanmasiyla artan makrofaj ve éldiiriici CD8+ T lenfositi
aktive ederek ve immin sistem parazitleri kontrol altina alir ve hastalik asemptomatik
olarak gerceklesir. INF-y dizeylerinin enfeksiyona karsi konak immiunitesi ile iliskili

oldugu deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarla incelenmistir [117], [118].

Makrofajlar tarafindan INF-y salinmasiyla IL-2, IL-7 ve IL-12’nin indirekt olarak
toksoplazmoza karsi koruyucu etkisi oldugu, cesitli calismalar ile gosterilmistir. INF-
v‘nin bunun disindaki etkilerine bakildiginda, anti-paraziter 6zelligi dikkat cekmektedir.
INF-y toksik oksijen radikallerinin ve nitrik oksit salgilanmasina neden olmaktadir.
Erken donemler de hastalarda IL-1, IL-12 ve TNF-a’nin IL-15 ile birlikte dogal 6ldlriici

hicrelerinin, INF-y Gretimi igin makrofajlari uyardiklari belirtilmistir [117].

IL-4, IL-5, IL-6 gibi sitokinler Th2 tipi immduniteyi uyarir. Bu sitokinlerden IL-4 seviyesi
Olclilerek Th2 yanitin olusup olusmadigi belirlenmeye calisilmistir. Bilindigi lzere
T.gondii’ye karsi koruyucu yanit genellikle sistemik Th1l yanitinin uyarilmasi ile
olusmaktadir [164]. Bu nedenle Th2 yanitinin olusmamasi ve IL-4’lin de dislik seviyede
olmasi beklenmektedir. Elde edilen sonuglarda IL-4’Gn kontrolle benzer seviyede

olmasi yanitin Thl yéniinde oldugu distincesini desteklemektedir.
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Son agsamada ICPAGTTSSCTSKAVTLSSL dizili peptite ait formulasyonlar ile imminize
edilen farelerin dalak hicrelerinin proliferasyonu peptit ile uyarimlarda PBS’e gore
daha yiksek gorildi. Adjuvan grubunda ise peptit-PBS arasinda fark goriilmedi.
Nanoasi grubunda ise peptit ile uyarilan grubun biraz daha yiksek oldugu gorildi. Bu

tez g¢alismanin sonucunda peptit yikli nano asi formilasyonlarinin T.gondii’ye karsi
etkinligi yapilan deneyler sonucunda incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore ideal bir
asida bulunmasi gereken o&zellikleri nano asi formdilasyonlarinin  kapsadigini

gostermektedir.

Gunlmuzde kullanilan asilarin icerisinde ¢ok c¢esitli antijenik yapiya sahip
mikroorganizma ya da Urlnlerini igermekte ve yeterli bagisikhigl saglamak igin minimal
antijen miktari her asiya gore degisiklik gésterebilmektedir. Etkin bir immin tepki i¢in
genellikle doz tekrarlari gerekmektedir. Clnki inaktif asilarda primer antikor tepkisi
hemen olusmaz ve meydana gelen antikorlar kisa 6mdarladir. Attentie asilarda tek doz
uygulanmasi sonucunda yiiksek titrede antikor olusmaktadir. Fakat zayiflatiimis
mikroorganizma kullanilmasindan dolayi bu asilarda bir ¢cok yan etki bulunmaktadir.
ideal bir asida bulunmasi gereken 6zelliklere bakildiginda yapilan immiinizasyon
sonucunda asinin etkili ve uzun sireli bagisik saglamasi beklenmektedir. Nano asi
formilasyonlarinin  olusturulmasinda  kullanilan PLGA polimeri ile yapilan
enkapslilasyon sonucunda, peptit yapisi vucut icerisinde bozunmadan korunmakta ve
daha uzun sirede daha yavas salinim gostermektedir. PLGA polimeri sayesinde nano
asi formdilasyonlarinin olusturulmasi, saklanmasi ve uygulanmasinda bircok avantaj
saglamaktadir. Antijenin enkapsiile olmasindan dolayl daha stabil, kararli bir yapi
kazanabilmektedir. Literatlirde vyaygin olarak kullanilan bagisiklik sistemini
uyarilmasinda yardimci olan bunun disinda toksik yan etkilere sebep olan Freund’s
Adjuvanti gibi ek maddelere ihtiyac bulunmamaktadir. Clinki vyapilan deney
sonuclarinda nano asi formilasyonlarinin I1gG dizeyleri incelendiginde diger gruplara
kiyasla (Freund’s adjuvant asi grubu ve peptit grubu) koruyucu diizeyde bir bagisikligin
olusmasini sagladigi goriildii. imminizasyon sonrasinda ki haftalarda incelenenen
farelerde gozle goriliir herhangi bir yan etki veya fare sakrifikasyonun sonucunda

hayvanlarin herhangi bir dokusunda anomaliye rastlaniimamistir.
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Bu tez ¢alismasinda peptit yukli nano asi formulasyonlarinin T.gondii’ ye karsi
etkinliginin in vivo olarak incelenmesinde elde edilen bulgulara gére nano asi grubunda
yuksek ve uzun sireli immin yanit olusmus ve kullanilan peptitle ilgili literattrdeki
bilgiler ile desteklenmistir. Gelecek ¢alismalarda nano asi formulasyonlarinin T.gondii
paraziti ile enfekte edilerek asi etkinliginin parazit ylikinli azaltmasi ve koruyuculuk

saglama durumun agisindan arastirilabilir.

Boylece bu ¢alismada ilk kez olarak T.gondii ylizey proteinine spesifik peptit dizisinin
PLGA polimeri ile enkapsule formunun (nanoasi) BALB/c farelerde olusturdugu
koruyucu immiin yanit tek basina peptit ve Freund’un adjuvani ile peptit grubuyla
kiyash olarak incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore secilen peptit dizisi tek basina
immin yaniti artirdigi gibi, PLGA ile enkapsile formda kullanildiginda ¢ok daha yuksek

bir immiin yanit olusturmustur.
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