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BIiRINCi BOLUM

GIRIS

Toxoplasma gondii genis konak cesitliligi sebebiyle medikal onemi yiiksek
bir protozoon parazit olarak kabul edilmektedir. Insanlarda enfeksiyon genelde kedi
diskisi ile atilan 7. gondii ookistleri ile kontamine olmus su ve besinlerin yenilmesi,
doku kisti iceren etlerin ¢ig veya az pismis sekilde yenilmesi veya hamilelik
sirasinda enfekte olan anneden fetusa transplasental olarak bulasmasi sonucu gelistigi
gosterilmistir (123). Baslica ciddi klinik tablolar, fotal anomalilere yol acan
konjenital toxoplasmosis, korliige sebep olan kazanilmis veya konjenital toxoplasmik
retinokoroidit ve immun sistem yetmezlikli kisilerde Oliime sebebiyet veren
toxoplasmik ensefalit gelmektedir (81, 123, 124).

T. gondii’nin epidemiler ve sporadik vakalarla insanlarda bir¢ok saglik
sorununa sebep oldugu gozlenmektedir. Immun sistemi saglam insanlarda
semptomlar genelde belli belirsiz oldugu icin, bir epidemi veya sporadik vakanin
tanis1 ancak ciddi komplikasyonlar olustuktan sonra konulabilmektedir. Diinyada 500
milyon insanin, 7. gondii ile enfekte oldugu ileri siiriilmektedir (81). Avusturya,
Belgika, Fransa, Almanya ve Isvicre gibi iilkelerde 1990’11 yillarda dogurgan yastaki
kadinlarda yapilan seroprevalans calismalarinda oran % 37 ile % 58 arasinda
bulunmus, Paris ¢evresindeki hamile kadinlarda ise % 67.3 olarak saptanmistir (81,
84, 90). Yurdumuzda toxoplasmosis prevalansi hakkinda yapilan epidemiyolojik bir
calisma yoktur. Amerika Birlesik Devletleri’nde (A.B.D.) toxoplasmosis prevalansi
genel niifus i¢inde % 22.5 ile Avrupa iilkelerine gore goreceli olarak daha diisiik

oldugu izlenmistir. Buna ragmen her yil binlerce infantin konjenital toxoplasmosis



ile dogdugu ve toxoplasmik retinokoroidit tanis1 almis hastalarin sayisinin ise 1.26
milyonu buldugu yaymnlanmistir (81, 93). Toxoplasmosise bagli olusan fotal
anomalilerin azaltilmasi icin her yil yliz milyonlarca dolarin harcanmakta oldugu
goriilmiistiir (90, 93, 153). Toxoplasmosis ile enfekte kisilerin tedavisine yilda 7.7
milyar dolar harcandig istatistige yansimistir (91, 93). A.B.D. ve Avrupa’da yapilan
epidemiyolojik aragtirmalar sonucunda elde edilen prevalans degerleri,
toxoplasmosise bagli olusan komplikasyonlar ve olusan ekonomik etki gdz Oniine
alindiginda, yurdumuzdaki tablonun da bundan farkli olmayacagi aciktir. Bunlara ek
olarak toxoplasmosisin biitiin diinyada, koyunlarda diisiik, erken dogum ve yeni
dogan oliimleriyle yol actig1 ekonomik kayiplar géz ardi edilmemelidir (14, 123).

T. gondii’nin biitiin formlarina % 100 etkili bir ilag bulunamamustir.
Kullanimdaki ilaclarin bir¢ok yan etkisi oldugu, reaktivasyon olusumunu tamamen
engelleyemedigi goriilmektedir. Bu sebeple akut enfeksiyonun olasi sonuclarini
engelleyecek koruyucu as1 onemli bir alternatif olarak karsimizda olusmaktadir.
Koruyucu asiya olan ihtiyag, 7. gondii’nin besin ve su kaynaklarimi tehdit etmesi
sonucu kategori B bioterorizm ajani kabul edilmesi ile bir kat daha artmigstir (131).
Bu siniflamanin baslica sebeplerinden birisi Kanada ingiliz Columbia’sinda 7718
insanin etkiledigi su kaynakli toxoplasmosis salgimidir (21). Yakin zamanda
iilkemizde de bu salgina benzer fakat daha ufak boyutta bir salgin saptanmistir (168).

Ozetle denilebilir ki, toxoplasmosise karsi gelistirilecek koruyucu asmin yeni
doganlarda, eriskinlerde ve hayvanlarda toxoplasmosise ait komplikasyonlarin
gelismesini Onleyecegine, ekonomik ve sosyal kayiplarin azalmasina yol acacagina

inanmaktayiz.



Arastirmanin Konusu

Toxoplasmosise kars1 koruyucu bir as1 olusturabilmek i¢in 1990’11 yillardan
sonra bir¢cok calismada mutant 7. gondii suslari, saflagtirilmis proteinler ve DNA
astlar1 arastirllmistir (14). Giiniimiizde kullanimda olan tek as1 S48 susunu igeren
canli asidir (26). Bu as1 yan etkileri, kisa raf omrii ve yliksek maliyeti sebebiyle
yaygin sekilde kullanima girememistir. Ayrica insanlarda uygulanan canli agsilarda
hem patojenik formun reaktivasyonu, hem de beklenmeyen zararh ters mutasyonlar
gozlenebilmektedir. Bu olasiliklar1 ortadan kaldirmak i¢in giincel as1 denemelerinde
saflagtirilmis proteinler ve DNA asilar {izerine yogunlasilmistir. Bu arastirmalardan
elde edilen sonuglar 1s1Zinda 7. gondii’ye karst koruyucu bir asinin
gerceklestirilebilir oldugu kanisi olusmustur. Yiizey antijeni 1 (SAG1), SAG2, dense
graniil antijeni 1 (GRA1), GRA4, GRA7, roptri proteini 2 (ROP2), mikronem
proteini 3 (MIC3) ve 1s1 sok proteini (HSP70) iceren rekombinant protein asilar1 ve
DNA agilar1 hayvanlarda, kimi zaman kismi, kimi zaman tam koruma saglamis veya
nadiren hi¢ koruma saglamamislardir (6, 15, 18, 36, 45, 57, 58, 76, 83, 105, 106, 108,
113, 121, 122, 132, 136, 148, 155, 167, 174, 180, 181). Toxoplasmosise kars1 var
olan biitiin as1 denemelerinde GRA1 1iyi bir as1 aday1 olarak 6n plana ¢cikmaktadir.
GRAT’in hayvanlarda immun cevap olusturdugunu ve toxoplasmosise kars1 koruma
sagladigir ilk defa Supply ve arkadaglari tarafindan saptanmistir (167). Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) vektorii tarafindan eksprese edilen GRA1, OF1 farelerde ve
koyunlarda diisiik viriilanslt 7. gondii suslarina karsi korunma saglamis ve belirgin T
hiicre cevabi olusturmustur. BCG-tarafindan eksprese edilen GRA1’in, farelerde ve
koyunlarda antikor cevabi olusturmadigi fakat saflastinlmis GST-GRA1 fiizyon
proteininin antikor olusumuna yol agtigi gozlenmistir (167). Vercammen ve

arkadaslar ii¢ degisik fare tiirlinde vahsi tip GRA1 DNA asis1 denemisler, vahsi tip



GRATI (vt-GRAT1) DNA agisinin farelerin tiiriine gore degisken fakat kuvvetli sekilde
IgG2a cevabi olusturdugunu saptamislardir. Ayrica vt-GRA1 DNA agis1, 2 tiir
farede belirgin lenfoproliferasyon ve IFN-y iiretimine yol acan kuvvetli hiicresel
immun cevap olusturmus ve farelerde yiiksek enfektif dozlarda verilen IPB-G ve
76K T. gondii suslarina karst korunma saglamistir (155, 174). Bivas-Benita ve
arkadaslari, saflagtirllmis rekombinant GRA1 protein asisin1 ve vt-GRA1 DNA
asisin1 sirastyla mikro ve nano parcaciklar kullanarak C3H/HeN farelerinde
denemisler, onceki calismalarin aksine, farelerdeki kuvvetli antikor yanitinin IgG1
antikorlar1 lehine oldugunu saptanmislardir (15).

T. gondii ile enfeksiyon sonrasi humoral (salgisal) ve hiicresel immun yanit
olusmaktadir. Bununla birlikte farelerde 7. gondii’ye karst immun korunma primer
olarak Th1 hiicresel immun cevap (42, 137) ve IFN-y (43) salgilanmasi ile dogrudan
baglantili oldugu gozlemlenmistir. GRA1 proteini veya DNA’s1 kullanilarak
hazirlanan as1 adaylarinin Thl cevabini uyarmalar1 ve belirgin korunma saglamalari
sebebiyle umut verici kabul edilmektedir. Bununla birlikte toxoplasmosise karsi
gelistirilecek koruyucu asida hedefe ulagsmak icin olusacak immun cevabin
karmasikligini, as1 tiplerini, uygulama yollarini, parazit suslari/dozlar1 ve konak tiirii
gibi cesitli degiskenler arasindaki olasi iligkilerin kontrol edilmesi, viriilan 7. gondii
suslarina kars1 korunmanin daha da gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Ozetle, bu arastirmada fare hayvan modelinde akut toxoplasmosise karst
etkili bir as1 gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla ii¢ ¢esit GRA1 kokenli as1 aday1
hazirlanmistir: vahsi tip GRA1 DNA asis1 (CMV/vt-GRAL1); kodon-optimize GRA1
DNA asis1 (CMV/ko-GRA1) ve Provax ile adjuvante edilmis rekombinant GRA1
protein asist (tGRA1-Provax). Projenin hipotezi, “memeli kodon-optimizasyonu ile

olusturulan sentetik genden hazirlanan GRA1 DNA agsist ve adjuvan esliginde



kullanilan rekombinant GRAI protein agsisinin korumalarumin, var olan vahsi tip
GRA1 geni ile hazirlanan DNA agsisina gore daha iistiindiir” kurami {izerine

kurulmustur. Arastirmanin amaglar1 kisaca dort ana baslik altinda 6zetlenebilir;

1. Biyoinformatik teknikler kullamlarak GRA1 geninin incelenmesi,
rekombinant proteinin tanimlanmasi ve rekombinant protein asis1 gelistirilmesi.

T. gondii’ye ait GRA1 geninin se¢imi agsamasinda biyoinformatik tekniklerle
GRAI proteini katlanma, immunolojik yap1 ve igerdigi olasi bolgeler (kalsiyum
baglama, fosforilasyon ve myristoylasyon bolgeleri) agisindan incelenmistir.
Saflastirilmis rekombinant GRAT1 proteinin tanimlanmasi sirasinda sirasiyla Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of light (MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi,
karides alkalen fosfataz ile defosforilasyon, kalsiyum iyonunun ethylene glycol tetra
asetik asit (EGTA) ile selasyonu ve protein sindirme testleri uygulanmustir.
Tanimlanma sonrasi rekombinant GRA1 proteini ilk defa kuvvetli bir adjuvan olan

Provax ile birlikte as1 denemesinde kullanilmistir.

2.Vahsi tip ve kodon optimize GRA1 gen ekspresyonlarinin
karsilastirilmasi.

Oncelikle CODA  kullanilarak  tasarlanan  ko-GRA1  genine  ait
oligoniikleotidiler seri Polimeraz Zincir Reaksiyonlari ile birlestirilmistir. Daha sonra
CMV/vt-GRA1 ve CMV/ko-GRA1 vektorlerinin eksprese ettikleri protein miktari in
vitro transfeksiyon yontemi ile insan embriyojenik bobrek hiicre kiiltiirii ortaminda
karsilastirllmistir. In vitro transfeksiyon (in vitro sartlarda DNA vektoriiniin hiicre
icine sokulmasi) sirasinda kullanilan CMV/ko-GRA1 DNA asis1 7. gondii’ye karst

gelistirilmis ilk memeli kodon-optimize DNA as1 adayidir. Kodon-optimizasyonu



DNA asilarinin in vivo antijen ekspresyon seviyesini arttirmak i¢in genis ¢apli olarak
kullanilmaktadir. Kodon-optimizasyonu sonrasi iiretilen DNA asilart cok cesitli
mikroorganizmalarda, HIV antijenlerinden gag, gpl120/160 ve tat yaninda ters
transkriptaz ve integraz genleri, insan papilloma viriis 11°e ait L1 geni ve insan
papilloma viriisii 16’ya ait ES geni, Plasmodium yoelii, P. falciparum, Schistosoma
mansoni, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis ve Clostridium
tetani’ye ait genlerin kodon optimizasyonu sonucu elde edilen sentetik genlerin, fare
ve primat modellerinde protein ekspresyonunun arttirtlmasi, immun cevabin
gelistirilmesinde kullanildig belirtilmistir (5, 28, 41, 46, 73, 125, 127, 130, 146, 164,
166, 172, 175, 185). CMV/ko-GRA1 DNA asisinda bulunan memeli hiicreye kodon
optimize GRA1 geni CODA (computationally optimized DNA assembly) algoritmi
ile tasarlanmistir. Bu teknik sirasinda oncelikle vahsi tip GRA1’in genetik kodu
bozulup, termodinamik ozellikleri sayesinde birbiri iistiine binip kendiliginden bir
araya gelecek DNA oligoniikleotid sekanslar1 dizayn edilmis tek zincirli, lineer ve

memeli hiicre kodon kullanimina gore optimize sentetik GRA1 geni tasarlanmistir.

3.BALB/c farelerde humoral (salgisal) ve hiicresel immun cevabin
ol¢iimii.

Ik iki amagta elde edilen CMV/vt-GRA1, CMV/ko-GRA1 DNA as1 adaylart
ve rGRA1-Provax protein as1 adaymin BALB/c farelere uygulanmasi sonrasi olusan
humoral (salgisal) ve hiicresel immun cevap Ol¢iilmiistiir. Humoral immun cevap fare
serum Orneklerinde western blot teknigi ve protein ile isaretlenmis mikroarray analizi
ile saptanmistir. Hiicresel immun cevap ise fare dalak hiicrelerinin rekombinant
GRA1 ile uyarilmasi sonucu c¢ogalan lenfositler radyo aktif °[H]-thymidine

eklendikten sonra sivi 1sima sayimi ve sitokin yamti ELISA ile olctilmiistiir.



Rekombinant GRAT1 proteini iceren asilar daha onceden hayvan modelleri {izerinde
denenmistir (15, 167). Bu c¢alismalarda rekombinant GRA1 protein asisinin
lenfoproliferasyon ve sitokin cevab1 {izerine etkisini gosteren bir sonug
yayimlanmamistir. Bu calismada ilk defa rekombinant GRA1 protein asisinin

olusturdugu hiicresel immun cevap genis bir profilde incelenmistir.

4.T. gondii RH susu ile enfekte edilen BALB/c farelerde asilamalarin
sagladig1 korunmanin degerlendirilmesi.

BALB/c fare gruplarina CMV/vt-GRA1, CMV/ko-GRA1 DNA asilar1 ve
rGRA1-Provax protein asis1 uygulandiktan sonra letal dozda 7. gondii RH susuna ait
takizoitler inokiile edilmis, iatrojenik akut toxoplasmosisdeki yasam siireleri kontrol
gruplari ile karsilastirmali olarak gozlenmistir.

Aragtirmamizin sonucunda rekombinant GRAT1 proteininin yapisi, katlanmasi
ve icerdigi bolgelerinin proteinin kinetigine etkisi hakkinda genel bilgiler elde
etmeyi, as1 denemelerinde ise pratik uygulamalara katkis1 ortaya konulacaktir. ilk
kazanim toxoplasmosise karsi gelistirilecek koruyucu asi denemelerinde memeli
kodon-optimizasyonun 6nemli alternatif olabilecegidir. Olas1 sonuglardan biride
GRATI protein asisinin koruyucu etkisinin bir adjuvan ile birlestirildiginde nasil
gelistiginin ortaya c¢ikacak olmasidir.  Arastirma sirasinda GRA1 proteinin
tanimlanmas1 ve as1 gelistirilmesinde kullanilan metotlara gegcmeden once 7. gondii

hakkinda genel bilgilerin hatirlanmasinin yararh olacag: kanaatindeyiz.



1.1. Toxoplasma gondii Genel Bilgi

1.1.1. Tarihce ve Simiflandirma

Toxoplasma gondii ilk kez Charles Nicolle tarafindan 1908 yilinda
tanimlanmistir. Nicolle ve Monceaux, paraziti ilk defa Ctenodactylus gundii adli
Afrika kemirgeninde saptamiglar ve bu kemirgen 7. gondii tiir adinin kaynagin
olusturmustur. Cins ismi ise takizoitlerin yay sekline benzemesi sebebiyle
Yunancada foxon kelimesinden tiiremistir. Ik insan olgusu 1923 yilinda, Prag’l1 bir
oftalmolog olan Janku tarafindan konjenital hidrosefali ve mikroftalmili bir bebegin
retinasinda kistlerin bulunmasi ile tanimlanmistir. Kuman’a gore Tiirkiye’de ilk
insan olgusu 1953 yilinda Unat ve ark. tarafindan teshis edilmis ve 7. gondii’nin
siniflandirmasi Kuman ve Altintas’tan alinmistir (98).

Phylum : Protozoa

Subphylum : Apikomplexa

Classis : Sporozoa
Subclassis : Coccidia
Ordo : Eucoccidiida
Subordo : Eimeriina
Familia : Sarcocystidae
Genus : Toxoplasma
Species : gondii



1.1.2. Morfoloji

T. gondii kendine ait golgi, ribozom ve mitokondrisi olmasina ragmen
takizoit formu hayatta kalabilmek, c¢ogalmak ic¢in hiicre i¢i habitata ihtiyac
duymaktadir. 7. gondii, yasam dongiisiinde (Sekil 1.1) ii¢ formda karsimiza
cikmaktadir. Bunlar sporozoitleri barindiran ookist, hizli boliinen takizoit ve yavas
boliinen bradizoitleri iceren doku Kistidir (93, 123).

Ookist: Ookistlerin sadece kesin konak kedinin ince bagirsaginda olustugu
bildirilmistir. Parazit kedi tarafindan yutulmasindan sonra, ince barsak epitelyal
hiicrelere girdigi, aseksiiel ve seksiiel iireme dongiilerini baslattigi izlenmistir.
Seksiiel iireme sonucunda olusan ookist, digki ile dis ortama atilmakta (Sekil 1.1),
sporule olmamis bu ookistlerin 10-12 pm c¢apta oldugu ve enfeksiyoz olmadig
bilinmektedir. Bulundugu dis ¢evrenin 1s1 ve oksijen miktarina bagl olarak caplari
bir miktar artan ookistlerin (11-13 um) 1-21 giin i¢inde sporule oldugu goriilmiistiir.
Enfeksiyoz hale gelen (sporule olmus) ookistlerin i¢inde, 6x8 um boyutlarinda elips
sekilli iki adet sporokist izlenir. Her bir sporokistin dort adet sporozoit igerdigi,
2x6-8 um boyutlarindaki sporozoitlerin, takizoitlere benzedigi saptanmistir (48).
Sporozoitlerin (Sekil 1.1) takizoit formuna doniistiigii izlenmistir. Ookistlerin nemli
toprakta 18 ay boyunca canli kalabildigi, akut enfeksiyon sirasinda kedi diskisinda
7-21 giin siireyle 10 milyon kist/giin atilabildigi, bu sebeple kedilerin enfeksiyonun
dogada yayilmasinin en 6nemli kaynagi oldugu ileri siiriilmiistiir (123, 124).

Takizoit: Genelde hilal sekilli ve 2x6 um boyutlarinda, niikleuslu, aktif
penetrasyon ile hiicreleri istila edebilen formudur. Girdikleri hiicrede ilk Once
sitoplasmik vakuol olusturup, burada siirekli ¢cogalarak, konak hiicreyi patlattiklari,

daha sonra serbest kalan takizoitlerin bir kisminin komsu hiicreleri isgal ederken, bir



kisminin da fagosite edildikten sonra kan ve lenf yolu ile en sik santral sinir sistemi,
g0z, iskelet, kalp kasi, plasenta gibi dokulara yayildigir yayinlanmistir. Takizoitlerin
kuvvetli inflamatuar reaksiyona ve doku yikimina sebep oldugu ve bu yiizden
hastaligin kliniginden sorumlu olduklar1 goriilmiistiir. Primer enfeksiyon veya
reaktivasyon sirasinda goriildiigiinden, saptanmasi aktif enfeksiyon isareti olarak

kabul edilmektedir (123, 124).
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Sekil 1.1. T. gondii hayat déngusu. Ferguson'dan alinmistir (60).
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T. gondiinin kompleks bir hayat déngtist vardir. Hayat déngustnde iki gegis mekanizmasi
tarif edilmistir; birincisi kesin konak kedilerde coccidian gelisme sonucu olusan ookistlerin
yutulmasi, diger mekanizma ise kronik olarak enfekte olan ara konaklarda olusan doku
kistlerinin yutulmasidir. Bu déngiide kesin konak olan kedilerin ince bagirsak enterositlerde
sekstiel Greme sonucunda mikrogametosit ve makrogametosit olustugu gérilmdastir. Bu iki
ara formun birlesmesi ile enterositler icinde ookistler meydana geldigi ve bu sekilde sporule
olmamis ookistler kedi digkisi ile cevreyi kontamine ederler. Disarida sporule olduktan sonra
besinler veya su yolu ile konaklari enfekte ettikleri gdézlemlenmistir. Ara konakta parazitin
sadece aseksUel olarak Uredigi, ara konakta akut enfeksiyon dénemini kronik enfeksiyon
takip ettigi bu dénemde parazitin baslica beyin ve kas dokusunda, kist formuna dénustigu
gb6rulmastir. Bu doku kistlerinin yutulmasi ile enfeksiyon diger etobur ara konaklara veya
kedilere bulagsmaktadir. Ayrica gebelik sirasinda gecirilen akut enfeksiyon sirasinda parazitin
plasentayi gegip fetusu enfekte ettigi bilinmektedir. Kalin oklar parazitin konaklar arasinda
gecisini ve ince oklar ise konak i¢i gelisimini géstermektedir (60, 123).
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Doku kistleri: Hastaligin baslamasindan ortalama 14 giin sonra hiicre i¢inde
bulunan takizoitlerin, immun cevabin baskis1 ile daha yavas boliinen bradizoitlere
doniistiigii goriilmiis, bu siirecin sonunda doku kistlerinin olustugu bildirilmistir (48,
111). Doku kistlerinin ¢aplar1 5-100 pum arasinda ve igerdikleri bradizoit sayisinin da
2 ile yiizlerce arasi olabilecei bildirilmistir. Bradizoitler genelde hilal sekilli ve
7x1.5 um boyutta formlardir. Bradizoit iceren doku kistleri konak hiicre i¢inde
kalarak, konak immun sisteminden korunup, latent enfeksiyona yol acmaktadirlar.
Santral sinir sistemi, goz, iskelet kasi, diiz kas ve kalp kast doku kistlerinin en sik
goriildiigi organlar ve dokulardir (123, 124). Genelde doku Kkistleri hiicre i¢inde
kalmasina ragmen beyinde yerlesen doku kistleri, konak hiicre (in vivo sartlarda
genellikle konak hiicre noron iken, in vitro ortamda astrositlerinde tutuldugu

saptanmugstir) oliimiine sebep olup hiicre disina yerlesmektedir (124).

1.1.2.1. Molekiiler Yap1

(@) Toxoplasma gondii genomu

T. gondii genomu kedilerde gozlenen seksiiel dongii disinda haploit yapida
oldugu goriilmiistiir. Niikleer genomun ortalama 80 milyon niikleotid icerdigi (80
Mb) ve suglar arasi1 ¢cok az varyasyon gosteren 11 kromozomu oldugu saptanmistir
(2, 160). T. gondii’nin ayrica ekstra kromozomal 35 Kb (kilobaz) biiyiikliigiinde
sinirh - protein  ekspresyon kapasitesi olan sirkiiler DNA’ya sahip oldugu
bulunmustur. 7. gondii’nin patolojik etkilerinin niikleer genomu tarafindan kodlanan
proteinlerle olustugu belirlenmistir. ToxoDB (7. gondii veri tabani) T. gondii RH ve
ME49-B7 adli suslara ait biitiin genomik verileri aragtirmacilarin kullanimina

acmustir (95). T. gondii genomunun sekans analizi Pennsylvania Universitesinden Dr.
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David Roos, The Institute for Genomic Research (TIGR), Washington
Universitesinden Dr. David Sibley, Montana State Universitesinden Dr. Michael
White ve Sanger Enstitiisii tarafindan gerceklestirilmektedir. NCBI (National Center
for Biotechnology Information) veritabaninda tezin yazildigi tarih itibariyle T.
gondii’ye ait 126,738 gen bolgesi tanimlanmis olup, bunlardan 7666’s1
transkripsiyonu olmus bolgelerdir. Bu bolgelere ait 697 protein cesitli yontemlerle

kanitlanmustir.

(b) Toxoplasma gondii organeller
Sporozoit iceren ookistlerin veya bradizoit i¢ceren doku Kkistlerinin oral yolla

alindiktan sonra takizoit formuna doniistiigli yayinlanmistir (Sekil 1.2) (48).
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Sekil 1.2. T. gondii takizoiti

Konak hiicrenin istilasi sirasinda takizoit icerigi parazitofor vakuol (PV) i¢ine
ve ayn1 zamanda PV dis cevresine serbestlenmekte, konak hiicre istilasinda baglica
rolii takizoitin simdiye kadar tanimlanmis 21 yiizey antijeni (SAG’lar), mikronemler,
roptriler ve yogun graniillerin oynadig: belirlenmistir. SAG’lar ve mikronemlerden

salgilanan 12 cesit mikronem antijeni (MIC) parazitin konak hiicreye tutunmasinda
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rol alirken, roptrilerden salgilanan 9 c¢esit roptri antijeni (ROP’lar) ise konak
hiicrenin isgali ve PV olusumu sirasinda gorev aldigi diisiiniilmektedir (27, 104,
119). Yogun graniillerden salgilanan 8 ¢esit yogun graniil antijeni (GRA’lar) ise tiim
konak hiicreye yayilmakta ve yogun graniillerin iceriginden PV icine salgilandigi,
PV icinde ¢oziinmiis sekilde, PV ag1 iizerinde veya PV membran {izerinde saptandigi
bildirilmistir (29). Takizoitin i¢inde bulundugu PV paraziti lizozomal fiizyon ve

sonucunda gelisen konak hiicre asidifikasyonundan korumaktadir (124).

(c) Parazitin donemlerine 6zgii antijenler

T. gondii’ye ait GRAIl geninin secimi asamasinda parazitin biitiin
organellerine ait antijenik proteinler hakkinda ToxoDB ve NCBI veritabanlarinda
yapilan arastirmalar sonucunda hedef antijenler belirlenmistir. Parazitin donemlerine
Ozgii antijenler bir baska deyisle 7. gondii’nin hayat dongiisii siiresince goriildiigii
formlar, bu boliimde siniflandirilmistir. Bazi genlerin parazitin gelisimine bagh
olarak ekspresyonlar1 diizenledigi, parazitin farklilastigi her doneme Ozgii
proteinlerin iiretildigi gozlemlenmistir (35, 104, 144, 110). Tablo 1.1’de T. gondii
donemlerine 6zgii proteinler 6zetlenmistir. Parazitin sporozoit donemine 6zgii sekiz
antijen ¢ogunlukla enfeksiyonun ilk 24 saatinde eksprese edildigi goriilmiistiir.
Enfeksiyon basladiktan 72 saat sonra, sporozoitin takizoite doniismeye basladigl ve
sporozoite 0zgii antijenlerin kayboldugu gozlenmistir (92, 144). Bu giine kadar
ookiste ozgii tanimlanmis tek protein ookist duvar proteini TgOWP’tur (169).
Takizoit donemine 0zgii saptanan dokuz antijenden altisinin yiizey antijeni oldugu,
iic tanesinin de metabolik enzim oldugu gosterilmistir. Bradizoite ait oldugu saptanan
19 proteinden dokuzunun antijen, 10 tanesinin de metabolik enzim oldugu

anlasilmistir (17, 35, 44, 53, 54, 96, 103, 104, 135, 179). Bradizoitleri i¢cinde
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barindiran doku Kkistlerine 6zgii sadece kist duvart proteini CST1 tanimlanmistir

(182).
Tablo 1.1. T. gondii'ye 6zgl tanimlanmis proteinler (111)
.. . Tanimlama . . Tanimlama
Dénem  Protein Metodu Referans Dénem Protein metodu Referans
Sporozoit 21 kDa SAG mAb ve IS 144 Bradizoit BSR4 Gen yakalama 96
22 kDa SAG mAb ve IS 144 SAG2C HBI 103
25 kDa SAG mAb ve IS 144 SAG2D HBI 103
SporoSAG serum ve WB 92, 144 SAG4A klonlama 133
36-40 kDa Ag mAbve IS 144 SAG5A klonlama 104
67 kDa SAG serum ve WB 92 SRS9 cDNA mikroarray 35
116 kDa APA  mAbve IS 144 Enolaz 1 klonlama 54
120 kDa Ag mAb ve IS 144 HSP30/BAG1 PPA 17,135
. BAG5 klonlama 17
TaKizot e Ve p LDH 2 A-EST, Klonlama 179
SAG2B HBI 103 Mucin homologu cDNA mikroarray 35
SAGSB klonlama 104 VEE-repeat protein  ¢cDNA mikroarray 35
MET aminopeptidaz cDNA mikroarray 35
SAG5C klonlama 104 ; . .
- Oligopeptidaz cDNA mikroarray 35
SRSH1 Genome ylrime 77 .
C-1l PPDat cDNA mikroarray 35
SRS 2-3 A-EST, klonlama 112 Ptdins (b Gen knock
Enolaz 2 klonlama 54 tdins (b) . en knock out - 53
Pyruvate kinaz Spectrofotometri 44
LDH 1 A-EST, klonlama 179 :
P type-ATPaz Spectrofotometri 44
Ptdins (1) Gen knock out 58 ICD Spectrofotometri 44
NTP az PPA 128
ICD Spectrofotometri 44
Ookist TgOWP A-EST, klonlama 169 Doku kisti ~ CSTH1 mAb ve IS 182

Kisaltmalar: mAb; monoklonal antikor, IS; immun boyama, WB; western blot, HBI; homology tabanli tanimlama, PPA; énci
promotir analizi, EST; Expressed sequence tag analizi, SAG; ylizey antijeni, SRS; ylizey antijeni iligkili sekans, LDH; laktat
dehidrogenaz, ICD; isositrat dehidrogenaz, BSR; bradizoit 6zgli rekombinant protein, APA; apical antijen, Ptdins;
fosfatidilinositol sentetaz, HSP; i1si sok proteini, BAG; bradizoit antijeni, MET; Methionine, PPDat; piridoksal fosfat'a bagimli
aminotransferaz, TJOWP; ookist duvar proteini, CST1; doku kist glikoproteini.

Yukarida ifade edilen proteinler parazitin belli donemlerine ait olup, parazitin
birka¢ doneminde de eksprese edilen bazi proteinler gézlemlenmistir. Yiizey antijeni
SAG3’lin parazitin tiim donemlerinde eksprese edildigi (29, 104), bazi ylizey
antijenlerinin parazitin iki doneminde de eksprese edilmesine ragmen sadece bir
doneminde rolatif olarak yiiksek oldugu gozlenmistir. SAG1 ve SRS3’iin takizoit
doneminde ekspresyonlart ¢ok yogun oldugu, sporozoit doneminde saptanan
ekspresyonlarinin ise ¢ok az miktarda oldugu yayinlanmistir (104, 144). T. gondii’nin
mikronem (MIC), roptri (ROP) ve yogun graniil (GRA) organellerinden de antijenik
proteinlerin eksprese edildigi goriilmiistiir. Bunlarin parazitin konak hiicreyi isgal

ederken baglanma, penetrasyon ve internalizasyon basamaklarinda rol aldig
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gosterilmistir (29, 66, 67, 107). MIC1, ROP1, NTP1 ve 8 adet yogun graniil antijeni
immunohistokimyasal metotlarla parazitin hem takizoit, hem de bradizoit
donemlerinde saptanmustir (29, 60). Bunlardan ROP1, NTP1, GRA1 ve GRAS
ekspresyonu bradizoitlerde zaman iginde baskilandigi (35) ve bu sebeple
bradizoitlerde ¢ok onemli fonksiyonlarinin bulunmadigr diisiiniilmektedir. GRAI,
GRA2, GRA4, GRAS, GRA6, GRA7’nin ayrica sporozoitlerde de eksprese edildigi
goriilmiistiir (60).

Parazitin donemine 6zgii cogu protein immunohistokimyasal yontemlerle
tanimlanmistir. Az sayida protein, ozellikle metabolik enzimler, gen knock-out
deneyleri, doneme 6zgii eksprese sekans tag (EST) kiitiiphaneleri promotir analizi,
doneme 6zgii cDNA mikroarraylerin hibridizasyonu veya yarigmali ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi metotlarla tanimlanmistir (110). Stanford
Universitesinde yapilan detayli bir arastirmada, takizoitten bradizoite doniisiim
sirasinda gen ekspresyonunda olusan degisiklikler cDNA mikroarray’leri
kullanilarak incelenmistir (35). Arastirma sirasinda takizoit ve bradizoite 6zgii EST
kiitiiphaneleri kullanilmistir. Daha sonra 7. gondii kiiltiirlerinden elde edilen takizoit
ve bradizoitlerden mRNA transkriptleri belli donem araliklar1 ile toplanmis ve
transkript seviyelerindeki degisiklikler incelenmistir. Arastirmacilar takizoitten
bradizoit formuna doniisiim sirasinda 39 genin uyarildigi, 20 genin baskilandigini ve
312 yapisal genin ise ayn1 miktarda siirekli eksprese edildigini rapor etmislerdir (35).
Uyarilan veya baskilanan genlerin % 66’smin sekretuar organellerden salgilanan
antijenik proteinleri kodlandig1 anlasilmistir. Bu arastirmadan, toxoplasmosise karsi
gelistirilmesi planlanan as1 yapiminda kullanilacak hedef genin/hedef antijenin
seciminde parazitin hangi formu/formlarina ait olmas1 gerektigi ve antijenik yapida

olup olmadiginin belirlenmesinde faydalanilmistir.
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1.1.3. Epidemiyoloji

Insanlarda enfeksiyon, genelde kedi diskisi ile atilan ookistlerle kontamine
olmus su veya besin alimi1 sonrasinda, doku Kkisti iceren az pismis veya ¢ig etlerin
yenmesi (baslica domuz ve koyun) veya deri biitiinliigii bozulmus ¢iplak ellerle
temas1 sonrasinda, ya da transplasental yolla olugsmaktadir. Tiim diinyada yapilan
seroprevalans caligmalarinda saptanan toplumlar arasi farkliliklar, bulasin toplumun
beslenme aliskanliklarina, kisisel hijyene baghh oldugunu gostermektedir.
Seroprevalans verilerinin A.B.D.’de, yurdumuza gore daha diisiik olmasina ragmen,
ciddi klinik tablolara yol a¢tig1 bildirilmektedir.

Toxoplasmosis salginlarina az pismis veya ¢ig sigir, koyun, domuz, geyik eti
yemenin (10, 34, 47, 62, 114, 150), pastorize edilmemis keci siitii (149) ve
kontamine i¢gme suyu i¢cmenin (7, 12, 13, 21), kontamine toprak (163) ve havayla
temasin sebep oldugu yayinlanmistir (170). 2000 yilinda Avrupa’da yapilan ¢ok
merkezli bir ¢calismaya gore hamile kadinlarda saptanan toxoplasmosis olgularinin %
30 ile % 63’1 az pismis et yenmesine, % 6 ile % 17 ise toprakla temasa baglanmistir.
Hastaligin siklikla goriildiigii yas grubu da iilkelere gore degiskenlik gostermektedir.
Fransa’da hastalifin sikligi her yasta benzer olarak saptanirken, Panama’da
cocuklarda seroprevalansin ileri yas gruplarina gore daha hizhi arttigi goriilmiistiir
(81). Bu degisikligin sebebi Panama’da toprakla temasin ¢ocuklarda eriskinlere gore
daha sik olmasina, Fransa’da ¢ig, az pismis et tiiketiminin yaygin olmasina
baglanmaktadir (90). A.B.D.’de T. gondii koyun etlerinde de siklikla saptanmakta
fakat A.B.D.’de koyun etinin domuz etine gore daha az tiiketilmesi, bulasta domuz
etinin daha onemli bir kaynak olarak kabul edilmesine neden olmaktadir (81, 123).

Son yillarda yenilen domuz etlerinde parazitin goriilme sikligi ¢ok azalmasina
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ragmen, modernizasyonu tam olmayan domuz ciftliklerinden alinan et orneklerinde
prevalansin hala % 93 oldugu yayinlanmistir (47). Benzer verilerin elde edildigi
Hollanda’da yapilan bir calisma organik domuz {iiretiminin (domuzlarin dogada
serbest beslenmesi) seroprevalansi arttirdig diisiiniilmektedir. 7. gondii’nin inekleri
de enfekte ettigi gozlemlenmistir fakat onemli bir bulas etkeni olarak 6n plana
cikmadigl vurgulanmistir. Et kesme tahtalarinin, bicaklarinin ve kiyma makinelerinin
uygulama sonrasi temizlemeden kullanilmasi enfekte bir hayvandan, temiz bir
hayvan etine capraz kontaminasyon olusturabilecegi, cig et tiiketiminin salginlarin
olusmasinda 6nemli bir faktor oldugu ve etlerin iyi pisirilerek yenmesinin hastaligin
onlenmesinde onemli oldugu anlagilmistir (81).

Toxoplasma salginlarinin énemli bir kaynagi da kontamine sulardir. 1979
yilinda Panama’daki bir A.B.D. askeri birliginde ortaya c¢ikan toxoplasmosis
salgininda ormandaki kontamine bir su kaynaginin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir
(81). Su kaynakli en biiyiik toxoplasmosis salgin1 1995 yilinda Ingiliz Kolumbiya’st,
Biiyiik Victoria’da saptanmistir. Bu bolgede kisa siire i¢inde 100 kiside akut
toxoplasmosis saptanmig, epidemiyolojik arastirmada 7718 kisinin 7. gondii ile
enfekte oldugu tahmin edilmistir. Bu salginin sebebini agik igme suyu deposunun
sokak kedileri tarafindan kontamine edilmesine baglamislardir (21, 25, 82). Giiney
Brezilya’nin Parana eyaleti Santa Isabel do Ivai sehrinde 2001 yilinda yiizlerce insani
enfekte eden salginda da sebep kontamine olan i¢cme suyu deposundaki suyun filtre
edilmeden tiiketilmesine baglanmistir (81). Son zamanlarda Brezilya kuzey Rio de
Janerio eyaletinde yapilan bir arastirmada alt ve orta sosyoekonomik diizeydeki
insanlarda seroprevalansin, filtre edilmemis kuyu sularinin icilmesine bagli arttigi
saptanmustir (12). Yapilan baska bir ¢alismada, az pismis etin, dinsel ve kiiltiirel

aligkanliklar sebebiyle tiiketilmedigi toplumlarda, 7. gondii ile kontamine suyun
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baslica enfeksiyon kaynagr oldugu belirtilmistir (72). Kuzey Amerika ve
Avrupa’daki i¢gme suyuna belediyeler tarafindan flokulasyon/sedimantasyon
uygulandiktan sonra 4 mikronluk parcaciklarin % 99’unu tutan bir filtre sisteminden
gecirilmektedir. Boylece caplar1 12 mikron olan 7. gondii ookistlerinin filtre edilmesi
saglanmakta, su hastalik kaynagi olarak diisiiniilmemektedir. Fakat suyu filtre eden
sistem arizalarinda cryptosporidiosis salginlarinin gelismesi 7. gondii salginlarinin da
goriilebilmesini olanakli kilmaktadir (81). Su kaynakli salginlar hayvanlari da
etkilemekte, Wisconsin’de bir ciftlikte yetistirilen 7800 vizonun % 26’s1
toxoplasmosis salgini ile yavrularini diisiirmiistiir (65). Su kaynakli salginlarin fok
baliklarin1 da etkiledigi 1997-2001 yillar1 arasinda 223 California deniz fokunda
yapilan incelemede, canli fok baliklarinda toxoplasmosis seroprevalansinin % 42 ve
Olmiis fok baliklarinda % 62 oldugu ortaya konmustur (118).

A.B.D.’de NHANES’in (Ulusal Saglik ve inceleme Arastirmasi) 1988—1994
yillar1 arasinda toplanan serum Ornekleri Jones ve ark. tarafindan 7. gondii’ye 0zgii
IgG antikorlar1 acgisindan incelenmistir. 12 yasindan biiyiilk 17658 bireyde
toxoplasmosis prevalansinin % 22.5, 15-44 yas arasi kadinlarda ise % 15 oldugu
goriilmiistiir. 1999-2000 yillar arasinda toplanan serum 6rneklerinde yapilan benzer
bir ¢alismada 12 yasindan biiyiik bireylerde toxoplasmosis prevalanst % 23.6,
dogurgan yastaki kadinlarda ise % 14.9 bulunmustur. Bu sonuclar A.B.D.’de
toxoplasmosis prevalansinin 10 yillik dénemde degismedigini gostermektedir.
A.B.D.’de her y1l ortalama 750 kisinin toxoplasmosis veya yol actig1 klinik tablolar
nedeniyle oldiigii bildirilmektedir (90). Toxoplasmosis tanist alan hastalarin tedavi
masraflarinin yillik 7.7 milyar dolar1 buldugu yayinlanmistir (91, 93). Yurdumuzda

hamile kadinlarda toxoplasmosis prevalansi; Sanlurfa’da % 60.4, Izmir ve
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cevresindeki kadinlarda % 55, Malatya’da % 39.6, Aydin’da % 30.1 saptanmistir (4,
51, 55,74, 134, 162).

Konjenital toxoplasmosis A.B.D.’de her 10000 canli dogumdan 1 ile 10’u
arasinda goriilmekte iken (14, 69, 91, 85, 100), Norveg, Belcika ve Fransa’da her
1000 dogumun 2 veya 3’iinde gozlendigi yaymlanmistir (139). T. gondii ile
konsepsiyondan en fazla {ic ay once karsilasan hamilelerde fetal enfeksiyon riski
olustugu gozlemlenmistir (68, 176). Konsepsiyon doneminde veya gestasyonun ilk
iki haftas1 icinde enfekte olan annelerde spiramycin kullaniminin vertikal gecisi
azalttigi, fakat son trimester de ge¢is oraninin % 60’lara kadar yiikseldigi izlenmistir
(49, 80, 147). Birinci ve ikinci trimesterde gelisen maternal enfeksiyonun ciddi
konjenital toxoplasmosis tablolarina yol agtigi, son trimesterde gelisen maternal
enfeksiyonlarin bebekte ¢cok belirgin anomalilere yol agmadigi izlenmektedir. Bu
donemde enfekte olan fetuslarda, yeni dogan doneminde % 85 subklinik konjenital
toxoplasmosisin olustugu saptanmistir (39, 49, 80). Baslangicta sinsi ilerleyen
enfeksiyonlarin, bebekler tedavi edilmedigi takdirde, gelisme geriligine, yasamin 2
veya 3. dekadinda retinokoroidite neden oldugu goriilmektedir (124, 177). Kronik
toxoplasmosisli hamilelerde vertikal gec¢is, ancak annenin immun sisteminin
baskilandig1 (AIDS, kortikosteroid ve immunsupresiv tedavi alanlar) durumlarda s6z
konusu olabilmektedir (56, 120).

Toxoplasmik retinokoroidit tiim diinyada posterior iiveitin en Onemli
sebepleri arasinda gosterilmektedir. Sporadik veya salginlarla ortaya cikabilecegi
yaymlanmistir. Brezilya’da posterior iiveitlerin % 85’inden sorumlu tutulmaktadir.
2001 yilinda Amerikan oftalmologlar birligi ve Bulasici hastalik merkezlerinin
(CDC: Centers for Disease Control) yaptig1r bir arastirmada 2 yil boyunca aktif

toxoplasmik retinokoroidit saptanan vaka sayisinin 30.000 oldugu ve buna ek olarak
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250.000 hastada inaktif toxoplasmik retinokoroidit tanisi kondugu goriilmiistiir.
A.B.D.’de toxoplasmosis prevalansinin % 22.5, niifusun da 280 milyon oldugu goz
Oniine alindiginda, en az 1.26 milyon insanda toxoplasmik retinokoroidit olabilecegi
tahmin edilmistir (81). Yurdumuzda iiveitli hastalarda yapilan bir c¢alismada, 59
hastanin 23’iinde (% 39) iiveit sebebin 7. gondii oldugu belirtilmistir (162).
Toxoplasmosis organ transplantasyon alicilarinda da dikkat edilmesi gereken
onemli bir hastaliktir. Seropozitif donorden, seronegatif aliciya (D+/R-) bulas
genelde kalp, kalp-akciger, bobrek, karaciger ve karaciger-pankreas nakillerinde sik
gozlenmektedir. Latent enfeksiyonun reaktivasyonu (D-/R+ veya D+/R+) daha ¢ok
kemik iligi, hematopoetik kok hiicre, karaciger transplantasyonu yapilanlarda ve
AIDS hastalarinda goriilmektedir. Nadir olmakla birlikte 7. gondii kan iirtinlerinin
bagislanmasi ile de bulagmaktadir. Kontamine igne, kirik cam parcalar1 ve enfekte
hayvanlarla temas, laboratuar calisanlarinda toxoplasmosise yol acabilmektedir

(123).

1.1.4. Patogenez

T. gondii’nin insan ve hayvan modellerinde olusturdugu patogenezde, parazit
susunun viriilansi, parazitin konaga giris miktari, genetik altyapi, cinsiyet ve
immunolojik durumun etkili oldugu goriilmiistiir (123). Parazitin ookist veya doku
kisti formu agiz yolu ile alindiktan sonra yavasca takizoit forma doniistiigii,
takizoitlerin bu doniisiim sirasinda barsak epitelyal hiicrelerini aktif olarak isgal ettigi
veya bir hiicre tarafindan fagosite edildigi anlasilmistir. Makrofajlarin aktif olarak
isgal edilmesinin oksidatif 6ldiirme mekanizmalarim1 uyarmadigi izlenmigstir (124).

Parazitin hiicre icinde kendi ¢evresinde bir parazitofor vakuol (PV) olusturdugu,
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konak hiicre isgali sirasinda takizoit igeriginin PV’e ve PV disina yayildig
bildirilmistir. PV i¢inde parazit tarafindan salgilanan proteinler varken, konak
hiicreye ait normalde fagosome olgunlagsmasin1 uyaran, lizozomal fiizyon-
asidifikasyon siirecine yol acacak proteinler ise saptanamamustir. Konak hiicreyi
isgal sirasinda bugiine kadar parazite ait 21 yiizey antijeni (SAG), 12 mikronem
antijeni (MIC), sekiz yogun graniil antijeni ve dokuz roptri antijeni gosterilmistir. Bu

proteinlerin bazilarinin gorevleri tablo 1.2°de tamimlanmistir (123, 124).

Tablo 1.2. T. gondii konak hiicre invazyonunda rol alan proteinler

Protein Goérev Referans
SAG1 Kuvvetli immunojen olmasina ragmen parazitin hiicreye baglanmasindaki gérevi bilinmemektedir 119
SAG4A Bradizoite 6zgli immunojenik protein 133
GRA1 PV aginda ve PV iginde serbest olarak bulunan kalsiyum baglayan protein 29, 30
GRA2 Hem PV iginde ¢6ziinmUs olarak bulunup hem de PV agina bagl bulunur 159
GRA3 PV membraninda yer aldigi izlenmistir 1,63, 101
GRA4 PV aginda bulunan ve mukozal IgA salinimini uyaran protein 29, 88, 117
GRA5 PV membraninda yer aldigi saptanmistir 1,63, 101
GRAG6 Transmembran kisimlari ile PV aginda bulundugu saptanmistir 1,102
GRA7 PV membraninda yer aldigi izlenmistir 1,63, 101
NTPase PV iginde ¢bztiinmis olarak bulundugu saptanmistir 158

ROP1 PV olusumunda yer alan ama transmembran kismi olmayan protein 27

ROP2 PV olugsumunda gérev alip ve konak hticre mitokondisi ile PV membran arasinda iligkiyi kurdugu izlenmistir 129, 161
MIC2 TRAP* ailesinden adhesin proteini olup, parazit apikal bolgeden konak hticreye baglanmada rol aldigi belirtilmistir 27

MIC3 Kuvvetli adhesin proteini olup, parazitin konak hiicreye tutunmasinda rol aldigi gértlmustir 67

BAG1 Bradizoite 6zgli I1sI sok proteini olup doku kisti olusumunu uyardidi anlagiimistir 17
HSP70  Konak immun sistemini NO retimini inhibe ederek baskiladigi gozlenmistir 83

* Apikompleksa 6zgi trombospondin iligkili anonim protein

T. gondii’nin bir hiicreyi invazyonunu {ic basamakta gerceklestirdigi
gosterilmigtir; baglanma, parazitin aktin-myozin sistemi tarafindan saglanan
penetrasyon ve ice alinma (Sekil 1.3). Ilk basamakta, parazit konak hiicreyle temasa
gecmekte, bu asamada SAG1’in bu baglantidaki varlig1 gosterilmesine ragmen hala
fonksiyonu tam olarak tanimlanmamigstir. Baglanma sonras1 7. gondii’den sirayla

mikronem, roptri ve yogun graniil proteinlerinin salgilandig1 (67, 104), parazit ile
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konak hiicre arasinda olusan siki baglanma bolgesine, parazitin apikal bolgesinden
mikronemal protein salgilandig1 izlenmistir. ikinci basamak olan konak hiicre
membranina penetrasyon sirasinda parazitten roptri proteinleri salgilandigr ve PV
olusumunun tetiklendigi gosterilmistir. invazyon sonunda tiim roptri proteinlerinin
PV icine salgilandigi, invazyon baslangic fazinda gerceklesen mikronem ve
roptrilerden yapilan hizli protein salinimina ragmen, yogun graniillerden yapilan
protein saliniminin parazit tamamiyla PV icine alinana kadar olusmadigi ve yaklasik
20 dakika kadar gec basladigi gozlemlenmistir. Takizoitin konak hiicre i¢inde canli
kalmasinda ve buna bagli olarak toxoplasmosis patogenezinin olusmasinda, tarif
edilen proteinlerin kritik rolleri oldugu belirlenmistir (29).

Baglanma

Penetrasyon .
1'“', Ige alinma

Parazitofor
vakuol agi

Sekil 1.3. Konak Hiicrenin T. gondii tarafindan invazyonu (66)

Kronik enfeksiyondan sorumlu doku kistleri baslica beyin ve kas dokusuna
yerlesmektedir. Doku kisti olusumu enfeksiyonun ilk haftasi icinde herhangi bir
organ veya dokuda baslayabilmektedir. Kronik enfekte insanlarin beyninden T.
gondii izolasyonunun zor oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen beyinden yapilan
histolojik preparatlarda bazen kist formuna rastlanildigi, klinik veya patolojik higbir
bulgusu olmayan 7. gondii seropozitif 52 hastanin yapilan otopsilerinde, beyin ve kas

dokusundan % 10 oraninda kist izole edildigi yayinlanmistir (124).
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1.1.5. Patoloji

Toxoplasmosis AIDS epidemisinden sonra daha da nem kazanmistir. Immun
sistemi saglam kisilerin patolojik bilgileri genelde lenf biyopsilerinden veya otopsi
materyallerinden elde edilmekteydi. Immun sistemi saglam bireylerde toxoplasmosis
en sik olarak lenfadenit seklinde bulgu vermektedir. Histopatolojik kesitlerde; reaktif
follikiiler hiperplazi, kortikal ve parakortikal merkezlerde epiteloid histiosit
infiltrasyonu, epiteloid histiositlerin olusturdugu diizensiz kiimelerin folikiil
sinirlarina  birikip smir1  belirsizlestirmesi, subkapsiiler siniislerin mononiikleer
hiicrelerce fokal distansiyonu tipik goriinimii olusturmaktadir (71, 123, 124).

Immun sistemi saglam bireylerde retinokoroiditin ciddi inflamasyon ve
nekroza yol acgtig1, nekrotizan retinit iizerine sekonder olarak koroidin graniilomat6z
inflamasyonunun eklendigi bildirilmektedir. Graniilomlarda histiositler, lenfositler ve
plazma hiicrelerinin goriildiigii, vitroz sivi i¢ine dogru eksiidasyon gelisebildigi veya
vitroz icine dogru dallanan kapiller bir kitle gelistigi gozlenebilmektedir. Retinada
nadiren de olsa takizoit veya doku kistine rastlandigi bildirilmistir. Tekrarlayan
retinokoroiditlerin patogenezi tartismalidir. Baz1 otorler doku kistiden ¢ikan canli
parazitlerin inflamasyon ve nekrozu uyardigini, digerleri ise bilinmeyen nedenle
olusan hipersensitivitenin retinokoroidite yol agtigim1 savunmaktadir. immun sistemi
saglam bireylerde kronik kardiomyopati, deri lezyonlar1 ve dermatomyozit
gelisebildigi yaymlanmistir. AIDS hastalarinda retinokoroiditin takizoit ve Kkist
varligina bagh olarak olusan panoftalmite ve koagiilasyon nekrozuna neden oldugu
goriilmiistiir. Konjenital toxoplasmosis dogumda veya ¢ocukluk doneminde ortaya

cikip tiim goz katmanlarini tutarak korliige yol acabilmektedir (71, 123, 124).
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T. gondii’ye baghh gelisen santral sinir sistemi hasarinin 6zellikle bazal
ganglion, orta beyin bolgeleri ve medulla spinaliste yogunlastigl izlenmektedir.
Olusan hasarda biiyiikliikleri milimetre ile 5 cm aras1 de8isen ¢apta nekroz odaklari,
mikroglia nodiilleri ve lezyonlarin damarlar1 tutmasi ile karakterizedir. Yeni
doganlarda periakuaduktal ve periventrikiiler vaskulit ve buna bagl gelisen nekroz
tipiktir. Nekrotik alanlar daha sonradan kalsifiye olup radyolojik taniya uygun hale
gelirken, bu bulgu patognomonik olarak kabul edilmektedir. Aquaductus Sylvius’un
veya monro deliginin ttkanmasinin hidrosefali gelisimine neden oldugu goriilmiistiir.
Takizoitler ve kistler genelde glial nodiiller, perivaskiiler bolgeler ve inflamasyon
gelismemis beyin dokusundaki nekrotik odaklar icinde veya yakininda
gozlemlenmektedir. Periakuaduktal ve periventrikiiler vaskiilitler toxoplasmosis i¢in
tan1 koydurucu kabul edilmektedir. Nekrotik beyin dokusunun otoliz ile yikilip
ventrikiillere atilmasiyla, ventrikiiler stvinin protein igeriginin artti§1 ve bol miktarda
T. gondii antijeninin saptanabildigi bildirilmistir (71, 123, 124).

Toxoplasmik ensefalit, immun sistemi ciddi sekilde baskilanmis kisilerde
multipl beyin apseleri ile kendini gostermektedir. Histopatolojik incelemeler beyin
apselerinde ii¢ farkli yapilasma oldugunu saptamistir. Bu tip hastalarda goriilen
lezyonlarda ii¢ ayr bolge gozlenmektedir. Merkezde avaskiiler alan, onun ¢evresinde
bulunan hiperemik inflamasyon alani, perivaskiiler alanda lenfositler, plazma
hiicreleri ve makrofajlar bulunmaktadir. Nekrotik alanlarin sinirlarinda bol takizoit
veya kist gozlenebilir. En dista bulunan alanda 7. gondii kistlerine rastlanilmaktadir.
Apse cevresinde damar tutulusuna bagli olarak sekonder 6dem, vaskulit, hemoraji ve
infarkt bolgeleri bulunabilecegi yayinlanmistir (124, 165). AIDS’li bir olguda yaygin

serebral hemisfer, 6zellikle bazal ganglia tutulusu saptanmistir (123). Konjenital
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toxoplasmosiste beyinde nekroz en sik olarak korteks, bazal ganglia ve
periventrikiiler alanlarda gézlemlenmistir (123).

Immun sistemi baskilanmus kisilerde toxoplasmosis santral sinir sisteminden
sonra en c¢ok kalbi tutmaktadir. Toxoplasmik myokardit ozellikle Kkalp
transplantasyonu ile onem kazanmistir. Diger myokardit, vakalarindan ayriminin zor
oldugu bildirilmistir. Immun sistemi baskilanmis hastalarda pulmoner toxoplasmosis
interstisyal pnomoni, nekrotizan pnémoni, konsolidasyon ve pleural effiizyona sebep
oldugu, takizoitlerin pneumositlerde, alveolar makrofajlarda, pleural sivida ve
alveolar eksudada saptanabildigi yaymlanmistir (71, 123). Bronkoalveoler lavaj
(BAL) sivisinda PZR ile T. gondii DNA’s1 saptanabilmektedir. Izole pankreas
tutulusu bu giine kadar sadece bir vakada saptanmisken, yaygin tutuluslarin pargasi
olarak sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Immun sistemi baskilanmis kisilerde yaygin
toxoplasmosise bagli deri dokiintiisii ve purpurik deri nodiilleri goriilebilmektedir.
Immun sistemi baskilanmus kisilerde gastrointestinal tutulus mide antrum daralmast,
ince barsak mukozasinda nekroz ve kolit olarak karsimiza c¢ikmaktadir. AIDS
hastalarinda myozit sik rastlanilan tablolar arasinda siralanmakta, karaciger, testis,
prostat, adrenal bezler, bobrekler, kemik iligi, mesane, periton ve pituiter bezinde

toxoplasmosisten etkilendigi bildirilmektedir (71, 123, 124).

1.1.6. immunite

T. gondii’nin yol actifi enfeksiyon konagi parazitin patolojik etkilerinden

koruyan humoral ve hiicresel immuniteyi uyarmaktadir. Humoral ve hiicresel

immunitenin gelismesi ile sadece hiicre veya kist icindeki parazitlerin kaldig

goriilmiistiir. Kuvvetli ve etkili bir immun yanit 7. gondii’nin periferik kandan
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tamamiyla ortadan kalkmasina ve tiim dokulardaki takizoit miktarinin 6nemli olciide
azalmasina yol agmaktadir. Immun sistemi saglam kisilerde kazanilan immunitenin
Omiir boyu siirdiigii, reenfeksiyonun klinik olarak belirgin bir hastaliga yol agmadigi
saptanmustir (14, 42, 124).

T. gondii’ye kars1 olusan hiicresel immunite de T hiicrelerin rolii 6nce deney
hayvanlarinda saptanmis, daha sonra da AIDS hastalarindan elde edilen verilerle
dogrulanmistir (124). T. gondii viicuda girdikten sonra bir sekilde parazitleri asidik
vakuolleri icinde yikan makrofajlar1 aktive ettigi ve olusan antijenik peptidlerin
major histokompabilite kompleks simif II’ye baglanip makrofaj yiizeyinden
sunuldugu izlenmistir (71). Antijenin CD4" T lenfosite sunumu ile CD4" T
lenfositlerin, T helper 1 (Th1) hiicreye doniistiigii, hiicre i¢ci Th1 doniisiimiinii uyaran
T-bet (ana regiile edici protein), transkripsiyon sinyal transduser ve aktivatorii
(STAT) 1 ve STAT4 adh regiilatorlerin belirgin sekilde uyarildigi anlasilmistir.
Hemen sonra IFN-y salgilayan Thl hiicrelerin sayisindaki artis yami sira IFN-y
salgilayan ve T. gondii ile enfekte olmus hiicrelere kars: sitolitik etki gosteren CD8"
T hiicrelerin olusumunun artmasi gerceklesir. Organizmanin 7. gondii ile miicadele
etmesi ve hayatta kalmasi icin gerekli olan IFN-y, T. gondii ’ye kars1 gelistirilen
direncte en 6nemli sitokin olarak kabul edilmektedir (42, 93). Diisiik IFN-y salinima,
IL-12 yoklugunda da gerceklesmesine ragmen, optimal IFN-y salinimin IL-12
bagimli oldugu bilinmektedir. Makrofajlar, dendritik hiicreler ve notrofiller baslica
IL-12 kaynaklar1 olmasina ragmen, 7. gondii biitiin bu hiicrelerden in vitro ortamda
dogrudan IL-12 saliniminmi uyarabilmektedir. IL-12°lin ana rolii STAT4’li aktive
ederek, CD4" hiicrelerin Th1 hiicrelere doniisiimiinii arttirmak olarak hesaplanmustir.
IL-12 ayrica dogal katil (NK) hiicreleri ve Thl hiicreleri dogrudan uyararak, bu iki

hiicreden IFN-y salimimini artmakta, IFN-y salinimi makrofajlar1 aktive edip, paraziti
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oldiirmektedir (42, 137). Fare c¢alismalari, IL-12’nin antikorlarla bloke edildigi
durumlarda toxoplasmosise kars1i direncin azaldigim1 gostermistir. Baska bir
calismada Thl farklilasmasinda ana regiile edici protein olan T-bet’in 7. gondii
enfeksiyonu sirasinda olusan IFN-y ile uyarildig1 saptanmustir (42, 43, 137).

T. gondii’nin olusturdugu patogenez ve toxoplasmosise karsi olusan,
korunmada rol alan sitokinlerden bir digeri de tiimor nekroz faktor alfa’dir (TNF-a).
Nitrik oksitin (NO) makrofajin 7. gondii’yi oOldiirirken kullandigi en Onemli
mekanizma oldugu bulunmustur. Makrofajlarin NO iiretmesi icin TNF-a’nin gerekli
oldugu goriilmiistiir. TNF-a bloke eden antikor verilen farelerin 7. gondii’ye karsi
direnglerinin azaldig1 ve beyinde saptanan kist sayis1 arttig1 gosterilmistir (7, 31, 87,
137). Toxoplasmosise kars1 gelistirilen korunmada IL-1, IL-4, IL-6, IL-7 IL-10 ve
IL-15’in rolleri de belirlenmistir. Toxoplasmosise karsit gelisen hiicresel immunite,
Th1 ve 6zellikle CD8" T hiicreler tarafindan olusturuldugu ve bu yamitta IL-12’nin
anahtar rolii oynadig goriilmiistiir (124).

Humoral immun cevap sirasinda konak hiicreden parazitin serbestlenmesi
sonucunda immunglobulin G (IgG), IgM, IgA ve IgE gibi spesifik antikorlarin
kompleman ile birlesmesi sonrasinda takizoitleri yikildig1 gosterilmistir. Bu 6zellik
Sabin Feldman Dye testinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Fare modellerinde
humoral immunitenin, diisiik viriilansli 7. gondii suslarina karsi kismi koruma
sagladigi, viriilans1 yiiksek suslara karsi korunma saglamadig: izlenmistir. 7. gondii
spesifik IgM antikorlar1 varliginin akut enfeksiyonun gostergelerinden biridir.
Enfeksiyonun ilk bir haftasinda artis gosteren IgM antikorlari, hizla yiikselip daha
sonra bir iki yil i¢inde azalarak kaybolurken, IgG antikorlart arttiktan sonra Omiir
boyu yiiksek kaldig1 gosterilmistir. I[gA antikorlarinin bir yi1l veya daha fazla siire ile

pozitif kalabildigi gozlenmistir (124). Chardes ve ark. T. gondii ile enfekte edilmis
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farelerde olusan antikor yaniti incelemisler, IgG antikorlarin ilk olarak enfeksiyonun
14. giiniinde saptandigini, 28. giinde plato seviyesine ulastifini ve arastirma sonuna
kadar bu seviyede kaldigin1 gormiislerdir. Buna karsin 7. gondii spesifik IgM
antikorlar1 14. giinde ani bir artis yapmis ve kaybolana kadar giderek azalmistir. IgA
antikorlar da ilk olarak 14. giinde saptanmus, 42. giinde ani artig gostermis ve deney

stiresince yiiksek kalmistir. (32).

1.1.7. Klinik

Klinik semptomlarin hastanin immun durumu ile c¢esitlilik gosterdigi
bildirilmektedir (123). Immun sistemi saglam olanlarda hastalizin belli belirsiz
bulgularla gecebilecegi, immun sistem yetmezligi olanlarda ise hastaligin siddetli
semptomlarla seyrettigi gozlemlenmektedir. Parazitin yaratti@ klinik tablolar; 1)
Immun sistemi saglam kisilerde olusan toxoplasmosis, 2) Immun sistemi baskilanmis
kisilerde olusan toxoplasmosis, 3) Okiiler toxoplasmosis (toxoplasmik retinokoroidit),
4) Konjenital toxoplasmosis seklinde siniflandirilabilir.

Immun sistemi saglam eriskinler (hamileler dahil) ve ¢ocuklarda primer 7.
gondii enfeksiyonun genelde asemptomatik seyrettigi bilinmektedir. Sadece % 10-20
vakada kendiliginden iyilesen, tedaviye gerek olmayan hastalik bulgularina yol agtig
bildirilmistir. En sik gdzlenen bulgunun, izole servikal veya oksipital lenfadenopati
oldugu, ama diger lenf bezlerinin de tutulabilecegi yayinlanmistir. Ayrica subfebril
ates, gece terlemesi, halsizlik, bogazda yanma gibi gribal enfeksiyonu taklit eden
bulgular yaninda, kas agrisi, makulopapiiler deri dokiintiisii, karaciger ve dalak
biiylimesi gibi bulgular da saptanabilmektedir. Lenfadenopati sirasinda bezlerin hassas

olmadig, sertliklerinin degisken oldugu, nadiren 3 cm captan biiyiik olduklari, siipiire
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olmadiklar1 ve genellikle 4-6 hafta icinde kiigiildiikleri bildirilmektedir. Kronik
lenfadenopatide ise lenf bezinin aylarca biiyiiyiip daha sonra kiiciilerek kalabildigi,
nadiren bir yil1 agsan lenfadenopati vakalarinin olabilecegi ve bu hastalarda myokardit,
polymyozit, pneumonit, hepatit veya ensefalit olusabilecegi yaymlanmistir (123, 124).
Lenfadenopati, Hodgkin ve diger lenfomalar, enfeksiyoz mononiikleoz, Cytomegalo
virtis (CMV) enfeksiyonu, kedi tirmigi hastaligi (cat scratch disease), sarkoidozis,
tiiberkiiloz, tularemi, metastatik karsinom veya 16semi ile karigabilmektedir. Bossi ve
Bricaire, Fransiz Guyanasi’nda yeni bir viriilan 7. gondii susunun immun sistemi
saglam 19 kiside ciddi yaygin toxoplasmosise sebep oldugunu belirtmislerdir.
Hastalarda yiiksek ates (39—40°C), myalji, arthralji, halsizlik, kuru Oksiiriik, dispne,
yaygin lenfadenopati, hepatosplenomegali, ve makiilopapiiler deri dokiintiisii sonrasi
baz1 hastalarda akut respiratuar distress sendromu tablosuna yol agan iki tarafl
interstisyal pnomoni, iki tarafli perikardial effiizyon, myozit, myokardit, retinokoroidit,
Guillain-Barré sendromu ve konfiizyon saptamislardir (19, 123, 124). Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda da toxoplasmosis ile sizofreni arasinda bir iligki kurulmaya
calisilmaktadir (11, 22, 171).

Immun sistemi baskilanmis veya yetmezlik olan hastalarda olusan klinik hayati
tehdit eder nitelikte seyredebilmekte, tedavi edilmeyen olgularda Oliim vakalar
goriilebilmektedir. Bu sekilde tedavi olmamis 89 hastanin % 99’unun oldiigi
bildirilmistir (124). Bu hastalarda klinik tablo genelde kronik enfeksiyonun
reaktivasyonu seklindedir, nadiren kazanilmis enfeksiyon seklinde de olusabilir. AIDS
dist nedenlerle immun sistemi baskilanan kisilerde (organ transplantasyonu veya
kanser hastalarinda) sirasiyla santral sinir sistemi, kalp, akcigerin en sik tutulan
organlar oldugu goriilmiistiir. Kemik iligi transplant alicilarinda toxoplasmosisin

genelde latent enfeksiyonun reaktivasyonu seklinde olustugu, kalp transplant
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alicilarinda ise genelde seronegatif alicinin, seropozitif dondrden kalp almasi sonucu
olustugu yayinlanmistir. AIDS hastalarinda ise en sik tutulan organlarin beyin
(toxoplasmik ensefalit), akciger (pnomoni) ve goz (retinokoroidit) oldugu
yaymlanmistir (123). Toxoplasmik ensefalit (TE) klinik bulgulari, mental durum
degisikligi, epilepsi nobetleri, kuvvet azalmasina yol acan fokal motor hasarlar, beyin
sap1 tutulusu, kafa cifti bozukluklari, duyu bozuklugu, serebellar semptomlar, hareket
bozukluklart ve noropsikiatrik semptomlar (paranoid psikoz, demans, anksiete ve
ajitasyon) seklinde 6zetlenebilmekte, meninks tutulusu nadir goriilmektedir (123, 124).
Hastaligin bagsladiktan sonra giinler, haftalar icinde yavasca gelistigi belirtilmekle
birlikte, % 15-25 vakada klinigin daha hizli oturdugu goriilmektedir. Genelde ilk
bulgularin hemiparezi ve/veya konusma bozuklugu oldugu saptanmistir. Nadiren
parkinsonizm, fokal distoni, tremor, hemikore-hemiballismus, panhipopituitarizm veya
diabetes insipitus izlenebilmektedir. Diffuz TE, AIDS hastalarinda nadir goriilmesine
ragmen yaygin serebral disfonksiyon ile karakterize olup, olimiin hizli gelistigi bir
tablodur. Toxoplasmosisin multiorgan tutulusuna yol agmasi, akut solunum yetmezligi
ve septik sok benzeri klinik tablolara da zemin hazirlamaktadir. Medulla spinalis
tutuluslan tek veya daha fazla eklemi tutan motor ve duyusal bozukluklara, mesane ve
kolon disfonksiyona yol acabilmektedir. Servikal-torasik myelopati ve conus
medullaris sendromunun gelisebildigi yayinlanmistir. Ayirici tanida santral sinir
sistemi lenfomasi, progresif multifokal I6koensefelopati, CMV ensefaliti,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp., Mycobacterium tuberculosis, Nocardia
spp. ve bakterial beyin abseleri goz 6niinde bulundurulmalidir (98, 123, 124).
Toxoplasmik pnomoninin anti toxoplasma tedavisi almayan AIDS hastalari ile
kemik iligi transplant alicilarinda sik goriildiigii izlenmistir. Uzamus ates, Oksiiriik ve

dispne O6nemli klinik bulgulardir. Ayiric1 tamida Pneumocystis carinii pndmonisi,
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tiiberkiiloz, Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis ve Histoplasma
capsulatum diistiniilmesi onerilmektedir (124). Toxoplasmik retinokoroidit TE birlikte
AIDS hastalarinda sik gozlenmektedir. Gozde agri, gorme kaybi1 ve fundoskopik
incelemede multifokal veya bilateral nekrotizan lezyonlar goriilebilir. Ayirici tanida
CMV retinit, Sifiliz, Herpes simplex, varisella zoster ve mantar enfeksiyonlarinin goz
oniinde tutulmasi tavsiye edilmektedir. AIDS hastalarinda gastrointestinal tutulus
sonucu karin agrisi, asit (mide, periton veya pankreas tutulumuna bagl) veya diyare
olusabildigi, akut karaciger yetmezliginin goriilebildigi bilinmektedir (71, 98, 123,
124).

Okiiler toxoplasmosis, konjenital veya dogum sonrasi akkiz enfeksiyona baglh
gelismektedir. Akut retinokoroidit sirasinda goérmenin bozuldugu, skotom, agri,
fotofobi ve epifora gelisebildigi, makula tutulusunda santral gormenin azaldigi veya
kayboldugu goriilmiistir. Anne karninda enfekte olmus hastalarda retinokoroidit
hayatin gec 2. ve 3. dekatlarinda bilateral tutulus yapan, eski retinal skarlarla beraber
yeni alanlarin da goriildiigii ve siklikla makula tutulusunun eslik ettigi olgular seklinde
karsimiza c¢ikmaktadir. Akkiz toxoplasmosise bagli olusan retinokoroiditin hayatin
daha ¢ok 4. ve 6. dekatlar1 arasinda, tek tarafli ama makulay1 tutmayan ve eski skarlar
icermeyen lezyonlar seklinde karsimiza ciktigi bildirilmektedir. Eriskinlerde akut
toxoplasmosis genellikle subklinik seyreden, glokoma, kismi veya tamamen gorme
kaybina yol agabilen, eniikleasyon gerektirebilen tablolara yol agmaktadir. Tekrarlayan
lezyonlarin genelde eski retinokoroidal lezyonlarin c¢evresinde kiimeler seklinde
olustugu bildirilmistir. G6z muayenesinde, beyaz fokal lezyonlar ve yogun vitreal
inflamasyon olusmakta, sisteki far bulgusu tipik kabul edilmektedir. Retinada sari-
beyaz renkte, pamuk parcasina benzer, sinirlar belirsiz aktif lezyon ve vitreustaki

yogun inflamasyon tam1 koydurucu olarak yorumlanmustir. Iyilesen lezyonlarin
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soluklastigi, atrofiye oldugu ve siyah pigmentasyona yol a¢tig1 goriilmiis, ayirici tanida
tiiberkiiloz, sifiliz, lepra, histoplasmosis sendromunun arastirilmasi onerilmistir (71,
98, 123, 124).

Konjenital toxoplasmosis gebelik sirasinda enfekte olan anneden plasenta yolu
ile bebege T. gondii bulagsmasi sonucu meydana gelen klinik tablodur. Fotal bulas i¢in
tehlikeli donemin konsepsiyondan 68 hafta dnce basladigi saptanmustir (68, 78, 124,
176). Hasarin siddeti, olusma riski, annenin enfekte oldugu trimestere baghdir. Birinci
ve ikinci trimesterde enfekte olan annelerin bebeklerinde daha ciddi patolojilerin
olustugu, iciincii trimesterde enfekte olan annelerin bebeklerinde ise hastaligin
nispeten basit patolojilere yol actifi ve subklinik seyrettigi anlasilmistir. Erken tedavi
edilmeyen olgularin yaklastk % 85’inde gelisme geriligi veya ileri yaslarda
retinokoroidit goriilmektedir. En ciddi fotal patolojilerin gebeligin 10-24 haftalarinda
gecirilen akut toxoplasmosise bagli oldugu goézlemlenmistir. 2640 hafta arasi
bulaglarda fotal hasarin en az oldugu yaymlanmistir (124). Tedavi edilmeyen gebelerin
bebeklerinde konjenital toxoplasmosis riski birinci trimesterde % 10-25, ikinci
trimesterde % 30-54, iigiincii trimesterde % 60-65 olarak hesaplanmistir. Sonucta
gebelik ilerledik¢e bulas riskinin arttigi, gelisen patolojilerin siddetinin ise azaldig
saptanmistir.

Yeni doganda saptandiginda konjenital toxoplasmosis tanis1 koyduran bulgular
arasinda: hidrosefali, intrakranial kalsifikasyonlar, retinokoroidit (klasik triad),
mikrosefali, strabismus, korliik, epilepsi, psikomotor veya mental retardasyon,
trombositopeniye bagl petesiler, anemi, sarilik, ensefalit, duyma bozuklugu, pndmoni,
diyare, hipotermi ve deri dokiintiisii 6n plana ¢ikmaktadir. Bazen dogumda tamamen
saglikli goriilen bebeklere rastlanmakta, bunlarda ileri yaslarda sekeller gelismektedir.

Fotal toxoplasmosis spontan diisiiklere, 6lii dogumlara veya erken dogumlara sebep
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olabilmektedir. HIV ile enfekte annelerde reaktivasyon sonucu f6tal bulasg
bildirilmistir. Bu bebeklerde AIDS klinigine bagh olarak konjenital toxoplasmosisin
yarattigi klinik tablonun siddetinin arttig1 ve gelisme geriligi, ates, hepatosplenomegali,
retinokoroidit, epilepsi ataklar1 ve multiorgan tutuluslar1 (santral sinir sistemi, kalp ve
akciger) bildirilmektedir. Ayirici tamida Herpes simplex viriis enfeksiyonu, CMV,

Kizamikgik, Sifiliz ve Listeriosis’in goz oniinde bulundurulmasi 6nerilmektedir (124).

1.1.8. Tam

Toxoplasmosis tanisinda yaklagim hastanin immun durumu ile yakindan
ilgilidir. Tam yontemleri direkt ve indirekt tami teknikleri olarak ikiye ayrilir. Immun
sistemi saglam olan bireylerde toxoplasmosis tanisi genelde indirekt tan1 teknikleri ile
saglanirken, immun sistemi baskilanmis olan hastalarda ise toxoplasmosis tanisinda
genelde direkt tami teknikleri tercih edilmektedir. Indirekt tami teknikleri serolojik
testler yardimu ile toxoplasmosise karsi olusan antikorlarin varligini arastirirken, PZR,
hibridizasyon, izolasyon ve histoloji gibi direkt tan1 teknikleriyle parazitin kendisi veya

parcgalarinin varligi gosterilmeye ¢aligilmistir.

1.1.8.1. indirekt tam

T. gondii’ye 0zgii antikorlarin serolojik yontemlerle saptanmasi primer tani
metodudur. Indirekt tami sirasinda cok sayida serolojik yontemden faydalanilir.
Yontemlerin fazlahigr 7. gondii’ye 0zgii antikorlarin saglikli kisilerde uzun siire
yiiksek titrede seyretmesine baglidir. Bunun yaninda, var olan yontemlerin yanlis

pozitif veya yanlis negatif sonu¢ verme olasiliklarini en aza indirgemek i¢in birden
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fazla yontemin birlikte kullanilmasi Onerilmektedir. 7. gondii tamisim tek basina
koyacak bir serolojik test yoktur. Ornegin Kalifornia, Palo Alto’da bulunan
Toxoplasma Referans Merkezi, serolojik tanida ig¢inde alti farkli serolojik test
bulunan bir panel yapmaktadir (124).

T. gondii’ye o6zgii IgG antikor saptanmasinda kullanilan serolojik testler;
Sabin-Feldman Dye testi, Indirekt Florosan antikor testi (IFA), modifiye direkt
agliitinasyon testi (formalin ile korunmus takizoit kullanir), differential agliitinasyon
testi (AC/HS testi, aseton ve formalin ile korunmusg takizoit kullanir) ve IgG ELISA,
IgG Avidite testidir. Anti-toxoplasma IgM antikorinin saptanmasinda ise Indirekt
Florosan antikor testi (IFA), IgM ELISA ve IgM immunosorbent agliitinasyon testi
(IgM-ISAGA), anti-toxoplasma IgA antikorlar icin IgA ELISA ve IgA-ISAGA,
anti-toxoplasma IgE antikorlar1 icin ise IgE ELISA ve IgE-ISAGA tercih
edilmektedir.

Indirekt ve direkt tan1 yontemlerinin toxoplasmosis tanisindaki énemi Tablo
1.3’de ozetlenmistir. IgG antikor taramasi hamile kadinlarda ve immun sistemi
baskilanan hastalara onerilmektedir. Gebelik 6ncesi ve erken gebelik doneminde IgG
antikorlarin  saptanmamasi bize gebelik sirasinda enfekte olabilecek kadin
prevalansini verir. Diger bir 6nemli nokta ise AIDS veya AIDS dis1 nedenle immun
sistemi baskilanmus (KI transplant hastalar1) kisilerde IgG saptanmas1 bu kisilerdeki
latent enfeksiyonun reaktivasyonu riski altinda oldugunu gostermesidir. IgM
varligina ragmen, yiliksek avidite hastaligin 3—4 aydan daha eski bir ge¢misi
oldugunu belirtmektedir. Boylelikle tan1 ve tedaviye yon verici veriler elde edilir.
IgM antikorlarinin enfeksiyonun baslangicindan yillar sonra bile pozitif kalabilmesi
veya yanlis pozitif sonuclar elde edilmesi hekimlerin hastaya yaklasimlarinda yanlis

yorumlamalara sebep olmaktadir. IgM ISAGA yeni doganlarda konjenital enfeksiyon
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tanisinda spesifik ve sensitif kabul edilen bir testtir. Yeni doganlarda anneden gelen
IgG antikorlar1 kanda 6-12 ay kalabildigi i¢in en iyi sonuglar IgM ve IgA testlerinin
birlikte yapilmasi ile alinmaktadir. Konjenital toxoplasmosis siipheli bebekte IgG
pozitif, IgM ve IgA negatif ise anne ve bebekten alinan serum orneklerinde western
blot kullanilarak IgG antikor karsilastirmasinin yararli olacagi belirtilmistir. IgE
antikorlar seviyesinin ol¢iimiiniin serolojik tanida diger serolojik testlerle birlikte

yapilmasinin anlamli olacag tizerinde durulmaktadir (123, 124).

1.1.8.2. Direkt tam

Hasta kisiden elde edilen doku (kemik iligi aspirasyon materyali, plasenta, beyin
ve endomyokard biyopsi 6rnegi) veya viicut sivist (amnion sivisi, periferik kan, beyin
omurilik sivisi, idrar, vitroz sivi, BAL, pleural sivi, asit) 6rne8inde 7. gondii’nin
goriildiigii, izolasyonu veya DNA’sinin gosterildigi yontemler direkt tani1 yontemlerini
olusturur. Son yillarda PZR calismalarinda B1 ve AF146527 genleri hedeflenmektedir.
Plasenta veya fetustan alinan orneklerin fare veya hiicre kiiltiiriine inokiilasyonu ile
takizoit izolasyonu, takizoitlerin veya doku Kkistlerinin biyopsi veya viicut sivisi
orneklerinde histolojik yontemlerle (Floresan antikor, immunperoksidaz, florescein-
isaretli monoklonal antikorlar, Wright-Giemsa boyama ve elektron mikroskopi)
incelemesi yapilmaktadir. Ayrica toxoplasmosis tanisinda antijen spesifik lenfosit
transformasyonu ve lenfosit tiplemesi (lenfositlerin 7. gondii antijenleri ile uyarilmasi
sonucu olusan lenfosit proliferasyonu ol¢iimii ve lenfosit alt tiplerinin belirlenmesi),
oftalmolojik muayene, radyoloji ve beyin omurilik sivisinin (BOS) incelenmesinden de

faydalanilmaktadir (71, 98, 123, 124).
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Radyolojik yontemler genelde santral sinir sistemi tutulusu olan toxoplasmosis
vakalarinda yararli kabul edilmektedir. Ultrasonografi konjenital toxoplasmosisin
prenatal tamisinda degerli bir yardimci tam yontemidir. Ultrasonografi ile yapilan
muayenede intrakranial kalsifikasyonlar, ventrikiiler genisleme, karaciger biiylimesi, asit
ve plasenta kalinhigin artmasi konjenital toxoplasmosis lehine kabul edilmektedir.
Kalsifikasyonlarin saptanmasinda radyografi ve bilgisayarli tomografi (BT) anlaml
sonuglar vermektedir. TE olan hastalarda BT de multipl bilateral, nadiren tek ve biiyiik
serebral lezyonlar saptanabilir. Lezyonlarin genelde bazal ganglionu icine alan
kortikomediiller bolgede yogunlastigi ve tipik olarak hipodens goriintii verdigi
bilinmektedir. Gadolinium ile yapilan Manyetik rezonans goriintiilemenin (MRG) TE
tanisinda BT den daha degerli oldugu bildirilmistir. MRG ile TE’de tipik multipl halka
tarzi lezyonlar saptanmaktadir. Sartlarin uygun oldugu hastalarda MRG ilk tan1 metodu
olarak kullanilmas1 onerilmektedir. BT ve MRG gibi gelismis radyolojik teknikler bile
TE kesin tanisin1 koymakta yetersiz kalabilmektedir. Ayirici tanida santral sinir sistemi
lenfomasinin ekarte edilmesi gerekmektedir. Tek lezyonlarin santral sinir sistemi
lenfomas1 olma olasiligi daha yiiksek kabul edilmekte, TE kesin tamisi i¢cin beyin
biyopsisi degerli ama invazif bir yontem oldugundan son care olarak yapilmasi
onerilmektedir. Bunlarin yaninda pozitron emisyon tomografi (PET) taramasi,
radyoniiklid tarama (santral sinir sistemi lenfomas: Thallium 201’1 daha cok tutar) ve
manyetik rezonans spectroskopi’si TE tamsinda kullanilmaktadir. Bazi hastalarda
ampirik tedaviye olumlu cevap alinmasiyla da TE tanis1 konulabilmektedir (71, 98, 123,
124). TE hastalarindaki olusan BOS degisiklikleri toxoplasmosise 6zgii olmamakla
birlikte hafif mononiikleer pleositoz ve hafif-orta derecede protein artis1 goriilmekte,
toxoplasmosisli yeni doganlarda ventrikiiler sivida protein iceriginin ¢ok yiiksek olmasi

anlaml kabul edilmektedir (124).
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Tablo 1.3. Toxoplasmosis tanisinda indirekt ve direkt tani ydntemlerinin yeri. Montoyadan
alinmistir (123).

Antikor tipi

/ test Tarama Gebelik Yeni dogan Gz tutulusu immun yetmezlik
indirekt IgG + + (risk altindaki + (maternal + (dUsUk titrede + (reaktivasyon riski
tani kadinlarin ve antikorlar pozitiflikler genelde olan hastalarin

korunanlarin) bebekte 12. konjenital tanisinda; AIDS ve
ayhga kadar enfeksiyonun Ki transplant
kalabilir; reaktivasyonunda  hastalari)
maternal veya  saptanir; g6z ici
fotal IgG antikor Uretimi [gz
ayrimmin WB ile ve kan antikor
yapilmasi) titresi orani])

IgG avidite — + (yUksek - + (yUksek avidite — —
avidite sonucu sonucu 3—4 ay
3—4 ay 6ncesi Oncesi enfeksiyon
enfeksiyon diasundirmez;
distndlirmez; disUk avidite
dusuk avidite antikorlar kalabilir)
antikorlar
kalabilir)

IgM ™ —* + (IgM + (ISAGA enzim + (yUksek titrede + (IgM sonucunun
antikorlari immun pozitiflik akut degeri dusuktar;
uzamig assay’den daha kazaniimig aktif veya latent
surelerde sensitif; enfeksiyon, negatif hastalik olabilir
kalabilir, negatif maternal veya  sonug konjenital veya olmayabilir)
IgM hamile fotal IgG enfeksiyonun
kadinda ilk 2 ayriminin WB ile reaktivasyonunda
trimesterde yapilmasi) saptanir)
enfeksiyon
olmadigini
gbsterir)

IgA - + (IgA + (IgM testlerine — -

antikorlari gbre daha
uzun sure degerlidir)
kalabilir)

IgE - + (yUksek - - -

spesifite,
disik
sensitivite)

Direkt tani PZR - + (amnion sivisi) + (kan, idrar) + (6zellikle atipik + (Beyin omurilik
retinal lezyonlu sivisi, BAL, okuler
hastalarda énemli  sivilar, asit, pleural
veya tedaviye sivl, periton sivisi,
suboptimum cevap Ki aspirasyonu,
verenler [vitreous  periferik kan
veya akdz sivi, ve/veya doku)
vitréz sivi tercih
edilir)

Histoloji - + (fotal kayip - - + (herhangi

(immuno-histo durumunda etkilenmis doku)
kimyasal***) plasenta ve
/hiicre kUltara fotal dokular)
veya hayvan
inokulasyonu
Tavsiyeler Seroprevalans Erken gebelikte IgM ve IgA Yeni kazaniimig ve Direkt tani
/ amaglar tespiti / tarama igin IgG  antikorlarin konjenital hastalik  yéntemleri indirekt
epidemiyolojik ve IgM birlikte aranmasi arasinda serolojik  tani ydontemlerinden
calismalar antikorlarinin sensitiviteyi ayrim yapilabilir daha sensitif
birlikte arttirir
aranmasi

* Ticari kit sonuglar cok degisken.

IgM saptanmasi yeni dogan taramasi igin kullanilabilir.
T. gondiiye 6zgl antikorlar ile.

37



1.1.9. Tedavi

Mevcut tedavi ajanlarinin primer olarak takizoitleri hedefledigi, doku
kistlerinin eradikasyonunda basarisiz oldugu bilinmektedir. Klasik tedavi
protokoliinde 4-6 hafta boyunca uygulanan pyrimethamine, sulfadiazine ve folinic
asit (kemik iligi depresyonunu azaltmak i¢in) kombinasyonu akut enfeksiyonda en
etkili tedavi secenegi olarak kabul edilmektedir (70, 98, 123, 124).

Konu tartigmal1 olsa da, akut toxoplasmosis tanist alan hamilelerin en kisa siirede
spiramycin ile tedavisine baglanilip gebelik sonuna kadar devam edilmesi 6nerilmektedir.
Spiramycin plasentayr gecemediginden icin fotal enfeksiyon tamisinin kesinlesmesi
durumunda tedavide pyrimethamine, sulfadiazine ve folinic asit kombinasyonu tercih
edilmekte fakat bu kombinasyon teratojenik oldugu icin gebeligin ilk 12-14 haftasinda
kullanimidan kacinmilmasi onerilmektedir. Otoriteler, gebelikte ilk trimester ve ikinci
trimesterin erken doneminde saptanan veya siipheli akut toxoplasmosis olgularinda
spiramycin, ikinci trimester ge¢ donemde veya iigiincii trimesterdeki benzer tablolarda ise
pyrimethamine, sulfadiazine ve folinic asit kombinasyonunu tavsiye etmektedirler.
Ultrasonografik ve serolojik sonuclar akut toxoplasmosis lehineyken, PZR’nin negatif
oldugu olgularda 17. haftaya kadar spiramycin (A.B.D.’de ve Fransa’da gebelik sonuna
kadar; Almanya ve Avusturya’da 17. hafta sonunda ek olarak 4 haftalik
pyrimethamine/sulfadiazine) kullamlmaktadir. PZR sonucu pozitif veya fetusun enfekte
olmas1 biiylik olasilik ise (gebeligin 12-18 aylart sonrasi) gebelik sonuna kadar
pyrimethamine ve sulfadiazine kullanmasi 6nerilmektedir (Tablo 1.4). Ultrasonografi ile
fetusun muayenesinde hasar saptanmadiysa, doguma kadar her ay ultrasonografi ile fetus
incelenmeli ve hidrosefali gibi toxoplasmosis tanis1 koyduracak bir bulgu elde edilirse

gebelik sonlandirilmast onerilmektedir. Fotal hayatta konjenital toxoplasmosis tedavisi
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olan infantlarin, dogduktan sonra bir yil siire ile 0zgiin tedavi almalarinin iyi olacagi
bildirilmistir (70, 98, 123, 124).

Toxoplasmik retinokoroidit tedavisinde pyrimethamine, sulfadiazine ve folinic asit
kombinasyonunun yaminda inflamasyonun azaltilmasi i¢in kortikosteroid (prednisone)
tedavisi de Onerilmektedir (Tablo 1.4). Oftalmolologlar siddetli inflamasyon, retinal
lezyonlarin fovea veya optik diske yaklagsmasi durumunda tedaviye baslamakta, immun
sistemi saglam bireylerde ufak periferik lezyonlar gorme acisinda tehdit olusturmuyorsa
hastalik kendini simirladigi i¢in tedavi vermekten ka¢inmaktadirlar. Goz tutuluslarinda
klindamycin veya trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) 3 hafta boyunca
uygulandiginda olumlu sonuglar alinmistir. Immun sistemi baskilanmis (transplant
alicilart) veya immun sistem yetmezligi (AIDS) olanlarda, akut toxoplasmosis sonucunda,
TE gelismesi durumunda uygulanan klasik tedavi; pyrimethamine, sulfadiazine ve folinic
asit kombinasyonudur (Tablo 1.4). Immun yetmezlikli kisilerde akut toxoplasmosis
tedavisine ragmen % 80’den fazla relaps goriildiigii yayilanmustir (124). Bu hastalarda
sekonder profilaksinin ¢cok 6nemli oldugu, immun yetmezligi olan hastalarin (AIDS) 6miir
boyu, transplant hastalarinin immunsupresyon bitene kadar sekonder profilaksiye
alinmasimin dogru olacagi bildirilmektedir (Tablo 1.5). Ancak bu hastalarin % 20-30’unda
ilag toleransi sonucu TE relapslar goriilmiistiir (70, 98, 123, 124).

Immun yetmezlik veya baskilanma sirasinda akut toxoplasmosis gecirmeden
uygulanan tedaviye primer profilaksi denmektedir. Seropozitif donor (D+) ve
seronegatif alici (R-) toxoplasmosis gelisme riski en yiiksek hasta grubu olup, TMP-
SMX ile bu hasta grubunda yapilan profilaksinin basarist yayinlanmistir. D-/R-, D-
/R+ veya D+/R+ transplant gruplarinda toxoplasmosis olusumu nadiren bildirilmistir.
Transplantasyon sonrasi pyrimethamine’nin her giin 25 mg 6 hafta boyunca

kullanilmasi etkili bulunmustur (70).
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Tablo 1.4. Toxoplasmosis tedavi protokolleri. Gdriz ve Montoya'dan alinmistir (70, 123)

ilag Doz Siire
Akut semptomatik Tedavi tavsiye _ _
kazanilmis enfeksiyon ediimez
Akut semptomatik Pyrimethamine 200 mg/gin yikleme dozundan sonra 50-75 Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hafta
kazanilmis enfeksiyon mg/giin
(semptomlar ciddi ise art/
veya hayati organlara Sulfadiazine 1-1.5 gr/gin PO Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hafta
zarar olusursa) arti
Folinic asit 5-20 mg haftada tg¢ kere Pyrimethamine tedavisi siresince ve
(Leucovorin) bittikten sonra 1 hafta
Alternatif tedavi TMP-SMX TMP: ilk g hafta 16 mg/kg/gin, takiben 5 21-52 giin
protokoll mg/kg/glin
SMX: :ilk Gg hafta 80 mg/kg/glin, takiben 25
mg/kg/giin
Hamilelerde akut Spiramycin 1 gr=x3/giin, ag¢ karnina Dogum sonuna kadar? veya fotal
toxoplasmosis ! enfeksiyon kanitlanana kadar
Tanisi konmus fétal Pyrimethamine Yikleme dozu: 100 mg/gln iki dozda 2 glin Doguma kadar
enfeksiyon sUreyle, takiben 50 mg/giin
(gestasyonun 12 veya arti
18. haftalari sonrasi) 3 Sulfadiazine Yikleme dozu: 75mg/kg/gin iki dozda 2 giin Doguma kadar

slreyle (maks. 4 gr/giin), takiben 100 mg/kg/giin
iki dozda (maks. 4 gr/glin)

art
Folinic asit Ginde 5-20 mg Pyrimethamine tedavisi siresince ve
(Leucovorin) bittikten sonra 1 hafta
infantta konjenital Pyrimethamine Yikleme dozu: 2 mg/kg/giin 2 glin sire ile, 1yl
toxoplasmosis 4 takiben 1 mg/kg/glin 2-6 hafta ve sonra bu doz
glin asiri verilecek
arti
Sulfadiazine 100 mg/kg/giin iki dozda 1yl
arti
Folinic asit 10 mg haftada Ug¢ kere Pyrimethamine tedavisi siresince ve
(Leucovorin) bittikten sonra 1 hafta
Kortikosteroidler * 1 mg/kg/guin iki dozda Bulgular yatisana kadar
(Prednisone)
Eriskinde toxoplasmik Pyrimethamine 200 mg/giin ylikleme dozundan sonra 50-75 Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hafta
retinokoroidit mg/glin
art
Sulfadiazine 1-1.5 gr/gin PO Semptomlar yatistiktan sonra 1-2 hafta
art
Folinic asit 5-20 mg haftada tg¢ kere Pyrimethamine tedavisi siresince ve
(Leucovorin) bittikten 1 hafta sonraya kadar
Kortikosteroidler * Glnde 1 mg/kg iki doza bélinerek verilecek Semptomlar ve bulgular yatisana kadar
(Prednisone)
immun sistem Pyrimethamine 200 mg/giin ylkleme dozundan sonra 50-75 Semptomlar ve bulgularin yatistiktan
yetmezligi olan mg/gin sonra 4-6 hafta
hastalarda TE’in akut art/
tedavisi Folinic asit 10-20 mg/giin PO, IV veya IM (50 mg/gin Pyrimethamine tedavisi sliresince ve
Standard tedavi (Leucovorin) cikilabilir) bittikten sonra 1 hafta
protokolii artr )
Sulfadiazine 1-1.5 grx4/giin PO b
veya
Klindamisin (silfa 450-600 mgx4/gin PO veya IV (IV yol ile 1200  **
alerjisi varsa) mg/gin ¢ikilabilir)
Alternatif tedavi Trimethoprim PO veya IV 5 mg/kg x gin (trimethoprim- >
protokolli sulfamethoxazole). Trimethoprim’de 15-20

mg/kg/gin seviyesine ¢ikilmistir.
Pyrimethamine (P)

+ Folinic asit Standard tedavi protokoliinde oldugu gibi **
(Leucovorin)

Arti asagidaki

seceneklerden birisi

Sulfadoxine (S) 500 mg/giin PO (Fansidar® icerik: P+S) >
Klaritromisin 1 grx2/giin PO b
Atovaguone * 750 mgx4/giin PO b
Azitromisin 900-1500 mg/gin PO >
Dapsone (D) 100 mg/giin PO (Maloprim® igerik: P+D) >

"merkezler aras tedavi protokolleri degiskendir. 2 Almanya ve Avusturya’da 17. hafta sonunda ek olarak 4 haftalik pyrimethamine / sulfadiazine
/ leucovorin) profilaktik olarak kullaniimaktadir. > merkezler arasi tedavi protokolleri degiskendir. Pyrimethamine ve sulfadiazine bazi
merkezlerde kullanilir, Pyrimethamine-+sulfadiazine ve spiramycin protokolleri her ay déntisiimld uygulanir. * merkezler arasi tedavi protokolleri
degiskendir. Aylik Pyrimethamine ve sulfadiazine ve spiramycin protokolleri her ay déniisimli uygulanir. * Beyin omurilik sivisinda protein =
1g/dl ve aktif retinokoroidit gérmeyi bozdugunda (makula, optik sinir basi papillomakdler bdlge tutulmus) ** uygulama siresi TE'li hastalarda
Pyrimethamine igin uygulanan sire kadardir. 5 Atovaquone emilimini ve etkinligini arttirmak igin % 23 yag iceren kahvalti sonrasi alinir

40



Tablo 1.5. immun sistemi baskili veya yetmezIigi olanlarda primer/sekonder toxoplasmosis
profilaksisi. Gurtiz’den alinmigtir (70).

ilag Doz Kullanim gekli
Pyrimethamine 25 mg Haftada 2 kez
arti
Sulfadiazine 75 mg Haftada 2 kez
art
Folinic asit 10 mg Her giin
Dapson 50 mg/giin veya 200 mg/giin Her giin veya haftada 1 kez
art
Pyrimethamine 50-75mg PO Haftada 1 kez
arti
Folinic asit 25 mg Her pyrimethamine alindiginda
Pyrimethamine 25 mg Haftada 2 kez
art
Klindamisin 24 gr
TMP-SMX 1 normal veya forte tablet Her gilin
1 forte tablet Haftada 3 kez/haftada ardisik 3 glin
TMP: 150 mg/m?, SMX: 750 mg/m?/ 2 dozda
Dapson 50 mg/guinde 2 kez Her giin
100 mg/giin PO Her gin
2mg/kg PO (maksimum 100 mg)
Pyrimethamine 25 gr Gun agin
Spiramycin 3gr Her gin
Atovaquone 750 mg Her giin

AIDS hastalarina, CD4" T hiicre sayist 100/mm° altina indiginde, TMP-SMX
tedavisi almiyorsa, giinde 3 mg spiramycin ile primer toxoplasmosis profilaksisi
yapilabilmektedir. Tarif edilen klinik tablolar disinda toxoplasmosis siiphesi olan
tim seropozitif, semptomatik ve immun sistemi baskilanmis ve yetmezligi olan
hastalarin tedavi olmasi tibben gerekliliktir. MRG ile beyinde halka benzeri tutulus
gosteren lezyonlari olanlar, IgG antikor pozitifligi olanlar ve ileri immun yetmezligi
olanlarda ampirik tedaviye baslanilabilinir. Tedaviye olumlu cevap TE tanisin
destekler nitelikte kabul edilir. Avrupa’da yaygin olarak AIDS’li hastalarin
tedavisinde ve konjenital toxoplasmosis vakalarinda pyrimethamine-sulfadoxine
(Fansidar) kullanilmaktadir (124). Tetracycline’lerden doxycycline TE tedavisinde
alternatifler arasinda kabul edilmektedir. Bazi TE vakalarinda 5-fluorouracil ve
klindamisin ile basar1 elde edilmistir. Immunoterdpatik ajanlardan IFN-y

(roxithromisin, pyrimethamine, azitromisin veya klindamisin kombinasyon) ve IL.-12
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(klindamisin veya atovaquone kombinasyon) hayvan modellerinde toxoplasmosise
kars1  etkili  bulunmustur. Rifamisin  tiirevi rifabutin ve rifapentin,
fluoroquinolone’lardan trovafloxacin hayvan modellerinde basar ile kullanilmistir

(70, 98, 123, 124).

1.1.10. Korunma

Korunma o6zellikle seronegatif hamileler, immun yetmezligi olan hastalar
(AIDS), transplantasyon adayir alicilar ve immun sistemi baskilayan tedavi alanlar
icin onemlidir. Ayrica T. gondii kaynakli salginlar veya sporadik vakalar normal
toplumda korliige kadar varabilecek komplikasyonlara yol actigi icin korunma
tedbirlerinin onemini giderek artmaktadir. Sonucta biitiin bu anlatilan faktorler ve
toplumdaki prevalans goz Oniine alinacak olursa, korunmasi gereken popiilasyon
kalabaliklagsmaktadir. Toxoplasmosisten korunma denildiginde iki konu 6n plana
cikmaktadir. Birincisi egitim, ikinci ise asilamadir. Su anda tek kullanilabilir ticari
lisans almis asi, koyunlar i¢in iiretilmis canli ateniie S48 susu ile hazirlanan asidir
(26). Bu yiizden hala korunmada egitim On plana c¢ikmakta fakat koruyucu asi
gelistirme arastirmalar1 da, yeni teknolojilerin gelismesi ile hizlanmaktadir (98, 123,
124). Korunma i¢in Oncelikle risk altindaki popiilasyonun belirlenmesi gerekir.
Hamile kadinlarin gebeligin hemen ©ncesinde ve hamilelik siiresince sistematik
olarak taranmasi, seronegatif hamilelerin saptanmasini saglar. Ayn1 sekilde immun
sistemi yetmezligi olanlar ve transplant hastalarinin siki takibi Onemlidir.

Toxoplasmosisten korunma yollar1 tablo 1.6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 1.6. T. gondii enfeksiyonundan korunma yollari

Etler 66°C de pisiriimeli veya -20°C de dondurulmalidir (doku kistleri etkisiz hale gelir)
Cig et ve sebzelerin giplak elle tutulduktan sonra ellerin yikanmalidir

Mikdz membran ile ¢ig et temasinin 6nlenmelidir

Cig ve kurutulmus et yenmemelidir

Hayvanlarin derisi ¢iplak elle yizilmemelidir

Cig et ile temas eden mutfak ylzeyleri ve aletleri temizlenmelidir

Sebze ve meyvelerin iyice yikanip yenmelidir

Yumurta ¢ig yenmemelidir

Pastérize olmamis st icilmemelidir (6zellikle kegi sitl)

Vektoér sinekler ve hamambdéceklerinin kontroll saglanmahdir

Kedi digkisi ile kontamine olmus bdlgelerden uzak durulmahdir

Kedi digki kabi temizlenirken el degmeden 5 dakika kaynatiimalidir

Kedi digki kabi her giin temizlenirse, ookistlerin sporule olma sansi olmadigi belirtilmistir
Bahcgede calisirken, kedi digki kabi tutarken veya ¢ocuk kum havuzu temizlerken eldiven giyilmelidir

1.1.10.1. As1 Calismalari

Diinyadaki yiiksek seroprevalansi diisiinecek olursak, toxoplasmosis riskinin
sadece egitimle asilamayacagi, etkin asi ve tedavi ajanlarinin gelistirilmesi geregi
ortaya c¢ikmaktadir. Bilindigi gibi bireyler bir mikroorganizmalara karst dogal
enfeksiyon yada agilama ile immun hale gelmektedir. Asilama sonrasi olusan immun
yanita aktif immunizasyon, insan (kizamik, kuduz, tetanus), hayvan (difteri) veya
laboratuar ortaminda (monoklonal antikor) elde edilen antikorlarin bireye verilmesi
ile olusturulan immun yanita pasif immunizasyon denilmektedir (107, 137, 140).
Aktif immunizasyonun avantaji hem antikor yanitini, hem de hiicresel immuniteyi
uyarmasidir. Bu sgekilde koruyucu immunitenin yani sira asilanan bireyde
immiinolojik hafiza da olusturmaktadir. As1 gelistirmede iki 6nemli basamaktan biri
antijenik hedef/hedeflerin tanimlanmasidir. Bunun nedeni, hedef mikrobun, immun
sisteme bir¢ok antijenik hedef sunmasina ragmen bunlardan sadece ufak bir kisminin
koruyucu immun yanmti tetiklemesidir. ikinci onemli konu ise secilen antijenin

viicuda verilirken kullanilan asilama stratejisidir. Bu giine kadar insanda basar ile
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kullanilmis asilar arasinda bakterilere ait saflastirilmig ve protein konjuge edilmis
kapsiiler polisakkaridler, inaktive toksinler (toxoid), rekombinant protein antijenleri
(hepatit B viriisii), oldiiriilmiis, ateniie edilmis bakteri hiicreleri, viral partikiiller ve
pasif immunizasyonda kullanilan immun serumlar sayilabilir. Bunlarin disinda
deneysel asamada anti-idiotip asilar, peptid asilar, DNA asilari, enfekte veya
transfekte edilmis antijen sunan hiicrelerden antijen sunumu, canli, rekombinant ve
ateniie viriis asilari, baska organizmalara ait as1 antijenlerini eksprese eden
rekombinant bakteri hiicre asilar1 sayilabilir. Bu yaklasimlara ek olarak adjuvanlar,
saflagtirilmis sitokinler veya sitokin genleri bircok asi denemesinde yardimci olarak
kullanilmaktadir. Giintimiizde gelecek vaat eden asilama stratejisi DNA asilar1 olup,
yakin zamanda yapilan bircok arastirma bu strateji iizerine yogunlagsmaktadir. DNA
asilar1 genelde rekombinant bakteriyel plasmid olup icgine yerlestirilen mikrobial
antijeni memeli hiicrede ekspresyonunu kontrol eden kuvvetli promotirlar
icermektedirler. Enjekte edilen DNA, konak hiicre tarafindan alinmakta, bilinmeyen
bir yol ile niikleusa girip, transkripsyon ile mRNA’ya doniismektedir. Bundan sonra
olusan tam biiyiikliikteki antijenler humoral immun yaniti, hiicre ylizeyinden sunulan
antijenik peptidlerde hiicresel immun yanit1 uyarmaktadir.

Adjuvanlar (Latincede adjuvare, anlami yardim etmek) birlikte verildigi
antijenin immunojenligini arttiran maddelerdir. insanlarda kullanima izin verilen tek
adjuvan, aliiminyum tuzlar1 [AI(OH)3] veya Alum’dur. Kullanim giivenligine ragmen
ideal adjuvan olarak kabul edilmemektedir. Th2 cevab1 yoniine kuvvetle polarize
oldugu, antikor yanitim arttirdig: (6zellikle IgA ve IgE) fakat hiicresel immun yanitin
olusmasinda yeterli uyartyr yapamadigi anlasilmistir. Bazi adjuvanlar ve immun

sisteme etkileri tablo 1.7°de 6zetlenmistir (107, 137, 140).
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Tablo 1.7. Adjuvan tipleri ve immun sisteme etkileri

Kategori Adjuvan MHC | sunum MHC Il sunumu  Sitokin yani  9C alt grup
olusumu
; + IL-3, IL-4,
Mineral tuzlar Al(OH); - Zayif Hi IL-5. IL-6 IgG1 ve/veya IgE
Freund’un yarim adjuvani
N . (mineral yagi), montanide, _ + . }
Yag emulsiyonlari specol, squalane®, susam Kuwvetli Hi IL-4 IgG1 ve/veya IgE
yagdi, zeytinyag, fistik yagi
Freund’un tam adjuvani (6lu
Mikrobakteriyel Mycobacterium _ + ) IFN-v. IL-4  '9G2a, 2b
Gardinler tuberculosis), BCG, kolera Kuvvetli HI v: IgG1 ve/veya IgE
toksin, LPS, LT
Sentetik Urlnler, Liposome, saponin (Quil-A),
. P S _ + ) 2 IgG2a veya
ylzey aktif ajanlar  ISCOMS, noniyonik block Kuwvetli Hi ? IgG2b

ve mikropartikdller

kopolimerler (Pluronic L121*)

BCG: Bacillus Calmette-Guerin, ISCOMS: immun stimulan kompleksler, LPS: lipopolisakkarid, LT: E. coli 1siyla
degisken enterotoksin, HI: hiicresel immunite, * Squalane, Pluronic L121 ve Tween 80 karisimi Provax adjuvanini

olusturur

Toxoplasmosise kars1t koruyucu as1 ¢alismalart 1990’11 yillarda hizlanmastir.

Etkin kabul edilen asinin Th1l immun cevabini, CD8" T hiicreleri ve humoral immun

yanit1 uyarmasi beklenmektedir. Burada amag¢ dogal enfeksiyonu en iyi taklit edecek

as1 adayinin ve/veya stratejisinin bulunmasidir. As1 adaylar1 arasinda SAG1, SAG2,

SAG3, SRS1, GRA1, GRA4, GRA7, ROP2, MIC3, HSP30, HSP70, 6K, ve P54 gen

ve proteinleri bulunmaktadir (Tablo 1.8). Asilama stratejileri saflagtirilmis veya

rekombinant teknoloji ile {iiretilip saflastirilmis 7. gondii’nin antijenik yapidaki

proteinlerini, canli ateniie veya mutant suslart veya DNA asilarini icermektedir.

Calismalar gelecek vaat etmesine ragmen insanlar i¢in etkin bir as1 stratejisi halen

elde edilmemekle birlikte toxoplasmosise karsi giivenilir ve etkili as1 icin

arastirmalara devam edilmelidir.

(a) Toxoplasmosise karsi denenen as1 stratejileri

T. gondii Mutant suslar kullanilarak iiretilen asilar: T. gondii S48, TS-4 ve

T-208 mutant suslar1 as1 aday1 olarak tanimlanmustir (8, 26). Bu giine kadar lisans

alinip, koyunlar icin ticari kullanima sunulan tek toxoplasmosis asis1 S48 susundan
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elde edilmistir. Bu as1 Avrupa’da ve Yeni Zelanda’da kullanima sunulmasina
ragmen yan etkileri, kisa raf omrii ve yiiksek maliyeti sebebiyle yaygin olarak
kullanilamamustir. S48 asis1 canli ateniie edilmis organizmalardan elde edildiginden
ve insan viicudunda reaktivasyon sonucunda patolojik forma donme olasiligi
tasidigindan insanlarda kullanilmasi sakincali bulunmustur (14).

T. gondii’den izole edilen proteinler ile gelistirilen agilar: 11k as1 denemesi
1991 yilinda vaccinia viriisii i¢inde eksprese edilen GRAI ile si¢anlarda yapilmis, ve
kismi korunma saglanmistir (50). Bundan sonra ¢ogu as1 denemesinde takizoitlerde
eksprese edilen SAGI1 kullanilmistir, saflagtirilmis SAG1 ve liposomun adjuvan
olarak kullanildig1 as1 6rneginde, farelerde belirgin korunma saglanmistir (23, 141).
Takizoit eriyiginin santrifiij edilmesi ile elde edilen yiizey antijenleri SAG1, SAG2
ve 6K proteini, ISCOM (quil A, immun uyarici bilesik) adli adjuvan ile birlestirilip
farelerde uygulandiginda yiiksek titrede antikor olustugu goriilmiistiir (109). Iki
farkli calismada SAG1 ve kolera toksini burun i¢ine uygulanmis, kismi fakat uzun
siireli direng saglamistir (40, 173). SAG1 ve 1s1yla degisken enterotoksinlerin iki
toksik olmayan mutantinin (LTR72 ve LTK63) adjuvan olarak kullanildig: bir baska
arastirmada, farelerde olusan kist sayisinda belirgin azalma saptanmistir (18).
Salbutamol (anti-astmatik ilag) esliginde SAG1 uygulanmis farelerde serebral kist
sayisinda belirgin azalma gozlemlenmistir (61). Bir baska ¢alismada SAG2’ye karsi
gelistirilmis monoklonal antikor TGCMS ile farelerde % 75-87.5 oraninda korunma
elde edildigi bildirilmistir (181).

T. gondii rekombinant protein kullanan agsilar: Bu calismalarda siklikla
rekombinant SAG1 (rSAGI) proteini kullanildig1 goriilmektedir. E. coli’de eksprese
edilen rSAGI1 proteininin alum adjuvam ile birlikte verildiginde farelerde kismi

korunma sagladigi izlenmistir (136). Bir baska ¢alismada rSAGI ile IL-12 kombine
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edilmis, uygulama sonrasinda beyinde parazit miktarinda % 40 azalma tespit
edilmistir (105). Kobaylarin kullanildigi bir arastirmada rSAG1 ve Thl cevabi
uyarict adjuvan SBAs]1 birlikte kullanildiginda, materno-fotal gegisin belirgin sekilde
azaldig1 yayimlanmistir (76). 1998 yilinda, ilk defa GRAT1 salgilayan ateniie edilmis
Mycobacterium bovis susu BCG ile yapilan as1 denemesinde OF1 fareler ve
koyunlarda 7. gondii 76K susuna kars1 kismi koruma sagladig1 saptanmistir. Ayni
calismada GST-GRA1 fiizyon proteinin, incomplete Freund adjuvan ile
birlestirilerek elde edilen asinin farelerde ve koyunlarda belirgin antikor yaniti
olusturdugu goriilmiis ama koruyucu etkisi arastiritlmamistir (167). Rekombinant
SAGI1, SAG2, SAG3, SRS1 ve P54 proteininin, Freund ve incomplete Freund ile
birlestirilmesi ile hazirlanan bir asida farelerde denenmis, SAG2, SRS1, P54 ve tiim
antijenlerin karisimi ile elde edilen kokteyl asinin letal toxoplasmosise karsi
koruyucu oldugu gozlemlenmistir (121). Degisik genetik yapidaki farelerde rSAG1
proteini iceren bir asinin konjenital toxoplasmosis olusumunu engelleyip
engelleyemedigini arastiran bir ¢calismada BALB/c farelerin fetuslarinin CBA/J fare
fetuslarina gore daha iyi korundugu bildirilmistir (106). Bir bagka denemede, SAG1
ve SAG2 genini ayn1 anda kodlayan chimeric plasmidin E. coli’de eksprese ettigi
protein kullanilmig, rSAGI1 proteini ile asilanmis farelerin % 60’1, rSAG2 ile
astlanmis farelerin % 53’1 letal toxoplasmosise karsi korunmusken, SAG1 ve SAG2
proteininin birlikte uygulandig farelerde korunma orant % 73 olarak bulunmustur
(180). Rekombinant GRA4 proteininin, rROP2’nin ve her ikisinin karigiminin
(rGRA4-rROP2) alum ile adjuvante edilerek kullanildig1 bir ¢alismada, rGRA4 ve
rGRA4-rROP2 ile asilanan farelerin beyninde daha az kist sayist olustugu saptanmus,
ayni calismada denenen GRA4 DNA asisinin farelerde korunma agisindan rGRA4

Alum kombinasyonuna benzer sonuglar olusturdugu bildirilmistir (113).
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DNA asilarr: Son yillarda toxoplasmosise karsi gelistirilecek as1 ¢alismalari
DNA iizerine yogunlasmistir. DNA asilar1 in vivo sartlarda picogram-nanogram arasi
protein eksprese edebilmelerine ragmen uzun siireli, giiclii humoral ve hiicresel
immunite sagladigi, mikroplara karst korunmanin etkin oldugu anlasilmistir (3, 59,
107, 137, 140). T. gondii’ye ait SAG1 (6, 149), GRA1 (155, 174), GRA7 (174),
GRA4 (45), ROP2 (108, 174) ve ROP1 (33) antijenlerini iceren DNA asilar cesitli
hayvan modellerinde denenmistir. SAGI1 genini kodlayan DNA asisinin
kemirgenlerde beyinde olusan kist sayisim1 azalttigi, yasam siiresi uzattigi
goriilmiistiir (6). Baska bir denemede SAGI kodlayan plasmid ile % 80-100
korunma elde edildigi bildirilmistir. Nielsen ve arkadaslarina gére 1999 yilina kadar
yapilan as1 calismalarinda en cok umut vaat eden bu asidir (132). ilk DNA kokteyl
as1t SAG1 ve ROP2 genlerini kodlayan plasmidlerle yapilmis ve DNA kokteyl asinin
tek DNA iceren as1 denemelerine gore daha etkin korunma sagladigl goriilmiistiir.
Fachado ve ark. bu calisma sonrasinda 7. gondii genomik ekspresyon kiitiiphanesini
asillamada kullanmis, asinin zamanla azalan koruyucu immuniteyi uyardigini
saptamislardir. Bu calismalarin sonucunda, ilerde yapilacak DNA asisinin multi gen
DNA asis1 olmasi gerektigi kanaatine varmislardir (57, 58). Konjenital toxoplasmosis
odaklt SAG1 kodlayan DNA as1 c¢alismasinda, asinin erigkin farede kazanilmig
enfeksiyonun olugmasini Onledigi, ama materno-fotal gecisi engelleyemedigi
gozlemlenmistir (36). Bir baska calismada, ii¢ ¢esit fare grubunda (C57BL/6, C3H ve
BALB/c) GRAI1, GRA7 ve ROP2 kodlayan plasmidlerle yapilan as1 adaylar
kullanilmis, standard olmayan dozda 76K ve IPB-G suslar ile enfekte edilen farkli
fare tiplerinde % 50-90 aras1 degisen oranda koruyuculuk sagladig izlenmistir (174).
Ayni grup arastirmacilar, bir bagka calisgmada, GRA1 kodlayan plasmidi kullanarak,

sadece C3H tip fareleri asilamislar, korunmanin dort farelik gruplarin birisinde % 75,
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digerinde ise % 100 oldugunu belirtmislerdir (155). ROP2 kodlayan plasmidden
hazirlanan asinin farelerde Oliimii belirgin olarak geciktirdigi yaymlanmistir (108).
GRA4, IL-12 veya GM-CSF (graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktor) kodlayan
plasmidin denendigi asilamalarda farelerin yasam siiresinin anlamli olarak arttigi
bildirilmistir (45). T. gondii HSP70, HSP30 ve SAG1 genini kodlayan plasmidler ile
farede yapilan asilar, onemli bir immunojen olan HSP70 kodlayan plasmidlerle
yapilan asilar karsilastirildiginda, HSP70 ile asilanan farelerin organlarinda daha az
saylda parazit saptanmistir (122, 126). MIC3 genini kodlayan plasmid ile GM-CSF
kodlayan plasmidin birlikte kullanildigi asilarin, farelerde beyinde kist olusumunu

belirgin olarak azalttifi gézlemlenmistir (83).
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Tablo 1.8. Asi denemeleri ve adaylarini iceren arastirmalar (kronolojik siralr)

Asi1 adaylari Adjuvan Sonugclar Yil, Arastirmaci

GRAT1 eksprese eden Vaccinia Siganlarda % 0 koruma 1991, Duquesne ve ark. 50

virtsi

SAG1 Liposome Belirgin koruma 1991, Bulow ve ark. 23

Takizoit eriyiginden elde edilen ISCOM 12. ve 25. glnler arasinda 8 fareden 1993, Lunden ve ark. 109

SAG1, SAG2, 6K yedisi 6Idi

Eriyik takizoit Kolera toksin 9. gunde canli fare orani % 78.5 ve 1993, Bourguin ve ark. 20
60. giinde % 50

SAG1 Kolera toksin Farede % 85 daha az beyin Kisti 1996, Debard ve ark. 40

r-SAG1 E. coli Alum 11. glinde canli fare orani % 55.6 1998, Petersen ve ark. 136

r-SAG1 E. coli IL-12 Beyin kistlerinde % 40 azalma 1998, Letscher-Bru ve ark. 105

GRAT1 antijeni Greten r-BCG ve  Incomplete 12. glinde canli fare orani % 10 1999, Supply ve ark. 167

GST-GRAT1 proteini Freund

SAG1 Salbutamol Beyin kistlerinde % 60 azalma 1999, Fermin ve ark. 61

SAG1 kodlayan plasmid % 80-100 koruma 1999, Nielsen ve ark. 132

SAG1 kodlayan plasmid RH susu takizoitlerle enfekte edilme 2000, Angus ve ark. 6
sonrasi bitun fareler 6imis

GRA1, GRA7, ROP2 kodlayan Degisik gruplarda fare yasam orani % 2000, Vercammenve ark. 174

plasmidler 50-90 arasi

SAG1 Kolera toksin Beyin kistlerinde % 80 azalma 2000, Velge-Roussel ve ark. 173

GRA4 kodlayan plasmid pGM-CSF Degisik gruplarda fare yasam orani % 2000, Desolme ve ark. 45

ve plL-12 62-75

r-SAG1 P. pastoris SBAs1 Fare hayvan modelinde materno-fétal 2000, Haumont ve ark. 76
bulastan % 70 koruma

ROP2 kodlayan plasmid Fare 6lim{inde kontrollere gére 2 glin 2001, Leyva ve ark. 108
gecikme

SAG1 geni asilanmis deri grafti Etkili koruma 2001, Saito ve ark. 151

SAG1 LTR72 ve LTK63 Beyin kistlerinde % 77-85 azalma 2001, Bonenfant ve ark. 18

SAG1, SAG2, SAGS, Freund SAG2, SRS1, P54 ve hepsinin 2001, Mishima ve ark. 121

SRS1, P54 ve hepsinin karigimi karigsimi verilen farelerde yasam %
100

Enzim eksigi olan mutant Uzun sureli koruma 2002, Fox ve ark. 64

SAG1 ve ROP2 kodlayan Kokteyl agi uygulanan farelerde 9-12 2003, Fachado ve ark. 57

plasmidler glin yasam

GRA1 kodlayan plasmid % 75—-100 koruma 2003, Scorza ve ark. 155

SAG1 kodlayan plasmid Materno-fétal bulasi engellemede 2003, Couper ve ark. 36
basarisiz

r-SAG1 E.coli Fare yavrulari konjenital 2003, Letscher-Bruve ark. 106
toxoplasmosise kargi %50 korundu

HSP70, HSP30 ve SAG1 En etkin koruma HSP70 2003, Mohamed ve ark. 122

kodlayan plasmidler

T. gondii genomik kitiphane Uzun sureli koruma, sonuglar multi 2003, Fachado ve ark. 58

kodlayan plasmid gen asly destekler yonde

MIC3 kodlayan plasmid pGM-CSF Beyin kistlerinde % 67-74 azalma 2003, Ismael ve ark. 83

SAG2ye karsi mAb % 75-87.5 koruma 2003, Yang ve ark. 181

ROP2 eksprese eden Letal toxoplasmosise karsi tam 2004, Roque-resendiz ve ark. 148

rekombinant Vaccinia virisu koruma

r-SAG1/2 kodlayan plasmid Enfeksiyon sonrasi yagsam orani % 73 2004, Yang ve ark. 180

r-GRA4, r-ROP2 ve karigimi Alum GRA4 asillamasi sonucunda daha az =~ 2004, Martin ve ark. 113
beyin kisti saptandi

GRA4 kodlayan plasmid Alum Beyin kistlerinde azalma 2004, Martin ve ark. 113
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IKINCIi BOLUM

GEREC ve YONTEM

“T. gondii GRAI proteininin tanimlanmasi; as1 calismalarindaki yeri” adl
tezimin tim asamalar1 California Universitesi, Irvive (UCI), Tip Fakiiltesinde
15.11.2003-8.11.2005 tarihleri arasinda Prof. Dr. Frances Jurnak’a ait Protein
Ekspresyon Merkezi ve Dr. Philip Louis Felgner’in laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Arastirmay1r gerceklestirebilmek icin 1) Laboratuarda T.
gondii’ye ait rekombinant DNA kullanimi i¢cin Kurumsal Biyogiivenlik komitesinden
(IUA, Institutional Biosafety Committee), 2) 7. gondii takizoitleri ile laboratuar
ortaminda calisabilmek ve hiicre kiiltiiriinde iiretmek icin biyolojik madde
kullandirma komitesinden (BUA, Biological Use Authorization), 3) Hayvan
deneyleri i¢in UCI kurumsal hayvan bakimi ve kullanimi komitesinden (IUCUC,
Institutional Animal Care and Use Committee), 4) Antijene 6zgii proliferatif immun
cevabin sivi 1sima sayim ile dlciimiinde radyoaktif *[H]-thymidine kullanimi icin
Radyasyon Kullandirma Komitesinden (RUA, Radiation Use Authorization) izinler
alinmistir. Arastirma sirasinda kullanilan yontemleri iki ana baghik altinda
inceleyecegiz.

Ik asama GRAL geni ile ilgili yapilan klonlama, saflastirma ve kristalizasyon
yolu ile tanimlanmasi, hedef genin bioinformatik teknikler kullanilarak belirlenmesi,
GRAI1 saflastirma c¢alismalari, protein sindirme testleri, kristal sollisyonlari
olusturma ve ekim isleminden olusmaktadir. Ikinci asamada o©ncelikle
toxoplasmosise kars1 gelistirilen memeli hiicreye kodon optimize sentetik GRA1 geni

iceren DNA as1 adayi, vahsi tip GRAI geni iceren DNA as1 aday1 ve saflastiriimig
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GRALI proteini iceren subunit as1 adayinin gelistirme ¢alismalarindan olugmaktadir.
Bu asamadan sonra as1 adaylarinin farelerde olusturdugu humoral ve hiicresel
immunitenin Ol¢iilmesi ve akut toxoplasmosisteki koruyuculuklar1 incelenmistir.
Arasgtirmada kullanilan hayvanlarin 6rneklemi, her bir deneye uygun sekilde daha
onceden yapilan as1 c¢alismalar1 g6z Oniine alinarak belirlenmistir. Yapilan
deneylerde kullanilan gerecler ve kimyasallar aksi belirtilmedigi takdirde A.B.D.’den
alinmistir. Calismada kullanilan kimyasallar parantez icinde iiretici firma
belirtilmemis ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.) firmasinin iiriinleridir.
Gerecler ve kimyasallarin ait oldugu firmalar yontem boliimiinde parantez iginde

belirtilmistir.

2.1. GRA1 Protein Tanimlanmasi

Cesbron-Delauw ve ark. tarafindan tanimlanan GRAI1 geni, 23 kDa
biyiikliigiindeki dogal GRA1 proteinini kodladigi, GRA1 proteininin de 2 adet Ca**
baglayan EF eli iceren, immunojen yapida bir protein oldugu yayinlanmistir (29, 30).
Rekombinant GRAT1 proteinin yapisi biyoinformatik tekniklerle degerlendirilip, daha
sonra rekombinant GRA1 proteininin pUETAGRA1 vektorii ile E. coli Rosetta
2(DE3) pLysS hiicrelerde iiretimi ve AKTA FPLC, sivi kromatografi sistemi ile
saflagtirllmast yapilmistir. Saflastirilan  proteinin tanimlanmasi ic¢in Oncelikle
MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile molekiiler biiytikliigli saptanmistir. Daha sonra
rekombinant proteinin tanimlanmasi i¢in kristalizasyon calismalar1 yapilmistir. Bir
proteinin kristal hale gelebilmesinin On sarti, saflastirma sonucunda elde edilen
proteinin  katlanmis olmas1 gerekliligidir. Katlanmanin rekombinant GRA1

proteininde gerceklesip gerceklesmedigi, protein sindirme testleri ile arastirilmistir.
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GRAI proteininin icerdigi fosfat baglayan bolgelerin kristal olusumunu olumsuz
etkiyebilecegi diisiiniildiigiinden alkalen fosfataz ile defosforilasyon denenmistir.
Defosforilasyon sonucu proteinden ayristirilan fosfat miktar1 SDS-PAGE ve dogal jel
elektroforezi ile saptanmustir. GRA1 proteini literatiirde Ca** baglayan bir protein
olarak tanimlandigindan kalsiyum varliginda (5 mM CaCl,) ve kalsiyum yoklugunda
(5 mM EGTA) rekombinant proteinin dogal jel elektroforezi ile hareketi
arastirtlmistir. Elde edilen sonuclar dogal halinde katlanmis oldugu saptanan aktif

proteinin, as1 calismalarinda kullanilabilecegini gostermistir.

2.1.1. Biyoinformatik Degerlendirme

Hedef proteinin belirlenmesi i¢in Oncelikle veritabanlarinda bioinformatik
teknikler kullanilarak genis tabanli arastirma yapilmistir. 7. gondii genomunda
7666’dan fazla protein kodlayabilecek bolge varligt gosterilmis, 697’sinin
immunojenik oldugu cesitli ¢alismalarla saptanmistir (kaynak: NCBI veri taban,
http://www.ncbi.nih.gov/). Geriye kalan gen bolgeleri ORF (open reading frame)
olarak adlandirilan, bir proteini kodlayabilecek fakat bu proteinin gorevinin
saptanamadig1 bolgelerdir. ORF bolgeleri antijenik bir proteini kodlayabilecegi gibi,
bir enzim veya yapisal bir proteini de kodlayabilmektedir. Antijenik proteinler tani
veya ag1 gelistirmede kullanilabilirken, enzimlerden veya yapisal proteinlerden ilag
gelistirmede yararlanilmaktadir. Calismamizda hedef olarak secilen GRAT1 proteinin
immunojenik bir protein oldugu daha onceden yapilan caligmalar ile kanitlanmigtir
(15, 30, 155, 167, 174). Rekombinant GRA1 proteininin sekonder yapisinin
biyoinformatik degerlendirmesinde, proteinin katlanmasi, olasi immunolojik

kisimlann ve icerdigi diger olasi bolgeler (kalsiyum baglama, fosforilasyon ve
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myristoylasyon  bolgeleri)  incelenmistir.  Rekombinant GRAI1  proteinin
biyoinformatik incelemesi sirasinda agsagidaki asamalardan gecilmistir.

1) Proscan benzerlik arastirmasi ile proteinin icerdigi olas1i bolgelerin
belirlenmesinde http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl ?page=npsa_prosite.html

2) Proteinin katlanma indeksinin FoldIndex programi ile belirlenmesinde
http://bioportal.weizmann.ac.il/fldbin/findex

3) Proteinin antijenik yapisinin antijenik bolgeleri 6n goren program ile
belirlenmesinde http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl

sitelerinden yararlanilmstir.

2.1.2. GRA1 Protein Ekspresyonu ve Hizli Protein S1ivi Kromotografi Cihaz ile

Saflastirma

T. gondii GRALI protein ekspresyonu icin gerekli pUETAGRA1 vektor, Dr.
Elzbieta Hiszczynska-Sawicka, Gdansk Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim dali,
Polonya’dan saglanmustir. E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS kimyasal kompetent
hiicreler (Novagen) pUETAGRAL ile tarif edildigi gibi transforme edilmistir (79).
Transformasyon sonunda elde edilen tek koloniler 100 pg/ml ampisilin ve 50 pg/ml
kloramfenikol eklenmis 50 ml Luria Bertani (LB) besiyeri (Fisher, CA) icinde
37°C’de bir gece boyunca karistirilarak iiretilmistir. Ertesi giin 100 pg/ml ampisilin
ve 50 pg/ml kloramfenikol iceren 1 L LB besiyerine, 50 ml bir gecelik besiyeri
eklenmis ve 600 nm’de olgiilen optik dansitenin 0.4’e gelmesi ile isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) 1mM final konsantrasyonda eklenerek, 20°C’de bir
gece boyunca inkiibe edilmistir. Sonraki giin, hiicreler 5000xg santrifiij edilmistir.
Elde edilen ¢okelti 50 ml resiispansiyon tamponu ile (50mM Tris-Cl pH: 7.5, 0.3 M

NaCl ve 0.5 mM CaCl,) tekrar siispanse edilmis ve sonrasinda doku ezicisi ile
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homojenize edilmistir. Homojenize hiicre siispansiyonu M-110L microfluidizer
islemcisinden gecirilmis (Microfluidics Corporation) ve yikilmis hiicreleri iceren
stispansiyon 30.000xg’de bir saat boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir. Berrak {ist sivi
0.45um filtre’den (Nalgene) gegirilmistir.

Proteinin saflastirllmasi AKTA Hizli Protein Sivi Kromotografi Cihaz1
(FPLC: Fast Protein Liquid Chromotography) ve UNICORN™ programi ile
saglanmistir (Amersham Biosciences). Saflastirmanin ilk asamasinda 5 ml HiTrap
Ni** Selasyon HP kolonu (Amersham Biosciences) kullanmustir. Kolona protein
yiiklemesi sirasinda 50mM Tris-Cl, pH 7.5, 0.3 M NaCl, ve 0.5 mM CaCl, iceren
tampon konulmustur. Daha sonra kolon, 100 mM imidazole iceren SOmM Tris-Cl,
pH 7.5, 0.3 M NaCl, ve 0.5 mM CaCl,’lik tamponla bir gece boyunca, 4°C’de
yikanmistir. Rekombinant GRAT1 proteinini kolondan serbestlestirmek icin 5S0mM
Tris-Cl, pH 7.5, 0.3 M NaCl, ve 0.5 mM CaCl, iceren tampondaki imidazole
konsantrasyonu 100 mM’dan o6nce 300 mM’a sonra 500 mM’a 4°C’de
yiikseltilmistir. Kolondan ayrisan proteinlerin  yaptigi pikler UV280 ile
goriintiilenmistir. Her pikten alinan ornekler % 12 SDS-PAGE ile ayristirilmis ve
rekombinant GRA1 protein saflig1 belirlenmistir.

Saf rekombinant GRA1 protein iceren ornekler Ultrafree-MC Centrifugal
Filtreler (Millipore) ile konsantre edilmistir. Bundan sonra konsantre protein, hem
daha ileri saflagtirmanin saglanmasi, hem de endotoksin seviyesinin azaltilmasi i¢in
AKTA FPLC sistemi yardimu ile jel filtrasyon Superdex 200 kolonuna yiiklenmistir.
Daha sonra ileri saflastirilmis rekombinant GRA1 proteini tekrar Ultrafree-MC
Centrifugal Filtreler (Millipore) ile konsantre edilmistir. Konsantre 6rnekteki protein
miktar1 Commasie Plus Protein Assay reagent (Pierce, Rockford IlI) ve

spektrofotometre (Beckman-Coulter, CA) ile iretici firmanin tavsiye edilen
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protokolii kullanilarak belirlenmistir. Standart egrinin belirlenmesi i¢in seri

sulandirilmis Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmustir.

2.1.3. MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi

Saflastirllmis rekombinant GRA1 proteininin molekiiler biiyilikliigli matrix-
assisted laser desorption ionization-time of light (MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi
(Applied Biosystems) ve sinapinic asit matriksi kullanilarak 3 farkli saflagtirma

orneginde Olciilmiistiir.

2.1.4. Alkalen Fosfataz ile Defosforilasyon Calismasi

Defosforilasyonda karides alkalen fosfataz enzimi kullanilmistir (89).
Rekombinant GRA1 proteini saflastirildiktan sonra, 50 pg konsantrasyonda iki
ornege 10U karides alkalen fosfataz (KAP) ve 10xKAP reaksiyon tamponu
karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 rnekler

% 12 SDS-PAGE ve % 12 dogal jel elektroforezi ile yiiriitiilmiistiir.

2.1.5. EGTA-rekombinant GRA1 Proteini Etkilesiminin Arastirilmasi

100 pg rekombinant GRA1 proteini SmM EGTA ve 5SmM CaCl, (son

konsantrasyon) varliginda % 12 SDS-PAGE ve % 12 dogal jel elektroforezi ile

yiirtitilmiistiir.
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2.1.6. Protein Sindirme Testi

Protein sindirme testinde, trypsin (Sigma) kullanilmistir. Trypsin Lizin (K) ve
Arginin (R) aminoasitlerine 6zgii bir endopeptidaz olup polypeptidin ortasindan
kesime baslamaktadir. Bu testte kullanilan rekombinant GRAI1
proteini/trypsin/trypsin inhibitorii oram1 40/1/0.33 olarak hesaplanmistir. 120 g
rekombinant GRAT1 proteini i¢ine 3 ug trypsin eklendikten sonra oda sicakliginda
inkiibe edilmis, 0., 1, 5., 10., 15., 20. ve 30. dakikada 15ul ornekler alinip, icinde
0.33ug trypsin inhibitorii olan tiiplere eklenmistir. Daha sonra ornekler % 12 SDS-

PAGE ile yiiriitiilmiistiir.

2.1.7. Makromolekiiler Kristalizasyon

Saflastirilmig rekombinant GRA1 proteinini kristal hale getirme asamasinda
24 delikli, i¢ ice gecen iki cukurlu plaklar kullanilmistir (Sekil 2.1). Rekombinant
GRALI proteini ve kristalizasyon soliisyonu karigimi deligin ortasinda bulunan boliim
icine eklenmistir. Bu boliim cevresinde rezervuar denilen kisma 1 ml kristalizasyon
soliisyonu konulmustur. Bu rezervuardaki soliisyon, protein ve kristalizasyon
soliisyonu karistminin kurumasini dnlemek amaciyla ortama konulmustur. Her delik
tizeri hava almayacak sekilde kapatilarak, ortamda rezervuardaki soliisyonun
olusturdugu bir atmosfer yaratilmistir (Sekil 2.1).

Kristalizasyon asamasinda cesitli kristalizasyon rezervuar soliisyonlart,
saflagtirllmis rekombinant GRA1 proteini ile 1/1, 1/2 ve 2/1 oranlarinda
kanigtinnlmigtir.  Kristalizasyon soliisyonlart olusturulurken kullanilan kimyasallar

Tablo 2.1°de ozetlenmistir.
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protein ve kristalizasyon
bant fle solisyonu kansimi
kapatiims delik

%

I [

kristalizasyon
sollsyonu

plaktaki 24 gukurdan birinin yan kesiti

Sekil 2.1. Rekombinant GRA1 proteini ve kristalizasyon sollsyonlarinin karistirildidi i¢ ice
gecen iki gukurlu plak

Rezervuar  soliisyon  kombinasyonlari, 8 c¢esit tampon  [cesitli
konsantrasyonlarda (0.1 ile 1M) ve cesitli pH derecelerinde (pH: 5-9 aras1)], 35 cesit
tuz (% 30 ile % 90 arasinda degisen konsantrasyonlarda), 6 cesit ¢okeltici madde (%
25 w/v ile % 80 w/v arasinda) kullanilarak olusturulmustur. Ayrica Hampton
Research firmasina ait 14 tarama paneli kullanilmistir (Natrix, Niikleik asit mini
tarama, Quik tarama, Grid tarama Malonate, Grid tarama Polyethylene glycol/LiCl,
Polyethylene glycol iyon tarama, Grid tarama Polyethylene glycol 6000, Grid tarama
ammonium sulfate, Grid tarama sodium chloride, Kristal tarama I ve II, Indeks

tarama, SaltRx tarama, kristal tarama cryo kokteyl).

Tablo 2.1. GRA1 makromolekdler kristalizasyon ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

Tamponlar pH Tuzlar Cokelticiler
Sodium citrate 4  CaCl,*2H0 Mg(C2H30Op) 2*4H0  NaoMoO4*2H,O 2-methyl-2, 4-pentanediol
Sodium acetate 5  NH4Br MnCl>*4H,0O NaNO; Polyethylene glycol 400
MES 6  NH.CI KC2H302 NaH.PO4*H,O Polyethylene glycol 1000
MOPS 7 NHiNOg KBr NazS,03*5H,0O  Polyethylene glycol 4000
HEPES 7  NH4H2PO, K2CO3 Zn(C2H30y) 2 Polyethylene glycol 8000
Tris 8 (NH4) .HPO4 KCI KoHPO,4 Polyethylene glycol 20000
TAPS 9  (NH4),SO, KNOg CoS04*7H.0
CAPS 10 Ca(CzH307) 2 KH.PO4 LioSO4*H.0

LiBr KSCN KsPO4

LiCl RbClI NH4sSCN

MgSO4*7H.0 NaBr MnSO.+*H.O

MgCl2*6H20 NaCl
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Sonugta rekombinant GRA1 proteinini kristal hale getirebilmek i¢in ortalama
2000 soliisyon kombinasyonu denenmistir. Yapilan ekimler sonrasi plaklar oda
sicakliginda ve 1s1k gormeyen ortamda inkiibe edilmis, periyodik olarak inverted
mikroskop altinda kristal varlig1 acisindan kontrol edilmistir. Gozlem siirecinde elde

edilen kristaller x-151m1 difraksiyon analizi ile incelenmistir.

2.2. GRA1 As1 Calismasi

Arastirmanin bu kisminda, fare modelinde 3 c¢esit GRA1 kokenli as1 aday1
denenmistir. Bunlar sirasiyla vahsi tip GRA1 DNA asis1 (CMV/vt-GRA1); kodon-
optimize GRA1 DNA asis1 (CMV/ko-GRA1) ve Provax ile adjuvante edilmis
rekombinant GRA1 protein (rGRA1-Provax) asisidir. Asilamalar sonucunda BALB/c
farelerde olusturulan humoral immun yanit (IgG, IgG1 ve IgG2a) protein mikroarray
yontemi kullanilarak Olciilmiistiir. Hiicresel immun yanit sirasinda olusan antijene
ozgii lenfoproliferatif cevap, *[H]-thymidine eklenmesi sonrasi sivi 1sima sayimi
(liquid scintillation counting) ile Olciilmiig, sitokinlerin belirlenmesinde ELISA
yontemi kullanilmistir. Daha sonra asilanmis BALB/c fareler 7. gondii RH susu
takizoitleri ile enfekte edilmis ve asilarin olusturdugu koruma negatif kontrol

gruplari ile karsilastirilmigtir.

2.2.1. Arastirma Sirasinda Kullamlan Hayvanlar

Asilarin olusturdugu immunolojik cevabin Ol¢iimii ve 7. gondii’ye Kkarsi

astlarin olusturdugu koruma test tiiplerinde saptanamayacagi icin, onceki ¢alismalari

baz alarak bizde calismamizi BALB/c fareleriyle gerceklestirmeyi hedefledik.
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Arastirma sirasinda kullanilan 6 haftalik disi BALB/c fareler Charles River
laboratuvarindan (Wilmington, MA) temin edilmistir. Fareler standart ve konforlu
sartlarda bakilip beslenmistir. Deneysel plan, hayvan etigi a¢isindan UCI biinyesinde
yer alan, “Kurumsal Hayvan Bakimi ve Kullanimi Komitesi” (IUCUC) tarafindan
kontrol edilmis ve onaylanmistir. Arastirma sirasinda kullanilan hayvan sayisi,
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde etmek ve gereksiz yere hayvan kullanimi
onlemek amaci ile daha onceden yapilan 7. gondii as1 denemelerinde kullanilan

hayvan sayilar referans alinarak belirlenmistir.

2.2.2. T. gondii Parazit Uretimi ve Antijen Hazirlama

T. gondii RH susu takizoitleri, UCI biinyesinde c¢alisan Dr. Naomi
Morrissette’den saglanmis olup, asilanmis fareler korumanin saptanmasi icin bu sus
ile enfekte edilmis ayrica, T. gondii antijenide RH susundan hazirlanmistir. RH susu
takizoitleri insan siinnet derisi fibroblast (HFF: Human Foreskin Fibroblast)
hiicrelerinde Dulbeccos modified Eagle medium (DMEM), % 10 (v/v) 1s1 ile inaktive
fetal bovine serum (Hyclone), 2mM L-glutamine ve ml basina 50 mg gentamycin
(Invitrogen-Gibco) igeren besiyeri kullanilarak, 37°C’de, % 5 CO;’li ortamda
tiretilmistir. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen takizoitler, farelere verilmeden Once steril
serum fizyolojik ile yitkanmis, hemositometre ile sayilmis ve canliliklart tyrpan mavi
boyasi ile saptanmustir. 7. gondii antijeni (TAg) hazirlanirken, HFF hiicre artiklari
500xg ile 5 dakika santrifiij edilerek elimine edilmistir. Saf takizoit iceren iist sivi
alindiktan sonra 3000xg ile 10 dakika santrifiij edilmistir. Cokelti ti¢ defa fosfat
tamponlu saline (PBS) ile yikanmis, son olarak da distile suda siispanse edilip,

1sitma-dondurma islemine tabii tutulmustur. Bu asama sonrasinda hiicre eriyigi
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10.000xg ile 10 dakika santrifiijlenmis, iist sivi 0.2 porlu filtreden gegirilmistir.
TAg’in protein miktari, Commasie Plus Protein Assay reagent (Pierce) ve
spektrofotometre ile (Beckman-Coulter) iiretici firmanin protokolii kullanilarak

belirlenmis, standart egrinin belirlenmesi i¢in seri sulandirilmis BSA kullanilmustir.

2.2.3. GRA1 Geninin Bilgisayar Araciligi ile Optimize Edilmis DNA Birlesmesi

GRAT1 protein sekanst GENBANKASI veritabanindan (giris numarasi
M26007) elde edilmistir. GRA1 protein sekansinin sinyal peptidi ¢ikarilmis hali ile
(25 ila 190’1nci aminoasitler arasi) UCI Genomik ve Biyoinformatik Enstitiisiinde
yer alan Bilgisayarli Biyoloji Arastirma laboratuarinin web sitesine elektronik

ortamda gonderilmistir (http://cbrl.igb.uci.edu/). Burada bilgisayar aracilig1 ile

optimize edilmis DNA yapimi teknigi kullanilarak (CODA: Computationally
optimized DNA Assembly) memeli hiicreye optimize sentetik GRA1 geni
tasarlanmistir. Ozetle optimizasyonun basinda, sekonder DNA yapilar1 ve erime
dereceleri Mfold bilgisayar programi (183, 184) ile en yakin komsu termodinamik
parametreler kullanilarak tespit edilmistir (152). Kodon kullanimi Sharp ve Li
tarafindan tarif edilen kodon adaptasyon indeksi (CAI: codon adaptation index) ile
optimize edilmistir (157). Bilgisayarli optimizasyon iist iiste binen ve yan yana
tasarlanmis ko-GRA1 DNA oligoniikleotidleri kendi kendine birlesmeleri ig¢in
Lathrop ve ark. tarafindan tanimlanan cok sirali, dallanan ve bagil algoritmi
kullanmistir (99). Bu algoritma, dogru aminoasidi kodlamak icin gerekli tiim olasi
sessiz yer degistirmeleri denemektedir. Dogru sekilde kendi kendine birlesme islemi
[herhangi dogru hibridizasyon minimum erime 1s1s1] eksi [herhangi dogru olmayan

maksimum erime 1s1s1] seklinde hesaplanan erime 1sis1 farki kavrami ile
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gerceklestirilmistir. Dogru hibridizasyonlar sadece birbirine komsu tasarlanmis iist
iste gelen bolgelerin bir gen olusturmak iizere dogrusal bir sekilde siralanmalari
sonucunda gerceklesmektedir. Dogru olmayan hibridizasyonlar ise (a) Firkete (U
seklinde kivrilan, hairpin), bir oligoniikleotidin geriye katlanmasi ve kendi {istiine
hibridize olmasi; (b) dimerler, bir oligoniikleotidin kismi olarak kendi ile
tamamlayici olmasi; (¢) oligoniikleotidler arasi uygunsuzluklar, bir oligoniikleotid
kismi olarak bir bagka oligoniikleotid ile komplementer olmasi ve (d) kaymis dogru
birlesmeler, yanlis yerlesmis bir iist iiste gelme bolgesi, yine ayni iist iiste gelme
bolgesi icinde bir baska kisimla kismi olarak komplementer olmasi olarak tarif
edilmektedir (99). Eskiden kullanilan yaklasimlar firkete ve palindrome gibi bolgesel
DNA yapilarin1 uzaklastirirken, CODA algoritmasinin anahtar 6zelligi ile tiim dogru
olmayan hibridizasyonlar bulunup, ortadan kaldirilmaktadir. Biitiin bilgisayar
hesaplar1 3 GHz Xeon dual islemcinin 64-diigiim kiimesi ile yapilmistir.

Sonugta CODA algoritmasi 39 ile 64 niikleotid boyutunda, 36 adet, birbirleri
ile kendiliginden birlesebilen ve GRA1 geninin homo sapiens hiicrelerinde eksprese
edilmesi arttiracak, oligoniikleotid optimize etmistir. Oligoniikleotidler Integrated
DNA Technologies (Coralville, IA) sirketinden alinmistir. Sekansi degistirilmis
memeli (fare) hiicreye optimize GRA1 geninde (ko-GRAT1) vahsi tip GRA1 (vt-

GRAT) genine gore degisen kodonlarin sikligi Tablo 2.2°de gosterilmistir.

2.2.3.1. Kodon Optimize GRA1 Geninin Orta Biiyiikliikte Oligoniikleotid

Parcalarin PZR ile Birlestirilmesi

Memeli hiicreye optimize sentetik GRAI’in iki asamada olusturulmasi

planlanmustir. Ozetle tam uzunluktaki ko-GRA1 geni, her biri kisa, iist liste gelen, 12
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adet komsu oligoniikleotidden meydana gelen, {i¢ adet orta biiyiikliikte DNA
oligoniikleotid parcasindan olusmaktaydi [orta parca 0: 237 baz ¢ifti (bp: base pair);
orta parca 1: 196 bp; orta parca 2: 196 bp]. Her bir orta biiyiiklikte DNA

oligoniikleotid parcas1i bir digeri ile 65 niikleotid iist iiste gelecek sekilde

tasarlanmastir.
Tablo 2.2. ko-GRA1 ve vt-GRA1 kodon karsilastirmasi
; vt- GRA1 ko- GRA1 ; vt- GRA1 ko- GRA1
Amlno Kodon Amlpo Kodon
asit ) ) asit ) )
say! fraksiyon say! fraksiyon say! fraksiyon sayl fraksiyon
Ala GCG 5 0.42 0 0 Lys AAG 4 0.5 7 0.88
GCA 2 0.17 0 0 AAA 4 0.5 1 0.13
GCT 2 0.17 3 0.25 Met ATG 5 1 5 1
GCC 3 0.25 9 0.75
Phe TTT 1 0.33 1 0.33
Arg AGG 1 0.17 0 0 TTC 2 0.67 2 0.67
AGA 2 0.33 0 0 Pro ccG 1 05 0 0
CGG 1 0.17 1 0.17
CCA 0 0 0 0
CGA 0 0 0 0
CCT 0 0 0 0
CGT 2 0.33 0 0 cce 1 05 5 1
CGC 0 0 5 0.83 ’
Asn AAT 2 0.29 0 0 Ser AGT 1 0.08 0 0
AAC 5 0.71 7 1 AGC 4 0.31 8 0.62
Asp GAT 7 0.44 2 0.13 TeG 3 0-23 0 0
GAC 9 0.56 14 0.88 Toa 2 0.1 0 0
TCT 3 0.23 4 0.31
Gin CAG 6 0.55 9 0.82 TCC 0 0 1 0.08
CAA 5 0.45 2 0.18
Glu GAG 10 0.53 15 0.79 Thr ACG 1 0.14 0 0
GAA 9 0.47 4 0.21 ACA 4 0.57 0 0
ACT 1 0.14 1 0.14
Gly GGG 5 0.29 1 0.06
GGA 6 0.35 3 0.18 ACC 1 0.14 6 0.86
GGT 1 0.06 0 0 Tyr TAT 1 0.5 1 0.5
GGC 5 0.29 13 0.76 TAC 1 0.5 1 0.5
lle ATA 0 0 0 0 Val GTG 8 0.53 12 0.8
ATT 4 0.5 0 0 GTA 2 0.13 0 0
ATC 4 0.5 8 1 GTT 3 0.2 0 0
Leu TG 4 0.27 0 0 are 2 0-13 8 02
TTA 1 0.07 0 0
CTG 3 0.2 11 0.73
CTA 1 0.07 0 0
CTT 4 0.27 0 0
CTC 2 0.13 4 0.27

Ko-GRA1 iki asamada birlestirilmistir. Oncelikle 12 adet kisa oligoniikleotid
parcast Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile birlestirilerek, ii¢ adet orta
biiytikliikte DNA oligoniikleotid parcasi haline getirilmistir. Sonrasinda ii¢ adet orta
biiylikliikte  oligoniikleotid  birlestirilerek  tam  uzunluktaki GRA1  geni
olusturulmugtur. Ug adet orta biiyiiklikte GRA1 DNA oligoniikleotid parga

birlestirilmesi i¢in, her bir orta oligoniikleotid parcasini olusturacak 12 adet kisa
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oligoniikleotid pargas1 igeren oligoniikleotid setleri primer uzama reaksiyonuna son
konsantrasyonlar1 0.1 uM olacak sekilde eklenmistir. Bunun yaninda 0.5 uM son
konsantrasyonda lider ve izleyici primer oligoniikleotidleri (en uzak 5'- ve 3'- DNA
oligoniikleotidleri) eklenmistir. Reaksiyonlar ayrica 2.5U PfuUltra High-Fidelity
DNA polymeraz enzimi (Stratagene, La Jolla, CA), 300 uM dNTP, ve 1xPfuUltra
reaksiyon tamponu icermektedir. Primer uzama ve PZR amplifikasyon reaksiyonu
Eppendorf Mastercycler (Hamburg, Almanya) cihazinda yiiriitiilmiistiir: 95°C’de 5
dk baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi, 20 sn 95°C, 30 sn 62°C, ve 1 dk 72°C’lik 25
dongii uygulanmigs ve son uzama basamaginda 5 dk 72°C uygulanmistir. PZR

irtinleri agarose jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

2.2.3.2. TOPO PZR Klonlama

GRAT geninin her bir orta biiyiikliikte oligoniikleotid pargasi icin, 1 ul PZR
tiriinii pCRII-Blunt-TOPO vektoriine 5dk icinde, oda sicakliginda, iiretici firmanin
tavsiye edilen protokolii kullanilarak klonlanmistir (Invitrogen, Carlsbad, CA). 2 ul
TOPO klonlama reaksiyonu, 50 ul tek kullanimlik elektro kompetent Top 10
Escherichia coli hiicre (Invitrogen) ile karistirilip elektroporasyon uygulanmustir.
Hemen sonrasinda 250 pl of SOC (super optimal catabolizer) besiyeri eklenip ve
37°C’de bir saat inkube edilmistir. Daha sonra 50 pl transformasyon reaksiyonu, 50
pg/ml kanamycin iceren LB (Luria Bertani Medium) agar plaga ekilip ve 37°C’de bir
gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin birka¢ tek koloni 50 pg/ml kanamycin
iceren 3ml LB besiyerlerine eklenmis (LB-Kan 50) ve 37°C’de bir gece boyunca 250
rpm’de (rounds per minute: dakikada ki devir sayis1) ¢evrilerek inkiibe edilmistir.

Plasmid saflagtirmasi 6ncesinde tireme olan tiim tiiplerden alinan drneklere, istenilen
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orta oligoniikleotid parcasini icgerip icermedigini belirlemek icin koloni PZR
reaksiyonu uygulanmigtir. PZR iriinleri agarose jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. Orta biiyiikliikte oligoniikleotid pargasi iceren tiim plasmidler DNA
sekans analizi yapilmasi icin plasmid miniprepler ile iiretici firmanin protokoliine

uygun olarak saflastirilmistir (Aurum Plasmid Mini Kit, Bio-Rad, Hercules, CA).

2.2.3.3. Tam Uzunlukta Kodon Optimize GRA1 Geninin PZR ile Olusturulmasi

Sekans analiz ile hasarsiz [eksilme (=delesyon) veya mutasyon olmayan] ko-
GRAI1 orta oligoniikleotid parcas1i icerdigi saptanan pCR-Blunt II TOPO
vektorlerden 5'- ve 3'- en uzak oligoniikleotidlerin primer (0.1uM son konsantrasyon)
olarak kullanildigi, PZR amplifikasyonu ile orta biiyiikliikteki oligoniikleotid
parcalar1 izole edilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu ayrica 0.5uM lider ve izleyici
primer oligoniikleotidler, 2.5U PfuUltra High-Fidelity DNA polymeraz enzimi
(Stratagene), 150 uM dNTP, ve 1xPfuUltra reaksiyon tamponu i¢cermektedir. Primer
uzama ve PZR amplifikasyon reaksiyonu tarif edilen protokol ile yiiriitiilmiistiir:
95°C’de 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi, 20 sn 95°C, 30 sn 68°C, ve 1 dk
72°C’lik 25 dongii ve son uzama basamaginda 5 dk 72°C uygulanmistir. PZR
iriinleri agarose jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

Daha sonra her bir orta biiyiikliikte oligoniikleotid parcasi iceren PZR
reaksiyonundan 1 pl aliarak bir tiip i¢cinde 1 pM lider (5'- 45 niikleotidlik en uzak
oligoniikleotid) ve izleyici (3'- 44 niikleotidlik en uzak oligoniikleotid) primer
oligoniikleotidler ile karistirtlmistir. Tam uzunlukta kodon optimize GRA1 geni (531
bp) elde etmek icin yukarda tarif edilen PZR protokolii kullanilmistir. PZR iiriinleri

agarose jel elektroforezi ile goriintiilendikten sonra TOPO PZR klonlamasi ve sekans
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analizi amacghi plasmid miniprepler, orta biiyiikliikkte oligoniikleotidlerin
olusturulmas1 sirasinda kullanilan protokol ile yapilmis, mutasyon ve esiksiz

vektorler bir sonraki asamada kullanilmistir.

2.2.4. Memeli Ekspresyon Vektoriiniin Klonlama icin Hazirlanmasi

CMYV promotir1 iceren memeli ekspresyon vektorii (10 ug; 5.1 kb; kanamycin
direncgli; Gene Therapy Systems, CA A.B.D.) BamHI restriksyon enzimi kullanilarak
0.1 pug/ul DNA, 0.1 mg/ml BSA, 0.2 units/ul BamHI enzimi iceren reaksiyonda
37°C’de 4 saat inkiibe edilerek dogrusal hale getirilmistir. Elde edilen iiriin PCR
saflagtirma kiti (Qiagen) ile saflastirilip, spectrofotometre ile miktar1 belirlendikten
sonra agarose jel eletroforezi ile goriintiillenmistir. Sonrasinda homolog klonlama i¢in
uygun, dogrusal kabul edici vektorii olusturmak ic¢in  primerler, 5'-
CACCATCACCATCACCATCACCATCACGTCGAC-3' (forward primer, 33
niikleotid) ve 3-TGATCTTTTATTAGCCAGAAGTGATCTGGATCC-5' (reverse
primer, 33 niikleotid) diizenlenmistir. Dogrusal alici vektor, 1 ng BamHI ile
sindirilmis ve saflastirilmis vektor, primerler (her biri 0.5 uM), 2.5U AccuPrime Pfx
DNA polymeraz enzimi (Invitrogen), 1x AccuPrime Pfx reaksiyon tamponu igeren
karisim ve tarif edilen PZR protokolii ile olusturulmustur; 95°C’de 2 dk baslangic
denatiirasyonu sonrasi, 15 sn 95°C, 30 sn 55°C, ve 6 dk 68°C’lik 35 dongii ve son
uzama basamaginda 10 dk 68°C uygulanmistir. PZR iiriinleri agarose jel
elektroforezi ile goriintiilenmis ve in vivo rekombinasyon klonlamasinda

kullanilmastir.
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2.2.5. Vt-GRA1 ve Ko-GRA1 PZR Amplifikasyonu ile izolasyonu

Vt-GRATI ve ko-GRAT1 rekombinant plasmidlerinden uygun primerlerle izole
edilmistir. Primerlerin olusturulmasinda 1) Yapisici uglarin PZR {iriinlerine uygun
olmas1 2) Homolog rekombinasyon klonlamasi icin ise birbirine uyan ve serbest 5'-
ve 3'- uclarinin dogrusal alict CMV vektoriine uygun halde olmasma dikkat

edilmistir. Vt-GRA1 izolasyonunda 5'-CACCATCACCATCACCATCACCATCAC

GTCGACGCCGAAGGCGGCGACAACCA-3' (forward primer, 53 niikleotid; {ist

iste gelen kisimlarin alt1 ¢izilmistir) ve 3'-TGATCTTTTATTAGCCAGAAGTGAT

CTGGATCCCTCTCTCTCTCCTGTTAGGA-5' (reverse primer, 56 niikleotid;
iistiiste gelen kisimlarin alti c¢izilmistir) primerleri kullanilmistir. Ko-GRA1

izolasyonu icin ise 5'-CACCATCACCATCACCATCACCATCACGTCGACGCAG

AGGGAGGCGACAACCA-3" (forward primer, 53 niikleotid; iistiiste gelen

kisimlarin alt1 ¢izilmigstir) ve 3'-TGATCTTTTATTAGCCAGAAGTGATCTGGATC

CCTCCCTCTCGCCGGTCAGGA-5' (reverse primer, 56 niikleotid; iistiiste gelen
kisimlarin alt1 cizilmistir) primerleri kullanilmistir. Ko-GRA1 ve vt-GRA1 genleri
kendi plasmidlerinden yukarda tarif edilen primerler (her biri 0.5 uM), 2U TagDNA
polymeraz (Fisher), 150 uM dNTP ve 1xTagDNA polymerase reaksiyon tamponu ve
tarif edilen PZR protokolii ile izole edilmistir; 95°C’de 5 dk baslangi¢c denatiirasyon
sonrrasi, 30 sn 95°C, 30 sn 50°C, ve 3.5 dk 72°C’lik 35 dongii ve son uzama
basamaginda 10 dk 72°C uygulanmistir. PZR iiriinleri, PZR saflastirma kiti (Qiagen)
ile saflagtirllmis, spektrofotometre ile DNA miktart 6l¢iildiikten sonra, agarose jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir.
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2.2.6. In vivo Rekombinasyon Klonlamasi

In vivo rekombinasyon klonlamasi Davies ve ark. tarif ettigi gibi yapilmistir
(38). Her transformasyon reaksiyonunda: 4 pl dogrusal kabul edici CMW vektor (10
ng/ul), 1 pl vt-GRA1 veya ko-GRA1 (10 ng/ul) ve 10 ul DHS5a kompetent hiicre
kullanilmistir (38). Daha sonra karisim 45 dk boyunca buz {iistiinde inkiibe edilmis,
42°C’lik su banyosunda 1 dk 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Ardindan 1 dk buz
iistiinde sogutulup iizerine 200 ul SOC besiyeri eklenmistir. 37°C’de 250 rpm ile
cevrilerek 1 saat inkiibe edilen karistm, 3 ml LB-Kan 50’ye ekilmis ve tekrar
37°C’de, bir gece boyunca 250 rpm’de ¢evrilerek inkiibe edilmistir. Ertesi giin vt-
GRATI ve ko-GRA1 genlerinin dogrusal CMV vektorii ile uygun sekilde birlesip
birlesmedigini dogrulamak i¢in 100 pl bir gecelik kiltir, 100 pl
phenol/chloroform/isoamyl alkol (Fisher) 1.5 ml tiip i¢ine konularak, vorteksle
karigtiritlmig, 14.100 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra tiipiin {ist kismindan
(yikilmig hiicre DNA icerir) aliman o©rnek agarose jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. Fenol jel sonuglarinda vt-GRA1 ve co-GRAI iceren plasmidler
saptandiginda, 50 pl transformasyon kiiltiirleri 50 pg/ml kanamycin iceren LB agar
plaga ekilmis ve 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin secilen
birka¢ koloni 3ml LB-Kan 50’ye ekilmis ve 250 rpm ile ¢evrilerek bir gece boyunca
inkiibe edilmistir. Gecelik kiiltiirden elde edilen plasmidler, plasmid miniprepler
(Aurum plasmid mini kit, Bio-Rad) ile iiretici firma protokoliine gore saflastirilmas,
agarose jelde goriintiilenmis ve sekans analizi yapilarak CMV iginde yer alan vt-
GRAI ve ko-GRAI1 genlerinde mutasyon ve eksilme olmadigi saptanmistir. Olusan

plasmidlere CMV/vt-GRA1 ve CMV/ko-GRA1 adlar1 verilmistir.
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2.2.7. insan Embryojenik Bobrek Hiicrelerinde in vitro Transfeksyon

Insan Embryojenik bobrek hiicreleri (Human embryonic kidney 293; HEK
293), American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)'den temin
edilmistir. HEK 293 hiicreleri, Dulbeccos modified Eagle medium (DMEM), % 10
(v/v) 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovine serum (Hyclone), 2mM L-glutamine ve ml
basina 100 IU of penisilin ve 100 gr streptomisin (Invitrogen-Gibco) iceren
gelistirme besiyeri kullanilarak 37°C’de, % 5 CO;’li ortamda iiretilmistir. Kiiltiiriin 5.
giiniinde hiicreler ic ice girecek kadar siklasan tek kat tabaka yapinca % 0.25 trypsin-
EDTA (Invitrogen-Gibco) ile serbestlestirilmis, hemositometre ve trypan mavisi
kullanilarak canli hiicre miktar1 sayilmistir. Dort cukurlu lamlarin her bir deligine,
2x10° canli hiicre, 600ul antibiyotiksiz gelistirme besiyerinde siispanse edilerek
ekilmis (Nalge Nunc) 37°C’de, % 5 CO;’li ortamda bir gece boyunca inkiibe
edilmistir. Hiicreler flaskin tabaninda % 95-100 oraninda i¢ ice girecek kadar
siklaginca besiyeri opti-MEM’e cevrilmistir. 2ul Lipofectamine-2000 (Invitrogen) ve
50ul opti-MEM (Invitrogen-Gibco) bir tiipte karistirtlip ve 5 dk oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Daha sonra bu karigima ayri ayn tiiplerde, 0.8 ug CMV/vt-GRA1
ve CMV/ko-GRA1 eklenip yine oda sicakliginda 20 dk boyunca CMV/vt-GRA1-
Lipofectamine ve CMV/ko-GRA1-Lipofectamine komplekslerinin olusmasi igin
inkiibe edilmistir. Sonrasinda karistmlar HEK 293 hiicreleri iceren dort c¢ukurlu
lamlarin her bir ¢ukuruna ilave edilip 37°C’de, % 5 CO, bulunan ortamda 4 saat
inkiibe edildikten sonra, hiicre kiiltiirii {ist sivis1 taze gelistirme besiyeri ile
degistirilmis ve 37°C’de, % 5 CO;’li ortamda 48 saat daha inkiibe edilmistir. Dort
cukurlu lamlarda transfekte edilen HEK 293 hiicrelerdeki protein ekspresyon

seviyesi immunfloresan mikroskopi yontemi ile saptanmustir. Ayrica 10 cm-caph
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kiiltiir plaklarinda aymi protokol ile transfekte edilmis HEK 293 hiicreleri ise
eritildikten sonra protein ekspresyon seviyeleri western blot yontemi kullanilarak

karsilastirilmistir.

2.2.8. immunfloresan Mikroskopi Yontemi

CMV/vt-GRA1 veya CMV/ko-GRA1 plasmid ile dort cukurlu lamlarda
transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerine ait besiyeri bosaltilip, 1sitilmis 1xPBS (Ph:
7.4) ile yikanmis, soguk methanol ile 5 dk, ardindan soguk aseton ile 30 sn fikse
edilmistir. Daha sonra lamlar 1xPBS ile oda sicakliginda 5 dk yikanmis ve soguk %
1 BSA ile (1xPBS ile sulandirilmis) 30 dk siireyle bloke edilmistir. (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Lamlar % 1 BSA ile 1/200 oraninda diliie edilmis monoclonal anti-
polyhistidine antikor (Sigma) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha
sonra lamlar 1xPBS ile 3 kere 5 dk siireyle yikanip, % 1 BSA ile 1/100 oraninda
diliie edilmis, koyun kaynakli, FITC ile konjuge edilmis, anti-mouse IgG antikor ile
bir saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir (clone, His-1; Sigma). Bundan sonra
lamlar 1xPBS ile 3 kere 5 dk siireyle FITC nin solmamasi icin, karanlik ortamda
yikanip, hava ile kurutulduktan sonra immunfloresan mikroskop (Zeiss Axiomat,
Thornwood, NY) ile goriintiilenmistir. 10 cm ¢aph kiiltiir plaklarindan elde edilen
CMV/vt-GRA1 ve CMV/ko-GRA1 ile transfekte edilmis HEK 293 hiicreleri,
hemositometre ile sayildiktan sonra 1xPBS ile 3 kere yikanmis ve sonrasinda
dondurma ¢ozdiirme uygulanmistir. Hiicre eriyigi 10.000xg ile 10 dk santrifiij
edilmistir. Ust s1ivida bulunan protein miktar1 Commasie Plus Protein Assay reagent

(Pierce) ve spektrofotometre (Beckman-Coulter) ile iiretici firmanin tavsiye edilen
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protokolii kullanilarak belirlenmis ve western blot i¢in kullanmilmistir. Standart

egrinin belirlenmesi i¢in seri sulandirilmig BSA kullanilmistir.

2.2.9. Dogal Jel Elektroforezi, Sodyum Dodesil Siilfat-poliakrilamid Jel

Elektroforezi ve Western Blotting

Arastirma sirasinda rekombinant GRA1 proteinine uygulanan karides AP ile
defosforilasyon ve EGTA ile etkilesim sonrasi esit miktarda protein ornekleri hem %
12 dogal jel elektroforezi ile hem de % 12 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
(SDS-PAGE) ile yiiriitiilmiistir. HEK 293 hiicre eriginde CMV/vt-GRA1 ve
CMV/ko-GRALI tarafindan eksprese edilen protein miktarin1 karsilastirmak icin, esit
miktarda protein % 12 SDS-PAGE ile aynstirilmistir. Asilarin etkisi ile iiretilen
antikorlarin immunoreaktivitesini belirlemek icin TAg % 12 SDS-PAGE ile
ayristirilmistir. Ayristirilmis protein 6rnekleri, polyvinylidene difluoride (PVDF)
transfer membranina aktarilmis, (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA) daha sonra
membran % 6 (w/v) yagsiz siit iceren 1XTBS-T tamponunda (% 0.5 Tween-20, 20
mM Tris-HCI, 0.5M NaCl) bir saat bloke edilmistir. HEK 293 eriyiklerini igeren
membranlar 1/1000 oraninda sulandirilmig monoklonal anti-polyhistidine antikor ile
(Sigma) bir gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Immunoreaktiviteyi belirlemek
icin, TAg iceren membranlar dort degisik asilamadan elde edilen 1/100 oraninda
sulandirilmis serum havuzlari ve kontrol havuzu ile bir gece boyunca 4°C’de inkiibe
edilmistir. Ertesi giin membranlar 3 kere 1XTBS-T tamponu ile yikanmis ve 1/1000
oraninda sulandirilmig alkaline fosfataz-konjuge edilmis keci kaynakli anti-fare IgG
(H+L) antikoru (Bio-Rad) ile bir saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra

blotlarin goriintiilenmesi i¢in alkaline fosfataz gelistirme tamponu (0.1 M Na,COs,
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pH: 9.5, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl,) icinde cozdiiriilen 5-bromo-4-khloro-3-indolyl

fosfat (BCIP) ve Nitro-BT (Fisher Scientific) kullanilmastir.

2.2.10. Saflastirlmus Protein  Orneklerinde Endotoksin Eksiltmesi ve

Seviyesinin Olciimii

Immobilize Polymyxin B iceren Detoxi-gel affinite kolonu, iiretici firma
protokoliine gore, saflastirilmis rekombinant GRA1 proteininden endotoksin eksiltme
amaci ile kullanilmistir (Pierce). Kolon oncelikle % 1 sodium deoxycholate ile rejenere
edilmis ve endotoksin icermeyen distile su ile yikanmustir. Kolon endotoksin igcermeyen
I1xPBS ile dengelendikten sonra 750 ul protein 6rnegi kolona yiiklenmis ve 30 dk
4°C’de inkiibe edilmistir. Ornek icindeki endotoksin seviyesi Limulus Ameobocyte
Lysate Gel-Clot testi iceren Pyrotell tek test tiiplerinde iiretici firmanin protokoliine gore
saptanmustir (Associates of Cape Cod, East Falmouth, MA). Endotoksini azaltilmus,
saflasmus tGRA1 Orneklerinin icerdigi protein miktar1 Commasie Plus Protein Assay
reagent (Pierce) ve spektrofotometre (Beckman-Coulter) ile iiretici firmanin tavsiye
edilen protokolii kullanilarak belirlenmis ve —80°C’de saklanmistir. Standart egrinin

belirlenmesi i¢in seri sulandirilmig BSA kullanilmastr.

2.2.11. Asilama ve Enfekte Etme

6 haftalik, iic grup disi BALB/c fare ve kontrol gruplarina ii¢ hafta araliklarla

iki defa CMV/vt-GRAI, CMV/ko-GRA1 ve rGRAIl-Provax as1 adaylan

uygulanmistir. DNA asilart endo-free plasmid saflastirma kiti ile saflastirilmig

(Qiagen) ve anestezi altindaki farelerin tibialis anterior kasina tiiberkiilin siringasi
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kullanilarak i.m. olarak uygulanmistir. Her iki kasa 1 mg/ml konsantrasyondaki
stoktan, toplam 100 ul enjekte edilmistir.

rGRA1-Provax asis, tarif edildigi gibi yapilan Provax ve rekombinant GRA1
proteini kullanilarak formiile edilmistir (75). Provax adjuvani, squalane, Tween 80
ve Pluronic 1121 distile su i¢inde sirasiyla % 15, % 0.6 ve % 3.75 (w/v) oranlarinda
karigtirilarak hazirlanmistir. Karisim M-110T Microfluidizer’dan 12,000-14,000 psi
i¢c basincta, homojenize olana kadar gecirilmistir (Microfluidics Corporation).
Sonrasinda 66 pul steril 1xPBS icinde bulunan 33 pg rekombinant GRA1 proteini 33
ul Provax adjuvani ile karistirilmig ve intraperitoneal yol ile farelere uygulanmstir.
Ayrica, rekombinant GRA1-Provax asisinin etkinligini degerlendirmek icin ii¢ fare
iceren iki gruptan ilki sadece 33 pg rekombinant GRA1 proteini ile iki kere
asilanmustir. ikinci grupta ise ilk asilamada Freund’un tam adjuvani ile birlestirilmis
33 ug rekombinant GRA1 proteini ve ikinci asilamada Freund’un yarim adjuvani ile
birlestirilen aynm1 miktar protein (rGRA1-Freund) iceren asilar intraperitoneal olarak
uygulanmustir.

Negatif kontroller 3 grupta tasarlanmustir. Ilk gruba 1 mg/ml
konsantrasyondaki bos vektor stogundan, toplam 100 ul uygulanmstir, ikinci gruba
intraperitoneal yol ile 33ul Provax adjuvani, son grup hayvana ise asilama
yapilmamis, antijene 6zgii proliferatif immun cevap ve sitokin Olciimiinde kontrol
olarak kullanilmistir. Ug fare iceren bir fare grubuna ise sadece Freund adjuvam
uygulanmustir. Kuyruk kanlart her asilamadan 3 hafta sonra toplanmis, her gruptan 8
fare intraperitoneal olarak 1x10° canli T. gondii RH takizoiti ile ilk asilamadan 9

hafta sonra enfekte edilmistir.
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2.2.12. Protein Mikroarray Yontemi Kullanilarak Antikor Cevabimin Olciilmesi

Protein mikroarray lamlar1 Davies ve ark. tarif ettigi gibi yapilmistir (37, 38).
Ozetle, 15 pl saflasmis rekombinant GRA1 proteini (2.5 mg/ml) 10ul % 0.125
Tween 20 ile karnstirllmis, 1,600xg’de santrifiij edilmistir. Rekombinant GRA1
proteini iceren iist stvi OmniGrid 100 microarray yazicit (Genomics Solutions, Ann
Arbor, MI) ile nitroseliilloz kapli FAST™ cam lamlara yazdirilmistir (Schleicher &
Schuell, Keene, NH). Lamlar 100 pl Protein Array bloklama tamponu ile 30 dk
siireyle oda sicakliginda hafifce calkalayarak bloke edilmistir (PABT, Schleicher &
Schuell). Hazirlanan lamlar 1. ve 2. asilamadan 3 hafta sonra farelerden alinan serum
ornekleri ile muamele edilmistir. Saflagtirilmis rekombinant GRA1 proteini, anti-E.
coli antikor uyarabilecek eser miktarda E. coli proteinleri icerebilecegi ve buna bagh
olarak art alan parlamasinin non-spesifik olarak artabilecegi i¢cin fareden alinan
serum orneklerine E. coli eriyigi eklenmistir. E. coli eriyigi Davies ve ark. tarif ettigi
gibi hazirlanmistir (38). E. coli eriyigi PABT i¢inde son konsantrasyon % 10 olacak
sekilde sulandirildiktan sonra fare serumlarini diliie etmekte kullanilmustir.
Rekombinant GRAT1 protein iceren mikroarray lamlar (proteom lam) 1/50 oraninda
sulandirilmis serum ornekleri ile iki saat oda sicaklifinda inkiibe edildikten sonra 3
kere 1XTBS-T tampon yikanmistir. Daha sonra kompleks olusturmus antikorlar 1/
200 oraninda PABT ile sulandirilmis, Cy3-konjuge edilmis IgG antikoru (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) ile bir saat karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Son olarak proteom lamlar iki kere 1XTBS-T tamponu ve 2 kerede 1XTBS tamponu
ile yikandiktan sonra ScanArray 4000 lazer konfokal tarayici (GSI Lumonics,
Billerica, MA) ile taranmistir. Proteom lamlarin iistiinde protein iceren noktalarin

floresan yogunlugu (FY) QuantArray programi (GSI Lumonics) ile Olgiilmiistiir.
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Eger herhangi bir asilanmis fareden alinan 1/50 oraninda sulandirilmis serum
orneginin FY degeri o asilanma grubuna ait 1/50 oraninda sulandirilmis negatif
kontrol grubu serum oOrneginden FY+5S.D. (S.D.: Standard deviation; Standart

sapma) yiiksekse antikor cevabi var kabul edilmistir.

2.2.13. Protein Mikroarray Yontemi Kullamlarak IgG Altgruplarimin

Degerlendirilmesi

Asilanmis farelerden elde edilen serum Orneklerinde anti-rekombinant GRA1
proteine ozgii IgGl ve IgG2a altgrup saptanmasi protein mikroarray analizi ile
yukarda tarif edildigi gibi yapilmistir. Rekombinant GRA1 protein igeren proteom
lamlar asilanmis farelere ait 1/50 oraninda sulandirilmis serumlar ile
karsilagtirilmistir. Daha sonra proteom lamlar 1/200 oraninda PABT ile sulandirilmig
Cy3-konjuge edilmis IgG1 ve IgG2a antikorlar1 ile (Jackson ImmunoResearch) bir
gece boyunca inkiibe edilmistir. Proteom lamlar ScanArray 4000 lazer konfokal
tarayict (GSI Lumonics) ile taranip, FY QuantArray programi ile (GSI Lumonics)

Olctilmiistiir.

2.2.14. Antijene Ozgii Proliferatif immun Cevabin Olciimii

Ik asilamadan 9 hafta sonra usullere uygun olarak oldiiriilen farelerin
dalaklar1 steril olarak c¢ikarilmistir (grup basina 3 fare). Tek hiicre siispansiyonlari
hazirlamak i¢in dalaklar iki buzlu mikroskop lami vasitasiyla Hank’in dengeli tuz
soliisyonunda (HBSS: Hank’s balanced salt solution) (Cellgro, Herndon, VA)

ezilmistir. Dalak hiicreleri 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist s1v1 atilmig
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ve hiicreler 1 ml kirmiz1 kan hiicre yikici soliisyon (15mM NH4Cl, 10 mM KHCO3,
0.1lmM EDTA, pH 7.4) ile tekrar siispanse edilip 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Hemen sonra 5 ml HBSS eklenip isotonik ortam olusturulmustur. Dalak
hiicreleri 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist sivi atilmig ve hiicreler 10
ml gelistirme besiyeri ile siispanse edilmistir. Gelistirme besiyeri 1XRPMI 1640, %
10 fetal calf serum, 55uM 2-mercaptoethanol (Invitrogen-Gibco), 1 mM sodyum
pyruvate, 0.1 mM MEM non-essential aminoasit, 2 mM L-glutamine, penisilin (100
U/ml) ve streptomisinden (100 pg/ml) (Cellgro) olusmustur. Hiicrelerin canliligi ve
miktar1 trypan mavisi ve hemositometre ile saptanmistir. Yuvarlak tabanli 96 cukurlu
plaklarin her bir ¢ukuruna 5x10° canl hiicre 100 pl gelistirme besiyeri icinde ii¢
kopya halinde eklenmistir. Dalak hiicreleri uyarilmadan once endotoksini azaltilmig
rekombinant GRA1 proteinine 50ug/ml son konsantrasyonda polymyxin B ilave
edildikten sonra yarim saat inkiibe edilmistir. Hiicreler 0.6 ile 50 pg/ml oraninda
saflagtirilmis rekombinant GRA1 proteini veya kontrol proteini olarak 7. gondii ile
iliskisi olmayan cicek viriisiine ait rekombinant H3L proteini ile 15 pg/ml oraninda
uyarilmistir. Pozitif kontrol olarak her cesit agilamadan ve kontrol gruplarindan elde
edilen hiicreler Concanavalin A ile son konsantrasyon 10 pg/ml olacak sekilde
inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak sadece 200ul gelistirme besiyeri
kullanilmistir. Her bir cukurda bulunan hiicreler, toplam 200ul gelistirme besiyeri
icinde% 5 CO, ve 37°C’lik ortamda 72 saat inkiibe edilmistir. Deneyin son 16
saatinde dalak hiicresi iceren her bir c¢ukura, 50ul gelistirme besiyeri iginde
sulandirilmus, 1pCi °[H]-thymidine (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences)
eklenmistir. Daha sonra dalak hiicreleri, hiicre toplayict (TOMTEC, manual
harvester 96, Mac IIM, Hamden, CT) ile cam filtre kdgidina (Wallac, Turku,

Finlandiya) toplanmis ve kagittaki radyoaktivite, sivi 1s1ma saymmi (BETA Plate
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liquid scintillation counter, Wallac) ile ol¢iilmiistiir. Sonuglar stimiilasyon indeksi
(SI) olarak ifade edilmistir. SI, rekombinant GRA1 proteini ile uyarilan hiicrelerden
elde edilen dakika basima sayim ortalamasinin (cpm: counts per minute),
kontrollerden elde edilen hiicrelerin dakika basina sayimi ortalamasina bdliinerek

bulunmustur.

2.2.15. Sitokin Ol¢iimii

Asilanmis ve asilanmamus farelerden (grup basimma 3 fare) alinan dalak
hiicreleri yuvarlak tabanli 96 cukurlu plaklarin her bir ¢ukuruna, 5x10° canli hiicre
gelecek sekilde, iic kopya halinde eklenmistir. Yukarda anlatildigi gibi hiicreler
rekombinant GRA1 proteini ve 7. gondii ile iliskisi olmayan rekombinant H3L
proteini ile uyarilmistir. Hiicre icermeyen iist siv1 IL-4 aktivitesi icin 24. ve 72.
saatlerde ve gamma interferon (IFN-y) aktivitesinin Ol¢iimii i¢in 72. saatte
toplanmistir. Ust sivilardaki IL-4 ve IFN-y konsantrasyonu ELISA Kkiti iiretici
firmanin tampon soliisyonlar1 ve tavsiye edilen protokolii kullanilarak (eBioscience,
San Diego, CA) saptanmustir. Ozetle, NUNC Maxisorp 96 cukurlu ELISA plaklari
100 pl/¢ukur oraninda IFN-y veya IL-4 capture antikor soliisyonu ile kaplanip bir
gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin plaklar 1xPBS iceren % 0.05
Tween 20 (PBS-T) tamponu ile yikanip ve bir saat bloke edilmistir. PBS-T ile
yikama sonrasi seri sulandirilmis standartlar ve 100 pl iist sivilar, her bir delige
eklenip, gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin plaklar PBS-T ile
yikanip, her delige 100 upl Biotin ile konjuge edilmis anti-fare IL-4 veya IFN-y
saptama antikoru eklenmis ve 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. Plaklar

yikandiktan sonra her delige 100 ul avidin-horseradish peroxidaz eklenip, 30 dk oda
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sicakliginda tutulmustur. En son olarak plaklar yikandiktan sonra her delige 100 ul
tetramethylbenzidine eklenip, 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve sonrasinda
enzimatik reaksiyon 2N sulfuric asit ile durdurulmustur. Absorbans, ELISA plak
okuyucusu (Dynex Technologies, Chantilly, VA) ile 450nm dalga boyunda
okunmustur. ELISA i¢in sensitivite limiti seri sulandirilmis rekombinant fare IFN-y
ve rekombinant fare IL-4 standartlarindan elde edilen standart egrilerle saptanmustir.

IFN-vy icin 100 pg/ml’den, IL-4 icin 10 pg/ml yiiksek degerler pozitif sayilmstir.

2.2.16. istatistiksel Analiz

Calisma sirasinda elde edilen veriler Microsoft Excel 2000 programi ile
islemden gecirilmis ve istatistiksel analiz Prism 3.03 programi (GraphPad, San
Diego, CA) ile gerceklestirilmistir. Asilanma gruplart arasindaki farka
degerlendirmek icin Two-tailed unpaired ¢ testi veya % 95 giivenlik araligi bulunan
one-way varyans analizi kullanilmistir. As1 adaylarinin letal toxoplasmosise karsi
olusturduklar1 korumayir gostermek icin Kaplan-Meier yasam egrilerinden
yararlanilmistir. Humoral ve hiicresel immun cevap sonuglari ve yasam siireleri,
aritmetik ortalama * standart sapma olarak verilmis, aksi belirtilmedigi takdirde, 0.05

ve daha kiiciik P degerleri anlamli olarak yorumlanmaistir.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR

Deneyler sonucunda elde ettigimiz veriler iki ana baglik altinda incelenmistir.
Birinci boliimde rekombinant GRA1 proteinin tanimlanmasi asamasinda yapilan
rekombinant GRA1 proteininin biyoinformatik c¢aligmalari, rekombinant GRA1
proteinin E. coli Rosetta  2(DE3) pLysS hiicrelerde ekspresyonu ve saflastiriimasi
sonuglart, kiitle spektrometrisi, defosforilasyon calismasi, rekombinant GRAI
protein-EGTA etkilesimi, protein sindirme testleri ve kristalizasyon deneme
sonuglarr verilmistir. ikinci boliimde ise ii¢ tip GRA1 kokenli ag1 adaymin (Memeli
hiicreye kodon-optimize GRA1 DNA asisi, vahsi tip GRA1 DNA asis1 ve Provax ile
adjuvante edilmis rekombinant GRA1 protein asis1) BALB/c farelerde olusturdugu

immunolojik yanit ve koruma sonuglar1 degerlendirilmistir.

3.1. Rekombinant GRA1 Protein Tanimlanmasi

3.1.1. Biyoinformatik Degerlendirme Sonuclar:

Rekombinant GRA1 proteinin iiretimini saglayan pUETAGRA1 vektoriinde
yer alan GRAI1 genini iceren ORF bolgesinin 669 bp biiyiikliigiinde oldugu
bilinmektedir. Bu bdlgenin kodladigi proteinin 222 aminoasitten olugmaktadir.
Vektor icinde vahsi tip GRA1 genini kodlayan kistm 495 bp biiyiikliigiinde olup,
kodladig1 protein 165 aminoasitten olugsmaktadir. Vektoriin 5' ve 3' ucunda toplam iki

adet, her birisi 6 histidin aminoasidi i¢ceren bolge bulunmaktadir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Rekombinant GRA1 proteinin tretimini saglayan pUETAGRA1 vektdri gen (A) ve
protein (B) sekanslari

A) pUETAGRAT1 vektdrinde yer alan GRA1 genini iceren ORF bdlgesi (669 bp)*

ATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTIGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGC
TGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCCCGAAGGCGGCGACAACCAGTCGAGLCGCCG
TCTCAGATCGGGCGTCTCICTTTGGTTTGCTGAGTGGAGGGACAGGGCAGGGATTAGGAATCGGAGAA
TCTGTAGATTTGGAGATGATGGGGAACACGTATCGTGTGGAGAGACCCACAGGCAACCCGGACTTGCT
CAAGATCGCCATTAAAGCTTCAGATGGATCGTACAGCGAAGTCGGCAATGTTAACGTGGAGGAGGTGA
TTGATACTATGAAAAGCATGCAGAGGGACGAGGACATTITTCCTTCGTGCGTTGAACAAAGGCGAAACA
GTAGAGGAAGCGATCGAAGACGTGGCTCAAGCAGAAGGGCTTAATTCGGAGCAAACCCTGCAACTGGA
AGATGCAGTGAGCGCGGTGGCGTCTGTTGTTCAAGACGAGATGAAGGTGATCGACGATGTGCAGCAGC
TTGAAAAGGACAAACAACAGCTTAAGGATGACATTGGGTTCCTAACAGGAGAGAGAGAGGGAATTAAT
TCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

B) pUETAGRAT1 vektérii ORF bdélgesinin kodladigr protein (222 aminoasit) **

MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDPEGGDNQSSAVSDRASLEGLLSGGTGQGLGIGE
SVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKIATKASDGSYSEVGNVNVEEVIDTMKSMORDEDIFLRALNKGET
VEEATEDVAQAEGLNSEQTLQLEDAVSAVASVVQDEMKVIDDVQQOLEKDKQOQLKDDIGEFLTGEREGIN
SSSVDKLAAALEHHHHHH-

kirmizi renkli kisim 495 bp buyUkltgindeki GRA1 genine aittir.

kirmizi renkli kisim 165 aminoasitten olusan GRAT1 proteinine, yesil kisimlar histidin bélgelerine (2 adet,
her birisi 6 aminoasit) aittir.

Kk

Rekombinant GRA1 protein sekansinda Proscan ile yapilan sekonder yapisal
analizinde 5 farkli patern ile % 100 benzerlik saptanmistir. Bunlar sirasiyla

e | adet N-glikozilasyon bolgesi: N-{P}-[ST]-{P}, 41 ile 44 aminoasit aras1
(NQSS), 204 ile 207 aminoasit aras1 (NSSS)

e 3 adet Protein kinaz C fosforilasyon bolgesi: [ST]-x-[RK], 47 ile 49
aminoasit arasi (SDR), 78 ile 80 aras1 (TYR), 116 ile 118 aminoasit aras1 (TMK)

e 3 adet Kazein kinaz II fosforilasyon bolgesi: [ST]-x(2)-[DE], 101 ile 104
aminoasit arast (SYSE), 136 ile 139 aminoasit aras1 (TVEE), 206 ile 209 aminoasit
aras1 (SSVD)

e Tyrosine kinaz fosforilasyon bolgesi: [RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y, 96 ile
102 aminoasit aras1 (KASDGSY).

e 7 adet N-myristoylasyon bolgesi: G-{EDRKHPFYW }-x(2)-[STAGCN]-
{P}, 17 ile 22 aminoasit aras1 (GMKETA), 54 ile 59 aminoasit aras1 (GLLSGG), 59

ile 64 aminoasit aras1 (GTGQGL), 61 ile 66 aminoasit aras1 (GQGLGI), 63 ile 68
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aminoasit arasi (GLGIGE), 65 ile 70 aminoasit arast (GIGESV), 202 ile 207
aminoasit arasi (GINSSS).

Bu bolgeler disinda rekombinant GRA1 proteininde 2 adet, Cesbron-Delauw
ve ark. tarafindan tanimlanan, EF-eli kalsiyum baglama bolgesi saptanmistir (30). EF-
eli kalsiyum baglama bolgesinin paterni D-x-[DNS]-{ILVFYW }-[DENSTG]-[DNQG
HRK]-{GP}-[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVMFYW] seklinde Proscan
programinda tanimlanmigtir. Rekombinant GRA1 proteininde bu paterne uyan bolgeler
ve benzerlikler: 101 ile 113 aminoasit arasi bolgede % 68 benzerlik
(SYSEvGNVNVEEV) ve 149 ile 161 aminoasit arast bolgede % 67 benzerlik
(gLNSEQTLQLEDa) bulunmustur. Proscan patern yorumlama anahtar1 tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Proscan patern yorumlama anahtari

Sembol Anlami

X her hangi bir aminoasit kabul edilir

1 bu pozisyonda kabul edilen aminoasit

{} bu pozisyonda kabul edilmeyen aminoasit

() parantez iginde sayi paternin tekrarlama sayisidir

her bir paternin elementini ayirr

Rekombinant GRA1 protein sekansinin FoldIndex programi ile yapilan
katlanma indeksi hesaplamasi sonrasi (142), 6 bolgede proteinin katlanmadigi 6n
goriilmiistir. Bu bolgelerde bulunan toplam aminoasit sayist 143 olarak
hesaplanmigtir. Katlanmayan bolgelerin sirasiyla 1-31, 47-54, 97-101, 116-148,

152—-184 ve 190-222 aminoasitler arasi oldugu belirlenmistir (Grafik 3.1).

81



Katanma 080

incelsi

0.2a

n.oo

-0.2%
M katlanmis
M katlanmarm

-0.4a0 7

1] a0 100 140 200

arninoasit says

Grafik 3.1. Rekombinant GRA1 protein katlanma indeksi. Pozitif katlanma indeksi degerleri
proteinin katlanma olasihginin yiksek oldugu bélgelerken, negatif katlanma
indeksi proteinin katlanma olasiliginin disik oldugu bdlgelerdir.

Rekombinant GRA1 protein sekansinin Harvard Universitesi Molekiiler
Immiinoloji Kurumunun Biyoinformatik sayfasinda yer alan antijenik bolgeleri 6n
goren program ile yapilan analiz sonucunda, 8 bolgede antijenik yapi saptanmustir.
Ortalama antijenik egilimi, Kolaskar ve Tongaonkar’in gelistirdigi yaklagim ile
hesaplayan bu program gore, eger ortalama antijenik egilim 1.0 iizerinde ise, 1.0
tizerinde kalan biitiin aminoasitler potansiyel antijenik kabul etmektedir (97).
Program rekombinant GRA1 proteinin ortalama antijenik egilim degerini 1.0094
bulmustur (Grafik 3.2). Programa gore 4—13, 42-57, 88-95, 101-107, 137-146, 154—
172, 175-181 ve 207-218 aminoasitler aras1 kalan bolgelerin potansiyel antijenik

oldugu saptanmistir.
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Grafik 3.2. Rekombinant GRA1 protein olasi antijenik egilim grafigi

3.1.2. Rekombinant GRA1 Protein Ekspresyonu, Saflastirmasi ve MALDI-TOF

Kiitle Spektrometrisi

pUETAGRA1 vektoriinii iceren E. coli Rosetta’ 2 (DE3) pLysS hiicre
biiylimesi 600 nm.’de Olciilen optik dansite 0.4’e ulasinca vektéor 1 mM son
konsantrasyondaki IPTG ile uyarilmistir. Hiicreler 16 saat sonra toplanmis, yikilmig
ve islemden gecirilmistir. Rekombinant GRA1 proteini iki basamakta
saflastirlmistir. Ik olarak HiTrap Ni** selasyon HP kolonu ve sonrasinda jel
filtrasyon Superdex 200 kolonunda saflastirilan proteinin safligi SDS-PAGE ile
belirlenmistir (Sekil 3.1). Protein saflastirma protokolii, 1 L hiicre kiiltiiriinden 2.5

mg saf rekombinant GRA1 proteininin elde edilmesini saglamistir.
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Sekil 3.1.  Jel filtrasyon kolonundan elde edilen saflastirlmis rekombinant GRAT
proteininin SDS-PAGE analizi. 1. érnek: Protein standart (QuantPro, Expression
Technologies, San Diego, CA); 2—6. drnekler arasi: giderek artan (250-400ug
arasl) konsantrasyonda saflastiriimis rekombinant GRA1 proteini

SDS-PAGE veya anti-polyhistidin monoklonal antikor kullanilan western
blot incelemelerinde saflastirilmis rekombinant GRAT1 proteininin goriiniir molekiiler
agirhigr 26 kD olarak hesaplanmistir. Rekombinant GRA1 proteininin hesaplanmis
molekiiler agirhig, pUETAGRATI vektorde 669 bp’lik ORF bolgesinden eksprese
edildigi sekliyle 24,085’dir. Bu uyumsuzlugun coziimlenmesi icin 3 farkh
saflagtirmayla elde edilen saf rekombinant GRA1 proteini, MALDI-TOF Kkiitle
spektrometrisi ile incelenmis ve Orneklerin ortalama 24,120 de pik yaptigi

goriilmiistiir (Grafik 3.3).

3.1.3. Saflastirilmus Protein Orneklerinde Endotoksin Eksiltmesi

Saflagtinllmis rekombinant GRA1 proteinindeki endotoksin seviyesi
immobilize Polymyxin B iceren Detoxi-gel affinite kolonu ile asilamaya uygun
seviyeye diisiiriilmiistiir (50 endotoksin Unit (EU)/50 ug protein). Endotoksin
seviyesi Limulus Ameobocyte Lysate Gel-Clot testi iceren Pyrotell tek test tiipleri ile

Olctilmiistiir.
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Grafik 3.3. Rekombinant GRA1 protein MALDI-TOF kltle spektrometrisi sonucu 6rnegi

3.1.4. Alkalen Fosfataz ile Defosforilasyon

Rekombinant GRA1 proteininin Proscan ile yapilan analizinde 7 adet olasi

fosforilasyon bolgesi icerdigi saptanmistir (Tablo 3.3). Karides alkalen fosfataz ile
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30 dk 37°C’de inkiibasyon sonrasi, ornekler, % 12 SDS-PAGE ve dogal jel
elektroforezinde ayristirilmis, defosforile edilen ornekler ile defosforile edilmeyen

ornekler arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 3.2).

Tablo 3.3. Rekombinant GRA1 proteini olasi fosforilasyon bdlgeleri

MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDPEGGDNQSSAVSDRASLEGLLSGGTGQGLGIGE
SVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKIATKASDGSYSEVGNVNVEEVIDTMKSMOQRDEDIFLRALNKGET
VEEATEDVAQAEGLNSEQTLQLEDAVSAVASVVQDEMKVIDDVQQOLEKDKQQLKDDIGFLTGEREGIN
SSSVDKLAAALEHHHHHH-

Proscan analizine gére kirmizi renkli bélgeler olasi protein kinaz C fosforilasyon bélgeleri, yesil renkli bélgeler
olasi kazein kinaz Il fosforilasyon bélgeleri, alti ¢izili bélge olasi tyrosine kinaz fosforilasyon bélgesi olarak
kabul edilmistir.

123 45
kDa

40 -

30"_._' Cm— H.'
21 =

18~

Sekil 3.2. Rekombinant GRA1 Protein defosforilasyon sonuglari. 1. érnek: Protein standart
(QuantPro, Expression Technologies, San Diego, CA); 2. érnek: SDS-PAGE'de
defosforilasyon uygulanan rGRA1 proteini; 3. 0&rnek: SDS-PAGE'de
defosforilasyon uygulanmayan rGRA1 proteini; 4. ©6rnek: dogal jel
elektroforezi'nde defosforilasyon uygulanan rGRA1 proteini; 5. 6érnek: dogal jel
elektroforezi’'nde defosforilasyon uygulanmayan rGRA1 proteini.

3.1.5. EGTA-GRAL1 Proteini Etkilesimi

Rekombinant GRA1 proteininin Proscan ile yapilan analizinde 2 adet olasi
EF-eli kalsiyum baglama bolgesi (% 67 ve 68 benzerligi olan) icerdigi saptanmistir
(Tablo 3.4). EGTA (ethylene glycol tetra asetik asit) ve CaCl, ile karistirilan

rekombinant GRA1 protein 6rnekleri, % 12 SDS-PAGE ve dogal jel elektroforezi ile
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yiriitilmiis, EGTA ve CaCl, iceren Ornekler arasinda belirgin bir fark

saptanamamistir (Sekil 3.3).

Tablo 3.4. Rekombinant GRA1 Proteini olasi fosforilasyon bélgeleri

MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDPEGGDNQSSAVSDRASLEFGLLSGGTGQGLGIGE
SVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKIATKASDGSYSEVGNVNVEEVIDTMKSMORDEDIFLRALNKGET
VEEATEDVAQAEGLNSEQTLOLEDAVSAVASVVQDEMKVIDDVQQLEKDKQQLKDDIGFLTGEREGIN
SSSVDKLAAALEHHHHHH-

Proscan analizine gére kirmizi renkli bélgeler, olasi EF-eli kalsiyum baglama bélgeleridir.

— 1 2 3 45
30 = —— w
21 -
18 =

Sekil 3.3. Rekombinant GRA1 Protein EGTA etkilesimi. 1. &rnek: Protein standart
(QuantPro, Expression Technologies, San Diego, CA); 2. érnek: SDS-PAGE’de
5mM EGTA ile karistirilan rGRA1 proteini; 3. 6rnek: SDS-PAGE’de 5mM CacCl2 ile
karigtirilan rGRA1 proteini; 4. 6rnek: 5mM EGTA ile karistirilan rGRA1 proteini; 5.
ornek: 5mM CaCl2 ile karigtirilan rGRA1 proteini.

3.1.6. Protein Sindirme Testi

Rekombinant GRA1 proteini trypsin enzimi ile Lizin (K) ve Arginin (R)
aminoasitlerinin bulundugu yerlerden kesilmesi icin aym tiip i¢inde 37°C inkiibe
edilmistir. Rekombinant GRAT1 proteini 11 adet Lizin ve 6 adet Arginin aminoasidi
icerdigi belirlenmistir (Tablo 3.5). Oda sicakliginda gergeklestirilen sindirme
sirasinda rekombinant GRA1 proteininden 0., 1., 5., 10., 15. ve 20. dakikada alinan
orneklerde elde edilen bantlar sekil 3.4’de gozlenmektedir. 30. dakikada alinan
ornekte ise sadece trypsin ve trypsin inhibitoriine ait bantlarin kaldig1 anlasilmistir

(Sekil 3.4).

87



Tablo 3.5. Rekombinant GRA1 Proteininde trypsin enziminin kestigi aminoasitler

MHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDPEGGDNQSSAVSDRASLFGLLSGGTGQGLGIGE
SVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKIATKASDGSYSEVGNVNVEEVIDTMKSMQRDEDIFLRALNKGET
VEEATEDVAQAEGLNSEQTLQLEDAVSAVASVVQODEMKVIDDVQQLEKDKQQLKDDIGFLTGEREGIN
SSSVDKLAAALEHHHHHH-

Kirmizi renkli aminoasitler Lizin, alti ¢izili aminoasitler Arginin’dir.

kD2 @234 5 6789 10

37.4~ I |
26 .=
16.9~ = 4 E 2 e

Sekil 3.4. Rekombinant GRA1 protein ile yapilan trypsin sindirim testi. 1. &rnek: protein
standart (Invitrogen, CA); 2. drnek: trypsin; 3. érnek: trypsin inhibitdri; 4. érnek:
sindirimin 0. dakikasi; 5. 6rnek: sindirimin 1. dakikasi; 6. 6rnek: sindirimin 5.
dakikasi; 7. 6rnek: sindirimin 10. dakikasi; 8. 6rnek: sindirimin 15. dakikasi; 9.
ornek: sindirimin 20. dakikasi; 10. 6rnek: sindirimin 30. dakikasi

3.1.7. Makromolekiiler Kristalizasyon

Kristalizasyon asamasinda, cesitli kristalizasyon soliisyonlari, saflastiriimig
rekombinant GRA1 proteini ile farkli oranlarinda karistirnllmig, plaklar oda
sicakliginda ve 151k gérmeyen ortamda inkiibe edilmistir. Plaklar periyodik olarak
inverted mikroskop altinda kristal varligi agisindan 6 ay boyunca gozlenmistir. Bu
donem i¢inde, S0mM Tris-Cl, pH: 8, 2-methyl-2,4-pentanediol (% 20 — 60 v/v) ve 5
mM CaCl, iceren kristalizasyon soliisyonlar1 ile rekombinant GRA1 protein karisimi
sonucunda plaklarda 10-15 giin i¢inde kristallerin olustugu saptanmustir (Sekil 3.5).
Inverted mikroskopta yapilan incelemede, kristallerin makromolekiiler goriintiileri
protein kristaline benzemesine ragmen, x-i1sim1 difraksiyon analizi sonuglari, bu

kristallerin tuz kristali oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.5. Kristalizasyon deneme sonuglari. 50mM Tris-Cl, pH: 8, 2-methyl-2,4-pentanediol
(% 20 — 60 v/v) ve 5 mM CaCls, iceren kristalizasyon sollsyonlari ile rekombinant
GRAT1 protein karisimi sonucunda elde edilen tuz kristalleri.

3.2. GRA1 As1 Denemeleri

Calismanin bu asamasinda, dncelikle memeli hiicreye kodon-optimize GRA1
geninin elde edilmesine, daha sonra PZR ile izole edilen vt-GRA1 ve ko-GRA1l
genlerinin DNA asis1 olusturmak i¢in CMV vektoriine in vivo rekombinasyon
klonlamasinin yapilmasina calisilmistir. Daha sonra gelistirilen ii¢ tip as1 adayinin
[vahsi tip GRA1 DNA asis1 (CMV/vt-GRA1), kodon-optimize GRA1 DNA asis1
(CMV/ko-GRALT) ve Provax ile adjuvante edilmis rekombinant GRA1 protein asis1
(rGRA1-Provax)] fare modelinde olusturdugu immun yanit ve sagladiklar

korumadan bahsedilecektir.
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3.2.1. Tam Uzunlukta Kodon Optimize GRA1 Geninin PZR ile Olusturulmasi

ve in vivo Rekombinasyon Klonlamasi

Vahsi tip GRAI, sinyal peptidi olmadan, 498 bp uzunlugunda, % 52 G/C
icermektedir. GRA1 geninin memeli hiicreler i¢in optimizasyonu sirasinda, 19 kodon
tamamen cikarilmistir, 6 kodonun sikligi azaltilmistir ve % 23.1 kodon
degistirilmistir (Tablo 3.6). Optimizasyon sonunda elde edilen ko-GRA1 geninin
G/C igerigi % 63’e ¢cikmistir. Homo sapiens kodon kullanimi, vt-GRAT1 ve ko-GRA1
kodonlarinin, kodon adaptasyon indeksinin (CAI: codon adaptation index)
hesaplanmasi i¢in kullanilacaktir. Vt-GRA1’in CAI'i 0.697 iken ko-GRA1’in CAT’i
0.917’ye yiikselmistir.

Ko-GRAT1 geninin birlestirilmesi 2 adet PZR ve TOPO klonlama reaksiyonu
ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). Ust iiste geldiginde kendi kendine birlesmeyi
kolaylastiran oligoniikleotidlerin primer uzama ve PZR amplifikasyon iiriinleri, 3
adet orta biiylikliikte oligoniikleotid parcasinin (bir adet 237 bp uzunlugunda ve iki
adet 196 bp uzunlugunda) olusumunu saglamistir (Sekil 3.7, 3-5. Ornekler arasi).
Tam uzunluktaki 531 bp’lik ko-GRA1 geni, bu {i¢ adet orta biiyiikliikte
oligoniikleotid par¢asinin primer uzamasi ve PZR amplifikasyonu ile olusturulmustur
(Sekil 3.7, 2. 6rnek).

Daha sonra vi-GRA1 ve ko-GRA1 genleri sirasiyla pUETAGRA1 ve pCR-
Blunt IT TOPO vektorlerinden, 33 niikleotid uzunlugundaki CMV vektdére uygun
serbest kisim iceren, gene 6zgii primerler ile izole edilmistir. Saflastirma ve saptama
amact ile CMV vektorilne baslama kodonundan hemen sonra, ORF ile aym
cercevede, polyhistidin etiketi (10 HIS) eklenmistir. Icinde kimyasal kompotent E.

coli hiicreleri, dogrusal alict CMV vektorii ve PZR iiriinleri olan karisim ile vt-GRA1
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ve ko-GRA1 hizla CMV vektore yerlestirilmislerdir (Sekil 3.8). Olusan kanamisine
direngli E. coli hiicre klonlarinin, ya vt-GRAI1 geninin cercevede bozukluk
yaratmadan olusturdugu CMV/vt-GRA1 plasmidini, ya da ko-GRA1 igeren

CMV/ko-GRAT plasmidini igerdigi belirlenmistir.

Tablo 3.6. Vi-GRA1 ve ko-GRA1 genlerinin karsilastiriimasi

vthRAl* GCC GAA GGC GGC GAC AAC CAG TCG AGC GCC GTC TCA GAT CGG GCG TCT CTC TTT GGT TTG
ko-GRA1 GCT GAG GGA GGA GAC AAC CAG AGC TCT GCT GTG TCC GAT CGC GCC TCT CTG TTC GGC CTG
Fark (19) .. T ..G ..A ..A ... ... ... AGC TCT ..T ..G ..C ... ..C ..C ... ..G ..C ..CC..

vt-GRAL CTG AGT GGA GGG ACA GGG CAG GGA TTA GGA ATC GGA GAA TCT GTA GAT TTG GAG ATG ATG
ko-GRA1 CTG TCT GGC GGC ACC GGC CAA GGC CTC GGA ATC GGC GAG TCT GTG GAC CTG GAG ATG ATG
Fark (15) ... TC. ..C ..C ..C ..C ..A ..CC.C ... ... ..C ..G ... ..G ..CccC..

vt-GRAL GGG AAC ACG TAT CGT GTG GAG AGA CCC ACA GGC AAC CCG GAC TTG CTC AAG ATC GCC ATT
ko-GRA1 GGC AAC ACC TAT CGC GTC GAA CGC CCC ACT GGC AAC CCC GAC CTG CTG AAG ATC GCC ATC
Fark (13) .G. ... .C. ... .G. .T. .AA .G. ... .C. ... ... .C. ..C ... .T. ... ... ... .TC

vt-GRAL AAA GCT TCA GAT GGA TCG TAC AGC GAA GTC GGC AAT GTT AAC GTG GAG GAG GTG ATT GAT
ko-GRA1 AAG GCC AGC GAC GGC AGC TAC AGC GAG GTG GGC AAC GTG AAC GTC GAG GAG GTG ATC GAC
Fark (17) ..G ..C AGC ..C ..CAGC ... ... ..G..G ... ..C ..G ... ..C ... ... ... ..C..C

vt-GRAL ACT ATG AAA AGC ATG CAG AGG GAC GAG GAC ATT TTIC CTT CGT GCG TTG AAC AAA GGC GAA
ko-GRA1 ACC ATG AAG AGC ATG CAG CGC GAC GAG GAC ATC TTT CTG CGG GCT CTG AAC AAG GGC GAG
Fark (12) ..C... ..G ... ... ...CC... ... ... ..C..T ..G..G .. TC.. ... ..G ... ..G

vt-GRAL ACA GTA GAG GAA GCG ATC GAA GAC GTG GCT CAA GCA GAA GGG CTT AAT TCG GAG CAA ACC
ko-GRA1 ACC GTG GAG GAA GCC ATC GAG GAC GTC GCC CAG GCC GAG GGG CTC AAC AGC GAG CAG ACC
Fark (15) ..c..6... ... ..C ... ..G... ..C..C..G..C..G ... ..C ..CAGC ... ..G

vt-GRAL CTG CAA CTG GAA GAT GCA GTG AGC GCG GTG GCG TCT GTT GTT CAA GAC GAG ATG AAG GTG
ko-GRA1 CTC CAG CTG GAA GAT GCC GTG AGC GCC GTG GCC AGC GTG GTG CAG GAC GAG ATG AAG GTG
Fark (11) ..C..G ... ... ... ..C ... ... ..C... ..CAGC ..G ..G ..G

vt-GRAL ATC GAC GAT GTG CAG CAG CTT GAA AAG GAC AAA CAA CAG CTT AAG GAT GAC ATT GGG TTC
ko-GRA1 ATC GAC GAC GTG CAG CAG CTG GAA AAG GAC AAA CAG CAA CTC AAG GAC GAC ATC GGC TIC
Fark(8) D T € T € L R S G &)

vt-GRAL CTA ACA GGA GAG AGA GAG

ko-GRA1 CTG ACC GGC GAG CGC GAG

Fark (5) ..G ..C ..C ... C.C ...
L T G E R E

* llk sira vt-GRA1 geni sekansi; ikinci sira ko-GRA1 geni sekansi; Gglincii sira her kodonda modifiye olan bazlar.

Kodonlarin degismesine ragmen, her iki geninde kodladigi GRA1 protein sekansinin ayni kaldigi dérdiincl sirada
gOsterilmistir.
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PZR N — —
ile birlegtirme

Orta buyliklikte
oligontikleotidler

TOPO klonlama O O O

PZR
ile birlestirme U1

o pam

TOPO klonlama

Ko-GRAT1 olusumu

Sekil 3.6. Ko-GRA1 geni birlestiriimesi sirasinda uygulanan PZR ve TOPO klonlama

reaksiyonlari
500 bp
200 bp
100 bp

Sekil 3.7. Kodon optimize GRA1 geninin PZR reaksiyonu ile birlestiriimesi. 1. 6érnek: DNA
merdiveni (Invitrogen); 2. 6rnek: tam uzunluktaki 531 bp’lik ko-GRA1 geni; 3.
Ornek: 237 bp’lik orta blylklikte oligonikleotid parcasi; 4-5 érnekler: 196 bp’lik
orta biytklUkte oligonukleotid pargalari.

3000 bp
2000 bp

Sekil 3.8. Vt-GRA1 ve ko-GRA71'in CMV vektére in vivo rekombinasyon klonlamasi. 1.
6rnek: DNA merdiveni (Invitrogen); 2. érnek: bos CMV vektéri; 3. 6rnek: CMV/vt-
GRA1 plasmidi; 4. 6rnek: CMV/ko-GRA1 plasmidi.
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3.2.2. In vitro Transfeksyon

Ko-GRA1 ve vt-GRAT1’in in vitro protein ekspresyonlarini karsilagtirmak icin
HEK 293 memeli hiicreleri, CMV/vt-GRA1 ve CMV/ko-GRA1 plasmidleri ile
transfekte edilmistir. Yesil floresan protein iceren CMV vektorii (CMV/GFP) pozitif
kontrol, bos CMV vektorii ise negatif kontrol olarak kullanilmistir (veriler
gosterilmedi). Protein ekspresyon seviyeleri anti-polyhistidin antikor kullanilarak
immunfloresan mikroskopi yontemi ve western blotting ile belirlenmistir. Sekil 3.9
ve 3.10’da gozlenen sonuglara gore, CMV/ko-GRA1 plasmidleri ile transfekte edilen
HEK 293 hiicrelerde olusan rekombinant GRA1 proteininin ekspresyon seviyesinin,
CMV/vt-GRA1 plasmidleri ile transfekte edilen HEK 293 hiicrelere oranla belirgin

sekilde yiiksek oldugu saptanmustir.

Sekil 3.9. immunfloresan mikroskopi yontemi. A.CMV/vt-GRA1 ile transfekte edilen HEK
293 hiicrelerde olusan rekombinant GRA1 protein ekspresyonu; B. CMV/vt-
GRA1 ile transfekte edilen HEK 293 hiicrelerde olusan rekombinant GRA1
protein ekspresyonu.
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Sekil 3.10. Vi-GRA1 ve ko-GRA1 protein ekspresyon seviyelerinin western blot ile
karsilastirimasi. CMV/vt-GRA1 ve CMV/ko-GRA1 plasmidleri ile transfekte
edilen HEK 293 hicrelerin Urettigi rekombinant GRA1 seviyesi, hcreler
eritildikten sonra western blotting analizi ile karsilastiriimistir. 1. érnek: Protein
standart (Invitrogen); 2. 6rnek: CMV/vit-GRA1 plasmid ile transfekte edilmis
HEK 293 hicre eriyigi; 3. 6rnek: CMV/ko-GRA1 plasmid ile transfekte edilmis
HEK 293 hicre eriyigi

3.2.3. GRA1 Asilarmma Kars1 Gelisen Humoral immun Yamt

Calismamizda kullanilan rekombinant GRA1 proteininin insanlarda 7.
gondii’ye 0zgii antikorlara bagladigi daha 6nceden yapilan calismalarda saptanmistir
(138). Bu calismada BALB/c farelere ii¢ tip as1 aday1 uygulanmistir; vt-GRA1 DNA
asis1 (CMV/vt-GRA1), ko-GRA1 DNA asis1 (CMV/ko-GRAL1), saflastirilmis
rekombinant GRA1 protein ile adjuvante edilen Provax asisi (rGRAI-Provax).
Ayrica tGRA1-Provax asinin immunojenligini degerlendirmek amaci ile ii¢ fare
iceren iki grubunun ilkine sadece rekombinant GRA1 proteini, ikinci gruba ise
Freund’un tam ve yarim adjuvam ile birlestirilmis rekombinant GRA1 proteini
(rGRA1-Freund) iceren asilar uygulanmistir. Her bir as1 adayina karsi olusan
humoral immun yaniti degerlendirmek ic¢in seri deneyler yapilmis, ilk deneyde T.
gondii eriyik antijenleri, asilanmis hayvanlardan alinan serum havuz oOrnekleri ile
karsilagtirilmis ve TAg icinde bulunan 24kD’luk bir proteine, fare serumunda

bulunan antikorlarin kuvvetle baglandigi izlenmistir (Sekil 3.11). Bos vektorle
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asilanan ve sadece adjuvan verilen kontrol gruplarindan alinan serum Ornekleri,

TAg’de herhangi bir baglanma gostermemislerdir.

kba 1 2 3 4 5 6 7

Y

25-—;--“_—
oﬂé
10 | = - e

Sekil 3.11. 7. gondii eriyik antijenin asilanmis farelere ait serum havuzlan ile
karsilastinimasi. 1. 6rnek: Protein standart (Invitrogen); 2. érnek: rGRA1-Provax
serum havuzu; 3. 6érnek: rtGRA1-Freund serum havuzu; 4. 6rnek: CMV/ko-GRAA1
serum havuzu; 5. 6rnek: CMV/vt-GRA1 serum havuzu: 6. 6rnek: sadece rGRA1
serum havuzu; 7. érnek: Provax, Freund adjuvanlari ve bos vektér ile asilanmis
negatif kontrol gruplarina ait serum havuzu.

Ikinci deneyde; biitiin asilanmis fare gruplarindan alian serum drnekleri anti-
GRA1 IgG antikorlarinin varligi acgisindan, protein mikroarray yontemi ile
incelenmistir. Rekombinant GRA1 protein iceren mikroarray lamlar her bir farenin
ilk ve ikinci asilamasindan sonra alinan serumlarla karsilastirilmistir. Sonrasinda
kompleks olusturan antikorlar, Cy3 ile konjuge edilmis IgG antikorlar1 ile
goriintiilenerek floresan yogunluklar1 belirlenmistir. Biitiin gruplarda IgG antikorlari
negatif kontrol gruplarina gore belirgin olarak yiiksek bulunmustur (P<0.01). Her bir
asitlama grubundan toplanan ortalama floresan yogunlugu verileri grafik 3.4’te
Ozetlenmistir. Sonucgta en yogun immun yanitin rGRA1-Provax asisindan elde
edildigi goriilmiistiir. CMV/ko-GRA1 asisinin, CMV/vt-GRA1 agisina gore daha
cok, ama rGRA1-Provax’e gore daha az antikor yamiti olusturdugu izlenmistir.

rGRA1-Provax agsis1i ile rGRA1-Freund asist karsilastirildiginda rGRA1-Provax
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asisinin da anti-GRA1 IgG antikor yaniti uyarmakta en az rGRA1-Freund asis1 kadar

kuvvetli oldugu saptanmistir.

200 200
A ik agllama
B ikinci agilama

160 | 160

120

120

80 80

40 - 40

Ortalama floresan yogunlugu

Ortalama floresan yogunlugu

0 N R  o—em | ol

rGRA1-Provax CMV/co-GRA1 CMV/wt-GRA1 Sadece Bos vektor rGRA1 rGRA1- Sadece
Provax protein  Freund Freund
adjuvani adjuvani

Grafik 3.4. GRA1 asilarina karg! olusan IgG antikor yaniti. (A) CMV/vt-GRA1, CMV/ko-
GRA1, rGRA1-Provax ile asilanmis farelerden ve kontrol gruplarindan alinan
serum Orneklerinde bulunan antiGRA1 IgG antikor miktarinin protein mikroarray
ile Olclilmesi sonucu elde edilen ortalama FY. (B) Sadece GRA1 proteini ve
rGRA1-Freund asisi ve kontrol grubu olarak da sadece Freund adjuvani
uygulanan farelerden alinan serum o6rneklerde bulunan antiGRA1 IgG antikor
miktarinin protein mikroarray ile élgiimesi sonucu elde edilen ortalama FY. Bu
grupta ilk agilamadan sonra serum érnegi toplanmamistir.

En son olarak, asilamalarin sonucunda farelerde Thl veya Th2 yanitinin
olustugunun isareti olan IgG1 ve IgG2a polarizasyonunun frekansi saptanmistir. IgG
antikorlarinin saptanmasina benzer olarak IgG alt grup antikor tayininde protein
mikroarray analizi kullanilmistir. Sonuglar grafik 5’te 6zetlenmistir. rGRA1-Provax
ile agilanan 8 farenin altis1 kuvvetli IgG1 yanit1 yaninda, daha zayif IgG2a yanit1 da
olusturmus; iki farenin de zayif fakat birbirine yakin IgGl ve IgG2a yaniti
olusturdugu saptanmistir (Grafik 3.5B). DNA asilama gruplarinin her ikisinde de
benzer polarizasyon saptanmistir. Dort farede kuvvetli IgG2a yanmiti; ii¢ farede
kuvvetli IgG1 yanit1 ve bir tane farede de benzer paternde IgGl ve IgG2a yaniti
olusmustur (Grafik 3.5C ve 3.5D). Sonucta GRA1 DNA asilarinin bir miktar Thl
cevabina dogru polarize olmalarina ragmen benzer Thl ve Th2 paternini uyardiklar
saptanmistir. Provax adjuvaninin immun sistemi ne kadar uyardigini degerlendirmek
icin ii¢c fareden olusan ii¢ gruba, sadece rekombinant GRA1 proteini, rtGRA1-Freund

asist ve kontrol grubu olarak da sadece Freund adjuvami uygulanmistir. rtGRAI-
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Freund asis1 kuvvetli IgG1 yanit1 yaninda zayif IgG2a yanit1 uyarirken (Grafik 3.5E),
sadece rGRA1 verilen farelerde ise IgG1’e zayif bir sekilde polarize olmus immun
cevap olugsmustur (Grafik 3.5F). Biitiin kontrollerin (bos vektor, sadece Provax veya
sadece Freund adjuvani) olciilebilir immun yanitlar1, IgG1 veya IgG2a’ya polarize
olmayip, esik degerlerin altinda kalmistir (Grafik 3.5G). Sonucta tiim as1 gruplar

IgG1 yanit1 yoniinde polarize olmakla birlikte, IgG2a yanitin1 da uyarmaktadirlar.
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Grafik 3.5. 1gG1 ve IgG2a alt grup antikorlarinin protein mikroarray analizi ile saptanmasi.
(A) Protein mikroarray lami érneginde rekombinant GRA1 proteini ile kompleks
yapmis antikorlar parlak gérilmektedir. Her lamda rekombinant GRA1 proteini
yaninda, bos vektor igeren kontroller, HPV (insan papilloma virlis) ve gigek
virisiine ait 68 degisik protein cift nokta olarak yazdiriimistir. (B)-(G) arasinda
ise sirasiyla rGRA1-Provax, CMV/ko-GRA1, CMV/vt-GRA1, rGRA1-Freund,
sadece rekombinant GRA1 proteini ile asilananlar ve kontrol gruplarina ait (bos
vektér, Provax ve Freund adjuvanlari) sonuglar yer almaktadir. Her kolon bir
farede saptanan immun cevabi temsil etmektedir. Siyah kolonlar immun yanitin
lgG2a yéninde oldugunu, noktali kolonlar ise immun yanitin 1gG1 ydninde
oldugunu gdstermektedir. (0) semboll birbirine benzer IgG1 ve IgG2a yaniti
veren serum Orneklerini temsil etmektedir.
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3.2.4. GRA1 Agilani ile Olusan Hiicresel Immun Yanit

Asilanmis farelerden elde edilen dalak hiicreleri in vitro sartlarda
saflagtirilmis rekombinant GRA1 proteini, mitojen Con A ve kontrol proteini olarak
T. gondii ile iliskisi olmayan rekombinant H3L proteini ile uyarilmistir. Hiicreler
radyoaktif °[H]-thymidine ile birlestirilerek lenfosit proliferasyonu olciilmiistiir.
Ayrica IFN-y ve IL-4 ELISA olusan sitokin yanitinin ol¢iilmesi i¢in kullanilmuastir.
BALB/c farelerde asilamalara karsi olusan hiicresel immun yanit tablo 3.7°de
Ozetlenmistir. Kontrol gruplari, bos vektor, Provax ve Freund adjuvanmi uygulanmis
fareler ile asilanmamuis farelerden olugsmaktadir.

Lenfosit proliferasyonu sonuglarina gore, stimulasyon indeksi (SI) rGRA1-
Provax ve rGRAI-Freund ile asilanan farelerde, ko-GRA1 DNA veya vt-GRA1
DNA asis1 yapilan hayvanlara gore belirgin sekilde yiiksek bulunmustur (P<0.001).
Bunun yaninda CMV/ko-GRA1 ve CMV/vt-GRA1 asilarinin olusturdugu immun
cevaplar arasinda istatiksel bir farklilik saptanmamustir. Con A ile uyarilan
hiicrelerde lenfosit proliferasyonunda belirgin artis saptanirken, cicek viriisiine ait
rekombinant H3L ile wuyarilan hiicrelerde lenfosit proliferasyonunda artis
saptanmamistir.

Th1l ve Th2 immun yanitin1 degerlendirmek i¢in, asilanmis farelerde IFN-y ve
IL-4 miktar1 olc¢iilmiistiir. Dalak hiicrelerinin rekombinant GRA1 ile uyarilmasindan
72 saat sonra, IFN-y seviyesinin, rGRA1-Provax ve rGRAI-Freund ile asilanan
farelerde, her iki DNA asis1 ile asilanan farelere gore anlamli sekilde daha yiiksek
oldugu saptanmistir (P<0.01). IFN-y seviyesi CMV/ko-GRAL1 ile agilanan farelerde,
CMV/vt-GRAL1 ile asilananlara gore daha az miktarda arttigi, 1L-4 seviyesinde 24

saatte belirgin bir artis saptanmadig1 belirlenmistir (veri gosterilmemistir). 72 saat
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sonra rtGRA1-Provax ve rGRAI1-Freund ile asilanan farelerde, asilanmamis, sadece

Provax veya Freund adjuvani uygulanan farelerin olusturdugu kontrol gruplarina

gore IL-4 seviyesinde belirgin artig oldugu izlenmistir (P<0.0001). IL-4 seviyesi, her

iki DNA asis1 ile asilanan farelerde, bos vektor uygulanan farelerin olusturdugu

kontrol grubuna gore daha az artig gostermistir. Sonucta tiim asilarin IFN-y yapimin,

IL-4’e gore ¢cok daha fazla uyardidi, en fazla artisinda rekombinant GRAT1 proteini

iceren asilar ile elde edildigi gozlemlenmistir.

Tablo 3.7. GRA1 asilamalarina karsi olusan hiicresel immun yanit

konsantrasyon (Ust sivida pa/ml)**

Asi tipi Stimulasyon indeksi*

IFN-y IL-4
rGRA1-Provax 4.710.2 15021301 28+0
rGRA1-Freund 4.810.8 1558+112 301
CMV/ko-GRA1 3.410.6 565+22 1614
CMV/vt-GRAT 2.810.4 481125 1542

*

*k

GRA1 asilarinin uygulandigi farelere ait uyariimayan hiicrelerde olusan ortalama cpm 2607349 olup,
asllanmamis farelerin ortalama cpm 25861406 degerine ve asilanmis farelere ait dalak hucrelerinin
rekombinant H3L proteini ile uyariimasi ortalama 28661403 cpm degerlerine yol agmistir. Sadece
rekombinant GRA1 proteini ile agilanan farelerin ortalama cpm degerinde kontrollere gére az miktarda
artis saptanmistir (veri gésterilmemistir). Her grupta Con A cpm degeri 50.000’in Gzerinde saptanmistir.

Bos vektor ile asilanan fareler 243148 pg/ml seviyesinde nonspesifik IFN-y Uretimi saptanmistir. Provax
ve Freund adjuvani uygusanan farelerde IFN-y seviyesi, asilanmamis farelerden elde edilen esik deger
(100 pg/ml) altinda kalmis olup, sirasiyla 89+12 ve 78+4 pg/ml olarak hesaplanmistir. Asilanmamis
farelerden elde edilen IL-4 esik degeri 10 pg/ml saptanmis olup, bos vektdr, Provax veya Freund adjuvani
uygulanan farelerde IL-4 seviyesi sirasiyla 1242 pg/ml, 13 2 ve 151 pg/ml olarak hesaplanmistir.
Sadece rekombinant GRA1 proteini ile asilanmis farelerde sitokin seviyeleri esik degerin Ustlne az
miktarda ¢cikmistir (veri gdésterilmemistir). Asilanmis farelere ait dalak hicrelerinin rekombinant H3L
proteini ile uyariimasi sonucu olugan sitokin seviyeleri esik degerin altinda saptanmistir.

3.2.5. Letal Toxoplasmosise Kars1 Korunma

BALB/c fareler, ikinci asilamadan 6 hafta sonra, 1x10° T. gondii RH susu

takizoitleri ile enfekte edilmistir. Kontrol gruplarini bos vektor ve sadece Provax

uygulanan fareler olusturmaktadir. Ortalama yasam siiresi bos vektor ve sadece

Provax uygulanan gruplarda sirasiyla 5.3 + 0.5 ve 5.1+0.6 giin olarak saptanmustir.
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Her hangi bir GRAT1 asis1 uygulanan farelerde kontrollere gore, yasam siirelerinde
belirgin sekilde artis oldugu goriilmiistiir. Calismamizda incelenen as1 cesitlerinde en
iyl korumay1 ortalama 9.8+2.3 giin ile rGRA1-Provax asisinin sagladigi anlagilmistir
(P<0.0001). CMV/ko-GRA1 ve CMV/vt-GRA1 ile asilanma sonrasi farelerde
ortalama yasam siiresi sirasiyla 9.1+1 ve 8.5+0.8 giin olarak saptanmistir. Sonuclar
DNA agilar ile saglanan yasam siiresinin, rGRA1-Provax asisi ile saglanan yasam

siiresine gore daha az oldugunu gostermektedir (Grafik 3.6).
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Grafik 3.6. BALB/c farelerin ikinci agilanmadan 6 hafta sonra T. gondii RH susu ile enfekte
edilmeleri sonrasi gézlenen yasam sireleri
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DORDUNCU BOLUM

TARTISMA

Arastirmanin konusunu olusturan yogun graniil 1 (GRA1) geninin kodladig:
protein, 7. gondii’nin patogenezinde ve immunogenezinde Onemli bir yer tutar.
Yogun graniillerin i¢eriginde bulunan GRA1 proteinini konak hiicre iggali sirasinda
parazitofor vakuole (PV) salgilandig1 saptanmistir. PV’un 7. gondii’yi konak hiicre
lizozomal yikimindan korudugu bilinmektedir. GRA1 proteini PV liimeninde
coziinmiis bir sekilde bulunabilecegi gibi PV agi icinde de yer alabildigi belirtilmistir
(29). GRA1 protein sekansinin sekonder yapisal analizi sonucunda heliks-loop-heliks
yapida EF-eli denilen iki adet kalsiyum baglayic1 bolgenin varligi saptanmugstir.
Cesbron-Delauw ve ark. hem rekombinant hem de dogal GRA1 proteininin Ca**
baglama ozelligi oldugunu belirtmislerdir (29, 30). Bu sebepten dolay1 GRAI1
proteini PV membran agmin stabilizasyonu saglayan, bir baska deyisle Ca*
ihtiyacini ayarlayan bir nevi “Ca*? tamponu” olarak gorev yaptigi ileri stirlilmiistiir
(29). Arastirmanin ilk boliimiinde pUETAGRA1 vektori ile E. coli Rosetta = 2
(DE3) pLysS hiicrelerde iiretilen GRA1 proteininin tanimlanmasina hedeflenmistir.
Bu amagla ilk Once proteinin sekonder yapisi biyoinformatik yoOntemlerle
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda proteinin yapisinda saptanan % 100 benzerlik
gosteren 7 adet fosforilasyon bolgesi ve N-myristoylasyon bolgesi dikkati cekmistir.
Ayni zamanda GRAI protein yapisinda var olan iki adet Ca* baglama bolgesinin,
EF-eli’ne % 67-68 benzerlik gosterdigi saptanmaistir.

Bu veriler sonrasinda ilk olarak rekombinant GRA1 proteinini saflastirdik ve
SDS-PAGE iizerinde ayristirilmistir. Rekombinant GRA1 proteinin hesaplanmis

molekiiler agirhigt 24kD civarinda beklenmesine ragmen SDS-PAGE’lerinde
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ortalama 26kD olarak saptanmistir. Bunun iizerine yapilan MALDI-TOF kiitle
spektrometrisi ile rekombinant GRA1 proteinin molekiiler agirliginin 24kD civarinda
oldugu goriilmiistiir. Proteinin SDS-PAGE’de beklenenden yiiksek molekiil agirlig:
olmast, icerdigi EF-eli Ca*? baglama bélgelerindeki Ca*? miktarinin proteinin jelde
yiriimesine etkiledigi kanaatine varilmistir. Buna benzer bir uyumsuzluk T.
gondii’ye ait Ca*™ baglayici protein olan rekombinant calmodulin proteinin SDS-
PAGE’de ayrnistirmasinda da gozlenmistir (156). Bu asamada kuvvetli Ca'™
selasyonu yapan EGTA ile rekombinant GRA1 protein ornegi karistirilmis,
sonrasinda SDS-PAGE ve dogal jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Beklenenin
aksine ne SDS-PAGE’de ne de dogal jel elektroforezinde calmodulin proteinindeki
gibi bantlar arasinda ayrigsma farki olugsmamustir. Burada calmodulin proteinin
sekonder yapisinda 4 adet % 100 benzerlik gosteren EF-eli olmasinin etkisinin
oldugu diisiiniilmektedir. Her bir EF-eli’nin o anda baglandig1 proteine gore sifir, iki
veya dort adet Ca™ bagladigi saptanmustir (16, 115, 154, 178). Buna gore GRAI
proteininin icerdigi % 67-68 benzerlikte olan iki adet EF-elinin bagladign Ca*
miktarinin, proteinin SDS-PAGE’de molekiiler agirhigina ve dogal jel
elektroforezinde ise elektrik yiikiine etkimedigi diistiniilmiistiir.

Kristal olusumu saglamak icin kalsiyum baglayici proteinlerden fosfat (PO,4~)
arindirilmalidir, ¢iinkii Ca*™ ile PO, '1n birlesip Ca3(POy), tuzu olusturma olasilig1
vardir. Bunun sonucunda proteininin kristalizasyonu etkilenebilir. Bu sebeple
kalsiyum baglayict proteinlerin kristal olusturmak iizere saflastirrlma asamasinda
PO4'3 icermeyen tamponlar kullanilmasina dikkat edilmistir (16, 115, 154, 178).
Rekombinant GRA1 proteinin kristalizasyon amach saflastirilma asamasinda da bu
sebeple Tris tamponu kullanilmistir. Ayrica kristal olusumunu desteklemek amaci ile

proteindeki fosforilasyon bolgelerinde bulunan fosfatlar1 uzaklastirmak icin karides
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alkalen fosfataz ile defosforilasyon yapilmaya calisilmistir. Defosforilasyon
sonucunda elde edilen 6rnekler SDS-PAGE ve dogal jel elektroforezi ile incelenmis
ve defosforile edilen ornekler ile defosforile edilmeyen ornekler arasinda belirgin bir
fark saptanmamistir. Bu sartlar altinda rekombinant GRAT1 proteinin kristalizasyona
etkiyecek kadar fosfat icermedigi diisiiniilmiis ve saflastirilmig protein orneklerine
defosforilasyon uygulanmamasina karar verilmistir. Rekombinant GRA1 protein
yapisinda bulunan 7 adet N-myristoylasyon bolgesi ile proteinin N-terminalinde
bulunan glisin aminoasidine, myristic asitin [CH3(CH,);,COOH] kovalent
baglanmasi saglanmaktadir. Myristic asit doymus bir yag asidi olup sistematik adi
tetradekanoik asit’tir. Myristic asit ile kalsiyum arasindaki iliski Jeromin ve ark.
tarafindan noronal kalsiyum sensdr 1 adli Ca*? baglayan proteinde incelenmistir.
Yapilan arastirmada proteinde myristoylasyon arttikca daha kuvvetli Ca** bagladif
saptanmustir (86). Bu sonuclar 15181inda rekombinant GRA1 yapisinda bulunan 7 adet
N-myristoylasyon bolgesi, proteinin daha kuvvetli kalsiyum baglamasimi saglar,
diisiincesini dogurmaktadir.

Saflagtirilmis protein 6rneklerinde endotoksin veya LPS (lipopolisakkarid)
seviyesinin yiiksek olmasi proteinin kristallesmesini zorlastirdigi bilindiginden,
rekombinant GRA1 proteininde bulunan endotoksin seviyesi oncelikle jel filtrasyon
kullanilarak diisiiriilmiistiir. Bir sonraki basamak olan asilama calismalar1 sirasinda
protein ic¢indeki endotoksin seviyesi Polymyxin B kolonlarn ile asilamaya izin
verilebilir seviyelere cekilmistir (52).

Makromolekiiler kristalizasyon, proteinler, niikleik asitler ve daha biiyiik
makromolekiiler yapilari, Ornegin viriis ve ribozomlar1 kapsar ve bazi Onemli
degiskenlerin ayni1 anda olusmasi kristal olusumuna sebep olmaktadir (9). Kristal

olusturmayu tarif eden bir yol, yontem veya teori halen ortaya konulmamistir. Bunun
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sonucu olarak makromolekiiler kristal biiyiitme yontemleri genelde ampiriktir ve
diinyaca taninan bir kristalografin dedigi gibi “kristal biiylitme sabir, direnme ve
sezgilerin kuvvetli olmasim gerektirir” (116). Rekombinant GRA1 proteini ile
yapilan kristalizasyon denemelerinde kristalizasyonu saglamak i¢in asagidaki
onlemler alinmistir; 1) Arastirma sirasinda iiretilen rekombinant GRA1 proteininin
Ca™ baglayan bir protein oldugu bilindiginden, katlanmasi icin kristalizasyon
ortaminda Ca*> olmasi gerektigi 6n goriilmiistir. Bu sebeple Ca** baglayan
proteinlerin saflastirilmasi sirasinda kullanilan tamponlarin genelde CaCl, icermesi
ve kalsiyum baglayan fosfat yerine de Tris icermesi uygun bulunmustur (16, 115,
154, 178). Bizde saflastirma sirasinda 50mM Tris-Cl, pH 7.5, 0.3 M NaCl, ve 0.5
mM CaCl, iceren tampon kullanilmasi uygun bulunmustur. 2) Rekombinant GRA1
proteinin  saflastirilmasinin  tam olarak saglanmasi gerekmektedir. Yabanci
proteinlerin veya rekombinant GRA1 proteinin dimer, tetramer ve vb formlar1 kristal
olusturabilecek bir cekirdegin etrafini sarip ylizeyi zehirledigi ve cekirdegin daha
biiylimesini engelledigi icin, rekombinant GRA1 protein ornegindeki yabanci
proteinler iki basamakli saflastirma ve uzun yikamalarla uzaklastirllmistir. (sekil
3.1). 3) Rekombinant GRAI1 proteininin katlanmasi, kristal olusumunun ©6n
kosullarindan birisidir. GRA1 proteininin FoldIndex programi ile yapilan
biyoinformatik degerlendirmesinde proteinin bir kisminin katlanirken, bir kisminin
katlanmadigr 6n goriilmiistiir. GRA1 proteininin katlanmasi laboratuar ortaminda
trypsin ile yapilan protein sindirme testi ile arastirilmistir. Proteinin oda sicakliginda
trypsin ile 20 dk muamele edilmesine ragmen, hala proteine ait bantlar icermesi,
proteinin katlandigini kaniti olarak kabul edilmistir. Gerekli ¢aligmalardan sonra
rekombinant GRA1 proteini, kristalizasyon soliisyonlar: ile karistinlmistir. Hangi

proteinin, hangi soliisyon varliginda kristal biiyiimesine yol agacag: bilinmediginden

104



kristalizasyon soliisyonlar1 tamamiyla ampirik olarak secilmistir. Kristal
soliisyonundaki degiskenler 1) Proteinin konsantrasyonu 2) Ortam 1s1s1 3) Tampon
cesidi, konsantrasyonu ve pH’s1, 4) Secilen tuzun ¢esidi, konsantrasyonu ve iyonik
kuvveti [Tuzlar etkilerini, protein yapisinda bulunan su molekiilleri i¢in yarigarak,
dehidratasyon yolu ile gostermekte, olusan etkinin derecesi iyonik kuvvet olarak tarif
edilmektedir. Iyonik kuvvet soliisyonda bulunan her bir iyonun molaritesinin kendi
degerliklerinin karesi ile carpilmasi sonucu hesaplanmaktadir (116). Sonugta biitiin
multivalan iyonlar, 6zellikle anyonlar en iyi ¢Okelticiler arasinda kabul edilirler.
Siilfatlar, fosfatlar ve sitratlar bu nedenle kristalizasyon i¢in ideal kimyasallardir]. 5)
2-methyl-2,4-pentanediol gibi organik ¢oziiciilerin konsantrasyonu 6) Polyethylene
glycol gibi cokeltici polimerlerin konsantrasyonu olarak 6zetlenir. Bunlar disinda yer
cekimi, ortamin basinci, kristal olusumu i¢in beklenen zaman ve 6rnegin dondurma
ve ¢ozdiirme miktar1 gibi bir¢cok degisken daha g6z oniinde bulundurulmaktadir
(116). Saflastirilmis rekombinant GRA1 proteininden kristal gelistirme asamasinda
tamamen ampirik olarak yukarda anlatilan degiskenleri en genis kapsamu ile igine
almaya calisan 2000’e yakin kombinasyon denenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda bu
giine kadar ekim yapilan plaklarda tezimin basim asamasina kadar sadece tuz
kristalleri saptanmustir. Ekim yapilan plaklarda kristal olusumu halen takip
edilmektedir. Kristal olusumunda onemli bir degiskenin zaman oldugunu diisiinecek
olursak, aksi kanitlanmadig1 takdirde rezervuarinda bulunan kristalizasyon soliisyonu
bitene kadar ekim yapilan plaklarin gozlenmesine karar verilmistir.

Toxoplasmosise karst ast calismalart iimit vaat etmekle birlikte, etkili,
giivenilir ve uzun siireli koruyuculuk saglayan bir as1 gelistirmesi i¢in daha ¢ok
calisilmasi gerekmektedir. 7. gondii S48 mutant susunu iceren ve sadece koyunlarda

olusan toxoplasmosise kars1 koruyucu olan as1 disinda ticari kullanima uygun bir as1
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yoktur (26). Bu asinin da kisa raf omrti, yiiksek maliyeti ve patojenik forma doniisme
riski sebebiyle kullanimi yayginlasmamustir (14). Bu riskleri bertaraf etmek igin
giincel arastirmalar DNA parcalar veya 7. gondii antijenik proteinlerin adjuvanlarla
birlestirilmesi ile gelistirilen DNA veya subiinit as1 denemelerine odaklanmustir.
GRAI proteini, GRA1 DNA asilarinin kodladigi rekombinant GRA1 proteininin
immiinojenligi ve sagladig1 korunma sebebiyle, 6nemli bir as1 aday1 olarak 6n plana
cikarilmistir (15, 155, 167, 174). Rekombinant GRA1 proteinin (222 aminoasit)
ortalama antijenik egilim grafiginde, protein sekansinin 8 bolgesinde, toplam 81
aminoasidin, antijenik oldugu 6n goriilmiistiir (Grafik 3.2). Bu bilgilerin 1s18inda
arastirmamizin ikinci kisminda yapilan as1 denemelerinde hedef antijen olarak GRA1
belirlenmis, ii¢ ¢esit GRA1 kaynakli as1 adayinin (CMV/vt-GRA1, CMV/ko-GRA1
DNA agilart ve rGRAI1-Provax protein asis1) BALB/c farelerde olusturdugu
immiinite ve sagladiklar1 koruma degerlendirilmistir. 7. gondii RH susu ise olusan
korumanin saptanmasinda kullanilmistir.

DNA ag1 teknolojisi 1990’11 yillarda popiiler olmustur. Teknik olarak kolay
tiretilmesinin yaninda, intramiiskiiler (I.M.) uygulanan DNA asilarinin uzun siireli
yiiksek IgG2a ve IFN-y seviyeleri ile karakterize Thl yanit1 olusturmalarinin yani
sira IL-4 diizeyinde de hafif bir artis sagladiklar1 saptanmistir (59, 107, 137, 140).
DNA agilarinin etkisini kisitlayan etkenlerden birisi, hedef genin ait oldugu
organizmanin kodon kullaniminin, asimin uygulanacagr konak hiicre ile aymi
olmamas1 durumunda, o konakta antijen ekspresyonunun az olmasidir. Klonlanmig
genlerdeki nadir kodonlarin varliginin protein ekspresyon seviyesine, mRNA ve
plasmid dengesine etki ettigi saptanmistir. Nadir kodonlarin klonlanan gende cok
fazla olmasi durumunda, ribozomda islerin yavasladigi, translasyon yavaslamasi

sonucunda translasyon hatalarinin olustugu bildirilmis, hatta bazi durumlarda nadir
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kodonlarin protein sentezini ve hiicre biiyiimesini bile inhibe ettikleri saptanmistir
(59, 107, 137, 140). Baz1 ¢alismalar DNA asilarinin ancak pikogram ile nanogram
arasindaki miktarlarda protein sentez ettikleri belirlenmis, dogal olarak olusturduklari
immun yanitinda zayif kaldigi goriilmiistiir (107, 140). Memeli hiicrelerde DNA
asisinin protein ekspresyonunu, gelisen immun yanit1 kuvvetlendirmenin bir yolunun
da gen sekanslarina uygulanan kodon optimizasyonu oldugu bildirilmistir (107, 140).
Parazit antijenlerinde bu teknik kullanilarak protein ekspresyon seviyesinde, hiicresel
ve humoral immunitede artis saglanmistir. Ornegin Plasmodium falciparum eritrosit
baglama proteini ve merozoit yiizey protein 1 geni, Plasmodium yoleii
sirkumsporozoit geni DNA asilamasi icin kodon optimize edildikten sonra protein
ekspresyonu artmistir. Shistosoma mansoni cDNA’sinin kodon optimizasyonu ile
heterolog ekspresyonda artma saptanmistir. Bir bagka calismada sitma as1 aday1 P.
falciparum FALVAC geni E. coli sistemi i¢in optimize edilmis ve E. coli’den elde
edilen protein seviyesinin belirgin sekilde arttigi goriilmiistiir. Benzer gelismeler
viriislerde de saptanmig, HIV antijenlerinden gag, gpl120/160, tat, reverse
transkriptaz ve integraz genleri, insan papilloma viriis 11°e ait L1 geni ve insan
papilloma viriisii 16’ya ait ES geni ekspresyonlar1 kodon optimizasyonu sonucu
arttigr  bildirilmistir. Kodon optimizasyonu ayrica Listeria monocytogenes,
Mycobactrerium tuberculosis ve Clostridium tetani gibi bakterilere ait in vivo protein
ekspresyon seviyesini ve olusan antikor yanitin1 da arttirmaktadir (5, 28, 41, 46, 73,
125, 127, 130, 146, 164, 166, 172, 175, 185). Calismamizda yeni bir kodon
optimizasyon yontemi olan CODA (computationally optimized DNA assembly),
GRA1 DNA asisimin farelerde letal toxoplasmosise karsi etkisinin arttirilmast icin

kullanilmistir. CODA’nin ¢alisma prensibi, kodon degistirmeleri yaparak, birka¢ kisa
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reaksiyonda, hatasiz, kendi kendine birlesebilecek oligoniikleotidler ile tam
uzunlukta genin olusturulmasi olarak 6zetlenmektedir (99).

Asilama c¢alismamizin sonuclarimi tartismadan once, daha once GRAI ile
yapilan agilama sonuclarini incelemek yararli olacaktir. Supply ve ark. rekombinant
BCG’ye klonlanan rekombinant GRA1 proteini iireten mikobakteriyel ekspresyon
vektoriinii ve E. coli’de iiretilen glutathione S-transferaz ile fiizyon edilmis hibrid
proteininin (GST-GRAT1) olusturdugu immunojenligi arastirmiglardir. 7-8 haftalik
disi OF1 fareleri rekombinant GRA1 proteini iireten rekombinant BCG ve GST-
GRALI proteini Freund’un yarim adjuvani ile birlestirilerek, 9 adet Suffolk melez disi
koyun ise sadece rekombinant GRAI1 proteini iireten rekombinant BCG ile
astlanmislardir. Korunmanin saptanmasi i¢in fareler, 7. gondii 76K susuna ait doku
kistleri ile koyunlar ise, M3 (Moredun) susu ookistleri ile enfekte edilmislerdir.
Rekombinant GRA1 proteini iireten rekombinant BCG ile yapilan asilamalar
sonrasinda fare ve koyunlarda antikor yanitinin olusturmadigi, fakat GST-GRAL1 ile
asilanmis farelerde antikor yanitinin olustugu goriilmiistiir. Lenfosit proliferasyonu
sadece koyunlarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinden ol¢iilmiistiir. Koyunlarda
antikor yaniti saptanamamasina ragmen, periferik kan mononiikleer hiicreleri GST-
GRALI ile karsilastirilinca, antijene 6zgii immun cevabin ve buna bagl olarak IFN-y
miktarinin artisina sebep oldugu gozlenmistir. Sadece rekombinant GRA1 proteini
tireten rekombinant BCG ile asilanmis OF1 fareler (grup 8 fare igerir) 7. gondii 76K
susu Kkistleri ile ikinci asilamadan 2 hafta sonra enfekte edilmis, bir fare disinda biitiin
hayvanlarin 6ldiigii gozlenmistir. Rekombinant GRA1 proteini iireten rekombinant
BCG ile asilanan koyunlarda ise T hiicre yamitinin arttigl, 7. gondii M3 (Moredun)
susu ookistleri ile enfekte edilmeleri sonrasi enfeksiyonun kontrol grubuna gore daha

hafif gectigi gozlenmistir (167). Bu calismada ilk defa arastirmacilar rekombinant
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GRAI proteininin antikor ve T hiicre yanitin1 uyardigimi ve bir miktar korunma
sagladiginin altin1 ¢izmislerdir. Buna ek olarak saflastirilmis GST-GRAT1 proteini as1
aday1 olarak ilk defa bu calismada denenmistir. Fakat iyi antikor yaniti alinmasina
ragmen T hiicre yanmit1 dlciilmemis, saglanan korunmanin saptanmasi i¢in agilanmis
OF1 fareler T. gondii ile enfekte edilmemislerdir.

Vercammen ve ark. GRA1 ve iki farkli 7. gondii genini as1 adayr olarak 3
degisik fare tiirtinde, Vical sirketine ait VR1020 vektorii ile denemislerdir. GRA1
geninin VR1020 vektoriine eklenmesi ortaya insan doku plasminojen aktivatorii ile
fiizyon olmus GRA1 proteinini ¢ikartmistir. 6 haftalik disi inbred fareler (C57BL/6,
BALB/c ve C3H) 3 hafta ara ile 3 kere 100 ug DNA ile agilanmiglardir. Fareler agiz
yolu ile 76K ve IPB-G suslar ile enfekte edilmistir. C3H fareler 50 adet IPB-G veya
76K suglart kistleriyle, BALB/c fareler 50-200 aras1 IPB-G susu Kkistleri ile,
C57BL/6 fareler ise 10 adet IPB-G susu Kkistleri ile enfekte edilmistir. GRAI
proteinini kodlayan plasmid kuvvetli antikor yaniti uyarmistir. Elde edilen antikor
yanitinin farelerin tiiriine gore degismekte oldugu saptanmistir. Seropozitiflik
BALB/c grubunda % 100 (42 fare), C3H farelerde % 88.6 (35 farenin 31’i) iken
C57BL/6 farelerde % 74.4 (39 farenin 29’u) olarak saptanmistir. En yiiksek antikor
titresi BALB/c farelerde saptanmistir. Bes adet BALB/c fare ve C3H fareden alinan
serum Ornekleri IgGl ve IgG2a alt grup antikorlarin oraninin saptanmasi icin
kullanilmis, C3H grubunda bes fareden dordiinde predominant IgG2a yanit1 ve bir
farede esit IgG1 ve IgG2a yanmiti saptanmistir. BALB/c farelerde ise bes fareden
ikisinde predominant IgG2a yaniti, bir farede predominant IgG1 yanit1 ve kalan iki
farede ise esit yanit saptanmistir. Sonucta C3H farelerde BALB/c farelere gore daha
kuvvetli IgG2a polarizasyonu olustugu belirtilmistir. Her bir fare tiiriinden elde

edilen dalak hiicreleri T. gondii eriyik antijen ile karsilastirilmis, olusan lenfosit
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proliferasyonu ve sitokin miktar1 Sl¢iilmiistiir. C3H ve BALB/c farelerde belirgin
lenfosit proliferasyonu saptanirken C57BL/6 farelerde lenfosit proliferasyonu
olusmadig1 izlenmistir. BALB/c ve C3H farelerde IFN-y yapiminin belirgin sekilde
arttigi ve buna karsihik C57BL/6 farelerde IFN-y seviyesinde kontrol farelerine
oranla anlamli bir artis olmadig bildirilmistir. Hi¢bir farede 24 saatlik stimulasyon
sonrasinda IL-4 yanmit1 gelismemis, BALB/c farelerde en yiiksek olmak iizere kronik
enfekte tiim fare tiirlerinde kuvvetli IL-4 yaniti olusumu uyarmustir. Her tiir fare
asilamanin olusturdugu korumanin arastirilmasi i¢in 7. gondii IPB-G ve 76K suslari
ile degisik yogunlukta enfekte edilmistir. 50 adet IPB-G susu Kkisti ile enfekte edilen
10 adet GRAL1 ile asilanmig C3H fareden yedi tanesi yasamistir ve ayn1 doz Kkist ile
enfekte edilen bos vektor ile asilanmis 10 fareden 9’u 6lmiistiir. 50 adet 76K susu ile
enfekte edilen 10 adet C3H faresinden 9’u yasamis, kontrol grubunda ise ayni doz
76K susu farelerin % 50’sinin yasayabildigi saptanmistir. BALB/c ve C57BL/6 tiirii
fareler sadece IPB-G susu ile enfekte edilmislerdir. 10 adet IPB-G susu kisti ile
enfekte edilen C57BL/6 farelerden % 30’nun yasadigi ve bos vektor ile asilanan
kontrol grubunun da yasam oraninin % 25 oldugu izlenmistir. BALB/c farelerin,
IPB-G susunun yol agtig1 enfeksiyona yanitlar1 farkli olmustur. En az 200 IPB-G
susu kisti, bos vektor ile uygulanan farelerin % 100’{inii 8—12 giin i¢inde, GRAI ile
astlanmis BALB/c farelerin % 100’u de 8-18 giin i¢inde 6ldiigli yaymlanmistir. Doz
50 kiste disiiriildiiglinde bos vektor ile asilanan farelerin % 80’inde koruma
olusurken GRAL1 ile asilanan farelerde saglanan koruma % 70’te kalmistir. Kronik
enfeksiyona karst olusan direng C3H ve BALB/c farelerde diisiik doz T. gondii ile
enfeksyon sonrasi beyinde olusan kist sayisi hesaplanarak belirlenmistir. C3H
farelerde, kontrollere gore kist miktarinda belirgin bir azalma saptanirken, BALB/c

farelerde anlamh bir diisiis goriillmemistir (174). Bu seckin DNA as1 calismasi ii¢
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degisik fare tiirinde DNA asis1 sonucu olusan humoral ve hiicresel immun yanit
yaninda as1 adaylarinin olusturdugu korumanin da IPB-G ve 76k suslar ile
degerlendirilmesi agisindan onemlidir. Scorza ve ark. yine GRA1 kodlayan VR1020
vektorii kullanarak T hiicre alt tiplerinin gelisen korumaya etkisini bu sefer 40 adet
IPB-G susu kisti ile C3H farelerde karsilastirarak incelemislerdir. Ik deney grubunda
dort fareden iicii yasarken, ikinci deney grubunda dort farenin dordiiniin de yasadig
goriilmiig, ayn1 doz kist ile enfekte edilen bos vektor ile asilanmis sekiz adet kontrol
faresinden bir tanesinin de yasadigini bildirmistir (155).

Bivas-Benita ve ark. ayn1 GRA1 kodlayan VR1020 vektorii ve buna ek olarak
saflagtirllmis GRA1 proteini ile yiiklenmis chitosan parcaciklarin1 kullanarak
yaptiklar1 agilama calismasinda 6-8 haftalik C3H/HeN fareleri kullanmislardir. Tlk
doz asilamada intragastrik yol ile bir grup fareye saflastirllmis GRA1 proteini
yiiklenmis mikroparcaciklar ve bir baska gruba da GRA1 kodlayan VR1020
vektoriiniin yiiklendigi nanoparcaciklar vermislerdir. Ikinci asilamada saflastirilmis
GRALI proteini veya GRA1 kodlayan VR1020 vektorii parcaciklara yiikleyerek yine
intragastrik yoldan verilirken, bir bagka gruba GRA1 kodlayan VR1020 vektorii I.M.
yoldan uygulanmustir. Saflastirilmis GRA1 proteini yiiklii mikroparcaciklarla ve
sonrasinda GRA1 kodlayan VR1020 vektorii .M. yoldan asilanan grubun en yiiksek
antikor yamitini olusturdugu izlenmistir. Alt grup IgG antikor yanitinin genelde 1gG1
yoniinde olustugu bildirilmistir. GRA1 kodlayan VR1020 vektoriiniin yiiklendigi
nanoparcaciklar ile ilk asilamasi yapilan ve ikinci asilamada i.m. yol ile GRAI1
kodlayan VR1020 vektor uygulanan grupta ise daha dnce ayni vektor ile yapilan ve
predominant IgG2a yanitimin saptandigl calismalarinin aksine, predominant IgG1
yaniti olustugu goriilmiistiir. Buna ek olarak yiiklenmis chitosan pargaciklarinin

baska antijenlerle IgG2a yaniti olusturduklar1 daha 6nceki yayinlarda bildirilmistir.
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Saflagtinlmis GRA1 proteini yiiklenmis mikroparcaciklar ise, daha Once
saflagtirllmis proteinlerle yapilan ¢alismalarda IgG1 yaniti olusturmalarina ragmen,
karigik IgG1 ve IgG2a yaniti olusturdugu saptanmistir (15). Bu calisma, antijene
0zgii lenfosit proliferasyonu, sitokin miktar1 ve korunma ¢alismasi eksik birakilarak
tamamlanmastir.

Calismamizda kullamlan DNA as1 adaylarindan ilki CMV memeli
ekspresyon vektoriine eklenen vahsi tip GRA1 genini iceren CMV/vt-GRA1 asist,
digeri ise GRA1 geninin memeli hiicreler i¢in optimize edilmis oligoniikleotidlerin
seri PZR ve TOPO klonlama reaksiyonlarindan sonra birlestirilmis, tam uzunlukta
sentetik versiyonunun CMV vektoriine eklenmesi ile olusturulan CMV/ko-GRAI
asisidir. HEK 293 hiicrelerde  CMV/ko-GRA1 ve CMV/vt-GRA1 DNA asi
adaylarinin in vitro protein ekspresyon seviyeleri karsilastirllmis ve ko-GRA1
geninin vt-GRA1’e gore belirgin sekilde daha fazla protein ekspresyonu yaptigi
saptanmustir. Her iki DNA asisinin da negatif kontrollere gore humoral ve hiicresel
immunite de anlamli artis sagladigi, 7. gondii RH susuna kars1 korumada kontrollere
gore belirgin artisa yol acgtigr izlenmistir. BALB/c farelere uygulanan DNA asilari
sonrasinda hem CMV/vt-GRA1 hem de CMV/ko-GRA1 ile asilanan farelerde
kontrollere gore daha fazla IgG antikor yaniti olusmustur. CMV/ko-GRA1 ile
asilanan farelerde ortalama IgG miktart CMV/vt-GRA1 ile asilana farelere oranla bir
miktar daha fazla gerceklesmistir. IgG antikorlarin alt grup tayininde her iki DNA
asisinda da benzer yanitlar alinmasimin yaminda % 50 oraninda Thl yoniine
polarizasyon saptanmis, benzer polarizasyonun Vercammen ve ark. yaptigi
calismada, BALB/c farelerde % 40 civarinda oldugu bildirilmistir (174). Bir baska
caliyjmada GRA1 asisinin nanoparcaciklar ile uygulanmasi sonrasi alt grup IgG

antikor tayininde belirgin Th2 polarizasyonu gozlenmistir (15). Antijene 0zgii
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lenfosit proliferasyonu ve IFN-y seviyesi de daha onceki yayinlarda bildirildigi gibi
negatif kontrollere gore yiiksek seviyede saptanmustir (174). Vercammen ve ark
yaptig1 ¢alismada BALB/c farelerin bir tanesinde daha fazla IgG1 ve diger ikisinde
IgG2a ile esit miktarda IgGl yaniti olmasina ragmen higbir farede 24 saatlik
stimulasyon sonrasinda IL-4 yanit1 saptanmamustir. Calismamizda ise her iki DNA
asisinin  da uygulandig1 farelerden alinan dalak hiicrelerinin 72  saat
stimulasyonundan sonra oOlciilen IL-4 seviyelerinin kontrollere gore daha yiiksek
oldugu, IL-4 yanitinin az miktarda artisinin kimi asilarin IgG1 y6niine polarize olma
egiliminden kaynaklandigi kanaatine varilmistir. Bu sonuclara gore alt grup IgG
antikor yanmiti az miktarda Thl polarizasyonu gosterirken, hiicresel immunitenin
hangi yone polarize oldugunu daha spesifik gosterdigi belirtilen sitokin seviyesi
Olctimleri de DNA asilarinin Thl yoniine polarize oldugu tekrar gostermistir.
Calismamizda ve onceki GRA1 DNA as1 calismalarinda gozlenen IgGl ve IgG2a
yanitinin hayvanlar arasinda farkli olmasinin sebebi heniiz acgikliga kavusmamustir.
DNA agilar ile onceden yapilan calismalarin sonuglari, antijenin nereden immun
sistemi uyardigi, konagin immunitesi veya dogustan gelen immun sisteminin farkl
sekillerde uyarilmasi gibi bir¢cok degiskenin IgG antikor alt grup polarizasyonuna
etki ettigini isaret etmektedir (107, 140).

Letal dozlarda 7. gondii RH susuna ile karsilagtirilan DNA asis1 uygulanmis
farelerde olusan koruma, negatif kontrollere gore belirgin sekilde fazla olmasina
karsin, beklenenin aksine, in vitro protein ekspresyonunda saglanan belirgin sekilde
artis, olusan korumaya ayni oranda yansimamistir. Bununla birlikte CMV/ko-GRA1
DNA agisi ile saglanan korumanin, CMV/vt-GRAL ile saglanan korumaya gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Daha onceden ayni grup arastirmacilar tarafindan yapilan

iki calismada belli bir standartta kullanilmayan 7. gondii IPB-G ve 76K Kkistleri ile
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olusturulan enfeksiyona karsi olusan koruma, C3H farelerde % 100 seviyesine
ulastigr belirtilmistir (155). Bunun yaninda aymi doz Kkist ile enfekte edilen kontrol
farelerininde % 12.5 oraninda yasadiklari bildirilmistir. Ayn1 asinin kullanildig
BALB/c farelerde olusan koruma, diisiik doz kist ile yaratilan enfeksiyonda olusan
koruma % 70 seviyesinde iken kontrollerde % 80 seviyesinde oldugu bildirilmis,
yiiksek doz ile enfekte edilen tiim farelerin ise oldiigi belirtilmistir. C57BL/6
farelerde daha da diisiik kist dozu ile enfekte edilmesine ragmen, olusan koruma
kontrol grubunda % 25 iken asilanmis farelerde % 30 seviyesinde gerceklestigi
bildirilmistir (174). Bir bagka calismada rekombinant GRA1 proteini {ireten
rekombinant BCG ile yapilan asilama sonrast 1000 adet 76K susu Kkisti ile enfekte
edilen OF1 farelerde asilama ile saglanan koruma % 12.5 seviyesinde kalmistir
(167). Bu calismada kontrol grubu farelerinin 4-5 giin i¢inde Oliimiine sebep olan
letal dozda RH susu takizoitleri, asilanmis BALB/c farelere uygulandiginda, asilarin
olusturdugu koruma siiresi CMV/ko-GRA1 DNA asisinda, CMV/vt-GRA1 DNA
asina gore biraz daha fazla olmak {iizere, sirasiyla ortalama 1.7 ve 1.6 kat arttigi
saptanmistir. DNA asilarimin  gelistirdigi koruma baska caligmalarda da,
calismamizda oldugu gibi letal doz RH susu ile degerlendirilmistir. Fachado ve ark.
ROP2 ve SAGI kodlayan plasmidleri hem ayri ayri, hem de kokteyl seklinde
BALB/c farelere uygulamiglar. ROP2 ve SAGI1 kodlayan DNA agilar tek basina iki
doz uygulandiginda letal doz RH susuna karsi korumayi kontrollere gore
uzatmazken, ROP2 ve SAGI1 kodlayan plasmidlerden olusan kokteyl as1 korunmay1
kontrollere gore ortalama 4.1 kat uzatmistir (57). Fachado ve ark. yaptig1 diger bir
calismada, genomik kiitiiphane kodlayan plasmid ile yapilan 2 doz ve 3 doz asi
uygulamalar sonrasi letal doz RH susu ile enfekte edilen farelerde olusan koruma

siirelerinin kontrollere gore sirasiyla ortalama 3 ve 4 kat artti§i yaymlanmastir (58).
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ROP2 kodlayan plasmid ile 3 tiir farenin (CBA/J, BALB/c ve C57BL/6J) asilandig
bir ¢alismada, letal doz RH susu ile enfekte edilen farelerde, olusan koruma siireleri
kontrollere gore sadece BALB/c farelerde istatistiksel olarak anlamli artis saglamis
(P=0.04) ve ortalama 1.1 kat artmistir (108). 1999 yilinda Nielsen ve ark. tarafindan
SAGT1 kodlayan plasmid ile C3H ve BALB/c farelerde yapilan as1 denemesinde, letal
doz RH susuna karsi olusan koruma, bos plasmid uygulanan C3H ve BALB/c
farelerde sirasiyla % 30 ve % 20 iken, asilanmis farelerde olusan koruma % 100 ve
% 80 olarak saptanmistir (132).

Sonuglar CMV/ko-GRA1 DNA asisinin, CMV/vt-GRA1 DNA asisina gore in
vitro ortamda ekspresyonunun daha iistiin oldugunu ortaya koymakta, BALB/c
farelerde kontrollere gore daha fazla antikor yaniti, antijene 0Ozgii lenfosit
proliferasyonu, sitokin yanitt ve daha uzun korunma olustugunu gostermektedir.
Fakat in vitro ekspresyonda olusan fark immun yanitin artmasi ve korunmanin
uzamasina yansimamigstir. DNA asilarinin in vivo sartlarda protein ekspresyon
kabiliyetini 6lgen calismalarda, asilama sonrasinda sadece pikogram ve nanogram
seviyesinde protein ekspresyonu gelistigi belirtilmistir (107, 137, 140). Bu nedenle
ko-GRA1 ile in vitro ortamda vt-GRAl’e gore saglanan yiiksek protein
ekspresyonunun immun yaniti ve korunmayi istatistiksel olarak belirgin sekilde
artiracak seviyeye ulastiramadig diisiiniilebilir.

Rekombinant GRA1 proteini igeren subunit as1, Provax adli adjuvanin 48 saat
icinde seri olarak saflagtinlabilen GRAI1 proteini ile birlestirilmesi ile
olusturulmustur. Provax adjuvani aslinda daha ©onceden adjuvan 0zelligi bilinen
squalane ve pluronic L121 adli adjuvanlara tween 80’in eklenmesi ile olusturulmus
yeni bir adjuvandir. Yapilan arastirmalarda bu adjuvamin Thl yanitint IFN-y

Olciimlerine dayanarak kuvvetle uyardigi saptanmistir (145). Bizim calismamizda da
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benzer bir sonug¢ elde dilmistir. Provax eklenen rekombinant GRA1 protein asisinin
olusturdugu IgG2a ve IFN-y yanmitim1 sadece rekombinant GRA1 proteini uygulanan
farelere gore belirgin sekilde arttirmistir. rGRAI-Provax asisinin ekinligini
degerlendirmek i¢in, rekombinant GRA1 proteinin Freund adjuvani ile birlestirilip
farelere uygulandiginda rGRAI1-Freund asisinin olusturdugu IgG2a ve IFN-y
yanitinin sadece rekombinant GRA1 proteini uygulanan farelere gore belirgin sekilde
fazla oldugu saptanmistir. Aym1 zamanda rGRAI-Provax asis1 da en az rGRAI-
Freund asis1 kadar IgG2a ve IFN-y arttirmada etkin oldugu gosterilmistir. Sonucta
rGRA1-Provax asist DNA asilarina gore daha fazla IgG antikor yaniti olusturmus,
IgG alt grup tayininde IgG1 predominansi olmasina ragmen daha az fakat kuvvetli
IgG2a yaniti olusturmustur. rGRA1-Provax asisi, DNA asilarina gore yaklasik ii¢
kat daha fazla IFN-y iiretimine sebep olmustur. Asilama sirasinda olusan IgGl
antikor yanitina paralel olarak az miktarda IL-4 yaniti da saptanmistir. rtGRA1-
Provax asisinin letal toxoplasmosise karsi olusturdugu koruma siiresi DNA
asilarindan daha fazla olup, kontrol grubuna gore neredeyse iki kat fazladir. Supply
ve ark. GST-GRA1 protein asisinin OF1 farelerde antikor yamiti uyardigi
belirtilmigler fakat bu calismada asinin uyardigi T hiicre yaniti Ol¢iilmemis ve
asilama ile olusan korunmanin saptanmasi igin fareler 7. gondii ile enfekte
edilmemistir (167). Yine bir baska saflastirilmis rGRA1 proteini kullanilan as1
calismasinda sadece IgG1/IgG2a oram saptanmus fakat fareler 7. gondii’ye ait her
hangi bir sus ile enfekte edilip, olusan koruma belirlenmemistir (15). Kato ve ark.
yaptig1 arastirmada fareler sadece rekombinant GRA1 proteini ile asilanmis ve bu
calismada oldugu gibi IgG alt grup antikorlarinda IgG1 predominansi ve IFN-y
miktarinda iliretiminde artis saptanmig ama olusan korumanin belirlenmesi agisindan

bir calisma yapilmamustir (94). Letal toxoplasmosise karsi protein asilarinin sagladigi
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koruma, Petersen ve ark. tarafindan iiretilen alumla konjuge edilmis SAGI1 protein
asist ile de arastirilmistir. Rekombinant SAGI1 proteini ile adjuvante edilmis alum
asist NMRI farelerde % 44 korunma saglarken, negatif kontrol gruplarinda ayni doz
RH susu takizotlerine karst korunma % 20 oraninda kalmistir (136). Bu calisma
rekombinant GRA1 proteinin bir adjuvan ile birlestirilip olusturdugu immunite ve
RH susuna karsi saglanan korumanin bir arada degerlendirildigi ilk aragtirmadir.
Ayrica toxoplasmosis’e kars1 gelistirilen as1 adaylar1 i¢cinde kodon optimizasyon
yaklastminin kullanildigi ilk ¢alisma olup, arastirmamizda GRA1 geni memeli
hiicreye kodon optimize edilerek, DNA as1 adayr olarak kullanilmistir. Alinan
sonuglara gore, rekombinant GRA1 proteininin bir adjuvanla birlestirilmesi ile
olusan as1 adaymnin sagladigr koruma, DNA as1 adaylarina gore daha fazla oldugu
icin, gelecekte planlanan as1 ¢alismalarinda, saflagtirilmis 7. gondii rekombinant
proteinleri ve adjuvan kombinasyonlarinin formiile edildigi as1 c¢alismalarin

hizlandirilmasinda yarar olacagi kanaatindeyiz.
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BESINCi BOLUM

SONUC ve ONERILER

Bu calismada 7. gondii rekombinant GRA1 proteinin yapis1 c¢esitli
yontemlerle tanimlanmisg, toxoplasmosise kars1t GRA1 DNA as1 adaylar1 ve GRA1
protein as1 adayinin olusturdugu immunojenlik ve sagladigr koruma arastirilmistir.
Calismamiz, rekombinant GRA1 proteinin bir adjuvan ile birlestirilip olusturdugu
immunite ve RH susuna kars1 korumanin bir arada degerlendirildigi ilk aragtirmadir.
Bunun yaninda 7. gondii’ye ait bir gen ilk defa memeli hiicreye kodon optimize
edilerek kodon-optimize GRA1 DNA as1 adayr olarak denenmistir. Sonucta
rekombinant GRA1 proteininin bir adjuvan ile birlestirildiginde, DNA asilarina gore
daha iyi immun yanit olusturdugu, daha uzun siire koruma sagladigi goriilmiis
olmasina ragmen letal toxoplasmosise karsi tam koruma olugmamistir. Memeli
hiicreye kodon optimize edilen GRA1 DNA as1 adayi, vahsi tip GRA1 DNA as1
adayina gore beklenilen oranda immun sistemi uyarmamis ve korumay1 arttirmamis,
sadece immunite ve korumayi bir miktar arttirabilmistir. Protein asisinin DNA
asilarina gore neden daha fazla immunojen oldugu ve daha iyi koruma sagladig
bilinmemekle birlikte fareye verilen protein miktarinin, kullanilan adjuvanin tipinin,
adjuvanin pargacik biiyiikliigiiniin degistirilmesinin, baska proteinlerle birlestirilip
kokteyl asilarin denemesinin immun yaniti ve letal toxoplasmosise karsi olusan

korumay1 ne kadar artiracaginin arastirilmasi gerekmektedir.
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OZET

TOXOPLASMA GONDII GRA1 PROTEININ TANIMLANMASI:

ASI CALISMALARINDAKI YERI

GRA1, Toxoplasma gondii’nin yogun graniill organelinden salgilandigi
gosterilmis  bir proteindir. Bu c¢alismada rekombinant GRAI1 proteininin
tanimlanmast sonrasinda, GRA1 kokenli iic tip as1 adayimin BALB/c farelerde
olusturdugu immun yanit ve letal toxoplasmosise karst koruma giiciiniin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Yapilan calismalarda rekombinant GRAI
proteininin katlanan, 24kD molekiiler biiyiikliikte, immunojenligi yiiksek bir protein
oldugu goriilmiistiir. As1 calismasinda, vahsi tip GRA1 DNA as1 adayr (CMV/vt-
GRAT1), memeli hiicreye kodon optimize edilen GRA1 DNA as1 aday1 (CMV/ko-
GRAT1) ve rekombinant GRA1 proteininin Provax ile adjuvante edildigi as1 adayi
(rGRA1-Provax) kullanilmistir. CMV/ko-GRA1 ekspresyon seviyesinin CMV/vt-
GRA1’e gore daha iyi oldugu HEK 293 hiicrelerde saptanmistir. Biitiin as1
adaylarinin farelerde kuvvetli humoral immun yanit olusturdugu, ancak rGRAI-
Provax asis1t ve DNA asilarinin her iki IgG antikor alt grubunu uyarmasina ragmen
rGRA1-Provax asisinin IgG1 yoniine polarize oldugu, DNA asilarinin ise daha ¢ok
IgG2a yoniine polarize olduklari goriilmiistiir. Hiicresel immunite caligmalarinda
denenen tiim as1 adaylarinin farelerde kuvvetli lenfosit proliferasyonu ve interferon-
gamma olusumunu uyardigi, bu Ozelligin rGRA1-Provax asisinda ¢ok belirgin
oldugu izlenmistir. Koruyucu etkinin arastirilmasi i¢in asilanan fareler letal doz T.
gondii RH susu takizoitleri ile enfekte edilmis, bunlar icinde en uzun koruma

rGRA1-Provax ile saglanmistir. Ozetle test edilen ii¢ as1 i¢cinde en iyi as1 adaymin
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rGRA1-Provax asis1 oldugu ve CMV/ko-GRA1 DNA asisinin da CMV/vt-GRA1
DNA asisina gore daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bu calismada 7. gondii’ye
ait bir gen ilk defa kodon-optimize edilerek GRA1 DNA as1 adayr olarak
kullanilmistir. Ayrica rekombinant GRAT proteininin ilk defa bir adjuvan esliginde

as1 adayr olarak olusturdugu immunite ve letal toxoplasmosise karsi sagladig

koruma arastirilmastir.
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ABSTRACT

TOXOPLASMA GONDII GRA1 PROTEIN CHARACTERIZATION:

ITS VALUE IN VACCINE DEVELOPMENT

GRAL1 is a protein secreted from the dense granule organelle of Toxoplasma
gondii. Our aim was to characterize recombinant GRA1 protein and evaluate the
immunogenicity and protection potency of GRA1 derived vaccine candidates in
BALB/c mice against lethal toxoplasmosis. Results showed that recombinant GRA1
protein is folded, has a 24kD molecular weight and highly immunogenic. During the
vaccination study, a wild type GRA1 DNA vaccine (CMV/wt-GRA1), a GRA1 DNA
vaccine codon optimized for expression in mammalian cells (CMV/co-GRAT1), and a
GRAI recombinant protein vaccine adjuvanted with Provax (rGRA1-Provax) were
used. Protein expression level of CMV/co-GRA1 was better than CMV/wt-GRA1 in
HEK 293 cells. In mice, all vaccines induced a strong humoral response, while
rGRA1-Provax and DNA vaccines induced both subgroup IgG antibodies in which
rGRA1-Provax was polarized towards IgG1l antibody and DNA vaccines were
polarized towards IgG2a antibody. On the cellular immune response, a strong
lymphocyte proliferation and interferon-gamma production was achieved in all
vaccinated mice groups in which rGRA1-Provax vaccinated group showed the
highest response. All vaccinated mice groups were challenged with lethal doses of T.
gondii RH strain tachyzoites and rGRA1-Provax achieved the highest prolonged
survival. Overall, rGRA1-Provax vaccine is the best vaccine candidate against
toxoplasmosis and CMV/co-GRA1 is a more potent vaccine than CMV/wt-GRA1. In

the present study, a 7. gondii gene was codon-optimized first time and used as a
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GRAT1 DNA vaccine candidate. Moreover, an adjuvanted recombinant GRA1 protein
vaccine candidate’s immunogenecity and protection potency against lethal

toxoplasmosis were evaluated the first time.
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EK

Aminoasitler icin Bir Harf ve U¢ Harflik Kisaltma Kodlari

Tek harflikod Ug harflikod Aminoasit ad

A

R
N
D
C
Q
E
G
H

X N W < < = 4 » W 11 X

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
Asx
Gix

Xaa

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartik asit
Sistein
Glutamin
Glutamik asit
Glycine
Histidin
isolésin
Lésin

Lizin
Methionin
Fenilalanin
Prolin

Serin
Threonine
Triptofan
Tirozin

Valin
Aspartik asit veya Asparagin
Glutamik asit veya Glutamin

Herhangi aminoasit
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