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OZET

Toxoplasma gondii, cok genis konak araliginda, sicak kanli hayvanlarda ve kuslarda enfeksiyon olus-
turabilen zorunlu hiicre ici bir parazittir. insanlarda T.gondii enfeksiyonu, yeni doganlarda fetal anomali-
lere yol acan konjenital toksoplazmoz, korliige sebep olan retinokoroidit, immin sistem yetmezIigi olan
kisilerde fatal seyreden toksoplazmik ensefalit ve organ nakli yapilanlarda organ reddi ve 6liime sebep ol-
maktadir. Farkli T.gondii suglarinin hayvan modellerinde uyardiklari immiin yanita bagli olarak, olustur-
duklari patogenez de degisiklik gostermektedir. Toksoplazmoza karsi korunmada hiicresel immun yani-
tin daha 6nemli oldugu belirtiimektedir. Bu calismada, tilkemizde izole edilen T.gondii Ankara ve Ege sus-
larindan Uretilen adjuvanli takizoit protein asilarinin hayvan modellerinde uyardigi hiimoral ve hiicresel
immiin yanit tiplerinin arastirlmasi amaclanmistir. Calismada 6-8 haftalik disi BALB/c fareler kullanilmig
ve asllama icin her biri tic adet fare iceren alti grup olusturulmustur. Birinci ve ikinci grup T.gondii Anka-
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ra ve Ege (TAnkPE; TEgePE) takizoit eriyigi ile, G¢lincl ve dordiincii grup Freund adjuvani ile birlestirilmig
TANKPE (TAnkPE-Freund) ve TEgePE (TEgePE-Freund) takizoit eriyigi ile, kontrol gruplari olan besinci ve
altinci gruplar ise PBS ve Freund adjuvani ile asilanmistir. Hayvanlarin immiinizasyonu Ug¢ hafta araliklar-
la iki kez yapilmistir. Asilama 6ncesi ve her asilama sonrasi alinan serum orneklerinde Western blot yon-
temiyle 1gG yaniti, ELISA testi ile IgG1 ve IgG2a yanitlar arastirilmistir. Hiicresel immiin yanitlari belirle-
mek icin, hicre kiiltiri ortaminda uyarilan dalak hicrelerinin CD8/CD4 orani, hiicre igi IFN-y ve IL-4 si-
tokinleri akis sitometrisi ile 6l¢tiimustir. Calismamizda, Toxoplasma IgG antikorlari sadece TAnkPE-Freund
asisi uygulanan grupta saptanmis; IgG1 ve IgG2a antikor yanitlarinin hicbir asilama grubunda artmadigi
tespit edilmis, IgG1 veya IgG2a yoniinde belirgin bir polarizasyon olmadigi belirlenmistir. Asilanan grup-
larin hicbirisinde uyariimis dalak hiicrelerinde CD8/CD4 oraninda degisiklik saptanmamistir. IFN-y Ureti-
mi sadece TANkPE-Freund ile asilanan grupta artarken; IL-4 Gretimi TAnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TE-
gePE ile asilanan gruplarda artmistir. Calismamizin verileri, TAnkPE-Freund asisinin BALB/c farelerinde IgG
ve [FN-y yanitlarini artirdigini gostermis, ancak toksoplazmoza karsi gelistirdigimiz bu eriyik protein agi-
larinin koruyucu immdn yaniti yeterince uyarmadiklari saptanmistir. Bu nedenle ileride yapilacak olan asi
calismalarinda daha 6zgil proteinlerin kullaniimasi yoniinde kanaat olusmustur.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii; takizoit proteini; asi; adjuvan; immdin yanit.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii the causative agent of toxoplasmosis is an obligate intracellular parasite with a wi-
de host range including all warm-blooded animals and birds. T.gondii infection causes congenital toxop-
lasmosis in newborns and this may lead to fetal anomalies, retinochoroiditis leading to blindness, lethal
toxoplasmic encephalitis in immune compromised patients, and organ failure in transplantation pati-
ents. The pathogenesis of toxoplasmosis change due to differences in the specific immune response eli-
cited by diverse T.gondii strains. The protective immunity against toxoplasmosis is conferred by cellular
immune responses. In the present study, two different strains isolated from Turkey named T.gondii An-
kara and Ege were used to evaluate the types of humoral and cellular immune responses elicited by ad-
juvanted tachyzoite protein vaccines in an animal model. In the study, 6-8 weeks old female BALB/c mi-
ce were used and six study groups (each contains three mice) were composed for vaccination. The first
and second groups were vaccinated with T.gondii Ankara and Ege (TAnkPE and TEgePE, respectively)
tacyhzoite lysates, the third and fourth groups were vaccinated by tacyhzoite lysates adjuvanted with
Freund’s adjuvant (TAnkPE-Freund; TEgePE-Freund, respectively). The fifth and sixth groups were vacci-
nated with PBS and Freund’s adjuvant as controls. Immunization of the animals was performed two ti-
mes at three weeks intervals. The serum samples were collected before vaccination and after each vac-
cination to determine the IgG response by Western blotting, and IgG1 and IgG2a responses by ELISA.
To determine the cellular immune response, CD8/CD4 cell ratio, intracellular IFN-y and IL-4 levels were
determined in stimulated spleen cells grown in cell culture systems by flow cytometry. Toxoplasma IgG
antibodies were only detected in TAnkPE-Freund group. IgG1 and IgG2a responses did not increase in
any vaccination groups and there was not any polarization towards IgG1 or IgG2a. There was no signi-
ficant increase in CD8/CD4 ratio of stimulated spleen cells. IFN-y level was increased in only TAnkPE-Fre-
und vaccination group, however IL-4 levels were increased in TANkPE-Freund, TEgePE-Freund and TEge-
PE groups. Our data showed that TAnkPE-Freund vaccine led to increase in IgG and IFN-y responses in
BALB/c mice, however, tachyzoite lysate vaccines developed in this study did not induce sufficient pro-
tective immune response against toxoplasmosis. Thus, use of specific immunogenic proteins must be ta-
ken into consideration in the future vaccine development studies against toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii; tachyzoite protein; vaccine; adjuvant; immune response.
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GiRis

Diinya popitlasyonunun yaklasik tcte birini enfekte ettigi tahmin edilen Toxoplasma
gondii, tibbi 6nemi ylksek bir protozoondur. Bu parazit, genis konak spektrumu nede-
niyle insanlarin yani sira sicakkanh hayvanlarin da bircogunu enfekte etmektedir. Enfek-

siyonun bulasi, kontamine su ve besinler ya da ¢ig/az pismis etlerin tiiketimi, kan nakli,
organ nakli ve transplasental gecis gibi cok farkli yollarla olabilmektedir'.

T.gondii enfeksiyonlarinin patogenezinde, parazit susunun viriilansi, parazitin konaga
giris miktari, konagin cinsiyeti, genetik yapisi ve immunolojik durumu gibi bircok faktor
etkilidir. T.gondii suslari arasinda viriilans farkliliklari oldugu bilinmektedir. Bu farkhliklar
nedeniyle bazi suslar yavas cogalirken, bazilari daha hizli cogalmakta, hatta konagin 6lu-
miine yol agmaktadir. T.gondii'nin olusturdugu patogenez ve enfeksiyona karsi olusan
korunmada bu farkliliklarin etkili oldugu bildirilmis; ayni zamanda bu farkhliklarin para-
zitin konak hiicrede olusturdugu immiin yanitta da rol oynadig ileri siiriilmiistiir>#. En-
feksiyon sirasinda T.gondii’ye karsi hiicresel ve hiimoral immutinite olusmakla birlikte, hiic-
re veya kist icindeki parazitlerin kaldigi gortlmustir. Kuvvetli ve etkili bir immun yanit,
T.gondii'nin periferik kandan tamamiyla ortadan kalkmasina ve tim dokulardaki takizoit
miktarinin énemli dl¢tide azalmasina yol agmaktadir. Immiin sistemi saglam kisilerde ka-
zanilan immunitenin 6mir boyu siirdiigi saptanmistir. Toksoplazmoza karsi gelisen hiic-
resel immdinitenin, Th1 ve ozellikle CD8* T hiicreler tarafindan olusturuldugu ve bu ya-
nitta IL-12'nin anahtar rolii oynadigi gériilmiistiir>>®. Bununla birlikte, viriilan T.gondii
suslarina karsi korunmanin daha da gelistiriimesine ihtiyac vardir.

Tirkiye’de glinimuze kadar RH Ankara ve Ege suslari olmak tzere sadece iki sus izo-
le edilmistir. Bu calismada virtilanslari farkli olan bu iki ayri susun olusturdugu hiicresel
ve hiimoral imminite farkhliklarina bagl olarak immiinopatogenezindeki yolaklarin or-
taya cikarilmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Deney Hayvanlari

Calismada, toksoplazmoza karsi asi calismalarinda kullanilan 6-8 haftalk disi BALB/c
fareler kullanildi ve hayvanlar Tarim ve Koy isleri Bakanligi, Bornova Veteriner Arastirma
Merkezinden temin edildi. Calismasinin deneysel plani, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Ku-
rulu tarafindan onaylandi.

T.gondii Eriyik Protein Hazirlanmasi

T.gondii RH Ankara ve Ege susu takizoitleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dalindan temin edildi. BALB/c fareler icin enfektif dozdaki (1 x 10%/ml’lik stok-
tan 100 pl veya 1 x 10° takizoit) T.gondii RH Ankara veya Ege susu takizoitleri, 6-8 haf-
talik BALB/c farelerin peritoneal bosluguna inokiile edildi. Farelerin intraperitoneal ala-
ninda 3-4 gunde ¢ogalan T.gondii takizoitleri steril sartlarda serum fizyolojik irrigasyonu
sonrasi alindi ve takizoitlerin canhh@i ve sayisi %0.4 tripan mavisi ile hemositometre kul-
lanilarak belirlendi.
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intraperitoneal alandan elde edilen T.gondii takizoitleri 3000xg’de 10 dakika sant-
rifij edildi; Ust sivi atildiktan sonra ¢okelti 10 ml tuzlu fosfat tampon (PBS; pH: 7.4)
eklenerek 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve st sivi atildi. Bu islem iki kez daha
uygulandi. Ugiincii yikama sonrasi (st sivi, tiipiin dibinde 1 ml PBS (pH: 7.4) biraki-
lacak sekilde atildi ve tekrar sulandirildi. T.gondii RH Ankara ve Ege takizoitlerini ice-
ren sUspansiyonlardaki takizoit sayisi hemositometre kullanilarak hesaplandi. Bu asa-
mada takizoit stispansiyonlari 13.000xg’de 15 dakika santrifdj edildi; Gst sivi atildi ve
¢Okeltilerin tzerine ortalama 500 pl distile su eklendi. Daha sonra takizoit stispansi-
yonlari sonikatorde hazirlandi; elde edilen hiicre eriyikleri, 13.000xg’de 15 dakika
santriflij edildi ve Ust sivilar, por biyikligi 0.22 pm olan filtreden gecirildi. T.gondii
RH Ankara takizoitlerine ait protein eriyigi (TAnkPE) ve T.gondii Ege takizoitlerine ait
protein eriyigi (TEgePE) icerisindeki protein miktari, “Commasie Plus Protein Assay
Reagent” (Pierce) ve spektrofotometre ile (NanoDrop) uretici firmanin protokold kul-
lanilarak Bradford testi ile saptandi. Standart egrinin belirlenmesi icin seri sulandiril-
mis BSA (Pierce) kullanildi.

Bu islemler sonucunda elde edilen, T.gondii'nin iki farkl susuna ait eriyik proteinleri
(TAnkPE ve TEgePE) hem asilama denemelerinde hem de hiimoral immuinitenin deger-
lendirildigi ELISA ve “Western blot (WB)” testlerinde kullanildi.

Asilama ve Enfekte Etme

Calisma icin, her biri Gger adet fare iceren dort asi ve iki kontrol grubu olusturuldu ve
hayvanlar TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund asilari ile intraperitoneal
(iP) olarak li¢ hafta araliklarla iki defa asilandi. TEgePE ve TANkPE asilari, 100 pl steril
1_PBS icinde bulunan 33 pg TEgePE ve 33 pug TAnkPE proteinleri olarak lg¢ hafta aralik-
larla iki defa uygulandi’. TEgePE-Freund ve TANkPE-Freund agilari ise, 50 pl steril 1 x PBS
icinde bulunan 33 pg TEgePE ve 33 pug TAnkPE proteinlerinin ayni miktar Freund’un tam
adjuvani ile birlestirilmesi ve sonikatorde karistiriimasi ile hayvanlara uyguland. ikinci agi-
lamada adjuvan degistirildi ve Freund’un yarim adjuvani ile birlestirilen ayni miktar pro-
tein iceren asilar kullanildi.

Negatif kontrol fareleri iki gruba ayrilarak ilk gruba IP yoldan 50 pl Freund adjuvani
ile 50 pl steril 1 x PBS karistirilip sonike edildikten sonra; ikinci agilamada ise 50 pl Fre-
und’un yarim adjuvani ile 50 pl steril T x PBS karistinlarak uygulandi. Diger gruba ise 100
pl steril T x PBS uygulandi. Kuyruk kanlari her agilamadan 3 hafta sonra toplandi.

IgG Yanitinin Degerlendirilmesi

Bu amacla, sodyum dodesil sulfat (SDS)-poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ve WB
yontemleri kullanildi. Hazirlanan eriyik antijenler TEgePE ve TAnkPE, 2x 6rnek tamponu
ile karistinldiktan sonra 1s1 blogunda inkibe edildi ve antijenler %12’lik SDS poliakrila-
mid jelinde ayristirildi. SDS-PAGE sonunda proteinleri ayristiriimis antijen érnekleri bulu-
nan %712’lik jeller, polivinilidin florid (PVDF) transfer membrani ile karsi karsiya getirildi.
Proteinler, jelden PVDF transfer membranina dogru transfer tampon (25 mM Tris, 192
mM Glisin, %20 methanol) icerisinde transfer edildi.
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Transfer sonrasinda PVDF membrani, %6.25 yagsiz sut tozu iceren 1 x TBS-T tampo-
nunda (20 mM Tris-Cl pH: 7.8, 0.5 M NaCl, %0.5 Tween) 20-30 dakika oda sicakligin-
da calkalanarak bloke edildi. Daha sonra boyuna kesilen PYDF membranlar, 1/100 ora-
ninda 1 x TBS-T tamponunda sulandirilan, asilanmig farelerden alinan havuzlanmis se-
rum Ornekleri ile 1.5 saat oda sicakliinda calkalanarak inkiibe edildi. PVDF transfer
membrani 1 x TBS-T tamponu ile 3 kez kisa stireli ve 3 kez de (iger dakika yikandi ve da-
ha sonra 1 x TBS-T tamponunda 1/2500 oraninda sulandiriimis konjugat (alkalen fosfa-
taz ile isaretli anti-fare 1IgG antikoru) ile bir saat oda sicakhginda calkalanarak inkiibe edil-
di. inkiibasyon sonrasi membran 6nce 1 x TBS-T, sonra da 1 x TBS tamponu ile 3’er kez
kisa streli ve 3’er kez de g dakika olacak sekilde yikandi. Blotlarin goriintilenmesi icin,
PVDF membrani Uzerine substrat [250:2:1 oraninda karistinlan dietanolamin tampon
(%10 dietanolamin, 0.5 mM MgCl,-6H,0O; pH: 9.8), NBT (nitroblue tetrazolium chlori-
de), BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate)] eklendi ve karanlk ortamda 30 da-
kika oda sicakliginda inklbe edildikten sonra distile su ile reaksiyon durduruldu.

IgG Alt Gruplarinin Belirlenmesi

Bu amacla enzim temelli immiinolojik yontem (ELISA) kullanildi. Hazirlanan eriyik an-
tijenler TEgePE ve TAnkPE, PBS (pH: 7.4) ile son konsantrasyonu 4.75 pg/ml olacak se-
kilde sulandirildi ve ELISA mikroplaklarinin her bir cukuruna 100 pl olacak sekilde eklen-
di. Antijenle kaplanan plaklar, calkalayici Gzerinde oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe
edildi. Farelere ait serum 6rnekleri sulandirma plaginda kazein tampon ile 4:1000 ora-
ninda sulandirildi ve inkiibasyon sonunda antijen icerigi bosaltilan plagin her bir cuku-
runa 100 pl sulandinimis serum 6rnegi eklendi. Her serum 6rnegi, icin cift cukur kulla-
nildi. Plaklar oda sicakliginda 30 dakika calkalayici (izerinde inklbe edildikten sonra ice-
rikleri bosaltildi ve otomatik yikayicida 3 kez 200 pl PBS (pH: 7.4) ile yikandi. Daha son-
ra her bir cukura 100 pl, 1:2500 oraninda kazein tampon ile sulandiriimis konjugat (pe-
roksidaz ile isaretli anti-fare IgG1 ve IgG2a antikorlarr) eklendi; 30 dakika oda sicakligin-
da calkalayici tizerinde inkibe edildi ve yukarida anlatildigi sekilde yikama tekrarlandi. Bu
kez her bir cukura 10:1 oraninda karistirilan TMB tampon (70.4 mM Na,HPO,, 36.4 mM
sitrik asit, %7 dimetilasetamid, %0.016 H,O,, distile su) ve TMB stok (0.1 mM 3,3',5,5'-
Tetrametilbenzidin, %4 dimetilasetamid; pH: 2) soliisyonundan 100’er pul eklendi. Plak,
karanlk ortamda 45 dakika bekletildikten sonra reaksiyon, her cukura 75 pl 2N sulftrik
asit eklenerek durduruldu. ELISA plak okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda absorbans
degeri (AD) 6l¢iildu. Serum orneklerinden elde edilen AD, negatif kontrollere ait AD (+)
3x standart sapma Uzerine ¢iktiginda, ornek pozitif kabul edildi.

Hiicresel immiin Yanitin Degerlendirilmesi

Antijene 6zgiil hiicresel immiin yanitin degerlendirilmesi amaciyla oncelikle tek htc-
re stispansiyonlari hazirlamak icin farelerden steril sartlarda alinan dalaklar, PBS tampo-
na eklendi ve iki buzlu mikroskop lami arasinda homojenize edildi. Dalak hticreleri, 1500
rpm’de 5 dakika santrifij edildikten sonra Ust sivi atildi ve hiicreler T ml kirmizi kan hic-
re yikici solisyon (15 mM NH,Cl, 10 mM KHCO,, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ile tekrar sus-
panse edilip, 3 dakika oda sicakhginda inktbe edildi. Daha sonra 5 ml PBS eklendi, 1500
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rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve Ust sivi atilarak hiicrelerin tizerine 10 ml tGretme besi-
yeri [T x RPMI 1640, %10 fotal buzagi serumu, 55 uM 2-merkaptoetanol, T mM sod-
yum piruvat, 0.1 mM MEM esansiyel olmayan aminoasit, 2 mM L-glutamin, penisilin
(100 U/ml) ve streptomisinden (100 pug/ml)] eklendi. Hiicrelerin canlihgi ve miktari tri-
pan mavisi ve hemositometre ile saptandi. Yuvarlak tabanli 96 cukurlu plaklarin her bir
cukuruna 5 x 10° canl hiicre ve 100 pl liretme besiyeri eklendi. Dalak hiicreleri uyaril-
madan once antijendeki endotoksin miktarinin azaltiimasi amaciyla TEgePE ve TAnkPE
proteinlerine 50 ug/ml son konsantrasyonda polimiksin B ilave edildikten sonra yarim sa-
at inkiibe edildi. Hicreler kinetik incelemelerden sonra 25 pg/ml oraninda uyarildi.

Pozitif kontrol olarak her cesit asilamadan ve kontrol gruplarindan elde edilen hiicre-
ler, konkanavalin A (Biochrom) ile son konsantrasyon 10 ug/ml olacak sekilde inkibe
edildi. Negatif kontrol olarak sadece 200 pl lretme besiyeri kullanildi. Her bir cukurda
bulunan hiicreler, toplam 200 pl Gretme besiyeri icerisinde %5 CO, ve 37°C’lik ortam-
da 96 saat inkiibe edildi. Deneyin son 4 saatinde ortalama 10° dalak hiicresi iceren her
bir cukura 2 yM Monensin (GolgiStop, Becton Dickinson Biosciences, ABD) kimyasali ek-
lendi.

CD4 ve CD8 yiizey antijenlerinin incelenmesi: Dalak hiicrelerindeki CD4 ve CD8
ylizey antijenleri “Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit” (BD Biosciences,
ABD) ile Uretici firmanin protokoliine gére boyandi. Inkiibasyon sonrasinda hticre kiilti-
rii plagi 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra st sivi atildi ve ortalama 10°
dalak htcresi, ayni anda boyama icin 50 pl boyama tamponu icerisinde sirasiyla 1/50 ve
1/20 oraninda sulandirilan FITC ile konjuge rat anti-fare CD4 antikorlari ve PE ile konju-
ge edilmis rat anti-fare CD8a antikorlari ile 30 dakika 4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasl iki kez 250 pl boyama tamponu ile yikanan hiicreler, 1500 rom’de 5 dakika sant-
rifij edildi, st sivi atildi, 100 pl fiksasyon/permeabilizasyon sollisyonunda tekrar stispan-
se edilerek 20 dakika 4°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler iki kez 250 pl
Perm/Wash tamponu ile yikandi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivi atila-
rak hiicreler 500 pyl boyama tamponunda sulandirildi. Yiizey antijenlerinin akis sitomet-
risi ile belirlenmesi icin, BD FACSAria (BD Biosciences, ABD) cihazindan 10* dalak hiicre-
si gecirilerek, CD4 ve CD8 reseptor iceren hiicreler belirlendi ve elde edilen veriler BD
FACSDiva programi (BD Biosciences, ABD) ile analiz edildi.

Hiicre ici sitokinlerin incelenmesi: Dalak hiicrelerine ait hiicre ici sitokinlerin boyan-
masi icin Monensin ile inkiibasyon sonrasinda hticre kiltiri plagi, 1500 rpm‘de 5 daki-
ka santrifiij edildikten sonra Ust sivi atildi. Daha sonra plagin her bir deligine 100 pl fik-
sasyon/permeabilizasyon sollisyonu eklenerek tekrar sulandirilan hiicreler, 20 dakika
4°C’de inkiibe edildi. Hiicreler bu slre sonunda iki kez 250 pl Perm/Wash tamponu ile
yikandi ve ortalama 10° dalak hiicresi, ayri ayri 50 pl boyama tamponlari icerisinde 1/20
oraninda sulandirilan PE ile konjuge edilmis rat anti-fare IFN-y ve IL-4 (Becton Dickinson
Biosciences, ABD) antikorlari ile 30 dakika 4°C’de inktlibe edildi. Bu slire sonunda hiicre-
leri iki kez 250 pl boyama tamponu ile yikandi, 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi, tst
sivilar atilarak 500 pl boyama tamponunda sulandirildi. Hiicre ici sitokinlerin akis sito-
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metrisi ile belirlenmesi icin, BD FACSAria cihazindan 10* dalak hiicresi gecirilerek, IFN-y
ve IL-4 salgilayan hiicreler belirlendi ve elde edilen veriler BD FACSDiva programi ile ana-
liz edildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, Microsoft Excel 2000 programi ile islendi ve istatistiksel analiz
Prism 3.03 programi (GraphPad, ABD) ile yapildi. Asilama gruplar arasindaki farki de-
gerlendirmek icin “Two-tailed unpaired t test” veya %95 guvenlik araligi bulunan “one-
way” varyans analizi kullanildi. Himoral ve hicresel immun yanit sonuclari, aritmetik or-
talama + standart sapma olarak verildi; p < 0.05 degeri anlamli olarak yorumlandi.

BULGULAR
Asilama ile Olusan IgG Yaniti

TEgePE, TEgePE-Freund, TANkPE ve TAnkPE-Freund asilari uygulanan deney ve kont-
rol grubu farelere ait serum o6rnekleri WB yontemi ile degerlendirildiginde; elde edilen
bant paternlerine gore TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE asilari ile kontroller arasinda
degisiklik saptanmamugtir. TANkPE-Freund agisinda ise digerlerinden farkli olarak ortala-
ma 25 kDa buyukligiinde bir bant gozlenmistir (Sekil 1).

Asilama ile Olusan IgG Alt Gruplari

Asilamalarin sonucunda farelerde Th1 veya Th2 yanitinin olustugunun isareti olan
0zgun IgG1 ve IgG2a antikorlarinin polarizasyonu arastirilmistir. T.gondii'ye ait iki fark-
Il susun genotipleri farkli oldugundan TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Fre-
und agilari uygulanan deney ve kontrol grubu farelerden alinan serum 6rneklerinde 1gG
alt grup yaniti TEgePE ve TAnkPE antijenleri kullanilan ayri ELISA testleri ile degerlendi-
rilmistir.

A B

37.1kDa — 37.1kDa —

259kDa — 259kDa —

19.4kDa — 19.4kDa — !
?1’ i ’ [~ Adwe o 2 [

Sekil 1. Asilanan fare serumlarinda IgG antikor yaritinin (A) TAnkPE antijeni; (B) TEgePE antijeni iceren WB ile
degerlendirilmesi (1. stitun: Protein merdiveni; 2. siitun: TAnkPE-Freund/TEgePE-Freund asisi; 3. siitun: TAnk-
PE/TEgePE asisi; 4. stitun: Freund kontrol grubu; 5. stitun: PBS kontrol grubu. TAnkPE-Freund asisinda ortala-
ma 25 kDa buiyiikliigiinde bant okbasi ile gosterilmistir)
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TANkPE antijenleri ile yapilan ELISA’ya gore; TAnkPE, TAnkPE-Freund asilar ve kontrol-
lerin olusturdugu IgG2a veya IgG1 antikor yanitinin herhangi bir yone polarize olmadi-
g1 saptanmis, bunun yaninda asilama oncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarinin asilama ile
belirgin sekilde artmadigi belirlenmistir (Sekil 2). TEgePE antijenleri kullanilarak yapilan
ELISA’'ya gore; TEgePE ve TEgePE-Freund asilari ve kontrollerin olusturdugu IgG2a veya
IgG1 antikor yanitinin herhangi bir yone belirgin sekilde polarize olmadigi saptanmistir.
Bunun yaninda asilama o6ncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarinin asilama ile istatistiksel ola-
rak belirgin sekilde arttirlamadigi belirlenmistir (Sekil 3).

TEgePE ve TANnkPE karsilastirldiginda 1gG2a yanitinda belirgin bir fark saptanamaz-
ken, IgG1 yanitinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p= 0.03). TEgePE-
Freund ve TAnkPE-Freund karsilastinldiginda ise IgG2a yanitinda belirgin bir farklilik ol-
madigi, IgG1 yanitinda ise belirgin bir fark oldugu gosterilmistir (p= 0.056).

Asilama ile Olusan Hiicresel immiin Yanit

Asilamalar ile farelerde olusturulan hiicresel immuin yanitin arastirilmasi icin hiicre kal-
turd ortaminda uyarilan dalak hticrelerinin CD8/CD4 orani yaninda IFN-y ve IL-4 salgi-
layan hiicrelerin orani belirlenmistir. T.gondii'ye ait iki farkli susun genotipleri farkli oldu-
gundan TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund asilari uygulanan deney ve
kontrol grubu farelerden alinan dalak hiicreleri, TEgePE ve TAnkPE antijenleri ile ayr ay-
r uyarilmis dalak huicreleri akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Bu islem sirasinda ilk ola-
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Sekil 2. TAnkPE ve TAnkPE-Freund asilari uygulanan farelerden ve kontrol gruplarindan elde edilen serum 6r-
neklerinde IgG alt grup antikor yanitinin TAnkPE antijeni kullanilan ELISA ile arastiriimasi.
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Sekil 3. TEgePE ve TEgePE-Freund asilari uygulanan farelerden ve kontrol gruplarindan elde edilen serum ér-
neklerinde IgG alt grup antikor yanitinin TEgePE antijeni kullanilan ELISA ile arastirimasi

rak dalak htcreleri icerisinde lenfositlerin yogun oldugu bdlge, hicrelerin buyiklik
(FSC-A) ve grandil icerik (SSC-A) analizi sonucu belirlenmistir.

ikinci asamada, asilanmis hayvanlara ve kontrollere ait uyariimis ve uyarilmamis da-
lak hicreleri, FITC ile konjuge edilmis anti-fare CD4 ve PE ile konjuge edilmis anti-fare
CD8a antikorlari ile ayni anda boyanmustir (Sekil 4). Elde edilen sonuglara gore dalak
hicrelerinde CD8/CD4 orani TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund ile agi-
lanmis hayvanlarda belirgin olarak degismemistir (Sekil 5).

Ugiincii asamada, asilanmis hayvanlara ve kontrollere ait uyariimis ve uyariimamis da-
lak hiicreleri PE ile konjuge edilmis anti-fare IFN-y ve anti-fare IL-4 antikorlari ile ayr ay-
ri boyanmistir. Elde edilen sonuglara gore, TAnkPE-Freund ile agilanmis hayvanlara ait da-
lak hiicrelerinde IFN-y orani uyarilmis dalak hiicrelerinde uyariimamiglara gore bir mik-
tar artmasina ragmen, TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE ile agilanmis hayvanlarda be-
lirgin bir artis orani saptanamamistir (Sekil 6).

TANnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TEgePE ile asilanmis hayvanlara ait dalak hiicrele-
rinde IL-4 orani uyarilmig dalak hiicrelerinde uyarilmamislara gore bir miktar artmus,
TANkPE ile agilanmis hayvanlarda belirgin bir artig izlenmemistir (Sekil 7).

TARTISMA

Insanlarda T.gondii enfeksiyonu, yeni doganlarda fetal anomalilere yol acan konjenital
toksoplazmoz, korliige sebep olan retinokoroidit, immiuin sistem yetmezIligi olan kisiler-
de fatal seyreden toksoplazmik ensefalit yaninda, organ nakli yapilanlarda organ reddi
ve 6liime sebep olmaktadir®. Toksoplazmozun infertilite ile de iliskili olabilecegi distiniil-
mekte ve son yillarda sizofreni ve bazi psikiyatrik hastaliklardan sorumlu olabilecegi be-
lirtiimektedir®'°.
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Sekil 4. (A) TAnkPE, (B) TEgePE, (C) TAnkPE-Freund, (D) TEgePE-Freund asilari uygulanan fare dalak hiicrele-
rinin uyarilma sonrasi CD8 ve CD4 oraninin belirlenmesi sirasinda elde edilen akis sitometrisi grafikleri.
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Sekil 5. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund asilari uygulanan fareler ve kontrol grup-
larinin CD8/CD4 oranlari (Elde edilen CD8/CD4 oranlari iic hayvana ait dederlerin aritmetik ortalama + stan-
dart sapmasidir)

Toksoplazmoza bagli olusan fétal anomalilerin azaltiimasi icin Amerika Birlesik Devlet-
leri'nde her yil yiiz milyonlarca dolar harcanmaktadir''. Bu kadar ciddi klinik tablo ve
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Sekil 6. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund asilari uygulanan fareler ve kontrol grup-
larinin IFN-y oranlari (Elde edilen IFN-y oranlari tic hayvana ait dederlerin aritmetik ortalama + standart sap-
masidir).
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Sekil 7. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund asilari uygulanan fareler ve kontrol grup-
larinin IL-4 oranlari (Elde edilen IL-4 oranlari lic hayvana ait degerlerin aritmetik ortalama + standart sapma-
sidr).
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ekonomik kayiplara yol acan toksoplazmoz tedavisinde tam kir saglayan bir ilag halen
kullanimda olmadidi icin, etkene karsi gelistiriimeye calisilan asi, korunmada 6nemli bir
yer tutmaktadir. T.gondii'ye karsi gelistirilmeye cahsilan koruyucu asi calismalari 1990’
yillarda hizlanmistir. Ginimuzde kullanimda olan tek agi, mutant S48 susunu iceren
canli asi olup, koyunlarda kullaniimaktadir'®'3. Ancak bu asi, kisa raf 6mrii ve yiiksek ma-
liyeti sebebiyle yaygin sekilde kullanima girememistir. Ayrica insanlarda uygulanan canh
asllarda hem patojenik formun reaktivasyonu, hem de beklenmeyen zararl ters mutas-
yonlar gézlenebilmektedir'315,

T.gondii ile enfeksiyon sonrasi hiimoral ve hiicresel immun yanit olusmaktadir; ancak
korunmada primer olarak Th1 tipi hicresel yanit ve IFN-y salgilanmasinin etkin oldugu
saptanmistir' 18, T.gondii RH susu eriyik proteini daha 6nceden adjuvan esliginde asi de-
nemelerinde kullanilmis ve BALB/c farelerde koruyuculugu artirdigi belirtilmistir’. Sunu-
lan bu calismada, tilkemize ait iki farkli T.gondii genotipinden Uretilen eriyik proteinlerin,
Freund adjuvani ile birlestirildikten sonra BALB/c farelere uygulanmasi ile, uyarilan hi-
moral ve hiicresel immiin yanit tiplerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, Turki-
ye'de izole edilen T.gondii Ankara ve Ege susu takizoitlerinden sirasiyla TANkPE ve TEge-
PE eriyik proteinleri tretilmis, daha sonra her biri lic adet fare iceren dort grup BALB/c
fareye TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund asilari uygulanmistir. Asilanan
ve kontrol grubu farelerden alinan serum 6rneklerinde 6ncelikle WB yontemi ile IgG an-
tikor varligi arastinlmistir. WB bant desenlerine gore TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE
asllar ile asilanan hayvanlar ile kontroller arasinda belirgin bir degisiklik saptanmamus;
ancak TAnkPE-Freund ile asilanan hatvanlarda farkli olarak ortalama 25 kDa buiyGklGgiin-
de bir bant gozlenmistir (Sekil 1). Bu sebeple asilar icinde en etkin IgG antikor yanitinin
TANkPE-Freund asisi ile olustugu sonucuna varilimistir.

Calismamizda, asilamalar ile farelerde Th1 veya Th2 yanitinin olustugunun isareti
olan 6zgiin IgG1 ve IgG2a antikorlarinin polarizasyonunun belirlenmesi amaciyla ELISA
testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore TAnkPE, TAnkPE-Freund, TEgePE ve TEge-
PE-Freund asilarinin olusturdugu 1gG2a veya IgG1 antikor yanitinin herhangi bir yone
polarize olmadigi saptanmis; ayrica asilama oncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarinin asila-
ma ile belirgin sekilde artmadigi da belirlenmistir (Sekil 1 ve 2). TEgePE ve TAnkPE kar-
silastinldiginda, IgG2a yanitinda belirgin bir farkhilik olmadigi, IgG1 yanitinda ise istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark oldugu goérilmiustir (p= 0.03). TEgePE-Freund ve TAnkPE-
Freund karsilastinldiginda, 1gG2a yanitinda belirgin bir farkliik olmadig, IgG1 yanitinda
ise belirgin bir fark oldugu gosterilmistir (p= 0.056). TEgePE-Freund ve TEgePE agilarinin
TANnkPE-Freund ve TAnkPE'ye gore IgG1 yanitinda artis saglamasi, bu asilarla uyarilan im-
mun yanitin Th2 yoniine oldugunu distindirmistdr.

Asilamalar ile farelerde olusturulan hicresel immiin yanitin arastiriimasi icin hiicre
kaltiru ortaminda uyarilan dalak htcrelerinin CD8/CD4 orani ve hiicre ici IFN-y ve IL-4
oranlar dl¢tlmustir. Elde edilen sonuclara gore dalak hiicrelerinde CD8/CD4 orani, TE-
gePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund ile agilanmis hayvanlarda belirgin ola-
rak degismemistir (Sekil 3). Hiicre icin sitokin analizinden elde edilen sonuglara gore de,
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her iki eriyik proteininden olusturulan asilarin IFN-y salgisini artirmadigi, sadece TAnkPE-
Freund asisinin uyariimis dalak hiicrelerinde uyarilmamis hticrelere gore IFN-y oranini bir
miktar artirdigi belirlenmistir. TAnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TEgePE asilarinin ise IL-
4 oranini uyariimig hiicrelerde uyarilmamig hiicrelere gore daha ¢ok artirmasi, asilarin
immun yaniti Th2 yoniinde uyardigi seklinde yorumlanmistir. Daha 6nceden T.gondii RH
susundan elde edilen eriyik antijen asisinin da koruyuculuk saglamamasi bu sonucu des-
teklemektedir’. Sonuc olarak Tiirkiye’de izole edilen iki farkli T.gondii genotipinden (re-
tilen eriyik proteinlerin Freund adjuvani ile birlestirilmesi sonrasi BALB/c farelerde uyar-
diklari himoral ve hiicresel immin yanitin toksoplazmoza karsi tam koruyucu olmadik-
lari gosterilmistir. Bu nedenle gelecekte yapilacak olan asi calismalarinda immuinojen ve
patojen oldugu gosterilmis, 6zgtin antijenlerin kullanilmasinin dogru olabilecegi kanaati-
ne varilmistir.
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