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ÖZET

Toxoplasma gondii, çok geniş konak aralığında, sıcak kanlı hayvanlarda ve kuşlarda enfeksiyon oluş-
turabilen zorunlu hücre içi bir parazittir. İnsanlarda T.gondii enfeksiyonu, yeni doğanlarda fetal anomali-
lere yol açan konjenital toksoplazmoz, körlüğe sebep olan retinokoroidit, immün sistem yetmezliği olan
kişilerde fatal seyreden toksoplazmik ensefalit ve organ nakli yapılanlarda organ reddi ve ölüme sebep ol-
maktadır. Farklı T.gondii suşlarının hayvan modellerinde uyardıkları immün yanıta bağlı olarak, oluştur-
dukları patogenez de değişiklik göstermektedir. Toksoplazmoza karşı korunmada hücresel immün yanı-
tın daha önemli olduğu belirtilmektedir. Bu çalışmada, ülkemizde izole edilen T.gondii Ankara ve Ege suş-
larından üretilen adjuvanlı takizoit protein aşılarının hayvan modellerinde uyardığı hümoral ve hücresel
immün yanıt tiplerinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada 6-8 haftalık dişi BALB/c fareler kullanılmış
ve aşılama için her biri üç adet fare içeren altı grup oluşturulmuştur. Birinci ve ikinci grup T.gondii Anka-
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ra ve Ege (TAnkPE; TEgePE) takizoit eriyiği ile, üçüncü ve dördüncü grup Freund adjuvanı ile birleştirilmiş
TAnkPE (TAnkPE-Freund) ve TEgePE (TEgePE-Freund) takizoit eriyiği ile, kontrol grupları olan beşinci ve
altıncı gruplar ise PBS ve Freund adjuvanı ile aşılanmıştır. Hayvanların immünizasyonu üç hafta aralıklar-
la iki kez yapılmıştır. Aşılama öncesi ve her aşılama sonrası alınan serum örneklerinde Western blot yön-
temiyle IgG yanıtı, ELISA testi ile IgG1 ve IgG2a yanıtları araştırılmıştır. Hücresel immün yanıtları belirle-
mek için, hücre kültürü ortamında uyarılan dalak hücrelerinin CD8/CD4 oranı, hücre içi IFN-γ ve IL-4 si-
tokinleri akış sitometrisi ile ölçülmüştür. Çalışmamızda, Toxoplasma IgG antikorları sadece TAnkPE-Freund
aşısı uygulanan grupta saptanmış; IgG1 ve IgG2a antikor yanıtlarının hiçbir aşılama grubunda artmadığı
tespit edilmiş, IgG1 veya IgG2a yönünde belirgin bir polarizasyon olmadığı belirlenmiştir. Aşılanan grup-
ların hiçbirisinde uyarılmış dalak hücrelerinde CD8/CD4 oranında değişiklik saptanmamıştır. IFN-γ üreti-
mi sadece TAnkPE-Freund ile aşılanan grupta artarken; IL-4 üretimi TAnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TE-
gePE ile aşılanan gruplarda artmıştır. Çalışmamızın verileri, TAnkPE-Freund aşısının BALB/c farelerinde IgG
ve IFN-γ yanıtlarını artırdığını göstermiş, ancak toksoplazmoza karşı geliştirdiğimiz bu eriyik protein aşı-
larının koruyucu immün yanıtı yeterince uyarmadıkları saptanmıştır. Bu nedenle ileride yapılacak olan aşı
çalışmalarında daha özgül proteinlerin kullanılması yönünde kanaat oluşmuştur.

Anahtar sözcükler: Toxoplasma gondii; takizoit proteini; aşı; adjuvan; immün yanıt.

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-γ 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-γ 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-γ 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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GİRİŞ

Dünya popülasyonunun yaklaşık üçte birini enfekte ettiği tahmin edilen Toxoplasma
gondii, tıbbi önemi yüksek bir protozoondur. Bu parazit, geniş konak spektrumu nede-
niyle insanların yanı sıra sıcakkanlı hayvanların da birçoğunu enfekte etmektedir. Enfek-
siyonun bulaşı, kontamine su ve besinler ya da çiğ/az pişmiş etlerin tüketimi, kan nakli,
organ nakli ve transplasental geçiş gibi çok farklı yollarla olabilmektedir1.

T.gondii enfeksiyonlarının patogenezinde, parazit suşunun virülansı, parazitin konağa
giriş miktarı, konağın cinsiyeti, genetik yapısı ve immünolojik durumu gibi birçok faktör
etkilidir. T.gondii suşları arasında virülans farklılıkları olduğu bilinmektedir. Bu farklılıklar
nedeniyle bazı suşlar yavaş çoğalırken, bazıları daha hızlı çoğalmakta, hatta konağın ölü-
müne yol açmaktadır. T.gondii’nin oluşturduğu patogenez ve enfeksiyona karşı oluşan
korunmada bu farklılıkların etkili olduğu bildirilmiş; aynı zamanda bu farklılıkların para-
zitin konak hücrede oluşturduğu immün yanıtta da rol oynadığı ileri sürülmüştür2-4. En-
feksiyon sırasında T.gondii’ye karşı hücresel ve hümoral immünite oluşmakla birlikte, hüc-
re veya kist içindeki parazitlerin kaldığı görülmüştür. Kuvvetli ve etkili bir immün yanıt,
T.gondii’nin periferik kandan tamamıyla ortadan kalkmasına ve tüm dokulardaki takizoit
miktarının önemli ölçüde azalmasına yol açmaktadır. İmmün sistemi sağlam kişilerde ka-
zanılan immünitenin ömür boyu sürdüğü saptanmıştır. Toksoplazmoza karşı gelişen hüc-
resel immünitenin, Th1 ve özellikle CD8+ T hücreler tarafından oluşturulduğu ve bu ya-
nıtta IL-12’nin anahtar rolü oynadığı görülmüştür2,3,5,6. Bununla birlikte, virülan T.gondii
suşlarına karşı korunmanın daha da geliştirilmesine ihtiyaç vardır.  

Türkiye’de günümüze kadar RH Ankara ve Ege suşları olmak üzere sadece iki suş izo-
le edilmiştir. Bu çalışmada virülansları farklı olan bu iki ayrı suşun oluşturduğu hücresel
ve hümoral immünite farklılıklarına bağlı olarak immünopatogenezindeki yolakların or-
taya çıkarılması hedeflenmiştir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Deney Hayvanları

Çalışmada, toksoplazmoza karşı aşı çalışmalarında kullanılan 6-8 haftalık dişi BALB/c
fareler kullanıldı ve hayvanlar Tarım ve Köy İşleri Bakanlığı, Bornova Veteriner Araştırma
Merkezinden temin edildi. Çalışmasının deneysel planı, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Ku-
rulu tarafından onaylandı. 

T.gondii Eriyik Protein Hazırlanması

T.gondii RH Ankara ve Ege suşu takizoitleri, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Parazitoloji
Anabilim Dalından temin edildi. BALB/c fareler için enfektif dozdaki (1 x 106/ml’lik stok-
tan 100 µl veya 1 x 105 takizoit) T.gondii RH Ankara veya Ege suşu takizoitleri, 6-8 haf-
talık BALB/c farelerin peritoneal boşluğuna inoküle edildi. Farelerin intraperitoneal ala-
nında 3-4 günde çoğalan T.gondii takizoitleri steril şartlarda serum fizyolojik irrigasyonu
sonrası alındı ve takizoitlerin canlılığı ve sayısı %0.4 tripan mavisi ile hemositometre kul-
lanılarak belirlendi.
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İntraperitoneal alandan elde edilen T.gondii takizoitleri 3000xg’de 10 dakika sant-
rifüj edildi; üst sıvı atıldıktan sonra çökelti 10 ml tuzlu fosfat tampon (PBS; pH: 7.4)
eklenerek 3000xg’de 10 dakika santrifüj edildi ve üst sıvı atıldı. Bu işlem iki kez daha
uygulandı. Üçüncü yıkama sonrası üst sıvı, tüpün dibinde 1 ml PBS (pH: 7.4) bırakı-
lacak şekilde atıldı ve tekrar sulandırıldı. T.gondii RH Ankara ve Ege takizoitlerini içe-
ren süspansiyonlardaki takizoit sayısı hemositometre kullanılarak hesaplandı. Bu aşa-
mada takizoit süspansiyonları 13.000xg’de 15 dakika santrifüj edildi; üst sıvı atıldı ve
çökeltilerin üzerine ortalama 500 µl distile su eklendi. Daha sonra takizoit süspansi-
yonları sonikatörde hazırlandı; elde edilen hücre eriyikleri, 13.000xg’de 15 dakika
santrifüj edildi ve üst sıvılar, por büyüklüğü 0.22 µm olan filtreden geçirildi. T.gondii
RH Ankara takizoitlerine ait protein eriyiği (TAnkPE) ve T.gondii Ege takizoitlerine ait
protein eriyiği (TEgePE) içerisindeki protein miktarı, “Commasie Plus Protein Assay
Reagent” (Pierce) ve spektrofotometre ile (NanoDrop) üretici firmanın protokolü kul-
lanılarak Bradford testi ile saptandı. Standart eğrinin belirlenmesi için seri sulandırıl-
mış BSA (Pierce) kullanıldı. 

Bu işlemler sonucunda elde edilen, T.gondii’nin iki farklı suşuna ait eriyik proteinleri
(TAnkPE ve TEgePE) hem aşılama denemelerinde hem de hümoral immünitenin değer-
lendirildiği ELISA ve “Western blot (WB)” testlerinde kullanıldı.  

Aşılama ve Enfekte Etme

Çalışma için, her biri üçer adet fare içeren dört aşı ve iki kontrol grubu oluşturuldu ve
hayvanlar TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund aşıları ile intraperitoneal
(İP) olarak üç hafta aralıklarla iki defa aşılandı. TEgePE ve TAnkPE aşıları, 100 µl steril
1_PBS içinde bulunan 33 µg TEgePE ve 33 µg TAnkPE proteinleri olarak üç hafta aralık-
larla iki defa uygulandı7. TEgePE-Freund ve TAnkPE-Freund aşıları ise, 50 µl steril 1 x PBS
içinde bulunan 33 µg TEgePE ve 33 µg TAnkPE proteinlerinin aynı miktar Freund’un tam
adjuvanı ile birleştirilmesi ve sonikatörde karıştırılması ile hayvanlara uygulandı. İkinci aşı-
lamada adjuvan değiştirildi ve Freund’un yarım adjuvanı ile birleştirilen aynı miktar pro-
tein içeren aşılar kullanıldı. 

Negatif kontrol fareleri iki gruba ayrılarak ilk gruba İP yoldan 50 µl Freund adjuvanı
ile 50 µl steril 1 x PBS karıştırılıp sonike edildikten sonra; ikinci aşılamada ise 50 µl Fre-
und’un yarım adjuvanı ile 50 µl steril 1 x PBS karıştırılarak uygulandı. Diğer gruba ise 100
µl steril 1 x PBS uygulandı. Kuyruk kanları her aşılamadan 3 hafta sonra toplandı. 

IgG Yanıtının Değerlendirilmesi

Bu amaçla, sodyum dodesil sülfat (SDS)-poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ve WB
yöntemleri kullanıldı. Hazırlanan eriyik antijenler TEgePE ve TAnkPE, 2x örnek tamponu
ile karıştırıldıktan sonra ısı bloğunda inkübe edildi ve antijenler %12’lik SDS poliakrila-
mid jelinde ayrıştırıldı. SDS-PAGE sonunda proteinleri ayrıştırılmış antijen örnekleri bulu-
nan %12’lik jeller, polivinilidin florid (PVDF) transfer membranı ile karşı karşıya getirildi.
Proteinler, jelden PVDF transfer membranına doğru transfer tampon (25 mM Tris, 192
mM Glisin, %20 methanol) içerisinde transfer edildi. 
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Transfer sonrasında PVDF membranı, %6.25 yağsız süt tozu içeren 1 x TBS-T tampo-
nunda (20 mM Tris-Cl pH: 7.8, 0.5 M NaCl, %0.5 Tween) 20-30 dakika oda sıcaklığın-
da çalkalanarak bloke edildi. Daha sonra boyuna kesilen PVDF membranlar, 1/100 ora-
nında 1 x TBS-T tamponunda sulandırılan, aşılanmış farelerden alınan havuzlanmış se-
rum örnekleri ile 1.5 saat oda sıcaklığında çalkalanarak inkübe edildi. PVDF transfer
membranı 1 x TBS-T tamponu ile 3 kez kısa süreli ve 3 kez de üçer dakika yıkandı ve da-
ha sonra 1 x TBS-T tamponunda 1/2500 oranında sulandırılmış konjugat (alkalen fosfa-
taz ile işaretli anti-fare IgG antikoru) ile bir saat oda sıcaklığında çalkalanarak inkübe edil-
di. İnkübasyon sonrası membran önce 1 x TBS-T, sonra da 1 x TBS tamponu ile 3’er kez
kısa süreli ve 3’er kez de üç dakika olacak şekilde yıkandı. Blotların görüntülenmesi için,
PVDF membranı üzerine substrat [250:2:1 oranında karıştırılan dietanolamin tampon
(%10 dietanolamin, 0.5 mM MgCl2·6H2O; pH: 9.8), NBT (nitroblue tetrazolium chlori-
de), BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate)] eklendi ve karanlık ortamda 30 da-
kika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra distile su ile reaksiyon durduruldu.   

IgG Alt Gruplarının Belirlenmesi

Bu amaçla enzim temelli immünolojik yöntem (ELISA) kullanıldı. Hazırlanan eriyik an-
tijenler TEgePE ve TAnkPE, PBS (pH: 7.4) ile son konsantrasyonu 4.75 µg/ml olacak şe-
kilde sulandırıldı ve ELISA mikroplaklarının her bir çukuruna 100 µl olacak şekilde eklen-
di. Antijenle kaplanan plaklar, çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında 2 saat süreyle inkübe
edildi. Farelere ait serum örnekleri sulandırma plağında kazein tampon ile 4:1000 ora-
nında sulandırıldı ve inkübasyon sonunda antijen içeriği boşaltılan plağın her bir çuku-
runa 100 µl sulandırılmış serum örneği eklendi. Her serum örneği, için çift çukur kulla-
nıldı. Plaklar oda sıcaklığında 30 dakika çalkalayıcı üzerinde inkübe edildikten sonra içe-
rikleri boşaltıldı ve otomatik yıkayıcıda 3 kez 200 µl PBS (pH: 7.4) ile yıkandı. Daha son-
ra her bir çukura 100 µl, 1:2500 oranında kazein tampon ile sulandırılmış konjugat (pe-
roksidaz ile işaretli anti-fare IgG1 ve IgG2a antikorları) eklendi; 30 dakika oda sıcaklığın-
da çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi ve yukarıda anlatıldığı şekilde yıkama tekrarlandı. Bu
kez her bir çukura 10:1 oranında karıştırılan TMB tampon (70.4 mM Na2HPO4, 36.4 mM
sitrik asit, %7 dimetilasetamid, %0.016 H2O2, distile su) ve TMB stok (0.1 mM 3,3',5,5'-
Tetrametilbenzidin, %4 dimetilasetamid; pH: 2) solüsyonundan 100’er µl eklendi. Plak,
karanlık ortamda 45 dakika bekletildikten sonra reaksiyon, her çukura 75 µl 2N sülfürik
asit eklenerek durduruldu. ELISA plak okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda absorbans
değeri (AD) ölçüldü. Serum örneklerinden elde edilen AD, negatif kontrollere ait AD (+)
3x standart sapma üzerine çıktığında, örnek pozitif kabul edildi. 

Hücresel İmmün Yanıtın Değerlendirilmesi

Antijene özgül hücresel immün yanıtın değerlendirilmesi amacıyla öncelikle tek hüc-
re süspansiyonları hazırlamak için farelerden steril şartlarda alınan dalaklar, PBS tampo-
na eklendi ve iki buzlu mikroskop lamı arasında homojenize edildi. Dalak hücreleri, 1500
rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra üst sıvı atıldı ve hücreler 1 ml kırmızı kan hüc-
re yıkıcı solüsyon (15 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ile tekrar süs-
panse edilip, 3 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonra 5 ml PBS eklendi, 1500
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rpm’de 5 dakika santrifüj edildi ve üst sıvı atılarak hücrelerin üzerine 10 ml üretme besi-
yeri [1 x RPMI 1640, %10 fötal buzağı serumu, 55 µM 2-merkaptoetanol, 1 mM sod-
yum piruvat, 0.1 mM MEM esansiyel olmayan aminoasit, 2 mM L-glutamin, penisilin
(100 U/ml) ve streptomisinden (100 µg/ml)] eklendi. Hücrelerin canlılığı ve miktarı tri-
pan mavisi ve hemositometre ile saptandı. Yuvarlak tabanlı 96 çukurlu plakların her bir
çukuruna 5 x 105 canlı hücre ve 100 µl üretme besiyeri eklendi. Dalak hücreleri uyarıl-
madan önce antijendeki endotoksin miktarının azaltılması amacıyla TEgePE ve TAnkPE
proteinlerine 50 µg/ml son konsantrasyonda polimiksin B ilave edildikten sonra yarım sa-
at inkübe edildi. Hücreler kinetik incelemelerden sonra 25 µg/ml oranında uyarıldı. 

Pozitif kontrol olarak her çeşit aşılamadan ve kontrol gruplarından elde edilen hücre-
ler, konkanavalin A (Biochrom) ile son konsantrasyon 10 µg/ml olacak şekilde inkübe
edildi. Negatif kontrol olarak sadece 200 µl üretme besiyeri kullanıldı. Her bir çukurda
bulunan hücreler, toplam 200 µl üretme besiyeri içerisinde %5 CO2 ve 37°C’lik ortam-
da 96 saat inkübe edildi. Deneyin son 4 saatinde ortalama 106 dalak hücresi içeren her
bir çukura 2 µM Monensin (GolgiStop, Becton Dickinson Biosciences, ABD) kimyasalı ek-
lendi. 

CD4 ve CD8 yüzey antijenlerinin incelenmesi: Dalak hücrelerindeki CD4 ve CD8
yüzey antijenleri “Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit” (BD Biosciences,
ABD) ile üretici firmanın protokolüne göre boyandı. İnkübasyon sonrasında hücre kültü-
rü plağı 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra üst sıvı atıldı ve ortalama 106

dalak hücresi, aynı anda boyama için 50 µl boyama tamponu içerisinde sırasıyla 1/50 ve
1/20 oranında sulandırılan FITC ile konjuge rat anti-fare CD4 antikorları ve PE ile konju-
ge edilmiş rat anti-fare CD8a antikorları ile 30 dakika 4°C’de inkübe edildi. İnkübasyon
sonrası iki kez 250 µl boyama tamponu ile yıkanan hücreler, 1500 rpm’de 5 dakika sant-
rifüj edildi, üst sıvı atıldı, 100 µl fiksasyon/permeabilizasyon solüsyonunda tekrar süspan-
se edilerek 20 dakika 4°C’de inkübasyona bırakıldı. Daha sonra hücreler iki kez 250 µl
Perm/Wash tamponu ile yıkandı ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Üst sıvı atıla-
rak hücreler 500 µl boyama tamponunda sulandırıldı. Yüzey antijenlerinin akış sitomet-
risi ile belirlenmesi için, BD FACSAria (BD Biosciences, ABD) cihazından 104 dalak hücre-
si geçirilerek, CD4 ve CD8 reseptör içeren hücreler belirlendi ve elde edilen veriler BD
FACSDiva programı (BD Biosciences, ABD) ile analiz edildi. 

Hücre içi sitokinlerin incelenmesi: Dalak hücrelerine ait hücre içi sitokinlerin boyan-
ması için Monensin ile inkübasyon sonrasında hücre kültürü plağı, 1500 rpm’de 5 daki-
ka santrifüj edildikten sonra üst sıvı atıldı. Daha sonra plağın her bir deliğine 100 µl fik-
sasyon/permeabilizasyon solüsyonu eklenerek tekrar sulandırılan hücreler, 20 dakika
4°C’de inkübe edildi. Hücreler bu süre sonunda iki kez 250 µl Perm/Wash tamponu ile
yıkandı ve ortalama 106 dalak hücresi, ayrı ayrı 50 µl boyama tamponları içerisinde 1/20
oranında sulandırılan PE ile konjuge edilmiş rat anti-fare IFN-γ ve IL-4 (Becton Dickinson
Biosciences, ABD) antikorları ile 30 dakika 4°C’de inkübe edildi. Bu süre sonunda hücre-
leri iki kez 250 µl boyama tamponu ile yıkandı, 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi, üst
sıvılar atılarak 500 µl boyama tamponunda sulandırıldı. Hücre içi sitokinlerin akış sito-
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metrisi ile belirlenmesi için, BD FACSAria cihazından 104 dalak hücresi geçirilerek, IFN-γ
ve IL-4 salgılayan hücreler belirlendi ve elde edilen veriler BD FACSDiva programı ile ana-
liz edildi. 

İstatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, Microsoft Excel 2000 programı ile işlendi ve istatistiksel analiz
Prism 3.03 programı (GraphPad, ABD) ile yapıldı. Aşılama grupları arasındaki farkı de-
ğerlendirmek için “Two-tailed unpaired t test” veya %95 güvenlik aralığı bulunan “one-
way” varyans analizi kullanıldı. Hümoral ve hücresel immün yanıt sonuçları, aritmetik or-
talama ± standart sapma olarak verildi; p ≤ 0.05 değeri anlamlı olarak yorumlandı. 

BULGULAR 

Aşılama ile Oluşan IgG Yanıtı

TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund aşıları uygulanan deney ve kont-
rol grubu farelere ait serum örnekleri WB yöntemi ile değerlendirildiğinde; elde edilen
bant paternlerine göre TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE aşıları ile kontroller arasında
değişiklik saptanmamıştır. TAnkPE-Freund aşısında ise diğerlerinden farklı olarak ortala-
ma 25 kDa büyüklüğünde bir bant gözlenmiştir (Şekil 1).  

Aşılama ile Oluşan IgG Alt Grupları

Aşılamaların sonucunda farelerde Th1 veya Th2 yanıtının oluştuğunun işareti olan
özgün IgG1 ve IgG2a antikorlarının polarizasyonu araştırılmıştır. T.gondii’ye ait iki fark-
lı suşun genotipleri farklı olduğundan TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Fre-
und aşıları uygulanan deney ve kontrol grubu farelerden alınan serum örneklerinde IgG
alt grup yanıtı TEgePE ve TAnkPE antijenleri kullanılan ayrı ELISA testleri ile değerlendi-
rilmiştir. 
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Şekil 1. Aşılanan fare serumlarında IgG antikor yanıtının (A) TAnkPE antijeni; (B) TEgePE antijeni içeren WB ile
değerlendirilmesi (1. sütun: Protein merdiveni; 2. sütun: TAnkPE-Freund/TEgePE-Freund aşısı; 3. sütun: TAnk-
PE/TEgePE aşısı; 4. sütun: Freund kontrol grubu; 5. sütun: PBS kontrol grubu. TAnkPE-Freund aşısında ortala-
ma 25 kDa büyüklüğünde bant okbaşı ile gösterilmiştir)

A B



TAnkPE antijenleri ile yapılan ELISA’ya göre; TAnkPE, TAnkPE-Freund aşıları ve kontrol-
lerin oluşturduğu IgG2a veya IgG1 antikor yanıtının herhangi bir yöne polarize olmadı-
ğı saptanmış, bunun yanında aşılama öncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarının aşılama ile
belirgin şekilde artmadığı belirlenmiştir (Şekil 2). TEgePE antijenleri kullanılarak yapılan
ELISA’ya göre; TEgePE ve TEgePE-Freund aşıları ve kontrollerin oluşturduğu IgG2a veya
IgG1 antikor yanıtının herhangi bir yöne belirgin şekilde polarize olmadığı saptanmıştır.
Bunun yanında aşılama öncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarının aşılama ile istatistiksel ola-
rak belirgin şekilde arttırılamadığı belirlenmiştir (Şekil 3). 

TEgePE ve TAnkPE karşılaştırıldığında IgG2a yanıtında belirgin bir fark saptanamaz-
ken, IgG1 yanıtında  istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmıştır (p= 0.03). TEgePE-
Freund ve TAnkPE-Freund karşılaştırıldığında ise IgG2a yanıtında belirgin bir farklılık ol-
madığı, IgG1 yanıtında ise belirgin bir fark olduğu gösterilmiştir (p= 0.056).

Aşılama ile Oluşan Hücresel İmmün Yanıt 

Aşılamalar ile farelerde oluşturulan hücresel immün yanıtın araştırılması için hücre kül-
türü ortamında uyarılan dalak hücrelerinin CD8/CD4 oranı yanında IFN-γ ve IL-4 salgı-
layan hücrelerin oranı belirlenmiştir. T.gondii’ye ait iki farklı suşun genotipleri farklı oldu-
ğundan TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund aşıları uygulanan deney ve
kontrol grubu farelerden alınan dalak hücreleri, TEgePE ve TAnkPE antijenleri ile ayrı ay-
rı uyarılmış dalak hücreleri akış sitometrisi ile analiz edilmiştir. Bu işlem sırasında ilk ola-
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Şekil 2. TAnkPE ve TAnkPE-Freund aşıları uygulanan farelerden ve kontrol gruplarından elde edilen serum ör-
neklerinde IgG alt grup antikor yanıtının TAnkPE antijeni kullanılan ELISA ile araştırılması.



rak dalak hücreleri içerisinde lenfositlerin yoğun olduğu bölge, hücrelerin büyüklük
(FSC-A) ve granül içerik (SSC-A) analizi sonucu belirlenmiştir.

İkinci aşamada, aşılanmış hayvanlara ve kontrollere ait uyarılmış ve uyarılmamış da-
lak hücreleri, FITC ile konjuge edilmiş anti-fare CD4 ve PE ile konjuge edilmiş anti-fare
CD8a antikorları ile aynı anda boyanmıştır (Şekil 4). Elde edilen sonuçlara göre dalak
hücrelerinde CD8/CD4 oranı TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund ile aşı-
lanmış hayvanlarda belirgin olarak değişmemiştir (Şekil 5).

Üçüncü aşamada, aşılanmış hayvanlara ve kontrollere ait uyarılmış ve uyarılmamış da-
lak hücreleri PE ile konjuge edilmiş anti-fare IFN-γ ve anti-fare IL-4 antikorları ile ayrı ay-
rı boyanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, TAnkPE-Freund ile aşılanmış hayvanlara ait da-
lak hücrelerinde IFN-γ oranı uyarılmış dalak hücrelerinde uyarılmamışlara göre bir mik-
tar artmasına rağmen, TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE ile aşılanmış hayvanlarda be-
lirgin bir artış oranı saptanamamıştır (Şekil 6). 

TAnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TEgePE ile aşılanmış hayvanlara ait dalak hücrele-
rinde IL-4 oranı uyarılmış dalak hücrelerinde uyarılmamışlara göre bir miktar artmış,
TAnkPE ile aşılanmış hayvanlarda belirgin bir artış izlenmemiştir (Şekil 7).

TARTIŞMA

İnsanlarda T.gondii enfeksiyonu, yeni doğanlarda fetal anomalilere yol açan konjenital
toksoplazmoz, körlüğe sebep olan retinokoroidit, immün sistem yetmezliği olan kişiler-
de fatal seyreden toksoplazmik ensefalit yanında, organ nakli yapılanlarda organ reddi
ve ölüme sebep olmaktadır8. Toksoplazmozun infertilite ile de ilişkili olabileceği düşünül-
mekte ve son yıllarda şizofreni ve bazı psikiyatrik hastalıklardan sorumlu olabileceği be-
lirtilmektedir9,10.
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Şekil 3. TEgePE ve TEgePE-Freund aşıları uygulanan farelerden ve kontrol gruplarından elde edilen serum ör-
neklerinde IgG alt grup antikor yanıtının TEgePE antijeni kullanılan ELISA ile araştırılması



Toksoplazmoza bağlı oluşan fötal anomalilerin azaltılması için Amerika Birleşik Devlet-
leri’nde her yıl yüz milyonlarca dolar harcanmaktadır11. Bu kadar ciddi klinik tablo ve
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Şekil 5. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund aşıları uygulanan fareler ve kontrol grup-
larının CD8/CD4 oranları (Elde edilen CD8/CD4 oranları üç hayvana ait değerlerin aritmetik ortalama ± stan-
dart sapmasıdır)

A

B

Şekil 4. (A) TAnkPE, (B) TEgePE, (C) TAnkPE-Freund, (D) TEgePE-Freund aşıları uygulanan fare dalak hücrele-
rinin uyarılma sonrası CD8 ve CD4 oranının belirlenmesi sırasında elde edilen akış sitometrisi grafikleri.

A B

C D
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Şekil 6. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund aşıları uygulanan fareler ve kontrol grup-
larının IFN-γ oranları (Elde edilen IFN-γ oranları üç hayvana ait değerlerin aritmetik ortalama ± standart sap-
masıdır).

Şekil 7. (A) TAnkPE ve TAnkPE-Freund, (B) TEgePE ve TEgePE-Freund aşıları uygulanan fareler ve kontrol grup-
larının IL-4 oranları (Elde edilen IL-4 oranları üç hayvana ait değerlerin aritmetik ortalama ± standart sapma-
sıdır).

A

B

A

B



ekonomik kayıplara yol açan toksoplazmoz tedavisinde tam kür sağlayan bir ilaç halen
kullanımda olmadığı için, etkene karşı geliştirilmeye çalışılan aşı, korunmada önemli bir
yer tutmaktadır. T.gondii’ye karşı geliştirilmeye çalışılan koruyucu aşı çalışmaları 1990’lı
yıllarda hızlanmıştır. Günümüzde kullanımda olan tek aşı, mutant S48 suşunu içeren
canlı aşı olup, koyunlarda kullanılmaktadır12,13. Ancak bu aşı, kısa raf ömrü ve yüksek ma-
liyeti sebebiyle yaygın şekilde kullanıma girememiştir. Ayrıca insanlarda uygulanan canlı
aşılarda hem patojenik formun reaktivasyonu, hem de beklenmeyen zararlı ters mutas-
yonlar gözlenebilmektedir13-15. 

T.gondii ile enfeksiyon sonrası hümoral ve hücresel immün yanıt oluşmaktadır; ancak
korunmada primer olarak Th1 tipi hücresel yanıt ve IFN-γ salgılanmasının etkin olduğu
saptanmıştır16-18. T.gondii RH suşu eriyik proteini daha önceden adjuvan eşliğinde aşı de-
nemelerinde kullanılmış ve BALB/c farelerde koruyuculuğu artırdığı belirtilmiştir7. Sunu-
lan bu çalışmada, ülkemize ait iki farklı T.gondii genotipinden üretilen eriyik proteinlerin,
Freund adjuvanı ile birleştirildikten sonra BALB/c farelere uygulanması ile, uyarılan hü-
moral ve hücresel immün yanıt tiplerinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla, Türki-
ye’de izole edilen T.gondii Ankara ve Ege suşu takizoitlerinden sırasıyla TAnkPE ve TEge-
PE eriyik proteinleri üretilmiş, daha sonra her biri üç adet fare içeren dört grup BALB/c
fareye TEgePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund aşıları uygulanmıştır. Aşılanan
ve kontrol grubu farelerden alınan serum örneklerinde öncelikle WB yöntemi ile IgG an-
tikor varlığı araştırılmıştır. WB bant desenlerine göre TEgePE, TEgePE-Freund ve TAnkPE
aşıları ile aşılanan hayvanlar ile kontroller arasında belirgin bir değişiklik saptanmamış;
ancak TAnkPE-Freund ile aşılanan hatvanlarda farklı olarak ortalama 25 kDa büyüklüğün-
de bir bant gözlenmiştir (Şekil 1). Bu sebeple aşılar içinde en etkin IgG antikor yanıtının
TAnkPE-Freund aşısı ile oluştuğu sonucuna varılmıştır. 

Çalışmamızda, aşılamalar ile farelerde Th1 veya Th2 yanıtının oluştuğunun işareti
olan özgün IgG1 ve IgG2a antikorlarının polarizasyonunun belirlenmesi amacıyla ELISA
testi uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre TAnkPE, TAnkPE-Freund, TEgePE ve TEge-
PE-Freund aşılarının oluşturduğu IgG2a veya IgG1 antikor yanıtının herhangi bir yöne
polarize olmadığı saptanmış; ayrıca aşılama öncesi IgG2a veya IgG1 antikorlarının aşıla-
ma ile belirgin şekilde artmadığı da belirlenmiştir (Şekil 1 ve 2). TEgePE ve TAnkPE kar-
şılaştırıldığında, IgG2a yanıtında belirgin bir farklılık olmadığı, IgG1 yanıtında ise istatis-
tiksel olarak anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p= 0.03). TEgePE-Freund ve TAnkPE-
Freund karşılaştırıldığında, IgG2a yanıtında belirgin bir farklılık olmadığı, IgG1 yanıtında
ise belirgin bir fark olduğu gösterilmiştir (p= 0.056). TEgePE-Freund ve TEgePE aşılarının
TAnkPE-Freund ve TAnkPE’ye göre IgG1 yanıtında artış sağlaması, bu aşılarla uyarılan im-
mün yanıtın Th2 yönüne olduğunu düşündürmüştür. 

Aşılamalar ile farelerde oluşturulan hücresel immün yanıtın araştırılması için hücre
kültürü ortamında uyarılan dalak hücrelerinin CD8/CD4 oranı ve hücre içi IFN-γ ve IL-4
oranları ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlara göre dalak hücrelerinde CD8/CD4 oranı, TE-
gePE, TEgePE-Freund, TAnkPE ve TAnkPE-Freund ile aşılanmış hayvanlarda belirgin ola-
rak değişmemiştir (Şekil 3). Hücre için sitokin analizinden elde edilen sonuçlara göre de,
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her iki eriyik proteininden oluşturulan aşıların IFN-γ salgısını artırmadığı, sadece TAnkPE-
Freund aşısının uyarılmış dalak hücrelerinde uyarılmamış hücrelere göre IFN-γ oranını bir
miktar artırdığı belirlenmiştir. TAnkPE-Freund, TEgePE-Freund ve TEgePE aşılarının ise IL-
4 oranını uyarılmış hücrelerde uyarılmamış hücrelere göre daha çok artırması, aşıların
immün yanıtı Th2 yönünde uyardığı şeklinde yorumlanmıştır. Daha önceden T.gondii RH
suşundan elde edilen eriyik antijen aşısının da koruyuculuk sağlamaması bu sonucu des-
teklemektedir7. Sonuç olarak Türkiye’de izole edilen iki farklı T.gondii genotipinden üre-
tilen eriyik proteinlerin Freund adjuvanı ile birleştirilmesi sonrası BALB/c farelerde uyar-
dıkları hümoral ve hücresel immün yanıtın toksoplazmoza karşı tam koruyucu olmadık-
ları gösterilmiştir. Bu nedenle gelecekte yapılacak olan aşı çalışmalarında immünojen ve
patojen olduğu gösterilmiş, özgün antijenlerin kullanılmasının doğru olabileceği kanaati-
ne varılmıştır. 
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