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ONSOZ
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OZET

Koyun Orijinli Polimorf Niikleer Lokositlerde Toxoplasma gondii’ye Karsi
Sekillenen Hiicre Dis1 Tuzagin Kantitatif Analizinde Picogreen ve Sytox Orange

Boyalarimin Karsilastirilmasi

Toxoplasma gondii diinya c¢apinda yaygimn, zorunlu hiicre i¢i zoonoz parazitik
protozoondur. Viicuda giren patojenlere karsi canlida ilk savunma hattini dogal
bagisiklik yanit1 olusturmaktadir. Bu yanitin en 6nemli unsurlarindan birisi polimorf
niikleer 16kositlerdir (PMN). PMN’i olusturan hiicrelerin biiyiikk c¢ogunlugu
notrofillerdir. Notrofil viicutta patojenle miicadelede fagositosis, degraniilasyon ve
netosis stratejilerini kullanir. Patojenle karsilasan PMN’de sekillenen bir dizi
reaksiyon sonrasinda g¢ekirdek ve graniiler icerikler ag biciminde hiicre dis1 alana
salinmaktadir. Bu tuzak yapilarinmin kantitatif analizinde cesitli DNA boyalari
kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda koyun PMN’inde T. gondii takizoitlerine karsi
in vitro sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarinin omurgasint olusturan DNA’nin
kantitatif 6l¢timiinde iki ekstraseliiler DNA boyasinin (Sytox orange ve Picogreen)
etkinliginin karsilastirilmas: amaglanmistir. Calisma kapsaminda koyunlardan izole
edilen PMN ve T. gondii takizoitleri farkli stirelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika)
inkiibe edilmis ve reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan ekstraselliiler DNA iki farkh
boya ile boyanarak Oolgiilmiistir. Caligma sonucunda 30 dakikalik inkubasyon
disindaki (p=0.014) inkubasyon siirelerinde aciga ¢ikan DNA’nin Ol¢liimi
bakimindan iki boya arasinda istatistiksel fark bulunmamistir (p>0.05). iki boya
arasinda 30. dakikadaki boyanma farkliligi 6nemli bulunmustur. Bu durumun
sebebinin kullanilan boyaya ait boyama 6zelligi ile ilgili olabilecegi diistintilmuistiir.
In vitro netosis ¢alisan arastiricilarin kisa siireli inkubasyon sonucunda sekillenen

ekstraselliiler DNA’nin kantitatif analizinde iki farkli boya kullanmalar1 6nerilmistir.

Anahtar Kelimeler; hiicre dis1 tuzak olusumu, koyun, nétrofil, Picogreen, Sytox

orange, Toxoplasma gondii.
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SUMMARY

Comparison of Picogreen and Sytox Orange Stains in Quantitative Analysis of
Extracellular Trap Formed Against Toxoplasma gondii in Polymorphonuclear

Leukocytes from Sheep

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular zoonotic parasitic protozoan that is
common in the world. Innate immunity is the first line of defense of host against
pathogens entering the body. One of the most important cells of innate immunity is
the polymorphonuclear leukocytes (PMN's). Neutrophils consist the majority of the
PMN. Neutrophil uses several strategies including phagocytosis, degranulation, and
netosis while it is fighting the pathogen in the body. Upon encountering with a
pathogen, a series of reactions occur inside of PMN, then, nucleus and granular
contents release extracellular area like as network structures. Various extracellular
DNA dyes are used for the quantitative analysis of these trap structures. The aim of
the thesis study was to compare the effectiveness of two extracellular DNA dyes
(Sytox orange and Picogreen) in quantitative measurement of the DNA that forms
the backbone of the extracellular trap structures released from sheep PMN's after
confronted with T. gondii tachyzoites in vitro. In the study, T. gondii tachyzoites and
PMN's isolated from the sheep were incubated at different times (30, 60, 90 and 120
min), and then extracellular DNA released after incubation was stained with two
different dyes. There was no statistical significant difference between the two
extracellular DNA dyes regarding the measurement of DNA released during
incubation times (p>0.05), except for the 30-minute incubation time in the present
study. There was a statistically significant difference at 30 minutes incubation time
(p=0.014). It is thought that this may be explained by the staining properties of the
dye. Researchers studying in vitro netosis are recommended to use two different
extracelluler DNA dyes for the quantitative analysis of extracellular DNA formed
during short-term incubation.

Key words; extracellular traps formation, sheep, neutrophil, Picogreen, Sytox

Orange, Toxoplasma gondi
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1. GIRIS

1.1. Toxoplasma gondii ve Toxoplasmosis

1.1.1. Taksonomideki Yeri

Nicolle ve Manceaux 1908’de Toxoplasma gondii’ye ait takizoitleri Kuzey Afrika’da
yasayan Ctenodactylus gundi adli kemirgene ait dalak, karaciger ve kan 6rneklerinde
ilk kez tamimlamis ve bulduklar1 parazitin cins adimi  Toxoplasma olarak
belirlemislerdir (Dubey 2014). Giincel taksonomi, canlilari ti¢ domain ve sekiz alem
sistemi altinda siiflandirmistir (Reece ve ark. 2013). Bu siniflandirmaya gore
T. gondii Eukaria domaini ve polifiletik* bir grup olan Protista alemi i¢inde yer
almaktadir. Siklikla ribozomal RNA sekanslarina dayanan molekiiler siniflandirmada,
Chromaalveolata stiper grubu, Alveolata grubu (klad), Apicomlexa alt grubu (sube)
ve Coccidea smifinda yer almaktadir (Reece ve ark. 2013, Hickman ve ark. 2014,
Miller ve Harley 2016). Monofiletik* bir grup olan Apicomplexa iiyelerinin
neredeyse tamami hayvanlarin parazitidir, sporozoitlerin u¢ kisminda apex adi verilen
ve konak hiicreye girmeyi kolaylastiran yapiya sahip olmalarindan dolayr bu ismi

almistir (Reece ve ark. 2013).

*Monofiletik grup (klad); bir takson eger grubun en yakin ortak atasini igeriyorsa
ve hepsi o atanin neslinden geliyorsa, monofiletik bir gruptan soz edilir.

*Polifiletik grup; eger bir grubun biitiin iyelerinin en yakin ortak atalar
bulunmuyorsa, bu durum grubun en azindan iki ayr1 evrimsel kokenden gelmesini
gerektirir (Reece ve ark. 2013)



Cizelge 1.1. Toxoplasma gondii’nin siniflandiriimasi (Miller ve Harley 2016).

Domain Eukaria

Alem Protista

Siiper grup  Chromaalveolata

Grup (klad) Alveolata
Alt grup (sube) Apicomplexa
Suf Coccidea
Cins Toxoplasma
Tiir Toxoplasma gondii

1.1.2. Morfolojik Yap1 ve Islev

Toxoplasma gondii takizoit, bradizoit ve ookist olmak {izere {i¢ farkli morfolojik
forma sahiptir. In vivo ve in vitro ortamda ¢ok sayida gelisme 6zelliginden dolay1 en

cok arastirma takizoit formu iizerine yapilmistir (Dubey 2014).

1.1.2.1. Takizoit

Takizoit, genel olarak yarim ay bi¢iminde yaklasik 2 pum genisliginde 5-7 pm
uzunlugundadir (Black ve Boothroyd 2000). Takizoit, 6karyotlarda temel olarak
bulunan niikleus, golgi aygiti, mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organellere
sahiptir (Reece ve ark. 2013). Alveolata grubuna 6zgii olan ve plasma zarinin hemen
altinda yer alan, zarla c¢evrili alveol adi verilen keselerin islevi tam olarak
bilinmemekle birlikte hiicre yiizeyini kararli hale getirmeye ve su-iyon dengesini
diizenlemeye yardimci oldugu disiiniilmektedir (Reece ve ark. 2013). Takizoitte
bulunan hiicre iskeleti; her iki ugta plasma memraninin altinda lokalize olmus apikal

halka ve konoid adi1 verilen yapilar1 icermektedir (Dubey 1998a). Paraziti biitliniiyle



cevreleyen Ozellesmis membran kompleksi olan pelikiil, plasmalemma adi verilen dis
membran ve endoplazmik retikulum ile golgi aygitindan koken alan, hareket ve
cogalmada rol aldig1 diisiiniilen vezikiiler yapidaki i¢ zar sisteminden olusmaktadir

(Klinger ve ark. 2013).

Toxoplasma gondii’ye ait yogun graniil (GRA), mikronem (MIC) ve rhoptri
(ROP) adli 6zellesmis organeller, parazitin apikal bolgesinde lokalize olur ve hiicre
invazyonu i¢in gerekli olan proteinleri salgilar (Carruthers 1999). Buna ek olarak bu
organellerin parazitin konak hiicreye penetrasyonunda, hiicre i¢inde gelisimi igin
cevre olusturulmasinda ve konak hiicreyi terketmesinde rol aldiklar1 diistiniilmektedir
(Fergunson 2004, Dubey 2010, Klinger ve ark. 2013). Parazitin konak hiicreye girisi
esnasinda parazitoforik vakuol (PV) sekillenir (Gold ve ark. 2015). PV memrani
(PVM) parazit ve konak hiicre arasinda fiziksel bir yiizey olusturur ve parazit PV
icinde konak hiicreden korunarak endodiyojeni ile ikiye boliinerek ¢ogalir (Gold ve
ark. 2015). PVM iizerinde lokalize olan T. gondiiye ait salgi proteinlerinden GRA17
ve GRA23, PVM’nin molekiiler temelinin olusmasinda ve besinlerin gegisinde rol
alir, GRA17’den yoksun parazitlerin gelisiminde bazi1 anomaliler goriiliir ve bunlar
apatojeniktir (Gold ve ark. 2015). Cesitli konak molekiilleri, Guanosine 5’-
triphophate (GTP)’a bagli oligomerizasyon ve otofajiden sorumlu gen 5 (Atg5)
varhiginda PVM’de kiimelestirilerek yikima ugratilir, Atg 5 yoklugunda ise ilgili
molekiiller PVM yerine sitoplazmada kiimelesirler (Choi ve ark. 2014). Triptofan ve
arjinin gibi aminoasitleri, baz1 steroidleri ve piirinleri kendi metabolik yolaklariyla
sentezleyemeyen parazit, bu besinleri segici gegirgen PVM araciligi ile konaktan alir
ve kendi metabolik atiklarini ayni yolla atar (Coppens ve ark. 2014). Roptri igeriginin
konak hiicre vakuolii ve PV’de birikmesiyle olusan vezikiiler yapilar ise evakuol
olarak adlandirihir (Hakansson ve ark. 2001). Kalsiyum fosfat kristalleri olan
asidokalsizomlar nukleus yakiminda lokalize olmustur (Miranda ve ark. 2010).
Vezikiiler yapidaki bitkidekilere benzer vakuoller, hayvansal glikojenden ziyade
bitkisel amilopektin yapisinda olan karbonhidratlar1 igermektedirler (Coppin ve ark.
2005, Miranda ve ark. 2010). Enerji kaynagi olarak gorev yaptiklari diisiiniilen
amilopektinler, bradizoit ve sporlanmis ookist formlarinda sayica daha fazladir
(Dubey ve ark. 1998a). Mikropor, sitozom benzeri yapidadir, dis membranin invagine
olmasiyla olusur (Dubey 2010) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Toxoplasma gondii takizoit ve bradizoit formlarinin morfolojisi (Dubey 2010).

1.1.2.2. Bradizoit

Bradizoit formu konakta Toxoplasma gondii’ye karsi bagisiklik yanitinin gelismesini
takiben parazitin konak doku hiicreleri i¢inde yerlesen kapsiillii formudur. Konak
hiicre sitoplazmasinda parazite ait PV iginde bradizoitler endodiyojeni ile ikiye
boliinerek ¢ogalir (Dubey 2010). Takizoit ve bradizoit arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmamakla birlikte, baz1 farkliliklar ifade edilmektedir. Bu farkliliklardan birisi;
morfolojik olarak niikleusun, takizoitte merkezi, bradizoitte terminal pozisyonda
yerlesim gostermesidir. Bir diger farklilik ise; PAS pozitif graniiller takizoitte az
sayida ya da hi¢ bulunmazken bradizoitte ¢cok sayida bulunurlar. Ayrica bradizoitler
konak hiicre icinde kist duvari ile ¢evrelenir (Dubey ve ark. 1998). Morfolojik
farkliliklarin yani sira takizoit ve bradizoit formlarinin metabolik izoenzimleri ve
salg1 proteinleri de farklilik gosterir. Takizoitler yiizey antijenl (SAG1), enolaz
izoenzim2 (ENO2), laktikdehidrogenaz izoenziml1 (LDH1) bakimindan pozitif, buna
karsin bradizoitler ise SAG1 negatif, BAG1, ENO1 ve LDH2 pozitiftir (Fergunson
2004).



1.1.2.3. Ookist

Parazitin son konagi olan kedi ince bagirsaginda eseyli iireme sonunda sekillenen
formudur. Digkiyla dogaya sporlanmamis olarak atilan ookist icerisinde sekillenen
sporlanma sonucunda iki adet sporokist, her bir sporokist iginde ise dorder adet
sporozoit geligir (Dubey ve ark. 1998, Dubey 2010) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Toxoplasma gondii ookisti. a) Sporlanmamis ookist (ok), b) Sporlanmakta olan
ookist; ookist duvari (beyaz ok), sporokist (siyah ok), sporozoitler (yildizlar), ¢ ve d)
Tamamen sporlanmig ookist (ok), sporozoitler ve residual cisim (ok basi) (Dubey 2010).

1.1.3. Biyoloji

Zorunlu hiicre i¢i yasayan parazitik protozoon olan Toxoplasma gondii, takizoit,
bradizoit (doku kisti iginde) ve sporozoit (ookist iginde) olmak iizere ti¢ farkli
enfektif yasam formuna sahiptir (Frenkel ve Dubey 1972, Dubey 1998a). Heteroksen



gelisme gosteren T. gondii eseyli ve eseysiz iireme evrelerini igeren karmasik bir
yasam ¢emberine sahiptir. Eseyli ireme sadece son konak olan Felidae (kedigiller)
ailesinde, eseysiz tireme ise son konagi da kapsayan tiim sicakkanli omurgalilarda
sekillenmektedir (Sibley ve ark. 2009, Dubey 2010). Parazitin her bir evresinde,
konak sifreli ve parazite ait kinazlarin etkilesimi ile ger¢eklesen litik dongii ve konak
hiicrede gizli T. gondii sifreli kinazlar anahtar virlilens faktorler olarak

tamimlanmustir (Blader ve ark. 2013).

1.1.3.1. Arakonakta Gelisme

Arakonak canlilar tarafindan agiz yoluyla alinan sporlanmis ookistlere ait kabugun
parcalanmasiyla sporozoitler, doku kistlerinin par¢alanmasiyla ise bradizoitler ince
bagirsak liimeninde serbest kalir ve bagirsak epitel hiicrelerinde tiim c¢ekirdekli
hiicreleri enfekte edebilme potansiyeline sahip olan takizoit formuna doniisiir (Dubey
1997, Dubey ve ark. 1997, Black ve Boothroyd 2000). Deneysel olarak fareye agiz
yoluyla verilen sporlanmis ookistlerden serbest kalan sporozoitlerin enterosit ve
goblet hiicreleri gibi intestinal epiteliyal hiicrelere girdigi ve burada eritrositler harig
tim hiicreleri enfekte edebilen ve enfeksiyonun akut donemindeki patolojiden
sorumlu olan takizoite doniistiigii belirlenmistir (Speer ve Dubey 1998, Speer ve
Dubey 2005). Doku kisti ile ger¢eklesen enfeksiyonda da bradizoitler, benzer sekilde
lamina propriaya gog¢ ederek takizoit formuna doniistirler (Dubey 1997, Speer ve
Dubey 2005). Arakonak olan farede sporlanmis ookistle sekillendirilen deneysel
enfeksiyon, bradizoitle sekillendirilen enfeksiyona gore daha basarilidir (Dubey ve
ark. 1997, Speer ve Dubey 2005).

Parazitin takizoit formu arakonagin ince bagirsak epitel hiicreleri ve lenf
nodiillerinde invazyon, replikasyon ve hiicreden ¢ikigin1 kapsayan, tekrar eden litik
dongiiler araciligi ile gelisimini tamamlar (Blader ve ark. 2013, Dubey 2014).
Takizoit enfeksiyonu takiben 7-10 giin igerisinde kan ve lenf yoluyla diger organlara
gecerek hiicre iginde doku kisti formuna doniisiir ve boylelikle enfeksiyonun kronik
evresi baglar (Dubey 1997, Black ve Bothyrood 2000, Wilson 2012). Doku kistleri



hiicre sitoplazmasinda PV iginde gelisir, kist i¢inde bulunan bradizoit formlar
endodiyojeni ile boliinerek ¢ogalirlar, boliinme her zaman es zamanli degildir, bazen
bir kist icinde sadece iki tane bradizoit bulunurken bazen binlerce olabilmektedir
(Dubey 1997). Parazite ait doku kistlerine arakonagin akciger, karaciger ve bobrek
gibi visceral dokularinda rastlanabildigi gibi beyin ve goz gibi noral dokularda,
iskelet ve kalp kasi gibi muskular dokulardada rastlanabilir (Dubey 2010, Wilson
2012). immun yanit, normal kosullarda dokularda kist i¢inde bulunan bradizoitlerin
re-aktivasyonunu onlemektedir ancak ¢esitli sebeplerle immun sistemi baskilanmis

bireylerde enfeksiyonun reaktivasyon orani yiiksektir (Wilson 2012).

Parazitin  konak  hiicreye invazyonunun baslangicinda  vezikiiler
tomurcuklanma ve vakuol olusumu gergeklesir, bunu rhoptri ve mikronem kokenli
oldugu diisiiniilen intramembranéz molekiillerin olusumu izler (Alexander ve ark.
2005). Parazitin hareketliligi plazma membranina goémiilii aktin-miyozin
iplikgiklerinin aktivitesine ek olarak rhoptri ve mikronem olarak adlandirilan apikal
organellerde lokalize olan protein sekresyonu ile de saglanmaktadir (Laurido ve ark.
2013). Mikronem sekresyonu, hiicre iginde artan kalsiyum diizeyi araciligi ile kontrol
edilir, kalsiyum aracili sinyalin bloke edilmesi parazitin hareketliligini ve hiicreye
girisini sekteye ugratir (Laurido ve ark. 2013). Mikronemal protein olan MIC2, konak
ve parazitin birlesme noktasindan salinmaya baslar ve hiicre i¢ine invazyonda rol alir
(Carruthers ve ark. 1999). Parazit, konak hiicre i¢inde parazitoforik vakuol iginde
bulunur ve 8 saat arayla endodiyojeni adi verilen bir eseysiz ¢ogalma yontemi ile PV
icinde boliniir (Fergunson ve Dubremetz 2014). Aseksiiel bir siire¢ olan endodiyojeni
parazitin gelismesini ve iki kiz hiicreye boliinmesini igceren olduk¢a kompleks olaylar
zincirinden meydana gelir ve tekrar eden cekirdek boliinmelerini igerir, siirecin
sonunda ise ana hiicre ortadan kaybolur (Fergunson ve Dubremetz 2014).
Endodiyojeni prosesi aktin filamentlerinden ziyade mikrotiibiil fonksiyonuna bagl
olarak ger¢eklesmektedir (Black ve Boothroyd 2000). Boliinmede merkezi olmayan
cekirdek i¢i 1§ iplikleri rol almaktadir, mitokondri boyutunda gbéze ¢arpan artig
bulunur ve apikoplastin ¢esitli formlarmi gozlemek miimkiindir (Dubey 2014,
Ferguson ve Dubremetz 2014). Toxoplasma gondii’de ana hiicreye ait apikal
kompleks ve invazyon ile iliskili organeller endodiyojeni prosesinin sonuna kadar

varhi@imi  strdiirir, bu bakimdan diger apikompleksa iiyelerinin aseksiiel



bolinmesinden farklilik gosterir (Ferguson 2004). Her endodiyojeni prosesi ile es
zamanli olarak bir mitoz dongiisii de tamamlanir, apikomleksa mitozunun essiz bir
Ozelligi de proses siiresince niikleer membranin bozulmadan kalmasidir (Ferguson ve
Dubremetz 2014). In vitro kosullarda her biri yaklasik 6-8 saatte tamamlanan ve
tekrar eden replikasyonlar sonucu konak hiicresindeki parazit sayis1 64-128 civarina
ulagir ve bulundugu hiicreyi lize ederek hiicre disi alana ¢ikan parazitler komsu
hiicreleri enfekte eder (Radke ve White 1998, Black ve Boothyrood 2000). Konak
hiicre ise lizozomal fizyonun yoklugu ile karakterizedir. Bu durum PV tarafindan

konak hiicre proteinlerinin reddedilmesi ile agiklanmaktadir (Jones ve Hirsch 1972).

1.1.3.2. Konakta Gelisim ve Seksiiel Evre

Parazitin biyolojisini tamamladig1 tek son konag1 olan kedigillerde, ince bagirsakta
hem eseysiz hem de eseyli gelisim evreleri belirlenmistir (Frenkel ve ark. 1969,
Dubey 2014). Kedigiller, parazite ait her bir enfektif evreyi (takizoit, bradizoit ve
sporozoit) oral yolla aldiklarinda, diskilariyla ookist atabilme potansiyeline sahiptir
(Dubey 1998a, Dubey 2010). Kedilerde toxoplasmosis i¢in prepatent siire; eger
enfeksiyon doku kisti araciligi ile gerceklestiyse 3-10 giin, sporlanmis ookist ile
gerceklestiyse 18. giin civarinda, takizoit ile gerceklestiyse -degiskenlik gostermekle
birlikte- ortalama 13. giinde tamamlanir ve kedi digki ile dogaya ookist atmaya baslar
(Dubey ve ark. 1998, Dubey 2010). Kedide bradizoitler araciligi ile gergeklesen
enfeksiyonun etkinligi olduk¢a yiiksek olup parazitin bu formu ile enfekte olan
kedilerin neredeyse tamami ookist atmakta iken, takizoit ve ookist ile enfeksiyonda
bu oran %50’nin altindadir (Dubey 2010) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Toxoplasma gondii'nin arakonak ve son konakta gelisimi (Gangneux ve Laure
Dardé 2012).

Doku kistlerinin agiz yoluyla alinmasini takiben kist duvari mide ve ince
bagirsaktaki proteolitik enzimler araciligi ile pargalanir ve Kistlerden agiga ¢ikan
bradizoit formlar1 genis ¢apli bir hasara sebep olmaksizin ince bagirsak epitel
hiicrelerine penetre olur (Klinger ve ark. 2013). Penetrasyonu takiben, farkli
morfolojiye sahip ve yapisal olarak takizoitlerden farklilik gosteren 5 aseksiiel evreyi
(A-E sizont) igeren sizogoni ve gametogoniyi kapsayan enteroepitelyal evre
baglamaktadir (Dubey ve Frenkel 1972). Takizoitler 6zellikle lamina propriada
olusurken, merontlar ve gamontlar enterositlerde gelisir (Dubey ve Frenkel 1972,
Speer ve Dubey 2005). Tip B merontlar endodiyojeni ile merozoitleri olustururken,
tip C, D ve E merontlar endopoliyojeni araciligi ile merozoitleri olusturur (Speer ve
Dubey 2005). Merogoni esnasinda stoplazma boliinmesi olmaksizin iki ya da daha
fazla nukleus boliinmesi goriiliir, merozoitler son niikleer boliinme esnasinda ya da
sonrasinda olusmaya baslar (Speer ve Dubey 2005). D ve E tip sizontlardan
merozoitlerin salinmasini takiben gametogoni evresi baglamaktadir, yalnizca kediye
0zgii olan bu evrede mikrogametogoni ile ¢ok sayida mikrogamet, makrogametogoni
ile tek bir makrogamet meydana gelir, gamontlar ince bagirsakta 6zellikle ileumda
olusmaktadir (Dubey ve Frenkel 1972, Dubey 2010, Lamb 2012).

Mikrogametogoninin erken fazi endopoliyojeninin proliferatif fazina oldukga



benzerlik gostermektedir ve ilerleyen siiregte merogoniden niikleer heterokromatinin
dagilimi bakimindan farklilik gosterir (Fergunson ve Dubremetz 2014). Mikrogamet
kamgilar1 araciligi ile makrogamete ulasir ve dollenme ile ookist adi verilen zigot
meydana gelir. Ookist, etrafin1 ¢evreleyen dayanikli duvarin gelismesini takiben
icinde bulundugu hiicreyi parcalayarak bagirsak boslugunda serbest kalir ve diskiyla
dis ortama atilir. D1s ortamda uygun kosullar altinda ookist i¢inde sporogoni sathasi
baslar ve sporulasyon 1 ila 5 giin arasinda tamamlanir. Oncelikle 00Kist igerisinde
sporoblastlarin uzamasiyla iki sporokist meydana gelir, bunu takiben mayoz ile iki
sporokist i¢inde dorder adet sporozoit ad1 verilen haploid yavrular gelisir (Frenkel ve
ark. 1969, Ferguson ve ark. 1979, Speer ve Dubey 1998, Dubey 2010). Ookist ve
takizoitle ger¢eklesen enfeksiyonlarda ise, bu formlarin éncelikle doku kisti formuna
doniistiikleri sonrasinda ise enteroepitelyal fazi baslattiklari diistiniilmektedir (Dubey
2010).

1.1.4. Bulasma ve Epidemiyoloji

Baslangigta vektorle tasinan bir parazit oldugu diisiiniilen Toxoplasma gondii’nin,
sonraki calismalarda; kongenital, fekal-oral ve karnivorizm olmak tizere ti¢ farkli
yolla bulastigi belirlenmistir (Dubey 2014). Annenin enfeksiyonla ilk kez gebelik
esnasinda karsilasmasi durumunda takizoitlerin plasental yol ile fetusa gegmesi
vertikal bulagma, parazitin yasam ¢emberinde ii¢ farkli enfektif donemin agiz yoluyla
alinmasi ise horizontal bulasma olarak adlandirilmaktadir (Tenter ve ark. 2000).
Dogada sporlanarak iginde enfektif form olan sporozoitlerin gelistigi ookistler besin
maddeleri ve su yoluyla alinabilirken, bradizoitler kontamine et ve sakatat ile
alinmaktadir (Tenter ve ark. 2000). Takizoitler kan nakli, doku transplantasyonu ve
pastorize edilmemis koyun/kegi siitiiniin igilmesi ile bulasabilir (Tenter ve ark. 2000,
Camossi ve ark. 2011).

Doku kisti barindiran etlerin tiikketilmesi ile viicuda giren bradizoitler konagin
mide asitine (pepsin-HCI) direnglidir, bu 6zelligi sebebiyle bradizoitler parazitin

biyolojisinde daha biiyiik 6neme sahip olmaktadir (Jacobs ve ark. 1960a, Dubey
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1998b, Dubey 2010). Buna karsilik Toxoplasma gondii’nin diger enfektif formu olan
takizoitler mide asitine duyarlidir ve sindirim yoluyla bulagsmada 6nemli bir rolleri
yoktur (Dubey 2010). Ortamda kurumaya ve ¢amasir suyuna direngli olan ookistler
ise kedi diskisinda 10 milyonun tizerinde bulunabilir, bu da g¢evresel kontaminasyon
yoluyla parazitin ookist aracili bulagsma oranini artirir (Dabritz ve ark. 2007, Lamb
2012).

1.1.4.1. Kongenital Bulagsma

Ik olarak 1938’de bir aylikken &len bir bebege yapilan otopside izlenen
ensefalomyelitis ve retinitis lezyonlarinda Toxoplasma gondii’ye rastlanmigtir (Wolf
ve ark. 1939, Dubey 2009). Bu dokular homojenize edildikten sonra fare ve
tavsanlara intraserebral olarak verilmis ve bu hayvanlarda da ensefalitis gelistigi
gozlenmistir (Wolf ve ark. 1940). Sonraki arastirmalarda da bir ¢ok hayvanda,
ozellikle koyun ve farede kongenital bulasma ile enfeksiyon olusumu goriilmiistiir
(Dubey 2010). Farede kongenital enfeksiyonlar tekrarlayabilmekte ve enfekte fare 10
nesil boyunca enfeksiyonu kongenital olarak bulastirabilmektedir (Beverley 1959).

1.1.4.2. Karnivorizm ile Bulasma

Az pismis ya da pismemis etlerle toksoplasmosisin bulasabilecegi birgok ¢alismada
gosterilmistir (Jacobs 1960a, Cammosi ve ark. 2011, Dubey 2014). Doku Kkistleri
icindeki enfektif form olan bradizoitlerin sindirim enzimlerine direngli olmasi
karnivorizm ile enfeksiyonun basarisin1 arttirmaktadir (Jacobs ve ark. 1960b).
Desmont ve Remington (1980) tarafindan ¢ocuklar iizerinde yapilan bir arastirmada
Toxoplasma gondii’ye yonelik antikor tasima oraninin sigir ve at eti ile beslenenlere
gore koyun eti ile beslenenlerde daha yiiksek oldugu bildirilmis, bu veriler koyun
etinin karnivorizm ile bulagsmada daha yiiksek potansiyele sahip oldugunu

gostermistir.
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1.1.4.3. Fekal-Oral Yolla Bulasma

Kedi digkisiyla atilan ookistler dis ortamda sporlanarak konak icin enfektif hale
gelmekte, bu da sularin, otlaklarin, topragin kontaminasyona neden olmakta ve
otlayan ¢iftlik hayvanlarinda, igme sularimi ve toprakta yetisen bitkileri tiiketen
canlilarda enfeksiyonun gelismesiyle sonuglanmaktadir (de Moura ve ark. 2006,
Dubey 2014). Hutchison (1965) ilk kez Toxoplasma gondii enfektivitesinin kedi
diskisiyla iligkili oldugunu kesfetmistir. Toksoplasmosisin, kedilerde yasayan bir
bagirsak nematodu olan Toxocara cati yumurtalar1 araciligi ile nakledildigini ortaya

atilmigtir, ancak Frenkel ve ark. (1969) yaptigi ¢alisma bu hipotezi ¢lirlitmiistiir.

1.1.4.4. Diinyada Yayihs

1.1.4.4.1. insanlarda Yayihs

Toksoplasmosis, insan ve hayvanlarda olduk¢a yaygin bir paraziter hastaliktir ve
diinya niifusunun % 25-30’unun bu parazitle enfekte oldugu bilinmektedir (Hill ve
Dubey 2013). ABD’de besin kaynakli patojenlerin neden oldugu 6liimlerin yaklagik
dortte birinden Toxoplasma gondii’nin sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Guo ve
ark. 2015). ABD, Kanada ve Avrupa’da 112 000 besin kaynakli insan hastaliginin 32
700’4 T. gondii ile iliskilendirilmistir. Yilda yaklasik bir milyon civarinda insanin
bu parazitin farkli formlar1 ile enfekte oldugu ve her yil 3 000 kadar bebegin
semptomatik okiiler toksoplasmosis ile diinyaya geldigi tahmin edilmektedir (Hill ve
Dubey 2013). Bolgesel olarak degismekle birlikte insanlarda toksoplasmosis orant %
8-22 arasindadir (Hill ve Dubey 2013).
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1.1.4.4.2. Ciftlik Hayvanlarinda Yayihs

Toxoplasma gondii insanin yani sira ¢iftlik hayvanlarinda da yaygin bir parazittir.
Hayvanlardaki yaygmligin en onemli nedeni kedi diskisiyla kontamine olmus
otlaklardir (Innes ve ark. 2009, Guo ve ark. 2015). Parazite en ¢ok maruz kalan ¢iftlik
hayvani koyunlardir (Guo ve ark. 2015). Ilmman iklim kusaginda yetistirilen
koyunlarda toksoplasmosis yaygin olarak goriilen bir hastaliktir, bu durumun nedeni
iliman iklimin ookistlerin gelisimi i¢in en uygun kosullar1 saglamasidir (Buxton ve
ark. 2007). Misir’da ¢iftlik hayvanlarinda % 26.7 oraninda seropozitivite bulunmus
ve ¢iftlik hayvanlar arasinda en yiiksek oranin % 38.7 ile koyunlarda oldugu ifade
edilmistir (Fereig ve ark. 2016). Abu-Dalbouh ve ark. (2012) abort yapan koyunlara
ait doku ve kan 6rneklerinin PCR ile analizi sonucunda T. gondii’ye ait DNA’ya %
29.8 oraninda rastlamistir. Italya’da insan tiiketimine sunulan at etlerinde T. gondii
seropozitifligi % 17.6 bulunmustur (Papini ve ark. 2015). ABD’de sigir, domuz ve
tavuk etleri incelenmis ve yaklasik iigte birinde T. gondii’ ye rastlanmistir (Dubey ve
ark. 2005). Israil’de kiimes hayvanlari iizerinde yapilan arastirmada % 35.4 oraninda
toksoplasmosis seropozitifligi belirlenmistir (Salanta ve ark. 2016). Cin’de fok
baliklarinda, Polonya’da ise Ixodes ricinus kenelerinde T. gondii’ye rastlanmus,
Pensilvanya’da ise Ursus americanus tiirlerinde % 77 oraninda seropozitiflik
belirlenmistir (Dubey ve ark. 2016).

1.1.4.5. Tiirkiye’de Yayihs

1.1.4.5.1. insanlarda Yayils

Tiirkiye’de gesitli bolgelerde toksoplasmosis siipheli insanlardan alinan kan serumu
orneklerinde anti-Toxoplasma 1gG ve anti-Toxoplasma IgM antikor pozitifligi gesitli
serolojik yontemlerle incelenmistir (Kuk ve Ozden 2007, Durdu 2008, Aycan ve ark.
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2009, Yaman ve ark. 2010, Cekin ve ark. 2011, Yazar ve ark. 2012, Asci ve Akgiin
2015). istanbul’daki Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde 102 saglikli gebede
Toxoplasma gondii 1gG seropozitifliginin % 50 oraninda oldugu belirlenirken IgM
seropozitifligine rastlanmamustir (Durdu 2008). Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’ne basvuran hastalarin % 32’sinde 1gG, % 0.5’inde IgM ve % 2.3’iinde
hem IgG hem de IgM seropozitifligi saptanmis (Yaman ve ark. 2010), ayn1 yorede
yapilan bir diger arastirmada ise 1581 serum 6rnegi ¢alisiimis ve % 28.8’inde IgG, %
0.5’inde IgM seropozitifligi belirlenmistir (Yazar ve ark. 2012). Firat Universitesi
Firat Tip Merkezi’nde T. gondii IgG seropozitifligi % 31.01, IgM seropozitifligi ise
% 0.77 oraninda saptanmistir (Kuk ve Ozden 2007). Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda 4 132 serum Orneginin % 37.1i
T. gondii 1gG bakimindan seropozitif bulunurken, % 1.3’ IgM bakimindan
seropozitif oldugu gorilmistir (Aycan ve ark. 2009). Afyon Yoresi’nde
toxoplasmosis seropozitifliginin % 24 oraninda oldugu kaydedilmistir (Asct ve
Akgiin 2015). Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvuran insanlarda
toksoplasmosis seropozitifligi % 33.4 olarak bildirilmistir (Cekin ve ark. 2011).

1.1.4.5.2. Ciftlik Hayvanlarinda Yayihs

Tiirkiye’de ciftlik hayvanlarinda Toxoplasma gondii’nin yayilisi ile ilgili ¢ok sayida
arastirma raporu bulunmaktadir (Karagen¢ ve ark. 2005, Ak¢a ve Mor 2010,
Leblebiciler ve Yildiz 2014, Yildiz ve ark. 2015). Aydin yoresinde 487 sigira ait
serum Orneginin % 45.2°si toksoplasmosis yoniinden seropozitif bulunmustur
(Karageng ve ark. 2005). Kars yoresinde 216 sigirdan 202’sinin T. gondii bakimindan
seropozitif oldugu belirlenmistir (Ak¢a ve Mor 2010). Afyon yoresinde koyunlarin %
54.65’inde T. gondii seropozitivitesi bildirilmistir (Cigek ve ark. 2004). Silopi’de
koyunlarda toksoplasmosis seropozitifliginin % 97 oldugu kaydedilmistir
(Leblebiciler ve Yildiz 2014). Ankara ve Kirikkale yoresinde tiiketime sunulan koyun
etlerinin % 21.2°sinde T. gondii’ye ait doku kistlerine rastlanmistir, ayn1 6rneklerin
PCR analizlerinde parazite ait DNA % 40.8 oraninda belirlenmistir (Yildiz ve ark.
2015).

14



1.1.5. Patogenez

Parazitin PV iginde bolinmesi ve tekrar eden replikasyonlar hiicrenin lizisi ile
sonuglanir, bu nedenle takizoitlerin hiicre icindeki proliferasyonu enfeksiyonla
iliskili ilk patolojiyi sekillendirir (Wilson 2012). Toxoplasma gondii enfeksiyonlari
konaklarinda genelde asemptomik seyreder ancak bagisiklik sisteminin herhangi bir
sebeple baskilandig1 durumda doku kistlerinin re-aktivasyonundan dolay: ensefalitis
ve retinokoroiditise neden olmasi nedeniyle klinik a¢idan 6nemli bir hal almaktadir
(Dubey 2010). Insan ve diger memelilerde, toksoplasmosis ile gebeligin ilk iki
trimesterinde ilk kez enfekte olan annede akut donemde takizoitler plasenta yoluyla
fetusa gecerek ozellikle merkezi sinir sistemi hiicrelerinde hizla ¢ogalmaya baslar.
Bu tablo fetusta hidrosefali, mikrosefali ve anensefali gibi serebral bozukluklar
sekillendirmekte ve aborta neden olabilmektedir (Desmonts ve Couvreur 1974,
Dubey 2010).

Toksoplasmosis koyunlarda yaygin olan ve siiriide sekillendirdigi abortlar
sebebiyle 6nemli ekonomik kayiplara yol acan enfeksiy6z bir hastaliktir (Buxton ve
ark. 2007, Dubey 2010). Gebe koyunlarda enfeksiyonun meydana gelebilmesi i¢in az
sayida (200 civarinda) sporlanmig ookKistin agiz yoluyla alinmasi yeterlidir (Buxton
ve ark. 2007). Koyunlardaki enfeksiyon dozunu belirlemek amaciyla Mc Colgan ve
ark. (1988) tarafindan yapilan bir arastirmada 20 Toxoplasma gondii ookisti verilen
koyunlarda enfeksiyon olusmadigi, 2000 ookist verildiginde ise yiiksek ates
gozlendigi bildirilmistir. Koyun ¢iftlesme 6ncesinde toksoplasmosis ile enfekte ise
viicudunda parazite karsi gelisen immun yanit Sebebiyle gebelik esnasinda bu
parazitle re-enfeksiyona karsi koruma saglar (Innes ve ark. 2009). Koyunlarda
gebeligin ortalarina dogru sekillenen toksoplasmosis siklikla 6li dogum ya da
hastalikli kuzularin dogumu ile sonuglanir (Innes ve ark. 2009). Toxoplasma gondii
koyunlarda arakonak olan diger memelilerde goriilen yerlesim yerleri olan
reproduktif/iirogenital ve lokomotor sistemde, kas, karaciger, akciger, lireme sistemi
ve merkezi sinir sisteminde yerlesim gosterir (Buxton ve ark. 2007). Agir
enfeksiyonda konak hiicrelerinde hizla ¢ogalan takizoitler myokardium, akciger,

karaciger ve beyin gibi organlarda nekroz olusturabilir. Konakta parazite karsi
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sekillenen bagisiklik sonucunda bradizoitlerin gelistigi donem hastaligin kronik fazi

olarak tanimlanir ve bu faz asemptomatik seyreder (Taylor ve ark. 2007).

1.1.6. Tam, Tedavi ve Korunma Yollar1

Toksoplasmosisin tanisi direkt ve indirekt olmak tizere iki farkli yontem kullanilarak
yapilir. Direkt tanida digki muayenesi, doku Kesitlerinin histopatolojisi ve PCR,
indirekt tanida ise serolojik testler kullanilir (Dubey 2010, Caner ve Giirtiz 2011).
Diski muayenesi ile tan1 Toxoplasma gondii’nin ookist formunun sekillendigi
kedilerde akut toksoplasmosis esnasinda yapilmaktadir. Hastaligin akut déneminde
son konak kedinin digkist ile yogun bigimde ookist atimi olur. Bu donemde kedi
diskisinin mikroskobik muayenesinde isosporid tipte ookistler goriiliir. Bu ookistlerin
kedi bagirsaginda parazitlenen diger protozoon olan Hammondia hammondi’ye ait

ookistlerden ayirt edilmesi mikroskobik olarak giictiir (Dubey 2010).

Konaktan nekropsi sonucunda ya da biyopsi ile alinan doku o6rneklerinde
Toxoplasma gondii’ye ait Kistler kesitlerin Hematoxylin&Eosin gibi boyalarla
boyanmasi ya da parazite 6zgii immunohistokimyasal boyanmasi sonucunda 1s1k
mikroskobik olarak aranmaktadir (Dubey 2010). Arakonakta higbir zaman ve son
konakta ise kronik toksoplasmosis esnasinda digki ile ookist atilimi s6z konusu
olmadigl i¢in bu canlilarda hastaligin tanist molekiiler ve serolojik yontemler
kullanilarak yapilmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri arasinda en sik kullanilan
PCR’dir. Bu yontemde spesifik primerler kullanilarak konak dokularinda parazite ait
DNA aranmaktadir (Dubey 2010).

Canli hayvanda toksoplasmosis tanisinda en yaygin kullanilan yol serolojidir
(Dubey 2010). Serolojik testlerde kan serumu Orneklerinde parazite karsi gelismis
antikor aranmaktadir (De Boer ve ark. 1996). Konagin parazitle enfeksiyonu
esnasinda bagisiklik sisteminde yer alan plazma hiicrelerinden parazite kars1 tiretilen
IgM, 1gG, IgA ve IgE gibi antikorlar salinmaktadir. Akut toksoplasmosis esnasinda
kanda IgM titresi artar, kronik toksoplasmosis esnasinda ise IgM titresi diiserken 1gG

16



titresi yiikselmektedir. Konak yasadig: siirece kanda IgG serolojik olarak tespit edilir
(Caner ve Giiriiz 2011, Wilson 2012).

Konakta toksoplasmosisin tanisinda kullanilan bircok serolojik test
bulunmaktadir. Bu testler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan biri parazite ait
canli takizoitlerin -antikor ve kompleman varliginda- lizizine dayanan Sabin
Feldman dye testidir (Sabin ve Feldman 1948). Altin standart olarak kabul edilen bu
test konakta Toxoplasma gondii’ye o6zgii IgG tespitine yoneliktir. Diger yaygin
kullanilan serolojik testler arasinda direkt agliitinasyon testi, indirekt fluoresans
antikor testi ve ELISA yer alir (Desmonts ve Remington 1980, Arthur ve Blewett
1988, de Boer ve ark. 1996, Zajac ve Conboy 2009). Insan hekimliginde
toksoplasmosis yoniinden seronegatif annelerin izlenmesinde yaygin olarak
kullanilan ELISA testi ile siipheli kan serumlarinda hem IgM hem de IgG titrelerine
bakilmakta, bdylece hem akut hem de kronik toksoplasmosis antikor titreleri
izlenerek takip edilebilmektedir. Ancak toksoplasmosis takiben kanda sekillenen
IgM titresinin diismesi uzun siirdiigiinden konaktaki toksoplasmosis seropozitifligin
yakin zamanda gegirilmis bir enfeksiyona bagli olup olmadigi net bigimde
anlayabilmek igin anti-T. gondii antikorlarinin avidite degerleri belirlenmektedir
(Ozdemir ve ark. 2008). Konak etkenle ilk kez karsilastiginda viicudunda sekillenen
IgG antikorlar1 enfeksiyonun baslangicinda diisiik avidite gosterirken giderek
olgunlasir ve yiiksek avidite kazanir (Ashburn ve ark. 1998, Beghetto ve ark. 2003,
Ozdemir ve ark. 2008).

Toksoplasmosisin tedavisinde, takizoitler icin etkili ilag mevcut olmasina
karsin, kist i¢inde korunakli konumda bulunan bradizoitler tedavi amagh kullanilan
ilaglara kars1 direnclidir (Dubey 1998a). Kedilerde ookist atiminin oldugu donemde
ookistlere karsi etkili tedavi protokolleri mevcuttur (Dubey, 2010). Ancak ookist
atilma donemi olduk¢a kisa bir periyot oldugundan ve klinik olarak belirti
izlenmediginden genelde kedilerde bu donem gozden kagabilmektedir. Giiniimiizde
gerek insan gerekse hayvan sagligi i¢in onemli olan Toxoplasma gondii’ye karsi
etkili ilag gelistirmeye yonelik caligmalar devam etmektedir. Bunun icin parazitte

bulunan ve apikoplast adi verilen endosimbiyont organel {izerine etkili olabilecek
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etken maddelerin gelistirilmesi iizerinde durulmaktadir (Klinger ve ark. 2013, Reece
ve ark. 2013).

Koyunculugun yaygin olarak yapildigi bazi iilkelerde Toxoplasma gondii i¢in
gelistirilmis as1 da kullanilmaktadir. Koyunlara ¢iftlesme sezonundan yaklasik ti¢

hafta 6nce uygulanan canli as1 etkin koruma saglamaktadir (Buxton ve Innes 1995).

Parazitin konaktaki tedavisine iliskin uygulanacak protokollerin sinirh
olmasindan dolay1 konagin toksoplasmosisten korunmasi daha 6nem kazanmaktadir.
Bu amagla insanlar i¢in; etin ¢ig ya da az pismis bicimde tiiketilmemesi, mutfakta
yemek hazirlama asamasinda etin kesildigi kesme tahtasi ve bigagin sicak su ile
yikandiktan sonra yeniden kullanilmasi, ¢ig yenilen sebze ve meyvelerin
tilketilmeden 6nce yikanmasi, toprakla ugrastiktan sonra ellerin yikanmasi onerilir.
Evde kedi besleyen hayvan sahiplerine; kedilerine ¢ig et/kiyma vermemesi, kedi
diskistyla ¢ikan ookistlerin ancak disarida sporlanma donemi sonrasinda enfektif hale
gecmesi sebebiyle kedi kumunun giinliik temizlenerek ookistin sporlanmadan diskiy1
uzaklagtirmas1 oOnerilir. Toplumda oldukca yaygin olan toksoplasmosise yonelik
olarak kedi kilinin hastalik sebebi olmadigi hususunda farkindalik olusturmak
gerekmektedir. Felidae ailesinde yer alan yabani iyelerin beslenmesinde
kullandiklar1 avlanmanin engellenmesi ise hem dogaya aykir1 bir secenektir hem de

miimkiin degildir.

1.1.7. Genotipik Karakterizasyon

Toxoplasma gondii, genotipik benzerliklerine ragmen farede gii¢lii fenotipik farklilik
gosteren ve tip 1, tip 2 ve tip 3 olarak adlandirilan 3 farkli klad altinda
smiflandirilmistir (Howe ve Sibley 1995, Sibley ve ark. 2009, Szabo ve Finney
2016). Bu ii¢ klad arasinda en yiiksek viriilense sahip, hareket ve yayilma kapasitesi
en yiiksek klad tip 1°dir, buna karsilik konakta yangisal yaniti uyarmasina ragmen tip
2 ve tip 3’in viriilensi disiiktiir (Sibley ve Boothroyd 1992, Sibley ve ark. 2009,
Szabo ve Finney 2016). Daha sonraki ¢alismalarda Kuzey Amerika’da haplotip 12

olarak adlandirilan 4. klonal soy tanimlanmistir (Khan ve ark. 2011). Son yapilan
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caligmalarda ise, polimorfik DNA markerlari kullanilarak T. gondii’nin alti ana
kladina ait 15 haplogrubu ve 138 6zgiin genotipi tanimlanmistir (Su ve ark. 2012)
(Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Toxoplasma gondii’'nin genotipik karakterizasyonu (Su ve ark. 2012).

1.2. Bagisikhik Sistemi ve Toxoplasma gondii’ye Kars1 Sekillenen Konak
Bagisikhk Yamti

Cok hiicreli canlilar evrimleri siirecinde, mikroorganizmalarin yol agti1
enfeksiyonlardan korunmak ve hasar gormiis ya da nekroze olmus hiicrelerden
arinmak i¢in savunma mekanizmalar1 gelistirmistir (Eales 2005, Abbas ve ark. 2015).
Bize nefesimiz kadar yakin olan virlis, bakteri ve protozoon gibi hastalik yapici
ajanlarla siirekli savag halinde olan bagisiklik sistemimiz sayesinde saglikli
kalmaktayiz (Simon ve ark. 2016). Canlilarda enfeksiyonlara karsi gelisen savunma

mekanizmasi, ilk koruyucu tepkiyi olusturan, hizla gelisen ancak patojen 6zgilliigi
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olmayan dogal bagisiklik ve isleme daha geg¢ katilan ancak, etken 6zgiilliigii olan ve
etkin savunma saglayan kazanilmig bagisikliktan olusmaktadir (Akira ve ark. 2006)

(Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Bagisiklik sistemi hicreleri (Dranoff 2004).

1.2.1. Kazanilmis Bagisikhik

Omurgali canlilarda, dogal bagisikligin fiziksel ve hiicresel yanitindan sonra devreye
giren kazanilmig bagisiklik, organizmaya herhangi bir yolla giren patojenlere karsi
gelisir (Abbas ve ark. 2015, Simon ve ark. 2016). Bagisiklik sistemi lenfositlerin
olgunlasti1 ve antijene yanit verebilecek hale geldigi iiretken lenfoid organlar ve
mikroplara kars1 kazanilmis immiin yanitin baglatildig: periferik lenfoid organlardan
(Ienf diigtimleri, dalak, mukozal ve kutandz lenfoid dokular) olusmaktadir (Abbas ve
ark. 2015). Epitelden organizmaya giren mikroorganizmalar, epitel i¢inde yerlesik
olan dendritik hiicreler (DCs) tarafindan yakalanir ve hiicreye bagli antijenler en

yakin lenf diiglimiine tasinir. Lenfositler; her bir antijene 6zgii reseptorler iireten tek
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hiicre grubudur ve kazanilmig bagisiklikta 6nemli rol oynar (Lamb 2012). Kazanilmis
bagisiklik yaniti lenfositlerde bulunan ve &zgiil reseptorlerine baglanarak onlari
aktive edebilme potansiyeline sahip “antijen” adi verilen yabanci maddeler

araciligiyla olusturulur (Abbas ve ark. 2015, Simon ve ark. 2016).

Kazanilmis bagisikligt dogal bagisikliktan ayiran en oOnemli Ozellik,
immiinolojik bellek olusumudur. Yani kazanilmis bagisiklikta gorevli lenfositler bir
patojenle tekrar eden karsilasmalarda onu hatirlar ve ona 6zgii bir yanit olusturur,
antijenle uyarilan lenfositlerden olusan bu hiicreler “bellek hiicreleri” olarak
adlandirilir (Abbas ve ark. 2015). Uzun yasam siiresine sahip olan bellek
hiicrelerinin, kazanilmis bagisikligin etkinligini arttirmasi, patojenle her karsilagsmada
yeni bellek hiicrelerin olusmasiyla iliskilidir, konagin yasi ilerledikge periferik
kaninda mevcut bellek hiicrelerinin artmasi bunun kanitidir (Lamb 2012, Wilson
2012). Konakta bu kadar ¢ok sayida 6zgiil antikor olugabilmesinin ana sebeplerinden
birisi somatik mutasyonlardir, ayrica memeli genomunda bulunan antikor kodlayan
genler organizmadaki tek bir DNA zincirinde kesintisiz bicimde bulunmamakita,
genomun farkli DNA sekanslarinda parga parca yer almaktadir, rekombinasyon
aktive edici genler bu bilgileri biraraya getirerek 6zgiil antikorlar1 kodlayan bilgiyi

olusturmaktadir (Simon ve ark. 2016).

Kazanilmis bagisiklik iki temel mekanizmay: kullanarak patojenlerle savasir,
bunlar B hiicreleri (lenfositler) araciligi ile olusturulan humoral yanit ve T hiicreleri
(lenfositler) araciligi ile olusturulan hiicresel yanittir (Wilson 2012). Her iki lenfosit
hiicresi de (B ve T) kemik iligindeki kok hiicrelerden tiretilmekte, daha sonra ise T
lenfositler timusta, B lenfositler ise kemik iliginde olgunlagmaktadir (Lamb 2012).
Bu hiicreler “farklilasma kiimesi (CD)” ad1 verilen yiizey proteinleri ile birbirinden
ayrilmaktadir (Abbas ve ark. 2015).

Organizmadaki B hiicreleri ve bu hiicrelerin antijen spesifik antikorlari
araciligi ile olusturulan humoral bagisiklik yanit1 hiicre dis1 patojenlerle savasmak
icin Ozellesmistir (Pieper ve ark. 2013). B hiicreler tarafindan iiretilen antikorlara
immiinglobulin adi verilir ve B hiicrelerin yiizeyinde bulunan bu antikorlar 6zgiin
antijenleri taniyan reseptorler olarak gorev yapar (Abbas ve ark. 2015). Antikorlarin

bagisiklikta baglica gorevleri sdyle siralanabilir:
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1- Mikroorganizmalara baglanarak hiicreleri enfekte etmelerini onlemek
(nétrolizasyon),

2- Mikroorganizmalarin etrafin1 kaplayarak onlar1 fagositoz i¢in hedef haline
getirmek (opsonizasyon),

3- Kompleman sistemini aktiflestirerek mikroorganizmalarin fagositozunu

tetikleyen proteinleri agiga ¢ikarmak (aktivasyon) (Barker 2011).

B hiicreleri tarafindan retilen 1gA, 19G1, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4 organizmadaki
mikroorganizmalarin toksinlerini ndtralize eder, buna karsiik 1gG1l ve IgG3
(farelerde IgG2a) mikroorganizmanin konak hiicresine baglanmasini ve invazyonunu
inhibe eder, boylelikle patojeni fagositoza ve antikora bagmli hiicresel
sitotoksititeye hazir hale getirir. IgE, IgD, IgM, IgGl ve 19gG3 gibi bazi
immunglobulinler ise oganizmada mast hiicreleri degraniile eder ve ayni zamanda
komplementi de aktive eder (Wilson 2012). Toxoplasma gondii enfeksiyonu
esnasinda viicutta plazma hiicrelerinden IgM, IgG, IgA ve IgE gibi antikorlar
salinmaktadir. IgM akut toksoplasmosis, 1gG ise kronik toksoplasmosis
gostergesidir, IgG titresi canli yasadigi siirece kanda izlenebilir (Caner ve Giiriiz
2011, Wilson 2012). Antijen-antikor kompleksi araciligiyla aktive olan B hiicreleri
antikor tireten plazma hiicrelerine farklilagirlar, bu hiicrelerin salgiladiklar1 antikorlar
kan ve lenf dolagimina tasinir, bir grup B hiicreleri ise bellek hiicrelerine farklilasir

(Wilson 2012).

T hiicreleri araciligiyla gelisen yanit hiicre i¢i patojenlerle savasmak igin
Ozellesmis bir hiicresel bagisiklik yanitidir. Antijenlere dogrudan baglanmayan T-
hiicreleri antijen sunan hiicreler (APC) ve major histocompatibility compleks (MHC)
molekiilii yardimiyla antijenin kendilerine sunulmasi ile aktive olur (Bach ve ark.
1976, Abbas ve ark. 2015). Tim tiirlerde bir¢cok polimorfik gen bulunduran MHC
lokusu; MHC1 ve MHC2 olmak fiizere iki ana sinifa sahiptir. MHC2; DCs,
mononiikleer fagositler, B hiicreleri, endotel hiicreler ve timiis epitelinde bulunur ve
CD4" T hiicrelerde yamit olusturur (Lamb 2012). Etkin CD4" T hiicreleri sitokin
tireterek bagisikliga katki saglar (Wilson 2012).

Toxoplasma gondii’nin eksojen antijenlerinin MHC2 aracihg: ile CD4" T

hiicrelere sunulmasi sonucunda bu hiicreler aktive olur (Wilson 2012). Endoplazmik
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retikulumda bulunan MHC2 molekiilleri, golgi araciligiyla endositik kompartimana
gecer, endozomlarda bulunan T. gondii kokenli peptidler MHC2 ile birlesir, bu
peptidler MHC’den antijen sunan hiicrelerin yiizeyine aktarilir ve o/f T hiicre
spesifik reseptér (TCR) ve CD4 yiizey molekiilleri araciligt CD4" T hiicrelerine
sunulur (Denkers ve Gazzinelli 1998). CD3 kompleksi o/f TCR ile iliskilidir ve
aktive olan sinyalleri iletmek igin tirozin kinazlar gibi davranir (Roberts ve ark.
2014). CD28, T hiicre ylizeyinde CD80 ya da CD86 ile etkilesime girerck APC
tizerinde es zamanli stimiilasyonunu saglar (Khan ve ark. 1996). CD40 temel olarak
DCs de ifade edilir ve T hiicre yiizeyinde bulunan ligandina baglanarak T hiicreyi
aktive eder. Bu durum CD 80/86’nin DCs’lerde aktivitesini arttirir ve T hiicrenin es
zamanl stiimiilasyonu genisletir (Roberts ve ark. 2014). CD40, DCs’yi aktive eder,
DCs aracili IL-12 gibi sitokinlerin iiretimi, CD4" T hiicrelerinin Thl’e dogru
farklilagmasini tetikler, bu durum IFN, tretimi ile karakterizedir (Sekil 1.6.)
(Denkers ve Gazzinelli 1998).

MHC1 ise, tiim ¢ekirdekli hiicrelerde sergilenir ve CD8 * T hiicrelerinde yanit
olusturur (Lamb 2012). Sitotoksik CD8" T hiicreleri, sitoplazmasinda herhangi
enfeksiyoz etken barindiran hiicreleri, hedef hiicreye sikica baglanarak ve zarda delik
olusumuna yol agan protein salgilayarak etkisiz hale getirir (Abbas ve ark. 2015).
Toxoplasma gondii’de CD8" T lenfositler farkl1 olarak endojen antijenlerin MHC1
araciligi ile sunulmas1 sonucunda aktive olmaktadir, CD8" tarafindan salinan IFN,
hedef hiicrede indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) ve inducible nitric oxide synthase
(INOS)’mn salimiminmi tetikler ve boylelikle parazitin etkin bigimde oOldiriilmesini

saglar (Denkers ve Gazzinelli 1998, Roberts ve ark. 2014).

Yardimce1 T hiicreleri ise fagozomlarina alinan mikrorganizmalari yok
etmeleri icin fagositik hiicreleri uyararak mikrobisidal etkinliklerini arttirir,
lokositleri enfeksiyon bolgesine toplar ve epitelin engelleyici islevini arttirir (Simon
ve ark. 2016). B hiicrelerin antikor iiretmesine yardim eden yardimci T hiicreleri
ayrica makrofajlarin aktive edilmesinde, yanginin yonetilmesinde, B ve T hiicrelerin
aktivasyonunda (proliferasyon ve farklilasma) gorev alir (Abbas ve ark. 2015).
Toxoplasma gondii enfeksiyonu esnasinda organizmadaki yardimci T hiicreler

sitokin sekresyonu ile iligkilidir. Th1l yanit1 IFN, iiretiminden sorumludur ve hiicre
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aracili immiin yanitta rol alirken, Th2 yanit1 ise interleukin {iretimini uyararak asiri

duyarhilik reaksiyonlarini tetikler (Wilson 2012). (Sekil 1.6).

IL-12, IL-15,
IL-18. IL-23,
IL-27

Phagocyte or
Dendritic Cell

Sekil 1.6. Toxoplasma gondii'de kazanilmis bagisiklik yanitinin aktivasyonu (Robert ve ark.
2014).

1.2.2. Dogal Bagisikhik

Cok hiicreli organizmada viicuda giren patojene karsi sekillenen dogal bagisiklik
tepkileri yangi, antiviral savunma ve dogal immiin yanitlarin diizenlenmesi olmak
tizere ii¢ temel baglik altinda toplanir (Abbas ve ark. 2015). Dogal bagisiklik sistemi,
konak hiicrede bulunmayan fakat ¢esitli mikroorganizma siiflarinda ortak olarak
bulunan ve organizmanin canlilig i¢in mutlak gerekli olan unsurlari tanir ve
patojenle her karsilagmasinda ayni yaniti verir (Abbas ve ark. 2015). Dogal
bagisiklik sisteminin mikroorganizma i¢in elzem yapilara karsi reaksiyon vermesi
mikroorganizmanin mutasyon sekillendirerek bu bagisiklik yanitindan kagma sansim

azaltmaktadir (Simon ve ark. 2016). Enfeksiyon etkenleri {izerinde yer alan ve dogal
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bagisikligt uyaran mikrobiyal molekiiller pek c¢ok mikroorganizma iizerinde
bulundugu i¢in bu yapilara “patojen iliskili molekiiler kaliplar (PAMPS)” adi
verilmektedir. Lipopolisakkaritler gibi bakteriyal karbonhidratlar, mannoz, bakteriyal
ya da viral DNA veya RNA gibi niikleik asitler, peptidoglikanlar, lipoproteinler ve
fungal glukanlar bu molekiilleri olusturmaktadir (Abbas ve ark. 2015). Viicuda giren
patojene ait bu molekiiler kaliplar1 taniyan dogal bagisiklik reseptorleri ise kalip
tanima reseptorleri (PRRs) olarak bilinen bagisiklik sistemi hiicrelerince iiretilen
proteinlerdir (Akira ve ark. 2006). Ayni1 zamanda organizmada hasara ugramis ya da
nekroze olmus hiicrelerden agiga ¢ikan hasar iligkili endojen stres sinyalleri
molekiilleri de “tehlike iliskili molekiiler kaliplar (DAMPS)” olarak adlandirilir ve
dogal bagisiklik unsurlari bu molekiilleri de taniyarak onlari yok edecek doku onarim

mekanizmalarini harekete gegirir (Barker 2011, Abbas ve ark. 2015).

Viicuda mikroorganizmalarin  girmesini engelleyen dogal bagisiklik
sisteminin fiziksel bariyerleri organizmanin ilk savunma hattin1 olusturur (Abbas ve
ark. 2015). Burun deliklerinde yer alan killar, dig ortama agik olan solunum ve iireme
sistemindeki hiicreler tarafindan salgilanan mukus ve dis kulak yolunda {iretilen salgi
ve epitel hiicreler arasinda teskil etmis siki baglantilar patojenin viicuda girmesini
engellemek igin fiziksel bir bariyer gorevi goriir (Abbas ve ark. 2015, Simon ve ark.
2016). Bunlara ek olarak ter, tiikrilk ve gdzyasinda bulunan enzimler, mide ve
vaginadaki asit ortam, sindirim kanalindaki hidrolitik enzimler patojenlerle savasta
ilk savunma hattinin kimyasal bilesenlerini olusturur (Hickman ve ark. 2014, Simon
ve ark. 2016). Patojenler bu ilk fiziksel savunma hattin1 atlatmayi basardiginda
devreye giren ikinci savunma hatti olan hiicresel savunma fagositoz ve
antimikrobiyal proteinlerinin aktivitesiyle patojenle miicadele eder (Hickman ve ark.
2014).

Canli Toxoplasma gondii ile enfekte oldugunda ilk olarak konaga ait dogal
bagisiklik sistemi unsurlar ile karsilagir. Dogal bagisiklik hiicrelerinde ve dokulara
0zgii hiicrelerde bulunabilen PRRs, T. gondii’ye ait PAMP’lar1 tanir (Wilson 2012).
Parazitin enfektif formu mukozada degisiklikler sekillendirir ve bunu NKs, T-
hiicreler, epitelyal ve intraepitelyal lenfositler ve enterositlerin baslangigtaki dogal

immiin yanita katkida bulunmasi izler (Mordue ve Huntery 2014). Konakta parazite
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kars1 sekillenen bu yanitlara ragmen parazit, intestinal bariyeri gecerek, yangisal
monositlerin  olugturdugu mukozal bagisikliktan kacabilmekte ve dokulara
yayilabilmektedir (Mordue ve Sibley 2003). Genel olarak toksoplasmosis ile
enfeksiyon sekillenmesini takiben bir hafta sonra viicutta parazitemi yiiksektir,
bagisiklik sisteminin parazite karst yanit gelistirmeye baslamasiyla -yaklasik ii¢ hafta
sonunda- parazit dokularda hiicre i¢i Kist formu gelistirir (Wilson 2012). Konakta
parazite karsi hiicresel immunite gelismesini takiben takizoit hiicre i¢inde daha pasif
form olan bradizoite doniistir, hastalik boylece kronik doneme geger. Konakta gelisen
bagisiklik sisteminin herhangi bir sebeple zayiflamasi sonucunda doku kisti iginde
bulunan bradizoitler re-aktive olarak hizla konak hiicrelerinde ¢ogalmaya baslar ve
konak i¢in Oliimciil olabilen tablo gelisir (Dubey ve ark. 1998, Dubey 2010).
Bradizoitlerin reaktivasyonunun engellenmesi i¢in organizmada bagisiklik yanitinin
aktif olmas1 gerekmektedir (Wilson 2012).

1.2.2.1. Toll-Benzeri Reseptorler (TLRs)

Bu reseptorler Drosophila’da gelisimde ve savunmada rol alan toll adi verilen
proteinlerin homologudur (Akira ve ark. 2006). Endozom ve hiicre yiizeyinde
yerlesim goésteren TLRS, patojenleri ve onlara ait molekiilleri tanir (Aderem ve
Ulevitch 2000, Hickman ve ark. 2014, Abbas ve ark. 2015). TLRs olusturduklar
sinyaller ile fagositlerin etkinlesmesini saglar, ayrica sitokin tiretimini uyaran TLRS,
transkripsiyon faktorleri ile yangida rol oynayan bazi enzim ve proteinlerin ifadesini
olusturur (Akira ve ark. 2006, Abbas ve ark. 2015).

Toxoplasma gondii’nin konak hiicresine girisinde ve hareketliliginde rol alan
aktin bagimli profilin molekiiliine baglanan TLR11 endozomlarda MYD88 (myeloid
farklilasmig onciil yanit proteini) olusturur, MYD88 ise interferon regulatory faktor 8
(IFR8)’1 aktive ederek IL12 iiretimini uyarir (Koblansky ve ark. 2013). Konakta  T.
gondii’ye karst gelisen direncin temelini TLR11 aracili MYD88 aktivasyonu
olusturur, ayn1 zamanda Thl hiicrelerin IL12 bagimli aktivasyonunu saglar, NK

hiicrelerden IFN, iretimini uyararak bircok biyokimyasal tepkimenin baslaticisi
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oldugu goriiliir (Wilson 2012, Yarovinsky 2014). TLR4 ve TLR2 parazite ait GPI’iin
(glikozil fosfatidil inozitol) taninmasinda rol oynamaktadirlar (Yarovinsky ve ark.
2005).

1.2.2.2. Sitokinler

Konakta oncelikle makrofaj ve dendritik hiicreler olmak iizere gesitli hiicre
gruplarindan salgilanan bagisiklik ve yangiyr yoneten proteinler olan sitokinler,
kemokinler ile birlikte yangi esnasinda sekillenen yanitta kompleks sinyal aglar
olusturur, ayn1 zamanda konak hiicrelerin aktive olmasini saglar ve 16kositleri yangi

bolgesine gelmesi yoniinde uyarir (Folds 2008, Abbas ve ark. 2015).

1.2.2.2.1. interferonlar (IFN)

Ozellikle konaktaki viruslarla savasan ve konak hiicresindeki viral replikasyonu bloke
etme yetenegine sahip sitokinlerdir (Kadowaki ve ark. 2000). Bununla birlikte
toksoplasmosis esnasinda rol oynadiklar1 goriliir. IFN, reaktif oksijen tiirleri aracili
oksidatif yanmiti (ROS) indiikleyerek hiicre iginde yerlesen patojenlere karsi
antimikrobiyal etkinligi saglar (Mordue ve Huntery 2014). IFN, aynm1 zamanda
makrofajlarda, paraziter triptofanin yikimini uyaran IDO (indolamin 2,3-dioksigenaz)
ile ve parazitin bolinmesi igin gerekli arjinin yikimini uyaran INOS (Nitrik oksit
sentaz uyarici) sentezini aktive ederek parazitin gelisimini inhibe etmektedir (Mordue
ve Huntery 2014) (Sekil 1.7).
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1.2.2.2.2. interleukinler (IL)

Konakta Toxoplasma gondii’ye karst NK ve T-hiicreler araciligi ile iiretilen IFN,,
IL12 tiretimini tetikler, IL12 infeksiyonun kontroliinde etkilidir (Mordue ve Huntery
2014).
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Sekil 1.7. Konakta parazite karsi sekillenen IFNy aktivasyonu (Yarovinsky 2014).

1.2.2.4. Kompleman Sistem

Hem kazanilmis hem de dogal bagisiklikta C3 adi verilen plazma proteinin
aktivasyonu ile iglev goren kompleman sistem patojenlerin dis yiizeyindeki
polisakkaritler tarafindan aktive olur ve boylelikle viicuda giren patojeni pargalayan
olaylar dizisini baslatir, patojeni fagositoz edilebilmesi i¢in etiketler (opsonizasyon)
ve yangi bolgesine lenfositleri ¢ekerek yangiyr arttirir (Beutler 2004, Hickman ve
ark. 2014, Abbas ve ark. 2015).
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1.2.2.5. Antimikrobiyal Peptidler

Viicutta herhangi bir patojenle temas aninda salinan antimikrobiyal peptidler
patojenin hiicre zarin1 pargalayarak ya da sinyal yolaklarini inhibe ederek onu etkisiz
hale getirir (Akira ve ark. 2006).

1.2.2.6. Hiicresel Savunma Mekanizmalari

1.2.2.6.1. Mononiikleer Fagositik Sistem

Kemik iligindeki kok hiicrelerden farklilasarak dolasima gegen monositler
farklilagarak makrofajlari olusturur. Tim viicut dokularmma yayilan makrofajlar
yerlestigi dokuda 6zel isimleri ile anilir (karaciger dokusunda kupffer hiicreleri,
beyinde mikroglia, deride Langerhans hiicreleri, alveollerde alveolar makrofajlar,
bobrekte mezenkimal hiicreler ve kemikte osteoklastlar) (Hickman ve ark. 2014,
Abbas ve ark. 2015). Makrofajlar yangiyr diizenleyen bazi sitokinleri {iretir,
mikroorganizmalar1 fagosite ederek uzaklastirir ve hasarli dokuda doku onarim

slirecini baglatir (Beutler 2004).

1.2.2.6.2. Polimorf Niikleer Lokositler (PMN)

Graniilositler olarak da adlandirilan ve parcali ¢ekirdege sahip olan PMN i¢inde {i¢
farkl1 hiicre grubu bulunur (nétrofil, eozinofil ve bazofil) (Nathan 2006, Hickman ve
ark. 2014). insan ve diger memelilerin kan dolasiminda en fazla sayida bulunan (%
60-70) Iokositler olan nétrofiller yangi bolgesine ilk ulasan hiicrelerdir (Nathan
2006). Notrofiller kisa 6miirlii hiicrelerdir, dolasimdaki émiirleri 6-8 saattir (Nathan
2006, Yildiz 2016). Akut enfeksiyonda patojene karsi konakta sekillenen ilk yanitta
kritik rol oynayan nétrofiller dogal bagisikligin 6nemli bilesenleridir (Nathan 2006,
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Appelberg 2007, Phillipson ve Kubes 2011). Konak viicuduna patojen girdiginde
gelisen akut yangi esnasinda patojen ya da konak hiicreler tarafindan salinan bazi
kemotaktik faktorlerle ilgili olarak kan damarlarindaki notrofiller damar duvarindan
gecerek etkilenen dokuya ulasir (Phillipson ve Kubes 2011). Notrofillerde patojene
kars1 sekillenen temel antimikrobiyal yanit mekanizmasi fagositoz, reaktif oksijen
tirlerinin ~ liretimi ve  graniillerden mikrobisidal molekiillerin  salinimini
(degrantilasyon) igerir (Kaplan ve Radic 2012). Bununla birlikte Brinkmann ve ark.
(2004) tarafindan noétrofillerin patojenle savasta hiicre dis1 tuzaklar gelistirdigi

belirlenmistir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Notrofillerin patojenle savasta kullandigi stratejiler (Kolaczkowska ve Kubes 2013).

Viicuda giren patojene ait molekiiler kaliplarin (PAMPs), konaga ait kalip
tanima reseptorleri araciligi ile taninmasi sonucunda fagosite edilir (Ofek ve ark.
1995). Fagosite edilen mikroorganizmalar nétrofil i¢inde oksidatif ve non-oksidatif
mekanizmalar araciligi ile oldiiriliir (Soehnlein 2009). Oksidatif mekanizma
NADPH oksidaz enzim kompleksinin aktivitesi siiresince reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini kapsarken, non-oksidatif mekanizma antimikrobiyal peptidlerin ve
proteazlarin salinmasi ile fonksiyon gosterir (Segal 2005). Non-oksidatif mekanizma
esnasinda nétrofilde bulunan {i¢ farkli graniil tipinin (azurofilik, spesifik ve jelatindz
graniiller) degraniilasyonu sekillenir (Borregaard ve Cowland 1997, Borregaard
2010). Azurofilik graniiller; myeloperoksidaz (MPO), elastaz (NE), katepsin G,
proteinaz 3, defensins ve lizozim, spesifik graniiller; kollagenaz, jelatinaz, lizozim,
sistein ve laktoferrin, jelatinoz graniiller ise jelatinaz, lizozim ve ve arginazlar
icermektedirler (Borregaard ve ark. 2007, Abi Abdallah ve ark. 2012). (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Nétrofillerde bulunan grandller ve molekuler bilesenleri (Averhoff ve ark. 2008).

IL12’nin ilk kaynagini teskil eden ve sitokinlerin olugsumunu saglayan nétrofiller
konakta Toxoplasma gondii’ye karsi sekillenen dogal bagisiklik yanitinda 6nem arz
etmektedir (Wilson 2012). Toxoplasma gondii enfeksiyonu esnasinda Grl adi verilen
antikorlar nétrofil yiizeyinde bulunan Ly6G molekiiliine ve monositlerin yiizeyinde
bulunan Ly6C molekiiliine baglanarak bu hiicreleri aktive eder ve konakta bagisiklik

yanitini olusturur (Dunay ve ark. 2008).

1.2.2.6.3. Katil Hiicreler (NK)

Yogun graniillere ve 6zgiin yiizey proteinlerine sahip olan katil hiicreler konakta
enfekte hiicre ile temas etmesini takiben yogun graniil igeriklerini hiicre digina
bosaltirlar ve bu proteinler enfekte hiicreye girerek apoptosiz siirecini baglatan
enzimleri uyarirlar (Lanier ve Phillips 1992). NK, IFN, iireterek makrofajlar1 aktive
eder (Miller ve ark. 2008). Antikor bagimli ve hiicre aracili sitotoksitite reaksiyonlari

ile viicuda giren patojeni etkisiz hale getirir (Hickman ve ark. 2014). Konakta dogal
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bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda ve immiin yanitin polarizasyonunda kritik role
sahip olan NK, Toxoplasma gondii enfeksiyonu siiresince IL1 ve IL18 iiretimini
saglar ve kisa siire i¢inde enfeksiyon bolgesine ulasir (Khan ve ark. 2006). Ayrica

tirettikleri sitolitik enzimler ile enfekte hiicreyi oldiirtirler (Wilson 2012).

1.2.2.6.4. Mast Hiicreleri

Kemik iliginden koken alan, deri ve mukozal epitelde bulunan mast hiicreleri ¢ok
sayida Sitoplazmik graniil tasir (Wedemeyer ve ark. 2000). Viicutta yangi gelisimini
saglayan sitokinleri salgilarlar. Helmintlere karst savunmada rol alir, ayrica viicutta
sekillenen alerjik reaksiyonlarda Klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sorumludur
(Hickman ve ark. 2014, Abbas ve ark. 2015).

1.2.2.6.5. Dendritik Hiicreler (DCs)

Dogal ve kazanilmig bagisiklik arasinda koprii gorevi goren dentritik hiicreler akut
toksoplasmosis esnasinda takizoitlerin bagirsaktan kan-beyin bariyerine ve merkezi
sinir sistemine dogru taginmasi ile iliskilidir. Dentritik hiicrelerin temel ve ayirici roli
T-hiicrelerine antijen sunmalar1 ve parazite karst T hiicre yaniti olusturmalaridir

(Wilson 2012).

1.3. Hiicre Dis1 Tuzak Olusumu

Hiicre dis1 tuzak olusumu (ETS), organizmada sekillenen yangisal durumlarda ve
patojenlere kars1 polimorf niikleer I6kositler ve makrofaj, monosit gibi mononiikleer
fagositlerde, hiicreye ait DNA, histonlar, graniiler proteazlar, diger sitoplazmik ve
niikleer proteinleri katildigi dogal bagisiklik mekanizmasidir (Brinkman ve ark.
2004, Wartha ve ark. 2007, Brinkman ve Zychlinsky 2012). Nétrofiller dolasimda en

bol bulunan lokositler oldugundan bu antimikrobiyal aktivite daha ¢ok nétrofillerle
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Ozlestirilmis olsa da (NETS), mast hiicreleri (MCETS), eozinofil (EETs) ve makrofaj
(METs) gibi diger bagisiklik sistemi hiicrelerinde de hiicre disi tuzak olusumu
gozlenmistir (Goldman ve Medina 2013, Sungmo ve ark. 2016). Cesitli
omurgalilarda, boceklerde ve kanathi heterofillerinde hiicre dis1 tuzak olusumlarina
rastlanmistir (Chuammitri ve ark. 2009, Kaplan ve Radic 2012). ETosis olarak da
adlandirilan bu proseste bagisiklik sistemi hiicreleri araciligi ile hiicre dis1 tuzak
yapilar1 salinir ve patojenler hiicre dis1 alanda etkisiz hale getirilir (Pisanu ve ark.
2015). Brinkman ve ark. (2004), IL-8, LPS ve 6nemli bazi kemo-atraktanlar ile
muamele sonucunda nétrofillerde hiicre dis1 tuzak yapilarinin gelistigini belirlemis
ve bu yapilarin histon, graniil proteinleri, decondense DNA ipliklerinden olustugunu
bildirmistir (Sekil 1.10). Onceleri netosisin hiicre 6liimii ile sonuclanan bir proses
oldugu disiiniilmiis olsa da daha sonra yapilan ¢alismalar, netosis sonrasi bazi
hiicrelerin canliligini ve hatta antimikrobiyal aktivitesini devam ettirdigini
gostermistir  (Yousefi ve ark. 2009, Pilsczek ve ark. 2010, Yildiz 2016).
Antimikrobiyal avantajlarina ragmen bazi otoimmiin ve kronik yangisal hastaliklarda
tetikleyici rol lstlenmesi, bu savunma sistemini organizma i¢in dezavantajli hale

getirebilmektedir (Kaplan ve Radic 2012, Arelaki ve ark. 2016).
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Sekil 1.10. Patojenle karsilasan nétrofilde hicre disi tuzaklarin olusum mekanizmasi
(Phillipson ve Kubes 2011).
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1.3.1. NET Morfolojisi

Hiicre dis1 tuzak gelisimi yoniinde aktive olan noétrofiller 6nemli bazi morfolojik
degisikliklere maruz kalirlar (Brinkman ve ark. 2004). Aktivasyondan dakikalar
sonra hiicreler yassilasir ve zamanla ¢ekirdeklerin tipik goriiniimii gézden kaybolur,
kromatin dekondense olur, graniillerin biitiinliigii bozulur, bir saat sonra niikleer zarf
vezikiillerin i¢ine dagilir ve nukleoplazma ile sitoplazma homojen bir kiitle formuna
gelir, nihayet hiicre membran1 pargalanir ve hiicre igeriginin hiicre disina
firlatilmasiyla hiicre dis1 tuzak gelisim prosesi baslar (Brinkman ve Zychlinsky 2007,
Fuchs ve ark. 2007). Dekondanse kromatin aglar1 graniillerdeki diger antimikrobiyal
igerikle Dbirlikte hiicrenin normal biiytikliigiiniin 10-15 kat1 kadar yer kaplayan
bulutumsu bir goriiniime sahip hiicre dis1 tuzak yapilarini sekillendirir (Brinkman ve
Zychlinsky 2012). Hiicre dis1 tuzaklar i¢in 6nemli karakterlerden birisi hiicre dis1
alanda, nétrofile ait, yaklasik 17 nm ¢apinda DNA iplik¢iklerinin varligidir (Urban
ve ark. 2009, Zawrotinak ve Rapala-Kozik 2013).

Netosis, organizmada sekillenen diger hiicre 6liim sekillerinden (apoptosis ve
nekrosis) morfolojik olarak oldukga farklidir (Brinkmann ve Zychlinsky 2007, Fuchs
ve ark. 2007, Yildiz 2016).

1.3.2. Hiicre Dis1 Tuzak Olusumunun Indikatorleri ve Molekiiler Mekanizmasi

Netosis bakteri, mantar, viriis ve protozoon gibi patojenler ile temas sonrasi, TLR4
ve cesitli konak faktorlerle aktive edilmis platelet, yangisal uyaranlar, ROS benzeri
hidrojen peroksit (H,O,), antikorlar, antikor-antijen kompleksleri gibi fizyolojik
faktorler, bakteriyal lipopolisakkarit, Leishmania’a ait lipofosfoglikan gibi
mikrobiyal komponentler araciligi ile indiiklenir (Brinkman ve ark. 2004, Fuchs ve
ark. 2007, Guimaraes Costa ve ark. 2009, Kessenbrock ve ark. 2009, Neeli ve ark.
2009, Zawrotniak ve Rapala-Kozik 2013, Sorensen ve Borregard 2016). Cogu graniil
kokenli, bir kismi ise g¢ekirdek ve sitoplazma kokenli olan proteinler hiicre dist

tuzaklarin olusumunda rol almaktadir (Urban ve ark. 2009).
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Okaryotlarda, DNA ve cekirdek histonlar1 (H2A, H2B, H3 ve H4) DNA
yapisindaki fosfatlarin negatif yiikii ve histonlarin pozitif yiikii sayesinde sikica
birbirlerine baglanarak nukleozom denen yapilari olusturur, ¢ok sayida nukleozomlar
ise kromatin yapisim1 meydana getirir. Kromatin normal fizyolojik durumda
replikasyon ve transkripsiyon prosesleri sirasinda dekondense olmaktadir (Klug ve
ark. 2011, Reece ve ark. 2013). Netosis prosesinde ilk olarak graniillerden salinan ve
cekirdege go¢ eden NE,  histonlarin  degredasyonunu ve  kromatin
dekondensasyonunu uyarir, daha sonra olaya katilan MPO ise dekondensasyonu
arttirict etkiye sahiptir (Metzler ve ark. 2011, Papayannopoulos ve ark. 2011).
Netosis baslangicinda NADPH araciligiyla biiyiik miktarda ROS dretilir (Fuchs ve
ark. 2007, Nishinaka ve ark. 2011). Genellikle fagositik oksidaz (PHOX) olarak
adlandirilan NADPH enzim kompleksi hiicre i¢inde ya da fagozomal membranda
bulunur, molekiiler oksijen NADPH’dan elektron transfer ederek siiperoksitlere
doniistir, stiperoksit ise geri-mutasyon yoluyla hidrojen peroksite doniisiir (H20,).
H,0,, nétrofilin graniillerinde bol bulunan bir enzim olan MPO igin substrat gérevi
goriir, MPO ve H,0; reaksiyonu sonucu meydana gelen hypoklorus asit (HOCL)
hiicre dis1 tuzak salinimi i¢in elzemdir (Palmerl ve ark. 2012, Nauseff 2014). NE,
MPO ve HOCL aktivitesi olmaksizin hiicre dis1 tuzaklarin  olusumu

gozlenmemektedir (Papayyonopoulus ve ark. 2011) (Sekil 1.11).

NOTROFIL
\)

\ \ ELASTAZ YAKALANMIS BAKTERI
MPO HISTON

Sekil 1.11. Hiicre dis1 tuzak yapilarinin molekiiler bilesenleri (Je ve ark. 2016)
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Histonlar, NE aracili kismi degradasyona ek olarak, kromatin yapisinin
dekondense olmasi icin daha ileri modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Notrofil
cekirdeginde lokalize olan ve yogun olarak salman PAD4 enziminin Ca™ aracili
aktivasyonu, H3 ve H4 c¢ekirdek histonlarindaki arjinin kalintilarinin sitriiline
donilisimiinii katalizlemektedir (Soransen ve Borregard 2016). Sitrulinasyon adi
verilen bu mekanizma ile PAD4 aracili heterokromatin dekondensasyonu, histonlarin
giclii pozitif yiikiinii indirger ve histon-DNA baglarim1 zayiflatir, bu da
nukleozomlarin ¢6ziilmesini ve NET olusumunun 6n kosullarini gergeklesmesini
saglamaktadir (Neeli ve ark. 2008, Wang ve ark. 2009, Soransen ve Borregard 2016).
PMA aracili histon deiminasyonu insan nétrofillerinde bulunan kalsiyum ionoforlari

ile indiiklenmektedir (Neeli ve Radic 2013).

Netosis histon hipersitrilinasyonunu gerektirdiginden diger hiicre o6limii
formlar1 olan apotozis ve nekrosisten farklidir (Cheng ve Palaniyar 2013). Son
calismalardaki kanitlar netosis sonrasi notrofilin canliligini koruyabildigi yoniindedir
(Yousefi ve ark. 2009, Pilsczek ve ark. 2010). Yipp ve ark. (2012), netosis geciren
notrofillerin canli kaldigr ve fagosite etme yetenegini kaybetmedigini géstermis ve bu
prosesi vital netosis olarak adlandirmustir. Vital netosisin kiigiik notrofil alt kiimeleri
tarafindan tstlenilen proses oldugu diistiniilmektedir, bu proses niikleer membranin
seperasyonu ile Dbaglar ve kromatin dekondenasyonu sekillenir, nukleustan
tomurcuklanma ile ayrilan kromatinler ile antimikrobiyal proteinleri igeren vezikiiller,
plazma membraninin yakininda kiimelesir ve igeriklerini hiicre dis1 alana birakir
(Manda ve ark. 2014). Eozinofil ve nétrofillerin mitokondrial DNA’lar1 araciligr ile
de hiicre dis1 tuzak yapilarim1 olusturabildikleri ve bu prosesin hiicre olimii ile
sonuglanmadigi gozlenmistir (Yousefi ve ark. 2008, Yousefi ve ark. 2009). Hiicre dis1
tuzak yapilari DNazl’e duyarhidir ve netosis prosesi DNazl ile inhibe
edilebilmektedir (Brinkman ve ark. 2004, Hakkim ve ark. 2010).
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1.3.3. Hiicre Dis1 Tuzak Yapilarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Hiicre dis1 tuzak yapilar1 bakteri, viriis, protozoan ve mantar gibi patojenler iizerinde
etkinlige sahiptir (Manda ve ark. 2014). Bu yapilar igerdikleri DNA iplik¢ikleri
sayesinde enfeksiyon bolgesindeki, patojenlerin viicutta yayilmasimi engellemekte,
NE, MPO ve histonlar catepsin G, proteinaz 3, laktoferrin, kalprolektin, defensinler
ve peptid kokenli antimikrobiyal proteinler gibi nétrofil graniiler iceriklerinin patojen
tizerine antimikrobiyal etkinliklerini arttirmakta ve patojenlere ait viriilens faktorlerini
inaktive etmektedir (Brinkman ve Zychlinsky 2012, Yildiz 2016).

1.3.4. Parazitlerde Hiicre Dis1 Tuzak Olusumu

Hiicre dis1 tuzaklar parazitlere karsi da sekillenmektedir (Baker ve ark. 2008,
Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Abi
Abdallah ve ark. 2012, Munoz Caro ve ark. 2014a, Munoz Caro ve ark. 2014b, Silva
ve ark. 2014, Morgado ve ark. 2015, Munoz Caro ve ark. 2015a, Munoz Caro ve ark.
2015b, Reichel ve ark. 2015, Avila ve ark. 2016, Silva ve ark. 2016, Wei ve ark.
2016, Yildiz ve ark. 2017) (Sekil 1.12). Tk kez Plasmodium falciparum trofozoitleri
ile enfekte cocuklardan alinan kan 6rneklerinde, parazit ve eritrositlere yapisik olarak

hiicre dis1 tuzak yapilarina rastlanmistir (Baker ve ark. 2008).

Eimeria bovis’e ait sporozoitler, sigirdan izole edilen PMN ile in vitro
ortamda karsilastirilmis ve sekillenen ekstraselilar DNA, Sytox orange boya
kullanilarak gozlenmistir, calismada canli sporozoitlerin, homojenize ya da Oli
parazitlere gore daha etkin bigimde tuzak olusumunu tetikledigi belirlenmistir
(Behrendt ve ark. 2010). Ke¢i PMN’inin Eimeria arloingi sporozoitleri ve
ookistlerine kars1 hiicre dis1 tuzak yapilarin1 olusturdugu kantitatif ve kalitatif olarak
gozlenmistir (Silva ve ark. 2014). Cryptosporidium parvum ookistleri ve
sporozoitleri, sigir PMN’inde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonuna bagimli bir
prosesle netosisi tetiklemistir, ayrica ERK ' ve P38 MAPK aracili sinyal
yolaklariinda netosisi uyardigi belirtilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015a).
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Leishmania amozensis promastigotlarinin, in vitro ortamda insan
nétrofillerinde netosisi tetikledigi belirlenmis, histon, MPO ve NE gozlenmistir
(Guimaraes-Costa ve ark. 2009). Kutanoz leishmaniasisli insanlardan alinan biyopsi
orneklerinde DNA tuzaklar1 ve elastaz tespit edilmistir (Guimaraes-Costa ve ark.
2009). Leishmania donovani promastigotlar1 ile insan kanindan izole edilen
nétrofillerle in vitro inkiibasyonunda hiicre disi tuzak yapilart belirlenmistir (Gabriel
ve ark. 2010). Leishmania braziliensis’in neden oldugu deri leishmaniosisli hastalarin
deri lezyonlarindan alinan ornekler ¢esitli islemlerden gegirilerek mikroskobik olarak

incelenmis ve hiicre dis1 tuzak yapilarina rastlanmigtir (Morgado ve ark. 2015).

Sigir PMN’i, Besnoitia besnoiti takizoitleri ile in vitro ortamda uyarildiginda
netosis gozlemlenmistir (Munoz Caro ve ark. 2014a). B. besnoiti takizoitlerinin in
vitro ortamda sigir monositlerinde de hiicre dis1 tuzak olusumunu tetikledigi
belirlenmistir (Munoz Caro ve ark. 2014b). Neospora caninum takizoitlerinin kopek
kanindan izole edilen PMN’de in vitro olarak netosisi tetikledigi belirlenmistir (Wei
ve ark. 2016). Entamoeba histolytica trofozoitleri ve lipopeptidofosfoglikaninin in
vitro ortamda, insan PMN’de netosis olusumunu tetikledigi belirlenmistir (Avila ve
ark. 2016).

Toxoplasma gondii takizoitleri insan ve fare PMN’i ile in vitro ortamda
karsilastirildiginda hiicre dis1 tuzak gelisimi gozlenmistir (Abi Abdallah ve ark.
2012). Sekillenen hiicre dist tuzaklarin T. gondii susuna bagli olmadigi ifade
edilmistir (Abi Abdallah ve ark. 2012). Phoca vitulina (fok) dan izole edilen monosit
ve PMN’ler T. gondii takizoitleri ile in vitro ortamda muamele edildiginde, hiicre dis1
tuzaklarin gelistigi gozlenmistir (Reichel ve ark. 2015). Koyun ve sigir PMN’inin in
vitro ortamda T. gondii takizoitlerine karsi netosis sekillendirdigi belirlenmistir
(Yildiz ve ark. 2017). Sigir PMN-takizoitin birlikte kiiltiiriinde, koyuna gére MPO
aktivitesinin daha yliksek oldugu ve koyun PMN’inin olusturdugu hiicre dis1 tuzak
yapilarinin parazitin mekanik olarak hareketsiz kalmasini saglarken, sigirdan salinan

hiicre dis1 tuzaklarin 6ldiiriicii olabilecegi belirlenmistir (Yildiz ve ark. 2017).
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Sekil 1.12. Parazitle kargilasan nétrofilin aktivasyonu ve netosis (Hermosilla ve ark. 2014).

Netosis helmintlere kars1 da sekillenmektedir (Chuah ve ark. 2013, Bonne-
Annee ve ark. 2014, Munoz Caro ve ark. 2015b). Farelerde Strongyloides stercoralis
larvalar1 ile enfeksiyonu takiben in vivo hiicre disi tuzak olusumu indiiklenir ve
parazitin mikro ¢evrede hapsedilerek etkisiz hale getirilmesini uyarir (Bonne-Annee
ve ark. 2014). Ayrica larvalar in vitro insan nétrofil ve makrofajlart ile kiltiir
edildiginde de hiicre dis1 tuzak olusumu gozlenmis, ancak parazitin Sliimi ile
sonuclanmamistir (Bonne-Annee ve ark. 2014). Schistosoma japonicum ile enfekte
fare karacigerinden elde edilen granulomlarda hiicre disi tuzaklar mikroskopi ile
gozlenmis ve insan notrofilleri S. japonicum yumurtalar ile in vitro inkiibe
edildiginde netosis sekillendigi belirlenmistir (Chuah ve ark. 2013). Haemonchus
contortus’un tgiincti larva evresi (L3), koyun PMN’de in vitro hiicre dis1 tuzak

olusumunu tetiklemektedir (Munoz Caro ve ark. 2015b)
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1.3.5. Hiicre Disi Tuzak Yapilarimin Kantitatif ve Kalitatif Yontemlerle

Belirlenmesi

Sekillenen hiicre dis1 tuzaklar gesitli goriintiileme cihazlar1 ile saptanabilmektedir.
Bu cihazlar arasinda taramali elektron mikroskobu ve fluoresans mikroskobu
bulunmaktadir (Brinkman ve ark. 2004, Pural 2004). Brinkman ve ark. (2004), hiicre
dis1 tuzaklan ilk kez elektron mikroskobu ile izlemistir. Ancak bu yolda NET’in
fibrin iplik¢iklerinden ayirt edilmesi oldukga giictiir ve bunun yani sira bu yontem
icin ¢ok fazla laboratuvar donanimi gerekmektedir. Bununla birlikte hiicre dis1 tuzak
yapilart olusturan histonlar, MPO ve kromatin iplikg¢ikleri gibi unsurlari bu

mikroskopla ayirt etmek miimkiin olmamaktadir (Brinkman ve ark. 2004)

Diger bir goriintilleme cihazi olan fluoresans mikroskop numuneden spesifik
goriintii veya sinyal almak igin daha uygundur ve hiicre disi tuzaklarin kalitatif
analizinde basartyla kullanilmaktadir (Sekil 1.13). Fluoresans boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatinini dolayisiyla ¢ekirdegini goriiniir hale
getirirler (Henry ve ark. 2013). Hiicre dis1 tuzaklar ortaya koyabilmek i¢in bu yapiy1
olusturan histonlar, MPO, kromatin iplik¢ikleri gibi unsurlarin tespiti gereklidir. Bu
amagcla bu unsurlar ilgili fluoresans isaretli antijenler ve spesifik boyalar kullanilarak
goriinlir hale getirilir. Hiicre dis1 tuzaklar arasinda bulunan patojen de ayri boyama

yapilarak goriiniir hale getirilir (Yildiz ve ark 2017).

Sekil 1.13. Toxoplasma gondii ile inkube edilen nétrofilde sekillenen hiicre disi tuzaklardaki
DNA yapisinin Sytox orange boyasi ile boyanmasi sonucu fluoresans mikroskobik gérinimu
(Yildiz ve ark. 2017).

40



In vitro ortamda sekillenen hiicre dis1 tuzaklarin kantitatif analizinde
fluorometre ve flowsitometre gibi cihazlar kullanilabilir. Bu cihazlar 6zel fluoresans
boya ile boyanmis protein, RNA ve DNA konsantrasyonundaki fluoresans isimay1
6lgen cihazlardir (Pural 2004)

Netosis esnasinda sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarinin omurgasini teskil
eden ekstraselliiler DNA’nin hem fluoresans mikroskobik incelenmesinde hem de
kantitatif 6l¢iilmesinde ¢esitli DNA boyalari1 kullanilmaktadir (Abi Abdallah ve ark.
2012, Yildiz ve ark. 2017). DNA boyalar1 temelde canli hiicreye baglanabilen ve 6lii
hiicreye baglanabilen boyalar olmak iizere iki kategoriye ayrilir. Netosis siklikla
hiicre 6limii ile sonuglanan bir proses oldugundan canli olmayan hiicrelere affinitesi
yiiksek boyalar tercih edilmektedir. Bu boyalardan birisi olan DAPI (4,6-diamidino-
2-phenylindole), Adenin-Timin bakimindan zengin sekanslara baglanir, ayrica cift
sarmalli niikleik asitler ile fluoresans olmayan interkalasyon komplekslerini olusturan
DNA spesifik probdur (Kasyanenko ve ark. 2016). Diger bir boya olan osmium
ammine boyama, hiicrede nukleus ig¢inde bulunan DNA’nin belirlenmesi igin
spesifiktir, serbest aldehit gruplarini olusturmak ig¢in asit hidrolizine dayanir
(Masiello ve Bigglogera 2017). Hoechst 33342 hiicredeki mitokondriyal membran ve
nukleustaki lokalize proteinleri maviye boyar (Henry ve ark. 2013). Annexin ve P1,
apoptotik ve nekrotik hiicre ayriminda kullanilan iki boyadir (Henry ve ark. 2013).
YOYO-1 ve YO-PRO-1, Picogreen, flowsitometrik analizler i¢in uygun, mavi 1sikta
uyarilan fluoresans niikleik asit boyalaridir (Blotta ark. 2005). Fluoresans niikleik asit
boyast olan Picogreen hiicre disi alana ¢ikan DNA miktarin1 6lgmede kullanilir.
Fluorometre tarafindan 480/520 excitatition/emissionda okunan Picogreen boya
parlak yesil fluoresans goriiniim vermektedir (Invitrogen). Sytox boyalari canl
olmayan hiicre indikatorii olarak fluoresans 1s1ma yapan boyalardir. Bu boyalar hiicre
dis1 alana ¢ikmis DNA’ya yiiksek affiniteyle baglanabilen ve biitlinliigli bozulmamis
hiicreye baglanamayan boyalardir (Yousefi ve ark. 2008). NET’in ana yapisal bileseni
DNA oldugu i¢in fluoresans DNA boyalar1 olan Sytox green ve Sytox orange
notrofilden salinan hiicre disi tuzaklarin fluorometrik 6lgiimii i¢in kullanilmaktadir.
Her iki Sytox boyasi niikleik asitlere oldukca affinite gosterir ve sadece plazma

membrani yirtilmis hiicrelere penetre olur, canli hiicrelere giremez. Her iki boya
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fluorometre tarafindan okunabilir, Sytox green parlak yesil renkte boyama saglarken,

Sytox orange ise parlak turuncu renkte goriilmektedir (Invitrogen).

Hiicre dis1 tuzak gelisimi lizerine g¢alisan arastiricilarin in vitro deneylerde
sekillenen netosis esnasinda gelisen tuzaklarin kantitatif analizinde farkli DNA
boyalar1 kullandiklar1 gériilmektedir (Baker ve ark. 2008, Guimaraes-Costa ve ark.
2009, Behrendt ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Abi Abdallah ve ark. 2012,
Munoz Caro ve ark. 2014a, Munoz Caro ve ark. 2014b, Silva ve ark. 2014, Morgado
ve ark. 2015, Munoz Caro ve ark. 2015, Reichel ve ark. 2015, Avila ve ark. 2016,
Silva ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Yildiz ve ark. 2017). Konuyla iliskin literatiirde
hiicre dis1 tuzaklarmm Kantitatif analizinde kullanilan bu boyalarin etkinliginin
karsilastirildigr yayina rastlanmamistir. Bu yiiksek lisans tezinde koyundan izole
edilen polimorf niikkleer I6kositlerde in vitro ortamda Toxoplasma gondii
takizoitlerine karsi sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarindaki DNA’nin Kantitatif
analizi i¢in kullanilan iki farkli fluoresans boyanin (Sytox orange ve Picogreen)

etkinliginin karsilastirilmasi amaglanmastir.

42



2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kimyasal Maddeler

PBS tablet (Sigma), Biocoll Separating Solution (Merck), Hank’s Balanced Salt
Solution (x10, Sigma), RPMI-1640 (Sigma), Trypan blue dye (Sigma), Diff Quick
boya seti (Bio Optica), Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits
(Invitrogen), Sytox® Orange Nucleic Acid Stain (Invitrogen), Micrococcal Nuclease

Solution (NEB), Zymosan (Sigma).

2.1.2. Sarf Malzemeler

15 ml hacimde steril falcon tiip, 50 ml hacimde steril falcon tiip, steril Pasteur
pipetleri, Neubauer sayim kamarasi, 1.5 ml hacimde mikrosantrifiij tipi, 96
kuyucuklu immunopleyt (Nunc, Sigma), ¢esitli hacimlerde tek kullanimlik serolojik

pipetler, ¢esitli hacimlerde otomatik pipet uglari.

2.1.3. Cihazlar

Tip 1 Biyogiivenlik kabini (NUVE MN120), CO;’li inkubatér (Niive EC160),
santrifiij (Termo Scientific SL16R), fluorometre (Fluoroskan Ascent FL, Thermo
Scientific), 151k mikroskobu (Leica DM750), otomatik pipet seti, pipet tabancasi,
otoklav, sterilizator, Sicak su banyosu, buz makinasi, ultra saf su cihazi ve hassas

terazi.
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Deneydeki biitiin laboratuvar ¢alismalart UV ile steril edilen ortamda tip 2
biyogiivenlik kabini altinda gergeklesmistir. Calisma Oncesinde kullanilacak biitiin
alet, ekipman ve sollisyonlar steril hale getirilmistir. Calisma esnasinda koyunlara

yapilan uygulamalar icin Kirikkale Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli izin

almmustir (02.02.2016 tarih ve 16/07 say1). (Ek 1)

2.2. Yontem

2.2.1. Polimorf Niikleer Lékositlerin izolasyonu

Klinik olarak saglikli goriinen 1 yas tizeri koyunlarm (n=5) Vena jugularis’inden
usiiliine uygun sekilde EDTA’l1 kan tiiplerine 10 ml kan 6rnekleri alinmistir. Kan
ornekleri bekletilmeden 10 ml % 0.2’lik PBS-EDTA soliisyonu ile karigtirtlmigtir. 50
ml’lik hacme sahip steril falkon tiiplere 18 ml Biocoll soliisyonu yerlestirilmistir. Bu
soliisyonun {izerine kan Ornekleri tek kullanimlik steril Pasteur pipet yardimi ile
tabaka olusturacak sekilde yavasca damlatilarak eklenmistir. Bu tiipler daha sonra 22
Cde 800xg hizda 35 dak. siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi falkon
tiiplerinde en tstteki sivi steril pastor pipeti ile g¢ekilerek uzaklastirilmistir. PMN
hiicreleri arasindaki eritrositleri hemolize etmek igin tiiplere 25 ml ultra saf su
eklenmistir. Eritrositlerin patlamasi igin 30 sn bekletildikten sonra tiiplerdeki ozmotik
dengeyi diizenleyebilmek igin 3 ml HBSS (10X) ilave edilmis ve tiipler yeniden
santriflij edilmistir (4 'C, 400xg, 10 dak.). Eritrositleri tamamen uzaklastirabilmek igin

bu islem ti¢ kez tekrarlanmustir.

Ugiincii  santrifiij isleminin ardindan falkon tiiplerindeki iistteki sivi
uzaklastirildiktan sonra sedimente 10 ml RPMI-1640 solisyonu eklemis ve tiipler
tekrar santrifiij edilmistir (4 'C, 400xg, 10 dak.).
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2.2.1.1. izole Edilen PMN’in Sayim

RPMI-1640 ile santrifiij sonrasi tiipteki sediment nazik hareketlerle homojen hale
getirilmistir. Izole edilen PMN sayisin1 belitlemek amaciyla otomatik pipet
kullanilarak hiicre siispansiyonundan alinan 10 pl hacimde 6rnek 90 pul RPMI-1640
icinde sulandirilmistir. Daha sonra bu hiicre sulandirmasindan alinan 10 pl hacimde
ornek Neubauer hiicre sayim kamarasinin her iki géziine eklenmistir. Isik mikroskobu
altinda incelenen kamaranin her iki goziinde 16’lik dort kare iginde yer alan hiicreler
sayllarak ortalamasi alimmis ve sulandirma orani ile carpilarak tiipteki hiicre
siispansiyonunun 1 ml’sinde mevcut PMN sayist belirlenmistir. Koyun kanindan
izole edilen PMN soliisyonu RPMI-1640 kullanilarak 1 ml’lik hacimde 10° PMN

olacak sekilde sulandirmigtir. Deneylerde bu oranda PMN soliisyonu kullanilmistir.

2.2.1.2. izole Edilen PMN’in Trypan Blue ile Boyanarak Canlihgmmn

Belirlenmesi

Trypan Blue boya soliisyonu hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir,
canli olmayan hiicreler soliisyona karsi gecirgendir ve 151k mikroskopisinde mavi
renkte gortliirler, canli hiicreler ise sollisyonu gegirmez ve renksiz goriiniirler. Bu
amagcla 10 pul PMN soliisyonu 10 ul Trypan Blue boya soliisyonu ile mikrosantrifiij
tiiptine alinmus, pipetaj edildikten sonra alinan 6rnekler Neubauer sayim kamarasinin
her iki goziine yerlestirilmis ve 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Boyay1 icine
alarak mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, digerleri canli olarak kabul edilmistir.
Kamaranin her iki goziinde 16’lik dort kare i¢inde yer alan 6lii ve canli hiicreler
sayilarak ortalamasi alinmis ve izole edilen PMN icinde canli hiicrelerin orani

belirlenmistir.
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2.2.1.3. izole Edilen PMN i¢inde Nétrofil Orammin Diff Quick ile Boyanarak

Belirlenmesi

Diff-Quick kandaki graniilositlerin ayriminda kullanilan bir boyama kitidir. Bu boya

kitinde ti¢ farkli soliisyon bulunur:

Soliisyon 1: 1.22 g/l eozin Y igeren fosfat buffer soliisyonu (pH 6,6).

Soliisyon 2: 1.1 g/l tiazin igeren fosfat buffer soliisyonu (pH 6,6).

Soliisyon 3: Metanol i¢inde fast green (0,002 g/1) igeren fiksasyon soliisyonu.

Bu boyama sonucunda nétrofil ¢ekirdegi koyu mavi, eozinofil graniilleri
kirmizi-turuncu, bazofil graniilleri ise koyu pembe boyanmaktadir, monositler ise

mor renkte boyanir.

Boyama islemine baslamadan 6nce PMN soliisyonundan alinan 50 pl 6rnek
lam tizerine yayilarak kurutmustur. Bu preparat daha sonra 20 sn siireyle fiksatif
soliisyonu, takibinde 20 sn siireyle soliisyon 1’de tutulmustur. Bu siire sonunda
soliisyon 2’de 20 sn tutulan preparat etanol ile ya da havada kurutulmustur. Boyali
preparat immersiyon yagi damlatilarak 1s1ik mikroskobu altinda X100 objektif

kullanilarak incelenmistir.

2.2.2. Toxoplasma gondii Takizoitlerininin Elde Edilmesi

Tirkiye Halk Sagligi Kurumu’nda insanlarda toksoplasmosis tanisinda rutin olarak
uygulanan Sabin-Feldman Dye testi i¢in Toxoplasma gondii Rh susuna ait takizoitler
Swiss albino farelere seri pasajlanmaktadir. Intraperitoneal yolla farelere verilen
takizoitler pasaj isleminden 48-50 saat sonra geri alinmaktadir. Bunun igin
karbonmonoksit (CO) ile uyutulan deneysel enfekte farelere steril serum fizyolojik
kullanilarak intraperitonal yikama yapilmistir. Takizoitler iceren bu sivi iginde
bulunan hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in steril salin sollisyonu kullanilarak sanrifiij

edilmistir. Steril cryovial igine alinan takizoit soliisyonu bir saat igerisinde Kirikkale
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Laboratuvari’na getirilmistir.

2.2.2.1. Takizoitlerin Sayillmasi ve Sulandirilmasi

Takizoit soliisyonundaki parazit sayisini belirlemek i¢in Neubauer sayim kamarasi
kullanilmigtir. Takizoitlerin saymimi 2.2.1.1.°de anlatilan PMN sayimi yontemi
kullanilarak yapilmistir. Bunun igin takizoit soliisyonundan aliman 10 pl hacimde
ornek 90 pul RPMI-1640 iginde sulandirilmistir. Daha sonra bu takizoit
sulandirmasindan alinan 10 pl hacimde 6rnek Neubauer hiicre sayim kamarasinin her
iki gbéziine eklenmistir. Isik mikroskobu altinda incelenen kamaranin her iki goziinde
16’11k dort kare i¢inde yer alan takizoitler sayilarak ortalamasi alinmis ve sulandirma
orant ile ¢arpilarak takizoit soliisyonunun 1 ml’sinde mevcut takizoit sayisi
belirlenmistir. Deneylerde kullanilacak takizoit oran1 (1:1) dikkate alinarak RPMI-
1640 kullanilarak sulandirmistir.

2.2.3. Boyalarin Hazirlanmasi

2.2.3.1. Sytox Orange

Derin dondurucuda -18 °C’de muhafaza edilen Sytox orange stok boyasi su
banyosunda hizla 37 °C’ye getirilmistir. Daha sonra stok boyadan alinan 1pl boya
ornegi 9 pl ultra saf su igeren mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Pipetaj yapildiktan

sonra boya soliisyonu kullanilincaya dek karanlikta saklanmistir.
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2.2.3.2. Picogreen

Buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilen Picogreen stok boyasi ticari firmanin
belirlendigi sekilde hazirlanmistir. Bunun i¢in oncelikle kit i¢inde bulunan bufferdan
alman 50 pl’lik 6rnek 950 ul ultra saf su bulunan mikrosantrifiij tiiptine eklenmistir.
Bu buffer sulandirmasindan mikropipet yardimiyla 5 pl cekilerek atilmig ve
Picogreen boya stogundan 5 pl buraya ilave edilmistir. Hazirlanan boya soliisyonu

kullanilincaya dek karanlikta saklanmistir.

2.2.4. PMN ve Takizoitlerin In vitro Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Deney i¢in yapilan gruplar ve deney dizayni Cizelge 2.1’°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada planlanan deney gruplari (G).

inkubasyon siiresi PMN:Takizoit PMN:Zymosan Sadece PMN
(dakika) kultara kaltdra (negatif kontrol)
(pozitif kontrol)
30 Gl G2 G3
60 G4 G5 G6
90 G7 G8 G9
120 G10 G1l1 G12

Takizoitle inkube edilen koyun PMN’inde sekillenen ekstraselliiler DNA
miktarini belirlemek amaciyla oncelikle koyun kanindan izole edilen ve sayilarak
10%/ml konsantrasyonda olacak sekilde RPMI-1640 ile sulandirilan PMN
soliisyonundan mikropipet yardimiyla alinan 100 pl’lik ornekler steril reaksiyon
tiipler i¢ine alinmustir. Uzerine daha énceden sayilarak 10%/ml takizoit olacak sekilde
sulandirilmig parazit siispansiyonundan 100 ul eklenmistir. Calismada pozitif kontrol
olarak zymosan ile aktive edilen PMN kullanilmistir. Bunun ig¢in PMN
soliisyonundan alinan 100 pl’lik 6rnek iizerine 1 ul zymosan eklenmistir. Deneyde

PMN soliisyonundan alman 100 pl hacminde o6rnek ise negatif kontrol olarak
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kullanilmigtir. Steril reaksiyon tiipleri i¢ine alinan negatif kontrol -iizerine takizoit
solisyonu eklenmeden- deney gruplart ile ayni sartlar altinda inkube edilmistir.
Calismada reaksiyon tiipleri ile negatif ve pozitif kontrol 6rnekleri 37°C sicaklikta ve
%5 CO; igeren steril inkiibatore alinmistir. Reaksiyon tiipleri (PMN : takizoit kiiltiirt,
pozitif ve negatif kontrol) 30, 60, 90 ve 120 dak. siireyle inkube edilmistir.

2.2.5. Ekstraselliiler DNA’nin Boyanmasi ve Kantitatif Olciimii

Koyun PMN’i ve takizoit kiiltiirlerinin (1:1 oranda) her bir inkiibasyon siiresinin
bitiminde reaksiyon tiiplerine 10’ar ul MNase (5 U) eklenmis ve 15 dak. siireyle ayni
kosullarda inkiibatérde tutulmustur. Bu siire sonunda reaksiyon tiipleri santrifiij
edilmistir (4° C, 300xg, 7 dak.). Santrifiij sonrasinda her bir reaksiyon tiipiindeki
stipernatant 96°lik immunpleytin  kuyucuklarina aktarilmistir. Her bir reaksiyon

tiiptinden ¢ift kuyucuk calisilmistir (Cizelge 2.2).

A DOOOOOOOOBDE
BB

000000000000
1000000000000
Cizelge 2.2. Fluorometrik Olgim igin orneklerin 96 kuyucuklu immunopleyte yerlestirme

diizeni (G: Grup, P: Picogreen boya soliisyonu, S: Sytox orange boya soliisyonu, R: RPMI-
1640, B: Blank).
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Inkubasyon esnasinda agia ¢ikan ekstraselliiler DNA nin kantitatif dl¢iimii
i¢in ilgili kuyucuklarin her birine deneyde hemen 6nce hazirlanan Sytox orange boya
soliisyonundan 1pul, Picogreen boya soliisyonundan 50ul eklenmistir. Pleyt 10 dak
stireyle 151k gérmeyecek ortamda inkiibe edildikten sonra fluorometreye yerlestirilmis
ve 355/460 excitation/emmision ve 485/538 excitation/emmision araliginda

okutulmustur. Bu ¢alisma farkli zamanlarda bes kez tekrarlanmustir.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen veriler tanimlayici istatistiksel metodlar (ortalama,
standart sapma, medyan, frekans, oran, minimum, maksimum) ile degerlendirilmistir.
Hesaplamalar icin SPSS (IBM SPSS for Windows, Ver.21) Istatistik paket programi
ve NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007 (Kaysville, Utah, USA)
programi kullanilmistir. Normal dagilim géstermeyen parametrelerin iki grup
karsilagtirmalarinda Mann Whitney U test, li¢ ve lizeri grup karsilagtirmalarinda ise
Kruskall Wallis test kullanilmistir. Normal dagilim gdstermeyen parametrelerin
takiplerinin incelenmesinde de Friedman test ve ikili karsilastirmalarinda Wilcoxon
Signed Ranks test kullanilmistir, p<0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Polimorf Niikleer Lokositlerin izolasyonu

Klinik olarak saglikli goriinen koyunlarin Vena jugularis’inden alinan kan

orneklerinin Biocoll soliisyonu ile santrifiijii sonrasinda falkon tiiplerinde kan

hiicreleri tabakalandirilmis ve eritrositler patlatildiktan sonra PMN izole edilmistir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kan o6rneklerinin Biocoll soliisyonu ile santrifiju sonrasinda falkon tuplerinde
gorulen tabakalar.

3.2. izole Edilen Hiicrelerin Trypan Blue Boyama ile Canhiliginin Belirlenmesi

Koyunlara ait kan 6rneklerinden izole edilen PMN’in canlilik oraninin belirlenmesi
amaciyla yapilan trypan blue soliisyonu ile boyanma sonrasinda izole edilen PMN’in

% 95 oraninda canli oldugu 151k mikroskobik olarak goézlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Trypan blue ile boyanmis PMN’in 151k mikroskobik gérintisa (x10).

3.3. izole Edilen PMN icindeki Notrofil Oramimin Diff Quick Yéntemiyle
Belirlenmesi

Koyun kan 6rneklerinden izole edilen PMN iginde nétrofillerin oranini belirlemek
amaciyla almman hiicre Ornekleri Diff-Quick boya kiti ile boyanmis ve 1s1k
mikroskobik olarak incelenmistir. Boyali PMN preparatlarinda koyu mavi renkte
boyanmis pargali ¢ekirdege sahip notrofillerin Koyun kan orneginden izole edilen
PMN stogunda hakim oldugu belirlenmistir (% 97) (Sekil 3.3).
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& L
Sekil 3.3. Diff-quick ile boyanmis nétrofillerin 11k mikroskobik gérintiisi(x100)

3.4. Toxoplasma gondii Takizoitlerinin Sayilmasi

Swiss albino farelerin steril serum fizyolojik kullanilarak elde edilen peritonal
yikama sivisindaki takizoit sayisini belirlemek amaciyla alinan 6rnekler Neubauer
lam i¢inde 151k mikroskobu kullanilarak sayilmistir (Sekil 3.4). Her deneyde yaklasik
olarak ayni sayida takizoit elde edilmis olup ortalama 4.3 milyon/ml olarak
belirlenmistir. Peritonal yikama sivisinin ml’sinde 10° takizoit olacak sekilde RPMI-

1640 soliisyonu ile sulandirilmistir.
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Sekil 3.4. Toxoplasma gondii’ye ait takizoitlerin 1s1k mikroskobik goriintiisi (x40)

3.5. PMN ve Takizoitlerin In vitro Kiltiirii

Farkli siirelerde (30, 60, 90 ve 120 dak.) inkube edilen PMN ve takizoit kiiltiirii
iizerine agiga c¢ikan ekstraselliler DNA’nin kantitatif Ol¢iimiinde etkinliginin
belirlenmesinin amaciyla Sytox orange ve Picogreen boya soliisyonu gruplardaki tiim
kuyucuklara (deney grubu, pozitif ve negatif kontrol) ayr1 ayri eklendikten sonra
fluorometre araciligiyla 355/460 excitation/emmission ve 485/538 excitation/

emmission dalga boyunda okutulmustur.

Picogreen boya soliisyonun kullanildigi gruplardaki ekstraselliiler DNAnin
fluorometre 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 3.1°de, ilgili deney grubu sonuglarinin ortalama
(ort), standart sapma (ss), minimum 6lgiilen deger (min), maksimum Olgiilen deger

(mak) ve medyan degerleri ile istatiksel analiz sonuglar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneyde Picogreen boya soliisyonu ile boyanan ekstraselliler DNA miktarinin
fluorometre ile kantitatif dlgimd.

7

6

5

4 m Negatif

3 u Pozitif

2 ‘ Deney

1 l Deney

0 Pozitif

Negatif
30. dak. 60. dak. 00, do egati
’ ’ 120. dak.
30. dak. 60. dak. 90. dak. 120. dak.

Negatif = 0.668 2.366 3.036 2.418
Pozitif | 1.468 4.628 5.4 5.53
Deney | 2.659 5.134 5.755 6.262

Picogreen boya soliisyonu kullanilarak yapilan kantitatif analizde; negatif
kontrol ile kiyasla, tiim inkubasyon siirelerinde takizoit : PMN kiiltiiriinde (deney
grubu) agiga ¢ikan ekstraselliller DNA miktarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir,
elde edilen sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Benzer durum
takizoit : PMN Kkiiltliriinlin pozitif  kontrol

saptanmugtir (p<0.05).

ile kiyaslanmasi sonucunda da
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Cizelge 3.2. Picogreen boya sollisyonu ile boyanan gruplarin fluorometre dlgtimlerinden elde
edilen sonuglara ait istatistik veriler.

b

P yéntemi Negatif grup Pozitif grup Deney grubu "p

30.dk Min-Mak 0.289-1.118 1.120-1.846 1.509-3.942 0.012
(Medyan) (0.632) (1.452) (2.592)
OrttSs 0.668+0.362 1.468+0.391 2.659+1.032

60.dk Min-Mak 1.272-3.266 3.667-5.620 3.969-6.363 0.018
(Medyan) (2.462) (4.612) (5.101)
OrttSs 2.366+0.946 4.628+0.980 5.134+1.332

90.dk Min-Mak 2.573-3.644 4.437-6.484 4.868-6.338 0.023
(Medyan) (2.964) (5.340) (5.908)
OrttSs 3.036+0.500 5.400+0.842 5.755+0.702

120.dk Min-Mak 1.812-2.853 5.027-6.896 4.534-7.706 0.021
(Medyan) (2.504) (5.099) (6.403)
Ort+Ss 2.418+0.518 5.530+0.911 6.262+1.566

%p 0.038 0.044 0.048

Friedman Test PKruskall Wallis Test *p<0.05
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Cizelge 3.3. Deneyde Sytox orange boya sollisyonu ile boyanan ekstraselliler DNA
miktarinin fluorometre ile kantitatif dlgimda.

B Negatif
Pozitif
— Deney
/' Deney
" Pozitif
p:
_______/ Negatif
120. dak.
30. dak. 60. dak. 90. dak. 120. dak.
Negatif | 3.106 3.813 3.678 4.402
Pozitif | 4.142 4.456 4.82 5.159
Deney | 4.29 4,712 5.166 5.701

Sytox orange boya soliisyonun kullanildigr gruplardaki ekstraselliiler
DNA’nin fluorometre 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 3.3°te, ilgili deney grubundan elde
edilen sonuglara ait ortalama (ort), standart sapma (ss), minumum Olgiilen deger
(min), maksimum Olciilen deger (mak) ve medyan degerleri ile istatiksel analiz

sonuclar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.

Sytox orange boya soliisyonu kullanilarak yapilan kantitatif analizde; negatif
kontrol ile kiyasla, takizoit : PMN kiiltiiriinde (deney grubu) agiga c¢ikan
ekstraselliiler DNA miktarmin tiim inkubasyon siirelerindeki Ol¢limlerde yiiksek
oldugu saptanmis, bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Benzer
durum pozitif kontrol ile, takizoit : PMN Kkiiltiirii kiyaslandiginda da tespit edilmistir
(p<0.05).
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Cizelge 3.4. Sytox orange boya solilisyonu ile boyanan gruplarin flourometre olgiimlerinden
elde edilen sonuglara ait istatistik veriler.

Sytox Orange Negatif grup Pozitif grup Deney grubu °p
30.dk Min-Mak 1.620-3.710 3.906-4.262 4.036-4.512 0.007
(Medyan) (3.338) (4.207) (4.251)
OrttSs 3.106+0.846 4.142+0.142 4.209+0.193
60.dk Min-Mak 2.615-6.155 3.315-6.575 4.140-6.586 0.014
(Medyan) (3.348) (4.171) (4.340)
OrttSs 3.813+1.366 4.456+1.237 4.712+1.052
90.dk Min-Mak 2.907-4.195 4.131-5.876 4.215-6.379 0.008
(Medyan) (3.671) (4.295) (4.817)
OrttSs 3.678+0.495 4.820+0.847 5.166+1.030
120.dk Min-Mak 1.288-6.433 4.006-6.525 4.555-6.873 0.007
(Medyan) (3.991) (4.550) (5.445)
OrttSs 4.402+2.212 5.159+1.223 5.701+0.962
0.526 0.053 0.014
®Friedman Test °Kruskall Wallis Test *p<0.05 **p<0.01
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Cizelge 3.5. Deney gruplarinda Sytox orange boya soliisyonu ve Picogreen boya soliisyonu

ile boyanan ekstraselliler DNA miktarinin fluorometre ile kantitatif lgiminden elde edilen
sonuglarin karsilastiriimasi.

M Picogreen

B Sytox Orange

D,_.Mw-hU'IO'\""‘J
L

Sytox Orange
Picogreen

60.dak- g0 gak.

120. dak

5.134
4.209 4.712 5.166 5.701

Calismada farkli siirelerde inkube edilen koyun orijinli PMN : takizoit
kiiltiiriinde aciga ¢ikan ekstraselliiler DNA’nin tespiti amaciyla ayni ornek iki farkl
boya (Sytox orange ve Picogreen) ile boyanmistir. Bu asamada fluorometre
kullanilarak elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak Cizelge 3.5°te verilmistir. Bu
sonuclara gore farkli siirelerde agiga ¢ikan DNA miktarinin dlgiilmesinde Sytox
orange ve Picogreen kullanilmasi sonucunda elde edilen sonuglarda istatistiksel

farklilik (30 dakikalik inkubasyon yapilan deneyler haricinde) goriilmemistir
(Cizelge 3.6).

59



Cizelge 3.6. Deney gruplarinda Picogreen ve Sytox orange boya sollisyonu ile boyanan
ekstraselliler DNA miktarinin flourometre 6lgcimlerinden elde edilen sonuglara ait istatistik

veriler.

inkubasyon siiresi Picogreen Sytox Orange p
30.dk Min-Mak 1.509-3.942 4.036-4.512 0.014
(Medyan) (2.592) (4.251)
OrttSs 2.659+1.032 4.290+0.193
60.dk Min-Mak 3.969-6.363 4.140-6.586 0.624
(Medyan) (5.101) (4.340)
OrttSs 5.134+1.332 4.712+1.052
90.dk Min-Mak 4.868-6.338 4.215-6.379 0.327
(Medyan) (5.908) (4.817)
OrttSs 5.755+0.702 5.166+1.030
120.dk Min-Mak 4.534-7.706 4.555-6.873 0.624
(Medyan) (6.403) (5.455)
Ort+Ss 6.262+1.566 5.701+0.962

“Mann Whitney U Test
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4. TARTISMA VE SONUC

Konak viicuduna giren patojenlere karsi oncelikle sahip oldugu dogal bagisiklik
elemanlart ile miicadele etmeye calisir (Akira ve ark 2006). Viicuda patojenin
girmesini takiben canlida sekillenen ilk yanitta PMN kritik rol oynar (Nathan 2006).
PMN’1 nétrofil, eozinofil ve bazofil olusturmakla birlikte nétrofiller biiyiik cogunlugu
teskil eder (Hickman ve ark. 2014). Patojen ajanin canliya girdigi yere oncelikle
ulagan hiicreler nétrofillerdir (Nathan 2006). Viicutta patojene karsi sekillenen yangi
esnasinda a¢iga ¢ikan bazi kemotaktik faktorler dolasimda bulunan nétrofilleri yangi
bolgesine ¢eker (Phillipson ve Kubes 2011). Yangi alanina gelen nétrofil mevcut
patojene karsi sahip oldugu savasma stratejileri (fagositosis, degraniilasyon ve
netosis) ile miicadele etmeye ¢alisir (Brinkmann ve ark. 2004, Kaplan ve Radic 2012,
Yildiz 2016). Kemik iliginde iiretilen notrofilin yasam siiresi oldukca kisa olsa da (6-
8 saat civarinda), yangi alanina geldiginde bu siire 1-2 giline uzayabilmektedir

(Nathan 2006, Yildiz 2016).

Notrofil patojenle savasta hiicre dist tuzak gelisimi yoniinde aktive olmussa
hiicrede ¢ekirdek ve graniiler igerik birbiri ile karigsmakta ve sekillenen reaksiyon
sonucunda iizerinde graniiler enzimleri tasiyan dekondanse kromatin aglar1 hiicre dist
alana firlatilmaktadir (Brinkman ve ark. 2004). Dekondanse kromatin aglari
graniillerdeki diger antimikrobiyal enzim igerigi ile birlikte hiicrenin normal
blytikligliniin 10-15 kat1 kadar yer kaplayan bulutumsu bir goériinlime sahip hiicre
dis1 tuzak yapilarini sekillendirmektedir (Brinkman ve Zychlinsky 2012). Hiicre dist
tuzaklar i¢cin 6nemli karakterlerden birisi hiicre dist alana, nétrofile ait, yaklasik 17
nm ¢apinda DNA iplik¢iklerinin yayilmasidir (Urban ve ark. 2009, Zavrotinak ve
Rapala-Kozik 2013). Diger bir onemli 6zellik ise bu DNA iplikgiklerinin nétrofil
graniiler iceriklerinden olan elastaz ve myeloperoksidaz gibi enzimleri icermesidir

(Urban ve ark. 2009).

Arastiricilar  netosis  esnasinda  sekillenen reaksiyonlar1 daha iyi
inceleyebilmek igin in vitro ¢aligmalar yapmaktadir (Papayannopoulos ve ark. 2011,
Abi Abdallah ve ark. 2012). Bu ¢alismalarda gesitli hayvan tiirlerine ait ya da insan

kanindan izole edilen PMN ile farkli enfeksiy0z ajanlar (parazitler, bakteriler ve

61



viruslar) uygun kosullarda inkube edilmekte ve bu enfeksiydoz etken : PMN
kiiltiirlerinde sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilart gesitli cihazlar1 kullanilarak
saptanabilmektedir. Bu cihazlar arasinda yer alan taramali elektron mikroskobu ve
fluoresans mikroskobu hiicre dis1 tuzaklarin goriilmesine yardimci olmaktadir
(Brinkmann ve ark. 2004, Pural 2004). Ozellikle hiicre dis1 tuzaklar1 olusturan DNA
ve graniiler enzimlerin fluoresans isaretli uygun antijenler ve spesifik boyalar
kullanilarak  goriiniir hale getirildigi fluoresans mikroskobik analiz ¢esitli
arastiricilarca basari ile kullanilmaktadir (Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt ve
ark. 2010, Yildiz ve ark. 2017).

Fluoresans mikroskopi in vitro gelisen hiicre dis1 tuzaklarin izlenmesinde
basari ile kullanilmasina ragmen bu tuzak yapilarinin kantitatif analizinin yapilmasi
gerekmektedir. Bu analiz 6zel fluoresans boya ile boyanmis DNA
konsantrasyonundaki fluoresans isimay1 Olgen fluorometre ve flowsitometre gibi
cihazlar aracihigiyla yapilabilmektedir. Fluorometrik analizde in vitro dizayn edilen
enfeksiyoz etken : PMN Kkiiltiirlerinde inkubasyon esnasinda sekillenen netosis
reaksiyonunda hiicre dis1 alana ¢ikan DNA’nin kantitatif 6lgiilmesinde Picogreen,
Sytox orange ve Sytox green gibi ¢esitli ekstraselliller DNA boyalar1 kullanilmaktadir
(Behrendt ve ark. 2010, Silva ve ark. 2014, Wei ve ark. 2016). Bunlar hiicre dis1 alana
cikmis DNA’ya yiiksek affiniteyle baglanabilen, buna karsilik biitlinliigii bozulmamais
hiicreye baglanamayan nitelikteki boyalardir (Yousefi ve ark. 2008).

Cesitli arastiricilar tarafindan in vitro dizayn edilen deneysel ¢alismalarda
cesitli protozoon ve helmintlere karsi sekillendigi saptanan hiicre dis1 tuzaklarin
omurgasini olusturan ekstraselliiler DNA miktarinin kantitatif 6l¢limii amaciyla farkl
boyalar kullanilmistir (Baker ve ark. 2008, Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Behrendt
ve ark. 2010, Gabriel ve ark. 2010, Abi Abdallah ve ark. 2012, Munoz Caro ve ark.
2014a, Munoz Caro ve ark. 2014b, Silva ve ark. 2014, Morgado ve ark. 2015, Munoz
Caro ve ark. 2015a, Reichel ve ark. 2015a, Avila ve ark. 2016, Silva ve ark. 2016,
Wei ve ark. 2016, Yildiz ve ark. 2017). Bu ¢alismalarda farkli protozoonlar ile ilgili
deneylerde kullanilan ekstraselliler DNA boyalarindan birisi  Picogreendir
(Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Gabriel ve ark. 2010, Munoz Caro ve ark. 2014a,

Munoz Caro ve ark. 20153, Silva ve ark. 2014,). Fluoresans niikleik asit boyasi olan
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Picogreen hiicre dis1 alana ¢ikan DNA miktarinin  fluorometrik 6lgiimiinde
kullanilmaktadir (Invitrogen). Guimaraes-Costa ve ark. (2009), insandan elde ettikleri
PMN’i Leishmania amazonensis promastigotlar1 ile in vitro kiiltiire etmeleri
sonucunda ortamda ag¢iga ¢ikan DNA miktarin1 Picogreen kullanarak tespit etmistir.
Benzer sekilde Leishmania donovani promastigotlart ile inkube edilen PMN’de
sekillenen netosis reaksiyonunda ekstraselliler DNA miktar1 Picogreen ile
belirlenmistir (Gabriel ve ark. 2010). Ke¢i PMN’i ile inkube edilen Eimeria arloingi
sporozoitleri ve ookistlerine kars1 gelisen hiicre dis1 tuzak yapilar1 Picogreen ile
boyanarak ekstraselliiler DNA fluorometrik olarak ol¢iilmiistiir (Silva ve ark. 2014).
Besnoitia besnoiti takizoitleri ile inkube edilen sigir orijinli PMN’de gelisen tuzak
yapilarindaki hiicre dist DNA da Picogreen boya kullanilarak analiz edilmistir
(Munoz Caro ve ark. 2014a). Benzer sekilde Cryptosporidium parvum ookistleri ve
sporozoitleri ile in vitro kiiltiire edilen sigir PMN’inde sekillenen hiicre dis1 tuzaklar
olusturan temel unsur olan DNA Picogreen boya ile boyanarak kantitatif olarak

degerlendirilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015a).

Diger ekstraselliiler DNA boyalarindan olan Sytox orange ve Sytox green de
protozoon-netosis ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Behrendt ve ark. 2010, Wei ve
ark. 2016). Hiicre dis1 tuzaklarin ana yapisal bileseni olan DNA Sytox green ve Sytox
orange kullanilarak fluorometrik o6l¢iilebilmektedir. Bu iki fluoresans DNA boyasi
niikleik asitlere oldukga affinite gostermekte, sadece plazma membrani yirtilmis
hiicreleri boyamaktadir (Invitrogen). Eimeria bovis’e ait sporozoitler, sigirdan izole
edilen PMN ile in vitro ortamda karsilastirilmis ve sekillenen ekstraseliiler DNA,
Sytox orange kullanilarak fluorometrik olarak Sl¢iilmiistiir (Behrendt ve ark. 2010).
In vitro inkube edilen kopek orijinli PMN’de Neospora caninum takizoitlerin
tetikledigi hiicre dis1 tuzak yapilarindaki ekstraselliler DNA miktarinin kantitatif
analizi Sytox green ile yapilmigtir (Wei ve ark. 2016).

Protozoonlar disinda helmintlerle yapilan in vitro netosis deneylerinde bahsi
gegen ekstraselliller DNA boyalar1 kullanilmaktadir (Bonne-Annee ve ark. 2014,
Munoz Caro ve ark. 2015b). Strongyloides stercoralis larvasi ile inkube edilen fare ve
insan PMN’inde aci8a ¢ikan hiicre disit DNA miktar1 Picogreen ile analiz edilmistir

(Bonne-Annee ve ark. 2014). Benzer sekilde Picogreen, Haemonchus contortus
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larvasi ile kiiltiire edilen sigir PMN’inde sekillenen hiicre dis1 tuzaklardaki DNA’y1
kantitatif 6l¢gmekte kullanilmistir (Munoz Caro ve ark. 2015b).

Toxoplasma gondii’nin in vitro inkube edilen farkli canlilara ait PMN’lerde
hiicre dis1 tuzak gelisimini tetikledigi bilinmektedir (Abi Abdallah ve ark. 2012,
Reichel ve ark. 2015, Yildiz ve ark. 2017). Fare ve insandan izole edilen PMN’de
T. gondii’ye karsi sekillenen hiicre digi tuzak yapisinin &gelerinden birisi olan
ekstraselliiler DNA miktar1 Picogreen kullanilarak kantitatif olgiilmiistiir (Abi
Abdallah ve ark. 2012). Picogreen, fokdan izole edilen PMN ve monosit hiicrelerinde
T. gondii’ye kars1 agiga ¢ikan hiicre dist DNA miktarinin fluorometrik 6l¢iimiinde de
kullamilmistir (Reichel ve ark. 2015). T. gondii’nin arakonaklar1 arasinda en
onemlilerinden olan koyun ve sigir PMN’inde in vitro ortamda bu parazite ait
takizoitlere karsi gelisen netosis reaksiyonunda aciga ¢ikan hiicre dis1 tuzak
yapilarinin  omurgasini  teskil eden DNA miktar1 Sytox green kullanilarak
fluorometrik olarak analiz edilmistir (Yildiz ve ark. 2017). Arastiricilar (Baker ve ark.
2008, Behrendt ve ark. 2010, Guimaraes-Costa ve ark. 2009, Gabriel ve ark. 2010,
Abi Abdallah ve ark. 2012, Munoz Caro ve ark. 2014a, Munoz Caro ve ark. 2014b,
Silva ve ark. 2014, Morgado ve ark. 2015, Munoz Caro ve ark. 2015a, Reichel ve ark.
2015, Avila ve ark. 2016, Silva ve ark. 2016, Wei ve ark. 2016, Yildiz ve ark. 2017)
netosise iliskin kurguladiklari in vitro deneylerinde kullandiklar1 ekstraselliiler boya
tercihlerinde herhangi bir kriter ya da ozellik belirtmemistir. Bu tez ¢alismasinda
ekstraselliiler DNA’nin kantitatif analizi amaciyla kullanilan boyalar olan Picogreen
ve Sytox orange’in boyama etkinliginin ortaya konulmasi ve elde edilen sonuglarin
kiyaslanmas1 amaglanmis ve ¢alisma sonucunda T. gondii takizoitleri ile in vitro
ortamda inkube edilen koyun PMN’inde a¢iga c¢ikan ekstraselliler DNA’nin

fluorometrik 6lgiim sonuglar1 degerlendirilmistir.

Toxoplasma gondii takizoitleri ile kiiltiire edilen PMN’de sekillenen hiicre
dis1 tuzaklar inkubasyon zamanina bagli olarak artmaktadir (Y1ldiz ve ark. 2017). Bu
tez calismasinda koyun kanindan elde edilen PMN ile takizoitler farkli periyotlar (30,
60, 90 ve 120 dak.) boyunca inkubatorde tutulmus ve bu inkubasyon siirelerinde
sekillenen ekstraselliiller DNA miktar1 iki farkli boya kullanilarak 6l¢iilmiis ve iki

boyadan elde edilen sonuglar birbiri ile kiyaslanmigtir. Calisma sonucunda
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inkubasyon siiresine bagli (30 dak. periyot hari¢) a¢iga ¢ikan ekstraselliiller DNA’nin
kantitatif Ol¢iimiinde iki boyanin etkinligi bakimindan istatistiksel anlamlilik
bulunmamistir (p>0.05). Deneyde PMN : takizoit kiiltiiriiniin 30. dakikasinda ag¢iga
c¢tkan DNA miktarmin Sytox orange boya soliisyonu kullanilarak dl¢iildiiglinde ayni1
deney sonuglariin Picogreen boya soliisyonu ile dlglimiine gore daha yiiksek veriler
elde edilmis, sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0.014). Bu
durumun sebebinin kullanilan boyaya ait boyama 06zelligi ile ilgili olabilecegi
distiniilmiistiir. Calismada secilen her iki boya Olii hiicrelere affinite gosteren
fluoresans boyalardir. PMN’de hiicre dis1 tuzaklar patojenle karsilagmayi takiben
yaklasik 10 dakika i¢inde sekillenmeye baslamaktadir (Yildiz 2016). Bu asamada
patojenle reaksiyona girerek tuzak olusturmaya baslayan PMN aktive olmaktadir.
Calismada kullanilan Sytox orange’in inkubasyonun baslangicinda patojenle
karsilagsmasini takiben hiicre disi tuzak olusturma yoniinde ilerleyen ve bdylelikle
Olim siirecine giren hiicreleri boyamada Picogreen’den daha etkin oldugu kararina

varilmstir.

Calismada kullanilan Picogreen ve Sytox orange deneyde kullanilmak iizere
hazirlanmas1 bakimindan birbiriyle kiyaslandiginda su sonug¢ ortaya ¢ikmaktadir: In
vitro netosis deneylerinde ekstraselliiler DNA’nin tespitinde kullanilan Sytox orange
stok sollisyonundan boya soliisyonunun hazirlanmasi Picogreene gore nispeten daha
pratiktir. -18 °C’de muhafaza edilen Sytox orange stok boyasi su banyosunda hizla
37°C’ye getirilir ve alinan 1 pl boya 6rnegi 9 pl ultra saf su igeren mikrosantrifiij
tiipiine aktarilir. Picogreen boya soliisyonunun hazirlanmasi i¢in dncelikle kit iginde
bulunan buffer ultra saf su ile 1:20 oraninda sulandirilir, daha sonra Picogreen boya

stogundan buraya 5 pl ilave edilir.

Netosis c¢alismalarinda hiicre dis1 tuzaklardaki DNA miktarini belirlemek
amaciyla her bir kuyucuga eklenmesi gereken boya miktar1 bakimindan
degerlendirildiginde Sytox orange boya soliisyonundan 1 pl, Picogreen’den ise 50 ul
eklenmektedir. Her iki boyada 1s1ga duyarli oldugundan pleyte ekleme asamasinin
karanlikta yapilmasi gerekmektedir. Bu durum, galisma esnasinda 1 pl gibi kii¢iik
hacimlerin pipetasyonunda hata riskini artirabilmektedir. Iki boya ekonomik olarak
degerlendirildiginde 1 vial DMSO igindeki 5 mM Sytox orange soliisyonu 219
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ABD dolaridir ve 250 pL boya stok soliisyonu igerir. 1 vial boya ile maksimum
2 500 o6rnek degerlendirilebilir. Picogreen boya stogu ticari olarak iki farkli bigimde
bulunur. Birisi; 100 ul Picogreen boya stogu igeren 10 viallik Kittir, digeri ise 1 ml
Picogreen boya stogu bulunan tek viallik kittir. Kullanim bakimindan 100 ul’lik 10
vial iceren kit daha pratik ve gilivenilirdir. Picogreen boya stogu 400 ABD dolaridir
ve her bir kit ile maksimum 2 000 6rnek degerlendirilebilir. Ornek basina maliyet
degerlendirildiginde ekstraseliiler boyasi olarak Sytox orange daha cazip

gorilmektedir.

Sonug¢ olarak canlinin viicuduna giren patojen ajanlara miicadele ettigi
yollardan birisi olan netosis ve bu esnada sekillenen hiicre dis1 tuzak yapilarinin
mekanizmasinin anlasilmasi giincel ve arastiricilarin tizerinde durdugu 6nemi giderek
artan bir konudur. Farkli parazitlerin ¢esitli canli tiirlerine ait PMN’de sekillendirdigi
hiicre dis1 tuzaklara iliskin bazi kantitatif sonuglar verilmektedir. Bu sonugclar iizerine
deneylerde kullanilan ekstraseliiler DNA boyasinin etkisi olup olmadigi hakkinda
bilgi lateratiirde mevcut degildir. Bu tez ¢alismasi sonucunda parazitlerle iligkili in
Vitro netosis ¢alismalarinda yaygin kullanilan iki fluoresans 6zellikte DNA boyasinin
(Sytox orange ve Picogreen) etkiligi arastirilmis ve deneyin 30 dakikalik inkubasyon
periyodu disindaki siirelerde boyamalar arasinda istatistiksel dnemli bir farkliliga
rastlanmamgtir. 1ki boya arasinda 30. dakikadaki boyanma farkliligi &nemli
bulunmustur. In vitro netosis galisan arastiricilarin kisa siireli inkubasyon sonucunda
sekillenen ekstraselliiler DNA’nin kantitatif analizinde iki farkli boya kullanmalar1

oOnerilmektedir.

66



KAYNAKLAR

ABBAS AK, LICHTMAN AH, PILLAI S (2015) Basic Immunology Functions and Disorders of the
Immune System. Temel Immiinoloji immiin Sistemin Islevleri ve Bozukluklari. 4th ed. Ceviren:
CAMCIOGLU Y ve DENIZ G, Giines T1p Kitapevleri Ankara s:17-40.

ABI ABDALLAH DS, LIN C, BALL CJ, KING MR, DUHAMEL GE, DENKERS EY (2012)
Toxoplasma gondii triggers release of human and mouse neutrophil extracellular traps. Infect Immun,
80, 768-777.

ABU-DALBOUH MA, ABABNEH MM, GIADINIS ND, LAFI SQ (2012) Ovine and caprine toxoplasmosis
(Toxoplasma gondii) in aborted animals in Jordanian goat and sheep flocks. Trop Anim Health Prod,
44, 49-54.

ADEREM A, ULEVITCH RJ (2000) Toll-like receptors in the induction of the innate immune response.
Nature, 406, 782-787.

AKCA A, MOR N (2010) Seroprevalance of Toxoplasma gondii in cattle in province of Kars, Turkey as
determined by ELISA. Int J Parasitol, 5, 876-878.

AKIRA S, UEMATSU S, TAKEUCHI O (2006) Pathogen recognition and innate immunity. Elsevier
Inc,124, 783-801.

ALEXANDER DL, MITAL J, WARD GE, BRADLEY PJ, BOOTHROYD JC (2005) Identification of the
moving junction complex of Toxoplasma gondii: a collaboration between distinct secretory
organelles. Plos Patho, 1, 137-149.

APPELBERG R (2007) Neutrophils and intracellular pathogens: beyond phagocytosis and killing. Trends
Microbiol, 15, 87-92.

ARELAKI S, ARAMPATZIOGLOU A, KAMBAS K, PAPAGORAS C, MILTIADES P, ANGELIDOU I,
MITSIOS A, KOTSIANIDIS L, SKENDROS P, SIVRIDIS E, MAROULAKOU L,
GIATROMANOLAKI A, RITIS K (2016) Gradient infiltration of neutrophil extracellular traps in
colon cancer and evidence for their involvement in tumour growth. PLoS One, 11, e0154484.

ARTHUR MJ, BLEWETT DA (1988) IFAT detection of 1gG specific to Toxoplasma in thoracic fluids from
aborted lambs: evaluation on routine diagnostic submissions. Vet Rec, 122, 29-31.

67



ASHBURN D, JOSSAWL, PENNINGTON TH, HO-YEN DO (1998) IgA, IgE, and IgG avidity tests have
any value in the diagnosis of Toxoplasma infection in pregnancy. J Clin Pathol, 51, 312-315.

ASCI Z, AKGUN S (2015) Afyon ili’nde bir seroloji laboratuvarina Toxoplasma gondii (T. gondii)
antikorlar1 arastirilmasi amaciyla bagvuran olgulara ait sonuglarin degerlendirilmesi. Turkiye Parazitol
Derg, 39, 9-12.

AVERHOFF P, KOLBE M, ZYCHLINSKY A, WEINRAUCH Y (2008) Single residue determines the
specificity of neutrophil elastase for Shigella virulence factors. J Mol Biol, 377,1053-1066.

AVILA EE, SALAIZA N, PULIDO J, RODRIGUEZ MC, DIAZ-GODINEZ C, LACLETTE JP, BECKER I,
CARRERO JC (2016). Entamoeba histolytica trophozoites and lipopeptidophosphoglycan trigger
human neutrophil extracellular traps. PLoSOne, 11, e0158979.

AYCAN OM, MIMAN O, ATAMBAY M, KARAMAN U, CELIK T, DALDAL N (2009) Hastanemizde
son yedi yillik Toxoplasma gondii seropozitifliginin arastirilmasi. Turgut Ozal Tip Merk Derg,
15, 199-201.

BACH FH, BACH ML, SONDEL PM (1976) Differential function of major histocompatibility complex
antigens in T-lymphocyte activation. Nature, 259, 273-281.

BAKER VS, IMADE GE, MOLTA NB (2008) Cytokine-associated neutrophil extracellular traps and
antinuclear antibodies in Plasmodium falciparum infected children under six years of age. Malar J, 7,
41-32.

BARKER SJ (2011) Modulation of the Immune Response by Current and Novel Treatments for Hepatitis C
Virus. Doktora Tezi. University of Southampton Liver Group, Division of Infection, Inflammation
and Repair School of Medicine.

BEGHETTO E, BUFFOLANO W, SPADONI (2003) Use of an immunoglobulin G avidity assay basedon
recombinant antigens for diagnosis of primary Toxoplasma gondii infection during pregnancy. J Clin
Microbiol, 41, 5414-5418.

BEHRENDT JH, RUIZ A, ZAHNER H, TAUBERT, A, HERMOSILLA C (2010) Neutrophil extracellular
trap formation as innate immune reactions against the apicomplexan parasite Eimeria bovis. Vet
Immun Immunopathol, 133, 1-8.

68



BEUTLER B (2004) Innate immunity: an overview. Mol Immunol, 40,845-859.

BEVERLEY JKA (1959) Congenital transmission of toxoplasmosis through successive generations of mice.
Nature, 183, 1348-1349.

BLACK MW, BOOTHROYD JC (2000) Lytic Cycle of Toxoplasma gondii biology and molecular biology.
Microbiol Mol Biol Rev, 64, 607-623.

BLADER 1J, ARRIZABALAG AG, SULLIVAN WJ (2013) The Role of Host and Parasite Encoded Kinases
in Toxoplasma Host Interactions. In: Protein Phosphorylation in Parasites: Novel Targets for
Antiparasitic Intervention. Ed. DOERIG C, SPEATH G, WIESE M, SELZER PM, USA, Chapter:3.

BLOTTA |, PRESTINACI F, MIRANTE S, CANTAFORA A (2005) Quantitative assay of total dSDNA
with PicoGreen reagent and real-time fluorescent detection. Ann Ist Super Sanita, 41, 119-123.

BONNE-ANNE S, KEREPESI LA, HESS JA, WESOLOWSKI J, PAUMET F, LOK JB, NOLAN TJ,
ABRAHAM D (2014) Extracellular traps are associated with human and mouse neutrophil and
macrophage mediated killing of larval Strongyloides stercoralis. Microbes Infect, 16, 502-511.

BORREGAARD N (2010) Neutrophils, from marrow to microbes. Immunity, 33, 657-670.

BORREGAARD N, COWLAND JB (1997) Granules of the human neutrophilic polymorphonuclear
leukocyte. Blood, 89, 3503-3521.

BORREGAARD N, SORENSEN OE, MONCHK T (2007) Neutrophil granules: a library of innate immunity
proteins. Trends Immunol, 28, 340-345.

BRINKMANN V, REICHARD U, GOOSMANN C, FAULER B, UHLEMANN Y, WEISS DS,
WEINRAUCH Y, ZYCHLINSKY A (2004) Neutrophil extracellular traps kill bacteria. Science, 303,
1532-1535.

BRINKMANN V, ZYCHLINSKY A (2007) Beneficial suicide: why neutrophils die to make NETs. Nat Rev
Microbioal, 5, 577-582.

BRINKMANN V, ZYCHLINSKY A (2012) Neutrophil extracellular traps: Is immunity the second function
of chromatin. J Cell Biol, 198, 773-783.

69



BUXTON D, INNES EA (1995) A commercial vaccine for ovine toxoplasmosis. Parasitol, 110, 11-16.

BUXTON D, MALEY SW, WRIGHT SE, RODGER S, BARTLEY P, INNES EA (2007)
Toxoplasma gondii and ovine toxoplasmosis:new aspects of an old story. Vet Parasitol, 149, 25-28.

CAMOSSI LG, GRECA-JUNIOR H, CORREA AP, RICHINI-PEREIRA VB, SILVAR C, SILVA AV AND
LANGONI H (2011) Detection of Toxoplasma gondii DNA in the milk of naturally infected ewes. Vet
Parasitol, 177, 256-261.

CANER A, GURUZ AY (2011) Tiirkiye’de klinik 6nemi olan paraziter enfeksiyonlarda tanisal yaklagim.
Parazitolojide Laboratuvar. Ed. KORKMAZ M ve OK UZ, Meta basim zmir s:261-285.

CARRUTHERS VB (1999) Armed and dangerous: Toxoplasma gondii uses an arsenal of secretory proteins
to infect host cells. Parasitol Int. 48, 1-10.

CARRUTHERS VB, GIDDINGS OK, SIBLEY LD (1999) Secretion of micronemal proteins is associated
with Toxoplasma invasion of host cells. Cell Microbiol, 1, 225-235.

CHENG OZ, PALANIYAR N (2013) NET balancing: a problem in inflammatorylung diseases. Frontiers
Immunol, 4, 1-13.

CHOI J, PARK S, BIERING SB, SELLECK E, LIU CY, ZHANG X, FUJITA N, SAITOH T, AKIRA S,
YOSHIMORI T, SIBLEY LD, HWANG S, VIRGIN HW (2014) The parasitophorous vacuole
membrane of Toxoplasma gondii 1s targeted for disruption by ubiquitin-like conjugation systems of
autophagy. Immunity, 40, 924-35.

CHUAH C, JONES MK, BURKE ML, OWEN HC, ANTHONY BJ, MCMANUS PN, RAMM GA,
GOBERT GN (2013) Spatial and temporal transcriptomics of Schistosoma japonicum-induced hepatic
granuloma formation reveals novel roles for neutrophils. J Leukoc Biol, 94, 353-365.

CHUAMMITRI P, OSTOJIC J, ANDREASEN CB, REDMOND SB, LAMONT SJ, PALIC D (2009)
Chicken heterophil extracellular traps (HETS): novel defense mechanism of chicken heterophils. Vet
Immunol Immunopathol,129,126-131.

COPPENS I, ASAIY T, TOMAVO S (2014) Biochemistry and Metabolism of Toxoplasma gondii:
Carbohydrates, Lipids and Nucleotides. Toxoplasma gondii The Model Apicomplexan Perspectives
and Methods. Ed. LM WEISS ve K KIM, 2nd, Academic Press is an Imprint of Elsevier, USA,
Chapter.8.

70



COPPIN A, VARRE JS, LIENARD L, DAUVILLEE D, GUERARDEL Y, SOYER-GOBILLARD MO,
BULEON A, BALL S, TOMAVO S (2005) Evolution of plant-likecrystalline storage polysaccharide
in the protozoan parasite Toxoplasma gondii argues for a red alga ancestry. J Mol, 60, 257-267.

CEKIN Y, KIZILATES F, GUR N, SENOL Y (2011) Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesine son dort
yilda bagvuran gebe kadinlarin Toxoplasma gondii seropozitifliginin arastirilmasi. Turkiye Parazitol
Derg, 35, 184-4.

CICEK H, BABUR C, KARAER Z (2004) Afyon yéresinde Sabin-Feldman (SF) boya testi ile koyunlarda
Toxoplasma gondii seroprevalansi. Ankara Univ Vet Fak Derg, 51, 229-231.

DABRITZ HA, MILLER MA, ATWILL ER, GARDNER IA, LEUTENEGGER CM, MELLI AC,
CONRAD PA (2007) Detection of Toxoplasma gondii —like oocysts in cat feces and estimates of the
environmental oocyst. J Am Vet Med Assoc, 231, 1676-84.

DE BOER JH, VERHAGEN C, BRUINENBERG M (1996) Serologic and polymerase chain reaction
analysis of intraocular fluids in the diagnosis of infectious uveitis. Am J Ophthalmo, 121, 650-658.

DE MOURA L, BAHIA-OLIVEIRA LMG, WADA MY, JONES JL, TUBOl SH, CARMO EH,
RAMALHO WM, CAMARGO NJ, TREVISAN R, GRACA RMT, SILVA AJ, MOURA I, DUBEY
JP, GARRETT DO (2006) Waterborne outbreak of toxoplasmosis in Brazil, from field to gene.
Emerg Infect Dis, 12, 326-329.

DENKERS EY, GAZZINELLI RT (1998) Regulation and function of T-cell-mediated immunity during
Toxoplasma gondii Infection. Clin Microbiol, 11, 569-588.

DESMONTS G, COUVREUR J (1974) Congenital toxoplasmosis. A propective study of 378 pregnancies. N
Engl J Med, 290, 1110-1116.

DESMONTS G, REMINGTON JS (1980) Direct agglutination test for diagnosis of Toxoplasma infection:
method for increasing sensitivity and specificity. J Clin Microbiol, 11, 562-568.

DRANOFF G (2004) Cytokines in cancer pathogenesis and cancer therapy. Nat Rev Can, 4,11-22.

DUBEY JP, FRENKEL JK (1972) Cyst-induced toxoplasmosis in cats. J Protozool, 19, 155-177.

DUBEY JP, SPEER CA, SHEN SK, KWOK OCH, BLIXT JA (1997) Oocyst-induced murine
toxoplasmosis: life cycle, pathogenicity, and stage conversion in mice fed Toxoplasma gondii oocysts.
J Parasitol, 83, 870-882.

71



DUBEY JP (1997) Bradyzoite-induced murine toxoplasmosis: stage conversion, pathogenesis, andtissue cyst
formation in mice fed bradyzoites of different strains of Toxoplasma gondii. J Eukaryot Microbiol, 44,
592-602.

DUBEY JP (1998a) Advances in the life cycle of Toxoplasma gondii. Int J Parasitol, 17, 908-913.

DUBEY JP (1998b) Refinement of pepsin digestion method for isolation of Toxoplasma gondii from infected
tissues. Vet Parasitol, 74, 75-77.

DUBEY JP, LINDSAY DS, SPEER CA (1998) Structures of Toxoplasma gondii tachyzoites, bradyzoites,
and sporozoites and biology and development of tissue cysts. Clin Microbiol Rev, 11, 267-299.

DUBEY JP, HILL DE, JONES JL, HIGHTOWER AW, KIRKLAND E, ROBERTS JM, MARCET PL,
LEHMANN T, VIANNA MCB, MISKA K, SREEKUMAR C, KWOK OCH,SHEN SK, GAMBLE
HR (2005). Prevalence of viable Toxoplasma gondii in beef, chicken and pork from retail meat stores
in the United States: risk assessment to consumers. J Parasitol, 91, 1082-1093.

DUBEY JP (2009) History of the discovery of the life cycle of Toxoplasma gondii. Int J Parasitol, 39, 877-
882.

DUBEY JP (2010) Toxoplasmosis in Animals and Humans, 2nd Ed, CRC Press, Boca Raton, FL, p: 1-313.

DUBEY JP (2014) The history and life cycle of Toxoplasma gondii. In: Toxoplasma gondii The Model
Apicomplexan Perspectives and Methods. Ed. LM WEISS ve K KIM, 2nd, Academic Press is an
Imprint of Elsevier, USA, Chapter.1

DUBEY JP, BROWN J, TERNENT M, VERMA SK, HILL DE, CERQUEIRA-CEZAR CK, KWOK OCH,
CALERO-BERNAL R (2016) Seroepidemiologic study on the prevalence of Toxoplasma gondii and
Trichinella spp. infections in black bears (Ursus americanus) in Pennsylvania, USA. Vet Parasitol,
229, 76-80.

DUNAY IR, DAMATTA RA, FUX B, PRESTI R, GRECO S, COLONNA M, SIBLEY LD (2008) Gr1(+)
inflammatory monocytes are required for mucosal resistance to the pathogen Toxoplasma gondii.
Immunity, 29, 306-317.

DURDU B (2008) Saglikli Gebelerde Toksoplazma Seropozitifligi, IgG Avidite Degerlerinin incelenmesi ve
Seropozitiflige Etki Eden Cesitli Risk Faktorlerinin Arastirilmasi. Uzmanlik Tezi. Haseki Egitim ve
Arastirma Hastanesi.

72



EALES JC (2005) Immunology for Life Scientists, 2nd. ed.John Wiley & Sons, Inc, USA, p:75.

FEREIG RM, MAHMOUDB HYAH, MOHAMED SGA, ABOULAILAC MR, ABDEL-WAHABD A,
OSMANE SA, ZIDANF SA, EL-KHODARYG SA (2016) Seroprevalence and epidemiology of
Toxoplasma gondii in farm animals in different regions of Egypt. Vet Parasitol, 4,1-6.

FERGUSON DJP (2004) Use of molecular and ultrastructural markers to evaluatestage conversion of
Toxoplasma gondii in both the intermediate and definitive host. Int J Parasitol, 34, 347-360.

FERGUNSON DJP, DUBREMETZ JF (2014) The Ultrastructure of Toxoplasma gondii. In:The Model
Apicomplexan Perspectives and Methods. Ed. LM WEISS ve K KIM, 2nd, Academic Press is an
Imprint of Elsevier, USA, Chapter:2.

FERGUSON DJP, BIRCH-ANDERSEN A, SIIM JC, HUTCHISON WM (1979) An ultrastructural study on
the excystation of the sporozoites of Toxoplasma gondii. Acta Pathol Microbiol Scand, 87, 277-283.

FOLDS DJ (2008) Overview of Immunity. In: Handbook of Human Immunology, Ed. O'GORMAN MRG,
DONNENBERG AD. 2nd. Ed. CRC Press, Pennsylvania. Chapter:1.

FRENKEL JK, DUBEY JP (1972) Toxoplasmosis and its prevention in cats and man. J Infect Dis, 126, 664-
673.

FRENKEL JK, DUBEY JP, MILLER NL (1969) Toxoplasma gondii: fecal forms separated from eggs of the
nematode Toxocara cati. Science, 164, 432-433.

FUCHS T, A ABED U, GOOSMANN C, HURWITZ R, SCHULZE I, WAHN V, WEINRAUCH Y,
BRINKMANN V, ZYCHLINSKY A (2007) Novel cell death program leads to neutrophil
extracellular traps. J Cell Biol, 176, 231-241.

GABRIEL C, MCMASTER WR, GIRARD D, DESCOTEAUX A (2010) Leishmania donovani
promastigotes evade the antimicrobial activity of neutrophil extracellular traps. Journal Immunol,
185, 4319-4327.

GANGNEUX FL, DARDE ML (2012) Epidemiology of and diagnostic strategies for toxoplasmosis. Clin
Microbiol Rev, 25, 264-96.

GOLD DA, KAPLAN AD, LIS A, BETT GCL, ROSOWSKI EE, CIRELLI KM, BOUGDOUR A, SIDIK
SM, BECK JR, LOURIDO S, EGEA PF, BRADLEY PJ, HAKIMI MA, RASMUSSON RL, SAEOJ

73



JPJ (2015) The Toxoplasma dense granule proteins gral7 and gra23 mediate the movement of small
molecules between the host and the parasitophorous vacuole. Cell Host Microbe, 17, 642-52.

GOLDMANN O, MEDINA E (2012) The expanding world of extracellular traps: not only neutrophils but
much more. Front Immunol, 3, 420-430.

GUIMARAES-COSTA AB, NASCIMENTOMTC, FROMENT GS (2009) Leishmania amazonensis
promastigotes induce and are Kkilled by neutrophil extracellular traps. PNAS, 106, 6748-6753.

GUO M, DUBEY JP, HILL D, BUCHANAN RL, GAMBLE HR, JONES JL, PRADHAN AK (2015)
Prevalence and risk factors for Toxoplasma gondii infection in meat animals and meat products
destined for human consumption. J Food Prot, 78, 457-76.

HAKANSSON S, CHARRON AJ, SIBLEY LD (2001) Toxoplasma evacuols: a two-step process of
secretion and fusion forms the parasitophorous vacuole. The Embo Journal, 20, 3132-3140.

HAKKIM A, FURNROHR BG, AMANN K, LAUBE B, ABED UA, BRINKMANN V (2010) Impairment
of neutrophil extracellular trap degradation is associated with lupus nephritis. Proc Natl Acad Sci,
107, 9813-9818.

HENRY CM, HOLLVILLE E, MARTIN SJ (2013) Measuring apoptosis by microscopy and flow cytometry.
Elsevier Inc, 61, 90-97.

HERMOSILLA C, MUNOZ CARO T, SILVA TMR, RUIZ A, TAUBERT A (2014) The intriguing host
innate immune response: Novel anti-parasitic defence by neutrophil extracellular traps. Parasitol, dor:
10.1017/s0031182014000316.

HICKMAN CP, ROBERTS LS, KEEN SL, EISENHOUR DJ, LARSON A, ’ANSON H (2014) Integrated
Principles of Zoology. Zooloji Entegre Prensipler. 16th ed. Ceviren: GUNDUZ E, Palme Yayincilik,
Ankara (2016) Chapter:3.

HILL DE, DUBEY JP (2013) Toxoplasma gondii prevalence in farm animals in the United States. Int J
Parasitol, 43, 107-113.

HOWE DK, SIBLEY LD (1995) Toxoplasma gondii comprises three clonal lineages: correlation of parasite
genotype with human disease. J Infec Dis, 172, 1561-1566.

HUTCHISON WM (1965) Experimental transmission of Toxoplasma gondii. Nature, 206, 961-962.

74



INNES EA, BARTLEY PM, BUXTON D, KATZER F (2009) Ovine toxoplasmosis. Parasitol, 136, 1887-
1894.

JACOBS L, REMINGTON JS, MELTON ML (1960a) A survey of meat samples from swine, cattle, and
sheep for the presence of encysted Toxoplasma. J Parasitol, 46, 23-28.

JACOBS L, REMINGTON JS, MELTON ML (1960b) The resistance of the encysted form of Toxoplasma
gondii. J Parasitol, 46, 11-21.

JES, QUANH, YOONY, NAY, KIMBJ (2016) Mycobacterium massiliense Induces Macrophage
Extracellular Traps with Facilitating Bacterial Growth. PLoS One, 11(5): e0155685.

JONES TC, HIRSCH JG (1972) The interaction between Toxoplasma gondii and mammalian cells. 11. The
absence of lysosomal fusion with phagocytic vacuoles containing living parasites. J Exp Med, 136,
1173-1194.

KADOWAKI N, ANTONENKO S, YIU-NAM LAU J, LIU YJ (2000) Natural mnterferon a/b—producing
cells link nnate and adaptive immunity. J Exp Med, 192, 219-225.

KAPLAN MJ, RADIC M (2012) Neutrophil extracellular traps:double-edge dswordsof innate immunity. J
Immunol, 189, 2689-2695.

KARAGENC Ti, ERTABAKLAR H,ULUTAS B, AYPAK S, ERTUG S (2005) Aydin ybresindeki
sigirlarda Toxoplasma gondii’nin seroprevalansi. YYU Vet Fak Derg, 16, 67-70.

KASYANENKO N, BAKULEV V, PEREVYAZKO |, NEKRASOVA T, NAZAROVA O, SLITA A,
ZOLOTOVA'Y, PANARIN E (2016) Model system for multifunctional delivery nanoplatforms based
on DNA-Polymer complexes containing silver nanoparticles and fluorescent dye. J Biotechnol,
236,78-87.

KESSENBROCK K, KRUMBHOLZ M, SCHONERMARCK U, BACK W, GROSS WL, WERB Z,
GRONE HJ, BRINKMANN V, JENNE DE (2009) Netting neutrophils in autoimmune small-vessel
vasculitis. Nat Med, 15, 623-5.

KHAN A, DUBEY JP, SU C, AJIOKA JW, ROSENTHAL BM, SIBLEY LD (2011) Genetic analyses of a
typical Toxoplasma gondii strains reveal a fourth clonal lineage in North America. Int J Parasitol, 41,
645-655.

75



KHAN IA, MATSUURA T, KASPER LH (1996) Activation—mediated CD4+ T cell unresponsiveness
during acute Toxoplasma gondii infection in mice. Int Immunol, 8, 887-96.

KHAN IA, THOMAS SY, MORETTO MM, LEE FS, ISLAM SA, COMBE C, SCHWARTZMAN JD,
LUSTER AD (2006) CCR5 Is essential for NK cell trafficking and host survival following
Toxoplasma gondii infection. Plos Pathog, 2, 484-490.

KLINGER CM, NISBET RE, OUOLOGUEM DT, ROOS DS, DACKS JB (2013) Cryptic organelle
homology in apicomplexan parasites: insights from evolutionary cell biology. Curr Opin Microbiol,
16, 424-431.

KLUG WS, CUMMINGS MR, SPENCER CA (2011) Consepts of Genetics. Genetik Kavramlar. 8th. Ed.
ONER C. Palme Yaymcilik Ankara s:263.

KOBLANSKY AA, JANKOVIC D, OH H, HIENY S, SUNGNAK W, MATHUR R, HAYDEN MS,
AKIRA S, SHER A, GHOSH S (2013) Recognition of Profilin by Toll-like Receptor 12 Is Critical
for Host Resistance to Toxoplasma gondii. Immunity, 24, 119-130.

KOLACZKOWSKA E, KUBES P (2013) Neutrophil recruitment and function in health and inflammation.
Nat Rev Immunol, 13, 159-75.

KUK S, OZDEN M (2007) Hastanemizde dért yillik Toxoplasma gondii seropozitifliginin arastirilmast.
Turkiye Parazitol Derg, 31, 1-3.

LAMB TJ (2012) Apicomplexa: Toxoplasma gondii. In: Immunity to parasitic infections. Ed. TJ LAMB,
JohnWiley & Sons, USA p:107-120.

LANIER LL, PHILLIPS JH (1992) Natural Killer cells. Curr Opin Immunol, 4,38-42.

LAURIDO S, ZHANG C, LOPEZ MS, TANG K, BARKS J, WANG Q, WILDMAN SA, SHOKAT KM,
SIBLEY D (2013) Optimizing small molecule inhibitors of calcium-dependent protein kinase 1 to
prevent infection by Toxoplasma gondii. J Med Chem, 56, 3068-3077.

LEBLEBICIER A, YILDIZ K (2014) Silopi’de koyunlarda Toxoplasma gondii’nin yaygmhgmin indirekt
floresans antikor testi (IFAT) ile serolojik olarak belirlenmesi. Turkiye Parazitol Derg, 38, 1-4.

MANDA A, PRUCHNIAK MP, ARAZNA M, DEMKOWUA (2014) Neutrophil extracellular traps in
physiology and pathology. Cent E J immunol, 39, 116-121.

76



MASIELLO I, BIGGIOGERA M (2017) Osmium ammine for staining DNA in electron microscopy. Method
Mol Biol, 1560, 261-267.

MC COLGAN C, BUXTON D, BLEWETT DA (1988) Titration of Toxoplasma gondii oocysts in non-
pregnant sheep and the effects ofsubsequent challenge during pregnancy. Vet Rec, 123, 467-470.

METZLER KD (2011) Myeloperoxidase is requiredfor neutrophil extracellular trap formation: implications
for innate immunity. Blood, 117, 953-959.

MILLER CM, BOULTER NR, IKIN RJ, SMITH NC (2008) The immunobiology of the innate response to
Toxoplasma gondii. Int J Parasitol, 39, 23-39.

MILLER SA, HARLEY JP (2016) Zoology. Zooloji. 9th ed. Ceviren: Aktiimsek A, Nobel Tip Kitabevleri
Ltd. Sti., Istanbul.

MIRANDA K, PACE DA, CINTRON R, RODRIGUES JC, FANG J, SMITH A,ROHLOFF P, COELHO E,
DE HAAS F, DE SOUZA W, COPPENS I, SIBLEY LD, MORENO SN (2010) Characterization of a
novel organelle in Toxoplasma gondii with similar composition and function to the plant vacuole. Mol
Microbiol, 76, 1358-1375.

MORDUE DG, HUNTERY CA (2014) The Innate Immunity to Toxoplasma gondii. In: Toxoplasma gondii
The Model Apicomplexan Perspectives and Methods. Ed. LM WEISS ve K KIM, 2nd, Academic
Press is an Imprint of Elsevier, USA, p:797-812.

MORDUE DG, SIBLEY LD (2003) A novel population of Gr-1p-activated macrophages induced during
acute toxoplasmosis. J Leukoc Biol, 74,1015-1025.

MORGADO FN, NASCIMENTO MTC, SARAIVA EM (2015) Are neutrophil extracellular traps playing a
role in the parasite control in active American tegumentary leishmaniasis lesions. PLoS One, 10 (7):
€0133063.

MUNOZ CARO T, HERMOSILLA C, SILVA LMR, CORTESH, TAUBERT A (2014a) Neutrophil
extracellular traps as innate immune reaction against the emerging apicomplexan parasite Besnoitia
besnoiti. PloS One, 9 (3): €91415

MUNOZ CARO T, SILVA LM, RITTER C, TAUBERT A, HERMOSILLA C (2014b) Besnoitia besnoiti
tachyzoites induce monocyte extracellular trap formation. Parasitol Res, 113, 4189-4197.

77



MUNOZ CARO T, LENDNER M, DAUGSCHIES A, HERMOSILLA C, TAUBERT A (2015a) NADPH
oxidase, MPO, NE, ERK1/2, p38 MAPK and Ca2+ influx are essential for Cryptosporidium parvum
induced NET formation. Dev Comp Immunol,52, 245-254.

MUNOZ CARO T, RUBIO MC, SILVA ML, MAGDOWSKI, GARTNER U, MCNEILLY TN, TAUBERT
A, HERMOSILLA C (2015b) Leucocyte-derived extracellular trap formation significantly contributes
to Haemonchus contortus larval entrapment. Parasites & Vectors, 8, 607-618.

NATHAN C (2006) Neutrophils and immunity: challenges and opportunities. Nat Rev Immunol, 6,173-182.

NAUSEEF WM (2014) Myeloperoxidase in human neutrophil host defence. Cell Microbiol, 16, 1146-1155.

NEELI I, DWIVEDI N, KHAN S, RADIC M (2009) Regulation of extracellular chromatin release from
neutrophils. J Innate Immun, 1, 194-201.

NEELI I, KHAN SN, ANDRADIC M (2008) Histonedeiminationasa response to inflammatory stimuli
inneutrophils. J Immunol, 180, 1895-1902.

NEELI I, RADIC M (2013) Opposition between PKC isoforms regulates histone deimination and neutrophil
extracellular chromatin release. Front Immunol,4,1-9.

NISHINAKA Y, ARAI T, ADACHI S, TAKAORI-KONDO A, YAMASHITA K (2011) Singlet oxygen is
essential for neutrophil extracellular trap formation. Biochem Biophys Res Commun, 413, 75-79.

OFEK |, GOLDHAR J, KEISARI Y, SHARON N (1995) Nonopsonic phagocytosis of microorganisms.
Annu Rev Microbiol, 49, 239-276.

OZDEMIR R, ER H, BARAN N, VURAL A, KURULTAY N (2008) Toxoplasma gondii 1gG-IgM
antikorlar1 pozitif gebelerde 1gG avidite sonuglarimin degerlendirilmesi. /nfek Derg, 22, 219-222.

PALMERL J, COOPER PR, LING MR, WRIGHT HJ, HUISSOON A, CHAPPLE ILC (2012)
Hypochlorous acid regulates neutrophil extracellular trap release in humans. Clin Exp Immunol, 167,
261-8.

PAPAYANNOPOULOS V, STAAB D, ZYCHLINSKY A (2011) Neutrophil elastase enhances sputum
solubilization in cystic fibrosis patients receiving DNase therapy. PloS One, 6: €28526

78



PAPINI RA, BUZZONE G, NARDONI S, ROCCHIGIANI G, MANCIANTI F (2015) Seroprevalence and
genotyping of Toxoplasma gondii in horses slaughtered for human consumption in Italy. Vet Sci, 35,
657-661.

PHILLIPSON M, KUBES P (2011) The neutrophil in vascular inflammation. Nat Med, 17, 1381-1390.

PIEPER K, GRIMBACHER B, EIBEL H (2013) B-cell biology and development. J Allergy Clin Immunol,
131, 959-971.

PILSCZEK FH, SALINA D, POON KKH, FAHEY C, YIPP BG, SIBLEY CD (2010). A novel mechanism
of rapid nuclear neutrophil extracellular trap formation in response to Staphylococcus aureus. J
Immunol, 185, 7413-7425.

PISANU S, CUBEDDU T, PAGNOZZI P, ROCCA S, CACCIOTTO C, ALBERTI A, MAROGNA G
(2015) Neutrophil extracellular traps in sheep mastitis. Vet Res, 46, 59-61.

PURAL N (2004) Fonksiyonel hiicre goriintiileme teknikleri. Hacettepe Tip Der, 35,107-113.

RADKE JR, WHITE MW (1998) A cell cycle model for the tachyzoite of Toxoplasma gondii using the
Herpes simplex virus thymidine kinase. Mol Biochem Parasitol, 94, 237-247.

REECE JB, URRY LA, CAIN ML, WASSERMAN SA, MINORSKY PV, JACKSON RB (2013)
Campbell Biology. Campbell Biyoloji. 9th ed. Ceviren: GUNDUZ E, TURKAN 1, Palme Yaymcilik
Ankara.

REICHEL M, MUNOZ CARO T, SANCHEZ CONTRERAS G (2015) Harbour seal (Phoca vitulina) PMN
and monocytes release extracellular traps to capture the apicomplexan parasite Toxoplasma gondii.
Dev Comp Immunol, 50, 106-115.

ROBERTS CW, PRASADY S, KHALIQ F, GAZZINELLI RT, KHAN IA, MCLEOD R (2014) Adaptive
Immunity and Genetics of the Host Immune Response. In Toxoplasma gondii The Model
Apicomplexan Perspectives and Methods. Ed. LM WEISS ve K KIM, 2nd, Academic Press is an
Imprint of Elsevier, USA, p:821-933.

SABIN AB, FELDMAN HA (1948) Dyes as microchemical indicators of a new immunity phenomenon
affecting a protozoon parasite (Toxoplasma). Science, 108, 660-663.

79



SALANTA H, HAMBURGERA J, SPIRAA D, DAVID AB, SCHWANC EV (2016) Seroprevalence of
Toxoplasma gondii infection in poultry kept under different housing conditions in Israel. Vet
Parasitol, 5, 34-36.

SEGAL AW (2005) How neutrophils kill microbes. Annu Rev Immunol, 23, 197-223.

SIBLEY LD, BOOTHROYD JC (1992) Virulent strains of Toxoplasma gondii comprise a single clonal
lineage. Nature, 359, 82-85.

SIBLEY LD, KHAN A, AJIOKA JW, ROSENTHAL BM (2009) Genetic diversity of Toxoplasma gondii in
animals and humans. Phil Trans R Soc B, 364, 2749-2761.

SILVA LMR, MUNOZ CARO T, GERSTBERGER R, VILA-VICOSA MJM, CORTES HCE,
HERMOSILLA C, TAUBERT A (2014) The apicomplexan parasite Eimeria arloingi induces caprine
neutrophil extracellular traps. Parasitol Res, 113, 2797-2807.

SILVA LMR, MUNOZ CARO T, BURGOS RA, HIDALGO MA, TAUBERT A HERMOSILLA C (2016)
Far beyond Phagocytosis: Phagocyte-derived extracellular traps act efficiently against protozoan
parasites in vitro and in vivo. Mediators of Inflammation, 2016, 1-13.

SIMON EJ, DICKEY JL, HOGAN KA, REECE JB (2016) Campbell Essential Biology With Physiology.
Campbell Temel Biyoloji Fizyoloji ilaveli. 5th ed. Ceviren: Giindiiz E, Tiirkan I, Palme Yayimncilik
Ankara.

SOEHNLEIN O (2009) Direct and alternative antimicrobial mechanisms of neutrophil-derived granule
proteins. J Mol Med, 87,1157-1164.

SORENSEN OE, BORREGAARD N (2016) Neutrophil extracellular traps - the dark side of neutrophils.
J Clin Invest, 126, 1612-1620.

SPEER CA, DUBEY JP (1998). Ultrastructure of early stages of infection in mice fed Toxoplasma gondii
oocysts. Parasitol, 116, 35-42.

SPEER CA, DUBEY JP (2005) Ultrastructural differentiation of Toxoplasma gondii schizonts (types B to E)
and gamonts in the intestines of cats fed bradyzoites. Int J Parasitol, 35, 193-206.

SU C, KHAN A, ZHOUC P, MAJUMDARA D, AJZENBERGD D, DARDED ML, ZHUF XQ, AJIOKA
JW, ROSENTHALH BM, DUBEY JP, SIBLEY LD (2012) Globally diverse Toxoplasma gondii

80



isolates comprise six major clades originating from a small number of distinct ancestral lineages.
PNAS, 109, 5844-5849.

SUNGMO JE, HAILIAN QUAN, YINA YOON, YIRANG NA, BUM-JOON KIM, SEUNG HYEOK SEOK
(2016) Mycobacterium massilienseinduces macrophage extracellular traps with facilitating bacterial
growth. PLoS One, 11(5): e0155685.

SZABO EK, FINNEY CAM (2016) Toxoplasma gondii: One organism, multiple models. Trends Parasitol,
33,113-127.

TAYLOR MA, COOP RL, WALL RL (2007) Vetermary Parasitology. Veteriner Parazitoloji. 3dh. ed.
YILDIZ K, Medipress, Malatya s:217.

TENTER AM, HECKEROTH AR, WEISS LM (2000) Toxoplasma gondii: from animals to humans. Int J
Parasitol, 30, 1217-1258.

URBAN CF, ERMERT D, SCHMID M, ABU-ABED U, GOOSMANN C, NACKEN W, BRINKMANN V,
JUNGBLUT PR, ZYCHLINSKY A (2009) Neutrophil extracellular traps contain calprotectin, a
cytosolic protein complex involved in host defense against Candida albicans. PLoS Pathog, 5, 639-
656.

WANG Y, STADLER S, CORRELL S, LI P (2009) Histone hypercitrullination mediates chromatin
decondensation and neutrophilextracellular trap formation. J Cell Biol, 184, 205-213.

WARTHA F, BEITER K, NORMARK S, HENRIQUES-NORMARK B (2007) Neutrophil extracellular
traps: casting the NET over pathogenesis. Curr Opin Microbiol, 10, 52-56.

WEDEMEYER J, TSAlI M, GALLI SJ (2000) Roles of mast cells and basophils in innate and acquired
immunity. Curr Opin Immunol, 12, 624-31.

WEI Z, HERMOSILLA C, TAUBERT A, HE X, WANG X, GONG P, LI J, YANG Z, ZHANG X (2016)
Canine neutrophil extracellular traps release induced by the apicomplexan parasite Neospora caninum
in vitro. Front Immuno, 7, 436.

WILSON E (2012) Apicomplexa: Toxoplasma gondii. In: Immunity to Parasitic Infections. Ed TJ LAMB,
1th. ed. JohnWiley & Sons Itd., USA p:107-120.

WOLF A, COWEN D, PAIGE B (1939) Human toxoplasmosis: occurrence ininfants as an encephalomyelitis
verification by transmission to animals. Science, 89, 226-227.

81



WOLF A, COWEN D, PAIGE B (1940) Toxoplasmic encephalomyelitis IV. experimental transmission of
the infection to animals from a human mfant. J Exp Med, 71, 187-214.

YAMAN O, CETINKAYA U, HAMAMCI B, YAZAR S, SAHIN 1 (2010) Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalina miiracaat edenlerde anti-Toxoplasma gondii antikorlarmin
arastirilmasi. J Health Sci, 19, 119-124.

YAROVINSKY F (2014) Innate immunity to Toxoplasma gondii infection. Nat Rev Immunol, 14, 109-121.

YAROVINSKY F, ZHANG D, ANDERSEN JF, BANNENBERG GL, SERHAN CN, HAYDEN MS,
HIENY S, SUTTERWALA FS, FLAVELL RA, GHOSH S, SHER A (2005) TLR11 activation of
dendritic cells by a protozoan profilin-like protein. Science, 308, 1626-1629.

YAZAR S, KUK S, CETINKAYA U, KAYA M, SAHIN I (2012) Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarina miiracaat eden hastalarda anti-Toxoplasma gondii
Antikorlarinin Dagilimi. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 18,89-92.

YILDIZ K, PISKIN FC, UTUK AE, GOKPINAR S (2015) Prevalence of Toxoplasma gondii in sheep meats
purchased from retail stores in Central Anatolia, Turkey. Turk J Vet Anim Sci, 39, 328-332.

YILDIZ K (2016) Netosis: Notrofilin patojenle savasta kullandigi alternatif savunma yontemi. Turkiye
Parazitol Derg, 2016, 158-62.

YILDIZ K, GOKPINAR S, GAZYAGICI AN, BABUR C, SURSAL N, AZKUR AK (2017) Role of NETs
in the difference in host susceptibility to Toxoplasma gondii between sheep and cattle. Vet Immunol
Immunopathol, 189 , 1-10.

YIPP BG, PETRI B, SALINA D, JENNE CN, SCOTT BNV, ZBYTNUIK LD (2012) Infection induced
NETosis is a dynamic process involving neutrophil multitasking in vivo. Nat Med, 18, 1386-1393.

YOUSEFI S, GOLD JA, ANDINA N, LEE JJ, KELLY AM, KOZLOWSKI E (2008) Catapult-like release of
mitochondrial DNA by eosinophils contributes to antibacterial defense. Nat Med, 14, 949-953.

YOUSEFI S, MIHALACHE C, KOZLOWSKI E, SCHMID I, SIMON HU (2009) Viable neutrophils release
mitochondrial DNA to form neutrophil extracellular traps. Cell Death Differ, 16, 1438-1444.

ZAJAC AM, CONBOY GA (2009) Veterinary Clinic Parasitology, Veteriner Klinik Parazitoloji, 7th. ed.
YILDIZ K, Medipress Malatya s:162.

82



ZAWROTNIAK M, RAPALA-KOZIK M (2013) Neutrophil extracellular traps (NETSs)- formation and
implications. Acta Biochim Pol, 60, 277-284.

83



KIRIKKALE UNIVERSITES]
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI -
Toplant Tarihi:02.02.2016
Toplant Sayisi:16/01
Karar No:16/ Qq"

Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik 02.02.2016 Sali giini saat 13:00'de Prof.Dr.Siyami
KARAHAN'In bagkanhiginda toplanarak giindemdeki konulari gériigti,

Kirikkale Universitesi Veteriner Fakdltesi Ogretim Uyesi Prof.Dr.Kader YILDIZ tarafindan yuriitiilen
‘Hiicre Disi Tuzagin Kantitatif Analizinde Picogreen ve Sytox Orange Boyalannmin Kargilagtintmass “ isimli
projesinin Kirtkkale Universitesi Hayvan Etik Kurulu Yénergesinde belirtilmis olan Etik likelere uygun olduduna-
karar verilmigtir.

PROJEDE GOREVLI PERSONEL

Sira Proje Gorevi Isim Kurum
1 YirGtich Kader YILDIZ, Prof.Dr. Kirikkaie Universitesi Veteriner Fakultesi
2 Arasttrmaci Pergem ATAN, Biyolog Kirtkkale Universitesi Veteriner Fakaitesi

Prof.Dr.Umut TEKIN

Oye

‘. !
Yrd.Dog.Dr.Ugur TIFTIKGI Yrd.Dog.Df.Nahit PAMUKOGLU

< Uye Uye
Yrd.Dog. Dr.Serap YORUBULUT Vet.Hek. Umit $ZGU
Uye Oye -
Mustafa AKIN Vet.Hek.Yagar SAHIN
Oye : Uye

84




OZGECMIS

l. Kisisel Bilgiler
Adi : Percem
Soyadi . Atan

Dogum yeri ve tarihi : Ankara / 03.03.1986

fletisim Adresi : Ada mah. Okullar cad. 116/14 Sinop
Telefon : 0553 864 3388
E-posta : percemevrimatan@hotmail.com
Il.  Egitimi
UNIVERSITE : Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Yabanci dil : Ingilizce
I1l.  Yaymlan
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