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OZET
Kopek Polimorfonikleer Notrofillerinde Toxoplasma gondii’ye Kars1 Gelisen

NETosis Reaksiyonunun In Vitro Arastirilmasi

Toxoplasma gondii’nin insan, fare, sigir, koyun, kedi ve esek notrofillerinde hiicre dig1
tuzak gelistirdigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda in vitro ortamda Toxoplasma
gondii tachyzoitleri ile karsilasan kopek polimorfonikleer Iokositlerinde (PMN)
sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarini arastirmak amaglanmistir. Hiicre dis1 tuzaklarin
sekillenmesinde parazit konsantrasyonu ile inkubasyon siiresi etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica T. gondii’ye karst sekillenen NETosis reaksiyonunda reaktif
oksijen drdnleri (ROS), myeloperoksidaz (MPO) ve notrofil elastaz (NE) aktiviteleri
de belirlenmistir. Képek PMN’i Percoll dilusyonlar1 (%45, %54, %63 ve %72)
kullanilarak izole edilmistir. In vitro ortamda tachyzoitler ile inkubasyon sonrasinda
kopek PMN’ninde bulut goriinlimiinde, DNA yapisindaki hiicre dis1 tuzaklar
izlenmistir. NETosis reaksiyonunun tipik 6zelligi olan histonlar (H3) ile MPO ve NE
aktiviteleri tespit edilmistir. Tachyzoitler hiicre dis1 tuzak yapilarinin arasinda
izlenmistir. Parazitin konsantrasyonu ile hiicre dis1 tuzak olusumu arasinda pozitif
korelasyon saptanmigtir. Ancak aradaki farklilik istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur. PMN-tachyzoit kiiltiirlinde aciga ¢ikan hiicre dis1 tuzaklarin
inkubasyonun 60. dakikasina kadar artti§1 saptanmistir. Inkubasyon siiresince acgiga
¢itkan ROS, MPO ve NE miktarinda zamana bagl artis sekillenmistir. Ancak, bu
aktiviteler pozitif kontrolde daha yiiksek ol¢tlmiistiir. Pozitif kontrol olan phorbol
myristate acetate’in kopek notrofilleri icin NETosis yoniinde iyi bir aktivator oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: in vitro, kdpek, netosis, polimorfonukleer 16kosit, Toxoplasma

gondii.



SUMMARY

In vitro investigation of NETosis reaction developing from dog

polymorphonuclear neutrophils to Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii is known to develop extracellular traps in human, mouse, cattle,
sheep, cat and donkey neutrophils. The study aimed to investigate the extracellular trap
structures formed in dog polymorphonuclear leukocytes (PMN) to T. gondii
tachyzoites in vitro. This study aimed to determine the effects of different parasite
concentration and incubation time on the formation of extracellular traps. Also,
reactive oxygen species (ROS), myeloperoxidase (MPQO) and neutrophil elastase (NE)
activities were determined in NETosis reaction against T. gondii. Dog PMN was
isolated using Percoll dilutions (45%, 54%, 63%, and 72%). After incubated with
tachyzoites, cloud-like extracellular traps in DNA structure originated from the dog
PMN were observed in the extracellular areas. Histones (H3), MPO and NE,
characteristic features of NETosis reaction, were detected in extracellular areas. The
tachyzoites were observed between extracellular trap structures. A positive correlation
was detected between parasite concentration and extracellular traps formation.
However, the difference was found statistically significant. The extracellular traps
released in the PMN-tachyzoite culture increased until the 60th minute of incubation.
ROS, MPO, and NE released during the incubation period were shaped by a time-
dependent increase. The positive control, phorbol myristate acetate, was found to be a

good activator of NETosis for canine neutrophils.

Key words: in vitro, dog, netosis, polymorphonuclear leukocyte, Toxoplasma

gondii.



1. GIRIS

1.1. Toxoplasma gondii’nin Sistematigi ve Tarihsel Gelisimi

Sinif : Apicomplexa; Levine, 1970

Alt Simif : Coccidiasina; Leukart, 1879

Takim : Eimeriorina; Leger, 1911

Aile : Toxoplasmatidae, Biocca, 1956

Cins : Toxoplasma Nicolle ve Manceaux, 1909
Tur : Toxoplasma gondii (tek tur) (Dubey 2010)

Toxoplasma gondii, Nicolle ve Manceaux tarafindan 1908’de Tunus'taki Pasteur
Enstitlisi'nde leishmaniasis tiizerine yapilan aragtirmalarda kullanilan rodentin
(Ctenodactylus gundi) dokularinda bir protozoonun fark edilmesi sonucu
kesfedilmistir (Dubey 2010). Onceleri yeni bulunan parazitin bir piroplazma (Babesia
cinsinin eski adi) oldugunu diistiniilse de kisa siire sonra bunun yeni bir canli oldugu
fark edilmistir. Yeni bulunan parazit morfolojisi ve bulundugu canliya dayanarak
Toxoplasma gondii olarak adlandirilmistir (Ajioka ve Soldati 2007). Parazitin ilk
bulundugu canlinin adi temel alindiginda parazit i¢in dogru isim Toxoplasma gundii
olmaliydi ancak Nicolle ve Manceaux parazit bulduklar1 konagi yanlighkla

Ctenodactylus gondi olarak tanimladig1 i¢in parazit bu ismi almistir (Dubey 2007).

Bu kesif; veteriner ve tip alaninda 6nemli parazitlerin (6rnegin, Neospora,
Sarcocystis) olacagi yeni taksonlarin taninmasini sagladi. Halihazirda T. gondii insan
hekimligi ve veteriner hekimlik bakimindan oldukg¢a 6nemli kabul edilen parazitlerden
biridir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Toxoplasma gondii nin tarihinde doniim noktalar1 (Dubey 2010)

Bulgu

Tarih

Etiyolojik ajan

Kemirgende Ctenodactylus gundi bulundu (Tunus)

Nicolle ve Manceaux (1908)

Toxoplasma gondii adi 6nerildi

Nicolle ve Manceaux (1909)

Bir hayvandan ilk canh T. gondii izolati elde edildi

Sabin ve Olitsky (1937)

T. gondii'nin insandan ilk izolati elde edildi

Wolf ve ark. (1939)

insan ve hayvan izolatinin ayni oldugunun kanitlandi

Sabin (1941)

Toksoplasmozisin patogenezi aydinlatildi

Frenkel ve Friedlander (1951)

Parazit morfolojisi ve yagsam ¢emberi

Tachyzoit (trofozoit, proliferatif form, endodiyozoit)

Tachyzoit terimi dnerildi

Frenkel (1973)

Endodyojeni tanimlandi

Goldman ve ark. (1958)

icyapisi tanimlandi

Gustafson ve ark. (1954)

Bradyzoit (doku kisti, sistozoit)

Kist tanimlandi

Levaditi ve ark. (1928)

ic yapisi tanimlandi

Wanko ve ark. (1962)

Bradyzoit terimi 6nerildi

Frenkel (1973)

Doku kisti terimi 6nerildi

Dubey ve Beattie (1988)

Sindirim enzimlerine karsi direnci oldugu belirlendi

Jacobs ve ark. (1960)

Bradyzoit ve doku kistlerinin tiim biyolojisi belirlendi

Dubey ve ark. (1998)

Kedide bagirsak agamalar

Evreleri tanimlandi

Frenkel ve ark. (1970)

Oocyst morfolojisi tanimlandi

Dubey ve ark. (1970)

Bes eseysiz T. gondii gelisim tipi (A — E) tanimlandi

Dubey ve Frenkel (1972)

ic yapisi tanimlandi

Sheffield (1970)

Bulagsma

Kongenital

insana bulagma yolu kanitlandi

Wolf ve ark. (1939)

Ev faresine bulagsma bulundu

Beverley (1959)

Karnivorizm

Karnivorizmin bulagsmayi arttirdigi bulundu

Weinman ve Chandler (1954)

insanlara et ile bulastigi saptandi

Desmonts ve ark. (1965)

Agiz yoluyla




T. gondii'nin fekal yolla bulasma sirasinda direncli oldugu

kanitlandi

Hutchison (1965)

Coccidiosis evreleri tanimlandi

Hutchison ve ark. (1970, 1971)

Son konak ve ara konak tanimlandi, oocyst atiliminin

yalnizca kedilerden oldugu bulundu

Frenkel ve ark. (1970)

T. gondii suglarinin genetigi ve farkhliklar

Rekombinantlar ve genetik caprazlama yapildi

Pfefferkorn ve Pfefferkorn
(1980)

T. gondii suglarini ayirt etmek i¢in izoenzim farklilklari
kullanildi

Dardé ve ark. (1987)

T. gondii suglari 3 tipte gruplandirildi (1, 11, 1)

Sibley ve ark. (1992)

Ulusal, kitasal, kitalararasi T. gondii suslari belirlendi

Lehmann ve ark. (2006)

Bagisiklik ve koruma

T. gondii’yi nétralize eden antikor tanimlandi

Sabin ve Ruchman (1942)

Hucre digindaki T. gondii’nin antikorlar tarafindan
oldarildigu ancak hicre igindekilerin dldirtlemedigi

bulundu

Sabin ve Feldman (1948)

immun lenfoid hiicreler tarafindan koruma aktarildi fakat

antikorlar tarafindan aktarilamadi

Frenkel (1967)

interferon gama koruma igin ana sitokin oldugu bulundu

Suzuki ve ark. (1988)

CD4+ ve CD8+ hiicrelerinin korumadaki roli tanimlandi

Gazzinelli ve ark. (1991)

insanlarda toksoplasmozis

Kongenital

ik kongenital toksoplasmozis vakasi tanimlandi

Wolf ve ark. (1939)

Klinik belirtiler (hidrosefali veya mikrosefali, korioretinit,

intraserebral kalsifikasyon) tanimlandi

Sabin (1942)

Kazanilmig

ilk cocuk vakasi bulundu

Sabin (1941)

Yetiskinlerde 6limclul toksoplasmozis bulundu

Pinkerton ve Weinman (1940)

Lenfadenopati en sik gorilen klinik bulgu olarak kabul edildi

Siim (1956)

AIDS hastasinda toksoplasmozise duyarlilik tanimlandi

Luft ve ark. (1983)

Kronik enfeksiyon

Kronik asemptomatik enfeksiyonu gosteren nekropsi

bulgusu tanimlandi Plout (1946)
Hayvanlarda toksoplasmozis
Evcil kbpekte toksoplasmozis bulundu Mello (1910)

Bagisiklik sistemini baskilayin képek genclik hastaligi
viristiniin klinik toksoplasmozisi etkiledigi bulundu

Campbell ve ark. (1955)




Koyunlarda salgin toksoplasmozis abort vakalari tanimlandi

Hartley ve Marshall (1957)

Toksoplasmozis deniz memelisi tirlerinde ve su samurunda

bulundu

Cole ve ark. (2000)

Teshis

Sabin-Feldman boya testi tanimlandi

Sabin and Feldman (1948)

Toksoplasmozis igin deri testi kullanildi

Frenkel (1948)

Kordon kanindaki IgM antikorlarini saptamak igin testler

gelistirildi

Remington ve ark. (1968)

Basit direkt aglUtinasyon testi gelistirildi

Desmonts ve Remington (1980)

Serolojik testin ilk validasyonu yapildi

Dubey ve ark. (1995a)

B1 geni kullanilarak T. gondii DNA'sIni tespit etmek icin PCR
testi gelistirildi

Burg ve ark. (1989)

Tedavi

Sulfonamidler T. gondii'ye karsi etkili bulundu

Sabin ve Warren (1942)

Spiramisin etkili bulundu

Garin ve Eyles (1958)

Klindamisin etkili bulundu

McMaster ve ark. (1973)

Onlem ve kontrol

Kongenital toksoplasmozisi azaltmak i¢in Avusturya ve
Fransa'da hamile kadinlar taranmaya baslandi

Thalhammer (1973, 1978)

insanin oocystlere maruz kalmasini énlemek igin hijyenik

onlemler desteklendi

Frenkel ve Dubey (1972)

Pisirerek, dondurarak ve isinlama ile T. gondii'yi ette

oldurmek icin sicaklik egrileri hazirlandi

Dubey ve ark. (1986)

Ciftlik hayvanlarinda T. gondii enfeksiyonunu azaltmak igin

tedbirler gelistirilmistir.

Dubey ve ark. (1995b)

Asi

Koyunlarda fétus kayiplarini azaltmak igin denemeler yapildi

Wilkins ve O’Connel (1983),

Buxton ve Innes (1995)

Ara konak i¢in Ts-4 asisi

Waldeland ve Frenkel (1983)

T-263 agisi geligtirildi

Frenkel ve ark. (1991)




1.2. Toxoplasma gondii’nin Morfolojisi

Toxoplasma gondii’nin ii¢ bulasici1 evresi bilinmektedir; tachyzoit, bradyzoit (doku
kisti i¢inde) ve sporozoit (oocyst i¢inde) (Sekil 1.1). Bu formlar karmasik bir yasam
¢emberinde birbirine  dondsiirler. Toxoplasma gondii’nin  ¢ekirdegi, kedi

bagirsagindaki eseyli c¢ogalma disindaki tim gelisim evrelerinde haploittir
(Pfefferkorn 1990).

Sekil 1.1. Fare beyninde Toxoplasma gondii’nin evreleri. A-D : Tachyzoit, E : Geng doku
kisti, kist duvari (ok ucu) ve terminal ¢ekirdegi (ok). F : Gelismis doku kisti, kist duvari (ok
basi) ve bradyzoitler (ok) (Dubey 2010).



1.2.1. Bradyzoit

Bradyzoit, parazitin doku kisti i¢inde bulunan safhasidir (Dubey ve Beattie 1988).
Kist igindeki bradyzoitler endodiyojeni yolu ile boliinerek g¢ogalir. Heniiz yeni
sekillenmis doku Kistleri yaklasik 5 um ¢apl ve icerisinde sadece iki bradyzoit
tasirken, bu Kistler tam olarak gelistiginde igerisinde binlerce bradyzoit bulunabilir
(Sekil 1.2). Kistler beyin dokusunda ise genellikle kiresel formda ve en fazla 70 um
capa ulagirken ¢izgili kas hiicrelerinin morfolojisiyle uyumlu olarak ince uzun yapida
sekillenirler ve caplari 100 um’ye ulasabilir (Weiss ve Kim 2007). Doku Kistleri ara
konagin akciger, karaciger ve bobrekler de dahil tiim i¢ organlarinda gelisse de
genellikle beyin, goz, iskelet ve kalp kaslari dahil sinir ve kas dokularinda daha
yaygindir (Dubey 2010).

Sekil 1.2. Doku kisti, kist duvarindan serbest kalan ¢ok sayida bradyzoit (ok basi). (Dubey
2010).



Doku kisti i¢indeki bradyzoitler sekil olarak tachyzoitlere benzemekle birlikte
baz1 farkliliklara sahiptir. Cekirdek; bradyzoitin arka ucuna yerlesmis formda
gorulirken tachyzoitte daha merkezi konumdadir. Apikal komplekste yer alan roptiri
igeriginin elektron mikroskobik gorinimi bradyzoitte homojen iken tachyzoitte ise
labirentlidir. Periyodik asit-schiff boya ile boyanan amilopektin granulleri sadece
bradyzoitte mevcuttur (Dubey 2010).

1.2.2.Tachyzoit

Tachyzoit hilal seklinde, 6n ucu sivri arka ucu yuvarlaktir. Cekirdek genellikle
hicrenin ortasinda yer alir. Kayma, esneme, dalgalanma ve donme sekillerinde hareket
edebilmesine ragmen, silyum, flagella veya pseudopod gibi bir hareket organeli
yoktur. Hareketi aktin-miyosin iplik¢ikleri tarafindan desteklenmektedir (Soldati-
Favre 2008, Santos ve ark. 2009). Tachyzoit bir¢ok konagin farkli hiicreleri i¢ine
girebilir. Bu durumun sebebi muhtemelen tachyzoitin hiicre i¢ine girerken kullandig:
biyokimyasal reseptorlerin ¢ogu hayvan hiicresinde ortak olmasi olabilir. Parazit
apikal kompleksini kullanarak yaklasik 26 saniye i¢inde konak htcresi igine girebilir.
Hicre icinde parazitoforik vakuol adinda bir membran ile kusatilir. G6zenekli bir
yapiya sahip olan bu vakuol 1.200 kDal agirligindaki molekillerin gegisine izin verir.
Konak hiicredeki lizozomlar bu vakuolle birlesmez (Lindsay ve ark. 1993, Sasono ve
Smith 1998). Tachyzoitler konak hiicre i¢ginde endodyojeni ile eseysiz olarak ¢ogalir.
Cogalan tachyzoitler konak hiicreye sigamayacak sayiya ulastiginda hicreyi patlatir
(Kafsack ve ark. 2009). Ara konak canlida hiicre hasarina sebep oldugu i¢in oldukca
patojen bir form olarak kabul edilir. Tachyzoitler akut toksoplasmozis esnasinda
konagin tiim viicut hiicrelerinde ve sivilarinda goriiliir. Konak hiicresi disinda yasam
stiresi kisadir. Agiz yoluyla ara konak tarafindan alindiginda midedeki asit ortamdan

olumsuz etkilenir (Weiss ve Kim 2007).



1.2.3. Oocyst

Oocyst, son konak olan kedi ve Felide ailesinin diger iiyelerinde parazitin bagirsak
epitelindeki eseyli ¢ogalmasi sonucunda sekillenir (Dubey 1996, Dubey 2006).
Oocystler 12x10 um ¢aplidir ve digkiyla ¢iktiklari anda ara konaklar icin enfektif
degillerdir. Enfeksiyonun sekillenmesi i¢in oocystlerin dogada sporlanmasi gereklidir.
Sporlanmay: takiben oocyst i¢inde 4’er sporozoitli 2 sporocyst sekillenir (Schnieder
2006).

1.3. Toxoplasma gondii’nin Yasam Cemberi

Toxoplasma gondii’nin son konagi kedi ve Felide ailesinin diger iiyeleridir. Parazit bu
canlilarin ince bagirsagindaki epitel hiicreleri i¢ine ve ayrica ara konaklarda bulundugu
doku ve organlarda bulunan hiicrelere yerlesir (Hill ve ark. 2005). Parazitin ara
konaklar1 ise oncelikli olarak evcil ve yabani ruminant hayvanlar, tektirnaklilar,
domuz, kemirgenler, tavsan, deniz memelileri, kanatlilar ve son konak olan
kedigillerin de i¢inde oldugu 300 civarindaki omurgali hayvan ile insandir (Sekil 1.3).
Parazit, enfeksiyonun baglangicinda (akut donemde) tachyzoit formunda néronlar,
mikroglia, endotel, karaciger parankimi, akciger epitel hiicreleri, yavru zarlari,
l6kositler ve diger pek cok hiicrede bulunur (kanatli eritrositleri de dahil tiim ¢ekirdekli

hlcrelerde) (Schnieder 2006).



Sekil 1.3. Toxoplasma gondii’nin yasam gemberi (Dubey 2010).

Son konak olan kedi, doku kistleri i¢inde bulunan bradyzoitleri ya da dogada
sporlanmis oocystleri agizdan alarak enfeksiyona yakalanir (Hill ve ark. 2005).
Kedilerde tachyzoit alinmasi ile de enfeksiyon sekillense de bu durum nadiren goriiliir.
Kedilerin viicuduna giren bradyzoitler ince bagirsak (jejunum ve ileum) epitel
hiicreleri i¢ine girerek once eseysiz (bes donem sizogoni), sonra eseyli cogalir. Bunu
takiben oocyst olusumu goriiliir. Konakta parazitin gelisimi i¢in gerekli stire 3-10 giin
civarindadir. Prepatent siire sonunda son konagin digkisiyla oocyst ¢ikist sekillenir.
Baz1 bradyzoitler bagirsaktaki lamina propriyay1 delerek enfeksiyondan birkag saat

sonra ekstraintestinal dokulara ulasir (Weiss ve Kim 2007, Dubey 2010).

Kedi dogada sporlanmis oocysti aldiginda ise serbest kalan sporozoitler
bagirsak duvarini deler. Ara konaktaki gibi ekstraintestinal gelisim goriiliir (Hill ve
ark. 2005). Kedilerin oral yolla aldig1 tachyzoitler midenin proksimal kismindaki
mukozay1 delerek seyrek olarak enfeksiyona sebep olur. Kedi digkisiyla ¢ikan oocyst
dogada 1-5 giinde sporlanir. Bu donemi takiben ara konak icin enfektif olan oocyst
uzun sure konak icin enfektivitesini korur (Schnieder 2006, Dubey 2010).



Ara konak canlilarda, son konakta goriilen bagirsak (enteroepiteliyal) gelisimi
yoktur. Dogada sporlanmis oocysti ya da doku kistini agizdan alan konaklarin sindirim
kanalinda serbest kalan sporozoit ya da bradyzoit konagin bagirsak duvarini delerek
lenf-kan yolu ile mezenterik lenf yumrusu, karaciger, akciger, ¢izgili kas ve diger
organlara ulagir. Ulagtiklar1 organlarda hiicre igine girerek endodiyojeni yolu ile

cogalir (Weiss ve Kim 2007, Dubey 2010).

Akut toksoplasmozis esnasinda ara konagin tiim dokularinda bulunan hiicreleri
istila eden tachyzoit, hiicre icinde c¢ogalarak konak hiicresini sadece plasma
membranindan ibaret birakir. Bu dénemde tachyzoitle dolu konak hiicresi pseudokist
olarak adlandirilir. Patlayan pesudokistlerden serbest kalan tachyzoitler parazit yeni

konak hiicrelerine girerek ayni gelisimi orada gosterir (Dubey 2010).

Akut enfeksiyon esnasinda konakta bagisiklik yanitinin sekillenmesi ile
birlikte tachyzoitlerin yaptig1 hiicresel tahribat ortadan kalkar (kronik enfeksiyon).
Beyin, kalp, iskelet kaslari, géz ve diger organlarda hiicre i¢i yaklasitk 100 pum
biiylikliigiinde doku kistleri gelisir. Parazit kist i¢cinde endodiyojeni ile daha yavas
hizla ¢ogalir ve bradyzoitler gelisir.Konak kendi hiicrelerinin i¢inde gelisen kistlere
etkili bir bagisiklik yaniti gelistiremediginden sekillenmis doku kistleri pek cok
konakta 6mrii boyunca canli kalir (Dubey 2010).

Konakta T. gondii’ye kars1 bagisiklik yanit1 sekillendiginde hastalik kronik
doneme girer. Bu dénemde kist i¢inde bradyzoitlerin yavas ¢ogalmasi ve hiicreleri
tahrip etmemesinden dolay1 konak canlida klinik belirti gbzlenmez. Doku kistleri
bulundugu konakta bagisiklik yanitinin devamliligini saglar. Ancak kronik enfekte
konakta immun yanit baskilanirsa bu kistler re-aktive olur ve kistten serbest kalan
bradyzoitler tachyzoit formuna donerek hizla ¢ogalmaya baslar. Bu durumda
enfeksiyon yeniden akut forma doéner (nilkse eden akut toksoplasmozis). Bu niks

tablosu genelde konak igin oldirtci seyirlidir (Schnieder 2006, Dubey 2010).



1.4. Toxoplasma gondii’nin Epidemiyolojisi ve Bulasma Yollar:

1.4.1. Karnivorizm ile Bulasma

Toksoplasmozis gida kaynakli zoonoz hastaliklar listesinde iist sirada yer almaktadir
(Mead ve ark. 1999). Insan ve hayvanlarda toksoplasmozisin ana bulasma yolunun
karnivorizm oldugu kabul edilmektedir. Insanlar ve karnivor hayvanlar doku kisti
iceren ara konak canlilarin (6zellikle koyun, ke¢i ve domuz) etini ¢ig ya da az pismis
yiyerek enfeksiyona yakalanir (Kijlstra ve Jongert 2008). Doku Kisti igindeki
bradyzoitler mide pH’ 1na ve proteolitik enzimlere direng gosterir.

Toxoplasma gondii enfeksiyonunun mezbaha isgilerinde ve ¢ig et isleyen
iscilerdeki prevalansi, beklenildigi iizere digerlerinde meslek gruplarindaki
popiilasyonlara oranla daha fazladir (Ferre ve ark. 1986). Kirikkale’de mezbaha
calisanlarma T. gondii seropozitifligi yoniinden elde edilen bulgular (%44,7) bu
sonucu destekler niteliktedir (Yildiz ve ark. 2000).

Mezbahada kesilen hayvanlara ait etler insan tiiketimine sunuluncaya kadar
gecen slrede uygulanan bazi islemler tasidigi T. gondii doku Kistlerini olumsuz
etkileyebilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde kesilen domuzlara ait etlerin neredeyse
yarisina ve perakende satisa sunulan tavuk etlerinin 6nemli bir kismina tuz ve su
enjekte edilir (Dubey ve ark. 2005). Etin bulundugu ambalaja etiketlenen bu islem
parazite ait doku Kkistlerini Oldiirmektedir. Bununla birlikte Amerika Birlesik
Devletleri'nde perakende satilan tavuk etlerinin ¢ogu dondurulmus olarak satisa
sunulmakta olup dondurma islemi de T. gondii'yi 6ldiirmektedir. Dondurmanin yani
sira pigime de kistler Gzerine olumsuz etkilidir. Etin merkez sicakligi 66° C’ye ulastigi
durumlarda tasidig1 doku kistleri 6lmektedir (Dubey ve ark. 1990). Etin mikrodalgada
pisirilmesinin ise doku Kistleri Uzerine oldirict etkisi tam olarak ortaya
konulmamistir (Lunden ve Uggla 1992). Tuzlama, kirleme* ve tursu gibi etin ¢esitli
isleme prosediirleri de doku Kkistlerini 6ldurebilmektedir, ancak bu islemler igin
maalesef evrensel bir standart yoktur (Lunden ve Uggla 1992). Doku kistleri genellikle
-12°C’de yikimlanir (Kotula ve ark. 1991).
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Sicakligin 2-4 °C civarinda oldugu soguk hava depolarinda tutulan etlerdeki doku
kistleri genelde iki aya kadar canli kalir. Baz1 doku kistleri, enfekte hayvanin 6limiinii
takiben birkag giin canli kalabilir. Enfekte hayvan dokusu tizerindeki kurtguklar1 yiyen
Hawaii kargasinda 6liimciil toksoplasmozis gelismis ve bu karganin beyninden canli
T. gondii izole edilmistir (Work ve ark. 2000). Tiirkiye’ye illegal yolla sokulan manda
etinde T. gondii doku kistleri saptanmistir (Gencay ve ark. 2013). Kirikkale’de
mezbahada kesilen koyunlarin %46’sinin doku 6rneklerinde T. gondii doku Kistleri
1s1k mikroskopik olarak gozlenmistir (Yildiz ve ark. 2014). Ankara ve Kirikkale’de
marketlerde kusbasi bigiminde satilan koyun etlerinde T. gondii’ye ait doku Kistleri
%21,2 oraninda 151k mikroskobik goriilmiis, parazite ait DNA ise %40,8 oraninda
belirlenmistir (Yildiz ve ark. 2015).

*”Kiirleme : Son iiriinde lezzet gelistirme, renk olusturma ve dayanma siiresini uzatmak amaciyla etin

tuz, renk sabitleyici (nitrat, askorbik asit) ve baharat gibi katkilarla muamele edilmesi”.



1.4.2. Fekal-Oral Bulasma

Ara ve son konak i¢in dnemli bir bulagsma yoludur. Kedi diskisiyla ¢ikan oocystlerin
sporlandiktan sonra agiz yoluyla alinmasi sonucunda sekillenir. Vejeteryan insanlar
ile herbivor canlilara toksoplasmozisin bu sekilde bulastigi diistiniilmektedir (Hill ve
ark. 2005). Sehirlerde yasayan sokak kopekleri T. gondii’nin epidemiyolojisinde
oocystler i¢in mekanik tasiyici olarak rol almaktadirlar (Etheredge ve Frenkel 1995,
Frenkel ve Parker 1996, Lindsay ve ark. 1997). Kopek digkilarinda da parazitin
oocystleri tespit edilmistir (Schares ve ark. 2005). Sporlanmig T. gondii oocystlerini
agiz yoluyla alan kopeklerin diskilar1 ile enfektif oocystleri dogaya c¢ikardig
belirlenmistir (Lindsay ve ark. 1997).

1.4.3. Kongenital Bulasma

Bu yolla enfeksiyon daha ¢ok insan, koyun ve keciden bildirilmektedir (Dubey 2010,
Dias ve ark. 2011). Seronegatif kadinlarda gebelik doneminde ¢ig veya az pismis et
tiketimi toksoplasmozise sebep olur (Dias ve ark. 2011, Bittencourt ve ark. 2012).
Gebelik donemi esnasinda sekillenen ilk enfeksiyonda viicuda yayilan tachyzoitler
plasentay1 gegerck fetusa ulasarak gebeligin donemine bagli olarak abort ve
anomalilere sebep olur (Dubey 2010). Kopeklerde transplasental yolla gelisen
toksoplasmozis hakkinda ¢ok sey bilinmemekle birlikte (Smielewska-Los ve ark.
2003, Taques ve ark. 2016) bu yolla enfeksiyonun diger hayvan tlrlerine gore daha az
yaygin oldugu diisiiniilmektedir (Dubey 2010). Seropozitif disi képegin yavrularindan
T. gondii izole edilmis olsa da higbirinde klinik bulgu goriilmemistir. (Al-Qassab ve
ark. 2009). Ayrica, dogal enfekte kdpeklerin semeninde de T. gondii tespit edilmistir
(Koch ve ark. 2016). Kopeklerde kongenital yolla enfeksiyon varligint dogrulamak
icin deneysel yolla enfekte edilmis kopeklerden toplanan semen ile saglikli disi
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kopeklere suni tohumlama yapilmistir. Bu islemi takiben yedi giin sonra tiim disilerde
seropozitiflik gdzlenmis ve iki diside abort sekillenmistir (Arantes ve ark. 2009). Uc
disi kopege gebeliklerinin 32, 40 ve 56. giinlerinde 15.000 sporlanmis T. gondii oocysti
verilmis, birinde abort, diger ikisinde ise kongenital enfeksiyon sekillenmistir
(Bresciani ve ark. 1999). Subkutan veya oral tachyzoit ve oocyst uygulanan disi
kopeklerde diisik ve fetal olim gorilmesi kopeklerde transplasental gegisi

kanitlanmistir (Bresciani ve ark. 2009).

1.4.4. Diger Bulasma Yollari:

Toksoplasmozis bakimindan seropozitif bireyden seronegatif bireye organ nakli ile
parazitin gecisi miimkiindiir. Alicilarda latent enfeksiyonun aktivasyonu ile
sonuglanir. Nadir olmasina ragmen kan veya 16kosit nakliyle de enfeksiyon gecebilir.
Kontamine igneye temasla da laboratuvar personeline bulasmaktadir (Hill ve ark.,

2005).

1.5. Kopeklerde Toksoplasmozis

Kdpeklerde T. gondii enfeksiyonu ilk kez Mello tarafindan 1910 yilinda bildirilmistir
(Soulsby 1982, Dubey ve Beattie 1988). O zamandan bugiine birgok Ulkede
kopeklerden toksoplasmozis vakalari rapor edilmistir (Uggla ve ark. 1990, Lindsay ve
ark. 1990, Lin 1998, Mineo ve ark. 2001, Silva ve ark. 2002, Nali ve ark. 2003, Wanha
ve ark. 2005, Azevedo ve ark 2005, Jittapalapong ve ark. 2007, Dubey ve ark. 200743,
Dubey ve ark. 2007b, Dubey ve ark. 2007¢c, Dubey ve ark. 2007d, Dubey ve ark. 2007e,
Kamani ve ark. 2009, Wu ve ark 2011, Hosseininejad ve ark. 2011, Nguyen ve ark.



2012, Li ve ark 2012). Bu ¢alismalar daha ¢ok seroprevalans ¢alismalar1 oldugundan
kopeklerde toksoplasmozise bagli olarak sekillenen klinik ve histopatolojik
degisiklikler ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir (Brito ve ark. 2002). Sokak
kedilerinin serbest¢e dolastigi yerlerde, kedilerin ve kemirgenlerin de beslendigi ¢6p
konteynirlarindan beslenen sokak kopekleri T. gondii oocyst'leri ile kolaylikla enfekte

olabilmektedir.

1.6. Diinya’da Kopeklerde Toksoplasmozisin Yayginhgi

Dinya uzerinde pek cok tilkede kdpek vendz kan serumlarinda farkli serolojik testler
kullanilarak T. gondii’ye yonelik antikorlar tespit edilmistir (Cizelge 3). Genel olarak
kopeklerde yasla birlikte seropozitivitede de artmaktadir. Bunun yani sira kirsal
bolgelerdeki kopeklerde seropozitivitenin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Lin
1998, de Souza ve ark. 2003) (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Diinya lzerinde kdpeklerde toksoplasmozisin seroprevalansi

incelenen

Seropozitivite

Yil Bolge Kopek Sayist % Yontem Kaynak
1986-
1987 Isveg 303 23 ELISA Uggla ve ark. 1990
1990 ABD 229 26,2 IFAT Lindsay ve ark. 1990
1998 Tayvan 658 79 ELISAvelIB |Lin 1998
2001 Brezilya 163 36,2 IB Mineo ve ark. 2001
2001-
2002 Tayland 427 9,37 LAT Jittapalapong ve ark. 2007
2003 Brezilya 286 45,1 IFAT Azevedo ve ark. 2005
Trinidad ve
2003 Tobago 250 32 LAT Nali ve ark. 2003
2004 Avusturya 242 26 IFAT Wanha ve ark. 2005
2006-
2007 Kore 553 12,84 LAT, IFAT | Nguyen ve ark. 2012
2007- Hosseininejad ve ark.
2008 Iran 396 22,47 IFAT 2011
2007 Colombia 309 16,82 MAT Dubey ve ark. 2007a
2007 Brezilya 118 35,59 MAT Dubey ve ark. 2007b
2007 Sri Lanka 86 67,44 MAT Dubey ve ark. 2007¢
2007 Meksika 101 51,48 MAT Dubey ve ark. 2007d
2007 Vietnam 42 50 MAT Dubey ve ark. 2007e
2007-
2010 Brezilya 91 39,6 IFAT-MAT | Costa ve ark. 2012
2009 Nijerya Veri yok 25 LAT Kamani ve ark. 2009
2011 Cin 259 10,81 MAT Wu ve ark. 2011
2011-
2012 Cin 107 20,6 ELISA Li ve ark. 2015
2012 Cin 314 3,5 IHA Li ve ark. 2012
Alvarado-Esquivel ve ark.
2013 Meksika 101 67,3 MAT 2014
2016 Nijerya 233 19 Western Blot | Ayinmode ve ark. 2016
2017 Brezilya 320 54,74 IFAT Magalhaes ve ark. 2017




1.7. Tiirkiye’de Kopeklerde Toksoplasmozisin Yayginhg:

Tiirkiye’de farkli cografi bolgelerde kopeklerde toksoplasmozis seropozitivitesinin
%51,33-97,22 arasinda degistigi bildirilmistir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Turkiye’'de kdpeklerde toksoplasmozisin seroprevalansi

Yil Bolge K:irll)ceﬁ:esll:;s1 Seropg/z itivite Yontem Kaynak
2005 Ankara 116 62,07 SFDT Aslantag ve ark. 2005
2006 Kocaeli 116 69,83 SFDT | Simgek ve ark. 2006
2007 Van 69 57,97 SFDT | Babiir ve ark. 2007b
2007 Sanliurfa 87 89,66 SFDT | gabiir ve ark. 2007a
2007 Istanbul 150 51,33 IFAT Oncel ve ark. 2007
2009 Ankara 107 54,21 SFDT | sahal ve ark. 2009
2009 Kirikkale 35 54,29 SFDT | yildiz ve ark. 2009b
2010 Erzurum 72 97,22 SFDT Balkaya ve ark. 2010
2010 Kars 179 96,09 SFDT | Gicik ve ark. 2010
2010 Diyarbakir 100 94 SFDT Icen ve ark. 2010
2011 Nevsehir 140 61,42 SFDT | Kirbas ve ark. 2011
2013 Sivas 120 95,83 SFDT | Altay ve ark. 2013
2013 Hatay 46 58,69 ELISA Muz ve ark. 2013

1.8. Kopeklerde Klinik Bulgular

Genel olarak, T. gondii enfeksiyonlar1 kopeklerde diisiik morbidite ve mortalite ile

iligkilidir. Konuyla ilgili literatiir gdzden gegcirildiginde 1989 yilindan sonra

kopeklerden klinik vaka bildiriminde azalma oldugu goriiliir. Bunun sebeplerinden

birisi anilan tarihte Neospora caninum'un kdpeklerde toksoplasmozis benzeri klinik

belirtiler gosteren bir hastaliga neden oldugunun bulunmasidir. Kopeklerde

toksoplasmozis, ndéromuskuler (ataksi), respiratuvar ve gastrointestinal belirtiler

(ishal) veya generalize enfeksiyon ile karakterize, firsat¢1 bir hastalik olarak kabul
edilmektedir (Ahmed ve ark. 1983, Dubey 1985, Da Silva ve ark. 2005, Dubey ve
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Lappin 2006). Enfekte kopekte bazi norolojik bulgular, nobet, ensefalomiyelitis,
kraniyal sinir bozukluklart, titreme, ataksi, parezi veya paraliz gortlebilir (Patitucci ve
ark. 1997).

Kopeklerdeki Klinik toksoplasmozis vakalarinin bir kisminin ayn1 zamanda
distemper virlisunu de tasidigi rapor edilmistir. Klinik toksoplasmozisli 13 olgunun
sadece tgtinde klinik belirtilerin sebebi T. gondii iken, diger vakalarda bu parazitle
birlikte baska etkenler (distemper, lenfoma, kongenital mitral darlik ve ehrlichiosis)
de belirlenmistir (Dubey ve ark. 1989). Isvicre'de distemper olan alt1 kdpekte klinik
toksoplasmozis vakasi izlenmistir (Ehrensperger ve Pospischil 1989). Bu kdpeklerin
atteniiye distemper asis1 ile agilamasini takiben toksoplasmozis agirlasmistir (Dubey
ve ark. 2003). Distemper virlsu ile enfeksiyon, kdpeklerde énceden edinilmis olan T.
gondii enfeksiyonuna karsi bagisikligi zayiflatmaktadir (Dubey ve ark. 1988).
Sarcocystis neurona ve T. gondii ile miks enfekte kdpekte omurilikte alt motor néron
felci ve nodilleriyle ilerleyen paraparezi ve tetraparezi bildirilmistir (Gerhold ve ark.
2014). Kopeklerde toksoplasmozise bagli gurdltiye duyarlilik (Papini ve ark. 2009),
anormal bir yiirtiyiis, kas kayb1 ve miyozitis (Migliore ve ark. 2017) de belirtilmistir.
Italya’da toksoplasmozis ndromiiskiiler bir hastalik olarak izlenmis ve zayif viicut
kondisyonuna sahip alt1 aylik disi sokak kdpeginin femoral bolgesinde hastaliga bagli
kas atrofisi ve arka bacaklarda hiperekstensiyon sekillendigi belirlenmistir (Migliore
ve ark. 2017). Mukopurulent okiiler akinti, kanli ishal, poliiiri, lenfadenopati,
tetraparezis, sol arka bacak hiperekstensiyonu ve kendi etrafinda donme gibi belirtiler
gosteren ti¢ yash disi kopekte toksoplasmozis tanist konulmustur (Moretti ve ark.
2006). Ataksi, nobet, davranis degisiklikleri, bacaklarda felg ve titreme gibi bazi
norolojik belirtilerle klinige basvuran kopekler toksoplasmozis olarak tanimlanmigtir
(Langoni ve ark. 2012). Hipoksi, mukuslu ishal ve tasipne goriilen dort yash disi
kopek, tedavinin baglamasindan 10 giin sonra 6lmiis, bu kopekte toksoplasmozisin
Leishmania braziliensis ile birlikte seyrettigi saptanmistir (Da Silva ve ark. 2015).

Oocyst veya doku Kistleri verilerek deneysel olarak kopeklerde nadiren klinik
toksoplasmozis olusturabilmistir (Janitschke ve ark. 1968, Miller ve ark. 1972, Dubey
1985, Lindsay ve ark. 1996). Kopeklere enfeksiyon dncesinde bagisiklik sistemini
baskilayan kimyasallar uygulandiginda toksoplasmosise yonelik Kklinik tablo

sekillendigi rapor edilmistir (Davidson 2000). Bunun yani sira intraventz veya



intraperital T. gondii verilen kopeklerde de klinik toksoplasmozis sekillenmektedir
(Dubey 1985). Ancak bu enfeksiyon sekli dogal bulasma yolu degildir. Parenteral
olarak tachyzoit inokule edilen kopeklerde iki hafta icerisinde toksoplasmozis
gelismistir (Domingues ve ark. 1998, Silva ve ark. 2002). Enfekte kdpeklerde anti-T.
gondii IgM antikorlarinin tespiti enfeksiyondan sonraki yedinci glinde baslamis ve U¢
hafta sureyle devam etmistir (Silva ve ark. 2002). Ancak oral yolla olusan dogal
enfeksiyonda kopeklerde klinik toksoplasmozis daha az bildirilmektedir (Dubey ve
Beattie 1988, Lindsay ve ark. 1996).

Kopeklerde okuler toksoplasmozis nadir gorullr. Enfekte kopeklerde
episkleritis, skleritis, retinitis, goziin 6n kamarasinda tiveitis, optik noritis, siliyer epitel
hiperplazisi (Dubey 1985, Bussanich ve Rootman 1985, Greene ve ark. 1985, Dubey
ve ark. 2003, Dubey ve Lappin 2006), nekrotizan konjunktivitis (Swinger ve ark.
2009), 6n goz kamarasinda {iveitis, endoftalmitis ve korioretinitis (Wolfer ve Grahn
1996) izlenmistir.

Kopeklerde kongenital toksoplasmozis sekillendigi yoniinde bazi kanitlar da
mevcuttur (Bresciani ve ark. 1999, Bresciani ve ark. 2009). Gebe kdpeklerde, oocyst
ve tachyzoit ile enfeksiyon abort ve fetal 6limlere sebep olur (Dubey ve ark. 1989).
18 aylik gebe kopekte kongenital enfeksiyon tanimlanmistir. Bu kdpek klinik belirti
gostermeyen seropozitif yavru dogurmustur (Al Qassap ve ark. 2009). Brezilya’da 43
giinliik kopek yavrusunda kasilma, korliik ve spontan 6liim gbzlenmis, anne kopekteki
T. Gondii seropozitivitenin yavrularda goriilen sistemik hastalik ile iliskili oldugu ve
bu durumun kongenital toksoplasmozis oldugu rapor edilmistir (Headley ve ark.
2013).

Enfekte kopeklerde izlenen deri bulgulari genellikle kortikosteroid tedavisini
takiben veya transplantasyon sonrasi bagisiklik sisteminin baskilanmas: ile iliskilidir
(Bernsteen ve ark. 1999, Webb ve ark. 2004, Pena ve ark. 2014, Oliveira ve ark. 2017).
Sekillenen lezyonlar multifokal vaskiilitis ve vaskiiler trombozlu eritemat6z epidermal
nodiller, pyogranilomatosis, nekrotizan dermatitis ve pannikulitis ile karakterizedir.
Lezyonlarda siklikla parazite rastlamir. Iki yasli sokak képeginde sahiplenilmesini
takiben bir suire sonra kutandz toksoplasmozis tanisi konulmustur (Pena ve ark. 2014).

Neospora caninum, kopeklerde kutandz lezyonlar olusturan diger bir protozoon
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parazit oldugundan bu yo6nlii klinik bulgularda ayirici taniya dikkat edilmelidir (Dubey
ve ark. 2017).

1.9. Kopeklerde Toksoplasmozisin Teshis Yontemleri

Kopeklerdeki klinik belirtilere bakilarak toksoplasmozisten siiphelenilse de taniyi
dogrulamak i¢in bazi laboratuvar yontemlerini kullanmak gerekir. Canli hayvanlarda
toksoplasmozis tanisi i¢in kullanilan pek ¢ok serolojik test vardir; Sabin-Feldman boya
testi (SFDT), komplement fiksasyon testi (CF), indirekt hemaglitinasyon testi (IHA),
enzim linked immunosorbent assay (ELISA), indirekt floresans antikor testi (IFAT)
ve lateks aglitinasyon testi (LAT). Bunlarin arasinda canli parazit kullanilan SFDT,
toksoplasmozis teshisinde en spesifik ve hassas test olmasindan dolay1 hastaligin
teshisinde altin standart olarak kabul edilmistir (Carlier ve ark 1980, Watson ve ark
1982).

Nekropsi esnasinda kopeklerden alinan doku 6rneklerinden PCR yontemi ile
parazite ait DNA tespiti yapilir. Bunun yani sira hazirlanan histolojik doku
orneklerinin  immunohistokimyasal boyamasi ile de hastalik teshisi dogrulanir
(Schatzberg ve ark. 2003, Dubey ve Lappin 2006).

Kdpeklerdeki toksoplasmozise ait klinik bulgular neosporosisi andirmaktadir
(Dubey 2010). Ekstremitelerde paraliz, 0Ozellikle arka ekstremitelerde
hiperekstensiyon kopeklerdeki neosporosisinin énemli bir bulgusudur. Neosporosis
esnasinda yeni dogan kopek yavrularinin ekstremiteleri genellikle dogumdan 3-6 hafta
sonra etkilenir ve bir batinda dogan tlm yavrularda hastaliga yonelik klinik belirtiler
izlenmez (Dubey ve Lappin 2006). Bu sebeple norolojik belirtiler gosteren kopeklerde
ayirict taniya dikkat etmek gerekir (Mineo ve ark. 2001). Ayirict tanida canli
hayvanlara uygulanacak serolojik testler hastalik teshisinde yardimcidir (Silva ve ark.
2002). Ancak antijenleri birbirine oldukga benzeyen bu iki parazitin tespiti igin
uygulanan serolojik testlerde capraz reaksiyon gortilmesi sebebiyle (Lindsay ve ark.
1990, Silva ve ark. 2007) N. caninum’un 1988 yilina kadar T. gondii olarak yanlis
teshis edildigi belirlenmistir (Silva ve ark. 2007). Dogal enfekte kopeklerde bu



parazitlerle miks enfeksiyon sebebiyle ¢apraz reaksiyonun degerlendirilmesi nispeten

zordur.

1.10. Kopeklerdeki Toksoplasmozisin Zoonotik Onemi

Toxoplasma gondii hem insan hem de hayvanlar igin 6nemli bir protozoondur
(Havelaar ve ark. 2015). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2010 yilinda 10,3 milyon
(diinya ¢apinda 7,4-14,9 milyon) vakayla gida kaynakli en énemli ikinci hastalik
olarak bildirilmistir (Torgerson ve ark. 2015).

Kediler, insanlar1 ve diger ara konak canlilar1 enfekte edebilen T. gondii'nin son
konaklaridir (Dubey ve Beattie 1988) Insan, T. gondii'nin doku Kistlerini barindiran
ara konaklarin dokularini ¢ig ya da yeteri kadar pisirmeden yiyerek veya son konak
kedi diskisiyla ¢ikan ve dogada sporlanan oocystlerin bulastigi su ya da gidalari agiz
yoluyla alarak enfekte olurlar (Dubey 1994). insanlar ve yasaminda onlara eslik eden
hayvanlar arasindaki 6zel iligki sebebiyle ayni evde yasayan bazen de ayni yatagi
paylasan insanlar bazi parazit hastaliklar1 bakimindan risk altinda bulunabilir (Paul ve
ark. 2010). Kopekler bazi zoonotik parazitlerle enfekte olur, tstelik bu parazitlerin
yasam c¢emberi i¢in Onemli aktorlerdir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1r kdpekler
toksoplasmozis, leishmaniosis, echinococcosis gibi bazi hastaliklar bakimindan
dogrudan halk saglig riski olustururlar (Frenkel ve ark. 1995, Lindsay ve ark. 1997,
Etheredge ve ark. 2004, Guimaraes ve ark. 2009). Bununla birlikte insanlara T. gondii
bulastirilmasi bakimindan kedilerin pet hayvani olarak roliiniin nispeten sinirlt oldugu
bilinmektedir. Buna karsilik pet hayvani olarak kopeklerin toksoplasmozisin
epidemiyolojisindeki 6nemi tartismalidir (Meireles ve ark. 2004, Wei ve ark. 2016,
Yan ve ark. 2016).

Kdpekler toksoplasmozisin yasam ¢emberinde farkli roller oynayabilirler (Frenkel
ve ark. 1995, Meireles ve ark. 2004, Yan ve ark. 2016). Bu hayvanlar T. gondii’nin
yasam ¢emberinde ara konaktir. Bu sebeple kdpeklerde parazit bagirsak evresi ve
takibinde oocyst sekillenmesi gostermez. Ancak toksoplasmozisin, son konak olan ve
diskisiyla parazite ait oocyst atan kedilerden ziyade kopeklerle yakin temas halinde

olan insanlarda daha sik goriiliiyor olmasi kopeklerin enfeksiyon kaynagi olarak
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6nemine dikkat cekmektedir (Lindsay ve ark. 1997). Toxoplasma gondii nin yasam
cemberinde kopekler ara konak olmasindan ziyade mekanik vektor olarak gorev
almaktadir. Bu konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢alisma kapsaminda diski bakisi
yapilan 24.089 kopegin ikisinin diskisindan canli T. gondii oocysti izole edilmis, bu
kopeklerin muhtemelen T. gondii ile enfekte olmus kedi diskisini yedikleri ve parazite
ait oocystlerin kopegin sindirim kanalindan canliligin1 yitirmeden gegtigi
belirlenmistir (Schares ve ark. 2005). Bu sebeple kopekler insanlar icin T. gondii
enfeksiyonlart bakimindan potansiyel bir risk faktériddr (Lindsay ve ark. 1997).

Parazite ait oocystler dogada sporlanmasini takiben ara konak canlilar igin
enfeksiyon olusturabilir. Sporlanma igin ortamin sicaklik ve nemi oldukga dnemlidir
(Lindsay ve ark. 1968). Heniiz sporlanmamis T. gondii oocystleri igeren kedi diskisi
uzerinde yuvarlanan kopeklerin killari/derileri Ustline yapisan oocystler burada
sporlanamamaktadir. K&peklerin derilerinin sicakligi ve nemi oocystlerin sporlanmasi
icin yeterli degildir (Lindsay ve ark. 1997).

Kopek eti bazi bolgelerde insan gidasi olarak tiiketilmektedir.
Toksoplasmozisin yasam ¢emberinde ara konak olan kopeklerin dokularinda parazite
ait doku kistlerinin olduguna dair bilgiler vardir (Tenter 2009). Kdpek eti tiiketilen
bolgelerde hastaligin insanlar arasinda yayilmasinda epidemiyolojik olarak onem

tasidig1 diisiiniilmektedir (Ayinmode ve ark. 2015).

1.11. Kopeklerde Toksoplasmozisin Tedavisi

Toxoplasma gondii nin doku kistlerine etkili ilag heniiz mevcut degildir
(Davidson 2000). Klindamisin, kopek ve kedilerde toksoplasmozis tedavisinde tercih
edilmektedir (Greene ve ark. 1985, Davidson 2000, Dubey ve Lappin 2006). Bu ilag
10-20 mg/kg dozda dort hafta boyunca uygulanir (Dubey ve Lappin 2006).
Toxoplasma gondii'ye karsi etkili oldugu bildirilen diger ilaglar arasinda primetamin /
stilfonamid kombinasyonlari ile doksisiklindir (Morris ve Kelly 1992, Davidson 2000,
Dubey ve Lappin 2006). Ponazuril, kdpekler ve kediler i¢in kullanim1 onaylanmamis
olmasma ragmen, atlarda ve farelerde toksoplasmozisin tedavisinde etkili oldugu

bulunmustur (Mitchell ve ark. 2004). Toksoplasmozise bagli keratokonjuktivitis ve



pigmenter keratitis gelismis bir kopek, topikal anti-inflamatuar ve bagisiklik sistemini
destekleyen ilaglar kullanilarak tedavi edildigi bildirilmistir (Regnier 2007).

1.12.Kopeklerde Dogal Bagisikhik

Gegmisten bugiine canlilar, kendilerini ayni ortami paylastiklar1 patojenlerden
korumak zorundadir. Bu amagla ¢esitli stratejilere sahip bagisiklik mekanizmalar
gelistirilmistir. Tek hiicreli organizmalar, restriksiyon endoniikleazlari, bazi
antimikrobiyal peptitler, fagositoz ve RNA interferensi gibi bazi mekanizmalara
sahiptir (Sioud 2007). Buna karsilik ¢ok hiicreli organizmalarda bu konuda 6zellesmis
bazi bagisiklik sistemi hiicreleri bulunur. Bu hiicreler; viicuda giren yabanci hiicreleri
tantylp Oldiirmesinin yani sira hasara ugramis, yaslanmis, enfeksiyon veya kansere
bagl yapist degismis kendi hiicrelerini de ortadan kaldirabilir hale gelmistir. Bu
Ozellesmis bagisiklik hiicrelerinin yani sira viicutta iiretilen birgcok molekiil (sitokinler
ve kemokinler) de bu hiicreler ile is birligi yapar. Cok hiicreli organizmalarda
bagisiklik; dogustan gelen ve sonradan kazanilan olmak iizere iki ¢esittir. Bununla
birlikte bunlar kesin bir sinirla birbirinden ayrilmaz (Dittmar ve ark. 2006). Canlinin
viicuduna giren patojene karsi oldukg¢a hizli bir savunma saglayan dogal bagisiklik
sistemi ¢esitli hiicreler (ndtrofil, makrofaj, mast hiicreleri, katil ve dendrik hiicreler)
ile ¢ok sayida molekiilden olusur (Kumar ve Sharma, 2010, Mesa ve Vasques, 2013).
Organizmada kazanilmis bagisiklik gelisebilmesi i¢in oncelikli olarak viicuda giren
antijenlerin bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan taninmasi gerekir. Gelecekte,
kazanilmis bagisiklik konusunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in dogustan gelen
kazanilmis bagisiklik molekiilleri ve hiicrelerinin Oncelikli olarak anlagilmasi

gerekecektir (Zanker 2008).

1.13. Polimorfonukleer Lokositler

Beyaz kan hicresi olan polimorfonukleer l6kositler (PMN), granuler I6kosit veya
graniilosit olarak da adlandirilir. PMN; nétrofil, eozinofil ve bazofil isimleri verilen
graniilositik hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicreler tasidiklar c¢ekirdeklerin sekilleri

ve sitoplazmik goriiniimleri ile birbirinden ayrilmaktadir. PMN'nin biiytik kismini,
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sayisi hayvanin tiiriine bagli degismekle birlikte nétrofiller olusturmaktadir (Kaplan
ve Radic 2012). Memeli nétrofilleri genellikle iki- bes arasinda degisen sayida loplu

cekirdege sahiptir.

1.13.1. Notrofillerin Kokeni

Notrofiller kemik iliginde yaklasik olarak dakikada 7 milyon gibi bir sayida, 4-6 gun
icinde tretilir (Rosales 2018). Kan dolasimina salinan noétrofiller doku bosluklari,
solunum, sindirim veya iirogenital sistemde bulunan organlarin epiteliyal yiizeylerine
ulasir (Rebar ve ark. 2001). Dolasimdaki nétrofilin 6mrii 3-12 saat ile 1-2 gline kadar
degisebilir. (Kruger ve ark. 2015) Dokunun herhangi bir sebeple yaralanmasi veya
herhangi bir patojenle istilasi, ndtrofillerin olgunlagsmasini yoneten koloni uyarici
faktorlerin iiretimi ve salgilanmasini saglar. Boylelikle kemik iliginde hentiiz yeterince
olgunlagsmamis notrofiller kan dolasimina salinir (Rebar ve ark. 2001).

Granulopoezis, yani kemik iliginde granulositlerin olusumu ve gelisimi esnasinda
kok htcreler, grantlositik serilerdeki en erken tanimlanan hiicre olan myeloblastlara
farklilagir. Myeloblastlarin boliinmesi ve farklilagsmasi sonucunda prograntilosit ve
miyelosit nesilleri gelisir. Daha sonra sirasiyla metamyelositler, bant nétrofil ve parca
cekirdekli notrofiller sekillenir (Rebar ve ark. 2001). Dolasimdaki noétrofiller tam kan
sayimi1 esnasinda diger kan hiicreleri ile beraber sayilabilir. Marjinal nétrofil havuzunu
ise Ozellikle kii¢iik damarlar ile kilcal damar endoteline aralikli olarak yapismis
notrofiller olusturur, bu noétrofiller tam kan sayimi esnasinda sayilmaz. Kopeklerde
kan dolasimda bulunan nétrofillerin, marjinal notrofil havuzunda bulunan nétrofillere
orani genelde 1: 1'dir (Rebar ve ark. 2001).

Notrofillerin kan dolasimindan dokulara gogii rastgele gerceklesir ve tek
yonliidiir. Herhangi bir yangi bolgesinde gérev almayan nétrofiller genelde apoptosis
yolu ile ortadan kaldirilir. Buna karsilik yangi bolgesinde gorevli iseler makrofajlar
tarafindan fagosite edilir (efferositosis) (Timar ve ark. 2013). Stres veya enfeksiyon

gibi baz1 durumlarda kan dolagimindaki nétrofillerin sayisi artar (Rosales 2018). Yangi



bolgesinde sekillenen sitokinler ve bazi bakteriyel iriinler ortamdaki nétrofillerin

Omriinii uzatir (Mayadas ve ark. 2014).

1.13.2. Notrofillerin Gorevi

Notrofiller, enfeksiy6z nitelikteki patojenlere (parazit, bakteri ve viriis) kars1 viicudun
savunmasinda merkezi bir rol oynar. Yangi bolgesinde; komplemanin aktivasyonu
sonrasi agiga ¢ikan protein pargalari, fibrinolitik faktorler, 16kosit ve trombositlerin
olusturdugu bazi kemotaktik dUriinler sekillenir ve bu kimyasallar nétrofilleri bu
bolgeye ceker (Kumar ve Sharma, 2010). Yangi bolgesinde damar gegirgenligini
artmasina bagl olarak damardan ayrilan notrofiller yangi bolgesine ulasan ilk
hicrelerdir (diapedezis ve kemotaksis yolu ile) (Rebar ve ark 2001). Bolgeye
ulastiklarinda bagisiklikta rol oynayan diger hiicrelere organizmaya giren patojen
hakkinda sinyal gonderirler (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Mesa ve Vasques
2013).

Notrofil viicuda giren patojenle farkli yollarla savasabilecek silahlarla
donatilmistir (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). Bunlardan ilki nétrofil i¢inde
“graniil” olarak tanimlanan 6zel bdlmelerde depolanan enzim ve kimyasallardir. Bu
molekiiller fagosite edilerek notrofil igine alinan patojen Uzerine etkilidir
(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Mesa ve Vasques. 2013). Granil iginde
bulunan bu enzim ve kimyasallar ayn1 zamanda organizmanin dokular i¢in de toksik
niteliktedir. Bu graniiller igerikleri yoniinde gruplara ayrilir (primer, sekonder ve
tersiyer granuller). Primer granuller; myeloperoksidaz (MPO), notrofil elastaz (NE),
ve katepsin G gibi bazi enzim ve kimyasallar1 tasir (Guimaraes-Costa ve ark 2012).
Sekonder grandiller; pentraksin ve laktoferrin (Guimaraes-Costa ve ark. 2012), tersiyer
grantller ise gelatinaz ve peptidoglikan-baglayan protein tagimaktadir (Mesa ve
Vasquez, 2013). Notrofil yukarida adi gegen enzim ve kimyasallar disinda bazi
kemokinler, anjiyogenik ve fibrogenik faktorler, timor nekrosis faktor (TNF)
siiperailesinden bazi sitokinleri de {iretebilir. Ayrica notrofil icinde sekillenen

respiratorik yanma esnasinda reaktif oksijen tiretiminden sorumlu olan nikotinamid
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adenin dinukleotid fosfat (NADPH) ve nitrit oksidaz tip 2 (NOX2) olarak adlandirilan
bazi enzimatik komplekslere de sahiptir (Mesa ve Vasquez, 2013).

Notrofillerin gesitli stratejiler kullanarak patojeni ortadan kaldirmasi bu hiicreleri
dogal bagisikligin 6nemli bir unsuru haline getirir (Mesa ve Vasquez, 2013). Notrofilin
patojenle  karsilastiginda  uygulandigi  stratejilerinden  birisi  fagositozistir
(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). Notrofil oldukca blyk partikulleri (patojeni)
fagosite edebilir. Patojen, notrofilin yilizeyinde yer alan ¢ok sayida reseptore baglanir
ve bunu takiben bir fagozom sekillendirir, fagozom araciligryla nétrofilin i¢ine patojen
alinir. Fagozom i¢ine alinan patojen iki yol kullanilarak yok edilir (non-oksidatif ve
oksidatif mekanizmalar). Non-oksidatif 6ldiirme mekanizmasi esnasinda nétrofil
icindeki graniiller fagozom ile birlesir ve graniilde bulunan molekiiller fagozoma
bosaltilir. Oksidatif 6ldiirme mekanizmasinda ise reaktif oksijen iriinlerinin (ROS)

sekillenmektedir (Guimaraes-Costa ve ark. 2012).

Degranulasyon yontemi ile nétrofil; enfeksiyon bélgesinde bulunan patojenler
Uzerine grandl iceriklerini bosaltarak etkisiz hale getirmeye ¢alisir. Bu molekiiller ayni
zamanda konak dokusu iizerinde de zarar veren yikimlayici etkiye sahiptir

(Guimaraes-Costa ve ark. 2012).

1.13.3. NETosis

Notrofillerin patojenle miicadelede kullandig1 diger bir savunma stratejisi ise
NETosistir (Brinkmann ve ark. 2004). NETosis esnasinda viicutta patojenle ya da bazi
molekiillerle karsilasan notrofilde ¢ekirdek ve graniiler igerikler birbiriyle karigir ve
bu karisim hiicre dis1 alana atilir (hiicre dis1 tuzaklar=NETs) (Branzk ve
Papayannopoulos 2013). Hiicre dis1 tuzaklarin nétrofiller tarafindan sekillendirildigi
belirlenmis olsa da zaman icinde bu yapilarin diger granulositik hiicrelerce
sekillendirildigi de tespit edilmistir (eozinofil, mast hucreleri, tavuklarda bulunan
heterofiller, makrofaj ve monositler) (Kaplan ve Radic 2012; Yousefi ve Simon 2016).

Hiicre dis1 tuzak yapisinin omurgasini olusturan DNA’nin nétrofildeki en 6nemli



kaynag1 ¢ekirdektir. Bununla birlikte granulositik hiicrelerde bulunan mitokondriler
de hiicre dis1 tuzaklardaki DNA’nin kaynagi olabilir. Tiim graniilositik hiicreler
(ndtrofil, eozinofil, bazofil) hiicre dis1 tuzak sekillendirebilmek adina mitokondriyel
DNA’y1 salar. Bu sekillenen ags1 yapilar bakterileri kusatabilir ve onlar1 6ldiirebilir.
Aktivasyonu takiben mitokondriyal DNA salinimi ve hiicre dis1 tuzak sekillendirme
reaksiyonu lenfosit ve monositler de de goriiliir. Ancak bu yapilar antibakteriyel
proteinleri tasimadiklart i¢in bu aglarin antibakteriyel 6zellikleri yoktur (Yousefi ve
ark. 2019).

NETosis reaksiyonu; sigir, koyun ve kegi gibi ruminant hayvanlardan (Munoz
Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Pisanu ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017),
esekten (Yildiz ve ark. 2019), kedi ve kopek gibi karnivor canlilardan (Wardini ve
ark. 2010, Jeffery ve ark. 2015, Sursal ve ark. 2017), tavuktan (Chuammitri ve ark.
2009), fareden (Abi Abdala ve ark. 2011), balik, yunus ve karides gibi denizde yasayan
canlilardan (Palic ve ark. 2007, Koiwai ve ark. 2016, Villagra-Blanco ve ark. 2017b)
bildirilmistir. NETosisin in vitro (Wardini ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 2014,
Jeffery ve ark. 2015, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019) ve in vivo gelistigine
dair bilgiler mevcuttur (Baker ve ark. 2008, Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve
ark. 2016).

NETosis reaksiyonu esnasinda; patojenle karsilasmis olan nétrofilde 6nce
antimikrobiyal nitelikte ve hiicre dis1 tuzaklarin sekillenmesini tetikleyen ROS agiga
c¢ikar. Graniiler igerikte bulunan NE ve MPO c¢ekirdege iletilir, bu asama notrofilin
cekirdeginde bulunan histonun modifiye olmasi saglanir. Tipik loplu formunu
kaybeden ¢ekirdegin membrani siger. Notrofilin tasidigi graniillerin membranlari
parcalanir. Nihayette cekirdek, sitoplazmik ve graniiler igerikler noétrofilin i¢inde
birbiri ile karisir. Notrofilden hiicre disi alana, bulut benzeri hiicre dis1 tuzaklar ¢ikar
(bu tuzaklar notrofilin  10-15 kat1 biyikligindeki bir alanda yayilir)
(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Yildiz 2016). Elektron mikroskobu ile 15-17
nanometre ¢apinda iplikgikler seklinde goriilen hiicre dis1 tuzaklarin omurgasint DNA
ve histonlar (H1, H2A, H2B, H3, H4) olusturmaktadir, bu iplik¢ikler iizerinde yaklasik
50 nanometre ¢apli graniil proteinleri izlenir (Manda ve ark. 2014). Hiicre dis1 tuzaklari

olusturan elementler Cizelge 1.4’te gorilmektedir.
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Cizelge 1.4. Hiicre Disi Tuzaklarin Yapi Taslar (Nétrofil icerikleri) (Mesa ve Vasquez, 2013)

Hiicre Dis1 Tuzaklarin Yap: Taslar1 (Nétrofil icerikleri)
Niikleer icerik DNA
Histones
Graniiler icerik Primer Grandl Myeloperoksidaz
Katepsin G,
Notrofil Elastaz
| Sekonder Graniil Laktoferrin
Pentraksin
| Tersiyer graniil Gelatinaz
Peptidoglikan-baglayan protein
Sitoplazmik Icerik Kalprotektin
Katalaz

NETosis, patojenle miicadelede nétrofillere bazi avantajlar saglamaktadir
(Branzk ve Papayannopoulos 2013). NETosis esnasinda sekillenen hiicre dis1 tuzaklar
araciligiyla notrofiller enfeksiyon bélgesinde patojenler etrafinda fiziksel bir sinirlama
yapmaktadir. Boylelikle ayn1 zamanda konak dokulari i¢in de yikict etkiye sahip
graniiler molekiiller belli bir alanda etki gdstermis olacak ve konak dokusu tlizerindeki
olumsuz etkisi nispeten sinirli bir alanda goriilecektir. Enfeksiyon bdlgesinde hiicre
dis1 tuzaklar araciligiyla yapilan bu fiziksel smirlama graniil igeriklerinin birbiri ile
sinerji yapmasmi da kolaylastiracaktir, boylelikle patojen iizerine etkinlikleri de
artacaktir. Mikroorganizmalarin enfeksiyon bolgesinde fiziksel olarak sinirlandirma
cabas1 onlarin sistemik olarak yayilmasimi da engelleme yoniinde bir girisimdir
(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Yildiz 2016).

Bugiin nétrofilin {i¢ farkli yol (fagositozis, degranulasyon ve NETosis)
kullanarak viicuttaki patojeni etkisiz hale getirmeye calistig1 bilinmektedir. Patojenle
karsilasan notrofilin 6nce hangi yolu kullandigi tam olarak belirlenememektedir. Bazi
arastiricilar patojenle karsilagsan nétrofilin sahip oldugu savunma stratejilerini sirayla
kullandigini ileri stirmiistiir (Kaplan ve Radic 2012). Bu goriise gore; nétrofil patojenle
karsilasmasini takiben ilk birka¢ dakika icinde fagositozis ile ortamdaki patojenleri

ortadan kaldirmaya calisir. On dakika sonra graniiler i¢erikler hiicre dis1 alana birakilir



(degranulasyon). Daha sonra NETosis siireci baglar (Kaplan ve Radic 2012). Bu
goriiste heniiz agiklanmas1 gereken noktalar vardir: patojenin fagosite eden notrofilde
sekillenen NETosisi takiben notrofilin biitiinliigliniin bozulmas1 fagozomlarda tutulan
patojeni hiicre dis1 alana serbest birakacaktir. Bu sebeple fagositozis ile patojeni hiicre
icine alan notrofilin bu olay1 takiben NETosis prosesine girecegi diisiiniilmemektedir.
Bu sebeple notrofillerin patojenle karsilastiginda fagositosis, degranulasyon ve
NETosis stratejilerini sirayla sekillendigine dair goriis kabul géormemistir. Diger bazi
arastiricilar ise nétrofilin bazi alt gruplarinin oldugunu, bazilarmin fagositosis,
bazilarinin ise NETosis ile gorevli oldugunu ileri stirmiistiir (Manda ve ark. 2014).

Viicutta iki farkli NETosis sekillendigi belirlenmistir; suisidal NETosis ve vital
NETosis (Manda ve ark. 2014). Suisidal NETosis esnasinda viicuttaki patojenin direkt
uyarimi sonucunda notrofildeki gekirdek ve grantilleri saran membran yapilar: gozden
kaybolur, icerikler birbiri ile karigarak hiicre disi alana yayilir (2-4 saatte)
(Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009). “Hiicresel kamikaze” olarak adlandirilan bu
reaksiyon yavasg gelismektedir. NETosisi takiben notrofil 61diigli i¢in kemotaksis ve
fagositoz gibi fonksiyonlar yapamaz. Vital NETosis slrecinde ise tim reaksiyon
oldukga kisa bir siirede tamamlanir (5-60 dakikada). Bu reaksiyonda notrofilin 6lim
sekillenmez. Notrofilin ¢ekirdeginde bulunan DNA ¢ekirdek zarindan sitoplazmaya
dogru tomurcuklanir ve sekillenen hiicre dis1 tuzaklar notrofilin hiicre zar1 yirtilmadan
ekstraselliiler alana yayilir. Vital NETosis sekillenmesini takiben cekirdegi g6zden
kaybolan notrofil, kemotaksis ve fagositozis fonksiyonlarini stirdiirebilir (Manda ve
ark. 2014).

Enfeksiyon yerine gelen notrofiller hiicre digi1 tuzaklar araciligiyla patojenlerin
organizmaya yayilmasini engelleyerek ve onlar1 6ldiirerek enfeksiyonlarit yonetir
(Guimaraes-Costa ve ark. 2012, Simon ve ark. 2013). Hiicre dis1 tuzaklarin
antimikrobiyal etkisini yapisini olusturan nétrofile ait DNA, graniiler molekiiller
(MPO ve NE), histonlar ve baz1 sitoplazmik proteinler (laktoferrin ve katepsinler)
olusturur (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Kumar ve Sharma 2010). Patojenle
karsilagan notrofil NETosis esnasinda 6nemli miktarda ROS {iretir. Bu kimyasal ayni
zamanda patojenlere de zarar verir. Notrofil patojenle micadele ederken non-oksidatif
faktorleri (MPO, histonlar, defensinler, kathelisidinler, bakteriyel permeabilite arttiran

protein ve katyonik serin proteazlar) de kullanir (Kaplan ve Radic 2012). Bu faktorler
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patojenin hiicre duvarini ya da membranini pargalayarak yok eder veya bélinmesini
engeller (Hahn ve ark. 2013, Nel ve ark. 2016).

Hiicre dis1 tuzaklarin pek c¢ok bakteri ve bazi mantarlara karsi sekillendigi
bildirilmistir. Bu etkenlere ilaveten HIV virusuna karsi da organizmada gelisen
savunmaya katilir. Notrofillerin parazitlere karsi hiicre dis1 tuzak olusturdugu ilk kez
2008 yilinda Plasmodium falciparum’dan bildirilmistir (Baker ve ark. 2008). Hiicre
dis1 tuzak reaksiyonlarinin sitma patogenezinde rolii oldugu belirtilmistir (Baker ve
ark. 2008). Bazi Leishmania ve Eimeria tirlerinin, Besnoitia besnoiti,
Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Neospora
caninum ve T. gondii’ye karsi ¢esitli konaklarin PMN’inde hiicre dis1 tuzaklar
gelismektedir (Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark.
2010, Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Avilla
ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Yildiz ve ark. 2017, Villagra-Blanco ve ark. 2017a,
Fei ve ark. 2018). Bu protozoonlarin yani sira Strongyloides stercoralis (Bonne-Annee
ve ark. 2014), Schistosoma japonicum (Chuah ve ark. 2014), Haemonchus contortus
(Munoz Caro ve ark. 2015), Ostertagia ostertagi (Mendez ve ark. 2018),
Angiostrongylus vasorum, Aelurostrongylus abstrusus and Troglostrongylus brevior
(Lange ve ark. 2017), Brugia malayi (McCoy ve ark. 2017) ve Dirofilaria immitis
(Munoz Caro ve ark. 2018)’in de NETs olusumunu tetikledigi bildirilmistir.

Konagin c¢esitli dokularm hticrelerinin iginde yasayan protozoonlar da hiicre
dis1 tuzaklari sekillendirmektedir (Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Abi
Abdala ve ark 2011, Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Wei ve ark. 2016,
Villagra-Blanco ve ark. 20173, Yildiz ve ark. 2017). Bu protozoonlar, sadece konaga
ilk girisleri esnasinda yerlesmeleri icin uygun hucreleri arama sathasi ve eseysiz
¢ogalma esnasinda ¢ogaldig: hiicreyi patlattigi donem disindaki gelisimlerini zorunlu
olarak hiicre igi gergeklestirir (Kreier, 1993). NETosis reaksiyonu ile hiicre disina
¢ikan parazitlerin notrofiller tarafindan etkisiz hale getirilmesi, buna baglh olarak yeni
hicrelerin enfeksiyonunun engellenmesi saglanmakta, sonugta viicutta parazit sayisi
azaltilmaya ¢alisilmaktadir (Papayannopoulos ve Zychlinsky 2009, Hahn ve ark. 2013,
Hermosilla ve ark. 2014).

Toxoplasma gondii’nin insan disinda sigir, koyun, kedi, esek, fare, fok ve

yunuslara ait PMN’de hiicre dis1 tuzak gelisimini saglar (Abi Abdala ve ark. 2011,



Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019,
Imlaua ve ark. 2020). Bu doktora tezi ile in vitro ortamda T. gondii tachyzoitleri ile bir
araya getirilen kopek PMN’de sekillenen hiicre disi tuzak yapilarimi arastirmak
amaclanmistir. Hiicre disi tuzaklarin sekillenmesinde parazit konsantrasyonu ile
inkubasyon siiresi etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica T. gondii’ye karsi
sekillenen hiicre dis1 tuzaklarda ROS, MPO ve NE aktivitelerinin tespit edilmesi

amagclanmustir.

31



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Serolojik pipet, steril reaksiyon tlpd, portip, penset, lam, poly-L-lysin kapli lamel,
sitratli kan alma tiipii, pipet tabancasi, otomatik pipetler, mikrosantrifiij tiipii, steril
cam sise, pipet uglari, 96 kuyucuklu polistren mikrotitrasyon pleyti, kurutma kagidi,
parafilm, Neubauer sayim kamarasi, PBS-EDTA (%0,02), RPMI-1640 (Sigma),
Hank’s Balanced Salt Solusyonu (Sigma), PMA (Sigma-Aldrich), Percoll (Sigma-
Aldrich), Trypan blue boya (Sigma), Diff Quick boya (Bio Optica, Italy), Sytox Green
boya (Invitrogen), Micrococcal nuclease (NEB), Anti-histon (H3) monoclonal
antikoru (Santa Cruz, sc-374669), Anti-myeloperoksidase monoclonal antikoru (Santa
Cruz, sc-52707), Anti-neutrophil elastase monoclonal antikoru, (Santa Cruz, sc-
55548). FITC isaretli IgGi, 2',7'-Dichlorofluorescin diacetate (Sigma Aldrich),
Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitrogen), MeoSuc-Ala-
Ala-Pro-Val-chloromethyl-ketone (Sigma-Aldrich), 5-(and-6)-carboxyfluorescein

diacetate N-succinimidyl ester (CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit, Invitrogen).

2.2. Cihazlar

Isik mikroskobu (Leica DM750), Karbondioksitli inkubatér (Niive MN120), santrifiij
(Thermo Scientific, SL 16R), fluorometre (Fluoroscan Ascent FL, Thermo Scientific),
tip Il biyogivenlik kabini (Nive EC160), fluoresans mikroskop (Leica IL Led Fluo),
hassas terazi, ultra saf su cihazi, 1siticili blok, buzdolabi, derin dondurucu, su banyosu,

sterilizator, pH metre.



2.3. Etik Kurul

Calisma i¢in gerekli Etik Kurul izni Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan alinmistir (Toplant1 tarihi: 06.09.2017, Karar no: 17/32).

2.4. Yontem

Caligmalar tip II biyogiivenlik kabininde yiiriitiilmustiir. Tiim ekipman ve solusyonlar

steril edilmistir. Deneyler farkli zamanlarda {i¢ defa tekrarlanmistir.

2.5.Toxoplasma gondii Tachyzoitleri

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu biinyesinde yer alan Parazitoloji Laboratuvari’nda
toksoplasmozis teshisinde Sabin Feldman Boya Testi rutin olarak uygulanmaktadir.
Bu testte canli antijen olarak kullanilan T. gondii farelerde pasajlanarak
stirdliriilmektedir. Caligmada kullanilan tachyzoitler bu amagla enfekte edilen fare
peritonunun serum fizyolojik ile yikanmasi sonrasinda elde edilmistir. Tachyzoit
siispansiyonundan otomatik pipetle alinan 6rnekler Neubauer kamarasi kullanilarak
151k mikroskobu kullanilarak sayilmistir (Leica DM750). Bu say1, sulandirma orani ile
carpilarak tachyzoit slispansiyonunun ml’sinde bulunan parazit sayis: belirlenmistir.
Bu slspansiyon, deneyde kullanilacak oranlarda RPMI-1640 kullanilarak

sulandirilmistir.
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2.6. Venéz Kandan PMN izolasyonu

Klinik olarak saglikli goriiniime sahip bes kopegin (1 yasindan biyiik) Vena
cephalica’sindan antikoagulantli tiipe 5 ml kan O6rnegi usuliine uygun bigimde
almmistir. Venoz kandan PMN izolasyonu Sursal ve ark. (2017)’ma gore yapilmistir.
Bunun i¢in Percoll stok soliisyonundan HBSS kullanilarak Percoll dilusyonlar
hazirlanmistir (%45, %54, %63 ve %72). En yogun Percoll dilusyonundan (%72)
baglayarak alinan ikiser ml’lik Percoll dilusyonlar1 kapakli steril polistren santrifij
tiipiine tabaka olacak bi¢imde yerlestirilmistir. Kopek venoz kan 6rnekleri PBS-EDTA
(%0,02) kullanilarak 1:1 oraninda sulandirilmistir. Bu iglemi takiben en tistteki Percoll
dilusyonunun (%45) iizerine dikkatlice yerlestirilmistir. Tiipler oda sicakliginda 35
dakika siireyle santrifiij edilmistir (500 x g). Santrifiijten sonra tiiplerdeki %63 ve %72
Percoll dilusyonlar1 arasinda biriken hiicreler steril pastor pipeti araciligiyla ¢ekilmis
ve steril kapakli polistren santrifiij tiiplerine alinmistir. Bu tiipler + 4° C’de 10 dakika
siireyle santrifiij edilmis (300 x g), daha sonra siipernatant kismi ¢ekilerek
uzaklastirilmistir. Steril ultrasaf su eklenerek tlipteki sedimentte bulunan eritrositler
parcalanmig ve hemen HBSS (10x) eklenerek tiiplerin igindeki osmolarite
diizenlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda pelet RPMI-1640 (without phenol red,

Sigma) ile sulandirilmistir.

2.7. izole Edilen PMN’in Sayimi ve Canhlik Oraninin Belirlenmesi

Kopek venodz kanindan izole edilen PMN siispansiyonu i¢indeki hiicre sayisini
belirlemek i¢in otomatik pipetle 6rnek mikrosantrifiij tliplerine yerlestirilmis ve
RPMI-1640 ile 1:10 olacak sekilde sulandirilmigtir. Neubauer kamarasina yerlestirilen
PMN:RPMI-1640 siispansiyonu 151k mikroskobu altinda sayilmistir. Elde edilen say1



sulandirma oranmi ile (x10) carpilarak izole edilen peletteki toplam PMN sayisi

bulunmustur.

Elde edilen PMN’nin canli olup olmadiginin belirlenmesinde Trypan blue
soliisyon ile boyama yapilmistir. Bunun i¢in peletten alinan PMN 6rnekleri ile trypan
blue solusyonu (1:1) steril mikrosantrifiij tiipleri igerisine alinmistir. Mikropipetle
alman boyali PMN o6rnekleri Neubauer kamarasi igine yerlestirilmis ve 151k
mikroskobu kullanilarak boya alip almamasi1 yoniinden incelenmistir. Boya alan
hticreler (mavi renkte) 6lii olarak degerlendirilmistir. izole edilen peletteki PMN’nin
canlilik orani; Neubauer kamarasinda rastgele secilen 10 mikroskobik sahada boya

almayan hiicrelerin tiim hiicre sayisina oranlanmasi sonucunda belirlenmistir.

2.8. izole Edilen PMN’te Notrofil Oraninin Belirlenmesi

izole edilen PMN siispansiyonundan mikropipetle alinan 6rnekler temiz lamlar (bes
adet lam) tlizerine yayilmistir. Havada kurutulduktan sonra metil alkol kullanilarak
tespit islemi yapilmistir. PMN igerisindeki ndtrofil oranini saptamak amaciyla Diff-
Quick boya solusyonu ticari firmanin belirttigi sekilde yapilmistir. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra lamlar 151k mikroskobu ile incelenmis ve rastgele segilen 10
sahada mor renkli parcali ¢ekirdekli olarak boyanan nétrofiller ile sahadaki tim
polimorfoniikleer hiicreler sayilmis ve izole edilen PMN siispansiyonunda nétrofil

orani hesaplanmistir.

2.9. Hiicre Dis1 Tuzak Gelisimine Farkh Tachyzoit Yogunlugunun Etkisi

RPMI-1640 kullamlarak 1x10%100 pl olacak sekilde sulandirilan PMN ile 1 x 10°/
100 pl (1:1), 2 x 10°/ 100 pl (1:2) ve 3 x 10°/ 100 pl (1:3) konsantrasyonda sulandirilan
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tachyzoitler ayri steril reaksiyon tiiplerine yerlestirilmistir. Calismada phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) (50 nM) ile uyarilmis kopek nétrofilleri pozitif kontrol
olarak kullanmilmustir. Tiipler (deney ve kontrol) 37°C’ye ayarlanmis inkubatérde 60
dakika siireyle tutulmustur (%5’lik CO2 ortaminda). Bu siire bitiminde PMN ve
tachyzoit kiiltlirleri igeren tiiplere Micrococcal niiklease (5 U) konulmus ve
inkubasyon islemine ayni1 kosullar altinda 15 dakika daha devam edilmistir. Daha
sonra tlipler bes dakika siireyle santrifiij edilmistir (300 xg). SantrifiijJden alinan
tiiplerdeki siipernatant otomatik pipet kullanilarak polistren mikrotitrasyon pleytin
kuyucuklarma (her bir tiipten iki ayr1 kuyucuga) yerlestirilmis ve lizerine Sytox Green
(5 uM) ekstraselliller DNA boyasi eklenmistir. Karanlik ortamda 15 dakika siireyle
bekletilen pleytte agiga ¢ikan ekstraselliiler DNA fluorometre kullanilarak l¢iilmiistiir
(460 nm eksitasyon/538 nm emisyon).

2.10. Hiicre Dis1 Tuzak Gelisiminde Farkh inkubasyon Siirelerinin Etkisi

RPMI-1640 ile 1 x 10° / 100 ul olacak sekilde sulandirilan képek PMN’i ile
tachyzoitler (1:1, 1:2 ve 1:3 konsantrasyonda olacak sekilde) steril hale getirilmis
polystren reaksiyon tupleri igerisine dikkatlice yerlestirilmistir. PMA (50 nM)
eklenmis kopek notrofilleri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu asamada ti¢ farkli
inkubasyon siiresi (30, 60 ve 120 dakika) icin ayr1 deney ve kontrol gruplari
olusturulmustur. Tiipler (deney ve kontrol), %5’lik CO2 i¢eren inkubatorde (37°C’de)
farkli siirelerde inkube edilmig ve her bir gruba ait tiiplere inkubasyon siiresi bittiginde
Micrococcal niiklease (5 U) eklenmis, ayni kosullarda (37°C’de 15 dakika)
bekletildikten sonra inkubatorden ¢ikarilmistir. Santrifiijii takiben (300 x g, 5 dakika)
tiiplerdeki siipernatant 96 gozlii polistren mikrotitrasyon pleytine aktarilmistir (her bir
tip iki ayrt kuyucuga yerlestirilmistir). Pleytin kuyucuklarina Sytox Green
ekstraselliler DNA boyasit (5 puM) eklenmis ve karanlik ortamda 15 dakika
bekletilmistir. Fluorometreye yerlestirilen pleytte sekillenen fluoresans diizeyi

Olclilmiistiir (460 nm eksitasyon/538 nm emisyon).



2.11. Hiicre Dis1 Tuzaklarin iImmunohistokimyasal Boyanmasi

Hiicre dis1 tuzaklari olusturan kromatin iplik¢ikleri iizerindeki nétrofile ait bazi
enzimleri (notrofil elastaz ve myeloperoksidaz) ile cekirdek materyali olan histonun
(H3) goriiliir hale getirilmesi amaciyla PMN-tachyzoit kilttr( immunohistokimyasal
olarak boyanmigtir. Bu boyama oncesinde, tachyzoitle inkube edilen kopek PMN’de
sekillenen NETosis reaksiyonu esnasinda olusan agsi hiicre dis1 tuzaklar arasinda
tachyzoitlerin izlenebilmesi amaciyla tachyzoitler, membran permeabl flouresans

boya ile agsagida belirtilen sekilde boyanmustir.

2.11.1. Toxoplasma gondii Tachyzoitlerinin Boyanmasi

Tachyzoitler inkubasyonun hemen 6ncesinde membran permeabl fluoresans boya olan
5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (5 uM) ile ticari firmanin
onerdigi bigcimde boyanmistir. Bunun i¢in tachyzoitler fluoresans boya ile 10 dakika
stire ile 37°C’de inkubasyonda tutulmus, takibinde Foétal buzagi serumu igeren (%10)
PBS eklenmistir. Fluoresans boyali tachyzoitler PBS ile ii¢ kez yikanmistir (10 dakika,
400 x Q).

2.11.2. inkubasyon

Kopek PMN’i 1 x 10% 100 pl hacminde poly-L-lysine kapli lameller iizerine

yerlestirilmistir. Uzerine fluoresans isaretli tachyzoitler 1:1 konsantrasyonda olacak
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bi¢imde konulmus ve 60 dk boyunca inkubatérde tutulmustur (37°C, %5’lik CO2

ortaminda).

2.11.3. Tespit ve Bloklama

Inkubasyon siiresi tamamlandiginda lamellere %4’liikk paraformaldehit ile fiksasyon
islemi yapilmistir. Takibinde formaldehiti uzaklastirmak i¢in ii¢ kez PBS ile
yikanmistir. Tespit islemi tamamlanan lamellere %0,5°lik Triton X-100 damlatilmas,

PBS ile yikama sonrasinda %1°’lik BSA eklenmistir.

2.11.4. Immunohistokimyasal Boyama

Toxoplasma gondii nin sekillendirdigi hiicre dis1 tuzaklarda netosisin karakteristik
yapilarindan olan histon, MPO ve NE tespit edebilmek i¢in uygun primer ve sekonder
antikorlar ile boyama yapilmistir (Cizelge 2.1). Bloklama isleminden sonra primer
antikor damlatilan lameller inkubatorde bir saat siireyle tutulmustur (37°C ve %5’°lik
CO3). Daha sonra sekonder antikor damlatilan lameller ayn1 kosullarda bir saat stireyle
inkube edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra Sytox orange ekstraselliiler DNA boyasi
(1:30.000 konsantrasyonda) kullanilarak bes dakika siire ile boyanmistir. Boyama
esnasinda lameller 151k almayan ortamda tutulmustur. Daha sonra mowiol eklenmis
lam Gizerine yerlestirilmistir. Bu preparatler fluoresans mikroskop altinda incelenmistir

(495 nm eksitasyon/520 nm emisyon).



Cizelge 2.1. Immunohistokimyasal boyamada kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer antikor Sulandirma Sekonder antikor Sulandirma
Anti-histon (H3) monoclonal antikoru 1:1000 FITC isaretli IgGap 1:100
Anti-MPO monoclonal antikoru 1:1000 FITC isaretli [gG; 1:100
Anti-NE monoclonal antikoru 1:1000 FITC isaretli IgG; 1:100

2.12. Hiicre Dis1 Tuzaklarda ROS, MPO ve NE Aktivitelerinin Olguimi

2.12.1. ROS Aktivitesinin Ol¢umii

NETosis reaksiyonu esnasinda kopek PMN’sinde aciga c¢ikan reaktif oksijen
tirtinlerinin belirlenmesi i¢in yapilan bu ¢alismada; kopek PMN’si ve tachyzoitler 1:1
oraninda polistren mikrotitrasyon pleytine yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak PMA
(100 nM) ile muamele edilen kopek PMN’1 kullanilmistir. Pleytin tiim kuyucuklarina
(deney ve kontrol grubu); 2’,7'-Dichlorofluorescin diacetate (10 pg/ml) dozda
eklenmistir. Pleytler, 37° C ayarlanmis fluorometre icine yerlestirilmis ve cihaz iginde
150 dakika boyunca tutulmustur. Inkubasyon siiresince 10’ar dakika ara ile dlgiim

alinmigtir (485 nm eksitasyon/520 nm emisyon).

2.12.2. MPO Aktivitesinin Ol¢iimu

NETosis reaksiyonu esnasinda sekillenen myeloperoksidaz aktivitesinin belirlenmesi
icin; kopek PMN’i ile tachyzoitler 1:1 oraninda polistren mikrotitrasyon pleytine
yerlestirilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak PMA (100 nM) ile muamele edilen
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kopek PMN’i kullanilmistir. Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit
firmanin Onerdigi bi¢imde uygulanmistir. Deneyde Horseradish peroksidase (2
mU/ml) peroksidaz egrisi ¢izmek i¢in, 1xReaksiyon buffer ise testte negatif kontrol
olarak kullanilmigtir. Amplex Red solusyonu (50 uM) inkubasyon baslangicinda
pleytteki tiim kuyucuklara eklenmistir. Pleytler fluorometre i¢inde 150 dakika
boyunca 37° C’de inkubasyonda tutulmus ve 485 nm eksitasyon/520 nm emisyon

aralifinda tiim inkubasyon stiresince 10’ar dakika ara ile 6l¢tim alinmistir.

2.12.3. NE Aktivitesinin Ol¢iimi

NETosis reaksiyonu esnasinda sekillenen nétrofil elastase aktivitesinin belirlenmesi
icin kopek PMN’i ve tachyzoitler 1:1 oranda polistren mikrotitrasyon pleytine
yerlestirilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak PMA (100 nM) ile muamele edilen
kopek PMN’i kullanilmistir. NE aktivitesini 6lgmek i¢in kromojenik substrat olan
MeoSuc-Ala-Ala-Pro-Val-chloromethyl-keton (3 mg/ml) kullanilmistir. Bu substrat
inkubasyon baslangicinda hem deney hem de kontrol gruplarinin oldugu kuyucuklara
eklenmigstir. Pleytler fluorometre iginde 150 dakika siireyle 37 C’de inkubasyonda
tutulmus ve 10’ar dakika ara ile Ol¢ciim alimmustir (485 nm eksitasyon/520 nm

emisyon).

2.13. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen sonuglarin analizi SPSS 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
kullanilarak yapilmistir. Uygulanan tiim hipotez testi sinamalar1 giiven diizeyi %95
olarak sekilde gerceklestirilmistir. Verilere iliskin tanimlayici istatistikler yapilarak
aritmetik ortalama ve standart hata hesaplamasi yapilmistir. Uygulanan ikili
karsilagtirmalar i¢in 6ncesinde tek yonlii varyans analizi gergeklestirilmis (ANOVA)

sonrasinda ise LSD testi ile ikili karsilagtirmalarda farkliligin olup olmadigi aranmustir.



ANOVA’nin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan normallik varsayimi Shapiro — Wilk
ile stnanmig ve ikili karsilastirmalara konu olan verilerin normal dagildig1 birinci tip
hata 0.05 iken kabul edilmistir. Ayn1 zamanda ANOVA ig¢in gerekli ikinci sart olan
homojen varyans varsayimi Leneve ile stnanmis ve 0.05 hata diizeyinde yeterli p-

degerine ulagilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. izole Edilen PMN’de Nétrofil Orami ve Canlihginin Belirlenmesi

Santrifijden sonra %63-72 Percoll dilusyonlar: arasindaki hiicre tabakanin ¢ekilmesi
ile elde edilen kopek PMN oOrnekleri Sekil 3.1°de izlenmektedir. Vendz kan
orneklerinden izole edilen PMN’deki nétrofil oraninin saptanmast i¢in yapilan boyama
sonrasinda koyu mavi renkte c¢ekirdege sahip solgun pembe sitoplazmali nétrofiller
Sekil 3.2°de goriilmektedir. izole edilen tim PMN igindeki notrofil oranmin %92
oldugu belirlenmistir. Trypan blue ile boyanmasini takiben izole edilen nétrofillerin

%98’1nin boya almadig1 (canli oldugu) belirlenmistir.

Sekil 3.1. Képek vendz kan érneklerinden izole edilen polimorfontkleer 16kositlerin 11k
mikroskobik gériinima (oklar) (Neubauer kamarasi, x20).



L
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Sekil 3.2. izole edilen koyu mavi gekirdekli ve agik pembe sitoplazmaya sahip nétrofillerin 11k
mikroskobik gérianumi (Diff-Quick boyama, x100).

3.2. Immunohistokimyasal boyama

Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile birlikte inkubasyonu yapilan kopek PMN’inde
saptanan degisiklikler floresans mikroskobunda izlenmistir (Sekil 3.3-3.12). PMN’nin
bulundugu alanlarda bazilar1 bulut goriiniimiinde bazilar1 ise iplik¢ikler halinde
izlenen ags1 yapidaki hiicre dis1 tuzaklar tespit edilmistir. Bu hiicre dis1 sekillenen
yapilar1 Sytox Orange boyasi ile boyanmis olmasi bu yapilarin DNA 6zelliginde
oldugunu gostermistir (Sekil 3.4, Sekil 3.7, Sekil 3.11). NETosis reaksiyonunun tipik
0zelligi olan histonlar (H3), MPO ve NE igeren hiicre dis1 tuzak yapilarinin PMN’den
hiicre disina ¢iktig1 immunohistokimyasal boyama sonucunda tespit edilmistir (Sekil
3.3, Sekil 3.6, Sekil 3.9, Sekil 3.10). Hiicre disina ¢ikan tuzaklarin arasinda floresans
isaretli tachyzoitler izlenmektedir (Sekil 3.9). Hiicre dis1 tuzak yapilarinin

tachyzoitlere yapistig1 ve onlar1 immobilize ettigi goriilmektedir.
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Bu calismada tachyzoitlerle inkube edilen kopek PMN’inde sekillenen
NETosis reaksiyonunun flouresans mikroskobik analizi sonrasinda diffuz ve yayilmis
formda hiicre dis1 tuzak yapilar1 izlenmistir. Diffuz formda birden ¢ok tachyzoitin
kiiresel yapili ag i¢inde yerlestigi izlenirken (Sekil 3.3, Sekil 3.11), yayilmis formdaki
hiicre dis1 tuzak yapilarina genelde tek tachyzoitin tutundugu goriilmiistiir (Sekil 3.7).

3.2.1. immunohistokimyasal Boyah Histon (H3)

Sekil 3.3. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karsi kopek PMN’inde gelisen hicre disi
tuzaklardaki histon (H3)'u gosteren floresans mikrograf (Oklar: Hicre disi tuzaklar arasindaki

tachyzoitler).



Sekil 3.4. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kars1 kopek PMN’inde sekillenen hiicre disi tuzak
yapilarinda ekstraselliler DNA’yi gosteren floresans mikrograf.

Sekil 3.5. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kas1 kdpek PMN’inde sekillenen hiicre digi tuzak
yapilarinda histon (H3) (yesil) ve extraselliler DNA’y1 (turuncu) birarada gésteren floresans

mikrograf (Imaged) (Oklar: Hiicre digi tuzaklar arasindaki tachyzoitler).
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3.2.2. immunohistokimyasal Boyah MPO

Sekil 3.6. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kagi kdpek PMN’inde sekillenen hucre digi tuzak
yapilarinda MPO’yu gosteren floresans mikrograf (Ok: Tachyzoit)

Sekil 3.7. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kopek PMN’inde sekillenen hucre digi tuzak

yapilarinda ekstraselliler DNA'y1 gbsteren floresans mikrograf.



Sekil 3.8. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kopek PMN’inde sekillenen hucre digi tuzak

yapilarinda MPO ve extraselliler DNA'yiI birarada gdsteren floresans mikrograf (ImageJ).
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3.2.3. immunohistokimyasal Boyah NE

Sekil 3.9. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kopek PMN’inde sekillenen hiicre disi tuzak

yapilarinda NE’1 gosteren floresans mikrograf (OK: Tachyzoitler).

Sekil 3.10. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kdpek PMN’inde sekillenen hiicre digi tuzak
yapilarinda NE’1 gosteren floresans mikrograf.



Sekil 3.11. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kdpek PMN’inde sekillenen hiicre digi tuzak

yapilarinda ekstraselliler DNA’y1 gésteren floresans mikrograf.

Sekil 3.12. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kasi kdpek PMN’inde sekillenen hiicre disi
tuzak yapilarinda NE ve extraselliler DNA'yi birarada gosteren floresans mikrograf (ImageJ)
(Ok Tachyzoitler).
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3.3. Hiicre Dis1 Tuzaklarin Tachyzoit Konsantrasyonu ve Inkubasyon Siiresine

Bagh Degisimi

Farkli konsantrasyonda (1:1, 1:2 ve 1:3) tachyzoitlerle inkube edilen kpek PMN’inde
in vitro ortamda gergeklesen NETosis reaksiyonunda agiga c¢ikan ekstreselliiler
DNA’ya yonelik elde edilen sonuglar Sekil 3.13’te gosterilmistir. Parazitin
konsantrasyon arttikca sekillenen hiicre dis1 tuzak miktarinin da arttig1 goriilmektedir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan PMAnin koépek nétrofilleri icin NETosis yoniinde iyi
bir aktivatér oldugu goriilmiistiir. Ancak aradaki farkliliklarin istatistiksel olarak

Oonemsiz oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.13. Koépek PMN ile inkube edilen farkli orandaki (1:1, 1:2 ve 1:3) tachyzoitlerin
sonrasinda sekillenen NETosis reaksiyonunda agiga ¢ikan hiicre disi DNA'nin kantitatif
Olcimu. (PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit).



Farkl1 siirelerde (30, 60 ve 120 dk) inkube edilen PMN-tachyzoit kultiriinde
sekillenen ve yapisi ekstraselliler DNA’dan tesekkiil eden hiicre dis1 tuzaklarin
inkubasyon siiresinin uzamastyla iliskili degisimi Sekil 3.14’te verilmistir. Tiim deney
ve kontrol gruplarinda inkubasyonun 60. dakikasina kadar hiicre dis1 tuzak ¢ikisinda

artis oldugu saptanmustir. Ancak aradaki farkliliklar istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur.
Parametre
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Sekil 3.14. Farkli tachyzoit konsantrasyonlari (1:1, 1:2 ve 1:3) ile inkubasyona alinan kdpek
PMN’inde gelisen NETosis reaksiyonununda olusan hiicre digi DNA'nin sireye (30, 60 ve 120
dk) bagh degisimi. (PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit).
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3.4. Inkubasyon Esnasinda Sekillenen ROS, MPO ve NE Aktivitesinin
Belirlenmesi

3.4.1. inkubasyon Esnasinda Sekillenen ROS Aktivitesi

Kopek PMN-tachyzoit kiltirinde 150 dakika boyunca sekillenen NETosis
reaksiyonunda aciga ¢ikan ROS aktivitesi Sekil 3.15’te izlenmektedir. Inkubasyon
boyunca hem PMN-tachyzoit kiiltiirinde hem de pozitif kontrolde agiga ¢ikan ROS
miktarinda zamana bagl artig sekillenmistir. Onar dakika arayla yapilan tim
Olciimlerde pozitif kontrol grubunda agiga ¢ikan ROS diizeyi, tachyzoitlere karsi
sekillenen reaksiyondan agiga ¢ikan ROS diizeyinden yliksek olmustur.

Tiim inkubasyon siiresince elde edilen tiim dl¢limlerin ortalamasi alindiginda
pozitif kontrolden elde edilen ROS duzeyi, tachyzoitlere bagli olarak sekillenen
seviyeden yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kargi kdpek PMN’inde (1:1) sekillenen ROS
aktivitesinin zamana bagl degisimi. (AU: Arbitrary Unit).
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Sekil 3.16. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kargi kdpek PMN’inde (1:1) sekillenen ROS
aktivitesinin tim zamanlara gére degisimi. (AU: Arbitrary Unit).

3.4.2. inkubasyon Esnasinda Sekillenen MPO Aktivitesi

Kopek PMN-tachyzoit kiiltiiriinde 150 dakika boyunca sekillenen NETosis
reaksiyonunda agia cikan MPO aktivitesi Sekil 3.17°de goriilmektedir. inkubasyon
stiresince hem PMN-tachyzoit kiiltiiriinde hem de pozitif kontrolde agiga ¢ikan MPO
miktarinda zamana bagh artis sekillenmistir. Hem deney hem de pozitif kontrol
grubunda kopek PMN’inden aciga ¢ikan MPO diizeyi inkubasyonun ilk 40 dakikas1
boyunca artis egiliminde olmustur. Bu noktadan sonra 70. dakikaya kadar sabit devam
etmis ve daha sonra yavasca azalma egilimi gostermistir. Tiim 6l¢iim noktalarinda
pozitif kontrol olarak kullanilan PMA’dan aciga ¢ikan MPO miktar1 sekillenen
NETosis reaksiyonunda agiga ¢gikan MPO diizeyinden yiiksek olmustur.

MPO aktivasyonunun belirlenmesi amaciyla inkubasyon siiresince O6l¢iim
alinan tiim noktalarin ortalamasi alindiginda deney ve kontrol gruplarinda sekillenen
MPO diizeyi Sekil 3.18°de goriilmektedir. Inkubasyon boyunca aciga ¢ikan MPO

diizeyi kontrol grubunda tachyzoitlere gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.
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Sekil 3.17. Toxoplasma gondii’ye karsi kdpek PMN’inde (1:1) zamana bagl sekillenen MPO
aktivitesi. Peroksidaz standart egrisi Horseradish Peroksidaz (HRP) ile olusturulmustur. (RB:
Reaksiyon buffer, PK: Pozitif kontrol) (AU: Arbitrary Unit).
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Sekil 3.18. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karsi képek PMN’inde (1:1) sekillenen MPO
aktivitesinin tim zamanlara gére degisimi. (AU: Arbitrary Unit).



3.4.3. inkubasyon Esnasinda Sekillenen NE Aktivitesi

Kopek PMN-tachyzoit kiiltirinde 150 dakika boyunca sekillenen NETosis
reaksiyonunda aciga c¢ikan NE aktivitesi Sekil 3.19°da goriilmektedir. Inkubasyon
boyunca hem PMN-tachyzoit kiiltiiriinde hem de pozitif kontrolde agiga ¢ikan NE
miktarinda zamana baglh artis sekillenmistir. Pozitif kontrol grubunda sekillenen
NETosis reaksiyonu esnasinda agiga ¢ikan NE diizeyi tachyzoite bagh sekillenen
reaksiyonda agiga ¢ikan NE diizeyinden yiiksek olmustur.

NE aktivasyonu i¢in inkubasyon siiresince Ol¢iim alinan tiim noktalarin
ortalamasi alindiginda deney ve kontrol gruplarinda sekillenen diizey Sekil 3.20°de
goriilmektedir. Bu sekilde de tiim zamanlarda aciga ¢ikan NE diizeyinin kontrol

grubunda daha yiiksek oldugu saptanmustir.
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Sekil 3.19. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karsi képek PMN’inde (1:1) sekillenen NE

aktivitesinin zamana bagl degisimi. (AU: Arbitrary Unit).
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Sekil 3.20. Toxoplasma gondii tachyzoitlerine karsi kopek PMN’inde (1:1) sekillenen NE

aktivitesinin tim zamanlara gére degisimi (Arbitrary Unit, AU).



4.  TARTISMA VE SONUC

4, 1. Tarisma

Notrofiller, eozinofil ve bazofillerle birlikte PMN’yi olusturur. PMN'nin blyuk
kismini, sayis1 hayvanin tiirtine bagli degismekle birlikte nétrofiller olusturmaktadir
(Kaplan ve Radic 2012). Bu sebepten dolay1 bu ¢alismada kopek vendz kanindan izole
edilen PMN’nin biiyiikk kismini nétrofillerin olusturdugu belirlenmis olsa da diger
granulositik hiicrelerin de varligindan dolay:1 izole edilen hiicreler PMN olarak

adlandirilmustir.

Notrofiller, insan ve hayvanlarda en ¢ok bulunan bagisiklik sistemi
hlcreleridir. Bu hicreler viicuda giren patojenlerle fagositosis ve degranulasyonun
yani sira NETosis adi verilen bir mekanizmayla da miicadele eder. NETosis, diger
hiicre 6liim bigimleri olan nekrosis ve apoptosisten farklidir. NETosis esnasinda hiicre
dis1 tuzak adi verilen kromatin, MPO ve NE gibi antimikrobiyal yapilardan olusmus
ic boyutlu ags1 yapilar ekstraselliiler alana salinir. Parazitlerin insanlara ait PMN’de
hiicre dig1 tuzak olusturdugu ilk kez P. falciparum’da goriilmistiir (Baker ve ark.
2008). Daha sonra pek cok parazit tiiriiniin NETosis sekillendirdigi belirlenmistir
(Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Munoz
Caro ve ark. 2014, Silva ve ark. 2014, Avilla ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Villagra-
Blanco ve ark. 20173, Fei ve ark. 2018). Sadece canli parazitlerin degil ayn1 zamanda
parazit lizatlariin ya da 1s1 ile inaktive edilmis parazitlerin de PMN’de hiicre dis1
tuzaklarin sekillenmesini sagladigi belirtilmistir (Munoz Caro ve ark. 2014).
Parazitlere karst PMN’de gelisen NETosis reaksiyonu sadece in vitro ortamda
yirGtilen galismalardan bildirilmemis (Silva ve ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2014a,
Reichel ve ark. 2015, Wei ve ark. 2016), ayn1 zamanda bu reaksiyonun in vivo olarak
sekillendigi de belirlenmistir (Abi Abdala ve ark. 2011, Munoz Caro ve ark. 2016).
NETosis reaksiyonunun, parazitlerin kendilerine 06zgii konaklara ait PMN’de

sekillenip sekillenmedigi yoniinde yapilan baz1 ¢aligmalarda parazitlerin kendilerine
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0zgu olmayan konaklara ait PMN’de NETosis reaksiyonu gelistirdigi tespit edilmis,
sigirlara 6zgii bir parazit olan Eimeria bovis sporozoitlerine karst ke¢i PMN’inde,
sigira ait olmayan Eimeria tiirlerine kars1 da sigir PMN’inde NETosis reaksiyonu rapor

edilmistir (Hermosilla ve ark. 2014).

Kopek PMN’sinde NETosis sekillendigi bilinmektedir (Jeffery ve ark. 2015).
Paraziter etkenlerden olan N. caninum ve D. immitis’e kars: in vitro ortamda kdpek
PMN’sinin NETosis olusturdugu ve bu reaksiyonunun karakteristik 6zelligi olan
granular enzimler tagiyan ekstrasitoplazmik DNA iplik¢ikleri rapor edilmistir (Wei ve
ark. 2016, Munoz-Caro ve ark. 2018). Bu tez ¢alismasinda ise kopek PMN’sinin T.
gondii tachyzoitlerine kars1 hiicre disi tuzak olusturdugu ilk kez tespit edilmistir.
Toxoplasma gondii’nin de bazi hayvan (fare, sigir, koyun, kedi, fok, esek ve yunus)
ile insan ndtrofillerinde hiicre dis1 tuzak gelistirdigi bilinmektedir (Abi Abdala ve ark,
2011, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark.
2019, Imlau ve ark. 2020). Bu ¢alismada tachyozoitlerle inkubasyona alinan kdpek
PMN’inde in vitro ortamda gelisen NETosis reaksiyonunda sekillenen hiicre disi
tuzaklarin ana yapisini olusturan DNA, Sytox orange ile boyanmistir. Bunun yani sira
notrofilin grantler iceriklerden olan MPO ve NE ile ¢ekirdek igeriginde yer alan histon
(H3)’un ekstraselliiler alanda izlenmesi ile in vitro ortamda kopek PMN’ine karsi

NETosis reaksiyonu sekillendigi fluoresans mikroskop ile tespit edilmistir.

Elektron mikroskobik incelemede PMN tarafindan olusturulan hiicre dis1 tuzak
yapilarinda bir takim morfolojik farkliliklar gériilmiis ve bu farkliliklar temel alinarak
tuzak yapilari li¢ gruba ayrilmistir; diffiiz, yayilmis ve toplanmis. “Diffliz” hiicre dig1
tuzak yapisi (diffNETs) olarak adlandirilan formda; 25-28 nm ¢apinda kiiresel bigimli
kompakt bir ag yapist mikroskobik olarak izlenir. Bu form antimikrobiyal proteinler
tastyan dekondanse proteinden olusmustur. Diger bir form olan “yayilmis” hiicre dis1
tuzak yapist (SprNETS) formunu; 15-17 nm uzunlugunda antimikrobiyal proteinler
tastyan dekondanse protein yapili uzun-ince ag benzeri iplikcikler olusturur.
“Toplanmisg” hiicre disi tuzak yapist (aggNETs) formu ise iplik yumagi benzeri
toplanmis biiyiik ags1 kiimelerdir, ¢ok sayida PMN’nin olaya katildig1 biiyiik kiimeler
halinde goriiliir. Bu biiyiik yap1, ¢ap1 50 pum'den biiyiik olan fagosit-graniler proteinler

tasiyan hiicre dis1 kromatinden olusmustur (Munoz Caro ve ark. 2015). Dirofilaria



immitis mikrofilerleri ve tiglincii donem larvalari kullanilarak kopek PMN’si tizerinde
yapilan in vitro bir ¢alismada yukarida ifade edilen {i¢ farkli tuzak yapisi da izlenmistir
(Munoz Caro ve ark. 2018). diffNETs ve sprNETs formundaki tuzak yapilar1 hem
mikrofilerlere hem de tiglincii donem larvaya kars: gelisirken aggNETSs formu t¢incu
donem larvaya karsi sekillendigi bildirilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015). SprNET
ve diffNET formunun gelisimi inkubasyon siiresine bagli olarak artis gosterdigi ifade
edilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015). Bu calismada tachyzoitlerle bir saat siireyle
inkubasyonda tutulan képek PMN’inde sekillenen NETosis reaksiyonunun flouresans
mikroskobik analizi sonrasinda diffuz ve yayilmis formda hiicre dis1 tuzak yapilar
izlenmigstir. Diffuz formda birden ¢ok tachyzoitin kiiresel yapili ag i¢inde yerlestigi
saptanirken, yayilmis formdaki hiicre dis1 tuzak yapilarina genelde tek tachyzoitin

tutundugu goriilmiistiir.

NETosis reaksiyonu esnasinda PMN’den ekstrasellller alana yayillan DNA
miktarmin ortamdaki parazitin konsantrasyonuyla paralel olarak arttig1 bildirilmistir.
(Guimares-Costa ve ark. 2009, Behrend ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 2014, Avilla
ve ark. 2016). Leishmania promastigotlar1 (Guimares-Costa ve ark. 2009), B. besnoitia
tachyzoitlerine, E. bovis sporozoitleri (Behrend ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark.
2014) ve E. histolytica’ya (Avilla ve ark. 2016) kars1 gelisen hiicre dis1 tuzaklar parazit
yogunluguna bagli olarak artmistir. Tooxoplasma gondii ile yapilan ¢alismalarda da
farkli hayvan tiirlerine ait PMN’lerde sekillenen hiicre dis1 tuzaklari tachyzoit
konsantrasyonuyla iligkili olarak artis gostermistir (Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark.
2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019, Imlau ve ark. 2020). Képek PMN’i ile
yapilan bu ¢alismada da in vitro ortamda agiga ¢ikan ekstraselliiler DNA miktarinin T.
gondii tachyzoitlerinin yogunluguna bagl olarak arttig1 saptanmis olsa da aradaki fark

istatistiksel olarak onemli bulunmamustir.

PMN ile parazitin inkubasyon siresinin artmasi hiicre dis1 tuzaklarin gelisimi
tizerine farkli etki gdstermistir. Eimeria bovis, Eimeria arliongi ve C. parvum
sporozoitleri ile bir arada tutulan keci ve sigir notrofillerinde agiga ¢ikan ektraselliiler
DNA miktarinin inkubasyon siresiyle paralel arttigi bildirilmistir (Behrend ve ark.
2010, Silva ve ark. 2014, Reichel ve ark. 2015). Bu durumun tersi B. besnoiti
tachyzoitleri ile inkubasyonu yapilan sigir polimorfonukleer Io6kositlerinde izlenmis ve

inkubasyon sirasinda agiga ¢ikan ekstraselliler DNA’nin miktar1 inkubasyon siiresiyle
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paralel artmamistir (Munoz Caro ve ark. 2015). Toxoplasma gondii ile ilgili yapilan
calismalarda sekillenen ekstraselliller DNA miktar1 zamana bagli degismistir (Abi
Abdala ve ark. 2011, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz ve ark. 2019,
Imlau ve ark. 2020). Toxoplasma gondii tachyzoitlerine kars1 a¢iga ¢ikan ekstraselliiler
DNA diizeyinde zamana bagli artis fare, koyun, sigir, kedi, esek ve yunus PMN’inden
bildirilmistir (Abi Abdala ve ark. 2011, Yildiz ve ark. 2017, Sursal ve ark. 2017, Yildiz
ve ark. 2019, Imlau ve ark. 2020). Bu c¢alismada farkli konsantrasyonlardaki
tachyzoitler kopek PMN’i ile inkube edilmis ve parazitin konsantrasyonu arttik¢a
ekstraselliiler DNA miktarinin arttigi saptanmigtir. Deneylerde pozitif kontrol olarak
kullanilan PMA’yla reaksiyona giren kopege ait PMN’den serbest kalan ekstraselluler
DNA miktarinin parazite karsi sekillenene gore daha yiiksek oldugu izlenmistir.
Muhtemel sebebinin; tachyzoitlerle PMN’nin kdpek notrofillerinde farkli reseptorlere

baglanarak NETosisi tetikledigi diigiiniilmiistiir.

Parazit ile ilgili in vitro galigmalarda izlenen hiicre dis1 tuzaklarin, patojeni
mekanik olarak hareketsiz hale getirdigi ileri stirmektedir (Munoz Caro ve ark. 2014,
Silva ve ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2015, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark.
2017). Parazitle inkube edilen PMN’ye, inkubasyon siiresi bitiminde, hiicre disi
tuzaklar pargalama 6zelligine sahip DNase uygulanmasinin sonrasinda bu tuzaklardan
serbest kalan zorunlu hiicre i¢i niteligindeki parazitlerin konak hiicrelerini enfekte
etme oraninin arttig1, bu sebeple de PMN’den sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarinin
paraziti hareketsiz hale getirdigi diigiiniilmiistiir (Munoz Caro ve ark. 2014, Silva ve
ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2015, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017). Bunun
yani sira hiicre dig1 tuzak yapilarmin tasidigi antimikrobiyal 6zellikteki kimyasal
maddeler araciligiyla patojene etki gostermektedir (Hahn ve ark. 2013). Hiicre dist
tuzaklari olusturan DNA, histon, MPO ve NE gibi unsurlarin hem antimikrobiyal hem
de antimikotik etkisi vardir (Hermosilla ve ark. 2014, Nell ve ark. 2016). Bu etki T.
gondii’ye kars1 da bildirilmistir (Abdala ve ark. 2011, Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve
ark. 2017). Bu hiicre dis1 tuzak yapilarinin antiparaziter etkisinin parazitin sathasina
gore degistigi belirtilmistir (Hermosilla ve ark. 2014). Ke¢i PMN’ninde sekillenen
hiicre dis1 tuzaklarin E. arliongi sporozoitlerine (Silva ve ark. 2014), sigir PMN’inde
gelisen hiicre dis1 tuzaklarin C. parvum sporozoitlerine letal etki gdstermedigi rapor

edilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015). Bunun nedeninin sporozoit formunun buyik



olmasi ve sahip oldugu pelikiilin kalin olmasi olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Hermosilla ve ark. 2014). Sigir ve insan PMN’inden sekillenen hiicre dis1 tuzaklarin
B. besnoiti tachyzoitleri ile E. histolytica trofozoitlerine antiparazitik etki gostermedigi
(Munoz Caro ve ark. 2014, Avilla ve ark. 2016), ancak L. amazonensis
promastigotlarina karsi letal etkili oldugu goézlenmistir (Guimaraes-Costa ve ark.
2009).

Hiicre dis1 tuzaklarin yapisinda olan ve nétrofil ¢ekirdeginde yer alan
histonlarin Leishmania spp. promastigotlarini 6ldiirdiigti belirlenmistir (Wang ve ark.
2011). Fare ve insan PMN’inde T. gondii’ye karsi gelisen hiicre disi tuzaklarin
tachyzoitlere letal etki gosterdigine dair bazi bulgular oldugu bildirilse de hangi
kimyasalin parazit tizerine etkisinin oldugu rapor edilmemistir. Foktan izole edilen
PMN ve monositlerden salinan hiicre dis1 tuzaklarin T. gondii tachyzoitlerini mekanik
olarak hareketsiz biraktig1 ifade edilmistir (Abi Abdala ve ark. 2011, Reichel ve ark.
2015). Sigir, kedi, esek PMN’leri-T. gondii tachyzoitleri iizerine yapilan bir in vitro
calismada sekillenen tuzaklarin tachyzoitler iizerine daha ¢ok mekanik etki gosterdigi,
bir kisim tachyzoitin tuzaklar arasinda tutunmasindan ziyade nétrofil tarafindan
fagosite edilerek Vero hiicrelerine girisinin engellendigi gézlenmistir (Yildiz ve ark.
2019). Bu calismada képek PMN’inden agiga c¢ikan hiicre dis1 tuzaklarin tachyzoitler
tizerinde lethal etkisi olup olmadigi hiicre kiiltiiriinde aragtirilmamistir. Ancak kdpek
PMN’inde gelisen hiicre dis1 tuzaklarin arasinda tachyzoitler mikroskopta izlenmis ve
bu yapilarin tachyzoitleri mekanik olarak hareketsiz biraktigi diistiniilmistiir.

Notrofilin graniillerinde patojenler {izerinde antimikrobiyal etkili ¢cok sayida
enzim ve protein bulunur (Guimares-Costa ve ark. 2012, Mesa ve Vasquez 2013).
Graniil igerigini olusturan enzimler ve proteinler hayvan tiirleri ile insanda aym
olmakla birlikte aktivitelerinin farkli oldugu belirlenmistir (Weiss ve Wardrop 2011).
Notrofilin primer grandllerindeki 6nemli enzimlerden biri olan MPO, hidrojen
peroksid ile birlikte olusturdugu bir kompleks araciligiyla hem nétrofil iginde hem de
hiicre dis1 alanda patojenler {izerinde antimikrobiyal etki gostermektedir (Harris,
1991). Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile bir araya getirilen sigir PMN’inde MPO
aktivitesi inkubasyonun 100. dakikasina kadar arttigi, koyun PMN’inde sekillenen
MPO diizeyinin ise sigirda gelisenden daha diisiik sekillendigi rapor edilmistir, Konak

hiicre invazyon denemeleri géz oniine alindiginda sigir PMN’inde hiicre dis1 tuzak
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yapilart ile beraber agiga ¢ikan MPO tachyzoitler {izerine lethal etkili olabilecegi
diistinilmistir (Yildiz ve ark. 2017). Toxoplasma gondii tachyzoitleri ile
inkubasyonda tutulan esek PMN’inde inkubasyonun 80. dakikasina kadar MPO
seviyesinde artis olmus ve takibinde azalma egilimi goriilmiistiir (Yildiz ve ark. 2019).
Bu tez ¢alismasinda tachyzoitle karsilasan kopek PMN’inde sekillenen MPO aktivitesi
inkubasyonun ilk 40 dakikas1 boyunca artig egiliminde olmustur. Bu noktadan sonra
70. dakikaya dek aktivite sabit devam etmis ve daha sonra yavasca azalma egilimi

gostermistir.

Notrofilin azurofilik granillerinde bulunan NE oksijenden bagimsiz
antimikrobiyal mekanizmada rol oynar (Weiss ve Wardrop 2011). Toxoplasma gondii
tachyzoitleri ile inkubasyona alinan esek PMN’inde agiga ¢ikan NE konsantrasyonu
inkubasyonun 100. dakikasina kadar artis gostermis daha sonra sabit konsantrasyonda
devam etmistir (Yildiz ve ark. 2019). Bu tez c¢alismasinda ise tachyzoit ile
inkubasyonda tutulan kopek PMN’sinde agiga ¢ikan NE konsantrasyonu inkubasyon
stiresi boyunca (150 dakika) artis gdstermistir.

PMA, nétrofilleri NEtosis yoniinde aktive eden bir kimyasaldir. Bu indikator
insan, fare, sigir, koyun ve esek notrofillerinde hiicre dis1 tuzaklarin gelisimi yontinde
aktivasyon saglamistir (Abi Abdala ve ark, 2011, Yildiz ve ark. 2017, Yildiz ve ark.
2019). PMA kopek nétrofillerinde NETosis sekillendirmesi bakimindan in vitro
deneylerde kullanilmistir (Jeffery ve ark. 2015). Bu ¢calismada da kopekten izole edilen
PMN’nin aktivasyonunda pozitif kontrol olarak PMA kullanilmis ve bu kimyasalin T.
gondii tachyzoitlerine gore hiicre dis1 tuzak sekillendirmesi bakimindan daha iyi bir

aktivator oldugu tespit edilmistir.

Percoll, Biocoll, Dextran, Ficoll-Hypaque ve Sucrose Polymerdiatrizoate
gradient gibi farkli kimyasallar kullanilarak ven6z kan 6rneklerinden PMN izolasyonu
yapilmaktadir. Bu kimyasallarin kullanildigi metotlar her hayvan tiirinden PMN
izolasyonu yapmak igin uygun olmayabilir. Kopeklere ait vendz kan 6¢rneklerinden
notrofil izolasyonuna dair bazi yontemler mevcuttur (Sano ve ark. 2004, Jeffery ve
ark. 2015, Wei ve ark. 2016, Munoz Caro ve ark. 2018). Bunlarin bazilarinda Dextran,
Biocoll veya Ficoll-Hypaque kullanilmistir (Sano ve ark. 2004, Jeffery ve ark. 2015).

Bazi arastiricilar ticari olarak satilan PMN izolasyon kiti araciligiyla kopek vendz kan



orneklerinden PMN elde etmistir (Wei ve ark. 2016). Bu calismada, kopek kanindan
PMN izolastonu igin Percoll kullanilmistir. Percoll, polivinilpirolidon ile kapl
kolloidal silika partikiilleri olup hiicrelerin ayrilmasinda kullanilan bir gradient
mediumdur. Insan ve bazi hayvan tiirlerine ait kan &rneklerinden PMN izolasyonu
amaciyla kullanilan c¢esitli yogunluklarda Percoll sulandirmalari vardir (Cools-
Lartigue ve ark. 2013, Swamydas ve ark. 2015, Mosca ve Forte 2016, Sursal ve ark.
2017). Bu caligmada dort farkli oranda hazirlanmis (%45, %54, %63 ve %72) Percoll
dilusyonlar: ile santrifiij edilen kopek ven6z kan orneklerinden PMN basari ile elde
edilmistir. Kolay uygulanan bu teknik ile hiicrelerin aktive olmadan elde edilebildigi

gosterilmistir.
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4.2. Sonug

NETosis ya da organizmada hiicre dis1 tuzak gelisimi, halihazirda oldukga giinceldir.
NETosisin sadece parazit ya da diger patojenlerle ile ilgili bir savunma sekli olmadigi
anlasilmistir. Vicutta yanlis yerde ve zamanda sekillendiginde insanlarda bazi
otoimmun/ otoyangisal hastaliklar, diyabet ve buna bagli gelisen diyabetik yaralar,
sepsis, obezite ve insiilin direnci, kanser, sebebi bilinmeyen infertilite durumlari ve
bazi spontan fotus Oliimlerinin temelinde oldugu belirlenmistir. NETosis hakkinda
edinilen yeni bilgiler 0Ozellikle insanlarda bazi hastaliklarin teshisinde yeni
biyomarkerlarin belirlenmesi ve yeni tedavi protokollerin gelistirilmesi firsatini
dogurmustur. NETosisin insanlarda 6nemli oldugu kadar hayvanlar i¢in de 6nemli
oldugu belirlenmistir. NETosis esnasinda agiga ¢ikan MPO, sigirda mastitise sebep
olan bazi patojen bakterilere karsi bakterisidal etki gosterir. Sutin MPO yodn(nden
analizi s1igirda meme enfeksiyonunun tespitinde teshis markir olarak kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasi ile kopek PMN’sinde T. gondii’ye kars1 hiicre dis1 tuzak gelisimi
ilk kez rapor edilmistir. Tachyzoitler ile inkube edilen PMN’nin hiicre dis1 tuzaklar
sekillendirdigi izlenmistir. NETosis reaksiyonunun tipik gorinimu olan histonlar
(H3), MPO ve NE aktiviteleri tespit edilmistir. Parazitin konsantrasyonun artmas ile
hiicre dis1 tuzak sekillenmesi arasinda iliski gorulmistiir. Ancak aradaki farkliliklar
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. PMN-tachyzoit kiltirinde hiicre disi
tuzaklarm inkubasyonun 60. dakikasma kadar artti§1 saptanmistir. Inkubasyon
stiresince agiga ¢ikan reaktif oksijen, MPO ve NE miktarinda zamana baglh artis
sekillenmistir. Ancak, bu aktiviteler pozitif kontrolde daha yiiksek 6lgtilmiistiir. Pozitif
kontrol olan PMA’nin kdpek nétrofilleri icin NETosis yonunde iyi bir aktivator oldugu
tespit edilmistir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, T. gondii’nin yasam ¢emberinde parazit
epidemiyolojisi bakimindan c¢ok Onemli bir ara konak olmayan kdpegin
notrofillerindeki graniiler igeriklerinin diger ara konak canlilardan farkliliklar ortaya

konulmast onerilmektedir.
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Magaza ve depolarin denetimlerinde kullanilacak Hijyen ve Gida Glivenligi soru
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Magaza ve depolarin Hijyen ve Gida Glvenligi denetimlerinin organizasyonu
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ic tetkikler

Laboratuar analiz plani ve sonuglarin degerlendirilmesi

Satinalma siregleri ve yeni tedarikgi arastiriimasi

Kalibrasyon
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