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TOXOPLASMA GONDII ASI ADAYI SAG 1 GENININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU, PROTEIN
EKSPRESYONU VE ANTIJENIK YAPISI

Erciyes Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Parazitoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Mart 2019
Damsman: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

OZET

Toxoplasma gondii kozmopolit dagilima sahip bir parazit olmasinin yani sira
mortaliteye sebep olmasi ve transplasental yolla yavrulara gecisi nedeni ile oldukca
onemli bir halk sagligi sorunudur. Toxoplasmosis’in tanis1 ve hastaliga karsi asi
gelistirilmesi amaciyla gecmisten giiniimiize parazite ait bir¢cok antijen arastirilmis ve
etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada Tiirkiye Halk Sagligi Kurumundan temin
edilen T. gondii takizoitleri kullanilarak ylizey antijenleri arasinda 6nem arz eden SAG1
proteinini kodlayan genin molekiiler karakterizasyonun yapilmasi, rekombinant protein
ve DNA’nin elde edilmesi, immunreaktivitenin gosterilmesi ve rekombinant SAGI1
antijeninin ELISA tabanli teshisteki duyarlilik ve 0Ozgiinliigiiniin ortaya konulmasi
amaclanmistir.  Bu amagla T. gondii takizoitlerden genomik DNA (gDNA)
izolasyonunu takiben SAG1 gen bolgesi dizayn edilen 6zgiin primerlerle amplifiye
edimis ve sonrasinda plazmit vektorlere klonlanmistir. Klonlama sonrasi elde edilen
plazmit DNA sekanslanarak SAG1 geninin niikleotid ve amino asit sekanslar1 elde
edilmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 ortaya konulmustur. Hem niikleotid hem de
amino asit sekans ve filogenetik analizleri SAG1 geninin korunmus bir gen bolgesi
oldugunu gostermistir. Molekiiler karakterizasyonu takiben elde edilen TrToxSAGI1
izolatina ait amplikonlar DNA as1 adayr olarak pcDNATM3.1/V5-His TOPO®
ekspresyon vektoriine basarili bir sekilde klonlanmis ve rekombinant DNA izolasyonu
yapilarak uygun sartlarda muhafaza altina alinmistir. TrToxSAGI izolatina ait gDNA
optimize edilen primerlerle PCR’da ¢ogaltilmis ve elde edilen amplikonlar pet100
ekspresyon sisteminde klonlanarak rekombinant antijen ekspresyonu ve izolasyonu
saglanmistir. {lgili proteini kodlayan amino asitlerin in-silico analizleri ile rekombinant
antijenin SDS-PAGE ve Western Blot analizleri SAG1 proteininin yaklasik 35 kDa
bliyiikliiglinde oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen rekombinant SAGI antijeni

ELISA yontemiyle islenmis ve referans tam kiti esliginde farkli konsantrasyonlardaki
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antijenlerin etkinlikleri degerlendirilmistir. Rekombinant SAG1 ELISA’nin %84,2
duyarliliga ve %81,0 6zgiinliige sahip oldugu belirlenmis ve aym1 zamanda kappa
istatistik testi sonuglarina gore referans ticari kitsonuglar1 ile arasinda iyi bir

korelasyonun bulundugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile Tirkiye’de ilk kez T. gondii’nin &nemli yiizey
antijenlerinden biri olan SAG1’in molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen
sonuglar, tilkemize 6zgii izolatlar kullanilarak parazitin spesifik tanis1 ve hastaliga karsi

as1 gelistirilmesi iizerine yeni arastirmalar icin model olusturmustur.

Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii, SAGlgeni, Molekiiler karakterizasyon,
Klonlama, Rekombinant protein, DNA Asisi, ELISA
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MOLECULAR CHARACTERIZATION, EXPRESSION AND ANTIGENIC
STRUCTURE OF SAG 1 GENE AND ITS PROTEIN, A CANDIDATE FOR
TOXOPLASMA GONDII VACCINE

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
PhD. Thesis, March 2019
Supervisor: Prof. Dr. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a cosmopolitan parasite that is found all over the world. This
parasite can cause mortality and also it is an important public health problem because of
transplacental passage from pregnant women to babies. In order to diagnose
toxoplasmosis and develop a vaccine against the disease, many antigens have been
investigated and their activities have been evaluated from past to present.

This study aimed to perform molecular characterization of the gene encoding the SAG1
protein, which is an important surface antigen, using tachyzoites of T. gondii taken from
Turkey Public Health Agency, and also to obtain recombinant protein and DNA, to
demonstrate immune reactivity and to illustrate the sensitivity and specificity of
recombinant SAG1 antigen in ELISA-based diagnosis. For this purpose, after isolation
of genomic DNA (gDNA) from T. gondii tachizoids, SAG1 gene region was amplified

using originally designed primers and then cloned into plasmid vectors.

Through sequencing of the plasmid DNA obtained by cloning, nucleotide and amino
acid sequences of the SAG1 gene and protein were obtained and their molecular
features were demonstrated. It was shown that the SAG1 gene was a conserved gene

region by using nucleotide and amino acid sequence based phylogenetic analysis.

The amplicons of the TrToxSAGL1 isolate following the molecular characterization were
successfully cloned into the pcDNA ™ 3.1 / V5-His TOPO® expression vector as a
DNA vaccine candidate and recombinant DNA was isolated and kept under appropriate
conditions. The gDNA of TrToxSAG1 was amplified in PCR with optimized primers
and the resulting amplicons were cloned in the pet100 expression system, recombinant

antigen expression and isolation were performed.



The in-silico analysis of amino acids encoding the protein of SAG1 and SDS-PAGE and
Western blot analysis of the recombinant antigen have shown that SAGL is
approximately 35 kDa. The obtained recombinant SAG1 antigen was utilized in ELISA
and the efficacy of different concentrations of the antigen was evaluated in parallel with
the reference diagnostic kit. Recombinant SAG1 ELISA had a sensitivity of 84.2% and
a specificity of 81.0% respectively, and it was also found that there was a good
correlation between the results of Recombinant SAG1 ELISA and the reference

commercial kit results using kappa statistical test.

In conclusion, in this study, molecular characterization of SAG1, one of the important
surface antigens of T. gondii, was performed for the first time in Turkey. The obtained
results have been a basis for new research on the specific diagnosis of parasites and
development of a vaccine against the disease by using the isolates specific to our

country.

Key words: Toxoplasma gondii, SAG1 gene, Molecular Characterization, Cloning,
Recombinant protein, DNA Vaccine, ELISA
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1. GIRIS VE AMAC

Toxoplasma gondii, diinya ¢apinda yaygin dagilim gosteren zorunlu intraselliiler bir
parazittir (1). Cok farkli ve genis konak dagilimi gostereren T. gondii, memelilerden
kuslara kadar tiim sicakkanli hayvanlari enfekte etme yetenegine sahiptir (2).
Transplasental bulasma sonucunda insanlarda ve hayvanlarda 6lii dogum, diisiik ve fetal
anomalilere, immun sistemi baskilanmis ya da zayif bireylerde bir¢ok organ
tutulumundan meningoensefalit tablosuna kadar hayati tehdit eden durumlara neden
olmaktadir. Bu o6zellikler T. gondii’yi saglik ve ekonomik agidan onemi yiiksek bir
parazit yapmasinin yaninda, as1 ¢alismalar1 kapsamina alinan bir parazit olmasina neden

olmaktadir (3).

Gliniimiizde T. gondii’ye baglh gelisen fetal anomalilerin tedavisinde her yi1l milyarlarca
ABD dolar1 harcanirken, bu anomalilerin olugsmamasi ve azaltilabilmesi i¢in hala yiiz

milyonlarca dolarla ifade edilen arastirma kaynaklar1 harcanmaktadir (2).

Eseysiz iiremenin goriildiigli insanda, takizoit ve bradizoit formu goriiliirken, eseyli
tiremenin gorildigi kedi ve kedigillerde ise ti¢ enfektif form olan ookist, takizoit ve
bradizoit formlar1 goriilmektedir. Hastaligin patogenezinde onemli olan bu formlarda
bulunan proteinler toxoplasmosis’in tanisinda  kullanilmasmin  yaninda as1

caligmalarinda da hedef bolgeler olarak kullanilmaktadir (2, 4).

Toxoplasma gondii takizoit ve bradizoitlerinin glikosilfosfotidilinositol (GPI) ile iliskili
antijenlerle kapl oldugu gosterilmistir. Bu antijenlerin biiylik bir cogunlugu SAG1 ve
SAG2’den olusmaktadir. T. gondii ylizey molekiillerinin konak hiicreye invazyonda
immun modiilasyonda ve viriilansda 6énemli rol oynadig: bildirilmistir. Ayn1 zamanda
parazitin ¢evrede yasamini siirdiirebilmesine katki sagladigi goriilmistiir (70).
Dolayisiyla parazitin patogenezinin aydinlatilmasi, as1 ¢alismalari ve tani kitlerinde

hedef molekiil olarak SAG proteinleri yogun olarak kullanilmistir.



Bu tez ¢alismasinda toxoplasmosis’e karst umut verici as1 adaylarindan olan T. gondii
SAG 1 geninin Tiirkiye izolati1 kullanilarak molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik
analizinin yapilmasi, SAG 1 geni tasiyan plazmid DNA ve SAG 1 rekombinant
proteininin elde edilmesi, antijenik yapisinin incelenmesi ve serolojik etkinliginin

gosterilmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1 TOXOPLASMOSIS VE TOXOPLASMA GONDII

2.1.1 Tarihge

Ik kez 1900 yilinda bir kus tiirii olan java sercesinin hemotopoetik sisteminde tespit
edilen T. gondii, Haemamoeba danilewskyi’nin ¢ogalan bir formu olarak

diistinilmiisttir(4).

Charles Nicolle ve L. Manceaux isimli iki arastirmaci tarafindan ilk kez 1908 yilinda
tanimlanan T. gondii, Kuzey Afrika’da Tunus’ta yasayan Ctenodactylus gundii isimli
bir kemirgenin karaciger, dalak ve kemik iliginde saptanmigtir. Parazitin cins isminde
gecen “toxon” kelimesi yunanca olup yay anlamina gelmektedir. Parazit yay sekline
benzedigi igin parazitin isimlendirilmesi bu sekilde yapilmistir (6). Ilk insan olgusu
1923’te Prag’ta Janku tarafindan yaklasik bir yasinda olan bir bebegin goziinde
saptanmistir. 1937'de Cowen ve Wolf tarafindan ilk yeni dogan ensefaliti bildirilmistir.
Kean ve Grocott tarafindan 1945°te ilk defa asemptomatik kisilerde T. gondii’ye bagl
doku kistleri gosterilmistir. 1949°da Sabin ve Feldman tarafindan toxoplasmosis
tanisinda kullanilan sensivitesi ve spesivitesi yliksek bir test olan Dye testi kullanilmaya
baglanmistir. Remington, Jacobs ve Melton 1960 yilinda T. gondii’nin hayvan etinden
de insana bulasabilecegini gostermislerdir. Ulkemizde ilk insan olgusu Unat ve

arkadaslari tarafindan 1953’te bildirilmistir (6, 7).
2.1.2 Simflandirma
Toxoplasma gondii’nin taksonomik siniflandirmasi su sekildedir (6).

Bolim : Eukaryota

Alem : Protozoa



Sube : Mizozoa

Alt Sube : Apicomplexa
Sinif : Conaidasida

Alt Siuf ; Coccidiasina
Takim ; Eucoccidiasina

Alt Takim Eimeriorina

Aile : Sarcocytidae

Alt Aile : Toxoplasmatinae
Tiir ; Toxoplasma gondii

2.1.3 Morfoloji

T. gondii’nin {i¢ enfektif déonemi vardir. Bunlar hizli béliinen invaziv takizoit, doku
kistlerinin i¢inde yasayan ve yavas boliinen bradizoit ve ookistin i¢inde korunmus halde

bulunan sporozoittir (8).

Takizoitler (trofozoitler, izl ¢ogalan form), hilal veya muz seklinde olup uzunlugu
4-8 um, genigligi de 2-3 um’dir. Bir ucu yuvarlak iken diger u¢ daha incedir. Ince olan
kisim sivri olmayip daha ¢ok ucu kesilmis gibi diiz bir sekilde sonlanir. Giemsa veya
Wright boyasi ile boyanan oOrneklerde cekirdek kirmizi — mor renkte boyanirken,
sitoplazma ise mavi renkte boyanir. Bu form serolojik testlerde (Sabin-Feldman Testi,
Fluoresan Antikor Testi gibi) siklikla kullanilmaktadir. T. gondii dkaryot canlilarin
ortak ozelligi olan niikleus, mitokondri ve golgi cisimcigine sahip olmasinin yaninda
baz1 6zellesmis organelleri de bulunmaktadir. Bu organeller yaygin olarak parazitin
apikal ucunda bulunurken daha ¢ok invazyon mekanizmasinda gorev alirlar. Bu
organellerden bazilar1 sekretuar tiptedir. Bunlar mikronemler, roptriler ve dens
graniillerdir. Bazilar1 da daha ¢ok parazitin iskeletini olusturan yapisal organellerdir.
Bunlar apikoplast ve konoittir. Apikoplast 4 kat membranla kapli 6zel bir organel olup,
konoid, tubulin ve polar ring gibi bir¢ok elemandan olusmaktadir. Plazma membrani
boyunca uzanan mikrotiibiil denen yapi parazitin yaklasik 2/3’ kadardir. Parazit

kendisine karekteristik seklini veren inner membranla ¢evrelenmistir (2, 9) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Toxoplasma gondii trofozoiti; 1: Apikal ug, 2: Konoid, 3: Mikronem,4: Roptri, 5: Apikoplast,
6: Dense Graniilii, 7: Golgi Aygiti, 8: Mitokondri,9: Niikleus, 10: Graniillii Endoplazmik retikulum (10).

Bradizoitler (kistler veya doku kistleri), T. gondii’nin hiicre i¢ine girdikten sonraki
donemde hiicresel immiin cevabin olusmasini takiben olusan doku kistlerinin i¢inde

yavas ¢ogalan formu bradizoit olarak adlandirilmaktadir. Bu kistler bircok doku ve



organa yerlesebilirken daha ¢ok beyin ve kaslari tercih etmektedirler. Bu kistler beyinde
daha ovalimsi iken kas dokusunda ise ince ve uzun bir hal alir. Kistlerin boyutlar1 ¢ok
degiskendir. Geng kistler 10 um iken, daha yash olan kistler ise 100 um’ye kadar
cikabilmektedirler. Bu kistlerin i¢cinde yiizlerce bazen binlerce bradizoit
bulanabilmektedir (11). Kist i¢inde bulunan bradizoitler endodiyogeni ile ¢ogalirlar.
Doku kisti seklinde alinan bradizoitler sindirim sisteminden asit pepsine karsi olan
resistanslar1 sayesinde yapisi bozulmadan gegerler. Periyodic-acid-schiff boyasi (PAS),
Wright-Giemsa, Gomori’nin methamine silver ve immunoperoksidaz boyalar1 ile

boyanirlar (4) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Fare beyninde bulunan doku kisti i¢indeki bradizoitler (10).

Ookistler (kedi diskisindaki form), T. gondii’'nin kedi ve kedigillerin bagirsaklarinda
eseyli liremenin sonucunda olusan ve diskiyla disariya atilan enfektif bir formudur.
Ookistler oval, 11-14 um x 9-11pum boyutundadir. Her bir ookist 2 sporokist icerir. Her
sporokist 4 adet sporozoit icermektedir. Ookist duvar1 saglam, gii¢lii cok kath
tabakalardan olusmaktadir. Bu yap1 onu cevresel faktorlerden korunmasina katki
saglamaktadir (12). Kedi digkisiyla disariya atilan form heniiz enfektif degildir. Enfektif

olabilmesi ve olgunlagabilmesi i¢in uygun hava ve nem kosullarina gereksinim duyar.



Bu olgunlasma siirecine sporulasyon adi verilmektedir. Bu siire¢ ortamin 1s1, hem ve
oksijen miktarma bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Sporulasyonun, 24°C’de 2-3
giin, 15°C’de 8 giin, 11°C’de 14-21 giin siirdiigii, 4°C’nin altinda veya 37°C’nin iistiinde
ise olugsmadig1 gosterilmistir. Olgunlasan ookistler uygun sartlarda toprakta 1 yil kadar
canliligim1 koruyabilmektedir. Ookistlerin klorlamaya ve bazi dezenfektanlara da

direngli oldugu bilinmektedir (13) (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Toxoplasma gondii ookisti (5).

2.1.4 Hayat Dongiisii

Toxoplasma gondii’nin doku kistlerini ya da sporlanmis ookistlerini oral yolla alarak
enfekte olan kedilerde parazit iki farkli sekilde gelisme gosterir. Bu gelismeler enterik
ve ekstraintestinal fazlarin birbirini takip etmeleri sonucunda olusur. Aseksiiel donemde
merogoni ile merozoitler, gametogoni ile gametler olusurken, seksiiel donemde
sporogoni ile ookistler meydana gelir. Bu seksiiel donem sadece kedi ve kedigillerde
olugsmaktadir. Parazitin neslinin devaminda kedi anahtar bir rol oynamaktadir (14). Son
konak olan kedinin beslenmesi esnasinda parazitin herhangi bir formunu almasi
sonucunda parazit, kedinin incebagirsak epitel hiicrelerine girer. Bu déneme enterik ya
da enteroepitelyal faz denir ve sadece kedigillerde gergeklesir. Alinan sporozoitler
bagirsak epitel hiicresine girerken etrafinda parazitoforik vakuol olusur. Bu vakuol

icinde sporozoitler trofozoite doniisiir. Olusan bu trofozoitlerde endodiyogoni ile



boliinerek ¢ogalmaya baslar. Bir hiicrede sizontlarin i¢inde bir trofozoitten yaklasik 2-
40 kadar merozoit olusur. Enfeksiyondan birka¢ giin sonra sayilari artan merozoitler
hiicreyi pargalayarak yeni hiicreleri enfekte etmeye baslarlar (15). Yeni hiicrelere giren
bu merozoitlerden mikrogametosit ve makrogametosit olusur. Olusan her bir
mikrogametositten de 12 mikrogamet meydana gelir. Mikrogametlerin bulunduklart
hiicreyi par¢alamasinin ardindan makrogamet iceren hiicreye girerler. Hiicre icinde
bulunan mikrogametin, makrogameti déllemesi sonucunda zigot olusur. Olusan zigot
ookiste doniisiir ve kedilerin bagirsak liimenine atilir. Kedinin diskilamasi esnasinda
disariya atilan ookist uygun 1s1, nem ve oksijen varliginda sporlanir ve bu doéneme
sporulasyon denir. Bu donemde her bir ookist iginde 2 sporokist, her bir sporokist i¢inde
de 4 sporozoit meydana gelir. Bu asamalar1 geciren ookist artik enfektif hale gelmistir

(4, 9, 16).

Kedilerin digkilarinda bulunan ookistler, kedinin hangi formdaki paraziti aldig: ile
yakindan iligkilidir. Eger paraziti bradizoit sekinde almis ise yaklasik 3 giin, trofozoit
seklinde almis ise yaklasik 10 giin sonra olgunlasmamis ookistleri ¢ikarmaya baslarlar.
Olgunlagsmamis ookist atilim stiresi 20 giin kadar devam etmektedir. Bu siire zarfinda
her bir diskilama esnasinda yaklasik 100 milyon ookist ¢ikarmaktadirlar. Kediler
ookistlerle de enfekte olabilmektedir ancak diger formlara gore daha az etkili olan bir
formdur (17, 18).

Kediler disinda kalan diger canlilarda intestinal faz olmayip sadece ekstraintestinal faz
meydana gelmektedir. Kedi disinda kalan canlilarda enfeksiyon ookistlerle, doku kisti
iceren gidalarla veya tiim viicut sivilariyla bulasabilmektedir. Oral yolla alinan
ookistlerin igindeki sporozoitler serbest kaldiginda her biri intestinal epitel hiicreleri
icine girerek ¢ogalmaya baglarlar. Epitel hiicrelerini asan parazit makrofajlar tarafindan
fagosite edilerek, immiin sistemden kagip, viicudun her yerine hatta bazi organlarda
Ozellesmis halde bulunan bariyerleri de gecip enfeksiyon olusturabilme yetenegine
sahiptirler (19) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Toxoplasma gondii nin hayat dongiisii (9).

2.1.5 Bulasma

Toksoplazmozis’te bulasma edinsel ve konjenital olarak sekillenmektedir. Edinsel
bulagma kedi diskisindaki ookistler ile kontamine su ve gidalarin alinmasi, bradizoitler
bulunan doku kistlerini barindiran ¢ig veya yeterince pigsmemis etlerin yenilmesi ile
gergeklesirken, konjenital bulasma takizoitlerin transplasental olarak gegmesi
sonrasinda meydana gelmektedir. Son konagin digkis1 ile heniiz sporiile olmayan
olgunlagsmamis ookistler disariya atilirlar. Ara konaklar bu ookistleri farkli yollarla
alirlar. Alinan bu ookistler ara konagin viicudunda hizlica takizoite doniisiip, savunma
sisteminin devreye girmesiyle dokularda bradizoit igeren doku Kkistleri haline
dondigiirler. Viicutlarinda doku kisti bulunduran ara konaklarmm, son konak kedi
tarafindan yenmesi ile kediler enfekte olurlar. Doku kisti iceren etlerin ¢ig ya da az
pismis yenmesiyle, kontamine ookistlerle, kan, kemikiligi ve organ nakli esnasinda T.
gondii ile enfekte olunabilir. Anneden bebege transplasental yolla bulas olabilmektedir.
Boyal1 biyopsi o6rneklerinde doku kistleri gériilmesine ragmen tani seroloji ile konur.
Konjenital infeksiyonun tanisinda amniyon sivisinda T. gondii DNA’s1t PCR ve Real-

Time PCR gibi molekiiler yontemlerle tespit edilebilmektedir.
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2.1.6 Epidemiyoloji

Toxoplasma gondii zoonotik bir parazittir. Bu parazit kediler ile yakin iliskili
oldugundan kozmopolit bir dagilim gostermektedir. Insanlarda ve diger sicakkanli
canlilarda hatta bazi sogukkanli hayvanlarda da eritrositler hari¢ tiim g¢ekirdekli

hiicreleri enfekte etme kabiliyetine sahiptir (20).

Enfeksiyon etkeninin insanlara ¢ok farkli yollar ile bulasabildigi; akut donemde tiim
viicut sivilariyla, pastorize olmamis kegi siitiiyle, hemodiyaliz ile olabilecegi gibi daha
cok kist barindiran besinlerin ¢i§ veya az pisirilip yenmesi ve ookist barindiran
yiyeceklerin alinmasi yolu ile gergeklesir. Enfeksiyonun dagiliminda kedi digkilariyla
kontamine ookistlerin alinmast yolu da 6nemlidir. Ayrica bu ookistlerin yayiliminda
bazi bocek ve sineklerde gorev almaktadir. Kedilerin digkilama aliskanliginda diskinin

topraga gomiilmesi de parazit neslinin devami agisindan énem arz etmektedir (9).

Son yillarda organ transplantasyonlarinin ve kemik iligi naklinin artmasi, kanserli ve
AIDS hastalarindaki artis sebebiyle T. gondii’nin giderek Onemi artan bir parazit
olmasina neden olmustur. Konjenital enfeksiyonun olustugu durumlarda, hidrosefali
intrakranial kalsifikasyon, korioretinit, mikrosefali gibi tablolara neden olabildiginden

bu konuda 6nemli ¢abalar sarf edilmektedir (21-24).

T. gondii seroprevalansi insanlar, sicakkanli hayvanlar ve son konak kedilerde diinya
capinda cok farkli oranlarda bulunmaktadir. Hastalik %10 gibi diisiikk oranlarda
olabilecegi gibi %80 civarinda da goriilebilmektedir. Genel olarak diinya niifusunun
yaklagik %30’unun T. gondii ile enfekte oldugu bildirilmektedir (19, 24). T. gondii
prevalansi, Gilineydogu Asya, Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Afrika sahil
tilkelerinde %10-30 civarlarinda iken, Orta ve Giiney Avrupa iilkelerinde bu oranin
%30-50 oldugu belirtilmistir. Tropikal Afrika ve Latin Amerika iilkelerinde ise bu
oranin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Bu oranlar iilkeden iilkeye degisebilecegi
gibi ayni iilkedeki farkli toplumlarin arasinda da degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
degisikligin ana nedenleri arasinda iklim faktorleri yer almaktadir. Cilinkii iklim
faktorleri ookistin canli kalma siiresini etkilemektedir. Tropikal iklimlerde, nemli
topraklarda ve sicak havanin oldugu bolgelerde yliksek seroprevalans goriiliirken, kurak

ve soguk bolgelerde bu oranin daha diisiik oldugu goriilmistiir.
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Iklim faktdrlerinin yan1 sira toplumlarin antropogenetik &zellikleri de hastaligim
prevalansinda &nemli bir yer tutmaktadir. Ornegin diyet aliskanliklar1 (pisirme
metodlari, el yikama aliskanliklari, tiiketilen etin cinsi, sebze meyve yikama
aliskanlig1), ekonomik, sosyal, kiiltiirel seviye, kullanilan suyun temizligi gibi faktorler

hastaligin prevalansini etkilemektedir (2).

Kot hijyen kosullar1 altinda yasayan ¢ocuklarda T. gondii seroprevelansinin yiiksek
oldugu gosterilmistir. Bu durumun muhtemelen su kaynakli olabilecegi {izerinde

durulmustur.

Brezilya’nin kuzeyinde yapilan bir ¢alismada, ayni yas gruplart i¢inde, diisiik diizeyde
sosyoekonomik seviyeye sahip olan bireylerde T. gondii seroprevalansinin %84, orta
diizeyde sosyoekonomik seviyeye sahip olanlarda %62, yiiksek sosyoekonomik
seviyesine sahip olanlarda ise %23 oldugu gosterilmistir. Sosyoekonomik seviyesi
diisiik olan bireyler incelendiginde ¢ogunun 15 yas alt1 bireyler oldugu gosterilmistir.
Yiiksek sosyoekonomik seviyesine sahip olan bireylerin ¢ogunun enfeksiyonu 20
yasindan sonra gegcirdigi, yast 20-29 olanlarin seroprevalansinin %20, yaslart 40-49

arasinda degisen bireylerin ise seroprevalansinin % 70 oldugu gosterilmistir (25).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de T. gondii farkli seroprevalanslar géstermektedir.
1983-87 yillar1 arasinda Ozcan ve arkadaslarinin yaptifi calismada 4200 hasta
serumunun yaklasik %49’unda, 1991-95 yillar1 arasinda Altintas ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada 9410 hasta serumunun yaklasik %50’sinde, 2003 yilinda ise Yazar ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada hastalarin %58,2’sinde T. gondii’ye ait

antikorlara rastlanmistir (4).

2.1.7 Patogenez ve Immiinoloji

Toxoplasma gondii’nin  olusturdugu patolojinin  temelinde  girdigi  hiicreyi

parcalamasiyla meydana gelen hiicre hasar1 vardir.

Toxoplasma gondii’nin ¢ok genis bir konak yelpazesinde, invazyon yetenegi vardir. Bu
invazyon mekanizmast Onceden bilinenin aksine aktif bir mekanizmadir. Bu
mekanizmada parazitin aktif motilitesi ve sekretuar organellerden (micronem, rhoptri,
dense graniil) salinan proteinler gérev almaktadir (Tablo 2.1). invazyon igin 6ncelikle

adezyon yani konak hiicreye tutunma gerekmektedir. Bunun i¢in mikronemlerden
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salinan mikronem proteinleri gerekir ve bu olay kalsiyum bagimli bir mekanizma ile
gerceklesir. Mikronemlerin konak hiicre yiizeyindeki reseptorlerle olan iliskisi parazitin
oryantasyonunu gergeklestirmesine katkida bulunurken, adezyonunu da gii¢clendiren bir
mekanizmadir. Invazyon, konak hiicre yiizeyi ile parazit arasindaki kompleks bir
iliskiye dayanir. Bu dinamik olay parazitin sitoskleleton yapisinda bulunan aktin
miyozin etkilesmesi ile karmagsik bir lineer motor sistem kurularak hiicre i¢ine girmesi
saglanir. Bu mekanizmaya “gliding motility” adi verilmektedir. Bir baska deyisle

parazit hiicre i¢ine kayma hareketine benzer bir hareketle girmektedir (5).

Hiicre icine giris yakin zamana kadar bilinenin aksine, endositik bir aktivite olmayip,
parazitin apikal tarafi ile konak hiicre membrani arasinda kurulan “tight junctionlar”
sayesinde adina “moving junction” denilen bir mekanizma ile gergeklesmekte ve sadece
15 ile 30 saniye arasinda parazit hiicre i¢ine girmektedir. Kurulan hiicreler arasindaki
kopriiler sayesinde “moving junction” mekanizmasi ile parazitin 6nce apikal tarafi
sonrada diger ucu hiicre icine girmekte ve parazitin etrafin1 parazitoforik vakuol
cevrelemektedir. Bu sistemde gorevli olan diger yapilar ise parazitin apikal ucunda
bulunan apikal membran antijeni, mikronemler, roptriler, roptri neck proteinleridir.
Meydana gelen parazitoforik vakoulun devamliligini saglayan roptrilerden salinan
proteinlerdir. Bu roptrilerden ROP2 ve ROP18 parazitoforik vakoulun sitozolik tarafi ile
iligki iginde olup protein kinaz aktivitesine sahiplerdir. Bu aktivite sayesinde parazitin
biiyiimesine ve viriilansina katki saglarlar (26). invazyonda gorevli diger bir roptri
proteini de ROP16 olup, konak hiicre gen ekspresyonunu etkileyip, interlokin

salinimina neden olmaktadir (27).

Invazyonda ROP proteinlerinin yaninda, dense graniillerde gorev almaktadir. Dense
graniilleri invazyondaki ilk bir saate olusan parazitoforik vakouliin sekillenmesine
katkida bulunmaktadirlar. Olusan bu parazitoforik vakuol paraziti lizozomal
enzimlerden ve sitoplazmik vezikiillerden korumaktadir. Dens graniillerden salinan
sekresyonlarin parazitoforik vakuol membranindan gelisen membran tiibiilleri ve
vakuoler liimenin olusumuna katki sagladigi, olusan bu tubiil ve limen yapisinin parazit
ve konak hiicre arasinda madde aligverisine katki sagladigi, parazitin konak hiicre
sitozoliinden besinleri alirken, parazitin sentezledigi bazi lipid yapili bilesikleri ve

proteinleri de konak hiicreye aktariminda rol aldig1 gosterilmistir (28).
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T. gondii icin hayati 6neme sahip olan parazitoforik vakoul yapisi konak hiicre
mitokondrisi ile iliskilidir. Buda parazitin metabolizmasi i¢in gereken enerji kaynagini
karsilama agisindan Onem arz etmektedir. Parazitoforik vakoul yapis1i iginde
endodiyogeni ile cogalan takizoitler ortalama 6 ya da 9 dongiiden sonra sayilar1 yaklagik
olarak 64 veya 128 oluncaya kadar bu vakoul yapisi i¢inde kalmaya devam ederler. Bu
saylya ulasan parazitin i¢ginde bulundugu hiicre i¢i kalsiyum artisiyla tetiklenen
mekanizma, takizoitlerin hiicreyi parcalayip serbest kalmasi ile sonuglanir. Serbest
kalan parazitler komsuluk yoluyla yeni hiicreleri enfekte edebilecegi gibi, kan ve lenf

yolu ile tasinip uzak organ ve dokular1 da invaze edebilir (29).

Meydana gelen hiicre dliimlerinin artmasiyla beraber hastaligin patolojisi de belirgin
hale gelmeye baglar. Farkli organ ve dokularda farkli histopatolojik belirtiler olusur.
Omegin lenf bezleri biiyiir ve siserken kimi zaman bu duruma ateste eslik
edebilmektedir. Hepatosplenomegali, akcigerlerde hiperemik goriiniim, bagirsak
duvarinin kalin ve 6demli gériiniimii akut toxoplasmosis’in Klinik belirtileri arasindadir.
Cogu zaman hastanin immiin sisteminin devreye girmesiyle, eger herhangi bir immiin
sistemi baskilayan bir durum sézkonusu degil ise hastalik hafif grip benzeri

semptomlarla ya da asemptomatik olarak gegirilebilmektedir (2, 4, 29, 30).

Kronik T. gondii enfeksiyonunda bradizoitlerin hiicreleri par¢alama sanslart ¢ok sinirh
oldugundan, klinik belirtiler nadir goriilmektedir. Ancak bagigiklik sisteminin hasar
gordiigii durumlarda bradizoitler takizoit forma doniisebilmektedirler. Genellikle bu

durum ¢ok agir ve dldiiriicii olabilmektedir (23, 24).

Tablo 2.1. T. gondii hayat dongiisiinde bulunan farkli hayat evrelerindeki degisiklikler

Takizoit Bradizoit Merozoit Sporozoit
Nukleus Merkezi Bazal Merkezi Bazal
Mikronem Az Cok Az Cok
Rhoptry Sayis1 5-12 5-10 3-5 5-10
Rhoptry Goriiniim Labirent Solid Solid Labirent
Yogun Graniiller Cok Cok Az Cok
Polisakkarit Graniilleri Az Cok Yok Cok
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2.1.8 Kilinik

T. gondii enfeksiyonu baslica 2 gruba ayrilabilir.
1. Konjenital enfeksiyon
2. Postnatal enfeksiyon

Postnatal enfeksiyon da kendi arasinda immun sistemi saglam bireyler ve immiin

sistemi baskilanmig bireyler olmak {izere iki kisimda incelenebilir.

Konjenital enfeksiyonun olustugu durumlar, genellikle gebenin hamile kalmadan 6nce
parazitle bu siirecten O6nce karsilasmadigi durumlarda, gebenin parazite karsi immiin
yanitinin olusmadig1 durumlarda meydana gelmektedir. Eger anne adayi hamileliginden
once bu parazitle karsilagsmis ve ona karst immiin yanit olusturmus ise gebeligi
stiresince bu parazitle karsilagsa bile anne ve bebek ag¢isindan riskli bir durum 6n

goriilmemektedir (22).

Gebelik doneminden Once parazit ile karsilasmamis bireyler, eger gebelikleri siiresince
parazit ile karsilagirsa, T. gondii plesanta aracilig ile bebege gegebilmektedir. Aslinda
plesanta 6nemli bir bariyerdir. Fakat T. gondii’nin monosit ve makrofajlarin igine girip,

immun sistemden kagmay1 basarabildigi i¢in bu bariyerleri rahatlikla gegebilmektedir

).

Bebekte meydana gelen klinik tablonun ciddiyeti enfeksiyon ajaniyla hangi donemde
karsilagildigiyla yakindan iligkilidir. Eger bu donem ilk {i¢ aylik periyotta ise parazitin
bebege gegme orant %10 iken, bu oran ikinci ii¢ aylik donemde %30, son donemde ise
%70’lere kadar ¢ikabilmektedir. Fakat olusan klinik tablonun siddetiyle, parazitin
bebege gectigi trimester ters orantilidir. Yani ne kadar erken donemde bebege gecis
olursa bebekte meydana gelen hasar o denli siddetli olmaktadir (22, 31). Bebege gegis
son trimesterde oldugunda, vakalarin %80’den fazlasinda klinik tablo olusmayip
asemptomatik seyretmektedir. Fakat parazitin bebege gecisi ilk trimesterde olusursa ¢ok
agir tablolar olusabilmektedir. T. gondii nérotrop bir parazit oldugundan beyin ve goze
yerlesebilmekte ve buralarda ilk trimesterde ¢ok agir tablolara neden olabilmektedir.
Santral sinir sisteminde oOzellikle beyaz cevheri tutup bu boélgelerde inflamasyon

odaklar1 ve ardindan nekrotik odaklar olusturmaya baglar. Bunun neticesinde nekrotik
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odaklar aqua ductus sylvius’u tikar ve neticesinde lateral ventrikiillerde dilatasyon ve
sonucunda hidrosefali tablosu olusur. Olusan bu nekrotik odaklara kalsiyumun ¢okmesi
neticesinde kalsifikasyon odaklar1 olusmakta ve olusan odaklar X-ray veya
transfontanel ekografi ile de goriintiilenebilmektedir. Ilk trimesterde olusan major
sekeller, mental reterdasyon, epileptik ndbetler, mikrosefali, hidrosefali, sagirlik ve

motor gelisim geriligidir (32)

Ik trimesterde hasarin siddetli oldugu diger bir organ gozdiir. Gozde de mikrooftalmi,
katarakt, artmis intraokuler basing, strabismus, optik norit ve retinal nekroz odaklari,
retinokoroid, {iveit ve olusan nekrotik odaklar makiila densa’y1 etkiler ise korliikle de

neticelenebilmektedir (33).

219 Tam

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

ciddiyetinden dolay1 6zel 6nem arz etmektedir.

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

siniflandirabilmektedir.

1. Direk tan1 yontemleri

2. Indirek tam yontemleri

Direk tan1 yontemleri arasinda bulunan etkene yonelik tanida, T. gondii’nin bradizoit
takizoit ve ookist gibi hayat dongiilerinden birinin iginde bulundugu doku veya
organlardan hazirlanmis preparatlarda gosterilmesi ile olabilecegi gibi, T. gondii’ye ait
siipheli materyaller deney hayvanlarina intraperitoneal veya intrakranial olarak
verilmesini takiben, hayvanlar 3 ila 7 giin bekletildikten sonra periton sivilarindan ya da
beyin dokusundan alinan Orneklerde parazitin varligi tespit edilebilmektedir. Bu

yontemin diginda parazit farkli hiicre hatlarina da ekilebilmektedir (9).
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Bir diger direk tani yontemi de PCR’dir. Bu yontem toxoplasmosis’in tanisinda
kullanilan duyarlilifi ve hassasiyeti yliksek bir testtir. Gelen hasta 6rneklerinden izole
edilen T. gondii DNA’siin hedef gen bolgelerinin gogaltilip gériintiileme sistemlerine
aktarilmasina dayanan bir metottur. Bu sistemin biraz daha gelismis olan1 Real Time

PCR olup sensivitesi ve spesifitesi daha yiiksektir.

Indirek testler giiniimiizde daha ¢ok serolojik metotlarin kullanildig1 bir dizi testten
olusmaktadir. Bu serolojik testlerin temelinde hasta serumunda bulunan T. gondii’ye
kars1 olusmus IgM, IgG, IgA, IgE tipi antikorlarin tespitine dayali bir sistemdir. Mevcut
serolojik yontemler arasinda Sabin-Feldman Dye Test (SFDT), Enzim Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT),
Modifiye Aglutinasyon Test (MAT), indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHAT),
Komplement Fiksasyon Testi (CFT), Lateks Aglutinasyon Test (LAT)’ti bulunmakla
birlikte giinimiizde mevcut referans laboratuvar disinda kalan rutin laboratuvarlarda
daha ¢cok ELISA ve IFAT kullanilmaktadir (2).

Gilintimiizde daha ¢ok gebelik ve Oncesini kapsayan donemde kullanilan bu testler,

immun sistemi baskilanmig bireylerin takibinde de yogun olarak kullanilmaktadir.

Akut enfeksiyonun serolojik tanisinda en ¢ok IgM tipi antikorlar kullanilmaktadir.
Ancak kullanilan bu antikorlar baz1 protozoon parazit enfeksiyonlarinda ve bazi
inflamatuar romatizmal hastaliklarda da yiikseldiginden capraz reaksiyon olusturup

yanlis pozitif sonug verebilmektedir.

Gebeligin ilk trimestirinda ve gebelik doneminden once belirlenen IgG antikorlarinin
negatif olmasi, bebek ve anne acisindan riskli bir durum olusabileceginden anne
adaylarinin bu konuda bilgilendirilmesi gerekmektedir. IgG pozitif bulunan gebelerde
ise anne adaymnin daha 6nce T. gondii ile karsilasmis oldugunu fakat enfeksiyonu ne
zaman geg¢irdigi hakkinda bilgi vermemektedir. Bunun i¢in anne adaymnin avidite testi
yaptirmasi gerekmektedir. Diisiik avidite enfeksiyonun yakin bir zamanda, yaklasik 3-4
ay icinde gecirmis olabilecegini gosterdiginden bebek acisindan riskli bir durum
olusturmaktadir. Yiiksek avidite ise enfeksiyonun 3-4 aydan daha uzun bir siire dnce
gecirdigini gostermektedir. Bu bilgilerin bilinmesi tedaviyi yonlendirmenin yaninda

bebegin anne karnindan alinmasi ile de sonuglanabilmektedir (2) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. T. gondii antikor serolojilerinin yorumlanmasi (10).

Gebelerde enfeksiyonun hangi evresinde oldugunu tespit etmek i¢in kullanilan bir diger

yontem ise Differantial agliitinasyon testidir.

Gelecekte kullanilmasina umutla bakilan yeni bir yontem IFN- y release assay’dir. Bu

yontem konjenital enfeksiyonun, postnatal donemdeki tanisina yonelik bir testtir (34).
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Bu yontem IFN- y konsantrasyonunun ol¢iimiine dayali bir sistemden olugmaktadir.
Tam kan hiicrelerinin T. gondii antijenleriyle in vitro ortamda stimiilasyonu sonucunda
ortaya c¢ikan IFN- y miktarinin ELISA yoOntemiyle Olc¢lilmesine dayanan bir testtir.
Yontem ayni zamanda Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonunun tanisinda da
kullanilmaktadir (35).

2.1.10 Tedavi

Toxoplasmosis’in Klinigi, hastanin yasi, immun durumu, cinsiyeti vb. gibi bir¢ok
duruma bagli oldugundan, tedavisinde de farkliliklar bulunmaktadir. Hastalar
enfeksiyonu ¢ogu zaman asemptomatik olarak gecirmekte ve boylece bu bireylerde
tedaviye gereksinim duyulmamaktadir. Tedavi i¢in asil onemli olan kitle gebeler ve

immiin sistemi zayiflamig bireylerdir (36).

Immun sistemi baskilanmis bireylerde tedavi; bu bireylerde hastalik ¢ok agir bir tablo
ile karakterizedir. Ozellikle AIDS hastalarinda olusan ensafalit tablosunda genellikle
birden fazla ilacin kombine kullanimi1 uygulanmaktadir. Primethamine, sulfadiazine ve
folik asit eklenmesi ile olusan tedavi protokolii uygulanmaktadir. Eger kisinin
stilfonamidlere olan toleransinda bir bozulma meydana geldigi takdirde klindamisin
kullanilabilecek diger bir ilagtir. Fakat hasta akut toxoplasmosis ise kullanilan

primethamine/sulfadiazine yerine atovaquon kullanilir.

AIDS hastalarinda ise primethamine/sulfadiazine kombinasyonunun yerine trimetoprim

sulfametaksozol kombinasyonu tercih edilmektedir (4, 9, 14).

2.1.11 Korunma

Hastaliktan korunmada Oncelikle etkenin hayat dongiisiiniin ve bulas yollarmin 1yi
bilinmesi gerekmektedir. Alinmas1 gereken onlemleri enfeksiyon kaynagina goére 3 ana

baslik halinde siniflandirabiliriz.

Enfeksiyon kaynaginin kedi diskisindaki ookist oldugu durumlar; kedi diskis1 i¢indeki
ookistler ¢evreye atildiktan yaklasik 2-3 giin sonra enfektif hale gelebilmektedir. Ookist
atilim1 kedinin hayati boyunca sadece bir kere olup, yaklasik 2 hafta boyunca atilim
devam etmektedir. Olusan ookistler 55°C 1sitilmakla yaklasik 1-2 dakika icinde
O0lmektedir. Fakat bu ookistler sodyum hipokloride direnclidir. Bu bilgiler 1s18inda
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kedilerle temastan sonra ellerin yikanmasi, kedi digkisinin bulundugu esyalarin sik sik
60 C’nin tizerindeki sularla yikanmasi, kedi diskismimn bulundugu esyalarin temizligi
yapilirken eldiven giyilmesi, kedi besleyen kisilerin kedileri konserve ve ¢ig olmayan

besinlerle beslemesi bu alanda alinacak 6nlemler arasinda siralanabilmektedir (37, 38)

Enfeksiyon kaynaginin, ¢evreye dagilmis halde bulunan ookist oldugu durumlar; bu tip
bulasmada olusan riskli durumlar, genellikle bahge isleriyle ugrasildigi, acik alanda
yapilan ¢esitli aktiviteler esnasinda toprakla temas esnasinda olusabilmektedir.
Ookistler ¢evre 1s1smin 4 C oldugu durumlarda yaklasik 1 yil, -10 'C oldugu durumlarda
106 giin, 35'C oldugu durumlarda 32 giin, 40 C oldugunda ise 9 giin canli kalabilmekte
ve enfektivitesini korumaktadir. Ayrica ookistler ¢evrede bulunan aritilmamis sularda
ve kuyu sulariin yiizey kisminda bulunabilmektedir. Ookistler ile enfekte topraklar ile
temasta ellerin, ozellikle tirnaklarin fircayla yikanmasi ve bahge islerinde eldiven
kullanilmasi, alinacak Onlemler arasindadir. Ookistler suda uzun siire canliligini
kaybetmeden yasayabilmekte, dondurulmaya, klorlanmaya, ozon uygulanmasina direng
gostermektedirler. Midye, istakoz, yenge¢ gibi kabuklu deniz canlilarinin pisirilmeden,
yere yakin yetisen sebze ve meyvelerin iyice yikanmadan yenilmemesi, deniz ve
nehirlerde yapilan aktivitelerde sularin yutulmamasina dikkat edilmesi, agikta bulunan

sularin ig¢ilmemesi, bu alanda alinacak 6nlemler arasindadir (18, 39).

Enfeksiyon kaynaginin doku kisti oldugu durumlar; agik alanda organik olarak iiretilen
koyun, keci, domuz gibi hayvanlarin yaninda en riskli grubun yaban hayvanlarinin
oldugu canlilarin, et tiiketiminin ve kesim islemlerinin yapildig: hallerdir. Doku kistleri
67 'C’de 1sitilma ile dlmekte iken, -12 'C’de en az 3 giin bekletilmesi gerekmektedir.
Doku kistleri buzdolabinda 3 hafta, 60'C’de 10 dakika, 50 'C’de 10 dakika, -6,7 C’de 11
gin canliligint korumakta olup, bu degerler doku kistinin i¢inde bulundugu etin
kalinligina da bagh olabilmektedir. Bu durumlarda alinacak 6nlemler arasinda etlerin 1y1
pisirilmesi, az pismis et yenmemesi, pisirme esnasinda mikrodalga firin kullanilmamasi,
etlerin buzdolabinda -20'C’de en az 15 giin bekletilmesi, et kesim iglemlerinde

kullanilan bigaklarm iyi yikanmasi gerekmektedir (40).

2.2 ASI VE ASI CALISMALARI

Toxoplasma gondii’nin olusturdugu tablonun ciddiyeti, seroprevalansinin yiiksek olusu,

hem saglik, hem de ekonomik agidan kayiplara yol a¢gmasi nedeniyle parazitin
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olusturdugu hastaliklarin tedavisi olduk¢a 6nemlidir. Kullanilan ilaglarin hem maliyet
hem de yan etkisi, klinik durumlarda olusan tablonun ciddiyeti, tedavideki yetersizlikler
nedeniyle gilinlimiizde kullanilan ilaglarin tedavide eksik kaldigi goriilmektedir. Bu

sebeble giiniimiizde as1 ¢alismalarina hiz verilmistir.

As1 galigmalarinda hedef olarak parazitin hayat dongiisiinde goriilen 6zellikle 3 farkli
donem iizerinde durulmustur. As1 ¢alismalar1 ile insanlarda enfeksiyonun onlenmesi,
klinik semptomlarin giderilmesi, kedilerin diskilar1 ile gevreye yaydiklar1 ookistlerin
sporlanmasinin engellenmesi, hayvanlarda olusan doku kistlerinin olusumunun
engellenlenerek insana gegisin azaltilmasi hedeflenen amaglar arasinda gosterilmektedir

(41).

Toxoplasma gondii’nin farkli hayat evrelerindeki farkli antijenik yapilarindan
kaynaklanan nedenlerle asi ¢alismalarinda bazi zorluklarla karsilagilmaktadir. Var olan
bu farkli antijenik yapi ve parazitin farkli hayat evreleri, insan ve hayvan konak
farkliliklar1 as1 calismalari sirasinda karsilasilan zorluklardandir. Insanlarda canli ve
attenue as1 adaylarimin  kullaniminda bazi yan etkiler ve etik problemler
bulunmaktayken, giiniimiizde hayvanlarda canli ve atenue asi adaylari denenmektedir
(42).

Kedilerde ookist atilimini 6nlemek i¢in yapilan as1 ¢calismalariin biiytik bir kismi canli
asilardan olugmaktadir. Kullanilan bu canli asilarin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bu dezavantajlar arasinda asilarin canli oldugu i¢in sinirli raf Omrii olmasi ve
enfeksiyona yol agabilme riskleridir. Koyunlar i¢in gelistirilen ve canli bir as1 olan
Toxovax, T. gondii’nin S48 susu ile hazirlanmistir. Koyunlarda bu asimin kullaniminin
doku kisti olusumunu azalttig1 goriilmiistiir. Her ne kadar koyunlar icin gelistirilmis olsa
da kedilerde kullamildiginda 7. gondiinin kedideki eseyli iiremesini belirli oranda

inhibe ettigi de gorilmistiir (9).

Bu konuda yapilan baska bir canli mutant as1 ise; T. gondii’nin T-263 adli susu ile
hazirlanan asidir. Bu as1 calismasinda domuz c¢iflikleri kullanilmistir. Domuz
ciftliklerinde yasiyan kediler toplanip, asilandiktan sonra serbest birakilmislardir. Daha
sonra domuzlardan alinan serum 6rneklerinde T. gondii seroprevalansinin diisiik oldugu
gorilmiistiir. Bunun sonucunda ¢evrenin ookistlerle kontaminasyonun azaltilmasi,

domuzlarda enfeksiyon riskini azalttigi belirlenmistir (9).
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Kedilerde kullanilan asi tiirlerinde, T. gondii suslart irridasyon yoluyla, kimyasal
ajanlarla, rekombinant antijenler aracilig1 ile veya yeni bir sistem olan feline herpes
virlis type 1 araciligi gibi farkli yollarla verilmistir. Kullanilan biitiin yontemlerde
kedilerde belli bir seviyede immunite olusmustur. Fakat bu tip asilarin insanlarda

kullanilmasi uygun goriilmemistir (41, 43-44).

Insanlarda DNA asilarinin canli bakteriyel komponentlerle birlikte kullanilmas1 etik

acgidan tartisma olusturmaktadir. Buna ragmen bu tip asilar giiniimiizde bulunmaktadir.

Gebeler i¢in gelistirilen bir stratejide, gebe kalmadan dnce anne adaylarinin agilanmasi
ve gebeligin sonuna kadar olan siire zarfinda T. gondii’ye kars1 koruyucu bir immunite
gelismesini amaglamistir. Bunun i¢in hiicre icermeyen fakat T. gondii nin sekrete ettigi
antijenik Ozellikteki proteinlerin eksozomlar araciligi ile verilmesi denenmistir. Bu
metodun farelerde ise yaradigi goriilmiis ve insanlar iginde bir umut olabilecegi
diistiniilmiistir. Eksozomlarin bunu hangi mekanizma ile yaptigi hala tam olarak

aciklanamamistir. Bu konuda daha ¢ok ve genis caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Profilaktik a1 ile; insan enfeksiyonunu Onlemesi, enazindan klinik tablo olusturacak
hastaliklar1 azaltabilmesi, hayvanlardaki infeksiyonu oOnleyerek insanlara gecisin
azaltilmasi, kedilerdeki zoonotik dongiiyii engelleyerek g¢evreye yayilan ookistlerin

azaltilmas1 amaglanmustir (43).

Immun sistemi baski altinda olmayan saglikli bireylerde enfeksiyon bir kez gegirilmis
ise omiir boyu bagisiklik saglamaktadir. Fakat konjenital bulagmanin s6z konusu oldugu
durumlarda ise enfeksiyonun olusturdugu klinik tablo ilerleme egilimindedir. Bu durum
bazen dogumdan hemen sonra olugmasa bile dogumdan yillar sonra da
olusabilmektedir. Bdyle durumlarda en c¢ok hasar bireyin retinasinda meydana
gelmektedir. Konjenital enfeksiyonun hamilelik siirecinde ilk kez enfekte olan anne
adayindan bebege gectigi bilinmekte olup enfeksiyonun kronik oldugu durumlardaki
gebelerden de bebege enfeksiyon ajaninin gegtigini gosteren kanitlar nadir de olsa
bulunmaktadir (42). Fakat yapilan ¢alismalar toplumdaki genel populasyonun %0,1’den

daha azinin konjenital olarak enfekte oldugunu gostermistir (41).

T. gondii’ye kars1 olusan koruyucu immunitede var olan ve olusan CD4+ T-lenfosit ve

CD8+ sitotoksik T-lenfositlerin rolii oldugu bulunmustur. CD4+ T-lenfosit ve CD8+
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sitotoksik T-lenfositlerin birbirine sinerjik etki gosterdigi, CD4+ T-lenfositlerin Thl
sitokinler araciligiyla CD8+ sitotoksik T-lenfositlerinin faaliyetlerini diizenledigi
gosterilmistir. Anti CD4+, anti CD8+ antikorlarinin T. gondii’ye kars1 olusmus direngi
zayiflattigi, bu durumun T. gondii’ye karsi olusmus immiinitenin CD4+ T-lenfosit ve

CD8+ sitotoksik T-lenfositleri ile olugtugunun bir gostergesi olmustur.

DNA agilarinin baglica kuvvetli bir sitotoksik T hiicre yamtiyla iliskili oldugu

bilinmektedir.

Akut enfeksiyonda ve asilama ile gelisen immunitede CD4+ T-lenfositlerin rolii oldugu,
kist olusumunun engellenmesinde ve immun cevabin devamliliginda ise CD8+

sitotoksik T-lenfositleri gorev aldig1 kaydedilmistir (46, 47).
Protein asilarinda B hiicre cavabininin indiiklendigi gdsterilmistir.

DNA asilarmin ise kuvvetli bir CD8 + sitotoksik T-lenfosit yanitini uyardigi, bunu
yaparkende Thl yanitin1 kullandigi bilinmektedir (1).

Toxoplasma gondii igin hazirlanan ve g¢alisilan as1 adaylarinin biiyiik bir kismi, adezyon
ve invazyonda gorevli olan molekiiller hedef alinarak gelistirilmeye ¢alisiimaktadir. Bu
hedef molekiiller salgisal ve yiizey proteinlerdir. Bu sebebledir ki adezyonda ilk salinan
proteinlerden olan ve parazitin apikal kisminda bulunun bir organel olan
mikronemlerden salinan MIC proteinleri, hedef molekiiller arasinda yogun olarak
calisilan bir grubu olusturmaktadir. T. gondii ekstraktlarindan hazirlanan mikronem
proteinleriyle yapilan c¢alismalarda sican ve farelerin canli kaldiklar1 goriiliirken,
beyinlerinde olusan doku kisti miktarinda da yiiksek miktarda azalma oldugu tespit

edilmistir (48).

Yogun olarak ¢alisilan bir diger hedef molekiil SAGI antijenidir. SAGI antijeni toplam
takizoit proteinlerinin %35 kadar kismini olusturmaktadir. T. gondii konak hiicre
birlesmesi esnasinda temas edilen bélgeden hiicre disina dogru salinmaktadir. SAG1’in
farkli adjuvanlarla kullanilmasi sonucunda yapilan calismalarda, kullanilan farelerde

yiiksek oranda sag kalim ve beyin parazit yiikiinde azalmalar oldugu tespit edilmistir
(49).
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Bagka bir antijen olan GRA ve ROP’lar ile yapilan ¢alismalarda da T. gondiiye karsi
gelisen immun yanit olusturdugu ve bu olusan immun yanitin enfeksiyona karsi kismi
koruma sagladig1 goriilmiistiir (50). Efektif bir rekombinant asi hem sekiiel hem de
asekstliel dongiiye etkili olabilmeli ve T. gondii’nin her ii¢ hayat evresinde de etki
gosterebilmelidir. Hayvanlarda olusan kist formunu 6nlemek amaciyla hedef alinan

bolge beyin olmalidir.

Beyin kistlerini 6nlemek icin yapilacak ¢alismalarda kullanilacak ajanlarin beyinde
¢Oziinen tipte olmasi ve bununda oral yoldan uygulanmasi gerekmektedir. Yapilan
caligmalarda en az iki farkli T. gondii izolatin kullanildigi ve caligmanin parelel
yapilmas1 gerekliligi kaydedilmistir. T.gondii’ye Kkarst olusmus immunitenin
etkinliginden bahsedebilmemiz icin olusan immunitenin genotip2 disinda kalan
izolatlarda da etkili olabilmelidir. Iimmunizasyon isleminde kullanilacak fareler tercihen
BALB/c ve C57BL/6, C3H/HeN olmalidir. Bu farelerin disinda aginin insan igin etkili
olup olmadigini anlamak i¢in outbred fareler kullanilmalidir. Ciinkii bu farelerin genetik

yapisi, insanlardaki genetik yapiyla yakin benzerlik tasimaktadir (51).

2.3 ADJUVANLAR

Asilamada amag, enfeksiyon ve/veya hastaliga karsi etkin patojen spesifik immiin
yanitin uyarilmasi ve bu yanitin uzun siireli olmasidir. Bu ¢ogu zaman istenildigi 6l¢iide
basarilamamaktadir. Ozellikle kompleks hayat dongiisiine sahip sitma etkeni
Plasmodium tiirleri ve biiyiik viicut yapili Fasciola hepatica gibi helmintlere karsi ast
caligmalarinda imit edilen basarilar elde edilememistir. Pek ¢ok viral etkene karsi ticari
olarak as1 bulunmasina karsin bugiin parazitlere kars1 etkin ve insanlara uygulanabilen
bir as1 bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu durum asi etkinligini arttirmak igin yeni
arayiglara girilmesine sebep olmustur. Yaklasik yliz yil once as1 formiillerine ilave
edilen ve “adjuvant” olarak adlandirilan aliiminyum tuzlari bu konuda 6nemli bir adim
olmustur. 1920 yilinda Gaslon Ramon tarafindan adjuvant 6zelligi olan maddeler
kesfedilmesinden birkag yil sonra Glenny tarafindan veteriner difteri asi
kombinasyonunda aliiminyum tuzlar1 kullanilmistir. Freund adjuvantinin insanlarda
reaksiyon vermesi yeni arayislara yol agmis ve son 20 yildir yeni nesil adjuvantlar
olusturulmus ve kullanilmistir. Son yillarda as1 teknolojisindeki gelismelerle DNA

asilar1 ve canli vektor agilarinin kullanimina ilaveten adjuvant ve adjuvant sistemlerinde
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de gelismeler olmustur. Adjuvantlarin yan etkilerinin diisiik seviyelerde olmasi ayrica
stabil, kullanimi kolay ve enjeksiyona uygun olmasi gerekmektedir. Hem antijen
spesifik bagisik yanit1 gliclendirmek hem de optimal tipte immiinite uyarimiyla koruma

saglamak i¢in gerekli olan adjuvantlar 6zetle ti¢ grupta incelenebilmektedir (51).

1-Klasik adjuvantlar 2-Yeni nesil adjuvantlar 3-Adjuvant
sistemleri

-Aliminyum Tuzlar1 -Toll-like reseptor agonistleri -Klasik+Yeni nesil
-Emiilsiyonlar -Saponinler

-Lipozom ve virozomlar -Immiin stimiile edici komplesler

Geleneksel adjuvanlar ¢ogunlukla karmasiktirlar ve yiizey-aktif bilesikler, mikrobiyal

bilesenleri ve/veya ¢esitli polimerler ve lipidler ¢ok iyi tanimlanmaistir.

2.3.1 Aliiminyum Tuzlar

Aliiminyum tuzlar1 80 yildan daha uzun siiredir asilarda yaygin bir sekilde adjuvant
olarak kullanilmakla birlikte etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (52).
Daha onceleri aliminyum tuzlarmin enjeksiyon bolgesinde (antijen 1srar1) depo
formasyonu (depot formation) seklinde etki gosterdigi ve APC’lerin o bdolgeye
migrasyonunu ve alimimin arttirdigr diisiiniilmekteydi. Son zamanlarda ise aliiminyum
tuzlarinda absorbe edilen antijenlerin multivalent formda sunulduklar1i ve bunun
antijenlerin APC’lerde daha etkili sekilde internalize olmalarim1 sagladigi 6ne
siiriilmiistiir (53). Ustelik daha yakin zamanlarda aliiminyum tuzlarinm, pro-
imflamatory sitokinlerin (IL-1B ve IL-18 gibi) iiretimi ve salinmasinda onciil olan
“inflammasom” kompleksi (PRR lerin Nod -benzeri ailesinin bir liyesi) komponentlerini
aktive etttigi gosterilmistir. Th-1 tipi cevabinda kiigiik bir etkileri olan, aliiminyum
tuzlart Th-2 antikor cevabinda birinci derecede rol oynamaktadirlar (54). Bu tiir
adjuvantlarin kullanildig: asilara 6rnek olarak Hepatit A agilari, Hepatit B asilari, insan
papillavirus asilari, Streptococcus pneumoniae asisi, pediatrik difteri, tetanoz ve
pertussis (DTaP) asilar verilebilir (51).
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2.3.2 Emiilsiyonlar (MF59)

Onceleri water-in-oil emiilsiyon (w/o) adjuvantlar (Freud’un incomplete/complete)
insanlarda ¢ok reaktojenik oldugu i¢in kullanimina son verilmistir. Daha sonralar1 (w/o)
emiilsiyonlarin daha yiiksek safliktaki yeni versiyonlart asilarda kullanilmistir.
Bunlardan biri Montainide emiilsiyonlaridir ve klinik denemelerde 6nemli sonuglar
alimmustir. bB adjuvantlar prostat kanseri, ovaryum kanseri ve non-small-cell akciger
kanseri asilarinda kullanilmistir (55-57). W/o emiilsiyonlarina ek olarak, o/w (oil-in-
water) emiilsiyonlar1 da gelistirilmistir. O/w emiilsiyonlariin etki mekanizmasi tam
olarak anlasilmamakla birlikte dogustan gelen inflamatory cevaplarla ilgili olduguna,
APC’ lerin olusumu ve aktivasyonunu, injeksiyon bolgesinde antijen varligmin devam
ettirilmesi ve immiin-komponent hiicrelere sunulmasi ve sitokininlere farkl
materyallerin teminini sagladigi diisiintilmektedir (52). Reaktojenik 6zellige sahip o/w
emiilsiyonlar, w/o emiilsiyonlarla karsilagtirildiklarinda lisansli asilarda daha bagarili
olarak kullanilmislardir. Bir o/w emiilsiyonu olan MF59 adjuvanti, mevsimsel influenza

asisinda kullanilmaktadir. MF59, Th2 araciligiyla humoral cevabi stimiile etmektedir

(58).

2.3.3 Lipozom ve virozomlar

Lipozomlar klasik adjuvantlarin iiglincii tipi olan sentetik nano kiireciklerdir. Antijenleri
cevreleyen lipit katmanlar tasirlar ve antijen verici cihaz gibi gdrev yaparlar.
Lipozomlar aktif olmamalarina ragmen, ana fonksiyonlarinin antijen sunumu oldugu
diistiniilmektedir. Lipozom icermeyen fakat virozom igeren lisansli iirlinler influenza
viriislerinin bos zarflarimi tasirlar ve lipozomlara benzemektedirler. Fonksiyonel viral
zarf glikoproteinleri hiicrenin uyandirilmas: ve antijenin hedef hiicrelere membrandan
flizyonunu saglamaktadir. Hepatit A ve influenza asilarinda virozomlar adjuvant olarak
kullanilmaktadir. Tiim yas gruplarinda giivenle kullanilabilen influenza asisindaki
virozomlarin iyi tolere edildigi ve yiliksek derecede immunojenik etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (59, 60).
2.3.4 Toll-like reseptor agonistleri

Toll-like reseptorler (TLR) immiin sistem tarafindan patojene bagli molekiiler yapilarin
tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar. TLR’lerin kesfi ile dogustan ve kazanilmis

bagisiklik arasindaki iliskinin tanimlanmasiyla paralel yeni nesil adjuvantlarin/immun
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uyaricilarin  (immunoenhancer) gelisimini getirmistir. Immunoenhancerlar adjuvant
fonksiyonlarin1 monositler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerde oldugu gibi direkt

sitiimiilasyon yoluyla gostermektedirler.

Onemli bir immunositumulatorlerden biri olan ve TLR-4 agonisti olan MPL,
Salmonella minnesota bakterisinin ana lipopolisakkaritinin (LPS) kimyasal detoksifike
edilmis formudur. MPL, TLR-4 e baglanma yetenegine sahiptir ve dogustan gelen
immiin hiicrelere LPS’nin mekanizmasiyla ayni sekilde etki etmektedir. MPL, yardimci
stimiilator molekiillerin ve sitokinin saliniminint stimule etmekte ve boylece kaliteli ve

kantitatif olarak hem humoral hem de hiicresel bagisiklikta anjijene bagli immun yaniti

arttirmaktadir (61-63).

Diger Toll-like reseptorlerin  agonistleri arasinda  mikrobiyal DNA’nin
immunostimulator sequences (ISS) leri yer almaktadir. Ayni1 zamanda ISS tasiyan
bilesiklerin iyi tolere edilebildiginin belirlenmesi bu konudaki c¢aligmalarinin artigina
sebep olmustur. TLR ler tarafindan tanindiklarinda, bu ISS ler dogustan gelen immun
yanit1 izleyen adaptif immun yanitin amfilikasyonunu saglamaktadirlar. Biyolojik
aktiviteden yoksunlugu gosterilmis ISS’lerin kullaniminin as1 antijenlerine karsi
humoral ve hiicresel immun yanit1 arttirdigi gosterilmistir. Bu durum kanser ve allerji
asilarinda oldugu gibi, enfeksiyonal hastaliklara karsi kullanilan ¢esitli as1 adaylarinda
da (Hepatit B, Malaria, HPV ve HIV gibi) gézlemlenmistir. TLR-9 un agonisti ve pre-
inflamator sitokinlerin uyaricisi olan CpG DNA, giiniimiizde kanser terapisinde
kullanilan ISS lere bir érnektir. On klinik ¢alismalarda CpG lerin Th-1 immunitesini ve

sitotoksik T lenfositlerin yanitlarini arttirma yetenegi oldugu gosterilmistir (64).

TLR7 ve TLR8e bagli imidazoquininler de aday adjuvantlar arasindadirlar. Bu sentetik
organik bilesikler (Imiquimod ve resiquimod gibi), RNA baglanmasindaki ayni immiin
yanit1 indikliyerek giiglii anti-viral aktivite gosterirken, bunu dogal TLR reseptor
ligandlarin1  taklit ederek yapmaktadirlar. Imidazoquininler, HIV gibi viral
enfeksiyonlara kars1 ek T hiicrelerinin cevaplarinin gosterilmesini saglamis ve farelerde

antiviral immuniteyi arttirmiglardir (65, 66).
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2.3.5 Saponinler (Quil A)

As1 adyuvanti olarak gelistirilmeye caligilan bitkisel kokenli en 6nemli madde dogal
saponin olan Quil A’dir. Quil A, Giliney Amerika’da bir aga¢ olan Quillaja saponaria’
dan ekstrakte edilmis ve ilk olarak veteriner asilarinda kullanmilmistir (67). Fakat
insanlarda reaktojenik etkisinden dolayr kullanimina izin verilmemistir. Quil A'nin
QS21 denilen piiriifiye edilmis bir parcasi giliclii bir adjuvan kabiliyeti gosterdigi ve
hayvan modellerinde hem Thl hem de Th2 sitokin salinmasini sagladigi bildirilmistir

(68).

2.3.6 Immiin stimiile edici kompleksler (ISCOM:s)

ISCOMs lipidler, kolesterol, antijen ve Quil-A'dan olusan kafes benzeri komplekslerdir.
Bu adjuvantin fonksiyonu, hidrofobik etkilesimler ile, protein antijeni yakalamak ve
endositoz yoluyla APC tarafindan tutulmasini saglamaktir. ISCOMATRIX,
ISCOM’larin ticari olarak bulunan diger bir versiyonudur. Esas olarak ISCOM’larin
yapisina benzemektedir ancak antijenle birlesik degillerdir. ISCOMATRIX son yillarda
HCV, influenza ve kansere karsi as1 adayr olarak kullanilmistir (69). Adjuvant
sistemleri, birden fazla adjuvantin antijenle kombine edilmesiyle olusturulmus
sistemlerdir. Bunlar dogustan immiin cevabin sonradan kazanilan immiin cevabi1 modiile
etme yaklasimina dayanmaktadir. Bu amacla MPL, QS21 gibi gibi adjuvantlar klasik
adjuvantlarla (aliminyum tuzlari emiilsiyonlar ve lipozomlar) kombine edilmislerdir. Bu
sekilde olusturulmus ASO1, AS02, AS03, AS04 ve AS15 basta sitma olmak iizere
tiiberkiiloz, HSN1, mevsimsel influenza, hepatit B, Human papilloma virus, Herpex

simplex viriis, kanser immiinoterapisi ve melanoma’da kullanilmaktadir (70).

2.4 TOXOPLASMA GONDII YUZEY ANTIJENLERI

Toxoplasma gondii takizoit ve bradizoitlerinin glikosilfosfotidilinositol (GPI) ile iliskili
antijenlerle kapl oldugu gosterilmistir. Bu antijenlerin biiylik bir cogunlugu SAG1 ve
SAG2’den olugsmaktadir. T. gondii ylizey molekiillerinin konak hiicreye invazyonda
immun modiilasyonda ve viriilansda 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda
parazitin dis g¢evrede yasamini siirdiirebilmesine katki sagladigi goriilmiistiir (71).
Dolayisiyla parazitin patogenezinin aydinlatilmasi, as1 ¢alismalari ve tani kitlerinde

hedef molekiil olarak SAG proteinleri yogun olarak kullanilmistir (72) (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Takizoit veya bradizoitte bulunan T. gondii yiizey antijenlerinin gen ve proteinleri (71).
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Gen AR Protein Takizoit Bradizoit Genbank
sayisl

SAG1 319 P30 + - X14080
SRS1 420 + - u77677
SRS2 372 + - AF012276
SRS3 345 P35 + - AF012275
SRS4 396 bilinmiyor bilinmiyor AF078678
SRS5 NA® - - AF233651
SRS6 393 bilinmiyor bilinmiyor AF233650
SRS7 bilinmiyor bilinmiyor bilinmiyor AF335545
SRS8 bilinmiyor bilinmiyor bilinmiyor AF335546
BSR4 398 P36 - + AF015290
SAG2A 186 P22 + - M33572
SAG2B 190 + bilinmiyor AF108751
SAG2C 365 - + AF108752
SAG2D 373 - + AF108753
SAG2E 340 bilinmiyor bilinmiyor AF312720
SAG3 385 P43 + + L21720
SAG4A 172 P18 - + 7693373
SAG4B 180 bilinmiyor bilinmiyor AF015715
SAG5A 362 - + AF013968
SAG5B 367 - AF017268
SAG5C 367 - U64517

2.5 TOXOPLASMA GONDII YUZEY GENLERIi VE EKSPRESYON

T. gondii

yiizey antijenleri

ilk olarak biyokimyasal

yolla tespit

edilmistir.

Bunlardan {igli antijen spesifik monoklonal antikor kullanimi ile P30 (SAG1), P22
(SAG2A) ve P43 (SAG3) olarak tanimlanmistir (73). Sonrasinda P18 (SAG4A), SRS1
ve BSR4 geni klonlanarak tanimlanmistir (74). Daha sonra da yapilan caligmalarda;
SAG1, SAG3, SRS1-SRS4 ve BSR4’ii igeren bir aile tanimlanirken, SAG2A ve
SAG4A-B’nin bu aile ile iligkili olmadig1 tespit edilmistir. T. gondii ylizey antijenlerini
kodlayan gen ve protein takizoit veya bradizoitte bulunmasiyla ilgili veriler Tablo
2.2’de sunulmustur (75). Tamimlanan genler klonlanmis ve ekspresyonlar
degerlendirilmistir. Calismalar sonucunda bu genlerden yalnizca SRS5’in pseudogen
olabilecegi gosterilirken SAG2B’in 23 kDa’luk bir protein oldugu bildirilmistir (73).

2.6 YUZEY GENLERINDEKI FARKLILIK VE VARYASYONLAR

Giiniimiize kadar SAG1 disindaki SAG genlerinin bircogunun 7. gondii’nin takizoit,
bradizoit, merozoit ve sporozoit formlarindaki ekspresyon profilleri tantmlanamamustir.

Dolayisiyla bu ylizey genlerinin ekspresyonlarinin = gelisimsel regiilasyonunun
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tanimlanmas1 onemli veriler saglayacaktir. T. gondii i¢in kesin konak olan kedilerin
diski ve bagirsaklarinda bulunan ookist formu ile seksiiel gelisimin sonucu olusan
yiiksek derecede enfeksiyoz sporozoit donemi bulunmaktadir. Gliniimiize kadar
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle ¢ok az sporozoit antijeni tanimlanmistir.
Immunodominant takizoit antijeni olan SAG1 ve SAG2 yoklugunda sporozoitlerin 67
ve 25 kDa’lik iki dnemli immunojen eksprese ettikleri tespit edilmistir (76). Merozoit
donemle ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda T.gondii’nin hem
bagirsak hem de bagirsak disi formlarinin BSR4 veya BSR4 benzeri molekiiller
eksprese ettigi gosterilmistir. Ayrica merozoitlerin SAG1, SAG2C/D ve SRS2 eksprese
etmedikleri belirtilmistir. Bradizoitlerle ilgili ilk ¢aligmalar antiserum ve radyasyonla
yapilan g¢alismalar sonrast monoklonal antikorlarla gerceklestirilmistir (77, 78). Bu
caligmalar sonucunda P36, P24, P21 ve P18 isimli dort bradizoit spesifik molekiil
tanimlanmistir. Monoklonal antikor yontemiyle takizoit yiizeylerinde P43, P35, P30,
P23 ve P22 isimli bes 6nemli antijen tanimlanmistir. Bunlardan ikisi olan P43 (SAG3)
ve P23 bradizoitlerden de eksprese edilitken digerlerinin takizoit spesifik oldugu
belirtilmistir (79). SAG2A ve SAG2B yalnizca takizoitlerde tespit edilirken SAG2C
ve/veya SAG2D ise olgun bradizoitlerde tanimlanmistir. Ayrica SAG1 ailesinin iiyesi
olan SAG5B ve SAGS5C’nin ise takizoitler tarafindan eksprese edildigi bildirilmistir
(80).

Belirtilen T. gondii dénemlerindeki SAG gen ekspresyonlarindaki farkliliklara ilaveten
T. gondii’nin {i¢ tipi arasinda da Sl¢iilebilir diizeyde varyasyonlarin oldugu bildirilmistir
(81). Gergekte birgok SAG geni, ti¢ T. gondii tip ve nadir rekombinant izolatlarla
karsilastirildiginda  dimorfik  oldugu belirtilicken SAG  genlerinin  0,5-2,0kb
biiytikliigiindeki sekanslar1 karsilastirildiginda %1-5 polimorfik oldugu belirtilmistir
(82).

2.7 YUZEY GENLERININ FONKSiYONLARI

Yiizey genlerinden SAG genlerinin fonksiyonuyla ilgili ilk ¢alismalar monoklonal
antikor kullanilarak yapilmig ve T. gondii’nin invazyonu sirasinda erken donemde SAG
genlerinin fonksiyonu aydinlatilmaya calisilmistir. Bu ¢alismalarda, P30 (SAGL)
hedefli monoklonal antikorlarin, kiiltiire edilmis konak hiicrelerine takizoitlerin

yapismasint inhibe ettigi gosterilmistir (83). P22 (SAG2A) ve T3.3G11, T4.1F5 spesifik
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monoklonal antikorlarin parazitle inkiibasyonunun takizoitlerin tutunmasini artirdigi
gosterilmistir (84). SAG1 ve SAG2 genlerinin invazyon sirasindaki énemi canli SAG
mutantlarinin izolasyonuyla da ortaya konmustur. Bu mutantlar takizoitlerin tutunma ve
invazyondaki mindr defektleri ortaya koyarken ayni zamanda P22 ve P30 negatif
mutantlarin tespitine de kolaylik saglamaktadir (85). Yapilan bu caligmalar SAG
genlerinin en 6énemli fonksiyonunun immunmodiilatér ve virulans faktorleri oldugunu
gostermistir. Bu nedenle parazitin konak i¢indeki yasamina katkisi olan en &nemli

molekiillerden birinin SAG geni oldugu bildirilmistir.

2.8 SAGI1 GENIi

Toxoplasma gondii kozmopolit dagilima sahip bir parazit olmasinin yani sira
mortaliteye sebep olmasi ve transplasental yolla bebeklere gegisi nedeni ile oldukga
onemli bir halk sagligi sorunu olarak degerlendirilmektedir. Insanda bradizoit ve
takizoit formu bulunan parazitin olusturdugu toxoplasmosisin patogenezinde parazite
ait faktorler parazitin tanisinin konulmasi ve parazitten korunmak icin as1 gelistirilmesi
caligmalarinda 6nem arz etmektedir. SAG 1 proteini hastaligin patogenezinde onemli
olan ve parazitin hiicreye invazyonunda salgilanan bir proteindir. SAG1 geni takizoit
doneminde ortaya ¢ikan bir antijendir. T. gondii antijenleri igerisinde en iyi karakterize
edilenlerden biri olan SAGI1 antijenine karsi viicutta hem humoral hem de hiicresel
bagisiklik olusmaktadir. Bu nedenle; SAG1 gerek tanida gerekse asi calismalarinda
siklikla kullanilan bir antijendir (86,87).



3. GEREC VE YONTEM

Deneyler, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan cihazlar (Tablo 3.1) ve sarf malzemeleri, soliisyon ve besi

yerleri, canli materyaller (Tablo 3.2) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar.

Cihaz/Ad1

Santrifiij (Hettich 32R, Almanya)
Santrifiij (Avanti® J-E, ABD)
Jel goriintiileme cihazi (ChemiDoc Mp, Bio-Rad, ABD)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)
Vorteks (Bencmixer, Bencmark, ABD)
Invert mikroskop (Leica, ABD)
Termalcycler (Sensogest, Almanya)
NanoDrop 2000c Spektrofotometre (Thermo scientific, ABD)
Su banyosu Jeio tech BS-06 (Jeiotech, G. Kore)
. Inkiibatorlii shaker (Jeio tech SI-300, G. Kore)
. Kuru Is1 Blogu, Digital heat blog (Bencmark, ABD)
. Mikrodalga firin, MD 554 (Argelik, Tiirkiye)
. Manyetik karistirict, MK 418 (Niive, Tiirkiye)
. -20 Derin dondurucu (Siemens, Almanya)
. -80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)
. +4 buzdolabi (Ugur, Tiirkiye)
. Hassas terazi (Radwag, Polonya)
. Yatay elektroforez cihaz1 (Bio-Rad, ABD)
. Distile su cihazi (Elga, UK)
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Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan malzemeler.

Sira Tanimi/Ad1

Toxoplasma gondii takizoitleri (RH Ankara susu)
NNN besiyeri

RPMI-1640 Medium

Hepes 1M (MULTICELL,Rhode Island, UK)
TgSAG1 F: (5'-ATG TCG GTT TCG CTG CAC C-3")
TgSAGI R:(5'- TCA CGC GAC ACA AGC TGC -37)

e wpRE
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7. TgSAGIPFU F: (5-CAC CAT GTC GGT TTC GCT GCA CC-3")

8. TgSAGIPFU R:(5'-TCA CGC GAC ACA AGC TGC-3")

9. 15 ml'lik falkon, santrifiij tlipii (Sigma-Aldrich, ABD)

10. 25 cm? kiiltiir flask (Sigma-Aldrich, ABD)

11. RPMI-1640 Medium (Biochrome, Almanya)

12. Ampisilinli LB kat1 besiyeri

13. Ampisilinli LB siv1 besiyeri

14. Penicillin-Streptomycin 100X Solution (5000 units) (Invitrogen, ABD)
15. Dokudan DNA izolasyon Kiti (QIAamp, Qiagen, ABD)

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

17. Agaroz (Lonza, ABD)

18. 100 bp. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

19. 500 bp. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

20. 1 kb DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

21. CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)

22. pcDNA™3 1/V5-His TOPO Expression Kit (Invitrogen, ABD)

23. OneShot TOP10 ChemicallyCompetent E. coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)
24. EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit (BioBASIC, Kanada)
25. Pfu DNA polimeraz ve reaksiyon tamponu(10x) (Bio-Basic Kanada)
26. dNTP miks (Bio-Basic Kanada),

27. Plasmid izolasyon kiti (Roche, Almanya)

28. DAB tablet (Sigma-Aldrich, ABD)

29. Anti-HisG-HRP antikoru (Invitrogen, ABD)

30. PCR piirifikasyon kiti (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche, ABD)

3.1 TOTAL GENOMIiK DNA iZOLASYONU

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan temin edilen T.
gondii takizoitlerinden DNeasy Blood & Tissue Kiti (QIAGEN, ABD) ile prosediiriine
uygun olarak ile agsagidaki sekilde yapildi.

1. 1,5 mI’lik tiipe T. gondii takizoitlerinin i¢inde bulundugu kiiltiir ortamindan alinarak

500 pl’lik 6rnek hazirlandi.

2. 1,5 ml’lik tiipte bulunan T. gondii kiiltiir izerine 500 pul ATL buffer eklendi. Olusan
bu karisim homojenize edildikten sonra santrifiij edildi. Santrifiijden sonra olusan iki

fazin st s1vi kismu alindiktan sonra DNA izolasyonu iglemine kit prosediirii uygulandi.

3. Total genomik DNA’nin elde edilmesi icin Oncelikle RNA’dan arindirilmasi
gerekmektedir. Bu islem i¢in dncelikle 4 pl RNase (100mg/ml) tiipe eklendi. Yaklasik

15 saniye kadar vortekslendikten sonra 2 dk oda sicakliginda inkiibasyona konuldu.

4. Inkiibasyondan sonra kisa siire santrifiij edilen tiipiin iizerine 200 ul AL Buffer
eklendikten sonra yaklasik 15 saniye vortekslendi. Daha sonra mevcut tiip 70°C’de 10

dk inkiibasyona birakildiktan sonra 15 sn vortekslendi.
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5. Vortekslenen tiipe 200 pl %100 etanol eklenerek 15 sn daha vortekslendi. Tiip igerigi
kitten temin edilen kolona aktarildi. 1 dk boyunca 8000 rpm’de santrifiij edilerek kolon

2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

6. 500 ul AW1 buffer eklendikten sonra kolon 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin

dibine ¢oken siiziintii atild1 ve filtrasyon kolonu yeni bir 2 mI’lik tiipe aktarildi.

7. Filtrasyon kolonunun iistiine 500 ul AW2 buffer eklendikten sonra 14 000 rpm’de 3
dk santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij isleminden sonra tiipiin dip kismina g¢dken

stizlintii atilarak filtrasyon kolonu 2 mI’lik yeni bir tiipe aktarild.

8. Filtrasyon kolonunun i¢inde bulundugu tiip 14 000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek
geriye kalan rezidiideki AW?2 buffer filtrasyon kolonundan elemine edildi.

9. Kolon 1,5 mI’lik yeni bir tiipe aktarildiktan sonra iizerine AE tamponundan 200 pl
eklendi. Oda ortaminda 1 dk bekletilerek 14000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi.

10. En son yapilan basamak 1 kez daha tekrarlandiktan sonra tiipiin filtratta bulunan

¢DNA materyali PCR islemi yapilana kadar -20 C’ye kaldirild1.

3.2 T.GONDII SAG 1 GENININ AMPLiFIKASYONU

PCR reaksiyonunda kullanilmak tizere T. gondii SAG 1 genini komple olarak ¢ogaltan
TgSAGL F (5-ATGTCGGTTTCGCTGCACC-3") ve TgSAGL1 R (5'- TCACGCGAC
ACAAGCTGC-3") primerleri GenBank veri tabaninda mevcut olan referans sekanslar

kullanilarak dizayn edilmis ve sentezletilmistir.

PCR karigimi; toplamda 25 pl olmak tizere 12,5 ul PCR hazir kullanimlik mastermix
(2x) (GeneAll Biotechnology, G. Kore), 1 ul TgSAG1 F (20 pmol) ve 1ul TgSAGL R
(20 pmol) primerleri ve 30ng gDNA ile hazirlanmustir. Termal profil 95°C de 5 dk pre-
denatiirasyon sonrasi 94'C’de 1 dk, 63°C’de 1 dk, 72'C’de 2 dk olmak iizere 35
déngiiliik inkiibasyon sonrast 72'C’de 30 dk son uzama seklinde ayarlanmistir. PCR
rtinii, 100 bp DNA Ladder esliginde etidyum bromid ile boyanmis %1,5’luk agaroz
jelde elektroforeze tabii tutularak jel dokiimantasyon sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp

Jel ABD) goriintiilenmis ve analiz edilmistir.

3.3 SAGI1 GENININ KLONLANMASI
Klonlama basamaklarina ge¢gmeden 6nce SAG1 PCR iiriinleri asagidaki basamaklar

takip edilerek jel piirifiye edilmistir.
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1. PCR iirlinti piirifikasyon Kitinin (Roche, ABD) prosediiriine gore yapilarak filtrasyon
kolonu 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipline konuldu. 100 ul’lik PCR {iriiniiniin

tizerine 500 pl membran baglama soliisyonu ilave edildi.

2. Olusan karisim, filtrasyon kolonuna aktarildiktan sonra 13000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra tiiplin dip kisminda kalan siiziintii atilarak filtrasyon kolonu
1,5 ml’lik yeni steril bir tiipe alindi. Tipiin i¢indeki filtrasyon kolonuna 500 pl

membran yikama soliisyonu eklenerek 13000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi uygulandi.

3. Bu islemden sonra tiipiin dibinde kalan siiziintii atilarak filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik
steril yeni bir tiipe aktarildi. Tiipiin i¢indeki filtrasyon kolonuna bu asamada 200 pl
membran yikama soliisyonu eklenip 13000 rpm’de 1dk santrifiij islemi uygulandi.

4. Bu basamaktan sonra tiipiin dip kisminda olusan siiziintii atilarak filtrasyon kolonu
1,5 ml’lik yeni bir steril tiipe konuldu. Bu asamada iizerine hi¢cbir madde eklenmeden

13000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi tekrar edildi.

5. Tiipilin dip kisminda olan siiziintii atildiktan sonra filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik steril
tiipe aktarilarak filtrat atildi. Filtrasyon kolonuna 50 pl eliisyon tamponu eklendikten
sonra 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Son basamakta saflagtirilan PCR {irlinii

klonlama isleminin yapilacag: ana kadar -20 C’de sakland.

3.3.1 SAGI1 Geninin pJET1.2/blunt Plazmitine Klonlanmasi

PCR iriiniinii klonlamak amaciyla CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific,
ABD) kullanildi. Toplamda 18 pl’lik klonlama reaksiyonu; 10 pl reaksiyon tamponu, 1
ul DNA blunting enzim, 1 ul PCR f{iriinii ile hazirlandi. Hazirlanan karisim 5 sn
vortekslendikten sonra santrifiij edildi ve 70'C’de 5 dk inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyondan sonra mevcut karisim buz iizerine konuldu. Karistma 1ul pJET1.2/blunt
Cloning Vector (50ng/ul) (Sekil 3.1.) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklendikten sonra {izerine
steril distile su eklenerek 20 ul’ye tamamlandi. Olusan bu karisim 5 sn vortekslendikten
sonra oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Bu son asamadan sonra olusan ligasyon

reaksiyon iiriinii -20'C’de sakland.
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Sekil 3.1. Vektor haritast; pJET1.2/blunt (2974 bp) (Thermo Scientific, ABD).

3.3.2 Transformasyon

Ligasyon {irinlerinin kompetan hiicrelere transformasyonu Kit (CloneJET PCR Cloning

Kit) protokoliine gore asagidaki gibi yapildi:

1. -80'C’den alinan One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen,

ABD) hiicrelerinin buz iizerinde ¢oziilmesi saglandi.

2. Buz igerisinde bekletilen 100 ul kompetan E. coli hiicrelerine (Invitrogen,
ABD) ligasyon tirtiniinden 3 pl ilave edidi.

3. Elde edilen karisim 30 dk boyunca buz tizerinde inkiibe edidi.

4. Karisim 30 sn boyunca 42 C’de sabitlenmis su banyosu icerisinde bekletildikten

sonra hizli bir sekilde tekrar buz igerisine konuldu.

5. Is1 soku yapilan hiicrelere rekombinant plazmidin transformasyonu saglamak

i¢in tekrar buz icerisinde 1 dk bekletildi.
6. Transforme olmus hiicreler oda sicakligindaki 250 pl SOC besiyerine aktarildi.

7. Bu hiicreler 225 rpm’de 37 C’de inkiibatérlii calkalayicida 1,5 saat inkiibasyona
birakildi.
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8. SOC siv1 besiyerindeki hiicreler ampisilinli LB kat1 besiyerine ikiye ayrilarak
ekildi ve pleytler 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

9. Inkiibe edilen LB Kati besiyerlerinde koloni gelisimi gdzlendikten sonra

besiyerindeki koloniler numaralandirildi.

3.3.3 Klonlamanin Dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulanmasi i¢in amp+LB kati besiyerinde olusan kolonilerin
rekombinant pJET1.2+SAG1 plazmidini igerip icermedigi koloni PCR tarama yapilarak
kontrol edildi. Bunun i¢in, koloniler kalip DNA olarak kullanilip PCR reaksiyonu
gerceklestirildi.

PCR reaksiyonlari i¢in;

1. 0,5 mI’lik PCR tiipleri igerisinde 3.2°de anlatildig1 gibi karigim hazirlanda.

2. Tipler numaralandirildiktan sonra LB kati besiyerinde iireyen numaralandirilmis
kolonilerden steril ortamda pipet ucu ile alinan 6rnekler, tiiplerdeki karisimlara
eklendi.

3. Bolim 3.2°deki protokol takip edilerek PCR analizleri sonrasi sekillenen

amplikonlar %1,5’1uk agaroz jel lizerinde elektroforeze tabii tutuldu.

4. PCR firtinleri jel dokiimantasyon sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD)

gorilintiilenerek analiz edildi.

3.3.4 Rekombinant pJET1.2+SAG1 Plazmitinin Eldesi ve Saflastirilmasi

Kat1 besiyerinde SAGI insert konfirmasyonu yapilan koloniler asagidaki basamaklar
takip edilerek sivi besiyerine gecilmis ve EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep

Kiti (BioBasic, Kanada) ile rekombinant plazmid piirifikasyonu yapilmastir.

1. Steril kabin igerisinde calisilarak, LB kati besiyerindeki pozitif oldugu
belirlenen kolonilerden pipet ucu yardimi ile alinarak 10 ml ampisilinli LB s1v1
besiyerine ekim yapildu.

2. Besiyeri gece boyunca 37 C’de 225 rpm’de inkiibe edildi.

3. Ureme olan 10 ml kiiltiiriin tamami 2 dk 12.000 rpm’de santrifiij edildi.
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4. Ust siv1 atilarak pelete énceden RNAaz ilave edilmis olan 100 pl soliisyon-I
eklendi. Pelet restispanse edilip karisim oda sicakliginda 1 dk bekletildi.

5. Daha sonra, siispanse edilen pellet-soliisyon-I karisimi t{izerine oda
sicakligindaki 200 pl soliisyon-Il eklendi. Tiip birka¢g defa alt-iist edilerek
karistirildi ve oda sicakliginda 1 dk bekletilerek mavi renkli homojen bir karisim
elde edildi.

6. Karisima 350 pl oda sicakligindaki soliisyon-lIl ilave edildi. Tiip nazikge
kanstirilip oda sicakliginda 1 dk boyunca beyaz renkli ve akigkan olmayan bir
¢okelti olusuncaya kadar bekletildi.

7. Karisgim 5 dk 12.000 rpm’de santrifiij edilerek olusan berrak iist sivi toplandi ve
kit icerisindeki kolona aktarildi.

8. Kolon 2 mP’lik yeni bir toplama tiiptine alinarak 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi.

9. Filtrat atilarak ve filtrasyon kolonu tekrar yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

10. Kolon iizerine 750 ul yikama soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifii
edildi ve kolon tekrar yeni tiipe yerlestirildi.

11. Kolona tekrar 750 pl yikama soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilerek kolon ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

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

13. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinarak membran iizerine 50
ul eliisyon tamponu eklendi.

14. Kolon oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra sonra 10.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek rekombinant plazmid izolasyonu saglandi.

15. Saflagtirilmis rekombinant plazmid miktar1 NanoDrop 2000c-UV vis
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaziyla 6lgtildii.

Elde edilen rekombinant plazmid DNA’da insert SAGI geninin varligi 3.2.°de
analtildigr gibi gen spesifik primerlerle PCR analizleriyle konfirme edildi. Kalip DNA
olarak 1/10 oraninda sulandirilmis rekombinant plazmitten 1 pl kullanildi. PCR
analizleri sonrasi sekillenen amplikonlar %1,5’luk agaroz jel {izerinde elektroforeze
tabii tutuldu ve jel dokiimantasyon sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD)
goriintiilenerek analiz edildi. Insert varligi dogrulanan rekombinant plazmid sub-

klonlama islemine kadar -20°C’de sakland.
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3.4 SAGI1 GENININ SEKANS VE FILOGENETIK ANALIZLERIi

3.4.1 SAGI1 Geni Niikleotid Sekans ve Filogenetik Analizleri

SAG1 gen bolgesi i¢in elde edilen rekombinant plazmid DNA’lar klonlama vektorii
spesifik primerleri ile ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis.
Ltd. Sti. Ankara, Tirkiye). Cift yonli DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 11.1.5 yazilimi ile forward
ve reverse dizilimler DeNovo Assamble kullanilarak contig analizi yapilmis ve ilgili

gen icin final konsensiis dizilim ortaya ¢ikarilmistir.

Elde edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri
yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut T. gondii izolatlarna ait ilgili gen bolgesi
sekanslartyla Geneious 11.1.5 yazilimi {zerinden c¢oklu hizalamalar1 yapilarak
interspesifik ve intraspesifik niikleotid ve aminoasit farkliliklar1 belirlenmistir. Elde
edilen hedef gen bolgesi sekansi GenBank veri tabaninda kayit altina alinmustir.
Karakterize edilen izolatin Diinyadaki diger izolatlarla SAGI1 gen bolgesi yoniinden
filogenetik yapilanmalarinin belirlenmesinde Maximum Likelihood (ML) analizi
uygulanmistir. ML analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun modelin belirlenmesinde
jModelTest 2 kullanilmis ve en disiik Akaike Bilgi Kriteri (AIC) degerine sahip
General Time Reversible + Gamma distributed (GTR+G) modeli filogenetik agacin
olusturulmasinda kullanilmistir. ML analizleri Geneious 11.0.2 yazilimi {izerinden

PHYML plugin kullanilarak 1000 tekrarli bootstrap ile gergeklestirilmistir.

3.4.2 SAGI1 Geni Amino Asit Sekanslarinin In-Silico Analizleri

Karakterize edilen izolatlara ait SAG1 geni amino asit dizilimi; baslangi¢ ve bitis sinyal
kodonlarin1 belirlemek ve fraksiyonlarim1 gdstermek amaciyla web tabanli ORF Finder
yazillmiyla a¢ik okuma g¢ercevesi (open reading frame, ORF) analizleri
gerceklestirilmistir.  SAGL proteininin transmembran bdélgelerindeki amino  asit
dizilimlerinin sinyal peptid analizleri ve dizilimlerdeki tahmini antijenik peptidlerin
varligi Geneious 11.1.5 yazilimi iizerinden EMBOSS Protein Analysis 1.0 plugin
yazilmi  kullanilarak yapilmustir. Ilgili proteinlerin transmembran sarmallarmin
analizleri ise yine ilgili yazilim iizerinden Transmembrane Prediction Tool 0.9 plugini

kullanilarak gergeklestirilmistir. Izoelektrik nokta ve proteinlerin tahmini molekiiler
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agirliklart ExPASy programi ile hesaplanmigtir. Amino asit dizilimlerindeki
polimorfizm oranlar1 ProSeq3 yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Subolesin proteininin
tic boyutlu yapist Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition Engine V2.0
programi ile analiz edilmis ve goriintiilenmeleri Jmol: An open-source Java viewer

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

35 SAG 1 GENININ PLAZMID DNA ASI ADAYI OLARAK PCDNA3.1
MEMELI EKSPRESYON VEKTORUNE KLONLANMASI

Rekombinat T. gondii SAG1 geni, memeli hiicrelerinde ekpresyon vektorii olarak
kullanilan ve DNA asis1 i¢in uygun bir vektor olarak nitelenen pcDNA™3. 1/V5-His
TOPO® ekspresyon plazmitine (Invitrogen, ABD) (Sekil 3.2) klonlanmistir. Bu amacla
On basamakta T. gondii gDNA izolat1 kullanilarak TgSAG1 F ve R primerleri ile baslik
3.2.°de belirtilen protokol takip edilerek PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen PCR f{riinleri baslik baslik 3.3’de anlatildig1 gibi agaroz jelden piirifiye edilmis
ve sonrasinda PCDNAZ3.1 vektorii ile ligasyon islemine tabii tutulmustur. Klonlama

basamaklar1 asagida verilmistir.

1. Saflastirilmig SAG1 PCR iiriinliniin 1 pl’si ile 1 pl tuz soliisyonuna 3 pl steril su
eklenerek toplam 5 pl’lik karigim hazirlandi.

2. Karigimm iizerine 1 pl pcDNA™3.1/V5-His TOPO® vektorii eklenerek hafifce
birkag saniye vortekslendi.

3. Karigim 15dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Bu reaksiyon ile SAG1 geninin pcDNA3.1/V5-his TOPO plazmidine ligasyonu
gerceklestirildi.
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Hind 1l

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Sekil 3.2. pcDNA3.1/V/5-his TOPO®(Invitrogen, ABD) vektér haritast (5523 bp).

pcDNA3.1+SAGL1 ligasyon iiriiniiniin, kompetan E.coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD)
transformasyonu igin Kit protokoliinde yer alan basamaklar modifiye edilerek asagidaki

sekilde uygulandi.

1. -80'C’de muhafaza edilen kompetan E. coli TOP10 hiicrelerini (Invitrogen,
ABD) igeren tiip buz iizerine alindu.

2. Kompetan hiicrelerin yavasga ¢Oziilmesi i¢in buz iizerinde 30 dk boyunca
bekletildi.

3. 100 pul kompetan hiicre bulunan tiipiin igine 2 pl ligasyon tamponu eklendi.

4. Karisim buz igerisinde 30 dk bekletilerek 1s1 soku yapilamak iizere sicak su
banyosuna tagindi.

5. Karigim, 42'C’de 30 sn bekletildikten sonra hizli bir sekilde buz iizerine alindi
ve 1 dk bekletildi.

6. Hiicrelerin iizerine oda sicakligindaki 250 ul SOC s1v1 besiyeri eklendi.

7. Karisim 1,5 saat boyunca ¢alkalayicili inkiibatdrde 225 rpm’de 37°C’de inkiibe
edildi.
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8. Hiicreler ampisilinli LB kat1 besiyeri bulunan iki pleyte dagitilarak ekildi ve
37°C’de gece boyunca inkiibe edildi.

9. LB kat1 besiyerinde gelisimi gézlenen koloniler numaralandirildi.

Klonlamanin dogrulanmasi igin amp+LB kati besiyerinde olusan kolonilerin
rekombinant pcDNA3.1+ SAG1 plazmidini igerip igermedigi baslik 3.3.3’de verildigi
sekilde koloni PCR analizleri ile belirlendi. Rekombinant plazmidleri igerdigi tespit
edilen koloniler baglik 3.3.4’deki protokole uygun olarak islendi ve rekombinant

plazmid piirifikasyonu gergeklestirildi.

Elde edilen rekombinant plazmid DNA’da insert SAG1 geninin varlig1 baslik 3.2.’de
analtildig1 gibi gen spesifik primerlerle PCR analizleriyle konfirme edildi. Kalip DNA
olarak 1/10 oraninda sulandirilmis rekombinant plazmitten 1 pl kullanildi. PCR
analizleri sonrasi sekillenen amplikonlar %]1,5’luk agaroz jel lizerinde elektroforeze
tabii tutuldu ve jel dokiimantasyon sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD)
goriintiilenerek analiz edildi. Insert varligi dogrulanan rekombinant plazmidler -20'C’de

muhafaza altina alindi.

3.6  REKOMBINANT T. GONDII SAG 1 PROTEINININ EKSPRESYONU,
KARAKTERIZASYONU VE iIMMUN REAKTIVITESININ
GOSTERILMESI

3.6.1 SAG 1 Geninin pET100 Ekspresyon Vektoriine Ligasyonu

Kiit u¢lu SAG1 PCR iiriiniinii elde etmek i¢in 0,2 ul Pfu DNA polimeraz (Bio-Basic
Kanada), 5 ul 10x Pfu reaksiyon tamponu (Bio-Basic Kanada), 1 ul 10 mM dNTP
karigimi (Bio-Basic, Kanada), 1 pl 10 pmol CACC 6n bolgesi igeren SAG 1 F1 primeri,
1pl 10 pmol SAG 1 R primeri ve 41,8 ul distile su ile toplam 50ul’lik PCR karigimi
hazirlandi. PCR karisimlarina kalip DNA olarak distile su ile 1/100 oraninda
seyreltilmis olan pcDNA3.1+SAG 1 plazmitinden 1ul eklendi.

PCR protokolii boliim 3.2°de verildigi sekilde ayarland1 ve PCR iiriinii elde edilerek
saflastirildi.
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Klonlama reaksiyonu i¢in pET100 Directional TOPO Expression (Invitrogen, ABD) kiti
kullanilmistir (Sekil 3.3). Klonlama reaksiyonu asagidaki sekilde hazirlanmastir.

Klonlama reaksiyonu

PCR iirlinti 4 ul
Tuz soliisyonu 1 ul
Steril su 0 ul
TOPO vektor 1 ul
Total voliim 6 ul

Elde edilen karisim oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda
ligasyon triinii elde edilmistir. Bu basamaktan sonra rekombinant plazmid eldesine

kadar baglik 3.3.1-3.3.4’de belirtilen metodoloji izlenmistir.

PCR iiriinii

g
2

£70P0 2
: = cCcC TT ©
77 Jico vos ate ooe i o o MG e e
EToPO

Sekil 3.3. pET100 Champion Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) vektor haritast (5764 bp).
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3.6.2 Rekombinant pET100+SAG1 Plazmidinin One Shot BL21 Star (DE3)

Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu

Prokaryotlarda protein ekspresyonuna uyumlu kompetan hiicrelere rekombinant SAG 1
plazmidi ilave edilmistir. Kompetan hiicre olarak One Shot BL21 Star (DE3)
(Invitrogen- ABD) E. coli hiicreleri kullanmilmistir. pET100+SAG1 rekombinant
plazmidinin kompetan hiicrelere transformasyonu boliim 3.3.2. deki sartlara gore

yapilmustir.

3.6.3 T. gondii Rekombinant SAG 1 Proteininin Ekspresyonu

10 ml’lik ampisilinli stvi LB besiyeri igerisine rekombinant SAG 1 plazmidi iceren
BL21 Star kompetan E. coli hiicrelerinin ekimi yapildi ve inkiibatorlii ¢alkalayici
icerisinde 24 saat 37 C’de inkiibe edildi. Daha sonra hiicresel siispansiyondan 1ml
almarak 30ml Ampisilinli besi yerine aktarilmistir. Spektrofotometrik olgiimlerle
hiicresel silispansiyondan belirli araliklarla kontrollii sekilde 100’er pl alinarak ODggo
degeri 0.5-0.8 olana kadar hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. OD degeri hedef sinirlara
ulastiginda hiicresel siispansiyon esit hacimlerde (5 ml) altt adet 10 ml falkon tiipiine
ayrilmigtir. Kiiltiirlere 2-1-0,1-0,01-0,001 mM son konsantrasyonda olacak sekilde
Izopropiltiyoogalaktozit (IPTG) eklenmistir. Kontrol grubuna ise IPTG ilavesi
yapilmamustir. 37 C’de inkiibasyon iglemine devam edilerek islem siirecinin 2,5-3,5-
4,5-5,5. saatlerinde her bir kiiltirden 500 pl 6rnek alinmis vel2500°rpm de 1 dk
santrifiij edilmistir. Daha sonra tiip i¢indeki peletler etiketlenerek -20°C’de protein

ekspresyon analizi i¢in muhafaza altina alinmigtr.

3.6.4 Rekombinant SAG 1 Proteininin Analizi

Rekombinant protein ekspresyonu igin ayrilan o6rnekler Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)’de vyiiriitiilerek analiz edilmistir.
Sonrasinda rekombinant SAGI1 antijeninin konfirmasyonu Western blot analizleri ile

gosterilmistir.

SDS-PAGE’de kullanilan jel ve soliisyonlar asagidaki sekilde hazirlanmistir:

1. 29 gr akrilamid + 1 gr NN metilen bisakrilamid 60 ml distile su igerisinde

cozdirilmiistiir. %30 akrilamid karisim hazirlanmistir. Soliisyonun pH degeri
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Olciilerek 7 veya daha diisiik oldugu kontrol edilmis ve sonrasinda 0,45 pm’lik
filtreden siiziilerek oda 1si1sinda ve karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

1,5 M tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) (pH 8,8) hazirlanmistir. 27,23
gr Tris baz 80 ml distile su igerisinde ¢ozilmiistiir. pH degeri HCI ile 8,8°¢
ayarlanmuis, distile su ile 150 ml’ye tamamlanarak +4 "C’de muhafaza edilmistir.
. 0,1 gr amonyum persiilfat 1 ml distile su icerisinde ¢oziilerek %10’luk
amonyum persilfat hazirlanmistir. Amonyum persiilfat soliisyonunun taze
olarak hazirlanmasina dikkat edilmistir.

10 gr SDS 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek %10’luk Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) hazirlanmistir.

1 M Tris (pH 6,8), 6 gr Tris baz 30 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmis ve pH degeri 6,8’e ayarlanmistir. Distile su ile 50 ml’ye
tamamlanarak +4 "C’de muhafaza edilmistir.

Soliisyonlar ve 2x SDS gel-loading buffer asagida verilen miktarlarda

hazirlanarak +4 'C’de muhafaza edilmistir. Soliisyon 2 kat sulandirilarak

kullanilmuastir.
Gliserol 2ml
%10 SDS 4 ml
1 M Tris (pH 6,8) 1,6 ml
Beta-merkaptoetanol 1 ml
Distile su 1.4 ml
Brom fenol blue 4 mg

. 5x Tris Glycine electroforez buffer, 7,5 gr Tris + 47 gr glisin 400 ml distile suda
¢ozdiiriilerek elde edilmistir. Soliisyona 25 ml %10’luk SDS eklenmis ve toplam
hacim 500 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen buffer 5 kat sulandirilarak
kullanilmistir.

Soliisyonlar asagida verilen miktarlarda kullanilarak 5 ml %10 luk ayristirma
jeli hazirlanmistir.

Distile su 19ml
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%30 akrilamid mix 1,7 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3ml
%10’luk SDS hazirlanis 50 ul

%10’luk amonyum persiilfat 50 pl

TEMED 6 ul

Soliisyonlar asagida verilen miktarlarda kullanilarak 3 ml %5’lik sikilagtirma jeli

hazirlanmustir.
Distile su 21 ml
%30 akrilamid mix 500ul
1 M Tris (pH 6,8) 380ul
%10’luk SDS hazirlanisi 30 ul
%10’luk amonyum persiilfat 30 pul
TEMED 3ul

SDS PAGE ve Western blot analizleri asagidaki basamaklar takip edilerek
gerceklestirilmistir:

1. Ornekler iizerine 100 pl gel-loading buffer eklenerek vortekslenmistir.

2. Boya ile birlikte 2 dk kaynatilan 6rneklerin 20 pl’si protein marker esliginde stain
free jellere (Mini-PROTEAN® TGX™ Gels, BioRad) yiiklenmistir.

3. 300 V’ta 15 dk elektroforez sonrasinda jel tizerindeki proteinler jel dokiimantasyon

sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD) goriintiilenerek analiz edilmistir.

4. Daha sonra protein varligi stain free jellerde konfirme edilen 6rnekler optimum
goriitii alinmasi i¢in Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-Rad,
ABD) ile prosediiriine uygun olarak boyanmis ve jel dokiimantasyon sisteminde

(Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD) goriintiilenmistir.
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5. SDS-PAGE jelleri iizerindeki proteinler nitroseliloz membrana blotlanarak
aktarilmis ve sonrasinda membranlar blocking buffer (500 ml PBS+ 250 ul Tween
20+ 25 gr yagsiz siit tozu) igerisine alinarak shaker iizerinde oda 1sinda 1 saat

inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dk siireyle yikama soliisyonu (500 ml

PBS+ 250 pl Tween 20) ile yikanmustir.

7. Yikama sonrasinda membran iizerine blocking buffer ile 1:5000 oraninda
sulandirilan Anti-HisG-HRP antikoru (Invitrogen, ABD) ilave edilmistir. Membran

shaker tizerinde oda 1sinda 1 gece inkiibe edilmistir.
8. Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dk yikama soliisyonu ile yrkanmustir.

9. Diaminobenzidine (DAB) tablet soliisyonu 15 ml 50 mM pH:7,5 tris igerisinde 1
adet Sigma Fast DAB tablet (Sigma-Aldrich, ABD) c¢oziilerek hazirlanmistir.
Soliisyon 0,2 pm’lik filtreden siiziilerek iizerine 20 ul %30’luk H,0; eklenmistir.

10. DAB tablet soliisyonu yikama sonrasinda membran iizerine dokiilerek bantlar jel

dokiimantasyon sisteminde (Bio-Rad chemidoc Mp Jel ABD) goriintiilenmistir.

3.6.5 Rekombinant SAG 1 Proteininin Saflastirilmasi

Pilot ekspresyon denemeleri sonucunda belirlenen optimum IPTG orani ve indiikleme
saati, final protein ekspresyon basamaklarinda kullanilmistir. BL21 Star (DE3) E. coli
hiicrelerinde eksprese olan hedef proteinlerin saflastirilmas: amaciyla hiicreler 15.300
rpm’de 1 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve slipernatant uzaklastirilmistir. Hiicresel
peletlerin bir kismi1 hedef proteinlerin ekspresyonu yoniinden SDS-PAGE ve Western
Blot analizleriyle konfirme edilmis diger kismi ise saflastirmaya alinmistir. Uygun
protokoller takip edilerek hiicresel peletler uygun lysis buffer (soluble veya insoluble
protein olma durumuna gore belirlenmistir) icerisine alinip hiicrelerin resiispense ve lize
olmas1 saglanmistir. Daha sonra buz iizerine aliman Ornekler bakteri hiicre duvarini
parcalamak icin sonikator cihazinda uygun siire ve frekansta isleme tabii tutulmustur.
Sonrasinda santrifiij edilen lizatlarin hedef rekombinant proteinleri iceren silipernatant
kism1 alinarak kromotografik protein piirifikasyon sisteminde (Akta Pure, GE Health
Science) uygun kolonlar kullanilarak piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrasi

rekombinant proteinlerin miktar1 Qubit™  florometrik kantitasyon cihazinda
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Olgtilmistiir. Saflastirilmig rekombinant proteinin konfirmasyonu, protein biiyiikliigii ve
immun reaktivitesi (Anti-HisG-HRP Antikoru kullanilarak) SDS-PAGE ve Western

Blot analizleriyle saglanmistir.

3.7 REKOMBINANT SAG 1 ANTIJENININ ELISA YONTEMi ILE
DEGERLENDIRILMESI

Piirifiye olarak elde edilen rekombinant SAGI antijeninin (rSAGI1) T. gondii’nin
serolojik teshisindeki duyarliligi ve 6zgiinliigii ticari TOXO IgG ELISA kiti (DIA:PRO,
Italya) ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Bu amagla asagidaki basamaklar takip

edilmistir:

1. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvarinda daha once
TOXO IgG ELISA kiti (DIA: PRO, Italya) ile analiz edilen T. gondii IgG pozitif 20 ve

T. gondii IgG negatif 20 bireye ait serumlar ¢alisma i¢in kullanilmistir.

2. Optimum antijen konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in saf rekombinant SAG 1

proteini 2,5, 5, 10 pg/ml konsantrasyonlarda bikarbanot tamponunda (pH 9.0.) ¢oziildii.

3. Elde edilen 2,5, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltilerin her birinden 100 pl
alinarak 3 farkl diiztabanli 96’lik elisa pleytlerindeki 48 kuyucuga sirali olarak eklendi
ve bir gece +4 C de inkiibasyona burakildu.

4. Kuyucuklar PBS ile dorder kez yikandi.

5. Kuyucuklara 100 pl blocking buffer (500 ml PBS+ 250 ul Tween 20+ 25 gr yagsiz

siit tozu) eklendi ve bir gece +4'C de inkiibasyona burakildi.
6. Kuyucuklar PBS ¢ozeltisi ile dorder kez tekrar yikandi.

7. Pozitif ve negatif serumlar sirali olarak (1:100) oraninda PBS ile seyreltilerek

pleytlerdeki kuyucuklara 100 pl hacimde eklendi.

8. Pleytler 37 'C de 1 saat inkiibasyona burakildi. Daha sonra pH :7, 10 mM fosfat
tamponu icerinde % 0,05 Tween 20 ve %0,1 Kathon GC iceren yikama solusyonu ile

beser kez yikandi.
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9. Kuyucuklara 100 pl TOXO IgG ELISA kiti (DIA:PRO, italya) icerinde yer alan 1gG
spesifik enzim konjugati (HRP conjugated polyclonal antiboides to human IgG) eklendi.
Pleytler 37 'C de 1 saat inkiibasyona burakildi. Daha sonra pH :7 10 mM fosfat
tamponu igerinde % 0,05 Tween 20 ve %0,1 Kathon GC igeren yikama solusyonu ile

tekrar beser kez yikandi.

10. Daha sonra kuyucuklara 100 pl TOXO IgG ELISA kiti (DIA:PRO, italya) icerinde
yer alan TMB (Tetra-methyl-benzidine) kromojen substrat eklendi ve oda sicakliginda

karanlik ortamda 20 dk inkiibasyona birakildi.

11. Kuyucuklara stop solusyonu olarak 100 ul 0,3M H2SO4 eklendi ve pleytlerin elisa
okuyucuda 450-620 nm araliginda absorbans degerleri 6l¢iildii.

12. Cutoff degerlerinin belirlenmesi ve antijen konsantrasyonlari arasindaki etkinlik
degerlendirilmeleri ROC analizleri ile gergeklestirilmistir. Sensitivite ve spesifite
hesaplamalar1 ve ticari kit sonuglart ile korelasyon degerlendirilmeleri ilgili

metodolojiye (88) gore yapild:.



4. BULGULAR

4.1 T. GONDII SAG 1 GENININ AMPLIiFIKASYON VE PJET1.2/BLUNT
VEKTORUNE KLONLAMASI

4.1.1 SAG 1 Geninin Amplifikasyonu

TC. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’ndan alinan vial igerisindeki T.
gondii takizoitlerinin bir kism1 alinip santrifiij edilmis, pellet kismindan alinan materyal
lam iizerine konularak Giemsa boyama metoduyla boyanmistir. Boyama isleminin
ardindan 6rnek lamelle kapatildiktan sonra 100X biiylitme ile mikroskop altinda
incelenerek T. gondii takizoitleri goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Mikroskop altinda goriintilenen T.gondii takizoitleri (100x)
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Takizoitlerden gDNA izolasyonunu takiben Toxoplasma gondii SAG1 gen bolgesine
spesifik primerlerle yapilan PCR analizlerinde hedef biiytikliikte (1010 bp) amplikonlar
basart ile elde edilmistir. Elde edilen amplikonlarin agaroz jel {izerinde goriiniimii Sekil

4.2’de verilmistir.

Sekil 4.2. 1010 bp uzunlugundaki SAG1 PCR iiriiniiniin %1,5’luk agaroz jel goriintiisii. M;100 bp
Ladder, 1: gDNA miktar1 1pl, 2: gDNA miktar1 3ul, 3: gDNA miktar1 5pl, 4: negatif kontrol

4.1.2 pJET1.2/blunt Vektoriine Klonlama

CloneJET PCR Clonning Kit (ThermoScientific, ABD) kullanilarak pJET1.2/blunt
klonlama vektoriine amplifikasyonu tamamlanan 1010 bp PCR iiriinii yerlestirilmistir.
OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, ABD) kompetan
hiicrelerine ligasyon iriinii transforme edilmistir. Bir gece 37 C’de inkiibasyona
birakilan petrilerde koloniler tespit edilerek transformasyonun etkin bir sekilde

tamamlandig1 belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. E. coli kompetan hiicrelerine T. gondii SAG 1 geninin transformasyonu sonrasi kati
besiyerinde iireyen koloniler

Gen spesifik primerlerle yapilan koloni PCR taramasinda kati besiyerinden secilen 7

koloniden hepsinin SAG1 genini icerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4).

1010 BP

N — — — -

Sekil 4.4. Kolonilerde PCR tarama ile SAG1 geninin varligiin dogrulanmasi. M: 100 bp marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya); 1-7: PCR tarama sonucu pozitif érnekler, P: Pozitif kontrol
(gDNA PCR iiriinii), N: Negatif kontrol.
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Protokolde bes numarali (Sekil 4.4) koloniden alinan transformantlar sivi besi yerine
gecilerek rekombinant plazmid izolasyonu yapilmistir. Rekombinant plazmitin gen
spesifik primerlerle PCR analizleri ile hedef gen bolgesinin konfirmasyonu saglanmistir

(Sekil 4.5). Elde edilen rekombinant plazmid, pJET1.2+SAG1 olarak isimlendirilmistir.

1000 BP

Sekil 4.5. Rekombinant pJET1.2+SAG1 plazmidin gen spesifik primerlerle PCR sonucu belirlenen
amplikonlarin agaroz jel {izerinde gériiniimii. M: 100 bp.’lik marker (SolisBio Dyne FIREPol,
Estonya) P: Pozitif kontrol (gDNA PCR iiriinii), N: Negatif kontrol, 1-2: Rekombinant plazmidin
kullanildigr 1010 bp.’lik PCR {iriind.
42 T. GONDII SAG 1 GENININ SEKANS VE FILOGENETIK ANALIiZ

SONUCLARI

pJET1.2+SAGI plazmid DNA’simnin vektor spesifik primerlerle sekans analizleri sonucu
kalite skoru yiliksek kromotogramlar elde edilmis ve DeNovo analizleriyle ilgili izolata
ait final niikleotid ve amino asit dizilimleri saptanmistir (Sekil 4.6). TRtoxSagl olarak
isimlendirilen izolat MK403957 aksesyon numarast ile GenBank’a kaydedilmistir.
TRtoxSagl izolatinin niikletid sekanslar1 incelendiginde GC oraninin %52,1, AT

oraninin ise %47,9 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. TRtoxSagl izolatinin SAG1 geninin agik okuma ¢ergevesi (ORF) niikleotid ve amino asit
sekanslari

TRtoxSagl izolatinin niikleotid ve amino asit dizilimlerinin GenBank veri tabaninda
mevcut olan homolog SAGI1 sekanslart ile c¢oklu hizalamalart Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Hizalama ve filogenetik analizler icin GenBank veri tabaninda mevcut
olan T. gondii’ye ait farkli {ilkelerden bildirilmis 104 SAG1 sekansi ve Neospora
caninum tiiriine ait mevcut bir izolat kullanilarak SAG1 data seti olusturulmustur.
SAG1 data setinin analizinde ilgili genin T. gondii’nin farkli ilkelerden bildirilmis
izolatlar arasinda 980 identik bolge gosterdigi (ort. %99,5 identiklik) ve niikleik asit
sekanslar1 temelinde olduk¢a korunmus bir gen bdlgesi oldugu goriilmiistiir. Genel
olarak T. gondii SAG 1 sekanslarimin hizalama analizlerinde 50. niikleotidde A-G,
173.’de C-T, 637.’de A-G, 833’de C-G, 850.’de T-G, 875.’de C-G, 959.’da C-A,
998.’de T-G, 1030. ve 1040. niikleotidlerde de T-C olmak tizere 10 ana niikleotid
degisimi belirlenmistir (Sekil 4.7). SAG1 geninin T. gondii ile N. caninum arasindaki

interspesifik niikleotid farklilig1 ortalama 2,83 olarak saptanmistir (Tablo 4.1).
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Sekil 4.7. SAG1 data setindeki izolatlara ait niikleotid sekanslarmin ¢oklu hizalama analiz sonucu
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Tablo 4.1. SAG1 geninin T. gondii ve N. caninum arasindaki niikleotid farkliligi

T. gondii N. caninum

T. gondii 0,052

N. caninum 0,618

Sol alt siitundaki degerler niikleotid farkliligini, sag iist kolondaki degerler ise standart sapmay1

gostermektedir.

SAG1 data setinin filogenetik analizi sonucunda maximum likelyhood agaci {izerinde
(Sekil 4.8) izolatlarin iki grup igerisinde kiime olusturduklar1 ve bu gruplanmanin
filogenetik ¢oziiniirliigiiniin yiiksek bootstrap degerleri (1.00) ile desteklendigi tespit
edilmistir. Caligmada elde ettigimiz T. gondii TRtoxSagl izolatinin Grup 2’de yer aldigi
belirlenmis olup, ilgili izolatin Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da pumalardan
rapor edilmis izolatlarla (JX045397-9) daha yiiksek identiklik gosterdigi ve birlikte
kiime olusturduklar1 belirlenmistir. ilgili izolatlarin olusturdugu filogenetik kiimelenme

de yiiksek bootstrap degeri (0.73) ile desteklenmistir.
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T. gondii G1

T. gondii G2

Sekil 4.8. SAG1 data setindeki izolatlarin ML analizine gore filogenetik analiz sonuglar1. Nodlarmn
oniindeki rakamlar bootstrap (1000 tekrar) destegini gostermektedir. Calismada elde edilen izolat kirmizi
ve kalin karakterde gosterilmistir. Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gdstermektedir.
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Translasyon analizinde TRtoxSagl izolatinin niikleotid diziliminin 336 aa bdlgeyi
kodladig: tespit edilmistir (Sekil 4.8). ilgili amino asit diziliminin in silico analizinde
izoelektirik noktasinin 7,70 oldugu ve 34,857 kDA biiyiikliigiinde proteini eksprese
ettigi belirlenmistir. SAG1 proteinin amino asit dizilimi analizinde biiyiik boliimiiniin
sitoplazmik oldugu, yalnizca 315 ve 335 aa arasinin transmembran Ozellikte oldugu
tespit edilmistir. Ayrica 35-47. aa ve 320-335. aa arasinin sinyal peptid karakterde
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Toxoplasma gondii SAG 1 proteini, antijenite
acisindan incelendiginde puani 1.070 ile 1.179 arasinda, aminoasit uzunluklari ise 7 ile
44 arasinda degiskenlik gosteren 16 antijenik bolge tespit edilmis bunlarin 5 tanesinde
aminosit uzunlugunun 15 ve iizerinde oldugu gorilmistir (Tablo 4.2). Antijenik

bolgelerin amino asit sekansi tizerinde dagilimi Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Sekil 4.9. T. gondii TRtoxSag1l izolatinin SAG 1 amino asit sekansi ve 6zellikleri



Tablo 4.2. T. gondii SAG 1 proteininde tespit edilen antijenik bolgeler
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E‘;a Aminoasit Dizisi Baslangic  Bitis Q:;i:loasit ';\S;irj]enik
1 SLHHFIISSGF 4 14 11 1.157
2 EEOXSSC\\;‘TI'@SS/}EAAPTLMSFLRCGVMASDP 20 63 m 1179
3 TAAVILT 66 72 1.127
4 TLKCPKT 79 85 1.109
5 TEPPTLAYS 88 96 1.075
6 NRQICPAG 98 105 8 1.070
7 TSSCTSKAVTLSSLIPE 107 123 17 1.137
8 LDTAGIKLTVPIEKFPVTTQTFVVGCI 136 162 27 1.175
9 AQSCMVTVTVQARASSVVNNVARCSYG 167 193 27 1.172
10 TLGPVKLSAE 197 206 10 1.109
11 MTLVCGKDGVKVP 211 223 13 1.103
12 NQYCSGT 227 233 7 1.075
13 KDILPKL 244 250 7 1.063
14  AESKSVIIGCTG 276 287 12 1.131
15 KHHCTVKLEFA 292 302 11 1.156
16 SAKSVAGTASHVSIFAMVIGLIGSIAA 307 333 27 1.164

SAGQG]1 data seti amino asit sekanslarinin hizalama analizlerinde ikili hizalama identiklik

orant %98,6 olarak belirlenmis ve 312 identik bolge saptanmistir. T. gondii SAG1 geni

amino asit sekanslariin c¢oklu hizalama analizi sonucu amino asit farkliliklar1 Sekil

4.10.’da gosterilmistir. T. gondii SAG1 amino asit kompozisyonunda alenine, serine ve

threonine amino asitlerinin sirastyla %11,2, %10,7 ve %10,6 ile en yiliksek dagilimi

gosterdigi belirlenmistir. Coklu hizalama analizlerinde ana amino asit varyasyonlari
sirastyla 16. aa’de T-A, 45. aa’de V-A, 195. aa’de D-N, 251. aa’de T-S, 263. ve 270.
aa’lerde K-N, 298. aa’de K-Q, 311. aa’de A-S ve 330. aa’de I-T olarak tespit edilmistir.
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ysvsnm«rl\ssnrlTswPKAkaAvTAswAAPnMsHw(msnrv\vAvachDxxsrAAwlTPTEMNFTLK:PKTALYEWTLAVSWRQ\:nm’rssctsmv‘nssl, DTAGIKLTVP | EXFPVTTQTFVVGC GABSTLGPVKLSAEGPTTMTLVCS GTTLTGCNEKSFKDILPKL T 1GCTGGS PEKHHCTVIIL E FAGAAGSAK SAGTAS HVS | FAMVIIGL 1G5 | AACVA
SVSLHHE | | SSGF LTSMEPKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGYVTCPDKK STAAY| L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGOSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC [KGDDAQSO GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTUTGCNEK SFKDI LPKL b |GCTGGS P EKHHCTVRL EFAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEIGL 1GS IAACYA
SVS LKA | 1SSGF LTSFPKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGYVTCPDKK STAAY| L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ I CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGOSASLOTAG | KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE | KGODAQSO GABS TLGPVKLSAEGPTTMTLVC GTTLTGCNEKSF KD LPKL T |GCTGGS PEKHHCTVRL € FAGAAGSAK SRAGTASHVS | F AMVEGL 1G5 1AACVA
ISVS LKHF 11 SSGFL LMSFLRC POKKSTAAVILTP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ| CPAGTTSSCTSKAVTLS SL TVP I EKFPVT YGABS TLGPVKL SAEGP GTTL )
L TP AT AT LS LGS D L VANGYYTC DK S TAAY TP TENNE TLKCPKTAL TEPPTLAYSPARQ (CPAGTTSSCTSAVTLESL I PEALDSMHTGOSASLOTAGIKLTVP I EKEPVTTAT VW 1 KGODAGSO YGABS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTLTGENEKSFIOILPRL T |GCTGGS PEKHHCTVRL £ AGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEIGL 1GS 1AACVA
SVSLHHE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGYFAAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGYVTCPOKK STAAV L TPTENHF TLKCPK TAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVT P 1 EKF PVTTQTFVVGC IKGODAGS GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC T |GCTGGSPEKKHCTVRIL £ AGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEIGL 1 GS IAACVA
MSVSLAF | \ssﬁu‘rwrPKAanAanWAAFnMsF1Rcmsnppwmwvr:vnxxsruvl|TPTENN;T\K:PKYALYEPDTLAVSPNRQ\cpAc.r'rsscrsKAvussLlPsAsnsmrrcosAsm'rAc.lvamExcpvnonv Ve GABS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC PKL T |GCTGGS P EKHHC TV € FAGAAGSAK SRAGTASKVS | FAMVEGL 1GS 1AACYA
SVSUKHE | 1 SSGF LTSHF PKAVRRAVTAGVFAAPTLMSF LRCGIMASD? PLYANQUVTCPOKKSTAAVI L TP TENHF TLKCPKTALTEPPTL LTVP | EKFPVTTQTEVVGE TLGPVKL SAEGPTTHTL PKL i 1 1GCTGGS PEKKHCTVIGL EFAGAAGSAKSRAGTAS HVS | FAMVIIGL | GS 1AACVA
MSVSLHHE | 1SSGELT sk LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAG IKLTVE | EXFPVTTATFVWGE TLGPVKLSAEGRTTMTL T PKL v |GCTGGS PEKKHCTVRL € FAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVRGL |GS |AACVA
MSVSLHHF | I SSGFLT LMSFL LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL, T TSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EKFPVTTQTFVVGC TLGPVKL SAEGPTTMTL! T T \G{YGGSPEKHNCYV.lEFAGAAGSMS.AGYASNVS?FAWLIGSIAACVA
SVSUHHE | 1SSGEL skl LTPTENNETLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EXF PVTTQTEVVGE TLGPVKLSAEGPTTMTL T Px T i
SVSLKHE | 1 SSGFLT LuseL LTPTENHETLKCPKTALTEPPTL AGTTSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EKFPVTTATE TLGPVKLSAEGPTTMTL T T |GCTGOSPEXHNCTVIL £ FAGAAGSAX SRAGTASHVS | FAMVEGL 1G8 1AACVA
MSVSUHHE | | SSGF LTSHF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGINASDP PLVANGVYTCPOKKSTAAY LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EXFPVTTQTFVVGC LGPVKL SAEGPTTMIL GTTC v "
SVSLHHE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGYFAAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANOVYTCPDKKSTAAY| L TP TENKE TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ| CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWNTGDSASLOTAG  KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE GABSTLGPVKLSAEGPTTMTL GTTL PKL T |GCTGGS PEKKKC TVIRLE FAGAAGSAK SRAGTAS KVS | FAMVRGL 1G5 1AACVA
SVSLHHF | | SSGF LTSF PKAVRRAVTAGVFAAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGVVTCPDKKSTAAY| L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWATGOSASLOTAG KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTLTGCNEK SF KD LPKL T 1 1GCTGGSPEKHHCTVRIL EFAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEGL IGS IAACVA
SVSUHHE | 1 SSGF LTSF PKAVRRAVTAGVFAAPTLMSF LRCGRNASDP PLVANQVVTCPDKKSTAA| L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGDSASLDTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC GABSTLGPVKLSAEGP TTMTLVC GTTUTGCNEK SF KD LPKL T 11GCTGGS PEKKHCTVIL EFAGAAGSAKSRAGTASHVS | FAMVRIGL I GS IAACVA
SVSLHHE | | SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGUYTCPDKKS TAAV| L TPTENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGOSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC |KGDO) GABSTLGPVKLSAEGPTTMTLVC GTTUTGCNEK SF KD LPKL v |GCTGGS PEKKHC TVIL EFAGAAGSAKSRAGTAS HVS | AMVIGL IGS 1AACVA
SVSLHHE | 1 5SGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANQVVTCPDKKSTAAY| LTP TENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWHTGOSAS LOTAGIKLTVP [ EKF PVTTQTFVVGC | KGDDAQSCh YGABS TLGPVKL SAEGPTTMILVC GTTLTGCNEKSF KD LPKL T 1 1GCTGGS PEKHHCTVIRL € FAGAAGSAK SRAGTAS HVS | FAMVEGL | GS 1AACVA
SVSUHHE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGENASDP PLVANQWTCPOKKSTAAV L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWHTGOSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC YGABS TLGPVKL SAEGPTTMILVC! GTTLTGCNEK SFKDI LPKL B 11GCTGGS PEKHHC TVIBL € FAGAAGSAK SRAGTAS HVS | FAMVIIGL 1G5 1AACVA
SVSUHHF | | SSGF LTSF PKAVRRAVTAGVFAAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGVTCPDKKSTAAY| L TP TENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWHTGOSASLOTAG | KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC | KGDDAQSO YGABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTLTGCNEK SFKDI LPKL b |GCTGGS PEKKKC TVIL EFAGAAGSAK SRAGTAS HVS | FAMVRGL I GS 1AACVA
MSVSLHHE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGIMASD PLVANGYVTCPDKK STAAY| L TPTENHF TLKCPKTAL TEPPTUAYSPNRQ I CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWHTGDSASLOTAG | KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE | KGDDAQSO GABSTLGPVKL SAEGPTTHTLVC GTTUTGCNEK SEKD I LPKL T | 1GCTGGS PEKHHCTVRILE FAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEIGL 1 GS IAACYA
MSVSLHAE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGYF AAPTUMSF LRCGEMASDP PLVANGYVTCPDKK STARY| LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAY SPRRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWATGDSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC | KGODS YGABS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC ) | 1GCTGS PEKHHC TVIIL EFAGAAGSAKSRAGTAS HVS | FAMVEGL | GS 1AACVA
(SVSUNHF 1 | SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGVTCPDKKS TAAV | LTP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWATGDSASLOTAGI KLTVP | EKF PYTTQTFVVGC | KGDDAQSCH YGABS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC T |GCTGGS PEKHHCTVRL £ FAGAAGSAK SRAGTASHVS | AMVEIGL 1 GS 1AACVA
SVSLHHE | 1 SSGF LTSME PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF L RCGEMASDP PLVANGYVTCPDKK S TARY| L TPTENHE TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWTGDSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE [ KGDDAD: GABSTLGPVKLSAEGPTTMTL T |GCTGGS PEKHHCTVRL £ F AGAAGSAK SRAGTASHVS | F AMVEIGL 1S 1AACVA
MSVSLHNE | 1 SSGF LTSMEPKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGYVTCPDKK S TAAVI L TP TENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGOSAS LOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTEVVGC [ KGDDAQSO GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC 2 1 1GCTGGS PEKKHCTVIRL EFAGAAGSAKSRAGTAS HVS | F AMVIIGL | GS 1AACVA
MSVSLHHF 1 \sSr.FA7sMPPKAVRRAVYAGVFAAPI’IMsFlR:r.MsDPPLVANW\ITCPDKKSYAAWITPTENNFHK(PKI’A\YEPPTLAVSPNRQ\(PAGYTS;CTSKAVT\;SLIVEAEDSWM‘GDSASIDTA(.IKLTVPIiKCDVHQ‘UVV« GABSTLGPVKL SAEGPTTMTL 7 1 1GCTGGS PEK HHCTVIL E FAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVIIGL | GS 1AACVA
(SVSLHHE | SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGIMASDPPLVANGVVTCPOKKS TAAV | LTPTENNF TLKCPKTAL TEPPTL TSSCTSKAVTLSSL LTVP | EKFPVTTQTFVVGC GABS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC T |GCTGGSPEKHHCTVRL € FAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVEIGL 1GS 1AACYA
SVSUKHE | | SSGF LTSNF PKAVRRAVTAGVFAAPT LMSF LRCGENASDP PLVANQVYTCPOKKS TAAYI L TP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPRRQ | TSSCTSKAVTLS S TAG I KLTVP | EKFPVTTQTFVVGC GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC T 1GCTCGSPECHNCTVRLEFAGAAGSAKSIRAGTASIVS | FAMNGL1GS 1AACVA
MSVSUHHE | 1SSGFL sk VI LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAG IKLTVP | EXFPVTTQTFVGC TLGPVKL SAEGPTTHTL T "
MSVSLHHF 1 1 SSGFLT LMSFL LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EKFPVTTQTF TLGPVKLSAEGPTTMTL T 41 \\«masvEKn»«cwmssAaMcsAnsususwslmwlmmslAAch
SVSLHHE | 1SSGFL LMSFL LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL TLGPVKLSAEGP TTMTL T T 1GCTGGSPEKHIHCTVRLEFAGMGSAKSIAGTAS VSHE AWVRGL G5 1AACYA
SVSUHME | 1SSGFL LseL LTPTENHETLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL TLGPVKL SAEGP TTMTL T v
SVSLHME | 1SSGEL LmseL LTPTENNETLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL TLGPVKLSAEGPTTMTL T v
SVSLHHE | 1 SSGF LT LTPTENHETLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL TLGPVKL SAEGRTTMTL T T \m«.spsmcmmmmwmmsm.nwmmsmm
t:svsnmu | SSGF LTSMEPKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGIMASD PLVANQVVTCPOKKSTAAY I L TP TENHF TLKCPKTALTE TSSCTSKAVTLSSL TLGPVKLSAEGPTTMTL GTTe PKL T i I
SVSLHHF | | SSGF LTSF PKAVRRAVTAGVFAAPT LMSF LRCGENASDP PLVANQVVTCPDKKS TAAYI LTPTENHF TLKCPKTALTE TSSCTSKAVTLSSU GABSTLGPVKLSAEGPTTMTLVC T L GeTaOS PEXAACTVRL EF AGAGSAK SEAGTASHVS FAMVEGL 1 3 1AACYA
FSVSLHHE | ) SSOFLESME PRAVRRAVTARYE AAPT LGP L RCOIAS D PLYANGIYTCP KK ST ANV LTPTENNETLKCPKTALTEPBTLAYSPNRG) CPAGTTSSCTSKAVTL SS1 1 PEAEDSMTADSASLOTAGIKLTVE | EFPYTTATFVVGE GABSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTCTGCNEKSFKDIL T |GCTGGSPEKHHCTVRL E FAGAAGSAK SRAGTASHVS | AMVEGL 1 GS IAACVA
SVSLHMHE | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGEMASDP PLVANGVYTCPDKKSTAAY| L TPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWATGOSASLDTAG [ KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE YGRS TLGIVCLSAEGPTIMTL VC T TGCNEKSF D1 LPCLTENPHOGAAS SOBGATLTIBKEAFPAESKSV1 1GCTGGSPEKNHCTVELEFAGAAGSKSAGTASHUS | FAWVRGL (G5 1AACYA
SVSLHHF | | SSGF LTSHF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGENASDP PLVANQYVTCPDKKSTAAV| LTP TENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL 1 PEAEDSWATGOSAS LOTAGI KLTVP | EXF PYTTQTFVVGC |KGDDA TLGPVKLSAEGP TTMTLVC GTTLTGCNEKSFKD L 1GCTGGS PEKKHCTVRIL € FAGAAGSAK SRAGTAS HVS | FAMVRIGL | GS 1AACVA
vuvr«kAvrA:.vtAAvrmsnxmsuwwAvaT:»nxxsrAAwn‘n‘znmnxcvnnnv“uvsvnnu\cumrsscrsansstwuwsvmrcosuwrmmnwlzxxvvr‘mr;vv«\Kc,umuscuvtwwn;\ssznvAncschlsnavvnsA:arrrum cnxnsvxvvunumv:sannccusxsxKDIkau’mmum‘\ssblﬁnul KEAFPAESKSY | 1GCTGGS PEKHHCTVRL EFAGAAGS ABSIAGTASHVS | FAMVEGL 1GS 1AACYA
WRRAVTAGVF AAPTLMSF LIKCGEMASDP PLVANQUTCPDKKS TAAV | LTP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEACDSWATGDSAS LDTAGI KLTVP | EKFPVTTQTFVWGC K TLGPVKLSAEGPTTMTLVC GTTLTGCNEKSFKD| LP 1GCTGGS PEKHHC TVILEF AGAAGSABISRAGTAS HVS | FAWVIGL I GS 1AACVA
SVSLINE | 1 SSGFLTSME PAVRRAVIAGYFANPTLISF REGAMASDPPLVANGVTCPDEXSTARVI LTOTENNETLKCPATALTEPPTLAYSIMRG | CPAGTTSSCTKAVTL 4L | PEAEDEMITIDSASLOTAG I KLTVE | EKEPVITATEVWGC | KGDOAGS YGANS TLGPVKL SAEGPTTMTLVC CTTLTGCNEKSF KDI oKL T | 1GCTGGS PEKHHCTVRL E FAGAAGSAK SRAGTASKVS | FAMVTGL 1 GS IAACYA
(SVSLHHE | 1 SSGF LTSME PKAVRRAVTAGV AAPTLMSE LRCGAMASOP PLVANQUTCPDKKSTAAV | LTP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAY SPNRQ| CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEACDSWATGDSASLOTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC | KGODA YGANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTUTGCNEK SFKDI LPKL T |GCTGGSPEKHHCTVRL € FAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVTGL 1GS IAACYA
MSVSLHAF | 1 SSGF LTSMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGAMASDP PLVANGYVTCPDKK STARY1 L TPTENHE TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ I CPAGTTSSCTSKAVTLSSL I PEAEDSWATGDSASLOTAG | KLTVP | EKFPVTTQTFVVGE [ KGDDAQSO GANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTUTGCNEK SFKD I LPKL T |GCTGGSPEKHHCTVRL EFAGAAGSAK SRAGTASHVS | FAMVTGL | GS IAACVA
SVSLHHE 1| SSGELTSNE K AVRRAVTAGYF AAPTLMSE LRCGIASD? PLVANOWNTCFDKKSTAAY|LTFTENNE TLKCPITAL TEPPTUAYSPNRDI CPAGTTS SCTSKAVTL 5L 1 PEARDSWATGDSAS LOTAGIKLTVP | KF PVTTQTEVVGC IGDOAS GABSTLGPVKL SAEGP TTMTLVC GTTLTGCNEK SF KD LPKL T | 1GCTGGS PEKHHCTVGL E FAGAAGSAK S SAGTASHVS | FAMVTGL | GS IAACVA
SVSUHHE | 1 SSGF LASNE PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGANASDP PLVANGVVTCPOKKSTAAY L TP TENHF TLKCPKTALTEPPTL. TSSCTSKAVTLSSL VP I EKFPVTTQTFVGE GANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTLTGCNEKSF KD LPKL T 1 1GCTGGS PEKRHCTVQL EFAGAAGSAKS SAGTAS HVS | FAMVTGL 1GS IAACVA
(SVSLKNF | | SSGF LASMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGAMASDP PLVANGYVTCPOKK STAAV LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL TAGIKLTVE | EXFPVTTATRVVGE GANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC GTTL PK T 1 1GCTGGSPEKHHCTVQL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1GS IAACVA
SVSURHE | 1SSGF LASNF PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGAVASDP PLVANQYTCPOKKSTARY| L TP TENHF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLS SL OTAGIKLTVP | EXF PVTTQTFVVGC GANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC T PKL T |GCTGGS PEKKHCTVL € FAGAAGSAKS SAGTASHVS | FAMVTGL IGS IAACVA
SVSLHF | 1SSGEL TPTENHFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLS SL OTAG IKLTVP | EXFPVTTQTFVVGE TLGPVKLSAEGPTTHTL PKL T 1GCTGGS PEKKHCTVOL E FAGAAGSAKS SAGTAS HVS | FAMVTGL 1GS IAACVA
MSVSUAHE | 1SSGFL. LSk LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ ] TSSCTSKAVTLSSL OTAG IKLTVE | EXFPVTTQTFVGE TLGPVKL SAEGPTTMTL PKL T 1 1GETGGSPEKHNCTVOL E AGAAGIAKS SAGTASHYS | FAWYTGL 1GS1AACVA
P 135 s LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EXF PVTTQTFVWGE TLGPVKLSAEGPTTMTL PKL T " wVTGL
SVSLRHE | 1SSGFL LSk LTPTENNFTLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EKF PVTTQTFVGC TLGPVKLSAEGPTTMTL T PKL T \ocmasvEKwnquUAaMGsAKSSAGYAsnvsHAchL|55|AM:VA
frsvsume 1 ssart sk LTPTENNETLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EXF PVTTQTEVWGE TLGPVKLSAEGPTTMTL . PKL i i
SVSLKHE | 1SSGFL LuseL LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTL OTAGIKLTVP | EXF PVTTQT TLGPVKLSAEGPTTMTL T PKL T {1 GCTGOS PEKHCTVGL £ AGAAGSAKSSAGTASHVS FAMVTGL | G 1ARCYA
SVSLHHF | 1SSGFL TRTENHFTLKCPKTALTEPPTL, TSSCTSKAVTLSSL OTAG I KLTVP | EXFPVTTQTEVVGE GANSTLGPVKL SAEGPTTMTL GTTL PKL T 1 1GCTGGS PEKKHCTVOL EFAGAAGSAKSSAGTAS HVS | FAMVTGL IGS 1AACVA
SVSLHHE | 1 SSGF LASNF PKAVRRAVTAGYF ARPTLMSF LRCGANASDP PLVANGVVTCPDKKSTAAYI LTPTENF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP | EKF PYTTQTF LGPVKL SAEGPTTMTLVC: v PKL v 1 1GCTGGSPEK HHCTVQL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | FAMVTGL 1GS IAACVA
SVSLHHF | 1 SSGF LASHF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGANASDP PLVANQVVTCPDKKSTAAYI LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL SCTSKAVTLSSL TAGIKLTVP | EKFPVTTQTFVVGC GANSTLGPVKLSAEGPTTMTL v Px i

MSVSLHHF | | SSGF LASMF PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGAMASDP PLVANQVVTCPOKK STAAV | LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWATGDSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTF

1AACVA

YGANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC GTTLTGCNEKSFKDI LKL 1GCTGGSPEKKKCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | FAWTGL 1GS LAACYA
SVSLRHE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGVF ARPTLMSFLRCGAVASDS PLYANGWTCPDKKSTAAY I LTPTENK FTLKCPKTALTEPPTLAYSPARQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWNTGOSAS LOTAGIKLTVP | EKFPVTTQTFVVGC | KGODAQS GANS TLGPYKLSAEGPTTMTLVC: mumcnsxsum\vusemwomusmauumstrussnsvw |GCTGGSPEKKKCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | FAVVTGL 1GS LAACYA
SVSLHKE | 1SSGFLASUE PKAVRRAVTAGVF AAPTLMSFLRCGAYASDP PLANGVYTCPDKKSTAAV I LTPTENA FTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSHNTGOSAS LOTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC YGANSTLGPVKL SAEGP TTMTLVC GTTLTGCNEKSFKOI LPK 1GCTGGSPEKHKCTVRL EF AGRAGSAKS SAGTAS VS | FAUVTGL 1GS 1AACVA
SVSLIKE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYF AABTLMSF LRCGAVASO PLVANGVYTCPDKKSTAAV I LTPTENAF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ I CPAGTTSSCTSKAVTLSSL I PEAEDSHITGDSASLOTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC | KGODAQSC GANSTLGPVKL SAEGPTTUTL GTTLTGCNEKSF XD LPKL T 1GCTGGS PEKHKCTVQLEFAGRAGSAKS SAGTASKVS | FAUVTGL 1GS LAACVA
SVSLHKE 1 15SGFLASHE PKAVRRAVTAGVF AAPTLMS LRCGAVASD PLYANGWYTCPDKKS TAAVI LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSHNTGDSASLOTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC [ KGODAQSC YGANSTLGRVKL SAEGPTTMTLVC GTTLTGCNERSFKDILPKL T 1GCTGGS PEKHKCTVLEF AGAAGSAKS SAGTASKVS | FANVTGL 1GS IAACVA
(SVSLIHF |1SSGF LASME PKAVRRAVTAGYF AAPTLNISF LRCGAVASDPPLVANGYVTCPDRK STAAV1 LTP TENAF TLKCPKTALTEPPTUAYSPNRQ| CPAGTTSSCTSKAVTL S SL| PEAEDSHTGDSASLOTAG! KLTVP | EKFPVTTQTF VW GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: GTTLTGENEKSFRDILPKL T | 1GCTGGS PEKHACTVOL E FAGAAGSAKS SAGTAS KV | FAVTGL 1GS 1AACVA
SVSLHHE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGY AAPTLMSFLRCGAVASDP PLVANGWTCPDKKSTAAYI L TP TENAF TLKCPKTALTEP PTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTL SSL | PEAEDSWITGDSASLOTAGI KLTV | EKFPVTTQTFVVGC 1KGDO GANSTLGPVEL SAEGPTTUTLVC. TTLTGCNEKSF KD LPKL T | 1GCTGGSPEKRHCTVL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | F AMVTGL 1G5 1AACVA
SVSLAKE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSFLRCGANASDP PLVANGWTCPDKKSTAAV I LTPTENAF TLKCPKTALTE PPTLAYSPRRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL |PEAEDSHHTGDSAS LOTAG I KLTVP | EKF PYTTQTFVWGC GANSTLGPVKL SAEGPTTHTLVC: TTLTGENEKSF KD LPKL T IGCTGGS PEXHHCTVQUEF AGAAGSAKS SAGTASKVS | FAUVTGL 1GS 1AACVA

MSVSLHHE || SSGF LASHF PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGAMASDP PLVANGYVTCPOKKSTAAVI LTPTENHF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTL SSL I PEAEDSWATGDSASLOTAG I KLTVP | EXFPVTTQTFVVGE [ KGODAGSC GANSTLGPVK L SAEGPTTHTLVC: GTTLTGCNEKSFKDI LPKL T 1GCTGGS PEKHKCTVGLEFAGAAGSAKS SAGTASKVS | FANVTGL 1GS 1AACVA
SVSLRHE | SSGF LASHE PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSFLRCGAVASD PLVANGWTCPDKKSTAAVI LTPTENF TLKCPKTALTEPPTLAY SPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWITGDSASLOTAGI KLTV | EKFPVTTQTF VVGC |KGDD/ GANSTLGPVK L SAEGPTTMTLVC: TTLTGENEKSF KD LKL T 1GCTGGS PEKHKCTVQLEF AGRAGSAKS SAGTASRVS | FAUVTGL 1S IAACVA
SVSLAHE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYE AAPTLMSFLRCGAUASDS PLYANGWTCPDKKSTAAV I LTPTENAF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL IKLTVP 1EKF PVTTQTFWWGE GANSTLGPVK L SAEGPTTHTLVC: o T 1GCTGGSPEKHKCTVQLEF AGAAGSAKS SAGTASKVS | FAMVTGL |GS 1AACVA
SVSLAHE | 1 SSGFLASME PKAVRRAVTAGYF ARPTLMSFLRCGANASDS PLVANGWTCPDKKSTAAYI LTPTENAF TLKCPKTALTEPFTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLS SL | PEAEDSWATGDSASLOTAGI KLTV | EKFPVTTQTFVVGC | KGOOAQ GANSTLGPVKL SAEGPTTUTL P T 1 1GCTGGS PEKRHCTVQL €F AGAAGSAK S SAGTASHVS | FARVTGL 1GS 1AACVA
SVSLAHE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYE AAPTLMSFLRCGANASD PLVANGWTCPDKKSTAAYI LTPTENAF TLKCPKTALTEPPTL TSCTSKAVTLSSL OTAG IKLTVP | EKF PYTTATFWVGC TLGPVLSAEGPTTMTL o T 1 1GCTGGS PEKRHCTVLEF AGAAGSAKS SAGTASKVS | FANVTGL 1GS IAACVA
(SVSLRKF | 1SSGFL LusiL LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVE | EKFPVITATFWGC TLGPVKLSAEGPTTUTL o T : 1GSIAACVA

MSVSLRKE 1185GFL LuseL LTPTENHF TLKCPRTALTERPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVE | EKFPVTTATFWGC TLGPVKL SAEGPTTMTL P i 1G5 1AACYA

MSVSLHHF | 1 SSGF L. lMSFl LTPTENHF TLKCPKTALTEPPTL T TSKAVTLSSL DTAGIKLTVP | EXI QT TLGPVKLSAEGPTTMTL! L PKL T 1GCTGGSPEKHHCTVQL EFAGAAGSAK S SAGTASHVS | FAMVTGL 1 GS I AACVA

SV LiHE 115GFL PTENHF TLKCPKTALTEPPTL TSCTSKAVTLSSL OTAGIKLT TLGPVKL SAEGPTTUTL T jon T WVTGL 1G5 1AACVA
SVALINE || 350FLASME X AVRRAVTAGYEAAPTLMF LRCGAMASDPPLVANGWYTCPORKSTARYILTPTENNETLKCPITALTEPOTL TSSCTSKAVTLSSL or mwvlexrwn‘qnvv« TLGRVKL SAEGPTTMTL T o T I16e AMVIGL 1GS LAACVA
SVSLRHE | 1SSGFL e PTENHF TLKCPRTALTERPTL TSAVTLSSL EXFPVTTATFVVGC TLGPVKLSAEGPTTHTL T o i I 1GSIARCVA
SVSLHHE |1 SSGF L ASHE PIAVRRAVTAGYF AAPTLMS L RCGANASOP#LVANQUVTCPDKK STAAV L TPTENHE TLKCPKTALTEPPTL TSSCTSKAVTLSSL OTAGIKLTVP EXEPVITaTFVYGE GANSTLGPYKL SAEGPTTMTLVC: T o T 1 1GCTGGSPEKKKCTVOL € FAGAAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1GS LAACYA
SVSLHHE |1 SSGF LASHF PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSELRCGAYASDP LVANQWVTCPOKK STAAV | L TP TENHF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ| CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWNTGOSASLOTAG I KLTVP | EXF PVTTQTFVVGC GANSTLGPVKLSAEGPTTHTL T o i 1GCTGGSPEKHKCTVQL E FAGAAGSAKS SAGTASKVS | FAMNTGL 1 GS LAACVA
L T AT A A A AP TSR GAASOP LAYV DRX S TANY LT TN TLICPKTALTEP T AYSPURG CPAGTTSSCTSXAVTLS5L | PEALOSHITADSASLOTASIKLTVP XFPVITATE VWGC XG0 GANSTLGPYKLSAEGPTTMTLVC: e Lok T 1 1GCTGGS PEKHHCTVQL EF AGAAGSAKS SAGTASHVS | FAUVTGL |GS IAACVA
SVSLHHE | 1 SSGFLASHE PKAVRRAVTAGY ARPTLMSFLRCGAYASDP PLVANGWTCPDKKSTAAVI L TP TENAF TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLS L1 PEAEOSHNTGOSAS LOTAGI KLTVP | EKEPVTTOTFV GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: GTTLTGCNEK S KD I LPKLSENPUQGNAS SONGATLT INKEAFPAE SKSV | 1GCTGGSPEKKKCTVOL E FAGAAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1GS LAACVA
SVSLIME | S50T L ASNEPX AVRRAVTAGVF AAPTLMSF LRCGANASDP PLVANGWYTCPDKKSTARYILTPTENNF TLKCPTALTEPPTLAYSPARGI CPAGTTSSCTSKAVTL S5L | PEAEDSWATGDSASLOTAGIKLTVP EXF PVTTATFVVGE GANSTLGPVKL SAEGPTTHTLVC: GTTLTGENEKSFKDILPKL T GCTGGS PEKHHCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASKVS | FANVTGL 1G5 1AACVA
SVSLHK 11 SSGFLASWE PKAVRRAVTAGV AAPTLMSFLRCGAUASD PLYANGVYTCPDKKSTAAVI LTPTENKF TLKCPKTAL TEPPTLAYSPARQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSHNTGDSAS LOTAG I KLTVP | EKF PVTTGTFVGC GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: TTLTGCNEKSFKDI LPKL T 1GCTGGS PEKHKCTVQLEF AGRAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1GS 1AACVA
SVSLAHE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGAVASD? PLVANGWTCPDKKSTAAY | LTPTENAFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWNTGOSAS LOTAG I KLTVP | EKFPVTTOTFVVGC | KGODAQS GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: GTTLTGCNEKSFKDI LPKL T 1 1GCTGGS PEKKHCTVQL EF AGRAGSAKS SAGTAS VS | FAMVTGL |GS IAACVA
SVSLHKE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGVE AAPTLMSFLRCGAVASD PLVANGVYTCPDKKSTAAV I L TPTENHFTLKCPRTALTEPPTLAYSPRRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL |PEAEDSWATGDSAS LOTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC | KGDDAQSO GANSTLGPVKL SAEGPTTHTL GTTLTGENEKSFRO1 LPKL T | 1GCTGGSPEKHHCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASKVS | FAVTGL 1G5 1AACVA
SVSLAHE | 1 SSGFLASHE PKAVRRAVTAGVF AAPTLMS LRCGANASDP PLVANGVVTCPDKKSTAAVI LTPTENAF TLKCPKTALTEPPTLAYSPARQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSHNTGDSAS LOTAG I KLTVP | EKF PYTTQTFVVGC | KGODA GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: GTTLTGCNEKSFKDILPKL T 1 1GCTGGS PEKKKCTVQL € AGAAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1GS 1AACVA
SVSLAKE | 1SSGFLASHE PKAVRRAVTAGY AAPTLMSFLRCGANASDS PLYANGWTCPDKK STAAVI LTPTENA FTLKCPIKTAL TEPPTLAYSPNRQI CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSHATGDSASLOTAG I KLTVP | EKFPVTTQTF o GANSTLGPVKL SAEGPTTMTLVC: TTLTGENEKSFKD LPKL T 1GCTGGS PEKHKCTVQLEF AGAAGSAKS SAGTASKVS | FAUVTGL 1GS IAACVA
SVSLRA | 15SGFLASWE PKAVRRAVTAGVE AAPTLMSFLRCGAVASDP PLVANGWTCPDKKSTAAY I LTPTENAF TLKCPKTALTEPPTLAYSPRRQ I CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWWTGDSAS LDTAG I KLTVP | EKF PVTTQTFVVGC (KGODAQSC GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: GTTLTGCNEKSFKDI LPKL T |GCTGGS PEKHKCTVLEF AGAAGSAKSSAGTASHVS | FAUVTGL |GS 1AACVA
SVSLAHE | 1 SSGFLASHE PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSFLRCGAVASDP PLVANGWTCPDKK STAAYI L TP TENF TLKCPKTAL GANSTLGPVKL SAEGPTTUTLVC: LTGCNEKSFKDI LPKLSENPHQGNAS SONGATLT INKEAFPAESKSV I | GCTGGS PEKHCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASHVS | FANVTGL 1G5 1AACVA

MSVSLHHE || SSGF L ASHF K AVRRAVTAGY F AAPTLMSF LRCGANASDP PLVANQVTCPDKKS TAAVI LTPTENHF TLKCPKTALTE o GANSTLGPVKLSAEGPTTHTLVC: X |GCTGGS PEKHKCTVLEF AGAAGSAK S SAGTASKVS | FANVTGL 1GS 1AACVA

MSVSLHHE || SSGF L ASHF PKAVRRAVTAGYF AAPTLMSF LRCGAYASDP PLVANGYVTCPDKKS TAAVI LTPTENHF TLKCPKTALTE GANSTLGPVK L SAEGPTTMTLVC: SGTTLTGCNEKSFKOI LPKLSENPHOGNAS SONGATLT INKEAFPAE SKSV | 1 GCTGGS PEKHHCTVOL EFAGAAGSAKS SAGTASKVS | FAMVTGL G5 IAACVA

DSV LHHE |1 SSGF LASHE PKAVRRAVTAGY AABTLMSF LRCGANASDP PLVANGWTCPOKKSTAAY  LTPTENHF TLKCPKTALTE GANSTLGPVL SAEGPTTMTLVC seTTL o T

Sekil 4.10. SAG1 data setindeki izolatlara ait amino asit sekanslarinin ¢oklu hizalama analiz sonucu

TLAYSPNRQ | CPAGTTSSCTSKAVTLSSL | PEAEDSWATGDSASLDTAG I KLTVP | EKFPVTTQTFYVGC | KGDDAQ:

1 1GCTGGSPEKHHCTVAL EFAGAAGSAKS SAGTASKVS | FAMVTGL | GS LAACVA



60

Toxoplasma gondii SAG1 proteininin in-slico ii¢ boyutlu yapist Sekil 4.11°de
gosterilmistir. 336 aminositten olusan 1010 niikleotidin kodladig1 SAG 1 proteininin ii¢
boyutlu yapisinda yer alan katlanmalar belirlenmis ve korunmus bir yapiya sahip oldugu
goriilmiistiir. Calismada elde edilen izolata ait protein yapisimin SWISS-MODEL
yazilimi ile protein veri bankasindaki analiz sonuglari Major Surface Antigen P30

olarak nitelenen diger T. gondii SAG1 proteinleri ile yapisal olarak %99,3-%100 benzer

oldugunu gostermistir.

Sekil 4.11. T. gondii SAG 1 proteininin 3 boyutlu goriiniimii ve aminoasit dizisi

43 T. GONDII SAG 1 GENININ DNA ASISI OLARAK PCDNA3.1
VEKTORUNE KLONLAMASI

Toxoplasma gondii genomik DNA’sindan elde edilen 1010 bp PCR iiriini
pcDNAT™3 1/V5-His TOPO® ekspresyon vektoriine (Invitrogen, ABD) basarili bir
sekilde klonlanmigtir. Ligasyon iiriini OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, ABD) kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi kati besi yerinde

olusan koloniler goriintiilenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. PCR iiriinii T. gondii SAG 1 geninin E. coli kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi
tiretilen koloniler

Transformasyon sonrasi gen spesifik primerlerle koloni PCR analizlerinde kati
besiyerinden segilen 5 koloniden hepsinin rekombinant plazmidi igerdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.13).

2 3 4 5

T.gondii SAG 1 +pCDNa 3.1

1010 bp

TN

1000 bp
—

Sekil 4.13. PCR tarama ile kolonilerde rekombinant plazmid varliginin dogrulanmasi. M: 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-5: Pozitif 6rnekler
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Protokolde bes numarali kuyucukta amplikonu goriilen (Sekil 4.13) koloniden alinan
transformantlar sivi besi yerine gecilerek rekombinant plazmid izolasyonu yapilmistir.
Rekombinant plazmitin gen spesifik primerlerle PCR analizleri ile hedef gen bolgesinin
plazmid igerisindeki konfirmasyonu saglanmistir (Sekil 4.14). Elde edilen rekombinant
plazmid, pcDNA 3.1+SAG 1 olarak isimlendirilerek rekombinant DNA as1 denemeleri

lizerine sonraki proje ¢alismalari i¢in muhafaza altina alinmustir.

M1 1 2 P N

T. gondii SAG 1 +pCDNA 3.1
1010bp

"VARS

1"@9-—-—

500 bp

Sekil 4.14. Rekombinant pcDNA 3.1+SAG 1plazmidin gen spesifik primerlerle PCR sonucu belirlenen
amplikonlarin agaroz jel tizerinde gériiniimii. M1: 100 bp.’lik marker (SolisBio Dyne FIREPol,

Estonya); M2: 250 bp.’lik marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya); P: Pozitif kontrol (gDNA PCR
iiriini), N: Negatif kontrol, 1-2: Rekombinant plazmidin kullanildig1 1010 bp.’lik PCR {iriinii.

44 T.GONDII SAG 1 GENININ EKSPRESYON ANALIiZi SONUCLARI

441 pET100 Directional TOPO Ekspresyon Vektoriine Klonlama

SAG 1 geninin pET100 Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) plazmidine
yerlestirilmesi i¢in CACC 6n bolgesini igeren SAG1 F primeri ve SAG 1 R primeri ile
uygulanan PCR’da TRtoxSagl izolatina ait SAG1 geni amplifiye edilmistir. PCR iiriinii
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%1,5’Iuk etidyum bromidli agaroz jelde elektroforez sonrasi BioRad ChemiDoc Mp

goriintiileme cihazinda (BioRad, Almanya) goriintiilenmistir (Sekil 4.15).

1010 BP

o,

1000 BP

»

5Q0,BP

Sekil 4.15. Agaroz jel elektroforezde pET100 ekspresyon vektoriine ligasyon igin modifiye edilen
primerlerle TRtoxSagl izolatina ait SAG1 PCR {iriiniiniin goriiniimii. M: 100 bp.’lik marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1:1010 bp. SAG 1 Pozitif 6rnekler, P: Pozitif kontrol (JDNA
PCR iiriinii), N: Negatif kontrol.
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pET100 Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) ekspresyon plazmidine T. gondii
SAG 1 PCR iiriinii basarili bir sekilde klonlanmistir. Rekombinant plazmid One Shot

TOP10 kompetan E. coli hiicrelerine transforme edilmis ve 37 'C’de bir gece

inkiibasyon sonras1 LB agar’da koloniler tespit edilmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. T. gondii SAG 1 PCR {iriiniiniin One Shot Top10 E. coli kompetan hiicrelerine
transformasyonu sonrasi iiretilen koloniler

Transformasyon sonrast gézlenen kolonilerin rekombinant pET100+ SAG1 plazmidini
icerip igermedigini tespit etmek i¢in koloni PCR tarama yapilmistir. Kat1 besiyerinden
secilen 3 koloniden hepsinin rekombinant plazmidi icerdigi PCR tarama ile

gosterilmistir (Sekil 4.17).
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1010 BP

AN

1000 BP - - W

Sekil 4.17. PET100 ekspresyon sisteminde PCR tarama ile kolonilerde rekombinant plazmid varliginin
dogrulanmasi. M:100 bp.’lik marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya), P: Pozitif kontrol (gDNA
PCR iiriinii), 1-3: SAG 1 Pozitif 6rnekler, N: Negatif kontrol.

4.4.2 Rekombinant T. gondii SAG 1 geninin One Shot BL21 Star (DE3) E. coli

hiicrelerine transformasyonu

Pozitif olarak belirlenen kolonilere ait rekombinant SAG1 plazmitinin One Shot BL21
Star (DE3) E. coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) transformasyonu sonucu LB kati
besiyerinde koloniler tespit edilmistir (Sekil 4.18). Transformasyon sonrasi gozlenen
kolonilerin rekombinant pET100+SAG 1 plazmidini igerip igermedigini tespit etmek
i¢in yapilan koloni PCR taramada kolonilerin tamaminda rekombinant plazmidin varligi

belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. SAG1 rekombinant plazmitinin One Shot BL21 Star (DE3) E. coli kompetan hiicrelerine
transformasyonu sonrasi LB besi yerinde belirlenen koloniler

T

— -—vaw 00

Sekil 4.19. One Shot BL21 Star (DE3) kolonilerinde rekombinant plazmid varliginin koloni PCR tarama
ile dogrulanmasi. M:100 bp.’lik marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) P: Pozitif kontrol
(gDNA PCR iiriinil), 2-5,7-9: SAG 1 Pozitif 6rnekler, N: Negatif kontrol
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4.4.3 SDS-PAGE ve Western Blot Analiz Sonuglar:

Farkli IPTG oranlarinda yapilan pilot indiikleme denemelerinde farkli saatlerde alinan
orneklerin ekspresyon durumlart SDS-PAGE analizleri ile belirlenmistir (Sekil 4.20).
Piirifiye edilen TrToxSAGI izolatinina ait SAG1 rekombinant proteininin SDS-PAGE
analizi sonucu jel ilizerindeki goriiniimi de Sekil 4.20°de verilmistir. SDS-PAGE
analizinde rekombinant SAGI proteininin 39 kDA biiyiikligiinde oldugu belirlenmis

olup elde edilen sonug in-silico analiz sonuglarini konfirme etmistir.

M12345

100 kDA

39 kDa
25kDA

1QkDAh-‘

e S ]

Sekil 4.20. TrToxSAGI izolatminin pilot ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan farkli IPTG oranlartyla
yapilan indiiklemelerin saatlere gore protein ekspresyon seviyesine etkisi ve drneklerin SDS-PAGE
analizi goriintiisii. 1: 2,5. saat, IPTG indiiklemesi yok; 2: 2,5. saat, 0,01 mM IPTG indiikleme; 3: 3,5. saat
IPTG indiiklemesi yok; 4: 3,5. saat 0,1 mM IPTG indiikleme; 5: Pirifiye SAG1; M: Marker (Precision
Plus Protein Marker, BioRad)
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SDS-PAGE’de rekombinant protein ekspresyonu sonucu elde edilen Ornekler
yiiriitiilmiis ve nitroselliiloz membrana aktarilmistir. 0,001-0,1 mM IPTG indiiklemesi
yapilan rekombinant proteinlerin Western blot analizinde anti-HisG-HRP antikoru
(Invitrogen, ABD) ile inkiibasyonu ve DAB tablet soliisyonu ile boyamasi sonucu 39
kDA SAGL proteinin immun reaktif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21). Rekombinant
SAGI1 proteini affinite kromotografide HisTrap kolonlar kullanilarak saflastirilmis ve

pirifiye antijen SDS-PAGE ve Western Blot analizleri ile gosterilmistir (Sekil 4.20,
Sekil 4.21).

Sekil 4.21. 0,001-0,1mM IPTG konsantrasyonu ile indiiklenen rekombinant proteinlerin Western Blot
analizi sonrast membran iizerinde gériintimii. M. Protein marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya)1,
2: 0,001 mM 2,5 ve 5,5 saat indiiklenen 6rnekler, 3-4: 0,01 mM 2,5-5,5 saat indiiklenen 6rnekler,
5,6,7: 0,1 mM 2,5-3,5-4,5 saat indiiklenen 6rnekler, P: Piirifiye rekombinant SAGI antijeni, N:
Negatif kontrol.

45 REKOMBINANT T. GONDII SAG 1 ANTIJEN ELISA SONUCLARI

Calismada elde edilen rekombinant SAG1 antijeninin 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml
konsantrasyonda ELISA pleytlerine kaplanmasi ve islenmesi sonucunda pleytlerde
reaksiyon sekillendigi belirlenmistir. ELISA pleytlerinde sekillenen reaksiyonlar TOXO
IgG ELISA kiti (DIA:PRO, italya) ile birlikte Sekil 4.22°de gosterilmistir. Her ii¢
antijenik konsantrasyonda elde edilen OD degerlerinin ROC analizi sonucunda elde

edilen cutoff degerleri %95 giliven araliginda Tablo 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3’de
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goriildigi tizere 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml antijen konsantrasyonlarinin cutoff
degerleri sirasiyla 0,817, 0,893 ve 0,893 olarak belirlenmis ve her cutoff degeri igin

anlamlilik diizeyi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).

Sekil 4.22. TOXO IgG ELISA kiti ve SAG1 antijen ELISA analizi sonucu pleytlerde sekillenen
reaksiyonlarin gériinimii. A: TOXO IgG ELISA kiti; B: 2,5 pg/ml SAG1,; C: 5 pg/ml SAG1; D: 10
pg/ml SAG1

Tablo 4.3. SAG 1 antijeninin farkli konsantrasyonlari ile elde edilen OD degerlerinin ROC analizleri
sonucu belirlenen cutoff degerleri ve istatistiksel analizi

Egri Altindaki Alan
Test Sonucu Alan Std. Asempt. Asempt. %95 Giiven Araligi
Degiskenleri
Hata Sig. Alt Bant Ust Bant
OD5 ,893 ,049 ,000 ,796 ,989
0OD2.5 ,817 ,071 ,001 677 ,958
OD10 ,893 ,049 ,000 ,796 ,989
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2,5 ug/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonda SAG1 ELISA analizlerinde saptanan
OD degerlerinin ROC analizleriyle belirlenen sensitivite ve spesifite tabanli egrileri
Sekil 4.23°de verilmistir. Her {i¢ konsantrasyonun ROC egri analiz sonuglari, 5 pg/ml
ve 10 pg/ml antijenik konsantrasyonlarin 2,5 pg/ml’a gore daha duyarli ve 6zgiin

sonuglar verdigini ortaya ¢ikarmistir.

ROC Curve
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Sekil 4.23. SAG 1 antijeninin farkli konsantrasyonlart ile elde edilen ROC egrileri

ROC analizleri sonucu duyarliligr yiiksek belirlenen 10 pg/ml antjen konsantrasyondaki
SAG1 ELISA’nin referans TOXO 1gG ELISA sonuglarina gore %84,2 duyarliliga ve
%81,0 6zgiinliige sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4). Kappa istatistik testi (Tablo
4.5), SAG1 ELISA ve TOXO IgG ELISA kiti sonuglari arasinda iyi bir korelasyon (k=
0,65) oldugunu gostermistir.

Tablo 4.4. SAG1 ELISA’nin referans TOXO IgG ELISA sonuglarina gore 6zgiinliik ve duyarliligi

TOXO IgG ELISA L -
Sensitivite % Spesifite %
+ - Total

g + 16 3 19

J - 4 17 21

w 84,2 81,0

—

< Total 20 20 40

2]




Tablo 4.5. SAG1 ELISA’nin referans TOXO IgG ELISA sonuglariyla Kappa analizine goére uyumu
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Simetrik Ol¢iimler

Deger Asemp. Yaklagik Yaklagik
Standart Hata
T onemlilik
Uyumun 6l¢timii Kappa ,650 ,120 4,116 ,000
N gecerli olgular 40




5. TARTISMA VE SONUC

T. gondii insan dahil bircok sicak kanli hayvanmi enfekte edebilen ve intraselliiler
yerlesim gosteren yaygin bir protozoondur. T. gondii’nin kompleks hayat dongiisii
sonkonak ve arakonaklar1 icermektedir. Tim konaklarda asekstiel faz goriiliirken,
sekstiel faz sadece sonkonak kedilerin sindirim sisteminde gergeklesir (89). Bu obligat
parazit immun yetmezligi olan ya da bagisiklig1 baskilanmis bireylerde ve ayrica fetiiste
olimlere yol agar. Hastaligin miicadelesi zor ve maliyetli olup ayrica ¢iftlik hayvani
yetistiriciliginde olusturdugu stres faktorleri ve koyun siiriilerinde yol agtig1 abortlarla
onemli problemlere neden olmaktadir. Bu agidan parazitin insan sagligina olumsuz
etkisini minimize etmek agisindan kontrol yaklagimlari 6nem kazanmigtir. T. gondii, asi

gelistirilmesinde ve Oncili tanida daha ¢ok kullanilan gesitli antijenlere sahiptir (89, 90).

Parazitin ylizeyi, yiizey antijenleri (SAGS) familyasina ait olan bir ¢esit
glycosylphosphatidyl inositol (GPI)-bagli antijenlerle kaplidir (91). Bunlar arasinda
SAGL1 antijeni, parazitin konak hiicresi igerisine invazyonunda hayati 6nemi olan
immunodominant ligandlardan birisidir. SAG1’in subunit asilar ve hizli tami kitleri
gelistirilmesinde en onemli proteinlerden biri oldugu gosterilmistir (92). Tirkiye’de
giiniimiize kadar T. gondii antijenik genlerinin karakterizasyonu lizerine herhangi bir
calisma yapilmamistir. Bu agidan mevcut tez ¢alismasi ile immunizasyon ve serolojik
tanida olduk¢a Onemli olan SAGI geninin Tirkiye T. gondii izolatlarinda
karakterizasyonu ilk kez gergeklestirilmistir. T. gondii’nin hayat dongiisiinde
enfeksiyona yol acan ve anahtar donem olarak nitelenen takizoitler konakta giiglii bir
immun yanit olusturarak parazitlerin biiylik ¢ogunlugunun elimine edilmesini saglarlar.
Takizoitlerin yiizeyi konak hiicrenin immun yanitinin ana hedefi olup SAG 1 bu
prosesteki en Onemli major yilizey antijenlerinden biridir. SAGI1, T. gondii total
proteinlerinin % 3-5’inde bulunmasina karsin antikorlarin biiyiik bir kismi enfeksiyon
stirecinde SAG1’e karsi reaktive olurlar (93). Parazitten piirifiye edilen ¢esitli SAG1
izolatlar1 (94, 95) E. coli (96)veya maya (97) rekombinant ekspresyon sitemleri ile
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tiretilmis ve sonrasinda SAGI’in peptid bilesenlerinin konak humoral ve hiicresel
bagisikligini sitiimile ettigi gosterilmistir (98-100). Dolayisiyla SAG1’in T. gondii’ye
kars1 koruma sagladigi ortaya ¢ikarilmistir (101).

T. gondii’nin ¢esitli {ilkelerden izole edilmis farkli suslarinda SAGI1 niikleotid
sekanslariin yiiksek diizeyde identik oldugu cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir (102-
105). Bununla birlikte SAG1 sekanslarinin bazi suslar arasinda niikleotid ve amino asit
tabaninda polimorfizm gosterdigi kaydedilmistir (103,104,106,107). Calismamizda
TRtoxSagl izolatinin niikleotid ve amino asit dizilimlerinin hizalama ve filogenetik
analizleri, GenBank veri tabaninda mevcut olan T. gondii’ye ait farkli iilkelerden
bildirilmis 104 SAGI1 sekansi ve Neospora caninum tiirline ait mevcut bir izolat
kullanilarak olusturulan data seti lizerinde yiiriitiilmiistiir. SAG1 data setinin analizinde
SAG1 genin T. gondii’nin farkli iilkelerden bildirilmis izolatlar1 arasinda ortalama
%99,5 identiklik gosterdigi ve yukaridaki calismalarin (102,103-105) sonuglarina
paralel olarak niikleik asit sekanslar1 temelinde olduk¢a korunmus bir gen bdlgesi
oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda T. gondii SAG 1 sekanslarinin hizalama
analizlerinde 10’un iizerinde niikleotid varyasyonu belirlenmistir. Diger yandan SAG1
geninin T. gondii ile N. caninum arasinda olduk¢a degisken oldugu goriilmiistiir. Bu
sonug da ilgili genin tiir i¢inde yliksek diizeyde korunmus oldugunu gostermistir. SAG1
data setinin filogenetik analizi T. gondii izolatlarinin Hartati ve ark. (106) bulgulari ile
paralel olarak iki ana grup igerisinde kiimelendigini gostermis olup elde edilen bu sonug
yiiksek bootstrap degerleri (1.00) ile desteklenmistir. Calismada elde ettigimiz T. gondii
TRtoxSagl izolatinin Grup 2’de yer aldigi belirlenmis olup, ilgili izolatin Amerika
Birlesik Devletleri ve Kanada’da pumalardan rapor edilmis izolatlarla (JX045397-9)
daha yiiksek identiklik gosterdigi ve birlikte kiime olusturduklart belirlenmistir.
Neticede cesitli aragtiricilarin (106,107) kaydettigi gibi T. gondii suslarinin SAG1 gen
bolgesine gore cografik orijin ile ilgili olarak anlaml bir iliski géstermedigi ancak sus

bazli filogenetik anlamlilik ortaya koydugu goriilmiistiir.

Calismamizda T. gondii takizoitlerinden izole ettigimiz gDNA PCR analizleri sonucu
1010 bp uzunlugunda amplikonlar elde edilmistir. Burg ve ark. (102), 1988 yilinda T.
gondii SAGI1 genini klonlamislar ve ilgili genin 1.1 kb uzunlugunda oldugunu rapor
etmislerdir. Sonraki ¢alismalarda (105,108,109), SAG1 cDNA sekans analizleri dizilim

icerisinde iki ATG baslangi¢ kodonunun varligi ortaya c¢ikarilmis ve bunlarinda
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sirastyla 47 ve 30 amino asit olmak tiizere sinyal sekansi olusturdugu belirlenmistir.
Calismamizda TrToxSAG1 olarak isimlendirilen izolatin plazmid vektorlere
klonlanmas1 ve akabinde elde edilen rekombinant plazmitin sekans analizleri sonucu
actk okuma c¢ercevesi konfirme edilmis ve intronlarin sekans dizisi igerisinde
bulunmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte 35-47. aa ve 320-335. aa arasinin sinyal
peptid karakterde oldugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar yukaridaki caligmalarin
(105,108,109) sonuglari ile paralellik gostermistir. Nitekim amino asit sekanslarinin in-
silico analizlerinde hedef gen bolgesinin 34,857 kDa biiyiikligiinde bir proteini
kodladig1 ortaya ¢ikarilmistir. Ancak Burg ve ark. (102), yaptiklar1 ¢alismada amino asit
sekans biiyiikliigiiniin ayn1 olmasina karsin protein biiyiikligiinii 30 kDA oldugunu
rapor etmislerdir. Arastiricilarin bu sonucu caligmanin yiiriitiildiigti zaman dilimi
dikkate alindiginda muhtemelen teknolojik yetersizlik ile iliskili olarak dogru sonuglari
yansitmadigi diisiiniilmistiir. Nitekim sonraki ¢alismalarda (105,109) karakterize edilen
izolatlarin ORF sekanslart da SAGI1 protein biyiikliigiiniin benzer oldugunu
gostermistir. Yine translasyon sonucu TRtoxSagl izolatinin amino asit diziliminin in
silico analizinde izoelektirik noktasinin 7,70 oldugu, biiyiik bdliimiiniin sitoplazmik,
yalnizca 315 ve 335 aa arasmin transmembran Ozellikte oldugu belirlenmistir. Ayni
zamanda ilgili proteinin antijenite acisindan skoru yiiksek uzunluklar1 7 ile 44 arasinda
degiskenlik gosteren 16 antijenik bolge icerdigi belirlenmistir. SAG1 data seti amino
asit sekanslarinin hizalama analizlerinde niikleotid sekanslarina benzer olarak identiklik
orant yiikksek bulunmus (%98,6), ve dokuzun iizerinde kodonda varyasyonlar
goriilmiistiir. Bunun yaninda TRtoxSagl izolatina ait SAG 1 proteininin SWISS-
MODEL yazilimi ile protein veri bankasindaki analiz sonuglari Major Surface Antigen
P30 olarak nitelenen diger T. gondii SAGI proteinleri ile yapisal olarak %99,3-%100
benzer oldugunu ortaya c¢ikarmistir. TRtoxSagl izolat1 lizerinde yliriitiilen tiim bu in-
silico analiz sonuglar1 rekombinant SAGI proteininin antijenik Oneminin yiiksek
oldugunu gostermistir. Ayrica pirifiye edilen TrToxSAGI1 izolatinina ait SAG1
rekombinant proteininin SDS-PAGE analizi sonucu 39 kDA biiyiikligiinde oldugu
belirlenmistir. Nitekim flizyon protein olarak pet100 ekspresyon sisteminde elde edilen
rekombinant proteinin 6xhis N terminal baglanti bdlgesi dikkate alindiginda protein
biiylikligiiniin yaklasik 35 kDa’dan 39 kDA ciktig1 in-slico analizlerde de konfirme

edilmis olup elde edilen sonu¢ in-silico analiz sonuglarin1 konfirme etmistir.
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TrToxSAG1 izolatinna ait SAG1 rekombinant proteininin immun reaktif oldugu

Western blot analizleriyle gosterilmistir.

SAG antijenler familyasinda SAG1 disinda diger bazi 6nemli antijenik bolgeler de
identifiye edilmistir. Bunlardan biri SAG2 olup T. gondii’ye kars1 dogal ve kazanilmig
bagisiklik mekanizmalarinda serolojik olarak immunodominant bir protein oldugu
gosterilmistir (110). Diger bir antijenik protein SAG3 olup yapisal olarak SAG1’e
benzemektedir ve konak hiicreye baglanma ile iliskilidir (111). Son yirmi yilda yapilan
calismalarda SAG antijenleri disinda T. gondii enfeksiyonunun tanisinda
kullanilabilecek diger bazi proteinler rekombinant olarak elde edilmistir. Bunlar
arasinda GRA antijenleri (rGRAL, rGRA2, rtGRA4, rGRAG, rGRAS), roptri proteinleri
(rROP1, rROP2), matriks protein rMAC1 ve mikronem proteinleri (rMIC2, rMIC3,
rMIC4, rMIC5) ¢alisilan antijenik varyantlar olmustur. Ancak tiim bu ¢alismalar sonucu
SAG1 rekombinant protein tabanli tani testlerinin, spesifitesi ve sensivitesinin diger

proteinlere gore daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (112-120).

IgG antikorlarinin saptanmasi temelinde serolojik testler insan ve hayvanlarda T. gondii
enfeksiyonlarinin teshisinde yaygin olarak kullanilmakta ve giivenli sonuclar ortaya
cikarmaktadir (121,122). Mevcut ¢ok sayidaki serolojik testler arasinda enzyme-linked
immuno- sorbent assay (ELISA) basit, hizli ve ekonomik olmasi gibi avantajlar ile
klinik teshis uygulamalarina daha uygun bir yontem olarak ifade edilmektedir (123).
MIC2, MIC3, M2AP, GRA3, GRA7 ve SAGL1 gibi rekombinant antijenler tabanl
ELISA testleri T. gondii ile enfekte bireylerin teshisinde efektif olarak kullanilmistir
(124). Bununla birlikte ELISA metodlar1 ayrica T. gondii’ye kars1 farkli Ig antikorlarini
(IgG, IgM ve IgA) saptamada da basariyla kullanilmistir (125). Calismamizda HisTrap
kolonlar kullanilarak affinite kromotografide saflastirilmis rekombinant SAG1 antijeni
farkli konsantrasyonlarda ELISA pleytlerine kaplanmis ve ticari TOXO 1gG ELISA Kkiti
(DIA: PRO, italya) ile birlikte sonuglar1 degerlendirilmistir. 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10
png/ml antijenik konsantrasyonda elde edilen OD degerlerinin ROC analizi sonucunda
cutoff degerleri sirastyla 0,817, 0,893 ve 0,893 olarak belirlenmis ve her cutoff degeri
icin anlamlilik diizeyi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Her iig
konsantrasyonun ROC egri analiz sonuglari, 5 pg/ml ve 10 pg/ml antijenik
konsantrasyonlarin 2,5 pg/ml’a gore daha duyarli ve Ozgiin sonuclar verdigini

gostermistir. Caligmamizda gelistirilen SAG1 tabanli ELISA’nin referans TOXO 1gG
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ELISA sonuglarina gore duyarliligt %84,2, 6zgiinlige de %81,0 olarak belirlenmistir.
Ayrica Kappa istatistik testi, SAG1 ELISA ve TOXO IgG ELISA kiti sonuglar1 arasinda
iyi bir korelasyonun (k= 0,65) oldugunu gostermistir. Diger yandan iran’da akut ve
kronik toxoplasmosis’li bireyler lizerinde yiritiilen bir aragtirmada (126) rekombinant
SAGI1 tabanli ELISA’nin ticari bir kitle kiyaslanmasi sonucunda duyarliligi %93,
Ozgiinligii ise %95 olarak bulunmustur. Jalallou ve ark. (127) pET32a ekspresyon
sisteminde elde ettikleri rekombinant SAG1 antijeninin insanlarda T. gondii IgG
antikorlarin1 saptamada sensitivite ve spesifitesini sirasiyla %88,4 ve %88 olarak
bildirmiglerdir. Benzer sekilde Velmurugan ve ark. (128) kegilerde toxoplasmosis’in
tanisinda PET-32(b) ekspresyon vektorleriinde elde ettikleri SAG1 rekombinant
antijeninin sensitivite ve spesifitesini sirasiyla %83 ve %88,4 olarak kaydetmislerdir.
Buffolano ve ark. (129), kongenital enfekte bebeklerden alinan serum Orneklerinin
%75’inin SAG1 ile reaksiyon verdigini rapor etmistir. Pietkiewiez ve ark. (130) kronik
toxoplasmosis’li  hastalardan aldiklar1 serumlarda SAG1 antijeninin hastalig1
saptamadaki duyarliliginin antikor titresindeki artis ile dogru orantili olarak arttigini
belirtmislerdir. Buna karsin Nigro ve ark. (131) rSAGI antijenine karsi diisiik veya
rekasiyon sekillenmedigini kaydetmislerdir. Ancak arastiricilarin ilgili genin yalnizca
bir fragmentini kullandiklart ve rekombinant proteinin dogru olarak katlanmasinda
pirifikasyon yonteminin uygun olmadigi goriilmektedir. Calismamizda elde ettigimiz
sensitivite ve spesifite degerlerinin yukarida bazi arastiricilarin bulgular: ile paralel
seyrettigi goriilmiistiir. Bunun yaninda sensitivite ve spesifite oranlarindaki farkliliklarin
farkli ekspresyon vektorlerinin kullanilmasi ve piirifiye rekombinant antijenlerin kalitesi
ve protein katlanmalar iligkili olabilecegi diigiiniilmiistiir. Diger yandan toxoplasmosis
tanisinda SAG1 proteininin, GRAL1 ve GRA7 gibi diger rekombinant proteinlerle
ELISA’da kombine kullanilmasi ile sensitivite ve spesifitenin daha yiiksek oldugu
kaydedilmistir (132,133). T. gondii’nin son konak kedilerde giivenilir tanisi igin
insanlardaki kullanilan testlerin pratik ve giivenilir serolojik testlere de gereksinim
duyulmaktadir. Yapilan bir arastirmada (134); SAG1l, SAG2, GRA3 ve GRAG6
rekombinant proteinleri iiretilmis, saflastirilmis ve Western-Blot analizleri ile kedilerde
toxoplasmosis tanisindaki etkinlikleri degerlendirilmistir. lgili c¢alismada (134)
rSAG1’in diger antijenlere oranla en gii¢lii antijenik aktiviteye ve en yiiksek spesifiteye

sahip oldugu gosterilmistir. Arastiricilar (134), ¢evre kosullarinda T. gondii ile enfekte
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kedilerdeki antikorlarin saptanmasinda rSAG1 tabanli hizli tan1 testinin giivenilir olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir (134).

Son 10 yil igerisinde toxoplasmosis’e karst DNA asilarinin gelistirilmesi iizerine umut
verici birgok gelisme kaydedilmistir. Bir dizi Toxoplasma-spesifik genler (SAG, ROP,
MIC, GRA, vb.) DNA as1 aday: olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (135-140).
Basta SAGI1 olmak iizere T. gondii’nin 6zel ylizey proteinlerini kodlayan SAG ailesi
genleri basarili DNA as1 aday1 genleri olarak nitelenmistir. Nitekim SAG1 geninin tek
basina (141, 142) veya multi genler (143, 144) olarak enjeksiyon uygulanan farelerde
ist diizey immun koruma saglandig1 tespit edilmistir. Diger yandan SAG2, SAG3 ve
SAGS proteinlerinin de ayrica gdze ¢arpan bir immunojeniteye sahip olduklar1 ve as1
gelistirilmesinde umut vaat ettikleri kaydedilmistir (145,146,147). Ayrica DNA as1
korumasinin artirilmasinda a-GalCer gibi uygun adjuvantlarin kullanilabilirligi
belirtilmistir. Ilgili adjuvantlarin konagin hiicresel immun yamti artirdig1 ve gelinc
enfeksiyonlar sonrasi farelerin hayatta kalma siiresini artirdigi tespit edilmistir (148).
Calisgmamizda TrToxSagl izolatindan amplifiye ettigimiz SAG1 geni pcDNA™3.1/V5-
His TOPO® ekspresyon vektdriine basarili bir sekilde klonlanmistir. Elde edilen
rpcDNA 3.14SAG 1 plazmiti rekombinant DNA as1 denemeleri iizerine sonraki

arastirmalar i¢in muhafaza altina alinmistir.

Sonug olarak; bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez T. gondii’nin antijenik degeri yiiksek
olan as1 aday1 yiizey antijeni genlerinden SAG1’in molekiiler karakterizasyonu yapilmig
ve rekombinant protein elde edilerek immun reaktivitesi gosterilmistir. Ayrica ¢alisma
ile rfSAGI1 tabanli ELISA’nin toxoplasmosis’in serolojik teshisteki etkinligi ortaya
konulmustur. Elde edilen sonuglar yoresel izolatlardan elde edilecek SAGI1 ve diger
antijenlerin etkin ekspresyon sitemlerinde izole edilerek kombine halinde kullanilmasi
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