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Mononiikleer fagositer hiicreler ve epitel hiicreleri, dogal bagisikhgin baslatiimasi ve diizenlenmesinde
etki gosteren hicrelerdir. Hem mekanik olarak hem de sitokin salinimi ile etkileserek mukozal bagisik
yanitta etkin rol oynamaktadirlar. Bunun yaninda defensinler, cesitli hiicrelerden salinarak ilk hat
bagisik yanitta etkili oldugu duistinilen mikrobisidal peptitlerdir. Toxoplasma gondii'ye karsi olusan
hiicresel bagigiklikta IL-12 ve IL-10, sirasiyla pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile konakta
immunopatoloji olusmadan enfeksiyonun kontroliinii saglayan iki sitokindir. Bu calismada, Caco-2 (insan
kolon epidermal adenokarsinom hiicresi) ve THP-1 (insan I6semi monosit hiicresi) hiicre dizilerinin birlikte
veya tek baslarina, canli T.gondii takizoitleri ile dogrudan veya araya temasi engelleyecek bir filtre konarak
karsilastinlmasi sonucunda, hiicrelerden IL-12 ve IL-10 saliniminda ve insan beta-defensin-3 (hBD-3)
ekspresyonunda meydana gelebilecek degisikliklerin in vitro kosullarda gézlenmesi amaclanmistir. Deney
kuyucuklarindaki hiicrelere RH susu takizoitlerinin eklenmesinden 24 saat sonra toplanan Ust sivilarda
insan IL-12 ve IL-10 sitokinlerinin saptanmasi igin ticari ELISA kitleri (Invitrogen) ureticinin talimatlari
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dogrultusunda kullanilmistir. Deneylerden dort ve 24 saat sonra kuyucuklardan toplanan hiicrelerde
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile kantitatif olarak hBD-3 ekspresyonu belirlenmistir.
Bu amacla, oncelikle ticari kit (High pure RNA isolation kit, Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak
RNA ekstraksiyonu gerceklestiriimis, daha sonra yine ticari kit (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit, Roche Diagnostics, Almanya) ile komplementer DNA (c-DNA) elde edilmistir. IL-12 tim deney
kuyucuklarindaIL-10’dan dahafazla bulunmustur. IL-12 saliniminin, Caco-2 ve THP-1 hiicre ko-kdltirlerinin
takizoitler ile enfekte edildigi kuyucuklarda, hiicrelerin tek baglarina enfekte edildigi kuyucuklardan daha
fazla oldugu gozlenmistir. T.gondii'nin hiicreler ile dogrudan temas ettigi veya temas etmeden inkiibe
edildigi kuyucuklar arasinda fark olmadigi saptanmistir. HBD-3 ekspresyonunun ol¢iildiigu deneylerde ise,
Caco-2 ve THP-1 hicreleri ko-kiltir ortaminda T.gondii ile enfekte edildiklerinde birbirleriyle etkilesmis
ve ayr ayri enfekte edildiklerinden daha fazla hBD-3 ekspresyonu gostermistir. Bu calisma, T.gondii'nin
cesitli antijenleri ile uyariimis mononiikleer hiicre ve epitel hiicresinin etkilesim icinde olduklarinda, dogal
bagisiklikta rol oynayan IL-12 saliniminin ve hBD-3 ekspresyonun daha fazla oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii; defensin; THP-1, Caco-2; interldkin-10; interlékin-12.

ABSTRACT

Mononuclear phogocytic cells and epithelial cells are effective during the initiation and regulation of
the innate immune response. They have an active role in mucosal immune response both mechanically
and by interaction with other cells with cytokine release. Defensins are microbicidal peptides that are
expressed in various cells and are thought to be effective in the first line defense against pathogens.
IL-12 and IL-10, showing proinflamatory and antiinflamatory activities, respectively, are actors of the
cellular immunity and limit the infection of the host without causing immunopathology. The aim of
this study was to observe the differences in the release of IL-12 and IL-10 and the expression of human
beta-defensin-3 (hBD-3) inCaco-2 (human colon epidermal adenocarcinoma cell) and THP-1 (human
leukemia monocytic cell) cell lines cultured alone or in co-culture, by the stimulation of Toxoplasma gondii
tachyzoites either in direct contact with the cells or separated by an insert filter from the cells. Twenty-
four hours after the addition of RH strain tachyzoites to the cells, the supernatants were collected from
the experiment wells, and commercial ELISA kits (Invitrogen) were used according to the manufacturers
instructions to measure I1L-12 and IL-10 levels. HBD-3 expression of cells collected from the experiment
wells afterfour and 24 hourswere analyzed by using real time PCR. For this procedure, complementary
c-DNA was obtained (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche Diagnostics, Germany)after
the extraction of RNA with a commercial kit (High pure RNA isolation kit, Roche Diagnostics, Germany).
IL-12 was higher than IL-10 in all experiment wells. IL-12 was induced more in the co-culture wells where
Caco-2 and THP-1 cells were challenged together, than the wells in which the cells infected with T.gondii
tachyzoites alone. No differences in respect to cytokine response were observed between the cells with
which tachyzoites were in contact and the cells which were separated from the parasites with an insert. In
hBD-3 experiments, Caco-2 and THP-1 cells interacted in co-culture wells when infected with tachyzoites
and displayed a higher level of hBD-3 expression than the condition when they were infected alone. This
study showed that, IL-12 release and hBD-3 expression, which play a role in innate immunity, are greater
when various antigens of T.gondii interacted with stimulated mononuclear cell and epithelial cells.

Keywords: Toxoplasma gondii; defensin; THP-1; Caco-2; interleukin-10; interleukin-12.

GiRis

Monontikleer fagositer hiicreler, bagisikigin 6nemli efektor hicreleridir. Epitel hiic-
releri ise patojenlere karsi fiziksel bir bariyer olmasinin yani sira stratejik olarak hem
patojenler hem de mononiikleer hiicrelerle temasta olacak sekilde konumlanmistir. Bu
nedenle, konak ve oral yolla alinan patojenler arasinda bir arayiiz rolii oynayan bagir-
sak epitel hiicreleri ile makrofajlarin etkilesimi dogal bagisikhidi diizenleyerek mukozal
homeostazi korumaktadir'. Bu hiicreler dogal bagisikigin baslatiimasi ve devaminda
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etkin role sahiptir. Bu fonksiyonlarinda, polipeptit molekdiller olan sitokinleri de kullan-
maktadirlar. Epitel hiicreleri, sitokin saliniminin yani sira inflamatuvar hicreler arasinda
baglanti saglayarak mukozal bagisik yanita aktif olarak katiimaktadir?.

IL-12 pro-inflamatuvar 6zellikte bir sitokin olup esas olarak mononiikleer hiicrelerden
salgilanmaktadir. IL-10 ise hem pro-inflamatuvar sinyali baskilayan hem de bagirsak epi-
telinin bariyer fonksiyonunu devam ettiren antiinflamatuvar bir sitokindir®.

Toxoplasma gondii, hiicre ici bir protozoon olarak pro-inflamatuvar sitokinlerin salini-
mini uyarmakta ve guglu bir hiicresel yanita yol agmaktadir. Tip 1 inflamatuvar sitokinler
olan IFN-y, IL-12 ve TNF-a T.gondii'ye karsi bagisikhgin baslatiimasi ve diizenlenmesinde
anahtar rolii oynamaktadir*>. Protozoon, bir yandan da bu sitokinlerin salinimina neden
olan sinyal yollarini inhibe etmektedir. Bu yanitlar, hem parazitin yasamini surdirmesini
saglamakta hem de konakta fazladan inflamasyona bagli immunopatolojiyi 6nlemekte-
dir. Bu dengeli sistemde, karsilikli olarak birbirlerini etkileyen pro-inflamatuvar sitokin-
lerden IL-12 ve bagisik yaniti baskilayici sitokinlerden IL-10, doku hasari ve dlimcdl bir
immiinopatoloji olmadan enfeksiyonun kontroliinii saglamada énemlidir®.

Defensinler 2-6 kDa’luk, katyonik, antimikrobiyal peptitler olup Ug cift intramolekdler
distilfid bagi icermektedir. insan defensinleri, alfa ve beta olmak tizere iki gruba ve her
bir defensin grubu da kendi icinde numaralandirilarak alt gruplara ayrilmaktadir. insan
genomu tarafindan kodlanan defensinlerden olan beta-defensinlerin de konagin cesitli
hiicreleri tarafindan eksprese edilen antimikrobiyal peptitler olarak hem enfeksiyon et-
kenlerine karsi ilk hat savunmasinda hem de kazanilmis bagisikliga giden yolda 6nemli
rollere sahip oldugu diisiiniilmektedir’.

Calismamizda, Caco-2 (insan kolon epidermal adenokarsinom hiicresi) ve THP-1 (in-
san [6semi monosit hiicresi) hiicre dizilerinin birlikte veya tek baslarina, canli T.gondii
takizoitleri ile dogrudan veya araya temasi engelleyecek bir filtre konarak karsilastinlma-
st sonucunda, hicrelerden IL-12 ve IL-10 saliniminda ve insan beta-defensin-3 (hBD-
3) ekspresyonunda meydana gelebilecek degisikliklerin in vitro kosullarda gozlenmesi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Caco-2 (DSMZ (Avrupa Kiiltir Kolleksiyonu Organizasyonu, Almanya Kdltir Koleksi-
yonu); ACC169) ve THP-1 (DSMZ; ACC-16), 25 cm? yiizey alanina sahip hiicre kiiltiirii
siselerinde Uretildi. Hiicreler %10 oraninda 1si ile inaktive edilmis fetal calf serum (FCS), 2
mM glutamin, penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100 pug/ml) iceren RPMI 1640 be-
siyeri kullanilarak, %5 CO,'li ortamda 37°C’de inkiibe edildi. Tek tabaka halinde ureyen
Caco-2 hiicreleri, 5 x 10°/ml sayida ve %95'in iizerinde canl hiicre icerecek sekilde %10
FCS ile desteklenmis RPMI 1640 besiyeri ile sulandirildi. THP-1 hiicresi aderan olmayan
hiicre oldugundan stispansiyon halinde uretildi. Deneyler icin bu iki hiicre 24 kuyucuklu
plaklara; yalniz Caco-2, yalniz THP-1 veya ikisi bir arada olacak sekilde ilave edildi'. Ade-
ran hiicre olan Caco-2 hiicre dizisi, deneyden bir gece 6nce deney kuyucuklarina kona-
rak tek tabaka kaplamasi beklendi. Aderan olmayan THP-1 hiicre dizisi ise ti¢ gunlik in-
kiibasyonun ardindan, Uretildigi hiicre kiiltlrd sisesinden deney kuyucuklarina aktarildi.
iki hiicrenin beraber kullanildigi ko-kiiltiir deney kuyucuklarinda ise, tek tabaka olusturan
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Caco-2 (5 x 10° hiicre/ml) hiicrelerinin {stiine aderan olmayan THP-1 hiicreleri (5 x 10°
hicre/ml) 1:1 oraninda dagitildi.

Virulan Toxoplasma suslarina ait antijenlerin efektor hiicrelerden daha fazla sitokin sali-
nimina neden olmasi nedeniyle deneylerde virulan RH susuna ait takizoitler kullanildi®®.
Canli takizoitler, deneylerden (i¢ glin 6nce intraperitoneal olarak inokile edilen Swiss
albino farelerin periton sivisindan elde edildi. Enfekte edilen farelerin periton boglugu 5
ml steril serum fizyolojik kullanilarak yikandiktan sonra alinan periton sivisi 1000xg’de
10 dakika santrifiij edildi. Trypan mavisi ile canlik tayini yapildiktan sonra, deneylerde
%95'in Ustiinde canli olan takizoitler kullanildi'®. Hiicreler, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plaginda, ayr ayr ve beraberken 1:1 hiicre:takizoit orani saglanacak sekilde T.gondii ile
karsilasgtinldi. Hiicre iceren kuyucuklara canli takizoitler eklenirken, yapilacak deneyin tu-
riine gore, ya dogrudan kuyucuga ya da kuyucuk icine konan ve hiicrelerle protozoonu
ayirmaya yarayan bir filtrenin (Thincert W. Pet-membrane, 0.4 um; Greiner, Almanya)
usttine konuldu. T.gondii'nin degisik molekiillerinin dogal bagisik yaniti uyarmadaki farkl
rolleri goz online alinarak; hicreler ile takizoitler arasina temasi kesecek ancak ¢ozunur
faktorlerin gecisine izin verecek bu filtreli aparat kondu ve T.gondii'nin salgisal antijenle-
rinin de sitokin uyarimindaki rolii arastirildi’'.

Deney kuyucuklarina takizoitlerin eklenmesinden 24 saat sonra toplanan ust sivilarda
insan IL-12 ve IL-10 sitokinlerinin saptanmasi icin ticari ELISA kitleri (Invitrogen) Uretici-
nin talimatlar dogrultusunda kullanildi. Absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
450 nm’de belirlendi ve protein seviyeleri pikogram/ml cinsinden hesapland..

HBD-3 ekspresyonunu saptamak amaci ile 4 ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra ku-
yucuklardaki hiicreler toplandi ve 6ncelikle ticari kit (High pure RNA isolation kit, Roche
Diagnostics, Almanya) kullanilarak, treticinin 6nerileri dogrultusunda RT-PCR icin RNA
ekstraksiyonu gerceklestirildi. Daha sonra ticari kit (Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit, Roche Diagnostics, Almanya) ile komplementer DNA (c-DNA) elde edildi.
Kantitatif hBD-3 ekspresyonu, Tablo I'de belirtilen primer ve prob setleri kullanilarak,
gercek zamanl (real time-RT) PCR ve LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Almanya) ile
analiz edildi. RT-PCR icin, yaklasik 5 pl cDNA 6rnegi, LightCycler FastStart DNA Master™ Y
HYBProbe (Roche Diagnostics, Almanya) kiti iceriginde bulunan 4 pl “master mix”, 0.5
UM her bir primer ve 0.3 uM her bir probdan icerecek sekilde 20 pl toplam hacim iceri-
sinde sablon olarak kullanildi. Karigimlar kapiller tuiplere ytklendikten sonra LightCycler
1.5 cihazinda (Roche Diagnostics, Almanya) 95 C*’de 10 dakika ilk denatiirasyonu taki-
ben 50 déngii boyunca 95 C”de 15 sn denatirasyon, 54 C*’de 15 sn primer birlesmesi ve

Tablo I. Kantitatif RT-PCR’de Kullanilan Primer ve Problar
Gen Primer/Prob Dizi (5’-3")
HBD3 DEFB103A F TGT TTG CTT TGC TCT TCC TG
DEFB103A R CTT TCT TCG GCA GCATTT TC
DEFB103A FL AGC TGA GCA CAG CAC ACC G-FL
DEFB103A LC 640-CCG CCT CTG ACT CTG CAATAATATTTIC T p
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72 C”de 15 sn uzama uygulandi. Program sonunda tek dongii 40 C”de 30 sn sogut-
ma islemi uygulandi. Her ¢alismanin sonunda erime egrisi analizi uygulanarak spesifik
transkriptlerin amplifikasyonu gozlendi. HBD3 transkript miktarlari, housekeeping gen
standartlarina gore olciilen (LightCycler h-G6PDH Housekeeping Gene Set-Roche Di-
agnostics, Almanya) referans glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PDH) gen transkriptleri
Olcit alinarak (hedef kopya sayisi/G6PDH kopya sayisi) normalize edildi.

Bulgular, enfekte edilmemis hiicre kontrol kuyucuklarindaki ekspresyon miktarlari ile
karsilastinlarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Bulgular, her kosul icin yapilan lic adet bagimsiz deneye ait verilerin ortalamalar +
standart sapmalari hesaplanarak degerlendirildi. Veriler, Student'’s t-test kullanilarak kar-
silastinldi ve istatistiksel anlamhlik siniri olarak p< 0.05 kabul edildi.

BULGULAR

Caco-2 ve THP-1 hiicre dizilerinin ayri ayri veya beraberken T.gondiiile dogrudan veya
temas engellenerek inkiibe edilmelerinin 24. saatinde alinan kiltir st sivilarinda ELISA
ile saptanan IL-12 ve IL-10 diizeyleri (pg/ml), Sekil 1’de gosterilmistir. IL-12 tim deney
kuyucuklarinda IL-10’dan daha fazla bulunmustur. IL-12 saliniminin, Caco-2 ve THP-1
hiicre ko-kultirlerinin takizoitler ile enfekte edildigi kuyucuklarda, hiicrelerin tek baglari-
na enfekte edildigi kuyucuklardan daha fazla oldugu gozlenmistir (p< 0.05). T.gondii'nin
hiicreler ile dogrudan temas ettigi veya temas etmeden inkulbe edildigi kuyucuklar ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliigin olmadigi saptanmustir (p= 0.122).
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Sekil 1. Caco-2 ve THP-1 hiicre dizilerinin ayri ayni veya beraber olacak sekilde T.gondii ile dogrudan veya
temas engellenerek inkiibe edilmelerinin 24. saatinde alinan kiiltir tist sivilarinda ELISA ile saptanan IL-12 ve
IL-10 diizeyleri (pg/ml).
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HBD-3 ekspresyonunun o6lclldiigi deneylerde ise, Caco-2 ve THP-1 hiicreleri ko-
kultir ortaminda T.gondii ile enfekte edildiklerinde birbirleriyle etkilesmekte ve ayri ayr
enfekte edildiklerinden daha fazla hBD-3 ekspresyon artisi gostermektedir (p< 0.05).
HBD-3 ekspresyonu, T.gondii ile temasi kesilerek inkiibe edilen ko-kiiltirde, dogrudan
enfekte edilen ko-kiltiirden daha fazla artig gostermistir. T.gondii'nin ozellikle salgisal
antijenlerinin enfeksiyon sonrasinda erken donemde hBD-3 ekspresyonunu uyarmasinin
oncelikli olarak Caco-2 hiicresi kaynakli olarak meydana geldigi goralmustir (p< 0.05).
Caco-2 hicreleri filtre ile T.gondii‘den ayrildiginda hBD-3 ekspresyonunda kontrol hiic-
releri ile karsilastirildiginda dort kat artig saptanirken, THP-1 hiicreleri takizoitler ile direkt
temas halinde iken hBD-3 ekspresyonu iki kat artmistir. Enfeksiyondan 4 ve 24 saat sonra
eksprese edilen ve normalize edilerek hesaplanmis hBD-3 transkript degerleri Tablo Il’'de
goOsterilmistir.

TARTISMA

Bagirsak epitel hiicreleri T.gondii ile ilk karsilasan hiicreler olarak oral yolla alinan pato-
jenin enfeksiyonunu dnlemek, en azindan parazit yayihmini sinirlandirmak icin meydana
gelen dogal bagisikligin baglamasi ve devamindan sorumludur. Monontikleer hiicreler de
epitel hicreleri ile birlikte dogal bagisikliga hiicreler arasi iletisim ve inflamatuvar medi-
atorlerin salimmi yoluyla katkida bulunmaktadir. Sitokin agi, makrofaj, epitel hiicresi ve
diger bagisiklik hiicreleri arasinda cok yonlii iletisimi saglamaktadir'2. IL-12’nin de iceri-
sinde bulundugu IL-12 sitokin ailesi T.gondii'ye karsi hiicre aracili bagisik yanitin baglatil-
masi ve diizenlenmesinde pivot rolii oynamakta ve IL-12 de yardimai T hiicre cevabinin
énemli bir diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir'3. IL-10 ise antiinflamatuvar bir sitokin
olarak bagisik yanitin konaga zarar vermeyecek sekilde diizenlenmesini saglamaktadir.

Toxoplasma icin giris kapisi olan enterik mukozada yer alan epitel hicrelerine giren
protozoonlar kisa slirede takizoitlere doniigmekte ve viicuda yayilmaya calismaktadir.
Bagisik yanitta rol alan ¢ok cesitli mekanizmalar icerisinde defensinlerin de dogal ve kaza-

Tablo Il. Enfeksiyondan 4 ve 24 Saat Sonra Eksprese Edilen ve Normalize Edilerek Hesaplanmis hBD-3
Transkript Degerleri

HBD-3 (4. saat) HBD-3 (24. saat)
Caco-2 0.005 0.003
Caco-2+T. g 0.006 0.004
Caco-2/T. g 0.020 0.006
THP-1 0.003 0.011
THP-1 + T.g 0.007 0.001
THP-1/T.g 0.003 0.003
Caco-2 + THP-1 0.001 0.005
Caco-2 + THP-1 + T.g 0.017 0.037
Caco-2 + THP-1/T.g 0.021 0.043
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nilmis bagisiklik arasindaki araytizde 6nemli bir rolleri oldugu duistiniilmektedir. Bu kiiglik
peptitler; insanda epitel hiicreleri, mononiikleer fagositer hiicreler, nétrofiller tarafindan
yapisal olarak ve/veya mikrobiyal tiriinlere ya da sitokinlere yanit olarak retilmektedir'.
Cesitli insan hicrelerinin bakteriler ile uyarimi sonucu defensin ekspresyonlarindaki de-
gisiklikler ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, parazitler ve defensin iliskisi
Uzerine yapilmig calisma sayisi sinirlidir. Cryptosporidium parvum ile yapilan bir calismada,
enterik beta-defensinlerin bazi alt gruplarinin bu parazit ile uyarldigr ortaya konmus-
tur'>. Acanthamoeba castellaniinin korneal epitel hiicresi ve ilser kazinti rneklerinde
hBD2 ve hBD3 ekspresyonunu uyardigi saptanmistir'®. HBD3 ile ilgili son zamanlarda
yapilan calismalarda ise, bu defensinin cesitli bakterilerin uyarimi ile epitel hiicrelerinden
uretildigi ve salindig: bildirilmistir'”. HBD3’iin mononiikleer fagositer hiicreler iizerinden
bagisik yaniti diizenleme mekanizmalari (izerinde calisiimaktadir'®.

Calismamizda, daha 6nceden uyarilmamis monosit ve bagirsak epitel hiicrelerinin iki-
sinden de T.gondii takizoitleri ile ilk karsilagmasi sirasinda sitokin salinimi saptanmustir. Bu
hiicrelerin takizoitler ile temas etmeleri ve filtre ile temas engellenerek ayni besiyeri icine
konmalari durumlari arasinda sitokin salinimi acisindan anlamli bir farklik gézlenmemis-
tir (p= 0.122). IL-12 salinimi ise IL-10 salinimindan daha erken baslamis ve daha fazla
miktarda olmustur (p< 0.05). Calismamizda daha 6nceden uyarilmis hiicrelerle yapilan
calismalarda saptanan sitokin miktarlarindan daha dustik miktarlarda sitokin ol¢ilmustur.
Bu bulgular Aldebert ve arkadaslarinin® bulgulari ile uyumludur. Bu arastirmacilar mo-
nositlerin canl takizoitler, takizoitlerin ekskretuvar-sekretuvar antijenleri ve total takizoit
lizati ile uyarimi arasinda sitokin cevabi agisindan bir fark olmadigini ve IL-12 yanitinin
6l takizoitlerle hiicrenin uyarimindan daha fazla oldugunu bildirmistir?.

Calismamizdaki efektor hiicreler olan Caco-2 ve THP-1 hiicrelerinin yalniz veya ko-
kiltir ortaminda mikroorganizmalara verdigi yaniti inceleyen bir arastirmada, bu iki hiic-
renin beraber bulundugu durumlarda, tek baslarina ortaya koyduklarindan daha fazla
bakterisidal etki ve NO yaniti gériildiigii bildirilmistir'. Calismamizda da bu iki hiicrenin
iletisim icinde bulunmasinin hem sitokin salinimi hem de defensin ekspresyonuna olumlu
yonde etki ettigi gozlenmistir (p< 0.05).

insan hiicreleri ile yapilan calismalarda, daha fazla calisilan fare deneylerinden farkl
sonuglar cikabilmektedir'®. Ornegin calismamizda diisiik bir yanit olarak gézlenen IL-
10 uyanimi farelerde daha belirgin olarak ortaya cikmaktadir®. Ayrica calismamizda 24
saatten daha uzun bir inkiibasyon yapilmamasininda IL-10 diizeylerinde meydana gele-
bilecek bir yikselmeyi saptayamamis olmamizi aciklayabilecegi diisinulmustar. IL-12 ve
IL-10’un T.gondii ile enfekte bagisiklik hiicrelerinde birbirlerine zit etki gosterdikleri daha
onceki calismalarda gosterilmistir. Calismamizda da IL-10’un inflamasyonu dengeleyici
etkisi nedeni ile daha gec¢ salinabilecegi diisintlmdstar.

Sonug olarak, her iki hiicrenin de T.gondii'ye karsi sitokin yanitinin oldugu, IL-12 ya-
nitinin IL-10’dan daha fazla oldugu, IL-12'nin iki hiicre beraber oldugunda daha fazla
salindigi, 24. saatte sitokin saliniminin arttig), filtre ile hiicre takizoit temasinin kesildigi
kuyucuklarda da uyarimin bulundugu ve anlamli bir farkliigin olmadigi gézlenmistir.
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Literatlirde Toxoplasma ve defensinlerle ilgili yapilan az sayida calisma arasinda Mo-
rampudi ve arkadaslarinin?® calismasinda, T.gondii’nin hBD-2 ekspresyonunun modii-
lasyonu ile bagisik yaniti degistirebilecegi one surilmustir. Bagirsak epitel hicrelerinin
cesitli T.gondii genotipleri tarafindan uyarilmasi sonucu defensin tirlerinde meydana ge-
len degisiklikler arastirlmig ve hBD-1 ve hBD-3'ten ziyade hBD-2'nin eksprese oldugu ve
erken dénemde T.gondii tarafindan baskilandigi bildirilmistir?®. Bu bulgu da T.gondii'nin
defensin baskilamasini bir kacis mekanizmasi olarak kullanabilecegini distiindiirmektedir.
Ayrica, Tanaka ve arkadaslarinin?! 2010 yilinda ilk kez insan alfa-defensin-5‘in T.gondii'nin
agregasyonuna ve olimine yol actigini gostermesinin ardindan, protozoon DNA'sI ile
uyarilan bagirsak epitel hiicrelerinde parazit invazyonuna gerek kalmadan alfa-defen-
sin-5 uyarimi ile T.gondii'ye karsi bagisik yanitin baslatilabildigi de gésterilmistir?'-22, Bi-
zimse ilk bulgularimiz, T.gondii uyariminin bagirsak epitel hiicreleri ve monositlerde hBD-
3 ekspresyonunda az da olsa bir artisa neden oldugunu gostermektedir. Ko-kiltirlerde
daha fazla ekspresyonun saptanmasi ise defensin ekspresyonunun patojen disinda sito-
kinlerden de pozitif yonde etkilenebilecegini gostermektedir. Calismalarimizin bulgulari-
na gore, sitokin salinimi da en fazla ko-kiiltiir ortaminda saptanmistir.

Epitel hiicrelerinde cesitli patojenlerin defensin ekspresyonuna etkisi konusunda daha
fazla calisma olmakla birlikte mononiikleer fagositer hiicrelerde defensin ekspresyonu
konusundaki az sayida calisma, bu durumun hiicre tipine ve patojene gore degistigini
gostermektedir’. Calismamiz bilgilerimize gére, T.gondii'nin, interlékin salinimi ve de-
fensin ekspresyonu Uzerine etkisinin beraber ve ¢oklu hiicre etkilesiminde incelendigi ilk
calismadir. Gelecekte bu yontemle yapilacak arastirmalar, hem hiicrelerin etkilesimi hem
de dogal bagisik yanitin bilegenleri konusunda daha aydinlatici olacaktir.
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