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1. GIRiS

1.1. Amag

Toxoplasma gondii diinyada yaygin olarak gozlenen ve zorunlu hiicre ici
yerlesim gosteren protozoon bir parazittir. Toksoplazmoz hastalifinin etkenidir.
Insanlarda ve tiim sicak kanl hayvanlarda hastalifa yol acabilmektedir. Insanlarda,
ozellikle immun sistemi baskilanmis olan kisilerde ciddi klinik belirtilere sebep
olurken hayvanlarda da diisiik ve 6lii dogumlara yol agmakta ve iilke ekonomisine

zarar vermektedir (Altintag K. 2002).

Insanlar icin diger bir 6nemi 7. gondii’nin konjenital bulagmasidir. Dogacak
olan ¢ocuga bulasan parazit onemli klinik belirtiler verecektir. Diisiikle sonuclanan
olgular olacaktir. Gelecek kusaklarin sagligi icin dikkat edilmesi gereken bir parazit
hastaligidir. Diinyadaki seroprevalansi, cografyaya gore farklilik gOsterse de
ortalama %30’dur. Bu oran iilkemizde %40’ a ¢ikmaktadir. Bulas yolarim diisiinecek
olursak hayvanciligin yaygin oldugu ve kisisel hijyen kurallarina pek uyulmadigi

ilkemizde oranin daha yiiksek ¢ikmasi anlasilmaktadir (Altintag K. 2002).

T. gondii i¢in as1 calismalan devam etmektedir. Hayvanlar i¢in kullanilan ve
atteniie S48 susundan hazirlanmis bir ag1 bulunmaktadir. Asinin virulans kazanip,
hastalik olusturabilme potansiyeli oldugu icin insanlarda uygulanmamaktadir.
Toksoplazmoz tanis1 koyulurken direkt olarak etkeni PCR ile gostermek pahali ve
deneyimli eleman gerektiren bir islem oldugu icin cogu merkezde serolojik tam
yontemleri tercih edilmektedir. Akut hastalik tamisinda 6nem kazanan IgM
antikorlar 4 hafta icinde olusmaya baslayip en gec 2 yil icinde kaybolmaktadir. IgG
antikorlar1 ise daha gec yiikselip daha uzun siire pozitif kalmaktadirlar. Ozellikle
obstetrik durumda taninin hizli ve kesin bir bicimde yapilmasi fetusun ve annenin
saglhigr acgisindan Onemlidir. Serolojik tanilarda emin olarak kullanilacak antijen

yapilarina ihtiya¢ vardir (Zenner ve ark. 1999).



Antijenik yapilar 7. gondii’nin susundan susuna farklilik gostermektedir. Her
sus virulan olarak kabul edilmemekte ve virulan olan suslarda kendi aralarinda
degisiklikler icermektedir. Bu yiizden antijenik yapilarin anlagilmasi hem tani hem
as1 calismalan i¢in deger tasiyan bir durumdur. 7. gondii’nin antijen yapilar
yiizeysel ve ekskretuvar-sekretuvar antijenler olarak ayrilmaktadir. Bazilan
tanimlanmis ve islevleri anlagilmis olsa da konak canliyla girdikleri iligkiler ve
olusturacaklar1 immun yanitin niteligi hala tam olarak bilinmemektedir. Antijen
yapilart arasinda 30 kDa agirh@indaki yiizey antijeni iistiinde ¢ok calisilmis ve
virulans idistiine etkisi saptanmis olan bir antijendir. Antijenik yapilarin konakta
olusturacagr yanitin koruyuculuk seviyesi as1 caligsmalarinda ve tani yontemlerinde
onem kazanmaktadir. Yiiksek seviyede immun yanit olusturan antijenler saflastirilip
incelendigi takdirde yeni enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tam i¢in daha kesin sonuca

gidecek serolojik yontemler gelistirilmesine yol agacaktir (Lekutis ve ark. 2001).

Suslar yapilan ¢aligmalarda gruplandirilmis ve iistiinde sik calisilan RH susu
tip I suslar arasina girmistir. 1941 yilinda izole edilen RH susu virulan bir sustur. Bu
calismada antijenik yapilar iistiine calismalar yapilmis olan RH susu ile 1973 yilinda
Altintag tarafindan izole edilen virulan Ankara susu ve avirulan olup hiicre
kiiltiiriinde seri pasajlarla devam ettirilen TS-4 susunun antijenik yapilar1 belirlenmis

ve birbirleriyle karsilastirilmistir.

1.2. Tarihge

T. gondii ilk olarak 1908 yilinda Nicolle ve Manceaux adinda iki arastirici
tarafindan Crenodactilus gundii adinda bir kemirgenden izole edilmis ve yeni bir tiir
oldugu anlagilmistir. Aym1 yil icerisinde Splendore tarafindan tavsandan izole
edilmistir. 1910 yilinda Mello k&peklerde hastalik yaptigint bulmustur. 1923 yilinda
Janku insanda ilk defa tanimlamis ve gbze yerlestigini saptamistir. 1937 yilinda
Wolf ve Cowen konjenital bulasi tespit etmislerdir; 1940 yilinda yetiskinlerde

meydana getirdigi hastaligin 6liimciil olabilecegi Pinkerton ve Weinman tarafindan



anlasilmistir. Sabin 1942 yilinda insanlardaki hastaligi tam olarak nitelemis, 1948
yilinda Sabin ile beraber Feldman giiniimiizde de hala kullanilan boyama testini
bulup ilk olarak uygulamislardir. 1952’ de Slim, insanda salgi bezlerine yerlesen
olgular1 bildirmistir. Weinman ve Chandler tarafindan 1954 yilinda etgiller
arasindaki gecis gosterilmistir. Harvey ve Marshall 1957°de koyunlarda diisiige yol
actigini tespit etmisler; 1959 yilinda Beverley farelerde tekrarlayan konjenital bulas
gozlemlemistir. 1960°da Jacobs doku kistlerini tanimlamis; 1965’ de Hutchison, fekal
oral yolla bulagabilecegini belirtmistir. Frenkel 1970 yilinda ara konak ve son konak
olan canlilar1 belirlemis; 1972 yilinda Miller bes farkli 7. gondii susunu
tanimlamistir, aym yil igerisinde kedilerin etkenin dagilimindaki rolleri Munday

tarafindan aciklanmistir (Dubey J.P. 1993).

Ulkemizde ilk olarak 1950 yilinda Akcay, Pamukgu ve Baran tarafindan bir
kopekte tespit edilmistir. 1953 yilinda Unat, Alyanak ve Sahin tarafindan ilk kez
insanda gozlenmistir. 1967 yilinda iilkemizde toksoplazmoz i¢in serolojik tani
yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Ekmen ve Altintas tarafindan 1973 yilinda
kopekten izolasyon yapilmistir ve bir yil sonra Ekmen, Altintas ve Altay konjenital
toksoplazmozlu bir bebekten 7. gondii’yi izole etmislerdir. Altintas 1977 ve 1981
yillarinda koyun, keci ve sigirlarda toksoplazmoz arastirmasi yapmistir (Altintag K.

2002).
1.3. Simiflandirma

Bu etkenin giiniimiizde kullanilan smiflandirmasi 1980 yilinda Levine ve

arkadaslan tarafindan yapilmistir. Bu siniflandirma asagidaki sekildedir.

- Subregnum : Protozoa
- Phylum : Apicomplexa
- Subclass : Coccidia

- Order: Eucoccidia

- Suborder: Eimerina

- Genus: Toxoplasma



- Species: Toxoplasma gondii

1.4. Biyolojik Yasam Dongiisii

Toxoplasma gondii’nin yasam dongiisiinde ii¢ biyolojik form bulunmaktadir. (Sekil
Y

- Takizoit form

- Bradizoit form

- Ookist form

Bu formlar parazitin cesitli yasam donemlerinde birbirlerine doniiserek dongiiyil

tamamlamaktadirlar (Beaman M.H. 1995).

Takizoit

/ Akut Faz \

Cakist (Sporozait) Bradmmt
(2 ) —
%
E
[ -
Bulagma Kronik Faz

Sekil 1 : T. gondii’'nin ti¢ biyolojik formunun birbirine doniismesi (www.toxomap.wustl.edu
Nife_cycle.html)



Takizoit form, parazitin hizli ¢cogalma gosteren invaziv formudur (Sekil 2 ve
Sekil 3). Boyu 4-8 pu ve eni 2-4 p biyiikliigiindedir. Direkt mikroskobide ve
boyamalarda karakteristik muz yada portakal dilimi seklinde goriilmektedir.
Hareketini kayma ve burkulma ile saglamaktadir (Nichols B.A. 1987). Takizoit ara
konaklarin hiicrelerinde bulunan formdur ve endodiyogeni ile cogalmaktadir.
Endodiyogeni ile ¢cogalmada, etken hiicreye girdikten sonra 90 s kadar hareketsiz
kalmakta, ardindan hiicre ¢ekirdegine yakin bir noktaya yerlesmektedir. Parazitofor
vakuol yapist icinde Once sivriligini kaybedip yuvarlaklagsmakta ve boyutlar
biiylimektedir. Bir siire sonra orta hattan dikine ikiye boliinerek endodiyogeni
tamamlanmaktadir. Takizoit ¢ifti uzun bir siire karakteristik V seklinde yapisik
kalmakta ancak c¢ekirdek boliinmesini takiben tamamen ayrilmaktadir. Tiim bu
islemler 45 dakika kadar siirmektedir. Bir hiicreyi invaze eden birden fazla takizoit
boliinerek hiicre iginde yelpaze yada rozet formasyonu bi¢iminde dizilim

gostermektedirler (Akisii C., Budak S. 1998).

- o~ L4

Sekil 2 : Giemsa ile boyal1 7. gondii takizotleri (www.stanford.edu/toxoplasmosis/index.html)



Sekil 3 : Floresans ile goriilen takizoitler ( www.gutc.su.lt)

Bradizoit form (Sekil 4) ara konaklarin cesitli dokularinda bulunan ve hiicre
vakuolii icerisinde doku kistlerini meydana getiren formdur. Bu yap1 sekil olarak
takizoitlere benzese de, ¢ekirdek arka uca daha yakin yerlesimlidir ve daha fazla
glikojen tanecigi bulundurmaktadir. Ara konak dokularinda olusan bu kistler 120 p
capa ulasabilmekte ve icinde 3000 kadar bradizoit yapist barindirabilmektedir.
Bradizoit form daha yavas cogalmakta ancak belli nedenlerle doku kisti patladiginda,
kan yada lenf dolasim1 yoluyla diger organlara yayilim gostermektedir. Bu formlar i¢
organlarda, 6zellikle ¢izgili kas, kalp kasi, uterus ve beyinde salgilariyla ikinci bir
ceper olusturup yapisini giiclendirmektedir. Bradizoit yapilar1 PAS ve Giemsa gibi
boyalarla iyi boyanmaktadirlar. Ozellikle hayvanlarda yapilan ¢alismalarda, olusan
doku kistlerinin canlinin yasami boyunca varligin1 devam ettirecegi, ¢ogu organa
yerlesebildigi ancak beyin ve ¢izgili kas dokusunu tercih ettikleri ortaya koyulmustur

(Altintas K. 2002) (Mcleod R., Remington J.S. 1995).

Sekil 4: Doku kisti i¢inde bradizoitler (www.idmed.ubc.ca/assets/Toxoplaama225.j pg)
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Ookist formu son konak olan kedigillerin barsaklarinda epitel hiicrelerine
yerlesen ve parazitin seksiiel (eseyli) cogalmasindan  sorumlu olan yapidir.
Kedigillerin barsaklarinda epitel hiicrelerinde 6nce sizogonik bir ¢ogalma, ardindan
gamegonik c¢ogalma goriilmekte, makrogametosit ve mikrogametosit meydana
gelmektedir. Bu yapilar olgunlasarak dollenme sonrasinda zigotu olusturacak
makrogamet ve mikrogamete doniisiirler. Zigot yapisimin icinde ookistler
bulunmaktadir. Epitel hiicrenin parcalanmasiyla barsak liimenine dokiilen ookistler,
diskilamayla dis ortama atilmaktadirlar. Ovalimsi, 10-14 p biiyiikliikkte olan bu
yapilar, atildiklar1 zaman enfektif 6zellikte degildirler. Uygun cevresel kosullarda
kedi diskis1 icinde bulunan ookistler, sporlanma olarak adlandirilan bir siirecten
gecerek bulagict 6zellik kazanmaktadirlar. 24°C’de ve uygun nem kosullarinda 2-3
giin i¢inde sporlanma islemi tamamlanmaktadir. Yapilan goézlemlerde sporlanma igin
15° C‘de 8 giin, 10°C’de ise 21 giin kadar siire gerektigi saptanmistir. Ookistler 4°
C’de enfektif ozelliklerini bir yil kadar siirdiirebilmektedir. 65°C ve {istiindeki
sicakliklarda canliliklarmi yitirmektedirler. Ookistlerin oral yolla diger canlilar
tarafindan alinmas: ile biyolojik dongii tamamlanmaktadir ( Mcleod R., Remington

J.S. 1995).

1.5. Bulasma Yollari

Toxoplasma gondii’ nin iki bulas yolu vardir.

Edinsel bulas

Konjenital bulas



Edinsel bulasdan Toxoplasma gondii’nin ii¢ formu da sorumludur (Sekil 5)
Insanlara en sik ookistlerle kirlenmis gidalarin yenilmesi yada sularin icilmesiyle
bulagsmaktadir. Ellere bulagmis ookistlerin de oral yolla alinmasi miimkiindiir.
Insanlarin bundan korunabilmesi icin, kedilerin bulundugu yerlerde et kesilmemesi,
kanalizasyon sularinin ve kedi digkilarinin igme suyu kaynaklariyla temas etmemesi
ve temel hijyen kurallarina dikkat edilmesi gibi basit kurallara uyulmasi yeterli
olmaktadir. Besi hayvanlarina bulasan 7. gondii’'nin etlerde olusturdugu doku
kistleri de bulasda rol oynamaktadir; bu etlerin ¢ig yada az pismis olarak tiiketilmesi
bulasa yol acmaktadir. Doku Kkistleri mide asidine dayanikli olduklarindan,
canliliklarim1 kaybetmeden barsaklara ulagsmaktadir. Bundan korunmak amaciyla
etleri iyice pisirmek yada -15°C’de ii¢ giin bekleterek bradizoitlerin canliligini
kaybetmelerini saglamak gerekmektedir. Takizoitlerle bulas olduk¢a seyrek goriilen
bir yoldur. Viicutta veya agizda herhangi bir agik yara varsa yada bir kaza sonucu
bulagsma olabilmektedir. Bu form mide asidine dayanikli olmadig i¢in agiz yoluyla
alindig1 zaman bulag olmamaktadir. Cok seyrek olarak kan transfiizyonu yada organ

nakli sirasinda takizoit formlarla bulag meydana gelebilmektedir (Altintag K. 2002).

Takizoit formun esas olarak onem kazandigi nokta konjenital 7. gondii
bulasidir. Konjenital bulasta annenin plasentasina yerlesmis olan doku kistleri ¢esitli
fizyolojik, travmatik yada sekonder enfeksiyonlara bagli olarak parcalandig
takdirde, icinde barindirdigi bradizoitler serbest kalmakta ve takizoit forma

doniiserek fetusu enfekte etmektedir (Altintag K. 2002)



Sekil 5:Takizoit organel yerlesimi , pv: parazitofor vakuol, n: ¢cekirdek, r: rhoptri, dg: yogun graniiller,
m:mikronemler, c: apikal bolgede konoid yap1 (www.modares.ir /Proto/lectures/week10.html)

1.6. Epidemiyoloji

T. gondii diinyada sik goriilen bir protozoon parazittir. Dogal ortamda ookistlerin
kedigiller tarafindan serbestce yayilmasi tiim canlilar1 toksoplazmoz agisindan risk
altina sokmaktadir. Etkeni barindiran kedigil bunu dikey olarak yavrusuna da
gecirebilmekte ve boylece T.gondii’yi yayma potansiyeli kusaktan kusaga
aktarilabilmektedir. Yapilan aragtirmalarda diinyadaki kedigillerin yaklasik %1’inin
T. gondii ookisti sagciminda rol oynadigi gosterilmistir (Beaman ve ark., 1995). T.
gondii prevalansi diinyanin farkli cografyalarinda kisilerin yasam tarzlarina baglh
olarak degiskenlik gostermektedir. Cig yada az pismis et iriinlerinin yenilebildigi
yerlerde seropozitiflik %50’ler seviyesine ulagsmaktadir. Ornegin Alaska’da % 28
prevalans degeri elde edilirken, Panama’ da % 57 oraninda pozitiflik saptanmistir

(Smith J.L 1991). Fransa’ da yapilan bir ¢calismada, Paris’te yasayan kadinlarda T.



gondii’ ye kars1 olugmus antikorlarda % 84 oraninda pozitiflik oldugu ve bu degerin
Londra’ da bulunan % 32 degerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu yiiksek
deger Fransa’ da az pismis et yeme aliskanligi olduguna baglanmistir (Dubey ve
Beattie, 1988). Organ ve doku nakli sirasinda meydana gelen bulagmalarla ilgili
olarak yapilmis calismalarda, bu bulasin alicinin bagisiklik sistemi baskilandigi i¢in
klinik anlamda ortaya c¢ikacak belirtiler nedeniyle Onemli olabilecegi ancak

epidemiyolojik olarak degerinin olmadig: belirtilmistir .

1.7. Toxoplasma gondii Antijenik Yapisi

1.7.1. Toxoplasma gondii Yiizey Antijenleri

Toxoplasma gondii’nin ylizey antijenleri hiicre membran iistiine lokalize
olmus yapilardir. 1980 yilinda Handman ve ark.’larinin, 1982 yilinda Kasper ve
ark.’larinin ve 1988 yilinda Couevrur ve ark.’larinin yaptiklart calismalarla T.
gondii’nin ylizey antijenleri tanimlanmistir. SDS-PAGE yo6nteminin kullanildigi bu
calismalarda, bes tane yiizey antijeni tamimlanmistir. 22, 23, 30, 35 ve 43 kDa
molekiil agirliginda olan bu yapilar surface antigen (SAG) olarak adlandirilmislardir
(Sibley ve ark. 1991). Etkenin yiizeyinde glikozil fosfatidilinositol dizisi bagl olan
yapilardir. Cogu SAG1 ve SAG2’dir. Konak hiicreyi invaze etmek, immun

modulasyon ve virulansi saglamak gorevleridir (Lekutis ve ark. 2002).

30 kDa agirhiginda olan SAGI, toplam takizoit proteinlerinin %35’ini
olusturmaktadir (Kasper ve ark. 1983). T. gondii’nin en baskin olan yiizey antijeni
olan bu yapi, RH susu ile enfekte farelerde immun yanit olugmasinda en giiglii
uyaran1 saglayan etkenlerden birisidir. Ast calismalarinda en sik kullanilan
proteindir. Baz1 bakterilerde ve Giardia lamblia gibi baska protozoon parazitlerde
rekombinant olarak {iiretilebilmektedir (Marti M. ve ark. 2001). Konak hiicreye
baglant1 faktorii olarak fonksiyon gormektedir. SAG1 giiclii bir immun uyaran
olmasina karsilik, maternofetal gecisi engellememektedir. Yetiskinlerde liposomlar

icinde veya IL-12 adjuvani ile birlikte verildiginde tip 1 immun yanit1 indiiklemekte

10



ve edinilmis hastalifa kars1 koruma saglamaktadir (Couper K.N. ve ark. 2003).
Insanda pek ¢ok kemokinin salgilanmasina yol agmaktadir. En belirgin olam
kemokin ligand 2 (CCL2)’dir. Takizoitlerle bulasma CCL2 diizeyini anlamli sekilde

arttirmaktadir (Pinchart- Brennier M. ve ark. 2006).

SAG2, SAGI gibi hiicreye tutunma ve invazyon asamalarindan sorumlu olan
22 kDa agirliginda bir antijendir. SAG1 ve SAG2 acisindan eksikligi olan mutant
suglar konak hiicreyi invaze etmede yetersiz kalip enfeksiyona yol
acamamaktadirlar. SAG3 islevi tam olarak bilinmese de, hiicreye baglanma ile ilgili
oldugu diisiiniilen, 43 kDa agirliginda bir antijendir. SAG3 eksik olan mutantlar
yabanil tip 7. gondii suslarindan daha az virulandir (Lekutis C. 2001). SAG4 ve
SAGS ise fonksiyonlar1 tam olarak anlasilamamus, sirasiyla 36 kDa ve 23 kDa

agirliginda olan antijenlerdir.

1.7.2. T. gondii’nin Ekskretuar-Sekretuar Antijenleri:

Toxoplasma gondii’nin takizoit antijenleri etkene Ozgii olan organellerde
depolanip salgilanirlar. Hiicresel yapisindaki endoplazmik retikulum ve Golgi aygiti
organellerinde protein yapilarin1 sentezleyen ve depolayan 7. gondii, yogun
graniiller, mikronemler ve rhoptriler adi verilen 6zellesmis organel yapilarina da
sahiptir. Bu organeller hiicre invazyonu i¢in gerekli yapilan salgilamaktadirlar ve
takizoitin apikal bolge olarak adlandirilan 6n u¢ bolgesine yerlesmislerdir

(Carruthers V.B. 1999).

Yogun graniil proteinlerden ilk olarak tamimlanam 23 kDa agirlifinda olan
GRAT1’dir. GRA1 invazyon sirasinda parazitofor vakuol icine salinmaktadir.
Parazitofor vakuol ile konak membrani etkilesimiyle olusan ag sistemi icinde
¢cOziilmiis veya bagh olarak kalmaktadir (Sibley ve ark. 1995). RH susundan elde
edilen ekskretuvar-sekretuvar antijenlerin (EST) %2’sini olustursa da tam
fonksiyonu bilinmemektedir (Cesbron- Delauw ve ark. 1989). GRAI yiiksek Ca

baglama kapasitesine sahiptir; Ca iyonunun invazyon islemleri sirasinda stabilite
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saglayici rolii oldugu icin GRA1’in de parazitofor vakuol homeostazini saglamakla

gorevli olabilecegi diisiiniilmektedir (Endo ve ark. 1982).

GRA2 intravakuoler membran aginin olusmasiyla gorevli olan, 28 kDa
agirhiginda bir antijendir (Mercier ve ark. 1998). Toxoplasma gondii EST
antijenlerinin %1,3’tinii kapsamaktadir. GRA2 eksikligi olan mutant RH susu
verilen deney farelerinde klinik belirti ortaya cikmamis ancak uzun siireli antikor
yanitt  saptanmigtir. Bu GRA2’nin  akut enfeksiyonla ilgisi oldugunu
diisiindiirmektedir (Mercier ve ark. 1998). GRA3 30 kDa agrhiginda olup,
parazitofor vakuol icinde olusan hidrofobik etkilesimlerin diizenlenmesinden
sorumludur ve multimerik kompleksler olusturmaktadir. GRAS ve GRAG6 sirasiyla
21 kDa ve 32 kDa agiliginda transmembran yerlesimli antijenler olup, yogun
graniillerdeki fonksiyonlart tam olarak anlagilamamistir (Carruthers V.B.1999).
GRA6, GRA2 ile birlikte heteromerik kompleksler olusturmaktadir. GRA2’ye
fonksiyonlarimi yerine getirmede yardimeci yapilar olduklar diisiiniilmektedir. GRA7
29 kDa agirhiginda transmembran yerlesimli bir antijendir. Parazitofor vakuol
yapisinin diizenlenmesi ile ilgili isleve sahiptir. GRA7 T. gondii’nin sadece takizoit
formunda degil, tim donemlerinde eksprese olan bir yapidir. Son konaklarin enterik
yerlesimli formlarinda, niikleosid trifosfat hidrolazlarla birlikte eksprese olan tek
EST antijenidir. Parazitin yasami boyunca belli bir seviyede bulundugu i¢in konak
canlida her zaman immun yanit olusturmaktadir. GRA7 eksikligi olan mutant
orneklerde virulansin onemli dl¢iide kayboldugu bilinmektedir. GRA ailesinin diger
tiyeleri parazitofor vakuol i¢inde serbest olarak salinmis sekilde bulunduklari halde,
GRA7 membran baglantili bi¢imde tiim invazyon islemi boyunca stabil kalmaktadir.
Parazitofor vakuol konak hiicreye girerken yerlestigi noktadan membran yiizeyine
vesikiil olusum i¢inde yollandig1 ve burada da tespit edildigi bilinmektedir(Neudeck

ve ark. 2002).
Rhoptry proteinleri konak hiicreyle apikal bolgenin temasi sonrasinda salian

ve parazit penetrasyonu tamamlanmadan Once islev goren yapilardir. ROP1 60 kDa

agirliginda asimetrik yapida bir proteindir, Schwartzman tarafindan penetrasyon
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arttiric1 faktor olarak tamimlansa da, fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. ROP1
eksikligi olan mutantlar deney farelerini enfekte edebilmektedirler (Kim ve ark.
1993). ROPI’in parazitin invazyonunu takiben birka¢ saat i¢inde pargalanmasi,
gorevinin rhoptri organellerinin invazyon sirasindaki molekiiler dizilimini
diizenlemek gibi kisa siireli bir is oldugunu diisiindiirmektedir (Carruthers V.B.

1999).

ROP2 54 kDa molekiil agirhiginda olan bir antijendir. Transmembran
yerlesimli olmasina ragmen, islev goren kismi parazitofor vakuol membranina
bakan, proteolitik islem ge¢irmis olan bolimiidiir (Beckers ve ark. 1994). Molekiiler
yapis1 tam olarak anlagilmayan ROP2, parazitofor vakuol membrani ile konak hiicre
organellerinin, 6zellikle mitokondrinin, membranlariyla etkilesime girmesinde rol
oynamaktadir. Bu etkilesim yetersiz kalirsa farelerde deneysel olarak olusturulan
enfeksiyonlarda virulans diismekte ve parazitin invazyon yetenegi azalmaktadir.
ROP2 ile etkilesime giren antikorlarin 59 kDa agirliginda bir bagka proteine de yanit
vermeleri, ¢apraz reaksiyon olabilecegi diisiincesini uyandirmaktadir. ROP§, ROP2
ile iligkili olan ve yiiksek oranda homoloji gosteren 54 kDa agirliginda bir proteindir.
Proteolitik olarak islem gecirmis olan bu yapinin yerlesim yeri tam olarak tespit
edilememistir. ROP8 de capraz reaksiyon vermesi olasi bir antijen yapisidir (El Hajj
ve ark. 2006). Antijenik yap1 olarak tanimlanmis fakat iglevleri tam olarak
anlasilamamis ROP5, ROP6 ve ROP7 proteinleri de bulunmaktadir. Eksprese eden
genlerin dizinlenmesi tam olarak yapilmamistir. Rhoptri proteinlerinin  molekiil
agirliklart 40- 60 kDa arasinda degismektedir. Bu kisitli aralik temel yapilarinin aym
oldugunu ve kii¢ilk modifikasyonlarla birbirlerinden ayrildiklarin1 gostermekte,
aralarindaki homolojiyi de aciklamaktadir (Leriche ve ark. 1991). Bu yogun graniil

proteinlerinde yada mikronem proteinlerinde gézlenen bir durum degildir.

Parazit konak hiicreyle temas halinde degilken bile mikronem organellerinden
bazal seviyede sekresyon olmaktadir. Konakla etkilesim meydana geldiginde up-
regiilasyonla sentezde artis gostermektedir. Mikronem proteinleri konak hiicreye

baglanma asamasinda gorevli olan antijenlerdir (Carruthers V.B. 1999). Baglanma
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ile ilgili gorevleri oldugu yapilarinda bulunan adhesiv dizilerden anlagilmaktadir.
MIC1 60 kDa agirhigindadir ve icerdigi iki adhesiv diziyle hiicreye yapisma
asamasinda gorev almaktadir. Bu diziler thrombospondin yapisinda olan ve tip I
tekrarlar olarak adlandirilan dizilerle benzerlik gostermektedir (Fourmaux ve ark.
1996). Apicomplexa kok altindaki diger bir cins olan Plasmodium tiirleri tarafindan
eksprese edilen TRAP ile benzerlik gostermektedir. TRAP Plasmodiumlarda konak
hiicreye giris esnasinda rol alan bir proteindir. Aktin baglayici proteinlerle etkilesime
girdigi gosterilmistir.  MIC ailesinin de benzer gorevlere sahip olduklan
diisiiniilmektedir. MIC1, TRAP iistiinde bulunan TSP-1 parcasiyla uzaktan bir
homoloji gostermektedir (Lourenco ve ark. 2001). MIC2 115 kDa agirligindadir ve
konak hiicrede laminin ve kollajen gibi ekstraselliller matriks elemanlarina
tutunmakla gorevlidir; tutunmay1 integrin- like I parcasi ve alti tane TSP-I- like
tekrartyla yapmaktadir. Bu yapilarla ¢ogu hiicrede bol miktarda sentezlenen bir
proteoglikan olan glikozaminoglikanlara baglanmaktadir. 7. gondii’nin genis konak
hiicre yelpazesi boylece aciklanmaktadir (Wan ve ark. 1997). MIC2’nin ikinci
0zelligi hem transmembran pargcaya hem sitoplazmik parcaya sahip olmasidir. Konak
hiicre membraninda bulunan aktinomiyosin liflere baglanarak tutunmayi1 ve hiicre

icine kayarak penetre olmay1 saglamaktadir (Sultan ve ark. 1997).

Mikronem proteinleri iginde iigiincii iiye MIC3’diir. MIC3 90 kDa agirliginda
olup heterodimer yapist vardir. Epidermal growth faktére benzeyen EGF-like
parcalara sahiptir. Bu yapilar konak hiicreye tutunmakla gorevlidirler. MIC2 gibi
iceri kaymay1 ve parazitofor vakuol yapisinin invazyonunu saglamaktadir. Tek bir
kopya genden eksprese edilmektedir (Fourmaux ve ark. 1996). SDS-PAGE
teknigiyle yapilan analizlerde heterodimer yapisinda disiilfid baglariyla bagli ve
aralarindaki fark post- translasyonel modifikasyona bagli olan 38 kDa agirliginda iki
izoform bulunmustur (Achbarau ve ark. 1991). MIC3 icin kitin baglayici ligand
parcasi da mevcuttur. Kitin baglayici ligand ilk olarak bugday kokenli bir proteinde
bulunmustur ve daha sonra pek ¢ok bitkiden izole edilmistir. 7. gondii’de nasil bir

islev gordiigii bilinmemektedir (Shen ve ark. 1999).
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1.8. Patogenez ve Patoloji

Toxoplasma gondii zorunlu hiicre i¢i yerlesimli bir parazittir. Apicomplexa
kok altindaki tiim parazitlerde oldugu gibi yasamsal dongiisiiniin baz1 dénemlerini
konak hiicre i¢inde gecirmektedir. Neospora caninum ile birlikte epitel ve fibroblast
hiicre kiiltiiriinde iiretildiginde benzer mekanizmalarla ve benzer siirelerde hiicreleri
invaze ettikleri gozlenmistir (Lei Y. ve ark. 2005). Takizoitler konak hiicreleri
invaze ederek hem etkenin yasamsal dongiisiinii tamamlamaktadirlar, hem de olusan
klinik belirtilerden sorumlu olmaktadirlar. Takizoit formu konak hiicreye aktif
penetrasyon adi verilen mekanizmayla girmektedir. Bu mekanizma konak hiicreyle
temas ile baslayan ve parazitofor vakuoliin olusumunu takiben meydana gelen bir
olaydir. T. gondii penetrasyonu alt1 basamakta gerceklesmektedir. Bu basamaklar:

- Hiicreyi tanima

- Pelikiil alt1 tiibiiller yardimiyla konak hiicreye dogru hareket etme

- Hiicreye yapisma

- Rhoptri organellerinden Ca ve penetrasyon arttirici faktor salinmast
- Konoid yapisinin penetre olmasi

- Parazitofor vakuoliin olusumu ve takizoitin igeri girmesi

Konak hiicreyle ilk temas sirasinda parazitin yiizeyindeki proteinler hiicreyi
tanima ve baglanma olaylarinda rol oynamaktadirlar. Yiizey antijenlerinden SAG1
ilk tutunmadan, SAG2 de invazyon 6ncesi oryantasyonundan sorumludur (Akisii C.,
Budak S. 1998). Invazyon basladiktan sonra mikronem ve rhoptri proteinleri gorev
almaktadirlar. Penetrasyon arttirici faktdr 60 kDa molekiil agirligindaki ROP1 ‘dir.
Bu yap1 parazitofor vakuoliin seklinin olugsmasinda rol oynamaktadir. ROP1’e kars1
olusan antikorlar parazitofor vakuoliin olusumunu bozarak takizoitin konak hiicreye

penetre olmasini engellemektedir (Saffer L.D. 1992).
Penetrasyonun kayarak girme asamasinda konak hiicre membranindan kdken

alan parazitofor vakuol 15- 30 s icinde sekillenmektedir. Bu olusumun ardindan ilk

on dakikalik siirede hem GRA proteinleriyle intravezikiiler ag olugsmakta, hem de
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GRA3 proteini ile membran stabilizasyonu saglanmaktadir. GRA proteinleri bu

asamada Ca iyonu ile regiile olmaktadirlar (Sibley L.D. 1995, Smith J.E. 1995).

Konak hiicrenin enfekte edilme hizi susun virulansina baghdir. Hiicre kiiltiirii
ile yapilan ¢alismalarda RH susu ile enfeksiyonun yirminci dakikasinda hiicrelerin %
40’1 etken tarafindan yakalanirken, daha az virulan olan Bev susunda ise bes saat
sonra hiicrelerin sadece % 28’i enfekte olmaktadir (Kaufman H.E. 1962). Aktif
penetrasyon disinda klasik fagositoz yoluyla da 7. gondii takizoitlerinin hiicreye
girebilecegi goOsterilmistir; bu sirada parazitofor vakuol olusmamaktadir. Fagositoz
icin olusan vakuoliin membran yapisiyla biitiinlesmesi ve etkenin igeri girmesi 2- 4

dk daha uzun siirede meydana gelmektedir (Morisaki J.H. ve ark. 1995).

Endodiyogeni ile hiicre i¢inde ¢ogalan takizoitler belli bir sayiya ulasinca,
konak hiicre membraninin elastikligini kaybetmesiyle parcalanmasma yol
acmaktadirlar (Doran D.J. 1973). Hiicrelerin enfeksiyondan sonra par¢alanmalar1 24-
48 saat icinde olmaktadir fakat bu siire hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir.
Vero hiicreleri, HeLa ve L hiicrelerinden daha diren¢li membran yapisina sahip
olduklarindan daha ge¢ siirede parcalanmaktadirlar (Lindsay D.S. 1993). T. gondii
takizoitleri par¢alanan membrani takiben pasif olarak hiicre disina ¢ikmakta ve diger
hiicreleri enfekte etmektedir. Takizoitlerin tretildigi hiicre kiiltiirii ortaminda
kullanilan besiyerine agar katilip daha kat1 hale getirilince, hareketleri kisitlanmis ve
uzak noktadaki hiicrelere ulasamayip bitisik hiicrelerle yetinmek zorunda

kalmislardir ( Fitzgerald P.R. 1970).

Hiicreleri bu sekilde enfekte etmekte olan 7. gondii’ye bagl olarak ortaya
cikan klinik belirtiler, yerlestigi dokuya ve konak canlinin immun sisteminin
durumuna bagl olarak farklilik gostermektedir (Sekil 6). Immun sistemi saglikl1 olan
kisilerde genellikle asemptomatik seyretmektedir. Hastalarda % 10 oraninda genel
enfeksiyon belirtileri goriilebilmektedir. Klinik belirtiler 4 grup altinda
toplanmaktadir (Altintag K. 2002).

Bunlar:
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- Immun sistemi saglam kisilerde edinsel toksoplazmoz
- Immun sistemi saglam olmayan kisilerde edinsel toksoplazmoz
- Okiiler toksoplazmoz

- Konjenital toksoplazmoz

Toxoplasma tachyzoites

Ko B

(by P.W. Pappas and 5.M. Wardrop)

Sekil 6: Hiicreyi pargalayan takizoitler (www.monografias.com /trabajos16/ toxoplasmosis)

Immun sistemi saglikli olanlarda klinik tablo ii¢ farkl1 sekilde seyretmektedir.

1. Enfeksiyoz mononiikleoz benzeri yiiksek atesli sekilde genelde servikal yerlesimli
lenfadenopati ve ates olmaktadir. Tutulumla beraber makiilo-papiiler ras, bas agrisi,
miyalji ve genel kirginlik olugmaktadir. Lenfadenopati 1- 2 ay siirmektedir. Paul-
Bunnel testinin negatif sonu¢ vermesi tamy1r enfeksiyoz mononiikleozdan

ayirmaktadir.

2. Lenfadenopatilerin daha yaygin oldugu fakat atesin goriilmedigi poliadenopatili

sekilde serolojik testlerin uygulanmasi tercih edilmektedir.

3. Immun saglikli kisilerde agir tablo seyrek goriilmektedir. Yiiksek ates, makiilo-
papiiler ras, miyokardit, perikardit, hepatit, ensefalit ve meningoensefalit

tablolarindan biri yada tamami gézlenmektedir.
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Immun sistem yetmezligi olanlarda ciddi klinik tablolar meydana gelmektedir.
Immun yetmezlik kemoterapi, lenfoma, organ nakli, hematolojik neoplaziler ve
AIDS gibi sekonder edinilmis enfeksiyonlara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
kisilerde klinik belirtiler daha ¢ok merkezi sinir sistemi ile ilgilidir. Meningoensefalit
gelisimi goriilmektedir. Biling kaybi, yiiksek ates ve ense sertligi olusmaktadir.
Yerlesim yerine gore hepatit ve buna bagh olarak hepatosplenomegali, perikardit,

miyokardit ve tonsilit gozlenmektedir (Altintas K. 2002).

Okiiler toksoplazmoz, iiveit ve retinit tablosuyla kendini gostermektedir. Arka
yerlesimli tiveitlerin % 30- 50’sinden ve On iiveitlerin % 3,3 ‘linden Toxoplasma
sorumludur. Retinit durumunda lezyon olusumunu takiben vitréz sivida inflamasyon
olur ve immunkomplekslerin birikmesiyle bulaniklagma baglar. Daha sonra
koriorteinit gelisir ve buna bagli olarak retina i¢i kanamalar ortaya cikar. Ilerleyen
durumlarda lezyonun optik sinire kadar ulagmasiyla goérme kaybi meydana
gelmektedir. Bu tablo immun sistemi saglikli olmayan kisilerde daha uzun
siirmektedir. Immun saglikl1 kisilerde lezyonun iyilesmesini takiben sinirlar1 belirgin
bir nedbe dokusu olusmaktadir. Okiiler olgular cogunlukla konjenital bulag sonucu
ortaya cikar ve siklikla cift tarafli tutulum goriiliir. Baz1 durumlarda dogumdan yillar
sonra goze yerlesmis olan doku Kkistlerinin pargalanmasi ile bu tablo aciga

cikmaktadir (Altintag K. 2002, Dubey J.P.1993).

Toksoplazmozun konjenital bulasi genelde gebelik esnasinda primer bulagma
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Gebelik olugsmadan 6nceki 6 ay i¢inde gecirilmis olan
enfeksiyon da konjenital toksoplazmoz ile sonuglanabilmektedir. Gebeligin ilk
trimestresinde fetusa bulas riski % 20’dir fakat olusacak olan hasar fazla olmaktadir.
Bu durumda cogu kez abortus veya gelisim geriligi, hidrosefali, serebral
kalsifikasyon, korioretnit ve Kkonviilsiyonlarla dogum olmaktadir. Trimestre
ilerledikge risk artmakta fakat olusacak klinik tablo hafiflemektedir. Son trimestrede
bulas olasiligt % 70’e kadar ¢ikmaktadir. Bu donemden sonra dogacak bebekte
toksoplazmoz olma olasilig1 yiiksektir fakat semptomlar genellikle ciddi degildir.
Konjenital toksoplazmozun ii¢ karakteristik belirtisi vardir. Bu belirtiler intrakranial

kalsifikasyon, korioretinit ve mental retardasyondur. Konjenitral gecis siklikla
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plasentaya yerlesmis etkenin olusan bir defektle fetusa geg¢mesi sonucunda
olmaktadir. Defekt hormonal degisiklik, travma veya sekonder enfeksiyonlara bagl
olabilmektedir. Plasentaya yerlesmis olan doku kistleri trofoblastlarin etkisiyle
parcalanarak bradizoitleri fetusa gecirebilmektedir (Altintag K. 2002, Dubey J.P.
1993).

1.9. Tam

Toksoplazmoz tanisit direkt ve dolayli yontemlerle yapilmaktadir. Olgunun
durumuna gore bu yontemlerden biri secilmektedir. Direkt tam1 7. gondii’ye ait DNA
molekiiliiniin PCR ile saptanmasidir. Arastirma amacli hiicre kiiltiiriine ekim ve
deney hayvanina enjeksiyon yapilabilmektedir. 7. gondii ekilecek hiicreler olarak

siklikla Vero, Hep-2 ( Akisii C., Budak S. 1998) ve HFF kullanilmaktadir.

PCR yapmak amaciyla farkli ornekler kullanilmaktadir. Kan, idrar ve beyin
omurilik sivis1 orneklerinde SAGI1 sentezleyen gen aranarak toksoplazmoz tanisi
konulmaktadir (Nguyen T.D. 1996). Viicut sivilart disinda diger dokularda da PCR
ile konjenital, okiiler ve yaygin toksoplazmozun tanisin1 konulabilmektedir.
Konjenital toksoplazmozda serolojik yontemler oncelikli diisiiniilse de gebeligin
onsekizinci haftasindan sonra amniyon sivisindan PCR ¢alismak daha basarili sonug
vermektedir. Amniyon sivisinda % 65-80, plasenta 6rneginde % 60, beyin omurilik
sivisinda %17-100 ve okiiler toksoplazmoz olgularinda % 100 oraninda basar
saglanmaktadir (Bastien P. 2002, Montaya J.G. 2002). PCR ile gebelik esnasinda
konjenital toksoplazmoz tanis1 koymakla, fare peritonu icinde iiretip izolasyon
edilmenin beraber kullanimi % 60 oraninda basan saglamaktadir (Buffalano W. ve

ark. 2005).

Dolayli tam1 yontemlerinde serolojik teknikler kullanilmaktadir. Sabin-
Feldman boyama testi serolojik bir yontem olarak toksoplazmoz tanmisinda altin
standart kabul edilmektedir. Diizenli araliklarla yapilmasi hastalifin iginde
bulundugu donem hakkinda bilgi vermektedir. Akut infeksiyon sirasinda ilk once

IgM antikorlar1 yiikselmektedir. Bu antikorlar 4 hafta icinde en yiiksek seviyeye
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ulagtiktan sonra 6- 8 aylik bir siirecte gerilemektedirler. IgG antikorlar1 daha geg
olusmaya baslaylp 1-2 ay i¢inde en yiiksek seviyelerine ulagmaktadirlar. Niiks
olmayan durumlarda 2 yil i¢cinde gerilemektedirler. Sabin- Feldman boyama testi
diginda indirekt hemagliitinasyon (IHA), indirekt floresans antikor (IFA) ve enzim
linked immunosorbent assay (ELISA) da toksoplazmoz tanisinda kullanilmaktadir.
IHA ilk olarak Jacobs ve Lunde tarafindan toksoplazmoz tanisi i¢in uygulanmistir.
Sabin- Feldman dye testi ile paralellik gostermekte fakat yalanci pozitif sonug
almabilmektedir. IFA yontemi canli parazite ihtiyag duyulmamasi nedeniyle
avantajhidir. Globulin fraksiyonlarmin ayrimma gerek duyulmaksizin IgM
antikorlarimi saptayarak akut toksoplazmozu belirlemektedir. Dezavantaji pahali
gereclere ihtiyac duyulmasidir. ELISA toksoplazmozdaki fraksiyonlar1 saptama
olanagi ile akut- kronik toksoplazmoz ayrimi1 ve konjenital olgularin takip
edilmesinde tercih edilmektedir (Altintag K. 2002). Giiniimiizde toksoplazmoz tanisi
icin kullanilan ELISA’ nin IgG, IgA ve IgE i¢in 6zellesmis alt tiirleri ve IgM icin de
“double sandwich” yontemi kullanilmaktadir (Hokelek M. 1996). Konjenital
toksoplazmoz siiphesi ile dogan bir bebekte ¢esitli radyolojik tetkiklerle konjenital
toksoplazmozun karakteristik belirtilerinden olan kafa i¢i kalsifikasyon ve goz

tetkikleriyle korioretinit taramas1 yapilmaktadir.

1.10. Tedavi

Toksoplazmozda immun sistemi saglikli kisilerde belirtiler goriilmedikge
tedavi gerekmemektedir. Immun sistemi baskilanmis olanlar mutlaka tedavi
edilmelidir. Pyrimethamine ve siilfadiazin kombinasyonu etkin olarak
kullanilmaktadir. Bu kombinasyon parazitin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe
etmekte; DNA, RNA ve proteinlerin sentezini durdurmaktadir. Pyrimethamine doza
bagh olarak kemik iligi kokenli hiicrelerin iiretilmesini baskilayabildiginden dikkatle

kullanilmalidir. Teratojenik etkisi nedeniyle bu ilacin gebelerde kullanimu tehlikeli
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durumlara yol agmaktadir buna bagl olarak gebeligin ilk ii¢ ay1 i¢inde kullanimi
onerilmemektedir. Bu siire¢ i¢inde etkenin fetusa gecisini % 60 oraninda engelleyen
spiramisin tercih edilmektedir. Tedavi giinde 3 g olacak sekilde ile 3 hafta devam
etmektedir. Toksoplazmozda alternatif olarak klindamisin, azitromisin, atuvaquone

ve siilfadoksin gibi ilaglar da kullanilabilmektedir (Altintag K. 2002).

Okiiler toksoplazmoz olgularinda tedavi uygulamak igin bazi sartlarin
olusmasi gerekmektedir. Toksoplazmoza bagli lezyon, gormeyi tehdit eden makula
veya papilla bolgesine, retinanin kanlanmasina yol acan damarlarin yanina yerlesmis
olmalidir. Belirgin olarak vitrit gozlenmelidir. Bu durumda hastaya ilk olarak
pyrimethamine ve siilfadiazin kombinasyonu ile beraber haftalik kortikosteroid ve
folat verilmesi gerekmektedir. Okiiler toksoplazmozda klindamisin ve ko-

trimoksazol alternatif olarak kullanilabilmektedir (Altintas K. 2002).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Calismada Kullanilan Suslar

Calismada kullanilan suslar ATCC’ den elde edilen 40050 katalog numarali ve
1576808 lot numarali TS-4, 50174 katalog numarali ve 2138567 lot numarali RH ve
1973 yilinda Altintas tarafindan izole edilen, A.U.T.F. Parazitoloji laboratuarinda

deney faresine siirekli pasajlarla devam ettirilen Ankara susudur.
2.2. RH ve Ankara Susu Takizoitlerinin Fare Peritonu icersinde Uretilmesi

RH ve Ankara susu virulan suslar olduklarindan fare peritonu i¢inde iiretildi.
Uretim icin Albino Swiss deney faresi kullanildi. Iki sus da insiilin ignesiyle iicer
deney faresinin peritonlarina 1 ml miktarda enjekte edildi. Fareler +25° C’de sabit
nem kosullarinda, gece-giindiiz dongiisii ayarlanmis etiivde bekletildi. 3 giin sonra
klinik belirtiler goriilmeye basladiginda, boyunlart kirilarak o©ldiiriildii ve karin
bolgesi derileri soyuldu. Fare peritonlar i¢ine insiilin ignesiyle 3 ml PBS verildi,
isaret parmagiyla 15-20 saniye siireyle masaj yapildiktan peritona verilen sivi
enjektorle tekrar toplandi. Tiip i¢ine aktarilan takizoitli periton sivilari, fare kaynakl
hiicrelerin ve ¢esitli kaba partikiillerin ¢okmesi icin 5 dk 500 devirde santrifiij edildi.
Ardindan iist s1vi1 alind1 ve 10 dk 2500 devirde santrifiij edildi. ikinci santrifiijden
sonra iist siv1 atildi. Dipteki takizoitler 5 ml PBS ile sulandirildi. Calisilana kadar

+4°C” de bekletildi.
2.3. TS-4 Susu Takizoitlerinin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi

TS-4 susunu iiretmek icin Vero hiicresi kullanildi (Lei Y.,Davey M. ve Ellis T.
2005). Hiicreler 75 cm® yiizey alanina sahip plastik flasklar icinde DMEM besiyeri
kullanilarak siirekli pasajla cogaltildi. Hiicre pasaji laminar akimli kabinde temiz
ortamda yapildi. Flask i¢ine 22,5 ml DMEM besiyeri, 2,5 ml inaktive edilmis ve
siiziilmiis “fetal calf serum” (FCS) eklendi. Ilk pasajda, donmus hiicreler 37° C’lik su
banyosunda 4-5 dk bekletilip ¢oziildiikten sonra flaska aktarildi. Flask 37° C’lik, %5

CO; iceren etiive yerlestirildi. Diizenli olarak hiicrelerin flask yiizeyini kaplama
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seviyeleri kontrol edildi. 3 giin icinde hiicreler flaskin yiizeyini tamamen kapladilar.
Flaskdaki kullanilmis besiyeri dokiiliip, hiicreleri kaldirmak amaciyla 3 ml tripsin
eklendi. Etiivde 37° C’lik ve %5 CO»’lik ortamda 5-6 dk bekletilen hiicreler flask
yiizeyinden ayrildi. Tripsinle birlikte bir tiipe aktarilan hiicreler 5 dk 1000 devirde
santrifiij edildi. Ustteki tripsin atildi ve dipteki hiicreler 1 ml besiyeri ile sulandirilip
yeni hazirlanan flaska aktarildi. Flask igcine 22,5 ml DMEM besiyeri, 2,5 ml “fetal
calf serum” eklendi. Hiicreler 1 giin sonra flask yiizeyini % 60’a yakin oranda
kapladiklarinda dondurulmus olan TS-4 susu 37° C’lik su banyosunda 4-5 dk
bekletilip ¢oziildiikten sonra Vero hiicrelerinin iistiine aktarildi. TS-4 avirulan bir sus
oldugu icin yavas lireme gostermektedir. 10 giin boyunca diizenli olarak kontrol
edildi. 10 giin sonunda hiicreler hem dokiilmiis, hem de takizoitlerin iglerinde
cogalmalarindan dolay1 parcalanmislardi; herhangi bir kontaminasyon yada bozulma
meydana gelmeyen kiiltiirlerdeki takizoitler alindi.. Takizoitler hiicre artiklarindan
arindirmak icin 500 devirde 5 dk cevrildi. Dipte biriken kaba partikiiller ve hiicre
artiklart atildi; alinan {iist sivi daha sonra 10 dk 2500 devirde santrifiij edildi. Bu
asamada takizoitler ¢oktii. Ikinci santrifiijden sonra dipte biriken takizoitler 5 ml

PBS ile sulandirildi, ¢alisana kadar +4° C’de saklandi.
2.4. Takizoitlerin Parcalanmasi ve Antijenlerin Serbestlenmesi

Uc susa ait takizoitleri parcalamak i¢in 6nce dondur ¢z ardindan sonifikasyon
islemleri yapildi. Buzdolabinda bulunan takizoitler -80° C’lik derin dondurucuya
kaldirildi. 45 dk sonra tamamen dondular. Ardindan 37° C’lik su banyosu i¢inde 7-8
dk bekletilerek coziildiiler. Bu dondur ¢6z dongiisii dort defa tekrarlandi. Son ¢dzme
isleminin ardindan sonifikasyona gecildi. Branson marka ultra sonifikasyon aleti
kullanilarak bes kez 15 sn 60 Hz frekansta dalga uygulandi. Lam lamel arasi
preparat yapilarak takizoitlerin parcalanip pargalanmadigi kontrol edildi. Parcalanan

ornek 1 ml miktarlarda ependorf tiiplerine dagitildi.

Bu islemler her sus i¢in tekrarlandi. Hazirlanan karisimlar ¢alisana kadar -20°

C’de saklanda.
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2.5. Bradford Yontemiyle Protein Konsantrasyon Tayini

Onceden hazirlanan 1ml’sinde 1 mg sigir serum albumin (BSA) olan
standarttan kalibratorler hazirlandi. Dokuz ependorf tiipiinde sulandirim yapildi.
Standarttan 1 ml alindi ve 500ul’si ilk tiipe, diger 500ul’si ikinci tiipe aktarildi.
Ikinci tiip i¢ine 500ul distile su eklendi. Iyice vortekslenerek karistirildi. ikinci
tiipten 500ul alimip iigiincii tiipe aktarildi ve i¢ine 500 pl distile su daha eklendi.
Vortekslendikten sonra 500 pl’si dordiincii tiipe aktarildi. Bu islem dokuzuncu tiipe
kadar devam etti ve her defasinda protein konsantrasyonu bir Oncekinin yarisina

diigmiis oldu. Bu asama cift ¢alisilarak iki tane dokuzlu sulandirim hazirlandi.

Suslar dolaptan ¢ikarildi. Her sus icin bir tiipten 100 ul alindi. Dokuz ependorf
tiipiinde sulandirim yapildi. Ilk tiipe 50ul’ si , ikinci tiipe diger 50ul’ si aktarildi.
Ikinci tiip iistiine 50 pl distile su eklendi. lyice karstirtlip 50ul’si iiciincii tiipe
aktarildi. Bu sekilde yine dokuz ependorf tiipii boyunca protein konsantrasyonu her
tiipte yarisina azalacak sekilde sulandirim uygulandi. Bu asama tiim suslar igin
uygulandi ve yine ¢ift calisildi. Son olarak tiim hazirlananlardan 50 ul 96 kuyucuklu
mikrotitre plagina konuldu. Uzerlerine 250 upl dnceden hazirlanan Bradford ayiraci
eklendi. Thermo marka plak okuyucusunda, uygun bilgisayar programi kullanilarak
okutuldu. Spektrofotometrik olarak okunan degerlere karsilik gelen protein miktari
otomatik olarak hesaplandi. Yeterli protein miktar1 elde edilemedigi igin

liyofilizasyon yapilmasina karar verildi.
2.6. Antijenleri Yogunlastirmak icin Liyofilizasyon

Suslar igeren tiipler -80° C’lik derin dondurucuda 20 dk bekletilip donduruldu.
Kapaklar1 kopartilip agizlar1 parafilm ile kapatildi. Parafilm iistiine delikler
acildiktan sonra liyofilizatore yerlestirildi. Liyofilizator icinde bir gece bekletilen
antijenler ¢ikartilinca 500 pl distile suyla sulandirildi ve tekrar protein konsantrasyon

tayini yapildi.
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2.7. SDS- PAGE ile Antijenlerin Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE protein yapilarin1 molekiiler biiyiikliiklerine gore ayiran bir
ayristirma teknigidir. Amersham Pharmacia marka mini elektroforez aleti kullanildi.
Iki cam arasina 1 ml eninde spacer yerlestirildi. Hazirlanan ayristiric jel iki cam
arasma 70 mm’ hacminde dokiildii. Ustiine hava kabarcigr kalmamas1 ve yiizeyin
diizlesmesi i¢in 1 ml butanol eklendi. Kurumasi igin 30- 40 dk beklendi. Ustteki
butanol dokiildii ve 1- 2 defa distile suyla durulandi. Camlarin en iist seviyesine
kadar yiikkleme jeli dokiildii. Jel icine kuyucuk agic1 8’li tarak yerlestirildi. Yiikleme
jelinin kurumasi icin de 30- 40 dk beklendi. Tarak dikkatlice cikartildi. Jeller
elektroforez tankina yerlestirildi. Antijenlerden 20 pl alind1 ve 10 pl 6rnek tamponu
ile kanistirildi. Birinci kuyucuga 10 pl Fermantas marka boyanmamis protein ladder
ve 10 pl ornek tamponu karistm yiiklendi. Ikinci kuyucuga Ankara susu
antijenleri, iiciincii kuyucuga RH susu antijenleri ve dordiincii kuyucuga TS-4 susu
antijenleri yiliklendi. Yiiriitme tamponu tankin icine dokiildii. Koruyucu kapak
kapatildi ve alet gii¢ kaynagina baglandi. Jel basina 20 mA akim sabit kalmak iizere
elektrik verildi ve islem baglatildi. Antijenlerin yiiriimesi 2 saat 30 dakika siirdii.
Yiiriime tamamlaninca giic kaynagi kapatildi. Koruyucu kapak cikartild1 ve jeller

tankin i¢inden sokiildii.
2.8. Jelin Polikromatik Giimiis Boyasiyla Boyanmasi

Iki cam arasindan dikkatlice ¢ikartilan jel hacim oram 1/ 5,5 olacak sekilde
fiksatif cozelti icine konuldu . Boyama ile ilgili tiim islemler yikanabilir cam kap
icinde ve calkalayic iistiinde yapildi. Bir gece boyunca fiksatif i¢inde kald1. Fiksatif
¢cozelti dokiildiikten sontra ii¢ defa birer saatten distile suyla yikandi. Giimiis boyasi
hacim oram 1/ 3 olacak sekilde tatbik edildi. Boya i¢inde bir saat inkiibe edildi. 10-
15 sn distile suyla durulandi. Durulamayla giimiis boyasinin iist tabakada birikmesi
onlendi. Formaldehidi taze eklenen indirgeme c¢ozeltisi konuldu. Bu islem 10 dk
siirdii. Indirgeme ¢ozeltisi dokiildii. Son olarak arttiric1 ¢ozelti hacim oran1 1/ 5,5
olacak sekilde eklendi. Bir saat inkiibe edildi. Arttirict ¢6zelti yenilendi ve bir gece

bekletildi. Jel boyama islemleri tamamlandiktan sonra durulanip distile su iginde 151k
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gormeyen ortamda 3 giin saklandi. Kodak marka dijital goriintilleme cihazinda

fotografi ¢ekildi.
2.9. Testlerde Kullanilan Cozelti ve Reaktanlar
2.9.1. Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri:

DMEM besiyeri Sigma- Aldrich ( Kat. No: D1152- IL) Hepes modifikasyonlu
ve yiiksek glikozlu 18,7 g hazir toz besiyeri 1 1 distile su icinde ¢oziildii. Igine pH
indikatorii olarak 3,7 g Na,CO; eklendi. Antimikrobiyal madde olarak 1 I’ ye 10 ml
gelecek sekilde penisilin-streptomisin eklendi. Iyice ¢oziildiikten sonra motor pompa
yardimiyla Sigma filtrasyon setinden, arasina 2u por ¢apl selilloz ester membran
filtrede konulmak suretiyle filtre edildi. Steril siselere doldurulup kullanilincaya
kadar buzdolabinda saklandi. Her kullanimdan 6nce 2u por ¢apli membran filtreden

enjektorle siiziilerek kullanildi.

Biological Industries marka “fetal calf serum” 37°C’ lik su banyosunda
¢oziildii. Ardindan 56°C’ lik su banyosunda yarim saat bekletilerek inaktive edildi.
Kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandi. Her kullanimdan 6nce 2u por caph

membran filtreden enjektorle siiziilerek kullanildi.

2.9.2. Bradford Protein Tayini icin Gereken Malzemeler:
Bradford ayiract :

-Brillant blue 100 mg

-Etil alkol 50 ml

-Fosforik asit 100 ml

-Distile suyla 1 I’ ye tamamlandi.

-1 no’lu Whatman kagidindan siiziilerek filtre edildi. Isik gdrmeyen sisede ve

buzdolabinda 1 ay kullanim 6mrii vardir.
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Protein standart:

Sigir serum albumin 10 ml’ ye 10 mg gelecek sekilde coziildii ve buzdolabinda

saklandi.

2.9.3. SDS- PAGE icin Gereken Kimyasal Maddeler:

Stok akrilamid- bisakrilamid ¢ozelti:

-Akrilamid 30g

-Bisakrilamid 0,8¢g

-100 ml distile su icinde ¢oziildii.

Ayristirici jel igin tris tampon (1,5 M):

-Tris 18,16 g

-100 ml distile su icinde ¢oziildii. pH ayarlamas1 HCl ile 8,8’ e ayarlandi

Yiikleme jeli i¢in tris tampon (0,5 M):

-Tris 6g

-100 ml distile su icinde ¢oziildii. pH ayarlamas1 HCl ile 6,8 e ayarlandi.
%10 SDS:

-SDS 10g

-100 ml distile su icinde ¢oziildii.

Yiiriitme tamponu :

-Glisin 144 ¢
-Tris 302¢g
-SDS lg

-1 1 distile su i¢inde ¢oziildii.

Ornek tamponu :
-Stacking gel tris tampondan 1,2 ml
-%10 SDS 2 ml
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-Gliserol Iml

-Bromphenol blue 2 mg

-Distile su 4,8 ml

Hazirlandiktan sonra 2 por ¢apli filtreden gegirildi ve derin dondurucuda saklandi.
%10’1luk amonyum persiilfat :

-50 mg amonyum persiilfat tartitlip 500 pl distile su ile c¢oziildii. Jel dokiilmeden

hemen Once hazirland: ve kullanildi.

Ayristirici jel 1 (%5) :
-Akrilamid-bisakrilamid 0,84 ml

-Ayristirict jel tris tampondan 1,25 ml

-%10 SDS 0,05 ml
-Distile su 2,85 ml
-Amonyum persiilfat 45ul (taze katilacak)
-Temed 1,7 pl ( taze katilacak)

Ayristirici jel 2 (%20):
-Akrilamid- bisakrilamid 3,3 ml

-Ayristiric jel tris tampondan 1,25 ml

-%10 SDS 0,05 ml

-Distile su

-Amonyum persiilfat 10ul (taze katilacak)

-Temed 1,7 pl ( taze katilacak)

Iki ayr1 yiizdedeki seperating jeli gradient aletinde karistirildiktan sonra dokiilmeye
hazir hale geldi.

Yiikleme jeli:

-Akrilamid- bisakrilamid: 1,33 ml

-Yiikleme jeli tris tampondan 2,5 ml

-%10 SDS 0,1 ml
-Distile su 6 ml
-Amonyum persiilfat 50ul (taze katilacak)
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-Temed 10ul ( taze katilacak)
2.9.4. Polikromatik Giimiis Boyama icin Gereken Malzemeler:

Giimiis boyas:
-1,9 g AgNO3

-1 1 distile suyla tamamlandi.

Indirgeme c¢ozeltisi :

-NaOH 30g

-1 1 distile suyla tamamlanur.

-Kullanilacagi zaman 7,5 ml formaldehid eklenir.
Arttirict ¢ozelti :

-Na,CO; 7,05 g

-1 1 distile suyla tamamlanir.

Fiksatif ¢ozeltisi:

-Etil alkol 50 ml
-Asetik asit S5ml
Distile su 45 ml
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3. BULGULAR

Jel boyandiktan sonra olusan bantlar protein ladder ile karsilastirildi.
Karsilagtirma sonucu Ankara, RH ve TS-4 suslarinda meydana gelen bantlarin
protein biiyiikliikleri ve hangi antijen olduklar tespit edildi. Ankara susunun RH
susuyla ayn1 antijenik yapilari icerdigi anlasildi. Avirulan olan TS-4 susunda farkli
antijenler bulundu. Ankara ve RH susunda en belirgin yogunlasma 60-70 kDa
arasinda ve 15 kDa seviyesinde gozlendi. Diger gozlenen bantlar 35, 40 ve 55 kDa
hizasinda goriildii. TS-4 susunda daha az bant goriildii. Bantlardan 60 ve 115 kDa
agirliginda olanlar anlamli bulundu. Ayrica 80 ve 150 kDa seviyesinde bantlar

gozlendi. (Sekil 7 ve Sekil 8)

Protein Ladder Ankara susu RH susu

200 kDa
150 kDa

120 kDa
100 kDa

| B5kDa

70 kDa

: "—-iqffl B0 kDa

q &0 kDa
»
A 40 D=

= I
e -0 <D=

d 20 kDa

15 kDa

L — 0

Sekil 7: Ankafa ve RH susu antijenlerinin protein ladder ile karsilastirilmasi
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Protein ladder TS-4

200 kDa

180 kDa

120 kDa
100 kD=

85 kDa

70 kDa

BO kD

50 kDa

Sekil 8: TS-4 susunun protein ladder ile karsilagtiriimasi
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4. TARTISMA VE SONUC

Toksoplazmoz hem iilkemizde hem de diinyada yaygin olarak gdzlenen bir
parazit hastahigidir. Ulkeye gore farklilik gostermekle birlikte ozellikle tropikal
bolgelerde % 94’lere varan prevalans gozlenmektedir. Tanisinin ge¢ konulmasi ve
klinik anlamda 6zgiil olmayan belirtiler vermesi, diger hastaliklarla karismasina ve
tedavinin ge¢ baslamasina yol agmaktadir. Ozellikle konjenital bulasma durumunda
meydana gelebilecek diisiik veya konjenital toksoplazmozla dogum gibi ciddi
sonuclara neden olmaktadir (Tanyiiksel M. 1993). Tanisinin dogru zamanda ve
dogru yontemle konulmasi Onemlidir. Tam icin referans yontem olarak Sabin-
Feldman dye testi kullamilmaktadir. Bu testin yapilmasi icin canli parazitlere ihtiyac
duyulmaktadir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi parazitoloji laboratuvarinda rutin
hasta tanis1 koymak amaciyla Ankara susuna ait parazitler fare peritonu icinde
tiretilmektedir. Toksoplazmoz tanis1 igin serolojik testler de kullanilmaktadir.

Insanlarda olusan antikorlarin titreleri 6l¢iilmekte ve takipleri yapilmaktadir.

Immun yamti olusturacak ve taniyr saglayacak olan takizoit formu
antijenlerinin iyi irdelenmesi gerekmektedir. 7. gondii suslarinin virulans: farelerde
yapilan calismalarda farelerin yarisim1 6ldiiren doz (LDsp) miktara bagh olarak
belirlenmektedir. Bu dozun insanlara yansitilmasi hakkinda Boothroyd ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismalar vardir. 7. gondii suslarinin genotipleri genis yelpazeye
sahip markerler tarafindan belirlendigi icin ayrimda bir simf icine pek ¢ok sus
girmektedir. Virulans farki etkenin hastalik yapacagi organi, yerlesecegi hiicreyi ve
konak canli secimini etkilemektedir. 7. gondii’nin ii¢ temel sus grubu tip I suslar RH

ve GT-1, tip Il susu ME49 ve tip III suslar1 CEP ve VEG’dir (Saeij ve ark. 2005).

A.B.D’ de yapilan bir arastirmada insanlar etkileyen toksoplazmoz olgularinin
cogundan tip II susunun sorumlu oldugu bulunmustur (Darde M.L. 2004). Aym
ilkede yapilan bagka bir arastirmada okiiler yerlesimli toksoplazmoz olgularindan ve

immun sistemi saglikli kisilerde meydana gelen ciddi belirtiler veren toksoplazmoz
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olgularindan tip I suslar sorumlu tutulmaktadir. Tip II suslar daha sik gozlenmekte
ve immun sistemi baskili olanlar dahil ¢ok kiside hastalik yapmakta, ancak tip I
suglar virulanslar1 daha yiiksek oldugu igin belirli durumlarda hastaliga yol
acmaktadir (Grigg ve ark. 2001). Avrupa kitasinda ise tip I suslar1 ciddi konjenital
toksoplazmoz olgularina neden olmaktadir (Howe ve ark. 1997, Fuentes ve ark.
2001). Burada virulans1 saglayan faktorleri sentezleyen genlerin ekspresyon
seviyeleri de 6nemlidir. SAG3, GRA2, karbomoil fosfat sentetaz II, MIC1 ve MIC3
proteinlerinde eksilmeler virulansi diisiirerek farede meydana getirilen enfeksiyonun
seviyesini azaltmaktadir (Saeij ve ark. 2005). 2006 yilinda Djakovic ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada konjenital toksoplazmozdan sorumlu olan tip I ve
tip II suslarindan tip II susu, toksoplazmozlu bir fetusun kordon kanindan izole

edilmis ve verildigi farede ciddi ensefalit meydana getirmistir.

Antijen yapilar1 konak canlidaki dogal savunma bariyerlerini de gegerken
gorev alan yapilardir. Bu bariyer yerlesim yerine gore kan-beyin bariyeri veya
plasenta olabilmektedir. Bu acidan suslarin dagilim kapasitesi de Onemlidir.
Barragan ve Sibley 2002’de yaptiklar bir aragtirmada in vitro ortamda tip I suslarin
tip II ve tip III’e oranla daha iyi dagilim gosterdiklerini ve daha fazla hiicreyi enfekte

ettiklerini gdstermistir.

Uzak dokulara dagilimdan, uzak mesafe yayilim fenotipi (LDM) sorumludur.
Barragan ve ark. 2003’de yaptiklar1 bir ¢calismada bu fenotipe sahip olan suslarin
MDCK hiicre kiiltiiriinde ekstraselliiler matrikse gectikleri ve ex vivo ortamda
lamina propria ve submukoza tabakasini astiklar1 gézlenmistir (Barragan ve ark.

2003).

2005 yilinda Doskaya ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, tip I suslar
icinde yer alan RH Ankara susunun farkli hiicre kiiltiirlerine ekimi ve biiyiime
degerlendirmesi yapilmistir. Myeloma hiicre kiiltiiriinde 1 ay sonunda 5 milyon,
Vero hiicre kiiltiiriinde 500 bin, Hep-2 hiicre kiiltiiriinde 1 milyon ve HeLa hiicre

kiiltiiriinde 1 milyon tireme oldugu tespit edilmistir.
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Ureme hiz1 susun virulansi ile korelasyon gostermektedir. Tip I susu bir flaski
kaplamis hiicreleri, tip II ve tip III’e oranla daha hizli pargalamaktadir fakat sayisal
olarak aralarinda fark olmamaktadir. Bu tip I susunun yavas cogaldigin1 ancak
hiicreleri daha hizli enfekte ettigini gostermektedir. Tip I suslarina ait takizoitler
daha uzun siire enfektif kalmakta ve bir hiicreyi parcaladiktan sonra digerini daha

cabuk invaze etmektedir (Saeij ve ark. 2005).

Saeij ve ark. 2005 yilinda yaptiklan bir calismada, CEG susu ve ME49 susu
S23 olarak ve bunlarin daha az virulan olan tiirevlerini S22 olarak adlandirmiglardir.
Virulans1 gostermek i¢in ates boceklerindeki lusiferaz enzimini eksprese eden gen
takizoit genomu i¢ine rekombine edilmistir. Deney farelerine verilen takizoitler 12-

13 giin boyunca goriintiileme sistemleriyle takip edilmislerdir. Virulansi yiiksek olan

S23 belirgin bicimde farede yayilim gostermistir (Sekil 9) (Saeij ve ark. 2005).

nlm!lm‘\.h'.‘-'.—“"u AN = O Mix = Ta+5

“T'l"'l"'w!

0t ot aard Boot 08

Sekil 9: S22 ve S23 verilen suslarin 12- 13 giinliik takipleri (Saeij ve ark.2005)

Suslarda olusan farkliliklar antijenik yapiya yansimaktadir. Farkli molekiiler
yontemlerle suslardaki genetik varyasyonlar arastirilmistir. Virulan ve avirulan
suglarda belli gen dizilerinin varliginin etkenin patojenitesini hangi yonde etkiledigi

saptanmistir. Suslar virulan ve avirulan olarak ayrimlanmasina ragmen Guo ve ark.
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orta seviyede virulanstan bahsetmislerdir. Yaptiklar1 calismada K1/94 susu virulan
sus olarak bilinmesine ragmen fareye 100 takizoit verildiginde klinik belirtilere yol
acmamaktadir fakat 10 000 takizoit verildiginde 6liimciil olmaktadir (Guo ve ark.
1996). Virulan ve avirulan olan 7. gondii suslar1 arasinda dogadaki dongiileri
acisindan da fark vardir. Virulan olan suslar daha seyrek ookist veya doku kisti

olusturmaktadirlar (Sluys R. 1991).

Ware ve Kasper 1986 yilinda yaptiklart ¢alismada, 7. gondii icin susa 0zgii
antijenleri belirtmislerdir. Bu ¢alismada 1941 yilinda izole edilmis ve farelerde seri
pasajlarla devam ettirilen RH, P ve C suslar1 kullanilmistir. RH susu virulan, P ve C
suglar1 avirulandir. Tavsan antiserumu ile inkiibe edilip duyarl hale getirildikten ve
SDS- PAGE ile yiiriitiildiikten sonra nitroseliiloz membrana aktarilmiglardir. Olusan
antikorlarin RH susuna ait takizoitleri daha fazla elimine ettigi sonucuna ulasilmistir.
RH susunda agiga cikan 22 ve 30 kDa agirhigindaki antijenler konak immun
sistemini daha iyi uyarmaktadirlar. Az virulan olan P ve C susu antijenleri daha ¢ok
IgM’ lere baglanirlarken, RH susu antijenlerinin IgG baglanma potansiyelinin

yiiksek oldugu gosterilmistir (Ware P., Kasper L.H. 1986).

Sonug¢ olarak yaptigimiz caligmada virulan ve avirulan suslar arasindaki
antijenik  farkliliklar aragtinlmigtir. Ankara ve RH susu ortaya cikan bantlar
bakimindan birbirinin aymisidir. En belirgin bant 60-70 kDa arasina denk gelen
banttir. Bu bantin konak hiicreye yapisma asamasiyla gorevli olan ve adhesiv diziler
iceren MIC1 olmast olasidir. Deneysel olarak MIC1 eksikligi olusturulmus
takizoitler hiicre Kkiiltiirline ekildiginde, hiicreleri enfekte etme hizi yabanil tipe
oranla % 50’ye varan seviyede azalma gostermistir. Replikasyon oraninda ise
herhangi bir azalma olmamistir (Cerede ve ark. 2005). Virulan tip I suslarinda yavas
tireme fakat hizli hiicre invazyonu gozlenen bir olaydir. T.gondii nin en baskin yiizey
antijeni olan SAG1 30 kDa seviyesinde ince bir bant olarak gézlenmistir. SAG3 40
kDa hizasinin biraz iistiinde belirmistir. Virulan olan suslarda bulunan bu antijenin
islevi tam olarak bilinmese de, hiicreye baglanma asamasinda gorev aldigi

diisiiniilmektedir. Gorevi anlasilamamis diger bir yiizey antijeni olan SAG4 35 kDa
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civarinda SAG3’iin altinda yer almaktadir (Lekutis ve ark. 2001). Yaklasik 55 kDa
agirliginda bulunan kalin fakat soluk bant ROP2 ve homologu ROPS8 olabilir. Hiicre
invazyonu sirasinda basta mitokondri olmak iizere konak hiicre organellerinin
membranlariyla etkilesim kurmak ROP2’nin gorevidir. ROP2 eksikligi olan suglar
farelerde deneysel olarak olusturulan enfeksiyonlarda invazyonda yetersiz
kalmaktadirlar (EI Hajj ve ark. 2006). Belirgin bir bagka bant da 15 kDa seviyesinde
gbzlenmistir. Daha 6nceki yayinlarda saptanmis olan onemli antijenik yapilar 20
kDa iizerinde yer almaktadir. Bizim ¢alismamizda 15 kDa seviyesinde elde edilen
yogunlasmanin kiiclik miktarlardaki antijenlerin alt kisimda birikmesi olarak

yorumlanmistir.

Avirulan olan TS-4 susuna ait bantlar daha az sayida gbzlenmistir. En belirgin
olarak gozlenen bant 80 kDa hizasina denk gelmektedir. Altinda 60 kDa
seviyesindeki bantin ROP1 olmasi olasidir. ROP1 penetrasyon arttirici faktor olarak
adlandirilsa da virulansla direk ilgisi olmadigi belirtilmis, ROP1 eksik mutantlarin da
enfeksiyona yol acabildikleri gosterilmistir (Kim ve ark. 1993). 100 kDa seviyesini
gecen bantlar sadece TS-4 susunda goriilmiistiir. Soluk olarak goziiken bantlar 115
kDa ve 150 kDa hizasindadir. MIC2 115 kDa agirhiginda olup, parazitin konak
hiicredeki ekstraselliiler matriks elemanlariyla etkilesmesini saglamaktadir. Laminin
ve kollajen proteinleriyle etkilesime girer. T.gondii’nin genis konak yelpazesinden

sorumludur. Virulansla direkt ilgisi olmayan bir proteindir (Wan ve ark. 1997).

Yapilan bu calisgmada RH ve Ankara suslarinin aym1 oldugu ve virulan
karakterdeki suslarda bulunan bantlar1 tasidiklari, avirulan olan TS-4 susunun ise
farkli bant patterni gosterdigi ortaya konmustur. Saptanan antijenik bantlar daha
sonraki caligmalarda virulans 6zelliklerinin saptanmasi ve tan1 yontemlerinde uygun

antijenlerin kullanilmas1 amaciyla kullanilabilir.
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OZET

Toxoplasma gondii Antijenlerinin Karakterizasyonu

Toxoplasma gondii diinyada yaygin olarak goriilen ve toksoplamoza yol agan
parazittir. T. gondii zorunlu hiicre i¢i yerlesim gostermektedir ve insanlar dahil tiim
sicak kanlilar1 enfekte etmektedir. insanlarda ozellikle immun yetmezligi olanlarda
ciddi klinik belirtiler meydana getirmektedir. Konjenital bulas sonucunda
olusabilecek hidrosefali, intrakranial kalsifikasyon ve korioretinit gibi dnemli klinik
tablolarla gelecek nesli tehdit etmektedir. Hayvanlarda meydana getirdigi diisiiklerle
de hayvanciligin yaygin oldugu iilkelerde ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Tanis1
direkt olarak PCR ile yapilirken, dolayli tan1 referans test olan Sabin-Feldman boya
testi, IHA, ELISA ve IFA gibi serolojik testlerle konmaktadir. Serolojik testlerde
saptanan antikorlarin titresi, sentezlenmelerine yol acan antijen yapisiyla iliskilidir,

bu yiizden farkli suslardaki antijen yapilarinin incelenmesi 6nem tasimaktadir.

Bu calismada T. gondii’nin ii¢ susu kullanmilmistir ve aralarindaki farkliliklar
incelenmistir. Calismada kullanilan suslar RH, Ankara ve TS-4 suslaridir. RH ve
Ankara susu virulan olup fare peritonu i¢ine inokiile edilerek iiretilmislerdir. TS-4
susu avirulan olup, Vero hiicre kiiltiiriinde iiretilmistir. Yeterli miktarda iireme
olduktan sonra takizoitler alinmis ve par¢alanmistir. Pargalanan takizoitlerin protein
icerikleri Bradford yontemiyle saptanmistir. Yogunlastirmak amaciyla liyofilize
edilen suslar ardindan SDS- PAGE ile yiriitilmiislerdir. Yiiriitilen antijenler
giimiisleme ile boyanmis ve ortaya c¢ikan bantlar standart protein ladder ile

karsilastirilmstir.

Karsilastirma sonucunda RH ve Ankara suslarinin ayni antijenik yapilari
icerdigi gozlenmistir. Avirulan TS-4 susu ise daha farkli ve genel olarak diger iki

virulan suga oranla daha az miktarda antijen yapisina sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, Antijen

37



SUMMARY

Characterization of Toxoplasma gondii Antigens

Toxoplasma gondii is a worldwide parasite causing toxoplasmosis. 7. gondii is
an intracellular protozoon that infects all warm blooded animals including humans. It
may cause severe clinical disorders especially in immunsupressed humans.
Congenital transmission of 7. gondii may result in severe clinical symptoms like
hydrocephalus, intracranial calsification and chorioretinitis threatening new
generations. Economical losses in stockbreeding countries may be seen because of
abortus in animals. Direct diagnostic method is PCR and indirect methods are
serological tests such as IHA, IFA, ELISA and a known reference test Sabin-
Feldman dye test. As detected antibody titers in serological tests are correlated with
antigens that cause synthesis of antibodies, it is important to know antigenic

structure of different strains.

In this study three strains of 7. gondii were used and differences were
examined. RH, Ankara and TS- 4 strains were used. RH and Ankara strains which
are virulent were inoculated to peritoneal cavity of mice. TS- 4 strain is avirulent and
produced in Vero cell culture. After enhanced growth tachyzoites were taken and
broken down. Protein concentration was detected by Bradford method. After
concentration by lyophilisation they were run on SDS- PAGE gel. After
polichromatic silver stain antigens were compared by using a standard protein

ladder.

After comparison RH and Ankara strains were seen to have the same antigenic
structure. Avirulent TS-4 strain is different from the others and has much less
quantity of antigens.

Key Words: Toxoplasma gondii, Antigen
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